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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Das Harnblasenkarzinom

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Das Harnblasenkarzinom stellt in Deutschland die vierzehnthaufigste Krebserkrankung der Frau und
die vierthaufigste Krebserkrankung des Mannes dar. Im Jahr 2016 erkrankten 4 250 Frauen und 12 220
Manner an einem Harnblasenkarzinom. Zusatzlich wurden 13 510 Patienten mit einem nicht-invasiven
papilldiren Karzinom (Ta) oder in-situ-Tumor (Tis) der Harnblase erfasst. Die Inzidenz des
Harnblasenkarzinoms steigt mit zunehmendem Alter an: 2016 betrug das mittlere Erkrankungsalter 75
Jahre (Zentrum fiir Krebsregisterdaten (ZfKD) & Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. (GEKID), 2020).

Weltweit ist das Harnblasenkarzinom die zehnthaufigste Krebserkrankung. Im Jahr 2018 wurden rund
549 000 Neuerkrankungen und 200 000 Todesfalle registriert. Die Haufigkeit des Harnblasenkarzinoms
variiert signifikant zwischen Regionen und Landern. Siid- und Westeuropa weisen die hochste
altersstandardisierte Inzidenz auf. Dagegen liegt diese in Landern West- und Ostafrikas um ein
Vielfaches geringer (Bray et al., 2018).

Eine Erklarung fir die regionalen und geschlechtsspezifischen Unterschiede kann die Exposition
gegenliber den Risikofaktoren des Harnblasenkarzinoms liefern. Als Hauptrisikofaktor fir die
Entstehung eines Harnblasenkarzinoms wird das Zigarettenrauchen angesehen. 50% aller
Harnblasenkarzinome sind in den USA auf das Rauchen zuriickzufiihren (Freedman et al., 2011). Die
Exposition gegenliber chemischen Karzinogenen, wie Arsenverbindungen und aromatischen Aminen,
ist ein weiterer bedeutender Risikofaktor. Dies gilt insbesondere fiir Berufstatige mit regelmaRigem
Kontakt zu Farben, Lacken, Gummi und Textilien (Cogliano et al., 2011). Chronische Entziindungen,
verursacht durch Harnblasensteine (Yu et al., 2018) oder den Befall der Harnblase mit Schistosomen
(Ferguson, 1911), konnen die Karzinogenese ebenfalls beglinstigen. Auch im Rahmen von
medizinischen Eingriffen, wie dem Bestrahlen des kleinen Beckens (Boice Jr. et al., 1985) oder der Gabe

von Cyclophosphamid (Fairchild et al., 1979), kann das Risiko fiir ein Harnblasenkarzinom steigen.

1.1.2 Pathologie und Molekularbiologie

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) klassifiziert die Tumoren der Harnblase histologisch in
mehrere Subtypen. Die Minderheit aller Harnblasenkarzinome sind Plattenepithel- und
Adenokarzinome. Dagegen bildet die Gruppe der Urothelkarzinome histologisch die groRe Mehrheit
der Harnblasenkarzinome. Fiir das Staging des Urothelkarzinoms wird die TNM-Klassifikation der WHO

von 2016 verwendet (Tabelle 1.1; Moch et al., 2016).




Einleitung

Tabelle 1.1: TNM-Klassifikation — Urothelkarzinom der Harnblase (modifiziert nach Moch et. al, 2016)

TNM-Klassifikation — Urothelkarzinom der Harnblase

T — Primartumor Ta Nicht-muskelinvasives papillares Karzinom
Tis Carcinoma in situ NMIBC
T1 Infiltration subepitheliales Bindegewebe
T2 Infiltration Muskularis propria
A| Oberflachlich
B| Tief
T3 Infiltration perivesikales Gewebe

A | Mikroskopisch
B| Makroskopisch

T4 Infiltration Nachbarorgane
A | Prostata, Samenblédschen, Uterus, Vagina MIBC
B| Abdominal- oder Beckenwand
N — Regionare N1 Solitdre Lymphknotenmetastasen
Lymphknoten (hypogastrisch, obturatorisch, extern iliakal, prasakal)

N2 Multiple Lymphknotenmetastasen
(hypogastrisch, obturatorisch, extern iliakal, prasakal)

N3 Lymphknotenmetastasen
(entlang der Aa. iliacae communes)

M — Fernmetastasen M1 Fernmetastasen
A | Nichtregiondre Lymphknoten
B| Andere Fernmetastasen

Die Unterscheidung in nicht-muskelinvasives Harnblasenkarzinom (NMIBC) und muskelinvasives
Harnblasenkarzinom (MIBC) erhélt aufgrund der Therapierelevanz eine besondere Beachtung. 75 %
aller Patienten zeigen bei Erstdiagnose ein NMIBC, wahrend 25 % der Patienten bereits ein MIBC
aufweisen (Hall et al., 2007). Als muskelinvasiv werden alle Harnblasenkarzinome ab dem Stadium T2
bezeichnet. Sie weisen regelhaft einen hohen Malignitatsgrad auf. Die Gruppe der nicht-
muskelinvasiven Harnblasenkarzinome setzt sich aus den urothelialen Lasionen, wie papillaren
Karzinomen und in-situ-Tumoren, und dem Stadium T1 zusammen (Moch et al., 2016). Die in-situ-
Tumore werden gemaR der International Statistical Classification of Diseases and Related Health
Problems (ICD-10) nicht zu den malignen Tumoren gezdhlt. Dennoch besitzen sie eine hohe klinische
Relevanz, weil ein hohes Risiko fiir Progression und vor allem fiir Rezidive besteht (ZfKD & GEKID,
2020).

Die histologischen Subtypen unterscheiden sich auch auf molekularbiologischer Ebene. Papillare
Karzinome erscheinen genetisch stabil und weisen einen diploiden Karyotyp auf. Vermehrt lassen sich
Gain of function Mutationen des Protoonkogens HRAS, des Fibroblast Growth Factor Receptors 3
(FGFR-3) und der Phosphoinositid-3-Kinase (P13K) beobachten (Knowles & Hurst, 2015). Dagegen zeigt
der instabile haploide Karyotyp der invasiven Karzinome vielfach Alterationen wie Chromotrypsis

(Morrison et al., 2014). Es liegen haufig Loss of function Mutationen der Tumorsuppressorgene TP53
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und RB1 vor. Trotz dieser Unterschiede zeigen die beiden Subtypen auch Gemeinsamkeiten wie eine
Deletion auf dem langen Arm des Chromosoms 9. Dies konnte erklaren, warum auch nicht-invasive

Lasionen in invasive Formen Gbergehen konnen (Knowles & Hurst, 2015).

1.1.3 Therapiemoglichkeiten

Unbehandelt muss mit einer friihzeitigen Metastasierung und hohen Mortalitdit des
Harnblasenkarzinoms gerechnet werden (Martini et al., 2020). Die Prognose ist bei rechtzeitiger
Diagnostik und Therapie hingegen besser. So liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate im T1-Stadium bei
88 %, im T3-Stadium noch bei 46 %. Bei Infiltration der Nachbarorgane im Stadium T4 sinkt die 5-
Jahres-Uberlebensrate auf 15 % (Berdik, 2017).

Die Therapie richtet sich nach der S3-Leitlinie zum Harnblasenkarzinom (Leitlinienprogramm Onkologie
(Deutsche Krebsgesellschaft, Deutsche Krebshilfe, AWMF), 2020). Bei dem klinischen Verdacht eines
Harnblasenkarzinoms soll zur histologischen Sicherung eine transurethrale Resektion der Harnblase
(TUR-B) durchgefiihrt werden (Richterstetter et al., 2012). Wird histologisch keine Muskelinvasion
nachgewiesen, sollte mit Ausnahme von pTa low-grade innerhalb von sechs Wochen eine
Nachresektion erfolgen (Schips et al., 2002). Weiterhin kann die Therapie um eine intravesikale
Chemotherapie mit Mitomycin, Immunmodulation durch Installation des Bacillus Calmette-Guérin und
zystoskopische Verlaufskontrollen ergénzt werden (Babjuk et al., 2013).

Die Behandlung der Wahl bei dem Nachweis eines nicht-metastasierten invasiven
Harnblasenkarzinoms ist die radikale Zystektomie mit bilateraler pelviner Lymphadenektomie. Bei
Mannern erfolgt zusatzlich eine Prostatektomie, wahrend bei Frauen der Uterus, die Adnexen und
Anteile der vorderen Vaginalwand entfernt werden (Stein & Skinner, 2004). Zusatzlich werden drei bis
vier Zyklen einer neoadjuvanten cisplatinhaltigen Kombinationschemotherapie durchgefiihrt. Bei
organiiberschreitenden Karzinomen oder einem positiven Lymphknotenstatus soll eine adjuvante
cisplatinbasierte Chemotherapie erfolgen (Mahlknecht et al., 2014). Eine palliative Chemotherapie
wird bei einem fernmetastasierten Tumor durchgefiihrt. Dazu werden Gemcitabin und Cisplatin oder
das MVAC-Schema (Methotrexat, Vinblastin, Adriamycin und Cisplatin) verwendet (Sternberg et al.,
1989). Als zielgerichtete Therapie sind im palliativen Setting mittlerweile auch Checkpoint-Inhibitoren

wie Pembrolizumab zugelassen (Balar et al., 2017).
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1.2 Die Allianz von Krebsstammzellen und Seneszenz

1.2.1 Krebsstammzellen

Urspriinglich  wurde versucht, die Entwicklung maligner Tumoren mit der klonalen
Selektionshypothese zu erklaren. Das Modell nimmt an, dass alle Tumorzellen das gleiche
tumorinitilerende Potential und die Fahigkeit zur Selbsterneuerung besitzen (Nowell, 1976). Die
Mehrheit der Krebstherapien zielt daher darauf ab, die gesamte Tumorpopulation abzutéten (Rahman
et al., 2011).

Dieses Modell wird durch die Krebsstammzellhypothese in Frage gestellt. Nach dieser gibt es eine
Subpopulation, die Krebsstammzellen, die das Wachstum des Tumors und die Bildung von Metastasen
verantwortet (Woodward & Hill, 2016). So sind nur wenige Zellen der akuten myeloischen Leukdamie
nach Transplantation dazu befahigt, erneut eine Leukdamie auszulésen. Die Mehrzahl der Tumorzellen
proliferiert zwar stark, weist jedoch nur ein geringes Potential zur Selbsterneuerung auf (Lapidot et al.,
1994). Der Tumor besteht demnach aus einer heterogenen Population, die durch die asymmetrische
Zellteilung der hierarchischen Spitze aufrechterhalten wird (Abbildung 1.1; Reya et al., 2001). In soliden
Tumoren, wie erstmalig im Mamma- (Al-Hajj et al., 2003), aber auch im Harnblasenkarzinom (Ohishi

et al., 2015), konnten Krebsstammzellen ebenfalls identifiziert werden.
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Klonale Selektionshypothese Krebsstammazellhypothese

Abbildung 1.1: Die zwei Hypothesen der Tumorinitiierung (modifiziert nach Reya et. al, 2001)

Nach der klonalen Selektionshypothese entsteht die Heterogenitat des Tumors aufgrund der verschiedenen
Phanotypen der Krebszellen. Jede der Zellen kann proliferieren und das Tumorwachstum fordern. Dagegen
nimmt die Krebsstammzellhypothese an, dass die Mehrheit der Zellen nur begrenztes Proliferationspotential
besitzt. Allein die asymmetrische Zellteilung der Krebsstammzellen (engl. cancer stem cell, CSC, dargestellt in
Gelb) beglinstigt die Heterogenitat und das Wachstum des Tumors.

Neben der Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorprogression weisen die Krebsstammzellen
weitere therapierelevante Charakteristika auf. Ahnlich zu adulten Stammzellen besitzen

Krebsstammzellen ABC-Transporter, welche zytotoxische Substanzen aus dem Zellinneren
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transportieren kdonnen (Begicevic & Falasca, 2017). Die Chemoresistenz wird auRerdem Uber eine
verstarkte Expression von Enzymen, welche Medikamente metabolisieren kénnen, vermittelt. So
erfolgt der Abbau von Cyclophosphamid mithilfe von Aldehyddehydrogenasen (Douville et al., 2009).
Die Uberexpression von Bcl-2 (Domen et al., 1998) und effektivere Mechanismen zur Reparatur der
Desoxyribonukleinsdure (engl. deoxyribonucleic acid, DNA; Eyler & Rich, 2008) schiitzen die
Krebsstammzellen im Vergleich zu gew6hnlichen Tumorzellen vor Apoptose. Dies kénnte erklaren,
warum viele Krebstherapien zwar die Tumormasse reduzieren, die Krebsstammzellen jedoch
liberleben und Rezidive verursachen (Campbell & Polyak, 2007).

Vor diesem Hintergrund erschien das Abtdten von Krebsstammzellen als eine vielversprechende
Moglichkeit in der Krebstherapie. In diesem Zusammenhang wurde jedoch dargestellt, dass auch
differenzierte Tumorzellen den Pool an Krebsstammzellen erneuern kénnen. Analog zur Plastizitat von
adulten Stammzellen kann durch die Reexpression der Yamanaka-Faktoren c-Myc, KLF4, Oct-4 und
Sox-2 jede Tumorzelle entdifferenzieren (Yue et al., 2017). Die Stammzellfahigkeit ist daher kein
Merkmal einer starren Subpopulation, sondern hélt ein flieBendes Gleichgewicht zwischen uni- und
pluripotenten Tumorzellen aufrecht. Diese Dynamik ist fiir die fehlende Wirkung des Abt&tens von

Krebsstammzellen verantwortlich (Friedmann-Morvinski & Verma, 2014).

1.2.2 Die zelluldre Seneszenz

Die entgegengesetzte Kraft zur Stammzellfahigkeit ist das Altern von Zellen, ein natirlicher Prozess der
verminderten Selbsterneuerung und dem zunehmenden funktionellen Riickgang des Gewebes
(McHugh & Gil, 2018). Die Zellalterung kann durch mehrere Stressreize ausgeldst werden. Dazu zdhlen
DNA- und Telomerschiden, oxidativer Stress, mitochondriale Dysfunktion oder der Einsatz von
Zytostatika und y-Strahlung (Calcinotto et al., 2019). Dies induziert die p53/p21°'"- und p16™€43/Rb-
Tumorsuppressorwege (siehe Abbildung 1.2). Dadurch werden die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK)
gehemmt und das Retinoblastoma-Protein (Rb) verbleibt im unphosphorylierten, aktiven Zustand. Rb
kontrolliert den Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus und reguliert die
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie (Chicas et al., 2010). In der Folge verharren die geschadigten

Zellen in einem irreversiblen Zellzyklusarrest (Herranz & Gil, 2018).

S-Phase

— p53 — p21
‘ ‘ G1-Phase

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung des seneszenzvermittelten Zellzyklusarrestes (modifiziert nach
McHugh & Gil, 2018)
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Zwar gilt der Proliferationsstopp als zentrales Kennzeichen der zelluldren Seneszenz, dennoch bleiben
die seneszenten Zellen metabolisch aktiv. Der erhéhte Gehalt an Lysosomen induziert einen Anstieg
der Autophagie (Kurz et al., 2000). Auch die Glykolyse und der mitochondriale Metabolismus sind
gesteigert. Dadurch wird vermutlich der Energiebedarf zur Expression eines proinflammatorischen
Sekretoms gedeckt (Dorr et al., 2013). Diese Eigenschaft ist als Seneszenz-assoziierter sekretorischer
Phanotyp (SASP) bekannt und dient der Produktion von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und
Proteasen. Das daraus entstehende inflammatorische Milieu rekrutiert Zellen des Immunsystems. So
sollen geschadigte Zellen eliminiert und die Gewebereparatur erleichtert werden (Coppé et al., 2008).
Das Sekretom kann weiterhin die Proliferation von benachbarten Zellen begrenzen (Herranz & Gil,
2018). Derartige Programme der Seneszenz haben sich wahrscheinlich entwickelt, um die Replikation

praneoplastischer Zellen zu limitieren (Collado & Serrano, 2010).

1.2.3 Seneszenz im Kontext der Tumorprogression

Trotz der protektiven Funktion ist das Altern der bedeutendste Risikofaktor fiir die Entwicklung eines
malignen Tumors (Childs et al., 2017): Die Inzidenz von Krebserkrankungen steigt ab dem Alter von 50
Jahren signifikant an (Rodier & Campisi, 2011). Abbildung 1.3 stellt dar, dass die zelluldre Seneszenz,
urspriinglich als Barriere der Karzinogenese angesehen, paradoxerweise auch das Tumorwachstum

fordern kann (Lecot et al., 2016).

EMT
Angiogenese Alterung

Chemoresistenz

Stammzelle Seneszenz

» Zellzyklusarrest

*  Wundheilung

* Immunzell-
rekrutierung

Abbildung 1.3: Die Allianz zwischen Stammzellen und Seneszenz (modifiziert nach Lecot et. al, 2016)

Die zelluldre Seneszenz und die damit verbundenen Programme gelten als physiologische Barriere der
Karzinogenese. Mittels des SASP kann jedoch die Entdifferenzierung von Nachbarzellen vermitteln werden.
Durch diesen Kreislauf wird in der Tumorpopulation ein Gleichgewicht zwischen seneszenten Zellen und
aggressiven Stammzellen aufrechterhalten.

Obwohl die zelluldre Seneszenz der physiologische Antagonist der Stammzellfahigkeit ist, kann sie die

Selbsterneuerung des Tumors fordern. Mittels des SASP induziert die Akkumulation gealterter Zellen




Einleitung

die Verjlingung benachbarter Zellen. Dadurch kann ein Gleichgewicht zwischen seneszenten Zellen
und Stammzellen aufrechterhalten werden (Ritschka et al., 2017). Folglich kann auch die
Chemotherapie-induzierte Seneszenz die Expression von Stammzellmarkern erhéhen. Diese Plastizitat,
als senescence-associated stemness bezeichnet, verleiht der Population ein grofReres
Tumorinitiationspotential und kann vermehrt in Rezidiven nachgewiesen werden (Milanovic et al.,
2018).

Der SASP seneszenter Zellen beglinstigt die Vaskularisation des Tumorgewebes, indem die
Angiogenese induziert wird (Coppé et al., 2006). Weiterhin kann durch die Sekretion von Proteasen
der Abbau der extrazelluldren Matrix vermittelt werden. Dies destabilisiert die Gewebearchitektur und
erleichtert die Invasion von Tumorzellen (Coppé et al., 2008).

In Nachbarzellen kénnen seneszente Zellen die Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) induzieren
(Laberge et al., 2012). Die EMT ist ein physiologischer Prozess der Embryonalentwicklung (Gros &
Tabin, 2014) und Wundheilung (Banerjee et al., 2015). Es ermoglicht epithelialen Zellen, sich aus dem
soliden Zellverband zu I6sen und durch die extrazelluldre Matrix zu migrieren (Hay, 2005). Durch die
Repression des Adhadsionsmolekiils E-Cadherin werden die Zellpolaritdit und Zell-Zell-Kontakte
aufgehoben (Puisieux et al., 2014). Dagegen werden der funktionelle Gegenspieler N-Cadherin und
mesenchymale Marker, wie Fibronektin und Vimentin, wahrend der EMT Uberexprimiert. Diese
Proteine vermitteln eine Reorganisation des Zytoskeletts und die Wandlung in einen mesenchymalen
Phanotyp mit gestreckten, fibroblastischen Zellen (Zeisberg & Neilson, 2009). Im Rahmen der malignen
Progression férdert die EMT die Invasivitat von Tumorzellen und tragt damit entscheidend zur Bildung

von Metastasen bei (Diepenbruck & Christofori, 2016).

1.3 Das Kernmembranprotein Lamin A/C

1.3.1 Struktur und Funktion

Die sieben Isoformen der nukledren Lamine werden zu den Typ-V-Intermediarfilamenten gezahlt und
in die A- und B-Typ-Lamine unterteilt. Gemeinsam gelten sie als Hauptbestandteil der Kernlamina (Ho
& Lammerding, 2012).

Fir die A-Typ-Lamine codiert das Gen LMNA. Durch alternatives SpleiRen entstehen die Isoformen
Lamin A und C. Die Lamine bestehen aus drei Hauptdomanen, dem kurzen N-terminalen Kopf, der
zentralen Stabdomane und dem C-terminalen Schwanz (McKeon et al., 1986). Die Domanen
unterliegen posttranslationalen Modifikationen, wie der C-terminalen Farnesylierung und der Spaltung
durch die Zinkmetalloproteinase 24, zur Bildung der reifen Form von Lamin A (Davies et al., 2011).
Durch die Coiled-Coil-Bildung der Stabdoméanen entstehen Lamin-Dimere. Mehrere dieser Dimere
setzen sich zu Polymeren zusammen, die in ihrer Gesamtheit die Filamente bilden (Parry & Steinert,

1999).
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Im Zusammenhang mit der Stammzellfahigkeit ldsst sich festhalten, dass Lamin A/C, im Gegensatz zu
den B-Typ-Laminen, in der frilhen embryonalen Entwicklung nicht exprimiert wird. Stattdessen
exprimieren fast alle differenzierten Zellen die A-Typ-Lamine (Rober et al., 1989).

Das Lamin A/C hat fuir den Kern mehr als nur strukturelle und stabilisierende Bedeutung. A-Typ-Lamine
vermitteln die physikalische Kopplung zwischen Kern und Zytoskelett und tragen damit zur
intrazelluldren Kraftlbertragung, Migration und Polarisation bei (Méjat & Misteli, 2010). Weiterhin
sind die Intermediarfilamente an der Organisation und dem Einbau der Kernporenkomplexe in die
Kernmembran beteiligt (Smythe et al., 2002). Durch die Interaktion mit zahlreichen Proteinen (siehe
Abbildung 1.4) reguliert Lamin A/C die Zellproliferation, DNA-Reparatur und Apoptose. Dazu zéhlt
unter anderem die Modulation der E2F-abhdngigen Transkription und des MAPK-Signalweges
(Rodriguez et al., 2010). Uber Histone und die laminassoziierten Proteine, wie LAP2, kann die Struktur
und Organisation des Chromatins reguliert werden (Maraldi et al., 2011).
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1.3.2 Rolle von Lamin A/C in der Karzinogenese

Ein Merkmal von Krebserkrankungen ist die nukledre Atypie. Dies ldsst die wichtigsten
Strukturproteine des Zellkerns, die Lamine, in das Zentrum von verschiedenen Untersuchungen in
Zusammenhang mit der Karzinogenese rlcken. Tabelle 1.2 stellt dar, dass Lamin A/C im Gewebe
maligner Tumore mehrheitlich vermindert exprimiert wird (Irianto et al., 2016).

Eine niedrige Expression von Lamin A/C ist bei Patienten mit Brustkrebs mit einem schlechteren
klinischen Outcome verbunden (Alhudiri et al., 2019). Im Kolonkarzinom korreliert der niedrige Spiegel
mit einem erhohten Risiko flir Rezidive (Belt et al., 2011). In vitro férdert der Knockdown von Lamin
A/C durch eine effizientere Zellmigration das Tumorwachstum (Harada et al., 2014). Der Grund dafr
konnte sein, dass der Verlust von Lamin A/C eine Wandlung der Krebszelle in einen mesenchymalen

Zustand, dhnlich dem der Krebsstammzellen, auslost (Irianto et al., 2016).
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Im Gegensatz dazu zeigen mehrere  gpelle 1.2: Expression von Lamin A/C im Vergleich zum
Studien, dass eine erhdhte Expression Ursprungsgewebe (modifiziert nach Irianto et al., 2016)

von Lamin A/C dem Zellkern eine hohere Tumorentitat Expression von Lamin A/C
o . ] ) Bronchialkarzinom N
Steifigkeit und Integritat verleiht (Swift
_ ] Kolonkarzinom N
et al., 2013; Tamiello et al., 2013). Dies
Leuk3dmie NZ
kénnte das Genom vor Mutationen
o ) Magenkarzinom N
schiitzen und das Migrationspotential
) ] Mammakarzinom J
einschréanken (lrianto et al., 2016).
] ) Prostatakarzinom N
Dennoch bleibt fraglich, warum das
) ] Basaliom N
Gewebe mancher Tumorentitaten einen
. . ] Ovarialkarzinom NG
erhohten Spiegel der A-Typ-Lamine
) . o Kolorektales Karzinom ™
aufweist (siehe Tabelle 1.2). Weiterhin
. . ) N Spinaliom ™
wirkt sich die gewebsspezifische
Abk.: erniedrigt (J/), erhoht (1), bidirektional ({ 1)

Ablation von Lamin A/C in Tiermodellen

nicht auf das Gesamtwachstum und die Morphologie des Gewebes aus (A. S. Wang et al., 2015).

1.3.3 Progerin — Eine mutierte Form des Proteins Lamin A/C

Mutationen des LMNA-Gens l6sen bisher neun bekannte Erkrankungen, zusammengefasst als
Laminopathien, aus. Unter anderem zahlt hierzu das Hutchinson-Gilford-Syndrom (engl. Hutchinson-
Gilford progeria syndrome, HGPS; Kang et al., 2018). Als Treiber des Syndroms wurde das Protein
Progerin identifiziert. Das HGPS ist eine seltene Erkrankung mit einer Pravalenzrate von einem Fall bei
acht Millionen Geburten. Schatzungsweise leben weltweit etwa 200 bis 250 Kinder mit HGPS
(Coppede, 2013).

Bei der Geburt erscheinen die erkrankten Kinder gesund, entwickeln innerhalb der ersten Lebensjahre
jedoch charakteristische Merkmale einer beschleunigten Alterung. Erstes Symptom ist hadufig eine
starke Wachstumsverzégerung. Durchschnittlich erreichen die Kinder bei einer GréRe von 110 cm ein
Endgewicht von 15 kg (Hennekam, 2006). Die pathologische korperliche Entwicklung geht mit
Skelettdysmorphien, wie einer clavikuldren Hypoplasie, Coxa valga und generalisierten Osteopenie,
einher (Cleveland et al., 2012). Zu den typischen Gesichtsanomalien gehoéren ein kleiner,
zurickliegender Unterkiefer, ein verminderter Augenabstand und eine schmale, schnabelartige Nase.
Besonders auffallig ist das Missverhaltnis zwischen Gesichts- und KopfgréRe (Ullrich et al., 2012). Haut
und Haare zeigen vorzeitige Alterungserscheinungen, wie eine progressive Alopezie. Im Verlauf
schreitet der Verlust von subkutanem Fett voran, weswegen die Haut trocken und atrophisch wird
(Hennekam, 2006). Durchschnittlich sterben die Patienten im Alter von 13 Jahren. 75 % der Todesfille
sind in Folge atherosklerotischer Lasionen auf Herzinsuffizienz, Myokardinfarkt oder Schlaganfall

zurickzufihren (Gerhard-Herman et al., 2012).
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Die Pathogenese des HGPS beruht mehrheitlich auf einer Punktmutation im Exon 11 des LMNA-Gens
(c.1824C> T, p.G608G). Dadurch werden neue Spleilistellen eingefiihrt, in deren Folge 150 Nukleotide
entfernt werden und das resultierende Translationsprodukt eine interne Deletion von 50 Aminosauren
enthalt. Die Deletion eliminiert die Stelle fiir die Prozessierung durch die Zinkmetalloproteinase 24,
weswegen der farnesylierte und carboxymethylierte Schwanz vom unreifen Prelamin erhalten bleibt.
Dies stort die Zusammenlagerung der Proteine zu Dimeren, was die Kernhiille verformt und
destabilisiert (Eriksson et al.,, 2003). Neben dieser haufigsten Punktmutation existieren weitere
Mutationen des LMNA-Gens und der Zinkmetalloproteinase 24, die das HGPS verursachen kénnen
(Coppede, 2013).

In Zellen gesunder Individuen wird Progerin auch exprimiert und induziert altersbedingte Anomalien
(Rodriguez et al., 2009). Dies legt nahe, dass Progerin Alterungswege beschleunigt, statt eigene
Kaskaden zu induzieren. So korreliert eine hohe Expression von Progerin in Tierversuchen mit einem
herunterregulierten Wnt- und Notch-Signalweg, der Erschopfung adulter Stammzellen und einer
verminderten Regenerationsfahigkeit (Rosengardten et al., 2011).

Trotz der DNA-Schaden ist die Inzidenz von Krebserkrankungen bei Patienten mit HGPS nicht erhéht.
Dies stehtim Kontrast zum Werner-Syndrom, einer Progerie-Form des Erwachsenen, bei der das Risiko
fir maligne Tumoren erhoéht ist (Hennekam, 2006). Fernandez und Kollegen (2014) demonstrierten,
dass Fibroblasten von HGPS-Patienten resistent gegenliber einer neoplastischen Transformation sind.
Als Effektor von Progerin konnte das Bromodomanenprotein 4 identifiziert werden. Es verhindert
durch Chromatinremodellierung die Tumorinitiierung (Fernandez et al., 2014). Ubereinstimmend
verringert die Uberexpression von Progerin in vitro das Migrations- und Invasivitatspotential von
Zelllinien des Bronchialkarzinoms (Hu et al., 2020). Auch die Akkumulation von Prelamin vermindert in
Tierversuchen die Krebsinvasion (de la Rosa et al., 2013). Im Gegensatz dazu exprimieren das Mamma-
und Kolonkarzinom im Vergleich zum Ursprungsgewebe vermehrt Progerin (Tang et al., 2010). Eine
Uberexpression von Progerin in Zelllinien des Prostatakarzinoms férdert zudem das Tumorwachstum.
Dies wirft die Frage auf, ob die Tumorprogression durch die geschadigte DNA-Reparatur in Progerin-

exprimierenden Zellen beglinstigt wird (Tang et al., 2010).
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1.4 Zielstellung der Arbeit

Das finale Stadium einer Krebserkrankung wird durch eine dynamische Subpopulation, den
Krebsstammzellen, verursacht. Diese haben die Fahigkeit, die Tumorpopulation zu verjiingen und
deren metastatische Kapazitit zu fordern (Reya et al.,, 2001). Selbst wenn vorhandene
Krebsstammzellen durch eine spezifische Therapie abgetotet werden, entdifferenzieren die
Nachbarzellen und erhalten die Proliferation des Tumors aufrecht (Friedmann-Morvinski & Verma,
2014).

Der Ansatz im Rahmen dieser Arbeit besteht daher in der Beschleunigung ihrer Alterung, die eine
natirliche Barriere gegen die Karzinogenese darstellt (McHugh & Gil, 2018). Hierzu wird Progerin, die
mutierte Form von Lamin A/C, in Zelllinien des Harnblasenkarzinoms transduziert.

Unter Kontrolle eines Promoters, der fiir die Yamanaka-Faktoren Oct-4 und Sox-2 responsiv ist, soll
Progerin nur in Krebsstammzellen exprimiert werden. Die Seneszenz soll in benachbarten
differenzierten Tumorzellen den Erwerb pluripotenter Eigenschaften erzeugen. Die damit verbundene
Reaktivierung der Yamanaka-Faktoren induziert wiederum die Expression von Progerin. Jede
differenzierte Zelle, die Signale von seneszenten Krebsstammzellen empfangt, kann so gezwungen
werden, in die Seneszenz einzutreten. Durch diesen Kreislauf soll die Allianz in der Stammzell- und
Seneszenzdynamik unterbrochen werden. Die Population gealterter Zellen mit verringerter
Regenerationskapazitat konnte sich vergrolern und das Reservoir der Krebsstammzellen sukzessive
erschopfen. Nachfolgend soll untersucht werden, wie die Induktion der Seneszenz die Aggressivitat
und Metastasierungskapazitat der Zellen des Harnblasenkarzinoms beeinflusst.

Um den Effekt auf die Krebsstammzellen vergleichen zu kénnen, werden alle Experimente zunachst
mit einem zellunspezifischen Vektor, der die Expression von Progerin in der gesamten
Tumorpopulation vermittelt, durchgefiihrt. Zudem werden die Zellen mit der physiologischen Form
Lamin A/C transduziert, um dessen Wirksamkeit mit der des mutierten Proteins Progerin vergleichen

zu kénnen.

Zusammenfassend ergeben sich daraus folgende Hypothesen:

e In Zellen des Harnblasenkarzinoms induziert die Uberexpression von Progerin zellulire

Seneszenz.

e Die Uberexpression von Progerin erschépft das Stammzellreservoir in Zelllinien des

Harnblasenkarzinoms.

e Progerin-exprimierende Zellen des Harnblasenkarzinoms besitzen eine verringerte

Metastasierungskapazitat.
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2 Materialien und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 2.1: Zelllinien

Bezeichnung Beschreibung Medium
RT-4 Humane Blasenkarzinom-Zelllinie RPMI
T24 Humane Blasenkarzinom-Zelllinie DMEM ohne Pyruvat
UM-UC-3 Humane Blasenkarzinom-Zelllinie DMEM ohne Pyruvat
dFB Humane dermale Fibroblasten-Zelllinie DMEM ohne Pyruvat
VH6 Humane Vorhautfibroblasten-Zelllinie DMEM ohne Pyruvat

2.1.2 Bakterienstamm

Fir die Transformation wurden chemisch kompetente Escherichia coli JM109 Zellen von Promega

(Mannheim) verwendet.

2.1.3 Plasmide

Tabelle 2.2: Plasmide

Bezeichnung Beschreibung Hersteller (Firmensitz)
MCMVp-dsCopGFP-PURO Plasmid zur GFP-Expression Wakefield Lab (Michigan)
SORE6-mCMVp-dsCopGFP-PURO | Plasmid zur GFP-Expression Wakefield Lab (Michigan)

unter der Kontrolle eines

SOX2/0CT4 Response-Elements

pLenti-MCS Expressionsplasmid mit einer IEGT (Rostock)

Multiple Cloning Site

pcDNA3.1 Expressionsplasmid mit Invitrogen (Karlsruhe)

CMV-Promoter

pBABE-puro-GFP-Progerin Plasmid zur Expression von Addgene (Watertown)

GFP und Progerin

pBABE-puro-GFP-LMNA Plasmid zur Expression von Addgene (Watertown)
GFP und Lamin A/C

CopGFP-T2A-Progerin synthetisiertes Codon- Thermo Fischer Scientific

optimiertes Progerin-Fragment | (Schwerte)

synthetisiertes Codon- Thermo Fischer Scientific
CopGFP-T2A-LMNA
optimiertes LMNA-Fragment (Schwerte)
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2.1.4 Antikdrper

Tabelle 2.3: Antikorper

Primarantikérper

Art Antikorper gegen Sekundarantikdrper Hersteller (Firmensitz)

< Progerin Maus Abcam (Cambridge)

g Lamin A/C Kaninchen Santa Cruz (Dallas)

%D R-Aktin Maus Sigma-Aldrich (Miinchen)
p53 Maus Merck Millipore (Burlington)

% p21 Kaninchen Santa Cruz (Dallas)

g Bcl-2 Kaninchen Santa Cruz (Dallas)

@ Bax Kaninchen Santa Cruz (Dallas)

o Oct-4 Kaninchen Cell Signaling (Frankfurt)

% Sox-2 Kaninchen Merck Millipore (Burlington)

?ﬁ, Nanog Kaninchen Cell Signaling (Frankfurt)

g c-Myc Maus Santa Cruz (Dallas)

g CD133 Maus Merck Millipore (Burlington)
E-Cadherin Maus BD Biosciences (San Jose)

E N-Cadherin Maus BD Biosciences (San Jose)

g Vimentin Maus Santa Cruz (Dallas)

HEIJ Slug Kaninchen Cell Signaling (Frankfurt)
Snaill Kaninchen Santa Cruz (Dallas)

Sekundarantikérper

Beschreibung

Hersteller (Firmensitz)

anti-Maus IgG-HRP
anti-Kaninchen IgG-HRP

Cell Signaling (Frankfurt)
Cell Signaling (Frankfurt)

2.1.5 Oligonukleotidsequenzen

Tabelle 2.4: Oligonukleotidsequenzen

Gen Forward-Sequenz 5’ - 3’

Reverse-Sequenz 5’ - 3’

Oct-4 | TCGCAAGCCCTCATTTCACC
Sox-2 | CAGGAGTTGTCAAGGCAGAGA
Nanog | CTGCAGAGAAGAGTGTCGCA
c-Myc | CAGCGACTCTGAGGAGGAAC
CD133 | TGCCTTGAGTGAATGACCCC
GAPDH | CACCACCCTGTTGCTGTA

CCACAGAACTCATACGGCGG
CGCCGCCGATGATTGTTATT
AAAGGCTGGGGTAGGTAGGT
GCTGGTGCATTTTCGGTTGT
TGAAAAGGAGTTCCCGCACA
CACAGTCCATGCCATCAC
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2.1.6 Chemische Substanzen

2.1.6.1 Chemikalien

Die in der Arbeit verwendeten Enzyme und Puffer zur Klonierung wurden von New England Biolabs
(Frankfurt) erworben.

Tabelle 2.5: Chemikalien

Puromycin 500 mg
4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) BioChemica
Dimethylsulfoxid

Matrigel Matrix

Proliferationshemmer Aphidicolin

Cell Staining Buffer

Art Chemikalie Hersteller (Firmensitz)
DMEM, High Glucose without Sodium Pyruvat Sigma-Aldrich (Miinchen)
RPMI 1640 Sigma-Aldrich (Minchen)
Fetal Bovine Serum (FBS) Sigma-Aldrich (Minchen)
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich (Minchen)
Amphotericin B 250 pg/ml Sigma-Aldrich (Minchen)
MEM non-essential amino acids 100 x (MEM NEAA) | Sigma-Aldrich (Minchen)
= Phosphate buffered saline (PBS) Sigma-Aldrich (Miinchen)
é Trypsin - Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA) Sigma-Aldrich (Miinchen)
E’ Fluoroshield histology mounting medium with DAPI | Sigma-Aldrich (Mlnchen)

PAA (Colbe)

AppliChem (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Corning (Corning)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

BioLegend (San Diego)

Protein-
Arbeitstechniken

Bradford (Bio-Rad Protein Assay)

1M Dithiothreitol (DTT)

Non-Reducing Lane Marker Sample Buffer
Page-Ruler Prestained Protein Ladder

Isopropanol

Bio-Rad (Miinchen)

AppliChem (Darmstadt)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Walter-CMP (Kiel)

DNA- und RNA-
Arbeitstechniken

Ethanol 96 %

R-Mercaptoethanol

RT-PCR Grade Water

iTag Universal SYBR Green Supermix
GeneRuler 1kb DNA Ladder
DNA-Gel-Ladefarbstoff (6x)

Walter-CMP (Kiel)

Carl Roth (Karlsruhe)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Bio-Rad (Minchen)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
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2.1.6.2 Losungen, Puffer und Gele

Tabelle 2.6: Losungen, Puffer und Gele

Art Beschreibung Inhaltsstoffe Hersteller (Firmensitz)
SOC-Medium 2 % Pepton Carl Roth (Karlsruhe)
0,5 % Hefeextrakt Carl Roth (Karlsruhe)
10 mM NaCl Carl Roth (Karlsruhe)
2,5 mM KCI Carl Roth (Karlsruhe)
10 mM MgCl2 Carl Roth (Karlsruhe)
10 mM MgS04 Carl Roth (Karlsruhe)
g 20 mM Glucose Carl Roth (Karlsruhe)
'% LB-Medium 10 g Pepton Carl Roth (Karlsruhe)
~ 5 g Hefeextrakt Carl Roth (Karlsruhe)
170 mM NaCl Carl Roth (Karlsruhe)
ad 1 000 ml Wasser
LB-Agar 15 g Agar Thermo Fisher Scientific
(Schwerte)
1 000 ml LB-Medium
NP-40 Puffer 5 ml TRIS-HCI Serva (Heidelberg)
3 ml NaCl Carl Roth (Karlsruhe)
1 ml NP-40 Thermo Fisher Scientific
(Schwerte)
0,5 g Natriumdesoxycholat | Carl Roth (Karlsruhe)
ad 100 ml Wasser
g Proteinase-/Phosphataseinhibitor |1 Tabl. Proteaseinhibitor | Roche (Mannheim)
§ 5 Tabl. PhosStop Roche Roche (Mannheim)
% 5 ml Wasser
< | Sammelgelpuffer (0,5 M) 60,55 g Tris Serva (Heidelberg)
§ ad 1 000 ml Wasser
& Sammelgel 50 pl SDS 10 % Carl Roth (Karlsruhe)
0,5 ml Acrylamid 40 % Carl Roth (Karlsruhe)
5,5 ul TEMED Bio-Rad (Miinchen)
8,5 pl APS 30 % Sigma-Aldrich (Miinchen)
1,25 ml Sammelgelpuffer
3,2 ml Wasser
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Trenngelpuffer (1,5 M)

181,65 g Tris
ad 1 000 ml Wasser

Serva (Heidelberg)

Trenngel

100 pl SDS 10 %

2,5 ml Acrylamid 40 %
6 ul TEMED

17 ul APS 30 %

2,5 ml Trenngelpuffer

4,9 ml Wasser

Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)
Bio-Rad (Minchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

10 x SDS-Laufpuffer

30 g Tris

144 g Glycin

10 g SDS Pellets

ad 1 000 ml Wasser

Serva (Heidelberg)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)

Blotpuffer

5,82 g Tris

2,93 g Glycin

200 ml Methanol
ad 1 000 ml Wasser

Serva (Heidelberg)
Carl Roth (Karlsruhe)

Avantor (Gliwice)

10 x Tris-buffered saline (TBS)

24,2 g Tris
80 g NaCl
ad 1 000 ml Wasser

Serva (Heidelberg)
Bio-Rad (Miinchen)

1 x Tris-buffered saline with Tween

(TBST)

1xTBS

Tween 20

Bio-Rad (Miinchen)

5-prozentige Milchldsung

5 g Milchpulver
100 ml Wasser

Carl Roth (Karlsruhe)

DNA- und RNA-
Arbeitstechniken

50 x TAE-Puffer

242,2 g Tris
100 ml EDTA (0,5 M)
57,1 ml Essigsaure

ad 1 000 ml Wasser

Serva (Heidelberg)
Carl Roth (Karlsruhe)

Avantor (Gliwice)

Agarosegel

1 g Agarose
0,2 pg/ml Ethidiumbromid
100 ml 1 x TAE-Puffer

Peglab (Erlangen)

Merck (Darmstadt)
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2.1.7 Gerate

Tabelle 2.7: Gerate

Art Gerdtebezeichnung Beschreibung Hersteller (Firmensitz)

CO2-Inkubator (Serie CB150) | CO2-Inkubator Binder (Tuttlingen)
S@feflow 1.2 Zellkulturwerkbank Nunc (Wiesbaden)
Multifuge 3 L-R Zentrifuge Heraeus (Hanau)

Centrifuge 5415 R Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg)

g Vortex GENIE 2 Schittler Scientific Industries (New York)

% KERN 572 Prazisionswaage Kern & Sohn (Balingen)

™ Axio Vert.Al Mikroskop Carl Zeiss (Oberkochen)
AxioCam ICc 1 Kamera Carl Zeiss (Oberkochen)
Spark Microplate Reader Mikrotiterplattenlesegerat | Tecan (Mannedorf)

BD FACSAria™ Il Cell Sorter Zellsortiersystem BD Biosciences (San Jose)
Kelvitron Bakterieninkubator Heraeus (Hanau)

o GFL 3033 Schittelinkubator GFL (Burgwedel)

_g Thermomixer comfort Thermomixer Eppendorf (Hamburg)

é Gel Doc EZ System UV-Dokumentationsgerat | Bio-Rad (Miinchen)
Super-Bright Transilluminator | UV-Transilluminator Vilber Lourmat (Eberhardzell)
Rotator RS-RD 5 Drehrad Phoenix Instrument (Garbsen)

s RCT basic Magnetriihrer IKA (Staufen)

E BioPhotometer Fotometer Eppendorf (Hamburg)

:% Celloshaker Schittler Renner (Dannstadt)

g Mini-PROTEAN Il Cell Elektrophoresekammer Bio-Rad (Miinchen)

:é, Mini-PROTEAN Tetra System | Blot-Kammer Bio-Rad (Miinchen)

g Standard Power Pack P25 Spannungsquelle Biometra (Gottingen)
ChemiDoc Touch System Western Blot Imager Bio-Rad (Miinchen)

c NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer Peqlab (Erlangen)
g % UVT-B-AR PCR-Werkbank BioSan (Riga)
'§ g T100 Thermal Cycler Thermozykler Bio-Rad (Miinchen)
<z't % C1000 Touch Thermal Cycler | Thermozykler Bio-Rad (Miinchen)
e < Sub-Cell GT Cell Elektrophoresekammer Bio-Rad (Miinchen)
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2.1.8 Kits

Tabelle 2.8: Kits

Bezeichnung

Hersteller (Firmensitz)

ECL Plus Western Blotting Detection System
Senescence B-Galactosidase Staining Kit
First Strand cDNA Synthesis Kit
NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up
NucleoSpin®RNA

NucleoBond®

XTT Cell Proliferation Assay Kit

Amersham Biosciences (Freiburg)
Cell Signaling (Frankfurt)

Thermo Fisher Scientific (Schwerte)
Macherey-Nagel (Diren)
Macherey-Nagel (Diren)
Macherey-Nagel (Diren)

Trevigen (Gaithersburg)
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2.2 Methoden

2.2.1 Allgemeine Arbeitstechniken mit Zellkulturen

2.2.1.1 Zellkultivierung

Die in der Arbeit verwendeten Zelllinien wurden im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO, kultiviert. Zum
angegebenen Ndhrmedium wurden 10 % FBS, 1 % MEM NEAA, 1 % Penicillin/Streptomycin und 0,5 %
Amphotericin B hinzugegeben. Die Zellen wurden zweimal woéchentlich unter sterilen Werkbanken
passagiert. Zunachst wurde das Medium abgesaugt und der Zellrasen einmalig mit PBS gewaschen. Um
die adharenten Zellen vom Kulturschalenboden zu l6sen, wurden die Zellen mit Trypsin versetzt und
fir 10 min im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend konnten die Zellen in 5 ml Medium aufgenommen
werden. Nach einer 3-minitigen Zentrifugation bei 1 200 rpm wurde der Uberstand einschlieBlich des
Trypsins abgenommen. Das gewonnene Zellpellet wurde in frischem Medium resuspendiert, sodass

die Zellsuspension anteilig ausgesat werden konnte.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmung

Zur Durchfiihrung funktioneller Untersuchungen mussten einheitliche Zellzahlen ausgesat werden. Die
dafiir notwendige Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe der Neubauer-Zahlkammer. Hierzu wurde
identisch zum Passagieren eine Zellsuspension gewonnen, von welcher 10 pl in die Zahlkammer

pipettiert wurden. Nachdem die Zellen in den Quadranten ausgezahlt wurden, lieB sich anhand der

Zellzahl in allen 4 Quadranten

folgenden Formel die Zellzahl pro Milliliter ermitteln: 2 x 10 000

2.2.1.3 Zellernte

Flr die RNA- und Proteinisolierung mussten die Zellen geerntet werden. Nach Absaugen des Mediums
und der Zugabe von PBS wurden die haftenden Zellen vorsichtig mit einem Zellschaber abgelost.
AnschlieBend wurden die Zellen in ein Falcon aufgenommen und fiir 10 min bei 1 400rpm zentrifugiert.
Folglich konnte der Uberstand abgenommen und das Zellpellet weiterverwendet oder eingefroren

werden.

2.2.1.4 Fixieren der Zellen

Um die Zellen zu fixieren, wurde ein Objekttrager in eine Zellkulturschale gelegt und anschlieend
Zellen ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen.
Zur Fixierung wurde der Objekttrager mit Methanol betraufelt und fiir 10 min inkubiert. Nachdem das
Methanol abgenommen wurde, wurden die Zellen erneut mit PBS gewaschen. Auf den Objekttrager
wurde die Losung Fluoroshield histology mounting medium with DAPI pipettiert. Nach Abdecken mit

einem Deckglas konnten die fixierten Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop dargestellt werden.
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2.2.2 Gentechnische Arbeitsschritte

2.2.2.1 Klonierung

2.2.2.1.1 Restriktionsverdau

Im ersten Schritt der Klonierung wurden Restriktionsansatze vorbereitet. Zu 5 pg Plasmid-DNA wurden
1 ul des jeweiligen Restriktionsenzyms und 5 ul Puffer gegeben. Der Verdau wurde mit Wasser auf
50 ul aufgefiillt und inkubierte fir 3 h bei der enzymspezifischen Temperatur.

Sollte die anschlieRende Ligation mit blunt ends erfolgen, mussten die Ansdtze mit dem Klenow-
Fragment behandelt werden. Dieses Enzym ist ein Teil der DNA-Polymerase 1 aus Escherichia coli und
besitzt lediglich die 5'->3' Polymerase-Aktivitat und 3'->5' Exonuklease-Aktivitdt. Dadurch werden
5'-Uberstehende DNA-Sequenzen aufgefiillt und 3'-Uberstehende DNA-Sequenzen abgebaut. Der
Verdau wurde mit 1,5 pl des Klenow-Fragmentes, 0,5 pl Puffer, 0,2 ul desoxyNukleosidTriPhosphat
(dNTP) und 2,8 ul Wasser versetzt. Nach einer 15-min(tigen Inkubation bei 25 °C wurde die Reaktion
mithilfe von 1,2 ul EDTA (0,5 M) und einem 20-minutigen Hitzeschock bei 75 °C gestoppt.
Nachfolgend wurden der Ansatz mit 1 ul einer alkalischen Phosphatase behandelt. Das Enzym
dephosphoryliert die 5'-Enden des Vektors und vermeidet dadurch eine Selbstligation des Vektors.

Auch diese Reaktion wurde nach 1 h mit einem 5-minttigen Hitzeschock bei 65 °C beendet.

2.2.2.1.2 DNA-Extraktion

Die behandelte Plasmid-DNA wurde auf ein 1-prozentiges Agarosegel aufgetragen. Nach einer
Gelelektrophorese konnten die mit Ethidiumbromid gefarbten DNA-Fragmente mit einem Skalpell auf
dem UV-Transilluminator ausgeschnitten werden. Die Fragmente wurden nach den Herstellerangaben

des Kits NucleoSpin®Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel, Diren) aufgereinigt.

2.2.2.1.3 Ligation

Fir die Ligation wurde die Konzentration der aufgereinigten DNA am NanoDrop bestimmt und
anschlieBend die bendtigte DNA-Menge mithilfe des Ligation Calculators (abgerufen auf:
http://www.insilico.uni-duesseldorf.de/Lig_Input.html) berechnet. Bei der Arbeit mit blunt ends
wurde das Verhéltnis zwischen Vektor und Insert 1:6 und bei sticky ends 1:3 gewahlt. Zu den
errechneten DNA-Mengen wurden 1 ul T4-Ligase und 2 pl Ligasepuffer gegeben. Die Losung wurde mit

Wasser auf 20 pl aufgefiillt.

2.2.2.1.4 Transformation

Nachdem der Ligationsansatz Uber Nacht bei 16 °C inkubierte, wurde das generierte Plasmid in
kompetente Escherichia coli-Zellen eingebracht. Fir die Transformation wurden 5 pl der Ligation mit
50 ul der Bakterienlosung gemischt und flr 30 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock fiir 45 s

bei 42 °C wurden die Zellen erneut fur 2 min auf Eis inkubiert.
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Als Nahrmedium der Bakterien wurden 500 pl SOC-Medium zugegeben und es erfolgte eine weitere
Inkubation fiir 1 h bei 37 °C. AnschlieBend wurde die Losung mithilfe einer Impfése auf vorgewarmte

Agarplatten mit 50 pg/ml Ampicillin ausgestrichen und Gber Nacht im Brutschrank inkubiert.

2.2.2.1.5 Mini-Plasmidpréparation

Am folgenden Tag konnten Bakterienkolonien gepickt werden, mit welchen 2 ml LB-Medium mit
50 pg/ml Ampicillin angeimpft wurden. Das inokulierte Medium inkubierte Gber Nacht bei 37 °C und
150 rpm und wurde am nachsten Tag fiir 3 min bei 14 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Nach Verwerfen
des Uberstandes wurde das Zellpellet mit 300 ul S1-Puffer resuspendiert. Weiterhin wurden 300 ul S2-
Puffer zugegeben, die Losung geschwenkt und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. An die Zugabe
von 300 pl S3-Puffer zur Neutralisation schloss sich eine weitere Durchmischung der Losung und eine
10-mindtige Inkubation auf Eis an. AnschlieBend wurde die Loésung fiir 10 min bei 14 000 rpm und 4 °C
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues GefiR aufgenommen. Diesem wurden 630 pl Isopropanol
hinzugefiigt. Nach einer weiteren Zentrifugation fir 20 min wurde die sich absetzende Plasmid-DNA

mit 70-prozentigem Alkohol gewaschen und im letzten Schritt in 30 pul Wasser aufgenommen.

2.2.2.1.6 Kontrollrestriktion

Zum Prifen der Klonierung wurde eine Kontrollverdau angesetzt. 1 pl der gewonnenen Plasmid-DNA
wurde mit 0,5 pl Restriktionsenzym, 1 ul Puffer und 7,5 ul Wasser gemischt. Der Verdau inkubierte 3 h
bei der fir das Enzym optimalen Temperatur und wurde anschlieBend einer Agarose-
Gelelektrophorese (siehe 2.2.4.4) unterzogen. Voraussichtlich positive Klone wurden durch die Firma
Seglab sequenziert. Hierfiir wurden 1200 ng Plasmid-DNA vorbereitet und mit Wasser auf 12 pl

aufgefillt.

2.2.2.1.7 Maxi-Plasmidprdparation
Mittels der Maxi-Plasmidpradparation konnten groRe DNA-Mengen positiver Klone isoliert werden.
Dafiir wurde das Nucleo Bond® Kit (Macherey-Nagel, Diren) nach Herstellerangaben verwendet und

das gewonnene Pellet in 500 pl Wasser aufgenommen.

2.2.2.2 Lentivirale Transduktion

Mithilfe einer Calcium-Phosphat-Transfektion von HEK293T-Zellen wurde ein viruspartikelhaltiger
Uberstand hergestellt. Von diesem Uberstand wurden 5 ml in Zellkulturplatten vorgelegt. Zu jeder
Zellkulturschale wurden 100 000 Zellen zugegeben und dieser Ansatz inkubierte fiir 96 h bei 37 °C. Bei
dem ersten Passagieren der Zellen wurden dem frischen Medium 2 pg/ml Puromycin hinzugeftgt.
Dadurch konnten erfolgreich transduzierte Zellen selektiert werden und gewéhrleistet werden, dass

nur Zellen, welche die DNA stabil integriert haben, kultiviert wurden.
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2.2.2.3 Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie

Zur Generierung homogener Populationen sollten die transduzierten Zelllinien mittels des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) durchflusszytometrisch sortiert werden. Dafir wurden die Zellen
zunachst trypsiniert und mit PBS gewaschen. Anschlieend wurden die Zellen in 1 ml Cell Staining
Buffer aufgenommen. Mithilfe des BD FACSAria™ Ill Cell sorter wurden Zellen sortiert, die im Vergleich
zur GFP-negativen Kontrolle ein deutlich groReres Fluoreszenzsignal aufwiesen. Die Zellen wurden
einzeln auf 96-well-Zellkulturplatten kultiviert. So wurden homogene Populationen, die aus einer GFP-

positiven Zelle gewachsen sind, etabliert.

2.2.3 Protein-Arbeitstechniken

2.2.3.1 Proteinisolierung

Das gewonnene Zellpellet wurde mit einem Ansatz aus 90 pl NP-40 Puffer und 10 pl Proteinase- und
Phopshataseinhibitor gelost. Die Proben invertierten fir 30 min auf einem Rotator und wurden
anschlieRend fiir 10 min bei 14 000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand, bestehend aus den
isolierten Proteinen, wurde in ein neues Eppendorf-ReaktionsgefaR Uberflihrt und bis zur weiteren

Nutzung bei - 20 °C gelagert.

2.2.3.2 Proteinkonzentrationsmessung nach Bradford

Zur Verwendung einer definierten Proteinmenge wurde mittels Bradford-Test die Protein-
konzentration der Proben bestimmt. Das Bradford-Reagenz enthédlt den Triphenylmethanfarbstoff
Coomassie-Brillant-Blau G-250, welcher in seiner ungebundenen Form ein Absorptionsmaximum bei
einer Wellenlange von 470 nm aufweist. Nach einer Komplexbildung mit Proteinen verschiebt sich das
Maximum auf 595 nm. Anhand der Zunahme der Extinktion kann die Proteinkonzentration der Losung
ermittelt werden.

Hierzu wurde 1 ul der Proteinlosung mit 99 pl PBS, 200 pl Bradford-Reagenz und 700 ul Wasser
gemischt. Es wurde fir jede Probe ein Doppelansatz und aulRerdem ein Leeransatz ohne Protein als
Referenzwert vorbereitet. Nach einer 5-minitigen Inkubation wurde die Extinktion der Ansatze bei
einer Wellenldange von 595 nm mithilfe eines Fotometers gemessen. AnschlieBend wurden die

gemessenen Werte der Doppelansatze gemittelt.

2.2.3.3 SDS-PAGE und Western Blot

Fir die Durchfiihrung des Western Blots wurden die Proteine mithilfe der Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend ihrer MolekilgroRe aufgetrennt. Dabei
dient das porenhaltige Polyacrylamidgel als molekulares Sieb. GroRe Proteine wandern langsamer als
kleine Proteine in dem angelegten elektrischen Feld. Zunachst wurden 30 ug Protein mit Wasser auf

21 pl aufgefillt. AnschlieBend wurde der Ansatz mit 3 ul DTT und 6 pl Lane Marker Non-Reducing
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Sample Buffer gemischt. Wahrend der Proteinansatz fir 10 min bei 95 °C inkubierte, wurde eine Gel-
kammer aufgebaut und diese mit SDS-Laufpuffer beflllt. Die denaturierten Proteinproben konnten
nun in die Taschen des Sammelgels pipettiert werden. AuBerdem wurde eine Geltasche mit 2 ul Page-
Ruler Prestained Protein Ladder befiillt, um die GroRRe der aufgetrennten Proteine bestimmen zu
kénnen. Die Gelelektrophorese lief fiir 2 h bei 100 V.

Mittels des Western Blots wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine
Nitrocellulosemembran tbertragen. Dazu wurden das Gel, die Membran und Filterpapier fiir 10 min
im Blotpuffer equilibriert. AnschlieBend wurden das Gel und die Membran zwischen dem Filterpapier
und zwei Schwammen senkrecht in der Blotting-Kammer eingespannt. Der Western Blot erfolgte fir

1 h bei einer Spannung von 100 V.

2.2.3.4 Immunodetektion

Um die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran zu blockieren, wurde die
Nitrocellulosemembran fiir 1 h in einer 5-prozentigen Milchpulverlésung unter kontinuierlichem
Schiitteln inkubiert. Der Priméarantikdrper wurde 1:1000 in einer 5-prozentigen Milchlésung verdiinnt
und auf die Membran gegeben. Am nachsten Morgen wurde die Membran dreimal fiir jeweils 5 min
mit TBST gewaschen, sodass die Reste des liberschiissigen Antikérpers entfernt wurden. Die Membran
wurde fir 1h mit dem Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundarantikérper, der in der
5-prozentigen Milchlosung 1:2500 verdiinnt wurde, behandelt. Auch hierbei schloss sich ein
dreimaliges Waschen mit TBST an. Zur Detektion der Proteinbanden wurde das ECL Plus Western
Blotting Detection Kit (Amersham Biosciences, Freiburg) verwendet. 1 ml der ECL-L6sung wurde
vorsichtig auf der Membran verteilt, sodass in Interaktion mit der Meerrettichperoxidase
Chemolumineszenz erzeugt wurde. Dies konnte im ChemiDoc Touch Imaging System nachgewiesen

und bildlich festgehalten werden. Als Ladekontrolle wurde 3-Aktin verwendet.

2.2.4 DNA- und RNA-Arbeitstechniken

2.2.4.1 RNA-Isolierung
Nach der Zellernte wurde die RNA mithilfe des Kits NucleoSpin®RNA (Macherey-Nagel, Diiren) nach
Herstellerprotokoll isoliert. Fir eine hohere RNA-Konzentration wurde die RNA in 30 statt der

angegebenen 60 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen.

2.2.4.2 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung

Zum Vereinheitlichen der nachfolgenden Experimente musste die Konzentration und Reinheit der
Nukleinsduren bestimmt werden. Hierzu wurde ein Spektralphotometer verwendet. Es misst die
optische Dichte (OD) der Proben bei einer Wellenlange von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von

Nukleinsduren, gegen den Referenzwert von Wasser. Eine Extinktion von 1 entspricht einer RNA-
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Konzentration von 40 pug/ml und einer DNA-Konzentration von etwa 50 pug/ml. Da Proteine ein
Absorptionsmaximum bei 280 nm Wellenlange aufweisen, lasst sich aus dem Quotienten von ODze0
und OD,g auf die Reinheit der Probe schliefen. Das optimale Verhaltnis flir RNA-Proben liegt bei 1,7

bis 2,0. DNA-Proben wurden bei Werten zwischen 1,6 und 2,0 als rein betrachtet.

2.2.4.3 Reverse Transkription

Die gewonnene RNA wurde mittels Reverse Tabelle 2.9: Ansatz der Reversen Transkription

Transkription in komplementdre DNA (cDNA) Reagenz Menge in ul
umgeschrieben. Dafiir wurde das First Strand ReactionBuffer (5x) 4

cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, dNTPs (10 mM) 2
Schwerte) verwendet und ein Ansatz nach OligodT1s Primer 1

Tabelle 2.9 vorbereitet. AnschlieRend wurden M-MulLV Reverse Transkriptase | 0,5

1000 ng der RNA mit dem Reagenz gemischt und Nuklease-freies Wasser 2,5

mit Nuklease-freiem Wasser auf 20 pl aufgefillt. Insgesamt 10

Der Ansatz inkubierte in einem Thermozykler fiir 1 h bei 37 °C. Zur Inaktivierung der Reversen

Transkriptase wurden die Proben anschlieBend fiir 5 min auf 72 °C erhitzt.

2.2.4.4 Agarose-Gelelektrophorese

Mittels der Agarose-Gelelektrophorese konnen DNA-Fragmente nach ihrer GréRe aufgetrennt werden.
Das dazugegebene Ethidiumbromid interkaliert zwischen den Doppelstrangen der DNA und absorbiert
UV-Licht. Zur Darstellung wurde ein UV-Dokumentationsgerat genutzt. Nachdem die DNA-Proben mit
einem DNA-Gel-Ladefarbstoff gemischt wurden, wurden sie in die Taschen des Agarosegels pipettiert
und eine Spannung von 120V angelegt. Abhdngig von ihrer GroRe wanderten die negativ geladenen
Fragmente unterschiedlich schnell in Richtung Anode. Zur Abschatzung der FragmentgroRen wurde

zusatzlich ein Langenmarker aufgetragen.

2.2.4.5 Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion

Zum Amplifizieren spezifischer Gensequenzen wurde die quantitative Echtzeit-Polymerase-
Kettenreaktion (qPCR) genutzt. Die Methode lasst sich grundsatzlich in drei Schritte gliedern — die
Denaturierung zur Trennung des Doppelstrangs, die Primeranlagerung und die Elongation zum
Auffillen der fehlenden Nukleotide. Nach einmaligem Durchlaufen verdoppelt sich die DNA-Menge.

1 ul cDNA wurde mit je 0,6 ul Forward- und Reverse-Primer und 7,8 ul Wasser gemischt. AnschlieRend
wurden 10 ul des Fluoreszenzfarbstoffes SYBR Green hinzugegeben, welcher in die DNA interkaliert.
Entsprechend der DNA-Menge nahm auch die Fluoreszenz zu, was mit dem T100 Thermal Cycler
guantifiziert werden konnte. Als Haushaltsgen wurde die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase

(GAPDH) verwendet. Um Pipettierfehler auszuschlieRen, wurden fiir jede Probe drei biologische
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Replikate und technische Duplikate vorbereitet. Zum Ausschluss von Verunreinigungen wurde
zusatzlich eine Wasserkontrolle genutzt. Tabelle 2.10 stellt schematisch die Reaktionen der gPCR im

Thermozykler dar.

Tabelle 2.10: Programm der qPCR

Zyklen Temperatur Dauer Beschreibung
1x 95°C 30s
95 oc 105 Denaturierung
40 x THybridisierung 30s Annealing
72°C 30s Elongation
1x 95 °C 1 min Denaturierung
1x 55°C 1 min
80 x 55 °C + (0,5 x Zyklus) 10s Melting Curve

2.2.5 Funktionelle Untersuchungen

2.2.5.1 R-Galactosidase Assay

Die Seneszenz-assoziierte R-Galactosidase ist eine lysosomale Hydrolase und gilt als Marker fir
zelluldre Seneszenz. In nicht-seneszenten Zellen ist die 3-Galactosidase bei einem pH-Wert von 4 aktiv.
Dagegen kann in seneszenten Zellen auch bei einem pH-Wert von 6 eine Enzymaktivitat nachgewiesen
werden. Die Modulation des pH-Wertes ermoglicht daher eine Aussage liber die Aktivitat der
-Galactosidase (Itahana et al., 2007). Dazu wurde das Senescence 8-Galactosidase Staining Kit (Cell
Signaling, Frankfurt) verwendet. Die Proben wurden nach dem Protokoll des Herstellers aufbereitet. Je
hoher die Enzymaktivitat in der jeweiligen Probe war, desto starker farbten sich die Zellen blau. Der

Farbumschlag konnte unter dem Lichtmikroskop dargestellt und verglichen werden.

2.2.5.2 Scratch Assay

Zur Messung des Migrationspotentials wurden die Zellen in einer 6-well-Kulturplatte mit
Plastikeinsatzen ausgesat. Die Plastikeinsatze, unter denen keine Zellen anwachsen konnten, wurden
am folgenden Tag entfernt. AnschlieRend wurde das Medium gewechselt und zusatzlich 1 ul
Proliferationshemmer hinzugegeben. Nach einem definierten Zeitintervall konnte mikroskopisch
festgehalten werden, wie schnell die Zellen migrierten, um die entstandenen Aussparungen zu
schlieBen. Mittels des Programms Image) wurden die GroRe der Aussparungen gemessen und

verglichen.
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2.2.5.3 XTT-Assay

Das XTT Cell Proliferation Assay Kit (Trevigen, Gaithersburg) wurde genutzt, um die Zellproliferation
quantifizieren zu kénnen. Es wurden je 10 000 Zellen fir die drei Messpunkte 24 h, 48 h und 72 h
ausgesat. Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurde eine Losung aus 100 pl Medium, 50 pl
XTT Reagenz und 1 ul XTT Aktivator hinzugegeben. 2 h spater wurde die Absorption der Uberstinde
bei 490 nm mithilfe eines Mikrotiterplattenlesegerates gemessen. Daraus konnte abgeleitet werden,
wie viel Tetrazoliumsalz von den Zellen umgesetzt wurde. Die Reduktion des Salzes war umso groRer,

je mehr stoffwechselaktive Zellen anwuchsen.

2.2.5.4 Boyden-Chamber-Assay

Um die Invasivitat der Zelllinien beurteilen zu kénnen, wurden Boyden-Chamber-Assays durchgefiihrt.
Flr den Aufbau des Assays wurde eine 6-well-Zellkulturplatte mit Einsatzen verwendet. Die Béden der
Einsdtze bestanden aus einer Polykarbonatmembran mit 8 um PorengrofRe. Auf die Membran wurden
400 ul eines mit FBS-freiem Medium verdiinnten Matrigels aufgetragen. Das Matrigel musste
anschlieend fiir 1 h bei 37 °C ausharten. Diese Kombination aus Membran und Matrigel stellte das
experimentelle Pendant zur Basalmembran dar, die als Hindernis der Epithelial-mesenchymalen
Transition gilt.

Wahrend unter den Einsatz 30 % FBS-haltiges Medium gegeben wurde, wurde auf das Matrigel ein
Ansatz aus 100000 Zellen und 3% FBS-haltigem Medium pipettiert. Der resultierende
Konzentrationsgradient der FBS-haltigen Medien diente als chemotaktischer Reiz zur Migration der
Zellen in das Kompartiment mit hoherer Nahrstoffkonzentration. Nur invasiven Zellen war es
vorbehalten, das Matrigel zu verdauen und die porenhaltige Membran zu Gberwinden. Nach einer 24-
stiindigen Inkubation im Brutschrank wurde die Membran mithilfe eines Wattetupfers vom Matrigel
befreit. AnschlieRend wurde die Membran mit einer Lésung aus 1 ml PBS und 1 pl DAPI gefarbt. Dieser
Fluoreszenzfarbstoff markierte die DNA aller Zellen, die durch das Matrigel und die Membran
migrierten. Am Fluoreszenzmikroskop wurden Fotos von reprdsentativen Bildausschnitten gemacht
und die Anzahl migrierter Zellen mit dem Programm ImageJ ermittelt. Daraus abgeleitet lieR sich die

relative Invasivitat der unterschiedlichen Zelllinien vergleichen.
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3 Ergebnisse

3.1 Wahl der Zelllinien

Im Rahmen der Arbeit sollten Zelllinien des Harnblasenkarzinoms verwendet werden, die sich in ihrer
Invasivitat und Metastasierungsfahigkeit unterscheiden. So konnte nachfolgend dargestellt werden,
inwiefern der Effekt der Progerin-Expression von der Invasivitat der verwendeten Zelllinien abhdngt.
Daneben sollten die Zelllinien in der Expression der Yamanaka-Faktoren Sox-2 und Oct-4 variieren, um
untersuchen zu kénnen, ob die unterschiedliche Stammzellkapazitdt der Zelllinien die Ergebnisse
beeinflusst. Daher wurde in einem ersten Screening die mRNA-Expression von Sox-2 und Oct-4 der drei

Zelllinien RT-4, T24 und UM-UC-3 verglichen.

&
X ™ 4
&Y
Abbildung 3.1: Screening der Expression von
Sox-2 Stammzellmarkern
Die Gelelektrophorese zeigt die mRNA-Expression der
Stammzellmarker Sox-2 und Oct-4 in drei verschiedenen
Zelllinien des Harnblasenkarzinoms. GAPDH diente als
Oct4 Ladekontrolle.
GAPDH

Die Abbildung 3.1 stellt die Expression der beiden Yamanaka-Faktoren in den drei
Harnblasenkarzinomzelllinien dar. Die Zelllinie RT-4 ist eine wenig aggressive Zelllinie mit einem
epithelialen Erscheinungsbild und dichtem Zellverband (vgl. Abbildung 3.7). Die Transkript-Level von
Sox-2 und Oct-4 waren im Vergleich zu den beiden anderen Zelllinien nur gering. Dagegen ist die
Zelllinie T24 im Zellverband gelockerter und wies insbesondere fiir Oct-4 eine héhere mRNA-
Expression auf. Das hochste mRNA-Level der Yamanaka-Faktoren wies die Zelllinie UM-UC-3 auf. Die
Zellen erscheinen langgestreckt und spindelférmig. Dieser mesenchymale Phanotyp ist typisch fir
invasive Zelllinien, die die EMT vollzogen haben und durch ihre Loslésung vom Zellverband zur
Migration und Metastasierung befahigt sind (Saitoh, 2018). Dies deutete darauf hin, dass eine hohe
Expression der Yamanaka-Faktoren eng mit der Ausbildung des mesenchymalen Phanotyps und dem
Metastasierungspotential der verwendeten Harnblasenkarzinomzelllinien korreliert.

Weiterhin lieR sich daraus ableiten, dass die drei Zelllinien die Vorgaben, sich in Aggressivitat und
Stammzellkapazitdt zu unterscheiden, erfillten und sich damit fir die nachfolgenden Versuche

eigneten.
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3.2 Charakterisierung der transduzierten Gesamtpopulation

Die Charakterisierung der Zelllinien, welche mit den zellunspezifischen Plasmiden transduziert werden
sollten, gliederte sich in vier Arbeitsschritte. Im ersten Arbeitsschritt wurden Plasmide zur Expression
von Lamin A/C und Progerin kloniert. Mit den hergestellten Plasmiden wurde Gberpriift, ob die
Expression von Progerin oder Lamin A/C zelluldre Seneszenz induziert. AnschlieBend wurden der

Einfluss auf das Stammzellreservoir und Veranderungen auf die Metastasierungskapazitat untersucht.

3.2.1 Etablierung von Zelllinien mit stabiler Expression von Lamin A/C und Progerin

Zur lentiviralen Transduktion der Zelllinien wurden zunachst zellunspezifische Plasmide kloniert.
AnschlieBend wurde die Expression der Transgene fluoreszenzmikroskopisch und mittels Western Blot

nachgewiesen.

3.2.1.1 Klonierung der zellunspezifischen Plasmide

Als Ausgangsplasmid zur Herstellung der zellunspezifischen Plasmide wurde mCMVp-dsCopGFP-PURO
verwendet. Dieses Plasmid wurde zudem in den folgenden Experimenten als Kontrollvektor genutzt.
Zunachst wurde das Plasmid mithilfe des Restriktionsenzyms BsrGl linearisiert. Die cDNA der
Transgene GFP-LMNA und GFP-Progerin wurden mit den Restriktionsenzymen BamHI und BmgBI aus
pBABE-Plasmiden herausgeschnitten. AnschlieRend wurden die DNA-Fragmente auf einem Agarosegel

aufgetragen und ihrer GroRRe nach gelelektrophoretisch aufgetrennt (siehe Abbildung 3.2).
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Abbildung 3.2: Restriktionsverdau
der zellunspezifischen Plasmide
Dargestellt ist eine  Agarose-
Gelelektrophorese, nachdem die
Plasmide mittels Restriktionsenzymen
verdaut wurden. Vom mCMVp-
Plasmid wurde das obere Fragment
(7 476 bp) weiterverwendet. Aus den
pBABE-Plasmiden wurden die unteren
Fragmente (LMNA = 2909 bp und
Progerin = 2 757 bp) isoliert.

1000 bp

250 bp

Die groRenmaRig korrekten Fragmente wurden aufgereinigt und ligiert. Nach erfolgreicher
Transformation wurde ein analytischer Kontrollverdau mit dem Enzym EcoRI durchgefiihrt (siehe
Abbildung 3.3). Um Mutationen ausschlieBen zu kdénnen, wurden positive Klone im Anschluss

sequenziert (siehe Anhang).
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Abbildung 3.3: Analytischer
Verdau der zellunspezifischen
Plasmide

Die Agarose-Gelelektrophorese
diente dem Nachweis positiver
Klone, welche nach Restriktion
mit EcoRl drei DNA-Fragmente
mit den GrofRen 6677 bp,
2 605 bp und 955 bp aufwiesen.
Exemplarisch sind aulRerdem
religierte und ein negativer
Klon mit falscher Orientierung

mMCMVp-GFP-LMNA mCMVp-GFP-Progerin des Transgens dargestellt.

3.2.1.2 Nachweis der Transgenexpression

Die korrekt sequenzierten Plasmide wurden anschlieend zur lentiviralen Transduktion in den
Zelllinien RT-4, T24 und UM-UC-3 verwendet. Nach 96 h Inkubationszeit und einer Zellselektion mit
Puromycin (vgl. 2.2.2.2) wurde die Expression von GFP in den Zelllinien fluoreszenzmikroskopisch

Uberprift (siehe Abbildung 3.4).

erin

LV.GFP LV.Lamin A/C LV.Pro
) i ;
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Abbildung 3.4: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zum Nachweis der GFP-Expression
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Die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen zeigten, dass nahezu alle Zellen nach der lentiviralen
Transduktion GFP exprimierten. Nach Behandlung mit dem Kontrollvektor LV.GFP erschien das
gesamte Zytoplasma in allen drei Zelllinien griin. Dagegen stellte sich das fluoreszenzmikroskopische
Signal in den mit LV.Lamin A/C und LV.Progerin transduzierten Zellen vor allem in den Zellkernen dar.
Grund dafiir ist, dass die GFP-Sequenz der verwendeten Plasmide direkt an die Sequenzen von Lamin
A/C bzw. Progerin gekoppelt war (vgl. Abbildung 9.1 und 9.2). Daher wurde das Protein GFP ebenfalls
in der Zellkernmembran eingebaut. Die Griinfluoreszenz diente damit indirekt auch als positiver
Nachweis fiir die Expression von Lamin A/C und Progerin in den Zellen.

Zusatzlich wurde die Proteinexpression von Lamin A/C und Progerin mittels Western Blot bestétigt

(siehe Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Nachweis der Expression der Transgene mittels Western Blot
Um die Expression von Lamin A/C und Progerin im Vergleich zur jeweiligen Kontrollzelllinie LV.GFP nachweisen
zu kdnnen, wurden Western Blots durchgefiihrt. RB-Aktin diente als Ladekontrolle.

Auch die Western Blots zeigten, dass nach lentiviraler Transduktion in den drei Zelllinien Lamin A/C
und Progerin exprimiert wurden. In allen drei mit LV.Progerin transduzierten Zelllinien liel8 sich eine
deutliche Progerin-Bande detektieren. Dagegen war in den Zelllysaten der Kontrollzelllinien LV.GFP
und LV.Lamin A/C kein Progerin detektierbar.

Fir Lamin A/C wurde eine Doppelbande nachgewiesen. Dabei stellte die obere Bande die Isoform
Lamin A und die untere die Isoform Lamin C dar. Das Proteinlevel von Lamin C war in allen Zelllinien
bereits hoch. Im Gegensatz dazu wurde in der Zelllinie T24-LV.GFP nur eine schwache Bande der
Isoform Lamin A detektiert. In den Kontrollzelllinien RT-4-LV.GFP und UM-UC-3-LV.GFP wurde keine
Expression von Lamin A nachgewiesen. Nach Uberexpression von Lamin A/C und Progerin konnte die

Isoform Lamin A dagegen in allen drei Zelllinien dargestellt werden.
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3.2.2 Untersuchung zur Induktion der zelluldren Seneszenz

Zur Bestimmung der zelluldaren Seneszenz wurden Western Blots durchgefiihrt, um auf Proteinebene
klassische Seneszenz-Marker darstellen zu kénnen. Weiterhin wurden R-Galactosidase Assays, die als
zuverlassigste und Standardmethode zur Detektion zellularer Seneszenz gelten (Itahana et al., 2007),
durchgefiihrt. Mittels XTT-Assays wurde die Proliferationsfahigkeit der transduzierten Zelllinien
ermittelt. Zusatzlich zu den Harnblasenkarzinomzelllinien wurde der mogliche Effekt der Progerin-

Expression in karyotypisch normalen Vorhautfibroblasten untersucht.

3.2.2.1 Bestimmung von Seneszenz-Markern auf Proteinebene

Im ersten Schritt wurde iberpriift, ob die Expression von Progerin auf Proteinebene mit einem Anstieg
der Seneszenz-Marker einhergeht. Dazu wurden die endogenen Tumorsuppressorproteine p53 und
p21 sowie die Apoptoseregulatoren Bax und Bcl-2 mittels geeigneter Antikdrper detektiert (siehe

Abbildung 3.6).
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Abbildung 3.6: Bestimmung von Markern zelluldrer Seneszenz
Western Blots wurden durchgefiihrt, um darstellen zu kénnen, ob die Progerin-Expression mit der Expression
von Seneszenz-Markern korreliert. R-Aktin diente als Ladekontrolle.

Es zeigte sich keine klare Korrelation zwischen der Expression von Progerin und den untersuchten
Seneszenz-Markern. Wie in Abbildung 3.6 dargestellt, war die Expression von p53 und Bcl-2 in allen
Zelllinien unabhéngig vom Transgen gleich hoch. Der Tumorsuppressor p21 wurde generell eher
schwach detektiert und stellte sich auch in den Progerin-exprimierenden Zellen nicht starker dar.
Lediglich das pro-apoptotische Protein Bax wurde in den Progerin-exprimierenden RT-4 und UM-UC-3
starker als in der Kontrolle nachgewiesen. Zusammenfassend wurde auf Proteinebene kein

signifikanter Anstieg der Seneszenz-Marker nach Expression von Progerin beobachtet.
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3.2.2.2 Aktivitatsmessung der Seneszenz-assoziierten R-Galactosidase

Die Seneszenz-assoziierte R-Galactosidase ist ein zentraler Marker der zelluldren Seneszenz. Nur in
seneszenten Zellen kann bei einem pH-Wert von 6 eine Enzymaktivitdt nachgewiesen werden. Nach
Modulation des pH-Wertes mit dem Senescence B8-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling, Frankfurt)
farbten sich die Zellen umso starker blau, je hoher die Enzymaktivitdt war. AnschlieBend wurde
lichtmikroskopisch verglichen, ob der Farbumschlag in Progerin-exprimierenden Zelllinien groRRer als
in den GFP- und Lamin A/C-exprimierenden Zelllinien war. Daraus konnte indirekt geschlussfolgert
werden, ob Progerin in den verwendeten Zelllinien Seneszenz induziert. Als Positivkontrolle wurden in

jeder Versuchsreihe unbehandelte dermale Fibroblasten mitgefiihrt (siehe Abbildung 3.7).

LV.GFP LV.Lamin A/C LV.Progerin

UM-UC-3 T24 RT-4

dFB

Abbildung 3.7: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zelllinien nach Behandlung mit dem Senescence
B-Galactosidase Staining Kit

Je hoher die Enzymaktivitat der Seneszenz-assoziierten R-Galactosidase war, desto starker blau stellten sich die
Zellen dar. Dermale Fibroblasten in hoher Passagezahl dienten als Positivkontrolle.

32



Ergebnisse

Innerhalb einer Zelllinie liefen sich keine signifikanten Farbunterschiede zwischen den
Uberexprimierten Transgenen feststellen. In allen Zelllinien wiesen die Progerin-exprimierenden Zellen
eine ahnlich schwache Firbung wie die entsprechenden Zellen mit GFP- bzw. Lamin A/C-
Uberexpression auf. Weiterhin schien die Enzymaktivitit der R-Galactosidase unabhingig von der
Invasivitat der Zelllinie zu sein. So wiesen die Proben der wenig invasiven Zelllinie RT-4 keine
schwéachere oder starkere Farbung als die invasiveren Zelllinien T24 und UM-UC-3 auf.

Im Gegensatz dazu zeigten die dermalen Fibroblasten eine deutliche Blaufarbung, was darauf hinwies,
dass die dermalen Fibroblasten in hoher Passagezahl eine erhdhte Enzymaktivitat der $-Galactosidase

besaRen. Dies bestatigte die korrekte Durchfliihrung des Experiments.

3.2.2.3 Messung der Proliferationskapazitat

Der Zellzyklusarrest ist charakteristisch fiir die zellulare Seneszenz (Herranz & Gil, 2018). Daher wurden
XTT-Assays durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die Proliferationskapazitdt der Progerin-
exprimierenden Zelllinien im Vergleich zu den Kontrollzelllinien sinkt. Der Umsatz des

Tetrazoliumsalzes diente als MaR flir den Anteil stoffwechselaktiver Zellen (siehe Abbildung 3.8).
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Im Vergleich zu den GFP-exprimierenden Zelllinien konnte in keiner der Zelllinien mit Progerin-
Expression eine signifikant verminderte proliferative Aktivitdt nachgewiesen werden (p = 0,05). Auch
die Zelllinien mit einer Lamin A/C-Uberexpression zeigten gegeniiber der Kontrolle keine signifikanten
Unterschiede in der Vitalitat (p 2 0,05).

Reprasentativ betrug die relative Zellvitalitat von T24 nach 24 h bei LV.GFP 93 %, bei LV.Lamin A/C
101 % und bei LV.Progerin 96 %. Nach 48 h stieg die Proliferationsrate bei LV.GFP auf 187 %, bei
LV.Lamin A/C auf 189 % und bei LV.Progerin auf 183 %. Zum Zeitpunkt der letzten Messung nach 72 h
betrug die relative Vitalitdt bei LV.GFP 227 %, bei LV.Lamin A/C 246 % und bei LV.Progerin 226 %.
Daraus lieR sich schlussfolgern, dass weder Lamin A/C noch Progerin die Proliferation der Zelllinie T24
signifikant verandert hat (p > 0,05). Dies traf gleichermaRen fir die Zelllinien RT-4 und UM-UC-3 zu.
Vermeintlich groBere Abweichungen, wie zum Beispiel nach 72 h fiir RT-4 LV.GFP (129 %) im Vergleich
zu RT-4 LV.Lamin A/C (146 %) bzw. RT-4 LV.Progerin (148 %), waren in keiner der verwendeten
Zelllinien signifikant (p 20,05) und sind wahrscheinlich auf Pipettierfehler zuriickzufiihren.
Zusammenfassend konnte daher mit den XTT-Assays gezeigt werden, dass die Progerin-Expression die
Proliferation weder in der wenig invasiven Zelllinie RT-4 noch in den invasiveren Zelllinien T24 und

UM-UC-3 verringerte und kein Zellzyklusarrest induziert wurde.

3.2.2.4 Bestimmung der Seneszenz-Marker in Progerin-exprimierenden Fibroblasten

Die drei unabhédngig voneinander durchgefiihrten Experimente legten nahe, dass durch die Expression
von Progerin in Zelllinien des Harnblasenkarzinoms keine zelluldre Seneszenz induziert wurde. Um
feststellen zu kénnen, ob dieser Effekt krebszellabhangig ist und Progerin in anderen Zellen funktionell
ist, d. h. in vitro dennoch die physiologische Alterung beschleunigen kann, wurden die Experimente
mit karyotypisch normalen Vorhautfibroblasten wiederholt. Hierzu wurden VH6-Zellen mit dem

Progerin-Expressionsplasmid transduziert (siehe Abbildung 3.9).

Progerin -

R-Aktin | D W

Abbildung 3.9: Nachweis der Progerin-Expression in VH6

Links ist eine fluoreszenzmikroskopische Aufnahme zum Nachweis von GFP dargestellt. Rote Pfeile zeigen auf
dysmorphe Zellkerne in Folge der Progerin-Expression. Rechts ist ein Western Blot zum Nachweis der Progerin-
Expression abgebildet. B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Die Expression von GFP wurde mittels Fluoreszenzsmikroskop nachgewiesen. Dabei markieren die
roten Pfeile im Bild zwei dysmorphe Zellkerne, was den funktionellen Einfluss der Progerin-Expression
auf die Zellkernmembran bestatigte. Auch der nachfolgend durchgefiihrte Western Blot demonstrierte
den Transduktionserfolg. Wahrend in der unbehandelten Kontrolle keine Progerin-Expression
nachgewiesen werden konnte, war in VH6 LV.Progerin eine deutliche Progerinbande erkennbar.

AnschlieBend wurden Western Blots durchgefiihrt, um die bekannten Marker fir zelluldre Seneszenz

auf Proteinebene bestimmen zu kénnen. Die detektierten Proteinbanden sind in Abbildung 3.10

dargestellt.
&
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1 — - Abbildung 3.10: Expression der Seneszenz-Marker in VH6
p21 Dargestellt sind die detektierten Proteinbanden der
Seneszenz-Marker in VH6 LV.Progerin im Vergleich zur nativen

p53 — Zelllinie. B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Entgegen der Ergebnisse in den Harnblasenkarzinomzelllinien zeigte sich in den Progerin-
exprimierenden Fibroblasten ein Anstieg der Seneszenz-Marker. Die Tumorsuppressoren p21 und p53
wurden in der parentalen Kontrolle nur schwach detektiert. Dagegen kam es zum deutlichen Anstieg
beider Proteine in Progerin-exprimierenden Fibroblasten. Auch der proapoptotische Faktor Bax wurde
in den Progerin-positiven Zellen signifikant starker exprimiert. Wahrend das anti-apoptotische Protein
Bcl-2 in den parentalen Fibroblasten deutlich nachweisbar war, wurde es nach Expression von Progerin
nur schwach detektiert.

Um diese Tendenz bestatigen zu konnen, wurde nachfolgend die Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten
R-Galactosidase zwischen der unbehandelten Kontrolle und den Progerin-exprimierenden VH6

verglichen (siehe Abbildung 3.11).
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VH6 VH6 LV.Progerin

Abbildung 3.11: Lichtmikroskopische Aufnahmen der Zelllinie VH6 nach Behandlung mit dem Senescence
B-Galactosidase Staining Kit

Die Zellen stellten sich umso starker blau dar, je hoher die Enzymaktivitdt der Seneszenz-assoziierten
3-Galactosidase war.

In den unbehandelten Zellen lie} sich kein blauer Farbumschlag nachweisen. Dagegen stellte sich das
Zytoplasma in LV.Progerin-transduzierten Zellen mehrheitlich blau dar. Das Experiment wies darauf
hin, dass die Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten -Galactosidase in den Progerin-exprimierenden
Fibroblasten erhoht war.

AbschlieBend wurde die proliferative Aktivitat der Fibroblasten mittels XTT-Assay gemessen (siehe

Abbildung 3.12).

200 ~ * Abbildung 3.12: XTT-Assays zur Messung der
Proliferationskapazitat von Fibroblasten
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100 - mithilfe der XTT-Assays der Umsatz des

Tetrazoliumsalzes und damit indirekt die
relative Zellvitalitdt gemessen. Statistische
Signifikanz nach t-Test (p £ 0,05) ist durch *
gekennzeichnet.
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Anders als in den Harnblasenkarzinomzellen fihrte die Progerin-Expression in den Fibroblasten zu
einer verminderten Zellproliferation. Die Zellvitalitat betrug nach 48 h in der nativen Zelllinie 111 %,
wahrend die Progerin-exprimierenden Fibroblasten nur eine Zellvitalitdat von 92 % aufwiesen. Nach
72 h lieR sich der signifikanteste Unterschied im Wachstum messen (p <0,05). Die Zellvitalitat
reduzierte sich nach drei Tagen um fast 50 %. Dies deutete darauf hin, dass die Progerin-Expression in

karyotypisch normalen Zellen einen Zellzyklusarrest induzieren konnte.
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3.2.3 Untersuchung zum Einfluss auf die Stammzellkapazitat

Die Uberexpression von Progerin korrelierte in den Harnblasenkarzinomzelllinien nicht mit einem
erhohten Nachweis der verwendeten Seneszenz-Marker. Dagegen zeigten sich in den Progerin-
exprimierenden Fibroblasten Zeichen zellularer Seneszenz. Die zelluldre Seneszenz ist eng mit der
Stammezellfdhigkeit verbunden (Triana-Martinez et al., 2020) und kann mittels SASP ein Gleichgewicht
zwischen gealterten Zellen und Stammzellen aufrechterhalten (Ritschka et al., 2017). Daher sollte
untersucht werden, ob auch der Anteil Stammzellmarker-positiver Tumorzellen, d.h. das
Stammazellreservoir der Harnblasenkarzinomzelllinien, durch die Progerin-Expression unbeeinflusst
bleibt. Hierzu wurde die Expression der Yamanaka-Faktoren Sox-2, Oct-4 und c-Myc sowie der
klassischen Stammzellmarker CD133 und Nanog auf RNA- und Proteinebene liberpriift. Zur besseren

Ubersicht ist die gesamte Abbildung 3.13 auf der folgenden Seite dargestellt.
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Abbildung 3.13: Bestimmung der Expression von Stammzellmarkern auf RNA- und Proteinebene
Links ist die relative mRNA-Expression der Stammzellmarker nach Durchfiihrung von qPCRs grafisch dargestellt.

Statistische Signifikanz nach t-Test (p £ 0,05) ist durch * gekennzeichnet. Rechts sind die dazugehorigen
detektierten Proteinbanden nach Durchfiihrung von Western Blots abgebildet. B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Im Allgemeinen stellte sich in allen Zelllinien ein dreistufiger Trend der relativen mRNA-Expression dar.
Exemplarisch betrug die relative mRNA-Expression der Stammzellmarker Sox-2, Oct-4, Nanog und
CD133 von RT-4 LV.Lamin A/C im Vergleich zu RT-4 LV.GFP ungefahr 1,5. Dieser Unterschied war fur
alle vier Gene statistisch signifikant (p < 0,05). In der Progerin-exprimierenden Zelllinie verdoppelte
sich die mRNA-Expression der Marker Oct-4, Nanog und CD133 im Vergleich zur Kontrollzelllinie sogar.
Diese Gefdlle zeigten T24 und UM-UC-3 ebenfalls. In diesen Zelllinien war die relative mRNA-
Expression von Sox-2, Oct-4, Nanog und CD133 in den Progerin-exprimierenden Zellen signifikant
starker als in der jeweiligen Kontrolle LV.GFP (p < 0,05).

Die Western Blots bestdtigten diese Ergebnisse auf Proteinebene. So wurde Sox-2, das in den
Kontrollzelllinien nur schwach detektierbar war, in den Lamin A/C- bzw. Progerin-exprimierenden
Harnblasenkrebszellen unabhangig von ihrem Aggressivitatsgrad deutlich exprimiert. GleichermaRen
korrelierte die Expression von Progerin auch mit einer gesteigerten Expression von Oct-4, Nanog und
CD133. Die Uberexpression von Lamin A/C schien die Proteinexpression der Stammzellmarker
teilweise zu beeinflussen. Wahrend beispielsweise die Proteinbanden fiir CD133 keine deutlichen
Veranderungen gegentiber LV.GFP zeigten, wurde Nanog in RT-4 und T24 LV.Lamin A/C gegenliber der
Kontrolle signifikant starker exprimiert.

Der Yamanaka-Faktor c-Myc stellte sich unabhdngig von den anderen Stammzellmarkern dar. Es lief§
sich nur fir UM-UC-3 LV.Progerin eine geringe Steigerung der relativen mRNA-Expression erkennen.
Dagegen zeigten sich innerhalb von T24 keine signifikanten Veranderungen und innerhalb von RT-4
nach Progerin-Expression eine Verminderung der mRNA-Expression von c-Myc. In den Western Blots
konnten keine klaren Unterschiede in den Zelllinien detektiert werden. Das Proteinlevel von c-Myc
schien von der Uberexpression der drei Transgene unbeeinflusst zu bleiben.

Zusammenfassend war entgegen der Ausgangshypothese, dass Progerin das Stammzellreservoir
erschopft, weder in den gPCRs noch in den Western Blots eine allgemein erniedrigte
Stammzellkapazitdt in Folge der Progerin-Expression nachweisbar. Vielmehr war die Expression der
Stammzellmarker in den Progerin-exprimierenden Zelllinien sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene erh6ht. Auch die mit Lamin A/C Uiberexprimierten Zelllinien zeigten partiell einen Anstieg

der Stammzellmarker.
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3.2.4 Untersuchung zum Einfluss auf die Metastasierungskapazitat

Wie im Kapitel 1.2.1 beschrieben, gelten Krebsstammzellen als zentrale Ursache fiir Tumorprogression,
Therapieresistenz und Rezidive. Daher lag es nahe, dass die gesteigerte Expression der
Stammzellmarker in den Progerin-exprimierenden Zellen auch mit einer erhdhten
Metastasierungskapazitat einhergeht. Dies wurde auf Proteinebene mithilfe von Western Blots und

auf funktioneller Ebene mittels Scratch und Boyden-Chamber Assays gepriift.

3.2.4.1 Bestimmung von EMT-Markern auf Proteinebene

Die Durchfiihrung von Western Blots ermdglichte es, die Proteinexpression bekannter EMT-Marker,
die die Invasivitdt der Tumorzellen und damit die Metastasierung fordern (Diepenbruck & Christofori,
2016), bestimmen zu kénnen. Dabei wurden unter anderem die Adhédsionsproteine E- bzw. N-Cadherin
untersucht. Wahrend die Expression von E-Cadherin eine epitheliale Differenzierung vermittelt, ist die
Expression von N-Cadherin eng mit der EMT verbunden. Des Weiteren wurden die Vimentin-Level
bestimmt, da dieses Protein die Ausbildung eines mesenchymalen Phdnotyps unterstitzt (Zeisberg &
Neilson, 2009). Neben diesen klassischen EMT-Markern wurde zusatzlich das Proteinlevel von Slug und
Snaill untersucht. Diese Proteine sind Transkriptionsfaktoren bei der EMT und hemmen die Expression
von E-Cadherin (Barrallo-Gimeno & Nieto, 2005). Die Abbildung 3.14 stellt die detektierten

Proteinbanden dar.
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Abbildung 3.14: Darstellung der Proteinexpression von Markern der EMT
Mittels Western Blot konnte die Proteinexpression der EMT-Marker zwischen der Kontrolle LV.GFP und
LV.Lamin A/C bzw. LV.Progerin verglichen werden. R-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Die durchgefiuhrten Experimente gaben Hinweise darauf, dass die Expression von Lamin A/C und
Progerin mit Markerveranderungen einherging, die fiir eine gesteigerte EMT sprechen. So wies die nur
wenig invasive Zelllinie RT-4 LV.GFP eine hohe Expression von E-Cadherin auf. Sowohl in den Lamin
A/C- als auch in den Progerin-exprimierenden Zellen nahm die Proteinbande von E-Cadherin dagegen
stark ab. Auch innerhalb der Zelllinie T24 lieR sich durch die Progerin-Expression eine Abnahme der
Expression von E-Cadherin nachweisen. In der aggressiven Zelllinie UM-UC-3 konnte E-Cadherin
generell nur schwach detektiert werden.

Die EMT-Marker N-Cadherin und Vimentin verhielten sich in allen drei Zelllinien invers zur
E-Cadherin-Expression. Ahnlich wie bei der Bestimmung der Stammzellmarker stellte sich mehrheitlich
ein dreistufiger Trend dar. Wahrend sich die Proteine in den Kontrollen LV.GFP kaum darstellen lief3en,
zeigten sich in LV.Lamin A/C intensivere Proteinbanden. Beide Proteine wurde unabhéngig von der
Zelllinie am starksten in LV.Progerin-transduzierten Zellen exprimiert. Lediglich bei T24 waren die
N-Cadherin-Banden nahezu gleich kraftig.

Auch die Transkriptionsfaktoren Slug und Snaill konnten in den drei Kontrollzelllinien nur schwach
detektiert werden. Im Gegensatz dazu zeigte sich in RT-4 LV.Progerin und T24 LV.Progerin eine
deutliche Expression der beiden Regulatorproteine. In der Zelllinie UM-UC-3 korrelierte die
Progerin-Expression ebenfalls mit einer verstarkten Expression von Snaill. Slug konnte in keinem der
drei Klone von UM-UC-3 nachgewiesen werden.

Zusammenfassend wurde mit den Western Blots gezeigt, dass durch die Expression von Progerin und
Lamin A/C die E-Cadherin-Expression vermindert wurde, was eine Unterdriickung der epithelialen
Differenzierung nahelegt. Stattdessen wurde sowohl die Expression der mesenchymalen Proteine
N-Cadherin und Vimentin als auch die Expression der EMT-induzierenden Transkriptionsfaktoren Slug

und Snaill geférdert.

3.2.4.2 Messung des Migrationspotentials

Um die Ergebnisse der Western Blots funktionell bestdtigen zu konnen, wurden weitere
Untersuchungen zur Messung der Metastasierungskapazitdt erganzt. Dazu wurde das
Migrationspotential der transduzierten Zelllinien mithilfe von Scratch Assays bestimmt. Nach einem
festgelegten Zeitintervall wurden lichtmikroskopische Aufnahmen gemacht und die GrofRe der

verbleibenden Aussparungen gemessen (siehe Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Messung des Migrationspotentials mittels Scratch Assay

Zur Beurteilung der Metastasierungskapazitdt wurde das Migrationspotential mithilfe von Scratch Assays
gemessen. Rechts sind exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen des Versuches dargestellt. Links ist der
prozentuale Wundverschluss der jeweiligen Zelllinie grafisch abgebildet. Statistische Signifikanz nach t-Test (p <
0,05) ist durch * gekennzeichnet.
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Der Zeitpunkt der zweiten lichtmikroskopischen Aufnahmen war abhangig von der jeweiligen Zelllinie.
Die Zellen der wenig aggressiven Zelllinie RT-4 migrierten nur langsam, weswegen die Flachenmessung
erst nach 48 h erfolgte. Die Zelllinie UM-UC-3 wurde nach 24 h untersucht. Die Zelllinie T24 migriert
schnell, sodass der relative Wundverschluss bereits nach 12 h bestimmt wurde.

Trotz der zeitlichen Unterschiede zwischen den Zelllinien lieR sich in allen drei Zelllinien eine
gleichartige Tendenz beobachten. So zum Beispiel wies bei T24 die Kontrollzelllinie LV.GFP mit einem
relativen Wundverschluss von 33 % nach 12 h die niedrigste Migrationskapazitat auf. Dagegen betrug
der Wundverschluss der Zellen mit Uberexpression von Lamin A/C und Progerin nach 12 h 70 bzw.
73%. Im Vergleich zu LV.GFP waren beide Unterschiede statistisch signifikant (p < 0,05).
GleichermaBen migrierten auch die mit Lamin A/C und Progerin transduzierten Zellen der Zelllinien
RT-4 und UM-UC-3 signifikant schneller als die Kontrolle (p < 0,05). Ein signifikanter Unterschied
zwischen LV.Lamin A/C und LV.Progerin konnte dagegen in keiner der drei Zelllinien festgestellt
werden (p = 0,05). Aus diesen Ergebnissen lieR sich schlussfolgern, dass die Expression von Lamin A/C

bzw. Progerin die Migrationsfahigkeit von Zellen des Harnblasenkarzinoms erhohte.

3.2.4.3 Messung des Invasivitatspotentials

Wahrend mittels Scratch Assays das migratorische Potential der Zellen bestimmt werden konnte,
wurden im nachsten Arbeitsschritt Boyden-Chamber Assays durchgefihrt. In dieser Untersuchung
mussten die Zellen neben einer Membran eine basalmembranartige Matrix Gberwinden. Da dazu
insbesondere invasive Zellen befahigt sind (Chen et al., 2017), konnten mit diesem Versuch Aussagen
Uber das invasive Wachstum der durch Lamin A/C bzw. Progerin modifizierten Zellen gewonnen

werden. Die Ergebnisse sind auf der folgenden Seite dargestellt (siehe Abbildung 3.16).
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Abbildung 3.16: Messung des Invasivitdtspotentials mittels Boyden-Chamber Assay

Das Invasivitdtspotential wurde mithilfe von Boyden-Chamber Assays gemessen. Rechts sind exemplarische
mikroskopische Aufnahmen von Zellen, welche das Matrigel durchwanderten, dargestellt. Daraus abgeleitet ist
links die relative Invasivitat der jeweiligen Zelllinie grafisch abgebildet. Statistische Signifikanz nach t-Test (p <
0,05) ist durch * gekennzeichnet.
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Die Tendenz in den Scratch Assays konnte in den durchgefiihrten Boyden-Chamber Assays bestatigt
werden. Die Kontrolle LV.GFP wies in allen drei Zelllinien das geringste Invasivitatspotential auf und
wurde daher auf den Referenzwert 1 normiert. Im Vergleich dazu betrug die relative Invasivitat von
RT-4 LV.Lamin A/C 2,2 und in den Progerin-exprimierenden Zellen 2,7. Diese Steigerung der
Zellinvasivitat gegeniiber der Kontrollzelllinie war statistisch signifikant (p < 0,05). Ahnliche
Unterschiede wurden auch in den Zelllinien T24 und UM-UC-3 gemessen. So migrierten im Vergleich
zur GFP-Kontrolle bei UM-UC-3 fast doppelt so viele Zellen durch die Membran und das Matrigel, wenn
Lamin A/C bzw. Progerin iiberexprimiert wurde (p < 0,05). Zwischen der Uberexpression von Lamin
A/C und der Expression von Progerin zeigten sich in den drei Zelllinien dagegen keine signifikanten
Unterschiede im Invasivitdtspotential (p = 0,05).

Mithilfe dieser drei voneinander unabhangigen Versuchsreihen konnte gezeigt werden, dass durch die
Uberexpression von Lamin A/C bzw. Progerin in Harnblasenkarzinomzelllinien das Migrations- und

Invasivitatspotential sowohl auf Proteinebene als auch in funktionellen Untersuchungen zunahm.
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3.3 Charakterisierung der transduzierten Krebsstammzellpopulation

Im nachfolgenden Teil der Arbeit wurden speziell Krebsstammzellen und der Einfluss von Lamin A/C
und Progerin auf diesen hochaggressiven Zelltyp untersucht. Dazu wurden Expressionsplasmide
kloniert, die es ermdglichen, Lamin A/C und Progerin ausschlieBlich in Krebsstammzellen zu
exprimieren. Auf diese Weise konnte der Transgeneffekt, der auf die gesamte Tumorpopulation

beobachtet wurde, mit dem spezifischen Einfluss auf Krebsstammzellen verglichen werden.

3.3.1 Etablierung von Krebsstammzellen mit stabiler Expression von Lamin A/C und Progerin

Es wurden krebsstammzellspezifische Plasmide zur Expression von Lamin A/C und Progerin hergestellt.
Nach Transduktion dieser lentiviralen Plasmide wurden GFP-positive Zellen mittels
Durchflusszytometrie selektiert. Die Transgenexpression wurde fluoreszenzmikroskopisch und mittels

Immunoblot iberprift.

3.3.1.1 Klonierung der krebsstammzellspezifischen Plasmide

Fir die Induktion einer krebsstammzellspezifischen Transgenexpression wurde das Plasmid
SORE6-mCMVp-dsCopGFP-PURO vom Wakefield Lab (Tang et al., 2015) zur Verfligung gestellt. Das
Plasmid besitzt ein Sore6 Response Element. Dieses Element besteht aus einer sechsfachen
Wiederholung der Sequenz 5'-TTTTGCATTACAATG-3' und dient als Bindestelle fur die
Yamanaka-Faktoren Sox-2 und Oct-4. Basierend auf diesem Response Element sollten Lamin A/C und
Progerin nur in Zellen mit einer hohen Expression von Sox-2 und Oct-4 {iberexprimiert werden. Das
Sore6-Element wurde aus dem Ursprungsplasmid herausgeschnitten und in das im Labor etablierte
pLenti-MCS-Konstrukt integriert. AnschlieBend sollten die gewlinschten Transgene GFP, Lamin A/Cund
Progerin in das Plasmid insertiert werden. Im ersten Schritt wurde das Sore6-Element mithilfe der
Restriktionsenzyme Avrll und Bmtl isoliert und in den Shuttle-Vektor pcDNA3.1 subkloniert. Diese

Enzyme wurden zudem fir den Kontrollverdau verwendet (siehe Abbildung 3.17).

Abbildung 3.17: Analytischer Verdau des
Plasmids pcDNA3.1-Sore6

Die Agarose-Gelelektrophorese diente dem
Nachweis der erfolgreichen Klonierung des Sore6-
Elements in den Shuttle-Vektor pcDNA3.1. Nach
Restriktion mit Avrll und Bmt/ wurden in positiven
Klonen drei Banden mit den GrofRen 4 333 bp,
1 196 bp und 303 bp detektiert. Exemplarisch sind
zudem zwei negative Klone dargestellt.

6000 bp

1000 bp

250 bp
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Nach erfolgreicher Sequenzierung des erhaltenen Plasmids (siehe Anhang), wurde das 303 bp groRe
Sore6-Element aus dem Gel eluiert und in pLenti-MCS integriert. Die Abbildung 3.18 stellt den

analytischen Verdau nach der Restriktion mit den Enzymen Spel und Sacl/ dar.
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Abbildung 3.18: Analytischer Verdau des Plasmids pLenti-Sore6

6000 bp Dargestellt ist der Kontrollverdau des Plasmids pLenti-Sore6. In Folge der
Restriktion mit Spel und Sacll lieRen sich zwei DNA-Fragmente mit den
GroBen 6 176 bp und 670 bp erkennen.

1000 bp

250 bp

Die positiven Klone wurden erneut sequenziert und anschliefend konnten die Transgene in das
Plasmid pLenti-Sore6 kloniert werden. Hierzu wurden Codon-optimierte LMNA- und Progerin-
Fragmente synthetisiert, die eine effiziente und stabile Expression in den Stammzellen gewahrleisten.
Mit den Enzymen Ascl, Afllll und Ahdl wurden die Transgene Lamin A/C und Progerin aus den
Plasmiden herausgeschnitten. Fiir die cDNA des GFP-Gens wurde das Plasmid mCMVp-dsCopGFP-
PURO verwendet. Das Riickgrat pLenti-Sore6 wurde mit M/ul ge6ffnet. Nach der Ligation wurde fir die
Plasmide zur Expression von Lamin A/C und Progerin ein Kontrollverdau mit Mfel und Spel angesetzt.

Der analytische Verdau fiir pLenti-Sore6-GFP wurde mit EcoRV durchgefiihrt (siehe Abbildung 3.19).

&
&

N

'{0

Abbildung 3.19: Analytischer
Verdau der krebsstammazell-
spezifischen Plasmide

Der mit EcoRV behandelte Klon
pLenti-Sore6-GFP weist zwei DNA-
Fragmente mit den GréRRen 6 979 bp
und 704 bp auf. Nach Restriktion mit
Mfel und Spel stellten sich fir pLenti-
Sore6-Lamin A/C und pLenti-Sore6-
Progerin zwei Banden mit den
GroRen 7 293 bp bzw. 7 143 bp und
2 292 bp dar.

6000 bp

1000 bp

250 bp

pLenti-Sore6-GFP  plLenti-Sore6-Lamin A/C plenti-Sore6-Progerin
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3.3.1.2 Zellsortierung zur Generierung homogener GFP-positiver Populationen

Nach der Sequenzierung wurden die klonierten Plasmide in die Zielzellen eingebracht. Problematisch
war dabei, dass die Plasmide keine Antibiotikaresistenz zur Zellselektion aufwiesen. Da zudem nur ein
geringer Anteil der Gesamtpopulation, insbesondere die Krebsstammzellen, die Yamanaka-Faktoren
Sox-2 und Oct-4 exprimiert, wurden auch die an das Sore6 Response Element gekoppelten Transgene
nur in wenigen Zellen exprimiert. Um die folgenden Experimente in einer weitgehend homogenen

Population durchfiihren zu kénnen, erfolgte daher eine Zellsortierung mittels Durchflusszytometrie.

GFP+ 11052021-3 RT4-Soreb C GFP+ 11052021-3 RT4-Soreb GF
Tube: 3 RT4-Sore6 GFP g g2
Population #Events %Parent %Total gl Rg. R
. 3 +
W Al Events 20,000 #a##| 1000 5] e <ad
M scatter Gate 14946  747| 747 N N
[ ssc Gate 9,152 612 458 ] s =
W Fsc Gate 6,115 868 306 8] # 54 . !
M e 6048 989 302 E I ER
e T T
M GrP- 0 00/ 00 B R R i e S T
GFP+ 110520211 T24-Sore6 G GFP+ 11052021-1 T24-Soref GF
Tube: 1T24-Sore6 GFP g% e TPPE D
Population #Events %Parent %Total 3‘%— ‘E—i P
Il A1l Events 30000|  #### 1000 %27 e %2
Il Scatter Gate 11,723 391| 391 3 2 3
B ssc Gate 9,517 812 317 o =
M Fsc Gate 5,079 534| 169 8.4 .
M ive 4,936 972 165 e E
+ RN LR PRLLLLL LR, P ks PRRIRAEL TTTm T T
W cFP 1 0o/ 00 PO R A D2 i T M S
Tube: 4 UMUC-Sore6 GFP _ﬁ_GFP— 110520214 UMUCSorel ___GFP+ 110520214 UMUC-Sorst
g% g%
Population #Events %Parent %Total =g zg]
3 &
Il Al Events 20,000  ####| 1000 o] L3 ot
I scatter Gate 16891 845 845 g L3
[ ssc Gate 14,769 874 738 2 ==
B Fsc Gate 8,806 506| 440 & =] ’,
M e 8,762 995 438 3 i : il
M crP+ 2 00| o0 VAL R I TS P TR R T O

Abbildung 3.20: Exemplarische Ergebnisse der Durchflusszytometrie

Dargestellt sind exemplarische Ergebnisse zur Sortierung GFP-positiver Zellen. Links sind die absoluten Zahlen
des Versuchs dargestellt. Rechts lasst sich bildlich erkennen, dass sich nur wenige Zellen im GFP-positiven Gate
befanden.

In der Abbildung 3.20 ist die Zellsortierung am Beispiel von LV.Sore6-GFP dargestellt. Die
durchflusszytometrischen Analysen bestatigten die geringe GFP-Expression. Wahrend der
Zellsortierung konnte keine GFP-positive Zelle in der wenig aggressiven Zelllinie RT-4 detektiert
werden. Innerhalb der Zelllinie T24 stellte sich von 30 000 Zellen eine Zelle GFP-positiv dar. Die
aggressive Zelllinie UM-UC-3, die auch die hoéchste Expression der Stammzellmarker Sox-2 und Oct-4
besaR (vgl. Abbildung 3.1), wies zwei GFP-positive Zellen auf. Diese Ergebnisse stellten sich
gleichermalen bei der Transduktion mit LV.Sore6-Lamin A/C und LV.Sore6-Progerin dar. Da es nicht
moglich war, genligend GFP-positive Zellen flir RT-4 und T24 zu selektieren, wurde lediglich die Zelllinie
UM-UC-3 kultiviert. Die nachfolgenden Experimente zur Untersuchung des Effekts der Progerin-

Expression auf die Krebsstammzellen wurden daher nur mit UM-UC-3 durchgefihrt.
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3.3.1.3 Nachweis der Transgenexpression in Krebsstammzellen
Nach Isolierung Sore6-positiver Zellen, d. h. potentieller Krebsstammzellen, und der anschlieBenden
Kultivierung wurde die Expression der Transgene Uberpriift. Dazu wurde der Anteil GFP-positiver Zellen

fluoreszenzmikroskopisch bestimmt (siehe Abbildung 3.21).

LV.Sore6-GFP LV.Sore6-Lamin A/C LV.Sore6-Progerin

Abbildung 3.21: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zum Nachweis der GFP-Expression in
Krebsstammzellen

Die Expression von GFP konnte mittels Fluoreszenzmikroskop in nahezu allen selektierten Sore6-
positiven Zellen deutlich dargestellt werden. Im Gegensatz zum zellunspezifischen Konstrukt war die
GFP-Sequenz in den krebsstammzellspezifischen Plasmiden nicht an die Sequenzen von Lamin A/C
bzw. Progerin gekoppelt (vgl. Abbildung 9.6 und 9.7). Daher stellte sich in den transduzierten Zellen
das gesamte Zytoplasma griin dar. Zum Nachweis der Expression von Lamin A/C und Progerin wurden

deshalb Western Blots durchgefiihrt.
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Abbildung 3.22: Nachweis der Expression der Transgene in
Progerin -— Krebsstammzellen mittels Western Blot
Um die Expression von Lamin A/C und Progerin in den

. Krebsstammzellen im Vergleich zur Kontrollzelllinie LV.GFP
Lamin A/C
= - ' nachweisen zu kdnnen, wurden Western Blots durchgefiihrt.
R-Aktin diente als Ladekontrolle.
cacn | G G —

Abbildung 3.22 zeigt den erfolgreichen Nachweis von Lamin A/C und Progerin in den Zielzellen. Im

Gegensatz zur GFP-Kontrolle und der Lamin A/C-exprimierenden Zelllinie konnte in UM-UC-3
LV.Sore6-Progerin eine Proteinbande fiir Progerin detektiert werden. Die Lamin A/C-Bande wies die
bekannte Zweiteilung auf. Dabei erschien die Expression der beiden Isoformen am starksten in
UM-UC-3 LV.Sore6-Lamin A/C. Zwischen LV.Sore6-GFP und LV.Sore6-Progerin zeigten sich keine

signifikanten Unterschiede in der Expression von Lamin A/C.
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3.3.2 Untersuchung zur Induktion der zelluldren Seneszenz in Krebsstammzellen

Identisch zum zellunspezifischen Konstrukt sollte gepriift werden, ob die Progerin-Expression in den
Krebsstammzellen zelluldre Seneszenz induziert. Dafliir wurden die bereits bekannten Seneszenz-
Marker auf Proteinebene verglichen. Aullerdem sollten die Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten

3-Galactosidase und die Proliferationskapazitat bestimmt werden.

3.3.2.1 Bestimmung von Seneszenz-Markern in Krebsstammzellen auf Proteinebene
Im ersten Arbeitsschritt wurde die Expression der Tumorsuppressorproteine p21 und p53 sowie der
Apoptoseregulatoren Bax und Bcl-2 untersucht. Die nachfolgende Abbildung 3.23 stellt die

detektierten Proteinbanden dar.
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1 . Abbildung 3.23: Bestimmung von Markern zelluldrer

P - ' . » Seneszenz in Krebsstammzellen

Mittels der Western Blots wurde geprift, ob die
krebsstammzellspezifische Progerin-Expression mit der
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P -- Expression von Seneszenz-Markern korreliert. R-Aktin

diente als Ladekontrolle.
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Ahnlich wie zu den Ergebnissen bei Verwendung der zellunspezifischen Plasmide (vgl. Abbildung 3.6)
liel sich keine hohere Expression der Seneszenz-Marker in Folge der krebsstammzellspezifischen
Progerin-Expression erkennen. Die Proteinbanden von p53 und Bcl-2 stellten sich erneut unabhangig
von den Transgenen gleich stark dar. Der Tumorsuppressor p21 war in den Progerin-exprimierenden
Krebsstammzellen schwécher als in der Kontrolle nachweisbar. Dagegen wurde der proapoptotische
Faktor Bax in der Kontrolle LV.Sore6-GFP schwach detektiert und wurde in Folge der Lamin A/C- bzw.
Progerin-Expression signifikant starker exprimiert. Wie auch in der Gesamttumorpopulation hatten
weder Lamin A/C noch Progerin einen nennenswerten Einfluss auf die Expression der untersuchten

Seneszenz-Marker.
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3.3.2.2 Aktivitatsmessung der Seneszenz-assoziierten R-Galactosidase in Krebsstammzellen
Nachfolgend wurde die Aktivitat der Seneszenz-assoziierten R-Galactosidase mithilfe des Senescence

B-Galactosidase Staining Kit (Cell Signaling, Frankfurt) gemessen (siehe Abbildung 3.24).

UM-uUcC-3

Senescence B-Galactosidase Staining Kit
Die Krebsstammzellen stellten sich umso stdrker blau dar, je hoher die Enzymaktivitdit der Seneszenz-
assoziierten RB-Galactosidase war. Dermale Fibroblasten in hoher Passagezahl dienten als Positivkontrolle.

Lichtmikroskopisch konnten bei UM-UC-3 keine Unterschiede im Farbumschlag detektiert werden. Im
Vergleich zur Kontrolle farbten sich die Lamin A/C- bzw. Progerin-exprimierenden Krebsstammzellen
nicht starker blau. Daraus lieR sich schlieRen, dass die Expression von Progerin die Aktivitat der
Seneszenz-assoziierten BR-Galactosidase in den Krebsstammzellen nicht beeinflusste. Als Positiv-
Kontrolle wurden erneut dermale Fibroblasten verwendet. Die deutliche Blaufarbung des Zytoplasmas

bewies die hohe Aktivitdt des Enzyms in seneszenten Zellen.

3.3.2.3 Messung der Proliferationskapazitdt der Krebsstammzellen
Im letzten Arbeitsschritt zur Untersuchung der zelluldren Seneszenz wurde die Proliferationskapazitat

der Krebsstammzellen mittels XTT-Assay bestimmt.

300 - UM-UC-3 .
Abbildung 3.25: XTT-Assay zur Messung der

Proliferationskapazitat der Krebsstammzellen
In Abhdngigkeit von den drei Messzeitpunkten
24 h, 48 h und 72 h wurde mithilfe des XTT-
Assays der Umsatz des Tetrazoliumsalzes und
damit indirekt die relative Zellvitalitat
gemessen.

Zellvitalitat [%)]

0 T T 1

0 24 48 72
Zeit [h]

LV.Sore6-GFP ==i==LV.Sore6-Lamin A/C ==fll==LV.Sore6-Progerin
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Die Abbildung 3.25 zeigt, dass die Progerin-Expression in den Krebsstammzellen die
Proliferationskapazitat nicht beeinflusste. Nach 24 h wurde in UM-UC-3 LV.Sore6-GFP eine relative
Zellvitalitdt von 102 % gemessen. In UM-UC-3 LV.Sore6-Lamin A/C und LV.Sore6-Progerin betrug die
Vitalitat nach 24 h 104 bzw. 102 %. Auch nach 48 h wurden nur schwache Unterschiede detektiert. In
der Kontrolle stieg die relative Zellvitalitat auf 159 %. Die Lamin A/C- bzw. Progerin-exprimierenden
Zellen wiesen nach 48 h eine Vitalitat von 144 % bzw. 150 % auf. Am letzten Messzeitpunkt nach 72 h
betrug die relative Vitalitit bei LV.GFP 260 %, bei LV.Lamin A/C 257 % und bei LV.Progerin 270 %. Zu
keinem der drei Messzeitpunkte waren die gemessenen Abweichungen statistisch signifikant
(p 2 0,05). Daraus lieR sich ableiten, dass auch die Proliferationskapazitdt der Krebsstammzellen von

der Expression von Lamin A/C und Progerin unabhé&ngig war.

3.3.3 Untersuchung zum Einfluss auf die Stammzellkapazitdt der Krebsstammzellen

Ubereinstimmend zu dem zellunspezifischen Konstrukt, lieR sich im Rahmen der Experimente keine
Seneszenz-Induktion als Folge der krebsstammzellspezifischen Progerin-Expression beobachten. Wie
zuvor in normalen Tumorzellen sollte anschlieRend untersucht werden, inwiefern die
Stammzellkapazitat durch die Expression von Lamin A/C und Progerin beeinflusst wird (siehe

Abbildung 3.26).
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Abbildung 3.26: Bestimmung der Expression von Stammzellmarkern in Krebsstammzellen auf RNA- und
Proteinebene

Links ist die relative mRNA-Expression der Stammzellmarker in den Krebsstammzellen nach Durchfiihrung von
gPCRs grafisch dargestellt. Statistische Signifikanz nach t-Test (p < 0,05) ist durch * gekennzeichnet. Rechts sind
die dazugehdorigen detektierten Proteinbanden nach Durchfiihrung von Western Blots abgebildet. B-Aktin diente
als Ladekontrolle.
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Die Expression der Stammzellmarker in den Krebsstammzellen stellte sich auf RNA- und Proteinebene
unterschiedlich dar. Auf RNA-Ebene lieRen sich keine signifikanten Unterschiede zwischen der
Kontrolle und den Progerin-exprimierenden Krebsstammzellen nachweisen (p = 0,05). Auch die
Expression von Lamin A/C beeinflusste die Expression der Stammzellmarker im Vergleich zu LV.Sore6-
GFP mehrheitlich nicht signifikant (p > 0,05). Lediglich die Transkriptlevel des Yamanaka-Faktors Sox-2
waren nach Lamin A/C-Expression in den Krebsstammzellen signifikant erniedrigt (p < 0,05).

Dagegen zeigte sich in den Western Blots eine verminderte Proteinexpression von Sox-2, Oct-4, Nanog,
CD133 und c-Myc durch die krebsstammzellspezifische Progerin-Expression. Wahrend die parentalen
Zellen hohe Level der Stammzellmarker aufwiesen, wurden in UM-UC-3 LV.Sore6-Progerin deutlich
schwachere Banden detektiert. Dies galt gleichermaRen fiir alle untersuchten Faktoren. Im Vergleich
dazu beeinflusste die Lamin A/C-Expression die Expression der Stammzellmarker mit Ausnahme von

Sox-2 und c-Myc kaum.

3.3.4 Untersuchung zum Einfluss auf die Metastasierungskapazitidt der Krebsstammzellen

Im Gegensatz zum zellunspezifischen System wurde durch die Lamin A/C- und Progerin-Expression kein
Anstieg der Stammzellkapazitdat nachgewiesen. Vielmehr wurde auf Proteinebene eine signifikante
Abnahme der untersuchten Stammzellmarker in den Krebsstammzellen beobachtet. Daher sollte
nachfolgend gepriift werden, ob dies gleichermaRen fiir die Metastasierungskapazitdt galt. Wie im
zellunspezifischen Konstrukt wurden dazu Western Blots und funktionelle Untersuchungen

durchgefihrt.

3.3.4.1 Bestimmung von EMT-Markern der Krebsstammzellen auf Proteinebene
Zur Bestimmung der Expression der EMT-Marker der Krebsstammzellen wurden die gleichen
Antikorper wie im zellunspezifischen Konstrukt verwendet. Die detektierten Proteinbanden sind in der

Abbildung 3.27 dargestellt.
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Abbildung 3.27: Darstellung der Proteinexpression von

Markern der EMT in Krebsstammzellen

Mittels Western Blot konnte die Proteinexpression der

N-Cadherin - EMT-Marker zwischen der Kontrolle LV.Sore6-GFP und
LV.Sore6-Lamin A/C bzw. LV.Sore6-Progerin verglichen

werden. B-Aktin diente als Ladekontrolle.
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Kontrar zu den Ergebnissen im zellunspezifischen Konstrukt (vgl. Abbildung 3.14) verringerte sich das
Proteinlevel der EMT-Marker in den Progerin-exprimierenden Krebsstammzellen.

In der Kontrolle UM-UC-3 LV.Sore6-GFP wurde die niedrigste E-Cadherin-Expression detektiert.
Verglichen damit waren die Proteinbanden fir LV.Sore6-Lamin A/C und LV.Sore6-Progerin signifikant
starker. Die EMT-Marker N-Cadherin und Vimentin verhielten sich umgekehrt. Nur in UM-UC-3
LV.Sore6-GFP wurde eine Proteinbande fiir N-Cadherin nachgewiesen. Auch die Expression von
Vimentin sank in den Krebsstammzellen aufgrund der Lamin A/C- bzw. Progerin-Expression deutlich.
Im Vergleich zur Kontrolle war die Proteinbande in LV.Sore6-Lamin A/C schwacher. In UM-UC-3
LV.Sore6-Progerin konnte keine Vimentin-Expression detektiert werden.

Die Progerin-Expression in den Krebsstammzellen beeinflusste zudem die Expression der untersuchten
Transkriptionsfaktoren. Entsprechend der EMT-Marker zeigte sich in LV.Sore6-Progerin im Vergleich
zu LV.Sore6-GFP eine erniedrigte Expression von Slug wund Snaill. Auch in den
Lamin A/C-exprimierenden Krebsstammzellen war die Expression von Slug gegentiber der Kontrolle

deutlich verringert.
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3.3.4.2 Messung des Migrationspotentials der Krebsstammzellen

Ahnlich wie im zellunspezifischen Konstrukt sollten die Ergebnisse der Proteinanalysen anschlieBend
um funktionelle Untersuchungen erganzt werden. Hierzu wurden erneut Scratch Assays zur Messung
des Migrationspotentials der Krebsstammzellen durchgefiihrt (siehe Abbildung 3.28).

UM-UC-3
100 1~ *

LV.Sore6-GFP

60 -

40 -

Relativer Wundverschluss [%]

LV.Sore6-GFP LV.Sore6-Lamin A/C LV.Sore6-Progerin

LV.Sore6-Progerin LV.Sore6-Lamin A/C

Abbildung 3.28: Messung des Migrationspotentials der Krebsstammzellen mittels Scratch Assay

Zur Beurteilung der Metastasierungskapazitat der Krebsstammzellen wurde das Migrationspotential mithilfe von
Scratch Assays gemessen. Rechts sind exemplarische lichtmikroskopische Aufnahmen des Versuches dargestellt.
Links ist der prozentuale Wundverschluss der jeweiligen Zelllinie grafisch abgebildet. Statistische Signifikanz nach
t-Test (p £ 0,05) ist durch * gekennzeichnet.

Die verminderte Expression der EMT-Marker in den Progerin-exprimierenden Krebsstammazellen
korrelierte im Vergleich zur Kontrolle mit einer geringeren Migration. Die Kontrollzellen UM-UC-3
LV.GFP migrierten am schnellsten und wiesen nach 24 h einen relativen Wundverschluss von 76 % auf.
In den Lamin A/C- bzw. Progerin-exprimierenden Krebsstammzellen wurde ein geringeres
Migrationspotential gemessen. Der relative Wundverschluss betrug fir UMUC-3 LV.Sore6-Lamin A/C
36 % und fir UM-UC-3 LV.Sore6-Progerin 43 %. Verglichen mit der Kontrolle waren diese Unterschiede
signifikant (p < 0,05). Dagegen waren die Abweichungen zwischen LV.Sore6-Lamin A/C und LV.Sore6-
Progerin nicht signifikant (p = 0,05).

Zusammenfassend zeigten die durchgefiihrten Scratch Assays, dass die Migrationsfahigkeit durch eine
krebsstammazellspezifische Uberexpression der Lamine im Gegensatz zum zellunspezifischen Konstrukt

gehemmt wurde.
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3.3.4.3 Messung des Invasivitatspotentials der Krebsstammzellen
AbschlieRend wurde mittels Boyden-Chamber Assay liberpriift, ob durch die Expression von Lamin A/C

bzw. Progerin neben der Migration auch die Invasivitdt der Krebsstammzellen sank (siehe Abbildung

3.29).
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Abbildung 3.29: Messung des Invasivitdatspotentials der Krebsstammzellen mittels Boyden-Chamber Assay
Das Invasivitatspotential der Krebsstammzellen wurde mithilfe von Boyden-Chamber Assays gemessen. Rechts
sind exemplarische mikroskopische Aufnahmen von Zellen, welche das Matrigel durchwanderten, dargestellt.
Daraus abgeleitet ist links die relative Invasivitat der jeweiligen Zelllinie grafisch abgebildet. Statistische
Signifikanz nach t-Test (p < 0,05) ist durch * gekennzeichnet.

Die durchgefiihrten Boyden-Chamber Assays untermauerten die Resultate der Scratch Assays. Die
hochste Invasivitdat wurde in UM-UC-3 LV.Sore6-GFP gemessen. Im Vergleich zur Kontrolle migrierten
signifikant weniger Lamin A/C- bzw. Progerin-exprimierende Krebsstammzellen durch das Matrigel
(p £0,05). So betrug die relative Invasivitat fir LV.Sore6-Lamin A/C 0,31 und fir LV.Sore6-Progerin
0,27. Zwischen LV.Sore6-Lamin A/C und LV.Sore6-Progerin lieRen sich keine signifikanten
Invasivitatsunterschiede feststellen (p = 0,05).

Zusammenfassend zeigte sich in den Untersuchungen eine gleichsinnige Verdnderung der
metastatischen Kapazitat. Sowohl auf Proteinebene als auch in den funktionellen Assays verringerte
die krebsstammzellspezifische Progerin-Expression das invasive Potential. Auch Lamin A/C inhibierte

die Aggressivitat der Krebsstammzellen zumindest partiell.
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4 Diskussion

Das vorrangige Interesse der aktuellen Krebsforschung gilt dem Verstandnis der Karzinogenese und
der Identifizierung von Metastasierungskaskaden. Als einer der Treiber der Tumorprogression konnten
in verschiedenen Tumorentitdten, wie erstmals der akuten myeloischen Leukdamie (Lapidot et al.,
1994), Krebsstammzellen isoliert werden. Die Stammzellfahigkeit ist eine physiologische Eigenschaft,
die es differenziertem Gewebe ermoglicht, die Pluripotenz zu erhalten und die Selbsterneuerung und
Geweberegeneration zu fordern. Bei addaquatem Stimulus kdnnen auch differenzierte Tochterzellen
entdifferenzieren und Stammzellen ersetzen (Friedmann-Morvinski & Verma, 2014). Diese Plastizitét,
die im gesunden Gewebe zwischen differenzierten Zellen und Stammzellen existiert, wird analog
wahrend der Tumorprogression rekapituliert (Batlle & Clevers, 2017). Unsere Arbeitsgruppe zeigte,
dass die Metastasierung mit einer Modulation von Differenzierungsvorgangen einhergeht. Die
Reaktivierung von Prozessen der Embryonalentwicklung unterstiitzt die Entdifferenzierung von
Tumorzellen und halt damit das Gleichgewicht zwischen gewdhnlichen Tumorzellen und
Krebsstammzellen aufrecht (Logotheti et al.,, 2020). Diese Heterogenitit innerhalb der
Tumorpopulation konnte gleichermaRen im Harnblasenkarzinom nachgewiesen werden. Im Jahr 2009
wurden erstmals tumorinitiierende Blasenkrebszellen beschrieben, welche im Expressionsmuster den
Basalzellen, die das Urothel regenerieren, dhnelten (Chan et al.,, 2009). Auch in der humanen
Harnblasenkarzinom-Zelllinie J82 konnten CD133-positive Tumorzellen, anteilig nur etwa 4 % aller
untersuchten Zellen, identifiziert werden (Huang et al., 2013). Im Vergleich zu Tumorzellen ohne
Expression des Stammzellmarkers zeichnete sich diese Subpopulation durch aggressiveres
Tumorwachstum und eine erhohte Toleranz gegeniiber Bestrahlung und dem Erstlinien-
Chemotherapeutikum Cisplatin aus (ebd.). Tran et al. (2010, S. 387) charakterisieren die
Harnblasenkrebsstammzellen daher als Subpopulationen, ,die fiir die Tumorentstehung, die
Differenzierung, die Rezidive, die Metastasierung und die Chemoresistenz verantwortlich sind.”

In Anbetracht dieser therapierelevanten Eigenschaften stellen Krebsstammzellen einen zentralen
Angriffspunkt in der Krebstherapie dar. Das priméare Ziel dieser Doktorarbeit war es daher, ein
spezifisches Therapiekonzept gegen Krebsstammzellen zu entwickeln. Dazu wurde ein lentiviraler
Vektor entwickelt, der Progerin unter der Kontrolle eines stammzellspezifischen Promotersin Zelllinien
des Harnblasenkarzinoms exprimierte. Die Krebsstammzellen sollten in Folge der Progerin-Expression
nicht abgetétet, sondern in einen seneszenten Zustand mit verminderter Regenerationskapazitat
transferiert werden. Die auf diese Weise modifizierten Tumorzellen wurden anschlieBend auf
Verdnderungen der Stammzell- und Metastasierungskapazitdt untersucht. In den folgenden
Abschnitten sollen die Ergebnisse diskutiert und in den literarischen Kontext eingeordnet werden.

AbschlieBend werden die verwendeten Methoden und Limitationen der Arbeit kritisch erortert.
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4.1 Das Paradox der zelluldren Seneszenz

Die altersbedingte Degeneration ist ein Merkmal nahezu aller Lebewesen und fiihrt sowohl in
Einzellern als auch in groBen und komplex entwickelten Organismen zum sukzessiven
Funktionsverlust. Bei Sdugetieren stehen diese zelluldaren Verdanderungen im Zusammenhang mit
schwer therapierbaren Erkrankungen, wie Makuladegeneration, Atherosklerose oder
neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer oder dem Parkinson-Syndrom (Regulski,
2017). Die latent zunehmende Alterung ist urspriinglich eine protektive Antwort auf endo- und
exogene Stressoren. Die molekularen Reaktionen auf Stimuli, wie oxidativen Stress, DNA-Schaden oder
Telomer-Erosion, reichen dabei von vollstandiger Geweberegeneration bis hin zum Zelltod (Campisi &
d'Adda di Fagagna, 2007). Einer der essenziellen Mechanismen ist die Induktion zellularer Seneszenz,
welche erstmalig 1961 von Hayflick beschrieben wurde. In Versuchen mit humanen diploiden
Fibroblasten bewies er, dass humane Zellen nach etwa 50 bis 60 Zellteilungen, der Hayflick-Grenze, in
einem irreversiblen Wachstumsstillstand verharren (Hayflick & Moorhead, 1961). Grundlage fiir den
dauerhaften Zellzyklusarrest ist die Induktion der Tumorsuppressorsignalwege p53/p21°"! und
p16'N¥42/Rb und der damit verbundenen Bindung und Inaktivierung des Transkriptionsfaktors E2F. In
Folge dessen wird der Ubergang von der G1-Phase in die S-Phase des Zellzyklus blockiert (Chicas et al.,
2010). Die zelluldre Seneszenz nimmt damit eine zentrale Rolle zum Schutz vor Gewebefibrose, in der
Wundheilung und insbesondere in der Tumorsuppression ein (Regulski, 2017).

Das Hutchinson-Gilford-Syndrom ist eine genetische Erkrankung der beschleunigten Zellalterung, bei
der die Patienten schon im Kindheitsalter progressive Alterungserscheinungen wie Alopezie und
Atherosklerose zeigen (Hennekam, 2006). Der Treiber des Syndroms, das mutierte Protein Progerin,
wurde im Rahmen dieser Arbeit mittels eigens etablierter lentiviraler Vektoren in humanen Zelllinien
des Harnblasenkarzinoms exprimiert, um die potentiell protektiven Funktionen der zelluldren
Seneszenz als antimetastatische Therapie nutzen zu kénnen. Entgegen der Ausgangshypothese zeigten
sich jedoch weder in der Gesamttumorpopulation noch in den isolierten Krebsstammzellen Zeichen
zellularer Seneszenz. Im Gegensatz dazu wiesen die als Kontrolle verwendeten physiologischen
Vorhautfibroblasten unter der Progerin-Expression einen signifikanten Anstieg der untersuchten
Seneszenz-Marker auf. Diese Ergebnisse korrespondieren mit den aktuellen Erkenntnissen der
Forschung. So detektierte die Arbeitsgruppe um Bidault et. al (2020) nach Progerin-Expression in
humanen Endothelzellen oxidativen Stress, welcher wie in den hier verwendeten Vorhautfibroblasten
zu einer gesteigerten Expression der Tumorsuppressoren p21 und p53 fiihrt. Ubereinstimmend zur
durchgefiihrten Aktivitdtsmessung der R-Galactosidase zeigen auch die Fibroblasten von HGPS-
Patienten eine erhohte Aktivitdt des Seneszenz-assoziierten Enzyms (Liu et al., 2011; von Muhlinen et
al., 2018; Wheaton et al., 2017). Daneben kann in HGPS-Fibroblasten eine erhohte Apoptoserate

gemessen werden (Bridger & Kill, 2004), was sich mit dem Anstieg des Apoptosemarkers Bax und der
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verminderten Proliferationsrate der hier untersuchten Progerin-exprimierenden Vorhautfibroblasten
deckt. Zurlckzufihren ist die Induktion zelluldrer Seneszenz in karyotypisch normalen Zellen
wahrscheinlich auf die Interaktion von Lamin A/C mit dem Tumorsuppressorprotein pRB. Mehrere
Studien ergaben, dass Komplexe, bestehend aus nukleoplasmatischen A-Typ-Laminen und LAP2a
direkt an pRB binden kdnnen und dadurch die Stabilitdt und Lokalisierung des Tumorsuppressors direkt
funktionell beeinflussen (Dorner et al., 2006; Mancini et al., 1994; Markiewicz et al.,, 2002).
Dementsprechend korreliert ein Mangel an Lamin A/C mit einer erniedrigten Expression von pRB und
einem defekten Zellzyklus (Johnson et al., 2004). GleichermaRen zeigen auch die Fibroblasten von
HGPS-Patienten einen Verlust von LAP2a (Vidak et al., 2015) und eine deregulierte pRB-Signalkaskade
(Marji et al.,, 2010), was die Ursache fiir den irreversiblen Proliferationsstopp von Progerin-
exprimierenden Zellen sein kdnnte.

Wahrend lber die Wirkweise der Lamine und des Progerins im Kontext der Zellalterung weitreichende
Erkenntnisse gewonnen werden konnten, scheint der Effekt der Progerin-Expression auf die
Seneszenz-Induktion in Krebszellen noch nicht vollstindig verstanden. In Versuchen mit einer
Lungenkarzinomzelllinie korreliert die Progerin-Expression zwar mit einer verminderten
Proliferationsrate, die Aktivitdt der Seneszenz-assoziierten R-Galactosidase und die Expression von
p21, p53 und des Apoptosemarkers PARP1 sind jedoch nicht gesteigert (Hu et al., 2020). Analog
verursacht eine Uberexpression von Progerin auch im Prostata- und Mammakarzinom keine zellulire
Seneszenz (Tang et al., 2010). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit untermauern diese These, denn
auch die verwendeten Zelllinien des Harnblasenkarzinoms zeigten nach Uberexpression von Progerin
keine Veranderungen in der Expression von Seneszenz-Markern, in der Aktivitat der $-Galactosidase
und der Proliferationsrate. Zudem gibt die Arbeit Hinweise darauf, dass dies nicht nur fiir gewohnliche
Tumorzellen gilt, sondern wahrscheinlich auch isolierte Krebsstammzellen resistent gegeniiber der
Seneszenz-Induktion durch Progerin sind.

Die Arbeitsgruppe um Hu et al. (2020) fuhrt diese fehlende zellulare Seneszenz auf die unbegrenzte
Teilungsfahigkeit von Krebszellen zuriick. Weiterhin ist der Tumorsuppressor p53 in Krebszellen haufig
mutiert und inaktiviert, wodurch die Seneszenz-Induktion verhindert werden konnte (ebd.). Dieser
Umstand kdnnte in dhnlicher Weise fiir die Resistenz der untersuchten Harnblasenkarzinomzelllinien
verantwortlich sein. So beobachteten Fujimoto et al. (1992) eine starke Assoziation zwischen
Mutationen im TP53-Gen und dem Auftreten invasiver Blasenkarzinome. In mehreren Studien konnte
prazisiert werden, dass die Akkumulation des mutierten p53 den Ubergang von nicht-invasiven zu
infiltrierenden Harnblasenkarzinomen initiiert (Esrig et al., 1994; Esrig et al., 1993; Grossman et al.,
1998; Spruck 3rd et al., 1994). Analog dazu ist das mit den A-Typ-Laminen interagierende pRB im
Harnblasenkarzinom haufig dereguliert (Mitra et al., 2007) und mit einer erhéhten Muskelinvasivitat

des Tumors verbunden (Cairns et al., 1991). Im Vergleich zu Patienten mit normaler Expression von
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p53 sowie pRB zeigen Patienten mit abnormer Expression der beiden Tumorsuppressoren eine
signifikant starkere Neigung zur Progression des Harnblasenkarzinoms (Grossman et al., 1998). Vor
dem Hintergrund der beiden inaktivierten Zellzyklusregulatoren liegt es nahe, dass auch die
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie funktionellen Einfluss auf die Resistenz gegeniiber der
Seneszenz-Induktion besitzen kénnten. Urspriinglich galt beispielsweise der Transkriptionsfaktor E2F1
als einer der Schliisselfaktoren zur Induktion der Apoptose (Stanelle & Putzer, 2006; Stanelle et al.,
2003). Dagegen identifizierten Lee et al. (2010) in Transkriptom-Analysen mehrere E2F1-abhéngige
Zielgene, die den Ubergang von nicht-invasiven zu invasiven Harnblasentumoren vermitteln.
Ubereinstimmend damit beobachtete unsere Arbeitsgruppe, dass eine hohe Expression von E2F1 in
vitro signifikant mit einer starkeren Invasivitat der Harnblasenkarzinomzellen korreliert (Khan et al.,
2017). Demnach besitzt der Transkriptionsfaktor E2F1 abhdngig vom molekularen Kontext nicht nur
antiproliferative, sondern auch onkogene Eigenschaften (Engelmann & Pitzer, 2012) und kénnte damit
entscheidend zur Seneszenzresistenz gegenliber Progerin beitragen.

Der Paradigmenwechsel, der die ambivalente Funktion des Transkriptionsfaktors E2F1 hervorhebt,
konnte sich gleichermallen fir die zelluldre Seneszenz im Kontext der Tumorprogression vollziehen.
Wahrend die untersuchten Harnblasenkarzinomzelllinien gegenliber der Seneszenz-Induktion durch
Expression von Progerin resistent waren, konnte in zahlreichen Studien mittels Chemotherapie oder
ionisierender Strahlung zelluldre Seneszenz in Tumorzellen induziert werden (Demaria et al., 2017; Fan
& Schmitt, 2017). Entgegen der urspriinglichen Erwartung, dass das proinflammatorische Sekretom die
Elimination maligner Zellen initiieren kénnte, wurden tumorférdernde Effekte nachgewiesen (Ou et
al., 2021). Im physiologischen Gewebe induziert der SASP zwar die Verjlingung von Nachbarzellen und
damit die Geweberegeneration (Ritschka et al., 2017), diese Plastizitat fihrt im Tumorgewebe jedoch
zu einer gesteigerten Expression von Stammzellmarkern (Milanovic et al., 2018). Dadurch kénnen
seneszente Tumorzellen die EMT, Invasivitdt und Chemoresistenz des Karzinoms férdern (Canino et
al., 2012; Coppé et al., 2008; Tato-Costa et al., 2016). Perkins et al. (2020) demonstrierten anhand von
Brustkrebsmodellen sogar, dass die Chemotherapie-induzierte Seneszenz physiologischer Fibroblasten
ein geeignetes Milieu fir Tumorzellen schaffen kann und damit eigentlich gesunde Kérperzellen das
Wachstum von Metastasen beschleunigen konnten. Im Gegensatz zum umstrittenen Nutzen einer
Seneszenz-Induktion fordert das Abtoten seneszenter Zellen mit Medikamenten, wie Navitoclax oder
Fisetin, signifikant die Chemosensitivitat und Apoptoseinduktion (Jeong et al., 2019; J. Li et al., 2018;
Tan et al., 2011). Perspektivisch kdnnten Senolytika daher regelhaft adjuvant zur Chemotherapie
eingesetzt werden (Triana-Martinez et al., 2020). Diese Erkenntnisse stellen die tumorprotektive
Funktion der zellularen Seneszenz stark in Frage. Es sind tiefergehende Studien notwendig, um die
komplexe Allianz zwischen der zellularen Seneszenz und der Karzinogenese nachhaltig durchbrechen

zu kdnnen.

60



Diskussion

4.2 Die Stammazellfahigkeit als entscheidender Treiber der malignen Progression

Der physiologische Antagonist zur zelluldren Seneszenz ist die Stammzellfdhigkeit. Uber die Existenz
von Stammzellen wurde erstmals diskutiert, als Becker et al. (1963) zeigten, dass die Implantation von
Knochenmarkszellen in die Milz von bestrahlten Mausen die Koloniebildung fordert. Diese Zellen
waren scheinbar beféhigt, sich in andere spezifische Zelltypen entwickeln zu kénnen (ebd.). Kolios und
Moodley (2013) charakterisieren Stammzellen daher anhand der drei Merkmale Klonalitat,
Selbsterneuerung und Potenz. Stammzellen gehen regelhaft aus einer einzigen Zelle hervor, kdnnen
unbegrenzt proliferieren und sich in verschiedene Zelltypen differenzieren (ebd.). Im gesunden
Gewebe koénnen adulte Stammzellen in einer Nische ruhen, sich in Folge von Gewebeldsionen
und -reparaturen jedoch aktiv vermehren (Falanga, 2012). Damit nehmen Stammzellen eine zentrale
Rolle in der Gewebehomoostase ein und ersetzen differenzierte Zellen, in denen zelluldre Seneszenz
oder Apoptose induziert wurde (Li & Xie, 2005). Aufgrund dieser Eigenschaften gilt die Kultivierung
und Transplantation von Stammzellen als bedeutsame Therapieoption in der regenerativen Medizin,
um die Gewebeerneuerung im Rahmen altersbedingter Erkrankungen, wie chronisch ischamischer
Herzkrankheiten (Perin et al., 2012), Morbus Alzheimer (Magga et al., 2012) oder Lungenfibrose
(Tzouvelekis et al., 2011), zu fordern.

Wird das sensible Gleichgewicht zwischen Differenzierung, Zelltod und Selbsterneuerung durch endo-
und exogene Stressoren gestort, kann die Stammzellfahigkeit jedoch ahnlich wie die zelluldre
Seneszenz zur Tumorprogression beitragen. Aufgrund der Bedeutung von Stammzellen in der
Entwicklungsbiologie und Gewebedifferenzierung entstand die Theorie, dass auch das Wachstum
maligner Tumoren primar von undifferenzierten Zellen initiiert wird (Tran et al., 2010). Diese
sogenannte Krebsstammzellhypothese findet immer breitere Akzeptanz in der onkologischen
Forschung. Diesbezliglich wurde in zahlreichen Untersuchungen versucht, Krebsstammzellen anhand
von spezifischen Markern zu identifizieren und ndher zu charakterisieren. Unsere Arbeitsgruppe zeigte,
dass eine verringerte Expression der Stammzellmarker Oct-4, Nanog und CD133 im Mausmodell das
Tumorwachstum reduzieren kann. Umgekehrt besteht klinisch eine Korrelation zwischen einer hohen
Expression dieser Marker und einer geringeren Uberlebensrate von Melanom-Patienten (Meier et al.,
2016). Auch in histologischen Proben des Harnblasenkarzinoms ist die Expression des
Transkriptionsfaktors Oct-4 im Vergleich zu nicht-tumordsen Biopsien signifikant gesteigert (Atlasi et
al.,, 2007). Analog sind hohe Expressionslevel von Oct-4, Sox-2 und Nanog mit dem Auftreten von
Tumorrezidiven in der Harnblase assoziiert (Huang et al., 2012; Siddiqui et al., 2020; Zhan et al., 2020).
Dagegen kann das spezifische Ausschalten von Sox-2 in vitro und in vivo die Chemosensitivitdt und
Tumorregression fordern (Chen et al., 2019; Zhu et al., 2017). Diese Studien implizieren, dass die
gezielte Manipulation der Stammzellmarker im Harnblasenkarzinom eine potentiell gewinnbringende

Therapiestrategie sein konnte.
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Takahashi und Yamanaka (2006) entdeckten, dass die Expression der vier Gene c-Myc, KIf-4, Oct-4 und
Sox-2, die seitdem als Yamanaka-Faktoren bezeichnet werden, die Reprogrammierung somatischer
Zellen in pluripotente Stammzellen induzieren kann. Basierend auf diesem Wissen konstruierten Tang
et al. (2015) ein stammzellspezifisches Expressionsplasmid. Der Promoter, welcher eine Bindestelle fiir
die Yamanaka-Faktoren Sox-2 und Oct-4 besitzt und damit nur in Zellen mit Stammzellfaktoren aktiv
ist, wurde in der vorliegenden Arbeit genutzt, um Krebsstammzellen aus Harnblasenkarzinomzelllinien
zu selektieren. In der Durchflusszytometrie wurden nach Transduktion eines lentiviralen Vektors, bei
dem die fiir GFP und Progerin kodierende cDNA unter der Kontrolle des induzierbaren Promoters steht,
in der aggressiven Zelllinie UM-UC-3 die meisten GFP-positiven Zellen detektiert. Dagegen stellten sich
in den weniger invasiven Zelllinien RT-4 und T24 nur wenige Sore6-positive Zellen dar. Diese Ergebnisse
decken sich mit dem initialen Screening zur Expression der Stammzellmarker. Hierbei zeigte sich in
UM-UC-3 die hochste mRNA-Expression von Sox-2 und Oct-4, was konsistent zur Selektion durch die
Durchflusszytometrie erscheint. Weiterhin stimmen diese Ergebnisse mit anderen Studien, in welchen
das Sore6-Konstrukt verwendet wurde, Uberein. In der erstmaligen Nutzung des Systems zeigten
Brustkrebszellen, die durch den Reporter markiert wurden, im Vergleich zur restlichen Zellpopulation
eine erhohte Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Metastasenbildung sowie eine gesteigerte
Chemoresistenz (Tang et al., 2015). Ahnliche tumorférdernde Eigenschaften weisen die Sore6-
positiven Zellen auch in Zelllinien des Lymphoms, Sarkoms, Prostata- und Magenkarzinoms auf (Li et
al., 2021; Menendez et al., 2020; Padua et al., 2020; Vaddi et al., 2019). Zusammenfassend deutet dies
darauf hin, dass mittels des verwendeten Sore6-Elementes tatsachlich Harnblasenkrebszellen mit
stammzellspezifischen Eigenschaften isoliert werden konnten.

Die mittels Durchflusszytometrie aus Harnblasenkarzinomzelllinien isolierten Krebsstammzellen
zeigten in Folge der Progerin-Expression eine verringerte Proteinexpression der Stammzellmarker.
Gegentber der Kontrolle lieR sich eine signifikante Verminderung der Yamanaka-Faktoren Sox-2 und
Oct-4 nachweisen. Dieser Verlust des Stammzellreservoirs lasst sich gleichermallen in HGPS-Patienten
beobachten. Die Expression von Progerin verringert die Proliferationskapazitat und geht mit einer
verminderten Population adulter Stammzellen einher (Espada et al., 2008; Rosengardten et al., 2011).
Moglicherweise wird das Differenzierungspotential mesenchymaler Stammzellen durch die Progerin-
Expression verandert. So weisen Progerin-exprimierende Stammzellen gewebespezifische und fir
Stammzellen untypische Differenzierungsmarker auf (Scaffidi & Misteli, 2008). Auch Zhang et al. (2011)
zeigten, dass die Expression von Progerin insbesondere in Stammzellen Kernanomalien verursacht.
Dagegen bleiben differenzierte Zellen, wie Fibroblasten oder Endothelzellen, von der Progerin-
Expression eher unbeeinflusst (Zhang et al., 2011). Der Verlust von Stammzellen erklart wahrscheinlich
auch, warum das Hutchinson-Gilford-Syndrom vorrangig Einfluss auf Gewebe mit mechanischer

Belastung und hohem Zellumsatz, wie der Haut, nimmt (Halaschek-Wiener & Brooks-Wilson, 2007).
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Daneben scheint auch die Uberexpression von Lamin A/C die Proteinexpression der Stammzellmarker
beeinflussen zu konnen. Im Vergleich zur Kontrolle waren insbesondere die Proteinlevel der
Transkriptionsfaktoren Sox-2 und c-Myc nach Lamin A/C-Uberexpression in den Sore6-positiven Zellen
vermindert. Grund dafiir konnte sein, dass die A-Typ-Lamine primar in differenzierten Zellen exprimiert
werden (Constantinescu et al., 2006). Dagegen kann in embryonalen und hamatopoetischen
Stammzellen kein endogenes Lamin A/C nachgewiesen werden (Halaschek-Wiener & Brooks-Wilson,
2007). Kongruent dazu wird die Embryonalentwicklung von Mausen, in denen die Expression von A-
Typ-Laminen unterdriickt wurde, nicht beeintrachtigt (Sullivan et al., 1999). Scaffidi und Misteli (2008)
stellten zudem dar, dass die Uberexpression von Lamin A HGPS-dhnliche Zelldefekte initiieren kann
und mit einer gesteigerten Expression von Differenzierungsmarkern einhergeht. Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Uberexpression von Lamin A/C zumindest partiell eine Differenzierung von
Krebsstammzellen in gewohnliche differenzierte Tumorzellen eingeleitet hat.

Fraglich bleibt, warum die zellunspezifische Expression von Lamin A/C bzw. Progerin im Vergleich zur
stammzellspezifischen Expression einen inversen Effekt hatte. Sowohl in der Lamin A/C- als auch in der
Progerin-exprimierenden Gesamttumorpopulation zeigte sich eine gesteigerte Expression der
Stammzellmarker. GleichermaRBen ist im Mausmodell das Wachstum von Prostatakarzinomen nach
Injektion von Progerin signifikant gesteigert (Tang et al., 2010). Moglicherweise haben diese Zellen
durch die Progerin-Expression stammzellspezifische Eigenschaften, wie Selbsterneuerung und
unbegrenzte Proliferation, erworben. Der Effekt der Expression von A-Typ-Laminen kdnnte vom
spezifischen Zelltyp abhdngen. So wird die physiologische Form Lamin A/C in einer Vielzahl maligner
Tumore vermindert exprimiert (vgl. 1.3.2), wahrend beispielsweise maligne Tumoren der Haut eine
erhohte Expression der A-Typ-Lamine aufweisen (Tilli et al., 2003). Daneben stellten Willis et al. (2008)
dar, dass A-Typ-Lamine wie erwartet in differenzierten Enterozyten exprimiert werden. Entgegen der
Ursprungshypothese kann die Isoform Lamin A jedoch auch in der Kryptenbasis, der Nische von
Darmstammzellen, detektiert werden (ebd.). Auch innerhalb eines Gewebes kann die endogene
Expression von Lamin A/C variieren. So werden A-Typ-Lamine in Zelllinien des nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinoms stark exprimiert, lassen sich in Zelllinien des kleinzelligen Bronchialkarzinoms jedoch
nicht nachweisen (Guinde et al., 2018). Scheinbar ist die Funktion und Wirkungsweise der Lamine nicht
nur abhangig vom jeweiligen Ursprungsgewebe, sondern auch vom Differenzierungsgrad der Zelle.
Eine erhohte Expression des Kernmembranproteins kann die zellulare Identitdat moglicherweise je nach
histologischem Subtyp bidirektional beeinflussen. Diesbezliglich ist weitere Forschung nétig, um die
Wirkweise der A-Typ-Lamine und des mutierten Progerin in Abhangigkeit vom molekularen Kontext

spezifischer einordnen zu kénnen.
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4.3 Die Epithelial-mesenchymale Transition im Harnblasenkarzinom

Die EMT ist ein physiologischer Prozess, welcher wahrend der Embryonalentwicklung zur Implantation
der befruchteten Eizelle (Chen et al., 2017), Gastrulation (Nakaya et al., 2008), Ausbildung der
Neuralrinne (Theveneau & Mayor, 2012) und Organogenese (Gros & Tabin, 2014; Martinez-Estrada et
al., 2010) beitragt. In Folge von Entziindungen und anschlieRender Wundheilung kann die EMT analog
in differenziertem Gewebe erfolgen (Banerjee et al., 2015; Correa-Costa et al., 2014). Auch
Tumorzellen kénnen im Rahmen der malignen Progression die Fahigkeit zur EMT erwerben. Die damit
verbundene Eigenschaft, sich aus dem Zellverband I6sen und entlang der extrazellularen Matrix aktiv
migrieren zu kénnen, beglnstigt das invasive Wachstum und die Metastasierung von Primartumoren
(Diepenbruck & Christofori, 2016).

Hierzu ist die Aktivierung EMT-spezifischer Gene notwendig, wohingegen Gene der epithelialen
Differenzierung herabreguliert werden (De Craene & Berx, 2013). Dieses charakteristische
Genexpressionsmuster zeigt sich auch in Zellen des Harnblasenkarzinoms. So zum Beispiel werden
durch die Unterdriickung des Adhdsionsmolekiils E-Cadherin die Zellpolaritdat und Zell-Zell-Kontakte
aufgehoben (Puisieux et al., 2014). Dementsprechend ist der Verlust von E-Cadherin im
Harnblasenkarzinom mit einem verringerten rezidiv- und progressionsfreien Uberleben assoziiert
(Yang et al., 2020; Ziaran et al., 2020). Dagegen reduziert eine Hochregulierung der E-Cadherin-
Expression das Wachstums- und Metastasierungspotential von Harnblasenkarzinomzellen (C. Li et al.,
2018). Der funktionelle Antagonist N-Cadherin wird im Urothel normalerweise nicht exprimiert,
korreliert im Harnblasenkarzinom jedoch mit hoheren Tumorstadien und postoperativen Rezidiven
(Lascombe et al., 2006; Muramaki et al., 2012). N-Cadherin kann die Zellmigration fordern, indem es
Uiber transmembrandse Anteile Kontakt zur extrazelluldaren Matrix herstellt (Cavallaro & Christofori,
2004). Die Wandlung in einen mesenchymalen Phanotyp wird zudem Uber die Expression des
Intermediarfilaments Vimentin induziert. Analog dazu wurde beschrieben, dass eine Vimentin-
Expression im Harnblasenkarzinom mit einem erniedrigten progressionsfreien Uberleben der
Patienten verbunden ist (Zhao et al., 2014). Dieser sogenannte cadherin switch und die Wandlung der
Zellmorphologie werden durch mehrere Transkriptionsfaktoren initiiert. Dazu zdhlen im
Harnblasenkarzinom unter anderem die gesteigerte Expression von Slug und Snaill, die insbesondere
die Repression von E-Cadherin induzieren (Salehi et al., 2017; Wu et al., 2013).

Vor dem Hintergrund der essenziellen Bedeutung von Krebsstammzellen liegt es nahe, dass
insbesondere die Krebsstammzellen zur EMT beféhigt sind. Im kolorektalen Adenokarzinom korreliert
die Expression von CD133 mit einem erhdhten Expressionsniveau der EMT-Marker (Choi et al., 2017).
Auch Brustkrebszellen zeigen nach Induktion der EMT, beispielsweise durch die Uberexpression von
Slug, ein stammzellspezifisches Genexpressionsmuster (Bhat-Nakshatri et al., 2010; Vijay et al., 2019;

S.S. Wang et al., 2015). GleichermaRen weisen zirkulierende Tumorzellen eine erhéhte Expression von
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Oct-4, Sox-2 und Nanog auf (Liu et al., 2018). Umgekehrt kdnnen die stammzellspezifischen
Transkriptionsfaktoren die EMT durch eine direkte Interaktion mit Slug initiieren (Gao et al., 2015;
Wang et al., 2014). Die enge Beziehung zwischen EMT-Stimuli und Krebsstammzellen zeigt sich auch
auf therapeutischer Ebene. Wirkstoffe, deren primares Ziel die Hemmung der EMT ist, unterdriicken
regelhaft auch stammzellspezifische Signalwege (Babaei et al., 2021). Exemplarisch kann Curcumin
sowohl die Expression von EMT-Markern als auch stammzelldhnliche Eigenschaften von
Harnblasentumorzellen inhibieren (Liang et al., 2017).

Ein dhnlicher Zusammenhang zwischen der EMT und Krebsstammzellen konnte auch in dieser Arbeit
nachgewiesen werden. Die abnehmende Expression der Stammzellmarker aufgrund der Progerin-
Expression ging in isolierten Krebsstammzellen mit einer verminderten Proteinexpression der EMT-
Marker einher. N-Cadherin und Vimentin, die in der Kontrollpopulation stark exprimiert wurden,
waren nach Expression von Progerin nur noch marginal detektierbar. Dementsprechend verhielten sich
auch die Transkriptionsfaktoren Slug und Snaill. Dagegen wurde das Adhdsionsmolekil E-Cadherin
nach Progerin-Expression vermehrt exprimiert. Die Lamin A/C-exprimierenden Krebsstammzellen
zeigten eine ahnliche Tendenz. Insbesondere die Proteinlevel von N-Cadherin und Slug waren nach
Uberexpression des Kernmembranproteins deutlich vermindert. Die Assays zur Messung der
Migrations- und Invasionsfahigkeit der Krebsstammzellen korrelierten mit den durchgefiihrten
Western Blots. Dies bestdtigt den inhibitorischen Einfluss von Progerin und Lamin A/C auf die
Metastasierungskapazitat der Harnblasenkrebsstammazellen nicht nur auf molekularer, sondern auch
auf funktioneller Ebene.

Als mogliche Mechanismen hinter dem anti-metastatischen Effekt der Expression von Lamin A/C bzw.
Progerin in Krebsstammzellen kénnten mehrere Signalkaskaden in Frage kommen. So zum Beispiel
weisen HGPS-Patienten einen deregulierten Wnt/R-Catenin-Signalweg auf (Espada et al., 2008). Im
Mausmodell reduziert die Expression von Progerin die Aktivitat von B-Catenin signifikant, was zu einer
fehlerhaften Expression von Proteinen der extrazellularen Matrix fihrt (Hernandez et al., 2010). Auch
Genexpressionsanalysen zeigen, dass Komponenten, welche an der Organisation des Zytoskelettes
und der extrazelluldren Matrix beteiligt sind, in Fibroblasten von HGPS-Patienten mehrheitlich
dereguliert sind (Csoka et al., 2004). Song et al. (2014) konnten dies prazisieren und stellten dar, dass
die Expression von Progerin im Mausmodell insbesondere die Expression von Vimentin verringert. Dies
konnte erklaren, warum Fibroblasten von HGPS-Patienten eine reduzierte Fahigkeit zur Migration und
Wundheilung aufweisen (Verstraeten et al., 2008). Neben dem Wnt/R-Catenin-Signalweg erscheint in
Patienten mit dem Hutchinson-Gilford-Syndrom auch die Notch-Signalkaskade dereguliert. Scaffidi
und Misteli beschrieben 2008, dass Progerin die Sequestrierung des Notch-Koaktivators SKIP inhibiert.
Dadurch werden mehrere nachgeschaltete Effektorproteine verstarkt aktiviert (Scaffidi & Misteli,

2008).
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Interessanterweise sind beide beschriebenen Signalkaskaden auch mit der EMT und
Stammzellfahigkeit assoziiert (Babaei et al.,, 2021). Die Wnt/R-Catenin-Signalkaskade reguliert
physiologischerweise die Zellproliferation und den Erhalt der Stammzellen und nimmt damit eine
zentrale Rolle in der Regeneration des normalen Urothels ein (Mohammed et al., 2016; Shin et al.,
2011). Eine Deregulation der Signalkaskade wurde unter anderem im Kolon-, Lungen- und Brustkrebs
beschrieben (Abugomaa et al., 2020). Einzelnukleotid-Polymorphismen in Genen, welche Teil des
Whnt/R-Catenin-Signalweges sind, scheinen maRgeblich an der Urothelkarzinogenese beteiligt zu sein
(Pierzynski et al., 2015). Insbesondere férdert die Akkumulation von B-Catenin das Invasionspotential
von Zellen des Harnblasenkarzinoms (Kastritis et al., 2009). Daneben verleiht die vermehrte Expression
von Wnt6 den Tumorzellen eine gesteigerte Resistenz gegenliiber Cisplatin und Gemcitabin (Pan et al.,
2016). Der Notch-Signalweg stabilisiert den epithelialen Phanotyp und fungiert in der Harnblase als
Tumorsuppressor (Maraver et al., 2015). Funktionsverlustmutationen in Notch-Rezeptoren sind mit
myeloischen Leukdmien, Osophagus- und Lungenkarzinomen assoziiert (Ntziachristos et al., 2014).
Auch Harnblasenkarzinome weisen in bis zu 60 % aller Falle eine Deregulation in Komponenten der
Notch-Signalkaskade auf (Rampias et al., 2014). Ein Verlust von Notch-1 férdert die Expression von
Snaill, Slug und Vimentin und folglich die Ausbildung invasiver Merkmale von Harnblasenkrebszellen
(Maraver et al., 2015). Dagegen kann eine Uberexpression von Notch2 und Notch3 die Zellproliferation
und Chemoresistenz im Harnblasenkarzinom steigern (Hayashi et al., 2016; Zhang et al., 2017).

Die Manipulation der beiden EMT-fordernden Signalkaskaden kdnnte einerseits erklaren, warum die
Expression von Progerin in Stammzellen des Harnblasenkarzinoms einen anti-metastatischen Effekt
hatte. Andererseits konnte dies der Grund sein, warum Patienten des Hutchinson-Gilford-Syndroms
trotz der DNA-Schaden nur selten an Krebs erkranken. Halaschek-Wiener und Brooks-Wilson (2007)
vermuten, dass Progerin den Stammzellpool erschopft und eine maligne Transformation somit
vorzeitig unterbrochen wird. Diese These wird durch die vorliegende Arbeit untermauert. Analog dazu
stagniert auch die Inzidenzrate fir Krebserkrankungen ab dem 80. Lebensjahr (DePinho, 2000). In
diesem Alter kdnnte das Stammzellreservoir bereits mehrheitlich verbraucht sein, was letztlich zu
einem verminderten Entartungsrisiko flihren kénnte (Halaschek-Wiener & Brooks-Wilson, 2007).
Kontréar zu den Krebsstammzellen zeigte die Gesamttumorpopulation nach Lamin A/C- bzw. Progerin-
Expression einen Zuwachs der metastatischen Kapazitit. Kongruent zur Stammzellfahigkeit steigerten
die Lamine in den Harnblasenkrebszellen die Expression der EMT-Marker und induzierten eine
Abnahme des Levels von E-Cadherin. Diese Invasivitatssteigerung bestatigte sich auch im Scratch und
Boyden-Chamber Assay. Es liegt daher nahe, dass nicht nur der Effekt des Progerins auf den
Differenzierungsstatus, sondern auch der Einfluss auf die metastatische Fahigkeit vom molekularen
Kontext abhangt. Auch im kolorektalen Karzinom inhibieren A-Typ-Lamine die Expression von

E-Cadherin. Dies fiihrt zu einer gesteigerten Invasivitait und einem signifikant reduzierten
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Patientenlberleben (Willis et al., 2008). Eine dhnliche tumorfordernde Wirkung zeigt sich auch bei
Patienten, die an einem Glioblastoma multiforme leiden (Gatti et al., 2021). Daneben identifizierten
Setti Boubaker et al. (2021) Lamin A/C als moglichen diagnostischen Biomarker, um Patienten mit
einem nicht-muskelinvasiven Harnblasenkarzinom von gesunden Patienten zu unterscheiden. Diese
Untersuchungen unterstreichen die dualistische Funktion der Lamine. Perspektivisch sind weitere
Studien nétig, um die Ursachen fiir die Diskrepanzen zwischen den Zelltypen erkldren zu kénnen.

Als Abschluss der Diskussion sollen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit und die moglicherweise

zugrundeliegenden Mechanismen mithilfe von Tabelle 4.1 zusammengefasst werden.

Tabelle 4.1: Ubersicht zum Effekt der Progerin-Expression auf die untersuchten Zelltypen

Zelltyp Normale Normale Isolierte Maoglicher
Eigenschaft Fibroblasten | Tumorzellen | Krebsstammzellen Mechanismus
Seneszenz A Interaktion zwischen
pRB und Laminen
Stammezellreservoir / N NV VYnt/B-Catenm-
Signalweg
Metastasierungs- .
J -
fahigkeit / N Notch-Signalkaskade

Abk.: erniedrigt (\), erhéht (/N), unverdndert (--), nicht untersucht (/)

Zunichst wurde der Effekt einer Progerin- bzw. Lamin A/C-Uberexpression auf die zelluldre Seneszenz
untersucht. Wahrend Progerin-exprimierende karyotypisch normale Fibroblasten Zeichen zellularer
Seneszenz zeigten, war nach Progerin-Expression weder in der Tumorgesamtpopulation noch in
isolierten Krebsstammzellen ein Anstieg der Seneszenz-Marker zu beobachten. Die enge
Wechselwirkung zwischen pRB und Laminen, die in Patienten mit HGPS wahrscheinlich zu der
beschleunigten Alterung fihrt (Marji et al., 2010), kénnte erklaren, warum normale Fibroblasten durch
Progerin-Expression in den Zellzyklusarrest eintreten. Dagegen konnte die Inaktivierung der
Zellzyklusregulatoren p53 (Fujimoto et al., 1992) und pRb (Mitra et al., 2007) im Harnblasenkarzinom
Ursache fir die Resistenz der Tumorzellen gegenilber einer Seneszenz-Induktion durch Progerin sein.
Im folgenden Arbeitsschritt wurde festgestellt, dass Progerin-exprimierende Krebsstammzellen
Stammzellmarker vermindert exprimieren. Ein moéglicher molekularer Mechanismus, der sowohl mit
dem erschopften Stammzellreservoir von Patienten mit HGPS (Espada et al., 2008) als auch mit der
Bildung von Krebsstammzellen (Babaei et al., 2021) assoziiert ist, ist der Wnt/R-Catenin-Signalweg.
AbschlieBend wurden Veranderungen auf das Metastasierungspotential der Harnblasen-
karzinomzellen nachgewiesen. Dabei konnte die Notch-Signalkaskade, die bei HGPS-Patienten
dereguliert ist (Scaffidi & Misteli, 2008), der zugrundeliegende Mechanismus hinter der

tumorsuppressiven Wirkung von Progerin auf Stammzellen des Harnblasenkarzinoms sein.
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4.4 Beurteilung der verwendeten Methoden und Limitationen der Arbeit

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind in mehrfacher Hinsicht klinisch relevant und bieten neue
Erkenntnisse hinsichtlich der spezifischen Therapie von Krebsstammzellen. Teile der Ergebnisse decken
sich mit den initial formulierten Hypothesen und publizierten Daten. Andererseits stellten sich einige
Ergebnisse kontrar zu den urspriinglichen Erwartungen und aktuellen Studien dar. Diesbezlglich soll
in dem folgenden Kapitel erortert werden, inwiefern die Ergebnisse hinsichtlich der verwendeten
Methoden verwertbar sind.

Es wurden zunichst lentivirale Expressionssysteme entwickelt, welche Progerin bzw. Lamin A/C
einerseits zellunspezifisch in der Gesamttumorpopulation und andererseits spezifisch in den
Krebsstammzellen exprimierten. Ein Nachteil bei der Verwendung lentiviraler Vektoren besteht darin,
dass der Einbau des Transgens in beliebige Bereiche der Wirts-DNA erfolgen kann. Wenn das Gen in
Stellen, in denen die Transkription gedrosselt oder ausgeschaltet ist, integriert wird, wird das Transgen
nicht in ausreichender Menge exprimiert. Daneben besteht die Gefahr einer Insertionsmutagenese
nach Integration in das Genom des Wirts (Laufs et al., 2004). Daher wurden alle Experimente mit einer
GFP-Kontrolle durchgefiihrt, um auszuschlieBen, dass die beobachteten Effekte vom verwendeten
Vektor verursacht wurden. Zur effizienteren Vermeidung klonaler Effekte ware es zudem optimal
gewesen, auch nach der lentiviralen Transduktion des zellunspezifischen Systems eine
durchflusszytometrische Einzelzellselektion durchzufiihren. Daneben weisen die beiden Konstrukte
ein unterschiedliches lentivirales Ausgangsplasmid auf, welches die Tumorzellen moglicherweise
verschieden beeinflusst haben konnte. So zum Beispiel induzieren die zellunspezifischen Plasmide die
Expression eines Fusionsproteins aus GFP und Progerin bzw. Lamin A/C. Da die Lamine wichtige
Strukturproteine des Zellkerns sind, konnte somit auch das direkt gekoppelte GFP einen molekularen
Einfluss auf die Zellkernmembran genommen haben. Zum besseren Vergleich wiirde es sich daher
anbieten, in Zukunft das gleiche Riickgrat zu verwenden.

Bezliglich des krebsstammzellspezifischen Konstruktes muss festgehalten werden, dass der Sore6-
Promoter trotz der guten Studienlage nicht mit endgiltiger Sicherheit Krebsstammzellen des
Harnblasenkarzinoms identifiziert haben muss. Hierbei muss unter anderem berticksichtigt werden,
dass die Viruslast der mittels Calcium-Phosphat-Transfektion hergestellten Lentivirus-Suspensionen
nicht bestimmt wurde. Mittels einer vorherigen Quantifizierung der lentiviralen Partikel je Milliliter
hatte man sicherstellen kénnen, dass alle Zelllinien unabhéngig vom verwendeten Plasmid wahrend
der Inkubationszeit der Transduktion der gleichen Viruslast ausgesetzt worden waren. Daneben weist
jede Zelllinie eine spezifische Transduktionseffizienz auf. So ist der Transduktionserfolg fiir die Zelllinie
T24 erfahrungsgemal oftmals sehr hoch, wahrend sich die Zelllinie RT-4 lentiviral schwerer

transduzieren lasst. Diese dulReren Faktoren und technischen Gegebenheiten missen insbesondere
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beachtet werden, wenn die absoluten Zahlen der identifizierten Krebsstammzellen zwischen den
Zelllinien verglichen werden.

Nach der lentiviralen Transduktion wurden die Untersuchungen zum Einfluss auf die zellulare
Seneszenz sowie der Stammzell- und Metastasierungskapazitat durchgefiihrt. Hierbei wurden die
Experimente mit dem Sore6-System zeitlich getrennt von den Versuchen des zellunspezifischen
Konstruktes durchgefiihrt. Fir einen besseren Vergleich der zellspezifischen Effekte sollten die
jeweiligen Experimente perspektivisch zeitgleich umgesetzt werden. Die Expression der
Stammzellmarker wurde mittels gPCR auf RNA-Ebene sowie mittels Western Blot auch auf
Proteinebene gemessen. Ein Effekt der Lamin-Expression zeigte sich hierbei vor allem auf
Proteinebene. Dies kénnte darauf hindeuten, dass Lamin A/C und Progerin insbesondere
posttranslational wirken. Zur Validierung der durchgefiihrten Western Blots kdnnten sensitivere
Methoden wie Enzyme-linked Immunosorbent Assays oder immunhistochemische Untersuchungen
erganzt werden. Daneben wurde die Expression der Stammzellmarker zwar quantitativ gemessen, der
funktionelle Einfluss auf die Stammzellkapazitdat wurde jedoch nicht untersucht. Diesbeziiglich kénnten
die Daten der vorliegenden Arbeit gestarkt werden, wenn zusatzlich auch dynamische Untersuchungen
wie Koloniebildungsassays durchgefihrt werden.

AbschlieBend lasst sich kritisch erwdhnen, dass fir den experimentellen Ansatz der vorliegenden
Arbeit lediglich Zelllinien des Harnblasenkarzinoms verwendet wurden. Es ist daher aktuell nicht
moglich, den beobachteten Effekt der Lamin A/C- bzw. Progerin-Expression in Harnblasenkrebszellen
auf andere Tumorentitaten zu Ubertragen. Falls das etablierte Konstrukt in Zukunft auch in anderen
Karzinomen genutzt wird, konnten die Erkenntnisse der Arbeit besser eingeordnet und je nach Effekt

moglicherweise sogar verallgemeinert werden.
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5 Ausblick

Nicht nur beim Harnblasenkarzinom ist die systemische Chemotherapie ein Kernbestandteil von
kurativen und palliativen Behandlungsoptionen. Die zellunspezifische zytostatische Wirkung ist jedoch
mit schwerwiegenden Nebenwirkungen verbunden. Hierzu zihlen unter anderem Ubelkeit und
Erbrechen, Diarrhd, Nephrotoxizitit oder eine Knochenmarksdepression (Schirrmacher, 2019).
Daneben ist die konventionelle Chemotherapie nicht zwangslaufig mit einem Therapieerfolg
verbunden. Im Jahr 2012 registrierte die WHO 14 Millionen neue Krebserkrankungen. Im gleichen Jahr
starben bis zu 8,2 Millionen Menschen an einem malignen Tumor (McGuire, 2016). Im Hinblick auf
diese erniichternden Zahlen und die gravierenden Nebenwirkungen einer chemotherapeutischen
Behandlung vollzog sich in der Krebsforschung eine Abkehr von der Suche nach neuen Zytostatika.
Vielmehr gilt der aktuelle Schwerpunkt der Entwicklung zielgerichteter Therapien, die beispielsweise
die tumorférdernde Wirkung von Genmutationen spezifisch begrenzen kénnen (Schirrmacher, 2019).
Exemplarisch sei hier der Einsatz des ersten Tyrosinkinaseinhibitors Imatinib genannt. Durch eine
direkte Blockade der konstitutiv aktiven Rezeptorkinase wird eine unkontrollierte Zellproliferation
inhibiert, weswegen die 10-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit chronisch myeloischer Leukdmie
mittlerweile fast 84 % betragt (Hochhaus et al., 2017).

Auch in dieser Arbeit wurde ein spezifisches Therapiekonstrukt entwickelt. Ziel des Systems waren
jedoch nicht Gendefekte, sondern Krebsstammzellen. Diese zeichnen sich durch eine erhéhte
Resistenz gegeniiber Bestrahlung und Chemotherapeutika aus und sind daher verantwortlich fir
Tumorrezidive nach konventioneller Therapie (Tran et al., 2010). Im Verlauf der Arbeit konnte
demonstriert werden, dass die Expression von Progerin und Lamin A/C antimetastatische Effekte auf
Stammzellen des Harnblasenkarzinoms hat. Um aus diesem Ergebnis einen klinischen Nutzen zu
generieren, ist eine intensivere Forschung zur Wirkweise von Progerin notwendig. Insbesondere sollte
der molekulare Mechanismus, der der tumorsuppressiven Wirkung der Progerin-Expression zugrunde
liegt, identifiziert werden. Die Diskussion hat gezeigt, dass daflir der Wnt/R-Catenin- und Notch-
Signalweg in Frage kommen konnten. Hierbei wirde eine Hochdurchsatz-Sequenzierung einen
generellen Uberblick iiber das Genom Progerin-exprimierender Zellen geben. Da die A-Typ-Lamine
auch posttranslational wirken konnen, misste die RNA-Sequenzierung wahrscheinlich um
Proteinanalyseverfahren ergdnzt werden. So kdnnte spezifisch untersucht werden, ob Komponenten
der beiden Signalkaskaden in Progerin-exprimierenden Stammzellen Verdnderungen aufweisen. Um
die divergenten Effekte von Lamin A/C und Progerin zwischen gewdhnlichen Tumorzellen und
isolierten Krebsstammzellen besser nachvollziehen zu kdnnen, sollte zudem ein Plasmid, welches die

Expression der A-Typ-Lamine unterdriickt, konstruiert werden. Dies kénnte die Frage klaren, ob und
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wie der potentiell tumorfordernde Effekt von Progerin auf gewohnliche Tumorzellen vermieden
werden kann.

Die verminderte Expression der EMT- und Stammzellmarker in isolierten Harnblasenkrebsstammzellen
lasst zudem die Vermutung zu, dass Progerin-exprimierende Krebsstammzellen chemosensitiver sein
kénnten. Dies sollte perspektivisch mittels Zystostatikaresistenzmessungen durch XTT-Assays oder
Durchflusszytometrieanalysen gepriift werden. Sollten sich diese Hypothese und die Erkenntnisse der
vorliegenden Arbeit auch in anderen Zelllinien oder sogar in Tierversuchen bestatigen, konnte dies den
Weg fiir ein neues Therapiemodell ebnen. In einem ersten Therapieschritt kdnnte eine
stammzellspezifische Expression von Progerin das Reservoir an aggressiven und chemoresistenten
Krebsstammzellen erschépfen. In einem direkt anschlieBenden Therapieschritt erfolgt die
Durchfihrung einer systemischen Chemotherapie, welche die restlichen Tumorzellen effizienter
abtoéten konnte. An einer derartigen zweistufigen Therapiestrategie wird beispielsweise auch im
Pankreaskarzinom geforscht. Die Gabe des Rho-Kinase-Inhibitors Fasudil, urspriinglich zur Behandlung
von Schlaganfillen eingesetzt, verbessert im Mausmodell die Wirksamkeit einer nachfolgenden
Chemotherapie. Diesen Effekt bezeichnet die Arbeitsgruppe als Priming des Tumorgewebes (Vennin
et al., 2017). Die vorliegende Arbeit gibt erstmalig Hinweise darauf, dass auch Progerin ein geeigneter

Kandidat zur Ergdanzung einer konventionellen Chemotherapie sein konnte.
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6 Zusammenfassung

Hintergrund:

Methoden:

Ergebnisse:

Ausblick:

Das finale Stadium einer Krebserkrankung wird durch eine Zellsubpopulation, den
sogenannten Krebsstammzellen, induziert. Diese haben die Fahigkeit, die
Tumorpopulation zu verjlingen und die metastatische Kapazitdt zu fordern. Selbst
wenn Krebsstammzellen gezielt abgetotet werden, entdifferenzieren sich die
umgebenden Tumorzellen und ersetzen angegriffene Krebsstammzellen. Daher
bestand der potentielle Therapieansatz dieser Arbeit in der Beschleunigung ihrer
Seneszenz, die eine natlrliche Barriere gegen die Karzinogenese darstellt. Hierzu
wurde Progerin, eine mutierte Form des Kernmembranproteins Lamin A/C, genutzt.
Progerin verursacht das Hutchinson-Gilford-Syndrom, eine seltene genetische

Erkrankung, die durch beschleunigte Altersprozesse charakterisiert ist.

Es wurde ein lentivirales Konstrukt etabliert, dessen Promoter, der fur die Yamanaka-
Faktoren Sox-2 und Oct-4 responsiv ist, eine stammzellspezifische Progerin-Expression
in Zelllinien des Harnblasenkarzinoms induziert. Der Effekt auf die zellulare Seneszenz,
Stammzell- und Metastasierungsfahigkeit wurde auf RNA- und Proteinebene sowie in
funktionellen Experimenten untersucht. Zum Vergleich der stammzellspezifischen
Wirkung wurden alle Versuche auch mit einem zellunspezifischen Konstrukt und der

physiologischen Form Lamin A/C durchgefihrt.

Wahrend normale Fibroblasten nach Progerin-Expression Zeichen zelluldrer Seneszenz
zeigten, waren Harnblasenkarzinomzellen resistent gegeniiber einer Seneszenz-
Induktion durch Progerin. In normalen Tumorzellen korrelierte die Progerin-Expression
mit einer Hochregulierung von Stammzellmarkern und forderte die
Metastasierungsfahigkeit. Im Gegensatz dazu zeigten Progerin-exprimierende
Krebsstammzellen eine Reduktion der Stammzellkapazitat, Migration und Invasivitat.
Dariiber hinaus waren metastasierungsrelevante Biomarker der Epithelial-

mesenchymalen Transition in Krebsstammzellen herabreguliert.

Die vorliegende Arbeit liefert ein Therapiemodell zur spezifischen Behandlung von
Krebsstammzellen. Von vorrangigem Interesse ist die Identifizierung des molekularen
Mechanismus hinter dem antimetastatischen Effekt der krebsstammzellspezifischen
Progerin-Expression. Hierbei sollten insbesondere die Wnt/R-Catenin- und Notch-
Signalkaskaden untersucht werden. Zeigt sich in Zystotikaresistenzmessungen eine
gesteigerte Sensitivitat Progerin-exprimierender Krebsstammzellen, kénnte Progerin

ein geeigneter Kandidat zur Erganzung einer konventionellen Chemotherapie sein.
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7 Thesen

1.

10.

Die Aggressivitat der verwendeten Zelllinien des Harnblasenkarzinoms korreliert mit der

MRNA-Expression der stammzellspezifischen Yamanaka-Faktoren Sox-2 und Oct-4.

Die Nutzung des Sore6-Promoters eignet sich, um Krebsstammzellen des

Harnblasenkarzinoms zu identifizieren.

Die Expression von Progerin kann in karyotypisch normalen Fibroblasten zelluldre Seneszenz

induzieren.

Sowohl gewdhnliche Tumorzellen als auch Krebsstammzellen des Harnblasenkarzinoms sind

gegenlber einer Seneszenz-Induktion durch die Expression von Progerin resistent.

Die Expression von Progerin bzw. Lamin A/C steigert in Harnblasenkrebszellen die Expression

der Stammzellmarker sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene.

Das Proteinlevel der EMT-Marker ist in Progerin- bzw. Lamin A/C-exprimierenden Tumorzellen

gesteigert. Dies geht mit einer erhéhten Potenz zur Migration und Invasion einher.

Die krebsstammzellspezifische Expression von Progerin oder Lamin A/C induziert im

Harnblasenkarzinom eine Erschopfung der Stammzellmarker.

Analog zur verminderten Stammzellfahigkeit zeigen Progerin- und Lamin A/C-exprimierende
Krebsstammzellen auf Proteinebene und in funktionellen Untersuchungen eine Reduktion der

Metastasierungsfahigkeit.

Die Wirkungen der Progerin-Expression auf die Stammzell- und Metastasierungskapazitat
korrelieren miteinander. Dies bestatigt, dass die EMT insbesondere von Krebsstammzellen

induziert wird.

Krebsstammzellen sind eng mit Arzneimittelresistenzen assoziiert. Eine adjuvante Behandlung
mit einer stammazellspezifischen Expression von Progerin kdnnte daher die Wirksamkeit einer

systemischen Chemotherapie verbessern.
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AmpR

—  mCMVp
mCMVp-GFP-LMNA
10389 bp — — GFP
PuroR EcoRI(2891)
LMNA

/

EcoRl (5646)

5-AGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCC
ATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCACAACTTTGTACGATCCCAGTGTGGTG
GTACGTACGCTACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTA
CGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCC
TGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATG
CCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTG
AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATC
CTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGC
ATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAG
AACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA
AAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCAT
GGACGAGCTGTACAAGTCCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGC
AGCGCTGCCAACCTGCCGGCCATGGAGACCCCGTCCCAGCGGCGCGCCACCCGCAGCGGGGCGCAGGLCAGC
TCCACTCCGCTGTCGCCCA-3'

Abbildung 9.1: Plasmidkarte und Sequenzierung des mCMVp-GFP-LMNA Vektors

Oben ist die Plasmidkarte des mCMVp-GFP-LMNA Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht primar
aus einem CMV-Promoter und dem Transgen GFP-LMNA. Das fir den analytischen Verdau verwendete Enzym
EcoRl schneidet an den Stellen 2 891 und 5 646 bp. Unten ist die Sequenzierung abgebildet, mit welcher positive
Klone verifiziert wurden.
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Anhang

AmpR mCMVp
mCMVp-GFP-Progerin
10237 bp —— GFP
- EcoRI (2889)
Progerin

/

EcoRl (5494)

5-AGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGATCGCCTGGAGACGCC
ATCCACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCACAACTTTGTACGATCCCAGTGTGGTG
GTACGTACGCTACCGGTCGCCACCATGGTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTG
GTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTA
CGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCC
TGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATG
CCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTG
AAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATC
CTGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGC
ATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAG
AACACCCCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCA
AAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCAT
GGACGAGCTGTACAAGTCCGGACTCAGATCTCGAGCTCAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGC
AGCGCTGCCAACCTGCCGGCCATGGAGACCCCGTCCCAGCGGCGCGCCACCCGCAGCGGGGCGCAGGLCAGC
TCCACTCCGCTGTCGCCCA-3'

Abbildung 9.2: Plasmidkarte und Sequenzierung des mCMVp-GFP-Progerin Vektors

Oben ist die Plasmidkarte des mCMVp-GFP-Progerin Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht
primar aus einem CMV-Promoter und dem Transgen GFP-Progerin. Das fiir den analytischen Verdau verwendete
Enzym EcoRl schneidet an den Stellen 2 889 und 5 494 bp. Unten ist die Sequenzierung abgebildet, mit welcher
positive Klone verifiziert wurden.
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Anhang

AmpR

mCMVp
— Avrll (954)
pcDNA3.1-Soreb
5836 bp Soreb
—— Bmtl(1265)

Avrll (2457)

NeoR/KanR

5-GTGATGCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCA
CCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCG
CCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCTCTGGCTAACTA
GAGAACCCACTGCTTACTGGCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGTTAAG
CTTGGTACCGAGCTCGGATCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGCCCTTCCTAGGCCAAATTACAAAATTCAAA
ATTTTATCGATCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCA
GCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGGAATTCCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTT
TTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGACTAGTTAGGCGTGTACGGGC
CAACTTTTGTATACAAAGTGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGCAGAGCT-3'

Abbildung 9.3: Plasmidkarte und Sequenzierung des pcDNA3.1-Sore6 Vektors

Oben ist die Plasmidkarte des pcDNA3.1-Sore6 Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht primar aus
einem CMV-Promoter und dem Transgen Sore6. Die fir den analytischen Verdau verwendeten Enzyme Avrll
und Bmtl schneiden an den Stellen 954, 1 265 und 2 457 bp. Unten ist die Sequenzierung abgebildet, mit welcher
positive Klone verifiziert wurden.
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Anhang

NeoR/
KanR

pLenti-Sore6
6846 bp Soreb

—— Spel (2655)

mCMVp

Sacll (3325)

5-TTTAAAAGAAAAGGGGGGATTGGGGGGTACAGTGCAGGGGAAAGAATAGTAGACATAATAGCAACAGAC
ATACAAACTAAAGAACTACAAAAACAAATTACAAAAATTCAAAATTTTCGGGTTTTTCGAACCTAGGCCAAATT
ACAAAATTCAAAATTTTATCGATCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAAT
GGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGGAATTCCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTG
GTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGACTAGTTAG

GCGTGTACGGGCCAACTTTTGTATACAAAGTGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGCAGAGCTGC
T3¢

Abbildung 9.4: Plasmidkarte und Sequenzierung des pLenti-Sore6 Vektors
Oben ist die Plasmidkarte des pLenti-Sore6 Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht primar aus
einem CMV-Promoter und dem Transgen Sore6. Die fir den analytischen Verdau verwendeten Enzyme Spel und

Sacll schneiden an den Stellen 2 655 und 3 325 bp. Unten ist die Sequenzierung abgebildet, mit welcher positive
Klone verifiziert wurden.
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Anhang

NeoR/
KanR

V Soreb
—— EcoRV (2746)

pLenti-Sore6-GFP —— mCMVp
7680 bp
GFP
EcoRV (3450)

5-CCAAATTACAAAATTCAAAATTTTATCGATCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTG
CATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGGAATTCCAGCTACTTTTGCATTACA
ATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTG
ACTAGTTAGGCGTGTACGGGCCAACTTTTGTATACAAAGTGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGC
AGAGCTGCTAGCGATGGATATCTTAGGTACAAAAAAGTTGGCACCATGCCCGCCATGAAGATCGAGTGCCGCA
TCACCGGCACCCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTGGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCLLGL
ATGACCAACAAGATGAAGAGCACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCT
ACGGCTTCTACCACTTCGGCACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGC
TACACCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAG
GCCGGCCGCGTGATCGGCGACTTCAAGGTGGTGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTG-3'

Abbildung 9.5: Plasmidkarte und Sequenzierung des pLenti-Sore6-GFP Vektors

Oben ist die Plasmidkarte des pLenti-Sore6-GFP Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht primar
aus dem Soreb6-Element, einem CMV-Promoter und dem Transgen GFP. Das flir den analytischen Verdau
verwendete Enzym EcoRV schneidet an den Stellen 2 746 und 3 450 bp. Unten ist die Sequenzierung abgebildet,
mit welcher positive Klone verifiziert wurden.
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Anhang

NeoR/
KanR

‘ Soreb

~—— Spel (2655)

4

pLenti-Sore6-Lamin A/C —— mCMVp
9585 bp

—— GFP

\—ZA

Lamin A/C

Mfel (4947)

5’-CCAAATTACAAAATTCAAAATTTTATCGATCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTG
CATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGGAATTCCAGCTACTTTTGCATTACA
ATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTG
ACTAGTTAGGCGTGTACGGGCCAACTTTTGTATACAAAGTGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGC
AGAGCTGCTAGCGATGGATATCTTAGGTACCAGCTTAGGCTCGAGCGGCCGCGTCGACAGATCTTCTAGACTA
GCGATCGATACGCGTCCTGCAGGATGCCCGCCATGAAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCG
TGGAGTTCGAGTTGGTAGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATGAAGAGC
ACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACCACTTCGGCAC
CTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTACACCAACACCCGCATCGAG
AAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAGGCCGGCCGCGTGATCGGCGAC
TTCAAGGTGGTGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTGATCTTCACCGACAAGATCATCCGCAGCAACGCCA
CCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACGTGCTGGTGGGCAGCTTCGCCCGCACCTTCAGC-3

Abbildung 9.6: Plasmidkarte und Sequenzierung des pLenti-Sore6-Lamin A/C Vektors

Oben ist die Plasmidkarte des pLenti-Sore6-Lamin A/C Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht
primar aus dem Sore6-Element, einem CMV-Promoter und den Transgenen GFP und Lamin A/C. Aufgrund einer
2A-Peptid-Sequenz sind die Transgene nicht direkt aneinandergekoppelt. Die fiir den analytischen Verdau
verwendeten Enzyme Spel und Mfel schneiden an den Stellen 2 655 und 4 947 bp. Unten ist die Sequenzierung
abgebildet, mit welcher positive Klone verifiziert wurden.
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Anhang

NeoR/
KanR

% Sore6

- Spel (2655)

4

pLenti-Sore6-Progerin —— mCMVp
9435 bp

— — GFP

\—ZA

Progerin

Mfel (4947)

5’-CCAAATTACAAAATTCAAAATTTTATCGATCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTG
CATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGGAATTCCAGCTACTTTTGCATTACA
ATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTGCAGCTACTTTTGCATTACAATGGCCTTGGTG
ACTAGTTAGGCGTGTACGGGCCAACTTTTGTATACAAAGTGGTAGGCGTGTACGGTGGGAGGCCTATATAAGC
AGAGCTGCTAGCGATGGATATCTTAGGTACCAGCTTAGGCTCGAGCGGCCGCGTCGACAGATCTTCTAGACTA
GCGATCGATACGCGTCCTGCAGGATGCCCGCCATGAAGATCGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCG
TGGAGTTCGAGTTGGTAGGCGGCGGAGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATGAAGAGC
ACCAAAGGCGCCCTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACCACTTCGGCAC
CTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGGCTACACCAACACCCGCATCGAG
AAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCAGCTACCGCTACGAGGCCGGCCGCGTGATCGGCGAC
TTCAAGGTGGTGGGCACCGGCTTCCCCGAGGACAGCGTGATCTTCACCGACAAGATCATCCGCAGCAACGCCA
CCGTGGAGCACCTGCACCCCATGGGCGATAACGTGCTGGTGGGCAGCTTCGCCCGCACCTTCAGC-3

Abbildung 9.7: Plasmidkarte und Sequenzierung des pLenti-Sore6-Progerin Vektors

Oben ist die Plasmidkarte des plLenti-Sore6-Progerin Vektors schematisch dargestellt. Das Plasmid besteht
primar aus dem Sore6-Element, einem CMV-Promoter und den Transgenen GFP und Progerin. Aufgrund einer
2A-Peptid-Sequenz sind die Transgene nicht direkt aneinandergekoppelt. Die fur den analytischen Verdau
verwendeten Enzyme Spel und Mfel schneiden an den Stellen 2 655 und 4 947 bp. Unten ist die Sequenzierung
abgebildet, mit welcher positive Klone verifiziert wurden.
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