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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreas ist ein lebenswichtiges Organ, das aus einem exokrinen und einem
endokrinen Anteil besteht. Der exokrine Anteil produziert verschiedene Enzyme
zur Aufspaltung der Nahrungsbestandteile, wahrend der endokrine Anteil fur die
Herstellung von Insulin und Glukagon zur Regulation des Blutzuckerspiegels
verantwortlich ist. Das Pankreas gliedert sich in drei Abschnitte: den Kopf (Caput),

den Korper (Corpus) und den Schwanz (Cauda).

In Deutschland sind 3% aller Krebserkrankungen Pankreaskarzinome. Sie stellen
die vierthaufigste Krebstodesursache bei Frauen und die flunfthaufigste bei
Mannern [20, 45]. Die 5-Jahre-Uberlebensrate ist so niedrig wie bei keiner
anderen Krebserkrankung [13, 45]. Die relativ schlechte Prognose des
Pankreaskarzinoms ergibt sich aus der spaten Diagnosestellung, da bei dieser
Krebserkrankung klassische Frihsymptome fehlen. 80% der Tumoren werden
aufgrund dessen erst sehr spat entdeckt. Haufig hat zu diesem Zeitpunkt der
Tumor bereits eine beachtliche GroRe erreicht und Metastasen gebildet [19, 31,
46]. Eine vollstandige Tumorentfernung ist dann in den allermeisten Fallen nicht
mehr maoglich, so dass fur die Patienten kaum noch Aussicht auf Heilung besteht.
Meist versterben diese Patienten innerhalb der ersten 6 Monate nach
Diagnosestellung [19, 31, 45]. Der Versuch, die Erkrankung mit Chemotherapie
oder Bestrahlung zu behandeln, bringt selten den gewtnschten Erfolg. Aber auch
bei operablen Tumoren im Fruhstadium der Erkrankung betragt die

durchschnittliche Lebenserwartung nach Diagnosestellung nur 9 - 18 Monate [45].

Die meisten Pankreaskarzinome entstehen im Pankreaskopf und entwickeln sich
in den Ausfuhrungsgangen der Drisen. Man spricht daher vom duktalen
Adenokarzinom [45]. Uber die Atiologie ist bislang noch wenig bekannt. Es wird
jedoch diskutiert, dass der Konsum von Zigaretten und Alkohol, sowie der Verzehr
von Fisch bzw. Fleisch die Entstehung des Pankreaskarzinoms begulnstigen [13,
45]. In seltenen Falen ist eine familidare Disposition fur die Entstehung

verantwortlich [13].
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1.2 Bildung von Metastasen

Die Fahigkeit Metastasen zu bilden kennzeichnet maligne Tumoren. Metastasen
entstehen, wenn sich Krebszellen vom Primartumor ablésen und invasiv in
umgebende Strukturen hineinwachsen. Hierbei werden anatomische Grenzen
uberwunden. Dazu zahlt auch die Basalmembran, die wichtig fur die Integritat
epithelialer Zellverbande ist. Durch die entstandene Licke kdonnen die malignen
Zellen nun aktiv in Blut- oder LymphgefaRe einwandern. Uber die Blutbahn
(hamatogen) oder Uber Lymphabflusswege (lymphogen) gelangen sie in andere
Korperregionen und siedeln sich dort ab. Es entstehen Tochtertumoren in
zunachst nicht befallenen Organen. Uber die Halfte der Patienten mit
Pankreaskarzinom haben zum Zeitpunkt der Diagnosestellung Dbereits
Fernmetastasen gebildet, die im weiteren Krankheitsverlauf zum Tode flhren [13,
24]. Eine entscheidende Voraussetzung fur die Entstehung von Metastasen ist im
Verlust der Zell-Zell-Kontakte zu sehen. Durch die Reduktion dieser Zell-Zell-
Verbindungen und die Inaktivierung der Adhasionskontakte wird es den malignen
Zellen ermoglicht, sich aus ihrem Zellverband zu l6sen und in benachbartes

Gewebe einzudringen.

Der Verlust der Fahigkeit stabile Zell-Zell-Verbindungen zu bilden, ist unter
anderem auf die Reduktion E-Cadherin-vermittelter Zell-Zell-Kontakte (Adherens
Junctions) zuruckzufuhren [39, 58]. E-Cadherine sind die wichtigsten
Adhasionsmolekile in epithelialen Geweben. Die von ihnen vermittelte Zell-Zell-
Adhasion ist in den meisten Karzinomen erheblich verringert [56]. Anstelle davon
ist haufig eine gesteigerte Expression von mesenchymalen Cadherinen, wie N-
und R-Cadherin oder Cadherin 11 zu beobachten, was gleichzeitig mit einer
gesteigerten Invasivitdt einhergeht [32, 46, 63]. Dieser Wechsel im
Expressionsmuster der Cadherine ist eines der Kennzeichen der Epithelialen-
Mesenchymalen Transition (EMT) [26, 32, 51]. Aber nicht nur die Expression der
Cadherine verandert sich, es kommt auch zu einem Verlust von Cytokeratinen

sowie einer gesteigerten Produktion von Vimentin [26].

Als weiteres Kennzeichen der EMT ist die Aufgabe des epithelialen Phenotyps
zugunsten eines mesenchymalen zu nennen. Mesenchymale Zellen sind nur

locker mit der umgebenden extrazellularen Matrix verbunden und weisen eine
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gesteigerte Motilitdt auf [26, 51]. Die EMT ist wichtig fur viele Stufen der
embryonalen Entwicklung. Hierunter fallen unter anderem die Entwicklung von
Neuralleistenzellen, die Entstehung von mesenchymalem Gewebe sowie von
Zellen des peripheren Nervensystems. Aber auch die Wundheilung ist auf
Prozesse der EMT angewiesen. Unabhangig davon stellt sie einen fundamentalen
Mechanismus fur die Entstehung von Tumoren und Metastasen in adulten
Organsimen dar [26, 41, 51].

1.3 Zelladhasion in Epithelien

Die Zelladhasion und die interzellulare Kommunikation stellen eine
Grundvoraussetzung fur die Entstehung komplexer Organismen dar. Sie
ermoglichen eine Differenzierung und Polarisierung der Zellen und somit die
Spezialisierung zu Geweben und Organen [6, 50]. Die Zelladhasion wird durch
zahlreiche Zelladhasionsmolekile (CAMs = cell adhesion molecules) vermittelt.
Hierbei handelt es sich um Transmembranproteine, die mit ihrem extrazellularen
Anteil Kontakte zu Nachbarzellen oder der extrazellularen Matrix herstellen. Der
intrazellulare Anteil dieser transmembranen Adh&sionsmoleklle dient der

Verankerung mit dem Cytoskelett der Zelle.

Tight junctions

Adherens junctions =xis & 1|_
35} @3= |

Gap junctions ] =

i

Desmosomen \—N_T I ‘ <A

Abbildung 1: Schema der Zell-Zell-Adhéasion epithelialer Zellen. Abbildung verandert nach
Radisky [41].

Die Zelladhasionsmolekule spielen daruber hinaus eine wichtige Rolle bei der

Kommunikation der Zellen untereinander, da sie in viele Signaltransduktionswege
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eingebunden sind. Zellkontakte unterliegen einer hohen Dynamik und konnen je
nach Erfordernis rasch gelost und wieder neu errichtet werden. Die interzellulare
Adhasion wird von Cadherinen und der Immunglobulin-Superfamilie vermittelt,
wahrend Selectine, Mucine und Integrine fur die Zell-Matrix-Adhasion
verantwortlich sind. Die Adherens junctions sind in Epithelien als gurtelférmige
Zonula adhaerens ausgebildet, wodurch die Zelle rundherum mit ihrer
Nachbarzelle verbunden wird. Apikal der Adherens junctions befinden sich die
abdichtenden Tight junctions (Zonlua occludens) und basolateral die fleckformigen
Desmosomen. Gemeinsam bilden diese drei Strukturen den Haftkomplex [34].
Cadherine gehen calciumabhangige, homophile Bindungen mit den Cadherinen

benachbarter Zellen ein.

1.4 Cadherine

Cadherine sind calciumabhangige transmembrandre Glykoproteine, die die
Grundlage der calciumabhangigen Zell-Zell-Adhasion darstellen. In Gegenwart
von Calcium bilden sie stabile homophile Kontakte mit gleichen Cadherinen
benachbarter Zellen aus [40, 50]. Aus der Superfamilie der Cadherine sind mehr
als 100 verschiedene Cadherine identifiziert. Alle Mitglieder weisen in ihrer
extrazellularen Domane mindestens eine charakteristische extrazellulare Cadherin
(EC) Domane auf [50], die aus ungefahr 110 Aminosauren besteht. Am besten
untersucht sind die klassischen Cadherine. Hierzu gehoren das epithelialen E-,

das neuronalen N- und das plazentaren P-Cadherin.

Neben ihrer fundamentalen Aufgabe flr die Aufrechterhaltung der Polaritat
epithelialer Zellen spielen Cadherine eine wichtige Rolle wahrend der
Embryogenese wo ein spezifisches Cadherin-Expressionsmuster bestimmte

Zelltypen und Gewebe gekennzeichnet [40].
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1.5 E-Cadherin

E-Cadherin gehort zu den klassischen Cadherinen und ist fur die Ausbildung
funktionsfahiger Zell-Zell-Kontakte in epithelialem Gewebe unverzichtbar [30].
calciumabhangig vermittelt es spezifische Zell-Zell Interaktionen, wohingegen es
intrazellular mit dem Aktin Cytoskelett in Adherens junctions oder dem
Intermediarfilament System in Desmosomen assoziiert ist [40]. Alle klassischen
Cadherinen zeichnen sich durch funf extrazellulare Cadherin repeats aus, gefolgt
von einer einfachen Membran-Anker-Doméne, sowie einem hochkonservierten C-
terminalen intrazellularen Anteil [40]. Zwischen den einzelnen EC-Domanen
konnen jeweils drei Calcium-lonen gebunden werden. Calcium wirkt protektiv
gegen proteolytische Degradation und ist notwendig fir die Proteinstabilitat und
Konformation [30]. E-Cadherin liegt als paralleles cis-Dimer vor [47]. In dieser
Konformation kann es eine trans-Dimerisierung mit einem identischen Cadherin-

Dimer der Nachbarzelle eingehen.

Aufgrund seiner herausragenden Stellung fur die Stabilitat und Funktionsfahigkeit
der Zelladhasion wird E-Cadherin als Tumorsuppressor klassifiziert. Ein Verlust
von E-Cadherin geht mit einer gesteigerten Invasivitat tumoréser Zellen einher [6,
18, 39, 56, 58].

Damit Cadherine funktionsfahige Zell-Zell-Kontakte ausbilden konnen, ist ihre
Assoziation mit dem Cytoskelett notwendig. Diese Verbindung wird durch Proteine
der Catenin-Familie hergestellt. Die hochkonservierte cytoplasmatische Region
der Cadherine bindet an -Catenin oder y-Catenin (Plakoglobin). f—Catenin bindet
wiederum an o-Catenin. Dieses Catenin hat verschiedene cytoplasmatische
Bindungspartner, unter anderem Aktin. Ging man bislang davon aus, dass o-
Catenin fur die Verankerung des Cadherin-B-Catenin-Komplexes mit dem Aktin-
Cytoskelett verantwortlich ist, belegen neue Untersuchungen, dass es nicht
simultan an p-Catenin und Aktin binden kann [40, 57].

Mehrere verschiedene Kandidaten fur die Verbindung des Cadherin-Catenin-
Komplexes mit dem Aktin-Cytoskelett wurden bislang gefunden. Als erstes ist hier
Nectin zu nennen, dessen cytoplasmatische Domane an L-Afadin bindet, welches
an Aktin und a-Catenin binden kann. Aber auch B-Catenin kénnte eine Rolle

spielen, da sein C-Terminus ein Bindungsmotiv enthalt, welches mit Lin7

5
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interagiert [34]. Lin7 steht Uber CASK mit anderen Proteinen des Aktin-
Cytoskeletts in Verbindung. Desweiteren wurden Shroom, Vezatin, Bitesize und
Moesin als modgliche Ankerproteine genannt [57]. Als weiteres Catenin bindet
p120-Catenin  (p120®") an E-Cadherin. Die cytoplasmatische p120°"-
Bindungsstelle wird als juxtamembrane Domane (JMD) bezeichnet und befindet

sich aul3erhalb der -Catenin-Bindungsstelle [43].

1.6 Catenine

Fir die Funktion der Cadherine ist ihre Assoziation mit Proteinen der Catenin-
Familie wichtig. Ohne diese Verbindung verlieren die Cadherine ihre Fahigkeit,

eine stabile Zell-Zell-Adhasion auszubilden [37].

Die Zugehorigkeit der verschiedenen Catenine zur Catenin-Familie ergibt sich
durch ein aus 42 Aminosauren bestehendes Motiv, welches 12 Mal wiederholt
wird (Armadillo-repeat-Doméane). -Catenin bindet Uber seine Armadillo-repeats
direkt an die cytoplasmatische Domane von klassischen Cadherinen (Catenin-
bindende Domane, CBD), wahrend sein N-terminales Ende an o-Catenin bindet
[25, 27]. B—Catenin ist fur die Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhasion, sowie den
Wnt/Wingless-Signaltransduktionsweg unerlasslich [25, 27, 57]. Die Interaktion
zwischen [-Catenin und E-Cadherin ist sehr stark und wird durch

Phosphorylierung reguliert [40].

Das o-Catenin-Monomer kann an p-Catenin binden, wahrend das o-Catenin-
Dimer an B-Aktin bindet. a-Catenin kann also sowohl -Catenin, als auch B-Aktin
binden, aber nicht gleichzeitig. Es dient also nicht der Verankerung des Cadherin-
Catenin-Komplexes mit dem Aktin-Cytoskelett. Dennoch scheint es fur die
Bundelung von Aktin-Filamenten und die Dynamik der Zell-Zell-Kontakte wichtig

zu sein [40].
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Abbildung 2: Der Cadherin-Catenin-Komplex, bestehend aus einem transmembranen Cadherin-

Homodimer und cytoplasmatischen Cateninen. Abbildung verandert nach Drees et al. [15].

1.7 pl120-Catenin (p120°")

p120-Catenin (p120°") ist der Prototyp einer Subfamilie von Proteinen mit
Armadillo-Doméne, die auRer p120°" auch p0071, §—Catenin, ARVCF und die
entfernter verwandten Plakophiline umfasst [25, 43]. p120°" wurde urspriinglich
als Substrat der Proteinkinase Src (Src = Rous sarcoma oncogene cellular
homolog) identifiziert [42] und weist wie die anderen Catenine, eine Armadillo-
repeat-Domanen auf. Diese besteht aus 10 Armadillo-Wiederholungen (Arm-
repeats), unterbrochen durch kurze Schlaufen in den repeats 4, 6 und 9 [3, 42].
Mit dieser Armadillo-repeat-Domane bindet p120°" an die juxtamembranare
Domane der klassischen Cadherine [40, 42, 43]. Dadurch wird ein Clustern von
Cadherinen an der Zelloberflache hervorgerufen, das die Cadherin-Catenin-

Komplexe stabilisiert und damit die zellulare Adhasion verstarkt [52, 63]. Eine
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Kernaufgabe von p120°" ist die Regulation des Cadherin-Turnovers an der Zell-
Oberflache, was sich in einer deutlich erhéhten Halbwertszeit der an p120°"-
gebundenen Cadherine, niederschlagt [12, 25, 28, 61]. p120°" kann direkt die
Starke der Zell-Zell-Adhasion beeinflussen, indem es die Menge an Cadherinen,
die fur eine Adhasion zur Verfligung steht, reguliert [12, 25, 61]. Allerdings erfolgt
diese Regulation nur auf Proteinebene, da p120®" keine Auswirkung auf die
mRNA-Spiegel der Cadherine hat. Das p120°"-Molekiil verhindert den
endocytotischen Abbau von E-Cadherin und schutzt es vor der Degradation durch

Proteasen [12].

Sowohl epitheliale, als auch mesenchymale Zellen exprimieren p120°". Hierbei
weisen die unterschiedlichen Zelltypen gleichzeitig verschiedene Isoformen in
einem charakteristischen Verhaltnis auf. Diese Isoformen entstehen durch
alternatives SpleiRen des p120°" Gens. SpleiRen am N-terminalen Ende ruft
verschiedener Startcodons hervor, so dass die Isoformen 1-4 entstehen. C-
terminales Spleilien bewirkt den Gebrauch der Exone A, B, A und B oder keines
von beiden. Das Exon B kodiert fur ein Kernexportsignal (NES). In seltenen Fallen

kommt ein Exon C vor, welches sich innerhalb des Arm-repeats 6 befindet.

Die p120°" Isoform mit dem gréRten Molekulargewicht ist p120°" 1ABC. Hier sind
alle 3 Exons enthalten und das Startcodon 1 wird verwendet. Die Isoform 4 ist die
klrzeste und kommt in vivo nur selten vor. Verschiedene Zelltypen weisen hierbei

ein unterschiedliches Expressionsmuster der p120°"-Isoformen auf [42, 43, 54].

Die Isoform 1 ist vor allem in Makrophagen und Fibroblasten enthalten und besitzt
eine Coiled-coil Domane. Ein Motiv das wichtig fur Protein-Protein-Interaktionen ist
und ein Hinweis auf dynamischere Cadherin-Catenin-Interaktionen, sowie eine
gesteigerte Motilitat sein konnte. In epithelialen Zellen trifft man vor allem die
p120°"-Isoform 3A an, die ein kleineres Molekulargewicht und keine Coiled-coil
Domane hat [1, 3, 43].

Die Armadillo-repeat-Domane, die fur die Interaktion mit der juxtamembranen
Doméane der klassischen Cadherine zustandig ist, bleibt von diesen
Spleilvorgangen ausgenommen. Abbildung 3 zeigt eine schematische Darstellung
des p120°" Proteins.
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Coiled Regulator Armadillo Repeat Domane = enthalt Cadherin-Bindungsstelle

Coil doméane
A A

1121314 516 7891OH
L+, + A

<4 NLS = nuclear localisation signal ? Ser-/Thr-Phosphroylierungsstelle

A NES = nuclear export signal ? Tyrosin-Phosphprylierungsstelle

Abbildung 3: Schematische Darstellung des p120°" Proteins. Die zentrale Armadillo-Reapea-t

Domane enthalt 10 Arm Wiederholungen, die in Arm-Repeat 4, 6 und 9 durch kurze Schlaufen
unterbrochen werden. Alternatives Spleilden ergibt die Startcodons 1- 4, sowie die Exons A, B und
C. Die Regulatordomane enthalt verschiedene Phosphorylierungsstellen und, gemeinsam mit Arm

6, ein Kernlokalisations-signal (NLS). Abbildung verandert nach Reynolds [43].

In der Regulator-Domane befinden sich die allermeisten Phosphorylierungsstellen
von p120°". Da in dieser Domane die verschiedenen Aktivititen des Proteins
moduliert werden, liegt der Schluss nahe, dass die Funktion von p120°®" durch
Phosphorylierung reguliert wird [43]. Wachstumsfaktoren wie EGF, CSF, PDGF
und VEGF bewirken eine Aktivierung unterschiedlicher Src- und Rezeptor-Tyrosin-
Kinasen, deren Aktivierung ebenfalls die Zell-Zell-Adhasion beeinflussen und
p120°" an verschiedenen Tyrosin-, sowie Serin-/Threonin-Resten phosphorylieren
[14, 33, 54]. Hierdurch kdnnen unterschiedliche intrazellulare Signal-
Transduktionswege, die der Modulation der Cadherin-basierenden Adhasion
dienen, verknupft werden. Wahrend die Serin-/Threonin-Phosphorylierung an den
meisten Stellen konstitutiv ist, bedarf die Tyrosin-Phophorylierung einer
Wachstumsfaktor-Stimulation [60]. Aufller der Modulation der auf Cadherinen
basierenden Adhasion, wird auch das Bindungsverhalten der kleinen Rho-
GTPasen RhoA, sowie die Assoziation mit den Mikrotubuli durch
Phosphorylierung von p120°" reguliert [10]. Die Bindung von p120°" an
Mikrotubuli kann entweder direkt oder indirekt Uber die Bindung an das
Motorprotein Kinesin erfolgen [17, 62]. Diese dient auch dem vesikularen
Transport von Cadherinen entlang der Mikrotubuli. p120°" ist in epithelialem

Gewebe normaler Weise an E-Cadherin gebunden und liegt membranstandig vor.

9
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Nur mit Hilfe dieser Bindung ist ein Cadherin-Clustering mdglich, und die
Halbwertszeit der Cadherine wird deutlich erhoht [52, 64]. Ohne E-Cadherine
befindet sich p120°" im Cytoplasma oder im Kern [5]. Im Cytoplasma kann es mit
den kleinen Rho-GTPasen, RhoA, Cdc42 und Rac sowie anderen Proteinen

interagieren [3, 25, 36].

Es konnte gezeigt werden, dass p120°" in verschiedenen Karzinomen ganz fehlt,
in veranderter Form vorliegt, oder im Cytoplasma zu finden ist, was jeweils fur eine
schlechte Prognose spricht [5, 53]. Durch die cytoplasmatische Ansammlung kann
p120°" Signalkaskaden aktivieren, die an der Zellproliferation beteiligt sind.
Dadurch kommt es zu einer gesteigerten Motilitat der Tumorzellen, was wiederum
eine vermehrte Invasivitit bedeutet [52]. Nukledres p120°" kann an den
Transkripitonsrepressor Kaiso binden. Es sorgt so fur die Dissoziation von Kaiso
von der DNA, wodurch die reprimierte DNA abgelesen werden kann. Kaiso ist ein
Zinkfingerprotein und beeinflusst als Transkriptionsrepressor unter anderem den
kanonischen Wnt-B-Catenin Signalweg [38, 49, 55]. In Caenorhabditis elegans
und Drosophila ist p120°" nicht essentiell, obwohl diese Organismen nur ein Gen
besitzen, das mit p120°" vergleichbar ist und keine anderen Proteine dessen
Funktion ibernehmen kénnen [25]. Dahingegen ist ein Knock-out von p120°" in

der Maus oder in Xenopus laevis bereits im frihen Embyonalstadium letal [25].

1.8 Rho-GTPasen

Die Funktion der Cadherine hangt entscheidend von ihrer Interaktion mit dem
Aktin-Cytoskelett ab. Nur durch den Aufbau und die Dynamik der Aktin-Filamente
kann die Verankerung des Cadherin-Catenin-Komplexes am Cytoskelett erfolgen.
Hauptregulatoren des Aktin-Cytoskeletts in allen eukaryontischen Zellen sind die
Mitglieder der Rho-GTPasen Familie, insbesondere RhoA, Rac1 [8] und Cdc42
[23]. Die Rho-GTPasen agieren als ,molekulare Schalter, die zwischen aktiven,
GTP gebundenem, und inaktivem, GDP gebundenem, Zustand wechseln kdnnen.
Die Aktivierung erfolgt Gber GEFs (Guanin Nukleotid Austauschfaktoren), die den
Austausch von GDP in GTP bewirken, wahrend die Inaktivierung durch Hydrolyse
von GTP erfolgt. Diese wird durch GTPase-aktivierende Proteine (GAPSs)

hervorgerufen, welche die niedrige intrinsische GTPase-Aktivitat verstarken und
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somit die Inaktivierung beschleunigen. Guanin Nukleotid Dissoziations Inhibitoren
(GDls) konnen an Rho-GTPasen binden, so dass sie im inaktiven Zustand bleiben
bis der Zyklus durch GEF-induzierte Aktivierung aufs Neue beginnt [9, 21, 23].
Wodurch die GEFs reguliert werden ist noch weitgehend unbekannt [23].
Zusatzlich zum Austausch von GDP gegen GTP bendétigen die meisten Rho/Rac
Proteine noch eine Bindung an die Plasmamembran, um ihre biologischen
Funktionen erfullen zu konnen [9]. Diese Bindung erfolgt Uber eine kovalent
gebundene Lipidgruppe. Auch die Aktivierung der meisten Effektorproteine bedarf

deren Membranlokalisation [9].

Plasma membrans

Rho-GOP RhoGTP

Rhc»GDP

Abbildung 4: Schema der Rho-Aktivierung. Rho-GTPasen haben die Funktion von molekularen

GIP GOP

Effactors

Schaltern, die zwischen einem aktiven, GTP-gebundenem und einem inaktiv, GDP-gebundenem
Zustand wechseln kénnen. GEF = Guanin Nukleotid Austausch Faktor, GAP = GTPase-
aktivierendes Protein, GDI = Guanin Nukleotid Dissoziations Inhibitor. Abbildung veréndert nach

Etienne-Manneville et al. [16]. (Rho= ras homolog)

Aktive Rho-GTPAsen kénnen mit einer Vielzahl von Effektorproteinen interagieren
und auf diese Weise viele downstream gelegene Signalwege beeinflussen. Dies
dient der Koordination verschiedener zellularer Funktionen. Hierunter fallen die
Umgestaltung des Aktin-Cytoskeletts, Proliferation und Differenzierung von Zellen,
Zellpolaritat, Migration und Apoptose [9, 23]. Die biologischen Veranderungen
werden entweder direkt Uber die Regulation des Aktin-Cytoskeletts induziert, oder

indirekt Uber eine Veranderung der Genexpression. Hierunter fallt die Aktivierung
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von Transkriptionsfaktoren wie SRF (serum response factor), oder NFkB (nuclear
transcription factor-kB) [7, 23]. Hierbei flUhren Veranderungen des Gleichgewichts
zwischen der Cdc42- und Rac-Aktivitat einerseits und der von Rho andererseits zu
einer Umgestaltung des Aktin-Cytoskeletts, sowie zu einer Abnahme von E-

Cadherin vermittelten Zell-Zell-Kontakten.

Eine Aktivierung von Rho fuhrt Uber eine Bundelung von Aktin- und Myosin-II-
Filamenten zu so genannten Stressfasern. Gleichzeitig erfolgt einer
Zusammenlagerung von Integrinen mit Hilfsproteinen, was die Ausbildung fokaler
Kontakte hervorruft [16, 23]. RhoA ruft eine erhdhte Kontraktilitat fir die ganze
Zelle hervor [3]. Der Aktivitatszustand von Rho wird dulRerst genau kontrolliert. So
enthalt das menschliche Genom Uuber 60 Aktivatoren und mehr als 70
Inaktivatoren [16]. Die Aktivierung von Rac bewirkt die Formation von
Membranfalten und Lamellopodien. Dabei handelt es sich um Ausstulpungen der
Plasmamembran, die ein Maschenwerk aus Aktin-Filamenten enthalten [16, 23].
Sie haben eine wichtige Funktion fur die Zellmigration. Rac ist auRerdem an der

Endocytose von E-Cadherin beteiligt.

Die Uberexpression von p120°" induziert eine dramatische Veradnderung der
Zellmorphologie, bei der ein so genannter branching-Phanotyp entsteht. Der
branching-Phanotp ist gekennzeichnet durch langen Zellauslaufer und
Lamellopodien, wodurch die Zellen ein Dendriten-ahnliches Aussehen annehmen.
Diese Veranderungen stehen in Zusammenhang mit der Inhibierung von RhoA
durch p120°" [2, 25]. p120°" kann nur mit Rho-GTPasen interagieren, wenn es
cytoplasmatisch vorliegt. Dort kommt es aufgrund der Interaktion zu einer
erniedrigten RhoA-Aktivitat sowie zu einer gesteigerten Aktivitat von Rac1 und
Cdc42, was eine erhdhte Motilitat der Zellen zur Folge hat [25, 36, 59]. p120°"
kann  darUber hinaus den crosstalk zwischen Rac- und Rho-
Siganltransduktionswegen kontrollieren, indem es die Lokalisation des GAP
p190Rho reguliert [35, 59]. Das erklart auch, weshalb Zellen, die vor allem
cytoplasmatisches p120°" aufweisen, einen branching-Phénotyp ausbilden und
eine gesteigerte Motilitat aufweisen. Hier sind sowohl Cadherin-defizienten Zellen,
als auch p120°"-(iberexpremierende Zellen zu nennen [5]. In beiden Féllen erhoht
cytoplasmatisches p120°" durch seine Interaktion mit Rho-GTPasen die

metastatische Potenz von Tumoren. p120°" hat selbst keine GEF- oder GAP-
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Aktivitat, inhibiert RhoA GTPasen aber vergleichbar mit GDls, indem es bevorzugt
an GDP-gebundenes RhoA bindet und damit den GDP/GTP-Austausch verhindert
[25, 43]. Hierbei kann p120°" entweder an Cadherine oder an Rho binden. Liegt
p120°" an Cadherine gebunden vor, steht es fiir die Inhibierung von Rho nicht

mehr zu Verfigung und die GTPase kann aktiviert werden [2, 25].

E-Cadherin

Plasmamembran

—p | Stressfasern M
/ Rhod Fokalkontakte
0.
pL20° Erhihte
. g ‘ — LEiﬂElhdeiE >_ Motalitit
und

\ Racl Imvasivitit

I:' = | Filopodien y

Cdc42 -

Schaubild 5: Ubersicht der duch p120°"-vermittelten Einfliisse auf Rho GTPasen. Abbildung
verandert nach Reynolds et al. [43]. (JMD=Juxtamembrane Doméane, CBD=Catenin-bindende
Doméane, RhoA=ras homolog A, Rac1=ras-related C3 botulinum toxin substrate 1, Cdc42=Cell

division cicle 42)

Die Bindung von p120°" an RhoA erfolgt {iber die N-terminal gelegene
Regulatordomane von p120°" und wird durch Phosphorylierung des Molekiils an
Tyrosin-Resten reguliert [10]. Die Interaktion der beiden Proteine kdnnte dazu
dienen, die Aktivitat von Rho-GTPasen sowohl raumlich als auch zeitlich prazise
zu kontrollieren und somit sicherzustellen, dass eine Aktivierung zur richtigen Zeit
und am richtigen Ort erfolgt [25].
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1.9 Zielsetzung dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses von p120°" auf
die Zell-Zell-Adhasion in humanen Karzinom-Zelllinien. Mehrer Autoren konnten
zeigen, dass p120°" direkt die Stiarke der E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-
Adhasion beeinflussen [28]. Des Weiteren ist bekannt, dass dieses Protein in
verschiedenen Karzinomen ganz fehlt und dies eine schlechte Prognose und

erhohte metastatische Potenz nach sich zieht [5].

Uber die Regulation von p120°" selbst kann bislang nur wenig berichtet werden.
Zunachst sollte deshalb in verschiedenen humanen epithelialen Tumorzelllinien
analysiert werden, welchen Einfluss eine unterschiedliche Wachstumsdichte auf
die zelluldre Verteilung von p120°" hat. Unterschiede in der Zelldichte kénnten
eine Veranderung in der Starke der Zell-Zell-Adhasion bewirken und damit eine
Tumorzellmigration beeinflussen. Das Vorliegen von Metastasen ist von
entscheidender Bedeutung flr die Prognose eines an Krebs erkrankten

Menschen.

Von Interesse war daruber hinaus auch, welchen Effekt eine Veranderung des
extrazelluldren Calcium-Angebots auf die Verteilung von p120°" hat. Hierzu sollte
mit Hilfe einer Co-Immunprazipitation analysiert werden, ob ein Wechsel der
extrazellularen Calcium-Konzentration eine veranderte Zusammensetzung der
Bestandteile des E-Cadherin-Catenin-Komplexes bewirkt. Dartber hinaus war die
Phosphorylierung von p120°" an verschiedenen Tyrosin-Resten Gegenstand von
Untersuchungen, da die Phosphorylierung bekanntermallen eine wichtige

Regulationsmaglichkeit biochemischer Prozesse darstellt.
Die verschiedenen Anséatze sollen zu einem besseren Verstandnis der Einflisse

von p120°" auf die Funktion des E-Cadherin-Catenin-Komplexes in Bezug auf

Tumorgenese und Metastasierung von Karzinomzellen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Software

Durchlichtscanner

Fluoreszenzmikroskop

Phasenkontrastmikroskop

Photometer

Software

2.1.2 Chemikalien

ScanMaker X6
Microtek, Hsinchu, Taiwan

DM RBE
Leica-Microsystems, Wetzlar

Axiovert 25
Zeiss, Oberkochen

SmartSpec 3000
BioRad, Miinchen

analySIS 3.2
Olympus, Soft Imaging System, Mlnster

Openlab 3.5.2 Improvision,
Tubingen

LSM Image Browser Zeiss, Oberkochen

ImageQuant Molecular Dynamics,
Krefeld

Soweit nicht anders beschrieben, wurden alle verwendeten Chemikalien bei

Merck, Sigma oder Roche Diagnostics in p.a. Qualitat bestellt.
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2.1.3 Proteaseinhibitoren

Aprotenin Stammldsung

Leupeptin Stammldsung

Pefabloc Stammldsung

Pepstatin Stammldsung

STI Stammlésung

Na-Orthovanadat Stammlésung

NaF

R-Glycerophosphat Stammldsung

Na-Pyrophosphat Stammldsung

Okadaic Acid Stammldsung

EDTA Stammlosung

EGTA Stammldsung

Inhibitorenmix 100x

1 mM in H,O
5 uM Endkonzentration

2,3 mMin H,O
10 uM Endkonzentration

100 mM in Ethanol
1 mM Endkonzentration

0,5 mM in Methanol
5 uM Endkonzentration

0,5 mM in H,O
5 uM Endkonzentration

100 mM in H,O
2 mM Endkonzentration

500 mM in HO
5 mM Endkonzentration

100 mM in H,O
25 mM Endkonzentration

100 mM in H,O
10 mM Endkonzentration

1 mM in H,O
1 uM Endkonzentration

0,5Min HO
2 mM Endkonzentration

0,5Min HO
2 mM Endkonzentraion

0,25 mg/ml PefaBloc
100 pg/ml STI

1,4 mg/ml Aprotenin
1 ug/ml Leupeptin

in 50 mM Tris; pH 7,4
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2.1.4 Erst-Antikorper

Tabelle 1: verwendete Erstantikérper

Antikorper aus Spezies Verdinnung Hersteller
gerichtet gegen WB/IF Bestellnummer
B-Aktin Maus, mk 1:5000 Sigma

1:500 A-5441
o-Catenin Maus, mk 1:1000 BD Bioscience

1:50 C21620
a-Catenin Kanninchen, pk 1:5000 Sigma

1:500 C2081
B-Catenin Maus, mk 1:2000 BD Bioscience

1:50 C19220
B-Catenin Kanninchen, pk 1:5000 Sigma

1:500 C2206
o-Tubulin Maus, mk 1:15000 Sigma

1:5000 15168
p120°™" Maus, mk 1:1000 BD Bioscience

1:500 610134
p120°" Kanninchen, pk 1:2000 Santa Cruz

1:100 SC-1101
Cytokeratin 8/18 Maus, mk 1:2000 BD Bioscience

550508

E-Cadherin Maus, mk 1:4000 BD Bioscience

1:200 610182
Phospho- p120°" | Maus, mk 1:1000 BD Bioscience
PY96 612535
Phospho-p120°™ | Maus, mk 1:5000 BD Bioscience
PY228 612537
Phospho-p120°™ | Maus, mk 1:250 BD Bioscience
PY280 612539
Phospho-p120°™ | Maus, mk 1:500 BD Bioscience
PY291 612691
Phosphotyrosin Maus, mk 1:1000 BD Bioscience
PY20 610000

(mk = monoklonal, pk = polyklonal, WB = Western Blot, IF = Immunfluoreszenz)
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2.1.5 Zweit-Antikorper

Tabelle 2: verwendete Zweitantikdrper

Antikorper aus Spezies |gekoppelt mit |Verdinnung |Hersteller
gerichtet gegen WB/IF Bestellnummer
Maus IgG Ziege Alkalische 1:5000 Sigma
Phosphatase 1:100 A-3562
Maus IgG Ziege Peroxidase 1:5000 Pierce
1:100 A-4416
Maus IgG Ziege Cy3 1:5000 Dianova
1:100 111-165-003
Kanninchen IgG | Maus Alkalische 1:5000 Dianova
Phosphatase 1:100 211-055-109
Kanninchen IgG | Ziege Peroxidase 1:5000 Sigma
1:100 A-6154
Kanninchen IgG | Ziege Peroxidase 1:5000 Pierce
1:100 31460
Kanninchen IgG | Ziege Cy3 1:5000 Dianova
1:100 111-166-045
Kanninchen IgG | Ziege Alexa 488 1:5000 Alexis
1:100 Biochemicals
A-11008

(IgG = ImmunglobulinG, WB = Western Blot, IF = Immunfluoreszenz)

2.1.6 Verwendete Zelllinien

Tabelle 3: verwendeten Zelllinien

Zelllinie Gewebe Spezies |Bezugsquelle
BxPC-3 Pankreas ATCC
Adenokarzinom human |CRL-1687
MDA-MB 468 |Mamma Adenokarzinom ATCC
Gehirnmetastase human |HTB-132
MCF-7 Mamma ATCC
Adenokarzinom human |[HTB-22
PA-TU 8902 Pankreas DSMZ
Adenokarzinom human |ACC179

(ATCC = American Type Culture Collection, DSMZ = Deutsche Sammlung von Mikroorganismen

und Zellkulturen)
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2.2 Methoden
2.2.1 Medienwechsel

Die in Kultur gehaltenen Zellen sind darauf angewiesen, dass jeden zweiten oder
dritten Tag ein Medienwechsel vorgenommen wird. Hierbei werden die z.T.
toxischen Abfallprodukte des Zellstoffwechsels entfernt und den Zellen neue

Nahrstoffe zugefuhrt.

2.2.2 Umsetzen der Zellen

Die Zellen muissen bei einer Konfluenz von 80-100% in ein neues Gefal}
umgesetzt werden, da sie sonst aufgrund der Kontaktinhibition ihr Wachstum

einstellen werden.

Zunachst wurde das Zellkulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 10 ml sterilem
CMF-PBS gewaschen. Nach Entfernung des CMF-PBS wurde der Zellrasen mit 5
ml Trypsin-EDTA-L6sung inkubiert und unter mikroskopischer Kontrolle das
Ablosen der Zellen abgewartet. Hierbei war darauf zu achten, dass die Zellen nicht
langer als 10 min der Trypsin-Wirkung ausgesetzt waren, um sie nicht irreversibel
zu schadigen. Das vorherige Waschen mit CMF-PBS diente der optimalen
Wirkungsentfaltung des Trypsins, welches sonst durch das im Medium
enthaltende FCS inhibiert werden wirde. Nachdem sich der Zellrasen abgeldst
hatte, wurde durch Zugabe von 5 ml Wachstumsmedium die Wirkung des Trypsins
gestoppt. Hierbei wurden auch die restlichen, noch nicht vollstandig abgeldsten
Zellen abgespult und alles in ein steriles Reaktionsgefald uberfuhrt. Es erfolgte nun
fur drei Minuten die Zentrifugation bei Raumtemperatur mit 200 x g. Der Uberstand
wurde entfernt und verworfen, wahrend das Zell-Sediment in 5 ml
Wachstumsmedium resuspendiert wurde. Das Aussaen der Zellen richtete sich

nach der Zelllinie und erfolgte mit einem Verdunnungsfaktor von 1:5 und 1:6.
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Lésungen fur die Zellkultur

CMF-PBS 140 mM NaCl
2,7 mM KClI
10 mM KH2PO
10 mM Naz;HPO4

Wachstumsmedium  Dulbecco’s Modified Eagle Medium
10% fotales Kalberserum (FCS); hitzeinaktiviert
5 ml Glutamin
5 ml nicht-essentielle Aminosauremix

Trypsin Biochrom
0,05% Trypsin (w/v)
0,02% EDTA (w/v)

2.2.3 Zellzahlbestimmung

Die Zellzahl wurde mit einer Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Hierbei wurde die
Zahlkammer mit einer kleinen Menge Zellsuspension beflllt und 4 Grol3quadrate
unter dem Mikroskop ausgezahlt. Zur Feststellung der Zellzahl pro Milliliter wurde
der Mittelwert aus den 4 GroRquadraten mit dem Kammerfaktor 10* multipliziert.

Das Volumen Uber den GroRquadraten ist mit 0,1 uyl zu veranschlagen.
2.2.4 Ausséen der Zellen

Um den Einfluss einer unterschiedlichen Wachstumsdichte auf den Gehalt an E-
Cadherin und Cateninen zu untersuchen, wurden die Zellen zunachst mit einer
Konfluenz von 60% Prozent ausgesat (2 x 10° Zellen in 60 mm?). Am nachsten
Tag wurden die ersten Zellkulturschalen mit dem NOP-Lysispuffer aufgearbeitet.
Sie hatten zu diesem Zeitpunkt eine Konfluenz von circa 70% erreicht und waren
somit subkonfluent. Am darauf folgenden Tag wurden die nachsten Schalen mit
einer Konfluenz von 80% bis 90% aufgearbeitet (konfluente Lysate). Am dritten
Tag wurden die letzten Schalen verarbeitet. Sie hatten eine Konfluenz von nahezu

100% erreicht (superkonfluente Lysate).
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2.2.5 Zellen ohne Calcium

Um den Posphorylierungsgrad bestimmter Proteine und Proteinbestandteile zu
untersuchen, wurden Zellen mit einer Konfluenz von 60% in Kulturschalen
ausgesat. Am nachsten Tag wurde das Medium abgesaugt und durch ein
calciumfreies ersetzt. Der Entzug von Calcium hebt die homophile
Wechselwirkung von Cadherinen gegenuberliegender Zellen auf und fuhrt zu einer

Inaktivierung der Adhasionsfunktion.

Am darauf folgenden Tag wurde dieses Medium entfernt und durch DMEM oder
Wachstumsmedium (DMEM + FCS) ersetzt. Damit wurden die Zellen flr
Zeitrdume zwischen 30 Minuten und 4 Stunden bei 37° C und 10% CO, inkubiert
bevor sie aufgearbeitet wurden. In einem Teil der Zellkulturschalen wurde das
calciumfreie Medium als spatere Kontrolle belassen. Alternativ wurde dieses
Medium mit dem Wachstumsfaktor EGF in einer Verdunnung von 1:5.000 versetzt.
Die Zellen wurden damit fiir 10 min bei 37° C und 10% CO, inkubiert, bevor sie
aufgearbeitet wurden. Durch Zugabe dieser beiden Medien formiert sich der
Adhasionskomplex neu. Ist nun eine Phosophorylierung bestimmter Proteine
nachweisbar, kann eine Aussage Uber den Zusammenhang zwischen dieser
Phosphorylierung und Calcium bzw. den zusatzlichen Faktoren im
Wachstumsmedium, getroffen werden. Des Weiteren ist es mdglich die Bedeutung
von Calcium fir die Bildung des Adhesionskomplexes zu untersuchen. EGF diente

als Kontrolle, da es Phosphorylierung induziert.

EGF human Roche Diagnostics, Mannheim
11376454001

2.2.6 Aushungern von Zellen

Um die Phosphorylierung bestimmter Proteine und Proteinbestandteile in
Abhangigkeit einer unterschiedlichen Wachstumsdichte (Konfluenz) zu

untersuchen, wurden zunachst Zellen unterschiedlich dicht ausgesat.
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Tabelle 4: Aushungern von Zellen

Bezeichnung Zellzahl Wachstumsflache |Medienvolumen
subkonfluent 2x10° 60 mm? 2,0 ml
Konfluent/ 2,8x10° 60 mm? 2,0 ml
superkonfluent

Die subkonfluent-ausgesaten Zellen wurden 24 Stunden nach den konfluent bzw.
superkonfluenten Zellen ausgesat. Nachdem sich die Zellen abgeheftet hatten,
wurde das Wachstumsmedium abgesaugt und durch DMEM ersetzt. Dies dient
der Synchronisation, sowie der Differenzierung der Zellen. Nach 12 Stunden
wurden die Zellen mit 0,5% H,O- plus OV (Orthovanadat) in einer Verdunnung von
1:10 fUr eine Stunde inkubiert.

Orthovanadat ist ein Analogon des Phosphat-lons und ein Inhibitor von Tyrosin-
Phosphatasen. Durch Zugabe von Orthovanadat wird die Abnahme der Tyrosin-
Phosphorylierung verlangsamt, so dass sie messbar wird. H,O, wird bendtigt um
Na*-Vanadat durch Oxidation in Orthovanadat zu Uberfiihren, da es nur in dieser
Form als Tyrosin-Phosphatasen-Inhibitor wirksam ist. Es war darauf zu achten,
dass die Zellen nicht zu lange mit H»O, inkubierten, da es =zelltoxisch ist.

Anschliefend wurden alle Zellkulturschalen mit dem RIPA-Lysispuffer und

zusatzlichen Proteinaseinhibitoren aufgearbeitet.

2.2.7 Zellen mit Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl

Um den Einfluss einer Inhibition von Rho- und Rac-GTPasen auf den zellularen
Cadherin- und Catenin-Gehalt zu messen, wurden diese GTPasen durch
spezifische Inhibitoren in ihrer Aktivitit gehemmt. Zunéchst wurden 2,5 x 10°
Zellen in 60 mm Schalen ausgesat, die am nachsten Tag eine Konfluenz von 80%
erreicht hatten. Nun wurde ein Medienwechsel vorgenommen, um alle Zellen zu
synchronisieren und gleiche Bedingungen zu erzielen. Nach einer Stunde wurden
der Rho-Kinase-Inhibitor  (ROCK-Inhibitor), @ sowie der Rac1-Inhibitor
hinzugegeben. Die Zellen wurden mit diesen Inhibitoren zwischen 30 Minuten und

2 Tagen inkubiert. Die Aufarbeitung erfolgte wie unter 2.2.8 beschrieben.
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Rho-Kinase-Inhibitor 1:500 Calbiochem, Bad Soden
688000

Rac-Inhibitor 1:1000 Calbiochem, Bad Soden
553502

2.2.8 Herstellung von Proteinlysaten

Bei der Herstellung von Proteinlysaten ist es wichtig, dass die Proteine auch nach
der Aufarbeitung in ihrer nativen Form vorliegen. Um das zu erreichen, wurden
isotonische Losungen mit neutralem pH verwendet und alle Arbeitsschritte zlgig
und auf Eis ausgeflihrt. Die Verwendung von Proteaseinhibitoren sollte den Abbau
der Proteine durch zelleigne Proteasen verhindern. Zunachst wurden die Zellen
mit eisgekuhltem CMF-PBS- oder TBST-Puffer gewaschen, bevor der mit
Proteaseinhibitoren versetzte NOP- oder RIPA-Lysispuffer hinzugegeben wurde.
Die verschiedenen Lysispuffer unterschieden sich durch den Gehalt und die
Starke der jeweiligen Bestandteile. Stehen bei einer Proteinaufarbeitung
Proteinkomplexe im Vordergrund, wurde der NOP-Lysispuffer verwendet. Er
enthalt nur schwache Detergenzien und ist somit schonender flr die Proteine. Der
RIPA-Puffer wurde eingesetzt, wenn durch die Aufarbeitung einzelne Proteine

untersucht werden sollten.

Die Zellen wurden nach kurzer Einwirkzeit des Puffers mit einem Zellschaber
abgekratzt und mit Hilfe eines Dounce-Glashomogenisators oder einer diinnen
Injektionsnadel zerlegt. Die homogenisierten Zellen wurden nun in ein
ReaktionsgefaR tiberfiihrt und fiir 10 Minuten bei 4° C und 13.000 x g zentrifugiert.
Das entstandene Sediment wurde verworfen, wahrend der Uberstand mit dem

Proteinlysat in fliissigem Stickstoff gefroren und bei -80° C aufbewahrt wurde.

TBST

10 mM Tris-HCI; pH 7,4
150 mM NaCl
0,2% Tween-20
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Lysis-Puffer

RIPA 50 mM Tris-HCL; pH 7,2
150 mM NacCl
10 mM EDTA
10 mM EGTA
1% Triton X-100 (v/v)
1% Na-Deoxycholat (w/v)
0,1% SDS (w/v)
Inhibitorenmix 1:50

NOP 10 mM Tris-HCL; pH 7,4
150 mM NaCl
2 mM EDTA
2mM EGTA
0,2% Triton X-100 (v/v)
1% Igepal (NP40) (v/v)
Inhibitorenmix 1:50
(Inhibitorenmix siehe unter Material 2.1.3

2.2.9 Aufarbeitung mit Triton X-100-enthaltenden Lysispuffer

Die Aufarbeitung mit einem Triton X-100-enthaltenden Lysispuffer fuhrt zur
Entstehung von zwei Fraktionen. In der einen befinden sich die Proteine, welche
mit dem Aktin-Cytoskelett der Zelle assoziiert sind (Triton X-100-unlésliche
Fraktion) und in der anderen die, die sich im Cytosol oder in der Zellmembran
befinden (Triton X-100-I6sliche Fraktion).

Nach dem Waschen der Zellen mit eisgekiuhltem CMF-PBS wurden die Zellen mit
Triton X-100-enthaltendem Lysis-Puffer, der auch mit Proteaseinhibitoren
angereichert war, behandelt. Die Zellen wurden damit fir 10 Minuten bei 4° C
schittelnd inkubiert, bevor sie mit dem Zellschaber von ihren Kulturschalen
entfernt und ohne vorheriges Homogenisieren fiir 10 Minuten bei 4° C mit 13.000 x
g zentrifugiert wurden. Der dabei entstandene Uberstand enthielt die Triton X-100-
I6sliche Fraktion, wahrend das Sediment die Triton X-100-unlésliche Fraktion
entielt. Das Sediment wurde mit RIPA-Puffer versetzt, mit einer dinnen
Injektionsnadel zerkleinert und fiir 10 Minuten bei 4° C mit 13.000 x g zentrifugiert.
Der so entstandene Uberstand wurde in ein Reaktionsgefal gegeben und bei -80°

C zur weiteren Verwendung aufbewahrt.
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Triton-Puffer KRH-Puffer
1 M CaCL2
0,5 M EGTA
0,5M EDTA
10% Triton X-100 (v/Vv)
0,3 M Saccharose
Inhibitorenmix 1:50

KRH-Puffer (Krebs-Ringer-Hepes-Puffer)
250 mM HEPES
(N-(2-Hydroxyethyl)piperazin-N’-2-ethansulfonsaure)
1,04 M NaCl
50 mM KCI
10 mM KH,PO,
12 mM MgSOQOq4

2.2.10 Proteinkonzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurde Bicinchoninsaure (BCA)
verwendet. Hierbei werden Cu?*-lonen, die mit Proteinen in einer alkalischen
Lésung einen Komplex bilden, zu Cu’-lonen reduziert. Diese Cu*-lonen bilden
gemeinsam mit BCA einen violetten Farbkomplex, der photometrisch bei einer
Wellenlange von 562 nm gemessen werden kann. So ist ein sensitiver
Proteinnachweis beim Absorbtionsmaximum des Komplexes madglich. Um die
Proteinkonzentrationen zu bestimmen, wurden jeweils 5 yl Lysat mit 45 ul H,O
verdunnt und mit 1 ml Farbereagenz versetzt. Dieses Farbereagenz bestand aus
50 Volumenanteilen BCA-Losung und einem Volumenanteil 4% CuSO4-Ldsung.
Als Kalibrierstandard fir den Konzentrationsbereich 0 — 100 pg diente
Rinderserumalbumin (BSA). Das Gemisch wurde fir 20 Minuten bei 37° C
inkubiert, bevor es in Kuvetten Uberfuhrt und photometrisch gemessen wurde.

Nach mathematischer Berechnung ergab sich die jeweilige Proteinkonzentration.

2.2.11 Co-Immunprézipitation

Bei der Co-Immunprazipitation (IP) werden mithilfe von Antikérpern spezifisch
Proteine aus einem Gesamtproteinlysat isoliert. Der verwendete Antikorper,
gekoppelt an eine Tragersubstanz, bildet hierbei einen Komplex mit seinem
entsprechenden Protein (Antigen). Als Tragersubstanz wurde Protein-A-

Affinitatsgel verwendet. Hierbei handelt es sich um einen IgG-Rezeptor, der aus
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dem Bakterium Staphylokokkus aureus isoliert wird und Immunglobuline an ihrem
Fc-Ende binden kann. Bindet der Antikorper Uber Antigen-Antikdrper-Reaktionen
an das gesuchte Protein entstehen Prazipitate, die aus der Gesamtlosung eluiert
werden konnen. Zusatzlich zu diesem Protein werden auch diejenigen Proteine
prazipitiert, die mit dem Hauptprotein verbunden sind und einen Komplex mit
diesem bildeten. Die Co-IP dient dem Nachweis von Protein-Protein-Interaktionen.
Das verwendete Gesamtlysat sollte zu diesem Zweck mit dem NPO-Puffer

aufgearbeitet worden sein, um die Protein-Komplexe nicht zu zerstoren.

Fir die Co-IP wurden zunachst 20 yl Protein-A-Affinitatsgeld und 500 ul IP-Puffer
in Reaktionsgefalde vorgelegt, bevor 3 ul des entsprechenden Antikorpers hinzu
gegeben wurden. Ein Reaktionsgefald enthielt 3 pl eines unspezifischen
Antikorpers, um die Spezifitdt des Prazipitations-Antikdrpers nachzuweisen. Die
ReaktionsgefaRe wurden fir 20 Minuten bei Raumtemperatur kopfiber rotierend
vorinkubiert, um die Bindung des Antikorpers an das Protein-A-Affinitatsgel zu
ermoglichen. Nun wurden die Reaktionsgefale fur eine Minute bei 5.000 x g
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das verbliebene Gemisch wurde mit
gleichen Mengen Proteinlysat (300 - 500 ug) versetzt und mit IP-Puffer auf 500 pl
aufgefiillt. AnschlieBend wurden die ReaktionsgefaRe fiir 2 Stunden bei 4° C
kopfuber rotierend inkubiert, damit die Bindung des Antikdrpers an das gesuchte
Protein erfolgen konnte. Nach zwei Stunden wurden die Gemische funfmal bei
2.000 x g und 4° C mit je 500 uyl IP-Waschpuffer gewaschen. Zwischen den
einzelnen Waschschritten wurde der Uberstand vorsichtig abgenommen und
verworfen. Danach wurde das Sediment in 25 pl Lammli-Probenpuffer
resuspendiert und fiir 10 Minuten bei 95° C aufgekocht. Das Aufkochen diente der
Denaturierung der prazipitierten Proteine, sowie der Trennung der extrahierten
Proteine vom Protein-A-Affinitatsgel und der Dissoziation des Proteins von seinem
Antikorper. Der Nachweis des prazipitierten Porteins und seiner co-prazipitierten

Interaktionspartner erfolgte durch Western Blot.

IP-Puffer (2 x) 20 mM Tris-HCI, pH 7,4
300 mM NaCl
10% Triton X-100
1% NP40
1:50 Inhibitorenmix
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IP-Waschpuffer 20 mM Tris
800 mM NaCl
1% Triton X-100
1% NP40
0,2% Na-Deoxycholat
1:50 Inhibitorenmix

Unspezifischer Antikorper
Rabbit-anti-Maus-IgG 315-001-003
Dianova, Hamburg

2.2.12 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von Proteinen in einem Gesamtprotein-Gemisch wurde mit der
Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) erreicht, die
auf der Bewegung von Proteine in einem elektrischen Feld beruht. Als
Trennmedium dient ein Gel auf Polyacrylamidbasis, das uber Bisacrylamid
quervernetzt wird. Zusatzlich kommt SDS zum Einsatz. Dieses anionische
Detergenz denaturiert Proteine und verhindert dadurch Protein-Protein-
Wechselwirkungen. Zudem uberdeckt es die Eigenladung der Proteine, so dass
alle Proteine als negativ geladene Molekule vorliegen. Die Auftrennung erfolgt nur
nach dem unterschiedlichen Molekulargewicht der Proteine und nicht aufgrund
unterschiedlicher Ladungen. Zunachst wurden die Lysate mit Lammli-Puffer
versetzt und fur 5 Minuten bei 95° C aufgekocht, um eventuell noch vorhandener

Sekundarstrukturen aufzulosen.

PAGE-Laufpuffer

0,05 M Tris

0,15 M Glycin
0,1% SDS (x/v)

pH nicht eingestellt

Proteinprobenpuffer, verandert nach Lammli (4x)
2% SDS (w/v)
10% Glycerin (v/v)

5% Mercaptoethanol (v/v)
0,2% Bromphenolblau (w/v)
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Aufbau des Trenngels (10%)

3 M Tris, pH 8,8% 600 pl
10% SDS 48 pl
H.O 1,9 mi
30% Acrylamid 1,6 ml
2% Bisacrylamid 650 ml
TEMED 2yl
APS 30 pl

Aufbau des Sammelgels (7,5%)

1 M Tris, pH 6,8 380 pl
60% Saccharose 750 pl
10% SDS 30 pl
H.O 1,3 ml
30% Acrylamid 380 ul
2% Bisacrylamid 150 ml
TEMED 5 ul
APS 30 pl

Das Molekulargewicht der einzelnen Banden konnte anhand eines zusatzlich
aufgetragenen  Molekulargewicht-GroRenstandards bestimmt werden. Die
Elektrophorese im Sammelgel erfolgte bei 80 V und wurde nach Erreichen des
Trenngels auf 140 V gesteigert. Die Acrylamidgele wurden spater auf

Nitrocellulose-Membranen geblottet oder mit Coomassieblau-Lésung angefarbt.

GrolRenstandards

Page Ruler Prestained Protein Ladder
Fermentas, St. Leon-Rot
kDa: 170, 130, 100, 72, 55, 40, 33, 24, 17, 11

Prestained SDS Molecular Weight Markers
Sigma, Taufkirchen

kDa: 185, 11, 84, 61,5, 55, 36, 31

Prestained SDS-PAGE Standards, Low Range

Biorad Laboratories, Munchen
kDa: 111, 73, 48, 43, 29

2.2.13 Coomassie-Blau-Farbung

Die Coomassie-Blau-Farbung dient der Qualitatsbeurteilung der angefertigten

Proteinlysate. Im Anschluss an die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurden
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die Gele fur einige Stunden in einer Coomassie-Blau-Lésung bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor sie mit einer entsprechenden Entfarbelésung so weit entfarbt
wurden, dass nur die Proteinbanden und kein unspezifischer Hintergrund sichtbar

waren. Die Gele konnten nun zur Archivierung zwischen Zellophanfolie gespannt

werden.
Coomassieblau 0,025% Coomassie brilliant blue (w/v)
10% Essigsaure (v/v)
25% lsopropanol (v/v)
Entfarbelosung 10% Essigsaure (v/v)

12,5% Isopropanol (v/v)

2.2.14 Western Blot

Nachdem die Proteine durch die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
aufgetrennt worden waren, erfolgte der Transfer auf eine Nitrocellulose-Membran
in einer Tank-Blot-Apparatur. Hierbei bewegen sich negativ geladenen Proteine
entlang eines senkrecht zum Gel angelegten elektrischen Feldes in Richtung
Anode.

Aufbau des Western Blots
Anodengitter, drei Schwamme, ein dunnes Filterpapier, in H,O gewaschene
Nitrocellulose-Membran, Gel, ein dinnes Filterpapier, drei Schwamme,

Kathodengitter.

Sowohl die Filterpapiere, als auch das Gel wurden zuvor fur wenige Minuten in
Transferpuffer inkubiert. Beim Aufbau der einzelnen Komponenten war darauf zu
achten, dass sich keine Luftblasen bildeten. Nachdem die Blotkammer mit
Transferpuffer befullt worden war, erfolgte der Transfer bei Raumtemperatur unter
standigem Ruhren. Die Blotdauer und die verwendete Stromspannung richtete
sich nach den zu untersuchenden Proteinen. Bei einer Blotdauer von 3 Stunden
betrug die Spannung 60 V; bei 12 Stunden 20 V.

Nitrocellulose-Membran Whatmann, Brentford, GrofRbritannien
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Transferpuffer 25 mM Tris
1,5% Glycin (w/v)
20% Methanol
0,1% SDS

2.2.15 Semidry Blotting

Eine weitere Mdoglichkeit des Proteintransfers ist das Semidry-Blotting. Dieses
Verfahren hat sich als deutlich effizienter erwiesen, wenn der
Phosphorylierungsgrad bestimmter Proteine und Proteinbestandteile untersucht

werden soll.

Aufbau des Semidry Blots

Anode (untere Graphit-Platte, gut befeuchtet mit Puffer 1), eine Lage
Filterpapier (gewaschen in Puffer 1), zwei Lagen Filterpapier (gewaschen in
Puffer 2), in H,O gewaschene Nitrocellulose-Membran, Gel (15 Minuten
gewaschen in Kathodenpuffer), drei Lagen Filterpapier (gewaschen mit Puffer
3), Kathode (obere Graphit-Platte, gut befeuchtet mit Puffer 3).

Die Blotdauer betrug eine Stunde und 30 Minuten. Die erforderliche Stromstarke
berechnete sich aus GroRe des Blottes in cm? multipliziert mit 2,5 mA. Die
Spannung wurde auf 80 V begrenzt. Wahrend des Blotting-Vorgangs wurde die

Blotting-Kammer mit ausreichend Eis gekuhlt.

Transferpuffer

Puffer 1 300 mM Tris (pH 10,4)
20% Methanol

Puffer 2 30 mM Tris (pH 10,2)
20% Methanol

Puffer 3 25 mM Tris (pH 9,2)

20% Methanol
40 mM 6-Aminocarponsaure
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2.2.15Ponceaurot-Farbung

Im Anschluss an den Immunblot wurden die Membranen mit einer Ponceaurot-
Lésung gefarbt, um die Qualitat und Vollstandigkeit des Proteintransfers beurteilen
zu kénnen. Die Blots wurden hierflr fur einige Minuten in der Ponceaurot-Losung
inkubiert, bis die Proteinbanden gleichmalig angefarbt und erkennbar waren. Fur
den anschlieRenden immunologischen Proteinnachweis wurden die Banden der
GrolRenstandards nachgezeichnet. Danach wurden die Membranen mit CMF-PBS

vollstandig entfarbt.

Ponceaurot 0,15% Ponceau S (w/v)
5% Essigsaure (v/v)

2.2.16 Immunfarbung

Die durch den Immunblot auf eine Nitrocellulose-Membran Uberfuhrten Proteine
kénnen immunologisch durch spezifische Antikdrper nachgewiesen werden. Der
spezifische Antikorper bindet an das passende Protein (Antigen) auf der Membran
und wird dann durch einen Zweitantikdrper gebunden. Dieser Zweitantikorper ist
spezifisch gegen den Erstantikdrper gerichtet und an die Enzyme Peroxidase (hrp
— horse radish peroxidase) oder alkalische Phosphatase gekoppelt. Diese Enzyme
setzen ein Substrat um, was die Messung der Antigen-Antikbrper-Reaktion
ermoglicht. Die Peroxidase katalysiert die Oxidation von Luminol: durch
Chemolumineszenz kann ein Réntgenfilm belichtet und dadurch das Protein
sichtbar gemacht werden. Bei der alkalische Phosphatase Reaktion (AP) erfolgt
der Proteinnachweis durch eine Farbreaktion, die durch hydrolytische Spaltung
des Substrats 5-Brom-4-Chlor-3-Indoylphosphat (BCIP) zustande kommt. BCIP
wird in Verbindung mit Nitorblau-Tetrazolium (NBT) als Farbverstarker verwendet.
Die Detektion mit Peroxidase ist etwa 10fach sensitiver als der Proteinnachweis

mittels alkalischer Phosphatase.

Zunachst mussten die freien Bindungsstellen der NitrocelluloseMmbran zur
Vermeidung unspezifischer Antikdrperbindungen abgesattigt werden. Hierzu

wurde BSA in CMF-PBS gel6st und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
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Die Konzentration der BSA-CMF-PBS-Losung betrug 3%. Nun wurden die
Erstantikorper in entsprechender Verduinnung (Tabelle 1) auf die Blots gegeben.
Die Inkubationszeit richtete sich nach der eingesetzten Proteinmenge, sowie der
Aktivitat des Antikdrpers und betrug zwischen 4 und 12 Stunden. Danach erfolgte
die Inkubation mit dem Zweitantikérper fir eine Stunde bei Raumtemperatur
(Verdinnung siehe Tabelle 2). Vor und nach den einzelnen Inkubationsschritten
wurden die Membranen 3 Mal fur 10 Minuten mit CMF-PBS gewaschen, um
schwacher haftende, unspezifisch gebundene Antikorper zu entfernen. Die
Antikérper wurden in 0,3% BSA enthaltendem CMF-PBS verdinnt.

Um den Phosphorylierungsgrad bestimmter Proteine zu untersuchen wurde BSA
in Konzentrationen von 2% bis 5% in TBST geldst die und Nitrocellulose-Membran
fur eine Stunde inkubiert. Die phosphospezifischen Erstantikorper wurden in der
entsprechenden Verdunnung (Tabelle 1) flir 6 bis 12 Stunden mit den Blots
inkubiert. Sie wurden in TBST, welches mit 2% Blockingreagenz oder 0,3% BSA
versetzt war, gelost. Die Zweitantikdrper wurden in TBST, versetzt mit 2%
Blockingreagenz, 0,3% BSA oder 3% Milch angesetzt. Zwischen den Antikorper-
Inkubationszeiten wurden die Blots jeweils 3 Mal fur 10 Minuten mit TBST,

versetzt mit 0,5% oder 2,0% BSA, gewaschen.

Blockingreagenz ECL Advance blocking agent,
Amersham Bioscience GroR3britannien

Sollte der Nachweis der an Antikdrper gebundenen Proteine mittels Peroxidase
erfolgen, mussten die Blots zunachst fur 5 Minuten in der ECL-L6sung (Enhanced
Chemoluminescence) inkubiert werden. AnschlieRend wurden sie in eine
lichtundurchlassige Kassette gegeben, mit einer Folie faltenfrei abgedeckt und mit
einem AGFA-RoOntgenfilm bedeckt. Die Expositionszeit richtete sich nach der
Starke des Signals und variierte zwischen wenigen Sekunden und 30 Minuten.

Zur Vorbereitung der Detektion mittels alkalischer Phosphatase Reaktion wurden
die Membranen im letzten Waschschritt fur 10 Minuten in AP-Puffer gewaschen,
bevor sie abgedunkelt mit der AP-Farbeldsung inkubiert wurden. Sobald eine gut
sichtbare Bande erschien, wurde die Reaktion mit Wasser zum Stillstand gebracht

und die Blots gescannt.
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ECL-L6sung Western Blot Detection Regent 1 und 2
Pierce, Bonn
Verhaltnis 1:1

AP-Farbel6sung NBT und BCIP
Verdinnung 1:15 mit AP-Puffer
AP-Puffer 50 mM Tris-HCL (pH 9,4)
50 mM MgCl,
NBT 10 mg NBT in 1 ml H,O
BCIP 10 mg BCIP in 1 ml H,O

2.2.17 Immunfluoreszenzfarbung

Die Immunfluoreszenzfabrung (IF) dient der Detektion bestimmter Proteine
innerhalb einer Zelle. Man kann so die Lokalisation von Proteinen sichtbar machen
und sie in den Kontext anderer zellularer Strukturen stellen. Hierfir verwendet

man Zweitantikorper, die mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt sind.

Zunachst wurden Zellen auf Deckglaschen ausgesat. Hatten sie eine Konfluenz
zwischen 70% - 80% erreicht, wurde das Wachstumsnedium abgesaugt, die
Zellen mit CMF-PBS plus 2 mM Ca?* gewaschen und anschlieRend fixiert. Die
Fixierung richtete sich nach dem nachzuweisenden Proteine und erfolgt entweder
mit einem -20° C kaltem 1:1 Gemisch aus Aceton und Methanol, oder mit 4%
Paraformaldehyd (PFA) in CMF-PBS. Bei beiden Fixierungsarten wurde fir 10
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor ein Waschschritt mit CMF-PBS
erfolgte.

Bei der Fixierung mit PFA war eine Permeabilisierung mit 0,2% Triton X-100 in
PBS erforderlich, um dem Antikdrper das Eindringen in die Zelle zu ermoglichen.
Unspezifische Bindungen wurden mit 3% BSA in CMF-PBS fur eine Stunde bei
Raumtemperatur abgesattigt. Danach wurde der Erstantikrper in 0,3% BSA in
CMF-PBS geldst und fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend
wurde der Erstantikdrper grundlich abgesaugt. Nachdem die Zellen mit CMF-PBS

gewaschen worden waren, wurden sie fur eine Stunde mit dem in 0,3% BSA in
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CMF-PBS gelosten Zweitantikbrper bedeckt und flr eine Stunde in eine
abgedunkelten Kammer gegeben. Dieser ZweitantikOrper war spezifisch gegen
den ersten gerichtet und zusatzlich mit einem fluoreszierenden Farbstoff
gekoppelt. Nun erfolgte dreimaliges Waschen, mit destilliertem Wasser, um ein
Auskristallisieren von Salzen beim Trocknen zu verhindern. Nach dem Trocknen
wurden die Deckglaschen mit einem Tropfen Elvanol auf Objekttragern fixiert. Die
so angefarbten Proteine konnten dann unter einem Fluoreszenzmikroskop

begutachtet und fotografiert werden.

Elvanol 15% Mowiol (w/v)
1% NaN3 (w/v)
30% Glycerin
in PBS (pH 7,3)

34



ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

3.1 Analyse der E-Cadherin-p120°"-Interaktion in epithelialen Zelllinien

Die Fragestellung wurde mit Hilfe von vier epithelialen Zelllinien bearbeitet, von
denen zwei Brustkarzinom-Zelllinien waren: MCF-7 und MDA-MB-468 und zwei
Pankreaskarzinom-Zelllinien: PA-TU 8902 und BxPc3 In der folgenden Abbildung
sind die verwendeten Zelllinien abgebildet.

MDA-MB-468 BxPc3

Abbildung 6: Phasenkontrast-Abbildung der verwendeten Zelllinien MCF-7, PA-TU 8902,
MDA-MB-468 und BxPc3. Darstellung subkonfluent gewachsener Zellen. MCF-7 und MDA-MB-

468 Zellen stammen aus Mammakarzinomen, PA-TU8902 und BxPc3 aus Pankreaskarzinomen.

Alle Zellen zeigen in der Phasenkontrastdarstellung einen epithelialen Charakter.
Dieser ist unter anderem gekennzeichnet durch Kolonien nahezu lickenlos
aneinander liegende Zellen, sowie deren regelmalige Zellform. Bei den BxPc3
Zellen war die deutlichste epitheliale Differenzierung zu erkennen: Sie wuchsen
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regelmalliger, als die anderen abgebildeten Zellen, bildeten eine klar
umschriebene Kolonie und zeigten eine regelmafige Struktur. Die MCF-7 Zellen
erscheinen dahingegen undifferenzierter und in ihrem Wachstum weniger
geordnet. PA-TU 8902 Zellen bildeten kleinere Kolonien und zeichneten sich
durch Zellen mit spitzen Zellauslaufern und kleinen Zellkernen aus. MDA-MB-468
Zellen waren undifferenzierter und weniger epithelial, als die anderen Zelllinien.
Sie wuchsen unstrukturiert, wiesen unterschiedliche Zellgrof3en, sowie eine gering

ausgepragte Polarisation auf.

Zunachst wurde in allen verwendeten Zelllinien E-Cadherin und p120°" mit Hilfe
von Western Blots nachgewiesen (Abbildung 7). Bei den beiden Brustkrebs-
Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-468 ergaben sich starkere Banden fur E-Cadherin,
als bei den beiden Zelllinien aus dem Pankreaskarzinom. Hierbei zeigte sich bei
den PA-TU 8902 Zellen ein deutlich schwacheres Signal, als bei den BxPc3
Zellen. Anders verhielt es sich bei p120°". Dieses Protein ergab eine starke Bande
in den PA-TU 8902 und den BxPc3 Zellen. Ein etwas schwacheres Signal war in
den MCF-7 Zellen zu beobachten, wahrend in den MDA-MB 468 Zellen nur sehr
geringe Mengen nachweisbar waren. Anhand der Bandenintensitat konnen
Ruckschlisse auf die Konzentration der Proteine getroffen werden. Als Kontrolle
einer gleichmafligen Proteinbeladung der Gele diente jeweils der Nachweis von -
Aktin. Die Konzentration dieses Proteins ist in den Zellen relativ konstant, so dass

es die Uberprifung einer einheitlichen Proteinbeladung der Gele erméglicht.
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Abbildung 7: Gehalt von E-Cadherin und p120°" in MCF-7, PA-TU 8902, MDA-MB-468 und
BxPc3 Zellen. Nachweis der Proteine in 25 ug NOP-Proteinlysat durch Western Blots. Der

Nachweis von B-Aktin diente der Beladungskontrolle. Abgebildet sind reprasentative Western Blots.

3.1.1 Auswirkungen der Zelldichte auf den Gehalt von E-Cadherin, B-Catenin
und p120°"

Zunachst wurden die Auswirkungen einer unterschiedlichen Wachstumsdichte auf
den Gehalt von Bestandteilen des Cadherin-Catenin-Komplexes in verschiedenen

humanen Karzinom-Zelllinien untersucht.

In einem ersten Ansatz wurde die Konzentration dieser Proteine in
Gesamtproteinlysaten aus Zellen mit unterschiedlicher Wachstumsdichte
(subkonfluent, konfluent und superkonfluent) untersucht. Unterschiedliche
Wachstumsdichten wurden erreicht, indem die verschiedenen Zellen zunachst mit
einer Konfluenz von 60% ausgesat (2 x 10° Zellen in 60 mm?) wurden. Am
nachsten Tag wurden die ersten Zellkulturschalen aufgearbeitet. Sie hatten zu
diesem Zeitpunkt eine Konfluenz von circa 70% erreicht (subkonfluent). Das

bedeutet, dass sie nur wenige Zell-Zell-Kontakte auswiesen und eher vereinzelt
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wuchsen. Am darauf folgenden Tag wurden die nachsten Schalen mit einer
Konfluenz von circa 95% aufgearbeitet (konfluente Lysate). Hier zeigten die Zellen
deutlich mehr interzellulare Kontakte und wuchsen dichter. Die Zellen, die am
dritten Tag aufgearbeitet wurden, hatten eine Konfluenz von 100% erreicht
(superkonfluente Lysate) und wuchsen als dichter Zellrasen mit vielen Zell-Zell-

Kontakten.

In den Zelllinien PA-TU 8902, MCF-7 und MDA-MB-468 war E-Cadherin als
deutliche Bande im Western Blot sichtbar (Abbildung 8). In den MCF-7 Zellen gab
es innerhalb der unterschiedlichen Wachstumsdichten keine Unterschiede in der
Signalstarke. In den PA-TU 8902 Zellen war dahingegen eine moderate Zunahme
und in den MDA-MB-468 Zellen eine leichte Zunahme des E-Cadherin-Signals
zwischen den subkonfluent gewachsenen und den dichter gewachsenen Zellen zu
sehen. Das insgesamt starkste Signal fur E-Cadherin wiesen die MCF-7 Zellen
auf, das schwachste die MDA-MB-468 Zellen.

Der Nachweis von p120°" ergab ebenfalls eine starke Bande in den drei Zelllinien.
Daruber hinaus konnte in allen drei Zelllinien eine Zunahme der Bandenintensitat
festgestellt werden, wenn die Wachstumsdichte zunahm. Das p120°"-Signal fiir
die subkonfluent gewachsenen Zellen war schwacher, als fur die konfluent und
superkonfluent gewachsenen. Das intensivste Signal fiir p120°" konnte in den
MCF-7 Zellen erzielt werden, gefolgt von den PA-TU 8902 Zellen. Die schwachste
Bande wiesen die MDA-MB-468 Zellen auf.

Auch B-Catenin war in allen drei Zelllinien nachweisbar. Das Signal nahm bei den
MCF-7 nicht zu, wenn die Zellen eine hohere Konfluenz aufwiesen. Bei den PA-
TU 8902 Zellen konnte dahingegen eine leichte Zunahme der Signalintensitat
beobachtet werden. Die MDA-MB-468 Zellen wiesen ebenfalls eine starkere
Bande bei den dichter gewachsenen Zellen auf. Diese Zunahmen waren jedoch
sehr viel weniger deutlich, als bei dem vorangegangen Nachweis von p120°". Die
starkste Bande flir -Catenin war bei MCF-7 Zellen zu beobachten, wahrend die
bei PA-TU 8902 und MDA-MB-468 von nahezu gleicher Intensitat waren.
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Auch die Belichtungsdauer der Filme wurde moglichst gleich gewahlt, um eine
Verfalschung der Werte durch unterschiedlich lange Expositionszeiten zu

verhindern.
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Abbildung 8: Gehalt von E-Cadherin, B-Catenin und p120°" in Abhé&ngigkeit von einer
unterschiedlicher Zelldichte (Konfluenz) in MCF-7, PA-TU 8902 und MDA-MB-468. Nachweis
der Proteine in 25 yg NOP-Proteinlysat durch Western Blots. Der Nachweis von (3-Aktin diente der
Beladungskontrolle. Abgebildet sind reprasentative Western Blots (PA-TU 8902 n=4, MCF-7 n=3,
MDA-MB-468 n=2).

Bei der Pankreaskarzinom-Zelllinie BxPc3 war das Western Blot Signal fur E-
Cadherin und B-Catenin starker, als jenes fiir p120°" (Abbildung Nr.9). Das
p120°"-Signal war bei den subkonfluent gewachsenen Zellen etwas weniger
intensiv, als jenes bei den konfluent und superkonfluent gewachsenen Zellen.
Auch bei E-Cadherin konnte eine leichte Zunahme in der Signalstarke beobachtet
werden, wenn die Wachstumsdichte zunahm. Die Zunahme in der
Bandenintensitat von E-Cadherin und p120°" bei Zunahme der Zelldichte war
jedoch nicht so stark ausgepragt, wie bei den MCF-7, PA-TU 8902 und MDA-MB-
468 Zellen.
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Fir pB-Catenin konnten keine Unterschiede in der Signalstarke beobachtet werden,
wenn der Konfluenzgrad der BxPc3 Zellen zunahm. Alle 3 analysierten

Wachstumsdichten weisen in etwa die gleiche Signalstarke flr das Protein auf.

BxPc3
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Abbildung 9: Gehalt von E-Cadherin, B-Catenin und p120°" in Abhé&ngigkeit von einer
unterschiedlicher Zelldichte (Konfluenz) in BxPc3 Zelllysaten. Nachweis der Proteine in 25 ug
NOP-Proteinlysat durch Western Blots. Der Nachweis von [-Aktin diente der Beladungskontrolle.

Abgebildet sind reprasentative Western Blots (n=3).

Zusammenfassend konnten in den Pankreaskarzinom-Zelllinien BxPC3 und PA-
TU 8902, in den Brustkrebs-Zelllinien MCF-7 und MDA-MB-468
Bestandteile des Cadherin-Catenin-Komplexes nachgewiesen werden. Bei den
Zelllinien PA-TU 8902, MDA-MB-468 und MCF-7 korrelierte die Zunahme der
p120°"-Konzentration im Gesamtproteinlysat mit einer Zunahme der Zelldichte.
Am deutlichsten war dies bei PA-TU 8902 und MCF-7 Zellen der Fall, wohingegen

bei BxPc3 nur eine geringe Zunahme der p120°"-Konzentration zu verzeichnen

sowie

war.
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3.2 Einflisse der Konfluenz auf die Assoziation von p120°", B-Catenin und

o-Catenin mit E-Cadherin

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen im Gesamtproteinlysat eine hohere
Konzentration des Proteins p120°" in dichter gewachsenen MCF-7, PA-TU 8902
und MDA-MB-468 Zellen im Vergleich zu weniger dicht gewachsenen Zellen
gezeigt werden konnte, sollte nun mit Hilfe einer Co-Immunoprazipitation
analysiert werden, welchen Einfluss eine unterschiedliche Zelldichte auf die
Zusammensetzung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes hat. Durch die
Prazipitation mit einem anti-E-Cadherin-Antikdrper wurde der Komplex
angereichert und gereinigt. AnschlielRend wurde mit Western Blots die Menge an
co-immunprazipitiertem p120°", p-Catenin und o-Catenin bestimmt. Die Analyse
des Komplexes zeigte, dass in den Zelllinien MCF-7 und PA-TU 8902 die
Proteine p120°", p-Catenin und a-Catenin an E-Cadherin gebunden waren. In den
MCF-7 Zellen wies die Bande fur co-prazipitiertes a-Catenin die grofite Intensitat
auf, gefolgt von der Bande fiir B-Catenin, wahrend das Signal fir p120°" etwas
weniger stark war. Bei den PA-TU 8902 Zellen war das p120°"-Signal das

starkste, gefolgt von den Banden fir a-Catenin und p-Catenin.

41



ERGEBNISSE

IP: E-Cadherin
MCE-7 PA-TU 8902
Q ™
@ S e
& Q> Q S
o&\\\) \\‘“06\ ({\\\@ \49({\\
G < ) e
e\io 6\>Q 660\“ %\)Q
115 kDa — }
Densitometrie:+ 52% Densitometrie: + 90%
LT DL R R —— —— . :
. — WB: E-Cadherin
- —
Densitometrie:+ 22% Densitometrie: +24%
130 kDa — - ]
100 kDg —| ———— — — WB: a-Catenin
84 kDa — — camm— S WB: B-Catenin

Abbildung 10: Analyse des Cadherin-Catenin-Komplexes in Zellen unterschiedlicher
Konfluenz mit Hilfe einer Co-Immunprazipitation in Lysaten der Zellen MCF-7 und PA-TU
8902. Mit einem anti-E-Cadherin-Antikbrper wurde aus 400 pg NOP-Proteinlysat E-Cadherin
prazipitiert und assoziiertes a—Catenin, p-Catenin und p120°" durch Western Blots nachgewiesen.
Zur Kontrolle einer erfolgreichen Prazipitation wurde E-Cadherin nachgefarbt. Abgebildet sind

reprasentative Western Blots (n= 3).

Es co-prazipitierte umso mehr p120°" mit E-Cadherin, je groRer die Zelldichte war
(Abbildung 10). Es wurden die Zelldichten subkonfluent und superkonfluent
gewahlt, da hier die Unterschiede in der nachgewiesenen Gesamt-p120°"-
Proteinmenge am Groliten waren. Sowohl in der Brustkarzinom-Zelllinie MCF-7
als auch in der Pankreaskarzinom-Zelllinie PA-TU 8902 konnte eine Zunahme des
prazipitierten p120°" in den superkonfluent gewachsenen Zellen beobachtet
werden. Der Nachweis von E-Cadherin diente der Kontrolle fir eine erfolgreiche
Prazipitation. Die Intensitat der Proteinbanden fiir E-Cadherin und p120°" wurden
anschliellend densitometrisch ausgewertet. Dies ergab eine Zunahme der
Signalstarke fur das in der alkalischen Phosphatase Reaktion gefarbte E-Cadherin

in den Zellen mit superkonfluenter Zelldichte um 22% in den MCF-7 Zellen, sowie
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um 24% in den PA-TU 8902 Zellen. Die Zunahme p120°"-Signalstarke in den
Zellen mit superkonfluenter Zelldichte war deutlich groRer und betrug 52% in den
MCF-7 Zellen und 90% in den PA-TU 8902 Zellen. Normalisiert auf E-Cadherin
betrug die Zunahme bei den MCF-7 Zellen 30% und bei den PA-TU 8902 66%.

Die Analyse der Menge des ebenfalls co-prazipitierten a—Catenin und B-Catenin
konnte in den MCF-7 Zellen keine Zunahme in Abhangigkeit einer
unterschiedlichen Wachstumsdichte beobachtet werden. Hier waren die Zunahme
der Bandenintensitat flr die prazipitierten Proteine o- und p-Catenin in beiden
getestete Zelldichten in der Grokenordnung der Zunahme der E-Cadherinmenge.
Bei PA-TU 8902 konnte bei den Zellen mit superkonfluenter Dichte eine Zunahme
des co-prazipitierten o—Catenins verzeichnet werden. Diese Zunahme war jedoch

deutlich geringer, als jene des co-prazipitierten p120°" (Abbildung 10).

Bei den BxPc3 Zellen waren nach Prazipitation von E-Cadherin alle Bestandteile
des E-Cadherin-Catenin-Komplexes einschliellich «a-Catenin nachzuweisen
(Abbildung 11). Die Menge an co-prazipitiertem p120°" war jedoch in den Zellen
unabhidngig von der Zelldichte gleich. Es prézipitierte nicht mehr p120°"
gemeinsam mit E-Cadherin in den Zellen, die eine grolere Zelldichte aufwiesen.
Die beiden anderen co-prazipitierten Proteine, a-Catenin und (-Catenin, zeigten

ebenfalls keine Zunahme bei den Zellen mit groRerer Zelldichte.
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Abbildung 11. Analyse des Cadherin-Catenin-Komplexes in Zellen unterschiedlicher
Konfluenz mit Hilfe einer Co-Immunprazipitation mit BxPc3 Zelllysaten. Mit einem anti-E-

Cadherin-Antikérper wurde aus 400 pg NOP-Proteinlysat E-Cadherin prazipitiert und assoziiertes

ctn

o-Catenin, p-Catenin und p120~" durch Western Blots nachgewiesen. Zur Kontrolle einer

erfolgreichen Prazipitation wurde ein Blot mit einem anti-E-Cadherin-Antikdrper nachgefarbt.
Abgebildet sind reprasentative Western Blots (n=3).

3.3 Beeinflussung von E-Cadherin-assoziierten p120°" durch

Veranderungen der extrazellularen Calciumkonzentration

In epithelialem Gewebe stellt E-Cadherin die Grundlage der Zell-Zell-Adhasion
dar. Damit sie stabile Kontakte mit E-Cadherinen der Nachbarzellen ausbilden
konnen, ist die Gegenwart von Calcium absolut notwendig. In dem folgenden
Versuch sollte der Einfluss eines Calcium-Entzuges auf die Assoziation von E-

Cadherin mit intrazellularem p120°" untersucht werden.
Zu diesem Zweck wurden PA-TU 8902 Zellen Uber Nacht in einem calciumfreien

Medium Kkultiviert. Bei einem Ansatz wurde nach 12 Stunden das Calcium-freie

Medium durch calciumhaltiges DMEM (1,8 mM) ersetzt. Der andere Ansatz wurde
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nach 12 Stunden mit Wachstumsmedium inkubiert. Ein dritter Ansatz diente als

Kontrolle und wurde in Calcium-freiem Medium belassen.

Zunachst wurde im Gesamtlysat untersucht, ob sich die Konzentration von E-
Cadherin und p120°" verandert, wenn den Zellen Calcium entzogen wird
(Abbildung 12). Wahrend E-Cadherin in Lysaten von Zellen, die unter diesen
Bedingungen kultiviert worden waren, in gleicher Konzentration vorlag, ergaben
sich bei p120°"" Unterschiede: die Konzentration von p120°" war in den Zellen, die
lediglich in calciumfreiem Medium kultiviert worden waren, verringert. [B-Aktin

wurde zum Nachweis eines gleichmaligen Lysateinsatzes nachgefarbt.

Gesamtlysat: PA-TU 8902
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Abbildung 12: Beeinflussung von p120°" durch Calcium. Nach Entzug von Calcium (Ca2+) far
12 Stunden und anschlieRender Stimulation der Zellen mit DMEM oder Wachstumsmedium fir 2
Stunden, wurden PA-TU 8902 Zellen mit NOP-Lysispuffer aufgearbeitet AnschlieRend erfolgte der
Nachweis der Proteine in 15 pg Proteinlysat durch Western Blots. Zur Beladungskontrolle wurde (-
Aktin nachgewiesen. Abgebildet sind reprasentative Western Blots (n=2). (DMEM=Dulbecco’s
Modified Eagle Medium, WM=Wachstumsmedium)

Nach der Analyse des Gesamtproteinlysats wurde eine Immunprazipitation mit
einem E-Cadherin-spezifischen Antikdrper durchgefiihrt und assoziiertes p120°"
im Western Blot nachgewiesen (Abbildung 13). Auffallig war, dass in den Zellen,
die nach dem Calcium-Entzug fir 2 Stunden in Wachstumsmedium kultiviert
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worden waren, am wenigsten p120°" gemeinsam mit E-Cadherin zu prazipitieren
war. Die groRte Menge an co-prazipitiertem p120°" konnte in den Zellen
beobachtet werden, die in calciumfreiem Zellkulturmedium gewachsen waren.
Eine etwas geringere Menge an p120°®" war in den Zellen detektierbar, die in
DMEM kultiviert worden waren, nachdem ihnen Uber Nacht Calcium entzogen
worden war. Zur Kontrolle der gleichmaligen E-Cadherin-Prazipitation wurde E-
Cadherin mit einem anti-E-Cadherin Antikorper detektiert.

IP: E-Cadherin
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WB: p120ctn

115 kDa — = e e
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Abbildung 13: Beeinflussung der an E-Cadherin gebundenem p120°"—Konzentration durch
Calcium. Nach Entzug von Calcium (Ca2+) fur 12 Stunden und Stimulation mit DMEM oder
Wachstumsmedium fur 2 Stunden, wurden PA-TU 8902 Zellen mit NOP-Lysispuffer aufgearbeitet.
AnschlieRend wurden aus 400 ug Proteinlysat mit einem anti-E-Cadherin-Antikérper E-Cadherin
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prazipitiert und assoziiertes p120~ durch Western Blots nachgewiesen. Zur Kontrolle einer

erfolgreichen Prazipitation wurde E-Cadherin nachgefarbt. Abgebildet sind reprasentative Western
Blots (n=3). (DMEM=Dulbecco’s Modified Eagle Medium, WM=Wachstumsmedium)

AnschlieBend wurden die erzielt Bandenintensitat densitometrisch ausgewertet.

Nachfolgend sind die densitometrischen Messwerte in Abbildung 14 grafisch

dargestellt.
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Abbildung 14: Densitometrische Auswertung der in Abbildung 11 beschriebenen Blots. Die
densitometrische Auswertung erfolgte mit Hilfe des Programms IMAGE QUANT. Die Saulenreihen
a, b und c entsprechen je einem unabhangigen Versuchsansatz (ohne Calcium, DMEM fir 2

Stunden und Wachstumsmedium flr 2 Stunden). Ausgewertet wurden 3 Versuche.

Wie aus der Abbildung 14 ersichtlich, prazipitierte am meisten p120°" gemeinsam
mit E-Cadherin in den Zellen, die in einem calciumfreien Medium kultiviert worden
waren. In den Zellen, die fur 2 Stunden in DMEM kultiviert worden waren, konnte
weniger p120°" prazipitiert werden, als in den Zellen, die die ganze Zeit in
calciumfreiem Medium gewachsen waren. Allerdings war hier auch die
prazipitierte Menge E-Cadherin geringer, zumindest in den Versuchen a und b. Im
dritten Versuch (c) wurde eine gleichmaRige E-Cadherinmenge prazipitiert.
Berucksichtigt man die unterschiedlich starke Signale (Abbildung 13) des
prazipitierten E-Cadherin und gleicht es rechnerisch aus, so kommt man zu dem
Ergebnis, dass in den beiden Saulenreihnen a und b die Menge an co-

prazipitiertem p120°" in den mit DMEM behandelten Zellen grolder war, als in den
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Zellen, die in calciumfreiem Medium oder Wachstumsmedium gewachsen waren.
Die geringste Menge an co-prazipitiertem p120°" lieR sich in den Zellen
nachwiesen, die fur 2 Stunden in Wachstumsmedium kultiviert worden waren.
Obwohl hier die eingesetzte Menge in E-Cadherin hdher war, als bei den Zellen,

die in DMEM inkubiert worden waren (Saulenreihe a und b).

3.4 Phosphorylierung von p120°" an verschiedenen Tyrosin-Resten

Es ist bekannt, dass die Phosphorylierung von Proteinen eine wichtige
Regulationsmoglichkeit biochemischer Prozesse in Zellen darstellt. Die
Phosphorylierung an Tyrosin-Resten wurde in der Vergangenheit mehrfach mit der
Regulation der Stabilitat Cadherin-Catenin-Komplexes in Verbindung gebracht und
in Arbeiten von Reynolds et al. 2004 und Davis et al. 2003 beschrieben. In den
folgenden Versuchen sollte der Frage nachgegangen werden, ob die in der
Pankreaskarzinom-Zelllinie PA-TU 8902 beobachtete vermehrte Bindung von
p120°®" an E-Cadherin in Zellen mit reduziertem Calcium mit einer verdnderten
Phosphorylierung von p120®" an bestimmten Tyrosin-Resten einhergeht. Ein
besonderes Augenmerk galt hierbei den Tyrosin-Resten Y96, Y228, Y280 und
YO1.

Als Ausgangspunkt des Versuches wurden PA-TU 8902 Zellen Uber Nacht in
einem calciumfreien Medium kultiviert. Bei einem Ansatz wurden die Zellen nach
12 Stunden fir 30 Minuten mit DMEM inkubiert, wahrend der andere Ansatz fur 30
Minuten in Wachstumsmedium kultiviert wurde. Zwei weitere Ansatze wurden in
calciumfreiem Medium belassen. Einer davon wurde fir 10 Minuten mit dem
Wachstumsfaktor EGF stimuliert. Anschlieiend erfolgte die Aufarbeitung der

Zellen mit RIPA-Lysispuffer, der mit Phosphatase-Inhibitoren angereichert war.

Es zeigte sich, dass p120°" tatsachlich an drei der getesteten Tyrosin-Reste
phosphoryliert vorliegt: Fur die Tyrosin-Reste Y96, Y228 und Y291 konnte generell
eine Phosphorylierung nachgewiesen werden. Allerdings nicht unter allen
getesteten Bedingungen gleichermal3en; die verschiedenen Tyrosine wiesen
deutliche Unterschiede in ihrem Phosphorylierungsmuster auf und lagen nicht in

allen Versuchsansatzen phosphoryliert vor (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Phosphorylierung von p120°" an verschiedenen Tyrosin-Resten. Nachweis
der phosphorylierten Proteine in 25 yg RIPA-Lysat mit Phosphatase-Inhibition. Es wurden Lysate
aus verschieden behandelten Zellen hergestellt: DMEM ohne Ca®* (Ohne Ca®*), DMEM ohne Ca**
und Stimulation mit EGF fiir 10 Minuten (Ohne Ca** + EGF), DMEM fiir 30 Minuten (DMEM 30
min) und Wachstumsmedium fir 30 Minuten (WM 30 min). Die phosphorylierten Proteine wurden
mit phosphospezifischen Antikorpern detektiert. Die Farbung von p-Aktin dient der
Beladungskontrolle. Abgebildet sind reprasentative Western Blots (p120°"-Py96 und p120°"-Py291
n=3, p120°"-Py228 n=2). (EGF=endothelium growth factor, DMEM=Dulbecco’s Modified Eagle

Medium, WM=Wachstumsmedium)

Der Tyrosin-Rest Y96 war nur in den Lysaten von Zellen, die ohne Calcium
inkubiert wurden, sowie nach Stimulation mit dem Wachstumsfaktor EGF
phosphoryliert. Der Tyrosin-Rest Y228 war hingegen wahrend aller getesteten
Versuchsanordnungen gleichermalden phosphoryliert. Es ist hier auch die fur
p120°" so charakteristische Doppelbande nachweisbar, die bei den ebenfalls

phosphorylierten Tyrosinen Y96 und Y291 nicht zu beobachten war.
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Die  Phosphorylierungsstelle Y291 wies dahingegen lediglich eine
Phosphorylierung in den Zellen auf, die mit DMEM oder Wachstumsmedium
stimuliert worden waren. Die letzte getestete potentielle Phosphorylierungsstelle
betraf den Tyrosin-Rest Y280, wobei sich dort in keinem der verschiedenen
Versuchsansatze eine Phosphorylierung nachweisen liel3 (nicht abgebildet). Als

Kontrolle einer gleichmafigen Beladung diente jeweils der Nachweis von 3—Aktin.

3.4.1 Auswirkungen des Zellwachstums auf die Phosphorylierung von
p120°" an Tyrosin-Rest Y96

Aufbauend auf den Ergebnissen der vorangegangenen Versuche mit
phosphospezifischen Antikérpern sollte nun der Frage nachgegangen werden,
welche Auswirkungen eine unterschiedliche Zelldichte auf die Phosphorylierung
von p120°" in Karzinom-Zellen hat. Dieses Mal galt besonderes Interesse dem
Phosphorylierungszustand des Tyrosin-Rests Y96, da nur dieser auch in Zellen,
die in calciumfreiem Medium inkubiert worden waren, phosphoryliert war. Dies
konnte auf einen Zusammenhang zwischen der Phosphorylierung an Tyrosin Y96

und der Auflésung und Neubildung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes sprechen.

Hierfir wurden PA-TU 8902 Zellen unterschiedlich dicht ausgesat und fur 12
Stunden durch eine Kultivierung in DMEM-Zellkulturmedium synchronisiert.
AnschlieRend wurde eine Zellkulturschale mit Orthovanadat inkubiert, wahrend die
andere unverandert in DMEM Kkultiviert wurde. Orthovanadat verlangsamt die
Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung durch Inhibierung verschiedener
Tyrosinphosphatasen. Nach einer Stunde wurden Zelllysate mit RIPA-Lysispuffer
inklusive mehrerer Phosphatase-Inhibitoren hergestellt.

Hier konnte in den Gesamtproteinlysaten, die nach Inkubation mit Orthovanadat
hergestellt worden waren, eine deutlich stirkere Bande fiir p120°"-Py96
(phosphorylierter p120°"-Tyrosin-Rest Y96) beobachtet werden, als in den
Lysaten nicht-behandelter Zellen. Am auffalligsten war dieser Unterschied in der
Signalstarke nach Inkubation der Zellen mit Orthovanadat, die subkonfluent und
konfluent gewachsen waren. Das Western Blot Signal flr den phosphorylierten

Tyrosin-Rest Y96 in den Zellen mit superkonfluentem Wachstum war bei den
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Lysaten aus nicht-behandelten Zellen von hoherer Intensitat, als jenes bei den mit
Orthovanadat behandelten Zellen, allerdings konnte es sich hierbei um ein

Artefakt im Sinne eines unregelmallig verteilten Farbereagenzes handeln.
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Abbildung 16: Phosphorylierung von p120°" an Tyrosin-Rest Y96. Nachweis des
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phosphorylierten p120™"-Tyrosin-Rests Y96 in 30 pg RIPA-Lysat mit Phosphatase-Inhibition.
Hierfir wurden PA-TU 8902 Zellen unterschiedlich dicht ausgesat und fir 12 Stunden in DMEM
synchronisiert. AnschlieBend wurde eine Halfte der Zellkulturschalen fiir eine Stunde mit
Orthovanadat (OV) behandelt, wahrend die andere Halfte unverandert in DMEM
(DMEM=Dulbecco’s Modified Eagle Medium) kultiviert wurde. Zum Nachweis der p120°"-
Gesamtmenge wurden die Blots mit einem p120°"-spezifischen Antikérper und alkalischen

Phosphatase (AP) Reaktion nachgefarbt. Abgebildet sind reprasentative Westernblots (n=3).

Im Gesamtproteinlysaten der Kontroll-Zellen nahm das Western Blot Signal fur
p120°"—Py96 zu, je groRer die Zelldichte war. Die subkonfluenten und die
konfluenten Zellen zeigten eine schwachere Bande, als die superkonfluenten
Zellen. Diese Zunahme ist in moderaterer Art und Weise auch in der alkalischen
Phosphatase Nachfarbung der Blots mit einem anti-p120°"-Antikérper (Abbildung
16) zu sehen. Hier ist die Bande fur die subkonfluent gewachsenen Zellen
unwesentlich schwacher, als die der Zellen mit groRerer Dichte. Dieses Ergebnis
kann als erneuter Hinweis darauf gewertet werden, dass die Konzentration von
p120°" in superkonfluent gewachsenen Zellen hdher ist, als in weniger dicht
gewachsenen Zellen. Dies ist als Ubereinstimmung mit den in den Vorversuchen
erzielten Ergebnissen zu werten (Abbildung 7). Da die Intensitadtszunahme des
p120°"-Signals schwacher ist, als die Zunahme des Signals fiir den

phosphospezifischen Antikérper p120°"-Py96, kann des Weiteren davon
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ausgegangen werden, dass in Zellen mit groRerer Wachstumsdichte nicht nur
mehr p120°" vorhanden, sondern auch ein hdherer Phosphorylierungsgrad,

zumindest fur den Tyrosin-Rest Y96, vorliegt.

Etwas anders verhalt es sich in den Zellen, die fir eine Stunde mit Orthovanadat
inkubiert worden waren. Hier zeigte sich eine starkere Bande bei den
subkonfluenten Zellen, als bei den Zellen mit groRerer Zelldichte. Bei der
alkalischen Phosphatase Nachfarbung der mit Orthovanadat behandelten Zellen
mit p120®"-spezifischem Antikdrper zeigten sich keine nennenswerten
Unterschiede in der Signalintensitdt zwischen den unterschiedlich dicht

gewachsenen Zellen.

35 Einfluss der kleinen GTPasen Rho und Rac1 auf den E-Cadherin-

Adhasionskomplex

3.5.1 Inhibierung der Rho- und Rac-GTPasen
In den nachfolgenden Versuchen sollten durch den Einsatz spezifischer

Inhibitoren der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor) und der Rac1-GTPase die
Auswirkungen der Inhibiton der Rho-Kinase und von Rac1 auf die Verteilung von
p120°" und E-Cadherin in Pankreas- und Brustkrebszellen naher charakterisiert
werden. Der ROCK-Inhibitor hemmt die Rho-Kinase und sorgt so fur eine
Unterbrechung des Rho-Signaltransduktionsweges. Die Einflisse von Rho auf das

Aktin-Cytoskelett konnen so erfolgreich inhibiert werden.

Hierfar wurden PA-TU 8902 und MCF-7 Zellen zu 60% konfluent ausgesat, bevor
am nachsten Tag ein Medienwechsel vorgenommen wurde. Eine Stunde spater
wurden die ROCK- und Rac1-Inhibitoren hinzugegeben. Die Aufarbeitung mit
NOP-Lysispuffer erfolgte zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Es wurden Zeitraume

von 6 und 12 Stunden nach Zugabe der Inhibitoren untersucht.

Bei der Pankreaskarzinom-Zelllinie PA-TU 8902 waren die Banden fiir p120°" und
E-Cadherin im Gesamtlysat nahezu gleich, egal ob die Zellen fur 6 oder fur 12
Stunden mit dem ROCK-Inhibitor inkubiert worden waren. Genauso verhielt es
sich bei den mit dem Rac1-Inhibitor behandelten Zellen. Es waren auch keine
Unterschiede zwischen den Lysaten unbehandelter Kontroll-Zellen und den
Lysaten der mit ROCK- und Rac1-Inhibitor versetzten Zellen detektierbar.
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Etwas anders verhielt es sich bei der Brustkrebs-Zelllinie MCF-7. Hier zeigte sich,
dass die p120°"-Konzentration nach einer ROCK-Inhibierung, verglichen mit
unbehandelten bzw. mit Rac1-Inhibitor-behandelten Zellen, abnham (Abbildung
17). Hierbei war es jedoch unerheblich, ob der Inhibitor fir 6 oder fir 12 Stunden
einwirken konnte. Fur beide Zeitrdume konnte eine vergleichbare Reduktion der
Bandenintensitat erzielt werden.

Bei und

alkalischen Phosphatase Reaktion liel} sich nachweisen, dass die E-Cadherin-

der Nachfarbung mit einem E-Cadherin-spezifischen Antikdrper

Menge nach Inhibition der Rho-Kinase ebenfalls deutlich verringert war. Eine [3-

Aktin-Farbung zeigte, dass keine Beladungsunterschiede vorlagen.
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Abbildung 17: Inhibierung der kleinen GTPasen Rho und Racl. PA-TU 8902 und MCF-7 Zellen
wurden 6 bzw. 12 Stunden mit Inhibitoren inkubiert und mit NOP-Lysispuffer lysiert. In 20 ug
Proteinlysat wurde p120°" und E-Cadherin durch Western Blots detektiert. Abgebildet sind
reprasentative Blots (n=2). (ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin

substrate 1)

3.5.2 Die Assoziation von p120°" mit E-Cadherin wird durch Rho- und Rac1-

GTPasen beeinflusst
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Nachdem die Auswirkungen einer Inhibierung der kleinen GTPasen Rho und Rac1
auf die zellulare Konzentration von p120°" im Gesamtproteinlysat getestet worden
waren, sollten die Effekte einer solchen Inhibierung auf die Assoziation von p120°"
mit E-Cadherin betrachtet werden. Da in den vorangegangenen Versuchen kein
erkennbarer Unterschied zwischen den Inkubationszeitraumen der Zellen mit
Inhibitoren bestanden hatte, wurde fur die nun folgenden Immunprazipitationen die
12 stiindige Inkubationszeit gewahlt. Aus 500 ug NOP-Lysat wurde p120°"
immunprazipitiert und co-prazipitiertes E-Cadherin mit Hilfe eines Western Blots
detektiert. Ein unspezifischer Antikdrper wurde eingesetzt, um die Spezifitdt des

anti-p120°" Antikérpers zu kontrollieren (Abbildung 18).

Bei den PA-TU 8902 Zellen konnte nach Rac1-Inhibierung die grof3te Menge E-
Cadherin mit p120°" co-prézipitiert werden. Das Signal war deutlich starker, als
jenes der unbehandelten Kontroll-Zellen und auch starker, als das der Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase. Verglichen mit den unbehandelten Kontroll-Zellen
erhdohte auch die Inhibierung der Rho-Kinase die Menge co-prazipitierten E-
Cadherins. Dieser Effekt war jedoch geringer ausgepragt als nach der Inhibierung
von Rac1. Somit erhdhte sowohl die Inhibierung der Rho-Kinase, als auch die von

Rac1 die Menge des E-Cadherin-Adhasionskomplexes.
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Abbildung 18: Analyse der E-Cadherin-p120°"—Interaktion in PA-TU 8902 und MCF-7 Zellen
nach Inhibierung der kleinen GTPasen Rho und Rac1. Mit einem anti—p120°t”—Antik6rper wurde
aus 500 ug NOP-Proteinlysat p120°" prazipitiert und assoziiertes E-Cadherin durch Western Blots
nachgewiesen. Zur Kontrolle wurde p120°" nachgefarbt. Zum Nachweis der Spezifitdt des anti-
p120°"—Antikdrpers wurde die Immunprézipitation zusatzlich mit einem unspezifischer Antikdrper
(AK) durchgefiihrt. Abgebildet sind reprasentative Blots (PA-TU 8902 n=4, MCF-7 n=3).

(ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)

Die Immunprazipitation mit dem unspezifischen Antikdrper ergibt nur ein sehr
schwaches Signal fur E-Cadherin, das als nicht-spezifischer Hintergrund
betrachtet werden muss. Als Kontrolle der erfolgreichen Prazipitation wurde das
prazipiterte p120®" nachgefarbt. Auch hier ergab sich durch die
Immunprazipitation mit dem unspezifischen Antikérper nur eine schwache Bande
fur p120°™,

Bei der MCF-7 Zelllinie war das schwachste E-Cadherin-Signal bei den Lysaten
unbehandelter Kontroll-Zellen zu finden, verglichen mit Lysaten aus Zellen nach
Inhibierung der kleinen GTPasen Rho und Rac1 (Abbildung 18). Zwischen der
Inhibierung der Rho-Kinase und von Rac1 zeigte sich dahingegen kein
Unterschied in der Signalintensitat fur E-Cadherin. Die Nachfarbung mit einem
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p120°"—spezifischen Antikdrper und alkalischer Phosphatase Reaktion diente dem

Nachweis einer erfolgreichen Immunprazipitation.

3.5.3 Einfluss von Rho und Racl auf die Cytoskelett-Assoziation von E-
Cadherin

Triton X-100 I6st die Zellmembranen auf, wodurch Proteine in verschiedene
Fraktionen getrennt werden konnen. Die Triton X-100-l6sliche Fraktion enthalt
Proteine, die sich frei im Cytosol befinden, sowie Membranproteine, die nicht an
das Cytoskelett gebunden sind. Die Triton X-100-unldsliche Fraktion beinhaltet
dahingegen Proteine, die mit dem Cytoskelett assoziiert sind, sowie grof3e Protein-
Komplexe. Durch die Aufarbeitung der mit Rho- und Rac1-Inhibitor behandelten
MCF-7 Zellen mit einem Triton X-100 enthaltenden Lysispuffer konnte eine
unterschiedliche zellulare E-Cadherin-Verteilung in den mit Inhibitoren

behandelten Zellen gezeigt werden (Abbildung 19).

MCF-7
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Abbildung 19: E-Cadherin-Verteilung nach Triton X-100-Fraktionierung in MCF-7 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Applikation des Rho-Kinase Inhibitors (ROCK-
Inhibitor), sowie des Rac1-Inhibitors (Rac1-Inhibitor) wurden die Zellen mit einem Triton-X-100
enthaltenden Lysispuffer aufgearbeitet. Durch die anschlielende Zentrifugation wurden die Lysate
in eine Triton X-100-I6sliche und eine Triton X-100-unldsliche Fraktion getrennt. Mittels Western
Blots wurde E-Cadherin und p120Ctn nachgewiesen. Der Nachweis von f-Aktin diente der
Beladungskontrolle. Abgebildet sind reprasentative Blots (n=4). (ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor,
Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)
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Die Zellen wurden fir diesen Versuch mit einer Konfluenz von 60% ausgesat und
fur 24 Stunden belassen. Danach wurden sie fur 12 Stunden mit den Inhibitoren
inkubiert und lysiert. In der Triton X-100-l6slichen Fraktion war die E-Cadherin-
Konzentration in den mit Inhibitoren behandelten Zellen hoéher, als in den
unbehandelten Kontroll-Zellen. Hierbei fihrte die Inhibierung der Rho-Kinase zu

einer starkeren Zunahme der E-Cadherin-Konzentration als die Rac1-Inhibierung.

In der Triton X-100-unlGslichen Fraktion zeigte sich eine inverse E-
Cadherinverteilung. Obwohl die erzielten Unterschiede in der Signalstarke nicht
sehr ausgepragt waren und es nur kleine Unterschiede gab, ist doch erkennbar,
dass die E-Cadherin-Bande bei den unbehandelten Kontroll-Zellen die starkste
war und das Signal fur E-Cadherin in den Zellen nach Inhibierung der Rho-Kinase
und Rac1 eine etwas geringere Intensitat hatte. Somit war die E-Cadherin-
Gesamtmenge, trotz einer unterschiedlichen komplementaren Verteilung,
konstant. Insgesamt wiesen die Signale fur E-Cadherin bei gleicher
Belichtungszeit der Filme, in der Triton X-100-unléslichen Fraktion eine geringere
Intensitat auf, als jene der Triton X-100-I6slichen Fraktion. Diese Verteilung weist
darauf hin, dass nach Inhibition der Rho-Kinase oder von Rac1 E-Cadherin vom

Cytosklett dissoziiert.

Mit einem p120°"—spezifischen Antikdrper wurde nun p120°" analysiert. Hierbei
konnten weder in der Triton X-100-I6slichen noch in der Triton X-100-unldslichen
Fraktion Unterschiede in der Signalintensitat zwischen den mit Inhibitoren
behandelten Zellen und den unbehandelten Kontroll-Zellen gezeigt werden. Es fiel
lediglich auf, dass die Signalintensitat fiir p120°" bei gleicher Belichtungszeit der
Filme in der der Triton X-100-unldsliche Fraktion insgesamt starker war, als in der
Triton X-100-I6slichen Fraktion (Abbildung 19).

Der Nachweis einer gleichmaRigen Gelbeladung erfolgte durch die Nachfarbung
mit einem B-Aktin-spezifischen Antikorper und alkalischer Phosphatase Reaktion
(Abbildung 19). Obwohl keine Unterschiede zwischen den mit Inhibitor
behandelten Zellen und den unbehandelten Kontroll-Zellen bestanden, gilt es zu
berticksichtigen, dass die kleinen GTPasen Rho und Rac1 auch das Cytoskelett-

Protein B-Aktin beeinflussen kdnnen.
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Abbildung 20: E-Cadherin Verteilung nach Triton X-100-Fraktionierung in PA-TU 8902 Zellen
nach Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Applikation des Rho-Kinase Inhibitors
(ROCK-Inhibitor), sowie des Rac1-Inhibitors (Rac1-Inhibitor) wurden die Zellen mit einem Triton X-
100 enthaltenden Lysispuffer aufgearbeitet. Mittels Western Blots wurde E-Cadherin und p120°"
nachgewiesen. Der Nachweis (-Aktin diente der Beladungskontrolle. Abgebildet sind
reprasentative Blots (n=4). (ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin

substrate 1)

Wahrend bei den MCF-7 Zellen eine Abnahme der E-Cadherin-Konzentration in
der Triton X-100-unléslichen Fraktion nach Inhibition der Rho-Kinase oder von
Rac1 gezeigt werden konnte, waren solche Unterschiede bei den PA-TU 8902
Zellen weder innerhalb der Triton X-100-I6slichen noch in der Triton X-100-
unloslichen Fraktion zu beobachten. Die Signalintensitat der Zellen nach
Inhibierung von Rho und Rac1 unterschied sich nicht von der, unbehandelter
Kontroll-Zellen (Abbildung 20).
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3.5.4 E-Cadherin-Verteilung nach einer 48-stundigen Inhibierung der
kleinen GTPasen Rho und Racl

Es stellte sich daraufhin die Frage, ob eine 48-stindige Inkubierung der Zellen mit
dem ROCK- und Rac1-Inhibitor deutlichere Unterschiede auf die E-Cadherin-
Konzentration oder —Verteilung haben wurde. Hierfur wurde die bereits oben
beschriebene Versuchsanordnung gewabhlt, die Zellen aber fur jeweils 48 Stunden
mit Inhibitoren inkubiert. In regelmaligen Abstanden, sowie vor der Aufarbeitung
mit dem Triton X-100-Puffer wurde die Zellmorphologie mikroskopisch kontrolliert,
um auszuschliellen, dass sich aufgrund toxischer Wirkung der Inhibitoren die

Zellen veranderten.
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Abbildung 21: E-Cadherin-Verteilung nach Triton X-100-Fraktionierung in MCF-7 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Applikation des Rho-Kinase Inhibitors (ROCK-
Inhibitor), sowie des Rac1-Inhibitors (Rac1-Inhibitor) fir 48 Stunden wurden die Zellen mit einem
Triton X-100 enthaltenden Lysispuffer aufgearbeitet. Mittels Western Blots wurde E-Cadherin und
p120°" nachgewiesen. Der Nachweis von B-Aktin diente der Beladungskontrolle. Abgebildet sind
reprasentative Blots (n=2). (ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin

substrate 1)
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Abbildung 21: E-Cadherin Verteilung nach Triton X-100-Fraktionierung in PA-TU 8902 Zellen
nach Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Applikation des Rho-Kinase Inhibitors
(ROCK-Inhibitor), sowie des Rac1-Inhibitors (Rac1-Inhibitor) flir 48 Stunden wurden die Zellen mit
einem Triton X-100 enthaltenden Lysispuffer aufgearbeitet. Mittels Western Blots wurde E-
Cadherin und p120°" nachgewiesen. Der Nachweis von und p-Aktin diente der Beladungskontrolle.
Abgebildet sind reprasentative Blots (n=2). (ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3
botulinum toxin substrate 1)

Auch bei verlangerter Inkubationszeit der Inhibitoren konnten in der Triton X-100-
|6slichen bzw. in der -unldslichen Fraktion beider Zelllinien keine Veranderung der
E-Cadherin-Konzentration im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Zellen
beobachtet werden. Das Signal fur E-Cadherin in den unbehandelten Kontroll-
Zellen war bei den MCF-7 Zellen zwar etwas schwacher, als jenes der Zellen nach
Inhibitor-Applikation, aber die Nachfarbung von (-Aktin ergab bei den
unbehandelten MCF-7 Kontroll-Zellen ebenfalls ein schwacheres Signal, so dass
dieser leichte Unterschied in der Signalstarke entweder von einem geringeren
Lysateinsatz bei den Kontroll-Zellen herrihren konnte, oder aber ein Hinweis
darauf ist, dass eine Inhibierung der kleinen GTPasen auch die Konzentration das
Cytoskelett-Proteins 3-Aktin beeinflusst (Abbildung 21). Eine Verstarkung der
Effekte, die durch die 12-stindige Inhibierung der Rho-Kinase und von Rac1
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hervorgerufen worden waren, konnte weder bei den MCF-7, noch bei den PA-TU
8902 Zellen beobachtet werden.

3.5.5 Immunlokalisation von E-Cadherin, p120°", B-Catenin und B-Aktin in
MCF-7 Zellen nach Inhibierung der kleinen GTPasen Rho und Racl

Als nachstes sollten nun mit Hilfe der Immunfluoreszenz untersucht werden, ob
sich die Morphologie der Zellen, oder die Lokalisation der Hauptbestandteile des
E-Cadherin-Catenin-Komplexes verandert, wenn die kleinen GTPasen Rho und
Rac1 inhibiert werden. Hierzu wurden die Karzinom-Zelllinien MCF-7 und PA-TU
8902 auf Deckglasern ausgesat. Nach 24 Stunden wurde ein Medienwechsel
vorgenommen. Eine Stunde spater erfolgte die Zugabe des ROCK- oder des
Rac1-Inhibitors fur 12 Stunden.

In den MCF-7 Zellen war zu erkennen (Abbildung 23), dass die Zellen, die mit
Inhibitoren behandelt worden waren, im Vergleich mit den unbehandelten Kontroll-
Zellen, weniger strukturiert gewachsen waren. Zeigten die Kontroll-Zellen
(Abbildung 6) gut polarisierte und differenzierte Zellen mit scharf begrenzten
Arealen der Zell-Zell-Adhasion, war dies bei den Zellen nach Inhibierung der Rho-
Kinase oder von Rac1 nicht mehr der Fall. Dies war besonders gut bei der
Immunlokalisation von p120°" nach ROCK-Inhibierung erkennbar. In den
unbehandelten Kontroll-Zellen war p120Ctn vor allem in der Zellmembran,
besonders in Bereichen der Zell-Zell-Kontakte. In den Zellen nach Hinzugabe der
Inhibitoren war p120°" nicht mehr als scharfe Linie im Bereich der Zellmembran
sichtbar. Dieses ist unter anderem durch eine erhdhte Menge intrazellularem
p120°" zu erkldren, so dass p120°" in den mit Inhibitor behandelten Zellen
eventuell an intrazellulare Proteine gebunden vorliegt. Die Zellen wiesen
aullerdem eine geringere Diffenzierung bzw. Polaritat auf, was sich in den
unscharf begrenzten Zell-Zell-Kontakten und unregelmafigeren Zellformen
erkennen lasst. Die Rac1-Inhibierung fuhrte zu ahnlichen Effekten, die aber
geringer ausgepragt waren als diese nach Inhibierung der Rho-Kinase (Abbildung
23).
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Abbildung 23: Immunfluoreszenz-Lokalisation von p120°" in MCF-7 Zellen nach
Inhibierungder Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit Methanol-Aceton
fixiert, bevor p120°" immunhistochemisch detektiert wurde. Die Aufnahmen wurden jeweils mit
einem 63x-Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-
Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)

Ahnlich verhielt es sich bei der Immunlokalisation von E-Cadherin. In den
unbehandelten Kontroll-Zellen war das E-Cadherin-Signal als scharfe Linie an der
Zellmembran zu beobachten, auch hier konnte ein Einfluss der Inhibierung der
Rho-Kinase und von Rac1 beobachtet werden. Im Vergleich mit den

unbehandelten Kontroll-Zellen wirkten die Bereiche der Zell-Zell-Adhasion
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verwischt, was auf eine verringerte Zellpolaritat hinweist. Aulierdem zeigten sich
Unterschiede in der Signalintensitat: Bei den mit ROCK-Inhibitor behandelten
Zellen farbte sich E-Cadherin reproduzierbar schwacher an, als in den Zellen nach
Inhibierung von Rac1 oder in den unbehandelten Kontroll-Zellen (Abbildung 24).
Der Zellrasen der mit Rac1-Inhibitor behandelten Zellen zeigte auRerdem zellfreie
Areale, was auf eine geringere Proliferation oder erhdhte Apoptose der Zellen
schlieen lasst.

Die beschriebenen Veranderungen nach Applikation der Inhibitoren sind nicht
durch unterschiedliche Zellzahlen bei der Aussaat zu begrinden, da genau
gleiche Zellzahlen ausplatiert wurden und zu Beginn der Inkubation mit Inhibitoren

die Zelldichte kontrolliert wurde.
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Abbildung 24: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin in MCF-7 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit Methanol-Aceton
fixiert, bevor E-Cadherin immunhistochemisch detektiert wurde. Die Aufnahmen wurden jeweils mit
einem 63x-Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-
Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)

In den unbehandelten Kontroll-Zellen war p-Catenin vornehmlich als scharf
begrenzte Linie an der Zellmembran lokalisiert und befand sich damit genau wie
p120°" und E-Cadherin, im Bereich der Zell-Zell-Kontakte (Abbildung 25). Es war

zu beobachten, dass das Signal fur B-Catenin insgesamt schwacher war, wenn die
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Zellen mit dem ROCK-Inhibitor behandelt worden waren. Es ergab sich fir (-
Catenin, im Vergleich zu den unbehandelten Kontroll-Zellen, auch keine scharfe
Anfarbung im Bereich der Zell-Zell-Kontakte, sondern es fanden sich Areale, in
denen kein Signal an der Zellmembran erkennbar war (grof3er Pfeil). Dies war, in
abgemilderter Art und Weise, auch in den Zellen in denen Rac1 inhibiert worden
war, erkennbar. Hier waren die Unterschiede, im Vergleich mit den unbehandelten
Kontroll-Zellen zwar nicht so ausgepragt, aber dennoch erkennbar: p-Catenin
farbte sich nicht scharf begrenzt im Bereich der Zell-Zell-Grenzen an. Sowohl bei
den unbehandelten Kontroll-Zellen, als auch bei den mit Inhibitoren behandelten
Zellen konnte in einigen Zellen zusatzlich zur Anfarbung in Bereichen der Zell-Zell-
Adhasion auch ein intrazelluldres [-Catenin-Signal beobachtet werden (kleine
Pfeile).
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Abbildung 25: Immunfluoreszenz-Lokalisation von f-Catenin in MCF-7 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (Rock-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit Methanol-Aceton
fixiert, bevor B-Catenin immunhistochemisch detektiert wurde. Die Aufnahmen wurden jeweils mit
einem 63x-Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-
Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)

Aktin wurde mit Hilfe des Alkaloids Phalloidin gefarbt, das vor allem an
filamentdses Aktin bindet. Diese waren in den unbehandelten Kontroll-Zellen als
intrazellulare Filamente erkennbar, die die Zellen durchzogen. Es zeigte sich

jedoch auch ein schwacheres Signal unterhalb der Zellmembran, dass das

66



ERGEBNISSE

sogenannte subkortikale Aktin darstellt. Bei den mit Rho-Kinase- oder Rac1-
Inhibitor behandelten Zellen ergab sich dahingegen ein anderes Bild (Abbildung
26). Aktin war nicht mehr als deutlich abgrenzbares intrazellulares Filament
erkennbar, wahrend das subkortikales Aktin und eine diffuse intrazellulares Signal

zunahm.

B-Aktin

ROCK-Inhibitor

Rac1-Inhibitor

Kontrolle

Abbildung 26: Immunfluoreszenz-Lokalisation von B-Aktin in MCF-7 Zellen nach Inhibierung
der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibierung) und von
Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen, mit Paraformaldehyd in PBS
fixiert, sowie mit Triton X-100 permeabilisiert. Aktin-Filamente wurden unter Verwendung von
Texas-Red-gekoppeltem Phalloidin angefarbt. Die Aufnahmen wurden jeweils mit einem 63x-
Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor,
Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)
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3.5.6 Immunfluoreszenz-Untersuchung nach Inhibierung der kleinen
GTPasen Rho und Racl in PA-TU 8902

In der Immunfluoreszenz-Untersuchung der MCF-7 Zellen zeigte sich eine
geringfiigige Anderung in der Lokalisation der beiden Proteine E-Cadherin und
p120°" nach Inhibierung von Rho und Rac1. Es sollte nun in den PA-TU 8902
Zellen geklart werden, ob dieses auch fur sie zutrifft.

Zunachst fiel eine unterschiedliche Morphologie der beiden Zelllinien auf. Die
MCF-7 Zellen hefteten sich gut ab und wuchsen als einschichtiger Zell-Monolayer
in einer Ebene. Dadurch ergaben sich deutlich abgrenzbare Arealen der Zell-Zell-
Grenzen, die gut in einer Immunlokalisation von Proteinen der Zell-Zell-Adhasion
angefarbt werden konnten. PA-TU 8902 Zellen zeigten dahingegen ein anderes
Wachstumsverhalten in der Zellkultur. Sie hefteten sich weniger gut ab, zeigten
einen rundlichen Phanotyp und wuchsen nicht als Monolayer, sondern innerhalb
einer Kolonie, die in der Mitte mehrschichtig war. Das bedeutete, dass sich hier
die Bereiche der Zell-Membran weniger scharf abgrenzen lieken und die dort
befindlichen Proteine der Zell-Zell-Adhasion nicht eindeutig lokalisiert werden
konnten (Abbildung 6).

In den unbehandelten Kontroll-Zellen war p120°" vor allem in der Zellmembran
und in Bereichen der Zell-Zell-Kontakte lokalisiert. Nach Inhibierung der kleinen
GTPasen ergaben sich geringe Unterschiede in der Lokalisation von p120°". In
den Zellen nach ROCK-Inhibierung erschien das p120°"-Signal starker zu sein,
wobei es auch Areale gibt, in denen die Zellen gar kein p120°"-Signal im
Bereichen der Zell-Zell-Adhasion erkennen lielien (groRe Pfeile). Des Weiteren
gab es Zellen, die eine vermehrte intrazellulare Anhaufung des Proteins zeigten
(kleiner Pfeil).

Nach Inhibierung von Rac1 war p120°" nicht in allen gezeigten Zellen als scharfe
Linie in Bereichen der Zell-Zell-Adhasion zu sehen sondern in manchen Zellen gar
nicht (grolRer Pfeil) oder als unscharfes intrazellulares Signal (kleiner Pfeil)
(Abbildung 27). Dies kann zum einen durch das mehrschichtige Wachstum der

PA-TU 8902 Zellen erklart werden, die nicht nur in einer Ebene wachsen. Eine
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andere Erklarungsmaoglichkeit ware, dass in den Zellen nach Inhibierung von Ra1lc
p120°" eine Veranderung seiner Immunlokalisation erfahrt und nicht mehr nur in

Bereichen der Zell-Zell-Adhasion zu finden ist.

In den unbehandelten Kontroll-Zellen war das E-Cadherin-Signal als scharfe Linie
an der Zellmembran erkennbar. In den mit ROCK-Inhibitor behandelten Zellen
zeigte die Immunlokalisation von E-Cadherin im Vergleich mit den unverandert
gewachsenen Kontroll-Zellen ein ungeordneteres Zellwachstum mit gréferen und
unregelmaligeren Zellen. Die Lokalisation von E-Cadherin schien dahingegen
unverandert in Bereichen der Zell-Zell-Adhasion zu sein. Die Immunlokalisation
von E-Cadherin in den Zellen nach Inhibierung von Rac1 zeigte keine
Unterschiede im Vergleich mit den unbehandelten Kontroll-Zellen (Abbildung 28).
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Abbildung 27: Immunfluoreszenz-Lokalisation von p120°" in PA-TU 8902 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit Methanol-Aceton
fixiert, bevor p120®" immunhistochemisch detektiert wurde. Die Aufnahmen wurden jeweils mit
einem 63x-Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-
Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)
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Abbildung 28: Immunfluoreszenz-Lokalisation von E-Cadherin in PA-TU 8902 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit Methanol-Aceton
fixiert, bevor E-Cadherin immunhistochemisch detektiert wurde. Die Aufnahmen wurden jeweils mit
einem 63x-Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-
Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)

Sowohl bei den unbehandelten Kontroll-Zellen, als auch bei den Zellen, die mit
Inhibitoren behandelt worden waren, befand sich p-Catenin Uberwiegend als

scharf begrenzte Linie an der Zellmembran und somit im Bereich der

interzellularen Adhasionskomplexe (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Immunfluoreszenz-Lokalisation von B-Catenin in PA-TU 8902 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit Methanol-Aceton
fixiert bevor B-Catenin immunhistochemisch detektiert wurde. Die Aufnahmen wurden jeweils mit
einem 63x Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2). (ROCK=Rho-
Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)

Aktin war in den unbehandelten Kontroll-Zellen als deutliches intrazellulares und
subkortikales Signal erkennbar. Die Aktin-Stress-Fasern durchziehen die ganze
Zelle. Nach Inhibierung der Rho-Kinase oder von Rac1 wachsen die Zellen
ungeordneter und das klar strukturierte Netzwerk aus Aktin-Fasern ist

aufgehoben. Es ist nur noch ein diffuses Signal innerhalb der Zellen erkennbar.
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Auch das Signal in Bereichen der Zell-Zell-Kontakte hat an Intensitat verloren
(Abbildungen 30).

PA-TU 8902

B—Aktin
ROCK-Inhibitor

Racl-Inhibitor

Kontrolle

Abbildung 30: Immunfluoreszenz-Lokalisation von B-Aktin in PA-TU 8902 Zellen nach
Inhibierung der Rho-Kinase und von Racl. Nach Inhibierung der Rho-Kinase (ROCK-Inhibitor)
und von Rac1 (Rac1-Inhibitor) durch spezifische Inhibitoren wurden die Zellen mit
Paraformaldehyd in PBS fixiert, sowie mit Triton X-100 permeabilisiert. Aktin-Filamente wurden
unter Verwendung von Texas-Red-gekoppeltem Phalloidin angefarbt. Die Aufnahmen wurden
jeweils mit einem 63x Objektiv gemacht. Abgebildet sind reprasentative Aufnahmen (n=2).
(ROCK=Rho-Kinase-Inhibitor, Rac1=ras-relatet C3 botulinum toxin substrate 1)
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4 Diskussion

Es ist seit langem bekannt, dass invasiv wachsende Krebszellen eine reduzierte
Zell-Zell-Adhasion aufweisen. Besonders eine verminderte E-Cadherin-vermittelte
Zell-Zell-Adhasion konnte mit invasivem Wachstum und erhdhter metastatischer
Potenz von Tumorzellen in Verbindung gebracht werden [55, 57]. Zur Entstehung
von Metastasen mussen sich Krebszellen vom Primartumor ablésen und in das
umliegende Gewebe einwandern. Von dort aus konnen sie in den Blutkreislauf
gelangen, sich in entfernten Geweben ablagern und dort zur Ausbildung von
Metastasen flhren [13, 24].

4.1. Die zellulare p120°"-Konentration nimmt in MCF-7, MDA-MB 468
und PA-TU 8902 mit der Wachstumsdichte der Zellen zu

Seit einigen Jahren wird nun die Relevanz eines weiteren Proteins des E-
Cadherin-Catenin-Komplexes fur die Entstehung eines invasiven Phenotyps
diskutiert. Dieses Protein, p120Ct”, gehort zur Subfamilie von Proteinen mit
Armadillo-Domane und wurde urspringlich als Substrat der Proteinkinase Src
identifiziert [42]. Sowohl epitheliale, als auch mesenchymale Zellen exprimieren
unterschiedliche Isoformen in einem charakteristischen Verteilungsmuster. Uber
eine mogliche Regulation des Proteins ist noch wenig bekannt. Um den Einfluss
von p120°" in epithelialen Tumoren zu ermitteln, wurden in dieser Arbeit zunéchst
Zellen mit unterschiedlicher Wachstumsdichte auf ihren Gehalt an p120°" und
weiteren Bestandteilen des E-Cadherin-Catenin-Komplexes untersucht. Hierbei

kamen verschiedene Zelllinien aus Pankreas- und Brustkarzinomen zum Einsatz.

In den Brustkrebs-Zelllinien MCF-7und MDA-MB-468 und der Pankreas-Zelllinien
PA-TU 8902 ist die zelluldre p120°"-Konzentration in den Zellen mit groRerer
Zelldichte deutlich erhoht, wahrend die zellulare E-Cadherin-Konzentration nur
eine moderate Zunahme erkennen lie3. Mit Hilfe von Co-Immunprazipitation liel3
sich zeigen, dass in der Folge die zellulare Menge des E-Cadherin-p120°"-
Komplexes mit wachsender Zelldichte zunahm. Dies schlagt sich auch in einer

leicht erhohten Konzentration an E-Cadherin und den anderen Cateninen in Zellen
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mit dichterem Wachstum nieder. Diese Zunahme war jedoch weitaus schwacher,

als jene von p120°™".

Grosheva et al. konnten mit Uberexpressionversuchen zeigen, dass in Geweben
mit hoher Zelldichte die Bindungsmdglichkeiten von p120°" an E-Cadherin
abgesattigt sind und es nicht zu einer vermehrten p120°"-E-Cadherin-Bindung
kommt. Entgegen diesen Beobachtungen konnte in der vorliegenden Arbeit aber
eine Zunahme des mit E-Cadherin co-prazipitierten p120°™" in den Zellen mit hoher
Zelldichte nachgewiesen werden. Es ist also in den untersuchten Karzinom-
Zelllinien nicht nur mehr p120°" vorhanden, es liegt auch verstarkt an E-Cadherin
gebunden vor [22]. Die Daten legen den Schluss nahe, dass in den hier
untersuchen Zellen nicht alle membranaren E-Cadherin-Molekile bzw. E-
Cadherin-Catein-Komplexe p120°" aufwiesen. Grosheva et al. erzielten diese
Ergebnisse durch Uberexpression von p120°" in Fibroblasten und epithelialen
Zellen aus Kanninchen und Hamster. Dies fuhrt, verglichen mit einer endogenen
p120°"-Konzentration, zu einer deutlichen hdheren p120°"-Menge in diesen

Zellen, was die Differenzen erklaren konnte.

Aus den Arbeiten von Anastasiadis et al. ist bekannt, dass eine Uberexpression
von p120°" deutliche Auswirkungen auf die Zell-Morphologie und -Motiliat hat [3].
Es entsteht ein branching-Phenotyp, der durch lange Fortsatze und Lamellopodien
vor allem in Fibroblasten, aber auch in epithelialen Zellen gekennzeichnet ist. In
der vorliegenden Arbeit konnte keine Veranderung der Zellmorphologie
beobachtet werden, obwohl die Konzentration von p120°" in den dichter
gewachsenen Zellen zunahm und daher auch von einer erhdhten intrazellularen
p120°"-Konzentration ausgegangen werden kann. Allerdings wurden im Laufe
dieser Arbeit auch keine Versuche mit Uberexpression bestimmter Proteine

gemacht.

Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden, dass sich zusatzlich zu der
vermehrten Bindung an E-Cadherin, auch eine erhohte cytoplasmatische und
nukledre p120°"-Lokalisation ergibt. Es sollte auch die Mdglichkeit in Betracht
gezogen werden, dass jenes p120°", das vermehrt vorhanden ist, nicht so stabil

an E-Cadherin gebunden ist.
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In epithelialem Gewebe liegt der groRte Anteil p120°" an E-Cadherin gebunden
und membranstandig vor. Diese Bindung ermdglicht oder verstarkt das laterale
Cadherin-Clustering. Darunter versteht man die Aneinanderlagerung mehrer
nebeneinander lokalisierter E-Cadherine der selben Zelle, die die Grundlage einer
stabilen Zell-Zell-Adhasion darstellen [3, 52, 64]. Desweiteren reguliert p120°" den
Cadherin-Turnovers an der Zell-Oberflache, in dem es die Endocytose und
Degradation von E-Cadherin moduliert. Durch Bindung von p120°" an E-Cadherin
wird der endocytotische Abbau von E-Cadherin verringert. DarUber hinaus ist
bekannt, dass endocytierte E-Cadherin-p120°"-Komplexe vermehrt recycled
werden, also an die Zellmebran zurtcktransprotiert und nicht lysosomal degradiert
werden. Dies schlégt sich in einer deutlich erhdhten Halbwertszeit der an p120°"-
gebundenen E-Cadherine nieder [12, 25, 28, 61].

Laut dem von Anastasiadis et al. entworfenen Model der p120°"-E-Cadherin-
vermittelten Zell-Zell-Adhasion |auft diese Adhasion in mehreren Stufen ab.
Zunachst sind an der Plasmamembran E-Cadherin-Monomere vorhanden, die
nicht mit den Aktin-Cytoskelett assoziiert sind. Wahrend der Stufe | formieren sich
laterale E-Cadherin-cis-Dimere, bevor in der Stufe Il adhasive trans-Dimere
zwischen den Cadherinen benachbarter Zellen entstehen. Durch die Bindung von
p120°" an diese adhasiven Dimere wird schlieflich das E-Cadherine-clustering
bewirkt (Stufe IllI). Die Stufe IV dient der Quervernetzung mit dem Aktin-
Cytoskelett [3]. In Ubereinstimmung mit diesem Model kénnte die Zunahme der
zelluldren p120°"-Konzentration in Zellen mit hoher Zelldichte, sowie die Zunahme
des mit E-Cadherin co-prazipitierten p120°" also daran liegen, dass sich in Zellen
mit dichtem Zellrasen die Stufe Il der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhasion
vollzient und sich E-Cadherin-cluster, also stabile ,Reisverschluss-ahnliche

adherens junctions” bilden.

4.2 Beeinflussung von p120°" durch extrazellulares Calcium

Fir die Aufrechterhaltung der sekundaren und tertiaren Struktur bendtigen E-
Cadherin Calcium. Daruber hinaus wirkt Calcium protektiv gegen proteolytische
Degradation und ist notwendig fur Proteinstabilitat der E-Cadherine [30, 40]. Der

Entzug von Calcium ermoglicht dadurch den Abbau durch Proteasen. Der E-
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Cadherin-Komplex [6st sich auf, die E-Cadherin vermittelte Zell-Zell-Adhasion
nimmt ab und E-Cadherin wird internalisiert. Im Cytoplasma wird E-Cadherin
proteolytisch abgebaut oder zurlick an die Plasmamembran transportiert [28, 52,
54, 61]. Internalisiertes E-Cadherin kann an die Zellmembran zurtickkehren, wenn
p120°" an endocytiertes E-Cadherin gebunden ist [12, 43, 62]. p120°" dissoziiert
wahrend dieses Prozesses ab und kann im Cytosol oder im Kern vorliegen. E-
Cadherin kann, so effektiv wie kein anderes Molekiil, p120°" an die Zellmembran

rekrutieren [60].

Der Vergleich der p120°"-Konzentrationen bzw. der E-Cadherin-p120°"—
Interaktionen in Zellen, die ohne extrazellulares Calcium, in DMEM oder in
Wachstumsmedium kultiviert wurden, ergab, dass die Gesamtkonzentration von
p120°" dadurch nicht wesentlich veréndert wurde. In dem analysierten Zeitraum
von 12 - 48 Stunden fuhrte ein Entzug von Calcium nicht zur Degradation
wesentlichen Mengen E-Cadherin oder p120°®" in den untersuchten Pankreas-

bzw. Brustkarzinom-Zellen.

Zur Analyse der Menge von E-Cadherin-assoziiertem p120°" wurde
densitometrisch und rechnerisch die p120°"-Menge auf gleiche Mengen an
eingesetztem E-Cadherin normalisiert. Dabei wurde klar, dass am wenigsten
p120°" gemeinsam mit E-Cadherin in den Zellen co-prazipitierte, die in
Wachstumsmedium kultiviert worden waren, aber die groite p120°"-Menge in den
Zellen nachzuweisen war, die in DMEM gewachsen waren. Die Menge an p120°",
welche aus den Zellen zu prazipitieren war, die die ganze Zeit in calciumfreiem
Medium belassen worden waren, belegte einen mittleren Platz. Die co-prazipitierte
p120°"-Menge war in den Zellen am geringsten, die nach Calcium-Entzug in

Wachstumsmedium kultiviert worden waren (Abbildung 14).

Die Analyse der Menge des E-Cadherin-assoziierten p120°" legt nahe, dass mit
zunehmender  Zelldichte mehr  E-Cadherin-p120°"-Komplexe in  den
Zellmembranen zu finden waren. MCF-7 und PA-TU 8902 Zellen, die in DMEM
kultiviert worden waren wiesen ebenfalls hdhere Mengen co-prazipitierbarer E-
Cadherin-p120°"-Komplexe auf, als Zellen die in Wachstumsmedium oder ohne

Calcium gewachsen waren. Die erhohte Menge E-Cadherin-p120®"-Komplexe
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korreliert mit den Differenzierungszustanden der Zellen in DMEM, also einer
starkeren Polarisierung und einer regelmalligeren Zellform. Wahrend Zellen, die in
Wachstumsmedium  kultiviert worden waren, weniger E-Cadherin-p120°"-

Komplexen aufweisen und eine Korrelation mit der Proliferation zeigen.

Calcium-Entzug bewirkt die Auflosung der trans-Bindung von E-Cadherin. Es
findet aber intrazellulér keine Dissoziation der p120°"-E-Cadherin-Bindung statt.
Passend zu diesen Beobachtung fanden Ivanov et al., dass E-Cadherin-Catenin-
Komplexe inclusive p120°" durch einen extrazelluldren Calcium-Entzug
internalisiert werden. Dies wurde Clathrin-abhangigen  Mechanismen
zugeschrieben und soll auch fur die Ruckkehr des Komplexes an die Plasma-
Membran bei normalisiertem extrazellularem Calcium-Angebot verantwortlich sein
[29].

Die Stimulation mit Wachstumsmedium bewirkt eine Proliferation der Zellen.
Hierbei werden Zell-Zell-Kontakte kurzeitig aufgelost, um Zellteilungen zu
ermoglichen. Dies erklart die Abnahme des zu co-prézipitierenden p120°" in
diesen Zellen, im Vergleich zu den anderen Co-Immunprazipitationen. Wie der
Proteinnachweis im Gesamtlysat zeigte, ist nicht weniger p120°®" in den Zellen
nach Kultivierung in Wachstumsmedium vorhanden — es ist lediglich weniger an E-
Cadherin gebunden. Andererseits kdnnte dieses Phanomen auch ein Hinweis
darauf sein, dass Proliferation und die damit verbundene Auflésung von Zell-Zell-
Kontakten eine Metastasierung von Tumoren begunstigt. Da ein geringerer Anteil
von an E-Cadherin gebundenem p120°" sich auch auf die Starke der

interzellularen Adhasion auswirkt.

Der Entzug von Calcium beeinflusst neben E-Cadherin auch p120°"; dieses
Protein gelangt durch die Internalisierung von E-Cadherin ebenfalls ins
Cytoplasma. Hier soll es, im Gegensatz zu den anderen Cateninen, auch ohne
Bindung an E-Cadherin stabil sein [28, 52, 54, 61]. Allerdings geht nach einer
Studie von Bellovin et al. cytoplasmatisches p120°" mit einer gesteigerten
Invasivitat und einer schlechteren Prognose einher [5]. Auch Thoreson et al.
konnte zeigen, dass in 15% der untersuchten Pankreaskarzinome kein p120°"

nachweisbar war und es in 25% cytoplasmatisch vorlag [53]. In der vorliegenden
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Arbeit ist jedoch eine geringere Menge p120°" im Gesamtlysat in den Zellen nach

Calcium-Entzug und somit nach Internalisierung von E-Cadherin zu beobachten.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass der Komplex aus E-Cadherin
und p120°" einer Regulation in epithelialen Zellen unterliegt. Eine Kultivierung der
Zellen in DMEM beuwirkte eine vermehrte Bindung von p120°®" an E-Cadherin und
lasst die Zellen differenzieren, was mit einer vermehrten Bildung an Zell-Zell-
Kontakten einhergeht. Die Kultivierung der Zellen in Wachstumsmedium
verringerte dahingegen die Menge an p120°" die mit E-Cadherin zu prazipitieren

war.
4.3  Tyrosin-Phosphorylierung von p120°"

Verschiedene Funktion von p120°" werden durch Phosphorylierung reguliert [3,
25, 44]. Die nahere Untersuchung der Effekte einer p120°"-Phosphorylierung hat
sich aber als schwierig erwiesen, da das Protein an zahlreichen Tyrosin- und
Serin-/Threonin-Stellen phosphoryliert werden kann. Nahezu alle dieser
Phosphorylierungsstellen liegen innerhalb der N-terminalen Regulator-Domane

von p120°", die 325 Aminosauren umfasst [43].

Die bisher veroffentlichten Daten legen nahe, dass die Phosphorylierung einzelner
Tyrosine die Affinitit von p120°" fiir E-Cadherin erhdht und damit zu Stabilisierung
des E-Cadherin-Adhasionskomplexes sowie der zellularen Adhasion fuhrt [43].
Aufbauend auf diesen Informationen beziiglich der p120“"-Phosphorylierung,
sowie den eigenen Ergebnissen aus den Vorversuchen, wurden nun einige
Tyrosin-Phosphorylierungsstellen untersucht. Hierfir wurden PA-TU 8902 Zellen
uber Nacht in einem calciumfreien Medium kultiviert. Bei einem Ansatz wurde das
nach 12 Stunden durch DMEM ersetzt, wahrend der andere Ansatz in
Wachstumsmedium kultiviert wurde. Zwei weitere Ansatze wurden in calcium-

freiem Medium belassen.
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4.3.1 Tyrosin-Phosphorylierung von p120°" an Tyrosin-Rest Y228 und Y280

Alle der verschieden behandelten PA-TU 8902 Zellen wiesen eine
Phosphorylierung am Tyrosin-Rest Y228 auf, wahrend am Tyrosin-Rest Y280 in
keinem Versuchsansatz eine Phosphorylierung nachweisbar war. Hierbei ist
anzumerken, dass eventuell doch eine Tyrosin-Phosphorylierung in den Zellen
vorgelegen hat, diese jedoch aufgrund einer raschen Dephosphorylierung bereits

wieder abgeklungen war.

Aus der Arbeit von Castano et al. ist bekannt, dass sich die Affinitat von p120°" fiir
RhoA erhoht, wenn es am Tyrosin-Rest Y228 durch das Onkogen Src
phosphoryliert wird [10]. Mariner et al. konnten feststellen, dass dieser Tyrosin-
Rest in A431 Zellen nach EGF-Stimulation phosphoryliert wird und sich das
phosphorylierte p120°" an Adherens Junctions und Lamellopodien ansammelt
[33]. Des Weiteren konnten sie zeigen, dass der Tyrosin-Rest Y228 in einigen
hoch-malignen Zellen konstitutiv phosphoryliert ist. Die eigenen Beobachtungen
legen den Schluss nahe, dass der Tyrosin-Rest Y228 in der Pankreaskazinom-
Zelllinie PA-TU 8902 generell in phosphorylierter Form vorliegt und nicht mit der
Funktionalitat des E-Cadherin-Komplexes korreliert. Calcium-Entzug bewirkt die
Auflésung der E-Cadherin trans-Bindung, flhrt jedoch nicht zu einer Dissoziation
der E-Cadherin-p120°"-Bindung. Hierzu passt, dass die Phosphorylierung an
Tyrosin-Rest Y228 nicht verandert ist, da eine erhdhte Tyrosin-Phosphorylierung

an Tyrosin Y228 mit einer Dissoziation dieser beiden Proteine korreliert.

4.3.2 Tyrosin-Phosphorylierung von p120°" an Tyrosin-Rest Y291

In den Zellen, die in calciumfreiem Medium kultiviert worden waren, sowie in den
Zellen, die mit dem Wachstumsfaktor EGF stimuliert worden waren, konnte keine
Phosphorylierung am Tyrosin-Rest Y291 beobachtet werden. Lediglich in den
Zellen, die nach Calcium-Entzug mit Calcium stimuliert wurden, in Form von
DMEM oder Wachstumsmedium, konnte eine Tyrosin-Phosphorylierung an

Tyrosin Y291 beobachtet werden.
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Interessanterweise konnte in diesem Versuchsansatz eine durch Calcium-Zugabe
induzierte E-Cadherin trans-Bindung mit einer verstarkten Phosphorylierung von
p120°", genauer an Tyrosin Y291, korreliert werden. Diese Daten legen nahe,
dass eine durch Calcium induzierte E-Cadherin-Ligation durch Bindung von
Kinasen, wie der FER- oder Fyn-Kinase, zu einer verstarkten Phosphorylierung
von p120°" in Position Y291 filhrt. Diese Modifikation von p120°" kénnte eine
Vorraussetzung zur Stabilisierung des E-Cadherin-Adhasionskomplexes oder zur
lateralen E-Cadherin-E-Cadherin Assoziation darstellen. Besonders letztere wird
durch p120°" positiv geférdert [52]. Dabei scheint diese Phosphorylierung nicht
abhangig von einem erfolgreichen Aufbau des Adhasionskomplexes zu sein, da
auch die Stimulation mit Wachstumsmedium die Y291-Phosphorylierung
verstarkte aber nicht zu einer Zunahme der p120°"-E-Cadherin-Interaktion filhrte
(in Abbildung 15 beschrieben).

4.3.3 Tyrosin-Phosphorylierung von p120°" an Tyrosin-Rest Y96

Der Tyrosin-Rest Y96 war in den Zellen phosphoryliert, die in calciumfreiem
Medium gewachsen waren, sowie auch in den Zellen, aus calciumfeiem Medium
nach Stimulation mit EGF. Auffallig ist, dass das Molekulargewicht dieser p120°"-
Isoform mit fast 130 kDa groRer ist, als bei den vorher beschriebenen. Dieses ist
unter anderem damit zu erkldren, dass p120°" verschiedene Start-Codons
aufweist und das Y96 nur in den langen Isoformen zu finden ist [43]. Dartber
hinaus gibt es in der Literatur Hinweise, dass die groRen p120°"-Isoformen vor
allem in mesenchymalen Zellen zu finden sind und die Migration der Zellen

fordern.

Durch die Phosphorylierung an Tyrosin-Resten wird generell die Affinitat von
p120°" fiir E-Cadherin gesteigert und die Zell-Zell-Adhasion verbessert [43]. Durch
Calcium-Entzug wird die E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhasion geschwacht,
wahrend durch die Phosphorylierung von p120°®" an Tyrosin-Resten die Affinitat
des Proteins fur E-Cadherin erhoht wird. Die Phosphorylierung konnte also zum
Ziel haben, die Verankerung des noch an der Membran-befindlichen E-Cadherins
besser zu stabilisieren, um die interzellulare Adhasion trotz des Calcium-Defizits

aufrechterhalten zu kénnen. Die Phosphorylierung an Tyrosin Y96 korreliert mit
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der Auflésung von Zell-Zell-Kontakten durch den Entzug von Calcium. Ihm kénnte
somit eine wichtige Rolle fur die Modulation von calciumabhangigen Zell-Zell-
Kontakten zukommen. p120°" kann an alle klassischen Cadherine binden. Die
Phosphorylierung von p120%" kann somit auch von p120°" welches an N-Cadherin
gebundenen ist stammen, obwohl E-Cadherin das vorherrschende Cadherin in
den PA-TU 8902 Zellen ist.

4.3.4 Tyrosin-Phosphorylierung an Tyrosin-Rest Y96 in Abhéangigkeit

unterschiedlicher Konfluenz

Um eine mogliche Funktion von Tyrosin-Rest Y96 in der Regulation des E-
Cadherin-Komplexes weiter zu verifizieren, wurde die Phosphorylierung an
Tyrosin Y96 in Abhangigkeit einer unterschiedlichen Konfluenz untersucht. Hierfur
wurden PA-TU 8902 Zellen unterschiedlich dicht ausgesat und fur 12 Stunden
durch eine Kultivierung in DMEM-Zellkulturmedium synchronisiert. Anschlieend
wurde eine Zellkulturschale fur eine Stunde mit Orthovanadat inkubiert, wahrend
die andere unverandert in DMEM kultiviert wurde. Orthovanadat verlangsamt die
Abnahme der Tyrosin-Phosphorylierung durch Inhibierung verschiedener
Tyrosinphosphatasen, so dass diese messbar wird. Hierbei ist zu beachten, dass
bei den mit Orthovanadat stimulierten Zellen, im Gegensatz zu den unstimulierten
Kontroll-Zellen, nur die Kinase-Aktivitat gemessen wird, da die Phosphatase-

Aktivitat durch einen externen Inhibitor gehemmt wurde.

In den unbehandelten Kontroll-Zellen war die Phosphorylierung des Tyrosin-Rests
Y96 in den superkonfluent gewachsenen Zellen starker, als in den weniger dicht
gewachsenen Zellen. Die Regulationsmechanismen sind durch dichter wachsende
Zellen und vermehrte Zell-Zell-Kontakte in Richtung einer erhohten
Phosphorylierung des Tyrosin-Restes Y96 verschoben worden. Da diese Zellen
aber vermehrt E-Cadherin-p120°" Komplexe aufwiesen, kann die erhdhte
Phosphorylierung an Tyrosin Y96 in Zellen die ohne Calcium inkubiert worden
waren, nicht in direktem Zusammenhang mit einer Dissoziation der E-Cadherin-
p120°"-Bindung stehen. In der Co-Immunprazipitation war mehr p120°"
gemeinsam mit E-Cadherin zu prazipitieren wenn die Zellen dichter gewachsen

waren. Dies konnte auf einen erhdhten turn-over der E-Cadherin-p120%"-
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Komplexe hinweisen, die mit einer verstarkten Phophorylierung am Tyrosin-Rest

Y96 in den superkonfluent gewachsenen Zellen korreliert.

In den mit Orthovanadat stimulierten Zellen zeigte sich dahingegen ein anderes
Bild: hier wiesen die subkonfluent gewachsenen Zellen eine starkere Tyrosin-
Phosphorylierung an Tyrosin Y96 auf. Orthovanadat inhibiert die Phosphatasen
und verstarkt auf diesem Weg die Tyrosin-Phosphorylierung. Die Ergebnisse
deuten darauf hin, dass in subkonfluent gewachsenen Zellen eine hohere
Phosphataseaktivitat vorliegt, als in superkonfluent gewachsene

Pankreaskarzinom-Zellen.

4.4  Einfluss von p120°" auf die kleinen GTPasen Rho und Rac1l

Mitglieder der Familie der kleinen GTPasen sind die Hauptregulatoren des Aktin-
Cytoskeletts [8, 23]. p120°" kann nach bisherigem Kenntnisstand nur mit Rho-
GTPasen interagieren, wenn es cytoplasmatisch vorliegt [4, 5, 36, 44]. Im
Cytoplasma kommt es aufgrund der Interaktion von p120®" mit den kleinen
GTPasen zu einer erniedrigten RhoA-Aktivitat sowie zu einer gesteigerten Aktivitat
von Rac1 und Cdc42, was eine erhdhte Motilitat der Zellen zur Folge hat [22, 36,
59].

In dieser Arbeit sollte durch spezifische Inhibitoren des Rho-Kinase Signalweges
(ROCK-Inhibitor) und der Rac1-GTPase die Ruckkopplungen der Rho-/Rac-
Signalwege auf den E-Cadherin-Komplex analysiert werden.Hierfir wurden PA-TU
8902 und MCF-7 Zellen zu 60% konfluent ausgesat, bevor am nachsten Tag ein
Medienwechsel vorgenommen wurde. Eine Stunde spater wurden die ROCK- und
Rac1-Inhibitoren hinzugegeben. Es wurden Zeitraume von 6 und 12 Stunden nach

Hinzugabe der Inhibitoren untersucht.

In der Co-Immunprazipitation mit p120°" co-prazipitierte mehr E-Cadherin in den
Zellen, die mit dem ROCK- oder dem Rac1-Inhibitor behandelt worden waren. Es
liegt somit in den Zellen nach Inhibierung der kleinen GTPasen eine grolere
Menge E-Cadherin-Komplex vor. Es ist tGberraschend, dass nach Inhibierung von
Rac1, welche eine Inhibierung der Assoziation des E-Cadherin-Komplexes mit

dem Aktin-Cytoskeltt nach sich zieht, die grote Menge p120°" mit E-Cadherin co-
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prazipitiert werden konnte. Eine solche Inhibierung verhindert auch die Assoziation
des E-Cadherin-Komplexes mit dem Aktin-Cytoskelett, fur die Rac1 notwendig ist
[8, 23]. Die Interaktion von p120°" mit E-Cadherin benétigt also keine Bindung an
das Aktin-Cytoskelett.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche zeigen, dass die Bindung von p120°"
an E-Cadherin sehr komplex reguliert ist. Neben den verschiedenen p120°"-
Isoformen ist die Phosphorylierung an verschiedenen Tyrosinen von groler
Bedeutung. Die hier erhobenen Daten weisen in Pankreas- und Brustkarzinom-
Zellen den Tyrosine Y291 und Y96 eine besondere Bedeutung zu. Die naheren

Zusammenhange mussen in weiteren Arbeiten analysiert werden.
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5 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses von p120-
Catenin (p120°") auf die Zell-Zell-Adhasion in humanen Karzinom-Zelllinien. Es
gibt Hinweise darauf, dass p120°" direkt die Starke der E-Cadherin-vermittelte
Zell-Zell-Adhasion beeinflusst und p120®"-delitire Karzinome eine erhdhte

metastatische Potenz aufweisen.

In den Brustkrebs-Zelllinien MCF-7und MDA-MB-468 und der Pankreas-Zelllinien
PA-TU 8902 wurde mit Hilfe proteinbiochemischer Methoden der Einfluss der
Zelldichte sowie der Ausbildung des Aktinzytoskeletts auf die Assoziation von
p120°" mit E-Cadherin untersucht. Die zelluldre p120°"-Konzentration stieg mit
wachsender Zelldichte deutlich an. In allen untersuchten Zellinien co-prazipitierte
p120°" gemeinsam mit E-Cadherin. Mit steigender Zelldichte konnte gezeigt
werden, dass eine héhere Menge p120°" mit E-Cadherin co-prazipitiert. Die
Ausbildung von Zell-Zell-Kontakte lauft in mehreren Stufen ab, wobei aus E-
Cadherin Monomeren Dimere werden. Da erst durch die Bindung von p120°" an
E-Cadherin-Dimere das fur eine stabile Adhasion notwendige Cadherine-
clustering erfolgen kann, ist die Zunahme der p120°"-Konzentration als Hinweis

auf eine gesteigerte Ausbildung von ausgedehnten Zell-Zell-Kontakten zu deuten.

Um die Mechanismen zu analysieren, die zur Bildung der E-Cadherin-p120°"-
Komplexe fuhren, wurden durch Calcium-Entzug und —zugabe koordiniert die E-
Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakte aufgeldst und wieder rekonstruiert. Bei
der Untersuchung der Auswirkungen eines Calcium-Entzuges auf die Assoziation
von E-Cadherin mit intrazelluldrem p120°" konnte festgestellt werden, dass

Calcium-Entzug keine Dissoziation der p120°"-E-Cadherin-Bindung bewirkt.

Die Funktion von p120°" wird entscheident durch die Phosphorylierung an
Tyrosin-Resten reguliert. In den PA-TU 8902 Zellen liegt der Tyrosin-Rest Y291

sowohl in differenzierten, als auch in proliferierenden Zellen phosphoryliert vor.
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Der Tyrosin-Rest Y96 war dahingegen nur in den Zellen phosphoryliert, die in
Calcium-freiem Medium gewachsen waren und korreliert somit mit der Auflosung
der E-Cadherin-Kontakte durch den Entzug von Calcium. Calcium-Entzug
schwacht die Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhasion, wahrend die Tyrosin-
Phosphorylierung von p120°" die Affinitat des Proteins fiir Cadherine erhéht. Die
Phosphorylierung an Tyrosin Y96 und eine damit verbundene stabilere Bindung an
E-Cadherin konnte bewirken, dass die interzellulare Adhasion nach Calcium-
Zugabe schneller wieder aufgebaut werden kann. Diesem Tyrosin-Rest konnte
somit eine wichtige Rolle fur die Modulation von E-Cadherin-abhangigen Zell-Zell-

Kontakten zukommen.

Mitglieder der Familie der Rho-GTPasen sind Hauptregulatoren des Aktin-
Cytoskeletts und werden ihrerseits durch p120°" in ihrer Aktivitdt beeinflusst.
Sowohl nach einer Inhibierung der Rho-Kinase, als auch von Rac1, war in MCF-7
und PA-TU 8902 Zellen mehr E-Cadherin an p120°" gebunden, wahrend E-
Cadherin in MCF-7 Zellen gleichzeitig in geringerem Malle mit dem Aktin-
Cytoskelett assoziiert war. Dies legt den Schluss nahe, dass die Interaktion dieser
beiden Proteine keiner Bindung an das Aktin-Cytoskelett bedarf. Darlber hinaus
scheint sich eine verringerte Rac1-Aktivitat stabilisierend auf p120°" und E-

Cadherin auszuwirken.

Die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse weisen p120°" vielfaltige
Regulationsmoglichkeiten der E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Adhasion in
epithelialen Zellen zu, deren genauen Zusammenhange in weiteren Arbeiten zu

klaren sind.
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