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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Zelladhéasion

Adhasion ist eine unabdingbare Voraussetzung fur die Entwicklung eines
multizellularen Organismus, wobei zwischen der Adh&sion benachbarter Zellen und
der Adhasion von Zellen an die umgebende extrazellulare Matrix (EZM)
unterschieden wird. Innerhalb eines Gewebes vermitteln Adh&sionen zwischen
benachbarten Zellen die Anordnung, Reorganisation und Polarisierung (Borghi and
James Nelson, 2009). Die Regulation von Adhasionen an die EZM st fur die
Proliferation, Differenzierung und Migration von mafgeblicher Bedeutung (Rozario
and DeSimone, 2010). Die Koordination von Zell-Zell-Adhé&sion und Zell-EZM-
Adhasion ist ein hochdynamischer Prozess, der mit der Modulation von
Adhasionsmolekiilen sowie des Zytoskeletts einhergeht (Maruthamuthu et al., 2010).
Bei der Metastasierung und dem begleitenden Prozess der Epithelialen-
Mesenchymalen Transition machen sich insbesondere epitheliale Tumore diese
Plastizitdt von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Adhésion zunutze. Es gibt vier Arten von
interzellularen Verbindungen: die Desmosomen, Gap Junctions, Adherens Junctions
und die Tight Junctions. In Epithelien werden Zell-Zell-Adhasionen hauptsachlich
Uber Adherens Junctions und Tight Junctions aufrechterhalten, die am apikalen Ende

der lateralen Membran asymmetrisch verteilt sind (Lampugnani, 2012).

1.1.1 Zell-Matrix-Adhasion

Wahrend der Migration reagieren die Zellen auf chemische und mechanische
Signale, indem sie ihre Form, Dynamik und Adhasion an die EZM anpassen. Die
dynamische Umstrukturierung von F-Actin, d.h. die Bildung von Stressfasern, tritt in
migrierenden Zellen auf und spielt bei der Migration eine wichtige Rolle.
Actinfilamente sind polare helikale Strukturen. Stressfasern bestehen aus mehreren
Actinfilamenten, die Uber a-Actinin miteinander verbunden sind, und Myosin. Diese
kontraktilen Actomyosinkomplexe sind héufig an fokalen Adh&sionen verankert.

Fokale Adhé&sionen sind Komplexe von Integrinen, welche die EZM mittels Actin-
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Einleitung

bindenden Proteinen mit dem Actin-Zytoskelett verbinden (Tojkander et al., 2012).
Integrine sind heterodimere Transmembranglycoproteine, die Interaktionen zwischen
den Zellen sowie den Zellen und der EZM vermitteln (Hynes, 2002). Diese
Transmembranproteine bestehen aus zwei Untereinheiten, bezeichnet als a- und B-
Untereinheiten. Integrine Ubermitteln mithilfe von Proteinkomplexen, die die Integrine
mit dem Actin-Zytoskelett verbinden, Signale von auf3erhalb der Zelle in das Innere
der Zelle. Fur diese Verbindung sind intrazellular die Zytoskelettproteine Talin
Vinculin und Paxillin, die Zytoskelett-Linkerproteine Kindlins und das Actin-
Linkerprotein a-Actinin von Bedeutung (Abb. 1) (Canel et al., 2013).

Actin-
Stress-
fasern

Abb. 1: Integrin-vermittelte Zell-Matrix-Adhasion

Fokale Adhéasionen sind Proteinkomplexe, die Kontakte zwischen den Zellen und der EZM (rote Linien)
vermitteln; die Membranrezeptoren fiir diese Art von Adhasion sind die Heterodimere von a- und B-Integrinen. Sie
bilden Proteinkomplexe, die mit dem Actin-Zytoskelett verbunden sind. Hauptverantwortlich hierfur sind Talin,
Kindlin und a-Actinin. Zudem sind die Tyrosinkinasen, FAK (Fokale Adhasionskinase) und c-Src (cellular
Sarcoma), Teil des Integrinkomplexes und wichtige Mediatoren nachgeschalteter Signalwege der Integrine.
Modifiziert nach (Canel et al., 2013).

1.1.2 Zell-Zell-Adhé&sion

Die epitheliale Zell-Zell-Adhasion ist fur den Erhalt funktioneller Barrieren und der
Integritat des Epithelgewebes essentiell. Benachbarte Zellen werden mittels Zell-Zell-
Verbindungen, die aus Proteinkomplexen bestehen, zusammengehalten, wodurch
die Struktur und Polaritdt aufrechterhalten werden. Die Zell-Zell-Kontakte werden
fortwéhrend umgebaut, um tote oder geschadigte Zellen zu entfernen und hierftir neu

2



Einleitung

differenzierte Zellen zu integrieren, ohne dass die Integritat der Barriere verloren geht
(Tervonen et al., 2011).

1.1.2.1 Adherens Junctions

Innerhalb der vier Familien von Zelladhasionsmolekuilen, den Cadherinen, Integrinen,
der Immunoglobulin-Familie und den Selectinen, stellen die Cadherine die
bedeutendsten Zelladhasionsmolekile dar. Adherens Junctions (AJs) sind Zell-Zell-
Verbindungen von Epithel- und Endothelzellen und bestehen aus Cadherin-Catenin-
Komplexen. Zu den Kklassischen Cadherinen gehdren E-Cadherin (Epithelial-
Cadherin) und N-Cadherin (Neural-Cadherin). E-Cadherin ist am haufigsten an der
Bildung von AJs in Epithelzellen beteiligt. Um den Prozess der Adhasion zu initiieren,
binden die extrazellularen Domanen der Cadherine mittels einer Ca**-abhangigen,
homophilen trans-Interaktion an Cadherinmolekile einer benachbarten Zelle (Abb.
2). Wohingegen das zytoplasmatische Ende der Cadherine an die Proteine p120-
und B-Catenin bindet. Im Gegenzug interagiert B-Catenin mit a-Catenin, welches
eine Actin-Bindungsdomane besitzt und die AJs-Komplexe mit dem Actin-Zytoskelett
verbindet (Capaldo et al., 2014).

Actin-Stressfasern

Adherens Junctions

Abb. 2: E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhé&sion

E-Cadherin ist ein Transmembranprotein, dessen extrazellulare Doméane spezifische homophile Interaktionen
zwischen benachbarten Zellen vermittelt. Die intrazellulare Doméane von E-Cadherin assoziiert mit Cateninen, die
diese Komplexe an das Actin-Zytoskelett binden, was zur Bildung stabiler Adherens Junctions fuhrt. Modifiziert
nach (Canel et al., 2013).
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1.1.2.2 Tight Junctions

Die TJs bilden in Epithelzellen die wichtigste Barriere fur die parazellulare
Permeabilitat. Sie regulieren die transepitheliale Diffusion von Wasser und geldsten
Stoffen (Anderson and Van lItallie, 2009). Am apikalen Ende der lateralen Membran
stellen TJs ein Netzwerk aus parallelen Strdngen dar (Abb. 3) und sind an der
Erhaltung der Zellpolaritdt beteiligt. Der TJ-Komplex besteht aus mehreren
Komponenten: den Transmembranproteinen, deren extrazellulare Domanen in den
parazellularen Bereich ragen, dazu gehéren die Claudine, Occludin, Tricellulin,
Junctional Adhesion Molecules (JAM) und der Cosackie / Adenovirus-associated
Receptor (CAR), und die Plaqueproteine, wie Zonula Occludens (ZO)-1, ZO-2 und
Z0-3. Zudem sind noch weitere zytosolische Proteine mit Signalfunktionen, wie z.B.
Transkriptionsfaktoren, Kinasen und Phosphatasen Teil des TJ-Komplexes (Angelow
et al., 2008).

A i B
apikal A Plasmamembran
Zytosol E
Tight Junction
Claudine Komplex

Zelle 1 : Zelle 2
basolateral \4
parazelluldrer Weg
von Moleklilen
und lonen

Abb. 3: Hauptkomponenten von TJs und TJ-Stréange

A. Dargestellt sind die Bereiche von Zell-Zell-Kontakten, an welchen die TJs die parazellulare Permeabilitat
regulieren (unterbrochene Linien und Pfeile). TJs bestehen aus Transmembranproteinen (Claudine, Occludin)
und Plaqueproteinen, wie ZO-1 und Z0O-2, die die Claudine mit dem Actin-Zytoskelett verbinden. Zudem sind
Claudin-Claudin-Interaktionen zwischen zwei benachbarten Zellen, welche die strukturelle Basis der
parazellularen Permeabilitdtsbarriere bilden, gezeigt. Modifiziert nach (Overgaard et al., 2011). B. Gefrierbruch-
Elektronenmikroskopie von TJs intestinaler Epithelzellen einer Maus zwischen der lateralen Membran (L) und den
apikalen Mikrovilli (M). In den glutaraldehydfixierten Epithelzellen erscheinen die TJs als ein Netzwerk aus TJ-
Strangen (Pfeil) an der protoplasmatischen Membranseite (P-face). An der exoplasmatischen Membranseite (E-
face) erscheinen sie als komplementére Furchen (Pfeilspitze), die die Zellen umgeben (MaRstab: 200 nm).

Modifiziert nach (Furuse, 2010).
4



Einleitung

Die Claudine stellen die wichtigsten Komponenten der TJs dar. Sie bilden eine
parazellulare Barriere, die den Flux von lonen und kleinen Molekilen im
Interzellularraum  zwischen Epithelzellen kontrollieren. Claudine interagieren
miteinander und polymerisieren in der Plasmamembran, um TJ-Strange zu bilden.
Die Proteine Occludin und Tricellulin sind Transmembranproteine mit vergleichbaren
Aminosauresequenzen. Sie werden in Claudin-basierte TJ-Strdnge inkorporiert oder
sind in der Nahe von diesen lokalisiert. Auf der zytoplasmatischen Seite der TJ-
Strange sind die Plaqueproteine, ZO-1, ZO-2 und ZO-3, lokalisiert, welche die
zytoplasmatischen C-terminalen Enden von Claudinen, Occludin, Tricellulin und
JAM-A mit dem Actin-Zytoskelett verbinden (Abb. 3). Von diesen TJ-assoziierten
Proteinen sind die Claudine und ZO-Proteine direkt an der Bildung von TJ-Strangen

epithelialer Zellen beteiligt (Furuse, 2010).

1.2 Claudine

Der Name Claudine leitet sich vom lateinischen "claudere" (schlieen) ab (Furuse et
al., 1998a). Zurzeit sind 27 Claudin-Gene im humanen Genom bekannt (Mineta et al.,
2011). Claudine werden im gesunden Gewebe, in Adenomen, benignen Neoplasien
und in verschiedenen Karzinomen exprimiert. Die Expressionsprofile von Claudinen
sind gewebespezifisch, wobei die meisten Gewebearten mehrere Claudine
exprimieren. Uber homophile oder heterophile Assoziationen interagieren Claudine
benachbarter Zellen miteinander, um TJs zu bilden (Ding et al., 2013). Seit Claudine
1998 zum ersten Mal beschrieben wurden (Furuse et al., 1998a), stehen sie im
Fokus der TJ-Forschung und es gibt zunehmend Hinweise, dass sie Dreh- und

Angelpunkt der TJ-Physiologie sind.

1.2.1 Struktur und Funktion

Claudine haben ein Molekulargewicht von 20 bis 27 kDa und besitzen vier
Transmembrandoméanen, wobei sich sowohl der N-Terminus als auch der C-

Terminus im Zytoplasma befinden (Abb. 4). Es wird davon ausgegangen, dass die
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Transmembrandomanen individuelle a-Helices bilden, welche die Lipiddoppelschicht
durchspannen und dicht gepackt sind (Abb. 4B). Zudem besitzen sie zwei
extrazellulare Schleifen, die fur interzellulare Interaktionen und fur die Kontrolle der
parazellularen Permeabilitdt von Bedeutung sind (Overgaard et al.,, 2011; Tsukita
and Furuse, 2000; Van Itallie and Anderson, 2006). Trotz ihrer Eigenschaft, die
Plasmamembran viermal zu durchspannen, sind sie nicht homolog zu den Proteinen,
die als Tetraspanine klassifiziert werden (Hemler, 2005). Das N-terminale Ende ist
vergleichsweise kurz und besteht aus etwa vier bis zehn Aminosauren. Wohingegen
der C-Terminus deutlich variabler ist und aus 21 bis mehr als 63 Aminosauren
bestehen kann. Das C-terminale Ende ist fur die Lokalisation der Claudine in TJs
notwendig. Bei nahezu allen Claudinen kann das C-terminale Ende Uber das Post-
synaptic densitiy 95, Discs large, ZO-1 (PDZ) Bindungsmotiv an die zytosolischen
Plaqueproteine ZO-1 und ZO-2 binden (Van Itallie and Anderson, 2006). Die Bindung
von ZO-1 und ZO-2 unterstitzt die Anordnung von TJs, indem sie die Claudine mit
dem Actin-Zytoskelett verbinden (Itoh et al., 1999).

Die erste extrazellulare Schleife besteht aus etwa 53 Aminosauren und ist fir die
selektive Permeabilitdit von TJs verantwortlich. Diese Schleife enth&lt ein hoch
konserviertes Motiv, von dem angenommen wird, dass Cysteine in diesem Motiv
intramolekulare oder intermolekulare Disulfid-Bindungen bilden, welche die
Sekundarstruktur der ersten Schleife stabilisieren kénnten (Abb. 4) (Angelow et al.,
2008; Colegio et al., 2002; Ding et al., 2013; Wen et al., 2004). Die zweite
extrazellulare Schleife ist mit etwa 24 Aminosauren deutlich kiirzer als die erste und
ist an der Bildung von TJ-Strangen beteiligt. Zudem fungiert sie als Rezeptor fur das
Clostridium perfringens Enterotoxin. Beide Schleifen sind fur die Regulation von
Claudin-Claudin-Interaktionen von Bedeutung (Angelow et al., 2008; Koval, 2013;
Krause et al., 2015).
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Abb. 4: Struktur von Claudinen

A., B. Darstellung der Doménen von Claudinen und deren Lokalisation in der Membran. Dargestellt sind die erste
extrazellulare Schleife (ES1), die zweite extrazellulare Schleife (ES2) sowie eine potentielle Disulfidbindung (S-S)
in der ersten extrazellularen Schleife (ES1). Die Zylinder stellen die vier a-helikalen Transmembrandoménen dar.
Zudem sind die zwei Palmitoylierungsmotive (P) und das PDZ-Bindungsmotiv am &ufRersten C-terminalen Ende
des Proteins hervorgehoben. B. Das Claudin Molekil ist als dicht gepackter Komplex von vier
Transmembrandomé&nen in der Plasmamembran dargestellt. Modifiziert nach (Koval, 2013).

Es wurde gezeigt, dass die Expression von Claudinen die TJ-Permeabilitat von lonen
und Wasser auf eine gréf3en- und ladungsabhangige Weise reguliert (Colegio et al.,
2002; Van ltallie et al., 2008). Die Bedeutung der Claudine fiur die Erhaltung der
Barrierefunktion wird in Claudin Knockout (ko)-Versuchen mit Mausen deutlich.
Cld7*° Mause sterben aufgrund verdnderter Barrierefunktionen und Darm-
schadigungen innerhalb der ersten Woche nach der Geburt (Ding et al., 2012). Eine
gesteigerte Permeabilitat geldster Stoffe in der Lunge und Verdnderungen der
Expression Zytoskelett-assoziierter Gene sowie eine Reorganisation des F-Actin-
Zytoskeletts in alveolaren Epithelzellen konnte bei cld18*° Mausen festgestellt
werden (Li et al., 2014). Bei cld1-defizienten Mausen war die epidermale Barriere
stark beeinflusst, sodass die Tiere innerhalb einer Woche nach der Geburt an
Dehydratation starben (Furuse et al., 2002).

Es wurde vielfach gezeigt, dass Claudine fur die korrekte Bildung von TJ-Strukturen
und ihrer Barrierefunktion essentiell sind. Aber die Expression von Claudinen ist im
Kontext der Homdostase nicht immer gleich. In der Tat wurde die Heterogenitat der
Barrieren in unterschiedlichen epithelialen Geweben ebenso wie Veranderungen der

Expression und Lokalisation von Claudinen bei verschiedenen Erkrankungen
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einschlie3lich Krebs wiederholt beschrieben (Ding et al., 2013; Turksen and Troy,
2011).

1.2.2 Subzellulare Lokalisation

Bestimmte Claudine werden auch auf3erhalb von TJs, insbesondere in der lateralen
Membran, exprimiert. Eine Lokalisation auf3erhalb von TJs kann drei Funktionen
haben: 1. die Bildung unkonventioneller adhasiver Zell-Zell-Kontakte. Beispielsweise
vermittelt cld1 die Kontakte zwischen dendritischen Zellen und der Epidermis (Kubo
et al., 2009) und cld2 vermittelt Zell-Zell-Kontakte zwischen metastasierenden
Brustkrebszellen und Hepatozyten (Tabaries et al.,, 2012). 2. Interaktionen mit
Zelloberflachenrezeptoren, wie anderen Zelladh&sionsmolekilen, Tetraspaninen,
und Integrinen (Ding et al., 2012; Harris et al., 2010; Kovalenko et al., 2007; Kuhn et
al., 2007). 3. Intrazellulare Signaltransduktion: z.B. inhibiert cld18 in Osteoklasten
Signalwege von ZO-2 und hemmt dadurch die Differenzierung von Osteoklasten und
die Knochenresorption (Linares et al.,, 2012). Zudem wurde eine nukleare
Lokalisation von Claudinen beschrieben (Dhawan et al., 2005; French et al., 2009).
Dies weist darauf hin, dass Claudine wie andere Zell-Zell-Adhasionsproteine,
darunter ZO-1, ZO-2 und B-Catenin, direkt an der Genexpression beteiligt sein

kénnen und somit auch an der Krebsentstehung (Ginzel and Yu, 2013).

1.2.3 Claudine und Krebs

Die meisten Krebserkrankungen haben ihren Usrprung in epithelialem Gewebe
(Karzinome) und sind fur einen Grol3teil (~95 % der Félle) der Krebs-assoziierten
Todesfalle verantwortlich. Karzinomzellen sind durch anormales Wachstum sowie
Verlust der Differenzierung und Gewebearchitektur gekennzeichnet. Trotz der
vielfaltigen Morphologie und der spezifischen Funktionen differenzierter Epithelzellen
in unterschiedlichen Organen und Geweben teilen epitheliale Zellen einige wenige
Merkmale einschlielich der polarisierten Architektur. Ein gemeinsamer
entscheidender Faktor, der transformiertes Epithel in unterschiedlichen Krebsarten

charakterisiert, ist der Verlust der Zellpolaritat. Eine polarisierte Epithelzelle bendtigt
8
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das Zytoskelett und die Zell-Zell-Adh&sionsproteine zwischen benachbarten Zellen,
um die polarisierte Architektur aufrechtzuerhalten. Fir apikale Zell-Zell-Adh&sionen
sind TJs eine wichtige Voraussetzung (Singh and Dhawan, 2015; Turksen and Troy,
2011), aber transformierte Zellen besitzen in der Regel keine funktionellen TJs
(Gonzalez-Mariscal et al., 2007; Lal-Nag and Morin, 2009). Transformiertes Epithel
zeichnet sich vielmehr durch Undichtigkeit aus, was auf eine Dysregulation der
Barrierefunktion von TJs hindeutet. Zahlreiche Studien versuchen zu ergrinden, ob
und wie die Dysregulation von Claudinen die Zellpolaritat und Barrieren bei
unterschiedlichen Tumorarten stért und wie diese Veranderungen reguliert sind. Eine
Ubersicht mdglicher Ursachen einer Dysregulation und deren Einfluss auf die
Expression und Lokalisation von Claudinen sowie mdgliche Folgen sind in Abbildung
5 dargestellt (Singh and Dhawan, 2015; Turksen and Troy, 2011).

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass die Expression von Claudinen bei
unterschiedlichen Tumorarten verandert ist. Dabei wurde klar, dass keine
universellen Regeln erstellt werden konnten. Cld1 wird in allen Epithelien exprimiert
und ist bei humanen Krebserkrankungen das am haufigsten dysregulierte Claudin. In
Abhangigkeit von der Krebsart kann cldl sowohl krebsférdernd sein als auch als
Tumorsuppressorfaktor agieren (Kwon, 2013). Eine erhdhte Expression von cldl
korreliert beim Kolonkarzinom mit einem gesteigerten Tumorwachstum,
Metastasierung und einer schlechten Prognose fir die Patienten (Dhawan et al.,
2005; Resnick et al., 2005b). In Brustkrebszellen vermindert ein Knockdown von cld1
die Zellmigration, indem die EMT-assoziierte Genexpression beeinflusst wird
(Blanchard et al., 2013). Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass cld3 und cld4 bei
einigen Karzinomen haufig tberexprimiert sind, dazu gehéren Ovarial-, Prostata- und
Pankreaskarzinome (Bartholow et al., 2011; Holczbauer et al., 2013; Lin et al., 2013).
Ubereinstimmend mit der Stérung von TJs wahrend der Tumorgenese ist die
Expression von bestimmten Claudinen, wie cld1l und cld7, bei invasiven Mamma-,
Prostata- und Osophaguskarzinomen vermindert (Kominsky et al., 2003; Sheehan et
al., 2007; Tokes et al., 2005; Usami et al., 2006).
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Abb. 5: Die Rolle und Regulation von Claudinen bei der Tumorprogression

Die Expression und Lokalisation von Claudinen kdnnen aufgrund von Wachstumsfaktoren, epigenetischen
Faktoren und Zytokinen fehlreguliert sein. Dies resultiert in einer Stdrung der Barrierefunktion, was im Gegenzug
Inflammation, Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) und Tumorprogression fordern kann. Modifiziert nach
(Singh and Dhawan, 2015).

Auch innerhalb derselben Krebsart kbnnen Unterschiede in der Expression von
Claudinen auftreten. So ist die Expression von cldl, cld3 und cld4 beim intestinalen
Typ des gastrischen Adenokarzinoms héher als beim Magenkarzinom vom diffusen
Typ (Resnick et al., 2005a). Beim Grad | des duktalen Mammakarzinoms ist die
Expression von cld4 im Vergleich zu normalen Epithelzellen der Brust
herunterreguliert (Tokes et al., 2005), wohingegen cld4 bei basalahnlichem
Brustkrebs signifikant hochreguliert ist (Kulka et al., 2009). Die Datenlage zahlreicher
Studien weist somit darauf hin, dass Veranderungen des Expressionsprofils von
Claudinen bei verschiedenen Tumoren in einer phasen-, typen- und gradabh&ngigen
Weise auftreten kdnnen (Turksen and Troy, 2011).

Bei verschiedenen Krebserkrankungen ist cld7 haufig dysreguliert und es ist das
erste Claudin, von dem eine Lokalisation auf3erhalb von TJs beschrieben wurde.

10
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1.2.4 Claudin-7

Cld7 wird in einer Reihe von epithelialen Geweben, wie der Lunge, Niere und im
Gastrointestinaltrakt, exprimiert (Alexandre et al., 2005; Coyne et al., 2003; Fujita et
al.,, 2006). In vitro Studien ergaben widersprichliche Schlussfolgerungen zur
Funktion von cld7. Wahrend Alexandre et al. (2005) zeigten, dass cld7 fur CI" eine
parazellulare Barriere und fir Na* einen parazellularen Kanal bildet (Alexandre et al.,
2005), beschrieben Hou et al. das Gegenteil (Hou et al., 2006). Die Diskrepanz
zwischen diesen beiden Studien koénnte in potentiellen Anderungen eines weiteren
Claudins (cld17) begriindet sein (Gunzel and Yu, 2013).
Ein Teil der Claudine ist in subzellularen Bereichen lokalisiert, was zeigt, dass ihre
Expression nicht nur auf interzellulare Verbindungen beschrankt ist. So wird cld7
nicht nur in apikalen TJs, sondern auch basolateral, wie in Epithelien des distalen
Nephrons sowie der Atemwege und des Darms exprimiert (Alexandre et al., 2005;
Coyne et al., 2003; Fujita et al., 2006; Gonzalez-Mariscal et al., 2006; Mendoza-
Rodriguez et al., 2005). Zudem wurde eine Expression in der basolateralen Membran
von Epithelzellen des Gallengangs, jedoch nicht in Hepatozyten, festgestellt (Jakab
et al., 2010). Cld7 wird auch in lateralen Membranen des Epithels der Nebenhoden
exprimiert, aber eine Integration in TJ-Strédnge konnte nicht festgestellt werden (Inai
et al., 2007). Die Funktionen von Claudinen, die nicht in TJs integriert sind, sind noch
weitestgehend unbekannt. Es wurde postuliert, dass diese als eine Art Reserve von
Claudinen dienen und wenn nétig in TJs rekrutiert werden kénnen oder dass sie bei
der Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Adhésion eine Rolle spielen (Angelow et al., 2008; Inai
et al., 2007).
Bei Untersuchungen mit cld7-defizienten Mausen konnten schwere intestinale
Defekte, wie mukosale Ulzerationen und Entziindungen, festgestellt werden (Ding et
al., 2012). In einer anderen Studie konnten diese Beobachtungen bestatigt werden.
Ein darmspezifischer cld7*° bei Mausen verursachte eine Kolonentziindung, obwohl
die TJ-Strukturen aufgrund von anderen Claudinen immer noch vorhanden waren.
Als Ursache fir die Entzindung konnte ein erhohter parazelluldarer Flux eines
Enterotoxins bei den cld7-defizienten Mausen ermittelt werden (Tanaka et al., 2015).
Wie bereits in Kapitel 1.2.3 beschrieben, gilt auch fur cld7, dass in Abh&ngigkeit vom
Tumortyp cld7 sowohl hoch als auch runterreguliert sein kann. Ein Knockdown von
cld7 beim Osophagus-Plattenepithelkarzinom induziert einen Verlust der Expression
11
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von E-Cadherin und ist von einem gesteigerten Tumorwachstum und Invasivitat der
Tumorzellen begleitet (Lioni et al., 2007). In &ahnlicher Weise hemmt cld7 die
Migration und Invasion von Lungenkrebszellen (Lu et al., 2011). In Brustkrebszellen
ist die Expression von cld7 deutlich reduziert und der Verlust der cld7-Expression
geht mit einer schlechten Prognose fir die Patienten einher (Kominsky et al., 2003).
Im Gegensatz dazu haben andere Studien gezeigt, dass cld7 die Tumorprogression
und Metastasierung fordert. Eine Uberexpression von cld7 bei kolorektalen
Karzinomzellen stort die Zellpolaritat, erhdht die Aktivitat von B-Catenin und die
Zellproliferation. Zudem ist die Tumorbildung in vivo in Xenograft-Mausen, denen
cld7-tberexprimierende kolorektale Tumorzellen injiziert wurden, gesteigert (Darido
et al., 2008). Beim Ovarialkarzinom ist sowohl die Migration als auch die Invasion der
Zellen erhoht, die cld7 tGberexprimieren (Dahiya et al., 2011).

Die diversen und gewebespezifischen Veranderungen der Expression von Claudinen
heben das Potential der veranderten Protein-Interaktionen bei der Regulation von
krebsfordernden Ereignissen hervor. Neben Protein-Interaktionen wird die Aktivitat
und die Lokalisation von Claudinen posttranslational Gber die Phosphorylierung und

Palmitoylierung von Claudinen beeinflusst.

1.2.5 Posttranslationale Modifikationen von Claudinen

1.2.5.1 Phosphorylierung

Serin- oder Threoninreste in C-terminalen zytoplasmatischen Bereichen von einigen
Claudinen, wie cld3, cld4, cld5 und cld16, koénnen phosphoryliert sein, was
unterschiedliche Effekte auf die Claudin-Aktivitdt sowie die Integration in TJs hat
(Aono and Hirai, 2008; D'Souza et al., 2005; Ikari et al., 2008; lkari et al., 2006;
Ishizaki et al., 2003). Die Proteinkinase A phosphoryliert cld5 (Ishizaki et al., 2003)
und cld16 (Ikari et al., 2008). Dies fordert die Umverteilung des intrazellularen Pools
dieser Claudine und tragt zu ihrer Inkorporation in TJ-Strange bei. Die Rekrutierung
der Claudine in die TJs ist von einer gesteigerten Barrierefunktion begleitet. Die
zuvor beschriebenen Effekte der Phosphorylierung haben jedoch keine Giltigkeit fur
andere Claudine. So resultiert die Phosphorylierung von cld5 mittels der Rho-Kinase
(Yamamoto et al., 2008) und von cld3 durch die Proteinkinase A (D'Souza et al.,

12
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2005) in einer verminderten Integration in TJs und einer reduzierten Barrierefunktion.
Zudem wird nur cld7, das in glycolipidreichen Membrandoménen lokalisiert ist,
phosphoryliert und tragt somit zur Migration von Pankreaskarzinomzellen bei
(Ladwein et al., 2005; Thuma and Zdéller, 2013). Die Phosphorylierung von Claudinen
beeinflusst und reguliert deren Lokalisation und die Barrierefunktion von TJs, aber
die zugrunde liegenden Mechanismen sind noch weitestgehend unbekannt (Furuse,
2010).

1.2.5.2 Palmitoylierung

Die Palmitoylierung von Proteinen stellt eine weitere Modifikation dar, die die
Funktion eines Proteins erheblich beeinflussen kann. Die Anbindung der gesattigten
Fettsaure, Palmitinsdure, an Cysteinreste eines Proteins Uber kovalente
Thioesterbindungen wird als S-Palmitoylierung bezeichnet. Die Palmitoylierung
unterscheidet sich in zweierlei Hinsicht von anderen Lipidmodifikationen: sie ist
reversibel und modifiziert einige Proteine mit Transmembrandomanen (Levental et
al., 2010b; Lorent and Levental, 2015). Zudem kann diese Modifikation eines
Proteins auf eine Reihe von Funktionen, wie Signaltransduktion, Transport, Stabilitat
eines Proteins und Apoptose, Einfluss nehmen (Chakrabandhu et al., 2007; Diaz-
Rohrer et al., 2014; Kummel et al., 2006; Linder and Deschenes, 2007; Song et al.,
2013).

Zwei membrannahe Cystein-Palmitoylierungsmotive sind innerhalb der gesamten
Proteinfamilie der Claudine konserviert (Abb. 4). Bei cld14 sind beide dieser
Regionen palmitoyliert. Eine ortsspezifische Mutagenese zeigte, dass diese
Lipidmodifikation von cld14 fur die Lokalisation in TJs notwendig ist, aber nicht zur
Stabilitat des cld14 Proteins oder zur Bildung von TJ-Strdngen beitragt. Zudem
reicherte sich palmitoyliertes cld14 im Vergleich zum mutierten, nicht palmitoylierten
cld14 vermehrt in glycolipidreichen Membranmikrodomanen an (Van lItallie, 2005).
Obwohl bekannt ist, dass Claudine in glycolipidreichen Membranmikrodomanen
lokalisiert sein kénnen, ist die Bedeutung dieser Lokalisation fir die Regulation des
Transports und der Oligomerisierung von Claudinen noch weitestgehend unbekannt
(Overgaard et al., 2011).
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1.3 Glycolipidreiche Membranmikrodomanen

Untersuchungen zur Struktur von Zellmembranen haben gezeigt, dass diese nicht
einheitlich aufgebaut sind. Vielmehr befinden sich innerhalb der Lipiddoppelschicht
dynamische Gruppierungen von Sphingolipiden und Cholesterol, die sogenannte
Lipid Rafts ("LipidfloRe™) bilden (Simons and Ikonen, 1997). Sie sind kleine (10 bis
200 nm), heterogene, dynamische Domanen und stellen fur die Plasmamembran ein
wichtiges Ordnungsprinzip dar (Lingwood and Simons, 2010; Simons and lkonen,
1997). Kleine Mikrodomanen konnen stabilisiert werden, indem mittels Protein-
Protein- und Protein-Lipid-Interaktionen gré3ere Plattformen gebildet werden (Edidin,
2003; Jacobson et al., 2007). Sphingolipid- und cholesterinreiche Domanen sind in
dem Detergenz Triton-X-100 bei 4°C unléslich und bilden glycolipidreiche Komplexe
(Brown and Rose, 1992; Parton and Simons, 1995). Aufgrund ihres hohen
Lipidgehaltes flotieren diese detergenzunléslichen, gylcolipidreichen Komplexe
wahrend einer Dichtegradientenzentrifugation bei geringer Dichte (Brown and Rose,
1992; Lisanti et al., 1994; Lisanti et al., 1995) und werden auch als gycolipidreiche
Membranmikrodomanen (Glycolipid-Enriched Membrane Microdomains, GEM)
bezeichnet (Hooper, 1999; Rodgers et al., 1994). Eine der wichtigsten Eigenschaften
von GEM ist, dass sie eine Reihe von Proteinen rekrutieren und die Bildung von
Proteinkomplexen unterstutzen und diese auch wieder auflésen kénnen (Simons and
Ikonen, 1997). In GEM sind nicht nur Cholesterol und Glycosphingolipide
angereichert, sondern auch Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-Anker, die
Glycoproteine der Zelloberflache in der &ufReren Lipidschicht der Plasmamembran
verankern (Brown and London, 1998; Hooper, 1999), sowie zweifach acylierte
Proteine, wie Tyrosinkinasen der cellular Sarcoma (c-Src)-Familie oder a-
Untereinheiten von heterotrimeren G-Proteinen (Resh, 1999), des Weiteren
Cholesterin-assoziierte und palmitoylierte Proteine, wie Hedgehog (Rietveld et al.,
1999), und Transmembranproteine, insbesondere diejenigen, die palmitoyliert sind
(Abb. 6) (Brown and London, 1998).
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Abb. 6: Hierarchie der GEM-basierten Hetereogenitét in Zellmembranen

A. Dynamische Mikrodoménen bestehen aus Sterolen, Sphingolipiden sowie spezifischen Membranproteinen.
Diese Ansammlung von Sphingolipiden und Sterolen unterstiitzt die Integration spezifischer Proteine, z.B. von
GPI-verankerten Proteinen und wird durch den Einbau von Transmembranproteinen, acylierten, zytosolischen
Effektoren und Actin, moduliert. Proteine, die nicht die chemische und physikalische Spezifitdt besitzen, um mit
diesen Membranbereichen zu assoziieren, sind als graue Proteine (Nicht-Raft-Transmembranproteine)
dargestellt. GPL: Glycerophospholipid; SM: Sphingomyelin. TM: Transmembranprotein. B. Die Heterogenitat der
Mikrodomanen kommt mittels Lipid- und / oder Protein-vermittelten Aktivierungen (z.B. Bindung multivalenter
Liganden, Proteinoligomerisierung) zustande. Dies fuhrt zur Verschmelzung von membranordnungshbildenden
Lipiden, die selektive chemische und physikalische Spezifitdten fir Proteine aufweisen. Der Grad der lateralen
Sortierung kann auch durch Actin unterstiitzt werden. C. Getrennt vom Einfluss von Actin und ohne
Membrantransport, kann eine Gruppierung von GEM-Lipiden zu einer mikroskopisch sichtbaren Membranphase
erweitert werden. Die Membranbestandteile sind gemaR der Préferenzen fur die Membranordnung und

chemischen Interaktionen lateral sortiert. Modifiziert nach (Lingwood and Simons, 2010).

Die Palmitoylierung von Transmembranproteinen kann deren Anreicherung in GEM
erhohen, ist aber fur eine GEM-Assoziation weder ausreichend noch unbedingt

notwendig (Levental et al., 2010a; Levental et al., 2010b; Melkonian et al., 1999).
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Einige Membranproteine befinden sich in GEM, werden aber kaum in GEM rekrutiert,
wenn sie ohne Liganden sind. Nach der Bindung an einen Liganden, verandern sie
ihre Konformation und / oder werden oligomerisiert (Simons and Ehehalt, 2002).
Wenn Proteine oligomerisieren oder mit einem Protein assoziieren, kann ihre Affinitat
zu den GEM erhdht werden (Harder et al., 1998). Ein peripheres Membranprotein,
wie eine Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase, kann reversibel palmitoyliert werden und ihre
GEM-Assoziation nach Abspaltung der Palmitinsaure wieder verlieren (Zacharias et
al.,, 2002). Auf diese Weise kann die Verteilung von Proteinen innerhalb der
Plasmamembran streng reguliert werden (Simons and Ehehalt, 2002).

GEM spielen nicht nur bei der Sortierung von Proteinen in Epithelzellen eine wichtige
Rolle, sondern auch bei der Signaltransduktion. In der Tat dienen GEM als
Signalplattformen, sodass die Lokalisation spezifischer Proteine in diesen
Mikrodomanen fir bestimmte Signalwege von entscheidender Bedeutung ist. Die
Palmitoylierung fordert die Rekrutierung von Proteinen in glycolipidreiche
Membrandomanen (Levental et al., 2010b; Lorent and Levental, 2015). Dies wurde
u.a. fur die Tetraspanine gezeigt. Tetraspanine sind Transmembranproteine, die in
der Regel Palmitoylierungsstellen aufweisen (Hemler, 2005; Yang et al., 2004). Die
Palmitoylierung der Tetraspanine CD9 und CD81 geht mit der Organisation eines
héheren Ordnungsgrades von Membrankomplexen einher (Hemler, 2005; Yang et
al., 2004). AuRerdem gibt es Hinweise auf eine Verbindung zwischen Tetraspaninen
und Claudinen. CD?9 interagiert direkt mit cld1 in einer Cholesterin-abhangigen Weise
(Kovalenko et al.,, 2007). Bisher ist nicht bekannt, ob CD81 eine Rolle bei der
Rekrutierung von Claudinen spielt, aber CD81 fungiert als Co-Rezeptor von cld1,
cld6 und cld9 und férdert damit die Bindung des Hepatitis-C-Virus und dessen Eintritt
in die Zelle (Evans et al., 2007). Zudem wurde festgestellt, dass nur cld1, welches
sich auf der basolateralen Oberflache von HepG2 Zellen befindet, mit CD81
assoziiert, nicht jedoch der "TJ-Pool" von cld1l. Dies stimmt mit der Beobachtung
Uberein, dass die Virusinfektion basolateral, aber nicht TJ-lokalisiert erfolgt (Harris et
al., 2010). Ein weiteres Beispiel sind die tetraspaninreichen Mikrodomanen
(Tetraspanin-Enriched Membrane Microdomains, TEM), die als Signalplattformen
fungieren konnen. Sie stellen organisierte, makromolekulare Komplexe, welche aus
Tetraspaninen, integralen Transmembranproteinen, die mit anderen Tetraspaninen
interagieren kdnnen, bestimmten Lipiden und verschiedenen transmembranaren und
zytosolischen Proteinen, dar (Le Naour et al., 2006; Zéller, 2009).
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Fur die vorliegende Arbeit ist die Beobachtung von Bedeutung, dass cld7, das nicht
in TJs lokalisiert ist, und das Zelladhasionsmolekdl, Epithelial Cell Adhesion Molecule
(EpCAM), einen Komplex bilden. Cld7 rekrutiert EpCAM in die TEM. In diesen
Mikrodomanen interagieren sie mit weiteren Proteinen, wie CD44v6 und Integrinen,
was mit einem gesteigertem Tumorwachstum und erhdhter Metastasierungsfahigkeit
in Kolorektal-, Schilddriisen- und Pankreaskarzinomen einhergeht (Kuhn et al., 2007,
Nubel et al., 2009; Okada et al., 2014; Thuma and Zoéller, 2013). Ausschliel3lich
zwischen cld7 und EpCAM wurde eine direkte Protein-Protein-Interaktion
nachgewiesen (Kuhn et al.,, 2007). Diese Beobachtung verwies auf eine spezielle
Interaktion zwischen cld7 und EpCAM, die zu diesem Zeitpunkt noch nicht bekannt
war. Da sie fur die vorliegende Arbeit wichtig ist, wird diese im Folgenden naher

beschrieben.

1.4 EpCAM-Claudin-7-Assoziation

1.4.1 EpCAM

EpCAM ist ein Typ | Transmembranglycoprotein, das die Plasmamembran ein Mal
durchspannt und in Epithelzellen verschiedener Gewebe exprimiert wird. In Tumoren
wird EpCAM haufig Uberexprimiert (Trzpis et al., 2007) und spielt bei der
Signaltransduktion in Stammzellen eine bedeutende Rolle (Mlnz et al., 2009). Des
Weiteren wurde EpCAM als ein humaner embryonaler Stammzellmarker identifiziert
(Choo et al., 2008) und in mehreren Studien als adaquater Marker fir Pluripotenz
und Proliferation in murinen und humanen embryonalen Stammzellen bestétigt
(Gonzalez et al., 2009; Ng et al., 2010).

EpCAM besteht aus einer grol3en extrazellularen Doméane, die die Domadanen
Epidermal Growth Factor (EGF)-&hnliche Domane, Thyroglobulindoméane und eine
cysteinarme Region umfasst. Auf die Transmembrandomane folgt eine kurze
zytoplasmatische Doméne (Abb. 7) (Litvinov et al., 1994a; Litvinov et al., 1994b;
Trebak et al., 2001).
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Abb. 7: Struktur von EpCAM

Schematische Darstellung des Trans-
membranglycoproteins EpCAM mit einer
extrazellularen Domane (in  grin/weiR),
einer Transmembranregion (TM) und einer
intrazellularen Doméane (EpIC). Gezeigt sind
die Enzyme, die EpCAM spalten, sowie
deren Schnittstellen (gelbe Pfeile). TACE

D spaltet die extrazellulare Doméane ab und

SHIT i .l PS-2/INTF (N-Terminales Fragment von
PS-2 E ‘;_:3 Plasmamembran Presenilin-2) fihrt zur zytoplasmatischen
NE Freisetzung von EpIC. Modifiziert nach

intrazellular
( (Maetzel et al., 2009).

EpIC

In Epithelzellen bildet EpCAM homophile Ca**-unabhangige Verbindungen mit
Partnern von benachbarten Zellen (Litvinov et al., 1994a). EpCAM vermittelt die Zell-
Zell-Adhasion mittels intra- und interzellularer homophiler Interaktionen, fur die die
EGF-ahnliche Doméne und die Thyroglobulindoméne essentiell sind (Balzar et al.,
2001). Daruber hinaus ist die zytoplasmatische Domane von EpCAM (EpCAM
Intracellular Domain, EpIC) Uber eine direkte Assoziation mit a-Actinin mit dem
Zytoskelett verbunden. Diese Assoziation ist fir die Bildung und Stabilisierung der
EpCAM-vermittelten interzellularen Adhéasionen notwendig (Balzar et al., 1998). Aber
EpCAM kann auch die E-Cadherin-vermittelte interzellulare Zelladh&sion schwéchen,
indem es die Bindung zwischen a-Catenin und F-Actin stort. Dies deutet auf eine
potentielle Rolle von EpCAM als Modulator von Zell-Zell-Adhasionen hin (Abb. 8)
(Litvinov et al., 1997; Osta et al., 2004; Schnell et al., 2013; Winter et al., 2003).
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extrazellular
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TACE E-Cadherin

B-Catenin

a-Catenin

Zytoplasma Actin

Abb. 8: EpCAM schwacht die E-Cadherin-vermittelte Zelladhasion

EpCAM schwécht die E-Cadherin-vermittelte Adh&sion, indem die Bindung zwischen E-Cadherin und dem Actin-
Zytoskelett unterbrochen wird. Dies resultiert in einer erhéhten Verfiigbarkeit von ungebundenem B-Catenin.
Modifiziet nach (Maetzel et al., 2009; Schnell et al., 2013).

In der Tat haben neuere Untersuchungen gezeigt, dass EpCAM aufgrund einer
regulierten, intramembranaren Proteolyse an mehreren Stellen gespalten wird
(Hachmeister et al., 2013; Maetzel et al., 2009; Schnell et al., 2013). Die Abspaltung
von extrazellularem EpCAM (EpEx) wird von einem Shedding-Enzym der A
Disintegrin And Metallopeptidase (ADAM)-Familie, ADAM17, welches auch als
Tumor Necrosis Factor-a-Converting Enzyme (TACE) bezeichnet wird, initiiert
(Carpenter and Red Brewer, 2009; Maetzel et al., 2009). Anschlie3end erfolgt eine
weitere Spaltung mittels der y-Secretase mit Presenilin-2 als aktiver Untereinheit,
was in der Freisetzung der intrazellularen Domane (EplC) resultiert. Im Anschluss
transloziert das freigesetzte EplC zusammen mit 3-Catenin, Four-and-Half-LIM-only
(FHL-2) und Lymphoid Enhancer-Binding Factor-1 (LEF-1) in den Zellkern und
aktiviert u.a. das Protoonkogen c-myc, die Zellzyklus-assoziierten Proteine, Cyclin A
und E (Maetzel et al., 2009; Miinz et al., 2004) sowie die Transkriptionsfaktoren Oct4
und Nanog (Chen et al., 2011a) (Abb. 9). Indem EpCAM die E-Cadherin-vermittelte
Adhéasion schwacht, kann die Menge von nicht membrangebundenem B-Catenin
erhoht werden und aufgrund der Assoziation mit EplC und FHL-2 stabilisiert und vor
dem Abbau geschuitzt werden (Litvinov et al., 1997; Osta et al., 2004; Schnell et al.,
2013; Winter et al., 2003).
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Abb. 9:. EpCAM als Substrat fur die regulierte, intramembranéare Proteolyse

Das Transmembranglycoprotein, EpCAM, (1) wird von ADAM17/TACE gespalten, was zur Abspaltung von
extrazellularem EpCAM (EpEx) fihrt (2). EpEx kann als homophiler Ligand fir nicht gespaltenes EpCAM
fungieren, was zur regulierten, intramembranaren Proteolyse fiihrt (unterbrochener, grauer Pfeil). Nach der
Abspaltung von EpEx wird das zytoplasmatische Ende von EpCAM (EpIC) mittels der Spaltung durch Presenilin-2
(PS-2) freigesetzt (3). EpIC assoziiert mit FHL-2 (Four-and-Half-LIM-only-2) und B-Catenin und wandert in den
Zellkern (4), was in der Transkription von EpCAM-Zielgenen mittels Bindung an LEF-1-Konsensussequenzen
(Lymphoid Enhancer-Binding Factor-1) resultiert. Modifiziert nach (Maetzel et al., 2009; Schnell et al., 2013).

1.4.2 Der EpCAM-Claudin-7-Komplex

Bei Untersuchungen zu Tetraspaninkomplexen in Pankreaskarzinomzellen wurde
beobachtet, dass neben CD44v6 und EpCAM ein weiteres Molekil mit Tetraspanin 8
(Tspan8) assoziiert ist. Es zeigte sich, dass es sich hierbei um cld7 handelt und
dieses direkt mit EpCAM assoziiert ist, wobei die Transmembrandoméane von EpCAM
ein Motiv aufweist, welches fir Protein-Protein-Assoziationen determiniert ist. Nach
der Mutation des AlaxxxGly Motivs innerhalb der Transmembrandomane konnte in

der Tat keine Assoziation zwischen EpCAM und cld7 beobachtet werden. Des
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Weiteren wurde gezeigt, dass cld7 die TACE-abhangige Spaltung von EpCAM
unterstitzt und hierdurch die Tetramerbildung von EpCAM verhindert wird. Dies
vermindert die EpCAM-vermittelte Zell-Zell-Adhasion und fordert gleichzeitig die
Migration sowie die Metastasierungsfahigkeit in Kolorektal- und
Pankreaskarzinomzelllinien (Kuhn et al., 2007; Ladwein et al., 2005; Thuma and
Zoller, 2013). Die Expression von EpCAM, cld7, Tspan8 und CD44v6 wurde in
kolorektalen Karzinomen, Lebermetastasen und tumorfreiem Kolon- und
Lebergewebe untersucht und war sowohl in den Karzinomen als auch in den
Lebermetastasen erhdht. AuRerdem korrelierte die Koexpression invers mit dem
krankheitsfreien Uberleben der Patienten (Kuhn et al., 2007). Zudem rekrutiert cld7
EpCAM in die TEM, in welchen der EpCAM-cld7-Komplex mit weiteren Proteinen,
wie Integrinen, den Tetraspaninen CD9 und Tspan8 sowie mit CD44v6, assoziiert
(Abb. 10) (Kuhn et al., 2007; Ladwein et al., 2005). Auch im anaplastischen
Schilddriisenkarzinom konnte eine Interaktion von EpCAM mit cld7 sowie CD44v6
nachgewiesen werden. Die Autoren vermuteten, dass diese Interaktion im
Zusammenhang mit der Entstehung einer aggressiven Form  des

Schilddrusenkarzinoms stehen kdnnte (Okada et al., 2014).

TEM

extrazellular

(1M

—
Plasmamembran /\/\

EpCAM  Claudin-7

ADAM10 CD44v6

intrazellular

Abb. 10: Der EpCAM-cld7-Komplex in TEM

EpCAM assoziiert mit cld7 (1) und wird von cld7 in TEM rekrutiert (2), in den TEM bilden sie einen Komplex mit
den Testraspaninen, CD9 und Tspan8, sowie CD44v6 und ADAM10, die auch in TEM lokalisiert sind. Modifiziert
nach (Maetzel et al., 2009; Schnell et al., 2013).

In einer in vitro Studie in kolorektalen Karzinomzelllinien assoziiert EpCAM direkt mit
cld7 und ein Knockdown von EpCAM reduziert die Gesamtproteinmenge von cld1

und cld7. Aber es konnte beobachtet werden, dass diese Proteine vermehrt in TJs
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akkumulieren. Die Autoren schlussfolgerten, dass die Assoziation von EpCAM mit
cld7 und cld1 die Stabilitat von Claudinen unterstutzt und deren Verteilung in den
polarisierten Epithelzellen beeinflusst. Zudem war die beobachtete Assoziation von
EpCAM und cld1 abhangig von cld7 (Wu et al., 2013).

Auch unter physiologischen Bedingungen wurde im Gastrointestinaltrakt eine
wichtige Interaktion von cld7 und EpCAM festgestellt. Lei et al. (2012) zeigten, dass
im Darmepithel cld7 in Zell-Zell-Kontakten mit EpCAM kolokalisiert und die beiden
Proteine direkt miteinander assoziieren. Dariiber hinaus ist cld7 in EpCAM*® Mausen
auf nicht nachweisbare Mengen reduziert. Die Autoren schlussfolgerten, dass
EpCAM an der Bildung von funktionellen TJs im intestinalen Epithel beteiligt ist,
indem es Claudine in Zell-Zell-Verbindungen rekrutiert (Lei et al., 2012). Zudem
assoziiert cld7 auch in Progenitorzellen der Leber mit EpCAM (Yovchev et al., 2008).
In vitro Untersuchungen in einer Reihe unterschiedlicher Modelle sowie Studien an
Tumorgewebe und mit cld7*° und EpCAM*® Mausen belegen die Assoziation dieser
beiden Molekule unter noch nicht klar definierten Bedingungen. Alle Studien weisen
darauf hin, dass eine Stdrung dieser Interaktion mit erheblichen pathologischen

Verédnderungen einhergeht.

1.5 Modellsysteme
1.5.1 HEK-Modell

Human Embryonic Kidney Zellen sind durch die Transformation primarer
embryonaler Nierenzellen mit humaner Adenovirus 5 DNA entstanden und werden
auch als HEK293 (HEK) bezeichnet (Graham et al., 1977). Nachfolgende Analysen
haben gezeigt, dass ein adenovirales Genomfragment von etwa 4 kbp in das
humane Chromosom 19 integriert wurde und fur die Proteine E1A / E1B kodiert, die
Signalwege der Zellzykluskontrolle beeinflussen und der Apoptose entgegenwirken
(Louis et al., 1997). Viele Jahre wurde davon ausgegangen, dass HEK Zellen durch
die Transformation von Fibroblasten, Endothel- oder Epithelzellen, die in den Nieren
vorhanden sind, entstanden sind. Aufgrund von Genom- und Transkriptomanalysen
wird angenommen, dass HEK Zellen ihren Ursprung in embryonalen Vorlauferzellen

der Nebennieren haben. Daher eignen sie sich nicht fir in vitro Modelle typischer
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Nierenzellen (Lin et al., 2014; Shaw et al., 2002). Vielmehr sind sie fur
Untersuchungen von Protein-Protein-Interaktionen sehr gut geeignet und einfach zu
transfizieren. Des Weiteren weisen sie keine TJs auf (Piontek et al., 2008) und
exprimieren kein EpCAM und kaum cld7 (Nubel et al., 2009). Aufgrund dessen sind

sie als Modellsystem fir die vorliegende Arbeit sehr gut geeignet.

1.5.2 SW948- und HT29-Tumorzelllinien und Tumorstammzellen

Fur die in vitro Untersuchungen des Einflusses von cld7 auf Tumorstamm-
zelleigenschaften wurden die kolorektalen Karzinomzelllinien HT29 und SW948
verwendet. Die Fahigkeit des Tumorwachstums und der Metastasierung von HT29

Zellen wurde in in vivo Versuchen kontrolliert.

1.5.2.1 SW948- und HT29-Tumorzelllinien

Die humanen kolorektalen Adenokarzinomzelllinien, HT29 (von Kleist et al., 1975)
und SW948 (Leibovitz et al.,, 1976) wurden aus Primartumoren isoliert. Es handelt
sich dabei um adhéarente Zelllinien mit epithelialer Morphologie. HT29 Zellen
wachsen unter Standardbedingungen als nicht polarisierte, undifferenzierte
Multilayer. HT29 Zellen sind als Xenograft-Tumormodell fir Kolorektalkrebs geeignet.
Um humane Krebserkrankungen zu untersuchen, wurden einige Mausmodelle
entwickelt. Diese Modelle werden verwendet, um Faktoren, die an malignen
Transformationen, der Invasion von Tumorzellen und Metastasierung beteiligt sind,
sowie das Ansprechen auf bestimmte Therapien zu untersuchen. Das humane
Tumor-Xenograft-Modell ist eines der am haufigsten genutzten Modelle. Hierbei
werden humane Tumorzellen in immunsupprimierte Mause, die humane Zellen
tolerieren konnen, injiziert. Dies erfolgt entweder subkutan, intravends oder
orthotopisch (Richmond and Su, 2008). NOD / SCID (Non-Obese Diabetic, Severe
Combined Immunodeficiency) Mause zeigen Beeintrachtigungen bei der Bildung von
T- und B-Lymphozyten und sind daher nicht in der Lage fremdes Gewebe abzu-
stol3en (Shultz et al., 2005).
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1.5.2.2 Tumorstammzellen

Heutzutage wird davon ausgegangen, dass nur eine kleine Subpopulation des
gesamten Tumors in der Lage ist, den Tumorverband zu verlassen, im Gefal3system
des Koérpers zu Uberleben und anschlieRend in fremdes Gewebe einzudringen. Fur
die Bildung von Kolonien in fremdem Gewebe erscheint die Fahigkeit zur
Selbsterneuerung und Differenzierung essentiell zu sein. Die Fahigkeit der
Selbsterneuerung und Differenzierung ist eines der charakteristischen Merkmale
embryonaler und adulter Stammzellen. Daher werden Tumorzellen, die diese
Eigenschaften besitzen als Tumorstammzellen (TSZ) bezeichnet (Scheel and
Weinberg, 2012). TSZ konnen auch mithilfe von spezifischen TSZ-
Oberflachenmarkern identifiziert und isoliert werden. CD133 ist einer der ersten TSZ-
Marker, der im kolorektalen Karzinom (KRK) identifiziert wurde. CD133 ist ein
Transmembranglycoprotein und wird selektiv auf tumorinitierenden Zellen innerhalb
der Gesamtmasse des humanen KRK exprimiert (O'Brien et al.,, 2007). Diese
CD133"-Zellpopulation ~ exprimiert  weitere  Stammzellproteine, wie  die
Zelladhasionsmolekile, EpCAM, CD44v6 und CD166 (Dalerba et al., 2007). Weitere
potentielle Marker von KRK-Stammzellen sind das Integrin a6 (CD49f) / 31 (CD29),
das Zelladhasionsmolekil CD24 und der Leucine-Rich Repeat-Containing G-Protein
Coupled Receptor 5 (Lgr5) (Barker and Clevers, 2010; Fujimoto et al., 2002;
Haraguchi et al., 2013; Sagiv et al., 2006).

In vitro kdonnen TSZ mithilfe selektiver Wachstumseigenschaften angereichert
werden. So konnen TSZ unter nicht-adharenten Kulturbedingungen Sphéaroide
bilden, wie dies auch von gewebespezifischen adulten Stammzellen bekannt ist (Liu
et al., 2006; Smukler et al., 2011). Des Weiteren zeigen epitheliale Stammzellen
ebenso wie Tumorstammzellen epithelialer Tumore, die Fahigkeit als Holoklone zu
wachsen (Locke et al., 2005; Tang et al., 2007; Vollmers et al., 2012). Wenn
Priméarkulturen nicht transformierter Epithelzellen kloniert werden, wachsen drei Arten
von Kolonien, die unterschiedliche proliferative Kapazitaten aufweisen und als
Holoklone, Meroklone und Paraklone bezeichnet werden. Holoklone sind kompakte
Kolonien mit glatten Randern, wohingegen Paraklone lockere Kolonien bilden und
von ausdifferenzierteren Tochterzellen stammen. Die Morphologie der Meroklone
liegt dazwischen (Barrandon and Green, 1987). Diese Kolonien entstehen aus

Stammzellen, Progenitorzellen und differenzierten Zellen. Holoklone bestehen aus
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selbsterneuernden Stammzellen, wohingegen Mero- und Paraklone vorwiegend aus

Progenitorzellen und differenzierten Zellen bestehen (Vollmers et al., 2012).
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1.6 Ziele der Arbeit

Claudine sind die wesentlichen Komponenten von TJs, die fur die Aufrechterhaltung
der Integritat eines Epithelverbandes unerlasslich sind. Dies stellt eine Funktion dar,
die mit der Metastasierung nicht vereinbar ist. Dennoch wird bei einigen
metastasierenden Tumoren eine Uberexpression von Claudinen beobachtet. In der
Tat werden Claudine auch aufl3erhalb von TJs detektiert. Die Mechanismen, die
verhindern, dass Claudine in TJ-Komplexe integriert werden, sind weitgehend
unbekannt. Auch die Lokalisation von Claudinen auf3erhalb von TJs konnte noch
nicht nachhaltig geklart werden. Untersuchungen zur Funktion von Claudinen
aulRerhalb von TJs fehlen weitgehend. Vorarbeiten in diesem Labor zeigten, dass die
Uberexpression von cld7 mit einer schlechten Prognose bei gastrointestinalen
Tumoren  Korreliert. Zudem ist cld7 haufig als Komplex mit den
Tumorstammzellmarkern Tspan8, CD44v6 und insbesondere EpCAM in GEM
angereichert. Darauf aufbauend entstand die Hypothese, dass cld7 aul3erhalb von
TJs als Tumorstammzellmarker agiert. Um dies zu Uberprifen, habe ich im Rahmen

meiner Dissertation am Modell transfizierter HEK Zellen:

e den Einfluss posttranslationaler Modifikationen auf die Lokalisation von cld7
und

e die Bildung von cld7-Proteinkomplexen unter besonderer Beriicksichtigung
von EpCAM in Abhangigkeit von der Integration in Membranmikrodoméanen
charakterisiert.

e Darauf aufbauend wurden im Hinblick auf die Beteiligung von cld7 am
Metastasierungsprozess insbesondere Motilitat und Invasivitat in Abhangigkeit
von cld7 / cld7-Komplexen auf3erhalb von TJs evaluiert.

e Im abschlieBenden Teil meiner Dissertation habe ich die Relevanz der

erhobenen Befunde fir die Metastasierung kolorektaler Tumore Uberpruft.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Geréate

Tabelle 1: Verwendete Gerate unter Angabe des Herstellers

Name

Analysenwaage PT 3100
CO3,-Brutschrank
Durchflusszytometer FACS Calibur
DNA-Agarosegelelektrophoresekammer
ELISA-Reader Multiscan FC
Entwickler Agfa Curix 60

Feinwaage RC210D
Fluoreszenzmikroskop Leica DMRBE
Fluoroskan Ascent Mikroplattenleser
Geldokumentationssystem (Mididoc)
Inkubator fir Bakterienkulturen
Inverslichtmikroskop DM-IL
Magnetrihrer

Mikrowelle

Netzgerat PS 9009

Netzgerate

PCR-Cycler Mastercycler

Ph-Meter-761 Calimatic

Hersteller

Sartorius, Gottingen

Labotect, Gottingen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Bio-Rad, Munchen

Thermo Fisher Scientific, Dreieich
Siemens, Erlangen

Sartorius, Gottingen

Leica, Wetzlar

Thermo Scientific, Langenselbold
Herolab, Wiesloch

Melag, Berlin

Leica, Wetzlar

Heidolph, Keilheim

Phillips, Wiesbaden

GIBCO, Darmstadt

Consort, Turnhout, Belgien
Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin
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Photokassette

Photometer Ultraspec Il

Pipetten

Pipettus-Akku

Préazisionswaage RC 210 D

Rotor GSA

Rotor SW34

Rotor SW41Ti

Rotor SW60

Schittelgerat Vortex Genie®
Schattelinkubator fur Bakterienkulturen
SDS-PAGE System Mini-PROTEAN®
Sterilbanke

Thermo-Mixer

Ultraschallbad Sonorex
Ultraschallstab UW 2070
Ultrazentrifuge Optima Le-80K
Wasserbad

Western Blot System Mini Trans-Blot®
Zahlkammer Neubauer improved

Zell Harvester 96

Zentrifuge Biofuge fresco

Zentrifuge J6-MC

Zentrifuge Megafuge 10 R

Zentrifuge Sorvall RC5B Plus

Amersham, Freiburg
Amersham, Freiburg
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann, Eberstadt
Sartorius, Gottingen
Kendro, Langenselbold
Kendro, Langenselbold
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Scientific Industries, New York, USA
Edmund Buhler GmbH, Hechingen
Bio-Rad, Miunchen
Heraeus, Hanau
Eppendorf, Hamburg
Bandelin, Berlin
Bandelin, Berlin
Beckman Coulter, Krefeld
Julabo, Seelbach
Bio-Rad, Miunchen
Brand, Wertheim

Tomtec, Hamden, USA
Heraeus, Hanau
Beckman Coulter, Krefeld
Heraeus, Hanau

Kendro, Langenselbold
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Materialien unter Angabe des Herstellers

Name

96-well-Mikrotiterplatten, Flachboden
96-well-Mikrotiterplatten, Rundboden
Dako Stift

Deckglaser

ELISA-Platten, 96-well

Eppendorf-Reaktionsgefalle
2,5 ml, 2 ml)

Hyperfilm ECL

Kaniilen (20G, 23G, 27G)
Kryo-Réhrchen (2 ml)
Migrationskammer AP48
Nitrozellulosemembran Hybond® ECL®
Objekttrager

Parafilm®M

PCR Reaktionsgefalie

Pipettenspitzen

Polycarbonatmembran (Poren 8 um)
R6hrchen (15 ml, 50 ml)

Spritzen

Sterilfilter 0,2 pm

Vivaspin Centrifugal Concentrators (6 ml,

20 ml)

Hersteller

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Greiner Bio-One, Frickenhausen
DakoCytomat., Glostrup, Denmark
R. Langenbrinck, Emmendingen
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Eppendorf, Hamburg

Amersham/GE Healthcare, Freiburg
Becton Dickinson, Heidelberg
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA
Amersham/GE Healthcare, Freiburg
R. Langenbrinck, Emmendingen
American Nat. Can., Greenwich, GB
Axon Kaiserslautern

Sarstedt, Numbrecht

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA
Greiner Bio-One, Frickenhausen
Becton Dickinson, Heidelberg
Renner, Darmstadt

Vivascience, Hannover
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Whatman™ 3MM Papier

Zellkultur-Flaschen (25 cm?, 75 cm?)

Zellkultur-Multiwellplatten
(6-well, 24-well)

Zellkulturschalen (100 mm)

Zellschaber

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Scleicher & Schull, Dassel
Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Greiner Bio-One, Frickenhausen

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien und Reagenzien unter Angabe des Herstellers

Name

2-Bromopalmitat (2-BP)
p.ATP

Acetoacetat

Aceton

Agar

Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin Sulfat
AnnexinV-APC
AnnexinV-FITC
Bactoagar
BMCC-Biotin
Biotin-X-NHS

Bradford Reagent

Hersteller

Sigma-Aldrich, Minchen
Hartmann Analytic, Braunschweig
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Calbiochem, Darmstadt

Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Fluka, Buchs, Switzerland
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Calbiochem, Darmstadt

Bio-Rad, Miinchen
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Brilliant Blau G-Colloidal Konzentrat
Bromphenolblau

Bovine Serum Albumin (BSA)
Calciumchlorid

Carboxyfluorescein-succinimidylester
(CFSE)

Chloroform

Coomassieblau G250
Coomassieblau R250
DEPC

Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol (DTT)
Entwicklerlésung
Essigsaure

Ethanol

Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetal Calf Serum (FCS)
Ficoll-Paque

Fixierlosung

Formaldehyd 37%

G418 Sulfat (Neomycin)

Gelatine

Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Gerbu-Biotechnik, Gaiberg
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Agfa healthcare, Bonn
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Agfa healthcare, Bonn
Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich

Merck, Darmstadt
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Gelatine from cold water fish skin
(Fischgelatine)
Glycerol

Glycin

Hefeextrakt

HEPES

Hyaluronsaure (Rooster Comb)
Hydroxylamin (HAM)-L6sung 50 %
Hygromycin

Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumcarbonat
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumtetrathionat
Kristallviolett

L-Glutamin

Lipofectamin™ 2000
Lubrol MX (17A17)
Matrigel™
Magnesiumchlorid
Magnesiumkarbonat
Magnesiumsulfat

Methanol

Milchpulver

Sigma-Aldrich, Minchen

AppliChem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
GIBCO, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
PAA, Pasching, Osterreich
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
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Mowiol (4-88)

MTT (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid)
Natriumacetat

Natriumazid

Natriumcarbonat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyruvat
Natriumtetrathionat
Natriumthiosulfat
N-Ethylmaleinimid (NEM)
Optifluor O

Paraformaldehyd

Penizillin

Phalloidin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphataseinhibitor PhosSTOP®
Poly-L-Lysin

Ponceau-S-Ldsung

Propidiumiodid

Calbiochem, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Perkin Elmer, Rodgau
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
Roche Diagnostik, Mannheim
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe

Calbiochem, Darmstadt
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Protease-Inhibitor Cocktail Tabletten
Protein-G-Sepharose 4 Fast Flow
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)
RPMI 1640 Zellkulturmedium
Salzsaure

Streptomycinsulfat

TACE Inhibitor (TAPI)

TEMED (N,N,N'N’- Tetramethylethylendiamin)
Tricin

TRIS

Triton-X-100

Trypanblau

Trypsin

Trypton

Tween-20

Urea

Wasserstoffperoxid (30%)

2.1.4 Puffer und Lésungen

Roche Diagnostik, Mannheim
Amersham Pharmacia, Freiburg
Carl Roth, Karlsruhe

GIBCO, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Calbiochem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen
AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Minchen

Merck, Darmstadt

Tabelle 4. Verwendete Puffer und Lésungen unter Angabe des Herstellers

6x Laemmli Puffer

350 mM Tris, pH 6,8, 10 % SDS (W/v), 36 %

Glycerol (w/v), 0,01 % Bromphenolblau (w/v)

Anodenpuffer (10x)

1 M Tris, 0,225 M HCI, pH 8,9
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Bicarbonatpuffer

Coomassieblau-Ldsung

Diethanolaminpuffer (pH 9,8)

Einfriermedium

Elvanol

Entfarber-Losung
Ethidiumbromid
Gelpuffer (3x)

HEPES-Puffer

Inkubationspuffer

Kathodenpuffer (10x)

Kinase-Assay-Puffer

Laufpuffer fur SDS-PAGE (10x)

LB Medium

PBS

Stripping-Puffer fur WB

TAE Puffer

15 mM Na,CO3, 35 mM NaHCOg3, pH 9,6

0,125 % Coomassie-Brilliantblue R250, 50 %
Methanol, 10 % Essigsaure in ddH,O

97 ml Diethanolamin, 100 mg MgCl, ad 1 L dd
H,O

10 % DMSO in FCS

20 % Mowiol (w/v), pH 8 in zwei Teilen PBS und
einem Teil Glycerol 16sen

7 % Essigsaure, 5 % Methanol in ddH,0O

0,01 % in Wasser (w/v)

3 M Tris, 1 M HCI, 0,3 % SDS (w/v), pH 8,45

25 mM HEPES, 150 mM NacCl, 5 mM MgCl,,
1 mM PMSF, Protease-+ Phosphataseinhibitoren

50 mM CacCly, 1 pM ZnCl,, 50 mM Tris, 150 mM
NaCl, pH 7,5
1 M Tris, 1 M Tricine, 1 % SDS (w/v), ~pH 8,25

25 mM HEPES pH 7,2, 100 mM NaCl, 5 mM
MgCly, 5mM MnCls,
Proteaseinhibitoren

1 %SDS (w/v), 144 g Glyzin, 30 g Tris, ad 1 L
dd H,O

Phosphatase- und

10 g Peptone, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad
1L dd H,O. 15 g Agar fur LB Agarplatten.

137 mM NacCl, 8,1 mM Na,HPOQ,, 2,7 mM KCI,
1,5 mM KH2;POy, pH 7,4

50 mM Tris - HCI (pH 6,8), 2 % SDS (w/v),
0,1 M B-Mercaptoethanol

242 g Tris, 57,1 ml konz. Essigsaure, 100 ml
0,5 M EDTA (pH 8,0), ad 1 L dd H,O, pH 8,5
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Transferpuffer (WB) 25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0,1% SDS,
20 % Methanol

Tricine-Probenpuffer 150 mM Tris (pH 7,0), 3 % SDS (w/v), 30 %
Glycerol (w/v), 0,01 % Bromphenolblau (w/v)
Waschpuffer (WB Membranen) PBS, 0,1 % Tween-20 oder TBS, 0,1 % Tween-20

2.1.5 Enzyme

Tabelle 5: Verwendete Enzyme unter Angabe des Herstellers

Name Hersteller

AccuPrime® Polymerase Invitrogen, Darmstadt

Calf Intestinal Alkaline Phosphatase MBI Fermentas, St. Leon-Rot
(CIAP)

Restriktionsenzyme MBI Fermentas, St. Leon-Rot
RNAse Promega, Mannheim

T4 Ligase MBI Fermentas, St. Leon-Rot

2.1.6 Nukleotid- und Proteinstandards

Tabelle 6: Verwendete Nukleotid- und Proteinstandards unter Angabe des

Herstellers

Name Hersteller

GeneRuler™ 100bp DNA-Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler™ 1Kb DNA-Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
GeneRuler™ 1Kb DNA-Ladder Plus MBI Fermentas, St. Leon-Rot
Pageruler™ Prestained Protein Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Rot
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2.1.7 Kits

Tabelle 7: Verwendete Kits unter Angabe des Herstellers

Name Hersteller

ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham/GE Healthcare, Freiburg
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN, Hilden

QIAprep Spin Miniprep Kit QIAGEN, Hilden

QIAquick Gel Extraction Kit QIAGEN, Hilden

2.1.8 Oligos

Tabelle 8: Verwendete Oligos unter Angabe der Sequenz
Name Sequenz

human cld7 kd1 sense 5-GATCCCCTCGGACCTACAGCCCAGGATATTC
AAGAGATATCCTGGGCTGTAGGTCCGATTTTTA-3

human cld7 kd1 antisense 5-AGCTTAAAAATCGGACCTACAGCCCAGGATATCTC
TTGAATATCCTGGGCTGTAGGTCCGAGGG-3f

human cld7 kd2 sense 5 -GATCCCCCCCTACCAACATTAAGTATGATTCAAGAGA
TCATACTTAATGTTGGTAGGGTTTTTA-3

human cld7 kd2 antisense 5-AGCTTAAAAACCCTACCAACATTAAGTATGATCTCTT
GAATCATACTTAATGTTGGTAGGGGGG-3'

2.1.9 Primer

Tabelle 9: Verwendete Primer unter Angabe der Sequenz

Name Sequenz

cld7 (Nubel et al., 2009) for:
5-ATATAAAGCTTACCACCATGGCTAACTCG
GGCCTGCAA-3'
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cld7-S33A

cld7-S69A

cld7-S87A

cld7-S172A

cld7-S204A

cld7-S206A

rev:
5-TATATAGGATCCTCACACGTATTCCTTAGA
GGA-3'

for:
5'-CTATCCCACAGTGGCAGATGGGCTCCTA
TGCAGGCGACAAC-3

rev:
5-GTTGTCGCCTGCATAGGAGCCCATCTGC
CACTGTGGGATAG-3'

for:
5'-GAGCTGCAAAATGTACGACGCGGTGCTT
GCCCTGCCAGC-3'

rev:
5'-GCTGGCAGGGCAAGCACCGCGTCGTACA
TTTTGCAGCTC-3'

for:
5'-CGAGCCTTAATGATTGTGGCCTTGGTGT
TGGGCTTCTTG-3'

rev:
5'-CAAGAAGCCCAACACCAAGGCCACAATC
ATTAAGGCTCG-3'

for:
5-CTTTATCGGCTGGGCAGGGGCTGCTCTG
GTCCTTCTGGG-3'

rev:
5'-CCCAGAAGGACCAGAGCAGCCCCTGCC
CAGCCGATAAAG-3'

for:

5'- CTCCTACCCTAAGGCCAACTCCTCTAAG-
3

rev:
5'-CTTAGAGGAGTTGGCCTTAGGGTAGGAG-
3

for:

5'- CTACCCTAAGTCCAACGCCTCTAAGGAA
TACG-3'

rev:
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cld7-S207A

cld7-C184S/C186S

EpCAM (Nubel et al., 2009)

EpCAM-A279I (Niibel et al., 2009)

EpCAM-A283I (Niibel et al., 2009)

5'- CGTATTCCTTAGAGGCGTTGGACTTAGG
GTAG-3

for:
5'-CCTAAGTCCAACTCCGCTAAGGAATACG
TG-3'

rev:
5'-CACGTATTCCTTAGCGGAGTTGGACTTA
GG-3

for:
5'-GGAGGGGCCCTGCTCTCTTTCCTCCTCC
CCCGGCAGTGAAAGCAAAG-3'

rev:
5-CTTTGCTTTCACTGCCGGGGGAGGAGGA
AGAGAGCAGGGCCCCTCC-3'

for:
5-TATAAAGCTTGCCACCATGGCGCCCCCCA
AGGCCCTC-3'

rev:
5-TTGCTCCATGTCTTTCTGAGCTGCGGCCA
G-3'

for:
5-CGCCGTCATTGTCGTGGTGGTGTTAATA
GTCATTGCG-3'

rev:
5'-CGCAATGACTATTAACACCACCACGACAA
TGACGGCG-3'

for:
5-AGTCATTGCGGGGATTGTTGTCCTGGTTA
TAT-3'

rev:
5'-ATATAACCAGGACAACAATCCCCGCAATG
ACT-3'
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2.1.10 Antikorper

2.1.10.1 Priméarantikorper

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Primarantikdrper

Name Hersteller

Actin Becton Dickinson, Heidelberg
Asialo-GM1 Wako, Richmond, USA
B-Catenin Becton Dickinson, Heidelberg
CD29 Becton Dickinson, Heidelberg
CD44 (25-32) (Zuckermann et al., 1994)
CD44v6 (VFF18) (Seiter et al., 1996)

CD49%e Becton Dickinson, Heidelberg
CDA4of Becton Dickinson, Heidelberg
CD81 Becton Dickinson, Heidelberg
CD104 Becton Dickinson, Heidelberg
CD133 Becton Dickinson, Heidelberg
CD147 Becton Dickinson, Heidelberg
CD166 Becton Dickinson, Heidelberg
CD184 Becton Dickinson, Heidelberg
cld3 Santa Cruz, Heidelberg

cld4 Santa Cruz, Heidelberg

cld7 (Ladwein et al., 2005)

c-src Santa Cruz, Heidelberg
E-Cadherin Becton Dickinson, Heidelberg
EGFR AnaSpec, San Jose, USA
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EpCAM (D5.7; a-rat)

EpCAM (HEA; a-human)

EpIC

Ezrin

FAK

FGF

FN

Met

MMP2

MMP3

MMP7

MMP9
MMP13
MMP14
N-Cadherin
Notch

Oct3/4

Paxillin
phospho-B-Catenin
phospho-cld7
phospho-Ezrin
phospho-FAK
Phosphotyrosin
Presenilin-2

phospho-Src

(Matzku et al., 1989)
(Momburg et al., 1987)
hergestellt von Dr. F. Thuma, keine Referenz
Sigma-Aldrich, Minchen
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
Dianova, Hamburg

Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

Santa Cruz, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
Biolegend, San Diego, USA
Santa Cruz, Heidelberg
Becton Dickinson, Heidelberg
BioTrend, KoIn
Sigma-Aldrich, Minchen

Cell Signaling, Frankfurt

Cell Signaling, Frankfurt
Becton Dickinson, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

Cell Signaling, Frankfurt
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TACE Santa Cruz, Heidelberg
TGFpB Becton Dickinson, Heidelberg
Tspan8 (C0O029) (Sela et al., 1989)

Tubulin Becton Dickinson, Heidelberg
Vimentin Becton Dickinson, Heidelberg
Z0-1 Santa Cruz, Heidelberg

2.1.10.2 Sekundarantikorper

Tabelle 11: Verwendete Sekundarantikdrper und Streptavidin-Konjugate

Name Hersteller
anti-Hamster-lgG-APC Dianova, Hamburg
anti-Hamster-lgG-FITC Dianova, Hamburg
anti-Hamster-1gG-PE Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen-lgG-HRP Rockland, Gilbertsville, USA
Anti-Kaninchen-1gG-PE Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen-lgG-FITC Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen-lgG-Cy2 Dianova, Hamburg
Anti-Kaninchen-lgG-Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Maus-IgG-APC Becton Dickinson, Heidelberg
Anti-Maus-IgG-PE Dianova, Hamburg
Anti-Maus-lgG-HRP Rockland, Gilbertsville, USA
Anti-Maus-IgG-FITC Dianova, Hamburg
Anti-Maus-1gG-Cy2 Dianova, Hamburg
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Anti-Maus-IgG-Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Meerschweinchen-IgG-HRP Dianova, Hamburg
Anti-Meerschweinchen-IgG-PE Dianova, Hamburg
Anti-Meerschweinchen-IgG-FITC Dianova, Hamburg
Anti-Meerschweinchen-IgG-APC Dianova, Hamburg
Anti-Meerschweinchen-IgG-Cy2 Dianova, Hamburg
Anti-Meerschweinchen-IgG-Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Ratte-IgG-APC Dianova, Hamburg
Anti-Ratte-1gG-FITC Dianova, Hamburg
Anti-Ratte-1gG-PE Dianova, Hamburg
Anti-Ratte-IgG-Cy2 Dianova, Hamburg
Anti-Ratte-IgG-Cy3 Dianova, Hamburg
Anti-Ziege-1lgG-HRP Rockland, Gilbertsville, USA
Streptavidin-AP Dianova, Hamburg
Streptavidin-APC Dianova, Hamburg
Streptavidin-FITC Dianova, Hamburg
Streptavidin-HRP Dianova, Hamburg
Streptavidin-PE Dianova, Hamburg

2.1.11 Expressionsvektoren

Die humanen cld7-Knockdown-Konstrukte wurden in das pSUPER.gfp/neo
Expressionsplasmid (Oligoengine, Seattle, USA) geklont.

Die Ratten cld7 cDNA sowie cld7mS33, cld7mS69, cld7mS87, cld7mS172,
cld7mS204, cld7mS206, cld7mS207 und cld7mPalm cDNA waren in das
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pcDNA3.1(+) Expressionsplasmid mit Neomycin-Resistenz (Invitrogen, Darmstadt)

geklont.

Die Ratten EpCAM cDNA sowie EpC™€ cDNA waren in das pcDNA3.1(+)

Expressionsplasmid mit Hygromycin-Resistenz (Invitrogen, Darmstadt) geklont.

2.1.12 Bakterienstamme

Tabelle 12: Verwendete Bakterienstamme unter Angabe des Genotyps

Name
E.coli DH5a

E.coli oneShot®*TOP10

2.1.13 Zelllinien

Genotyp

F, ®80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR,
recAl, endAl, hsdR17(rk’,mk"), phoA, supE44, thi-1,
gyrA96, rel A1, A" (Invitrogen, Darmstadt)

F-  mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC)  ¢@80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(araleu)

7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG (Invitrogen,
Darmstadt)

Tabelle 13: Verwendete Zelllinien unter Angabe des Ursprungs

Name

HEK293 (HEK)

HEK-cld7

HEK-EpC

HEK-EpC-cld7

Ursprung

Menschliche  embryonale Nierenzellen (Human
Embryonic Kidney), American Type Culture Collection
HEK mit cld7-pcDNA3.1 (+) transfiziert, (Kuhn et al.,
2007)

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) transfiziert, (Kuhn et al.,
2007)

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7-pcDNA3.1 (+)
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HEK-EpC™®-cld7

HEK-EpC-cld7mFam

HEK-EpC-cld7ms33

HEK-EpC-cld7™s%°

HEK-EpC-cld7™®’

HEK-EpC-cld7mst"2

HEK-EpC-cld7ms2%

HEK-EpC-cld7ms2%

HEK-EpC-cld7ms2%”

HT29

HT29-cld7"

SW948

transfiziert, (Kuhn et al., 2007)

HEK mit EpCmAG-pcDNA3.1 (+) und cld7-pcDNA3.1 (+)
transfiziert, (Nubel et al., 2009)

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mPalm-pcDNA3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS33-pcDNA3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS69-pcDNAS3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS87-pcDNA3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS172-pcDNA3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS204-pcDNA3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS206-pcDNA3.1
(+) transfiziert

HEK mit EpC-pcDNA3.1 (+) und cld7mS207-pcDNA3.1
(+) transfiziert

Humane kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, isoliert aus
einem Primartumor, American Type Culture Collection
HT29 Zellen, bei denen die cld7-Expression stabil her-
unterreguliert wurde

Humane kolorektale Adenokarzinom-Zelllinie, Dukes'

type C, grade Ill, American Type Culture Collection
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SW948-cld 7 SW948 Zellen, bei denen die cld7-Expression stabil her-

unterreguliert wurde

2.1.14 Mause

NOD / SCID-Méause Charles River, Sulzfeld, Deutschland

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Bakterienkulturen

E.coli Bakterien wurden in LB (Luria Bertani) Medium mit Ampicillin (100 pg / ml) zur
Selektion von transformierten Bakterien unter Schitteln bei 37°C kultiviert. Zudem
wurden E.coli Bakterien auf Agarplatten mit Ampicillin (60 pg / ml) bei 37°C kultiviert.
Um Dauerkulturen herzustellen, wurden 1,5 ml einer Uber-Nacht-Kultur
abzentrifugiert (4.000 Upm, 5 min, RT) und das Zellpellet in LB-Medium
resuspendiert und im Verhaltnis 1:1 mit sterilem Glycerol gemischt. AnschlieRend

wurde die Suspension in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

2.2.1.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Fur die Transformation chemisch kompetenter E.coli Bakterien wurde die Heat-
Shock-Methode angewandt. Die bei -80°C gelagerte Bakteriensuspension (50 pl)
wurde auf Eis aufgetaut und mit 20 pl PCR-Produkt oder Plasmid-DNA (50 pg)
gemischt und fur 10 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte der Hitzeschock bei
42°C fur 45 bis 60s und die Mischung wurde flir 2 min auf Eis inkubiert. Der
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Mischung wurden 300 pl LB-Medium hinzugefigt und unter Schutteln inkubiert (45
min - 1h, 37°C). Ein Teil des Transformationsansatzes (50 - 150 pl) wurde auf
Agarplatten (mit Ampicillin) ausplattiert und tber Nacht bei 37°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden einzelne Bakterienkolonien von der Platte gepickt, in LB-
Medium Uberfuhrt und unter Schatteln kultiviert (12 - 16h, 37°C).

2.2.1.3 Plasmid-DNA-Isolation aus Bakterienkulturen

Mithilfe von QIAGEN Kits (Miniprep oder Midiprep) wurden kleinere oder mittlere
Mengen Plasmid-DNA gemé&l den Herstellerangaben gewonnen. Alternativ wurden
kleinere Plasmid-DNA Mengen ohne die Verwendung eines Kits isoliert. Eine Uber-
Nacht-Bakterienkultur (mit dem gewtinschten Plasmid) wurde bei 4000 Upm (5 min,
RT) abzentrifugiert und das gewonnene Pellet in 200 ul Puffer P1 (50 mM Tris-HCI,
pH 8, 10 mM EDTA, 100 pug / ml RNAse A) resuspendiert. Zur alkalischen Lyse
wurden 200 ul Puffer P2 (200 mM NaOH, 1 % SDS) hinzugefugt, gut gemischt und
fur 5 min bei RT inkubiert. AnschlieBend wurde die Lyse mittels 200 pl eiskaltem
Puffer P3 (2,55 M KAc, pH 4,8) gestoppt, vorsichtig gemischt und fur 10 min auf Eis
inkubiert. Nach dem Abzentrifugieren bei 13.000 UpM (15 min, 4°C) wurde der
Uberstand mit einem Volumen von eiskaltem Isopropanol versetzt, gut gemischt und
bei 13.000 UpM fiir 30 min bei 4°C zentrifugiert. AnschlieRend konnte das erhaltene
DNA-Pellet mit eiskaltem Ethanol (70 %) gewaschen, getrocknet und in etwa 50 pl

H,O aufgenommen werden.

2.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

In einem 20 pl Ansatz erfolgte der Restriktionsverdau. Hierfir wurden 5 - 10 Units
des entsprechenden Enzyms mit 1 - 15 pg DNA sowie 2 pl Restriktionspuffer (10x)
gemischt und anschliel3end mit dd H,O auf 20 ul aufgefillt. In Abhangigkeit von der
DNA Menge wurde fir 1 - 3 h oder tber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.1.5 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Um die Rezirkularisierung linearisierter Plasmid-DNA zu minimieren, wurden die 5'-
Phosphatreste an den Enden der linearen Plasmid-DNA enzymatisch entfernt (Calf
Intestinal Alkaline Phosphatase, CIAP) und die Reaktion wurde den
Herstellerangaben entsprechend angesetzt (30 min, 37°C). Anschlieend wurde das

Enzym mittels Erhitzen auf 85°C fur 15 min hitzeinaktiviert.

2.2.1.6 Plasmid Ligation

Die Ligation von cDNA Fragmenten in ein Plasmid erfolgte mithilfe der T4 Ligase und
dem entsprechenden Ligasepuffer. Hierfir wurden 200 ng linearisierter,
dephosphorylierter Plasmid-DNA eingesetzt. Das molare Verhaltnis zwischen
Fragment und Plasmid betrug 3 : 1. Die Inkubation erfolgte bei RT fur 1 h und

anschlieBend wurde das Enzym bei 70°C (15 min) inaktiviert.

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Zellkultur

HEK Zellen wurden in DMEM Medium mit 10 % fétalem Kélberserum (Fetal Calf
Serum, FCS), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin kultiviert. Zur Selektion
enthielt das Medium zur Kultivierung der Zellen, die mit cld7, cld7™ oder cld7™"a™
cDNA transfiziert wurden, zusatzlich 500 ng / ml Neomycin. Dem Medium der Zellen,
die mit EpC oder EpC™® cDNA transfiziert wurden, wurde 120 pg/ml Hygromycin zur
zugesetzt, um zwischen transfizierten und nicht transfizierten zu selektionieren. Zur
Selektion der HEK Doppeltransfektanten wurde dem Medium sowohl Neomycin als
auch Hygromycin zugesetzt. Sobald die Zellen stabile Expressionslevel aufwiesen,
wurden diese ohne Selektionsmedium kultiviert. Erreichten die Zellen eine Konfluenz
von etwa 80 %, wurden sie passagiert.
HT29wt und SW948wt Zellen wurden in RPMI 1640-Medium, dem FCS (10 %), 100
U / ml Penicillin und 100 pg / ml Streptomycin zugesetzt wurde, kultiviert. Zur
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Selektion von HT29-cld7*? und SW948-cld7*? Zellen wurde dem Medium zusatzlich
500 ng / ml Neomycin zugesetzt.

Nach erfolgreicher Selektion der Zellen wurden diese ohne Neomycin oder
Hygromycin  kultiviert —und  die  Expressionslevel regelmaRig  mittels
Durchflusszytometrie und WB Uberprift. Alle Zellen wurden unter sterilen
Bedingungen im Inkubator bei 37°C, 90 % Luftfeuchtigkeit und 5 % CO, Partialdruck
kultiviert. Erreichten die Zellen eine Konfluenz von etwa 80 %, wurden sie mithilfe
von PBS / 0,25 % (w/v) Trypsin / 5 mM EDTA von der Zellkulturflasche geldst und

weiter passagiert.

2.2.2.2 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Zellsuspension mit Trypanblau, um tote
Zellen anzufarben, im Verhaltnis 1:1 gemischt und anschlieend in einer Neubauer-
Zahlkammer gezahlt. Hierfir wurden vier GroRquadrate gezéhlt und der Mittelwert
aus den vier GroRRquadraten bestimmt. Der erhaltene Mittelwert wurde mit dem
Kammerfaktor (10.000) und dem Verdinnungsfaktors multipliziert, um die Anzahl der
lebenden Zellen je ml zu erhalten.

Mittelwert der Zellzahl (aus vier GroR3quadraten) x 10.000 x Verdunnungsfaktor =

Lebendzellzahl / ml

2.2.2.3 Kryokonservierung

Die Zellen wurden unter sterilen Bedingungen trypsiniert, mit Medium gewaschen
und abzentrifugiert (200 g, 4 min, 4°C). Anschlieend wurde das Zellpellet in
eiskaltem FCS, dem 10 % DMSO zugesetzt wurde, resuspendiert und in
Kryorohrchen tberfihrt. Im -80°C Gefrierschrank wurden sie fir 24 h eingefroren und
zur Langzeitaufbewahrung in fliissigen Stickstoff Gberflhrt.

Um kryokonservierte Zellen wieder aufzutauen, wurden diese zundchst im
Wasserbad (37°C) kurz aufgetaut und anschlieRend in Medium, das bereits im
Wasserbad erwdrmt war, gegeben. Diese Zellsuspension wurde bei 200 g , 4 min

und 4°C ohne Bremsen abzentrifugiert und in frischem Medium resuspendiert.
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2.2.2.4 Transfektion

Die Klonierung der cld7™3%-, cld7™3%-, cld7™S%"-, cld7™S2%-, cld7™5%%®-, cld7™S2%7-,
cld7™®™_pcDNA3.1 wurde von S. Kuhn und Dr. T. Johnson durchgefiihrt. Die
Generierung des humanen cld7-Knockdown-Konstrukts wurde von Dr. F. Thuma
unter Verwendung des pSUPER RNAi System™ (Oligoengine, Seattle, USA)
durchgefuhrt.

Einen Tag vor der Transfektion wurden 2 - 4 x10° Zellen in 24-Well-Platten ausgesat.
Wenn die Zellen am néchsten Tag zu ~70 - 80% konfluent waren, wurden die Zellen
mit PBS gewaschen und 250 pl Medium ohne FCS hinzugefugt. Fur die Transfektion
wurde zunachst Lipofectamin™ 2000 (2 - 4 pl) mit Medium ohne FCS (50 pl)
verdinnt und flr 5 min bei RT inkubiert. W&hrenddessen wurde die Plasmid-DNA
(0,5 - 1 pg) mit Medium ohne FCS gemischt. AnschlieRend die verdiinnte Plasmid-
DNA zur Lipofectamin™ 2000 Mischung hinzugefugt und fur 20 min bei RT inkubiert,
so dass sich DNA-Lipid-Komplexe bilden konnten. Danach wurde der DNA-Lipid-
Komplex tropfenweise zu den Zellen gegeben. Nach 6 - 8 h wurde das Medium durch
frisches Medium ersetzt und nach 48 - 72 h wurde Selektionsmedium, d.h. Medium
mit Hygromycin und / oder Neomycin, hinzugefuigt. Die Transfektionseffizienz wurde
mittels Durchflusszytometrie und WB untersucht. Fur die Einzelzellklonierung wurden
transfizierte Zellen in 96-well-Platten ausgesat, so dass sich in jedem well ein bis
zwei Zellen befanden. Die Zellkolonien wurden nach vier bis sechs Wochen mittels
Durchflusszytometrie und WB auf stabile Transfektion hin analysiert und weitere

Einzelzellklonierungen angesetzt.

2.2.2.5 Kristallviolett-Farbung adharenter Zellen

Zunéchst wurden die adhéarenten Zellen mit PBS gewaschen und mit 4 % Formalin
fixiert (4 min, RT). Nach dem Absaugen des Formalins wurde eine 1 % Kristallviolett-
Ldsung hinzugefligt und flr 4 min bei RT inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen der
Zellen mit ddH,O wurden diese getrocknet und im Anschluss mit 10 % Essigsaure
lysiert. Mittels eines ELISA-Mikroplattenleser (Anthos labtec, Wals, Austria) erfolgte
die Messung der Absorption bei 595 nm.
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2.2.2.6 Carboxyfluorescein-diacetatsuccinimidinester (CFSE) Markierung

CFSE ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der intrazellular, kovalent an Proteine bindet. Vor
der Markierung wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend in Medium
ohne FCS und CFSE (Endkonzentration 45 uM) resuspendiert und im Brutschrank
fur 30 min inkubiert. Mit einem Volumen FCS fir 15 min bei 4°C wurde
ungebundener Farbstoff entfernt und die Zellen danach dreimal mit PBS gewaschen

und fur 1 h in Medium mit FCS im Brutschrank inkubiert.

2.2.2.7 Adhéasionsassay

In 96-well-Platten mit Zellmonolayern von HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 oder
HEK-EpC-cld7™"®™ Zellen wurden CFSE-markierte HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™*©-
cld7 oder HEK-EpC-cld7™™ Zellen, die mit oder ohne TACE-Inhibitor (TAPI)
behandelt wurden, ausgesat und fur 2 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde
vorsichtig mit PBS gewaschen und die adharenten Zellen lysiert. Die Auswertung
erfolgte mit einem Fluoreszenz Mikroplattenleser (Fluoroskan Ascent Multiplate
Reader, Erregung: 490 nm, Emission: 518 nm). Die Adh&sion wurde in Prozent der

ausgesaten Zellen angegeben.

2.2.2.8 In vitro Wundheilungsversuch

Fur den Wundheilungsversuch wurde ein Zellmonolayer (70 - 80 % Konfluenz) mit
einer feinen Pipettenspitze "verletzt". Die Zellen wandern daraufhin aufeinander zu.
Die Auswertung erfolgte zu Beginn des Versuchs und 24 h sowie 48 h nach der

Verletzung des Monolayers mittels Lichtmikroskopie.

2.2.2.9 Transwell-Migrationsassay

In den unteren Teil einer Boyden-Kammer wurden 50 pl Medium mit 20 % FCS oder

mit 1 % BSA pro well pipettiert. In die obere Kammer wurden 5 x 10* Zellen in
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Medium ohne FCS / 0,1 % BSA (30 pl / well) ausgesat. Die beiden Kammern wurden
durch eine Polycarbonatmembran mit einer Porengrof3e von 8 pm voneinander
getrennt. Nach einer Inkubationszeit von 16 h im Brutschrank konnten die migrierten
Zellen an der unteren Membranseite mit eiskaltem Methanol fixiert werden.
Anschliel3end wurde mit Kristallviolett gefarbt (s. 2.2.2.6) und die Migrationseffizienz

wurde als Prozent der ausgesaten Zellen angegeben.

2.2.2.10 Videomikroskopie

Zunachst wurden 24-well-Platten mit Matrixproteinen (2 - 50 pg / ml) in
Bicarbonatpuffer (150 pl, pH 9,6) fur 16 h bei 4°C beschichtet. Danach wurde dreimal
mit PBS gewaschen, die freien Bindungsstellen mit PBS / 2 % BSA blockiert (1 h,
37°C) und 1 x 10* Zellen ausgesat. Die Bewegungen der Zellen unter normalen
Kulturbedingungen (37°C, 95 % Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,) konnten an einem 1X81-
Inversmikroskop mit einer angeschlossenen CCD-Kamera analysiert werden. Uber
einen Zeitraum von 12 h wurden im Durchlicht-Modus alle 20 min zwei Bilder je well
aufgenommen. Die Migration der Zellen wurde mittels der Software ImageJ mit dem

Manual Tracking Plugin ausgewertet.

2.2.2.11 Invasionsassay

Beim Invasionsassay missen die Zellen durch eine Schicht aus Matrigel, welche
eine kunstliche Basalmembran darstellt, wandern. Matrigel wurde bei 4°C aufgetaut
und 1:1 mit Medium ohne FCS verdinnt. 100 pl dieser Mischung wurde in einen
Einsatz einer Transwell-Kammer vorsichtig pipettiert und Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am nachsten Tag wurden 2 x 10* Zellen in Medium ohne FCS
resuspendiert und vorsichtig in den Transwell-Einsatz mit dem Matrigel pipettiert und
fur 24 h im Brutschrank inkubiert. Die Zellen, die sich im Medium oder an der
Oberflache des Matrigels befanden, wurden durch Waschen mit PBS entfernt. Die
Zellen, die durch das Matrigel gewandert sind (penetrierende Zellen) und diejenigen,
die sich im Matrigel befanden (invadierende Zellen), wurden mit Kristallviolett gefarbt

und mit dem Lichtmikroskop dokumentiert. Zudem wurden die penetrierenden Zellen,
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die durch die Membran (8 um) der Transwell-Kammer gewandert sind, mit dem
Lichtmikroskop untersucht und anschlieRend die Anzahl der Zellen mithilfe der
Software ImageJ (Cell Counter Plugin) gezabhilt.

2.2.2.12 Soft Agar Colony Formation Assay

6-well-Platten wurden mit 0,5 % Agar in Medium mit 10 % FCS beschichtet. 1x10° —
2x10° Zellen wurden in 0,25 % Agar in Medium mit 10 % FCS resuspendiert und auf
die beschichteten Platten ausgesat. Nach drei Wochen konnten die Kolonien gezé&hlt
werden. Die Koloniewachstumseffizienz wurde in Prozent der ausgesaten Zellen

angegeben.

2.2.2.13 Koloniewachstum zur Anreicherung von Tumorstammzellen

Um Spharoide zu erhalten, wurden SW948 Zellen (1 x 10° / ml) in Medium ohne FCS
auf 1 % Agar (Medium mit 10 % FCS)-beschichtete Platten ausgesat. Nach einer
Woche wurde alle drei Tage die Hélfte des Mediums gewechselt. Das Wachstum der
Sphéaroide wurde unter dem Lichtmikroskop tberpruft. Nach drei Wochen wurden die
Sphéaroide gezahlt, gepickt wieder vereinzelt und weiter passagiert.

Fir das Holoklon-Wachstum wurden 50 HT29 Zellen / cm? in Medium mit 5 % FCS
ausgeséat. Nach zwei Wochen wurden die entstandenen Kolonien mit Kristallviolett
gefarbt, um die Anzahl an gewachsenen Holoklonen, Meroklonen und Paraklonen zu
ermitteln. Zudem wurden Holoklone fur die Weiterkultivierung gepickt, wieder

vereinzelt und wie oben beschrieben erneut ausgesat.

2.2.2.14 Durchflusszytometrie

Um Oberflachenantigene zu markieren, wurden 3 - 5 x 10° Zellen in Rundboden-96-
well-Platen ausgesat und mit PBS / 1 % BSA gewaschen (200 g, 4 min, 4°C).
Anschlieiend wurden die Zellen mit unmarkierten Primarantikérpern in PBS / 1 %
BSA (1 — 5 pg / ml) fur 30 min bei 4°C inkubiert und zweimal mit PBS / 1 % BSA
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gewaschen. Danach wurden die Zellen mit fluoreszenzmarkierten Zweitantikbrpern
(0,3 — 0,5 pg / ml) im Dunkeln fir 30 min und bei 4°C inkubiert, erneut zweimal
gewaschen und in 150 ul PBS / 1 % BSA resuspendiert. Die Messung erfolgte am
Durchflusszytometer FACS Calibur (Fluorescence Activated Cell Sorter).

Fur die intrazellulare Markierung wurden die Zellen nach dem Waschen mit PBS / 1
% BSA mit PBS / 1 % Formaledehyd fur 30 min bei 4°C fixiert. Nach dem Fixieren
wurde erneut gewaschen und mit PBS / 0,5 % Tween-20 permeabilisiert (30 min
4°C). AnschlieBend wurden die Zellen zweimal gewaschen und es folgten die
Antikdrperinkubationen wie oben beschrieben.

Die Messung und Auswertung erfolgte mit dem FACS Calibur und der Software Cell
Quest Pro.

2.2.2.15 Immunfluoreszenzmikroskopie

Auf Poly-L-Lysin beschichtete Deckglaschen wurden 1-3 x 10° Zellen ausgesét. Nach
etwa 48 h wurden die Zellen mit PBS / 4 % Paraformaldehyd fur 30 min bei 4°C
fixiert und anschlieRend mit PBS / 0,1 % Triton-X-100 fir 4 min bei 4°C
permeabilisiert. Mit PBS / 0,2 % Fischgelatine / 0,5 % BSA wurden die Proben
geblockt (1 h bei RT) und mit Primarantikérpern (1-5 pug / ml) fir 1 h bei 4°C inkubiert.
Danach wurden die Proben dreimal mit PBS / 0,2 % Gelatine / 0,5 % BSA
gewaschen und mit fluoreszenzmarkierten Sekundéarantikbrpern fur 1 h bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden nochmals dreimal mit PBS / 0,2 % Gelatine / 0,5 % BSA
gewaschen und im Anschluss in Elvanol auf Objekttragern eingedeckt. Die
Auswertung erfolgte mit einem Carl Zeiss Konfokalmikroskop LSM70 und der

Software Axioview Rel. 4.6.

2.2.2.16 Aufkonzentrierung von Medium

Konfluente Zellen wurden 24 bis 48 h in Medium ohne FCS Kkultiviert, um nach
Aufkonzentrierung eine Analyse mittels WB, ELISA oder Zymographie zu
ermoglichen. Zellkulturiiberstande wurden 10 min bei 200 g, 20 min bei 2.000 g, 20
min bei 5.000 g und 30 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert, um die Uberstande
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von Zellen und Zelldebris zu befreien. AnschlieRend wurden die Uberstande fir 90
min bei 100.000 g und 4°C in einem SWA41Ti-Rotor mit einer Ultrazentrifuge
(Beckman Coulter) zentrifugiert, um die Uberstande von Vesikeln zu befreien. Die
vesikelfreien Uberstande wurden mittels Vivaspin Centrifugal Concentrators
(Vivascience) mit einem cut-off von 10 kDa MW aufkonzentriert und die
Proteinkonzentrationen der unterschiedlichen Proben auf 100 pug / ml angepasst. Fur
eine anschlieRende Analyse mittels SDS-PAGE und WB wurden die
aufkonzentrierten Uberstande mit 5x Laemmli-Puffer gemischt. Alternativ wurden die
aufkonzentrierten Uberstande mittels Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

analysiert.

2.2.2.17 Enzyme-Linked Immunosorbent Assay

Fur den Nachweis von extrazellularem EpCAM in Zellkulturiberstanden wurde ein
direkter ELISA durchgefihrt. Die aufkonzentrierten Zellkulturiiberstande (100 pg / ml
je Probe) wurden mit Bicarbonatpuffer (pH 9,6) gemischt, in ELISA-Platten (96-wells)
Uberfuhrt und fur 16h bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Platten mit
PBS gewaschen und Medium hinzugefugt, um freie Bindungsstellen zu blockieren
(1h, 37°C). AnschlieBend wurde mit PBS gewaschen und der Antikdrper gegen
EpCAM (D5.7) hinzugefugt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen mit PBS / 1 % BSA wurden die Proben mit dem Alkalische-Phosphatase-
markierten Sekundéarantikorper (0,2 pg / ml) in PBS / 1% BSA inkubiert (1 h, 37°C).
AnschlieRend wurde dreimal gewaschen, 50 ul Substratlésung je well hinzugeflgt
und im Dunkeln bei 37°C bis zu einem Farbumschlag nach gelb inkubiert. P-
Nitrophenylphosphat-Tabletten wurden in 5 ml Diethanolpuffer (pH 9,8) gel6st und
dienten als Substrat. Die Messung des Substratumsatzes erfolgte photometrisch bei

einer Absorption von 405 nm.
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2.2.3 Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Zelllyse und Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die abgeltsten Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und abzentrifugiert (200
g, 4 min, 4°C). Anschlieend wurde das Zellpellet in 500 bis 1000 ul Lysepuffer
(HEPES-Puffer, 1 % Triton-X-100 oder 1 % Lubrol, Protease- und Phosphatase-
Inhibitoren) resuspendiert und fiir 1 h bei 4°C lysiert. AnschlielRend wurde das Lysat
bei 13.000 Upm fur 15 min bei 4°C abzentrifugiert. Die Proben wurden dabei die
ganze Zeit auf Eis gehalten und im Anschluss bei -20°C gelagert.

Die Proteinkonzentration der Lysate wurde mittels Bradford-Reagenz (Bio-Rad,
Minchen) ermittelt. In 99 ul der Bradford-Reagenz wurde 1 ul des Lysats pipettiert
und die Absorption bei 595 nm (ELISA Mikroplattenleser Anthos labtec, Wals,
Austria) gemessen. Die Proteinmenge wurde mithilfe einer BSA-Standardkurve

definierter Konzentrationen von BSA-Verdinnungen (0 - 7,5 ug / pl) berechnet.

2.2.3.2 Dichtegradientenzentrifugation

Zunachst wurden fur die Herstellung eines diskontinuierlichen Dichtegradienten
verschiedene Sucroseldsungen in HEPES-Puffer (80 %, 30 %, 5%) angesetzt. 800 pl
des Zelllysats wurde mit 80 %iger Sucroselésung 1:1 gemischt und in ein 4 ml
Ultrazentrifugenréhrchen Gberfihrt. Diese Schicht (1,6 ml Lysat in 40 %iger Sucrose)
wurde mit 1,6 ml einer 30 %igen Sucroselésung und 800 upl einer 5 %igen
Sucroseldésung sehr vorsichtig Uberschichtet. Die Proben wurden in einem
Schwingrotor (SW60) in einer Ultrazentrifuge bei 100.000 g fur mindestens 15 h bei
4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurden die Proben in zwolf Fraktionen (320 pl /
Fraktion) pipettiert und teilweise gepoolt. Die Fraktionen wurden sofort verwendet
oder bei -20°C gelagert. Zudem wurden sie fur Immunprazipitationen verwendet. Die
Analyse der Fraktionen erfolgte mittels SDS-PAGE und WB.
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2.2.3.3 Immunprazipitation

Fur Immunprazipitationen (IP) wurden die Zellen unter milden Bedingungen lysiert
(HEPES-Puffer, 1 % Lubrol). Die Zelllysate wurden mit Primarantikérpern (0,5 - 2 pg /
ml) versetzt und Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde den Proben 5
% Protein-G-Sepharose hinzugeflgt und fur 1 - 4 h bei 4°C inkubiert. Anschlie3end
wurde die Sepharose dreimal mit kaltem Lysepuffer gewaschen (6000 rpm, 2 min,
4°C) und in Laemmli-Puffer aufgenommen. Nach dem Aufkochen fiir 5 - 10 min bei
95°C wurden die Proben in einer SDS-PAGE / WB verwendet.

2.2.3.4 Palmitoylierungsassay

Die Palmitoylierung von cld7 wurde mithilfe der IP-ABE Methode untersucht (Brigidi
and Bamji, 2013). Die Zellen wurden mit N-Ethylmaleimid (NEM)-Lysepuffer
(HEPES-Puffer, 50 mM NEM, 1 % Triton-X-100) lysiert, um die unmodifizierten
Cystein-Thiolgruppen irreversibel zu blockieren. Nach einer IP mit anti-cld7 wurden
die an die Protein-G-Sepharose gekoppelten Préazipitate mit Hydroxylamin (HAM)-
Puffer (Lysepuffer, pH 7,2, 1 M HAM) fur 1 h bei RT inkubiert. Die Inkubation mit dem
HAM-Puffer erfolgte, um die palmitoylierten Cystein-Thiolgruppen spezifisch zu
spalten und aufzudecken. Zur selektiven Markierung der palmitoylierten Cysteine
wurden die Proben mit einem Thiol-reaktiven Biotinylierungsreagenz (Biotin-BMCC,
Lysepuffer, pH 6,2, 1 uM Biotin-BMCC) fur 1 h bei 4°C inkubiert. Die Proben wurden
im Lysepuffer (pH 7,5) eluiert. Nach einer SDS-PAGE wurden die Proben mittels WB
mit Strepavidin-HRP und nach dem Strippen mit anti-cld7 sowie HRP-markierten

Sekundarantikdrpern detektiert.

2.2.3.5 In vitro Kinase Assay

Zunachst wurde eine IP mit anti-cld7 durchgefihrt und dabei alle Puffer phosphatfrei
gehalten. Nach dreimaligem Waschen der Protein-G-Sepharose mit Lysepuffer
wurde diese mit Lysepuffer ohne Detergenz sowie einmal mit Kinase-Assay-Puffer

gewaschen. Das Prazipitat wurde mit 20 pl Kinase-Assay-Puffer mit 10 pCi [**P]y-
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ATP gemischt und inkubiert (15 min, 37°C). Durch die Zugabe von Laemmli-Puffer
wurde die Reaktion gestoppt. AnschlielBend wurden die Proben fur 5 min bei 95°C
gekocht und in einer SDS-PAGE verwendet. Das Gel wurde in Plastikfolie

eingeschweil3t und mittels Autoradiographie ausgewertet.

2.2.3.6 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Mittels der Laemmli-SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) oder der
Tricine-SDS-PAGE wurden die Proteingemische nach dem Molekulargewicht der
enthaltenen Proteine aufgetrennt. In einem grof3porigen Sammelgel erfolgte die

Fokussierung der Proteine und in einem 8 - 16 %igen Trenngel die Auftrennung.

Laemmli-SDS-PAGE:

Trenngel: 375 mM Tris (pH 8,8), 8 — 12 % Bis-Acrylamid (30 %), 0,1 % SDS, 0,1 %
(w/v) Ammoniumpersulfat (APS), 0,1 % (v/v) TEMED

Sammelgel: 375 mM Tris (pH 6,8), 4 % Bis-Acrylamid 30 %, 0,1 % SDS, 0,1 % (w/v)
APS, 0,1 % TEMED (V/v)

In die Gelapparatur wurde das Trenngel gegossen und mit ddH,O beschichtet,
welches nach der Polymerisation abgesaugt wurde. AnschlieBend wurde das
Sammelgel Uber das polymerisierte Trenngel gegossen und ein Probenkamm
eingesetzt. Nach der Polymerisation des Sammelgels wurde der Probenkamm
entfernt und die Gelapparatur in die Elektrophoresenkammer eingesetzt und mit
Laufpuffer (1x) aufgefillt. Die Proben wurden mit Laemmli-Puffer versetzt, bei 95°C
fur 5 min aufgekocht, abzentrifugiert (2000 rpm, 2 min) und neben einem Protein-
groéRenmarker in das Gel geladen. Zu Beginn der Elektrophorese lag die Spannung
bei 60 V, die nach Erreichen des Trenngels auf 100 - 120 V erhoht wurde.

Tricin-SDS-PAGE:

Trenngel (16 %): 10 ml Bis-Acrylamid (49,5 %), 10 ml Gelpuffer (3x), 3 g Glycerol,
100 ul APS (10%), 10 pl TEMED, ad 30 ml ddH,0

Sammelgel (4 %): 1 ml Bis-Acrylamid (49,5 %), 3 ml Gelpuffer (3x), 90 pl APS (10
%), 9 ul TEMED, ad 12 ml ddH,O
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Aufgrund des geringen Molekulargewichts von EpIC (5 kDa) wurde fir dessen
Detektion eine Tricin-SDS-PAGE durchgefihrt. Die Tricine-SDS-PAGE ist das
bevorzugte elektrophoretische System fur die Auftrennung von Proteinen, die kleiner
als 30 kDa sind (Schagger, 2006). Die Proben wurden mit Tricine-Probenpuffer
versetzt und fir 15 min bei 37°C inkubiert. Die Elektrophorese wurde &hnlich wie bei
der Laemmli-SDS-PAGE durchgefihrt, jedoch wurden Anoden- und Kathodenpuffer
(1x) anstatt des Laufpuffers verwendet und die Spannung betrug zu Beginn 30 V und
wurde danach auf 100 V erhght.

2.2.3.7 Western Blot

Im Anschluss an die SDS-PAGE wurden die aufgetrennten Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran Ubertragen. Das Gel, die Nitrozellulosemembran und
Filterpapier (3MM Whatman) wurden fur 10 min im Transferpuffer equilibriert.
AnschlieBend wurde der Blot aus einer Doppellage Filterpapier, der
Nitrozellulosemembran, dem Gel, einer weiteren Doppellage Filterpapier aufgebaut
und mit zwei angefeuchteten Schwammen umgeben und im Gelhalter fixiert. Dieser
wurde in die Transferkammer eingesetzt, so dass die Nitrozellulosemembran hin zur
Anode orientiert war. Der Transfer erfolgte bei einer Spannung von 60V (2 h, 4°C)
oder von 30V fur 16 h bei 4°C. Nach dem Transfer wurde die Membran mit 5 %
Magermilch in PBST (PBS / 0,1 % Tween-20) oder 5 % BSA in PBST fur 30 min bei
RT geblockt und anschlieBend dreimal mit PBST gewaschen. Darauf folgte die
Inkubation mit Primarantikérpern (1 - 5 pg / ml) oder Hybridomuberstanden fir 1 h
bei RT. AnschlieRend wurde dreimal (je 5 min) mit PBST gewaschen mit Horse
Radish Peroxidase (HRP)-gekoppelten Sekundarantikérpern in PBST fur 1h bei RT
inkubiert. Die Membran wurde erneut dreimal fir je 5 min mit PBST gewaschen und
mit Substrat fir 1 min bei RT inkubiert. Als Substrat dienten ECL Western Blotting
Detection Reagents. Beim Substratumsatz wird Chemilumineszenz freigesetzt,
wodurch die Antikérper-markierten Proteine detektiert werden kdnnen. Hierfar
wurden Hyperfilm ECL-Filme verwendet. Die Quantifizierung der Proteinbanden

erfolgte mithilfe der Software ImageJ.
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2.2.3.8 Zymographie

Mithilfe der Zymographie kann die Aktivitat der Gelatinasen, MMP2 und MMP9,
untersucht werden. Zur Vorbereitung der Proben wurden die Zellkulturiberstande,
wie in Kap. 2.2.2.16 beschrieben, aufkonzentriert. Die Gele fir die Zymographie sind
SDS-Polyacrylamidgele, die Gelatine als Substrat enthalten. Aufgrund des Abbaus
der Gelatine im Gel, welcher mittels einer Farbung mit Coomassieblau sichtbar wird,
kann die Enzymaktivitat ermittelt werden. Zur Herstellung der Gelatine-Lésung
wurden 0,1 g Gelatine in 40 ml ddH,0 (2,85 mg / ml) gelést und erwarmt bis sich die
Gelatine vollstdndig gelost hatte. Nach dem Abkihlen der Gelatine-Losung, wurde
ein 10 %iges Trenngel gegossen, bei welchem anstatt Wasser die Gelatine-Losung
hinzugefigt wurde. Nach der Polymerisation wurde wie bei einer normalen SDS-
PAGE (s. Kap. 2.2.3.6) das Sammelgel gegossen. Die Proben (10 pg) wurden, ohne
diese zu kochen, in das Sammelgel geladen. Nach der SDS-PAGE wurde das Gel
dreimal fur 30 min mit einer 2,5 % Triton-X-100-L6sung gewaschen, um das SDS zu
entfernen. Danach wurde das Gel fur 48 bis 72 h im Inkubationspuffer bei 37°C

inkubiert und im Anschluss mit Coomassieblau gefarbt.

2.2.3.9 Coomassieblau-Farbung

Nach der Auftrennung der Proteine in einer SDS-PAGE konnten die Gele mittels
Coomassieblau gefarbt werden. Hierfir wurden die Proteingele mit einer
Coomassieblau-Ldsung fur 1 h bei RT inkubiert. AnschlieRend wurde mit ddH,O
gewaschen und mit einer Entfarber-Losung, die mehrmals gewechselt wurde, das
Gel entfarbt. Die gefarbten Proteingele wurden in Plastikfolie eingeschweif3t und

eingescannt.

2.2.3.10 Funktionelle Proteinanalyse

Nach einer Immunprézipitation von HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-
cld7™@M |ysaten (Lubrol-Lysepuffer) mit anti-cld7 wurden die Proben in ein Tricin-
SDS-Polyacrylamidgel geladen. Nach der SDS-PAGE wurde das Gel mit
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Coomassieblau gefarbt. Der untere Abschnitt (kleiner als 55 kDa) des Tricin-SDS-
Polyacrylamidgels wurde analysiert. Die massenspektrometrische Analyse sowie die
ersten bioinformatischen Auswertungen wurden in der Arbeitsgruppe Funktionelle
Proteomanalyse (Dr. M. Schnélzer) am DKFZ Heidelberg durchgefiihrt. Die
massenspektrometrischen Daten wurden mit Mascot (Matrix Science, England)

ausgewertet.

2.2.4 Tierexperimentelle Arbeiten

Alle Tierexperimente wurden vom Regierungsprasidium Karlsruhe genehmigt.

2.2.4.1 Haltung

Die NOD / SCID (Non-Obese Diabetic, Severe Combined Immunodeficiency) Mause
wurden unter pathogenfreien Bedingungen in der Interfakultaren Biomedizinischen
Forschungseinrichtung der Universitat Heidelberg gehalten und mit sterilem Futter ad
libitum gefuttert. Fur die Tierexperimente wurden acht bis zehn Wochen alte Mause

eingesetzt.

2.2.4.2 Injektion von Tumorzellen

Einen Tag vor der Injektion von Tumorzellen wurde den Ma&usen zur Depletion
naturlicher Killerzellen anti-Asialo-GM1 (Wako, USA) den Herstellerangaben
entsprechend gespritzt. Zur Untersuchung des Tumorwachstums und der
Metastasierungsfahigkeit wurden 1x10° Tumorzellen entweder subkutan (s.c.) in die

Flanke der Tiere oder intravends (i.v.) in die Schwanzvene der Mause injiziert.
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2.2.4.3 Praparation von Organen

Die Mause wurden wochentlich auf lokales Tumorwachstum und Gewichtsverlust
untersucht. Die Tiere wurden get6tet, wenn der lokale Tumor einen Durchmesser von
1,5 cm erreichte oder die Mause anfingen, Gewicht zu verlieren, spatestens jedoch
nach 210 Tagen. Die Tiere wurden getotet, indem sie mit CO, betaubt und
anschlieBend das Herz punktiert wurde, oder durch zervikale Dislokation.
Drainierende Lymphknoten, Milz, Femur und Tibia, periphere Blut-Leukozyten,
peritoneale Exsudatzellen, Leber und Lunge wurden unter sterilen Bedingungen
entnommen. Um Knochenmarkszellen zu gewinnen, wurde das Knochenmark mit
PBS mithilfe einer 27G-Kanile aus Femur und Tibia gespult. Peritoneale
Exsudatzellen wurden durch Spilen der Bauchhdhle mit PBS und periphere Blut-
Leukozyten (PBL) mittels Herzpunktion gewonnen. Das Blut der Mause wurde 1:5 mit
PBS verdiinnt, mit 3 ml Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich, Minchen) unterschichtet und 20
min bei RT (200 g, ohne Bremse) zentrifugiert. Anschlie3end konnte tber dem Ficoll
eine Schicht mit den PBL abgenommen werden. Um Einzelzellsuspensionen zu
erhalten, wurden die Organe bzw. das Knochenmark in PBS auf einer sterilen Gaze
zerrieben, gewaschen (200 g, 4 min, 4°C) und in Zellkulturmedium aufgenommen.
Die Einzelzellsuspensionen wurden in Kultur genommen sowie mittels

Durchflusszytometrie und WB analysiert.

2.2.5 Statistik

Bei den in vitro Experimenten wurden signifikante Unterschiede mit dem Student's t-
Test ausgewertet und bei P-Werten < 0,05 signifikante Unterschiede angenommen.
Die Versuche wurden mit Triplikaten durchgefihrt und stellen mindestens drei
unabhéngige Wiederholungen dar.

Bei den in vivo Experimenten wurden signifikante Unterschiede mit dem Wilcoxon-
Rangsummentest evaluiert und bei dem kleinstmdglichen P-Wert von 0,1 ein

signifikanter Unterschied angenommen.
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3 Ergebnisse

Fur die Aufrechterhaltung von funktionellen Barrieren innerhalb von Epithelien sind
TJs unabdingbar. Die wichtigsten Komponenten von TJs sind die Claudine. Wider
Erwarten werden Claudine, insbesondere cld7, nicht nur apikal in TJs, sondern auch
aulRerhalb von TJs (basolateral) beobachtet. Die Frage welche Funktionen Claudine
aulRerhalb von TJs erfillen und unter welchen Bedingungen Claudine aufRerhalb von
TJs lokalisiert sind, ist weitgehend ungeklart. In meiner Dissertation habe ich
versucht, einen Teil dieser Fragen fur cld7 zu beantworten.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass in Malignomen cld7 und EpCAM
assoziiert sein  koénnen und dieser Komplex in  glycolipidreichen
Membranmikrodomanen (GEM) beobachtet wird (Ladwein et al., 2005) Diese sind
zur Induktion von Signaltransduktionen pradestiniert (Stepanek et al., 2014). Es wird
auch diskutiert, dass die Phosphorylierung von cld7 die Funktionen des Molekils
beeinflusst (Ladwein et al., 2005) und die Palmitoylierung von cld7 die Lokalisation
determinieren konnte (Van ltallie, 2005). Ich habe daher zu Beginn meiner Arbeit
stabile Transfektanten von HEK Zellen etabliert, die mit EpCAM und cld7 mit
mutierter Phosphorylierungsstelle oder mutierter Palmitoylierungsstelle transfiziert

wurden.

3.1 Einfluss der Claudin-7-Palmitoylierung auf die
Lokalisation in der Membran sowie die Assoziation mit
EpCAM

Die Untersuchungen wurden mit stabil transfizierten HEK Zellen durchgefiuhrt, die
kaum cld7 und kein EpCAM exprimieren. Zur Transfektion wurde die cDNS von
Ratten cld7 und EpCAM verwendet. Die Transfektionseffizienz wurde mithilfe von
WB und Durchflusszytometrie ermittelt und lag zwischen 90% und 98%. Von den
zehn Phosphorylierungsstellen wurden folgende Serin (S)-Phosphorylierungsstellen
mutiert S33, S69, S87, S172, S204, S206, S207 (Tab. 14A). Fur die Zerstbrung der

Phosphorylierungsstellen wurde Serin gegen Alanin ausgetauscht. Von den beiden
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Palmitoylierungsstellen wurde Cystein 184 und Cystein 186 jeweils gegen Serin
ausgetauscht (Tab. 14A). Um den potentiellen Einfluss von cld7 auf EpCAM zu
untersuchen, wurde die Bindungsstelle Alanin 279 und Glycin 283 (EpC™®
durch Isoleucin ersetzt und HEK-cld7 Zellen mit wt EpCAM bzw. mutiertem EpCAM
kotransfiziert (Tab. 14B). Dies verhindert eine Bindung von EpCAM an cld7 (Kuhn et

al., 2007; Ladwein et al., 2005).

) jeweils

Tabelle 14: Aminosauresequenzen von cld7 und EpCAM und deren Mutationsstellen

A

S33 S69 s87
MANSGLQLLG FSMAMLGWVG LIASTAIPQW QMSSYAGDNI ITAQAMYKGL WMECVTQSTG MMSCKMYDSV LALPAATQAT RALMIVSLVL

$172
GFLAMFVATM GMKCTRCGGD DKVKKARIAM TGGIIFIVAG LAALVACSWI GHQIVTDFYN PLTPMNIKYE FGPAIFIGWA GSALVLLGGA

€184 C186 $204 $206 $207
LLSCSCPGSE SKAAYRAPRS YPKSNSSKEY V

Aminosduresequenz von EpCAM

MAPPKALAFG LLLAVVTATLAAAQKDCVCN NYKLTSRCYE NENGECQCTS YGTQNTVICS KLASKCLVMK AEMTHSKSGR RMKPEGAIQN

NDGLYDPECD EQGLFKAKQC NGTATCWCVN TAGVRRTDKD TEITCSERVR TYWIIIELKH KERAQPYNFE SLHTALQDTF ASRYMLNPKF

IKSIMYENNV ITIDLMQNSS QKTQDDVDIA DVAYYFEKDV KGESLFHSSK SMDLRVNGEL LDLDPGQTLI YYVDEKAPEF SMQGLTAGII

A279 G283
AVIVVVVLAVIAGIVVLVIS TRKRSAKYEK AEIKEMGEIH RELNA

Zunachst wurde der Einfluss der Phosphorylierungsstellen auf die Lokalisation von
cld7 in den GEM und dessen Assoziation mit EpCAM untersucht. Die
Expressionslevel von wt und punktmutiertem cld7 der kotransfizierten HEK-EpC
Zellen waren vergleichbar (Abb. 11A). Um zu untersuchen, ob die mutierten
Phosphorylierungsstellen einen Einfluss auf die Assoziation mit EpCAM haben,
wurden die Zellen zuné&chst unter milden Bedingungen lysiert, um Proteinkomplexe
nicht zu zerstéren. Die Immunkomplexe wurden mit Antikérpern gegen EpCAM oder
cld7 prazipitiert und nach einer SDS-PAGE mittels WB mit anti-EpC und anti-cld7
sowie HRP-markierten Sekundarantikérpern detektiert. Dies zeigte, dass EpCAM und
cld7 direkt assoziieren und der Austausch der cld7 S-Phosphorylierungsstellen mit
Alanin (cld7™®) die Assoziation von EpCAM mit cld7 nicht beeinflusste (Abb. 11B).
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Abb. 11: Punktmutierte Serin-Phosphorylierungsstellen von cld7 und deren Einfluss auf die Assoziation
mit EpCAM

A. HEK, HEK-EpC, HEK-cld7 und HEK-EpC-cId?mS an den genannten Positionen wurden mit Triton-X-100-
Lysepuffer lysiert und in einem 12% Gel aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit anti-EpC,
anti-cld7 und anti-Actin als Ladekontrolle sowie HRP-markierten Sekundarantikdrpern detektiert. B. Zellen wie
oben wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert, immunpréazipitiert mit Kontroll-IlgG, anti-EpC oder anti-cld7 und
anschlieRend einer SDS-PAGE mit WB unterzogen. Mit Antikdrpern gegen EpC und cld7 sowie HRP-markierten
Sekundérantikérpern wurde detektiert.

Um die Lokalisation von EpCAM und cld7 in der Membran zu untersuchen, wurde
eine Dichtegradientenzentrifugation durchgefuhrt. Zellen wurden hierflr unter milden
Bedingungen lysiert, um auch Proteinkomplexe, denen keine direkte Assoziation
zugrunde liegt, nicht zu zerstéren. GEM flotieren bei geringer Dichte (1,117-1,130 M),
was den Fraktionen 2 bis 4 entspricht. Die GEM Lokalisation wurde mittels des
Tetraspanins CD81 kontrolliert, da Tetraspanine als klassische GEM-Marker bekannt
sind (Hogue et al, 2011). Ein WB von Fraktionen nach einer
Dichtegradientenzentrifugation zeigte eine Anreicherung von cld7 sowohl in den
GEM als auch in den schweren Fraktionen. EpCAM reicherte sich ohne cld7
vorwiegend in den schweren Fraktionen an. Eine Koexpression von cld7 fuhrte
jedoch dazu, dass auch EpCAM in die leichten Fraktionen rekrutiert wurde (Abb.
12A). Die Anreicherung von EpCAM in den GEM-Fraktionen schwankte zwischen
55% und 72% und bei cld7 zwischen 57% und 73%. Folglich beeinflussten die
singularen Mutationen der S-Phosphorylierungsstellen weder die Lokalisation von
cld7 in den GEM noch die Anreicherung von EpCAM. Immunprazipitationen
bestatigten, dass anti-EpC cld7 prazipitiert und vice versa (Abb. 12B). Unabhangig
von den cld7 Punktmutationen wurden ~60% bis 70% des EpCAM-cld7-Komplexes
in GEM rekrutiert. Dies wurde fiir cld7™%, cld7™°%, cld7™*®" und cld7™%?** Mutanten
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gezeigt (Abb. 12A). Entsprechende Befunde wurden fur cld7™'"2, cld7™5%*® und

cld7™5%7 erhoben (Daten nicht gezeigt).

Cld7 ist somit bevorzugt in GEM lokalisiert und rekrutiert EpCAM in GEM. Mutationen
von einzelnen Phosphorylierungsstellen von cld7 beeinflussten weder die EpCAM-
cld7-Assoziation noch die Verteilung von cld7 in der Membran oder den EpCAM-

cld7-Komplex in erheblichem Male.

A HEK-EpC HEK-EpC-cld7  -E-cld7mS33 -E-cld7mS69  -E-cld7TmS87  -E-cld7mS204
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Abb. 12: Der Einfluss punktmutierter S-Phosphorylierungsstellen von cld7 auf die Lokalisation in
Membranmikrodoméanen

A. HEK-EpC, HEK-cld7 und HEK-EpC-cld7™ an den genannten Positionen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert
und anschlielend mittels einer Dichtegradientenzentrifugation (40%, 30%, 5% Sucrose; 15h, 100.000g) separiert.
Zwolf Fraktionen wurden gesammelt und die schweren Fraktionen 9 bis 12 sowie die mittelschweren Fraktionen 5
bis 8 gepoolt und anschlieRend in einem 12% Gel aufgetrennt und mittels WB mit Antikérpern gegen EpC, cld7
und CD81 sowie HRP-markierten Sekundarantikbrpern detektiert. Die relative Intensitét der Proteinbanden in den
leichten und schweren Fraktionen sowie das Verhaltnis der leichten zu den schweren Fraktionen sind angegeben.
B. Immunpréazipitate mit Kontroll-IgG, anti-EpC und anti-cld7 von Proben wie in A wurden mit einer SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels WB mit anti-EpC und anti-cld7 sowie HRP-markierten Sekundarantikérpern detektiert. Die

Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte mittels ImageJ.
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Daher fokussierte ich meine Untersuchungen auf die Palmitoylierung von cld7. Die
Palmitoylierung ist eine Modifikation, die dabei hilft, Proteine in den GEM zu
verankern (Diaz-Rohrer et al., 2014; Stepanek et al., 2014). HEK-EpC Zellen wurden
mit cld7 transfiziert, das an der Palmitoylierungsstelle am C-terminalen Ende mutiert
war (HEK-EpC-cld7™™). Um zusétzlich zu kontrollieren, ob nur cld7-assoziiertes
EpC in die GEM rekrutiert wird, wurden HEK-cld7 Zellen mit EpC transfiziert, das an

C™C_cld7), was

den Aminoséauren Alanin 279 und Glycin 283 mutiert war (HEK-Ep
eine Assoziation von EpC mit cld7 verhindert (Kuhn et al., 2007). WB und
Durchflusszytometrie bestatigten vergleichbare Expressionen von EpC, EpC™® und

cld7, cld7™"®™ der transfizierten HEK Zellen (Abb. 13).

A B HEK HEK-EpC HEK-cld7 -EpC-cld7 -E(mAG)-C -E-C(mP)
~Q
50% o
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Abb. 13: Expressionslevel von EpCAM und cld7 in transfizierten und nicht transfizierten HEK Zellen

cld7

A. Zellen wurden mit Triton-X-100-Lysepuffer lysiert, mit SDS-PAGE aufgetrennt und mittels WB mit anti-EpC,
anti-cld7 und anti-Actin als Ladekontrolle sowie HRP-markierten Sekundarantikdrpern detektiert. B.
Durchflusszytometrische Analyse der Expression von EpCAM und cld7; Zellen wurden hierfir mit anti-EpC und
anti-cld7 sowie fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern gefarbt. Die Uberlagerung der Negativkontrolle

(graue Flache) und der Antikdrperfarbung (schwarze Linie) sowie exemplarische Farbungen sind gezeigt.

Die Effektivitat der Hemmung der Palmitoylierung von cld7 durch den Austausch von
Cystein 184 und 186 wurde mittels Immunprazipitation und Acyl-Biotin-Austausch bei
HEK-EpC-cld7 und HEK-EpC-cld7™®™ Lysaten mit und ohne einer Behandlung mit
einem Palmitoylierungsinhibitor, 2-Bromopalmitat (2-BP) (Zheng et al., 2013)
kontrolliert. Mit 2-BP-behandelte Zellen zeigten kein Palmitoylierungssignal,
wohingegen bei den HEK-EpC-cld7 Zellen ohne Behandlung ein starkes Signal zu
erkennen war. Das Strippen der Nitrocellulosemembran und eine anschliel3ende
Detektion mit einem Antikdrper gegen cld7 bestatigte vergleichbare Lademengen.
Damit konnte gezeigt werden, dass das Mutieren von Cystein 184 und Cystein 186
genugte, um eine Palmitoylierung von cld7 zu verhindern und dass die C-terminale
Palmitoylierungsstelle grof3tenteils fur die Palmitoylierung verantwortlich ist (Abb.
14A). Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der mutierten Palmitoylierungsstelle auf
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die Rekrutierung von cld7 und EpCAM in die GEM sowie die Assoziation mit EpCAM
untersucht und mithilfe des Palmitoylierungsinhibitors kontrolliert. Bei unbehandelten
HEK-EpC-cld7 Zellen war sowohl EpCAM als auch cld7 in den GEM angereichert.
Wohingegen die Verteilung von cld7 und EpCAM in der Membran bei den 2-BP-
behandelten HEK-EpC-cld7 Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
deutlich verandert war. Die Behandlung fiihrte zu einer Verschiebung von cld7 und
EpCAM in die schweren Fraktionen (>90%). Bei den HEK-EpC-cld7™™ Zellen
wurde weder cld7 noch EpCAM in die GEM rekrutiert und eine 2-BP-Behandlung
hatte keinen Einfluss auf die Verteilung von cld7 und EpCAM in der Membran (Abb.
14B). Dies weist darauf hin, dass ein betrachtlicher Teil von cld7 palmitoyliert ist und
dass die Palmitoylierung fur die Rekrutierung von cld7 und EpCAM in die GEM
verantwortlich ist. Zudem unterstiitzen diese Ergebnisse die Interpretation, dass cld7
EpCAM in die GEM rekrutiert. Weitere Untersuchungen wurden mit HEK-EpC-
cld7™®™ und HEK-EpC™®-cld7 Zellen durchgefiihrt, bei welchen gezielt die
Palmitoylierung von cld7 sowie die cld7-EpCAM-Assoziation verandert ist.
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Abb. 14: Claudin-7 Palmitoylierung: Einfluss auf die Lokalisation in der Membran und Assoziation mit
EpCAM

A. 2-BP-behandelte HEK-EpC-cld7, unbehandelte HEK-EpC-cld7 und HEK-EpC-cld7™?™ Zellen wurden mit N-
Ethylmaleimid-Lysepuffer lysiert, um die unmodifizierten Cystein-Thiolgruppen irreversibel zu blockieren. Nach
einer IP mit anti-cld7 wurden die an die Protein-G-Sepharose gekoppelten Prazipitate mit Hydroxylamin (HAM)-
Puffer inkubiert, um die palmitoylierten Cystein-Thiolgruppen spezifisch zu spalten und aufzudecken.
AnschlieBend wurden die Proben zur selektiven Markierung der palmitoylierten Cysteine mit einem Thiol-
reaktiven Biotinylierungsreagenz (Biotin-BMCC) inkubiert. Nach einer SDS-PAGE wurden die Proben mittels WB
mit Strepavidin-HRP und nach dem Strippen mit anti-cld7 und HRP-markierten Sekundéarantikdrpern detektiert. B.
Lysate (Lubrol-Lysepuffer) von unbehandelten und 2-Bromopalmitat (2-BP, 15 uM)-behandelten HEK-EpC-cld7
und HEK-EpC-cld7™™ Zellen wurden mittels Dichtegradientenzentrifugation aufgetrennt, schwere (9-12) und
mittelschwere (5-8) Fraktionen gepoolt, in einem 12% Gel aufgetrennt und im WB mit anti-cld7 und anti-EpC
sowie HRP-markierten Sekundérantikdrpern detektiert. D. Immunprazipitation von HEK-EpC-cld7, HEK-EpCmAG-
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cld7 und HEK-EpC-cld7™*™ Lysaten mit Lubrol-Lysepuffer mit Kontroll-IlgG, anti-EpC und anti-cld7 und
anschlieRendem WB mit anti-EpC und anti-cld?.

Die Ko-Immunprazipitation von EpCAM und cld7 war sowohl bei HEK-EpC™®-cld7
als auch bei HEK-EpC-cld7™®™ Zellen im Vergleich zu wt Transfektanten stark
reduziert (Abb. 14C). Dariiber hinaus war EpCAM bei HEK-EpC™®-cld7 Zellen nur in
den schweren Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation vorhanden, aber cld7
konnte im Gegensatz zu den HEK-EpC-cld7™3™ Zellen in den GEM detektiert
werden. Die Anreicherung des in den GEM lokalisierten Tetraspanins CD81 war
unabhangig von der cld7-Palmitoylierung (Abb. 15A). Eine Immunprazipitation mit
anti-cld7 der Dichtegradientenfraktionen des HEK-EpC-cld7™™ Lysats zeigte, dass
cld7 in den schweren Fraktionen nur schwach mit EpCAM assoziierte. Beim HEK-
EpC™©-cld7 Zelllysat ko-immunprazipitierte anti-EpC in den schweren Fraktionen
schwach cld7. Erwartungsgemaf wurde cld7 in den leichten Fraktionen von anti-cld7
Prazipitaten angereichert (Abb. 15B).
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Abb. 15: Lokalisation von EpCAM, Claudin-7 und CD81 in der Membran von HEK-EpC-cld7, HEK-EpCmAG-

cld7 und HEK-EpC-cld7™"@™ Zellen

A, B. HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™™ Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert. A.

Lysate wurden mit einer Dichtegradientenzentrifugation (40%, 30%, 5% Sucrose; 15h, 100.000g) aufgeteilt. Die
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schweren (9 bis 12) und mittelschweren Fraktionen (5 bis 8) wurden gepoolt und anschlieend in einem 12% Gel
aufgetrennt, auf eine Nitrocellulosemembran geblottet und mit den angegebenen Antikdrpern sowie HRP-
markierten Sekundarantikorpern detektiert. Die relative Intensitat der Proteinbanden in den leichten und schweren
Fraktionen sowie das Verhéltnis der leichten zu den schweren Fraktionen sind angegeben. B. Immunprazipitation
mit Kontroll-IgG, anti-EpC und anti-cld7 der Proben wie in A wurden mit SDS-PAGE aufgetrennt und mittels WB
mit anti-EpC und anti-cld7 sowie HRP-markierten Sekundarantikérpern detektiert. Die Quantifizierung der
Proteinbanden erfolgte mittels ImageJ.

7mPalm CmAG

AuRerdem beeinflussten cld und Ep stark den Phosphorylierungsstatus
von assoziierenden Molektlen. Zunachst zeigte eine SDS-PAGE mit anschlielRender
Coomassieblau-Farbung, dass die Proteinbanden der Lysate von HEK-EpC™®-cld7
und HEK-EpC-cld7™@™ sich nicht vom HEK-EpC-cld7 Zelllysat unterschieden.
Wohingegen bei anti-cld7 Prazipitaten die assoziierenden Molekile von HEK-
EpC™C€.-cld7 und noch ausgepragter von HEK-EpC-cld7™3™ |ysaten deutlich
reduziert waren. Dies weist darauf hin, dass zum Teil gleiche Moleklle sowohl mit
EpCAM als auch cld7 assoziieren (Abb. 16A). Im néchsten Schritt wurde ein Kinase
Assay mit anti-cld7 Prazipitaten von HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 sowie HEK-
EpC-cld7™@™ Lysaten durchgefiihrt. Bei diesem werden Immunprézipitate mit [**P]y-
ATP versetzt, um phosphorylierte Proteine zu markieren. Bei den HEK-EpC™®-cld7
und HEK-EpC-cld7™™ Lysaten wurden im Vergleich zu wt Transfektanten deutlich
weniger phosphorylierte Molekile mit cld7 ko-immunpréazipitiert. Dieses Ergebnis
konnte in einem Kinase Assay mit Lysaten von Membranfraktionen bestatigt werden.
Zudem fanden sich phosphorylierte Proteine mit einem Molekulargewicht von ~15
kDa und ~11 kDa, die im Gesamtlysat stark ko-immunprazipitierten, nur schwach in
der Immunprazipitation der Membranfraktion. Dies konnte auf lose anhangende,

zytosolische Proteine hinweisen (Abb. 16B).
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Abb. 16: Einfluss der cld7-Palmitoylierung auf immunpréazipitierende Molekile

A-C. HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™®™ Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert A.
Nach einer SDS-PAGE mit Lysaten oder IP-Proben wurde das Gel mit Coomassieblau gefarbt. B. Anti-cld7
Prazipitate von Gesamt- und Membranlysaten wurden zur Markierung von phosphorylierten Proteinen mit 10 uCi
[*’Ply-ATP versetzt. Mit SDS-PAGE wurden die Proben aufgetrennt und die Auswertung erfolgte mittels
Radiographie.

Zusatzlich wurde eine massenspektrometrische Proteinanalyse von nieder-
molekularen Proteinen von HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-
cld7™"@™ Lysaten, die mit cld7 immunprazipitierten, gemacht (Tab. 15, Anhang).
Diese bestatigte, dass eine bedeutende Anzahl von Proteinen nur im HEK-EpC-cld7
Lysat im Vergleich zum HEK-EpC™®-cld7 und noch deutlicher zum HEK-EpC-
cld7™@M Lysat mit cld7 assoziierten. Aufgrund von milden Lysebedingungen kénnten
viele immunprazipitierende Molekille lose angeheftet und Teil eines grolReren
Proteinkomplexes sein. Ein Grol3teil der Molekiile, die mit cld7 bei den drei Zelllinien
immunprazipitieren, sind am Metabolismus und lonentransport beteiligt. Zudem ist
eine unerwartet hohe Anzahl von Molekulen, welche mit cld7 nur beim HEK-EpC-cld7
Lysat immunprazipitierten, am Vesikeltransport beteiligt.

Zusammengefasst zeigten diese Versuche, dass die Palmitoylierung von cld7 fur die
Stabilisierung in GEM sowie die Assoziation mit EpCAM und anderen
Transmembranmolekilen und membranassoziierten Molekilen notwendig ist. Die

Assoziation von Molekilen mit cld7 ohne Mutation der Palmitoylierungsstelle
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beeinflusste den Aktivierungszustand von immunpréazipitierenden Molekilen sehr
stark. Molekule, die am Vesikeltransport beteiligt sind, assoziierten bevorzugt mit
palmitoylierungsfahigem cld7. Dies bekraftigte meine Hypothese, dass sich die

Funktionen von palmitoyliertem versus nicht palmitoyliertem cld7 unterscheiden.

3.2 Claudin-7-Palmitoylierung beeintrachtigt die Zell-Zell-
Adhasion

Die Bildung von TJs ist eine der zentralen Funktionen von Claudinen (Jordan et al.,
2001). Claudine interagieren mit anderen Proteinen der Claudin-Familie, mit weiteren
TJ-Komponenten und TJ-unabhangigen Membranmolekilen. Der TJ-Komplex wird
von mehreren Komponenten gebildet: den Transmembranproteinen, wie Claudine,
Occludin und Tricellulin; den Proteinen, die auf der zytoplasmatischen Seite von TJs
vorkommen und Membranproteine mit dem Actin-Zytoskelett verbinden, z.B. Zonula
Occludens (Z0O)-1, ZO-2 und ZO-3; und weiteren zytosolischen Proteinen mit
Signalfunktionen (Angelow et al., 2008). Da cld7 auch auf3erhalb von TJs gefunden
wird und die Palmitoylierung die Lokalisation von cld7 stark beeinflusst (Jordan et al.,
2001; Ladwein et al., 2005; Trebak et al., 2001), wurde zuerst untersucht, ob die
Palmitoylierung die Integration von cld7 in die TJs direkt beeinflusst. Dazu wurde die
Kolokalisation und Assoziation von cld7 mit anderen TJ-Proteinen untersucht. In
untransfizierten HEK Zellen war die Expression von cld3 hoch, von ZO-1 und cld4
mittel und von cld7 sehr niedrig (Abb. 17A). Es war eine Tendenz zu beobachten,
dass cld7™®™ vermehrt mit cld3 und ZO-1 kolokalisierte, aber cld7 zeigte keine
Kolokalisation mit cld3 oder ZO-1. Im Gegensatz zu cld7 kolokalisierte cld4 mit ZO-1
sowohl in HEK-EpC-cld7™™ als auch HEK-EpC™€-cld7 und HEK-EpC-cld7 Zellen
(Abb. 17B).
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Abb. 17: Cld7-Palmitoylierung und die Bildung von TJs

A. Durchflusszytometrische Analyse transfizierter oder nicht transfizierter HEK Zellen, die mit Antikérpern gegen
EpC, cld7, cld3, cld4 sowie ZO-1 und fluoreszenzmarkierten Sekundarantikbrpern gefarbt wurden; der mittlere
Fluoreszenz-Index (% gefarbte Zellen x mittlere Intensitat der Farbung + STAB; drei unabhéangige Versuche) ist
dargestellt; B. Kolokalisation von cld7 mit cld3 und ZO-1 sowie von cld4 mit ZO-1 bei HEK-cld7, HEK-EpC-cld7
und HEK-EpC-cId7mPaIm Zellen (MaRstab: 10 pm). Die Zellen wurden fixiert und permeabilisiert, mit den
angegebenen Antikdrpern sowie fluoreszenzmarkierten Sekundarantikbrpern gefarbt und am Konfokalmikroskop
ausgewertet. Einzelfarbungen sowie die Uberlagerung der Einzelfarbungen sind dargestellt. Eine Gelbfarbung bei
Uberlagerung der Einzelfarbungen zeigt eine Kolokalisation an.

Eine Ko-Immunprazipitation bestatigte, dass cld3, cld4 und ZO-1 nur mit cld7™"@™

assoziierten, jedoch nicht mit palmitoylierungsfahigem cld7 der HEK-EpC-cld7 und
HEK-EpC™€-cld7 Zellen. Zudem prézipitierte anti-ZO-1 bei allen drei Zelllinien mit
cld3 und cld4, aber nur mit cld7™3™ und kaum mit wt cld7 (Abb. 18). Dies weist

darauf hin, dass nur palmitoylierungsdefizientes cld7 in TJs integriert werden kann.
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Abb. 18: Cld7-Palmitoylierung und die

IP: Kontr.lgG anti-cld7 anti-Z0O-1
~Q ~Q . ~9Q _ Assoziation mit TJ-Proteinen
To& zZo& zok m
O‘f I £ 8 < £ S x £ HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™~-cld7 und HEK-EpC-
£ £
i ,_% 8 T 8 Tk ,_,O_, WE: cld7™@™ Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer
- E> wE . wa cld7 lysiert und anschlieend mit Kontroll-IgG, anti-cld7
- — - EpC und anti-ZO-1 prazipitiert. Die Prazipitate wurden
. e cld3 mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und im WB mit
oy " 5 - cld4 den angegebenen Antikbrpern sowie HRP-
- e ZO-1 markierten Sekundarantikérpern detektiert.

Ahnlich wie cld7 ist auch EpCAM ein homophiles Zell-Zell-Adhasionsmolekiil (Balzar
et al.,, 1999). Fur die EpCAM vermittelte homophile Zell-Zell-Adh&sion ist eine
EpCAM-Tetramerbildung notwendig (Balzar et al., 2001). Um einen potentiellen
Einfluss auf die Assoziation mit cld7 zu kontrollieren, wurden CFSE-markierte HEK-
EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™®™ Zellen auf einen Monolayer von
HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 oder HEK-EpC-cld7™?™ Zellen ausgesat. Mehr
HEK-EpC™€-cld7 und HEK-EpC-cld7™?™ als HEK-EpC-cld7 Zellen adhérierten auf
dem HEK-EpC-cld7 Monolayer (Abb. 19A). Die gesteigerte Zell-Zell-Adhasion von
HEK-EpC™®-cld7 wurde durch die EpCAM-EpCAM-Bindung verursacht, da sie
mittels anti-EpC gehemmt werden konnte (Abb. 19B). Dieses Ergebnis unterstitzt die
Interpretation, dass GEM-lokalisiertes cld7 die EpCAM-Tetramerbildung
beeintrachtigt und somit die Zell-Zell-Adh&sion vermindert.

Es ist bekannt, dass cld7 die EpCAM vermittelte Zell-Zell-Adhasion hemmt, indem es
die TACE-abhangige Spaltung von EpCAM unterstitzt (Thuma and Zéller, 2013). Um
eine Rolle von TACE zu uberpriufen, wurden die Zellen mit dem TACE-Inhibitor TNF-
a-Proteaseinhibitor (TAPI) behandelt. In der Tat steigerte der Inhibitor die Zell-Zell-
Adhasion (Abb. 19B) und verringerte dariber hinaus die Bildung von extrazellularem
EpCAM (EpEx), was zu ahnlichen Mengen von EpEx im Zellkulturiiberstand von
allen drei Zelllinien fihrte. Zudem war die Menge von EpEx im Zellkulturiiberstand
von unbehandelten HEK-EpC™€-cld7 und HEK-EpC-cld7™"@™ Zellen im Vergleich zu
HEK-EpC-cld7 Zellen deutlich reduziert (Abb. 19C).
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Abb. 19: Cld7-Palmitoylierung und der Einfluss auf die Adh&sion

A,B. CFSE-markierte transfizierte HEK Zellen wurden auf einem Monolayer von HEK-EpC-cld7 Zellen mit / ohne
Mutationen von EpCAM und cld7 ausgesat. Zellen wurden wie angegeben mit anti-EpC (10 pg / ml) oder dem
TACE-Inhibitor, TNF-a-Proteaseinhibitor (TAPI, 50 uM), behandelt. Der Prozentsatz der adharenten Zellen
(Mittelwert £ STAB, drei unabhangige Versuche) ist dargestellt; signifikante Unterschiede zwischen HEK-EpC-
cld7 und HEK-EpC™®-cld7 oder HEK-EpC-cld7™™ sind mit * gekennzeichnet, signifikante Unterschiede durch
die Zugabe des anti-EpC Antikdrpers mit s und signifikante Unterschiede durch die Behandlung mit TAPI sind mit
+ hervorgehoben. C. Konfluente HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™®™ Zellen wurden 48h
lang mit PMA stimuliert und anschlieRend der Zellkulturiiberstand gesammelt. Wo angegeben wurden die Zellen
mit TAPI behandelt (50 pM). AnschlieRend wurde der Uberstand von Zelldebris und Vesikeln befreit und die
Proteinmenge der Proben auf 100 pg / ml angepasst. Die Proben wurden einer SDS-PAGE und WB unterzogen
und mit anti-EpC und einem HRP-markierten Sekundarantikdrper detektiert. Zudem wurden ELISA-Platten mit
aufkonzentriertem Uberstand beschichtet, nach dem Blocken wurde EpEx mittels einer anti-EpC Bindung
detektiert. Die OD bei 595 nm (Mittelwert + STAB von drei Versuchen) ist angegeben; signifikante Unterschiede
sind wie in A, B. gekennzeichnet.

Ein WB mit Fraktionen der Dichtegradientenzentrifugation zeigte, dass bei den HEK-
EpC-cld7 und etwas weniger bei den HEK-EpC™®-cld7 Zellen TACE teilweise in den
GEM lokalisiert war. Im Gegensatz dazu war TACE in den GEM von HEK-EpC-
cld7”@™ Zellen kaum vorhanden (Abb. 20A). AuRerdem prazipitierte anti-TACE
sowohl EpCAM als auch cld7 in den leichten Fraktionen des HEK-EpC-cld7 Lysats,
jedoch nicht im HEK-EpC-cld7™"™ Lysat (Abb. 20B).
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Abb. 20: Einfluss der Palmitoylierung von cld7 auf die TACE Lokalisation und Assoziation

A. HEK-EpC-cld7, HEK-EpCmAG-cId7 und HEK-EpC-cld7mPalm Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert und
nach einer Dichtegradientenzentrifugation die Fraktionen 9-12 und 5-8 gepoolt. Die Proben wurden in einem 12%
Gel aufgetrennt und im WB mit anti-TACE und einem HRP-markierten Sekundérantikérper detektiert. B. Proben
und Lyse wie bei A. mit anschlieBender Dichtegradientenzentrifugation, bei der neben den Fraktionen 9-12 und 5-
8, auch die Fraktionen 1-4 gepoolt wurden. Diese wurden mit anti-TACE préazipitiert, mit einer SDS-PAGE
aufgetrennt und danach mittels WB mit den angegebenen Antikdrpern und HRP-markierten Sekundérantikérpern
detektiert.

Zusammenfassend zeigen diese Versuche, dass die Palmitoylierung von cld7 die
Inkorporation in TJs verhinderte und die EpCAM-vermittelte homophile Zell-Zell-
Adhasion verminderte. Zudem assoziierte palmitoyliertes cld7 mit TACE in den GEM.

Dies forderte die Spaltung von EpCAM.

3.3 Palmitoylierung von Claudin-7 unterstitzt die Motilitat

und tragt zur Bildung von EplIC bei

Da die Palmitoylierung von cld7 die Zell-Zell-Adhéasion beeintrachtigte, wurde im
nachsten Schritt Uberprift, ob die Palmitoylierung womaéglich die Motilitat fordert.

Der Einfluss der Palmitoylierung von cld7 auf die Motilitat wurde mithilfe des
Wundheilungsversuchs, der Transwell-Migration sowie der Videomikroskopie
untersucht. Im Wundheilungsversuch wurde mit einer feinen Pipettenspitze ein
Monolayer von HEK, HEK-EpC, HEK-cld7, HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und
HEK-EpC-cld7™"®™ Zellen "verletzt". Die Zellen wandern daraufhin aufeinander zu

und das SchlieBen des verletzten, konfluenten Monolayers ist ein Mald fur die
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Migrationsfahigkeit der Zellen. Die Schliel3ung der Wunde war bei den HEK-cld7 und
HEK-EpC-cld7 Zellen im Vergleich zu den HEK und HEK-EpC Zellen beschleunigt.
Die HEK-EpC™®-cld7 Zellen migrierten &hnlich wie die HEK-EpC-cld7 Zellen. Im
Gegensatz dazu war die Migrationsfahigkeit der HEK-EpC-cld7™@™ Zellen
vermindert und vergleichbar mit der der HEK und HEK-EpC Zellen (Abb. 21A, B).
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Abb. 21: Wundheilungsversuch der untransfizierten und tranfizierten HEK Zellen

A., B. Zellen wurden in Poly-L-Lysin-beschichtete 24-well Platten ausgeséat. Eine Wunde wurde mit einer feinen
Pipettenspitze in einen subkonfluenten Zellmonolayer gekratzt. Die schwarzen Linien markieren die Wundréander.
Beispielhafte, lichtmikroskopische Bilder zu Beginn, nach 24h und 48h sowie die Wundheilung in Prozent

(Mittelwerte = STAB von drei Versuchen; in B.) sind gezeigt (Maf3stab: 250 pm). Signifikante Unterschiede
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zwischen HEK, HEK-EpC, HEK-cld7, HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™™ Zellen sind mit *

gekennzeichnet.

AulRerdem wurde die Migrationsfahigkeit mittels des Transwell-Migrationsassays
Uberprift. Die Zellen wurden hierfir in Medium mit 1 % BSA resuspendiert und in den
oberen Teil einer Migrationskammer ausgesat und fur 16 Stunden inkubiert. Fur eine
erfolgreiche Migration mussten die Zellen durch eine Membran in den unteren Tell
der Kammer wandern, welche Medium mit 20 % FCS enthielt. Nach der Inkubation
konnte die Migrationseffizienz mittels einer Kristallviolett-F&rbung der Membran
bestimmt werden. Die Transwell-Migration (Abb. 22A) und die Videomikroskopie
(Abb. 22B) bestéatigten die Ergebnisse vom Wundheilungsversuch. Die
Migrationsfahigkeit der HEK-EpC-cld7™"™ Zellen war im Vergleich zu HEK-EpC-cld7
und HEK-cld7 Zellen deutlich vermindert und die Anzahl migrierender HEK-cld7
Zellen im Vergleich zu parentalen HEK oder HEK-EpC Zellen erhdht (Abb. 22A). Bei
der Videomikroskopie wurde die Zellmigration fur 12 h verfolgt, wobei alle 20 min ein
Bild gemacht wurde. Beispielhaft sind die Migrationswege einzelner, reprasentativer
Zellen gezeigt (Abb. 22C). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass palmitoyliertes
cld7 aktiv die Motilitat fordert, aber auch dass die Assoziation von EpCAM und cld7
eine Rolle spielt. Diese Vermutung rithrt daher, dass HEK-EpC™€-cld7 Zellen, bei
welchen cld7 nicht mit EpCAM assoziieren kann, langsamer migrieren als HEK-EpC-
cld7 zellen.
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Abb. 22: Palmitoyliertes cld7 fordert die Zellmotilitat

A. Zellen wurden in Medium / 1% BSA in den oberen Teil einer Boyden Kammer ausgesét. Der untere Teil
beinhaltete Medium / 20% FCS und die PorengrofRe der Membran betrug 8 um. Nach 16-stiindiger Inkubation
wurden die Zellen auf der unteren Membranseite mit Kristallviolett gefarbt und die OD bei 595nm gemessen. Die
durch die Membran migrierten Zellen in Prozent der ausgeséten Zellen sind angegeben (Mittelwert aus drei
unabhéngigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede zwischen HEK, HEK-EpC, HEK-cld7, HEK-EpC-
cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™™ Zellen sind mit * gekennzeichnet. B, C. Zellen wurden auf BSA-
beschichteten 24-well Platten ausgesat. Mittels Videomikroskopie wurde die Migration 12h lang verfolgt, wobei
alle 20 min ein Bild gemacht wurde. Die Auswertung erfolgte mithilfe von ImageJ (Manual Tracking Plugin). B.
Der Mittelwert + STAB von 20 einzelnen Zellen ist angegeben. Signifikante Unterschiede sind gekennzeichnet wie
in A. C. Beispiele der Bewegungen einzelner Zellen Gber einen Zeitraum von 12 h.
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Aufgrund der beobachteten starken Effekte der HEK-Transfektanten auf die
Migrationsfahigkeit wurden Assoziationen mit dem Zytoskelett untersucht. Zunachst
wurde eine Farbung mit Phalloidin, welches an F-Actin bindet (Chazotte, 2010),
genutzt, um das Zytoskelett anzufarben. Bei HEK Zellen wurde ein unorganisiertes
Zytoskelett beobachtet (Auger-Messier et al., 2005). Aber bei HEK-cld7 und HEK-
EpC-cld7 Zellen waren viele Actinstrdnge und submembranare Actinbundel
erkennbar. F-Actin war hingegen bei HEK-EpC™€-cld7 und HEK-EpC-cld7™Pa™
Zellen weniger deutlich organisiert (Abb. 23).

Abb. 23: Farbung des Zytoskeletts mit
Phalloidin

Die Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und

HEK

mit Phalloidin, anti-EpCAM und anti-cld7 sowie

fluoreszenzmarkierten Sekundérantikérpern
gefarbt und am Konfokalmikroskop ausge-
wertet. Einzelfarbungen oder die Uberlagerung

HEK-EpC

von Einzelfarbungen sind dargestellt. Eine
Gelbfarbung bei Uberlagerung der Einzel-
farbungen zeigt eine Kolokalisation an
(MaRstab: 10 pm).

HEK-cld7
-EpC-cld7(mP) -EpC(mAG)-cld7 HEK-EpC-cld7

Phall-griin EpC-rot/Phall-gr. cld7-rot/Phall-gr.

Zudem wurde die Expression und Aktivierung von Molekilen, welche bei der
Organisation des Zytoskeletts sowie der Migration und Adhasion eine Rolle spielen,
untersucht. Fokale Adhasionen sind Komplexe von Integrinen, welche die
extrazellulare Matrix (EZM) mittels Actin-bindenden Proteinen mit dem Actin-
Zytoskelett verbinden (Tojkander et al.,, 2012). Integrine sind heterodimere
Transmembranglycoproteine, die aus a- und (- Untereinheiten bestehen. Sie
vermitteln Interaktionen zwischen den Zellen sowie den Zellen und der EZM (Hynes,
2002; Weber et al., 2011). Die Fokale Adhasionskinase (FAK) ist eines der
wichtigsten Integrin-Signalmolekile, welches nach dem Zell-EZM-Kontakt in die
fokalen Adhasionen rekrutiert und phosphoryliert wird. Dies fuhrt zur Aktivierung von
c-Src (cellular Sarcoma), welches im Gegenzug FAK in der Aktivierungsregion

phosphoryliert und in einem vollstandig aktivierten FAK-Enzym resultiert. Das fokale
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Adhasionsprotein Paxillin wird von FAK und c-Src phosphoryliert (Canel et al., 2013;
Geiger et al., 2001; Sastry and Burridge, 2000). Zudem phosphoryliert c-Src Ezrin
(Heiska and Carpen, 2005), welches als Bindeprotein zwischen Plasmamembran und
Zytoskelett fungiert (Bretscher et al., 2002; Rozsnyay et al., 1996). Ezrin spielt bei
der Organisation des Zytoskeletts und der Migration eine bedeutende Rolle (Crepaldi
et al., 1997).
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Abb. 24: Kooperation von palmitoyliertem cld7 mit Integrinen

A, B. Durchflusszytometrische Analyse transfizierter oder nicht transfizierter HEK Zellen, die mit Antikdrpern
gegen die Integrine CD49e, CD29, CD104 oder CD166 (A) oder gegen phospho-Ezrin, phospho-Src, phospho-
FAK oder phospho-Paxillin (B) und fluoreszenzmarkierten Sekundérantikdrpern gefarbt wurden; der mittlere
Fluoreszenz-Index (% gefarbte Zellen x mittlere Intensitat der Farbung + STAB; drei unabhéangige Versuche) ist

dargestellt.
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HEK Zellen exprimierten das Integrin a5p81, das aus den Untereinheiten a5 (CD49e)
und B1 (CD29) besteht, und sehr schwach das Integrin 4 (CD104) sowie das
Zelladhasionsmolekil CD166. Die Expression der zuvor genannten Molekile blieb
durch die cld7 Transfektion unveréandert. Zudem war die Expression von phospho-
Ezrin, -src, -FAK sowie -Paxillin bei HEK-EpC™-cld7 und HEK-EpC-cld7™"™ Zellen
nicht signifikant verringert (Abb. 24A, B). Trotz der unveranderten Expression
kolokalisierte cld7 in HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™®™ Zellen weniger mit
den Integrinen a5B1 und dem Integrin B4 als in HEK-EpC-cld7 Zellen. CD166
hingegen kolokalisierte mit cld7 in allen drei Zelllinien (Abb. 25A). Des Weiteren
wurde die Assoziation von cld7 mit Ezrin und Integrinen mithilfe von Ko-
Immunprazipitationen untersucht. Im Gegensatz zu nicht mutiertem cld7 assoziierte
cld7™®™ nur schwach mit Ezrin und eine Behandlung mit einem
Palmitoylierungsinhibitor hemmte die Assoziation nahezu komplett (Abb. 25B). Bei
HEK-EpC-cld7™"®™ Zellen war die Actin-Reorganisation nicht vollstandig verhindert
(Abb. 23). Dies liegt womdglich daran, dass die cld7-Ezrin-Assoziation keine direkte
Interaktion ist, sondern von Molekilen unterstitzt wird, die mit cld7 assoziieren. Cld7
ko-immunprazipitierte im HEK-EpC-cld7 Lysat mit Integrinen wie CD104 und CD49e
sowie dem Adhasionsmolekiil CD166. Bei HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™"2™
Lysaten war die Assoziation mit CD49e und CD166 jedoch deutlich geringer als bei
den wt Transfektanten. Eine Ko-Immunprézipitation mit anti-Ezrin zeigte, dass die
Assoziation von Ezrin mit EpCAM und cld7 im HEK-EpC-cld7™?™ Lysat am
starksten vermindert war. Aul3erdem war bei Prazipitaten sowohl mit anti-CD49e als
auch anti-CD166 die Assoziation mit Ezrin im HEK-EpC-cld7™3™ Lysat deutlich
reduziert (Abb. 25D). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass palmitoyliertes cld7
die Integrinaktivierung unterstitzt. Im Gegenzug assoziieren aktivierte Integrine tber
phosphoryliertes Ezrin mit dem Zytoskelett, was zur Organisation des F-Actin-
Zytoskeletts beitragt (Abb. 23). Zudem immunprézipitierte die Tyrosinkinase c-Src im
HEK-EpC-cld7™@™ Lysat nicht mit cld7, was die Vermittlerrolle von palmitoyliertem
cld7 stitzt. Die Assoziation mit Paxillin und FAK wurde nicht verhindert, war jedoch
verringert (Abb. 25C). Folglich fordert palmitoyliertes cld7, welches in den GEM

lokalisiert ist, mittels der Assoziation mit Ezrin und Integrinen die Motilitat.
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Abb. 25: Assoziation von cld7 mit Integrinen, FAK , c-Src, Paxillin und Ezrin
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A. Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit Antikbrpern wie angegeben sowie fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikrpern gefarbt und am Konfokalmikroskop ausgewertet. Einzelfarbungen oder die Uberlagerung
von Einzelfarbungen sind dargestellt. Eine Gelbfarbung bei Uberlagerung der Einzelfarbungen zeigt eine
Kolokalisation an (MaRstab: 10 um). B.-D. Unbehandelte sowie wo angegeben mit 2-BP-(15 uM; A.) behandelte
HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™*™ Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert und
anschlieend mit Kontroll-lgG und Antikérpern wie angegeben prazipitiert. Die Prazipitate wurden mit einer SDS-
PAGE aufgetrennt und im WB mit den angegebenen Antikérpern sowie HRP-markierten Sekundarantikérpern
detektiert.

Die Ergebnisse der Versuche zur Migrationsfahigkeit der transfizierten und nicht
transfizierten HEK Zellen deuteten auf einen zusatzlichen Beitrag von EpCAM zu den
motilitatsfordernden Eigenschaften von cld7 hin (Abb. 21, 22). Wie im Kapitel 3.2
beschrieben, wurde EpEx vermehrt im Zellkulturiiberstand von HEK-EpC-cld7 Zellen
im Vergleich zu HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™"®™ gebildet. TACE war
aul3erdem innerhalb von GEM lokalisiert und assoziierte mit cld7, was zur Spaltung
von EpCAM beitrug (Abb. 19, 20). Es wurde bereits gezeigt, dass nach der
Abspaltung von EpEx durch TACE Presenilin-2 binden und EpIC intrazellular
freisetzen kann (Maetzel et al., 2009). Presenilin-2 ist eine Untereinheit der y-
Sekretase, ein Proteinkomplex in der Membran, der an der Spaltung von integralen
Membranproteinen beteiligt ist. Da auch Presenilin-2 in den GEM lokalisiert ist (Runz
et al., 2002), konnte die Assoziation von cld7 mit EpCAM die Abspaltung von EpIC
fordern. Eine Farbung mit Antikdrpern gegen cld7 und EpIC und anschlieRender
Konfokalmikroskopie zeigte, dass cld7 in der Membran von HEK-EpC-cld7 starker
mit EpIC kolokalisierte als in HEK-EpC-cld7™®™ Zellen. Des Weiteren befand sich
bei den wt Transfektanten mehr EpIC im Zytoplasma als bei HEK-EpC-cld7mFam
Zellen (Abb. 26A). Ein WB mit anti-EpIC zeigte zudem, dass in HEK-EpC-cld7 mehr
EpIC gebildet wurde als bei HEK-EpC Zellen. EpIC konnte in HEK-EpC-cld7 Zellen,
die mit einem Palmitoylierungsinhibitor behandelt wurden, sowie in HEK-EpC-
cld7™@M Zellen sehr schwach und in HEK-EpC™®-cld7 kaum detektiert werden
(Abb. 26B). Dies hebt die Rolle von palmitoyliertem cld7 bei der Spaltung von
EpCAM hervor und legt nahe, dass nur EpCAM, welches mit palmitoyliertem cld7
assoziiert und in den GEM lokalisiert ist, fur Presenilin-2 zugénglich ist.
Nichtsdestotrotz immunprazipitierte Presenilin-2 mit cld7™"a™
den schweren Fraktionen (Abb. 26C).

, aber ausschlieflich in
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(Maf3stab: 10 pum). B. Zellen wurden mit 1%

Triton-X-100 im Lysepuffer lysiert, in einem

16% Tricin-Gel aufgetrennt und im WB mit anti-EpC sowie einem HRP-markierten Sekundéarantikorper detektiert.
Gezeigt sind eine kurze und langere Expositionszeit derselben Membran. 2BP: 2-Bromopalmitat.

EpIC bindet nach der Freisetzung ins Zytoplasma an Four and a Half LIM domain
protein 2 (FHL2), den Transkriptionsfaktor LEF-1 sowie B-Catenin und induziert im
Zellkern die Expression des Proto-Onkogens c-myc (Maetzel et al., 2009; Mlnz et
al., 2009; Osta et al., 2004), Oct4 und Nanog (Chen et al., 2011a). Da in HEK-EpC-
cld7 Zellen vermehrt EpIC freigesetzt wurde, wurde der Einfluss auf einige
mesenchymale Proteine untersucht. In HEK-cld7, HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™*®-cld7
und HEK-EpC-cld7™®™ Zellen wurde B-Catenin unverandert exprimiert und die
Expression von Presenilin-2 war bei HEK-EpC-cld7™™ Zellen kaum verringert (Abb.
27A). Die erhohte Bildung von EpIC bei HEK-EpC-cld7 Zellen war von einer
gesteigerten Expression von Vimentin, Fibroblast Growth Factor (FGF), Transforming
Growth Factor 8 (TGFB) und N-Cadherin begleitet (Abb 27B). Zudem wurde eine
verminderte Expression von E-Cadherin in HEK-EpC-cld7 Zellen festgestellt, die
jedoch statistisch nicht signifikant war. FGF, N-Cadherin und Vimentin kolokalisierten
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in HEK-EpC-cld7™"™ weniger stark mit cld7 als in HEK-EpC-cld7 Zellen (Abb. 27C),
bei welchen palmitoyliertes cld7 die Bildung von EpIC unterstitzte. Diese Ergebnisse
weisen darauf hin, dass die gesteigerte Freisetzung von EpIC aufgrund von
palmitoyliertem cld7 die Expression von mesenchymalen Markern, die mit einem

migratorischen Phanotyp assoziiert sind, erhéhen kann.

A B
600 -
mHEK
5 BHEK-cld7
x m-EpC-cld7
G2, ) 3 .
. % £ B-E(MAGH-C Fl: 5x Fl: 5x
QQ 2'5,400‘ O-E-C(mP) N
—_— =
~~ 9% 33
5o < 8=
59 ETD ST
298¢ 26
W wow La
£ T % OWBL 7 <200
o o p-Catenin %
=

WS- Presenilin-2

Vimentin FN FGF TGFR N-Cadherin ~ E-Cadherin

-EpC-cld7(mP) HEK-EpC-cld7

cld7-rot FGF-griin

cld7-rot

tberlagert cld7-rot Vimentin-grin  tberlagert

Abb. 27: Analyse von mesenchymalen Proteinen von transfizierten HEK Zellen

A. HEK-cld7, HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™®™ Zellen wurden mit Triton-X-100-
Lysepuffer lysiert, mittels einer SDS-PAGE aufgetrennt und im WB mit den angegeben Antikérpern sowie HRP-
markierten Sekundéarantikbrpern detektiert. B. Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Proteinen wie
angegeben; der mittlere Fluoreszenz-Index (% geféarbte Zellen x mittlere Intensitat der Farbung + STAB; drei
unabhangige Versuche) ist dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen HEK und HEK-EpC-cld7 Zellen sind
mit * gekennzeichnet. C. Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit den angegebenen Antikdrpern sowie
fluoreszenzmarkierten Sekundérantikdrpern gefarbt und am Konfokalmikroskop ausgewertet. Einzelfarbungen
sowie die Uberlagerung der Einzelfarbungen sind dargestellt. Eine Gelbfarbung bei Uberlagerung der
Einzelfarbungen zeigt eine Kolokalisation an; (MaRstab: 10 um).

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass cld7 die Motilitat férdert, was zum
einen in der Assoziation von palmitoyliertem cld7 mit aktiviertem Ezrin begrindet ist.
Zum anderen wird die Motilitat durch die Assoziation mit Integrinen und CD166
unterstitzt. Daruber hinaus forderte palmitoyliertes cld7 die Bildung von EpIC. Dies

trug zur Matilitat bei, indem es die Expression mesenchymaler Proteine steigerte.
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3.4 Palmitoyliertes Claudin-7 fordert die Invasivitat

MMPs sind an der Spaltung von Peptidbindungen in Proteinen beteiligt und in
Zellmembranen oder der extrazellularen Matrix lokalisiert. Im aktivierten Zustand
bauen sie die extrazellulare Matrix ab, was fur die Invasivitat von gro3er Bedeutung
ist (Fillmore et al., 2001; Kessenbrock et al., 2010). Bei einer Studie mit cld7-
defizienten Mausen war die Expression von MMP3 hochreguliert (Ding et al., 2012).
Dies warf die Frage auf, ob die Motilitat der HEK-cld7 Zellen zwar gesteigert ist, aber

gleichzeitig die Invasivitat verloren geht.

Mithilfe des Transwell-Invasionsassays wurde das Invasionsverhalten der Zellen
untersucht. Die Zellen missen dabei durch eine dinne Schicht aus Matrigel, welche
eine kunstliche Basalmembran darstellt, wandern und werden im Anschluss gefarbt.
Invadierende Zellen sind die Zellen, die sich im Matrigel befinden, und Zellen, die an
der Unterseite des Transwell-Einsatzes haften, stellen penetrierende Zellen dar.
Uberraschenderweise zeigten HEK-cld7, HEK-EpC-cld7 und HEK-EpC™®-cld7
Zellen eine gesteigerte Invasivitat. Die Invasionsrate von HEK-EpC-cld7™™ Zellen
ging jedoch fast auf das Level der nicht transfizierten HEK Zellen zuriick (Abb. 28A,
B).

Um die Ursachen fir die gesteigerte Invasivitat zu untersuchen, wurde im néchsten
Schritt die Aktivitat von MMPs in HEK Zellen untersucht. Durchflusszytometrische
Untersuchungen zeigten, dass wt HEK Zellen MMP2, MMP3, MMP7, MMP9 und
MMP13 gering, MMP14 mittel stark und CD147 stark exprimierten (Abb. 29A, B). Die
Expression von MMP3, MMP7 und MMP9 war bei cld7 exprimierenden Zellen leicht
vermindert, allerdings korrelierte diese Reduktion nicht mit der Palmitoylierung von
cld7 (Abb. 29A). MMP3 kolokalisierte nicht mit cld7. Zudem kolokalisierte cld7 nur
schwach mit MMP14 in HEK-EpC-cld7 und HEK-EpC™®-cld7, aber nicht in HEK-
EpC-cld7™2™ Zellen (Abb. 29D). In der Expression von Proteasen konnten keine
Unterschiede zwischen palmitoyliertem und nicht palmitoyliertem cld7 festgestellt
werden und somit blieb die Frage nach der Ursache flr die gesteigerte Invasionsrate
der HEK-EpC-cld7 Zellen offen. Daher wurden die Proteasen mithilfe der
Zymographie auf eine gesteigerte Aktivitat hin untersucht. Bei der Zymographie kann
die Aktivitat von MMP2 und MMP9 mithilfe des Abbaus von Gelatine, welche bei der

SDS-PAGE als Substrat zum Gel hinzugefiigt wird, und einer anschlieRenden
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Coomassieblau-Farbung nachgewiesen werden. Diese zeigte eine geringere Aktivitat
von MMP2 und MMP9 bei HEK und HEK-EpC im Vergleich zu den HEK-EpC-cld7
Zellen. AuBerdem war eine reduzierte Aktivitat dieser MMPs bei HEK-EpC-cld7™"2™
Zellen zu beobachten (Abb. 29C).

A
5.
i
N
5
S
E}
it
o .
K
N
3
o,
[T
g .
B
BHEK
BHEK-E
HEK-C
BHEK-E-C
BHEK-E(mAG)-C
OHEK-E-C(mP)
E 400
| 3
- 60 N
9 & 300
N g
2 401 5
o 2 200
: :
2 )
T 207 2 400
> 7=
= <
4 c
=) 0 < 0

Abb. 28: Palmitoyliertes cld7 und die Invasivitat

A, B. Zellen wurden in Medium mit 1 % FCS resuspendiert und in Matrigel beschichtete Transwell-Einsétze
ausgesat. Die Kammer unterhalb der Transwell-Einsatze enthielt Medium mit 20 % FCS. Nach 16-stiindiger
Inkubation wurden die Zellen mit Kristallviolett gefarbt. Invadierende Zellen: Zellen im Matrigel; penetrierende
Zellen: Zellen an der Unterseite des Transwell-Einsatzes. A. Repréasentative Beispiele invadierender und
penetrierender Zellen sind gezeigt (Maf3stab: 250 um); B. Der Prozentsatz der invadierenden Zellen ausgehend
von der Gesamtzahl der ausgesaten Zellen sowie die Anzahl penetrierender Zellen (Mittelwerte + STAB; drei
unabhangiger Versuche) sind angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen HEK und HEK-EpC, HEK-cld7,
HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™©-cld7 sowie HEK-EpC-cld7™*™ Zellen sind mit * gekennzeichnet.
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Abb. 29: Expression von MMPs und CD147 in transfizierten und nicht transfizierten HEK Zellen

A., B. Der mittlere Fluoreszenz-Index (% gefarbte Zellen x mittlere Intensitdt der Féarbung + STAB; drei
unabhéngige Versuche) der Zellen, die fiur die durchflusszytometrische Bestimmung der Expression mit
spezifischen Antikérpern gegen MMPs (A) und CD147 (B) sowie fluoreszenzmarkierten Sekundarantikdrpern
gefarbt wurden, ist dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen den transfizierten und parentalen HEK Zellen

sind mit * gekennzeichnet. C. Aktivitdt von MMP2 und MMP9 anhand der Gelatine-Zymographie von
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Zellkulturiiberstanden von HEK, HEK-EpC, HEK-cld7, HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™2™
Zellen. Zellkulturiberstdnde wurden aufkonzentriert und die Proteingemische (5 pg) mittels SDS-PAGE, bei
welcher das Gel Gelatine als Substrat enthielt, aufgetrennt. In darauffolgenden Inkubationsschritten wurde das
SDS mithilfe einer Triton-X-100-Lésung aus dem Gel entfernt und anschlieBend bei 37°C inkubiert, um die
enzymatische Aktivitdt zu erhéhen. Mithilfe einer Coomassieblau-Farbung wurde der Abbau der Gelatine
aufgrund von aktiven MMPs erkennbar. D. Zellen wurden fixiert, permeabilisiert und mit den angegebenen
Antikdrpern sowie fluoreszenzmarkierten Sekundarantikérpern gefarbt und am Konfokalmikroskop ausgewertet.
Einzelfaroungen sowie die Uberlagerung der Einzelfarbungen sind dargestellt. Eine Gelbfarbung bei

Uberlagerung der Einzelfarbungen zeigt eine Kolokalisation an; (MaRstab: 10 pm).

Des Weiteren wurde untersucht, ob das Molekul CD147 von palmitoyliertem cld7
beeinflusst wird. CD147 wird auch als Extracellular Matrix Metalloproteinase Inducer
(EMMPRIN) bezeichnet und induziert die Expression von MMPs (Jiang and Tang,
2007). CD147 ist aufgrund der Assoziation mit Monocarboxylat-Transportern (MCT),
insbesondere mit MCT-1 und MCT-4, in der Lage, den Laktattransport und die
Glykolyse zu beeinflussen (Philp et al., 2003). Des Weiteren ist CD147 fur den
Transport von MCT-1 und MCT-4 in die Plasmamembran essentiell (Kirk et al.,
2000). Ein Invasionsassay zeigte, dass eine Behandlung der Zellen mit einem
Antikoérper gegen CD147 die Invasionsrate von HEK-cld7, HEK-EpC-cld7 sowie HEK-
EpC™©-cld7 deutlich hemmte (Abb. 30A, B). Zudem immunprazipitierte CD147 mit
cld7 in HEK-EpC-cld7 und HEK-EpC™®-cld7 Lysaten, aber in HEK-EpC-cld7mFam
Zellen war die Assoziation von CD147 und cld7 vermindert (Abb. 30C). Die
massenspektrometrische Proteinanalyse der cld7-Immunprézipitate bestatigte, dass
cld7 nur in HEK-EpC-cld7 Zellen mit CD147 und MCT-1 assoziiert ist (Tab. 16,
Anhang).

Die Invasivitat von HEK-cld7, HEK-EpC-cld7 und HEK-EpC™€-cld7 Zellen war im
Vergleich zu nicht transfizierten HEK oder HEK-EpC-cld7™®™ Zellen signifikant
erhoht. Die Expression von MMP3, MMP7 und MMP9 wurde durch cld7 nur
geringfugig beeinflusst und korrelierte nicht mit der Palmitoylierung von cld7. Aber es
konnte eine schwache Kolokalisation von MMP14 mit palmitoyliertem cld7 sowie eine
gesteigerte Aktivitat von MMP2 und MMP9 beobachtet werden. Des Weiteren kdonnte
eine hohe Expression und Assoziation von CD147 mit cld7 die MMP-Aktivierung

unterstitzt haben.
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Abb. 30: Einfluss von CD147 auf die Invasivitat der HEK Zellen

A., B. Zellen wurden in Medium, das anti-CD147 (10 pg / ml) oder Kontroll-lgG und 1 % FCS enthielt,
resuspendiert und in Matrigel beschichtete Transwell-Platten ausgesat. Die Kammer unterhalb der Transwell-
Einséatze enthielt Medium mit 20 % FCS. Nach 16-stindiger Inkubation wurden die Zellen mit Kristallviolett
gefarbt. Invasion: Zellen im Matrigel; Penetration: Zellen an der Unterseite des Transwell-Einsatzes. A.
Reprasentative Beispiele penetrierender Zellen mit anti-CD147-Behandlung sind gezeigt (Maf3stab: 250 pm).
Beispiele fur die Penetration ohne anti-CD147 Behandlung sind in Abb. 28A gezeigt. B. Der Prozentsatz der
invadierenden / penetrierenden Zellen ausgehend von der Gesamtzahl der ausgesaten Zellen ist angegeben.
Signifikante Unterschiede zwischen den unbehandelten und den mit anti-CD147 behandelten Zellen sind mit s
gekennzeichnet. C. Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert. Inmunkomplexe wurden mit Kontroll-lgG oder
Antikdrper gegen CD147 prazipitiert. Die Prézipitate wurden mit einer SDS-PAGE aufgetrennt und mittels WB mit
Antikdrpern gegen EpC, cld7 und CD147 sowie HRP-markierten Sekundérantikdrpern detektiert.

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass palmitoyliertes cld7 nur schwach
mit TJ-Proteinen assoziierte. Vielmehr wurde es in GEM rekrutiert, wo es mit dem
Zytoskelett, Integrinen sowie Integrin-Signalpartnern, EpCAM und Proteasen
assoziierte. Zudem trug palmitoyliertes cld7 zur Aktivierung von Integrinen und
Proteasen sowie zur Spaltung von EpCAM bei, was sowohl die Motilitat als auch die

Invasivitat forderte.

91



Ergebnisse

Verminderte Zell-Zell-Adh&sion, gesteigerte Motilitat und Invasivitat sind essentielle
Komponenten bei der Metastasierung in den unterschiedlichsten Krebsarten.
Vorherige Untersuchungen haben gezeigt, dass beim Kolonkarzinom EpCAM haufig
mit cld7 assoziiert (Kuhn et al., 2007). Zudem gibt es Hinweise, dass die Tumor-
fordernden Aktivitaten von EpCAM durch die Assoziation mit cld7 beeinflusst werden
(Thuma and Zoller, 2013). Um die metastasenfordernden Aktivitaten von cld7 néher
zu untersuchen, wurde ein Knockdown von cld7 in zwei humanen kolorektalen

Karzinomzelllinien generiert.

3.5 Einfluss von Claudin-7 auf Tumorstammzell-

Eigenschaften kolorektaler Karzinomzelllinien

Das Kolonkarzinom ist in der westlichen Welt eines der haufigsten Malignome und
die 5-Jahreslberlebensrate betragt im Stadium IV nur 3 bis 7 %. Wie bei den meisten
Krebsarten wird davon ausgegangen, dass eine kleine Population von
Tumorstammzellen (Chen et al., 2011b) fur das Wachsen des Primartumors sowie
die Metastasierung verantwortlich ist (Scopelliti et al., 2009). Bisherige
Untersuchungen haben EpCAM als Tumorstammzellmarker (TSZ) beim
Kolonkarzinom beschrieben (Fanali et al., 2014). Unsere Gruppe hat gezeigt, dass
die Koexpression von cld7 und EpC beim kolorektalen Karzinom mit einer schlechten
Prognose korreliert (Kuhn et al., 2007). Untersuchungen im Pankreaskarzinom
belegten, dass ein Knockdown von cld7 oder EpCAM die Metastasierungsfahigkeit
deutlich reduziert. Zudem gab es Hinweise, dass EpCAM nur im Komplex mit cld7 fur
tumorstammzellspezifische Funktionen verantwortlich ist (Thuma and Zoller, 2013).
Daher sollte zunachst tberpriift werden, ob ein Knockdown von cld7 (cld7*%) zum
Verlust von Stammzelleigenschaften humaner Kolonkarzinomzelllinien fihrt und ob
die Metastasierungsfahigkeit beeintrachtigt ist.

Die Untersuchungen wurden mit den humanen Kolonkarzinomzelllinien HT29 und
SW948 durchgefiuhrt, die eine hohe Expression von EpCAM und cld7 aufweisen.
Stabile cld7*? Zelllinien wurden generiert, indem die Zellen mit cld7 shRNA unter
Nutzung des pSuper / GFP / Neomycin-Vektors transfiziert wurden. AnschlieRend

wurden die Zellen, die eine effiziente Reduktion der cld7-Expression aufwiesen,
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mittels Einzellklonierung selektioniert. Die Transfektionseffizienz sowie die
Expression von EpCAM der wt und cld7*! Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie
und WB untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass der cld7*? die Expression von
EpCAM nicht beeinflusste (Abb. 31A, B). Jedoch konnten Unterschiede in der
Morphologie der cld7*%- und wt-Zelllinien insbesondere bei den SW948 Zellen
beobachtet werden. So waren die Zell-Zell-Kontakte der SW948-cld7*? Zellen im
Vergleich zu den wt Zellen gelockert und einzelne Zellen waren deutlich sichtbar.
HT29-cld7*? Zellen hatten im Vergleich zu HT29" Zellen eine rundere Form und

weniger Zellauslaufer (Abb. 31C).

A B
SW948wt SW948-cld7kd1 SW948-cld7kd2
M~ 3
T E
s 9 -~ S !d i} )
= T T A S -
T3 KR
o o T T 3 E
22 z 2 2 - -
) Qe @ u.l‘ 3 3
<SS £ E E ]
e OO T T T WB:
o . - cld7 HT29wt HT29-cld7kd1 HT29-cld7kd2
£88Q8 g ee
5 < oo <« o o -
S - 5 C =
2 9 ¥ < Q ® ‘
T 2 o o o «© -« =
T S ] o -
"4
Q
o
“
C

SW948 wt SW948-cld 7k HT29 wt HT29-cld7k

Abb. 31: Expression von cld7 und EpCAM in cld7 kd und wt Zelllinien

A. Zellen wurden mit Triton-X-100-Lysepuffer lysiert, in einem 12 % Gel aufgetrennt und im WB mit anti-EpC und
anti-cld7 sowie HRP-markierten Sekundarantikbrpern detektiert. B. Durchflusszytometrische Analyse der
Expression von EpCAM und cld7; Zellen wurden hierfiir mit anti-EpC und anti-cld7 sowie fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérpern gefarbt. Die Uberlagerung der Negativkontrolle (graue Flache) und der Antikérperfarbung
(schwarze Linie) exemplarischer Farbungen sind gezeigt. C. Reprasentative lichtmikroskopische Bilder der
Morphologie von wt und cld7* Zellen (Mal3stab: 25 pm).

93



Ergebnisse

TSZ sind durch eine Reihe von Markern definiert. Bei kolorektalen
Tumorstammzellen umfassen diese CD44, CD44v6, EpC, Lgr5, CD133, CD166, Msi-
1, CD29, CD24 (Fanali et al., 2014), Tspan8 und cld7 (Thuma and Zdller, 2013).

Die Expression von Tumorstammzellmarkern, wie CD44, CD44v6, CD49f, CD104,
CD133, CD166, CD184, epidermaler Wachstumsfaktorrezeptor (Epidermal Growth
Factor Receptor, EGFR) und Met, war bei beiden Zelllinien trotz des cld7*¢
unverandert (Abb. 32 A, B). Nur CD184, welches nur schwach exprimiert wurde, war
geringfugig reduziert (Abb. 32A). Da der Knockdown von cld7 keinen Einfluss auf die
Expression von Tumorstammzellmarkern hatte, wurde im nachsten Schritt
kontrolliert, ob cld7 die Tumorstammzelleigenschaften von HT29 und SW948 Zellen

beeinflusst.
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Abb. 32: Expression von Tumorstammzellmarkern in wt und cld7* Zellen

A., B. Fur die durchflusszytometrische Bestimmung der Expression von Tumorstammzellmarkern wurden Zellen
mit Antikérpern gegen Tumorstammzellmarker sowie Fluoreszenzmarkierten Sekundarantikbrpern gefarbt. Der
prozentuale Anteil positiver SW948 (A) und positiver HT29 Zellen (B) (Mittelwerte + STAB; drei unabhangiger
Versuche) ist angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen wt und cld7* Zellen sind mit * gekennzeichnet.
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Mithilfe des soft agar colony formation assays wurde das Koloniewachstum der
Zellllinien untersucht. Hierfir wurden die Zellen in 0,3 %igem Agar ausgeséat. Nach
einer Inkubationszeit von drei Wochen konnte die Klonierungseffizienz, d. h. der
Anteil der Zellen, die ausgehend von einer einzelnen Zelle eine Kolonie bilden
kénnen, ermittelt werden. Diese war bei HT29-cld7* um 50 % und um etwa 30 % bei
SW948-cld7* Zellen reduziert (Abb. 33).

RHI2W mSWa4awt Abb. 33: Koloniewachstum von HT29 und SW948 wt und
OHT29 cld7kd1 OSW948 cld7kd1

kd .
OHT29cld7kd2  BSW948 cld7kd2 cld7™ Zellen in soft agar

Koloniewachstum von HT29 und SW948 wt und jeweils zwei

100 cld7*? Zelllinien. Zellen wurden in 0,3 % Agar auf bereits mit 1%
S Agar beschichteten Platten ausgesat. Das Wachstum von
T 80 Kolonien wurde nach drei Wochen ermittelt. Gezeigt sind die
N
8 Mittelwerte + STAB von drei unabh&ngigen Versuchen.
Q 60 . *x ¥ Signifikante Unterschiede zwischen wt und cld7*? Zellen sind mit
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TSZ konnen Uber spharoides Wachstum oder die Bildung von Holoklonen
angereichert werden (Tan et al.,, 2011; Vollmers et al., 2012; Wang et al., 2013).
Vorherige Untersuchungen haben gezeigt, dass Tumorzellen in Kultur verschiedene
Kolonien mit unterschiedlicher Morphologie bilden kdnnen (Locke et al., 2005; Tang
et al., 2007; Volimers et al.,, 2012). Holoklone sind kompakte Kolonien mit glatten
Randern, wohingegen Paraklone lockere Kolonien bilden und von
ausdifferenzierteren Tochterzellen stammen. Die Morphologie der Meroklone liegt
dazwischen (Barrandon and Green, 1987).
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Voruntersuchungen hatten gezeigt, dass SW948 Zellen als Spharoide und HT29
Zellen als Holoklone bzw. Mero- und Paraklone wachsen kdnnen (Abb. 34). Fur das
Spharoidwachstum wurden SW948 Zellen in Medium ohne FCS auf Agar-
beschichteten Platten ausgesat, sodass die Zellen nicht als Monolayer wachsen
konnen. Die Kapazitat der SW948-cld7*? Zellen als Spharoide zu wachsen, war im
Vergleich zu den SW948" Zellen um das Zehnfache verringert. Nachdem die erste
Passage von Spharoiden erneut unter Spharoid-Wachstumsbedingungen ausgesat
wurde, stieg der Anteil von Sphéroiden, die aus der ersten Passage von SW948"
Sphéaroiden stammten, signifikant an. Im Gegensatz dazu erhdhte sich der
Prozentsatz der Spharoide aus der ersten Passage von SW948-cld7*? Zellen nach
wiederholtem Passagieren nicht (Abb. 34A).

Holoklone wurden kultiviert, indem 50 Zellen / cm? in Medium mit 5 % FCS ausgesat
wurden. Mithilfe einer Kristallviolett-Farbung konnte die Anzahl an gebildeten
Holoklonen, Meroklonen oder Paraklonen ermittelt werden. Fur die Weiterkultivierung
von Holoklonen wurden diese gepickt, passagiert und wie oben beschrieben
kultiviert. Ahnliche Effekte der SW948-cld7*? Zellen konnten auch bei HT29 Zellen
beobachtet werden. Die Fahigkeit der HT29" Zellen als Holoklone zu wachsen, war
bei den HT29-cld7*! Klonen vermindert und wurde durch weiteres Passagieren nur
geringfligig erhéht. Wohingegen sich die Anzahl von Holoklonen von HT29"
Holoklonen nach der ersten Passage durch eine weitere Passage mehr als
verdoppelte (Abb. 34B). Zudem zeigte eine durchflusszytometrische Analyse, dass
die Expression von EpCAM und cld7 sowie der Tumorstammzellmarker, CD44v6 und
Tspan8, in SW948 Spharoiden und HT29 Holoklonen signifikant erhdht war (Abb. 34
E, F).
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Abb. 34: Wachstum von Sphéaroiden und Holoklonen und der Einfluss von cld7

A, B. SW948 Zellen (103/ ml) wurden in Medium ohne FCS in Agar beschichtete Platten ausgesat. Nach einer
Woche wurde alle drei Tage die Halfte des Mediums erneuert. Nach drei Wochen wurden die Sphéaroide gezahit,
gepickt wieder vereinzelt und weiter passagiert. Mittelwerte + STAB von drei unabhéngigen Versuchen (A) sowie
Beispiele (B) sind gezeigt. C, D. HT29 Zellen (50 Zellen / sz) wurden in Medium, das 5% FCS enthielt,
ausgesat. Nach zwei Wochen wurden die Zellen mit Kristallviolett gefarbt, um die Anzahl an gewachsenen
Holoklonen, Meroklonen oder Paraklonen zu ermitteln. Zudem wurden Holoklone gepickt, vereinzelt und wie oben
beschrieben erneut ausgesat. C. Signifikante Unterschiede zwischen wt und cld7*® Zellen sind mit *
gekennzeichnet. D. Beispiele fiir das Wachstum von Holoklonen, Meroklonen und Paraklonen von HT29" Zellen.
E, F. Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Tumorstammzellmarkern. SW948 (E) oder HT29
Zellen (F) wurden hierfur mit Antikdrpern gegen EpCAM, CD44v6, Tspan8 oder cld7 sowie fluoreszenzmarkierten

Sekundarantikorpern gefarbt. Der prozentuale Anteil positiver Zellen + STAB von drei unabhéngigen Versuchen
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ist angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen wt Zellen und Sphéaroiden bzw. Holoklonen sind mit *

gekennzeichnet.

Zudem wurden die mesenchymalen Marker, die mit einem migratorischen Phanotyp
assoziiert sind, untersucht. Sowohl bei den HT29- als auch bei den SW948-cld7*
Zellen war E-Cadherin signifikant zu den wt Zellen erhoht, wohingegen E-Cadherin in
Sphéaroiden und Holoklonen signifikant verringert war (Abb. 35). Die Expression von
N-Cadherin, FN und Vimentin war in den cld7*® Zellen reduziert und in den

Holoklonen sowie Spharoiden erhoht, was auf einen mesenchymalen Phanotypen

hindeutet.
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Abb. 35: Analyse der Expression mesenchymaler Proteine

A., B. Durchflusszytometrische Analyse der Expression von Proteinen in SW948", -cld7*’, Spharoiden sowie in
HT29"™, -cld7* und Holoklonen wie angegeben; der mittlere Fluoreszenz-Index (% gefarbte Zellen x mittlere
Intensitat der Farbung + STAB; drei unabhéngige Versuche) ist dargestellt. Signifikante Unterschiede zwischen wt
und cld7*? Zellen, Sphéaroiden bzw. Holoklonen sind mit * gekennzeichnet.

Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Wachstumseigenschaften von
Tumorstammzellen aufgrund eines cld7*® in kolorektalen Karzinomzelllinien
beeinflusst sind. Dies konnte sowohl anhand des Wachstums von Spharoiden und
Holoklonen als auch des Koloniewachstums beim soft agar colony formation assay
gezeigt werden. Da in Spharoiden und Holoklonen eine hohe cld7-Expression in
mehr als 90 % der Zellen beobachtet wurde, waren Spharoide und Holoklone der
beiden Zelllinien als interne Kontrollen fiir den cld7*® gut geeignet. Um zu tiberpriifen,
ob der cld7*® die Metastasierungsfahigkeit der Tumorzellen beeinflusst, wurden in
vivo Experimente durchgefuhrt.

98



Ergebnisse

3.6 Claudin-7 fordert die Entstehung von Metastasen im

kolorektalen Tumormodell

Die Metastasierung ist durch die Ausbreitung von malignen Zellen des Primartumors
in entfernt gelegene Gewebe gekennzeichnet. Die Bildung von Metastasen ist das
grofldte Problem bei der Behandlung von Krebs und die Haupttodesursache von
Krebspatienten (Geiger and Peeper, 2009). In einem Pankreaskarzinommodell der
Ratte wurde eine deutlich reduzierte Metastasierungsfahigkeit von cld7** und EpC*®
Zellen festgestellt (Thuma and Zoller, 2013). Zudem gab es Hinweise, dass
ausschlief3lich cld7-assoziiertes EpCAM die Metastasierung bei gastrointestinalen
Tumoren férdert (Kuhn et al., 2007; Nibel et al., 2009; Thuma and Zéller, 2013). Die
in den vorherigen Kapiteln beobachteten metastasierungsfordernden Eigenschaften
von cld7 im HEK Modell bekraftigen dies. Um den Einfluss von cld7 auf die
Metastasierungsfahigkeit im humanen kolorektalen Karzinommodell zu untersuchen,
wurden HT29™, zwei HT29-cld7*! Klone sowie HT29"-Holoklone entweder subkutan
(s.c.) oder intravenés (i.v.) in NOD / SCID (Non-Obese Diabetic, Severe Combined

Immunodeficiency) Mause injiziert.

Das Tumorwachstum von HT29-cld7*? Zellen begann im Vergleich zu den HT29™
Zellen deutlich verzdgert. Noch deutlicher war der Unterschied zu den Mausen,
denen HT29 Holoklone injiziert wurde. Bei diesen Tieren konnten bereits nach zehn
Tagen kleine subkutane Tumore beobachtet werden, wohingegen bei den HT29-
cld7*%-Gruppen erst nach etwa 24 Tagen kleine Tumore sichtbar waren. Der mittlere
Tumordurchmesser war bei den Holoklon-Mausen signifikant grof3er als bei den
HT29"- oder HT29-cld7**-Mausen, deren Tumordurchmesser nach etwa 40 Tagen
noch deutlich geringer war als der der HT29"-Gruppe (Abb. 36A). Wenn der
subkutane Tumor einen Durchmesser von 1,5 cm erreichte oder die Mause Gewicht
verloren, spatestens jedoch nach 210 Tagen, wurden die Tiere getttet. Die Mause,
denen cld7* Zellen injiziert wurde, lebten deutlich langer als die Mause der HT29""
oder Holoklon-Gruppe (Abb. 36B, C).
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Abb. 36: Tumorwachstum, Uberlebensrate und -dauer von

C BHT29wt Mausen nach der s.c. Injektion von HT29 Zellen
gg:g;::g;_ A.-C. NOD / SCID Méuse (fiinf je Gruppe) wurden 24 h vor der s.c.
EHoloklone Injektion von 1x10° HT29 Zellen zur Depletion natiirlicher Killerzellen
g 28')_ mit anti-Asialo-GM1 behandelt. Mause wurden getdtet, wenn der
5 1007 S subkutane Tumor einen mittleren Durchmesser von 1,5 cm erreichte,
é 40 spatestens aber nach 210 Tagen. A. Verlauf des Tumorwachstums ist
S~ | als mittlerer Tumordurchmesser in cm und in Tagen nach der s.c.
@;u)i 60 - 5 Injektion von HT29", zwei cld7*! Zelllinien oder HT29 Holoklonen
§ E 40 - 8 angegeben. B. Die Uberlebensrate der Mause in der Zeit nach s.c.
% g i Injektion der HT29 Zellen (B) sowie die mittlere Uberlebensdauer in
-‘g ,i_‘i 20 1 Tagen (C) sind angegeben. Signifikante Unterschiede zwischen den
0 A Méausen, denen HT29" Zellen injiziert wurde, und denen HT29-cld7*

oder HT29" Holoklon Zellen s.c. injiziert wurde, sind mit *

gekennzeichnet (A) bzw. die P-Werte (C) angegeben.

In den drainierenden Lymphknoten (LK) von allen finf Mausen, denen Holoklone
injiziert wurden, und bei drei von finf Mausen der HT29"-Gruppe konnten
makroskopisch Metastasen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu waren die
drainierenden LK der Mause, denen cld7*? Zellen appliziert wurden, makroskopisch
metastasenfrei. Zur weiteren Untersuchung der entnommenen Organe wurden
Einzelzellsuspensionen von drainierenden LK, Milz, Knochenmark, periphere Blut-
Leukozyten, peritoneale Exsudat-Zellen, Leber und Lunge durchflusszytometrisch
analysiert sowie in Kultur genommen. Fur die Analyse wurden die Zellen sowohl mit
anti-EpC als auch mit anti-Tspan8 gefarbt, um vorhandene Tumorzellen in den
jeweiligen Organen ermitteln zu kénnen. Die durchflusszytometrische Analyse zeigte,
dass nur wenige Tumorzellen in den drainierenden LK von Mausen, denen HT29-
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cld7*? Zellen injiziert wurde, waren. Zudem wurden nur wenige HT29-cld7*¢ Zellen im
peripheren Blut und sehr wenige in Lunge, Leber, Milz und Knochenmark gefunden.
Wohingegen all diese Organe eine signifikant héhere Anzahl von HT29" Zellen
enthielten. Mit Ausnahme der Lunge war die Menge an Tumorzellen in den Organen
der Méause, denen Holoklone appliziert wurden, noch héher als bei der HT29"'-
Gruppe (Abb. 37A). Ex vivo Kulturen zeigten, dass HT29" Zellen in drainierenden
LK, im peripheren Blut und der Lunge von allen funf Mausen wuchsen. Wohingegen
HT29-cld7*¢ Zellen in drainierenden LK, Milz, Knochenmark und im peripheren Blut
von nur einer bzw. zwei Mausen wuchsen. In ex vivo Kulturen der Lunge wurden
HT29-cld7*? Zellen in drei von fiinf Mausen festgestellt. Tumorzellen in der Leber
konnten bei drei von funf Mausen, denen Holoklone appliziert wurden, detektiert
werden. Jedoch wurden in allen anderen Organen sowie im peripheren Blut aller finf

Mause der Holoklon-Gruppe Tumorzellen gefunden (Abb. 37B).

Sle BHT29
20 4 O-cld7kd1
O-cld7kd2

BHoloklone

% Tumorzellen / Organ
(HT29s.c.)

dr. LK Milz KM PBL Leber Lunge

BHT29 0O-cld7kd1 O-cld7kd2 ®Holoklone

ex vivo Organ-Kulturen (HT29 s.c.)

Anzahl Mause mit Tumorzellen in

o

dr. LK Milz KM PBL Leber Lunge

Abb. 37: Tumorzellen in den Organen von Mausen nach subkutanem Wachstum von HT29 Zellen

A, B. Mause wurden behandelt wie in Abbildung 27 beschrieben. Alle Mause wurden ausgeblutet und
Einzelzellsuspensionen von drainierenden Lymphknoten (dr. LK), Milz, Knochenmark (KM), peripheren Blut-
Leukozyten (PBL), Leber und Lunge durchflusszytometrisch analysiert, um Tumorzellen in den Organen zu
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detektieren. Hierfur wurden die Zellen mit anti-EpC und anti-Tspan8 sowie Fluoreszenzmarkierten
Sekundarantikérpern gefarbt. Zudem wurden die Zellsuspensionen der Organe bis zu vier Wochen lang kultiviert,
um ein Wachstum von Tumorzellen zu ermitteln. Der mittlere Prozentsatz von Tumorzellen in Zellsuspensionen
der Organe (A) sowie die Anzahl von Mausen, bei welchen in ex vivo Kulturen Tumorzellen wuchsen (B), ist
gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen Mausen, denen HT29", HT29-cld7" oder HT29"-Holoklon Zellen
s.C. injiziert wurde, sind mit * gekennzeichnet.

Neben der subkutanen Applikation wurden Tumorzellen auch i.v. in die
Schwanzvene von NOD / SCID Mausen injiziert. Sobald die Mause anfingen,
Gewicht zu verlieren, spatestens jedoch nach 210 Tagen wurden die Tiere getotet.
Ahnlich wie bei der s.c. Applikation fiihrte auch die i.v. Injektion zu einer signifikant
verlangerten Lebensdauer von Méausen, denen HT29-cld7*? Zellen injiziert wurden.
Somit waren 210 Tage nach der Injektion immer noch funf von zehn Tieren gesund
(Abb. 38A, B). In den Lungen der Mause der HT29-cld7*%-Gruppe konnten mit
Aushahme von einer Maus Metastasen gefunden werden. Mause, denen HT29"
Zellen injiziert wurden, zeigten ungeféhr achtzig Metastasen. Die funf Mause der
HT29-cld7*-Gruppe, die krank wurden, hatten hingegen null bis fiinfundzwanzig
Metastasen in der Lunge (Abb. 38C).
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Die Zahl der Tumorzellen im Knochenmark von M&usen, denen entweder HT29"
oder HT29-cld7*® Zellen appliziert wurde, unterschied sich nicht signifikant
voneinander. Aber im Knochenmark und der Milz von Mausen der Holoklon-Gruppe
war die Anzahl an Tumorzellen signifikant erhéht. Im peripheren Blut, in der Milz und
in der Lunge der Mause, denen cld7*? Zellen injiziert wurde, befanden sich deutlich
weniger Tumorzellen als bei der HT29"- oder Holoklon-Gruppe (Abb. 39A). Die ex
vivo Kultur von Zellsuspensionen der Organe Uuber einen langeren Zeitraum
bestatigte, dass sich HT29-cld7*? Zellen kaum in Lunge und Leber ansiedelten bzw.
Uberleben konnten (Abb. 39B).
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Abb. 39: HT29 Tumorzellen in den Organen von Mausen nach Tétung und in ex vivo Kulturen

A, B. Mause wurden behandelt wie in Abbildung 36 beschrieben. Alle Mause wurden ausgeblutet und Einzelzell-
suspensionen von drainierenden Lymphknoten (dr. LK), Milz, Knochenmark (KM), peripheren Blut-Leukozyten
(PBL), Peritoneale-Exsudat-Zellen (PEZ), Leber und Lunge wurden durchflusszytometrisch analysiert, um
Tumorzellen in den Organen zu detektieren. Hierfur wurden die Zellen mit anti-EpC und anti-Tspan8 sowie
Fluoreszenzmarkierten Sekundarantikbrpern gefarbt. Zudem wurden die Zellsuspensionen der Organe bis zu vier
Wochen lang kultiviert, um ein Wachstum von Tumorzellen zu ermitteln. Der mittlere Prozentsatz von
Tumorzellen in Zellsuspensionen der Organe (A) sowie die Anzahl von Mausen, bei welchen in ex vivo Kulturen
Tumorzellen wuchsen (B), ist gezeigt. Signifikante Unterschiede zwischen Mausen, denen HT29", HT29-cld7*

oder HT29""-Holoklon Zellen i.v. injiziert wurde, sind mit * gekennzeichnet.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass nach einer s.c. oder i.v. Injektion von Tumorzellen
cld7 die Ansiedlung in entfernt liegenden Organen unterstutzt. Vorherige
Beobachtungen der reduzierten Metastasierungsfahigkeit von cld7*? Zelllinien im
Pankreas-Tumormodell (Thuma and Zdller, 2013) konnten im humanen kolorektalen

Tumormodell bestatigt werden.
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4 Diskussion

Claudine sind fur die Aufrechterhaltung epithelialer Barrieren unerlasslich. Dies gilt
auch fiir cld7. So sterben cld7° Mause nur wenige Tage nach der Geburt aufgrund
von Darmentzindungen (Ding et al., 2012). Dennoch kommt cld7 innerhalb der
Claudin-Familie eine Sonderrolle zu, da es in vielen Epithelien, z.B. der Lunge, der
Niere und des Gastrointestinaltrakts, auch auf3erhalb von TJs exprimiert wird (Coyne
et al., 2003; Inai et al., 2007). Eine weitere Besonderheit stellt die Assoziation mit
EpCAM dar. Diese Assoziation mit EpCAM, das keine Komponente von TJs ist,
wurde in Vorlauferzellen der Leber, beim Schilddrisenkarzinom und in
gastrointestinalen Tumoren gezeigt. Des Weiteren wurde cld7 als metastasierungs-
fordernd beschrieben (Kuhn et al., 2007; Okada et al., 2014; Thuma and Zdller,
2013; Yovchev et al., 2008). Weder die Voraussetzung fir eine Lokalisation von cld7
aulBerhalb von TJs noch die Funktionen von cld7 auferhalb von TJs waren
hinlanglich bekannt. Ich konnte am Modell stabil transfizierter HEK Zellen
nachweisen, dass die Nicht-TJ-Aktivitaten von cld7 maRgeblich durch die
Palmitoylierung des Molekils bestimmt werden. Diesen Befund und die funktionellen
Konsequenzen der Palmitoylierung von cld7 mdchte ich an erster Stelle diskutieren,
um in der Folge auf die Relevanz der cld7-Palmitoylierung beim Metastasierungs-

prozess einzugehen.

4.1 Palmitoylierung von Claudin-7 und Tight Junctions

4.1.1 Palmitoyliertes Claudin-7 ist in den GEM angereichert

Als Modellsystem dienten HEK Zellen, die keine TJs haben und leicht zu transfizieren
sind. Die HEK Zellen exprimierten stabil wt oder mutiertes cld7 und / oder EpCAM.
Die Mutationen der Aminosduren 184 und 186 am C-terminalen Ende von cld7
verhinderten effektiv die Palmitoylierung von cld7. Da beim Palmitoylierungsassay
nur ein sehr schwaches Palmitoylierungssignal mit HEK-EpC-cld7™™ detektiert
werden konnte, kann von einer Dominanz der Palmitoylierung am C-terminalen Ende

von cld7 ausgegangen werden.
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Die Palmitoylierung von Proteinen und auch andere Lipidmodifikationen, wie die
Myristoylierung, sind fur die Lokalisation von Proteinen in der Membran und fur die
Aktivierung nachgeschalteter Signalwege von Bedeutung. So wird die
Membranlokalisation und Aktivitat vieler zytoplasmatischer Tyrosinkinasen der Src-
Familie durch zweifache Acylierung reguliert (Resh, 1999). Die Anreicherung von
Proteinen in den GEM kann insbesondere durch die Palmitoylierung von Proteinen
gefordert werden (Levental et al., 2010b; Lorent and Levental, 2015). So fuhrt die
Palmitoylierung der Tetraspanine CD9 und CD81 zu einer Organisation eines
héheren Ordnungsgrades von Membrankomplexen (Hemler, 2005; Yang et al.,
2004). Fur CD81 wurde beschrieben, dass es mit cld1 assoziiert. Die Interaktion fand
ausschlief3lich an der basolateralen Oberflache von HepG2 Zellen statt, wohingegen
der "TJ-Pool" von cld1 nicht mit CD81 assoziierte (Harris et al., 2010).

Die Bedeutung der Palmitoylierung von Claudinen ist noch weitestgehend
unbekannt. Van ltallie et al. (2005) zeigten, dass die Palmitoylierung von cld14 die
Anreicherung dieses Proteins in den GEM fordert. Ubereinstimmend damit konnte
auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass aufgrund der Mutation der
Palmitoylierungsstelle am C-Terminus von cld7 kaum cld7 in die GEM rekrutiert
wurde. Daher fokussierte ich meine Untersuchungen auf palmitoylierungsdefizientes
cld7 und auf mutiertes EpCAM, das nicht mehr an cld7 binden kann (Nubel et al.,
2009). Dadurch konnte zwischen eigenstandigen cld7-Aktivitditen und den
Funktionen, die eine Interaktion mit EpCAM erfordern, differenziert werden.

Die Palmitoylierung von Proteinen steigert deren hydrophobe Eigenschaften und
fordert die Anreicherung in GEM (Diaz-Rohrer et al., 2014; Stepanek et al., 2014).
GEM sind Signalplattformen, die die Anbindung zytoplasmatischer Kinasen
unterstitzen kénnen (Claas et al., 2005; Ingley, 2008; Marhaba et al., 2006; Yanez-
Mo et al., 2009). Des Weiteren sind GEM anfallig fur Internalisierung (Marchese,
2014; Rana et al., 2012; Rodgers and Zavzavadjian, 2001; Stahl and Barbieri, 2002).
Dies ist eine Folge der Anbindung von Komplexen, die die Abspaltung und den
Transport von frihen Endosomen hin zu multivesikularen Koérperchen, in denen die
Proteine ubiquitiniert und im Proteasom abgebaut werden, fordern (Piper and
Katzmann, 2007). Alternativ kénnen die multivesikularen Koérperchen auch zuriick in
die Plasmamembran transportiert und die intraluminalen Vesikel als Exosomen
abgegeben werden (Rana et al.,, 2012; Simpson et al., 2009). Interessanterweise

wurden Claudine in Vesikeln detektiert und kolokalisierten mit Syntaxin4 (lvanov et
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al., 2004), aber diese Claudine wurden nicht wieder in TJs integriert. Da Syntaxin4
eine Komponente des Vesikeltransports ist (Ybe et al., 2000), gehe ich von
unabh&ngigen Transportwegen von TJ- vs GEM-lokalisierter Claudine aus. In der Tat
sezernieren Kolonkarzinomzellen zwei Populationen von Exosomen, wobei
ausschlief3lich die Exosomen der basolateralen Region den EpCAM-cld7-Komplex
enthalten (Tauro et al., 2013). Zudem hemmt die Assoziation von cld7 mit EpCAM
die Integration von cld7 in TJs. Wu et al. (2013) zeigten, dass cld7 und cldl
fortwahrend in Lysosomen transportiert und abgebaut werden. Wird jedoch EpCAM
koexprimiert, sind einige Claudinmolekile an der Zelloberflaiche mit EpCAM
assoziiert und dadurch vor dem lysosomalen Abbau geschutzt und werden nicht in
TJs integriert (Wu et al., 2013). Zudem hatte nicht palmitoyliertes cld7 signifikante
Effekte auf assoziierende Molekile und deren Aktivierung. So ko-immunprazipitierten
deutlich weniger Proteine mit cld7 in Lysaten von HEK-EpC-cld7™"®™, Des Weiteren
war die Phosphorylierung der ko-immunpréazipierenden Proteine signifikant reduziert.
Ahnliche Effekte wurden bei den HEK-EpC™®-cld7 Zellen beobachtet. Diese
Ergebnisse bestatigen die direkte Assoziation von EpCAM mit cld7 (Ladwein et al.,
2005) und weisen auf die bedeutende Rolle von palmitoyliertem cld7 bei der
Aktivierung von assoziierenden Molekilen hin. Zudem assoziiert ausschlief3lich cld7,
welches palmitoyliert werden kann, mit Vesikeltransportmolekilen. Es bleibt jedoch
zu klaren, ob cld7 eine zentrale Rolle bei der Zusammensetzung und Abgabe von
Exosomen spielt.

Eine weitere posttranslationale Modifikation von Claudinen ist die Phosphorylierung,
welche unterschiedliche Effekte auf die Aktivitdt und Lokalisation der Claudine hat.
Ob phosphorylierte Claudine in TJs integriert werden ist dabei abhangig vom
untersuchten Claudin und der Proteinkinase, welches das jeweilige Claudin
phosphoryliert. So resultiert die Phosphorylierung von cld5 durch die Proteinkinase A
in einer Inkorporation in TJs, wahrend die Phosphorylierung mittels der Rho-Kinase
das Gegenteil bewirkt (Ishizaki et al., 2003; Yamamoto et al., 2008). Ich habe sieben
von zehn potentiellen Phosphorylierungsstellen von cld7 mutiert. Aber es konnten
keine Unterschiede zwischen den HEK-EpC Zellen, die mit cld7 mit mutierten
Phosphorylierungsstellen oder mit wt cld7 transfiziert wurden, festgestellt werden.
Sowohl die Lokalisation von cld7™ in den GEM als auch die Assoziation mit EpCAM
blieb unverandert. Ich interpretiere diese Befunde dahingehend, dass zumindest in

HEK Zellen aufgrund der Vielzahl an potentiellen Phosphorylierungsstellen von cld7
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die Mutation einzelner Phosphorylierungsstellen nicht ausreichend war, um Effekte
zu bewirken.
Fur die Rekrutierung von Claudinen in TJs spielen nicht nur posttranslationale

Modifikationen eine Rolle, sondern auch die Interaktion mit anderen Claudinen.

4.1.2 Interaktion von Claudin-7 mit anderen TJ-Proteinen

Claudine interagieren tUber homophile und heterophile Interaktionen innerhalb der
Membran (cis) oder mit Claudinen von benachbarten Zellen (trans) miteinander
(Glunzel and Yu, 2013). Dies tragt zur Bildung von TJ-Strdngen bei. AulRerdem
kénnen Interaktionen mit ZO-Proteinen die Verankerung in den TJs stabilisieren. So
verbinden ZO-Proteine Claudine tber deren PDZ-Motive ihrer C-terminalen Enden
mit dem Actin-Zytoskelett (Itoh et al., 1999; Van lItallie and Anderson, 2006).
Die Bedeutung von Claudin-Interaktionen fur die Lokalisation in oder auf3erhalb von
TJs, zeigte eine Studie von Hou et al. (2009). Uberexprimiertes cld19 war im
Gegensatz zu cld16 in TJs lokalisiert. Jedoch wurde cld16 in TJ-Strange integriert,
wenn cld19 koexprimiert wurde. Zudem interagieren diese beiden Claudine direkt
miteinander. Es gab Hinweise, dass diese Interaktionen zwischen zwei Claudinen
durch ihre Transmembrandomanen vermittelt werden und dies notwendig ist, um
Claudine in TJs zu rekrutieren (Hou et al., 2009; Van ltallie and Anderson, 2013).
Eine Studie von Van ltallie et al. (2005) zeigte, dass palmitoyliertes cld14 in den GEM
angereichert und fir die Lokalisation in TJs notwendig ist. Jedoch konnte keine
Beteiligung von palmitoyliertem cld14 an TJ-Strangen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse stimmen zum Teil mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit Gberein.
AusschlieB3lich palmitoyliertes cld7 wurde in die GEM rekrutiert, jedoch assoziierte
palmitoyliertes cld7 nicht mit anderen TJ-Proteinen. Wahrend ZO-1 stark mit cld3 und
cld4 assoziierte, kolokalisierte und ko-immunprazipitierte wt cld7 nur schwach mit
anderen TJ-Proteinen, wie cld3, cld4 und ZO-1. Die mutierte Palmitoylierungsstelle
befindet sich am C-terminalen Ende von cld7 und resultierte in einer signifikanten
Anderung der Interaktion von cld7™®™ mit anderen TJ-Proteinen. Eine mdgliche
Erklarung ware, dass die Palmitoylierung von cld7 an dessen C-terminalem Ende zu
einer Konformationsanderung fuhrt und dadurch verhindert, dass cld7 mit anderen
TJ-Proteinen interagieren kann und infolgedessen eine Integration in TJs verhindert
108



Diskussion

wird. Ob eine Uberexpression von cld7 in HEK Zellen ausreichend ist, um TJs zu
bilden, wurde in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht. Yamazaki et al. (2011)
konnten jedoch zeigen, dass die Uberexpression mehrerer Claudine in
epitheldhnlichen Zellen, die normalerweise keine TJ-Strange bilden, polymerisieren
und TJ-Strange bilden kénnen. Mehrere andere Claudine waren zwar in der lateralen
Membran lokalisiert, polymerisierten aber nicht zu TJ-Strdngen (Yamazaki et al.,
2011). Da bei anderen Studien einige dieser Claudine in anderen nicht epithelialen
Zellen TJ-Strange bilden konnten, weist das darauf hin, dass die Polymerisierung von
Claudinen vom zellularen Hintergrund beeinflusst sein kénnte. Zudem kdnnten
posttranslationale Modifikationen oder Interaktionen mit anderen zellspezifischen
Proteinen fir die Polymerisierung notwendig sein (Furuse et al., 1998b; Inai et al.,
2010; Koval, 2013).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Palmitoylierung von cld7 die Lokalisation in
Membranmikrodoméanen bestimmt. Darlber hinaus ist die Palmitoylierung von cld7
fur die Rekrutierung, Assoziation und Aktivierung einer Reihe von Molekilen
erforderlich. Da einerseits palmitoyliertes cld7 nicht in TJs integriert wird und
andererseits das Zelladhasionsmolekil EpCAM nur mit palmitoyliertem cld7
assoziiert, konnte davon ausgegangen werden, dass cld7 in Abhangigkeit von der
Palmitoylierung Adhasion und Migration beeinflusst.

4.2 Der Einfluss von palmitoyliertem Claudin-7 auf die Zell-
Zell-Adhasion

Vorherige Untersuchungen in diesem Labor konnten zeigen, dass in gesundem
sowie transformiertem Gewebe des Gastrointestinaltrakts cld7 mit EpCAM assoziiert.
Die beiden Molekile kolokalisierten vorwiegend in basolateralen Membranen
(Ladwein et al., 2005). Lei et al. (2012) bestétigten die direkte Assoziation von
EpCAM und cld7 im gesunden Darmepithel. Zudem war die fehlende EpCAM-
Expression in EpCAM*® Mausen von einer signifikanten Reduktion der cld7-
Expression begleitet. Die Autoren schlussfolgerten, dass EpCAM an der Bildung von

funktionellen TJs im intestinalen Epithel beteiligt ist, indem EpCAM Claudine in Zell-
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Zell-Verbindungen rekrutiert. Tanaka et al. (2015) zeigten hingegen mit einem
darmspezifischen Ko von cld7 in Mausen, dass der Verlust von cld7 die
Expressionslevel von Zell-Zell-Adhasionsmolekulen, wie cld4, cld8, cld15 und
EpCAM, auf dem mRNA und / oder Proteinlevel veréandert. Zudem gab es Hinweise,
dass cld7 EpCAM mittels eines posttranskriptionalen Mechanismus stabilisiert. Dies
deutet darauf hin, dass cld7 als ein Regulator fur die Expression von Zell-Zell-
Adhasionsmolektlen fungieren kann (Tanaka et al., 2015).

Der in der vorliegenden Arbeit beobachtete signifikante Einfluss der Palmitoylierung
von cld7 auf die Umverteilung in die GEM und die Assoziation mit GEM-lokalisierten
Molekilen deutet darauf hin, dass cld7 TJ-unabhéngige Funktionen erfillt, die ich
zuerst im Kontext der Assoziation mit EpCAM untersucht habe. Fir die EpCAM-
vermittelte, homophile Zell-Zell-Adhéasion ist eine Tetramerbildung von EpCAM
erforderlich (Balzar et al., 2001). Vorherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die
Assoziation von cld7 mit EpCAM die Bildung von Tetrameren und somit die
homophile EpCAM-Bindung beeintrachtigt (Kuhn et al., 2007).

In der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen, dass die cld7-vermittelte Hemmung der
homophilen EpCAM-Bindung von der cld7-Palmitoylierung und der Lokalisation in
den GEM abhangig ist. Das Shedding-Enzym, TACE, spaltet
Transmembranmolekile an der Zelloberflache, wodurch die extrazellulare Doméne
freigesetzt wird (Horiuchi, 2013). Da palmitoyliertes cld7 EpCAM in die GEM
rekrutiert, wird EpCAM fur TACE zugéanglich. Wird cld7 nicht palmitoyliert, ist weniger
TACE in den GEM angereichert. In der Folge wird weniger EpCAM gespalten und die
Zellkulturiiberstande von HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™"@™ wiesen deutlich
weniger EpEx als der Uberstand von HEK-EpC-cld7 Zellen auf. Eine Behandlung mit
einem TACE-Inhibitor hemmte bei allen drei Zelllinien die Bildung von EpEx und
bestatigte, dass TACE fiir die Abspaltung verantwortlich ist. Ubereinstimmend hiermit
wurde gezeigt, dass ein TACE-Inhibitor die EpEx Mengen im Zellkulturiberstand von
Pankreas- und Kolonkarzinomzellen hemmt (Lin et al., 2012; Thuma and Zoller,
2013). Jedoch wurde keine Assoziation von TACE mit cld7 in den

Pankreaskarzinomzellen beobachtet (Thuma and Zéller, 2013).
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4.3 Palmitoyliertes Claudin-7 fordert die Motilitat

Palmitoyliertes cld7 fordert aktiv die Zellmotilitat. Dies ist von einer Organisation des
in HEK Zellen nicht organisierten Actin-Zytoskeletts begleitet (Auger-Messier et al.,
2005). GEM-lokalisiertes, palmitoyliertes cld7 assoziiert mit CD166 und Integrin a5,
welches das am héchsten exprimierte Integrin in HEK Zellen ist (Auger-Messier et
al., 2005). Die Kolokalisation von cld7 mit dem Integrin a5 und dem
Zelladhasionsmolekul CD166 in den GEM ermdglicht die Assoziation und
Phosphorylierung von c-Src, FAK und Paxillin.

Wie bereits erwahnt wurde, kooperiert cld7 mit TACE, welches auch das Zell-Zell-
Adhasionsmolektl CD166 spaltet (Hansen et al., 2014; Rosso et al., 2007). Rosso et
al. (2007) zeigten, dass ein TACE-Inhibitor die Zellmotilitat von Ovarialkarzinomzellen
hemmt, indem weniger CD166 gespalten wird. Die Spaltung von CD166 scheint
dabei, ahnlich wie bei EpCAM, eine Rolle zu spielen und geht mit einem gesteigerten
Tumorwachstum einher (Hansen et al., 2014). In Pankreaskarzinomzellen steigerte
die Uberexpression von CD166 zwar das Tumorwachstum, aber bei CD166" Zellen
war die Migration und Invasivitat erhoht (Fujiwara et al., 2014). Dies konnte darauf
hindeuten, dass die Interaktion von CD166 mit anderen Molektlen eine Rolle spielt.
Die verminderte Lokalisation von TACE in den GEM von HEK-EpC-cld7™™ Zellen
kénnte mit einer verringerten Spaltung von CD166 und somit einer verminderten
Zellmotilitat einhergehen.

Ezrin ist ein Bindeprotein zwischen der Plasmamembran und dem Zytoskelett und ist
an der Regulation des Umbaus des Actin-Zytoskeletts beteiligt (Bretscher et al.,
2002; Foger et al., 2001; Hopkins et al.,, 2007; Rozsnyay et al., 1996). Die
Phosphorylierung von Ezrin ist u.a. von c-Src abhangig und fuhrt zur Aktivierung von
Ezrin, wodurch die Actin- und Membranbindungsstellen freigelegt und
nachgeschaltete Signalwege beeinflusst werden (Fievet et al., 2004; Foger et al.,
2001; Heiska and Carpen, 2005; Marhaba et al., 2006). In der vorliegenden Arbeit
war die Assoziation von cld7 in den HEK-EpC-cld7™@™ Zellen mit Integrinen und
Ezrin sowie p-Ezrin vermindert. Die Rolle der Palmitoylierung wurde mithilfe eines
Palmitoylierungsinhibitors bestatigt und zeigte, dass nur palmitoyliertes cld7 mit Ezrin
interagiert. Da die Actin-Reorganisation in den HEK-EpC-cld7™™ Zellen nicht
komplett verhindert war, gehe ich davon aus, dass cld7 nicht direkt mit Ezrin

assoziiert ist. Vielmehr scheint die Bindung zwischen cld7 und dem Actin-Zytoskelett
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durch cld7-assoziierte Molekile, die direkt mit Ezrin interagieren, unterstitzt zu
werden. Ubereinstimmend mit dieser Hypothese filhrte der cld7*? einer
Pankreaskarzinomzelllinie zu einer stark reduzierten Kolokalisation und Assoziation
von EpCAM mit Ezrin sowie dem a6B4 Integrin. Im Gegensatz dazu war die
Kolokalisation von cld7 und Ezrin sowie dem a6f4 Integrin im EpC*® kaum
beeintrachtigt. Zudem war die Migrationsfahigkeit der cld7*! Zellen deutlich
vermindert und in den cld7*? Zellen konnte EpCAM nicht (iber das a6B4 Integrin
immunprazipitiert werden (Thuma and Zoller, 2013). Dies weist auf die Bedeutung
von cld7 bei der Komplexbildung hin, die auch in einer Studie zu den basolateralen
Funktionen von cld7 in cld7-defizienten M&ausen bestatigt werden konnte. Die
reduzierte cld7-Expression in den Epithelzellen der cld7*°-Mause fihrte zu einer
verminderten Expression und veranderten Lokalisation von Integrin a2. Daruber
hinaus war die Komplexbildung von cld7, Integrin a2 und cld1, die unter normalen
Bedingungen in epithelialen basolateralen Kompartimenten des Darms vorgefunden
wird, verhindert (Ding et al., 2012). Tabaries et al. (2011) zeigten, dass cld2 die Zell-
Matrix-Adhasion unterstitzt, indem es die Expression von a2B31- und a5B1-
Integrinkomplexen an der Zelloberflache erhdhte. Dadurch wurde die Bildung von
Lebermetastasen gefordert (Tabaries et al., 2011). Wie Claudine die Expression und
Komplexbildung von Integrinen beeinflussen ist noch weitgehend unbekannt. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen jedoch darauf hin, dass die
Palmitoylierung von cld7 fir die Rekrutierung von Integrinen in die GEM und damit
fur die Motilitat der Zellen eine bedeutende Rolle spielt. Entsprechende
Untersuchungen mit Tetraspaninen unterstiitzen diese Annahme (Gesierich et al.,
2005; Yang et al., 2004; Zdller, 2009). Des Weiteren konnte die Assozation von cld7
mit Integrinen bei der Aktivierung nachgeschalteter Signalwege von Bedeutung sein,

da die Assoziation von cld7™"am

mit den Tyrosinkinasen FAK und c-Src verringert
war. Integrine besitzen keine intrinsische Tyrosinkinaseaktivitdt. FAK ist haufig mit
Integrinrezeptoren assoziiert. Binden Integrine an die EZM-Proteine wird FAK in
fokale Adhasionen rekrutiert und durch Autophosphorylierung an Tyr397 aktiviert.
Hierdurch wird c¢-Src phosphoryliert, welche im Gegenzug FAK in der
Aktivierungsregion phosphoryliert. Dies resultiert in einer vollstandigen Aktivierung
von FAK. Aktiviertes FAK ermdglicht die Rekrutierung weiterer Plague- und
Signalmolekile in fokale Adhasionen und in der Folge die Aktivierung

nachgeschalteter Signalwege. Die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) ist eine der FAK-
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aktivierten Kinasen, welche im Gegenzug die Proteinkinase B (PKB / Akt) rekrutiert
und aktiviert. Der Mitogen-Activated Protein Kinase (MAPK)-Weg ist eine weitere
Signalkaskade, die durch die FAK-Aktivierung ausgelost wird. Diese zahlreichen
nachgeschalteten, aktivierten Signalwege haben wichtige Funktionen beispielsweise
bei der Adhésion, Migration, Proliferation und dem Uberleben der Zellen (Canel et al.,
2013; Jung et al., 2009; Marhaba et al., 2006; Paoli et al., 2013).

Die gestorte Assoziation von cld7™"am

mit Integrinen und Ezrin weisen auf die
Bedeutung der Lokalisation in Membranmikrodomanen, die als Signalplattformen
dienen, hin. Dies konnte eine Erklarung fir die signifikanten Effekte auf die

Zellmotilitdt und Organisation des Zytoskeletts der HEK-EpC-cld7 Zellen sein.

4.4 Claudin-7 und Invasivitat

Invasivitat und Metastasierung erfordern neben der Reduktion zellularer Adhasion
das Uberwinden mehrerer Barrieren, wie z.B. der endothelialen Basalmembran und
das umgebende Stroma. Hierfur ist ein Umbau der EZM notwendig. Dies erfolgt
mittels der Proteolyse durch Proteasen, wie den MMPs und uPAR (urokinase-type
Plasminogen Activator Receptor). Im aktivierten Zustand bauen MMPs die EZM
proteolytisch ab und fihren zu Veranderungen von Zell-Zell- und Zell-EZM-
Interaktionen (Fillmore et al., 2001; Gialeli et al., 2010; Kessenbrock et al., 2010; Mu
et al., 2013).

Bei HEK-cld7, HEK-EpC-cld7, HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™?™ Zellen
konnten reduzierte Expressionslevel von MMP3, MMP7 und MMP9 festgestellt
werden, die von der Palmitoylierung unabhéngig waren. Auch Ding et al. (2012)
beobachteten in cld7*® Mausen reduzierte Expressionslevel von MMP3. Die
Expression anderer MMPs, wie MMP2 und MMP14, wurden von der cld7-Expression
in den HEK Zellen nicht beeinflusst. Dennoch zeigten HEK-cld7 Zellen invasives
Potential. Da die Expressionslevel der MMPs nicht fir die gesteigerte Invasivitat
verantwortlich sein konnten, wurde die Aktivitat von MMP2 und MMP9 untersucht.
Dabei zeigte sich, dass ausschlieRlich die Zellen, die wt cld7 exprimierten, eine
gesteigerte Aktivitat von MMP2 und MMP9 aufwiesen. Zudem kolokalisierte MMP14

schwach mit cld7. Auch andere Studien haben gezeigt, dass Claudine die

113



Diskussion

Zellmigration und Invasivitdt mittels Claudin-assoziierter Veranderungen der
Expression und Aktivitat von MMPs beeinflussen kdnnen. Beim metastasierenden
Magenkrebs ist cld4 Uberexprimiert und geht mit einer erhéhten Aktivitat von MMP2
und MMP9 einher (Hwang et al., 2014). Eine erhdhte mRNA Transkription und
Proteinexpression von membrangebundenem MMP14 wurde in cld10
Uberexprimierenden Leberkarzinomzellen beobachtet. Dies fuhrte zu einer
gesteigerten Motilitat und Invasivitat. Die Uberexpression von cld10 erhéhte zudem
die Expressionslevel anderer Claudine, wie cldl, cld2 und cld4, was darauf
hindeutet, dass in Tumorzellen cld10 die Expression anderer Claudine regulieren
kann (Ip et al., 2007). Im Gegensatz dazu resultiert die Uberexpression von cld16 in
Mammakarzinomzellen in einer signifikanten Reduktion der Motilitat und Invasivitat.
AuRerdem konnte eine erhdhte Adh&sion an die EZM beobachtet werden und die
Funktionalitéat der TJs war erhéht, was mit einem weniger aggressiven Phanotypen
einherging (Martin et al., 2008). Diese Ergebnisse weisen darauf hin, dass Claudine
die Expression und Aktivitat von MMPs beeinflussen kodnnen. Erhohte bzw.
reduzierte Expression oder Aktivitat der MMPs variiert jedoch zwischen den
einzelnen Claudinen und in Abhangigkeit vom Zelltyp.

Wie bereits erwéhnt wurde, war die Zell-Zell-Adh&sion von HEK-EpC-cld7 Zellen im
Vergleich zu den HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™™ Zellen deutlich
vermindert. Zudem konnte eine verminderte Expression von E-Cadherin festgestellt
werden. Interessanterweise gibt es Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen E-
Cadherin und MMPs. Die extrazellulare Doméne von E-Cadherin wird von der a-
Secretase gespalten. Diese Reaktion wird u.a. von einigen MMPs, wie MMP3,
MMP7, MMP9 und MMP14, katalysiert (David and Rajasekaran, 2012). Mehrere
Studien haben gezeigt, dass die abgespaltene extrazellulare Doméne von E-
Cadherin die Zell-Zell-Adhasion stért und zu einer gesteigerten Migration und
Invasion fuhren kann (Chunthapong et al., 2004; Ito et al., 1999; Symowicz et al.,
2007). Gespaltenes E-Cadherin kann diese Veranderungen Uuber verschiedene
Mechanismen beeinflussen. Zunéachst einmal fihrt die Spaltung von E-Cadherin
dazu, dass weniger adhasionskompetentes E-Cadherin in der Plasmamembran
verfugbar ist. Aul3erdem kann gespaltenes E-Cadherin ungespaltenes Cadherin in
der Plasmamembran blockieren und somit die Bildung von homophilen Bindungen
zwischen E-Cadherinen benachbarter Zellen verhindern (David and Rajasekaran,

2012; Davies et al., 2001). Zudem verursacht die extrazellulare Domane von E-
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Cadherin erhdhte Expressionslevel von MMPs, wie MMP2, MMP9 und MMP14, die
die Basalmembran degradieren und hierdurch die Invasivitat steigern koénnen
(Nawrocki-Raby et al., 2003). Da beschrieben wurde, dass MMP9 die Spaltung von
E-Cadherin unterstitzt, weist dies auf einen MMP-abhangigen positiven
Feedbackmechanismus hin, bei welchem die Spaltung von E-Cadherin mittels MMPs
in einer gesteigerten MMP-Expression resultiert (David and Rajasekaran, 2012;
Jodele et al., 2006; Takahashi et al., 2002). Die verminderte E-Cadherin-Expression
kénnte in der Spaltung von E-Cadherin begrindet sein, da der verwendete
Antikdrper gegen E-Cadherin an die extrazellulare Domane von E-Cadherin bindet.
Ob jedoch die Spaltung von E-Cadherin bei den HEK-EpC-cld7 Zellen die MMPs
beeinflusst, ist nicht sehr wahrscheinlich, da die Expression einiger MMPs in HEK-
EpC-cld7 Zellen vermindert oder unverandert war. Aber es gibt Hinweise, dass die
Expression von CD147 mit der E-Cadherin-Expression negativ korreliert (Wu et al.,
2015; Wu et al., 2011). HEK Zellen weisen unabhangig von der Transfektion mit
EpCAM und / oder cld7 hohe Expressionslevel von CD147 auf, welches die
Expression von MMPs induzieren und stabilisieren kann (Jiang and Tang, 2007). In
den HEK-EpC-cld7™®™ Zellen war die MMP-Aktivitat leicht vermindert. Dahingegen

7mPam - raduziert und insbesondere die

war die Assoziation von CD147 mit cld
Assoziation von EpCAM und CD147 der HEK-EpC™€-cld7 und HEK-EpC-cld7™""
Zellen stark vermindert. Jedoch war die Invasionsrate von HEK-cld7 Zellen im
Vergleich zu den HEK-EpC Zellen deutlich gesteigert. Dies weist darauf hin, dass die
Lokalisation von palmitoyliertem cld7 in den GEM die Invasivitat fordert und EpCAM
diesen Prozess unterstutzen kann, wenn palmitoyliertes cld7 vorhanden ist. Die
zugrundeliegenden Mechanismen muissen jedoch noch geklart werden. Die Rolle
von CD147 bei der Invasion der HEK Transfektanten wurde durch die Behandlung
mit einem Antikorper gegen CD147, welcher zur einer Hemmung der Invasionsrate
der Zellen fuhrte, bestatigt. Fur CD147 wurde eine Interaktion mit Integrinen
beschrieben und eine Rolle bei der Integrin-vermittelten Zelladhasion. Aber CD147
assoziiert nicht mit Integrin a5p1 (Berditchevski et al., 1997; Jiang and Tang, 2007),
das in HEK Zellen stark exprimiert wird und scheint somit keinen Einfluss auf die
Adhasion der HEK Zellen zu haben. Vielmehr fordert CD147 die Invasivitat der HEK-
cld7, HEK-EpC-cld7 Zellen und auch der HEK-EpC™®-cld7 Zellen. Dies weist darauf
hin, dass die Palmitoylierung von cld7 und die damit einhergehende Lokalisation in

den GEM fur die Invasivitat entscheidend sind.
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Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen wurde die Bedeutung von CD147 bei der
Invasion von Tumorzellen vielfach beschrieben (Hanata et al., 2007; Pan et al., 2012;
Stenzinger et al., 2012; Zhu et al., 2013). So wurde ein Kolokalisation von CD147 mit
MMP14 gezeigt. Zudem assoziierten die Proteine in Lipid Rafts und waren in der
Lage, die Invasivitdt und die Bildung von protrusiven Strukturen bei einer nicht
transformierten, nicht invadierenden Epithelzelllinie der Brust zu induzieren (Grass et
al., 2012). Des Weiteren kann CD147 die Bildung eines MMP-Komplexes in
Endothelzellen férdern. Hierdurch wird die Matrix, welche die Tumorzellen umgibt,
modifiziert und die Invasivitat geférdert (Menashi et al., 2003). CD147 ist aufgrund
der Assoziation mit Laktattransportern, den Monocarboxylat-Transportern (MCT),
insbesondere mit dem MCT-1 und MCT-4, in der Lage, den Laktattransport und die
Glykolyse zu beeinflussen, was fir Tumorzellen von Vorteil ist (Philp et al., 2003).
CD147 st fur die Lokalisation und Funktion von MCT-1 und MCT-4 in der
Plasmamembran essentiell (Kirk et al.,, 2000). Die massenspektrometrische
Proteinanalyse von cld7-Immunpréazipitaten bestatigte, dass cld7 in HEK-EpC-cld7
Zellen mit CD147 und MCT-1 assoziiert ist, jedoch nicht in HEK-EpC™®-cld7 und
HEK-EpC-cld7™@™ Zzellen. Ubereinstimmend damit, zeigte eine Studie mit einem
CD147*% in HT29 Zellen, dass die mRNA- und Proteinexpressionslevel von CD147
und MCT-1 signifikant reduziert waren und auch die Aktivitat von MMP2 und MMP9
vermindert war. Zudem waren die Invasivitat der Zellen und das in vivo
Tumorwachstum verringert (Li et al., 2013).

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die leicht reduzierte Expression
von einigen MMPs keinen Effekt auf die Invasivitat hatte. Vielmehr forderte die
Assoziation von palmitoyliertem cld7 mit MMP14 und CD147 die Invasivitat. Die
beobachteten Einflisse von cld7 auf die Motilitat und Invasivitdt konnten in vivo

bestétigt werden.

4.5 Claudin-7, EMT und Metastasierung

Der Hauptgrund krebsbedingter Todesfélle ist die Metastasierung, d.h. die
Ansiedlung von Krebszellen des Priméartumors in entfernt gelegenen Organen. Das

Schlusselereignis, von dem angenommen wird, dass es Krebszellen befahigt zu
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metastasieren, ist die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT). Dieser Prozess
beschreibt die Transformation von einem epithelialen in einen mesenchymalen
Phanotyp und ist reversibel (Spaderna et al., 2006; Thiery, 2002). Hierbei werden
Transkriptionsfaktoren aktiviert, die Expression von spezifischen Zelloberflachen-
proteinen sowie microRNAs verandert und EZM-degradierende Enzyme gebildet. Die
Epithelzellen regulieren ihre Zell-Zell-Adhasionsstrukturen, verandern ihre Polaritat
und reorganisieren ihr Zytoskelett. Dadurch ist deren Fahigkeit, in das umgebende
Stroma zu migrieren und in fremdes Gewebe einzudringen, erhoht (Kalluri, 2009;
Thiery et al., 2009). Unter physiologischen Bedingungen spielt die EMT in der
Embryonalentwicklung und bei der Wundheilung eine bedeutende Rolle. Die EMT
geht mit einer erhOhten Motilitdt und Invasivitat einher, was sich epitheliale
Tumorzellen beim Prozess der Metastasierung zunutze machen (Scheel and
Weinberg, 2012; Thiery and Sleeman, 2006).

4.5.1 Der Einfluss von Claudin-7 auf mesenchymale Proteine

An der Initiation und dem Prozess der EMT sind u.a. die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und Veranderungen der Expression von spezifischen
microRNAs beteiligt (Kalluri, 2009; Scheel and Weinberg, 2012). Der Prozess der
EMT kann durch einige Wachstumsfaktoren eingeleitet werden, dazu gehoren
beispielsweise TGF-B, FGF, der epidermale Wachstumsfaktor (EGF) sowie der
Hepatocyte Growth Factor (HGF), der die Rezeptortyrosinkinase, c-Met, aktiviert (Liu
et al., 2015; Mori et al., 2015; Shiozaki et al., 1995; Weidner et al., 1993; Zavadil and
Bottinger, 2005). In den HEK-EpC-cld7 Zellen wurde FGF und TGF-B erhoht
exprimiert.  Aktivierte =~ Wachstumsfaktorrezeptoren initileren intrazellulare
Signalkaskaden (Efstathiou et al., 1999) und u.a. den Transport von EMT-Transkrip-
tionsfaktoren in den Zellkern. Die meisten EMT-Transkriptionsfaktoren, wie z.B. Snalil
und Slug, reduzieren direkt die Expression von Mediatoren der epithelialen Adhé&sion,
von denen E-Cadherin der wichtigste ist (Scheel and Weinberg, 2012). Die
Expression von E-Cadherin war in den HEK-EpC-cld7 Zellen im Vergleich zu den
HEK-EpC™®-cld7 und HEK-EpC-cld7™™ Zellen vermindert. Ubereinstimmend
damit war E-Cadherin in HT29", SW948" Zellen, Holoklonen und Spharoiden im
Vergleich zu den cld7*? Zellen reduziert. Neben der reduzierten Expression von E-
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Cadherin konnen wahrend der EMT erhéhte Expressionslevel von mesenchymalen
Markern, wie N-Cadherin, dem mesenchymalen Intermediarfilament Vimentin und
dem EZM-Protein Fibronektin festgestellt werden (Cano et al., 2000; Scheel and
Weinberg, 2012). In der Tat konnte in der vorliegenden Arbeit in den HEK-EpC-cld7
Zellen eine erhdhte Expression der mesenchymalen Marker Vimentin, Fibronektin
und N-Cadherin beobachtet werden, jedoch nicht in HEK-EpC™®-cld7 und HEK-
EpC-cld7™3™ Zellen. Auch in den HT29", SW948" sowie in den Holoklonen und
Sphéroiden konnten erhohte Expressionslevel mesenchymaler Proteine detektiert
werden. Meine Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Expression von
palmitoyliertem cld7 und EpCAM und deren Lokalisation in den GEM dazu fuhrt, dass
die Zellen teilweise den Prozess der EMT durchlaufen. Die erhdhte Expression von
mesenchymalen Proteinen kdnnte im Zusammenhang mit der erhdhten Freisetzung

des Kotranskriptionsfaktors EplIC in den HEK-EpC-cld7 Zellen stehen.

4.5.2 Der Einfluss von Claudin-7 auf die Generierung des

Kotranskriptionsfaktors EpIC

Palmitoyliertes cld7 kann zur EMT beitragen, indem die Bildung von EpIC mittels der
intramembranaren Proteolyse von EpCAM durch Presenilin-2 unterstutzt wird. Mit
einem Antikdrper gegen EpIC konnte nachgewiesen werden, dass die
Expressionslevel von EpIC in den HEK-EpC™®-cld7, HEK-EpC-cld7™2™ sowie in
HEK-EpC-cld7 Zellen, die mit einem Palmitoylierungsinhibitor behandelt wurden,
deutlich reduziert waren. Der Kotranskriptionsfaktor EpIC wird von Presenilin-2,
welches Teil des y-Secretase-Komplexes ist, abgespalten (Maetzel et al., 2009).
Presenilin-2 ist in den GEM lokalisiert (Runz et al., 2002) und assoziiert mit
palmitoyliertem cld7. In den HEK-EpC-cld7™"®™ Zellen war Presenilin-2 in den GEM

7mPam assoziierte mit Presenilin-2 ausschlieRlich auRerhalb der

angereichert, aber cld
GEM-Fraktionen. Dies weist darauf hin, dass die GEM-Lokalisation fir die Spaltung
von EpCAM von Bedeutung ist und palmitoyliertes cld7 zu einer erhohten,
intrazellularen  Freisetzung des Kotranskriptionsfaktors EplC beitrdgt. Im
anaplastischen Schilddrusenkarzinom konnte eine erhgdhte Abspaltung von EpEx
sowie gesteigerte zytoplasmatische und nukleare EplC-Expressionen festgestellt
werden (Ralhan et al., 2010a). Hierbei handelt es sich um eine seltene und
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besonders aggressive Form des Schilddrisenkarzinoms, bei welchem eine
Koexpression von EpCAM und cld7 detektiert werden konnte (Okada et al., 2014).
Die Bildung von EpIC ist jedoch nicht notwendigerweise von einer cld7-Koexpression
abhéngig, da EpIC auch in HEK-EpC Zellen sowie in Karzinomen ohne eine
gleichzeitige Expression von cld7 detektiert werden kann (Maetzel et al., 2009;
Ralhan et al., 2010b). Immunhistologische Untersuchungen der Expression von
nukledrem und zytoplasmatischem EpIC vieler verschiedener Karzinome, wie der
Lunge, Leber, des Kolon, Pankreas und des Osophagus ergaben unterschiedliche
Expressionsprofile, wenn diese mit normalem Gewebe verglichen wurden (Ralhan et
al., 2010b). Nichtsdestotrotz erhthte die Rekrutierung von EpCAM mittels
palmitoyliertem cld7 in die GEM und die direkte Interaktion von EpCAM und cld7 die
Freisetzung des Kotranskritionsfaktors EpIC. Dies kann in einer erhéhten Expression
von mesenchymalen Markern resultieren und somit den Prozess der EMT
vorantreiben.

Neuere Untersuchungen konnten einen Zusammenhang zwischen EMT und
Tumorstammzellen (TSZ) feststellen. Zudem gibt es Hinweise, dass diese Prozesse
mit der Progression von Tumoren und Therapieresistenz assoziiert sind (Dallas et al.,
2009; Fan et al., 2012).

4.5.3 Der Einfluss von Claudin-7 auf kolorektale

Tumorstammzellmarker und Stammzelleigenschaften

Beim kolorektalen Karzinom ist EpCAM als ein TSZ-Marker bereits beschrieben
worden (Dalerba et al.,, 2007; Fanali et al., 2014; Le Naour and Zoller, 2008).
Vorherige Untersuchungen deuteten darauf hin, dass beim Kolorektalkarzinom der
Beitrag von EpCAM zur Tumorprogression essentiell von der Interaktion mit cld7
abhangig ist (Kuhn et al., 2007; Ladwein et al., 2005). Ubereinstimmend damit fiihrte
ein Knockdown von cld7 oder EpCAM in einem Pankreaskarzinommodell der Ratte
zu einer signifikanten Reduktion der Bildung von Metastasen. Cld7 schien hierbei die
treibende Kraft zu sein (Thuma and Zoéller, 2013). Dies habe ich unter
Bericksichtigung von Tumorstammzellen in kolorektalen Karzinomzelllinien

Uberpruft.
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Ein cld7*! in HT29 und SW948 Zellen beeinflusste die Morphologie der Zellen. Bei
den SW948 Zellen waren die sehr dichten Zell-Zell-Kontakte deutlich verringert und
die HT29-cld7"! Zellen wiesen eine rundere Form mit weniger Zellauslaufern im
Vergleich zu den wt Zellen auf. Aber die Expression weder von EpCAM noch von
anderen kolorektalen TSZ-Markern war maf3geblich beeinflusst. Daher wurde der
Einfluss des Verlustes von cld7 auf die Stammzelleigenschaften der Tumorzellen
untersucht. Hierfiir wurden zunachst TSZ mittels des Wachstums von Spharoiden der
SW948 Zellen und Holoklonen der HT29 Zellen angereichert. Diese Zellkultur-
methoden wurden mehrfach als geeignete Bedingungen zur Anreicherung von
adulten Stammzellen wie auch TSZ beschrieben. Eine Studie mit priméaren
epidermalen Kulturen zeigte, dass Keratinozyten mittels einer
Stammzellkulturmethode als Holoklone, Meroklone und Paraklone wuchsen. Die
Holoklone waren vorwiegend mit Stammzellen angereichert, wahrend die Meroklone
aus Stamm- und Vorlauferzellen und Paraklone hauptsachlich aus differenzierten
Zellen bestanden (Vollmers et al., 2012). Auch in einer humanen
Prostatakarzinomzelllinie  konnte in  Holoklonen eine Anreicherung von
selbsterneuernden TSZ festgestellt werden (Li et al., 2008). Wang et al. (2013)
zeigten, dass in Pankreaskarzinomzelllinien die Bildung von Spharoiden und
Holoklonen durch wiederholtes Passagieren erhoht werden konnte und diese eine
Anreicherung von TSZ zeigten. Ubereinstimmend damit wurde in der vorliegenden
Arbeit gezeigt, dass die Kapazitat, Spharoide und Holoklone zu bilden, durch
wiederholtes Passagieren von Holoklonen und Spharoiden gesteigert werden konnte.
Die Anreicherung von TSZ wurde mittels der Expression von kolorektalen TSZ-
Markern bestétigt. Im Gegensatz zu den Spharoiden und Holoklonen der wt Zellen,
war die Fahigkeit der cld7*? Zellen als Spharoide oder Holoklone zu wachsen,
signifikant vermindert. Die cld7*? Zellen zeigten eine deutlich reduzierte Kapazitat der
Koloniebildung im soft agar, wobei das adh&sionsunabhdngige Wachstum eine
weitere Eigenschaft von Stammzellen darstellt. Da die Expressionslevel von anderen
TSZ-Markern vom cld7*? unbeeinflusst waren, deutet dies darauf hin, dass der cld7*
fur den Verlust der TSZ-Wachstumseigenschaften verantwortlich ist. Dies kdnnte in
einer verminderten Aktivierung von B-Catenin begrindet sein. Der Wnt / B-Catenin
Signalweg reguliert die Erhaltung von kolorektalen Spharoiden (Kanwar et al., 2010).
Wie bereits erwdhnt wurde, rekrutiert cld7 EpCAM in die GEM, wodurch GEM-

lokalisiertes Presenilin-2 intrazellular EplC abspalten kann, welches zusammen mit
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B-Catenin in den Zellkern wandert und c-myc (Maetzel et al., 2009) sowie die
Transkriptionsfaktoren Oct4 und Nanog aktiviert (Chen et al., 2011a). Lin et al. (2012)
zeigten, dass eine Behandlung von Kolonkarzinomzellen mit einem y-Secretase-
Inhibitor, der die Spaltung von EplC hemmt, die Expression von Selbsterneuerungs-
und EMT-Genen blockiert und deren TSZ-Eigenschaften reduziert. Zudem
verminderte ein EpC* in einer Kolonkarzinomzelllinie die Expression von EMT-
Genen, c-Myc, Oct4 und Nanog. Dies hatte zur Folge, dass auch die Tumorinitiation,
Selbsterneuerung und Invasivitat unterdrickt waren (Lin et al.,, 2012). Die
verminderte Freisetzung des Kotranskriptionsfaktors EpIC kdénnte an der Reduktion
von Stammzelleigenschaften der cld7® Zellen sowie einer verminderten

Metastasierungsfahigkeit beteiligt sein.

Die Bildung von Mikro- und Makrometastasen im fremden Gewebe korreliert mit dem
Vorhandensein von TSZ (Scheel and Weinberg, 2012). In der vorliegenden Arbeit
konnte bestatigt werden, dass die Metastasierungsfahigkeit s.c. oder i.v. injizierter
HT29-cld7? Zellen deutlich vermindert war. Dariiber hinaus war das Tumorwachstum
verzogert und die Uberlebensdauer und -rate waren signifikant erhéht. Die ex vivo
Untersuchung der Zellsuspensionen verschiedener Organe zeigte, dass cld7 die
Ansiedlung von Tumorzellen in entfernt liegenden Organen unterstitzt. Wesentlich ist
der Befund, dass die Injektion von HT29"'-Holoklonen die TSZ-Theorie bestatigte, da
die Mause der Holoklon-Gruppe die hdchste Anzahl an Tumorzellen in Organen, wie
Milz, Leber, Lunge und im Knochenmark, aufwiesen. Zudem war ihre
Uberlebensdauer und -rate noch kiirzer als die der HT29"-Gruppe. Ubereinstimmend
mit diesen Ergebnissen zeigten Wang et al. (2013), dass aufgrund der subkutanen
Applikation von Holoklonen und Spharoiden die Anzahl metastasierender
Tumorzellen u.a. in der Milz, Lunge und im Pankreas deutlich erhoht ist. Bei einer
Magenkrebszelllinie und beim Ovarialkarzinom war eine Uberexpression von cld7 mit
einer gesteigerten Motilitat und Invasivitdt assoziiert (Dahiya et al., 2011; Zavala-
Zendejas et al., 2011).

Die reduzierte Metastasierungsfahigkeit der HT29-cld7*¢ Zellen bestatigt die im HEK-
Modell beobachteten metastasierungsfordernden Eigenschaften von cld7. Die
gesteigerte Metastasierungsfahigkeit von Holoklonen unterstitzt zudem die

Annahme einer zentralen Beteiligung von Stammzellen am Metastasierungsprozess.
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4.6 Ausblick

Die Bedeutung des cld7-EpCAM-Komplexes unter physiologischen und
pathophysiologischen Bedingungen wurde mehrfach beschrieben (Le Naour and
Zoller, 2008; Lei et al., 2012; Okada et al., 2014; Thuma and Zoéller, 2013). In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Palmitoylierung von cld7 zu
einer Rekrutierung von cld7 in die GEM fihrt. Dies verhinderte jedoch eine
Interaktion mit anderen TJ-Proteinen. Die Ursache des bevorzugten
Palmitoylierungsstatus von cld7 muss jedoch noch geklart werden.

Die Palmitoylierung von Proteinen kann die Internalisierung und den Abbau oder die
Integration in multivesikulare Kérperchen sowie die Abgabe von Exosomen fordern
(Marchese, 2014; Rodgers and Zavzavadjian, 2001; Stahl and Barbieri, 2002). Die
massenspektrometrische Analyse zeigte, dass vorzugsweise palmitoylierungsfahiges
cld7 mit Vesikeltransportmolekilen assoziiert. Ob und welche Rolle cld7 bei der
Zusammensetzung und Abgabe von Exosomen spielt, muss noch untersucht
werden. Im Hinblick auf eine mdgliche Beteiligung von cld7 bei der Generierung von
Exosomen, muss auch ein mdglicher Zusammenhang zur Expression von
spezifischen microRNAs geklart werden, da in Exosomen microRNAs selektiv
angereichert sind (Rana et al., 2013; Zéller, 2013).

Studien weisen auf eine Unterstitzung des Metastasierungsprozesses durch den
GEM-lokalisierten cld7-EpCAM-Komplex beim Kolorektal- und Pankreaskarzinom hin
(Kuhn et al., 2007; Thuma and Zdller, 2013). Diese Annahme konnte ich bestétigen.
In den GEM assoziiert palmitoyliertes cld7 mit Adh&asionsmolekulen, Proteasen,
Actin-Bindeproteinen und Signaltransduktionsproteinen. Diese Assoziationen
unterstutzen die Motilitat sowie Invasivitat in vitro und die Metastasierung in vivo, wie
mithilfe humaner kolorektaler cld7*-Karzinomzelllinien gezeigt werden konnte.
Zudem hat meine Arbeit Hinweise auf eine Beteiligung von palmitoyliertem cld7 beim
Prozess der EMT geliefert. In ersten Untersuchungen verwenden wir eine cld7™"™-
rescue Karzinomzelllinie von cld7*® Zellen. Langfristig ist geplant, die Involvierung
von palmitoyliertem cld7 auf die Aktivierung von EMT-assoziierten
Signaltransduktionskaskaden und Transkriptionsfaktoren zu klaren. Bei der
Komplexitat und Reversibilitat des EMT-Prozesses sind weiterfihrende Studien
essentiell, insbesondere auch im Hinblick auf eine therapeutische Umsetzung.

Zudem gibt es Hinweise auf einen moglichen Zusammenhang zwischen Claudinen,
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TSZ, EMT und der Chemotherapieresistenz sowie Rezidiven. Folglich ist ein
besseres Verstandnis der Rolle von Claudinen bei der EMT und in TSZ notwendig,
um die molekularen Mechanismen von Tumorrezidiven aufzuklaren und bessere
Therapien zu entwickeln (Kwon, 2013).

Der Fokus meiner Dissertation lag auf dem cld7-EpCAM-Komplex, da im Gegensatz
zu anderen bekannten Tumorstammzellmarkern, wie CD44v6, Tspan8 und Integrin
a6p4, das cld7-EpCAM-Tandem entgegengesetzte Funktionen zu EpCAM und cld7

erfillt. Dies stellt einen optimalen Ausgangspunkt fur therapeutische Ansatze dar.
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5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren sind die Claudine zunehmend in den Fokus der
Krebsforschung gertickt. Claudine sind Komponenten von Tight Junctions (TJs), die
fur die Aufrechterhaltung epithelialer Barrieren essentiell sind. Da fur die
Dissemination von Tumorzellen der Verlust der Zell-Zell-Adh&asion notwendig ist,
ware eine reduzierte Expression von Claudinen in Karzinomen zu erwarten. Dies
wurde jedoch nicht einheitlich beschrieben. In Abhangigkeit vom Epithelgewebe, in
welchem der Tumor entstanden ist, und vom Tumorstadium kénnen sowohl erhéhte
als auch verminderte Expressionen von Claudinen beobachtet werden.

Innerhalb der Claudin-Familie nimmt Claudin-7 eine Sonderrolle ein, da es auch in
gesundem Gewebe nicht nur in TJs, sondern auch basolateral exprimiert wird.
Zudem assoziiert Claudin-7 haufig direkt mit dem Zelladhésionsmolekil EpCAM. Der
Claudin-7-EpCAM-Komplex ist in glycolipidreichen Membranmikrodomé&nen ange-
reichert, die Signalplattformen darstellen. Dies geht mit einer gesteigerten
Metastasierungsfahigkeit beim Pankreas- und Kolorektalkarzinom einher. Die
Ursache fir die Lokalisation von Claudin-7 au3erhalb von TJs und der Anreicherung
in GEM war nicht bekannt.

Fur die vorliegende Arbeit wurden HEK293 Zellen verwendet, die keine TJs haben
und kein EpCAM und kaum Claudin-7 exprimieren. Diese wurden mit Wildtyp (wt)
EpCAM und wt Claudin-7 oder Claudin-7 mit mutierten Phosphorylierungs- oder
Palmitoylierungsstellen transfiziert. Zudem wurden HEK Zellen mit wt Claudin-7 und
mutiertem EpCAM transfiziert. Dies verhindert die Assoziation der beiden Molekile
miteinander. Dadurch kann zwischen Claudin-7-vermittelten Effekten und Effekten
des Claudin-7-EpCAM-Komplexes differenziert werden. Die mutierten Phosphory-
lierungsstellen hatten keinen Einfluss auf die Lokalisation von Claudin-7 und EpCAM
in der Membran. Jedoch beeinflusste die Mutation der Palmitoylierungsstelle am C-
terminalen Ende von Claudin-7 mal3geblich die Anreicherung von Claudin-7 in den
glycolipidreichen Membranmikrodomanen (GEM) und die Assoziation mit anderen
Molekilen, insbesondere EpCAM. Interessanterweise verhindert die Palmitoylierung
von Claudin-7 eine Interaktion mit anderen TJ-Proteinen. Zudem fordert die
Palmitoylierung die Rekrutierung von Claudin-7 und von Molekilen, die mit
palmitoyliertem Claudin-7 assoziieren, in die GEM. Dies ist von einer gesteigerten

Migrationsfahigkeit und Invasivitat der Zellen begleitet.
124



Zusammenfassung

Palmitoyliertes Claudin-7 fordert die Spaltung von EpCAM in den GEM und
vermindert dadurch die EpCAM-vermittelte Zell-Zell-Adh&asion. Zudem wird die
intrazellullare Doméne von EpCAM (EpIC), welche als Kotranskriptionsfaktor fungiert,
vermehrt freigesetzt. Hierdurch kann die Expression mesenchymaler Proteine erhdht
und die Motilitat gefordert werden. Des Weiteren assoziiert palmitoyliertes Claudin-7
mit Integrinen und Zytoskelett-Bindeproteinen. Dies fiihrt zur Aktivierung
nachgeschalteter Signalkaskaden, was die signifikanten Effekte auf die Zellmotilitat
und Organisation des Zytoskeletts der HEK-EpC-cld7 Zellen erklart.

In Claudin-7 exprimierenden Zellen ist die Expression von bestimmten Matrix-
abbauenden Enzymen leicht vermindert. Dies beeintrachtigt jedoch nicht die
Invasivitat der Zellen. Vielmehr assoziiert palmitoyliertes Claudin-7 mit CD147,
welches Matrix-abbauende Proteasen stabilisieren und deren Expression induzieren
kann.

Die metastasierungsfordernden Eigenschaften von Claudin-7 konnten in vivo
bestétigt werden. Die Fahigkeit Metastasen zu bilden, war in den Mausen vermindert,
denen Claudin-7-Knockdown (cld7*%) Zellen injiziert wurden. Ubereinstimmend damit
war die Anreicherung von Tumorstammzellen, einer kleinen Subpopulation von
Tumorzellen, die Uber die Fahigkeit der Selbsterneuerung verfiigen, in den cld7*
Zellen signifikant verringert. Wohingegen in vitro angereicherte Tumorstammzellen
eine gesteigerte Metastasierungsfahigkeit zeigten. Dies bestatigt die Annahme einer
zentralen Beteiligung von Tumorstammzellen am Metastasierungsprozess.

Ich konnte zum ersten Mal zeigen, dass die Palmitoylierung von Claudin-7 das
Protein selbst sowie Claudin-7-assoziierte Molekule in die GEM rekrutiert und eine
Integration in TJs hemmt. Mithilfe von Molekulen, die mit palmitoyliertem Claudin-7
interagieren, wird die Motilitat und Invasivitat gefordert. Dies resultiert in vivo in einer

gesteigerten Metastasierungsfahigkeit.
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Anhang

7 Anhang

Tabelle 15: Massenspektrometrische Proteinanalyse von niedermolekularen Molekilen, die mit Claudin-7 ko-immunpréazipitieren

HEK-EpC-cld7, HEK-EpCmAG-cId7 und HEK-EpC-cId?mPalm Zellen wurden mit Lubrol-Lysepuffer lysiert und mit anti-cld7 immunpréazipitiert. Anschlie3end wurden die Proben in ein

Tricin-SDS-Polyacrylamidgel geladen. Nach der SDS-PAGE wurde das Gel mit Coomassieblau gefarbt. Der untere Abschnitt (kleiner als 55 kDa) des Tricin-SDS-

Polyacrylamidgels wurde analysiert. Aufgelistet sind die Proteine, die mindestens ein proteinspezifisches Peptid aufweisen, und der Prozentsatz des Proteins, der durch die

isolierten Peptid(e) abgedeckt wird sowie das Molekulargewicht in Da. Die Hauptfunktionen der Molekiile oder deren Proteinfamilien sind gezeigt. Die ko-imunnpréazipitierten

Molekiile sind in alphabetischer Reihenfolge aufgelistet und gezeigt sind die ko-immunprazipitierenden Molekile mit HEK-EpC-cld7 unabhéngig von der EpCmAG Mutation (blau)

und cld7-Palmitoylierung (rot) oder nur unabhangig von der cld7-Palmitoylierung (kein rot) oder abhangig von der EpCAM-cld7-Assoziation und der cld7-Palmitoylierung (nur

schwarz). Proteine, die an der Bildung oder dem Transport von Vesikeln beteiligt sind, sind unterstrichen.

Protein Description

14-3-3 proteins

28 kDa phosphoprotein
3-hydroxyacyl-CoA dehydrogenase-2
Actin

Act. RNA polymerase Il transcr. coactivator
Acyl-coenzyme A thioesterase
Alpha-enolase

Annexins

AP-2 complex

ATPase 16 kDa & F

BAG2

BET1

BolA-like protein 2

BRI3-binding protein

C140rf166

C70orf50

CAAX prenyl protease 1

Da

29326
20618
47602
42052
14386
15065
47481
35971
17178
15725
23928
13395
10281
27932
28165
22127
55063

HEK-E-C
hits  %Cov
11 49
5 22.7
3 14.6
14 55.5
6 56.7
1 8.6
13 495
8 30
1 4.9
1 11.6
1 5.2
1 15.3
1 18.6
1 6.8
6 31.6
2 23.2
1 3.4

-E(mAG)-C
%Cov

hits
8

4
15
16
9

NP OFPFPWNEPEWONDN

34.5
30.4
54.3
61.1
57.5

115
31
19
11.6
8.5
44.1
18.6
6.8
47.1
35.6
55

-E-C(mP)

hits

P O WNRRPRERRNDDDNO®

%Cov

18.4
22.1
44.4
66.1
62.2
14.8
13.4
195
6.7
11.6
5.2
15.3
18.6
14.3
23
41.8
3.4

family / function

signal transduction by binding to phosphoserine
unknown

mitochondrial matrix, oxidation of 3-hydroxyacyl-CoA
cytoskeletal protein

nuclear translocation upon activation

oxidation of fatty acids

glycolytic enzyme

calcium-dependent phospholipid-binding protein
protein coat of coated-vesicles

organelle acidification for sorting, endocytosis
compete with Hip for Hsc70/Hsp70 ATPase domain
vesicular transport from ER to Golgi

unknown

oncogene binding protein

unknown

unknown

metalloproteinase
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Anhang

Calmodulin

Casein kinase I

CASP

Cell growth-regulating nucleolar protein
Chromatin target of PRMT1

Cilia- and flagella-associated protein 20
Cleavage and polyadenylation specificity factor5
Coatomer subunit epsilon

Cofilin-1

Coiled-coil domain-containing proteins
CIRBP

Complement C1q

cornichon homolog 4

Creatine kinases

Cyclin-dependent kinase 9

Cytochrome b and c

DDRGK domain-containing protein 1
Derlin-1 & 2

Dimethyladenosine transferase 1

DnaJ homolog subfamily B members 6,8,11
Dolichol-phosphate mannosyltransferase 1 & 3
Dynein heavy & light chain 1 & 2

STUB1 & TRIM56

ELAV1

Elongation factor 1

ELOVL5

EMC

Endothelial differentiation-related factor 1
Enhancer of rudimentary homolog

Erlin-2

Eukaryotic initiation factor 4A-1,11,111
Eukaryotic translation elongation factor 1-6
EXOSC

16827
45229
77636
44044
26380
22931
26268
34688

18719
25820
18637
31742
16424
47406
43149
11855
35589
28896
39860
40774
29673
10530
35290
36240
50451
32755
34982
16359
12422
38044
46353
19855
21780

N R NE RPN

= oo~ w

=

5

A NP ONNOORFRPENNEPENOWPEAEDN

=N
[y

45.6
32
21
3.7
145
10.4
27.3
36.4

253
36.3
38.4
31.6
14.4
55.2
8.9

43.8
15.6
7.6

7.5
14.6
37.1

20.6
4.1
9.3
21.9
10.1
36.5
18
60.1
5.7
29.7

PNPFPRPRPRPEPOW®

= W Ul

=

8

P W NO PP WOoo

NoOPREFEPWENDN
[

o Ol

30.9
27.6
2.1
3.7
5.2
6.2
10.6
8.4

6.6

38.1
38.4
19.9
14.4
55.6
20.4
26.7
15.6
4.4

16.2
23.9
64
2.6

17.4
4.3

14.2
10.1
44.2
33.3
60.8
33.3
43.1

ONEFENWE MW

R wh o

=

3

NRPRPARPRODWRRPLPNNRPRRERERNON

D NN
~N N

36.9
11
2.1
10.8
10.5
6.2
7.5
32.8

6.6
36.3
32
27
14.4
47.2
6.2
22.7
4.1
4.4

7.8
16.7
33.7
0.5
15.6
20.3
4.3
17.5
10.1
16.3
10
60.8
62.5
28.3

phosphorylase kinase

protein phosphorylation

caspase, cysteine peptidase

metal ion binding

methyltransferase 1

arginine methylation activity
endonuclease

non-clathrin-coated vesicles, retrograde Golgi-to-
ER transport

polymerize / depolymerize F- and G-actin
actin-binding, cytoskeleton remodeling, migration
Cold-inducible RNA-binding

complement activation

intracellular signal transduction

catalyzes the transfer of phosphate
cyclin-dependent serine/threonine kinase
response to mechanical and glucose stimulus
positive regulation of NF-kappaB
protease binding

probable dimethyladenosine transferase
HSP binding

mannosyltransferase

intracellular motility

polyubiquitin precursors

RNA binding

protein metabolism

fatty acid elongase

ER membrane complex subunits 2,3,6,10
endothelial cell differentiation

osteoblast differentiation

lipid rafts, critical in IP3 signaling

cellular protein metabolic processes
guanine nucleotide exchange

Exosome complex components
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F-actin-capping protein

FHL1

General transcription factor IIH & -
GLULP3

Glutathione S-transferases

GAPDH

GTP-binding protein 10 & Rheb & SAR1a
Guanine nucleotide-binding protein beta-2
HNRNPA1

HSP10

Immediate early response 3-interacting protein
1

Interferon-induced transmembrane protein 1
Interleukin enhancer-binding factor 2
Keratin, type | & 1l

Keratinocyte-associated protein 2

Kinectin

LAMTOR1 &2 & 3

Lectin, mannose-binding 2

Leucine-rich repeat-containing protein 59 & 7
LLP homolog

Lupus La protein

Magnesium transporter protein 1

Mago nashi homolog

Malectin

Membrane-associated progesterone receptor 1
&2

Metadherin

TRM112
Minor histocompatibility antigen H13
Mitochondrial import receptor TOM22 & 5

33157
38006
1E+05
42665
23569
36201
43191
35511
38837
10925
9020

14126
43263
66170
14840
2E+05
17848

40545

35308
15329
46979
38411
17210
32385
21772

63856

14304

41747
15512

(o))

=

8.7

33.4
5.2

13.9
48.6
38.2
21

79.2
36.8
80.4
34.1

12.8
56.2
18.6
125
2.5

38.5

20.2

26.7
23.3
6.9

18.5
154
47.7

6.9

21.6

3.2
16.2

(&)

3.5

33.4
6.6

131
31.4
13.7
20.4
79.2
36.2
62.7
34.1

12.8
60.5
15.8
125
2.9
8.1

21.9
39.7
29.5
3.4

32.2
154
43.6
9.6

37.6

16.2

N WNEFEODN

=

14
33.4
3.1
4.3
7.6
29
5.9
79.2
45
255
34.1

12.8
51.3
25.3
125
2.5
8.1

17.7

45
23.3
25.2
5.7
14.4
13
215

2.2

21.6

5.8
8.5

blocks barbed ends of F-actin filaments
Four and a half LIM domains protein 1
contributes to protein kinase activity
Glutamine synthetase

cytoplasmic glutathione S-transferases
catalyzes carbohydrate metabolism
GTPase activity

SH2 domain binding

Heterogeneous nuclear ribonucleoproteins
chaperone binding

may play a role in ER stress response

receptor signaling protein activity

protein binding

cytoskeletal proteins
oligosaccharyltransferase

involved in intracellular organelle motility

late endosomal/lysosomal adaptor, MAPK &
MTOR activator

high mannose glycoprotein binding, facilitates
sorting &trafficking

facilitates transport of FGF1 through nuclear pores
long-term synaptic facilitation

protein binding

may have a role in N-glycosylation

RNA splicing

regulates glycosylation

progesterone steroid receptor

targets of C-MYC transcriptional activation
protein methyltransferase activity

aspartic endopeptidase, intramembrane cleaving
transmembrane transporter
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Anhang

MRNA turnover protein 4
Myosin 6B, 12A, 15
N-alpha-acetyltransferase 10 & 50

Nascent polypeptide-associated subunit alpha

NEDD3
NipSnap 1 & 2

Nuclease-sensitive element-binding protein 1

Nucleolin
Nucleophosmin

Nucleoside diphosphate kinase A & B

Nucleoside-triphosphatase,cancer-related

Oligosaccharyltransferase OSTC
PCMT1

Peptidyl-prolyl cis-trans isomerases
Peroxiredoxin-1, 2, 5, 6

PHD finger-like domain-containing 5A
phosphatase 2A & PGAM5
Poly(rC)-binding protein 1 & 2

POTE ankyrin domain family member E
PRA1 family protein 2 & 3
Pre-mRNA-splicing factor SPF27
Profilin-1 & 2

Programmed cell death protein 5 & 6
Proliferation-associated protein 2G4

Proteolipid protein 2
Pyrroline-5-carboxylate reductase 1 & 2
Ran

SEC22b

Sec31B

Sec61 alpha & beta
Serine/arginine-rich splicing factors

27657
19839
26613
2E+05
40802
33460
35903
76625
32726

20703
20928
16932
24792
18229
22324

13138
32213
37987
1E+05
21600
26229
15216
21912
44101

17022
33568
24579
24806
1E+05
10025
27842

N O N PFOPF WEE

l:-b@i—‘l\)\lo'l\lw © wWwkFk P

O NNPPWPADN

6.3
22.8
8.9
3.8
3.3
23.6
43.8
15.6
7.8

61.5
6.3

141
20.7
66.7
39.7

32.7
26.6
194
10.1
20.2
5.8

54.3
22.5
33.8

18.4
16
20.8
25.6
1.1
26
39.9

O O L, P MO g1 o 00 b~ O N O 01O

l:“N(AJ(AJH\IU'IU'IOO

ONN BN OON

37.2
34.5
66.3
3.9

39.2
12.9
48.8
11.8
22.4

61.5
26.3
141
12.3
47.2
35.7

47.3
22.3
25.2
10.8
6.2
20.9
30
12.6
44.9

18.4
25.9
16.2
25.6
1.7
26
34.8

(o202 I N \C I (o] A O1TOT WO OO 01N

BP P wRosN A

DONDNWNOTN

8.8
40.4
4.3
3.8
21.3
13
27.5
8.9
25.9

56.7
6.3

141
12.3
38.2
35.7

40.9
10.6
15.9
10.2
10.1
20
20
5.8
54.8

18.4
25.4
111
20.9
11

37.5
40.9

unknown

hexameric ATPase cellular motor protein

acetyl group transfer

associates with BTF3 to form NAC
Developmentally-regulated GTP-binding protein
may be involved in vesicular transport

obesity linked gene ?

angiogenesis ?

several processes including regulation

of ARF/p53 pathway

metastasis inhibition factor nm23
dephosphorylation

protein N-linked glycosylation via asparagine
L-isoaspartate(D-aspartate) O-methyltransferase
catalyze isomerization, cyclosporin binding
antioxidants, reduce hydrogen

peroxide & alkyl hydroperoxides

subunit of splicing factor 3b

Phosphatases

multifunctional

proapoptotic protein

L-glutamate and protein transport

MRNA splicing

small actin-binding proteins

upregulated during apoptosis

interacts with ErbB3, transduces growth
regulatory signals

may function as an ion channel

conversion of pyrroline-5-carboxylate to proline
formation/organization of the microtubule network
complex with SNARE, ER-Golgi protein trafficking
unknown

secretory & membrane polypeptides insertion into ER
activates or represses splicing
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Anhang

Serpin H1

SERPINE1

Signal peptidase complex 1&2&3

Signal recognition particle 14&19&9
Single-stranded DNA-binding protein

Small nuclear ribonucleoprotein
E,F,.SmD1,D2,D3

small nuclear ribonucleoprotein G-like protein
15

Small nuclear ribonucleoprotein-associated
protein B

Splicing factor 3B subunit 5&6, U2AF

SRA stem-loop-interacting RNA-binding protein

Stonin-2

Stromal cell-derived factor 2-like protein 1
Surfeit locus protein 4
Thioredoxin-dependent peroxide reductase
TMEM emp24 domain proteins

TMEM205

TMEM230

Trans-2,3-enoyl-CoA reductase
Translocon-associated protein subunit
Trifunctional enzyme subunit beta

Tubulin alpha-1B,beta,betadb
Vacuolar ATPase assembly protein VMA21

VAMP3

Vesicle-associated membrane protein VAPA

Vesicle-associated membrane protein VAPB

46525
44995
25272
16374
17249
13632

8595

24765

14690
12398

1E+05
23812
30602
28017
25131
21469
13180
36410
19158
51547

50804
11347

11359

28103

27439

c o101k O

N O

P hADMEFRLPDMMOOGOBEADNEPE

6.2
23
26.5
44.4
48
55.9

36.8

24.6

52
22

16.7
18.6
25
32.4
27
9.2
13
30.6
2.3

34.4
34.7

40

30.1

27.2

ol W w o~y O

w

A NP WONEFE, ®WER

22.1
33.2
44.4
20.3
31.7

36.8

24.6

44.8

34.9

25.8
3.7
41
29.2
27
9.2
7.1
30.6

24.8

40

41.4

28

©O© W o U1 NDN

= O

P AP RPNUOONRR
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6.2
30.6
28.8
57
27.7
66.9

47.4

18.8

59.2
22

19.9
13.8
29.3
22.8
27
9.2
3.2
21
2.3

16.4
24.8

40

24.9

16.9

serine proteinase inhibitors, cancer marker

inhibitor of tissue plasminogen activator & urokinase
peptidase

cellular metabolic processes

involved in mitochondrial biogenesis

RNA and protein binding

not found
involved in pre-mRNA splicing

RNA splicing

negative regulation of mitochondrial

RNA catabolism

clathrin-associated sorting proteins, internalization
chaperone binding

protein binding

unknown

vesicular protein trafficking

possibly drug resistance

unknown

elongation of fatty acid chains, last step
protein translocation across the ER membrane
catalyzes mitochondrial beta-oxidation of long
chain fatty acids

structural constituent of cytoskeleton
chaperone for assembly of lysosomal v
acuolar ATPase

docking/fusion of synaptic vesicles with
presynaptic membrane

vesicle trafficking, membrane fusion,

complex assembly, cell motility

interact with VAMP1 & VAMP?2, vesicle trafficking
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Anhang

Voltage-dependent anion-selective channel
proteins

WD repeat-containing protein 61 & 82

Zinc finger CCHC domain-cont. protein 3 & 560

Protein Description
3-beta-hydroxysteroid-Delta(8),Delta(7)-
isomerase

3-hydroxyacyl-CoA dehydratase 2 & 3
7-dehydrocholesterol reductase
Acylphosphatase-1

ADP/ATP translocase

ATP synthase subunits
Beta-2-microglobulin

C100rf35

Calcyclin-binding protein

Carbonic anhydrase 2
Cardiotrophin-like cytokine factor 1
CD81

CD9

CDGSH iron-sulfur domain-containing protein
PIS1

Cytosolic 5'-nucleotidase 3A
D-dopachrome decarboxylase-like protein
DJ-1

Emerin

ES1 protein homolog

HSD17B12

FAM207A

FAM3C

Fructose-bisphosphate aldolase A
FXYD6

30868

33731
44389

Da
26564

43360
55195
11254
33059
11421
13820
13230
26308
29285
25388
26476
25969
12362
23865
38266
14414
20050
29033
28495
34416
25441
24950
39851
10706

7 36.7 7 36.7
2 12.1 2 12.8
2 7.2 7 23
HEK-E-C -E(mAG)-C
hits %Cov hits %Cov
1 9.6 1 9.6
5 17.7 6 17.7
1 4.6 1 4.6
2 23.2 1 10.1
5 17.8 5 17.8
2 24.3 2 23.3
1 8.4 1 8.4
2 22.3 3 27.3
1 3.1 1 3.9
8 49.6 2 18.1
1 3.6 1 3.6
2 18.2 1 8.5
1 4.4 1 4.4
2 25.9 3 34.3
1 5.2 1 5.2
1 1.8 1 3.9
1 15.7 1 9.7
4 33.9 1 13.8
1 8.7 4 29.1
1 12.3 1 3
3 11.9 1 4.8
1 57 3 21.3
2 10.6 1 4.8
6 24.5 1 3.8
1 23.2 1 1.2

2 7.4 transmembrane electron transport
2 12.1 transcriptional regulation
4 12.6 zinc ion binding

family / function

integral membrane protein of the ER

Fatty acid biosynthesis

catalyzes 7-dehydrocholesterol to cholesterol conversion
hydrolysis of carboxyl-phosphate bonds

mitochondrial carrier subfamily

transmembrane transporter activity

component of the MHC class | complex

interacts with Solute carrier family 39, member 11
calcium-dependent ubiquitination, proteosomal degradation
reversible hydration of carbon dioxide

activates the Jak-STAT signaling cascade

tetraspanin

tetraspanin

regulation of oxidation

biosynthesis of phosphatidylinositol

dephosphorylation of nucleoside 5'-monophosphates
lyase activity

chaperone, protects against oxidative stress & cell death
mediates membrane anchorage to the cytoskeleton
unknown

estradiol 17-beta-dehydrogenase activity

unknown

cytokine activity

glycolysis, conversion of fructose-1,6-bisphosphate
encodes phosphohippolin, affects Na,K-ATPase

151



Anhang

Glutaredoxin-related protein 5

high mobility group protein B1-like
Inhibitor of IkB

jagunal homolog 1

L-lactate dehydrogenase A & B
Lysocardiolipin acyltransferase 1
Lysophospholipid acyltransferase 5
Macrophage migration inhibitory factor
Malate dehydrogenase
Methyltransferase-like protein 7A
Mitochondrial import TIM14 & 16 & 50
Myotrophin

NADH dehydrogenases
Phosphatidylethanolamine-binding protein 1
Polyadenylate-binding protein 2
Prefoldin

Prohibitin 1 & 2

Proliferating cell nuclear antigen
Rab-11A

Rab-14

Rab-1B

Rab-6A

Rab-7a

Ran

Rap-1A

Replication protein A 14

RhoA

SEC11A

Na+/K+ transporting ATPase subunit beta-3
Sphingolipid delta(4)-desaturase DES1
Thioredoxin-like protein 4A

Titin

TMEM109

TMEM33

16732
24394
39399
21111
36900
49344
56511
12639
35937
28814
12491
13058
30337
21158
32843
14202
33276
29092
24492
24110
22328

23760
23467
21316
13674
22096
20612
31834
38012
16889
4E+06
26194
28302

NR R ORRPRNPRE
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8.9
12.8
3.4
6.6
26.3
2.4
1.8
17.4
48.8
6.1
121
254
9.8
35.8
3.6
17.2
39.1
23.8

12.1
38.8

28.5
10.9
17.9
8.3

8.8

16.2
17.9

7.7
0.1
9.1
8.5

PR UONRPNNRPRRRPEPNNRPNOWNRPRPRNNNRPEPANRPRREPWOWRERERPR

8.9
5.7
3.4
6.6
111
3.1
1.8
7.8
8.3
27.1
12.1
254
22.6
171
3.6
11.7
7.7
28.7
7.4
121
12.9
10.6
9.7
55
6.5
8.3
8.8
11.2
10.4

16.9
27.6
4.9
4.9

normal iron homeostasis

protein binding

novel p53 target gene, proapoptotic function
transmembrane protein, early secretory pathway

catalyzes L-lactate & NAD to pyruvate & NADH
phospholipid metabolic process

phospholipid metabolic process

additional role in integrin signaling

pivotal role in the malate-aspartate shuttle

methylation

mitochondrial import inner membrane translocase

NFkappa B p50-p65 conversion to homodimers

binds STAT3, can function as tumor suppressor

Raf kinase inhibitory protein

crucial regulator of VEGF mRNA

chaperone, binds/stabilizes newly synthesized polypeptides
Antiproliferative activity

cofactor of DNA polymerase delta

secretory pathways, protein transport

intracellular membrane trafficking

early secretory pathway, vesicle transport

regulates trafficking in retrogradeand an anterograde directions
vesicle traffic late endosomes & late endosomes to lysosomes
formation & organization of microtubule network

regulates signaling pathways (proliferation, adhesion, malignancy)
protein binding

Rho protein signal transduction

peptidase S26B family (migration, invasion, metastasis)
Na/K electrochemical gradients across plasma membrane
membrane fatty acid desaturase family

protein binding, splicing

multiple functions

stress response

unknown
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Anhang

TMEM97
Triosephosphate isomerase

Triple QxxK/R motif-containing protein
Tubulin-specific chaperone A

VAMP8

yippee-like 5

Protein Description

Acetyl-CoA acetyltransferase
Actin-related protein 2/3 complex
ADP-ribosylation factor

BAX

B-cell receptor-associated protein 31
Cl4orfl

myeloid-derived growth factor
CD147

CD54

CD59

Citrate synthase

coagulation factor deficiency protein 2
CXADR

Cytoskeleton-associated protein 2
Delta-CoA isomerase

Desmoglein-2

Electron transfer flavoprotein
Endoplasmic reticulum protein 29
ER-Golgi intermediate protein 1
Enoyl-CoA hydratase

Flatillin-2

GLOD4

21005
31057

9677

12904
11488
14061

Da
45456
34426
20741
21285
28031
15968
18897
42573
48935
14795
51908
16494
40575
77509
36136
1E+05

35400
29032
32971
31823
47434
35170

1

N b W

hits
1

P WRPRRPRPNRPRRPONNWLEROJR

P NP PP A

4.5
47.6

9.3
27.8
32
215

HEK-E-C
%Cov.

[N

4.5 controls cellular cholesterol levels
10.1 catalyzes isomerization of G3P and DHAP in glycolysis
& gluconeogenesis
9.3 unknown
4.4 capturing & stabilizing beta-tubulin intermediates
24 SNARE family, synaptic vesicle fusion with presynaptic membranes
215 interacts with RanBPM and RanBP10 (cell cycle)

N

P NP DN

family / function

3.0
3.7
37.0
5.7
14.2
13.6
13.9
21.6
5.7
9.4
5.8
11.6
6.3
1.8
11.3
15

17.4
4.6
7.9
7.2
6.8
4.2

reversible formation of acetoacetyl-CoA from acetyl-CoA

control of actin polymerization

activation of Na(+)-selective current

heterodimer with BCL2, apoptotic activator

transport from ER to Golgi, caspase 8-mediated apoptosis

ergosterol biosynthetic protein 28

unknown function

EMMPRIN, basigin; Ig superfamily, important in tumor progression

intercellular adhesion molecule 1

inhibitor of complement membrane attack complex

synthesis of citrate from oxaloacetate and acetyl coA

complex with lectin mannose binding protein, coagulation factors V and VIl transport
Coxsackievirus and adenovirus receptor

stabalizes microtubules, regulation of cell division

beta-oxidation of unsaturated fatty acids

expressed in colon, -carcinoma, simple stratified epithelia, found in desmosomes
shuttles electrons between flavoprotein dehydrogenases and flavoprotein ubiquinone
oxidoreductase

processing of secretory proteins within the ER

cycling membrane protein, increase turnover of other proteins

mitochondrial fatty acid beta-oxidation pathway

caveolae-associated, thought to function in neuronal signaling

Glyoxalase domain-containing protein 4
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Anhang

Glycosyltransferases
G-rich sequence factor 1
HPRT1

HSP beta-1

Inositol 1,4,5-trisphosphate receptorl
Isocitrate dehydrogenase

MCT-1 Monocarboxylate Transporter 1

MOB kinase activator 1A

NAD(P)H-hydrate epimerase

Non-specific lipid-transfer protein
Nucleolysin TIA-1 p40
Phosphatidylinositol-bind. clathrin assembly
protein

Phosphoglycerate kinase 1
Phosphoglycerate mutase 1
phosphotyrosine phosphatase
Prostaglandin E synthase 3

Proteasome subunit alpha-1,4,6,7,& beta-1,3,4
Protein Phosphatase 2A

Rab-18

Rab-2A

Rab-35

Rab-5C

Ral-A

Rap-2c

Ras GTPase-activating-like protein IQGAP2
RER1

Reticulocalbin-2

Rho GDP-dissociation inhibitor 1

Rho guanine nucleotide exchange factor 40

50940
53606
24792

22826
3E+05
51333
54593

25235
31996
59640
43278

70881
44985
28900
18487
18971
20822
28682
23248
23702
23296
23696
23723
20959

2E+05
23057
36911
23250
2E+05
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17.8
4.6
151

21
0.5
6.2
2.4

5.6
4.2
5.5
7.8

2.1
32.4
25.2

18.8
10.3
10.8
25.2
12.7
21.9
18.1
7.3
12

0.4
14.8
6.6
7.4
0.4

tightly associated subunit of oligosaccharyltransferase

stimulate translation of viral mMRNAs in vitro

conversion of hypoxanthine to inosine and of guanine to guanosine
monophosphate

stress resistance and actin organization

intracellular receptor for inositol 1,4,5-trisphosphate, mediates calcium release
catalyze the oxidative decarboxylation of isocitrate to 2-oxoglutarate
catalyzes the rapid transport across the plasma membrane of many
monocarboxylates such as lactate and pyruvate

metal ion and protein binding

apolipoprotein A-1-binding protein

intracellular lipid transfer protein

major granule-associated species, 15-kDa protein

AP2-dependent clathrin-mediated endocytosis

conversion of 1,3-diphosphoglycerate to 3-phosphoglycerate

catalyzes 3-PGA to 2-PGA in glycolysis

concentrated in focal adhesions

chaperone cofactor-dependent protein refolding

catalytic subunits

PolyA and protein binding

membrane trafficking in organelles and transport vesicles

protein transport from ER to Golgi

Interplay with Arf6, cargo recycling, coordinates adhesion and migration.
ensure fidelity in docking / fusion of vesicles with acceptor compartment
increases paracellular permeability, decreases incorporation into TJs
activate transcriptional activity of serum response element

interacts with cytoskeleton, cell adhesion molecules, signaling molecules,
regulates morphology & motility

retention of ER membrane proteins in the ER

similarity to a high affinity Ca(+2)-binding motif

GDls slow dissociation rate of GDP from membrane-bound rabs

similar to guanosine nucleotide exchange factors for Rho GTPases
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Anhang

Secretory carrier-associated membrane protein

2

SEP15

SET-binding protein

SETSIP

SH3 domain-binding glutamic acid-rich-like
protein

Sideroflexin-1

SLC16Al

Small VCP/p97-interacting protein

Sorcin

Spartin

Stathmin

Stomatin-like protein 2

Succinyl-CoA ligase subunit alpha

SUMO2

Synaptophysin-like protein 1

Syntaxin-12

Syntaxin-7

Thioredoxin domain-containing protein 12&5
Transaldolase

Transgelin-2
Translocating chain-associated membrane

protein 1

Tub
Ubiquitin-conjugating enzyme E2 N
VAMP7

37082
18236
2E+05
34861

12766
35881
54593
8551
21947
73358
17292
38624
36626
10921
28889
31736
29911
19365
37688

22548

43215

55845

17184
25261

W R R

NNWNRRPRPRRPRPRLRNRERRWLER

w

6.1
9.9

12.3

10.5
14.6
2.4
14.3
16.7
4.2
16.8
4.2

12.6
4.2
15.2
14.6
14
10.1

27.6

2.9

1.2

30.3
14.1

carriers to the cell surface in post-golgi recycling

may have redox function

bind the SET nuclear oncogene (involved in DNA replication)
endothelial cell differentiation

signal transduction

ion transmembrane transporter activity

proton-linked monocarboxylate transporter

Small VCP/p97-interacting protein

regulates intracellular calcium homeostasis

regulates endosomal trafficking

regulates microtubule filament system, destabilizes microtubules
decreased survival in gastric Ca

catalyzes succinyl CoA and ADP or GDP to succinate and ATP or GTP
nuclear transport, transcriptional regulation, apoptosis, protein stability
synaptic transmission, vesicles

SNARE binding

SNARE interactions in vesicular transport

catalyzes disulfide bond formation, similar to disulfide isomerases
nonoxidative pentose phosphate pathway for nucleic acid synthesis
and lipid biosynthesis

thought to be a tumor suppressor

influences glycosylation, translocation of secretory proteins
transcription regulator, translocates to the nucleus in response to
phosphoinositide hydrolysis

DNA postreplication repair

SNARE family, late endosomes and lysosomes, fusion of transport
vesicles to target membranes
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