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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Das duktale Adenokarzinom des exokrinen Pankreas ist eine der tddlichsten
Krebserkrankungen. Obwohl das Pankreaskarzinom in der Européischen Union (EU)
in der Liste der haufigsten Krebserkrankungen nur an 13. Stelle steht, nimmt es bei
den krebsbedingten Todesféllen die finfte Position ein (Ferlay et al., 2007). Im Jahr
2006 erkrankten in der EU ~58.000 Menschen an einem Pankreaskarzinom. Mit
~64.000 Todesfallen gleicht die krankheitsspezifischen Sterberate ungefahr der
Inzidenz (Ferlay et al., 2007). Folglich hat das Pankreaskarzinom eine extrem
niedrige Funf-Jahres-Uberlebensrate. In Deutschland liegt diese fiir Frauen bei 3-
8 %, fur Manner bei 5-7 % (Krebs in Deutschland 2005/2006 Haufigkeiten und
Trends, Robert Koch-Institut, Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V., 2010). Die niedrige Uberlebensrate ist in der frilhen
Metastasierung und der meist spaten Diagnose, sowie der Resistenz gegen

systemische Therapien begriindet (Benson, 2007; Carpelan-Holmstrom et al., 2005).

1.2 Metastasierung

Metastasierung ist der Prozess der Ausbreitung von Tochtergeschwiren in einem
vom Primartumor entfernten Organ. Metastasierung ist die Ursache von 90 % aller
tumorbedingten Todesfélle. Sie ist ein héchst komplexer, mehrschrittiger Prozess, in
dessen Verlauf sich Zellen aus dem Primartumor |6sen, durch Lymph- oder
BlutgefalRe zu entfernten Organen gelangen und dort sekunddre Tumore, die
Metastasen, bilden. Dieser Vorgang wird als metastatische Kaskade (Abb. 1)
bezeichnet und fasst die einzelnen Prozesse der Metastasierung, lokale Invasion,
Intravasation, Zirkulation, Adhésion, Extravasation im Zielorgan, Uberleben,
Proliferation und Angiogenese, zusammen (Chaffer and Weinberg, 2011; Fidler,
2003; Gassmann et al., 2004; Weigelt et al., 2005).
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Translokation vom Primartumor zu Kolonisation
einem entfernten Organ
® Survival at
@ Acquisition secondary site
of invasive ~
phenotype © Q\\
a CTCs transit to —g-
3\ distant organ
-@ ’
- R >
_ Local invasion CTCs extravasate @
cells invade into surrounding and invade into the
stroma, then intravasate to enter parenchyma of Adaptation and
hematogenous circulation foreign tissue proliferation to
form metastases
Differenzierte Transitionierende Krebs- Inflammatorische
Krebszelle 0 Krebszelle - stammzelle _ﬂ_—&romazelle = Zelle

Abb. 1: Schematische Darstellung der Metastasierungskaskade

Die Metastasierung kann in zwei Phasen eingeteilt werden: (i) Translokation vom Primartumor zu einem
entfernten Organ, (ii) Kolonisation im Zielorgan. (A) Beginn der metast. Kaskade durch Erwerb des invasiven
Phanotyps. (B) Tumorzellen durchdringen die umgebende Matrix und wandern in Lymph- oder Blutgefale ein.
(C) Zirkulierende Tumorzellen (CTC) Uberleben in den GefaRen und erreichen entfernte Organe. (D) CTCs
adhérieren an die GefaBwand und extravasieren in fremdes Gewebe. (E) Die Tumorzellen berleben im
Fremdgewebe. (F) Die Tumorzellen adaptieren sich an die fremde Umgebung und proliferieren. [Modifiziert nach
(Chaffer and Weinberg, 2011)]

Um die ersten zwei Schritte der Metastasierungskaskade, das Ldsen aus dem
Primartumor und das Einwandern in das umgebende Gewebe sowie das Penetrieren
der Blut- oder Lymphgefale, zu ermdglichen, missen die Tumorzellen migratorische
und invasive Eigenschaften entwickeln. Dies geht einher mit einer Verédnderung der
Genexpression, die als Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) bezeichnet wird
(Thiery et al., 2009). Die Tumorzellen erlangen die Fahigkeit zur Proteolyse der
Extrazellularen Matrix (ECM) sowie der Basallamina durch Expression von
Proteasen, wie zum Beispiel MMPs (Matrix-Metalloproteasen) und ADAMs (,a
disintegrin and metalloproteinase®), oder der Unterdriickung der Expression von
Inhibitoren dieser Proteasen, den TIMPs (,tissue inhibitors of metalloproteinases®).
Tumorzellen  kdnnen auch umliegende  Stromazellen zur  Produktion
invasionsférdernder Faktoren anregen (Kessenbrock et al., 2010). Aufgrund dessen
kénnen isolierte Tumorzellen durch das umliegende Gewebe zu Lymph- und
Blutgefallen migrieren (Yang and Weinberg, 2008; Yilmaz et al., 2007). Des Weiteren
muissen die Tumorzellen in der Lage sein Anoikis (Zelltod durch Verlust der
Adhéasion) und Amorphosis (Zelltod durch Verlust der Zellform) zu Uberwinden.

Beides sind apoptotische Prozesse, die durch verminderte Adhasion, Ablésen aus
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dem Zellverband und Proteolyse der ECM ausgel6st werden (Martin and Leder,
2001; Martin and Vuori, 2004; Streuli and Gilmore, 1999). Sind die Tumorzellen in
das Gefaldsystem eingedrungen, spricht man von zirkulierenden Tumorzellen (CTC).
Im Blut- oder Lymphkreislauf missen die CTCs der Kontrolle des Immunsystems
entgehen und mechanischem Stress standhalten (Jakobisiak et al., 2003; Weiss et
al., 1993). Um das Gefallsystem zu verlassen, missen die CTCs am vaskuldren
Endothel adhérieren, es penetrieren und in das umgebende Gewebe migrieren. Die
Adhésion von CTCs an Endothelzellen (EC) kann sowohl durch Embolisierung in
einer Kapillare, als auch durch Bindung zwischen auf der Tumorzelle vorhandenen
Oberflachenrezeptoren und deren Liganden auf den Endothelzellen erfolgen.
Endothelien verschiedener Organe weisen unterschiedliche Expressionsprofile EC-
typischer Antigene, z.B. CD31 oder von Willebrandt Faktor, auf und unterscheiden
sich in der Sekretion von Wachstumsfaktoren, wodurch sie zur organspezifischen
Verteilung metastasierender Tumorzellen beitragen (Gassmann et al., 2004; Pauli et
al., 1990). In die Adhasion von CTCs an EC sind oftmals Selektine involviert.
Selektine sind eine kleine Gruppe von Adh&sionsmolekilen, die das sog. ,rolling®
(Entlangrollen an der GeféaBwand) von Neutrophilen, T-Gedachtniszellen und
Monozyten vermitteln und damit die Adhé&sion an der Gefdllwand und die
Extravasation ermdglichen (Bird et al., 1997). Erstmals konnte eine Rolle der
Selektine in der metastatischen Kaskade bei Lebermetastasen des kolorektalen
Karzinoms gezeigt werden (Brodt et al., 1997). Mittlerweile konnte dies fir viele
verschiedene Tumore, wie z.B. Magen- (Alexiou et al., 2003), Blasen- (Numahata et
al., 2002) und Pankreaskarzinome (lwai et al., 1993) beschrieben werden
(Gassmann et al., 2004). Zum Abschluss der Extravasation kommt es zur Bindung
der CTCs an die subendotheliale ECM. Die hierfur bedeutendsten Molekile sind
Integrine, die, neben Zelladhdsion, mehrere zelluldre Funktionen wie Apoptose,
Migration, Proliferation und Differenzierung beeinflussen kénnen. Die Integrin-
vermittelten Interaktionen zwischen CTCs und ECM Komponenten gehdren zu den
wichtigsten Elementen einer organspezifischen Metastasierung (Miranti and Brugge,
2002; Nicolson, 1989). Ein weiteres solches Element ist die prametastatische Nische.
Schon 1889 wurde beobachtet, dass bestimmte Tumore hauptséachlich in fur sie
typischen Organen Metastasen bilden, was auf eine Interaktion von Tumorzellen mit
spezifischen Umgebungen (,seed and soil“) zurlickgefuhrt wurde (Paget, 1989). In

jungster Zeit konnte gezeigt werden, dass eine Nische im Zielorgan geschaffen wird,
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lange bevor die ersten Tumorzellen sich dort ansiedeln (Hiratsuka et al., 2006; Kang
et al., 2009; Kaplan et al., 2005). Anfanglich gelangen VEGFR1 (,Vascular
Endothelial Groth Factor Receptor®) und VLA-4 (,Very Late Antigen-4“, CD49d/CD29)
exprimierende, hematopoetische Progenitorzellen aus dem Knochenmark in die
prametastatischen Regionen. VLA-4 bindet Fibronectin, welches in der
prametastatischen Nische angereichert wird. Diese Anreicherung von FN, durch die
Uberexpression in lokalen Fibroblasten, scheint ein Schlusselereignis fiir die
Ansiedlung von Tumorzellen zu sein (Kaplan et al., 2005). Die lokalen Fibroblasten
werden durch vom Primartumor sezernierte Wachstumsfaktoren zur FN-
Sezernierung angeregt. Um welche Faktoren es sich handelt, ist noch nicht gekléart
(Chaffer and Weinberg, 2011; Marhaba et al., 2008; Yilmaz et al., 2007). Mittels
dieser prametastatischen Nische kénnen die Tumorzellen im fremden Gewebe
Uberleben, dort adaptieren sowie proliferieren und somit einen Sekundartumor
etablieren. Die Metastasierung ist eine Abfolge extrem selektiver Prozesse. Man geht
davon aus, dass taglich mehrere Millionen Zellen pro Gramm Tumormasse in das
lymphatische System oder den Blutkreislauf gelangen. Lediglich ~1/10° Zellen gelingt
der Wechsel in ein fremdes Organ (Butler and Gullino, 1975; Liotta et al., 1976;
Mehlen and Puisieux, 2006; Yilmaz et al., 2007).

1.3 Krebsstammzellen

Es gibt Uberzeugende Hinweise, dass Tumore eine kleine Population von
Tumorstammzellen (CSC, cancer stem cells oder CIC, cancer initiating cells)
beinhalten (Chaffer and Weinberg, 2011; Lobo et al., 2007; Regenbrecht et al., 2008;
Visvader and Lindeman, 2008; Werbowetski-Ogilvie and Bhatia, 2008; Yang and
Chang, 2008). Diese Population wird funktionell charakterisiert durch ihre Fahigkeit
zum Wachstum in xenogenen immundefizienten Organismen (z.B. SCID Maus), ihrer
Fahigkeit Metastasen zu bilden, die Heterogenitat des Primartumors in der Metastase
wiederherzustellen sowie Metastasen auch nach einer langen Latenzperiode zu
bilden (Allan et al., 2006; Li et al., 2007b; Lobo et al., 2007). CSC besitzen die
Fahigkeit zur Selbsterneuerung und zur Differenzierung, sind resistent gegen
Bestrahlungs- und Zytostatika-induzierte Apoptose und bendtigen héchst-

wahrscheinlich eine spezielle Wachstumsnische (Kalluri, 2009; Ricci-Vitiani et al.,
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2009; Scopelliti et al., 2009). Weitere Charakterisierungsmerkmale sind CSC-Marker
(CIC-marker), chemische und eine Reihe spezieller biologischer Eigenschaften (Allan
et al., 2006; Lobo et al., 2007; Marhaba et al., 2008; Papathanasiou et al., 2009;
Visvader and Lindeman, 2008). Neben der Selektion von CSC-Marker
exprimierenden Zellen, kann man CSC-Populationen aus einem Tumor durch ,soft
agar cloning“ anreichern (s. Kapitel 2.2.3.12). Spharoid Wachstum, hohe Aldehyd-
Dehydrogenase-Aktivitat und der mit gesteigerter Apoptoseresistenz einher gehende
Hochstssszs, Ausschluss sind weitere CSC-Charakteristika. Zellen, die den Farbstoff
Hochstssssz sehr schnell ausschleusen, die sogenannte ,side population®, zeichnen
sich insbesondere durch Expression von ,Stammzell-Genen® und Resistenz
gegentber Chemotherapie aus (Clarke et al., 2006; Huang et al., 2009; Lobo et al.,
2007; Telford et al., 2007; Visvader and Lindeman, 2008). Am haufigsten wird heute
die Selektion tber Zelloberflachenmarker zur Anreicherung von CSC eingesetzt. Auf
vielen unterschiedlichen Tumoren gehéren hierzu CD133, EpCAM (epithelial cell
adhesion molecule), ABCG5 (ATP-binding casette B5), CD44, CD24 und CD90
(Visvader and Lindeman, 2008). Die Anreicherung von CSC erfolgt dabei meist tber
Marker-Profile. Dies sind z.B. bei Leukédmie CD44"CD38" (Lapidot et al., 1994), beim
Prostatakarzinom CD44*a2B1""CD133* (Collins et al., 2005), beim Kolorektal-
karzinom EpCAM*CD44*CD166" (Dalerba et al., 2007) und beim Pankreaskarzinom
CD44'EpCAM*CD24" (Li et al., 2007a).

Die Rolle von EpCAM als Tumorstammzellmarker beim Pankreaskarzinom soll
an dieser Stelle besonders hervorgehoben werden, da EpCAM-abhangige Prozesse,
im Modellsystem eines Pankreaskarzinoms, ein Hauptaspekt der vorliegenden Arbeit
sind.

CSC haben viele Eigenschaften mit embryonalen (ESC) und adulten (ASC)
Stammzellen gemeinsam. Hierzu gehdren Signalwege, die in die Regulation der
Stammzelleigenschaften ,stemness® und der Differenzierung involviert sind (Stewart
et al., 2008; van den Brink and Offerhaus, 2007). Ebenso wie Genexpressionsprofile,
die auf eine bedeutende Rolle von Zelladhasion, Matrixinteraktionen und Whnt
(wingless/int-1), JAK/STAT (Janus family kinases/signal transducers and activators of
transcription) und FAK (focal adhesion kinase) Signalwegen hindeuten (Saini and
Shoemaker, 2010). Fir den hematopoetischen und Leuk&mie-SC-Marker CD44
konnte gezeigt werden, dass eine Blockade von CD44 eine Mobilisierung von

hematopoetischen Stammzellen zur Folge hatte und die Ansiedlung von Leuké&mie
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SC in ihrer Nische behinderte (Selleri et al., 2006; Yin and Li, 2006). CXCR4 (CXC-
Motiv-Chemokinrezeptor 4), der in embryonalen und adulten Stammzellen
verschiedener Organe, aber auch in verschiedenen Tumorzellen exprimiert wird (Ara
et al., 2003; Askari et al., 2003; Balkwill and Coussens, 2004; Kucia et al., 2005) und
sein Ligand SDF1 (stromal cell-derived factor 1) sind fir die Migration von
hematopoetischen Stammzellen und Tumorzellen essentiell. SDF1 wird von Stroma-
und Endothelzellen sezerniert und zieht hematopoetische Vorlauferzellen,
zirkulierende gewebespezifische Zellen und metastasierende Tumorzellen an (Clarke
and Fuller, 2006; Jung et al., 2006; Kucia et al., 2005; Polyak and Hahn, 2006;
Yilmaz et al., 2006). HGF (hepatocyte growth factor) — c-Met (HGF-Rezeptor) férdern
die Mobilisierung und Wanderung von Stammzellen sowohl in Embryonen als auch
im adulten Organismus. Eine hohe c-Met-Expression ist in vielen Karzinomen fir die
Tumorzellmigration und Bildung von Metastasen erforderlich. Ebenso beeinflusst
HGF — c-Met-Expression in mesenchymalen Zellen die Angiogenese (Boccaccio and
Comoglio, 2006; Forte et al., 2006; Mueller and Fusenig, 2002). Ebenfalls eine
wichtige Rolle in der Mobilisierung und Zielfiihrung von Stammzellen wird 3-Catenin
zugeschrieben (Ratajczak et al., 2006). Nach Aktivierung gelangt B-Catenin in den
Zellkern, interagiert mit Tcf/lLef (Transkriptionsfaktoren) und  aktiviert

zellzyklusrelevante Gene wie Cyclin und c-Myc (Deshpande and Buske, 2007).

1.4 EpCAM

1.4.1 Struktur und Expression

Das epitheliale Zelladhdsionsmolekil (EpCAM; CD326) ist ein Typ | Transmembran-
glycoprotein, bestehend aus 314 aa, und wurde erstmalig in Kolonkarzinomen
beschrieben (Herlyn et al., 1979). EpCAM ist ein Ca’"-unabhangiges, homophiles
Zell-Zell-Adhasionsmolekiil. Es besteht aus einer EGF-ahnlichen Doméne (EGF-like),
gefolgt von einer Thyroglobin-Wiederholungsdoméane (Thyroglobin repeat), einer
cysteinarmen Region, einer Transmembrandomane und einem kurzen
cytoplasmatischen Ende (Abb. 2) (Chong and Speicher, 2001; Cirulli et al., 1998;
Litvinov et al., 1994a; Litvinov et al., 1994b; Trebak et al., 2001). Die EGF-like- und

die Thyroglobin-Domane bilden eine globulare Struktur, wobei beide fur die
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homophile Zell-Zell-Adhasion von EpCAM essentiell sind. Hierbei vermittelt die EGF-
like-Domane die reziproke Zell-Zell-Interaktion, die Thyroglobindoméne die laterale
Interaktion zwischen benachbarten EpCAM Molekilen. Beide Domanen sind auch an
der Bindung von Aktinfilamenten an die Zellmembran, Gber a-Aktinin beteiligt, wobei

dieser Prozess durch die cytoplasmatische Region reguliert wird (Balzar et al., 2001).

EGF TY

TY
Domaéne

EGF-
¢ | dhnliche
ADomane,

N CDs
CD44 v4-v7
- — \ Claudin-7

Zellmembran

Abb. 2: Schematische Darstellung der Struktur von EpCAM

(A) Das EpCAM Polypeptid besteht aus 314 aa. N- (N) und C-Terminus (C), Signalpeptid (SP),
Transmembrandoméane (TM), N-gebundene Kohlenhydrate (CHO), EGF-like Doméne (EGF) and TY repeat
Domane (TY). (B) Domé&nenmodell von EpCAM: EpCAM ist als Tetramer gezeigt. Zwei Spaltstellen fir Proteasen
zur Freisetzung der extrazelluldren und der intrazellularen Doménen sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. Die
Interaktionsregion mit den gelisteten Molekiilen ist durch eine Klammer dargestellt. [Modifiziert nach (Baeuerle
and Gires, 2007)]

EpCAM wird in fast allen ausdifferenzierten Epithelien basolateral exprimiert
und dient als panepithelialer Marker (Balzar et al., 1999). Ausnahmen bilden das
kortikale Thymusepithel sowie einige spezialisierte epitheliale Zelltypen wie
epidermale Keratinozyten, Hepatozyten, Myoepithelzellen und Parietalzellen des
Magens. Nicht epitheliale Zellen, mit Ausnahme von Plasmazellen, exprimieren kein

EpCAM (Bergsagel et al., 1992; Momburg et al., 1987). Wahrend EpCAM-Expression
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in adulten Geweben auf die Epithelien beschrénkt ist, wird es wahrend der
Embryonalentwicklung auch in Zellen exprimiert, die noch nicht epithelialen
Charakter haben. EpCAM spielt, wie die meisten CAM’s, eine Rolle in der
Embryogenese und Differenzierung. So findet man EpCAM z.B. in befruchteten
Eizellen, im Zwei-Zell-Stadium, in der Morula und in embryonalen Stammzellen
(Trzpis et al., 2007).

1.4.2 EpCAM und Krebs

Anomale Expression (Uber-, Unter- oder de novo Expression) im Verlauf maligner
Transformation ist charakteristisch fur viele CAM’s. EpCAM wird in einer Vielzahl von
Karzinomen im Vergleich zur Expression in nicht-transformiertem Gewebe
Uberexprimiert (Went et al., 2004). Wahrend EpCAM in gesunden Epithelien meist
basolateral exprimiert wird (s. Kapitel 1.4.1), variiert die EpCAM-Verteilung in
verschiedenen Karzinomtypen, wobei membrandse, zytoplasmatische- und luminale-
Expression beschrieben wurde (Ogura et al., 1998; Xie et al., 2005). In fast allen
Karzinomen wird EpCAM exprimiert, aber auch in Myelomen, der malignen
Entsprechung der Plasmazellen. EpCAM wird nicht in Tumoren mesodermalen- oder
ektodermalen Ursprungs, z.B. neurogenen Tumoren, Sarkomen, Melanomen oder
Lymphomen, exprimiert (Le Naour and Zoller, 2008; Momburg et al., 1987; Trzpis et
al., 2007; van der Gun et al., 2010).

Aufgrund der charakteristischen Uberexpression ist EpCAM seit mehr als
zwanzig Jahren, ein Zielmolekul in der antikdrperbasierten Krebstherapie (Gottlinger
et al., 1986). Uberraschenderweise, da EpCAM auch in gesunden Epithelien
exprimiert wird, treten bei der Antikérpertherapie kaum ernste Nebenwirkungen auf.
Eine Vielzahl von EpCAM-spezifischen AK zeigten in Kklinischen Studien
vielversprechende Ergebnisse (Armstrong and Eck, 2003; Baeuerle and Gires, 2007,
Chaudry et al., 2007; Le Naour and Zoller, 2008). Der anti-Tumoreffekt wird auf AK-
vermittelte Zelltoxizitdt und Aktivierung des Komplementsystems zurtickgefihrt
(Prang et al., 2005). Daneben werden auch bi- und trispezifische anti-EpCAM-AK
verwendet. Haufig werden als ,Partner® Antikdrper eingesetzt, die Zellen des
Immunsystems targetieren. Zum Beispiel ,Catumaxomab®, ein anti-EpCAM x anti-
CDa3 trifunktionaler AK, der Tumorzellen durch Apoptoseinduktion, Freisetzung von
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Zytokinen und Perforin und Antikdrper-vermittelter Zytotoxizitat tétet (Riesenberg et
al., 2001). Alternativ erfolgt eine Kopplung mit Chemo- oder Radio-therapeutischen
Substanzen (Andratschke et al., 2007; Reusch et al., 2006; Ruf and Lindhofer, 2001;
Salnikov et al., 2009; Zeidler et al., 2000).

Die Uberexpression von EpCAM in Karzinomen ist unerwartet, da EpCAM, als
homophiles Zell-Zell-Adhasionsmolekiil, Tumorzellmigration und damit
Metastasierung hemmen sollte. Tatsachlich sind jedoch gegenteilige Effekte
beschrieben. So wurde gezeigt, dass EpCAM die cadherinabhéangige Zell-Zell-
Adhéasion durch Zerstérung der Bindung zwischen a-Catenin und F-Aktin negativ
beeinflusst und so Zell-Zell-Kontakte lockert (Osta et al., 2004; Winter et al., 2003).
Des Weiteren konnte die Involvierung von EpCAM in Signaltransduktion und die
Férderung von Zellmotilitdt gezeigt werden (Bremer et al., 2004; Guillemot et al.,
2001; Lovicu and McAvoy, 2001; Trebak et al., 2001). Ebenso konnte eine EpCAM-
abhéngige Expression von E-FABP (,epidermal fatty acid binding protein®)
nachgewiesen werden. E-FABP spielt eine zentrale Rolle beim Transport von
Fettsduren und im Stoffwechsel. Es ist ein Zielgen von c-myc und ist in mehreren
Karzinomen Uberexprimiert (Munz et al., 2005). In jingster Zeit konnte EpCAM als
direktes ,Zelloberflachen-zu-Zellkern“-Signalmolekil charakterisiert werden. Durch
Oligomerisation von EpCAM wird eine intramembranése Proteolyse mittels TACE
([TNF] tumor necrosis factor-a-converting enzyme) inotiert, die die extrazellulére
Domane (EpEX) von EpCAM abspaltet. Nach Abspaltung der extrazellularen, erfolgt
die Abspaltung der intrazelluldaren Doméane (EpICD) durch PS2-NTF (presenilin 2 N-
terminal fragment). EpICD bindet an FHL2 (four and a half LIM domain protein 2), 3-
Catenin und den Transkriptionsfaktor Lef-1. Dieser Komplex gelangt in den Zellkern,
bindet an die Lef-1-Konsensussequenz der DNA und induziert die Expression des
Proto-Onkogens c-myc sowie die verstarkte Bildung von Cyclin A und E, wodurch
Proliferation unterstitzt wird (Abb. 3) (Maetzel et al., 2009; Munz et al., 2004; Osta et
al., 2004). EpCAM-transgene Mause, die EpCAM in den Brustdrisen
Uberexprimieren, bestétigen die Einbindung von EpCAM in mitogene Signalkaskaden
mit hoher Bcl-2- und Ki67-Expression (Hussain et al., 2006). Prometastatische
Eigenschaften von EpCAM konnten in einem weiteren Kontext beschrieben werden.
Assoziation von EpCAM mit Claudin 7, einem ,tight junction® (zonula occludens)-
Protein, behindert die EpCAM-vermittelte homophile Zell-Zell-Adhasion. Die Bildung
eines Multiproteinkomplexes aus EpCAM, Claudin 7, CD44v6 (Variante Isoform des
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Zell-Matrix CAM’s CD44) und dem Tetraspanin Tspan8 sowie dessen Rekrutierung in
tetraspaninreiche Membrandoméanen (TEM, tetraspanin enriched domains) férdert
die Metastasierung (Kuhn et al., 2007).

E-cadherin

* Claudin 7 R, e H Il

* Tspan8 ZTF ‘14T

.cD9 PS-2 : ‘2 Zellmembran
* Heterotrimere G-Proteine NTF

- CD44 PSR é‘f)u:_[) é

B-catenin

22D
: %-Aktin
B-catenin

EpCAM Zielgene
.. c-myc, Cycline

Lef [ B-catenin

Zellkern

Abb. 3: Schematische Darstellung EpCAM-vermittelter Signaltransduktion

Nach Spaltung durch TACE/PS-2 (Spaltstellen sind durch rote Pfeilspitzen markiert) bildet EpICD mit FHL2, B-
Catenin und Lef-1 einen Multiproteinkomplex, gelangt in den Zellkern und bindet an der Lef-1 Konsensussequenz
an die DNA. Durch seine Fahigkeit E-Cadherin abhangige Adhasion zu inhibieren erhéht EpCAM selbst die
Menge an freiem 3-Catenin. [Modifiziert nach (Munz et al., 2009)]

Klinische Studien unterstiitzen die metastasierungsférdernden Eigenschaften
von EpCAM. Eine Korrelation einer hohen EpCAM-Expression mit einem besseren
klinischen Ergebnis wird nur in zwei Tumorarten beschrieben. Im Nierenzellkarzinom
geht eine hohe EpCAM-Expression mit héherem Uberleben der Patienten einher und
in Metastasen dieses Tumors wird EpCAM weniger stark exprimiert als im
Primartumor (Klatte et al., 2009; Seligson et al., 2004; Went et al., 2005). Beim
Schilddriisenkarzinom exprimieren geringer differenzierte Tumore weniger EpCAM
als ausdifferenzierte und eine hoéhere Uberlebenswahrscheinlichkeit korrelierte mit
einer hohen EpCAM-Expression (Ensinger et al., 2006; Ralhan et al., 2010).
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Hingegen ist hohe EpCAM-Expression in vielen Tumoren mit einer schlechten
Prognose assoziiert, wie z.B. in Blasen-, Gallenblasen-, Pankreas- und
Brustkarzinomen (Brunner et al.,, 2008; Fong et al.,, 2008; Gastl et al., 2000;
Scheunemann et al., 2008; Schmidt et al., 2008; Spizzo et al., 2004; Varga et al.,
2004). Seine metastasierungsférdernden Eigenschaften werden auch durch die hohe
Expression auf Brust-, Bauchspeicheldrisen- und Kolorektalkrebs-CSC unterstitzt
(Al-Hajj et al., 2003; Li et al., 2007a; O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007).

Wenngleich insbesondere die Studien zur Aktivitit des Zell-Zell-
Adhasionsmolekils EpCAM als Transkriptionsfaktor einen wichtigen Beitrag zum
Verstandnis der Rolle des Molekiils in der Tumorprogression geliefert haben, bleiben
noch viele Fragen unbeantwortet. Dies schliel3t auch die Klédrung eines funktionellen
Beitrags von EpCAM auf CSC mit ein.

1.5 Claudine

1.5.1 Struktur und Funktion

Die Proteinfamilie der Claudine besteht aus 24 Mitgliedern mit Molekulargewichten
von 20-34 kDa, wobei die meisten Vertreter Molekulargewichte von 22-24 kDa
aufweisen. Claudine sind integrale Membranproteine mit vier hydrophoben
Transmembrandoméanen und zwei extrazelluldren Schleifen (loop). Sowohl ihr amino-
als auch carboxyterminales Ende erstreckt sich ins Zytoplasma (Abb. 4). Obwohl sie
die Plasmamembran viermal durchspannen, gehéren die Claudine nicht zu der
Proteinfamilie der Tetraspanine (Morita et al., 1999; Tsukita and Furuse, 2000; Van
Itallie and Anderson, 2006). Das n-terminale Ende ist ca. 4-5 Aminosaurereste kurz
und gefolgt vom ersten extrazelluldren Loop. Dieser enthalt mehrere geladene
Aminosauren (aa) und ist fur die intrazelluldre Ladungsselektivitdt von Bedeutung.
Weiterhin enthélt er zwei hochkonservierte Cysteinreste, von denen angenommen
wird, dass sie einen Loop bilden und durch intramolekulare Disulfidbindung zur
Proteinstabilitdt beitragen (Angelow et al., 2008; Colegio et al., 2002). Der zweite,
kleinere, Extrazelluldre Loop kann als Rezeptor fur Bakterientoxine dienen (Fujita et
al., 2000).
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Abb. 4: Schematische Darstellung des Claudin Monomers

Dargestellt sind die konservierten Strukturen der Claudine und einige bekannte Interaktions- bzw.
Modifikationsstellen. (EL1/2) Extrazelluldrer Loop 1/2, (TM1-4) Transmembrandoméne 1-4, (HCV) Hepatitis C
Virus Zutrittsstelle, (CPE) Clostridium perfringens Enterotoxinbindungsstelle. [Modifiziert nach (Lal-Nag and
Morin, 2009)]

Das c-terminale Ende weist die grofite Diversitat innerhalb des Molekils auf. Seine
Lange variiert zwischen 21-63 aa (106 aa bei Claudin 23). Es beinhaltet, mit
Ausnahme von Claudin 12, ein PDZ (PSD-95, Disks-large, ZO-1, Proteine die dieses
Motiv haben) Bindungsmotiv. Des Weiteren ist es die Ansatzstelle fur verschiedene
post-translationale Modifikationen wie Tyrosin-Phosphorylierung und Palmitoylierung
(Gonzalez-Mariscal et al., 2008; Hamazaki et al., 2002; Itoh et al., 2001; Mitic et al.,
2000; Tsukita et al., 2001; Van ltallie et al., 2005).

Erstmalig wurden Claudine als Komponenten von ,tight junctions® (zonula
occludens) beschrieben und gelten heute, aufgrund ihrer Funktion, als integraler
Bestandteil der tight junctions (TJ) (Balda and Matter, 1998; Furuse et al., 1998).
Weitere Komponenten der TJ sind die Transmembranproteine Occludin und
Tricellulin, sowie Verbindungskomplex- und zytoplasmatische Plaqueproteine ZO 1
(zonula occludens), ZO 2, ZO 3, Cingulin und Symplekin (Bazzoni, 2003; Gonzalez-
Mariscal et al., 2003). TJ befinden sich am apikalen Ende der lateralen Oberflache
von Epithel- oder Endothelzellen, bilden eine kontinuierliche, interzelluldre

Diffusionsbarriere und trennen apikale von basolateralen Membranregionen (Balda
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and Matter, 1998; Morita et al., 1999; Schneeberger and Lynch, 2004; Tsukita and
Furuse, 2000). Die Bedeutung der Claudine fir den Erhalt dieser Barriere ist klar
beschrieben worden (Tsukita et al., 2008). Zwei Beispiele dafur sind: Claudin 1
defiziente Mause sterben kurz nach ihrer Geburt an Dehydration durch
transdermalen Wasserverlust (Furuse et al., 2002). Claudin 11 defiziente Mause
sind, wegen des Verlustes der TJ in der stria vascularis (laterale, sekretorische Wand
des ductus cochlearis im Innenohr, produziert Endolymphe), taub (Gow et al., 2004;
Kitajiri et al., 2004). Claudin-vermittelte Funktionen werden in mehreren Ebenen
reguliert (Findley and Koval, 2009; Gonzalez-Mariscal et al., 2008). Viele Claudine
haben in ihrem c-terminalen Ende Tyrosin- und/oder Threonin-Phosphorylierungs-
stellen sowie konservierte Dicystein-Palmitoylierungsstellen. Phosphorylierung dieser
Domanen durch PKA (Proteinkinase A), PKC und die MLCK (,myosin light chain
kinase“), kann sich auf die claudinvermittelte Barrierefunktion auswirken, vermutlich
aufgrund veranderter Lokalisation (D'Souza et al., 2005; D'Souza et al., 2007; Van
Itallie et al., 2005). Palmitoylierte Claudine kénnen in glykolipidreiche
Membrandoméanen verlagert werden, wo sie mit zytosolischen Geristproteinen
(,scaffold proteins®) interagieren und so Plattformen fir die Signaltransduktion und
die Anbindung an das Zytoskelett bilden (Yeaman et al., 1999). Des Weiteren
unterliegen Claudin-abhéngige Strukturen wie TJ einer konstanten Modulation durch
endozytotisches Recycling (Matsuda et al., 2004; Sasaki et al.,, 2003). Die
Endozytose wird durch Phosphorylierung der Claudine verstarkt, wodurch gleichzeitig
ihre Integration in die TJ negativ beeinflusst wird (D'Souza et al., 2005; lvanov et al.,
2004; Nunbhakdi-Craig et al., 2002). Die Auswirkungen der Claudinexpression auf
die Barrierefunktion der TJ fihrten zu der Annahme, dass eine negative Regulation
der Claudinexpression im Verlauf der EMT erfolgt und diese unterstitzt (Carrozzino
et al., 2005; lkenouchi et al., 2003). Die oben beschriebene Einbindung der Claudine
in Signalstrukturen unterstreicht jedoch die Mdglichkeit einer aktiven Regulation der
EMT durch Claudine, wie sie fur Claudin 1 gezeigt werden konnte, welches Uber den
Wnt / B-Catenin Signalweg die EMT beeinflusst (Okamoto et al., 2005). Diese
Beobachtungen liefern, neben EpCAM, ein weiteres Beispiel daflr, dass ein
Adhésionsmolekil aktiv am metastatischen Prozess beteiligt sein kann.

Die klinische Datenlage ist allerdings nicht so eindeutig wie fir EpCAM. Es
gibt in der Tat Hinweise, dass die Auflésung der TJ durch Verlust der Claudine und

anderer TJ-Proteine ein wichtiger Schritt in der Progression zu metastasierenden
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Tumoren sein kann (Morin, 2005). So ist beispielsweise die Expression von Claudin 1
in Brust- und Darmkrebs reduziert (Kramer et al., 2000; Resnick et al., 2005).
Andererseits wird die Expression von Claudin 3 und 4 in vielen Tumortypen
hochreguliert (Morin, 2005). Auch in der Mehrheit der Pankreaskarzinome wird
Claudin 4 uberexprimiert (Michl et al., 2003; Nichols et al., 2004). Speziell beim IPMN
(intraductal papillary mucinous neoplasms) des Pankreas konnte hingegen gezeigt
werden, dass die Expression von Claudin 4 mit einem starker invasiven Phanotyp
assoziiert ist (Sato et al., 2004). Diese Beispiele unterstreichen, dass die Funktionen
der Claudine bei der Tumorgenese und Metastasierung malfdgeblich durch den
Gewebe- und Tumortyp bestimmt werden (Escudero-Esparza et al., 2011; Lal-Nag
and Morin, 2009; Le Naour and Zoller, 2008; Morin, 2005; Ouban and Ahmed, 2010).
Dies sei speziell fur Claudin 7 ausgefiihrt, das bei der vorliegenden Dissertation eine

zentrale Rolle einnimmt.

1.5.2 Claudin 7

Far Claudin 7 wurde beschrieben, dass es fur die Bildung einer interzellulédren CI'-
Barriere und eines Na'-Kanals verantwortlich ist. Die Regulation der interzelluléren
Permeabilitdt erfolgt mittels der ersten extrazelluldren Doméne des Molekiils (s.
Kapitel 1.5.1) (Alexandre et al., 2007; Alexandre et al., 2005). Claudin 7 ist aber auch
das erste Claudin, fir das eine diffuse Expression in basolateralen Membranen
aullerhalb der TJ in gesundem Gewebe nachgewiesen werden konnte (Alexandre et
al., 2007; Alexandre et al., 2005; Blackman et al., 2005; Fujita et al., 2006). Diese
Beobachtungen deuteten auf weitere, Barriere-unabhangige, Funktionen von
Claudin 7 hin. Uber diese méglichen weiteren Funktionen von Claudin 7 ist jedoch bis
heute kaum etwas bekannt. In jiungerer Zeit konnte Claudin 7 als Stammzellmarker
der Leber (oval cells) identifiziert werden (Yovchev et al., 2007).

Wie fir alle Claudine gibt es auch fir Claudin 7 immer mehr Hinweise auf
wichtige Funktionen in der Tumorgenese. In verschiedenen Tumoren konnte eine
anormale Expression von Claudin 7 festgestellt werden. Reduzierte Claudin 7-
Expression war bei Brustkrebs, Kopf- und Nackenkrebs und im Plattenepithel-
karzinom des Oesophagus mit einer schlechten Prognose assoziiert (Al Moustafa et
al., 2002; Kominsky et al., 2003; Lioni et al., 2007; Park et al., 2007; Sauer et al.,
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2005; Usami et al., 2006). Eine gesteigerte Claudin 7-Expression, verbunden mit
einer schlechten Prognose, konnte beim chromophoben Nierenzellkarzinom und
Nierenonkozytom sowie beim Riesenzelltumor des Knochens und im
hepatozelluldren Karzinom beobachtet werden (Borlak et al., 2005; Choi et al., 2007;
Guenther et al., 2005). In vielen Fallen l&asst sich die Claudin 7-Expression bei
malignen Prozessen mit tumorigenen und prometastatischen Eigenschaften
korrelieren. Wie bereits erwahnt, gibt es bei Kolon- und Pankreaskarzinomen
Hinweise, dass ein aus Claudin 7, EpCAM, Tspan8 und CD44v6 bestehender
Komplex die Metastasierung unterstutzt (Kuhn et al., 2007). Letztlich sei erwéhnt,
dass beim Kolonkarzinom Claudin 7-Uberexpression einen Polaritatsverlust der
Tumorzellen unterstitzt sowie B-Catenin/TCF-4-Aktivitdt und Proliferation verstarkt
(Darido et al., 2008).

1.6 BSp73 Tumormodell

Das BSp73 Tumormodell geht auf eine Parentalzelllinie zurtck, die aus einem
spontan aufgetretenem Pankreasadenokarzinom (BSp73) einer BDX Ratte etabliert
wurde (Zoller et al., 1978). Mehrmaliges subkutanes Passagieren einer aus Aszites
gewonnenen Parentalzelllinie in vivo zeigte, dass der Primartumor zwei Subklone
enthielt, die sich hinsichtlich ihres metastatischen Potenzials stark unterschieden.
Der Klon mit sehr geringem metastatischem Potenzial wurde mit BSP73AS (AS;
Aszites — Subkutan) bezeichnet. Nach subkutaner Injektion in syngene Ratten,
etablierte dieser Klon vornehmlich grolRe, lokale Tumore an der Injektionsstelle und
metastasierte nur gelegentlich in die drainierenden Lymphknoten. Der andere Klon,
der ein sehr hohes metastatisches Potenzial aufwies, wurde mit BSp73ASML (ASML,;
Aszites — Subkutan, metastatisch, lymphogen) bezeichnet und wuchs nach Injektion
in die Fusspfote oder subkutan kaum lokal. Er breitete sich jedoch sehr schnell Giber
das Lymphsystem aus und etablierte miliare Lungenmetastasen, die zum Tod der
Tiere fuhrten (Matzku et al., 1983). AS Zellen &hneln in ihrer Morphologie und ihren
adhasiven Eigenschaften Epithelzellen. ASML Zellen hingegen weisen eine runde
Form ohne erkennbares Ausspreizen auf und binden nur schwach an typische
Substrate der ECM wie Laminin, Fibronektin oder Kollagen (Matzku et al., 1985).

Durch Generierung monoklonaler Antikérper konnten metastasierungsassoziierte
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Molekdle identifiziert werden, die von ASML Zellen sehr stark, von AS Zellen jedoch
nicht exprimiert werden (Matzku et al., 1989). Beschrieben wurden eine variante
Isoform des Hyaluronsaurerezeptors CD44 (Gunthert et al., 1991), C4.4A (Rosel et
al., 1998), ein Molekul ahnlich uPAR, EpCAM (Wurfel et al., 1999), Integrin a6p4
sowie Tetraspanin D6.1A (Tspan8) (Claas et al., 1998; Herlevsen et al., 2003).
Mittels eines ,Affimetrix GeneChip Arrays“ konnten mehrere hundert, in beiden
Zelllinien differentiell exprimierte Proteine identifiziert werden (Tarbe et al., 2002).

Die Vorarbeiten zur vorliegenden Arbeit basieren auf der Generierung dieses
Tumormodells und der Identifikation der metastasierungsassoziierten Molekile. So
konnte in ASML Zellen, aber auch in humanen Kolorektal- und Pankreaskarzinomen
gezeigt werden, dass phosphoryliertes Claudin 7 mit EpCAM assoziiert. Diese
Bindung geht mit einer Verlagerung von EpCAM/Claudin 7 in TEMs einher. Dort
assoziiert der EpCAM-Claudin 7-Komplex mit dem Tetraspanin Tspan8 und dem
metastasierungsférdernden CAM CD44v6. Hierbei ist Claudin 7 und seine Bindung
an EpCAM entscheidend fur die Komplexbildung. Die Ko-Expression dieser Proteine
und die Komplexbildung in den TEM korreliert invers mit krankheitsfreiem Uberleben
(Claas et al., 2005; Kuhn et al., 2007; Ladwein et al., 2005; Le Naour et al., 2006b).
Zellen, die alle vier Molekile des Komplexes exprimieren, sind stark
apoptoseresistent. Hingegen weisen Zellen, die ein Protein des Komplexes nicht
exprimieren oder deren TEMs durch Cholesterolentfernung zerstért sind, eine stark
reduzierte Apoptoseresistenz auf (Hemler, 2005; Kuhn et al., 2007; Le Naour et al.,
2006a). Es gibt Hinweise, dass die EpCAM/Claudin 7/Tspan8/CD44v6 vermittelte
Apoptoseresistenz durch Aktivierung des mitochondrialen Apoptosesignalweges
reguliert wird (Nubel et al.,, 2009). Allerdings gibt es auch Hinweise, dass die
Metastasierungsfahigkeit von ASML Zellen maldgeblich durch CD44v6 beeinflusst
wird. Bei Reduktion der CD44v6-Expression durch einen stabilen CD44v4-v7-
knockdown, verloren ASML Zellen ihr hohes metastastatisches Potenzial, wobei der
von ASML Zellen sezernierten Matrix eine wesentliche Rolle zukommt. Die von
ASML Zellen sezernierte Matrix unterstitzt die Adh&sion von migrierenden, aus dem
Primartumor gelésten Tumorzellen und tragt in erheblichem Malie zu CD44v6-
vermittelter Signaltransduktion bei (Jung et al., 2009; Jung et al., 2011; Klingbeil et
al.,, 2009). Diese Befunde stehen im Einklang sowohl mit der Aktivitdt von
CD44/CD44v6 als Hyaluronsaure-Rezeptor, als auch mit einem wesentlichen Beitrag

der Tumorzell-Matrix-Interaktion in der Tumorprogression. Da die erwdhnten Arbeiten
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zu EpCAM-vermittelter Signaltransduktion zwar Hinweise auf die Bedeutung von
EpCAM beim Tumorwachstum, nicht aber bei der Metastasierung lieferten, klinische
Befunde aber eine Beteiligung von EpCAM am Metastasierungsprozess nahelegen,
bot sich das ASML Tumormodell an, diese Frage mittels eines EpCAM-knockdown in

Angriff zu nehmen.

1.7 Ziele der Arbeit

Patienten, die an einem Pankreaskarzinom leiden, haben aufgrund der meist spéaten
Diagnose, verbunden mit einer frihen Metastasierung, eine extrem schlechte
Prognose. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate liegt deutlich unter zehn Prozent.
Erkenntnisse Uber die Regulation der Metastasierung und Tumorigenitdt beim
Pankreaskarzinom sind deswegen von grofdter klinischer Bedeutung, wobei nach
heutigem Erkenntnisstand speziell CSC eine zentrale Rolle zukommt. Fir das
Pankreaskarzinom sind als CSC-Marker vornehmlich CD44v6 und EpCAM
beschrieben. Fir CD44v6 konnten wir und weitere Gruppen nachweisen, dass der
Expression von CD44v6 eine funktionelle Bedeutung beim Metastasierungsprozess
zukommt. Fur EpCAM liegen keine entsprechenden Daten vor. Ziel meiner Arbeit war

es daher in dem beschriebenen Tumormodell folgende Fragen zu beantworten:

o |st EpCAM fir den Metastasierungsprozess von essentieller Bedeutung?

e Welche Rolle spielt die Assoziation von EpCAM mit Claudin 7 bei der
Metastasierung?

e Sofern EpCAM oder der Claudin 7-EpCAM-Komplex fir die Metastasierung
essentiell sind, welche molekularen Mechanismen liegen dem Beitrag von
EpCAM und/oder EpCAM/Claudin 7 zur Metastasierung zugrunde?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Gerite

Tabelle 1: Auflistung der verwendeten Gerate unter Angabe des Herstellers

Name

Analysenwaage PT 3100
DNA-Agarosegelelektrophoresekammer
ELISA Microplattenleser

Entwickler Agfa Curix 60

FACS Calibur

Fluoroskan Ascent Mikroplattenleser
Geldokumentationssystem (Mididoc)
Inkubator fur Bakterienkulturen
Inkubator fur Zellkulturen
Inverslichtmikroskop DM-IL
Lichtmikroskop DMBRE
Magnetrihrer

Mikrowelle

Netzgerat PS 9009

Netzgerate

PCR-Cycler Mastercycler
Ph-Meter-761 Calimatic

Photokassette

Hersteller

Sartorius, Géttingen

Bio-Rad, Munich

Anthos labtec, Wals, Austria
Siemens, Erlangen
Becton-Dickinson, Heidelberg
Thermo scientific, Langenselbold
Herolab, Wiesloch

Melag, Berlin

Labotec, Goettingen

Leica, Bensheim

Leica, Bensheim

Heidolph, Keilheim

Phillips, Wiesbaden

GIBCO, Darmstadt

Consort, Turnhout, Belgien
Eppendorf, Hamburg

Knick, Berlin

Amersham, Freiburg
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Photometer Ultraspec Il

Pipetten

Pipettus-Akku

Prazisionswaage RC 210 D

Rotor GSA

Rotor SW 34

Rotor SW 41 Ti

Rotor SW 60

Schuttelgerat Vortex Genie®
Schuttelinkubator fur Bakterienkulturen
SDS-PAGE System Mini-PROTEAN®
Sterilbénke

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

B-Zahler betaplate 1205

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

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

Kendro, Langenselbold

LKB Wallac, Mt Waverley, USA
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2.1.2 Sonstige Materialien

Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Materialien unter Angabe des Herstellers

Name
Dako Stift
Deckglaser

Eppendorf-Reaktionsgefalle
(1,5ml, 2 ml)

Hyperfilm ECL

Kantlen

Kryo-Réhrchen

Migrationskammer AP48
Nitrozellulosemembran Hybond® ECL®
Objekttrager

Parafilm®M

PCR Reaktionsgefale
Pipettenspitzen
Polycarbonatmembran (Poren 8um)
Réhrchen (15 ml, 50 ml)

Spritzen

Sterilfilter 0,2um

Whatman™ 3MM paper

Zellkultur Flaschen (25 cm?, 75 cm?)

Zellkultur Multiwell Platten
(96 Well, 24 Well, 6 Well)

Hersteller
DakoCytomat., Glostrup, Denmark
R. Langenbrinck, Emmendingen

Eppendorf, Hamburg

Amersham, Freiburg

BD Biosciences, Heidelberg

Greiner, Frickenhausen

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA
Amersham, Freiburg

R. Langenbrinck, Emmendingen
American Nat. Can., Greenwich, GB
Axon Kaiserslautern

Sarstedt, Numbrecht

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, USA
Greiner, Frickenhausen

BD Biosciences, Heidelberg

Renner, Darmstadt

Whatman GmbH, Dassel

Greiner, Frickenhausen

Greiner, Frickenhausen
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Zellkulturschalen (100mm) Greiner, Frickenhausen

Zellschaber Greiner, Frickenhausen

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien und Reagenzien unter Angabe des Herstellers

Name

2p.ATP

*H-Thymidin

Acetoacetat

Aceton

Agar

Agarose
Ammoniumpersulfat (APS)
Ampicillin Sulfat
Bactoagar

Biotin-X-NHS

Bradford Reagent

Brilliant Blau G-Colloidal Konzentrat
Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid

CFSE

Chloroform

Cisplatin (cis-Diaminplatinum(ll)dichlorid)

Hersteller

Hartmann Analytic, Braunschweig
Amersham Bioscience, Freiburg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Fluka, Buchs, Schweiz

Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

Calbiochem, Darmstadt

Fluka, Buchs, Switzerland
Calbiochem, Darmstadt
Bio-Rad, Miinchen

Sigma, Seelze

Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

Sigma, Seelze

Sigma, Seelze
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Coomassie R250
DEPC

DMSO

DSP

DTSSP

DTT

Essigséaure

Ethanol
Ethidiumbromid
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fetal Calf Serum (FCS)
Formaldehyd 37%
G418 Sulfat

Gelatine

Glukose

Glycerin

Glyzin

Hefeextrakt

HEPES

Hyaluronsaure (Rooster Comb)
Hygromycin
Isopropanol
Kaliumacetat

Kaliumcarbonat

Gerbu-Biotechnik, Gaiberg
Applichem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Pierce Biotechnology, Rockford, USA
Pierce Biotechnology, Rockford, USA
Sigma, Seelze

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

Merck, Darmstadt

PAA, Pasching, Osterreich
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Applichem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

GIBCO, Darmstadt
Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

PAA, Pasching, Osterreich
Roth, Karlsruhe

Roth,, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumtetrathionat
Kristallviolett

Laminin-5

L-Glutamin

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

Mayer’s Hamalaun
Methanol

Milchpulver

Mowiol

MTT (2,3,5-Triphenyltetrazoliumchlorid)
Natriumacetat

Natriumazid
Natriumcarbonat
Natriumchlorid
Natriumdodekylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydrogenphosphat

Natriumhydroxid

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe
K.Miyazaki, Yokohama, Japan
AppliChem, Darmstadt
Invitrogen, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Fluka, Buchs, Schweiz
Sigma, Seelze
AppliChem, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Seelze
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Natriumorthovanadat
Natriumpyruvat

Natriumtetrathionat
Natriumthiosulfat

Optifluor O

Paraformaldehyd

Penizillin
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)
Phosphataseinhibitor PhosSTOP®
PMA (Phorbolmyristatacetat)
Poly-L-Lysin

Ponceau-S-Ldsung

Propidiumiodid

Protease-Inhibitor Cocktail Tabletten
Protein G Sepharose 4 Fast Flow
Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)
RPMI 1640 Zellkulturmedium
Salzs&ure

Streptomycinsulfat

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

TRIS
Triton-X-100
Trypanblau

Trypsin

Sigma, Seelze

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Perkin Elmer, Rodgau
Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

Roche Diagnostik, Mannheim
Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

Roth, Karlsruhe
Calbiochem, Darmstadt

Roche Diagnostik, Mannheim

Amersham Pharmacia, Freiburg

Roth, Karlsruhe
GIBCO, Darmstadt
Sigma, Seelze
Sigma, Seelze
Sigma, Seelze
Roth, Karlsruhe
Sigma, Seelze
Serva, Heidelberg

Sigma, Seelze
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Trypton
Tween 20
Urea

B-Mercaptoethanol

AppliChem, Darmstadt
Serva, Heidelberg
Sigma, Seelze

Sigma, Seelze

2.1.4 Standard Puffer und Lésungen

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Puffer und Lésungen unter Angabe des Herstellers

6x Laemmli Puffer

Bicarbonatpuffer
Einfriermedium
Ethidiumbromid

HEPES Puffer

Laufpuffer fur SDS-PAGE (10x)

LB Medium

PBS

Stripping Puffer fur WB

TAE Puffer

Transferpuffer (WB)

Waschpuffer (WB Membranen)

350 mM Tris, pH 6,8, 10 % (w/v) SDS, 36 % (w/v)
Glyzerin, 0,01 % (w/v) Bromphenolblau

15 mM Na,COj3, 35 mM NaHCOg3, pH 9,6
10 % DMSO in FCS
0,01 % (w/v) in Wasser

25 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM MgCly,
1 mM PMSF, Protease-+ Phosphataseinhibitoren

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

10 g Peptone, 5 g Hefeextrakt, 10 g NaCl, ad
1 L dd H20. 15 g Agar fur LB Agarplatten.

137 mM NacCl, 8,1 mM Na;HPOQO4, 2,7 mM KClI,
1,5 mM KH2POy4, pH 7,4

50 mM Tris-HCI (pH 6,8), 2 % SDS,
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

25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0,1% SDS,
20 % Methanol

PBS, 0,1 % Tween 20
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2.1.5 Enzyme

Tabelle 5: Auflistung der verwendeten Enzyme unter Angabe des Herstellers

Name Hersteller

AccuPrime® Polymerase Invitrogen, Darmstadt

Afllll Restriktionsenzym New England Biolabs, Ipswich, USA
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: Auflistung der verwendeten 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
2.1.7 Kits

Tabelle 7: Auflistung der verwendeten Kits unter Angabe des Herstellers

Name Hersteller
ECL Western Blotting Detection Reagents Amersham, Freiburg
QIAGEN Plasmid Midi Kit QIAGEN, Hilden
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QIlAprep Spin Miniprep Kit

QIAquick Gel Extraction Kit

2.1.8 siRNA

QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Tabelle 8: Auflistung der verwendeten siRNAs unter Angabe des Herstellers

siRNA
Claudin 7 rat, SI01499463
Claudin 7 rat, S101499470
MAPK1

ALEXA Fluor 488

2.1.9 Oligos

Hersteller

QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden
QIAGEN, Hilden

QIAGEN, Hilden

Tabelle 9: Auflistung der verwendeten Oligos unter Angabe der Sequenz

Name

EpCAM kd 1.15 sense

EpCAM kd 1.15 antisense

EpCAM kd 2.4 sense

EpCAM kd 2.4 antisense

Claudin 7 kd 1 sense

Claudin 7 kd 1 antisense

Sequenz

5°-gatccccTGAGAATGAGAATGGTGAATGCCAGTTC
AAGAGACTGGCATTCACCATTCTCATTCTCATttttta-3°

5‘-agcttaaaaaTGAGAATGAGAATGGTGAATGCCAGTCTC
TTGAACTGGCATTCACCATTCTCATTCTCAggg-3

5°-gatccccCTGCACTTCAGGACACATTTGCATCTTCAAGA
GAGATGCAAATGTGTCCTGAAGTGCAGttttta-3*

5-agcttaaaaaCTGCACTTCAGGACACATTTGCATCTCTC
TTGAAGATGCAAATGTGTCCTGAAGTGCAGggg-3'

5°-gatccccGGCTCGGTTAACAAGATTTTTC
AAGAGAAAATCTTGTTAACCGAGCCttttta-3°

5'-agcttaaaaaGGCTCGGTTAACAAGATTTTCTC
TTGAAAAATCTTGTTAACCGAGCCggg-3*
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Claudin 7 kd 2 sense 5°-gatccccGAGACAAGGAAATGGCTAATTC
AAGAGATTAGCCATTTCCTTGTCTCttitta-3

Claudin 7 kd 2 antisense 5‘-agcttaaaaaGAGACAAGGAAATGGCTAATCTC
TTGAATTAGCCATTTCCTTGTCTCggg-3'

2.1.10 Primer

Tabelle 10: Auflistung der verwendeten Primer unter Angabe der Sequenz

Name

EpCAM rescue Pst | sense

EpCAM rescue Pst | antisense

EpCAM rescue Afl lll sense

EpCAM rescue Afl lll antisense

EpCAM rescue Pst | + Afl Il sense

EpCAM rescue Pst | + Afl IIl antisense

Sequenz

5-GAGAGTTTGCATACTGCCCTGCAGGACA
CATTTGCATC-3

5-GATGCAAATGTGTCCTGCAGGGCAGTAT
GCAAACTCTC-3'

5'-CTGCACTTCAGGACACGTTCGCATCTCGA
TACATGC-3’

5-GCATGTATCGAGATGCGAACGTGTCCTGA
AGTGCAG-3’

5-CTGCCCTGCAGGACACGTTCGCATCTCG
ATACATGC-3’

5-GCATGTATCGAGATGCGAACGTGTCCTG
CAGGGCAG-3’
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2.1.11 Antikorper

2.1.11.1 Priméarantikorper

Tabelle 11: Auflistung der verwendeten Primé&rantikdrper unter Angabe des Herstellers

Name

AnnexinV-FITC

AnnexinV-APC
Akt

BAD

Bak

Bax

Bcl-2

Bcl-XI

Bid

C4.4 (Klon C4.4)
casp9,cleaved
caspase3d
caspase8
caspase9
CD104
CD11b(Klon Ox42)
CD31

CD4 (Klon Ox35)
CD8 (Klon Ox8)

c-jun

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Biozol, Eching

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
BD Biosciences, Heidelberg
Matzku et al., 1989

Cell Signaling, Frankfurt
Cell Signaling, Frankfurt
BD Biosciences, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

European Association of Animal Cell Cultures

BD Biosciences, Heidelberg

European Association of Animal Cell Cultures

European Association of Animal Cell Cultures

Santa Cruz, Heidelberg
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claudin-7

c-myc (Klon 9E10)
cytochr. C
EpCAM (Klon D5.7)
ERK1,2

ezrin

JNK

MEK

NFkB

p-Akt

p-BAD

p-c-jun

p-ERK1,2

p-ezrin

PI3K

p-IkB

p-JNK

PKC

p-PKC

PS2-NFT

ras

TACE

Tspan8 (Klon D6.1)
a6p4 (Klon B5.5)

B-actin

Pape et al., 2004

European Association of Animal Cell Cultures
BD Biosciences, Heidelberg
Matzku et al., 1989

Santa Cruz, Heidelberg
Sigma, Minchen

BD Biosciences, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg
Santa Cruz, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
BD Biosciences, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Cell Signaling, Frankfurt
Santa Cruz, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg
Stressgen, Ann Arbor, USA
Matzku et al., 1989

Matzku et al., 1989

BD Biosciences, Heidelberg
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B-catenin

2.1.11.2 Sekundarantikérper

BD Biosciences, Heidelberg

Tabelle 12: Auflistung der verwendeten Sekundarantikérper unter Angabe des Herstellers

Name
Anti-mouse-IgG-APC
Anti-mouse-lgG-PE
Anti-mouse-lgG-HRP
Anti-mouse-IgG-FITC
Anti-guineapig 1IgG-HRP
Anti-guineapig-l1gG-PE
Anti-rat-IlgG-HRP
Anti-rabbit-IgG-HRP
Anti-rabbit-1IgG-PE

Anti-goat-IgG-HRP

2.1.12 Expressionsvektoren

Hersteller

BD Biosciences, Heidelberg
Dianova, Hamburg
Rockland, Gilbertsville, USA
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Dianova, Hamburg
Rockland, Gilbertsville, USA
Dianova, Hamburg

Rockland, Gilbertsville, USA

Alle knockdown Konstrukte wurden in das pSUPER.gfp/neo Expressionsplasmid

(Oligoengine, Seattle, USA) geklont.

Die EpCAM rescue Konstrukte wurden in das pcDNA3.1(+) Expressionsplasmid mit

Hygromycinresistenz (Invitrogen, Darmstadt) geklont.
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2.1.13 Bakterinstamme

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten Bakterienstimme unter Angabe des Genotyps

Name
E.coli DH5a

E.coli oneShot®TOP10

2.1.14 Zelllinien

Genotyp
F, ®80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR,

recA1, endA1, hsdR17(rk’,mk"), phoA, supE44, thi-1,
gyrA96, rel A1, \" (Invitrogen, Darmstadt)

F-  mcrA  A(mrr-hsdRMS-mcBC)  ¢80/acZAM15
AlacX74 recA1 araD139 A(araleu)

7697 galu galK rpsL (StrR) endA1 nupG (Invitrogen,
Darmstadt)

Tabelle 14: Auflistung der verwendeten Zelllinien unter Angabe des Ursprungs

Name

BSp73ASML

BSp73ASML-EpCAM*

BSp73ASML-Claudin 7

BSp73AS

Fibroblasten

Endothelzellen

Ursprung

Pankreas Adenokarzinom, stark metastasierend, BDX
Rattenstamm (Matzku et al., 1983)

BSp73ASML Zellen, bei denen die EpCAM-Expression

stabil herunter reguliert wurde.

BSp73ASML Zellen, bei denen die Claudin 7-Expression

stabil herunter reguliert wurde.

Pankreas Adenokarzinom, nicht metastasierend, BDX
Rattenstamm (Matzku et al., 1983)

Immortalisierte Lungenfibroblasten, BDX Rattenstamm
(Weth, 2000)

Ratten Aorta Endothelzellen (RAEC), (isoliert aus dem

Wistar Rattenstamm, Cell lining, Berlin)
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2.1.15 Tiere

BDX Ratten wurden in der IBF (Universitdt Heidelberg) geziichtet, unter Pathogen

freien Bedingungen gehalten und mit sterilisiertem Futter und Wasser gefittert.

2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Bakterienkulturen

Bakterien (E.coli) wurden in Luria Bertani (LB) Medium bei 37 °C unter Schitteln
kultiviert. Zur Selektion transformierter Bakterien wurde dem Medium Ampicillin (100
Mg/ml) zugesetzt. Des Weiteren erfolgte die Kultivierung von E.coli auf Agarplatten
(60 pg/ml Ampicillin) bei 37 °C. Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden 1,5 ml
einer Uber-Nacht-Kultur abzentrifugiert (5 min, 4.000 Upm, RT), das Zellpellet in
500 plI des entsprechenden Mediums resuspendiert, mit 500 pl (1 Volumen = 50 %)
sterilem Glyzerin versetzt und gut gemischt. Die Suspension wurde in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert.

2.2.1.2 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien

Die Transformation chemisch kompetenter E.coli erfolgte nach der verbreiteten heat-
shock-Methode. Hierzu wurden 50 pl der bei -80 °C gelagerten Bakteriensuspension
auf Eis aufgetaut und mit 50 pg Plasmid-DNA oder 20 pl PCR-Produkt gemischt.
Diese Mischung wurde 10 min auf Eis inkubiert. Danach erfolgte der Hitzeschock fir
45 — 60 s bei 42 °C. Anschlieend wurde die Mischung wieder 2 min auf Eis
inkubiert. Nach Zugabe von 300 ul LB Medium wurde der Ansatz 45 min — 1 h bei
37 °C unter schutteln inkubiert (in dieser Zeit erfolgte die Expression des Ampicillin
Resistenzgens). Darauf folgend wurden 50 — 150 pl des Transformationsansatzes

auf einer LBamp-Agarplatte ausplattiert und fir 12 — 16 h bei 37 °C inkubiert. Einzelne
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Bakterienkolonien wurden von der Platte in LB Medium Uberfiihrt und 12 — 16 h bei

37 °C unter schutteln zur Plasmidisolierung kultiviert.

2.2.1.3 Plasmid-DNA Isolierung aus Bakterienkulturen

Zur Préaparation kleiner und mittlerer Mengen Plasmid-DNA wurden QIAGEN kits
gemal den Herstellerangaben verwendet (Miniprep / Midiprep).

Kleinere Plasmid-DNA Mengen wurden alternativ ohne Verwendung eines kits
isoliert. Hierzu wurden 3 ml einer Uber-Nacht-Bakterienkultur, welche das
gewinschte Plasmid enthélt, abzentrifugiert (5 min, 4.000 Upm, RT). Das erhaltene
Zellpellet wurde in 200 pl Puffer P1 (50 mM Tris-HCL, pH 8, 10 mM EDTA, 100 pg/ml
RNAse A) resuspendiert, zur alkalischen Lyse mit 200 ul Puffer P2 (200 mM NaOH,
1 % SDS) versetzt und durch mehrmaliges Umdrehen kraftig gemischt. Nach 5 min
Inkubation bei RT wurde die Lyse durch Zugabe von 200 pl, 4 °C kaltem Puffer P3
(2,55 M KAc, pH 4,8) abgestoppt. Nach sofortigem, vorsichtigem Mischen durch
mehrmaliges Umdrehen, wurde die Probe 10 min auf Eis gehalten und anschliel3end
abzentrifugiert (15 min, 13.000 Upm, 4 °C). Der Uberstand wurde mit einem Volumen
4 °C kalten Isopropanol versetzt, gut gemischt und anschlieBend zentrifugiert
(30 min, 13.000 Upm, 4 °C). Das erhaltene DNA-Pellet wurde mit 4 °C kaltem
70 %igem Ethanol gewaschen. AnschlieBend wurde das DNA-Pellet getrocknet und

in 30 — 50 pl H,O aufgenommen.

2.2.1.4 Restriktionsverdau von DNA

Der Restriktionsverdau erfolgte standardmafig in einem 20 yl Ansatz. 1 — 15 ug DNA
wurden mit 5 — 10 Units des entsprechenden Enzyms und 2 ul 10x-Restriktionspuffer
gemischt und mit dd H,O auf 20 ul aufgefiillt. Die 10x-Restriktionspuffer wurden nach
Angaben des Enzymherstellers ausgewahlt. Die Reaktion erfolgte bei 37 °C fur

1 — 3 h oder Gber Nacht in Abhangigkeit von der DNA Menge.
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2.2.1.5 Dephosphorylierung von Plasmid-DNA

Zur Minimierung der Rezirkularisierung von linearisierter Plasmid-DNA wurden die 5°-
Phosphatreste an beiden Enden der linearen, doppelstrangigen Plasmid-DNA
enzymatisch entfernt (calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) MBI Fermentas, St.
Leon-Rot). Die Reaktion wurde entsprechend der Herstellerangaben angesetzt und
erfolgte 30 min bei 37 °C. Danach erfolgte die Hitzeinaktivierung des Enzyms durch

erhitzen auf 85 °C fir 15 min.

2.2.1.6 Plasmid Ligation

Zur Ligation von cDNA Fragmenten in ein Plasmid wurde T4 Ligase und der
zugehdrige Ligasepuffer verwendet (MBI Fermentas, St. Leon-Rot). 200 ng
linearisierte und dephosphorylierte Plasmid-DNA wurden eingesetzt. Die Menge des
Fragmentes wurde im molaren Verhéltnis 3 : 1 (Fragment : Plasmid) berechnet. Die
Reaktion erfolgte 1 h bei RT. Anschliel3end erfolgte die Inaktivierung des Enzyms bei
70 °C far 15 min.

2.2.1.7 siRNA-Transfektion

Fur die Transfektion von ASML Zellen wurden 5x10* Zellen pro Well (24-Well-Platte)
ausplattiert. Die Transfektion der Zellen mit siRNA erfolgte am néchsten Tag. Als
Transfektionsreagenz  wurde Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen, Darmstadt)
entsprechend der Herstellerangaben verwendet. Zur Kontrolle der Transfektions-
effizienz wurde die Expression der Zielproteine 24, 48 und 72 Stunden nach der
Transfektion mittels SDS-PAGE und anschlieRendem WB kontrolliert.

2.2.1.8 Generierung der knockdown Konstrukte

Zur Generierung sowohl der EpCAM-, als auch der Claudin 7-knockdown-Konstrukte
wurde das pSUPER RNAi System™ (Oligoengine, Seattle, USA) gemal der

35



Material und Methoden

Herstellerangaben verwendet. Hierzu wurde jeweils die Sequenz der funktionalen
siRNA in eine DNA Sequenz translatiert und in die vorgegebene Rahmensequenz
des pSUPER RNAIi System hairpins eingefligt. Die dementsprechend synthetisierten
Oligos wurden anhand der integrierten Bglll und Hindlll Restriktionsschnittstellen in
die multiple cloning site des pSUPER.gfp/neo Expressionsplasmids ligiert (Abb. 5).
Anschlieend wurden die Konstrukte in chemisch kompetente E.coli Bakterien
transformiert und auf LBamp-Agarplatten kultiviert. Die aus einzelnen
Bakterienkolonien gewonnene Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsverdaue auf
Enthalt der gewiinschten Konstrukte Uberprift. Vielversprechende Proben wurden
durch Sequenzierung auf ihre Korrektheit Uberprift. Mittlere Mengen der knockdown
Konstrukte wurden durch Plasmid Midiprep (QIAGEN, Hilden) gewonnen und

Bakteriendauerkulturen wurden angelegt.

A GACUCCAGUGGUAAUCUACUU
UUCUGAGGUCACCAUUAGAUG

| _—
o GACUCCAGUGGUAAUCUACU ﬁ;
- UUCUGAGGUCACCAUUAGAUGAGAG

= Bglll) Target Sequence: sense (Hairpin) Target Sequence: antisense
C. 5 _GATCCCCGACTCCAGTGGTAATCTACTT CAAGAGAGTAGATTACCACTGGAGTCTTTTTA-3"
1 —GLLCTGAGGTCACCATTAGATGALSTTCTCTCATC TAATGGTGACCTCAGA A LA TTCGA
(Hindlll)

Custom Dligos
v

Abb. 5: Schematische Darstellung pSUPER RNAi System™

Schematische Darstellung der Transkription eines 60 Nukleotid Oligos in hairpin RNA und
anschlieBende Prozessierung in funktionale siRNA. [pSUPER RNAi System™ Handbuch
(Oligoengine, Seattle, USA)]

2.2.1.9 Generierung der EpCAM rescue Konstrukte

Der EpCAM rescue sollte in ASML-EpC*® Zellen durch stabile Transfektion eines

EpCAM cDNA enthaltenden Expressionsplasmids erreicht werden.
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Als Ausgangspunkt zur Generierung des rescue Konstruktes wurde ein bereits
vorhandenes Konstrukt verwendet, in welchem EpCAM in der Transmembran-
doméne so mutiert ist, dass keine Bindung mit Claudin 7 erfolgen kann (Nubel et al.,
2009). Um die Unterdrickung der Expression des exogenen EpCAMs durch das
knockdown Konstrukt zu verhindern oder zumindest stark zu reduzieren, wurde die
EpCAM cDNA im Erkennungsbereich der siRNA mutiert. Dies erfolgte durch das
Einbringen mehrerer stiller Punktmutationen ohne Veranderung der Aminoséure-
sequenz. Durch diese Mutationen entstanden neue Restriktionsschnittstellen, die zur
Erfolgskontrolle der Klonierung verwendet wurden. Die mutierte Plasmid-DNA wurde
durch PCR unter Verwendung entsprechend synthetisierter Primer hergestellt.
Anschlieflend erfolgte die Transformation der Konstrukte in chemisch kompetente
E.coli und die Kultivierung auf LBamp-Agarplatten. Die aus einzelnen
Bakterienkolonien gewonnene Plasmid-DNA wurde durch Restriktionsverdaue auf
Enthalt der gewlnschten Konstrukte Uberprift. Vielversprechende Proben wurden
durch Sequenzierung auf ihre Korrektheit Uberpruft. Mittlere Mengen der knockdown
Konstrukte wurden durch Plasmid Midiprep (QIAGEN, Hilden) gewonnen und

Bakteriendauerkulturen wurden angelegt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 Quervernetzung von Proteinen

Zur Quervernetzung von Proteinen wurde der membranpermeable ,Cross-Linker®
DSP (Pierce Biotechnology, Rockford, USA) oder der membranimpermeable ,Cross-
Linker* DTSSP entsprechend der Herstellerangaben verwendet.

Adhéarente Zellen wurden mit Trypsin abgelést und fur 2 h in Zellkulturmedium im
Inkubator gehalten. Alternativ wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgeldst.
Anschlieltend wurden die Zellen zweimal mit HEPES-Puffer gewaschen und 30 min
bei RT mit DSP (1mM Endkonzentration) inkubiert. Durch Zugabe von Tris pH 7,5
(Endkonzentration 20 mM) und Inkubation fir 15 min bei RT wurde die Reaktion

abgestoppt.
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2.2.2.2 Zelllyse zur Gewinnung von Gesamtproteinproben

Zur Gewinnung von Gesamtproteinproben wurden adharenten Zellen zunachst mit
Trypsin aus der Zellkulturflasche geldst und fir 2 Stunden im Inkubator gehalten.
Alternativ wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgel6st. Danach wurden die
Zellen pelletiert (1.600 Upm, 4 min, RT) und zweimal in HEPES-Puffer gewaschen.
Die Zelllyse erfolgte in 500 — 1500 pl Lysepuffer (HEPES-Puffer, 1 % Triton X 100
oder 1 % Lubrol) fir 1 h bei 4 °C unter leichtem Schitteln. Durch Zugabe von
Protease- und Phosphatase-Inhibitoren zum  Lysepuffer, gemall der
Herstellerangaben, wurde ein Proteinabbau bzw. die Dephosphorylierung durch die,
bei der Zelllyse freigesetzten, intrazelluldren Proteasen und Phosphatasen
verhindert. Daraufhin wurde das Lysat fir 15 min bei 4 °C mit 13.000 Upm
zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal® uberfuhrt. Die Probe
wurde konsequent bei 4 °C gehalten oder bei -20 °C gelagert. Der Proteingehalt des

Lysates wurde mit der ,Bradford-Methode" bestimmit.

2.2.2.3 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in einer Lysatprobe erfolgte mittels
Bradford-Reagenz (Bio-Rad, Miinchen) entsprechend der Herstellerangaben. Von
der zu bestimmenden Proteinldsung wurde 1 ul in eine 96-Well-Platte, in der 99 pl
Bradford-Reagenz vorgelegt wurden, pipettiert. Als Standard dienten definierte BSA-
Verdinnungen (0 — 5 ug/ul) in HEPES-Puffer. Die Ansatze wurden fir 10 Minuten bei
RT inkubiert und anschlief3end die Absorption bei 595 nm (ELISA Microplattenleser
Anthos labtec, Wals, Austria) gemessen. Die Auswertung erfolgte im Gerat mittels

einer, am Proteinstandard erstellten, Kalibriergeraden.

2.2.2.4 Immunprazipitation (IP)

Zum Nachweis mdglicher, direkter Interaktion von Membran- bzw. zytosolischen
Proteinen wurden Zelllysate hergestellt. Bei den Proben erfolgte entweder vor der

Lyse ein chemisches ,cross-linking“ oder der Lysepuffer enthielt nur ein besonders

38



Material und Methoden

mildes Detergenz (HEPES-Puffer, 1 % Lubrol). Aus den Zelllysaten wurden
entsprechend der Konzentrationsbestimmung 300 — 800 pg Gesamtprotein als Probe
in die IP eingesetzt. Die Proben wurden mit HEPES-Puffer auf gleiches Volumen
gebracht. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 5 ug/ml Primarantikérper gefolgt von 1 h
Inkubation bei RT bzw. Uber Nacht bei 4 °C in einem Uber-Kopf-Rotierer.
Anschliefend wurden die Proben mit 5 % Protein-G-Sepharose (Amersham
Pharmacia, Freiburg) versetzt und 1 h bei 4 °C in einem Uber-Kopf-Rotierer inkubiert.
Die Sepharose wurde danach durch Zentrifugation (13.000 Upm, 5 min, 4 °C)
pelletiert und dreimal mit kaltem HEPES-Puffer gewaschen, jeweils gefolgt von
einem Zentrifugationsschritt (13.000 Upm, 1 min, 4 °C). Das erhaltene
Sepharosepellet wurde in 20 — 60 pl 6x-SDS-Probenpuffer (Laemmli-Puffer)
aufgenommen und 5 min bei 95 °C aufgekocht, um die Protein-Antikérper-
Sepharose-Bindung zu I6sen. Die Proben wurden anschlief3end bei -20 °C gelagert
oder direkt in einer SDS-PAGE verwendet.

2.2.2.5 In vitro Kinase Assay

Kinase-Assay-Puffer: 25 mM HEPES pH 7,2, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl,,

5 mM MnCl,, Phosphatase- und Proteaseinhibitoren

Fur einen in vitro Kinase Assay wurde zunachst eine IP durchgefihrt, wobei alle
Puffer phosphatfrei gehalten wurden. Danach wurde die Protein-G-Sepharose
dreimal mit Lysepuffer, einmal mit Lysepuffer ohne Detergenz und einmal mit Kinase-
Puffer gewaschen. Das Prézipitat wurde anschlie3end in 20 pl Kinase-Assay-Puffer,
der 10 pCi [**P]y-ATP enthielt, aufgenommen und fir 15 min bei 37 °C inkubiert.
Darauf folgend wurde die Reaktion, durch Zugabe von 6x Laemmli-Puffer, gestoppt
und anschlieend fur 5 min auf 95 °C erhitzt. Danach wurde die Probe in eine SDS-
PAGE eingesetzt. AnschlieBend wurde das Gel entweder in Plastikfolie
eingeschweil3t oder einem Western-Blot (WB) unterzogen. In beiden Faéllen folgte die
Auswertung per Autoradiographie.

Alternativ wurde der Assay ohne vorhergehende IP durchgefiihrt. Hierzu wurden
60 ug Gesamtprotein aus Zelllysaten, anstelle des Prazipitates, in die Reaktion

eingesetzt.
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2.2.2.6 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung von Proteingemischen nach dem Molekulargewicht der enthaltenen
Proteine erfolgte mittels SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (Laemmli, 1970).

Fur die elektrophoretische Auftrennung der Proteingemische wurde das Mini-
Protean® (II) System (Bio-Rad, Miinchen) verwendet. Das Trenngel (375 mM Tris
pH 8,8, 0,1 % SDS, 10 — 12 % Bis-Acrylamid 30 % (Roth, Karlsruhe), 0,1 % (v/v)
TEMED, 0,1 % (w/v) Ammoniumpersulfat (APS)) wurde in die Gelapparatur
gegossen und zur Begradigung mit ddH,O, 1 % SDS Uberschichtet. Nach der
Polymerisation des Trenngels wurde die Uberschichtung abgesaugt und das
Sammelgel (375 mM Tris pH 6,8, 0,1 % SDS, 4 % Bis-Acrylamide 30 % (Roth,
Karlsruhe), 0,1 % TEMED (v/v), 0,1 % (w/v) APS) Uber das Trenngel gegossen. Nach
abgeschlossener Polymerisation wurde das Gel in die Gelkammer eingesetzt und die
Kammer mit 1x Laufpuffer aufgefillt. Nach Einbringen der Proben erfolgte die
Elektrophorese zu Beginn bei 60 V, nach Erreichen des Trenngels wurde die
Spannung auf 100 — 120 V erhdht. Nach Abschluss der Auftrennung wurden die Gele

einem WB unterzogen.

2.2.2.7 Western-Blot (WB)

Nach einer SDS-PAGE wurde das Proteingel 10 min in Transferpuffer equilibriert.
Ebenso wurde mit der Nitrozellulosemembran und 3MM Whatman-Papieren
verfahren. Zum Transfer wurde das Gel auf eine Doppellage 3MM-Papier gelegt,
gefolgt von der Nitrozellulosemembran. Darauf folgte wiederum eine Doppellage
3MM-Papier. AnschlieRend wurde die Anordnung in einem mit zwei angefeuchteten
Schwammen versehenen Gelhalter fixiert und so in die Transferkammer (Mini Trans-
Blot® Bio-Rad, Miinchen) eingesetzt, dass die Nitrozellulosemembran zur Anode
orientiert war. Der Transfer erfolgte bei 60 V fur 2 h bei 4 °C bzw. bei 30 V Uber
Nacht bei 4 °C.

Nach Abschluss des Transfers wurde die Membran zur Absattigung der freien,
unspezifischen Bindungsstellen mit 5 % Magermilch in PBST (PBS, 0,1 % Tween 20)
fur 1 h bei RT blockiert. Die Inkubation mit primaren Antikérpern erfolgte fir 1 h bei

RT mit Hybridomuberstdnden oder Uber Affinitdtschromatographie gereinigten
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Antikérpern in PBST, 5 % Milch. Nach dreimaligem Waschen mit PBST fur jeweils 5
min erfolgte die Inkubation mit Peroxidase (horse radish peroxidase (HRP))
gekoppelten Sekundarantikdrpen in einer Verdiinnung von 1:10.000 in PBST fir 1 h
bei RT. Anschlieend wurde die Membran nochmals dreimal 5 min mit PBST
gewaschen. Die Detektion der durch primar- und sekundér Antikbrper markierten
Proteinbanden erfolgte durch Chemilumineszenz. Hierzu wurden ,ECL Western
Blotting Detection Reagents” und ,Hyperfiim ECL“-Filme (Amersham, Freiburg)

verwendet.

2.2.2.8 Sucrose Gradient Ultrazentrifugation

Die verschiedenprozentigen Sucrose Lésungen wurden entsprechend dem
Zelllysepuffer in HEPES-Puffer angesetzt.

Zur Aufteilung eines Zelllysates in seine Dichtefraktionen, wurden 800 pl Zelllysat mit
800 pl 80 %iger Sucrose gemischt. Die hierdurch erhaltenen 1,6 ml Lysat in 40 %iger
Sucrose wurden in ein 4 ml Ultrazentrifugenréhrchen eingefillt und durch sehr
vorsichtiges pipettieren mit 1,6 ml 30 %iger Sucrose Uberschichtet. AbschlielRend
wurde eine Schicht aus 800 pl 5 %iger Sucrose hinzugefligt. Die Proben wurden sehr
vorsichtig in einen SW41 Ti Schwingrotor eingesetzt und in einer Ultrazentrifuge
zentrifugiert (30.000 Upm/100.000 G, 4 °C, 15 h). Darauf folgte die Aufteilung der
Proben durch sehr vorsichtiges pipettieren in zw6lf gleiche Fraktionen. Die so
gewonnenen Proben wurden entweder sofort fir eine SDS-PAGE oder, nach
teilweisem Vereinigen der Fraktionen, fur eine IP verwendet. Nach der Fraktionierung

der Proben konnten diese auch bei -20 °C gelagert werden.

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Zellkultur

BSp73ASML" -, BSp73ASML-EpC*® -, BSp73ASML-CId7*%-, BSp73AS-Zellen,
Fibroblasten, sowie RAEC wurden in RPMI 1640-Medium, welches 10 % Hitze-

inaktiviertes fétales Kalberserum (FCS), 100 U/ml Penicilin und 100 pg/mi
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Streptomycin enthielt, im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, Partialdruck und 90 %
Luftfeuchte unter sterilen Bedingungen kultiviert. Fir die Kultivierung der beiden
knockdown Zelllinien wurden dem Medium in regelmaRigen Abstdnden 500 ng/ml
G418 Sulfat zur Selektion zugesetzt. Ab einer 80 %igen Konfluenz wurden die Zellen
passagiert. Hierfir wurden sie mit 0,25 % (w/v) Trypsin / 5 mM EDTA in PBS von der
Zellkulturflasche abgel6st

2.2.3.2 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl der Zellen wurde mit einer ,Neubauer Zadhlkammer-improved® bestimmt.
Hierfir wurden 50 pl einer Zellsuspension mit 50 pl Trypanblau gemischt,
entsprechend einer Verdiinnung von 1:1. Nach Auszéhlen der vier EckgroRquadrate
unter dem Mikroskop, wurde der erhaltene Wert durch vier geteilt und so ein
Mittelwert pro Grof3quadrat ermittelt. Dieser Wert wird mit dem Faktor 10 multipliziert
(Kehrwert des Produkts aus Quadratflache und Kammerhéhe) wodurch man die
Zellzahl pro Mikroliter, ohne Berlcksichtigung des Verdinnungsfaktors, erhalt.
Daraus ergibt sich die Formel:

Zellzahl (pro GroRquadrat) x Verdinnungsfaktor x 10.000 = Zellzahl/ml

2.2.3.3 Kryokonservierung von eukaryotischen Zellen

1x10” Zellen wurden unter sterilen Bedingungen trypsiniert, mit frischem RPMI 1640-
Medium gewaschen und in eiskaltem FCS/10 % DMSO resuspendiert. Die Zellen
wurden Uber Nacht bei -80 °C gelagert und anschlieBend zur Dauerlagerung in
flussigen Stickstoff Uberfuhrt.

2.2.3.4 Transfektion eukaryotischer Zellen

2x10° Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in einer 24 Well-Platte ausgesat.
Am néchsten Tag wurden die Zellen bei einer Konfluenz von ~90 % transfiziert. Die

Transfektion erfolgte mit Lipofectamin™ 2000 entsprechend der Herstellerangaben.
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2.2.3.5 Reklonierung transfizierter Zellen

Transfizierte Zellen wurden unter Selektionsdruck kultiviert. Die Expression des
Transgenes wurde mittels WB und/oder FACS Uberprift. Die Zellen wurden mit einer
Verdinnung von ein oder drei Zellen pro Well in einer 96 Well-Platte ausgesat. Nach
vier bis sechs Wochen wurden die Klone mittels WB und/oder FACS analysiert und
fir eine zweite Reklonierung ausgesat, um den Erhalt eines Einzelzellklons mit

hohem bzw. niedrigem (bei kd) Expressionslevels sicherzustellen.

2.2.3.6 Kristallviolett-Farbung von adharenten Zellen

Adhéarente Zellen wurden mit PBS gewaschen und fir 4 min bei RT mit 4 % Formalin
fixiert. Danach wurde das Formalin abgesaugt und durch eine 1 %ige Kristallviolett-
L&sung ersetzt. Inkubiert wurde bei RT fir 4 min. AnschlieBend wurden die Zellen
mehrmals mit ddH,O gewaschen, getrocknet und in 10 %iger Essigsaure lysiert. Die
Auswertung erfolgte durch Messung der Absorption bei 595 nm (ELISA

Microplattenleser Anthos labtec, Wals, Austria).

2.2.3.7 CFSE-Markierung von Zellen

Zur Markierung mit CFSE (Carboxyfluorescein succinimidyl ester) wurden die Zellen
in PBS gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit CFSE (5 uM in Serum freien
Medium) fir 20 min bei RT. Anschliellend wurden die Zellen zweimal in normalem
Zellkulturmedium (10 % FCS) gewaschen und fur 30 min in frischem Medium im

Brutschrank inkubiert.

2.2.3.8 Adhasions Assay

96 Well-Platten wurden mit BSA und Matrixproteinen beschichtet (6 h, 4 °C in
Bicarbonatpuffer pH 9,6; HA 100 pg/ml, FN 2 ug/ml, LN 2 pg/ml, VN 1 ug/ml, Col IlI
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10 pg/ml, Col IV 10 pg/ml, BSA 10 ug/ml) oder enthielten einen einschichtigen
Zellrasen (monolayer). Unbehandelte und PMA (10 nM) -behandelte ASML", ASML-
EpC*® und ASML-CId7*? Zellen wurden in die beschichteten Platten ausgesat. Nach
einer Inkubation von 2 h bei 37 °C im Brutschrank wurden die Platten vorsichtig mit
PBS gewaschen. Die verbleibenden adhéarenten Zellen wurden mittels Kristallviolett-
Farbung ausgewertet. Alternativ wurde der Assay mit CFSE-markierten ASML",
ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen durchgefiihrt, wobei die Auswertung mit einem
Fluoreszenz Mikroplattenleser (Fluoroskan Ascent multiplate reader, Erregung: 490
nm, Emission: 518 nm) erfolgte. Die Adh&sion wurde jeweils in Prozent der

ausgesaten Zellen dargestellt.

2.2.3.9 Migrations Assays
a) Scratch Assay

In etwa 70 % konfluente Monolayer aus ASML", ASML-EpC*! und ASML-CId7*
Zellen wurde mit einer feinen Pipettenspitze eine Wunde gekratzt. Die Wundheilung
wurde 24 h und 48 h nach der Verwundung mittels Lichtmikroskopie ausgewertet.
Wo beschrieben, wurden die Zellen in Gegenwart von PMA (10 nM) oder Antikérpern
(10 pg/ml) kultiviert.

b) Transwell Assay (Boyden-Chamber)

Die Transwell Migration wurde mittels einer Boyden-Chamber mit einer
Membranporengréfe von 8 um analysiert. ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*°
Zellen wurden mit Antikérpern (10 pg/ml) inkubiert, in 30 pyl Medium (RPMI/0,1 %
BSA) aufgenommen und in die obere Kammer pipettiert. Die untere Kammer enthielt
30 uyl RPMI Medium mit entweder 1 % oder 20 % FCS. Nach 16 h Inkubation im
Brutschrank wurden die migrierten Zellen auf der Unterseite der Membran in
eiskaltem Methanol fixiert und mit Kristallviolett angefarbt. Die Migrationseffizienz

wurde in Prozent der ausgesaten Zellen dargestellt.
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2.2.3.10 *H-Thymidin Inkorporations Assay

Zur Bestimmung der Zellproliferation wurden 5x10* ASML", ASML-EpC*? und ASML-
Cld7"! Zellen in eine 96 Well-Platte in Zellkulturmedium ausges&t. Je nach
Versuchsansatz wurden die Zellen mit PMA (10 nM), oder mit Cisplatin (0-10 pg/ml
fur 48 h bzw. 72 h) inkubiert. Nach Zugabe von H-Thymidin (10 uCi/ml) wurde der
Ansatz 16 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen geerntet (Zell
Harvester 96) und die °H-Thymidin-Aufnahme mit Hilfe eines Flussig-

Szintilationszéahlers (betaplate 1205) bestimmit.

2.2.3.11 MTT-Farbung

Mit Hilfe des MTT-Reagenz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazolium
Bromid kann die Proliferationsaktivitat (Vitalitat) von Zellen durch Messung der
Aktivitdt von mitochondrialen Dehydrogenasen bestimmt werden. Dies erfolgt durch
Umwandlung des Tetrasoliumsalzes MTT, je nach metabolischer Aktivitat der Zellen,
zu dunkelrotem Formazan.

ASML™, ASML-EpC*® und ASML-CId7*¢ Zellen wurden in eine 96 Well-Platte in
Zellkulturmedium ausgeséat und 48 h mit Cisplatin (0-10 pg/ml) inkubiert. Eine sterile
MTT-Lésung (5 mg/ml in PBS) wurde im Verhaltnis 1:10 direkt in die Proben
pipettiert. AnschlieRend wurden die Proben fur 30 min bis 2 h im Brutschrank bei 37
°C inkubiert. Nach Zentrifugation der Platte (1.400 Upm, 4 min) wurde der Uberstand
abgenommen. Durch Zugabe von 100 pl MTT-Lysemischung (99,4 % (v/v) DMSO,
0,6 % (v/v) konz. Essigsaure, 10 % (w/v) SDS) wurden die Zellen lysiert und die
Formazankristalle aufgelést. Nach fiinfminttiger Inkubation und leichtem Schitteln
erfolgte die Auswertung durch Messung der Absorbtion bei 560 nm (ELISA

Microplattenleser Anthos labtec).

2.2.3.12 Soft Agar Colony Formation Assay

2x10° — 5x10° ASML"™, ASML-EpC*® oder ASML-CId7*¢ Zellen wurden in 0,25 %

Agar (in RPMI Medium, 10 % FCS) aufgenommen und auf einer vorbereiteten
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Schicht 0,5 % Agar (in RPMI Medium, 10 % FCS) in 6 Well-Platten ausgesét. Nach 3
Wochen erfolgte die Auswertung durch Auszdhlung der Kolonien. Je nach
Versuchsansatz enthielt die Zell-Agar-Schicht 0-1 ug/ml Cisplatin. Die Kolonien-

Wachstums-Effizienz wurde in Prozent der ausgeséten Zellen dargestellt.

2.2.3.13 Immunfluoreszenz

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden 3x10° Zellen auf Deckglasern ausgesat.
Nach 48 h wurden die Zellen in 4 % Paraformaldehyd (PFA) fur 15 min bei RT fixiert,
mit 0,2 % Tween (in PBS/1 % BSA) permeabilisiert und mit 0,2 % Gelatine
(freshwater goldfish in PBS/1 % BSA) fir 15 min geblockt. Anschliel3end erfolgte die
Inkubation mit primaren Antikérpern (AK) (2 — 10 pg/ml, 1 h, 4 °C). Die Objekttrager
wurden gewaschen und mit einem fluorochrom-gekoppelten Sekundar-AK inkubiert
(1h, 4°C). Nach erneutem blocken und einer Inkubation mit einem zweiten,
fluorochrom-gekoppelten Primar-AK (1 h, 4 °C) wurden die Proben erneut
gewaschen und in Elvanol (20 % (w/v) Mowiol in 2 Teilen PBS, pH 8,0 und 1 Teil
Glycerin) eingebettet. Die Auswertung erfolgte Gber digitale Bilder (40x Objektiv Leica
DMRBE Mikroskop, SPOT-CCD Kamera, Diagnostic Instruments, SPOT2.1.2

Software).

2.2.3.14 Kryo-Schnitte von Tumor Gewebe

Nach Praparation von Rattenorganen wurden diese auf Kork-Plattchen aufgebracht
und mit Einbettmedium "Neg-50" (Richard-Allan Scientific, Kalamazoo) tberschichtet,
in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C aufbewahrt. Mit einem Kryotom
(Reichert Jung "2800-FRIGOCUT E’) wurden Gewebeschnitte mit einer Schichtdicke
von 8 um angefertigt und auf Poly-L-Lysin beschichtete Objekttrager tGberfuhrt.
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2.2.3.15 Immunhistologische Farbung von Gewebeschnitten

Verwendete Lésungen:

Vectastain-Lésung: 2 Tropfen Reagenz A (Avidin) und 2 Tropfen Reagenz B

(biotinylierte Peroxidase) werden in 10 ml PBS verdinnt
(Vectastatin ABC Kit)

AEC-L6sung 1: 2,17ml 0,1 M Essigsdure mit 7,9 ml 0,1 M Natriumacetat
gemischt
AEC-Ldsung 2: 4,0 mg AEC in 500 yl Dimethylformamid gel&st

Gewebeschnitte wurden mit eiskaltem Aceton 4 min fixiert und Gber Nacht bei RT
getrocknet und anschlieRend mit einem Fettstift (Dako-Pen) umrandet. Die Schnitte
wurden mit PBS/2 % BSA geblockt und mit je 10 pl Prim&rantikdrper (in PBS/2 %
BSA), fur 1 h in einer feuchten Kammer bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden die
Schnitte dreimal in PBS/1 % BSA gewaschen, getrocknet und mit je 10 ul Biotin-
gekoppeltem Sekundarantikérper (in PBS/2 % BSA) fur 1 h in einer feuchten
Kammer bei 37 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS/1 % BSA wurden
die Schnitte getrocknet und mit je 10 pl Vectastatin-Lésung fur 30 min in einer
feuchten Kammer bei RT inkubiert. Nach dreimaligem Waschen in PBS/1 % BSA
wurden die Schnitte getrocknet. AEC-Lésung 1 und 2 wurden vermischt und mit 5 pl
30 %iger H,0O, versetzt. Nach Auftragen von je 10 pl der AEC-L6ésung wurden die
Schnitte fir 5 - 20 min in einer feuchten Kammer bei RT inkubiert, dreimal mit
PBS/1 % BSA gewaschen, getrocknet, mit Mayers H&malaunlésung 5 min
gegengefarbt und unter flieRendem Wasser gespult. Die Schnitte wurden getrocknet
und mit Kaisers Glyceringelatine eingebettet. Die Auswertung erfolgte tber digitale
Bilder (Leica DMRBE Mikroskop, SPOT-CCD Kamera, Diagnostic Instruments,
SPOT2.1.2 Software).
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2.2.3.16 FACS-Analyse

Zur Detektion fluoreszenzmarkierter Proteine und Zellen mittels FACS (Fluorescence
activated cell sorter [DurchfluRzytometer]) wurden 1 — 3x10° Zellen in Rundboden-
96-Well-Platten Uberfuihrt. Wurden die Zellen zuvor trypsiniert, verblieben die Zellen
fur 2h im Brutschrank zur Regeneration der Oberflaichenmolekile. Zum
Flissigkeitswechsel wurden die Platten zentrifugiert (1.600 Upm, 4 min, 4 °C) und
danach der Uberstand durch ausschlagen der Platte entfernt. Nach einmaligem
waschen in FACS-Puffer (PBS, 1 % FCS, pH 7,4) wurden die Proben mit
Priméarantikdrper (1 — 5 pg/ml) far 30 min bei 4 °C inkubiert, dreimal mit FACS-Puffer
gewaschen und danach mit Fluorochrom markiertem Sekundarantikérper (0,3 — 0,5
pg/ml) far 30 min bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Anschlieliend wurden die Proben
dreimal mit FACS-Puffer gewaschen und dann gemessen. Wo angegeben, fir
intrazelluldren Proteinnachweis erforderlich, wurden die Zellen in 1 % Formalin (20
min, 4 °C) fixiert, dreimal in FACS-Puffer gewaschen und mit 0,2 % Tween (in FACS-
Puffer) permeabilisiert (30 min, 4 °C) bevor die Antikérperinkubationen erfolgten.
Gemessen und ausgewertet wurde mit dem ,FACSCalibur‘ und der Software

,CellQuestPro®, (Becton-Dickinson).

2.2.3.17 Zellzyklus-Analyse

Zur Analyse des Zellzyklus mittels FACS, erfolgte eine Propidiumiodid (Pl) Farbung.
Hierzu wurden ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7* Zellen in Rundboden-96
Well Platten Uberfuhrt und zentrifugiert (1.600 Upm, 4 min, 4 °C). Nach einmaligem
Waschen mit PBS (1.600 Upm, 5 min, 4 °C) erfolgte fir 2 h die Fixierung der Zellen
in 70 %igem Ethanol bei 4 °C. Nach erneuter Zentrifugation (1.600 Upm, 5 min, 4 °C)
wurde das Zellpellet angefarbt (RNAase [0,1 mg/ml], Pl [10 ug/ml]) und 15 min
inkubiert. AnschlieBend wurde die Zellzyklusverteilung der Zellen mittels
DurchfluBzytometer analysiert. (Auswertung: CellQuestPro Software, Becton-

Dickinson).
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2.2.3.18 Apoptose Assay (AnnexinV/PI)

1x10° ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*¢ Zellen wurden in Zellkulturmedium mit
titrierten Mengen Cisplatin (0 — 40 pg/ml) kultiviert. Nach 48 h wurden die Proben mit
AnnexinV/Pl markiert und mittels FACS analysiert. Hierbei wird der Effekt genutzt,
dass sich Phosphatidylserin (PS) ausschliellich in der inneren Lipidschicht der
Zellmembran einer lebenden Zelle befindet. Bereits in der frihen Phase der
Apoptose wird PS in die dul3ere Lipidschicht der Zellmembran transloziert. AnnexinV
bindet an PS. Durch Markierung von Zellen mit flourochromgekoppeltem AnnexinV
kann man apoptotische Zellen mittels FACS nachweisen. Nekrotische Zellen haben
eine durchlassige Zellmembran, durch die AnnexinV in die Zellen eindringen und sich
an innengelegenes PS binden kann. Daher kénnen durch eine AnnexinV-Markierung
apoptotische nicht von nekrotischen Zellen unterschieden werden. Man kombiniert
daher die AnnexinV-Markierung mit einer PI-Farbung. Das (Pl) gelangt nur in Zellen
mit durchléssiger Membran, also nekrotische Zellen. Lebende Zellen sind daher
AnnexinV-negativ und Pl-negativ, apoptotische Zellen sind AnnexinV-positiv und PI-
negativ, nekrotische Zellen sind AnnexinV-positiv und Pl-positiv.

Zur AnnexinV/PI-Markierung wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen und zentrifugiert (1.600 Upm, 4 min, 4 °C). Die Zellen wurden
anschlie3end in 50 pl Bindungspuffer (10 mM HEPES/NaOH pH 7,4, 140 mM NacCl,
2,5 mM Ca,Cl) resuspendiert, welcher 0,5 ul fluorochrommarkiertes AnnexinV und
1 pg/ml Pl enthielt. Die Farbung wurde bei RT fir 15 min im Dunkeln durchgefihrt.
Danach wurden die Zellen in 150 pl Bindungspuffer aufgenommen und mittels FACS

gemessen. (Auswertung: CellQuestPro Software, Becton-Dickinson).

2.2.4 Tierexperimente

Alle Tierexperimente wurden durch das Regierungsprasidium Karlsruhe genehmigt.
2.2.4.1 In vivo Metastasierung

ASML™, ASML-EpC*! und ASML-CId7*? Zellen (1x10° bzw. 5x10°) wurden in die
Fusspfote (ifp) von 10 — 14 Wochen alten, weiblichen BDX Ratten injiziert. Die Ratten
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wurden wochentlich auf lokales Tumorwachstum, Tumorwachstum in den
drainierenden Lymphknoten (LK), intraperitoneales Tumorwachstum, Entwicklung
von Aszites, Kurzatmigkeit oder Gewichtsverlust untersucht. Die Tiere wurden
getdtet, wenn der drainierende LK einen Durchmesser von 2 cm erreichte, Aszites
auffallig wurde, die Ratten bleich oder erschopft waren, Gewicht verloren (10 % des
Ausgangskoérpergewichtes) oder nach spatestens vier Monaten. Bei der Autopsie
wurde der durchschnittliche Durchmesser des lokalen Tumors, sowie aller LK
gemessen. Aszites und Pleuraergisse wurden gesammelt. Die Lungen wurden
herausprapariert, gewogen und zusammen mit anderen Organen makroskopisch auf
Metastasen untersucht. Teilweise wurden Organproben fir die Histologie
eingefroren. Tumorzellen aus Lungen und LK wurden per FACS und WB analysiert.
Aus makroskopisch tumorfreien Organen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt,

welche in Zellkulturflaschen ausgesat wurden.

In einem anderen Ansatz wurden 10 — 14 Wochen alten, weiblichen BDX Ratten
5x10° CFSE-markierte ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7*® Zellen in die
Fusspfote injiziert. Nach einer Woche wurden die Tiere getdétet und die
Injektionsstelle sowie der drainierende LK herausprépariert. Die Proben wurden auf

das Vorhandensein von CFSE-markierten Tumorzellen mittels FACS untersucht.

2.2.4.2 Ex vivo Soft Agar Colony Formation Assay

Mit ex vivo Einzelzellsuspensionen des lokalen Tumors, der Lunge und dem
poplitealen LK, aus dem unter 2.2.4.2 oben beschriebenen Experiment, wurden ,Soft
Agar Colony Formation Assays (siehe 2.2.3.12) angesetzt, um eine makroskopisch
nicht erkennbare Metastasierung nachweisen zu kénnen. Hierzu wurden die
Lymphknoten komplett und die Lungen zur Hélfte in Einzelzellsuspension gebracht

und ~5x10° Zellen eingesetzt.
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2.2.4.3 In vivo Apoptoseresistenz

Nach der intraperitonealen (ip) Injektion von 5x10° ASML™, ASML-EpC*? oder ASML-
Cld7*? Zellen, erhielten 10 — 14 Wochen alte, weibliche BDX Ratten PBS- oder
Cisplatininjektionen (ip, 1 mg/kg Korpergewicht, 3d und 24d nach der
Tumorzellinjektion). Die Ratten wurden wdéchentlich auf intraperitoneales
Tumorwachstum, Entwicklung von Aszites, Kurzatmigkeit oder Gewichtsverlust
untersucht. Die Tiere wurden getbtet, wenn Aszites auffallig wurde, die Ratten bleich
oder erschopft waren, Gewicht verloren (10 % des Ausgangskoérpergewichtes) oder
nach spatestens vier Monaten. Bei der Autopsie wurde der durchschnittliche
Durchmesser des Ilokalen Tumors sowie aller LK gemessen. Aszites und
Pleuraergisse wurden gesammelt. Die Lungen wurden herausprépariert, gewogen
und zusammen mit anderen Organen makroskopisch auf Metastasen untersucht.
Teilweise wurden Organproben fir die Histologie eingefroren. Tumorzellen aus
Lungen und LK wurden per FACS und WB analysiert. Aus makroskopisch
tumorfreien Organen wurden Einzelzellsuspensionen hergestellt, welche in

Zellkulturflaschen ausgeséat wurden.

2.2.5 Statistik

Alle in vitro Versuche die statistisch ausgewertet wurden, reprasentieren mindestens
drei unabhangige Wiederholungen. Bei P-Werten < 0.05 (Student’s t-Test) wurde ein
signifikanter Unterschied angenommen.

In in vivo Versuchen wurde bei dem kleinstmdéglichen P-Wert von 0,1 (Wilcoxon

Rangsummentest) ein signifikanter Unterschied angenommen.
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3 Ergebnisse

EpCAM (EpC) ist ein CSC-Marker beim Pankreaskarzinom. Welche Rolle EpC
funktionell fir CSC spielt, ist bislang nicht bekannt. In unserem Labor konnte gezeigt
werden, dass eine Tumorzelllinie, die EpC bzw. EpC/Claudin 7 (Cld7) hoch
exprimiert, sich durch fulminante Metastasierungsféhigkeit auszeichnet. Daher bot
sich dieses Modellsystem an, die Rolle von EpC als CSC-Marker mittels eines EpC-
knockdown (kd) zu untersuchen. Ein kd von ClId7 diente als Kontrolle, ob EpC alleine

oder der EpC-Cld7-Komplex die Metastasierung beeinflusst.

3.1 Ein knockdown von EpCAM oder Claudin 7 reduziert
das metastatische Potenzial von ASML" Zellen in vivo

drastisch

Um einen stabilen kd von EpC bzw. CId7 zu etablieren, wurden entsprechende
siRNA-Konstrukte entweder im Labor etabliert (Pamela Klingbeil, nicht veréffentlicht)
oder kommerziell bezogen. Von vier EpC bzw. zwei Cld7 siRNAs wurde die
effizienteste Sequenz ausgewahlt, wie fir Cld7 gezeigt (Abb. 6A). Nach diesem
Vorscreening wurde, basierend auf der siRNA-Sequenz, ein kd Konstrukt hergestellt,
welches zur stabilen Expression von EpC bzw. CId7 siRNA in der Zelle fihrt. Diese
Konstrukte wurden in ASML™ Zellen transfiziert. Aus Bulkkulturen, die im WB eine
deutliche Reduktion der EpC- bzw. Cld7-Expression zeigten, wurden durch
Klonierung in limitierenden Verdinnungsreihen, Klone mit effizienter Reduktion der
Expression selektioniert und so ein stabiler EpC bzw. CIld7 kd in ASML Zellen
etabliert (Beispiel in Abb. 6B).
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Abb. 6: Kd von EpC bzw. CId7 in ASML™ Zellen

(A) ASML" Zellen wurden mit Cld7 siRNA behandelt und nach den angegebenen Inkubationszeiten in Triton-X-
100 lysiert, einer SDS-PAGE mit anschlieRendem WB unterzogen und mit den angegebenen spezifischen
Antikdrpern und einem HRP-markierten Sekundéarantikérper detektiert. (B) ASML", ASML-EpCkd und ASML-
CId7* Zellen wurden mit Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE mit anschlieendem WB unterzogen und mit den
angegebenen Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundérantikdrper detektiert.

Um die von uns aufgestellte Hypothese, EpC bzw. ein EpC-Cld7-Komplex
beeinflusst das metastatische Potenzial von ASML™ Zellen, zu tberprifen, wurden
BDX Ratten 1x10° ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7*¢ Zellen in die Fusspfote
injiziert. Das lokale und metastatische Tumorwachstum wurde beobachtet. Tiere,
denen ASML™ Zellen injiziert worden waren, wiesen ein sehr geringes lokales
Tumorwachstum auf. In den drainierenden Lymphknoten und den Lungen war ein
exzessives Tumorwachstum zu beobachten. Die Tiere mussten nach sechs bis
sieben Wochen aufgrund der massiven Lungenmetastasen getétet werden. Die
Tiere, denen ASML-EpC*® oder ASML-CId7*? Zellen injiziert worden waren, wurden
nach 120 Tagen in gutem Allgemeinzustand getétet. Die ASML-EpC*® Tiere hatten
kleine lokale Tumore und Metastasen in den drainierenden LK (popliteal und/oder
paraaortal) entwickelt. Kontralaterale LK und die Lungen der Tiere waren nicht
betroffen. In ASML-CId7* Tieren zeigte sich ein noch geringeres metastatisches
Potenzial. Mit Ausnahme eines Tieres, waren die drainierenden LK makroskopisch
metastasenfrei. Eine Uberpriifung der Expression von EpC/CId7 in den lokalen
Tumoren mittels WB zeigte, dass das beobachtete Tumorwachstum tatsachlich durch
die ASML-EpC*® oder ASML-CId7*® Zellen verursacht worden und keine

Reexpression dieser Proteine erfolgt war (Abb. 7, Tabelle 15).

53



Ergebnisse

A B
207 ——asMLwt ]
—m— ASML-EpC-kd Okontr
—— ASML-CId7-kd 5 - WALt
_ 1,51 BASML-EpC-kd
£ BASML-Cld7-kd
2. 4
g o
g 10 531
: E
S m
S O 2
a 05 - *
s . 3 548
= - i
E 0,0 - 0
21 28 35 42|21 28 35 42 ’
lokal popl.LK ing.LK p.aort.LK Lunge
lokaler Tumor poplitealer LK
C D

Lokaler Tumor

ASML-EpCH  ASML-CId7+!
1.2 3 1 2 3 e

Abb. 7: In vivo Wachstum von ASML", ASML-EpC"® oder ASML-CId7*’ Zellen

BDX Ratten wurden 1x10° ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7* Zellen in die Fusspfote injiziert. (A) Lokales
Tumorwachstum und LK Metastasierung wurden fiir einen Zeitraum von sechs Wochen kontrolliert (Angabe in
Tagen). Wenn die Tiere merklich krank wurden, spatestens aber nach 120 d, wurden sie getétet und durch (B)
wiegen und (C) makroskopisch [Mittelwerte + STAB] (MaRstab: 2 cm) auf LK- und Lungenmetastasen untersucht.
Signifikante Unterschiede (p< 0,05) sind mit * gekennzeichnet. (D) Proben des lokalen Tumors von ASML—EpCkd
bzw. ASML-CId7* tragenden Tieren wurden in Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE mit anschlieRendem WB
unterzogen und mit den angegebenen spezifischen Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundarantikorper
detektiert.

Metastasen®
Tumor @ Lokales Wachstum®
drainierende LK | entfernte LK Lunge
wt 0.1-0.2cm >2cm >2cm >1000 (miliar)
ASML
10/10 10/10 10/10 10/10
kd 0.1-0.6 0.4 (0.1-1)
ASML-EpC
711 6/11 0/11 0/11
kd 0.1-0.2 0.2
ASML-CId7
2/10 1/10 0/10 0/10

Tabelle 15: In vivo Wachstum von ASML", ASML-EpC*? oder ASML-CId7*® Zellen
®BDX Ratten wurden 1x10° Tumorzellen in die Fusspfote injiziert. ° ASML"™ Tieren wurden getétet wenn sie
merklich krank wurden, ASML-EpCkd und ASML-CId7*¢ Tiere wurden nach 120 d getotet.
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Zusatzlich zur makroskopischen Auswertung wurden Proben von potentiellen
Metastasen-Zielorganen schockgefroren und 5 ym dinne Schnitte angefertigt, die
immunhistochemisch auf Tumorzellen untersucht wurden. Da im Lungenepithel EpC
stark und Cld7 schwach exprimiert wird (Abb. 8), welches auch in lymphatischen
GefalRen exprimiert wird (Nelson et al., 2007) diente C4.4A [ASML-Marker, der nicht
in der Lunge und in LK exprimiert wird (Matzku et al., 1989)] als zusatzlicher ASML-

Marker.

Abb. 8: Immunhistochemie der
Rattenlunge

BDX Ratten wurden 1x10° ASML-
EpC"’ oder ASML-CId7* Zellen in
die Fusspfote injiziert. Nach 120 d
wurden die Tiere  getotet.
Immunhistologische Farbung der
Lunge mit D5.7 (anti-EpC) und
anti-Cld7. Die Lungen waren
makroskopisch metastasenfrei.

Die starke (EpC) und schwéchere
(CId7) Expression in  Gewebe-
proben unbehandelter BDX Ratten
macht die Notwendigkeit eines
zusétzlichen Tumormarkers
| (C4.4A) deutlich (obere Reihe).
MalRstab: 50 ym.

Normal

Lunge

ASML-CId7*¢ ASML-EpCk?

P e

| =

e

Die immunhistologischen Untersuchungen bestatigten die makroskopischen
Befunde. Es konnten Tumorzellen in den drainierenden LK von ASML", ASML—EpCkd
und ASML-CId7*? Zellen tragenden Tieren nachgewiesen werden, jedoch nur in den
Lungen der ASML™ tragenden Tiere (Abb. 9). Weitere immunhistologische
Untersuchungen mit dem endothelialen Gefa3-Marker CD31 (PECAM-1) und den T-
Zell-Markern CD4 und CD8 zeigten hinsichtlich der Vaskularisierung keine
Unterschiede zwischen Tumoren der wt- bzw. kd-Zellen. In den LK der ASML™ Tiere
zeigten sich ausschliel3lich Tumorareale, die die T-Zellen weitestgehend verdréngt
hatten. In den LK der ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Tiere machen die T-Zellen
hingegen noch ~80 % der Zellmasse aus, was auf eine Infiltration der LK mit

Tumorzellen, jedoch auf kein massives Metastasenwachstum hindeutet (Abb. 10).
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Fusspfote
ASML* ASML-EpCH ASML-Cld7H

Cld7 EpC neg.Kontrolle

C4.4A

poplitealer LK Lunge
ASML*" ASML-EpCH ASML-Cld7H ASML*

Cld7 EpC neg.Kontrolle

C4.4A

Abb. 9: Immunhistochemie von ASML"', ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Tumoren

BDX Ratten wurden 1x10° ASML-EpC*® oder ASML-CId7*® Zellen in die Fusspfote injiziert. Immunhistologische
Farbung der Fusspfote, dem poplitealen LK und der Lunge mit D5.7 (anti-EpC), anti-Cld7 und anti-C4.4A.
MafRstab: 100 pm.
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Fusspfote
neg.K. CD31

Abb. 10: Immunhistochemie von ASML", ASML-EpC*®
und ASML-CId7*® Tumoren

BDX Ratten wurden 1x10°® ASML-EpC*® oder ASML-
Cld7*"  Zellen in die Fusspfote injiziert.
Immunhistologische Farbung der Fusspfote und des
poplitealen LK mit anti-CD31, anti-CD4 und anti-CD8.
MaRstab: 100 pm.

ASML-EpCH

ASML-Cld7H

neg.K. CD31 CD4 CcDs8

ASML-EpCH ASML*

ASML-Cld7H

Zur weiteren Analyse des Tierexperiments wurden Einzelzellsuspensionen der LK
und Lungen der Tiere per FACS (Fluoreszenz-aktiviertes Zell-Scanning,
Durchflusszytometrie) untersucht. Hierbei konnten die histologischen Daten bestatigt
werden. ASML" Zellen wurden in den drainierenden LK und den Lungen zu einem
hohen Prozentsatz nachgewiesen. Zu einem deutlich geringeren Prozentsatz lie3en

sich ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen in den poplitealen LK nachweisen.
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% markierte Zellen

% markierte LK Zellen

Abb. 11: FACS Analyse von ASML", ASML-EpC"® und ASML-CId7" Tumoren
Tierbehandlung siehe Abb. 7. Einzelzellsuspensionen der angegebenen Organe wurden anhand der

angegebenen Marker auf das Vorhandensein von (A) Tumorzellen oder (B) Zellen des Immunsystems hin
untersucht. Angaben in Prozent + STAB.

In den paraaortalen LK und den Lungen konnten keine kd Zellen nachgewiesen
werden. C4.4A, Tspan8 und CD104 (a6B4 Integrin) wurden als zusatzliche ASML-
Marker verwendet (Abb. 11A). Die bisherigen Ergebnisse bestétigend, konnte bei der
FACS Analyse der poplitealen LK auf T-Zellen (CD4/CD8) und Makrophagen
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(CD11b) hin, nur bei Proben der ASML" tragenden Tiere eine Verdrangung der
Immunzellen beobachtet werden (Abb. 11B).

Zur weiteren Analyse wurden Zelllysate der lokalen Tumore, des poplitealen
LK und der Lunge der ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7*? Zellen tragenden
Tiere proteinbiochemisch mittels WB untersucht. Ubereinstimmend mit den
bisherigen Ergebnissen konnte der ASML-Marker C4.4A in lokalen Tumoren, den
popl. LK und der Lunge von ASML" Tieren nachgewiesen werden. In den popl. LK
der ASML-EpC*® und ASML-CId7* Tiere lieR sich C4.4A ebenfalls nachweisen, in
den ASML-CId7*? Tieren jedoch in deutlich geringeren Mengen (Abb. 12A). In ex vivo
,Soft agar colony formation“-Experimenten erfolgte Zellkoloniewachstum bei Proben
der ASML-EpC*? Tiere aus dem lokalen Tumor und in geringerem MaRe bei Proben
aus dem poplitealen LK. Bei Proben des lokalen Tumors der ASML-CId7* Tiere
waren weniger Kolonien zu beobachten und bei Proben des poplitealen LK waren
lediglich einzelne Kolonien vorhanden. Keine der beiden Tiergruppen zeigte
Koloniewachstum in Proben der Lunge (Abb. 12B). Das Wachstum der beobachteten
Kolonien erfolgte Uber mehrere Wochen. Aus Einzelzellsuspensionen der poplitealen
LK angesetzte ex vivo fliissig-Zellkulturen von ASML" Tieren zeigten ein deutliches
Tumorzellwachstum. In entsprechenden Kulturen der ASML-EpC*® und ASML-CId7*
Tiere war ebenfalls Tumorzellwachstum zu beobachten. Dies erfolgte im Vergleich zu
den ASML™ Tieren jedoch langsamer und nur bei gleichzeitigem Wachstum von
Stromazellen (Abb. 12C). Ebenso wie in den soft agar-Experimenten dauerte die
Etablierung der Tumorzellkulturen aus den Organproben mehrere Wochen.

Zusammengefasst konnte in diesem Tierexperiment beobachtet werden, dass
ASML™ Zellen groRe LK- und miliare Lungenmetastasen innerhalb von sechs
Wochen bilden, ASML-EpC*® Zellen hingegen bilden lediglich kleine Tumornester in
den LK und erreichen nicht die Lunge. ASML-CId7%¢ Zellen bilden, mit einer
Ausnahme, keine makroskopisch diagnostizierbaren Metastasen. Diese Befunde
zeigen, dass ein kd von EpC oder CIld7 in ASML Zellen eine dramatische Reduktion
des metastatischen Potenzials der Zellen zur Folge hat. Der starker reduzierende
Effekt beim CId7"Y, kénnte auf weitere EpC- oder Cld7-selektive Funktionen

hindeuten.
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Abb. 12: Ex vivo Analyse von ASML‘”‘, ASML-EpCkd und ASML-CId7*¢ Tumoren

Tierbehandlung siehe Abb.7. (A) Organproben wurden in Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE mit
anschlieRendem WB unterzogen und mit den angegebenen spezifischen Antikérpern und einem HRP-markierten
Sekundarantikorper detektiert. (B) ,soft agar colony formation assay®. Proben der angegebenen Organe wurden
in Einzelzellsuspension gebracht. ~5x10° Zellen wurden eingesetzt und der Ansatz mehrere Wochen im
Brutschrank kultiviert. Maf3stab: 2,5 cm. (C) Flussig-Zellkultur aus Einzelzellsuspensionen der angegebenen
Organe. ~5x10° Zellen wurden eingesetzt und der Ansatz mehrere Wochen im Brutschrank kultiviert. Maf3stab:
100 pm.
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3.2 Claudin 7 beeintrachtigt EpCAM-vermittelte Zell-
Adhasion

Der kd von EpC bzw. CId7 reduzierte in vivo dramatisch die Metastasierung von
ASML Tumorzellen. Um die molekularen Ursachen dieses Effekts zu verstehen,
wurden mehrere zelluldre Eigenschaften untersucht, die flir das metastatische
Potential einer Zelle und insbesondere fir CSCs von Bedeutung sind. Als erstes
wurde der Einfluss des EpC- bzw. Cld7-kd auf die Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adh&sion
evaluiert.

Zur Untersuchung der Zell-Matrix-Adhé&sion wurden unbehandelte oder PMA
(PKC Aktivator, Stress-Stimulus) -behandelte ASML", ASML-EpC*® und ASML-
Cld7*? Zellen auf mit BSA- oder verschiedenen ECM-Proteinen beschichteten Platten
ausgesat und teilweise in Gegenwart von D5.7 (anti-EpC) oder B5.5 (anti-a634)
kultiviert. Die Adhasion wurde durch Farbung mit Kristall-Violett gemessen. ASML"!
Zellen adhéarieren generell nur schwach an ECM-Proteine (Matzku et al., 1985). Dies
ist auch bei unbehandelten und PMA-behandelten ASML-EpC*® und ASML-Cld7*
Zellen zu beobachten. Eine geringere Adhésion dieser Zellen auf FN ist nicht EpC-
vermittelt, da eine Inhibition der ASML-CId7*? Zellen auf FN durch D5.7 nicht zu
beobachten war. Im Gegensatz dazu wurde die Adhasion auf Col IV von ASML-
Cld7*? Zellen durch den D5.7 AK inhibiert, nicht jedoch die Adhasion von ASML™
Zellen. Dies deutet auf eine von freiem EpC abhangige Adhasion an Col IV hin. Die
Inhibition der Adhé&sion an LN1 sowohl durch D5.7 als auch B5.5 deutet darauf hin,
dass LN1-Bindung Uber den EpC/Cld7-Komplex und das a6B4 Integrin vermittelt
wird. Die Adhasion an LN5 hingegen zeigte sich als EpC und EpC/Cld7-Komplex
unabhéngig, da die Bindung aller drei Zelllinien nur durch BS5.5 inhibiert wurde
(Abb. 13).

Um die Zell-Zell-Adhasion zu untersuchen wurden unbehandelte und PMA-
behandelte, CFSE-markierte ASML", ASML-EpC** und ASML-CId7*! Zellen auf
einem einschichtigen Zellrasen (monolayer) aus ASMLY, ASML-EpC*?, ASML-
Cld7*, AS Zellen, Lungenfibroblasten (LF) oder Endothelzellen (EC) ausgesit.
ASML™ Zellen und ASML-CId7*? Zellen adharierten besser auf ihren entsprechenden
Monolayern als auf ASML-EpC*®-und AS Zellen (Ladwein et al., 2005) sowie auf LF
und EC.

61



Ergebnisse

A 80 BASML-wt
BASML-EpC-kd
BASML-Cld7-kd

% adhérente Zellen

BSA FN Colllll | ColllV LN1 FN Colllll | Coll IV LN1 LN5 VN
unbehandelt PMA-behandelt

BASML-wt
BASML-EpC-kd
BASML-Cld7-kd

% Inhibition der Adhasion

Colllll | ColllV Colllll | ColllV

Abb. 13: Zell-Matrix-Adhasion von ASML", ASML-EpC"® und ASML-CId7** Zellen

Unbehandelte oder PMA (10 nM) -behandelte ASML", ASML-EpC** und ASML-CId7*® Zellen wurden auf BSA
oder den beschriebenen ECM Proteinen ausgesét. (A) Angegeben sind die adhadrenten Zellen in Prozent
(Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede (p< 0,05) zu ASML™ Zellen
sind mit * gekennzeichnet. (B) Die Zellen wurden zusammen mit D5.7 oder B5.5 AK inkubiert. Angegeben ist die
prozentuale Inhibition der Adhasion im Vergleich zu Kontroll IgG (Mittelwert aus drei unabh&ngigen Versuchen +
STAB). 15 % Inhibition (gestrichelte Linie) sind statistisch signifikant. Signifikante Unterschiede (p< 0,05) der
Inhibition im Vergleich zu ASML™ Zellen sind mit * gekennzeichnet.

Die hohe Adhasion der ASML-CId7*® Zellen ist konform mit der beschriebenen
Behinderung der EpC-Tetramerbildung durch Cld7. EpC-Tetramerbildung ist fur die
EpC vermittelte homotypische Zell-Zell-Adhasion erforderlich (Balzar et al., 2001).
ASML-EpC*® Zellen adharierten gleich gut auf den drei verschiedenen ASML
Tumorzelllinien, jedoch weniger stark im Vergleich mit ASML" und ASML-CId7*
Zellen. Die Behandlung der Zellen mit PMA, welches die EpC-Cld7-Assoziation
fordert, reduzierte die Bindung von ASML" Zellen auf ASML" und ASML-CId7*
Zellen, beeintrachtigte jedoch nicht die Bindung von ASML-EpC*® Zellen (Abb. 14A).
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Des Weiteren wurde die Zell-Zell-Adhéasion innerhalb der Zelllinien in einer flissig-
Zellkultur getestet. Die Zellen wurden fir zwei Stunden unter leichtem Schitteln in
eine Flussigkultur ausgesat. Bei ASML-CId7*¢ Zellen war eine signifikant hohere
Agglomeration der Zellen zu beobachten als bei ASML" und ASML-EpC*? Zellen
(Abb. 14B).

* BASML-wt *
BASML-EpC-kd
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ASMLM ASML-EpCH ASML-cld7kd

Abb. 14: Zell-Zell-Adhasion von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*’ Zellen

(A) Unbehandelte oder PMA (10 nM) -behandelte, CFSE-markierte ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*
Zellen wurden auf einem einschichtigen Zellrasen der angegebenen Zelllinien ausgeséat. Angegeben sind die
adharenten Zellen in Prozent (Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede
(p<0,05) zu ASML"™ Zellen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede (p<0,05) in der Zell-Zell-
Adhasion zwischen unbehandelten und PMA-behandelten Zellen sind mit s gekennzeichnet. (B) ASML", ASML-
EpC*® und ASML-CId7* Zellen wurden unter leichtem Schiitteln inkubiert. Gezeigt sind lichtmikroskopische Bilder
der Kulturen nach zweistiindiger Inkubation. Ma3stab: 100 pm.
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Mit wenigen Ausnahmen wird die Zell-Matrix-Adh&sion nicht durch den kd von
EpC bzw. CId7 beeinflusst. Wie durch die Untersuchungen unter Antikérperinhibition
gezeigt werden konnte, ist speziell die LN5 vermittelte Adh&sion eher a6p4-Integrin-
als EpC-abhéngig. Eine entscheidende Rolle dieser geringen Unterschiede im
Adhasionsverhalten an der Reduktion der metastatischen Kapazitat der ASML*
Zelllinien im Vergleich zu den wt Zellen ist eher unwahrscheinlich. Hingegen kénnte
die Beeintrachtigung der EpC-abhangigen homotypischen Zell-Zell-Adh&sion durch
Cld7, in einer frihen Phase der metastatischen Kaskade, z.B. bei der lokalen
Invasion, von Bedeutung sein. Um diese Hypothese zu Uberprifen wurde im
Folgenden der Einfluss des EpC- bzw. Cld7-kd in ASML Zellen auf die Migration

Uberprift.

3.3 Claudin 7 fordert die Motilitat

Die Migrationsfahigkeit von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen wurde
mittels einer ,Boyden chamber“ (Transwell assay, Migrationskammer) bestimmt.
Hierzu wurden ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*! Zellen in Gegenwart von
Kontroll IgG, D5.7 (anti-EpC), B5.5 (anti-a6p4) oder D6.1 (anti-Tspan8) AK inkubiert,
gewaschen und in den oberen Teil einer Migrationskammer ausgesat. Die
PorengréRe der Membran betrug 8 um. Der untere Teil der Kammer enthielt Medium
mit 20 % FCS. Nach 16 Stunden Inkubation wurde die Migrationseffizienz durch
Anfarben der durch die Membran migrierten Zellen mittels Kristall-Violett bestimmit.
Im Vergleich zu ASML" und ASML-EpC*® Zellen, ist die Migrationsfahigkeit von
ASML-CId7*¢ Zellen deutlich reduziert. Des Weiteren wurde die Migration von
ASML" Zellen durch D5.7, B5.5 und D6.1 AK inhibiert. Dies zeigte sich ebenso bei
ASML-EpC* Zellen, wobei hier der inhibitorische Effekt des B5.5 AK deutlich gréRer
war als bei den ASML" Zellen. Die geringe Migrationseffizienz der ASML-CId7*°
Zellen wurde durch die AK Inkubation nicht oder nur schwach beeintrachtigt (Abb.
15). Zur weiteren Untersuchung der Migrationsfahigkeit wurde ein Wundheilungs-
versuch (,scratch assay“) durchgefiihrt. Hierzu wurde mit einer feinen Pipettenspitze
ein subkonfluenter Monolayer von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Zellen
,verletzt. Das Schliefen der so entstandenen ,Wunde® ist ein Mal} fir die

Migrationsfahigkeit der Zellen.
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Abb. 15: Transwell Migration von ASML", ASML-EpC*® und ASML-
Cld7"’ Zellen
ASML"™, ASML-EpC"® und ASML-CId7* Zellen wurden in Gegenwart
von Kontroll IgG, D5.7, B5.5 oder D6.1 AK inkubiert und in den
oberen Teil einer ,Boyden chamber® ausgesét. Die PorengréRe der
Membran betrug 8 pm. Der untere Kammerteil enthielt Medium mit
20 % FCS. Nach 16 stindiger Inkubation wurde der Prozentsatz der
durch die Membran migrierten Zellen mittels Kristall-Violett-Farbung
ausgewertet. Angegeben sind die migrierten Zellen in Prozent der
ausgeséaten Zellen (Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen +
—o—Kontr.lgG STAB)_. Signifikantﬁ Untersc_:hiedg (p<0,05) Qer Migratigh im
m D57 Vergleich zu ASML™ Zellen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante
® B55 Unterschiede (p<0,05) in der Migration durch AK-Inhibition sind mit s
A D61 gekennzeichnet.
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Die Ansatze wurden mit oder ohne PMA durchgefiihrt und enthielten entsprechend
der Angaben D5.7, B5.5 oder D6.1 Antikérper. Die Wundheilung wurde nach 24 bzw.
48 Stunden kontrolliert. Die Wundheilung von ASML-EpC*® Zellen erfolgte im
Vergleich zu ASML" Zellen beschleunigt. Bei ASML-CId7*¢ Zellen hingegen erfolgte
die Wundheilung deutlich langsamer. Unbehandelte und PMA-stimulierte ASML"!
Zellen lieRen eine durch D5.7 AK und, weniger deutlich, durch B5.5 AK reduzierte
Wundheilung erkennen. Die Wundheilung der ASML-EpC*® Zellen wurde hingegen
nur durch B5.5 und D6.1 AK inhibiert. Auf die geringe Wundheilungskapazitat der
ASML-CId7*? Zellen wirkte sich die Antikorperinhibition fast gar nicht aus, lediglich in
Gegenwart von D5.7 AK war eine geringe Reduktion nach 48 Stunden zu
beobachten (Abb. 16, Abb. 17). Keine der drei Zelllinien hat die Fahigkeit durch
Matrigel zu migrieren (nicht gezeigt). Die in den beiden Migrationsversuchen zu
beobachtende, im Vergleich zu ASML" und ASML-EpC*® Zellen deutlich geringere
Migrationseffizienz der ASML-CId7"! Zellen, gibt deutliche Hinweise auf eine
essentielle Rolle von Cld7 bei der Bildung eines migrationsférdernden ,Komplexes*
bestehend aus EpC, CId7 und a6p4 Integrin.
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Abb. 16: In vitro Wundheilung von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*’ Zellen

In subkonfluente Monolayer der angegebenen Zelllinien wurde mit einer feinen Pipettenspitze eine ,Wunde*
gekratzt. Die Wundrénder zu Beginn des Versuchs sind durch eine schwarze Linie markiert. Wo angegeben,
wurden die Kulturen mit PMA (10 nM) stimuliert bzw. enthielten die angegebenen AK. Gezeigt sind
lichtmikroskopische Bilder nach 24 h bzw. 48 h Inkubation. MaRstab: 100 pm.
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Abb. 17: Auswertung der in vitro Wundheilung von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7** Zellen
Versuchsansatz s. Abb. 16. Gezeigt ist die Wundheilung in Prozent (Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen
+ STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) der Wundheilung im Vergleich zu ASML"™ Zellen sind mit *
gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede (p<0,05) in der Wundheilung durch AK-Inhibition sind mit s
gekennzeichnet.

Aufgrund der deutlich geringeren Migrationsfahigkeit der ASML-CId7*¢ Zellen in vitro,
erfolgte als néachstes die Uberpriifung des Einflusses von Cld7 auf die
Tumorzellmigration in vivo. Hierzu wurden BDX Ratten 5x10° CFSE-markierte
ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7*? Zellen in die Fusspfote injiziert. Nach sieben
Tagen wurden die Tiere getdtet und die Anwesenheit von CFSE-markierten Zellen in
Gewebe-Einzelzellsuspensionsproben der Injektionsstelle und des poplitealen LK
durchflusszytrometrisch sowie durch Fluoreszenzlichtmikroskopie bestimmt. In den
Proben der Injektionsstelle lieBen sich keine Unterschiede in der Zahl der CFSE-
markierten Zellen zwischen den ASML", ASML-EpC* oder ASML-Cld7*
behandelten Tieren feststellen. Die Anzahl der CFSE-markierten Zellen in den
poplitealen LK war bei den ASML-Ekad Zellen deutlich geringer als bei den ASML"
Zellen. ASML-CId7*® Zellen konnten nur vereinzelt in den poplitealen LK

nachgewiesen werden (Abb. 18).
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Abb. 18: In vivo Migration von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen

BDX Ratten wurden 5x10° CFSE-markierte ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7* Zellen in die Fusspfote
injiziert. Nach 7 d wurden die Tiere getdtet und die Anzahl der CFSE-markierten Zellen an der Injektionsstelle und
im poplitealen LK gemessen. (A) ,Cytospin“ Fixierung, 200 pl Einzelzellsuspension wurden mittels Zentrifugation
auf einem Objekttrager fixiert. Gezeigt sind reprdsentative Beispiele fluoreszenslichtmikroskopischer Bilder.
Mafstab: 100 uym. (B) Auswertung der durchflusszytometrisch gewonnenen Daten. Gezeigt sind die gemessenen
CFSE-markierten Zellen in Prozent der injizierten Zellen (Mittelwerte + STAB). (C) Reprasentative Beispiele der
durchflusszytometrischen Messung. Zuséatzlich zu der CFSE-Markierung wurden die Tumorzellen mit D5.7 und
anti-Cld7 AK markiert. Ausgewertet wurde die Population innerhalb der Umrandung (gate R9).
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Zusammengefasst zeigten sowohl die in vitro als auch die in vivo Versuche
zum Einfluss eines ASML-EpC*? oder ASML-CId7*¢ auf die Migrationsfahigkeit von
ASML Tumorzellen, dass Cld7 Migration férdert. Diese migrationsférdernde
Eigenschaft von Cld7 kénnte von der Formation eines EpC-Cld7-Tetraspanin-
Integrin-Komplexes in TEMs (tetraspanin enriched microdomains) (Kuhn et al., 2007;
Nubel et al., 2009) sowie der Phosphorylierung von Cld7 und der Assoziation des

Komplexes mit Zytoskelettproteinen abhangig sein.

3.4 TEM-Lokalisierung des EpCAM-Claudin 7-Komplexes
fordert die Assoziation mit a6pB4 Integrin und dem
Zytoskelett

Der Einfluss eines EpC*® oder CId7*? auf die Kolokalisation von EpC bzw. CId7 mit
a6p4 Integrin, Tspan8 und Ezrin wurde mittels Immunfluoreszenz untersucht. Hierzu
wurden ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen mit fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten D5.7, anti-Cld7, BS5.5, D6.1 und anti-Ezrin AK markiert. Die
Kolokalisation von EpC und CId7 in den Zellmembranen von ASML" Zellen konnte
deutlich gezeigt werden (Abb. 19A). Insbesondere in PMA-behandelten ASML"
Zellen war eine Kolokalisation von EpC mit a6B4 Integrin, Tspan8 und Ezrin
nachzuweisen. In ASML-CId7*? Zellen war diese Kolokalisation stark reduziert (Abb.
19A). Hingegen konnte in ASML-EpC*® Zellen nur eine geringe Reduktion der
Kolokalisation von CId7 mit a6B4 Integrin, Tspan8 und Ezrin festgestellt werden
(Abb. 19B). Mittels Ko-Immunprazipitation (IP) lieBen sich die Assoziationen
zwischen EpC, Cld7, Tspan8 und a6p4 Integrin in ASML" Zellen bestatigen. Ebenso
konnte die Assoziation von Cld7 mit Tspan8 und a6f4 Integrin in ASML-EpC*® Zellen
bestatigt werden. In ASML-CId7* Zellen jedoch lieR sich EpC nicht Gber a6p4 ko-
prazipitieren (Abb. 20A). Diese Daten geben deutliche Hinweise auf eine zentrale
Rolle von CId7 fur die Komplexbildung. Die TEM-Lokalisation des Komplexes liel3

sich mittels Sucrose-Dichtegradienten-Zentrifugation nachweisen.
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Abb. 19A: Legende siehe Abb. 19.
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Abb. 19: Immunfluoreszenz von ASML", ASML-EpC"® und ASML-CId7"* Zellen

Wo angegeben, wurden die Zellen mit PMA (10 nM) behandelt. (A) ASML" und ASML-CId7* Zellen sowie (B)
ASML" und ASML-EpC*? Zellen wurden mit fluoreszenzfarbstoffgekoppelten D5.7, anti-Cld7, B5.5, D6.1 und anti-
Ezrin AK markiert. Gezeigt sind die Einzelfluoreszenzen sowie die digitalen Uberlagerungen (overlays) der
fluoreszenzlichtmikroskopischen Aufnahmen. Maf3stab 10 M.
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In unbehandelten Proben sind EpC, Cld7 und Tspan8 in den leichten Fraktionen 2-4
(1,117-1,130 M) und den schweren Fraktionen 7-12 (1,171-1,287 M) angereichert.
Nach Behandlung mit MBCD (Methyl-B-Cyclodextrin), wodurch die TEMs aufgrund
partieller Cholesterolentfernung zerstért werden, sind EpC, Cld7 und Tspan8 nur

noch in den schweren Fraktionen 7-12 angereichert (Abb. 20B).
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Abb. 20: Immunprazipitation und Sucrose-Gradient von ASML", ASML-EpCkd und ASML-CId7* Zellen

(A) Unbehandelte oder PMA (10 nM, 1 h) -behandelte ASML", ASML-EpC"® und ASML-CId7** Zellen wurden mit
Lubrol lysiert. Immunkomplexe wurden mit B5.5 AK prazipitiert. Die Préazipitate wurden einer SDS-PAGE mit
anschlieBendem WB unterzogen und mit den angegebenen Antikérpern und einem HRP-markierten
Sekundérantikérper detektiert. (B) Unbehandelte oder MBCD (20 mM, 1 h) -behandelte ASML™, ASML-Eka“| und
ASML-CId7* Zellen wurden mit Lubrol lysiert und einer Sucrose-Dichtegradient-Zentrifugation unterzogen. Die
Fraktionen (1 = geringe Dichte (1,112 M) - 12 = hohe Dichte (1,287 M)) wurden einer SDS-PAGE mit
anschlieRendem WB unterzogen und mit den angegebenen Antikérpern und einem HRP-markierten
Sekundarantikorper detektiert.

Mittels Immunprézipitation von unbehandelten und MBCD-behandelten
ASML™, ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Zellen konnte gezeigt werden, dass, nach
partieller Zerstérung der TEMs, die EpC-Cld7-Assoziation bestehen bleibt. Die
Assoziationen von Tspan 8 mit EpC bzw. CId7 sind hingegen deutlich reduziert. In
ASML-EpC*® Zellen lassen sich Cld7 und Tspan8 ko-immunprazipitieren, aber EpC
und Tspan 8 ko-immunprazipitieren nicht in ASML-CId7*¢ Zellen (Abb. 21A). Nach
einer Sucrose-Dichtegradient-Zentrifugation und anschlie3ender IP mit Tspan8 AK
zeigte sich, dass EpC und CId7 nur in den TEM Fraktionen (2-4) ko-immun-
prazipitieren. Die Ko-Immunprazipitation von EpC und Tspan8 war in Proben der
ASML-CId7*? Zellen deutlich reduziert. Dies zeigt, dass dieser Komplex vornehmlich
in TEMs existiert und Cld7 essentiell fir die Komplexbildung ist (Abb. 21B).

Ich hatte gezeigt, dass PMA-Stimulation die Kolokalisation von EpC, Cld7,

a6p4 und Tspan8 verstarkt. Folglich kénnte der EpC-Cld7-Komplex innerhalb der
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Abb. 21: Immunprazipitation und Sucrose Gradient von ASML™, ASML-EpC*? und ASML-CId7*° Zellen

(A) Unbehandelte oder MBCD (20 mM, 1 h) -behandelte ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen wurden
mit Lubrol lysiert. Imnmunkomplexe wurden mit D5.7 (anti-EpC), anti-Cld7 oder D6.1 (anti-Tspan8) AK prazipitiert.
Die Prazipitate wurden einer SDS-PAGE mit anschlieBendem WB unterzogen und mit den angegebenen
Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundarantikdrper detektiert. (B) Unbehandelte oder MBCD (20 mM, 1
h) -behandelte ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Zellen wurden mit Lubrol lysiert und einer Sucrose-
Dichtegradient-Zentrifugation unterzogen. In den Fraktionen 1, 2, 3, 4 (1,112, 1,117, 1,122, 1,130 M) und den
vereinigten Fraktionen 5-8 (1,156-1,182 M) und 9-12 (1,213-1,287 M) wurden Immunkomplexe mit D6.1 AK
prazipitiert. Die Prazipitate wurden einer SDS-PAGE mit anschlieBendem WB unterzogen und mit den
angegebenen Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundarantikérper detektiert.

TEMs von der Gegenwart weiterer TEM-assoziierter Signaltransduktions- und
Adapterproteine profitieren. So ist z.B. bekannt, dass PKC (Protein Kinase C) an
Tetraspanine assoziiert und fur die Cld7-Phosphorylierung notwendig ist (Hemler,
2005; Sjo et al., 2010; Steinberg, 2008; Wang et al., 2007).

Mittels eines in vitro Kinase Experiments konnte gezeigt werden, dass die
Cld7-Phosphorylierung in ASML™ Zellen durch eine Behandlung mit MBCD verringert
wird. Staurosporin, ein PKC Inhibitor, unterbindet nahezu ganzlich die Cld7-
Phosphorylierung in unbehandelten Zellen und reduziert sie stark in PMA-
behandelten Zellen. Dartber hinaus wurde eine Inhibition der Phosphorylierung von
PKC und Ezrin beobachtet (Abb. 22A). Da phosphoryliertes Cld7 an Ezrin assoziiert,
weisen diese Daten darauf hin, dass EpC Uber Cld7 mit dem Zytoskelett verbunden
werden kénnte. Allerdings konnte eine Ko-Immunprazipitation von Cld7 und Ezrin in
Lysaten von PMA-behandelten ASML" Zellen nicht nachgewiesen werden (Abb.
22B). Wir Uberprifen zurzeit, ob Ezrin mit Tspan8, a6B4 oder direkt mit EpCAM ko-

immunprazipitiert.
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Abb. 22: In vitro Kinase assay und Immunprazipitation von ASML"™ Zellen

(A) ASML" Zellen wurden soweit angegeben mit MBCD (20 mM, 1 h), PMA (10 nM, 1 h) oder/und Staurosporin
(500 nM, 1 h) behandelt. Die Zellen wurden mit Triton-x-100 lysiert. Die Proben wurden zur Markierung
phosphorylierter Proteine mit 10 pCi [32P]y-ATP versehen. Die Proben wurden einer SDS-PAGE unterzogen.
AnschlieBend erfolgte die Auswertung mittels Radiographie. Zur Identifikation der verschiedenen Banden wurden
die gleichen Lysate einer SDS-PAGE mit anschlieRendem WB unterzogen und mit den angegebenen Antikdrpern
und einem HRP-markierten Sekundérantikrper detektiert. (B) ASML™ Zellen wurden wo angegeben mit PMA (10
nM, 1 h) oder/und Staurosporin (500 nM, 1 h) behandelt. Die Zellen wurden mit Lubrol lysiert. Immunkomplexe
wurden mit anti-Cld7 AK préazipitiert. Die Prazipitate wurden einer SDS-PAGE mit anschlieRendem WB
unterzogen und mit den angegebenen Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundarantikérper detektiert.

Mittels Migrationskammer (Boyden chamber) wurde der Einfluss der
Phosphorylierung von Cld7 auf das Migrationspotenzial von ASML", ASML-EpC*?
und ASML-CId7*¢ Zellen Uberpruft. Hierzu wurden die unbehandelten oder mit
Staurosporin behandelten Zellen in den oberen Teil einer Migrationskammer
ausgesat. Der untere Teil der Kammer enthielt Medium mit 20 % FCS, 10 nM PMA.
Nach 16 Stunden Inkubation wurde die Migrationseffizienz bestimmt. Den bisherigen
Daten entsprechend, konnte gezeigt werden, dass in Gegenwart von Staurosporin
die Migration von ASML", und ASML-EpC*® Zellen stark reduziert war. Auch das
ohnehin geringe Migrationspotenzial von ASML-CId7*® Zellen konnte durch

Staurosporin-Behandlung weiter reduziert werden (Abb. 23).
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ASML"™, ASML-EpC*® und ASML-CId7** Zellen wurden in den oberen
Teil einer ,Boyden chamber ausgesat. Das Medium enthielt PMA
(10 nM) und DMSO oder Staurosporin (500 nM). Die Porengréfie der
Membran betrug 8 um. Der untere Kammerteil enthielt Medium mit
20 % FCS. Nach 16 stundiger Inkubation wurde der Prozentsatz der
durch die Membran migrierten Zellen mittels Kristall-Violett-Farbung
ausgewertet. Angegeben sind die migrierten Zellen in Prozent der
ausgesaten Zellen (Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen +
STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) der Migration im
Vergleich zu ASML" Zellen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante
Unterschiede (p<0,05) in der Migration durch Staurosporin sind mit s
gekennzeichnet.
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Die Kolokalisation von EpC mit a6B4, Tspan8 und Ezrin ist in ASML-CId7*°
Zellen im Vergleich zu ASML" Zellen deutlich beeintrachtigt. In ASML-EpC*? Zellen
ist sie kaum beeinflusst. Zur Bildung des in den TEM lokalisierten EpC-Cld7-Tspan8-
a6p4 Integrin-Komplexes wird essentiell Cld7 bendtigt. In dem TEM lokalisierten
Komplex sind CId7, EpC und Ezrin phosphoryliert. Diese Befunde unterstitzen die
Annahme, dass die Cld7-abhangige Migration auf PKC-vermittelter Cld7- und Ezrin-
Phosphorylierung beruht. Durch die Experimente wird eine aktive Beteiligung von
Cld7-assoziietem EpC an der Zellmotilitdt nicht ausgeschlossen. Eine Cld7-
unabhangige Rolle von EpC an der Zellmotilitdt muss hingegen ausgeschlossen
werden. Weiterhin offen bleibt die Frage nach der Rolle von EpC im metastatischen

Prozess, da die Metastasierung von ASML-EpC*? Zellen deutlich beeintrachtigt war.
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3.5 Spaltung von Claudin 7-assoziiertem EpCAM férdert die

Zellproliferation

Neben Adhéasion und Migration ist die Proliferation ein weiterer Faktor, der fir das
metastatische Potenzial von Tumorzellen entscheidend sein kann, wobei sich sowohl
ASML-EpC*® als auch ASML-CId7* Zellen durch ein signifikant verzégertes
Tumorwachstum speziell in den drainierenden LK auszeichnen. Fir EpC ist bekannt,
dass es von TACE und PS2-NTF in eine extrazelluldre (EpEX) und eine intrazellulére
Doméne (EplCD) gespalten wird. EpICD dient als Ko-Transkriptionsfaktor und férdert
die Proliferation, indem es an FHL2, B-Catenin und den Transkriptionsfaktor Lef-1
bindet [Kapitel 1.4.2, (Maetzel et al., 2009)]. Da die Expression sowohl von TACE als
auch von PS2/NTF in ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*¢ Zellen nachgewiesen
werden konnte (Abb. 24), wurde untersucht, ob Cld7 Einfluss auf die Spaltung von
EpC nimmt. Vorab habe ich die Proliferationsfahigkeit von ASML", ASML-EpC*® und
ASML-CId7*? Zellen in vitro getestet.

ASML-
wt -EpCk! -Cld7+
PMA: - + -- + - + WB:
SRR PS2NTF
WSS TACE

Abb. 24: Expression von TACE und PS2/NTF in ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*° Zellen

ASML"™, ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen wurden, wo angegeben, mit PMA (10 nM, 1 h) behandelt und mit
Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE mit anschlieBendem WB unterzogen und mit den angegebenen Antikdrpern
und einem HRP-markierten Sekundarantikérper detektiert.

Die Proliferationsraten der Zellen wurden mittels 3H-Thymidin-lnkorporation ermittelt.
Hierzu wurden ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen mit oder ohne PMA fiir
16 Stunden in *H-Thymidin beinhaltendem Medium inkubiert und anschlieBend die
Radioaktivitat der Proben als Mal fiir die Proliferation ermittelt. Des Weiteren wurde
die Proliferationsaktivitdt mittels Farbstoff-Verdiinnung gemessen. Hierzu wurden
CFSE-markierte ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*! Zellen mit oder ohne PMA
fir 72 Stunden inkubiert. Die Verringerung der Farbstoffintensitat, als Maf fur die
Proliferation, wurde durchflusszytometrisch gemessen. Die Proliferation von ASML-
EpC*® und ASML-CId7*¢ Zellen ohne PMA-Inkubation war im Vergleich zu ASML™
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Zellen nur geringfugig reduziert. PMA-Stimulation erhéhte die proliferative Aktivitat
von ASML" Zellen deutlich, auf ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen wirkte sie sich
hingegen nur geringfiigig aus (Abb. 25A). Deutlich weniger ASML-EpC*® und ASML-
Cld7*! Zellen als ASML" Zellen durchliefen drei oder mehr Zellzyklen innerhalb von
72 Stunden (Abb. 25B, C).
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Abb. 25: Proliferation von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*° Zellen

Wo angegeben, wurden die Zellen mit PMA (10 nM) behandelt. (A) ASML", ASML-EpC** und ASML-CId7*
Zellen wurden 16 h in Medium mit 3H-Thymidin inkubiert. Gezeigt ist die Aktivitdt in cpm (counts pro Minute)
(Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) der Proliferation im
Vergleich zu ASML" Zellen sind mit * gekennzeichnet. (B) ASML", ASML-EpC*? und ASML-CId7*’ Zellen wurden
CFSE-markiert. Nach 72 stiindiger Inkubation wurde die Anzahl der Zellteilungen anhand der CFSE-Verdiinnung
durchflusszytometrisch gemessen. Gezeigt sind représentative Beispiele der FACS-Messung. (C) Auswertung
von B. Gezeigt sind die Zellen entsprechend der von ihnen durchlaufenen Zellzyklen in Prozent (Mittelwert aus
drei unabhdngigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) der durchlaufenen Zellzyklen im
Vergleich zu ASML" Zellen sind mit * gekennzeichnet.

Weiterhin wurde die Zellzyklusprogression der Zellen nach Aushungern (starvation)
untersucht. ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*! Zellen wurden fir 48 Stunden
ohne FCS Kkultiviert. Zwei bzw. sechs Stunden nach Zugabe von 10 % FCS zum
Medium wurden die Zellen mittels Pl-Farbung markiert und die Zellzyklusprogression
durchflusszytometrisch gemessen. Signifikant weniger ASML-CId7*? Zellen als
ASML™ und ASML-EpC*® Zellen waren nach 2 Stunden in der G2/M Phase
(Abb. 26).
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Abb. 26: Zellzyklusprogression von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen

ASML", ASML-EpC* und ASML-CId7" Zellen wurden fiir 48 h ohne FCS kultiviert. 2 bzw. 4 h nach Zugabe von
10 % FCS wurden die Zellen mittels PI-Férbung markiert und Zellzyklusprogression durchflusszytometrisch
gemessen. (A) Gezeigt sind reprasentative Beispiele der FACS-Messung. GO/G1 = M1, S = M2, G2/M = M3 (B)
Auswertung von A. Gezeigt sind die Zellen entsprechend ihrer Position im Zellzyklus in Prozent (Mittelwert aus
drei unabhangigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) der Zellzyklusphasenverteilung im
Vergleich zu ASML" Zellen sind mit * gekennzeichnet.

Die letztgenannten Beobachtungen geben Hinweise auf einen zuséatzlichen Defekt
bei der Zellzyklusprogression von ASML-CId7*¢ Zellen. Des Weiteren deuten die
Daten darauf hin, dass EpICD zur Proliferation in ASML" Zellen, insbesondere bei
Stress, beitrdgt. Hierbei kénnte die EpC-Cld7-Assoziation in TEMs durch die
Forderung der EpC-Spaltung eine wichtige Rolle spielen.

In der Tat wurde in PMA-stimulierten ASML-EpC*® und ASML-CId7*¢ Zellen
ein geringerer Anstieg der B-Catenin und c-myc-Expression als in ASML"' Zellen
beobachtet (Abb. 27A). Dies weist auf eine mdgliche Reduktion der EpICD-
Generierung in ASML-EpC*® und ASML-CId7*¢ Zellen hin. Diese konnte nicht direkt
Uberprift werden, da ein kommerziell erhéltlicher EpICD AK entgegen den Angaben
Ratten EpICD nicht erkennt (Daten nicht gezeigt). Hinzu kommt, dass PS2/NTF erst
nach Abspaltung der extrazelluldaren EpC-Doméne aktiv wird. Da der D5.7 AK die
extrazellulare Doméne erkennt, kann nach Abspaltung der extrazellularen Doméane

auch EpC nicht mehr detektiet und die Assoziation mit Cld7 nicht mehr
78



Ergebnisse

nachgewiesen werden. Nach kurzfristiger PMA-Behandlung ko-immunprazipitiert
Cld7, jedoch nicht TACE und PS2/NTF, mit EpC. Nach vierstiindiger PMA-
Behandlung ist die Menge an CId7, die mit EpC ko-immunprézipitiert, reduziert; es
wird aber auch PS2/NTF detektiert. Anti-Cld7 ko-immunprazipitiert auch nach
kurzfristiger PMA-Behandlung EpC und PS2/NTF. Nach vierstindiger PMA-
Stimulation wird weniger EpC aber vermehrt PS2/NTF durch anti-Cld7 ko-
immunprézipitiert (Abb. 27B). Wir schlielen daraus, dass Cld7 und PS2/NTF
assoziiert sind und diese Assoziation durch PMA-Behandlung verstarkt wird. Weder
EpC noch CId7 sind direkt mit TACE assoziiert.
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Abb. 27: Hinweise auf EplCD-Aktivitat und -Generierung in ASML", ASML-EpC** und ASML-CId7"* Zellen

(A) Unbehandelte und PMA (10 nM, 1 h) -behandelte ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen wurden mit
Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE mit anschlieBendem WB unterzogen und mit den angegebenen Antikdrpern
und einem HRP-markierten Sekundarantikérper detektiert. (B) ASML" Zellen wurden in Triton-X-100 (Lysat) bzw.
Lubrol (IPs) lysiert. Wo angegeben, waren die Zellen PMA (10 nM) -behandelt. Imnmunkomplexe wurden mit D5.7
bzw. anti-Cld7 AK prazipitiert. Die Prazipitate wurden einer SDS-PAGE mit anschlieRendem WB unterzogen und
mit den angegebenen Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundéarantikdrper detektiert.

Die Experimente belegen, dass unter Stress (PMA) die proliferative Aktivitat
von ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Zellen im Vergleich zu ASML"™ Zellen
beeintrachtigt ist und die Cld7-Assoziation mit PS2-NTF die Spaltung von EpC
férdert. Dartiber hinaus ergab sich eine von EpC unabhéngige Beteiligung von Cld7
an der Zellzyklusprogression. Die Daten deuten darauf hin, dass Cld7 Uber die
Rekrutierung von EpC in TEMs, wo die Spaltung von EpC durch TEM-lokalisiertes
TACE und PS2/NTF erfolgt, zu EplCD-vermittelter Zellzyklusprogression beitragt.
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Diese Resultate erkldren das geringe Wachstum von ASML-EpC*® Zellen in
den poplitealen LK. Die deutlich geringere in vivo Progression von ASML-Cld7*
Zellen kann jedoch durch die Befunde nicht erklart werden. Vielmehr weisen sie auf

weitere Cld7*%-bedingte Defekte in den Zellen hin.

3.6 Claudin 7 fordert Apoptoseresistenz

Weitere Faktoren, neben den bisher untersuchten, die fur das hohe metastatische
Potenzial von Tumorzellen von Bedeutung sein kénnen, sind die Apoptoseresistenz
und die Fahigkeit ohne Kontakt zu anderen Zellen (Anoikis) Uberleben und
proliferieren zu kénnen. Zur Bestimmung des Einflusses des EpC*® bzw. des Cld7*
auf die Apoptose, wurden ASML Zellen, unter dem Einfluss von Cisplatin, auf ihre
Proliferation, respiratorische Aktivitdt und Apoptoserate hin untersucht. Cisplatin ist
ein Zytostatikum, das haufig in der Krebstherapie eingesetzt wird. ASML"!, ASML-
EpC"“| und ASML-CId7*¢ Zellen wurden fiir 48 bzw. 72 Stunden in Anwesenheit von
Cisplatin inkubiert. Die Messung des Einflusses von Cisplatin auf die Proliferation der
Zellen wurde mittels >H-Thymidin-Inkorporation durchgefiihrt (Abb. 28A). Die
Bestimmung der respiratorischen Aktivitat erfolgte mittels MTT-Farbung (Abb. 28B).
Die Apoptoseraten der Zellen wurden durch AnnexinV/PI-Farbung und
anschlielender durchflusszytometrischer Analyse gemessen (Abb. 28C). Es zeigte
sich, dass ASML Zellen stark apoptoseresistent sind. Die Proliferation von ASML-
Cld7*¢ Zellen wurde in Gegenwart von 1 pg/ml Cisplatin um 50 % reduziert. Diese
Reduktion wurde bei ASML-EpC*® Zellen durch Inkubation mit 2,6 pg/ml Cisplatin
erreicht. Um die Proliferationsrate von ASML" Zellen um 50 % zu reduzieren, war
hingegen eine Cisplatinkonzentration von mehr als 10 pyg/ml erforderlich (Abb. 28A).
Ahnliche Unterschiede in der Cisplatinsensitivitat zeigten sich in der MTT-Farbung
(Abb. 28B). Bei 72 stiindiger Inkubation genligte eine Konzentration von weniger als
2,5 pg/ml Cisplatin fir das Absterben von 50 % der ASML-CId7*? Zellen, wahrend
hierfiir bei ASML-EpC*® Zellen 15 pg/ml und bei ASML™ Zellen 35 pg/ml Cisplatin
erforderlich waren (Abb. 28C).
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Abb. 28: Apoptoseresistenz von ASML™, ASML-EpC*® und ASML-CId7*° Zellen

ASML™, ASML-EpC* und ASML-CId7"® Zellen wurden fiir 48-72h in Gegenwart der angegebenen
Konzentrationen von Cisplatin kultiviert. (A) Fir die letzten 16 h wurde °H-Thymidin zugesetzt und die
Proliferation mittels 3H-Thymidininkorporation gemessen. Gezeigt ist die Aktivitdt in cpm (counts pro Minute)
(Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen + STAB). (B) Die mitochondriale Aktivitdt wurde mittels MTT-
Farbung gemessen. Gezeigt ist die relative mitochondriale respiratorische Aktivitdt (Mittelwert aus drei
unabhédngigen Versuchen £ STAB). (C) Nach 48 h bzw. 72 h Stunden wurde die Apoptoserate mit Hilfe der
AnnexinV/PI-Farbung durchflusszytometrisch bestimmt. Gezeigt sind die AnnexinV® und/oder PI* Zellen
(Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen + STAB). (A-C) Die Cisplatinkonzentration, welche fiir eine 50 %ige
Reduktion der Proliferation und mitochondrialen Aktivitat oder fir 30 % apoptotische Zellen erforderlich war, ist
durch eine gestrichelte Linie markiert. Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen ASML", ASML-EpC*® und
ASML-CId7" Zellen sind angegeben.
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Der Einfluss von EpC und CId7 auf die Apoptoseresistenz wurde auch im ,soft
agar colony formation* Assay Uberprift. Hierbei wurden ASML", ASML-EpC*? und
ASML-CId7*¢ Zellen mit oder ohne Cisplatin in 0,3 %igem Agar ausgeséat. Nach einer
dreiwdchigen Inkubation wurde das Koloniewachstum tberpruft. Entsprechend den
vorherigen Ergebnissen war die hohe Koloniebildungseffizienz der ASML" Zellen
(Matzku et al., 1983) in beiden kd Zelllinien stark reduziert, wobei die Reduktion in
den ASML-CId7*! Zellen am massivsten war (Abb. 29A, B). Schon 0,2 pg/ml Cisplatin
waren fir eine weitere Reduktion der Kolonienzahl um 50 % in ASML-CId7*? Zellen
ausreichend (Abb. 29C).
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Abb. 29: Koloniewachstumseffizienz von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen

(A) ,soft agar colony formation“ von ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen. Die Zellen wurden in einer
Agarschicht ausgeséat. Nach drei Wochen wurde das Koloniewachstum analysiert. Gezeigt sind reprasentative
lichtmikroskopische Aufnahmen. Mafistab 8 mm. (B) Auswertung von A. Gezeigt ist die Anzahl der gewachsenen
Kolonien (Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen + STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) im Vergleich
zu ASML™ Zellen sind mit * gekennzeichnet. (C) ,soft agar colony formation assay“ von ASML", ASML-EpC*
und ASML-CId7** Zellen mit oder ohne Cisplatinbehandlung. Die verschiedenen Cisplatinkonzentrationen sind
angegeben. Gezeigt ist die relative Koloniebildungseffizienz nach dreiwdchiger Inkubation in Prozent. Die
Cisplatinkonzentration, die fir eine 50 %ige Reduktion der Koloniewachstumseffizienz erforderlich war, ist durch
eine gestrichelte Linie markiert. Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen ASML", ASML-EpC*® und ASML-
Cld7" Zellen sind angegeben.
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Zur Untersuchung der medikament6s induzierten Apoptose in vivo wurden
BDX Ratten 5x10° ASML™, ASML-EpC*® oder ASML-CId7*® Zellen injiziert. Die hohe
Zellzahl sollte ein Tumorwachstum sicherstellen. Um einen Effekt der geminderten
Migrationsfahigkeit von ASML-EpC*® und ASML-CId7*! Zellen auf das Experiment
auszuschliel3en, wurden die Zellen intraperitoneal injiziert. Pro Tumorzelllinie wurden,
in Intervallen von drei Wochen, jeweils einer Gruppe 1 mg/kg Kérpergewicht Cisplatin
injiziert. Die Behandlung mit Cisplatin verlangerte die Uberlebensdauer der ASML™!
Zellen tragenden Tiere von 25 auf 40 Tage. Die Uberlebensdauer der ASML-EpC*
Zellen tragenden Tiere verldngerte sich nicht signifikant. Hingegen wurde die
Uberlebensdauer der Tiere, welche die starker apoptoseanfilligen ASML-Cld7*°

Zellen injiziert bekommen hatten, nahezu verdoppelt (Abb. 30).
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Abb. 30: /n vivo Apoptoseresistenz von ASML™, ASML—EpCkd und ASML-CId7* Zellen

BDX Ratten wurden 5x10° ASML", ASML-EpC*® oder ASML-CId7*? Zellen intraperitoneal (ip) injiziert. Nach 2 und
23 Tagen wurden den angegebenen Tieren 1 mg/kg Korpergewicht Cisplatin ip injiziert. Gezeigt sind die (A)
Uberlebensrate und (B) die Uberlebensdauer (Mittelwert + STAB von 5 Tieren/Gruppe). Signifikante Unterschiede
zwischen ASML", ASML-EpCkd und ASML-CId7*’ Ratten sowie zwischen unbehandelten und Cisplatin-
behandelten Ratten sind angegeben.

Das makroskopische Wachstum der ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*°
Zellen unterschied sich deutlich. ASML" Zellen wuchsen miliar und hauptséchlich im
Bauchnetz (Omentum). Ein miliares Wachstum in den Lungen wurde nur in zwei

Tieren, die eine Uberlebenszeit von mehr als 30 Tagen hatten, beobachtet.

83



v8

‘uabe] gl yoeu yoopal susisaleds ‘uspinm yuely yoipuaw als uuam 19)Q18b uapinm alal] aig q ‘yaiziful |lesuoyuadesiul usjjgziown ,0LXG uapinm uspey Xad
uonesjiiddy Jojesuojiadenul yoeu us||dz . /PIO-TNSY pun ,, 9d3-TASY *, TASY UOA WNISUOBA ON/A U] 29} 3l|2qeL

Vv o uauebiQ usjesuojiadeljul
vIE Biniq W USMOBCISA 8100 Gee+9¢L | G/l unedsio
, snwAyL | _ .
W QL-g uajouy 8go4b ‘wo Z-6‘0
g/ o/z usauebiO usjesuojuadeljul JPI5
Gz NW UsxOBgIOA GL000 | ¥'/+89€ | S/0 SuIoY ”
|w 001-0L snwAy L uBjouY| 85046 ‘WO Z TASY
. oL usuebiO usjeauojuadeljul
v/l BINIq ‘(W 01 SNWAYL . Hw cmv_ommtm; . su 6'LL+8'€S G/0 unerdsio
uajouy| agolb ‘wo z-¢‘0
uauebiQ usjesuoltadenul
Uls 737 . . . eleE
19) W 0b-02 suIsy W usxoeqIaA 09¢0°0 | 6'9L+9°GY G/0 suIay “INSY
‘usjouy 8yolb ‘wo g
74 g/e wnjuswQ wijsisw : ) .
G/S W S0 oBun Jeliw wo z-| /9100 8'0L+9'6¢E g/0 unedsio
G/S G/l wnjuswQ wijisisw
uiay W o oBuN JelIW WO G- 0+S¢ G/0 suIay w INSY
ssnbio (Bunipueyag) | (ewuez) HOZ iidads
-elng|d sS9)IZSsy aselsela Jown] Js|eyo| uapn d uapn d -suagajieqn Bunipueyeg | alul©Z

assiuqebig




Ergebnisse

ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Zellen bildeten groRe Tumorknoten, die mit den
intraperitonealen Organen verbacken waren. Sie bildeten keine Metastasen in der
Lunge, aber insbesondere ASML-CId7*? Zellen bildeten Metastasen im Thymus. Bei
ASML-EpC*® und vor allem ASML-CId7*¢ Zellen tragenden Tieren wurden Aszites
und Pleuraergisse diagnostiziert, welche jeweils grole Mengen an Tumorzellen
enthielten (Tabelle 16).

Zusammengefasst zeigten sowohl die in vitro als auch die in vivo Versuche
deutlich, dass CId7 essentiell zur Fahigkeit von Tumorzellen aufierhalb ihres
normalen Milieus Uberleben und proliferieren zu kdénnen sowie zur Apoptose-

resistenz beitragt. Fir EpC konnte dieser Einfluss nicht gezeigt werden.

3.7 Claudin 7 stabilisiert anti-apoptotische Molekiile

Diese Befunde belegen einen signifikanten Einfluss von Cld7 auf die Apoptose-
resistenz der ASML Tumorzellen. Speziell im Hinblick auf die therapeutische
Effizienz einer Modulation der Cld7-Expression, erschien es zwingend, die
Signalwege, Uber die Cld7 die Apoptoseresistenz beeinflusst, zu untersuchen. In
einem ersten Versuchsansatz habe ich zu klaren versucht, ob Cld7 auf rezeptor-
vermittelte oder mitochondriale Apoptose Einfluss nimmt. Hierzu wurde die
Aktivierung der Caspasen 3, -8 und -9 unter PMA-Behandlung untersucht. Nur in
ASML" Zellen konnte eine Reduktion der Aktivierung (Spaltung) von Caspase 9
sowie von Caspase 3 gezeigt werden. Fir Caspase 8 (Rezeptorvermittelte Apoptose)
konnten keine Unterschiede zwischen ASML™, ASML-EpC*® und ASML-CId7* Zellen
festgestellt werden (Abb. 31). Dieser Befund weist auf einen Einfluss von EpC und
Cld7 auf den mitochondrialen Apoptosesignalweg hin. Ich habe daher als nachstes
untersucht, ob die Aktivierung anti-apoptotischer Proteine tGber den MAPK- oder den
JNK-Signalweg bzw. Giber NFKB gestort ist. Insbesondere in PMA-behandelten Zellen
konnte ein Einfluss des EpC*® und CId7*® auf die Aktivierung des MAPKinase-
Signalwegs mit einer deutlichen Reduktion der Phosphorylierung von ERK1/2
beobachtet werden. Auch die Phosphorylierung der JNK und in der Folge von c-jun
war erheblich beeintrachtigt. Letztlich erschien die Freisetzung von NFKB von seinem
Inhibitor, aufgrund der reduzierten Phosphorylierung von IkB in ASML-EpC*® und

ASML-CId7*? Zellen, beeintrachtigt (Abb. 32).
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Abb. 31: Caspaseaktivitat in ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*® Zellen

(A) Unbehandelte und PMA (10 nM, 1
Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE

h) -behandelte ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7"® Zellen wurden mit
mit anschlieBendem WB unterzogen und mit den angegebenen Antikdrpern

und einem HRP-markierten Sekundérantikdrper detektiert. (B) Auswertung von A. Gezeigt ist das
Expressionsverhéltnis der angegebenen Proteine zu Aktin (Mittelwert aus zwei unabhangigen Experimenten *
STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen unbehandelten ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*
Zellen sind mit * gekennzeichnet. Signifikante Unterschiede zwischen den PMA-behandelten Zelllinien sind mit s

gekennzeichnet.
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Abb. 32: MAPK, JNK und NFkB Aktivierung in ASML", ASML-EpC*® und
ASML-CId7" Zellen

Unbehandelte und PMA (10 nM, 1 h) -behandelte ASML™, ASML-EpCkd
und ASML-CId7" Zellen wurden mit Triton-X-100 lysiert, einer SDS-PAGE
mit anschlieBendem WB unterzogen und mit den angegebenen
Antikérpern und einem HRP-markierten Sekundarantikérper detektiert. (B)
Auswertung von A. Gezeigt ist das Expressionsverhdltnis der
angegebenen Proteine zu Aktin bzw. der phosphorylierten zur nicht-
phosphorylierten Form (Mittelwert aus zwei unabhangigen Experimenten +
STAB). Signifikante Unterschiede (p<0,05) zwischen unbehandelten
ASML™, ASML-EpC*® und ASML-CId7"* Zellen sind mit * gekennzeichnet.
Signifikante Unterschiede zwischen den PMA-behandelten Zelllinien sind
mit s gekennzeichnet.
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Diese Befunde stehen mit der Reduktion der Apoptoseresistenz von ASML-EpC*¢
Zellen im Einklang, jedoch erklaren sie nicht den dramatischen Verlust der
Apoptoseresistenz in ASML-CId7*® Zellen. Die Aktivierung von Akt und den
nachgeordneten anti-apoptotischen Proteinen Bcl-2 und Bcl-XI sowie die
Inaktivierung von BAD durch Phosphorylierung unterschieden sich zwischen ASML",
ASML-EpC*® Zellen nicht signifikant. Bei PMA-stimulierten ASML", ASML-EpC*
Zellen waren Akt und BAD in erhéhtem Malde phosphoryliert. Im Gegensatz dazu war
die Phosphorylierung dieser Proteine in ASML-CId7*! Zellen signifikant reduziert.
Ebenso konnte in diesen Zellen eine reduzierte Bcl-2- und Bcl-XI-Expression
beobachtet werden. Hingegen waren Expression und Phosphorylierung von Pten in
ASML-CId7*¢ Zellen deutlich erhoht (Abb. 33). Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass der dramatische Verlust der Apoptoseresistenz in ASML-CId7*® Zellen, durch
die erhéhte Expression von Pten, welches die Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs

unterbindet, bedingt ist.
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ASML*-EpCHd -CldT7x Abb. 33: Einfluss von EpC und CIld7 auf die Aktivierung des anti-
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3.8 EpCAM rescue

Um in weiterflhrenden Arbeiten insbesondere die Cld7-unabhangige Funktion von
EpC in CSC eingehender untersuchen zu kénnen, wurde mit der Generierung einer
ASML-EpC*® EPS* Zelllinie begonnen. Als Ausganspunkt fir die Klonierung dient ein
cDNA-Konstrukt, in welchem EpC in der Transmembrandomane so mutiert ist, dass
keine Bindung mit CId7 erfolgen kann (Nubel et al., 2009). Durch Einbringen weiterer
stiller Punktmutationen in der siRNA-Konsensussequenz soll eine Unterdriickung der
EpC-Expression durch das EpC*®-Konstrukt verhindert werden. Die Generierung der
stillen Punktmutanten wurde in zwei Klonierungsschritte aufgeteilt. Zur Erleichterung
der Uberpriifung, ob die Klonierung erfolgreich war, wurden die Primer so erstellt,
dass bei erfolgreicher Inserierung der zwei Mutationen eine neue Restriktionsenzym-
bindungsstelle entsteht. Bisher gelang der erste Schritt, die Inserierung der ersten

zwei von vier Mutationen (Abb. 34).

A
Psi Af
o E s L H T A L a u] 1 3 F A s R ¥ M L N P K F | K s I M ¥ E N N v I T &
1501 GAGAGTTTGC ATACTGCCCT GCAGGACACS TTCGCATCTC GATACATGCT GAATCCGARAL TTTATCAARA GTATTATGTA TGAGAATALT GTTATCACTL
CTCTCAAACG TATGACGGGA CGTCCTGTGC AAGCGTAGAG CTATGTACGA CTTAGGCTTT AAATAGTTTT CATAATACAT ACTCTTATTA CAATAGTGAT
B
Abb. 34: EpC rescue
bp: (A) Ausschnitt der EpC DNA Sequenz. Gezeigt ist die doppelstrangige
10000 — I DNA mit der Aminosauresequenz. Der gelb markierte Bereich ist der
2888 £000 = [ siRNA Bindungsbereich. Rot markiert sind die mutierten Basenpaare.
3500 3888; Bei bp 1517 und 1520 sind die beiden Mutationen, die zusammen mit
2500 . der Pst | Restriktionsschnittstelle im ersten Klonierungsteil eingefiihrt
1500 — wurden. (VectorNTI) (B) Kontrollverdau der DNA von vier transfizierten
1000 — Bakterienklonen. Klon 1 enthélt neben einer normalen eine zweite,

zusatzliche Pst | Schnittstelle, ist damit positiv kontrollverdaut und
enthélt die gewlnschten Mutationen. Gezeigt ist die UV-Licht
Aufnahme eines 1 %igen DNA-Agarosegels nach Einfarbung mit
Ethidiumbromid.
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4 Diskussion

Ein Hauptproblem bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms stellt die frih
einsetzende Metastasierung dar. In jungster Zeit wird Krebsstammzellen (CSC) eine
entscheidende Rolle bei der Etablierung von Metastasen zugeschrieben (Chaffer and
Weinberg, 2011; Lobo et al.,, 2007; Regenbrecht et al., 2008; Visvader and
Lindeman, 2008; Werbowetski-Ogilvie and Bhatia, 2008; Yang and Chang, 2008).
Fur CSC vieler Karzinome ist ein typisches Profil von Oberflachenmarkern bekannt,
mit dessen Hilfe sie angereichert werden kdnnen. Beim Pankreaskarzinom ist das
Profil der CSC: CD44"EpCAM*CD24" (Li et al., 2007a). Wahrend eine funktionelle
Rolle von CD44 im Metastasierungsprozess gut dokumentiert ist, liegen fir EpC
entsprechende Untersuchungen nicht vor. Meine Arbeit sollte zur Klarung der Frage
beitragen, ob EpC ein funktioneller Krebsstammzellmarker ist. Meine Ergebnisse
weisen Uberraschender Weise darauf hin, dass nicht EpC, sondern vielmehr ein
EpC-assoziiertes Molekul, ClId7, Uuber seine Interaktion mit EpC, einen

entscheidenden Einfluss auf die Metastasierung hat.

4.1 Einfluss von EpCAM und Claudin 7 auf Tumor- und

Metastasenwachstum

ASML Zellen besitzen mehrere typische Krebsstammzelleigenschaften. Sie
exprimieren das CSC-Marker-Profil von Pankreas CSC, sie proliferieren langsam,
bendtigen keinen Zellkontakt, sind apoptoseresistent und stark metastatisch (Jung et
al., 2009; Klingbeil et al., 2009; Matzku et al., 1983). Nach subkutaner Injektion
wachsen ASML"™ Zellen kaum lokal. Sie migrieren tber die LymphgefaRe zum
drainierenden Lymphknoten, wo sie Metastasen etablieren. Uber weitere LK-
Stationen erreichen sie die Lunge, wo sie miliare Metastasen bilden (Matzku et al.,
1983). Ich mdchte an dieser Stelle darauf hinweisen, dass dieser Tumor, aufgrund
des fehlenden lokalen Wachstums, in spezieller Weise fir Untersuchungen des
Metastasierungsprozesses geeignet ist, da eine Exzision des Primartumors entféllt,
die ihrerseits den Metastasierungsprozess férdern kann. Ich konnte zeigen, dass die
Fahigkeit zu metastasieren sowohl in ASML-EpC*® als auch ASML-CId7*¢ Zellen
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erheblich eingeschréankt ist. Die Zellen beider kd-Zelllinien verbleiben zum Grofteil
an der subkutanen Injektionsstelle und etablieren dort, nach einer langeren
Ruhephase, kleine Tumore. Wahrend ASML-EpC*? Zellen noch die drainierenden LK
erreichen und dort makroskopisch nachweisbare Metastasen bilden, wird dies bei
ASML-CId7*? Zellen nur selten beobachtet. Ich méchte darauf hinweisen, dass im
Unterschied zu Blutgefalten, Zellen des Iymphatischen Gefal3systems Cld7
exprimieren (Nelson et al., 2007). Ob diese Cld7-Expression eine Ursache der strikt
lymphatischen Metastasierung von ASML" Zellen (Matzku et al., 1983) und der
drastisch  behinderten  Fahigkeit von ASML-CId7*° Zellen durch das
LymphgefaRsystem zu metastasieren ist, bleibt noch zu klaren. Weder ASML-EpC*°
noch ASML-CId7* Zellen bildeten Lungenmetastasen. Bisher gibt es keine
Md&glichkeit nachzuweisen, ob die Zellen das Organ nicht erreichen oder nicht in der
Lage sind dort zu Uberleben. Ungeachtet dieser offenen Frage belegen meine
Experimente deutlich, dass das metastatische Potenzial von ASML-EpC*® und
ASML-CId7*? Zellen stark beeintrachtigt ist.

Neben dem unterschiedlichen Wachstum in den drainierenden LK gibt es noch
weitere Unterschiede zwischen ASML-EpC* und ASML-CId7*® Zellen. Nach
intraperitonealer Injektion, wodurch ein Einfluss der Migrationsfahigkeit der Zellen auf
das Tumorwachstum reduziert wird, bilden beide Zelllinien gro3e Tumorknoten,
welche in das umliegende Gewebe einwachsen. Insbesondere aber ASML-CId7*°
Zellen tragende Tiere bildeten so groRe Mengen Aszites und massive Pleuraergisse,
dass die Tiere aufgrund dessen getdtet werden mussten. Mit Ausnahme eines
cisplatinbehandelten ASML-EpC*® Tieres bildeten ausschlieBlich ASML-CId7*? Zellen
tragende Tiere Thymusmetastasen. Der deutlichste Unterschied zwischen ASML-
EpC*® und ASML-CId7* Zellen zeigte sich jedoch in der Antwort auf eine Cisplatin-
Behandlung. Im Gegensatz zu ASML-EpC* Zellen tragenden Tieren verldngerte eine
Cisplatin-Behandlung die Uberlebensdauer von ASML-CId7*? Zellen tragenden
Tieren signifikant. In Kirze:

(i) Sowohl EpC als auch CId7 sind fur eine effiziente lymphatische
Ausbreitung und metastatisches Wachstum in der Lunge essentiell.

(i) In Abwesenheit von Cld7 vermittelt EpC die Bildung von Aszites und
Metastasenwachstum im Thymus.

(i)  Cld7 spielt eine entscheidende Rolle bei der Resistenz gegeniber

apoptoseinduzierenden Chemotherapeutika.
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Die diesen Befunden zugrunde liegenden Mechanismen habe ich im Folgenden zu
klaren versucht und méchte die Interpretation meiner Befunde an dieser Stelle kurz

diskutieren.

4.2 Der Beitrag von EpCAM und Claudin 7 zu lymphatischer

Metastasierung

4.2.1 Claudin 7 und ASML Zellmotilitat

Warum weisen ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen ein geringeres metastatisches
Potenzial als ASML™ Zellen auf? Fir EpC konnte ein ahnlicher Befund beim
humanen Mammakarzinom erhoben werden. Eine erhéhte EpC-Expression geht mit
verstarkter LK-Metastasierung einher (Tandon et al., 1990). EpC ist ein homophiles
Zell-Zell-Adhasionsmolekil, welches durch erhdhte Adhasion die Metastasierung
behindern kénnte (Balzar et al., 2001; Balzar et al., 1999; Marhaba et al., 2008).
Durch die Assoziation mit Cld7 wird die EpC-Tetramerbildung, die zur homophilen
Adhasion von EpC erforderlich ist, unterbunden und EpC wird in TEMs rekrutiert
(Kuhn et al., 2007). Die Starkung der EpC-vermittelten Zell-Zell-Adhasion durch die
fehlende Assoziation mit Cld7 kénnte eine Erklarung fir die geringere metastatische
Kapazitat von ASML-CId7* Zellen sein.

ASML-EpC* Zellen zeigten ebenfalls ein geringeres metastatisches Potenzial.
Die Motilitit der EpC*® Zellen war jedoch nicht beeintrachtigt. Hingegen wurde in
Cld7* Zellen ein signifikanter Einfluss auf die Motilitat beobachtet. Dies deutete auf
eine aktive Rolle von CIld7 in der Zellmigration hin. Ich konnte zeigen, dass Cld7
essentiell fir die Bildung des migrationsférdernden EpC-Cld7-Tspan8-a634-
Komplexes in TEM ist und das Cld7 in TEM phosphoryliert ist. Ebenfalls konnte die
Phosphorylierung von Ezrin gezeigt werden. Seit langem ist bekannt, dass PKCs
(Serin/Threonin- spezifische Kinasen) epitheliale und endotheliale Barrieren
beeinflussen (Gonzalez-Mariscal et al., 2008). So wird z.B. die Cld-Integration in tight
junctions durch PKC-Phosphorylierung negativ beeinflusst (Nunbhakdi-Craig et al.,
2002). Durch PKC phosphoryliertes Ezrin, welches an F-Aktin bindet, wird die
Zellmigration im nasopharyngealen Karzinom geférdert (Endo et al., 2009). Ich

konnte zeigen, dass Ezrin nicht direkt mit Cld7 assoziiert ist. Jedoch gehe ich davon
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aus, dass EpC, im Komplex mit CId7, Uber phosphoryliertes Ezrin mit dem
Zytoskelett verbunden wird und ausschlieBlich komplexassoziiert Einfluss auf die
Migration nimmt. Diese Annahme unterstitzen ahnliche Befunde beim
Ovarialkarzinom. Phosphorylierung von Cld4 durch PKCe schwécht dort die tight
junction-Integritat (D'Souza et al., 2007). Des Weiteren fuhrt eine Mutation von Cld1,
die eine Phosphorylierung durch PKA unterbindet, zu abgeschwachter Motilitét in
Melanomzellen (French et al., 2009). PKC tragt auch zur Phosphorylierung von (4-
Integrin bei und férdert so die Motilitat durch Auflésung hemidesmosomaler
Strukturen (Germain et al., 2009). Da, wie ich zeigen konnte, TEM assoziiertes und
phosphoryliertes Cld7 mit dem a6B4 Integrin ko-immunprazipitiert, kbnnte auch eine
PKC-vermittelte Phosphorylierung von CIld7 und a6B4 die Tumorzellmotilitat
unterstitzen.

Zusammengefasst unterbindet phosphoryliertes Cld7 EpC-vermittelte Zell-Zell-
Adhéasion und férdert, méglicherweise unterstitzt durch die Assoziation mit a6p34, die

Tumorzellmotilitat.

4.2.2 EpCAM und die lymphatische Ausbreitung von ASML

Tumorzellen

Pankreaskarzinome, Kolonkarzinome, Mammakarzinome, Gebarmutterkarzinome,
aber in ganz besonderem Male Ovarialkarzinome, zeichnen sich durch die
Ausbildung von Aszites aus (Saif et al., 2009; Wilailak et al., 1999). Ich hatte fur
einen therapeutischen Ansatz die intraperitoneale Applikationsform gewahlt, da ich
zuvor gezeigt hatte, dass die Motilitat der ASML-EpC*® Tumorzellen beeintrachtigt ist,
ein Befund, der die Auswertung eines Therapieansatzes erschweren wirde. Die
Problematik der Unterschiede in der Tumorzellmotilitdt konnte in der Tat durch die
intraperitoneale Applikation umgangen werden. Allerdings entwickelten Tiere, die
ASML-CId7*? Zellen injiziert bekommen hatten, erhebliche Mengen an Aszites und
Pleuraergiissen, die letztlich die Toétung der Tiere erforderlich machte.
Erstaunlicherweise war bis vor kurzem nur wenig Uber mogliche Ursachen
unterschiedlicher Exsudatbildung bekannt. Wie lasst sich dieser Befund bei ASML
Tumorzellen erklaren? Nach intraperitonealer Injektion von ASML" Zellen in BDX

Ratten, wuchsen die Zellen im Bauchnetz und bildeten eine Vielzahl miliarer Tumore.
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Die Tiere entwickelten auch in fortgeschrittenem Krankheitsstadium keinen oder nur
sehr geringe Mengen Aszites. Im Gegensatz dazu, entwickelten ASML-CId7*! Zellen
tragende Tiere grolle, solide, mit den intraperitonealen Organen verwachsene
Tumorknoten. Daneben bildeten sich grofle Mengen an Aszites (20- bis 50-fache
Menge im Vergleich zu ASML" tragenden Tieren) und Pleuraergiisse. Ich méchte
darauf hinweisen, dass auch bei massiven Pleuraergiissen die Lunge tumorfrei war.
Diese dramatische Exsudatbildung ldsst sich wahrscheinlich auf verstarkte EpC-
Tetramerformation in Abwesenheit von Cld7 zurickfihren. Wie bereits erwahnt, ist
das Ovarialkarzinom eine der Krebsarten, die flr eine besonders hohe und héaufige
Aszitesentwicklung im Krankheitsverlauf bekannt ist (Saif et al., 2009; Wilailak et al.,
1999). Fur dieses wurde beschrieben, dass Tumorzellen, die sich durch eine hohe
EpC-Expression auszeichnen, an den Eintrittsporen der lymphatischen Gefalde des
Peritoneums akkumulieren und somit die Drainage durch das Lymphsystem
unterbinden. Dies fuhrt zu einer verstérkten Ansammlung aszitischer Flussigkeit (Feki
et al., 2009).

Meine Experimente haben gezeigt, dass ASML-CId7*® Zellen tragende Tiere
keine Lungenmetastasen entwickeln. Die geringe Anzahl Tumorzellen, die aus dem
Peritonealraum Uber die Lymphe abtransportiert werden, bilden jedoch Thymus-
metastasen. Dieses in vivo Wachstum entspricht dem Wachstum von AS
Tumorzellen (nichtmetastasierende Schwesterzelllinie der ASML Zellen) die, nach
Transfektion mit EpC oder EpC plus CId7, bei intraperitonealer Injektion ebenfalls
Thymusmetastasen bilden (Nubel et al., 2009). In jungster Zeit wurde bei
aggressiven und chemotherapieresistenten Ovarialkarzinomen mit hoher EpC-
Expression, ebenfalls eine Verbreitung Uber das Lymphsystem nachgewiesen, bei
der vornehmlich die parathymischen LK bereits in einer frlihen Phase befallen
werden (Feki et al.,, 2009; Richter et al., 2010). Diese Befunde bestéatigen unsere
Beobachtung, dass EpC vornehmlich zur lymphatischen Metastasierung beitragt. Die
fehlende Besiedlung des Thymus bei Ovarialkarzinomen ist wahrscheinlich auf die
altersbedingte Thymusinvolution zurickzufihren. Die von mir beobachtete
Ausbildung von Thymusmetastasen, vornehmlich durch ASML-CId7*¢ Zellen,
untermauert dartiber hinaus die Hypothese, dass die homophile Adhasion von EpC
der Tumorzellen mit EpC des Thymusepithels die Proliferation der Tumorzellen
férdert. Eine entsprechende proliferationsférdernde Rolle der homophilen EpC-

Adhasion wurde urspriinglich bei der Interaktion friilher EpC* Thymozyten mit EpC*
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Thymusepithel beschrieben (Claas et al., 1996; Nelson et al., 1996; Osada et al.,
2006).

4.2.3 Claudin 7 unterstiitzt EpCAM-mediierte Tumorzellproliferation

ASML™ Zellen zeigen unter PMA-Behandlung ein héheres proliferatives Potenzial als
ASML-EpC*® Zellen. Dies steht mit der beschriebenen Aktivitdt von EpICD, dem
zytoplasmatischen Spaltprodukt von EpC, als Ko-Transkriptionsfaktor von c-myc in
Einklang (Maetzel et al., 2009). In der Tat konnte in ASML"™ Zellen eine héhere c-
myc -Expression im Vergleich zu ASML-EpC*® Zellen nachgewiesen werden. Wider
Erwarten wurde dies jedoch nicht in ASML-CId7*? Zellen beobachtet, und zwar weder
in vitro noch in vivo, sodass davon ausgegangen werden muss, dass Cld7 die
Generierung und/oder Aktivierung von EpICD unterstitzt. Eine mdgliche Erklarung
kénnte in der Cld7-vermittelten Rekrutierung von EpC in TEMs liegen. Durch die
Rekrutierung in TEMs gelangt EpC in Kontakt mit TACE und PS2/NTF, wodurch die
Generierung von EplCD geférdert wird (Thiel and Carpenter, 2006; Vetrivel et al.,
2005). Hinzu kommt ein weiterer wesentlicher Befund, der bisher nicht beschrieben
wurde. CId7 assoziiert mit PS2/NTF, wodurch Cld7 den Kontakt zwischen EpC und
PS2/NTF férdert und somit die Effizienz der EpC-Spaltung erhéht. Diese Befunde
deuten darauf hin, dass Cld7 die proliferationsférdernden Eigenschaften von EpC
aktiv unterstitzt. Die beschriebene Eigenschaft von EpC/EpICD erklart das geringere
Tumorwachstum und die erniedrigte Proliferationsrate von ASML-EpC*® Zellen im
Vergleich mit ASML"™ Zellen. Die Beobachtungen beziiglich der PS2/NTF-
Assoziation von Cld7 sowie der Cld7-mediierten TEM-Lokalisation von EpC liefern
eine Erklarung dafir, warum das Tumorwachstum von ASML-CId7*? Zellen geringer
ist, als das von ASML" Zellen. Allerdings kann das, auch im Vergleich zu ASML-
EpC ! Zellen, reduzierte Wachstum der ASML-CId7*? Zellen dadurch nicht geklart
werden, sodass ich mich in den abschlieenden Untersuchungen diesem

Problemkreis zugewandt habe.
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4.2.4 Claudin 7 ist in die Expression von Pten involviert und
unterdriickt liber Pten die Aktivierung der PI3K/Akt-Kaskade

In in vitro und in vivo Experimenten konnte ich zeigen, dass die stark reduzierte in
vivo Progression von ASML-CId7*¢ Zellen durch eine apoptoseresistenzférdernde
Funktion von CId7 bedingt ist. Unter Cisplatinbehandlung proliferierten ASML-CId7*°
Zellen deutlich weniger, wiesen eine geringere respiratorische Aktivitat auf und waren
zu einem hoheren Prozentsatz apoptotisch als ASML™ und ASML-EpC*® Zellen. In
vivo verdoppelte eine Cisplatinbehandlung die Uberlebenszeit ASML-CId7* Zellen
tragender Tiere. Um die zugrunde liegenden Mechanismen der von mir beobachteten
Befunde zu klaren, habe ich die Expression verschiedener apoptoserelevanter
Molekile proteinbiochemisch untersucht. Die Resultate meiner Untersuchungen
md&chte ich kurz diskutieren:

Die Apoptose ist morphologisch definiert durch Schrumpfung der Zelle und
des Zellkerns (pyknosis) sowie der Kondensation des Chromatins, Blaschenbildung
(dem sog. blebbing), Fragmentierung des Zellkerns (karyorrhexis) und der Bildung
von apoptotischen Kérperchen (apoptotic bodies) (Kerr et al.,, 1972). Auf
biochemischer Ebene ist die Apoptose durch Permeabilisierung der Mitochondrien-
Membranen (MMP) und/oder starke Caspaseaktivitat charakterisiert (Adams, 2003;
Green and Reed, 1998; Wang, 2001; Zhivotovsky and Kroemer, 2004). Zwei
Hauptsignalwege kdénnen Apoptose auslésen. Zum einen, der extrinsische, (todes-)
rezeptorvermittelte Signalweg. Uber Aktivierung von Rezeptoren der TNF (tumor
necrosis factor)-Rezeptorfamilie in der Zellmembran, kommt es zur Bildung eines
Todesaktivierungs-Komplexes (DISC, death-inducing signalling complex). Dieser
besteht aus dem Rezeptor plus Ligand sowie FADD (Fas-associated death domain
protein), einem Protein, welches die Initiator-Procaspase-8 bzw. -10 in den Komplex
rekrutiert. Durch autokatalytische Spaltung wird die Initiator-Procaspase-8 (-10)
aktiviert. Die aktivierte Caspase-8 (-10) aktiviert dann ihrerseits katalytisch weitere
Effektorcaspasen (z.B. Caspase-3, -6, -7). Hierdurch wird eine Kettenreaktion
angestolden, die schlieBlich in die Apoptose fuhrt (Igney and Krammer, 2002). Nach
Aktivierung der Caspase-8 kann auch eine Interaktion mit dem zweiten
Apoptosesignalweg stattfinden, namlich mittels Aktivierung von BID durch die
Caspase-8 (Zhivotovsky and Kroemer, 2004) (Abb. 35). Daneben existiert der

intrinsische (Stress-) Signalweg bzw. mitochondriale Apoptosesignalweg. Ausgeldst
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durch  Mitochondrien-Membran-Permeabilisierung (MMP) gelangen spezielle
Proteine, wie z.B. Cytochrom-c, aus dem Intermembranraum der Mitochondrien ins
Zytoplasma und aktivieren das sog. Apoptosom (Caspase-Aktivierungs-Komplex).
Dieser Komplex initiiert die Aktivierung der Initiatorcaspase-9, welche ihrerseits,
durch Aktivierung weiterer Effektorcaspasen (z.B. Caspase-3, -6, -7), eine zur
Apoptose filhrende Signalkaskade in Gang setzt. Eine entscheidende Rolle bei der
Regulation des mitochondrialen Apoptosesignalwegs spielen die Proteine der BCL2-
Familie durch Regulierung der MMP (Zamzami and Kroemer, 2001) (Abb. 35).

rezeptorvermittelter Signalweg ’ mitochondrialer Signalweg
/DISC :
( E:I—Ligand i ; __ )
Rezeptor ' Apoptosestimulus Uberlebenssignal
: Zellmembran
v PIP3 ' PIP2
Procaspase-8 | BCL-2
(Procaspase-10) | BCL-XI . >
FADD/ ;' [ Pten
N ! gespaltene T y
— ! BID RAD
] - —
__ Caspase-8 i @ Pl il
(Caspase-10) ' MMP

Cytochrom-c ® l.
LR

\. <

@
o ® = optosom
® Caspase-3,-6, -7 e &
(Effektor-Caspasen)

!

Todessubstrate

Apoptose

Caspase-9

Abb. 35: Schematische Darstellung der Apoptosesignalwege

(Links) Extrinsischer Apoptosesignalweg. Nach Aktivierung durch Rezeptor-Ligand-Bindung bildet sich der DISC-
Komplex (death-inducing signalling complex). Es kommt zur Spaltung der Procaspase-8 (-10). In der Folge
aktiviert diese die Effektorcaspasen und es kommt zur Apoptose. (Mitte) Intrinsischer Apoptosesignalweg. Nach
Aktivierung der MMP kommt es zur Freisetzung von Cytochrom-c ins Zytoplasma und in der Folge zur Bildung
des Apoptosoms. Dieses aktiviert die Initiatorcaspase-9. Die mitochondrial-vermittelte Apoptose kann auf
mehreren Ebenen durch pro- oder anti-apoptotische Molekile reguliert werden (z.B. BAD, BID, BCL-2, BCL-XI).
(Rechts) PI3K/Akt-Signalweg. Uberlebenssignale aktivieren die PI3K-vermittelte Bildung von PIP3
(phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat). Dies filhrt zur Aktivierung von Akt. Pten wirkt antagonistisch zu PI3K
durch Dephosphorylierung von PIP3 zu PIP2. Gezeigt ist eine vereinfachte Darstellung der Signalwege.
Modifiziert nach (Igney and Krammer, 2002).
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In meinen Experimenten zeigte sich eine vergleichbare Expression von
Caspase-8 in ASML", ASML-EpC*® und ASML-CId7*? Zellen. Dieser Befund spricht
gegen eine rezeptorvermittelte Aktivierung der Apoptose. Stattdessen war eine
Aktivierung der Caspasen -9 und -3 in cisplatinbehandelten ASML-EpC*® Zellen
sowie verstarkt in ASML-CId7*? Zellen zu beobachten, was fiir eine Regulation tber

den mitochondrialen Apoptosesignalweg spricht.

Stimulus

(z.B.Akt) . )
Abb. 36: Schematische Darstellung des NFkB-Signalwegs
Durch Phosphorylierung des Inhibitors kB kommt es zur
® Freisetzung von NFkB. DNA-bindende Untereinheiten von
KB » kB NFkB gelangen in den Zellkern und aktivieren die
~ Transkription der Zielgene. Diese kénnen in Abhangigkeit
NF kB Degradierung | VO™ Stimulus und des zelluldren Kontextes pro- oder anti-
\ apoptotische Gene sein. Modifiziert nach (Schulze-

M Bergkamen and Krammer, 2004).

Zellkern l

anti-apoptotische Proteine
(z.B.BCL-XI)

Eine maldgebliche Rolle bei der mitochondrial initiierten Apoptose spielen
Proteine der BCL2-Familie sowie deren Regulatoren. Anti-apoptotische Proteine sind
z.B. BCL2 und BCL-XI. Pro-apoptotische Proteine dieser Familie sind z.B. BAD, BAX
und BID (Huang and Strasser, 2000). Im Folgenden méchte ich einige Beispiele fur
regulierende Signalwege der Apoptose nennen: Der PI3K/Akt-Signalweg, der
hauptsachlich die Inaktivierung des pro-apoptotischen Molekils BAD vermittelt
(Chang et al., 1997) (Abb. 35). Des Weiteren der NFkB-Signalweg (Abb. 36), der, wie
der MAPK/ERK-Signalweg, die Apoptose Uber die Regulation der Genexpression
beeinflusst (Rayet and Gelinas, 1999; Roy et al., 2010).

In meinen Versuchen konnte ich zeigen, dass die erhbhte Aktivitat der
Caspasen -3 und -9 in ASML-EpC*® Zellen sowie deutlich verstarkt in ASML-Cld7
Zellen mit einer reduzierten Aktivierung des MAPK-Signalwegs sowie des NFkB-
Signalwegs einhergeht. Letztere wurde durch eine reduzierte Freisetzung von NFkB,

aufgrund der ineffizienten Phosphorylierung von IkB (zytoplasmatischer Inhibitor von
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NFkB), bedingt (Abb. 36). Die deutlich stérkere Reduktion der Apoptoseresistenz in
ASML-CId7* Zellen liegt in der stark reduzierten Aktivitat des PI3K/Akt-Signalweges
und der daraus resultierenden Destabilisierung anti-apoptotischer Proteine
begriindet, welche ausschlieBlich in ASML-CId7*? Zellen beobachtet werden konnte.
Als Ausléser der verringerten Aktivitdt des PI3K/Akt-Signalweges konnte ich eine
massive Erhéhung der Pten-Expression in ASML-CId7*¢ Zellen feststellen. Pten ist
ein Tumorsuppressorgen, dessen Hauptaktivitat in der Unterdrickung des PI3K/Akt-
Uberlebenssignalwegs liegt. Durch Dephosphorylierung von PIP3 beeinflusst Pten
den Signalweg oberhalb (upstream) der PI3K. Dadurch ist Pten ein zentrales Molekail
der negativen Regulation des Uberlebens der Zelle (Zhang and Yu, 2010) (Abb. 35).
Wenngleich die Frage zu klaren bleibt, wie CId7 in die Transkription von Pten
involviert ist, unterstitzen meine Befunde nachhaltig, dass der Verlust der
Apoptoseresistenz in ASML-CId7*? Zellen maRgeblich auf die Aktivierung von Pten
und damit der Ruhigstellung des PI3K/Akt-Signalwegs zurlickzufihren ist.

EpC und CD44/CD44v6 sind Pankreas-CSC-Marker (Bohl et al., 2011;
Marhaba et al., 2008; Zoller, 2011). Fir CD44v6 hatte unser Labor gezeigt, dass ein
CD44v6"! die Metastasierung von ASML Tumorzellen stark beeintrachtigt (Klingbeil
et al., 2009). Ich hatte daher erwartet, dass ein EpC*?, dhnlich wie der CD44v6*?, die
Bildung von Metastasen, einer zentralen Eigenschaft von CSCs, behindert. Der
Befund, dass ASML-CId7*! Zellen ebenfalls nicht die Fahigkeit zu einer effektiven
Metastasierung besitzen, ware noch mit einer funktionellen Aktivitdt von EpC als
CSC-Marker vereinbar, wenn man davon ausgeht, dass nur Cld7-assoziiertes EpC
als CSC-Marker fungiert. Jedoch zeigten ASML-CId7*® Zellen in meinen
Untersuchungen eine deutlich abgeschwachte metastatische Kapazitat im Vergleich
zu ASML-EpC*® Zellen. Dies deutet darauf hin, dass, zumindest in dem
beschriebenen Pankreaskarzinommodell, die Resistenz gegentber medikamentés-
induzierte Apoptose sowie die Metastasierungskapazitdt der Tumorzellen,
vornehmlich von Cld7 abhéngig sind. Uber seine Assoziation mit Cld7 ist EpC an der
Vermittlung der CSC-typischen Funktionen beteiligt, kann in diesem Modell aber

nicht als funktionaler CSC-Marker bestétigt werden.
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4.3 Perspektiven

Der zentrale Befund der vorliegenden Arbeit war unerwartet. Ich wollte Uberprifen,
ob EpCAM als CSC-Marker funktionell aktiv ist und habe dies anhand der
Metastasierungsfahigkeit einer Pankreaskarzinomzelllinie Uberprift. Die Unter-
suchungen ergaben, dass EpC fir den Metastasierungsprozess essentiell benétigt
wird, jedoch nur im Komplex mit Cld7, sodass die Hypothese im Raum steht, dass
Cld7 einen funktionell aktiven CSC-Marker darstellt. Von allen beschriebenen CSC-
Markern konnte eine funktionelle Beteiligung am CSC-Status bisher nur fur CD44
nachgewiesen werden. Es ist daher dringend erforderlich, in weiteren
Tumormodellen und speziell bei humanen Tumoren zu kontrollieren, ob Cld7 generell
einen funktionellen CSC-Marker darstellt. Neben der Uberpriifung in humanen

ckd EPC* rescue-Zelllinie

Tumoren, erscheint mir die Generierung einer ASML-Ep
sinnvoll (siehe Kapitel. 3.8). Mittels dieses rescues wird es moglich sein, die
spezifisch EpC-vermittelten Prozesse von EpC-Cld7-Komplex-vermittelten Prozessen
klar abzugrenzen. Durch Einfigen einer Mutation wahrend der Generierung des
EpC-rescues, die eine direkte Bindung an CId7 verhindert, ertbrigt sich zudem ein
EpC-Cld7-doppel-knockdown.

In meinen Untersuchungen zeigte sich eine Abhangigkeit der EpC-Cld7-
vermittelten Prozesse von der Lokalisation in TEMs. Diese wiederum ist abhangig
von der Rekrutierung von EpC durch phosphoryliertes Cld7. An welcher potentiellen
Phosphorylierungsstelle des Cld7-Molekils funktionell entscheidende Phosphory-
lierungen erfolgen, ist noch ungeklart. Wir versuchen diese Frage zurzeit durch die
Erstellung von Cld7-Mutanten, in denen diskrete Phosphorylierungsstellen
ausgeschaltet wurden, zu Uberprifen.

Aus therapeutischer Sicht erscheint mir der Verlust der Apoptoseresistenz von
ASML-CId7* Zellen von hoher Relevanz. Meine bisherigen Untersuchungen
verweisen auf die Regulation von Pten durch Cld7 als zentrales Element. Dieser
Befund bedarf essentiell einer detaillierten Analyse der involvierten Signalwege und -
molekule. Die Untersuchungen sollten eine klinische Umsetzung der Befunde bei der
hohen Strahlen- und Chemotherapieresistenz des Pankreaskarzinoms erméglichen.

Letztlich mdchte ich darauf hinweisen, dass EpC-spezifische AK seit vielen
Jahren in der Krebstherapie etabliert sind. lhre Nutzung zur Anreicherung von CSC

ist in der Diskussion. Meine Resultate deuten darauf hin, dass in die Uberlegungen
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zu therapeutischen Anséatzen, die auf Pankreas-CSCs ausgerichtet sind, Cld7, als

mdglicher funktioneller CSC-Marker, mit einbezogen werden sollte.
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5 Zusammenfassung

EpCAM ist als Oberflachenmolekul seit langem ein Ziel fur die antikbrperbasierte
Krebstherapie. Es ist bekannt, dass EpCAM, Uber die Abspaltung der intrazellularen
Doméne, Proliferation und damit Tumorwachstum férdern kann. In unserem Labor
konnte gezeigt werden, dass EpCAM, nach Claudin7-Assoziation, Zellmotilitdt und
Apoptoseresistenz von Pankreas-Tumorzellen beeinflussen kann. In jlingster Zeit
wurde beschrieben, dass EpCAM auch auf Tumorstammzellen des
Pankreaskarzinoms exprimiert wird. Uber eine funktionelle Rolle von EpCAM in
Tumorstammezellen ist jedoch nichts bekannt. Die Untersuchung einer potentiellen,
funktionalen Rolle des Tumorstammzellmarkers EpCAM war der Ausgangspunkt
meiner Arbeit. Hierflr etablierte ich einen stabilen knockdown (kd) von EpCAM und
Claudin 7 in der hoch metastatischen Pankreasadenokarzinomzelllinie BSp73ASML
(ASML-EpCAM*?, ASML-Claudin 7*%). Die ASML-Claudin 7% Zelllinie sollte hierbei
Hinweise liefern, ob EpCAM oder Claudin 7-assoziiertes EpCAM die Metastasierung
beeinflusst.

Ich konnte zeigen, dass der EpCAM*® und, deutlich starker, der Claudin 7% in
BSp73ASML Zellen, die Tumorigenitat der Zellen sowie ihre Fahigkeit Lymphknoten-
metastasen zu bilden reduzieren und eine Metastasierung in die Lunge verhindern.
Dieser Befund deutete auf funktionelle Aktivitdt von EpCAM hauptséchlich in
Assoziation mit Claudin 7 hin. Weiterfhrende Untersuchungen bestétigten, dass mit
EpCAM assoziiertes Claudin 7 die EpCAM-abhéngige Zell-Zell-Adhasion beein-
trachtigt und stressinduzierte Tumorzellmigration aktiv unterstitzt. Voraussetzung
hierfur ist die Phosphorylierung von Claudin 7 und die Lokalisation des EpCAM-
Claudin 7-Komplexes in tetraspaninreichen Membranmikrodoméanen. Dariiber hinaus
konnte ich nachweisen, dass Claudin 7, durch Assoziation mit Presenilin-2 sowie
Rekrutierung von EpCAM in tetraspaninreiche Membranmikrodomanen, wodurch
EpCAM in die Nahe von TACE gelangt, die Spaltung von EpCAM durch Presenilin-2
und TACE unterstutzt. Somit férdert Claudin 7 die Freisetzung der intrazelluldren
Domane von EpCAM und infolgedessen die EpCAM-induzierte Tumorzellproli-
feration. Zuletzt konnte ich eine Rolle des EpCAM-Claudin 7-Komplexes in der
Regulation von Anoikis sowie der Resistenz gegen medikamentdés induzierte
Apoptose nachweisen. Dies geschieht Uber eine Beeinflussung des mitochondrialen

Apoptosesignalwegs. Sowohl EpCAM als auch Claudin 7 férdern die Aktivitat des
101



Zusammenfassung

MAPK- und NFkB-Signalwegs. Im Gegensatz dazu konnte ausschlielllich far
Claudin 7 eine Beeinflussung des PI3K/Akt-Signalwegs Uber die Ruhigstellung von
Pten beobachtet werden. Dementsprechend sind ASML-Claudin 7¢ Zellen durch
einen signifikanten Verlust der Apoptoseresistenz gekennzeichnet und sprechen mit
einer Verdopplung der Uberlebenszeit auf eine Cisplatinbehandlung an.
Zusammengefasst schlieBe ich aus den genannten Ergebnissen, dass,
zumindest im ASML Tumormodell, nur Claudin 7-assoziiertes EpCAM zur
Metastasierung beitrdgt. Hingegen erflllt Claudin 7 zusatzliche, EpCAM-
unabhéngige Funktionen beim Metastasierungsprozess. Wenn man voraussetzt,
dass die Fahigkeit zur Metastasierung eines der zentralen Charakteristika von
Tumorstammzellen darstellt, muss man davon ausgehen, dass Claudin 7, nicht aber

EpCAM, ein funktionell relevanter Tumorstammzellmarker ist.
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