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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Bronchialkarzinom

Das Bronchialkarzinom stellt die zweithaufigste Tumorentitdt und die haufigste
Todesursache in der Gruppe der Malignome dar (Siegel et al. 2015).

Der Begriff Bronchialkarzinom bezeichnet verschiedene Tumore der Lunge, die in zwei
Hauptgruppen unterteilt werden: die kleinzelligen Karzinome (small cell lung cancer =
SCLC) und die nicht-kleinzelligen Karzinome (non-small cell lung Cancer = NSCLC) mit
der Gruppe des Adenokarzinoms, des Plattenepithelkarzinoms und des groRzelligen
Karzinoms. Diese Unterteilung erfolgt anhand morphologischer Kriterien. Mit 85% aller
Lungentumoren stellen die NSCLCs die groRte Gruppe dar (Cagle et al. 2013, Travis et
al. 2013).

Neben der morphologischen Zuordnung hat sich die Méglichkeit zur Ordnung der
Tumoren anhand des Nachweises von Leitmutationen etabliert, beispielsweise
Veranderungen von epidermal growth factor receptor (EGFR), Kirsten rat sarcoma viral
oncogene homolog (KRAS) oder der anaplastic lymphoma kinase (ALK). In
Adenokarzinomen der Lunge finden sich Mutationen im EGFR-Gen in 23% der Falle und
Mutationen von KRAS in 25% der Falle. Insbesondere bei Nichtrauchern zeigen sich
oftmals Veranderungen von EGFR und ALK, Raucher dagegen zeigen hohere
Mutationsraten von KRAS und fibroblast growth factor receptor 1 (FGFR1) (Yu und He
2013, Gadgeel 2013). Die Mutationsanalyse verschiedener Gene erlaubt zudem eine
prognostische Vorhersage der zu erwartenden Lebenszeit, die Wabhl einer zielgerichteten
Therapie und die Einschatzung der Erfolgsaussichten einer onkologischen Behandlung
(Chen et al. 2007, Wood et al. 2015).

1.2 Maligne Tumore

Das Bronchialkarzinom gehért zur Gruppe der malignen Tumoren. Mit dem Begriff Tumor
wird eine Gewebsschwellung unterschiedlichster Genese bezeichnet. Entsteht diese
Schwellung aufgrund einer Zellmasse, welche autonom proliferiert und nicht mehr der
physiologischen Wachstumsregulation unterworfen ist, sollte in diesem Zusammenhang
der Begriff Neoplasie verwendet werden. Neoplasien werden in gutartige (benigne) und
bdsartige (maligne) Prozesse unterteilt. Gutartige Tumoren sind gut differenziert, zeigen
eine hohe Ahnlichkeit zu ihrem Ursprungsgewebe. Sie wachsen meist langsam und
zeigen Kkein invasives, sondern nur ein verdrdngendes Verhalten gegeniber dem
Ursprungsgewebe. Des Weiteren bilden sie keine Tochtergeschwulste (Metastasen).

Benigne Tumoren, die aus Epithelzellen hervorgehen, werden als Adenome bezeichnet,
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solche aus Bindegewebszellen, als Fibrome. Bosartige Tumoren weisen einen niedrigen
Differenzierungsgrad auf, also eine geringere Ahnlichkeit mit dem Ursprungsgewebe
(Krams et al. 2010) und zeigen verschiedenste Malignitatskriterien wie z.B. vermehrte
Unterdriickung von Signalen, welche die Proliferation hemmen, Resistenz gegenlber
Apoptose, Angiogenesefahigkeit, Mdoglichkeit zur Invasion und Metastasierung,
Veranderungen im Energiestoffwechsel und Beeinflussung der Immunabwehr (Hanahan
und Weinberg 2011). In tber 90% der Falle entstehen diese malignen Tumoren, zu denen
auch das Bronchialkarzinom gehért, aus Epithelzellen und werden dann als Karzinome
oder, mit Drisenanteil, als Adenokarzinome bezeichnet (Christiansen und Rajasekaran
2006, Krams et al. 2010).

1.3 Metastasierung

Die Metastasierung von bosartigen Tumoren verschlechtert die Prognose der erkrankten
Patienten und stellt mit ihren Folgen die Haupttodesursache dieser Personen dar
(Cavallaro und Christofori 2004). Im Falle des Bronchialkarzinoms verringert eine
stattgefundene Metastasierung die 5-Jahres-Uberlebensrate zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung von 52,2% auf 3,7% (Hall et al. 2013).

Es sind mehrere Schritte notwendig, damit es zur Metastasierung eines Tumors kommen
kann. Tumore benétigen bei zunehmendem Durchmesser der primaren Geschwulst
BlutgefalRe flur ihr weiteres Wachstum. Die Versorgung mit Nahrstoffen erfolgt durch die
Bereitstellung neuer Gefalte, welche von einigen Tumoren mittels Angiogenese induziert
werden. Diese Gefalte und die vorhandenen Lymphgefalle kénnen dem Tumor als Weg
in die Blutzirkulation dienen und damit die Metastasierung ermdglichen. Im
BlutgefaRsystem missen die Tumorzellen in der Lage sein zu Ulberleben, bis sie sich im
Kapillarbett eines Organes niederlassen. Nach Verlassen der Gefalte koénnen
Tumorzellen eine Tochtergeschwulst bilden. Der Groliteil der metastasierten Zellen geht
jedoch zu Grunde oder verharrt in einem Stadium von lediglich mikroskopisch
nachweisbaren Metastasen, in denen sich Zellteilung und Apoptose die Waage halten, so
dass es nicht zu einer Progression der Erkrankung kommt. Lediglich ein kleiner Teil der
metastasierten Tumorzellen fihrt zu einer Progression der Erkrankung (Fidler 2003,
Chambers et al. 2002, Gupta und Massagué 2006, Reymond et al. 2013).

Ein initialer Schritt der Metastasierung stellt die Auflosung der Zell-Zell-Adhasion im
Primartumor dar. Dies ermoglicht das Losen der Zelle aus dem Zellverband und
gemeinsam mit Veranderungen des Zytoskeletts und dem Auflésen der Basalmembran

die Invasion von Zellen ins Blutgefalisystem (Gupta und Massagué 2006).
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1.4 Zell-Zell-Adhasion

Zellen nehmen durch verschiedene Gruppen von Proteinkomplexen Kontakt miteinander
auf. Kanalbildende Strukturen (Gap-Junctions) ermoéglichen den Stoffaustausch zwischen
den Zellen. Undurchlassige Barrieren (Tight Junctions) begrenzen den Zellzwischenraum
und verhindern eine ungeregelte Diffusion. Adhasionsverbindungen (Adherens Junctions),
in welchem Cadherine nachgewiesen werden konnen, leisten einen Beitrag zur
mechanischen Stabilitat der Zellen untereinander durch Kopplung des Zytoskeletts der
einzelnen Zellen (Alberts et al. 2011). Abbildung 1 stellt die genannten Kontaktstrukturen

und weitere Adhasionsverbindungen schematisch dar.
APIKAL

UNDURCHLASSIGE
VERBINDUNGEN

-~ Tight Junctions verschlieBen
Lucken zwischen Epithelzellen

Adhasionsverbindungen verbinden
Actinfilament-Bundel der einen
Zelle mit denen der nachsten Zelle

Verbindungs-
komplex
ZELL-ZELL-
ANKERVERBINDUNGEN

Desmosome verbinden Intermediar-
filamente der einen Zelle mit denen
der nachsten Zelle

KANALBILDENDE : L ;
VERBINDUNGEN Gap Junctions e_rmogllchen qle
Passage von kleinen wasserlds-

lichen Molekulen von Zelle zu
ZELL-MATRIX- Zelle
ANKERVERBINDUNGEN ’
/ A\

4. o
1 1 — — ) ]
v"

J \_
BASAL /
Actinverknupfte Zell-Matrix- Hemidesmosome verankern Intermediar-
Adhasionen verankern Actin- filamente in einer Zelle mit der extrazellu-
filamente in einer Zelle mit der laren Matrix

extrazellularen Matrix

Abbildung 1: Schematischer Aufbau der verschiedenen Adhdsionsmolekiile der Zelle.

Im apikalen Bereich der Zelle finden sich undurchldssige Barrieren, die sogenannten Tight Junctions. Weiter
basalwarts wird die Adhasion durch Zell-Zell-Ankerverbindungen mit Assoziationen zum Aktinzytoskelett und
zum Intermediarfilamentsystem vermittelt. Cadherine finden sich im Bereich der aktinassoziierten
Ankerverbindungen (Adherens Junctions). Die Passage von kleineren Molekiilen zwischen den Zellen wird
durch die basal gelegenen Gap Junctions ermdglicht. Die Verankerung der Zelle mit der extrazelluldren Matrix

ist durch Hemidesmosomen und aktinverknilpfte Zell-Matrix-Adhasionen gewahrleistet. Nach Alberts, Johnson,
Lewis, Raff, Roberts, Walter, Schéfer [Hg.], 2011, Molekularbiologie der Zelle, Seite 1282, Copyright Wiley-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA. Reproduced with permission.

1.5 Cadherine

Insbesondere die cadherinvermittelte Adhasion ist fir den Zusammenhalt epithelialen
Gewebe unabdingbar. Die Gruppe der Cadherine enthalt verschiedene Unterfamilien: die
klassischen Cadherine (Typ 1), die atypischen Cadherine (Typ 2), desmosomale
Cadherine mit den Desmocollinen und Desmogleinen, Protocadherine und die Flamingo-
Cadherine. Die klassischen Cadherine, zu denen E-, N- und P-Cadherin gehdren, und die

atypischen Cadherine haben fiunf extrazellulare Domanen (EC-Doméanen) in j-
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Faltblattstruktur. Die klassischen Cadherine unterscheiden sich von den atypischen
Cadherinen dahingehend, dass die klassischen Cadherine in ihrer ersten EC-Domane
(EC-1) ein Histidin-Alanin-Valin-Motiv haben. Die EC-1 ist entscheidend flr die homophile
Interaktion der Cadherine mit den Cadherinen der Nachbarzelle (Nollet et al. 2000,
Wheelock und Johnson 2003). Diese Verbindung der Cadherine untereinander ist nur in
Anwesenheit von Calciumionen moglich (Yoshida-Noro et al. 1984, Wheelock und
Johnson 2003) und wird als trans-Dimerisierung bezeichnet (Fichtner et al. 2014).
Cadherine sind essentiell flr die Aufrechterhaltung und Bildung der Zellpolaritat. Die
Deletion von Cadherinen in Mausembryonen flihrt unmittelbar zum Tod, da die
unterschiedliche Cadherin-Oberflachenexpression eine Sortierungsfunktion im Rahmen
der Embryogenese Ubernimmt. So verteilen sich beispielsweise Melanoblasten in der
Dermis, der Epidermis und in den Haarfolikeln tber unterschiedliche Expression von E-
und P-Cadherin (Wheelock und Johnson 2003).

E-Cadherin findet sich in Adhasionsverbindungen von Epithelien z.B. des Alveolarepithels
(Alberts et al. 2011, Smythe et al. 1999). In Tumoren ist dagegen teilweise ein Verlust von
E-Cadherin nachweisbar. Die Deletion von E-Cadherin ist in NSCLC-Tumoren als Korrelat
zu einer erhdhten Anzahl an Gehirnmetastasen (Yoo et al. 2012), einer erhéhten Invasion
in die Pleura, einer verringerten Uberlebenszeit der betroffenen Patienten und eines
erhdhten TNM-Stadiums nachgewiesen (Kim et al. 2013). Auch in anderen epithelialen
Tumoren kdnnen Veranderungen von Cadherinen nachgewiesen werden. E-Cadherin ist
oftmals supprimiert und andere klassische Cadherine wie N-, oder P-Cadherin werden
verstarkt exprimiert (Cavallaro und Christofori 2004). Aber nicht nur klassische Cadherine,
sondern auch atypische wie Cadherin-11/OB-Cadherin, finden sich im erhéhten Malde in
malignen Tumoren (Nollet et al. 2000). Zudem geht in B-Zelladenomen des Pankreas der
Verlust von E-Cadherin mit einer Progression des gutartigen Adenom zum bdsartigen
Karzinom einher (Perl et al. 1998). In Zellkulturversuchen kann die Invasivitat von
Tumoren dagegen durch die Reexpression von E-Cadherin wieder verringert werden
(Cavallaro und Christofori 2004, Vleminckx et al. 1991).

1.6 E-Cadherin-Catenin-Komplex

E-Cadherin liegt in der Zelle in Assoziation mit intrazellularen Proteinen vor. Ein Teil
dieser Proteine, die im Komplex mit E-Cadherin gefunden werden kdnnen, werden als
Catenine bezeichnet. Die Catenine binden an verschiedenen Doménen an das
E-Cadherin-Molekul. Einerseits binden p- oder y—Catenin an die Catenin-Bindungs-
Domane, andererseits bindet p120-Catenin (p120ctn) im Bereich der Juxta-Membran-
Domane an E-Cadherin (Aghib und McCrea 1995, Anastasiadis und Reynolds 2000).
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B- und y—Catenin stellen Uber ein weiteres Catenin, a-Catenin, und eventuell weitere
Proteine, die Verbindung zum Aktinzytoskelett her (Desai et al. 2013, Yamada et al.
2005).

Die Verbindung von E-Cadherin und p—Catenin wird bereits im endoplasmatischen
Retikulum realisiert, die Bindung an das Aktinzytoskelett Gber a—Catenin dagegen erst
nach Eintreffen des Komplexes an der Plasmamembran (Jamora und Fuchs 2002).
P120ctn, als Bindungspartner an der Juxta-Membran-Domane, ist in die Regulation der
Adhasion involviert und schitzt E-Cadherin vor Degradation (Davis et al. 2003, Wheelock
et al. 2008). Fir p120ctn wurde in Verbindung mit C-Cadherin, einem anderen
klassischen Cadherin, nachgewiesen, dass es durch Férderung des lateral clustering, der
Akkumulation von mehreren Cadherinen an einem Punkt in der Zellmembran, die
schwache Adhasion einer einzelnen Cadherinadhasion in eine verstarkte Adhasion der
Gesamtzelle uberflhrt (Yap et al. 1998). Im Zellversuch bewirkt die Abkopplung des
p120ctn-Molekils vom E-Cadherin-Catenin-Komplex eine Verringerung der Adhasion und
Aggregation (Anastasiadis und Reynolds 2000). P120ctn reguliert zudem Uber die
Bindung an Kinesin die Zelloberflachenlokalisation der Cadherine (van Hengel und van
Roy 2007). Abbildung 2 stellt den Aufbau des E-Cadherin-Catenin-Komplexes

schematisch dar.
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Abbildung 2: Uberblick iiber den Aufbau des E-Cadherin-Catenin-Komplexes.

E-Cadherin bindet im Bereich der ersten extrazellularen Doméne mit einem E-Cadherin-Molekil der
Nachbarzelle. Diese Bindung ist nur in Anwesenheit von Calcium mdglich. Intrazelluldr binden B- oder
y-Catenin Uber die Catenin-Bindungs-Doméne an E-Cadherin und verbinden den entstandenen Komplex tber
a-Catenin mit dem Aktinzytoskelett. P120ctn bindet im Bereich der Juxta-Membran-Doméane an E-Cadherin
und stabilisiert den Komplex.
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1.7 a-, B- und y-Catenin

E-Cadherin ist indirekt Uber p-Catenin oder y-Catenin mit o-Catenin verbunden.
o—Catenin seinerseits verbindet die genannten Bestandteile mit dem Aktinzytoskelett. Das
a-Catenin-Moleklil  besteht aus funf oa-Helices mit  dazwischenliegenden
Verbindungsregionen. a-Helix 1 und 2 bilden aufgrund ihrer Ahnlichkeit zu Vinculin die
Vinculin-Homologie-Region 1 (VH1). Helix 3 und 4 bilden die VH2, Helix 5 die VH3 (Desai
et al. 2013, Hartsock und Nelson 2008). VH1 ist als p-Catenin-Bindungsdomane
beschrieben und erlaubt gleichzeitig die Homodimerisierung von a-Catenin. VH2
stabilisiert die Bindung an den Cadherinkomplex, VH3 bindet Aktin (Desai et al. 2013).
Der direkte Nachweis eines Komplexes bestehend aus Aktin, a-Catenin, - oder y-Catenin
und E-Cadhern in vivo steht bisher aus (Yamada et al. 2005). Desai et al. (2013) konnten
allerdings zeigen, dass in Zellen monomeres und dimeres o-Catenin gleichzeitig
vorhanden ist und monomeres a-Catenin, welches an E-Cadherin gebunden ist, die
Adhasion von Zellen starkt. Dimerisiertes a-Catenin ohne Verbindung zu E-Cadherin wirkt
sich dagegen negativ auf die Adhasion aus und erfiillt eine Funktion in der Modulation des
Aktinzytoskeletts.

B-Catenin zeichnet sich als ein Protein der Cateninfamilie durch 12 Armadillodomanen in
a-helikaler Formation mit jeweils ca. 42 Aminosauren aus (Hartsock und Nelson 2008,
Xing et al. 2008). Im Bereich der Armadillomotive findet die Interaktion mit E-Cadherin im
E-Cadherin-Catenin-Komplex statt. Zudem kann dieser Bereich des p-Catenins mit
anderen Interaktionspartnern in Wechselwirkung treten wie beispielsweise EGFR
(Hoschuetzky et al. 1994). Der N-terminale Bereich auf3erhalb der Armadillodomanen ist
einer Modulation durch Phosphorylierung z.B. mittels der Glykogensynthasekinase-3- 3
(GSK3p) zuganglich (Huber et al. 1997). Diese Phosphorylierung leitet die Ubiquitinierung
des B-Catenin-Molekils ein und in der Folge den Abbau dieses Proteins (Xing et al.
2008). Neben der beschriebenen regulatorischen Funktion, erméglicht der N-Terminus
von B-Catenin die Bindung an o-Catenin und damit indirekt die Bindung an das
Aktinzytoskelett (Desai et al. 2013). Die Funktion von B-Catenin kann von der Aktivitat
verschiedener Tyrosinkinasen wie den Rezeptortyrosinkinasen EGFR oder FGFR sowie
durch nicht-Rezeptortyrosinkinasen wie cellular sarcoma (c-Src) beeinflusst werden. Eine
Phosphorylierung bewirkt eine Destabilisierung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes und
in der Folge eine verringerte Adhasion und eine erhéhte Mobilitat der Zelle (Cavallaro und
Christofori 2004, Fujita et al. 2002).

Des Weiteren ist f—Catenin in einigen Zellarten im Zytoplasma und Kern nachweisbar und

stellt ein Schllisselmolekll des Wnt-Signalweges (wingless-type MMTTYV integration site
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family member) dar. Zytosolisches p—Catenin wird ohne Wnt-Stimulation durch einen
Komplex aus GSK3p, Axin (axis inhibition protein) und dem Adenomatous-polyposis-coli-
Protein (APC) phosphoryliert, in der Folge ubiquitiniert und aufgrund dessen der
proteasomalen Degradation zugefiihrt. Der aktivierte Wnt-Signalweg unterdriickt die
Aktivitat der GSK3p, die nun nicht mehr in der Lage ist B—Catenin zu phosphorylieren.
Stabilisiertes p-Catenin kann in den Zellkern transportiert werden und in Interaktion mit
verschiedenen Transkriptionsfaktoren die Genexpression beeinflussen (Jeanes et al.
2008). Der Wnt-Signalweg ist mit weiteren Regulationsmechanismen der Zelle verbunden,
zum Beispiel mit dem TGFp-Signalweg (transforming growth factor p, transformierender
Wachstumsfaktor ) (Polakis 2000) oder mit der Proteinkinase B (PKB), welche ebenfalls
die GSK3p phosphorylieren und damit deaktivieren kann (Jeanes et al. 2008).

y—Catenin zeigt in seiner Aminosauresequenz eine 65%ige Ahnlichkeit zu B-Catenin auf
und ist ebenso im E-Cadherin-Catenin-Komplex nachweisbar und stellt dort Uber
a—Catenin die Verbindung an das Aktinzytoskelett her (Adams et al. 1996, Cavallaro und
Christofori 2004). Trotz der Ahnlichkeit beider Molekiile und der &hnlichen Funktion in der
Zell-Zell-Adhasion haben sich in der Literatur Unterschiede herauskristallisiert. f-Catenin
induziert verstarkt die Bildung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes, y—Catenin dagegen
erhalt diesen Komplex aufrecht (Adams et al. 1996). Zudem findet sich y-Catenin auch in
desmosomalen Haftstrukturen, in denen 3-Catenin nicht nachweisbar ist (Zhurinsky et al.
2000).

Die verringerte Expression von a—Catenin, B-Catenin und y-Catenin korreliert mit einer
erhdhten Invasivitat, Metastasierung und einer schlechteren Differenzierung von NSCLC-
Tumoren (Bremnes et al. 2002b, Kim et al. 2013).

1.8 P120-Catenin

P120ctn wurde urspringlich als Substrat der Kinase Src identifiziert und als p120cas
(Cadherin-assoziiertes Src-Substrat) deklariert. P120ctn weist zehn Armadillodomanen
auf, von denen die Domanen 1-5 und 7 essentiell fur die Bindung an E-Cadherin im
Bereich der Juxta-Membran-Domane sind (Ireton et al. 2002, Anastasiadis und Reynolds
2000). Durch unterschiedliche Splicevarianten und vier verschiedene Startcodons sind 48
unterschiedliche p120ctn-Isoformen maoglich, von denen allerdings nur ein Tell
beschrieben ist (van Hengel und van Roy 2007, Reynolds und Roczniak-Ferguson 2004).
Die Bindung von p120ctn an E-Cadherin stabilisiert den E-Cadherin-Catenin-Komplex und
erhoht die Halbwertszeit dieses Komplexes an der Membran (Fukumoto et al. 2008). In
Abwesenheit von p120ctn werden sowohl Cadherine als auch a- und pB-Catenin verstarkt

degradiert (Davis et al. 2003). Zellen, welche zwar einen Adhasionskomplex mit
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Verbindung zum Aktinzytoskelett bilden, allerdings kein p120ctn in Verbindung mit
E-Cadherin haben, zeigen eine abgeschwachte Zell-Zell-Adhasion (Thoreson et al. 2000).
Die Funktion von p120ctn in verschiedenen Zellsystemen wird zudem durch
Phosphorylierung reguliert (Hong et al. 2016).

In verschiedenen Tumoren z.B. des Dickdarms, der Prostata oder der Harnblase ist eine
Verringerung von p120ctn nachweisbar (Thoreson und Reynolds 2002). Auch NSCLC-
Tumoren zeigen eine verringerte Expression von p120ctn (Bremnes et al. 2002a) und es
Iasst sich oftmals eine zytosolische Lokalisation dieses Proteins finden. Diese Lokalisation
korreliert mit einem fortgeschrittenen TNM-Stadium und einer schlechten Differenzierung
der Tumoren (Wang et al. 2006).

1.9 Epithelial-mesenchymale Transition

Sowohl die E-Cadherin-abhangige Adhasion, als auch die durch das Aktinzytoskelett
gesteuerte Migration und Invasion spielen in der epithelial-mesenchymalen Transition
(EMT) eine Rolle (Thiery 2002). Die EMT stellt einen Grundprozess des Lebens dar. In
der embryologischen Entwicklung wandeln sich epitheliale Zellen der Keimblatter in
mesenchymale embryonale Zellen um. Es kommt in den epithelialen Zellen zu einem
Verlust der Zellpolaritat, ausgelost durch den Abbau von Zell-Zell-Verbindungen, zum
Umbau des Zytoskelettes und zur Veranderung der Lokalisation der Zellorganellen. Die
dabei entstandenen Zellen ahneln mesenchymalen Zellen und zeigen die Fahigkeit in die
umgebende extrazellulare Matrix zu wandern und neue Kolonien von Zellen zu bilden. Die
E-Cadherin-abhangige Adhasion wird in diesem Prozess herunterreguliert, wahrend
mesenchymale Eigenschaften wie Aktinstressfasern in den Zellen verstarkt werden
(Thiery 2003, Lamouille et al. 2014). In Tumorzellen wird dieser Prozess zum Teil
reaktiviert. Bei der Progression von Tumorzellen wird der oben beschriebene Verlust der
E-Cadherin-abhangigen Adhasion als zentrales Element angesehen (Thiery 2002,
Christiansen und Rajasekaran 2006).

Im Rahmen der EMT kann es in Tumoren zu einer Veradnderung der Expression von
Cadherinen kommen. Dieser Prozess wird als Cadherin-Switch bezeichnet und kann zum
Verlust von E-Cadherin und zum Hinzugewinn anderer Cadherine wie N-, P- oder
Cadherin-11 fuhren (Wheelock et al. 2008).

Auch das Aktinzytoskelett erfahrt charakteristische Umwandlungen wahrend der EMT.
Zirkumferentes Aktin wandelt sich in Aktinstressfasern um (Maeda et al. 2005, Wheelock
et al. 2008), unter anderem durch die Aktivierung von RhoA (Thiery 2002), und es bildet
sich eine fibroblastenahnliche Morphologie (Saito et al. 2009).

Die EMT lauft bei Tumorzellen nicht immer vollstandig ab. Es sind Zwischenstufen

zwischen einem epithelialen und einem mesenchymalen Zelltyp beschrieben worden,
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welche sich zum Beispiel durch die Expression von mesenchymalen Markern wie
Vimentin und Matrix-Metallo-Proteinasen, aber auch epithelialen Markern wie E-Cadherin
und Keratin auszeichnen (van Hengel und van Roy 2007, Thiery et al. 2009).

Zellen kdénnen durch mehrere Signale zur EMT angeregt werden. Beispielhaft zu nennen
ist die Stimulation mit hepatocyte growth factor (HGF), fibroblast growth factor (FGF),
insulin-like growth factor (IGF) oder transforming growth factor-f (transformierender
Wachstumsfaktor-p, TGFp) (Thiery 2003, Morali et al. 2001, Yang et al. 2015). Auf

Letzteren soll im Folgenden kurz eingegangen werden.

1.10 Transformierender Wachstumsfaktor f3

Mittels TGFp lasst sich in mehreren Zellsystemen eine EMT auslésen (Thiery 2003, Xu et
al. 2009, Lamouiille et al. 2014).

TGFp kann in verschiedenen Tumoren zum einen mittels autokriner Stimulation, durch die
Tumorzellen selbst (Saito et al. 2009, Nasarre et al. 2013), zum anderen mittels
parakriner Stimulation durch umgebende Fibroblasten auf die Tumorzellen wirken (Yu et
al. 2013).

Auf molekularer Ebene interagiert TGFp mit den TGFB-Rezeptoren 1 und 2, welche in der
Folge einen Komplex bilden. Der TGFB-Rezeptor 2 ist in der Lage den TGFp-Rezeptor 1
an Serin/Threonin-Resten zu phosphorylieren. Nachgeschaltet werden SMAD-Proteine
aktiviert. Rezeptorregulierte-SMADs (R-SMADs) koénnen mit Co-SMAD/SMAD4 einen
Komplex bilden und in den Nukleus translozieren und dort mit verschiedenen
Transkriptionsfaktoren interagieren, wie zum Beispiel Snail 1, Snail 2 oder Twist (Ikushima
und Miyazono 2010, Principe et al. 2014). Die Transkriptionsfaktoren induzieren eine
verringerte E-Cadherin-Expression und eine erhdhte Expression von N-Cadherin (Villarejo
et al. 2014, Xu et al. 2009, Wheelock et al. 2008).

Es existiert zudem die Moglichkeit der Umgehung der SMAD-Proteine im Rahmen einer
TGFp-Stimulation Uber die Signalmolekile Rat sarcoma (Ras), extracellular signal-
regulated kinase (ERK) Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und Proteinkinase B (PKB)
(Zhang 2009, Xu et al. 2009). Janda et al. (2002) konnten zeigen, dass eine Stimulation
mit TGFB zum Verlust von E-Cadherin durch Beeinflussung des ERK-Signalweges flihrt.
Vogelmann et al. (2005) zeigten dagegen, dass der E-Cadherin-Catenin-Komplex PI3K-
abhangig unter TGFB-Einfluss durch Phosphorylierung von a-Catenin und B-Catenin
destabilisiert wird.

In Lungentumoren sind sowohl SMAD-abhangige als auch SMAD-unabhangige Einfliisse
auf die TGFB-vermittelte EMT beschrieben worden (Yang et al. 2015, Nakashima et al.
2012, Saito et al. 2009, Chen et al. 2012).
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1.11 Fragestellung

Die Zell-Zell-Adhasion, gewahrleistet durch E-Cadherin, leistet einen wichtigen Beitrag zur
Integritat von epithelialen Geweben. In vielen Tumoren kommt es zu einem Verlust des
E-Cadherin-Molekiils und interagierender Proteine. Zahlreiche Untersuchungen zeigen,
dass dies auch in Lungentumoren der Fall ist.

Ziel dieser Arbeit ist es, verschiedene Lungenkarzinomzelllinien auf das Vorhandensein
von Cadherinen und Catenin zu untersuchen und den Aufbau eines eventuell
vorhandenen E-Cadherin-Catenin-Komplexes zu analysieren. Zudem gilt es weitere
Interaktionspartner dieses Proteinkomplexes nachzuweisen. Dieser Komplex soll zudem
auf seine Bedeutung bezlglich der Adhasion untersucht werden. Des Weiteren soll
geklart werden, welchen regulatorischen Einfluss erhéhte TGFB-Konzentrationen auf den
E-Cadherin-Catenin-Komplex und die Migrations- und Aggregationsfahigkeit in

Lungenkarzinomzelllinien haben.
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2 Materialien

2.1 Gerite

Tabelle 1: Gerite

Geratetyp Firma Produkt
BioTek Instruments

Absorptions-Reader (Friedrichshall, ELx800

Deutschland)
) Carl Zeiss (Oberkochen, )
Inversmikroskop Axiovert 25
Deutschland)
Immunfluoreszenzmikroskop Olympus (Shinjuku, Japan) IX81
INTEGRA Biosciences
Sicherheitswerkbank Labgard

(Fernwald, Deutschland)

. LI-COR Biosciences
Infrarotfluoreszenzdetektionssystem _ Odyssey SA
(Lincoln, USA)

o Vilber Lourmat
Chemilumineszenz-

. (Marne-la-Vallée, Fusion-SL
Detektionssystem
Frankreich)
o ) Eppendorf (Hamburg,
Mikroliterzentrifuge 5417C
Deutschland)
) ) Eppendorf (Hamburg,
Kihlzentrifuge 5415R
Deutschland)
) Heraeus (Hamburg,
Zellkulturzentrifuge Labofuge 400

Deutschland)

2.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden von den Firmen Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland), Sigma-
Aldrich (St. Louis, USA), Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), SERVA
Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland), Merck Millipore (Billerica, USA) oder VWR

International (Darmstadt, Deutschland) in der héchsten erhéltlichen Reinheit bezogen.
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2.3 Losungen und Puffer

Wenn nicht anders angeben, wurde ultrareines Wasser (TKA, Thermo Fisher Scientific
(Waltham, USA)) als Lésungsmittel verwendet und die pH-Werte mittels Salzsaure (HCI)
und Natriumhydroxid (NaOH) eingestellt.

Die Lésungen und Puffer wurden nach etablierten Protokollen der Arbeitsgruppe erstellt:

CMF-PBS 1x LOsung
140 mM NaCl pH-Einstellung auf 7,4
2,7mM KCI
10 mM Na,HPO,
10 mM KH,PO,
Coomassie-Brilliant-Blau-Farbelésung 1x Lésung

10,0% (V/V) Essigsaure
25,0% (V/IV) lIsopropanol
0,25 g/l Coomassie Brilliant Blau R (Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) #27816)

Coomassie-Brilliant-Blau-Entfarbelésung
10,0% (V/V) Essigsaure 1x Lésung
12,5% (VIV) lsopropanol
77,5% (VIV) Wasser

Elvanol-Eindecklosung in CMF-PBS
15% (W/V) Polyvinylalkohol
1%  (W/V) Natriumazid
30% (V/V) Glycerin

Immunprazipitationspuffer (IP-Puffer) 1x Lésung
50 mM Tris pH-Einstellung auf 7,6
150 mM NaCl
0,5% (V/V) Triton X-100
0,5% (VIV) NP40

IP-Waschpuffer (IP-Wasch) 1x Lésung
50 mM Tris pH-Einstellung auf 8,0
200 mM NaCl
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0,5% (V/V) Triton X-100
1,0% (VIV) NP40
0,1% (V/V) Natriumdeoxycholat

Laufpuffer-SDS-Gele 1x Lésung
50 mM Tris pH-Einstellung auf 8,5
384 mM Glyzin
0,17% (M/V) SDS

Lysispuffer-HEPES 1x Lésung
20 mM HEPES pH-Einstellung auf 7,4
8,6% (M/V) Saccharose

Lysispuffer-NOP 1x LOsung
10 mM Tris pH-Einstellung auf 7,4
150 mM NaCl
1,0% (VIV) NP40
0,5% (V/V) Triton X-100

Lysispuffer-p120 (Thoreson et al. 2000)  1x Lésung
50 mM Tris pH-Einstellung auf 7,4
150 mM NaCl
0,5% (VIV) NP40

Lysispuffer-RIPA 1x Lésung
150 mM NaCl pH-Einstellung auf 7,2
50 mM Tris

1,0% (V/IV) Triton X-100

1,0% (V/V) Natriumdeoxycholat
0,2% (M/V) SDS

20 mM EDTA

20 mM EGTA

Phosphataseinhibitor
PhosStop Phosphatase Inhibitor Cocktail (Hoffmann-La Roche (Basel, Schweiz))
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Ponceaurot-Farbeldsung
0,15% (M/V) Ponceau S
5%  (VIV) Essigsaure

In Wasser geldst

Probenpuffer-Laemmli modifiziert nach Laemmli (1970) 4x Lésung
2%  (M/V) SDS

10% (VIV) Gilycerin

5%  (VIV) B-Merkaptoethanol

0,2% (M/V) Bromphenolblau

Probenpuffer-SDS 5x Lésung in TRIS 0,2M pH 8,8
1™ Saccharose
5mM EDTA

0,2% (M/V) Bromphenolblau
Vor Verwendung erfolgte die Zugabe von 1/6 (V/V) 10%iger SDS-L6ésung und
einer Spatelspitze DTT.

Proteaseinhibitor 1x Lésung geldst in Tris pH 7,2
10 uM Pefabloc
10 nM Aprotinin
21 nM Leupeptin
50 nM Soybean Trypsininhibitor (STI)
TBS 1x Lésung
10 mM Tris pH-Einstellung auf 7,4

150 mM NaCl

Transferpuffer 1x LOsung
25mM Tris
200 mM Glyzin
0,1% (M/V) SDS
20% (VIV) Methanol

Tritonfraktionierungspuffer 1x Lésung
1%  (VIV) Triton X-100 pH-Einstellung auf 7,4
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50 mM
10 mM
200 mM

Zellkulturmedium
10% (VIV)
1% (VIV)
1% (VIV)

15

HEPES
MgC|2
NaCl

DMEM (Life Technologies (Carlsbad, USA) #41965-039)
Fotales Kalberserum (PAA Lab (Pasching, Osterreich) #A15-101)
Glutamax (Life Technologies, #35050-038)

Nichtessentielle Aminosauren (Life Technologies, #11140-035)

Vor Verwendung in der Zellkultur wurde das Zellkulturmedium mittels Sterilfilter (Merck
Millipore (Billerica, USA) 0,22 um Porenweite, #SCGPUO5RE) filtriert.

2.4 Antikorper

Tabelle 2: Primare Antikorper fiir Western Blot und Immunfluoreszenz

Anti-X Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
Sigma-Aldrich
B-Aktin Maus WB: 1:2000 _ #A-5441
(St. Louis, USA)
Becton Dickinson
WB: 1:4000
Cadherin-E Maus Biosciences #610182
IF 1:200
(San José, USA)
WB 1:4000 Merck Millipore
Cadherin-E Kaninchen #04-1103
IF: 1:500 (Billerica, USA)
Becton Dickinson
WB: 1:2000
Cadherin-N Maus Biosciences #610921
IF: 1:100
(San José, USA)
WB: 1:500 Takara Bio Inc.
Cadherin-N Kaninchen #M142
IF: 1:50 (Otsu, Japan)
Epitomics Abcam
WB: 1:2000
Cadherin-P Maus (Burlingame, #Ab19350
IF: 1:100
USA)
United States
1:250
Cadherin-11 Kaninchen 150 Biological (Salem, #C0107-08
' USA)
Becton Dickinson
WB 1:1000
Catenin-a Maus IF: 1:50 Biosciences #610194
o (San José, USA)
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Anti-X Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
WB 1:5000 Sigma-Aldrich
Catenin-a Kaninchen #C2081
IF: 1:500 (St. Louis, USA)
Becton Dickinson
WB: 1:2000
Catenin-f Maus I 1:50 Biosciences #610153
o (San José, USA)
WB: 1:5000 Sigma-Aldrich
Catenin-p Kaninchen . #C2206
IF: 1:500 (St. Louis, USA)
Becton Dickinson
WB: 1:4000
Catenin-y Maus Biosciences #610253
IF: 1:200
(San José, USA)
Becton Dickinson
WB: 1:1000
Catenin-p120 Maus IF1:100 Biosciences #610134
' (San José, USA)
Santa Cruz
WB: 1:1500
Catenin-p120 Kaninchen I 1150 Biotechnology #Sc-1101
o (Dallas, USA)
Santa Cruz
WB: 1:1000
EGFR Kaninchen - 1100 Biotechnology #Sc-03
o (Dallas, USA)
Cell Signaling
) WB: 1:1000 Technology
FGFR1 Kaninchen ) #3472
(Cambridge,
Grolbritanien)
Biomol (Hamburg,
FGFR1 Kaninchen WB 1:500 #06-177
Deutschland)
Santa Cruz
WB 1:5000
GAPDH Kaninchen - 1:500 Biotechnology #Sc-25778
o (Dallas, USA)
Cell Signalin
WB: 1:1000 9 9
IGFR1p Kaninchen IF: 150 Technology #3027
' (Berverly, USA)
Becton Dickinson
WB 1:1000
p190-Rho-GAP Maus I 1100 Biosciences #610150

(San José, USA)




Materialien

17

Anti-X Spezies Verdiinnung Hersteller Bestellnummer
Becton Dickinson
Phospho-Y96 L
) Maus WB: 1:1000 Biosciences #612534
p120-Catenin
(San José, USA)
Becton Dickinson
Phospho-Y228 o
) Maus WB: 1:5000 Biosciences #612536
p120-Catenin
(San José, USA)
Becton Dickinson
Phospho-Y280 o
) Maus WB: 1:250 Biosciences #612538
p120-Catenin )
(San José, USA)
Becton Dickinson
Phospho-Y291 o
) Maus WB 1:500 Biosciences #612690
p120-Catenin )
(San José, USA)

Tabelle 3: Sekundéare Antikorper fiir Western Blot

Ziel Mechanismus Verdiinnung Firma Bestellnummer
Cell Signaling
Anti-Maus HRP-gekoppelt WB: 1:5000 Technology #7076
(Berverly, USA)
. Cell Signaling
Anti-
HRP-gekoppelt WB:1:5000 Technology #7074
Kaninchen
(Berverly, USA)
LI-COR
680/700 nm
Anti-Maus WB: 1:100000 Biosciences #926-32220
Infrarotdarstellung
(Lincoln, USA)
LI-COR
Anti- 680/700 nm
_ WB: 1:100000 Biosciences #926-32221
Kaninchen Infrarotdarstellung
(Lincoln, USA)
LI-COR
770/795 nm
Anti-Maus WAB: 1:100000 Biosciences #926-32210
Infrarotdarstellung
(Lincoln, USA)
LI-COR
Anti- 770/795 nm
WAB: 1:100000 Biosciences #926-32211
Kaninchen Infrarotdarstellung

(Lincoln, USA)
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Tabelle 4: Sekundédre Antikorper fiir Imnmunfluoreszenz
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Ziel Mechanismus | Verdiinnung Hersteller Nummer
Molecular Probes
Anti-Maus Alexa488 1:2000 #A-11001
(Eugene, USA)
_ Dianova (Hamburg, #115-165-
Anti-Maus Cy3 1:2000
Deutschland) 003
Molecular Probes
Anti-Kaninchen Alexa488 1:2000 #A-11008
(Eugene, USA)
Dianova (Hamburg, #111-166-
Anti-Kaninchen Cy3 1:2000
Deutschland) 045
2.5 Acrylamidgele
Tabelle 5: Zusammensetzung der Acrylamidgele
Trenngel Trenngel Trenngel
Grundsubstanz Sammelgel
7,5% 8,5% 10%
30% (M/V)
2 mi 2,3 ml 2,6 ml 0,38 ml
Acrylamid
2% (M/V)
0,8 ml 0,9 ml 1,0 mi 0,15 ml
Bisacrylamid
3 M Tris pH 8,8 1 ml 1 ml 1ml -
1M Tris pH 6,8 - - - 0,38 mi
10% (M/V) SDS 0,08 ml 0,08 ml 0,08 ml 0,03 ml
60% (M/V)
- - - 0,75 ml
Saccharose
H,O 4.1 ml 3,6 ml 3,2 ml 1,3 ml
TEMED 8,0 ul 8,0 ul 8,0 ul 4,0 ul
10% (M/V) APS 50 pl 50 pl 50 pl 40 pl

2.6 Stimulationsreagenzien fiir die Zellkultur

Tabelle 6: Stimulationsreagenzien

Substanz Hersteller Bestellnummer | Konzentration Stammlésung
PeproTech (Rocky
EGF #AF-100-15 10 ng/pl
Hill, USA)
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Substanz Hersteller Bestellnummer | Konzentration Stammlésung
Cell Signaling
FGF-2 Technology #8910 10 ng/ul
(Berverly, USA)
PeproTech (Rocky
IGF1 #100-11 10 ng/pl
Hill, USA)
PeproTech (Rocky
TGFp #100-21 5 ng/ul
Hill, USA)

2.7 Farbreagenzien fiir Inmunfluoreszenz
Texas Red-X Phalloidin
Life Technologies (Carlsbad, USA) #T7471

0,2 U/ul Stammlésung, zur Anwendung 1:200 verdinnt

Aktinfarbung:

Kernfarbung

4' 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) #D9564
0,1ug/ml Stammlésung zur Anwendung 1:10000 verdinnt

2.8 Molekulargewichtsmarker
Page Ruler Prestained Protein Ladder 10-170 kDa
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), #26617

Tabelle 7: Molekulargewichtsmarker

Molekulargewichtsangaben

170 kDa

130 kDa

95 kDa

72 kDa

55 kDa

46 kDa

34 kDa

2.9 Zelllinien
Tabelle 8: Zelllinien

Bezeichnung

Quelle/Bestellnummer

Zelltyp

A549

ATCC_CCL-185

Lungenkarzinom

BxPC3

ATCC_CRL1687

Pankreasadenokarzinom
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Bezeichnung Quelle/Bestellnummer Zelltyp
Calu-3 ATCC_HTB-55 Lungenadenokarzinom
Colo699 DSMZ_ ACC 196 Lungenadenokarzinom
H23 ATCC_CRL-5800 Lungenadenokarzinom
H358 ATCC_CRL-5807 Bronchoalveolares Karzinom
HCC44 DSMZ_ACC 534 Lungenadenokarzinom

Die Angaben zum Zelltyp beziehen sich auf die offiziellen Angaben der ATCC (American
Type Culture Collection, (Manassas, (VA) USA)) und der DSMZ (Deutsche Sammlung

von Mikroorganismen und Zellkulturen, (Braunschweig, Deutschland)). In der Literatur

wird A549 Uberwiegend als Adenokarzinom der Lunge bezeichnet (Hung et al. 2014, Weir

et al. 2007). Das bronchoalveolare Karzinom stellt einen Subtyp des Adenokarzinoms der

Lunge dar (Travis et al. 2013).

2.10 Software
Tabelle 9: Software

Programm Hersteller Version
analySIS Olympus (Shinjuku, Japan) Version 3.2
CellSens Dimension Olympus (Shinjuku, Japan) ©2010

Adobe Photoshop

USA)

Adobe Systems (San José,

CreativeSuite2

Citavi Literaturverwaltung

Swiss Academic Software

(Wadenswil, Schweiz)

Version 3.4.2

FUSION-CAPT

Vilber Lourmat

(Marne-la-Vallée,

Frankreich)

Version 15.12

Odyssey SA Analysis Software

LI-COR Biosciences
(Lincoln, USA)

Version 1.17




Methoden

3 Methoden

Alle Methoden wurden nach der Standardlaboranleitung der Arbeitsgruppe durchgefihrt.

Etwaige Anderungen sind gekennzeichnet.

3.1 Zellkultur

Es wurden Zellen in 10 cm Schalen (Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland), #83.1802.003),
6 cm Schalen (Sarstedt, #83.1801.003), oder 75 cm? Flaschen (Sarstedt, #83.1813.302)
gezlchtet. Das Wachstum der Zellen erfolgte im Inkubator (CO»-Inkubator, Thermo Fisher
Scientific (Waltham, USA), HERAcell 150i) bei 37 °C, 100% Luftfeuchtigkeit und 10%
CO,. Alle 2 bis 3 Tage erfolgte ein Wechsel des Zellkulturmediums unter sterilen
Bedingungen.

Bei einer Konfluenz von ca. 90% wurden die Zellen umgesetzt. Dies erfolgte fur die
Zelllinien A549, H23, H358, HCC44 und Colo699 durch Absaugen des Mediums,
anschlielendes Waschen mit CMF-PBS, Inkubation mit 3 ml Trypsin-EDTA/EGTA (PAA
Laboratories (Pasching, Osterreich), #L.11-004) und leichtem Schiitteln bis sich die Zellen
unter mikroskopischer Kontrolle abldsten. Das verbleibende Trypsin wurde durch 3 ml
Zellkulturmedium abgestoppt und die Zellen in der Flissigkeit in ein steriles 15 ml Gefal
transferiert. Durch Zentrifugieren mit 200xg fur 3 Minuten wurden die Zellen von der
Flissigkeit getrennt. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in 5-10 ml Medium
aufgenommen, vereinzelt und in neue Zellkulturschalen verteilt.

Bei den Zelllinien Calu-3 und BxPC3 erfolgte nach Absaugen des Mediums eine
Inkubation in CMF-PBS unter Zugabe von 50 uM EDTA fir max. 10 Minuten im CO,-
Inkubator. AnschlieRend wurden die Zellen mit 3 ml Trypsin-EDTA/EGTA max. 10
Minuten bis zur Ablésung inkubiert. Alle weiteren Schritte erfolgten wie oben beschrieben.
2,5x10° Zellen wurden zum Weiterziehen in eine 10 cm Schale oder eine 75 cm? Flasche
transferiert und mit 10 ml Medium inkubiert. Fiir Versuche wurden 5x10° Zellen in 10 cm

Schalen oder 1x10° Zellen in 3 cm Schalen ausgesét.

3.1 Zelllysatherstellung

Gesamtlysate wurden von Zellen, die 80-100%ige Konfluenz erreicht haben, hergestellt.
Zu diesem Zwecke wurde das Medium abgesaugt und die Zellen mit 3 ml TBS (4 °C) fur
eine 6 cm Schale bzw. 10 ml fur eine 10 cm Schale gewaschen. Nach dem vollstandigen
Absaugen des TBS wurden die Zellen mit 100-400 pl Lysispuffer (RIPA, NOP oder p120-
Lysispuffer) versetzt und mit einem Zellschaber abgekratzt. Der verwendete Lysispuffer
wurde vor Gebrauch mit Proteaseinhibitor in einfacher Konzentration versetzt, um einen

Abbau der Proteine durch intrazellulare Proteasen zu verhindern. Beim Nachweis von
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phosphorylierten Proteinen  wurde  zusatzlich in  einfacher  Konzentration
Phosphataseinhibitor zum Lysispuffer dazu gegeben.

Um eventuell einsetzende Degradationen der Proteine wahrend der Lysatherstellung zu
verhindern, wurden alle Arbeitsschritte auf Eis bzw. bei 4 °C durchgeflhrt.

Die abgekratzten Zellen wurden mit einer Spritze unter Verwendung einer 26 Gauge-
Kanule in ein geklhltes 1,5 ml Gefall Uberfihrt. Das Lysat wurde durch flinfmaliges
(Lysispuffer-p120) bzw. sechsmaliges (NOP/RIPA) Aufziehen in eine Spritze mit einer 18
Gauge-Kanlle homogenisiert. AnschlieBend wurden die Homogenate 10 Minuten bei
16.200xg in einer 4 °C gekilhlten Tischzentrifuge zentrifugiert, der Uberstand wurde
entnommen und portioniert in flissigem Stickstoff schockgefroren.

Fur die Herstellung von Lysat, welches zur Darstellung von Proteinen im Western Blot
dienen sollte, wurde RIPA-Puffer verwendet. NOP-Puffer und p120-Puffer wurden
dagegen zum Nachweis von Proteininteraktionen im Rahmen der Immunprazipitation
verwendet. Vorhandene schwache Wechselwirkungen zwischen den Proteinen wurden

durch diesen Puffer nicht aufgebrochen und konnten detektiert werden.

3.3 Proteinbestimmung

Die Quantifizierung der Proteinmenge im Lysat erfolgte mittels der Bicinchoninsaure-
Methode (BCA). Es wurden 5 ul der lysierten Zellen mit 45 pl H,O versetzt. Anschliefdend
wurden jeweils 20 ul dieser Verdiinnung in je ein Well einer 96-Wellplatte tGbertragen und
mit 180 pl eines Kupfer(ll)sulfat-BCA-Gemisches versehen. Dieses Gemisch enthalt einen
Teil einer 4%igen (M/V) Kupfer(ll)sulfat-Lésung und 50 Anteile der Losung BCA Protein
Assay Reagent A (Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) #23223). Die im Gemisch
enthaltenen zweiwertigen Kupferionen reagieren quantitativ mit den Proteinen. Die dabei
entstandenen einwertigen Kupferionen reagieren im zweiten Schritt mit BCA zu einem
violetten Komplex. Dieser Komplex konnte anschlielend mittels Photometer bei einer
Wellenlange von 562 nm quantifiziert werden. Um die dabei absorbierte photometrisch
dargestellte Lichtmenge einer Proteinmenge zuzuordnen, wurde in der gleichen Messung
eine Verdinnungsreihe eines Standardproteins mitgemessen. Die Konzentration der
Proben wurde durch Vergleich mit Absorptionswerten der Standardreihe, die 0-125 ug
Protein /ml enthielt, bestimmt. Die Eichgerade wurde im Doppelansatz pipettiert.
Anschlieend wurde der gesamte Ansatz bei 37 °C fur 30 Minuten inkubiert. Die Reaktion
wurde durch Abkuhlung auf 4 °C abgestoppt und die Absorption photometrisch bestimmt.
Die gewonnen Daten wurden in Excel Ubertragen und die Konzentrationen durch

Vergleich mit den Eichwerten errechnet.
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3.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Spezifische Proteine wurden im Zelllysat mittels Western Blot nachgewiesen. Die Proteine
wurden bei diesem Verfahren durch eine SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-
Page) der GréRe nach aufgetrennt. AnschlieRend erfolgte die Ubertragung auf eine
Nitrozellulosemembran und die Detektion der Proteine mittels spezifischer Antikorper.
Dazu wurden Acrylamidgele der entsprechenden Konzentration (Tabelle 5) hergestellt.
Das Acrylamidgel wurde zwischen zwei Glasplatten im Abstand von einem Millimeter
gegossen. Zum Auspolymerisieren wurde das Gel mit einer Schicht H,O-gesattigtem
Isobutanol Uberschichtet. Nach ca. einer Stunde wurde das Isobutanol gegen Wasser
ausgetauscht. Das so gewonnene Trenngel konnte im Kihlschrank Gber Nacht endgultig
auspolymerisieren. Am nachsten Tag wurde ein Sammelgel gemaR Tabelle 5 hergestellt.
Im Anschluss wurde das Gel in eine Gelelektrophoreselaufkammer eingespannt und mit
Laufpuffer gespult. Die ,Taschen® des Sammelgels wurden von Acrylamidresten
freigewaschen.

Fir den Nachweis von Proteinen von 80-200 kDa wurde ein 7,5%-Gel verwendet, fir 50-
150 kDA ein 8,5% und fur 40-130 kDa ein 10%-Acrylamidgel.

Pro Laufspur wurden 30-50 pg Proteinlysat/Ladepuffer-Gemisch eingesetzt und es wurde
jeweils ein Marker zur GréRenzuordnung der Proteine in eine freie Spur gegeben.

Die Proteinlysate mussten vor dem Transfer in das Gel vorbereitet werden. Zu diesem
Zweck wurden sie mit Probenpuffer-SDS versetzt, so dass mindestens 20% des
Endvolumens von maximal 30 pl, Probenpuffer entsprach. Das im Puffer vorhandene SDS
lagerte sich an die Proteine an und glich die Ladungen an, so dass die Proteine alle eine
negative Ladung aufwiesen. Das vorhandene DTT reduzierte Disulfidbricken und
linearisierte die Proteine. Glycerin verhinderte durch seine im Vergleich zu Wasser héhere
Dichte, dass die Proben wieder aus der Tasche wanderten.

Um die Sekundar- und Tertiarstruktur der Proteine aufzuheben, wurden die Proben vor
Beladung und nach Vermischung mit dem Probenpuffer bei 95 °C fir 5 Minuten erhitzt (fur
den Nachweis von Rezeptoren wurde lediglich fur 10 Minuten auf 60 °C erhitzt).

Die Proteine wurden dabei mit 80 V fir 15 Minuten an der Grenze zwischen Sammel- und
Trenngel fokussiert und anschlieRend mit 120 V flr 45-90 Minuten nach ihrer GréRRe
aufgetrennt.

Die durch Gelelektrophorese gewonnene Gelmatrix wurde im Anschluss von den zwei
Glasplatten getrennt und die darin enthaltenen Proteine mittels Nass-Blot auf eine
Nitrozellulosemembran (GE Healthcare (Chalfont St. Giles, GroRbritanien), #10600002)

Ubertragen.
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Es wurde dabei folgender Aufbau fir den Nass-Blot verwendet: Die Seite der Kathode
wurde mit Filterschwammen abgedeckt, es folgten zwei Lagen Filterpapier und
anschlief’end das Acrylamidgel. In Richtung der Anode wurde die Nitrozellulosemembran
aufgebracht und diese mit zwei Lagen Filterpapier und Filterschwammen an das Gel
gepresst. Die einzelnen Schichten wurden luftblasenfrei ibereinander gelegt. Es wurde
darauf geachtet, dass sowohl die Membran als auch das Gel nicht austrockneten. Dieser
Aufbau wurde in eine Blotkammer eingespannt und mit Transferpuffer tberschichtet. Die
negativ geladenen Proteine wurden durch den Strom auf die Nitrozellulosemembran
Ubertragen. Es wurde dabei eine Spannung von 20 V verwendet und 11 Stunden
geblottet. Fir kleinere Proteine (<100 kDa) wurde dieser Vorgang mit 70 V und 2,5
Stunden Dauer durchgefiihrt.

Um die Effizienz der Proteinlibertragung darzustellen, wurde die Nitrozellulosemembran
nach dem Transfer mittels Ponceaurot-Farbung reversibel gefarbt. Die Membran wurde
dabei ca. 5 Minuten bei Raumtemperatur in Farbeldsung inkubiert. AnschlieRend wurde
Uberschissige Farbeldsung mit H,O herausgewaschen. Diese Farbung stellt reversibel
Proteine dar und lies sich nach Dokumentation der Ubertragung mittels TBS wieder
vollstandig von der Membran entfernen.

Da es auch maoglich war, dass Proteine in der Acrylamidgelmatrix zurlick geblieben sind,
wurden die Acrylamidgele nach dem Blotten mittels Coomassiefarbung gefarbt. Die
Gelmatrix wurde zunachst 3 Stunden in Coomassie-Brilliant-Blau-Farbelésung bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieRend zweimal fir jeweils mindestens 3 Stunden in
Coomassie-Brilliant-Blau-Entfarbelésung eingelegt. Das Ergebnis wurde dokumentiert und
die gefarbten Acrylamidgele verworfen.

Um zu verhindern, dass Antikérper, welche ebenfalls Proteine sind, unspezifisch in die
unbeladenen ,Licken® in der Nitrozellulosemembran binden, musste die Membran
.geblockt* werden. Zu diesem Zweck wurde eine Losung aus TBS mit 5% (M/V)
Magermilchpulver (Serva Electrophoresis (Heidelberg, Deutschland)) hergestellt und die
Membran darin eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend erfolgte
zweimaliges Waschen mit TBS, um Uberschissiges Magermilchpulver auszuwaschen.
Um phosphorylierte Proteinen nachzuweisen, wurde anstelle einer Magermilchlésung eine

3%ige (M/V) Rinderserumalbuminlésung (Serva Electrophoresis) in TBS verwendet.

3.5 Antikoérperfirbung

Der Nachweis der einzelnen Proteine erfolgte mittels Darstellung durch Antikorper. Im
ersten Schritt wurde die geblockte Nitrozellulosemembran mit einem Antikdrper gegen
das zu identifizierende Protein inkubiert. Die Antikbérper wurden dabei nach

Herstellerangabe bzw. Laborerfahrung (Tabelle 2) in einer 0,3%igen (M/V)
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Rinderserumalbuminlésung in CMF-PBS unter Zugabe von 0,1% (V/V) Tween 20 (Carl
Roth (Karlsruhe, Deutschland), #9127) verdunnt. Fir den Nachweis von phosphorylierten
Proteinen wurde eine 0,3%ige (M/V) Rinderserumalbuminlésung in TBS unter Zugabe von
0,1% (V/IV) Tween 20 verwendet. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C im Kiuhlraum Uber Nacht
oder bei Raumtemperatur fir 2 bis 3 Stunden auf einer Wippe. Anschlieend wurde die
Antikérperldsung verworfen und die Membran von ungebundenem Antikérper durch
dreimaliges Waschen mit CMF-PBS fir jeweils 10 Minuten gereinigt.

Der Nachweis des primaren Antikérpers, und damit indirekt des nachzuweisenden
Proteins, erfolgte mit verschiedenen sekundaren Antikérpern (Tabelle 3). Es wurde dabei
ein Antikdrper verwendet, der gegen den Fc-Anteil des primaren Antikorpers gerichtet war
und mit einem Enzym (HRP) oder einem Infrarotfarbstoff (680/700 nm oder 770/795 nm)
gekoppelt ist. HRP bezeichnet dabei die horseradish peroxidase, die
Meerrettichperoxidase, welche in der Lage ist Luminol umzusetzen und dabei
Lichtquanten zu erzeugen. Diese konnten mit dem Chemilumineszenz-Detektionssystem
Fusion-SL von Vilber Lourmat (Marne-la-Vallée, Frankreich) detektiert werden.

Mit Infrarotfluoreszenzfarbstoff gekoppelte Antikdrper wurden benutzt, wenn eine
Detektion im Odyssey SA von LI-COR Biosciences (Lincoln, USA) geplant war. Dieses
System ermdglichte den simultanen Nachweis von zwei verschiedenen
Fluoreszenzmolekulen. Nachteilig ist hingegen, dass bei diesem System die Sensitivitat
geringer ausfallt.

Der zweite Antikorper wurde 2 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert, ebenfalls in einer
0,3%igen (M/V) Rinderserumalbuminlésung in CMF-PBS unter Zugabe von 0,1% (V/V)
Tween 20. Anschlielend wurde die Antikorperldsung verworfen und Uberschissige
Antikérper durch dreimaliges Waschen mit CMF-PBS fiir jeweils 5 Minuten entfernt.

Die Detektion im Odyssey SA konnte im Anschluss direkt erfolgen, fir die Detektion im
FusionSL wurde die Membran 3 Minuten in ECL-Reagenz (Super Signal West Pico
Chemiluminescent Substrate, Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA), #34080)

eingelegt.

3.6 Immunprazipitation

Die Immunprazipitation diente der Anreicherung eines Proteinkomplexes und dem
Nachweis der im Komplex enthaltenen Proteine. Zu diesem Zweck wurde ein Antikérper
gegen ein spezifisches Protein an ferromagnetische Beads (Protein A, Merck Millipore
(Billerica, USA), #LSKMAGAO02) gebunden. Diese Beads wurden mit Lysat inkubiert,
anschlieBend mit einem Magneten aus dem Gemisch isoliert und aufgereinigt. Das
isolierte Protein, sowie dessen Interaktionspartner, konnten im Western Blot

nachgewiesen werden.
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Im ersten Schritt erfolgte eine Koppelung des Antikérpers an die Beads. Es wurde 1 ug
Anti-Cadherin-E Antikorper an 25 ul der magnetischen Beads gekoppelt. Diese Koppelung
erfolgte bei Raumtemperatur durch kontinuierliche Drehung in 500 ul IP-Puffer fir 45
Minuten.

AnschlieRend wurden die magnetischen Beads, die den Antikérper an ihrem Fc-Anteil
gebunden haben, vom IP-Puffer mittels eines Magneten getrennt und der resultierende
Uberstand verworfen.

Gleichzeitig wurde in einem zweiten Reaktionsansatz 500-1000 pg Zelllysat mit 15 pl
magnetischen Beads gereinigt (Preclearing). Dieser Schritt fand in einem Gesamtvolumen
von 400 pl statt, wobei das fehlende Volumen durch IP-Puffer aufgefillt wurde. Um eine
Degradation zu verhindern, erfolgte das Preclearing bei 4 °C im Kihlraum und unter
Zugabe von einfachkonzentriertem Proteaseinhibitor. Die Inkubation erfolgte fir 30
Minuten ebenfalls unter kontinuierlicher Durchmischung. Die Beads mit unspezifischen
Interaktionspartnern wurden anschlieBend mittels eines Magneten aus dem Lysat
entfernt. Die Beads mit den unspezifischen Interaktionspartnern wurden verworfen und
die Lésung wurde fir den zweiten Schritt der Immunprazipitation verwendet.

Im zweiten Schritt wurden nun die antikérperbeladenen Beads zu dem gereinigten Lysat
gegeben und 3 Stunden unter kontinuierlicher Durchmischung bei 4 °C inkubiert. Um
wahrend dieser Zeit eine Degradation zu verhindern, erfolgte die Zugabe von 100 pl IP-
Puffer mit finffachkonzentrierten Proteaseinhibitor.

Im dritten Schritt wurden die magnetischen Beads vom Lysat getrennt und das Lysat
verworfen. Es erfolgten zwei Waschschritte der beladenen Beads mit jeweils 500 ul IP-
Puffer in denen die Beads resuspendiert wurden und anschlieRend magnetisch erneut
aus der Ldsung gezogen wurden. Im Anschluss erfolgten zwei Waschschritte selben
Musters mit jeweils 500 pl IP-Waschpuffer.

AbschlieRend wurden die Beads in 25ul vierfachkonzentrierten Probenpuffer-Laemmli
resuspendiert. Diese Suspension wurde 10 Minuten bei 90 °C (60 °C, wenn ein
Rezeptornachweis geplant war) erhitzt. Die anschlie®enden Schritte (SDS-Page, Western

Blot und Antikérperfarbung) erfolgten wie bereits beschrieben.

3.7 Immunfluoreszenz

Die Immunfluoreszenz diente dem Nachweis der Lokalisation von Proteinen in Zellen und
kann Hinweise auf eine Kolokalisationen geben. Es wurden zu diesem Zwecke
subkonfluente Zellen passagiert und anschlieBend in 6-Well-Platten (Sarstedt
(NUmbrecht, Deutschland), #83.1839.300) auf Deckglasern ausgesat, sodass die Zellen
mindestens 5 Tage Wachstumsphase erhielten, bevor sie fixiert und gefarbt wurden. Zu

diesem Zweck wurden die Zellen wahrend der Wachstumsphase in 3 ml Zellkulturmedium
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inkubiert, welches alle 2 bis 3 Tage gewechselt wurde. Die Inkubation erfolgte bei 10%
CO, und 37 °C.

Nach dem Erreichen des gewilnschten Konfluenzgrades der Zellen, wurde das Medium
verworfen, die Zellen mit CMF-PBS gewaschen und anschliel3end fixiert. Die Fixierung
erfolgte fir 10-15 Minuten mittels -20 °C kaltem Methanol/Aceton (im Verhaltnis 1:1) zum
Nachweis von membrangebundenen Proteinen oder mittels 2%iger (M/V)
Paraformaldehyd-Lésung (PFA) fur zytosolische Proteine. Bei Fixierung durch PFA
wurden die fixierten Membranen mittels einer Inkubation in 0,2% (V/V) Triton X-100 in
CMF-PBS fur 5 Minuten permeabilisiert. Die Reste des Fixierungsgemisches wurden
anschlieend durch dreimaliges Waschen mit CMF-PBS fur jeweils 5 Minuten entfernt.
Um unspezifische Anfarbungen des Antikoérpers in den fixierten Zellen zu verhindern,
erfolgte eine einstiindige Blockung mit einer 3%igen (M/V) Rinderserumalbuminldsung in
CMF-PBS. Uberschiissiges Rinderserumalbumin wurde im Anschluss durch CMF-PBS
ausgewaschen.

Zur Detektion der gesuchten Proteine erfolgte die Zugabe des ersten Antikérpers (Tabelle
2). Um gleichzeitig 2 verschiedene Proteine zu detektieren und eventuelle
Uberlagerungen darzustellen, wurden 2 Antikérper verschiedener Spezies kombiniert. Die
Applikation des Antikorpers erfolgte in einer Lésung aus 0,3% (M/V) Rinderserumalbumin
in CMF-PBS fir eine Stunde in einer feuchten Kammer. Im Anschluss wurde
ungebundener Antikérper durch dreimaliges funfminlitiges Waschen mit CMF-PBS
entfernt.

Die Inkubation mit dem zweiten Antikdrper erfolgte mit den in Tabelle 4 angebenden
Antikdrpern ebenfalls in einer Losung mit 0,3% (M/V) Rinderserumalbumin in CMF-PBS.
Zu jeder Antikdrperverdinnungslosung wurde 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) in der
Verdinnung 1:10.000 hinzugegeben. DAPI lagert sich den DNA-Molekilen an und
ermdglicht die Darstellung des Nukleus zur Lokalisation der Zellen in der Mikroskopie.
Durch dreimaliges Waschen mit CMF-PBS fir jeweils 5 Minuten wurden erneut
ungebundene Antikérper herausgewaschen. Die so gewonnen fixierten Zellen wurden mit
H,O von Uberschissigen Salzen frei gewaschen, anschlieRend mit Evanol eingedeckelt
und unter dem Immunfluoreszenzmikroskop analysiert.

Zum Nachweis von filamentésen Aktin wurde auf einen Antikérper verzichtet und
Phalloidin, ein Alkaloid des grinen Knollenblatterpilzes, welches sich spezifisch an
filamentdses Aktin anlagert, benutzt. Zur Detektion im Immunfluoreszenzmikroskop ist

dieses Alkaloid mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt.
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3.8 Tritonfraktionierung

Um die Lokalisation von Proteinen in der Zelle genauer darzustellen, besteht die
Mdglichkeit einer Tritonfraktionierung. Bei diesem Verfahren werden die Zellen mit einem
Puffer, welcher Triton X-100 enthalt, gewaschen. Triton X-100 l6st die Zellmembran auf
und ermoglicht es Proteine aus der Zellmembran und dem Zytosol, welche nicht mit dem
Zytoskelett verbunden sind, in das Lysat zu extrahieren (tritonlsliche Fraktion). Durch
Zentrifugation kann anschlieend die tritonldsliche Fraktion von der tritonunléslichen
Fraktion, welche Proteine mit Assoziation zum Zytoskelett bzw. zu den Zellorganellen
enthalt, getrennt werden.

Die fir diesen Versuch verwendeten Zellen wurden bis zum konfluenten Zustand
inkubiert. Das Medium wurde entfernt und es erfolgte ein Waschschritt mit 4 °C kaltem
TBS und anschlieender finfmindtiger Inkubation mit 400 pl Tritonfraktionierungspuffer
unter Zugabe von einfach konzentriertem Proteaseinhibitor. Die Inkubation erfolgte auf
einem Rotationsschittler (60 Umdrehungen/Minute) in einer Eiswanne um Degradation zu
verhindern. Die Zellen wurden abgeschabt, mit einer gelben Kanlile dreimal aufgezogen
und in ein 1,5 ml Gefald Uberfihrt. Es erfolgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 13.400xg
fur 10 Minuten.

Der Uberstand enthielt die tritonlésliche Fraktion und wurde in fliissigen Stickstoff
schockgefroren und bei -20 °C bis -80 °C gelagert.

Das entstandene Sediment wurde mit 200 ul Lysis-HEPES-Puffer gewaschen und
anschlieRend erneut fiir 5 Minuten bei 13.400xg zentrifugiert. Der resultierende Uberstand
wurde verworfen und das Sediment in 400 pl RIPA-Puffer aufgenommen und sechsmalig
mittels einer 26G Kantule homogenisiert. Nach erneutem Zentrifugieren fur 10 Minuten bei
13.400xg konnte der Uberstand (tritonunldsliche Fraktion) portioniert in fliissigen Stickstoff

schockgefroren und bei -20 °C bis -80 °C eingefroren werden.

3.9 Aggregationsassay

Zur Bestimmung der Aggregationsfahigkeit von Zellen wurden konfluente Zellen von ihren
Zellkulturplatten gel6st. Dies erfolgte, mit Ausnahme von BxPc3 und Calu-3, mittels
zweimaligen Waschen mit CMF-PBS fir jeweils 10 Minuten und anschliefender
Inkubation mit Accutase (Merck Millipore (Billerica, USA), #SCRO005) fir 1-2 Minuten. Die
dabei gewonnenen Zellen wurden in ein 15 ml Gefald Uberfihrt und die enzymatische
Aktivitat der Accutase durch Zugabe von DMEM gestoppt. Die Zellen wurden 3 Minuten
bei 200xg abzentrifugiert und anschlieRend in 5-10 ml DMEM vereinzelt. Die Zellzahl
wurde in der Neubauer-Zahlkammer bestimmt und es wurden jeweils 2*10° Zellen in eine
6-Well-Platte fir ,nichtadharente® Zellen (Sarstedt (Numbrecht, Deutschland),
#83.1839.500) ubertragen. Das Gesamtvolumen wurde mit DMEM auf 2 ml aufgefuillt.
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Eine Stimulation erfolgte mit 10 ng/ml TGFB oder 10 ng/ml FGF-2. Der Entzug von
Calciumionen erfolgte durch Inkubation in DMEM mit 25 yM EDTA. Die Aggregation
erfolgte unter Rotation von etwa 80 Umdrehungen/Minute und 37 °C im
Rotationsschiittler. Um Anderungen des pH-Wertes wahrend der Reaktion abzufangen,
erfolgte die Zugabe von HEPES in Konzentration von 25 mM.

Nach 5 Minuten wurden die Platten aus dem Rotationsschittler entfernt und 2 Minuten
unbewegt gelassen, um ein Absetzen der Zellen zu erméglichen. Die Partikelzahl wurde
dokumentiert, indem drei Gesichtsfelder mit einem zehnfachen Objektiv fotografiert
wurden. Anschlieend wurden die Zellen wieder in Rotation versetzt und weitere Werte
nach 15, 30 und 60 Minuten ermittelt. Die Partikel wurden in einem jeweils 300*300 pm?
groRen Ausschnitt bestimmt. Ein Partikel entsprach dabei einer Einzelzelle oder einem
Aggregat aus mehreren Zellen.

Der Aggregationsindex wurde nach folgender Formel gebildet:

Index = (Po.Pxmin)/Po wobei Py der Partikelanzahl zum Zeitpunkt 0 Minuten
entspricht und P, der Partikelanzahl nach 15, 30 oder 60

Minuten entspricht.

3.10 Wundheilungsassay

Zur Bestimmung der Migrationsgeschwindigkeit von Zellen wurden diese in 6-Well-Platten
(Sarstedt (NUmbrecht, Deutschland), #83.1839.300) ausgesat und bis zum konfluenten
Zustand inkubiert. Diesen Zellen wurde das Zellkulturmedium entzogen und durch DMEM
+ 1% (VIV) FCS ersetzt. Um eine weitere Teilung der Zellen zu unterbinden, wurde
Mitomycin C (Sigma-Aldrich (St. Louis USA), # M4287-2MG) in der Konzentration von 10
ug/ml Medium fir 2 Stunden hinzugegeben. Das Mitomycin C-haltige Medium wurde im
Anschluss durch DMEN mit 1% (V/V) FCS ersetzt. Je nach gewahltem Versuchsaufbau
erfolgte eine Stimulation der Zellen durch Zugabe von 2,5 ng/ml oder 7,5 ng/ml TGFp.
Mittels einer 20 pl Pipettenspitze wurde ein ca. 350 pym grof3er Spalt in den Zellrasen
geritzt und die Breite des Spaltes mikroskopisch dokumentiert. AnschlieRend erfolgte die
Inkubation bei 37 °C und 10% CO, im Inkubator. Die Spaltbreite wurde nach einer, 24 und
48 Stunden kontrolliert und dokumentiert. Pro Versuchsansatz bzw. Well wurden an 6
Stellen die Spaltbreite vermessen. In der anschlieBenden Auswertung wurde die
Migrationsgeschwindigkeit unter TGFpB-Einfluss mit den Werten ohne Stimulation

verglichen.
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3.11 Statistische Angaben
Die Versuche wurden, wenn nicht anders angeben, dreimal wiederholt und reprasentative
Ergebnisse dargestellt. Die Wundheilungs- und Aggregationsassays wurden dreimal

wiederholt und es wurden Mittelwerte +/- Standardabweichung dargestellt.
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4 Ergebnisse

4.1 Phasenkontrastaufnahmen der verwendeten NSCLC-Zelllinien

In Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene NSCLC-Zelllinien untersucht. Aufgrund der
grollen Heterogenitat von Lungentumoren der NSCLC-Gruppe wurde die Analyse auf
Adenokarzinomzelllinien beschrankt.

Bei den verwendeten Zelllinien handelte es sich um A549, Calu-3, Colo699, H23, H358

und HCC44. Abbildung 3 zeigt Phasenkontrastaufnahmen der verschiedenen Zellen.

A549 H358 Calu-3 H23 HCC44 Colo699

[

m 20um

Abbildung 3: Phasenkontrastaufnahmen der verwendeten Zelllinien.

Die verwendeten Zelllinien zeigen in mikroskopischer Betrachtung erhebliche Unterschiede z.B. in der
ZellgréRe. HCC44 stellen die groRten Zellen dar, wohingegen die Zellen der Zelllinien Calu-3, H23 und
Colo699 wesentlich kleiner sind. HCC44 und Colo699 weisen elongierte Zellkdrper und lange Zellauslaufer
auf (=), was einer fibroblastenahnlichen Morphologie entspricht.

Die Zelllinien zeigen erkennbare Unterschiede in ihrer mikroskopischen Morphologie.
HCC44-Zellen sind deutlich grofier als Zellen der Ubrigen Zelllinien. Zellen der Zelllinie
Calu-3 und A549 zeigen kaum Zellauslaufer, wohingegen HCC44 und Colo699 lange
Zellauslaufer und einen elongierten Zellkérper besitzen (= in Abbildung 3). Diese
Eigenschaften von HCC44 und Colo699 werden als fibroblastenahnlich bezeichnet und

koénnen als Hinweis auf eine bereits teilweise durchlaufene EMT verstanden werden.

4.2 Analyse der Cadherine in ausgewahlten NSCLC-Zelllinien

Die dargestellten Phasenkontrastaufnahmen der Zelllinien haben bereits die Heterogenitat
der Adenokarzinomzelllinien aufzeigen konnen. Im nachsten Schritt wurden nun die
untersuchten Adenokarzinome der Lunge auf das Vorhandensein eines E-Cadherin-
Catenin-Komplex analysiert. Zu diesem Zweck wurde mittels Western Blot der
Proteingehalt von E-Cadherin in den Zellen ermittelt. In der Literatur wird zudem erwahnt,
dass es beim Verlust von E-Cadherin zur Expression anderer Cadherine kommen kann.
Um diesen Cadherin-Switch zu untersuchen, wurden weitere klassische Cadherine, wie
N- und P-Cadherin und das atypische Cadherin-11 untersucht. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Analyse der Cadherin-Proteinexpression verschiedener Adenokarzinomzelllinien der
Lunge mittels Western Blot.

E-Cadherin stellt sich im Western Blot mit einer Bande bei ca. 125 kDa dar. Eine weitere moglicherweise
degradationsbedingte Bande befindet sich bei 95 kDa. E-Cadherin findet sich in groRer Menge in H358 und
Calu-3, in mittlere Menge in A549, HCC44 und Colo699 und in geringer Menge in H23. N-Cadherin (ca. 125
kDa) lasst sich in A549, H358, H23 und Colo699 in groRer, in Calu-3 dagegen in geringer Menge,
nachweisen. In HCC44 Zellen ist kein N-Cadherin nachweisbar. Eine spezifische Bande fiir P-Cadherin (=)
bei ca. 120 kDa lasst sich in H358 und Calu-3 Zellen und in geringen Mafe in HCC44 detektieren.
Cadherin-11, welches laut Literaturangaben im Western Blot mit einem Molekulargewicht von 120 kDa zur
Darstellung kommen soll, I&sst sich in keiner der untersuchten Zellen nachweisen. Der -Aktin-Nachweis dient
als Beladungskontrolle. Dargestellt sind reprasentative Abbildungen aus drei unabhangigen Versuchen.

E-Cadherin stellt sich im Western Blot mit einer Bande bei ca. 125 kDa dar. Eine zweite
Bande bei ca. 95 kDa zeigt sich insbesondere in Zellen mit einer groRen Menge von
E-Cadherin und stellt vermutlich eine Degradationsform dieses Molekuls dar. Es zeigen
sich erhebliche Unterschiede zwischen den verschiedenen untersuchten Zellen. In H358
und Calu-3 Zellen lassen sich groRe Mengen E-Cadherin detektieren, gefolgt von A549

Zellen. HCC44 und Colo699 Zellen zeigen im Vergleich dazu eine mittlere Menge an
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E-Cadherin. In H23 findet sich von allen untersuchten Zellen die geringste Menge von
E-Cadherin.

N-Cadherin imponiert im Western Blot mit einer Bande in Hohe von ca. 125 kDa. Grolde
Mengen von N-Cadherin sind in Colo699, H23, H358 und A549 zu detektieren. Calu-3
Zellen dagegen besitzen sehr wenig N-Cadherin und HCC44 ist frei von N-Cadherin.

Beim Nachweis von P-Cadherin kam es zur Detektion verschiedener unspezifischer
Banden in Hoéhe von 170 kDa und 95 kDa. Letztere ist mdglicherweise eine
Degradationsbande. Die spezifische Bande von P-Cadherin in Héhe von 120 kDa (= in
Abbildung 4) ist bei H358 und Calu-3 im hohen Malie nachweisbar, in HCC44 in sehr
geringem Male, in den anderen drei untersuchten Zelllinien ist kein P-Cadherin
nachweisbar.

Cadherin-11, als ein Beispiel fur ein atypisches Cadherin, soll laut Literatur bei 120 kDa
zu detektieren sein. Die Vorstufe dieses Proteins soll im Western Blot bei 130 kDa zum
Nachweis kommen. In den untersuchten Zellen Iasst sich weder die 130 kDa schwere
Vorstufe noch das 120 kDa schwere endglltige Protein nachweisen. Lediglich bei 90 kDa
zeigt sich in allen untersuchten Zelllinien eine Bande. Diese Bande koénnte unspezifisch
sein oder auf eine Vorstufe hinweisen, welche noch nicht vollstandig im Golgi-Apparat

modifiziert wurde und daher nicht die zu erwartende GrofRe von 120 kDa aufweist.

4.3 Analyse der Catenine in den untersuchten Zelllinien

Sowohl E-Cadherin, als auch dessen Bindungspartner, die Catenine, missen vorhanden
sein, damit eine Zelle einen E-Cadherin-Catenin-Komplex bilden kann. Dieser Komplex ist
Teil einer stabilen epithelialen Zell-Zell-Adh&sion. Im nachsten Schritt wurden die
verschiedenen Catenine nachgewiesen. Uber die Bindung von B- oder y-Catenin an die
Catenin-Bindungs-Doméane des E-Cadherin-Molekills wird eine Verbindung von
E-Cadherin zu a-Catenin ermdglicht. a-Catenin wiederum verbindet den Komplex mit dem
Aktinzytoskelett. Des Weiteren bindet p120ctn E-Cadherin und ermdglicht so das /lateral
clustering der Cadherine. Diese Bindung geschieht an der Juxta-Membran-Domane von
E-Cadherin und ist unabhangig von der Bindung der anderen Catenine. Abbildung 5 zeigt

den Gehalt der genannten Catenine in den untersuchten Lungentumorzelllinien.
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Abbildung 5: Analyse der Catenin-Proteinexpression verschiedener Adenokarzinomzelllinien der
Lunge mittels Western Blot.

a-Catenin (102 kDa) ist in allen untersuchten Zelllinien nachweisbar, in H358 und Calu-3 in besonders grolRer
Menge. B-Catenin (94 kDa) ist mit mehreren Banden im Bereich um 95 kDa nachweisbar. Dabei kann es sich
um Modifikationen dieses Proteins, z.B. durch Phosphorylierung, handeln. Eine weitere Bande befindet sich
bei 72 kDa und stellt vermutlich eine Degradationsbande dar. In H358, Colo699 lasst sich viel, in HCC44
dagegen wenig B-Catenin nachweisen. y-Catenin (84 kDa) lasst sich analog zu B-Catenin mit zahlreichen
Banden nachweisen. Insbesondere in A549, H358 und Calu-3 Zellen sind grolRe Mengen dieses Proteins
nachweisbar. P120ctn zeigt sich mit zahlreichen Isoformen im Bereich zwischen 120 und 80 kDa. Eine Bande
kommt bei unter 72 kDa zur Darstellung und stellt mdglicherweise ein Degradationsprodukt dar.
Unterschiedliche Isoformen sind in unterschiedlichen Zellen nachweisbar. H23 zeigt nur geringe Mengen von
p120ctn. Der B-Aktin-Nachweis dient als Beladungskontrolle. Dargestellt sind reprasentative Abbildungen aus
drei unabhangigen Versuchen.

In allen untersuchten Zelllinien lassen sich die genannten Catenine nachweisen.
a-Catenin, welches mit einem Molekulargewicht von 102 kDa nachgewiesen werden
kann, ist in Calu-3 und H358 in grolRer Menge nachweisbar. Diese Zelllinien bilden
ebenfalls groRe Mengen von E-Cadherin. In den Ubrigen Zelllinien ist weniger a-Catenin
nachweisbar. Untereinander verglichen zeigen A549, H23, HCC44 und Colo699 eine
ahnliche Expression dieses Proteins.

B-Catenin kommt im Western Blot mit einem Molekulargewicht von 90-94 kDa zur

Darstellung. Mit den verwendeten Antikorpern lassen sich mehrere Banden nachweisen.
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Dies kann als Hinweis fir eventuelle Modifikationen durch beispielsweise
Phosphorylierung verstanden werden. Bei den nachgewiesenen Banden in Hohe von 72
kDa handelt es sich dagegen vermutlich um Degradationsprodukte. y-Catenin prasentiert
sich im Western Blot ebenfalls mit mehreren Banden, wobei die starksten Banden mit
dem in der Literatur angegebenen Molekulargewicht von 84 kDa Ubereinstimmen. Bei den
weiteren Banden kann es sich ebenfalls um modifizierte oder degradierte Produkte
handeln.

H358 und Colo699 exprimieren eine grolle Menge B-Catenin. HCC44 dagegen besitzt nur
wenig B-Catenin. Die anderen Zelllinien zeigen weniger 3-Catenin als H358 und Colo699
aber mehr als HCC44. y-Catenin kann p-Catenin im Cadherin-Catenin-Komplex ersetzen.
HCC44, welches wenig p—Catenin bildet, exprimiert viel y-Catenin. Die Zelllinie H358
dagegen, welche viel B-Catenin bildet, exprimiert auch viel y-Catenin bei gleichzeitig hoher
Menge von E-Cadherin. Calu-3 zeigt von den untersuchten Zelllinien die groRte Menge
von y-Catenin. Neben den beschriebenen Vorkommen von y-Catenin in dem E-Cadherin-
Catenin-Komplex, ist y-Catenin aber auch in Desmosomen, welche im Rahmen dieser
Arbeit nicht analysiert wurden, nachweisbar.

P120ctn existiert in verschiedenen Isoformen mit einem Molekulargewicht von 80-120
kDa. In den untersuchten Zelllinien lassen sich mehrere Banden im entsprechenden
GroRenbereich nachweisen, die mit dem Molekulargewicht der Isoformen 1, 2, 3 und 4
und Modifikationen dieser korrelieren. Eine weitere Bande zeigt sich bei unter 72 kDa,
maoglicherweise ein Degradationsprodukt. Auffallig ist, dass H23 sehr wenig p120ctn
enthalt und nur die gréRReren Isoformen bildet. H358 und Calu-3 dagegen bilden sehr viel
p120ctn, insbesondere solches mit einen Molekulargewicht um 95 kDa, welches der
Isoform 3 von p120ctn entsprechen konnte. A549, Colo699 und HCC44 exprimieren
dagegen hauptsachlich eine Isoform bei ca. 90 kDa. Eine genauere Zuordnung der
einzelnen Banden zu den Isoformen lasst sich allerdings aus diesem Versuch nicht ziehen
und wurde einen Vergleich mit exogen eingebrachten markierten Isoformen notwendig

machen.

4.4 Phosphorylierung von p120ctn in Adenokarzinomzelllinien der Lunge

In der Literatur sind zahlreiche Phosphorylierungen von p120ctn beschrieben, die die
Funktionen dieses Proteins beeinflussen und damit auch die Funktion des E-Cadherin-
Catenin-Komplexes. Vier Zelllinien, zwei mit einer grolien Menge (Calu-3 und H358) und
zwei mit einer geringen Menge von E-Cadherin (H23 und HCC44), wurden auf die
Phosphorylierung von p120ctn an vier verschiedenen Tyrosinresten (Y96, Y228, Y280,
Y291) untersucht. Abbildung 6 zeigt die dabei erzielten Ergebnisse.
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Abbildung 6: Analyse der Phosphorylierung von p120ctn an ausgewahlten Tyrosinresten.

Es wurden Gesamtlysate der Zelllinien H358, H23, HCC44 und Calu-3 auf das Vorhandensein einer
Phosphorylierung von p120ctn an den Tyrosinresten 96, 228, 280 und 291 untersucht. Es konnte kein
Nachweis einer Phosphorylierung an Tyrosin 96 und 280 in den untersuchten Zelllinien erfolgen. Lediglich in
Calu-3 lasst sich eine Phosphorylierung von Tyrosin 228 und 291 nachweisen. Der Nachweis der
Phosyphorylierungen in Calu-3 lies sich in einem zweiten Versuch bestatigen. Der Nachweis von p120ctn
beschreibt die Gesamtmenge des vorhanden p120ctns in den Zellen. Der B-Aktin-Nachweis dient als
Beladungskontrolle.

In den vier untersuchten NSCLC-Zelllinien lasst sich keine Phosphorylierung der
Tyrosinreste 96 und 280 von p120ctn nachweisen. In Calu-3 Zellen kann die

Phosphorylierung von Tyrosin 228 und 291 dargestellt werden.

4.5 Analyse der Lokalisation von E-Cadherin und Catenin in der Zelle

Im nachsten Schritt wurden die bereits bei der Phosphorylierung von p120ctn
ausgewahlten Zelllinien weitergehend analysiert. Mittels spezifischer Antikérper, welche
gegen E-Cadherin, a-Catenin oder p120ctn, gerichtet sind, wurde die Lokalisation dieser
Proteine in den Zellen dargestellt. Abbildung 7 zeigt die Ergebnisse fir E-Cadherin und
a~Catenin, Abbildung 8 flir E-Cadherin und p120ctn.
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Abbildung 7: Analyse der Lokalisation von E-Cadherin und a-Catenin in ausgewahlten
Adenokarzinomzelllinien der Lunge.

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation von E-Cadherin (griin) und a-Catenin (rot) in NSCLC-Zellen
dargestellt. Zellen der Zelllinie H358, H23 und Calu-3 zeigen im Bereich der Zell-Zell-Kontakte eine
gleichzeitige Farbung von E-Cadherin (grin) und a-Catenin (rot) (=). In Bereichen der Zelle, die keinen

Kontakt zur Nachbarzelle haben () zeigt sich diese Farbung nicht. HCC44-Zellen zeigen im subkonfluenten
Zustand kaum Zell-Zell-Kontaktbereiche(=>) in denen sich eine Kolokalisation nachweisen lasst. E-Cadherin
und o-Catenin sind lediglich als perinukulare vesikuldre Strukturen (<) nachweisbar. Erst im konfluenten
Zustand kommt es zu einer schwachen Darstellung einer Kolokalisation beider Proteine (). Ein Teil der
Zellen zeigt in diesem Zustand mehr E-Cadherin, andere Zellen dagegen mehr a-Catenin. Zur Lokalisation
der Zellkerne wurde gleichzeitig mit DAPI gefarbt, welches sich blau darstellt.

In Abbildung 7 ist die Lokalisation von E-Cadherin in grin und die von a-Catenin in rot
dargestellt. Die Immunfluoreszenz zeigt, dass alle Zellen die genannten Proteine bilden.
In der Literatur ist beschrieben, dass die Verbindung von a—Catenin und E-Cadherin
durch B- oder y-Catenin ermdglicht wird. Eine Kolokalisation von o—Catenin und
E-Cadherin, dargestellt in einer Uberlagerung der Aufnahmekandle der genannten
Proteine, legt daher die Anwesenheit von - oder y-Catenin im Komplex nahe.

H358-Zellen zeigen im Bereich von Zell-Zell-Kontakten eine erhéhte membranstandige
Konzentration, sowohl von E-Cadherin als auch o-Catenin (= in Abbildung 7). In

Bereichen ohne Kontakt zu einer Nachbarzelle (fin Abbildung 7) zeigt sich diese
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Anreicherung nicht, was flr eine spezifische Darstellung von Zell-Zell-Kontakten durch
den Nachweis der genannten Proteine spricht.

H23 und Calu-3 zeigen ebenso die genannte Kolokalisation (= in Abbildung 7) und die
fehlende Anfarbung in Bereichen ohne Verbindung zu einer Nachbarzelle (1 in Abbildung
7). In HCC44-Zellen bilden sich Zell-Zell-Kontakte erst im konfluenten Zustand, also bei
vollstandiger Ausbreitung im Wachstumsgefall. Im subkonfluenten Zustand lassen sich
E-Cadherin und o-Catenin als perinukledre vesikulare Strukturen nachweisen (< in
Abbildung 7). Zell-Zell-Kontakte, markiert durch die Uberlagerung von o-Catenin und
E-Cadherin, lassen sich nur im geringen Mal3e darstellen (= in Abbildung 7). Auch im
konfluenten Zustand ist nur eine schwache Kolokalisation von E-Cadherin und a-Catenin
nachweisbar (= in Abbildung 7). Ein Teil der Zellen zeigt eine erhéhte Menge E-Cadherin

(grun), ein Teil dagegen eine erhdhte Menge von a-Catenin (rot).

H358 H23 Calu-3

HCC44 S HCC44 K

E-Cadherin  griin
p120-Catenin rot
Skalierung 20pum
Subkonfluenz S
Konfluenz K

Abbildung 8: Analyse der Lokalisation von E-Cadherin und p120ctn in ausgewahliten
Adenokarzinomzelllinien der Lunge

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation von E-Cadherin (griin) und p120ctn (rot) in NSCLC-Zellen
dargestellt. In H358 I&sst sich lediglich E-Cadherin eindeutig nachweisen mit einer Konzentrationssteigerung
in Bereichen der Zell-Zellkontakte (>). P120ctn ist dagegen, im Widerspruch zu den Ergebnissen aus der
Western Blot Analyse (Abbildung 5) kaum nachweisbar. In H23 =zeigen sich einerseits Zell-Zell-
Kontaktbereiche mit einer erhéhten Anfarbung von E-Cadherin (=) ohne gleichzeitige Anfarbung von p120ctn,
andererseits auch Zell-Zell-Kontaktbereiche mit einer gleichzeitigen Kolokalisation der beiden Proteine (|).
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Calu-3 zeigt eine Kolokalisation von E-Cadherin und p120ctn (=) dargestellt durch eine Anreicherung im
Bereich von Zell-Zell-Kontakten ohne gleichzeitige Anreicherung im Bereich von Zellen ohne Kontakt zur
Nachbarzelle (1). In HCC44 lassen sich im subkonfluenten Zustand lediglich E-Cadherin und p120ctn als
vesikulare Strukturen nachweisen (<). Im konfluenten Zustand kommt es dagegen zur Anreicherung von
E-Cadherin und geringen Mengen von p120ctn in der Membran (). Einzelne Zellen bilden dabei mehr
E-Cadherin, andere mehr p120ctn. Zur Lokalisation der Zellkerne wurde gleichzeitig mit DAPI gefarbt,
welches sich blau darstellt.

Abbildung 8 stellt die Lokalisation von E-Cadherin in griin und von p120ctn in rot dar.
Analog zu Abbildung 7 zeigt sich fur Calu-3 eine Kolokalisation von E-Cadherin und
p120ctn (= in Abbildung 8). In Bereichen ohne Verbindung zu Nachbarzellen (7 in
Abbildung 8) ist keine erhéhte membranstandige Konzentration der genannten Proteine
nachweisbar. In H23 zeigen sich Zell-Zell-Kontakte mit einer Konzentrationssteigerung
von E-Cadherin in der Membran (= in Abbildung 8), ohne gleichzeitige Farbung von
p120ctn und Zell-Zell-Kontakte mit einer verstarken Farbung von p120ctn mit teilweiser
Kolokalisation von E-Cadherin (| in Abbildung 8). E-Cadherin und p120ctn scheinen in
diesen Zellen in unterschiedlichen Bereichen der Membran eingebaut zu werden. Nicht
auszuschlie®en bleibt jedoch, dass es sich nur um Farbeartefakte handelt.

In der Zelllinie H358 lasst sich in den untersuchten Zellen nur E-Cadherin eindeutig
anfarben. P120ctn war, im Widerspruch zu den Ergebnissen aus der Western Blot
Untersuchung (Abbildung 5), nur schwach darstellbar. Eine Kolokalisation lief3 sich in den
Bereichen der Zell-Zell-Kontakte nicht darstellen (> in Abbildung 8).

Im subkonfluenten Zustand von HCC44-Zellen sind E-Cadherin und p120ctn anlog zu
Abbildung 7 als versikulare Strukturen nachweisbar (< in Abbildung 8). Im konfluenten
Zustand bilden sich Membrananreicherungen, insbesondere von E-Cadherin in Bereichen
von Zell-Zell-Kontakten aus (= in Abbildung 8). Auffallig ist hier wiederum, dass sich in
einzelnen Zellen E-Cadherin (grin), in andere wiederum p120ctn (rot) verstarkt
nachweisen lasst.

HCC44 zeigt im Western Blot (Abbildung 4) eine grofiere Menge von E-Cadherin als H23.
Die Ergebnisse der Immunfluoreszenz lassen vermuten, dass E-Cadherin in HCC44-
Zellen erst im konfluenten Zustand gebildet und in Zell-Zell-Kontakte eingebaut wird,
wohingegen in H23-Zellen bereits im subkonfluenten Zustand E-Cadherin in Zell-Zell-

Kontakten nachweisbar ist.

4.6 Analyse des Aktinzytoskeletts von Adenokarzinomzelllinien der Lunge

Die bereits durchgefiihrten Versuche zeigen ein sehr heterogenes Bild der untersuchten
Adenokarzinomzelllinien der Lunge in Bezug auf den E-Cadherin-Catenin-Komplex.

Im Rahmen einer EMT kommt es nicht nur zu Veranderungen dieses Komplexes bzw.
zum Verlust der epithelialen Zell-Zell-Adhasion, sondern auch zu charakteristischen

Veranderungen des Aktinzytoskeletts. Um diese Veranderungen darzustellen, wurden
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F-Aktinfarbungen mit Hilfe von Phalloidin von H358, H23, HCC44 und Calu-3 Zellen
durchgefihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 9 dargestellt.

H358 H23 Calu-3

HCC44 S HCC44 K

Phalloidin rot
Skalierung 20pm
Subkonfluenz S
Konfluenz K

Abbildung 9: Analyse des Aktinzytoskeletts ausgewahlter Adenokarzinomzelllinien der Lunge.
Darstellung filamentdsen Aktins mittels Phalloidin in rot. In H358-Zellen lassen sich, als typische
mesenchymale Merkmale lamellipodiendhnliche (|) Strukturen nachweisen. Zudem kommt es zur Ausbildung
von Aktinstressfasern (<<). Auch in den Zelllinien H23 und HCC44 zeigen sich in unterschiedlichem MalRe
lamellipodiendhnliche (|) Strukturen. Stressfasern (<<) sind in HCC44 nachweisbar, in H23 fehlen diese
dagegen. Calu-3-Zellen zeigen einen epithelialen Phanotyp in der Aktinfarbung, gekennzeichnet durch das
Fehlen von Aktinstressfasern. Aktin ist dort als zirkumferenter Ring (>) nachweisbar. Zur Lokalisation der
Zellkerne wurde gleichzeitig mit DAPI gefarbt, welches sich blau darstellt.

Wie bereits in Abbildung 3 dargestellt, zeigen die untersuchten Zelllinien erhebliche
Unterschiede in ihrer Morphologie. Die Darstellung des Aktinzytoskelett zeigt weitere
Unterschiede auf.

H358 Zellen stellen sich durch viele lamellipodienahnliche Strukturen (| in Abbildung 9)
dar. Zudem zeigen sich Aktinstressfasern (<< in Abbildung 9). Solche Strukturen werden
im Rahmen der Zellmigration gebildet und deuten auf eine EMT hin. H23-Zellen zeigen
ebenso lamellipodienahnlichen Strukturen (| in Abbildung 9). Aktinstressfasern lassen
sich dort nicht nachweisen. In HCC44-Zellen sind lamellipodienahnliche Strukturen (| in

Abbildung 9) und Aktinstressfasern nachweisbar. Calu-3-Zellen bilden als ein typisches
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epitheliales Merkmal zirkumferentes Aktin (> in Abbildung 9) und keine nachweisbaren
Stressfasern.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Aktinzytoskelett in H358, H23 und HCC44
Zellen auf eine teilweise EMT hindeutet. In Calu-3 Zellen dagegen zeigt sich ein

epithelialer Phanotyp.

4.7 Analyse des E-Cadherin-Catenin-Proteinkomplexes

Die Kolokalisation, dargestellt in der Immunfluoreszenz, von E-Cadherin und a-Catenin an
der Membran macht das Vorhandensein eines E-Cadherin-Catenin-Komplexes
wahrscheinlich, beweist diesen aber noch nicht. Denkbar ware ebenso eine zuféllige
Uberlagerung in der Immunfluoreszenz, ausgeldst durch eine Bindung von a-Catenin an
andere Cadherine wie N-Cadherin oder P-Cadherin, welche parallel zu E-Cadherin in der
Membran liegen kdnnten. Um die direkte oder indirekte Interaktion von E-Cadherin mit
den Cateninen darzustellen, wurde im nachsten Schritt mittels Immunprazipitation

versucht, den Komplex nachzuweisen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 10 dargestellt.
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Abbildung 10: Darstellung der Ergebnisse der Imnmunprazipitation von E-Cadherin und dem Nachweis
von komplexgebundenen Proteinen.

In der Immunprazipitation wurden 500 ug Gesamtlysat der Zelllinien H358, H23, HCC44 und Calu-3 und 4 pl
E-Cadherin Antikérper verwendet. Um unspezifische Bindungen der nachzuweisenden Proteine an die
Immunprazipitationsbeads zu beurteilen, wurde in einem weiteren Ansatz 500 pg Lysat von Calu-3 ohne
E-Cadherin-Antikorper (& AK) prazipitiert. Nach der Prazipitation von E-Cadherin wurden E-Cadherin und
vermutete Bindungspartner mittels Western Blot nachgewiesen. Um die Funktion des Antikorpers gegen die
nachzuweisenden Proteine sicherzustellen, wurde 50 pug Gesamtlysat von Calu-3 (Lysat) als Kontrolle
verwendet. E-Cadherin lasst sich in Calu-3 und H358 in groRer Menge, in HCC44 und H23 dagegen in
geringer Menge anreichern. In allen Zellen gelingt der Nachweis der Kopréazipitation von a-Catenin, B-Catenin
und y-Catenin. Die Menge von o-Catenin korreliert in den Prazipitationen mit der Menge von E-Cadherin. Die
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Zelllinie Calu-3 hat viel E-Cadherin und o-Catenin, H23 dagegen wenig E-Cadherin und o-Catenin. Eine
geringe Menge des nachgewiesenen a-Catenin scheint auf unspezifische Bindungen an die Beads
zurtickzufuhren zu sein (J AK). Die Menge von B—Catenin korreliert ebenfalls mit der Menge von E-Cadherin.
Im Vergleich zum Gesamtlysat, welches mindestens vier verschiedene Banden von p-Catenin zeigt, kommt es
im Prazipitat hauptsachlich zur Darstellung von zwei Banden zwischen 90-94 kDa. y-catenin ist in H23 kaum
nachzuweisen, in H358 und HCC44 in mittlere Menge und in Calu-3 in grofler Menge. P120ctn bindet in
groRen Ausmal bereits an die Beads, ohne dass eine Anreicherung von E-Cadherin durch einen spezifischen
Antikorper erfolgt ist (3 AK). In den Zelllinien Calu-3 und H358 lasst sich auch unter Beriicksichtigung der
erwahnten unspezifischen Bindung eine Assoziation von p120ctn an E-Cadherin nachweisen. Zur Kontrolle
der Gesamtmenge eingesetzten Lysates wurden 50 pg des Gesamtlysates vor der Prazipitation auf GAPDH
untersucht (Western Blot). Dargestellt sind reprasentative Ergebnisse aus drei unabhangigen Versuchen.

E-Cadherin wurde mittels Immunprazipitation angereichert. Um unspezifische Bindungen
von Proteinen an die Immunprazipitationsbeads abschatzen zu kénnen, wurde zusatzlich
eine Prazipitation ohne Antikérper durchgefihrt. Nach erfolgter Prazipitation wurde
zunachst E-Cadherin detektiert um nachzuweisen, ob eine Anreicherung dieses Proteins
erfolgreich war. Im Anschluss wurden die vermuteten Bindungspartner im Western Blot
dargestellt. Dabei wurde im gleichen Ansatz Gesamtlysat von Calu-3 (Lysat in Abbildung
10) im Western Blot mitgefarbt, um die Funktionsfahigkeit der verwendeten Antikdrper
sicherzustellen.

In den vier untersuchten Lungentumorzelllinien lieR sich E-Cadherin analog zu der
endogen vorhanden Menge (Abbildung 4) anreichern. Eine Anreicherung von E-Cadherin
war nicht erfolgt, wenn im gleichen Versuchsaufbau kein Antikérper gegen E-Cadherin
verwendet wurde (JAK in Abbildung 10).

In den untersuchten Zelllinien korreliert die nachgewiesene Menge von E-Cadherin mit
der koprazipitierten Menge von a-Catenin. Bei a-Catenin zeigt sich eine geringe Menge
von unspezifisch an die Prazipitationsbeads gebundenem Protein (JAK in Abbildung 10).
Dies ist im vorliegenden Fall, unter Bericksichtigung der Gesamtmenge des
nachgewiesenen Proteins, zu vernachlassigen.

Die Menge prazipitierten E-Cadherins Kkorreliert zum Teil mit der Menge von
koprazipitierten p-Catenin. In H23 und HCC44 Zellen sind wenig E-Cadherin und
B-Catenin nach Prazipitation nachweisbar. In Calu-3 und H358 Zellen sind viel E-Cadherin
und B-Catenin nachweisbar. Geringe Abweichungen in dieser Korrelation zeigen sich bei
Calu-3 Zellen, bei denen B-Catenin in geringerer Menge als in H358 Zellen nachweisbar
ist, obwohl Calu-3 Zellen mehr E-Cadherin enthalten. Dieser Sachverhalt kann durch die
geringere Menge von B-Catenin im Gesamtlysat begriindet sein (Abbildung 5). Auffallig ist
zudem, dass B-Catenin nach der Prazipitation nur mit zwei Banden nachweisbar ist,
vorher jedoch mit mindestens vier. Dies zeigt, dass im E-Cadherin-Catenin-Komplex nur
selektiv bestimmte Modifikationen dieses Proteins eingebaut werden.

Die Verbindung von E-Cadherin zu a-Catenin kann nicht nur durch B-Catenin, sondern

auch durch y-Catenin erméglicht werden. Die Zelllinie Calu-3 zeigt groRe Mengen von
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y-Catenin nach E-Cadherin-Prazipitation. Dies kann die im Vergleich zur Zelllinie H358
geringere Menge an B-Catenin im Komplex erklaren. H358 und HCC44 Zellen bauen
wenig, H23 kein y—Catenin in den E-Cadherin-Catenin-Komplex ein.

Leider liefl sich trotz mehrerer Modifikationen des Versuchsaufbaus z.B. Gber Variationen
der genutzten Waschschritte oder der verwendeten Gesamtlysatmenge, kein klares
Ergebnis fur p120ctn erzielen. In allen Versuchsreihen kam es zum Nachweis einer
geringen Bindung von p120ctn an den prazipitierten Komplex. Im Vergleich zur Menge
von p120ctn im Gesamtlysat von Calu-3 (Lysat in Abbildung 10) ist der prazipitierte Anteil
jedoch sehr gering. Zudem lasst sich eine deutliche unspezifische Bindung an die
Immunprazipitationsbeads ohne E-Cadherin-Antikérper nachweisen (JAK in Abbildung
10). Nach Bertcksichtigung dieser unspezifischen Bindung bleibt unklar, wieviel p120ctn
im Komplex vorhanden ist. Von einer Bindung von p120ctn an E-Cadherin ist in Calu-3
und H358 auszugehen. In H23 und HCC44 kann diese Assoziation aufgrund der
vorliegenden Ergebnisse verneint werden.

Auffallig ist, dass nur wenige Isoformen von p120ctn prazipitiert werden. Im Gesamtlysat
von Calu-3 (Lysat in Abbildung 10 oder Abbildung 5) sind teilweise vier und mehr Banden
nachweisbar, in der Immunprazipitation von Calu-3 und H358 dagegen nur zwei. Die
Isoformen, welche koprazipitiert werden, decken sich allerdings mit den Isoformen in der
Prazipitation ohne AK (JAK in Abbildung 10). Die nachgewiesenen p120ctn-Isoformen
kommen bei ca. 100 und 90 kDa zur Darstellung. Es kénnte sich damit um die Isoform 3
von p120ctn bzw. einer Modifikation dieser handeln.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle untersuchten Zelllinien einen E-Cadherin-
Catenin-Komplex bestehend aus E-Cadherin, B- oder y-Catenin und a-Catenin bilden.
Das Vorhandensein von p120ctn im E-Cadherin-Catenin-Komplex variiert hingegen in den

verschiedenen Zelllinien.

4.8 Assoziation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes mit dem Zytoskelett

Die epitheliale Zell-Zell-Adhasion wird durch die Assoziation des E-Cadherin-Catenin-
Komplexes an das Aktinzytoskelett moduliert. Eine Moglichkeit die Assoziation von
E-Cadherin und den Cateninen mit dem Aktinzytoskelett nachzuweisen, besteht in der
Anwendung der Tritonfraktionierung. In der tritonunldslichen Fraktion finden sich Proteine,
welche an das Zytoskelett gebunden sind, in der tritonldslichen Fraktion dagegen solche,
die keine Bindung mit dem Zytoskelett eingehen. Abbildung 11 bildet die Ergebnisse der
Fraktionierung der Zelllinien H358, H23 und Calu-3 ab.
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Abbildung 11: Tritonfraktionierung verschiedener Adenokarzinomzelllinien der Lunge.

Es wurden die Zelllinien H358, H23 und Calu-3 analysiert. Der Nachweis der zu detektierenden Proteine
erfolgte im Gesamtlysat, in der tritonléslichen und in der tritonunldslichen Fraktion. Der Nachweis im
Gesamtlysat beschreibt die Gesamtmenge des Proteins in den Zellen, der Nachweis in der tritonldslichen
Fraktion die Menge von Proteinen, welche nicht mit dem Zytoskelett verbunden sind. In der tritonunldslichen
Fraktion finden sich Proteine mit Assoziation zum Zytoskelett. E-Cadherin ist in H358-Zellen in grofierer
Menge in der tritonunldslichen Fraktion als in der tritonldslichen Fraktion zu finden. In der Zelllinie Calu-3
scheinen &quivalente Mengen in der tritonléslichen und tritonunldslichen Fraktion vorhanden zu sein. In H23-
Zellen ist der Uberwiegende Teil von E-Cadherin in der tritonléslichen Fraktion nachzuweisen. Die Menge von
a-Catenin korreliert in allen Zelllinien mit der Menge von E-Cadherin in den jeweiligen Fraktionen. y-Catenin
zeigt ein ahnliches Verteilungsmuster wie E-Cadherin in den Zelllinien H358 und Calu-3. In H23-Zellen
dagegen ist viel y-Catenin in der tritonunldslichen Fraktion, obwohl E-Cadherin Uberwiegend in der
tritonldslichen Fraktion zu finden ist. Die Menge von B-Catenin korreliert mit E-Cadherin in allen untersuchten
Zelllinien Uber die untersuchten Fraktionen hinweg. P120ctn zeigt sich in den Zelllinien H358 und Calu-3 in
grofer Menge in der tritonunléslichen Fraktion. In H23-Zellen ist p120ctn dagegen hauptsachlich in der
tritonldslichen Fraktion nachweisbar.

Dargestellt sind drei Proben flr jede untersuchte Zelllinie. Der Nachweis im Gesamtlysat
dient als Referenz, um die ermittelten Werte einordnen zu konnen. Jede Zelllinie ist
einmal mit der tritonléslichen Fraktion und einmal mit der tritonunldslichen Fraktion
dargestellt.

E-Cadherin ist in H358-Zellen in groBen Mengen in der tritonunldslichen Fraktion zu
finden. Ahnlich sieht dies bei Calu-3-Zellen aus, wobei diese Zelllinie auch sehr viel
E-Cadherin in der tritonléslichen Fraktion enthalt. Die Ergebnisse zeigen, dass die

Zelllinien H358 und Calu-3 einen E-Cadherin-Catenin-Komplex mit Assoziation zum
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Aktinzytoskelett bilden. In H23-Zellen ist der Uberwiegende Anteil von E-Cadherin in der
tritonléslichen Fraktion zu finden und somit nicht mit dem Zytoskelett assoziiert. Die
Menge von o-Catenin in der jeweiligen Fraktion (Gesamtlysat, tritonl6slich oder
tritonunléslich) korreliert mit der dazugehérenden Menge an E-Cadherin. a-Catenin dient
als Verbindung des E-Cadherin-Catenin-Komplexes mit dem Aktinzytoskelett. Die
Verbindung von a-Catenin mit E-Cadherin geschieht Gber - oder y-Catenin.

Die Menge von B-Catenin und y-Catenin korreliert in allen Zelllinien, aufer H23, mit der
Menge von E-Cadherin in der jeweiligen Fraktion. In H23-Zellen ist jedoch y-Catenin in der
tritonunloslichen Fraktion enthalten, obwohl E-Cadherin mehrheitlich in der tritonldslichen
Fraktion nachweisbar war. Das y-Catenin der tritonunldslichen Fraktion scheint hier tUber
andere Strukturen als E-Cadherin an das Zytoskelett verankert zu sein. Denkbar waren
hier Desmosomen oder andere Cadherine wie z.B. N-Cadherin.

Obwohl p120ctn in den Immunprazipitationen nicht, bzw. nur eingeschrankt im
E-Cadherin-Catenin-Komplex nachweisbar ist, sind in den Zelllinien H358 und Calu-3
p120ctn in der tritonunldslichen Fraktion nachweisbar, was auf eine Verbindung mit einem
E-Cadherin-Catenin-Komplex hindeuten kann. Andererseits ist auch hier moéglich, dass
p120ctn Uber z.B. N-Cadherin an das Zytoskelett assoziiert ist. In H23-Zellen ist der
grolte Teil des detektierten p120ctn in der tritonldslichen Fraktion nachweisbar, was auf
eine zytosolische Lokalisation dieses Proteins hinweist.

In den untersuchten drei Zellinien zeigen sich trotz vorhandenem E-Cadherin

Unterschiede in der Assoziation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes mit dem Zytoskelett.

4.9 Analyse weiterer Interaktionspartner des E-Cadherin-Catenin-Komplexes

Ziel dieser Arbeit war es zudem, weitere Interaktionspartner des E-Cadherin-Catenin-
Komplexes zu finden. In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass E-Cadherin z.B. mit
verschiedenen Rezeptortyrosinkinasen wie EGFR, FGFR oder IGFR assoziiert ist und so
Einfluss auf die Signaltransduktion der Zelle nehmen kann. Bei der Bildung und beim
Umbau des E-Cadherin-Catenin-Komplexes, z.B. im Rahmen der Zellmigration, ist eine
gleichzeitige Modulation des Aktinzytoskeletts nachweisbar. Als ein Interaktionspartner,
der diese Modulation des Aktinzytoskeletts beeinflusst, ist p190-Rho-GAP beschrieben
worden. Im nachsten Schritt wurde daher versucht, die genannten Rezeptortyrosinkinasen
und p190-Rho-GAP im Komplex mit E-Cadherin nachzuweisen. Dafir wurden zunachst
die Zelllinien H358, H23, HCC44 und Calu-3 auf ihren Gehalt der genannten Proteine im

Gesamtlysat untersucht.
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Abbildung 12: Analyse der Proteinexpression von p190-Rho-GAP, IGFR1p und EGFR verschiedener
Adenokarzinomzelllinien der Lunge mittels Western Blot.

In allen untersuchten Zelllinien lassen sich die genannten Proteine darstellen. p190-Rho-GAP ist in allen
untersuchten Adenokarzinomzelllinien in gleicher Menge nachweisbar. Eine dhnliche Proteinexpression zeigt
sich in den untersuchten Zellen fir den Rezeptor IGFR1B, wobei eine leicht erh6hte Expression in den
Zelllinien H358 und Calu-3 feststellbar ist. EGFR ist in Calu-3-Zellen in deutlich erhéhter Menge und zudem
mit einem erhéhten Molekulargewicht darstellbar. p-Aktin dient als Beladungskontrolle. Dargestellt sind
reprasentative Abbildungen aus drei unabhangigen Versuchen.

Es wurden p190-Rho-GAP, EGFR und IGFR1p untersucht. FGFR1 liel3 sich aufgrund
grolder Diskrepanzen in den Ergebnissen bei Verwendung verschiedener Antikdrper und
widerspruchlichen  Ergebnissen zwischen verschiedenen Western Blots und
Immunprazipitationen nicht auswerten. Daher wird auf eine Darstellung verzichtet.

Alle untersuchten Zelllinien bilden vergleichbare Mengen von p190-Rho-GAP. Ebenso ist
IGFR1B in untersuchten Adenokarzinomzelllinien auf gleichem Niveau nachweisbar,
lediglich mit leicht erhdhter Tendenz bei H358 und Calu-3. Calu-3 Zellen zeigen im
Vergleich zu den anderen drei untersuchten Zelllinien einen deutlich hdheren Gehalt von
EGFR und zudem ein EGFR-Protein mit einem erhéhten Molekulargewicht. Dies kann auf
eine verstarkte Phosphorylierung und damit einhergehend einer hdéheren Aktivitat des
Rezeptors hinweisen. Méglich ist zudem eine Mutation des Rezeptors oder eine
Unspezifitat des verwendeten Antikorpers.

Um eine Assoziation von p190-Rho-GAP, IGFR1B und EGFR mit E-Cadherin zu
untersuchen, wurde analog zum Nachweis der Catenine im Komplex zunachst eine
Immunfluoreszenz angefertigt. Mittels der Immunfluoreszenz kann eine Kolokalisation der

genannten Proteine mit E-Cadherin, als ein erster Hinweis auf eine direkte oder indirekte
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Assoziation, dargestellt werden. Da in Calu-3 groRe Mengen von E-Cadherin
nachgewiesen wurden, wurde die Immunfluoreszenzuntersuchung mit dieser Zelllinie
durchgeflhrt. In der anschlieBenden Immunprazipitation wurden die Zelllinien H358, H23,
HCC44 und Calu-3 untersucht. In der Zelllinie Calu-3 wurde des Weiteren der Einfluss
einer zehnminltigen Stimulation durch EGF (10 ng/ml) und IGF (10 ng/ml) auf die
Assoziation von EGFR bzw. IGFR13 mit E-Cadherin untersucht.
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Abbildung 13: Analyse weiterer Interaktionspartner von E-Cadherin mittels Inmunfluoreszenz und
Immunprazipitation.

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation von E-Cadherin und p190-Rho-GAP, EGFR bzw. IGFR1B
dargestellt. In Bereichen von Zell-Zell-Kontakten kommt es in der analysierten Zelllinie Calu-3 zu einer
verstarkten Detektion von E-Cadherin (griin). Die analysierten Interaktionspartner (p190-Rho-GAP, EGFR und
IGFR1B) sind in rot dargestellt und zeigen in den Bereichen von Zell-Zell-Kontakten teilweise eine
Kolokalisation mit E-Cadherin (=), welche sich durch eine Uberlagerung der beiden Aufnahmekanéle in
orange zeigt. Insbesondere beim gleichzeitigen Nachweis von EGFR und E-Cadherin zeigt sich durchgehend
eine Kolokalisation beider Proteine. Beim Nachweis von IGFR1$ und p190-Rho-GAP gemeinsam mit
E-Cadherin existieren dagegen auch Bereiche, in denen IGFR1p bzw. p190-Rho-GAP keine Anreicherung in
der Membran zeigen, trotz Nachweis von E-Cadherin (7). Zur Lokalisation der Zellkerne wurde gleichzeitig mit
DAPI gefarbt, welches sich in blau darstellt.

In der Immunprézipitation wurden 1000 pg Gesamtlysat der Zelllinien H358, H23, HCC44 und Calu-3 und 4 pl
E-Cadherin Antikérper verwendet. Um unspezifische Bindungen der nachzuweisenden Proteine an die
Immunprazipitationsbeads auszuschlie®en, wurde in einem zusatzlichen Ansatz 1000 ug Gesamtlysat von
Calu-3 ohne E-Cadherin-Antikdrper (JAK) inkubiert. Nach der Prazipitation wurden E-Cadherin und p190-
Rho-GAP, EGFR bzw. IGFR1B mittels Western Blot detektiert. Um die Funktion des Antikdrpers gegen die
nachzuweisenden Proteine sicherzustellen, wurden 50 pg Gesamtlysat von Calu-3 (Lysat) als Kontrolle
verwendet. Beim Nachweis von EGFR bzw. IGFR1p wurden zusétzlich Calu-3-Zellen genutzt, welche 10
Minuten mit 10 ng/ml EGF bzw. IGF stimuliert worden sind. Die Anreicherung von E-Cadherin funktionierte in
den untersuchten Zelllinien problemlos. In keiner Zelllinie ist IGFR1B oder EGFR im E-Cadherin-Prazipitat

E-Cadherin grin
IGFR1p rot

. E-Cadherin
Skalierung 20pum
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nachweisbar. p190-Rho-GAP ist in den Zelllinien H358 und HCC44 in geringer Menge nach E-Cadherin
Prazipitation nachweisbar. Dargestellt sind repréasentative Abbildungen aus zwei unabhangigen Versuchen.

E-Cadherin (griin) kommt in Bereichen der Zell-Zell-Adhasion in der Membran verstarkt
zur Anfarbung. p190-Rho-GAP, IGFR13 und EGFR (rot) sind ebenfalls in Bereichen der
Zell-Zell-Adhasion in  Calu-3-Zellen anzufarben. Bei Uberlagerung der beiden
Aufnahmekanale zeigt sich eine moégliche Kolokalisation der nachzuweisenden Proteine
durch orange Farbe (= in Abbildung 13). Beim gleichzeitigen Nachweis von E-Cadherin
und EGFR zeigt sich eine durchgehende Kolokalisation der beiden Proteine in der
Membran. p190-Rho-GAP und IGFR1f3 dagegen sind nur in Teilbereichen mit E-Cadherin
kolokalisiert, in anderen Bereichen der Membran ist nur E-Cadherin nachweisbar (1 in
Abbildung 13). Eine vorhandene Kolokalisation kann auf eine indirekte oder direkte
Assoziation der genannten Proteine hinweisen. Daher wurde mittels Immunprazipitation
und Anreicherung von E-Cadherin versucht die vermuteten Interaktionspartner
nachzuweisen.

In allen untersuchten Zelllinien war die Anreicherung von E-Cadherin aus 1000 ug
Gesamtlysat spezifisch moglich. Um unspezifische Bindungen der gesuchten
Interaktionspartner an die Immunprazipitationsbeads zu detektieren, wurde zudem
Gesamtlysat aus Calu-3 ohne spezifischen Antikérper gegen E-Cadherin inkubiert (JAK
in Abbildung 13).

Der Nachweis von EGFR bzw. IGFR1p im E-Cadherin-Prazipitat war trotz Kolokalisation
mit E-Cadherin in der Immunfluoreszenz nicht méglich. In der Membran vorhandenes
EGFR bzw. IGFR1B scheint in keiner Assoziation mit E-Cadherin vorzuliegen. Die
zehnminutige Stimulation mit EGF (10 ng/ml) bzw. IGF (10 ng/ml) bewirkte keine
Assoziation der untersuchten Rezeptortyrosinkinasen an E-Cadherin.

p190-Rho-GAP war in den Ziellinien H358 und HCC44 im Komplex mit E-Cadherin
nachweisbar. In den Zelllinien H23 und Calu-3 konnte dieser Nachweis nicht erbracht

werden.

4.10 Analyse der Aggregationsfiahigkeit von NSCLC

Um die calciumabhangige Zell-Zell-Adhasion, welche durch Cadherine gebildet wird, zu
untersuchen, wurden Aggregationsassays durchgeflhrt. Im gewahlten
Untersuchungsaufbau war es mdglich, durch Vergleich der Aggregationsfahigkeit mit
Calcium und unter Calciumentzug durch EDTA, den Effekt der Cadherine auf die
Adhasion zu untersuchen. Durch diesen Untersuchungsaufbau war es nicht moéglich die
Effekte von E-Cadherin, N-Cadherin sowie weiteren Cadherinen getrennt voneinander zu

betrachten.
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Nachdem die Zellen vereinzelt wurden, wurde deren Aggregation nach definierten Zeiten
gemessen und daraus auf die Fahigkeit der Zellen zur Adh&sion untereinander
geschlossen. Um die Aggregation mit anderen Zelllinien zu vergleichen, wurde zudem die
Pankreaskarzinomzelllinie BxPC3, eine Zelllinie deren Aggregation bereits in der Literatur
beschrieben worden ist, untersucht. Diese Zelllinie zeichnet sich durch eine sehr starke
Aggregation aus. Im Versuch stellte sich heraus, dass sich BxPC3-Zellen kaum vereinzeln
lieRen. Nach 60 Minuten zeigten sich grol’e Aggregate (1 in Abbildung 14) und die

Anzahl an Einzelzellen (- in Abbildung 14) nahm entsprechend ab. Der

Aggregationsindex betrug zu diesem Zeitpunkt 0,698+0,047.
0 min 60 min

Abbildung 14: Aggregation der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC3.
Dargestellt sind zwei reprasentative Abbildungen nach 0 Minuten und 60 Minuten. Deutlich erkennbar ist die

Abnahme von Einzelzellen (=) und die Zunahme von groRen Aggregaten (1) im Laufe des Versuchs. Fir die
Berechnung der Aggregation wurde ein Punkt fiir eine Einzelzelle oder ein Aggregat vergeben und der
Aggregationsindex mit der Formel Index = (Po-Peo min)/Po min berechnet.

Durch die Zugabe von EDTA, welches Calciumionen aus der Losung bindet und damit die
Cadherin-vermittelte Adhasion auflést, konnte der Aggregationsindex von BxPC3 auf
einen Wert von 0,566+0,063 reduziert werden. Die Differenz der Aggregationsindices vor
und nach EDTA-Zugabe kann als Mal fir die Adhasion durch Cadherine dienen.

Die untersuchten NSCLC-Zellen zeigten im Vergleich zu BxPC3 eine geringere
Aggregationsfahigkeit. Eine Vereinzelung der Zellen war problemlos mdglich, eine
anschlielende Aggregation fand nach 15 und 30 Minuten kaum statt. Lediglich nach 60
Minuten waren geringe Unterschiede messbar. Aufgrund dessen wird im Folgenden nur

auf die Werte nach 60 Minuten eingegangen.
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Abbildung 15: Analyse der Aggregation ausgewdhlter Adenokarzinomzelllinien der Lunge.
Dargestellt sind die Mittelwerte der Aggregationsindices nach 60 Minuten. BxPC3-Zellen dienen als
Vergleichswerte flir eine starke Aggregation. H23 und HCC44-Zellen zeigen von den untersuchten
Lungentumorzelllinien die gréBten Aggregationsindices, gefolgt von der Zelllinie Calu-3 und mit groflem
Abstand H358. Die erhaltenen Werte der Lungentumorzelllinien sind deutlich geringer als die Werte der
Pankreaskarzinomzelllinie BxPC3. Die Aggregation l&sst sich in allen untersuchten Zelllinien durch
Calciumentzug (EDTA) herabsetzen, wenn auch in einer groRen Variationsbreite. Insbesondere H23-Zellen
werden durch Calciumentzug in ihrer Aggregation kaum beeinflusst. TGFp bewirkt eine Verringerung der
Aggregation in H23- und HCC44-Zellen. FGF-2 reduziert die Aggregation der Zelllinie HCC44 deutlich und

beeinflusste die Aggregation der (Ubrigen Zelllinien kaum. Dargestellt sind Mittelwerte und
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Versuchen.

Dargestellt sind die Aggregationsindices nach 60 Minuten. Im Versuch zeigte sich zum
Teil eine groRe Streuung der gemessenen Werte. Zudem kam es teilweise zu negativen
Aggregationsindices, also zu einer Zunahme der gezahlten Partikelzahl nach 60 Minuten.
Dies kann auf den Zelltod einzelner Zellen und deren Fragmentierung zurtick zu fiihren
sein oder dadurch bedingt sein, dass nach dem Versuchsstart noch nicht erkannte
Aggregate vorhanden waren, die sich im Laufe des Versuchs aufgeldst haben.

Obwohl H358 Zellen sehr viel E-Cadherin enthalten, zeigen sie nur einen sehr geringen
Aggregationsindex (Kontrolle: 0,066+0,043) in den Versuchen ohne Stimulation bzw. ohne
Calciumentzug (im Folgenden als Kontrolle bezeichnet). Calu-3, eine Zelllinie, die
ebenfalls eine grole Menge von E-Cadherin auf Proteinebene (Abbildung 4) aufweist,

besitzt einen hbéheren Aggregationsindex (Kontrolle: 0,334+0,108) als H358, allerdings
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einen nur wenig niedrigeren Aggregationsindex als die beiden Zelllinien mit wenig
E-Cadherin (H23 Kontrolle: 0,37310,048; HCC44 Kontrolle: 0,382+0,087).

Die Aggregation der HCC44- und H23-Zellen ist die Hochste der im Kontrollversuch
gemessenen Werte der NSCLC-Zellen, allerdings im Vergleich zu BxPC3 (Kontrolle:
0,698+0,047) vergleichsweise gering. Durch die Zugabe von EDTA (25 pM) kann
vorhandenes Calcium dem Medium entzogen, und so die Adhasion, welche
calciumabhangig durch Cadherine vermittelt wird, bestimmt werden. H358-Zellen kénnen
durch Calciumentzug weiter in ihrer niedrigen Aggregationsfahigkeit reduziert werden
(EDTA: 0,002+0,247; Kontrolle: 0,066+0,043), allerdings ist dieses Ergebnis aufgrund der
grollen Standardabweichung nur eingeschrankt verwertbar. Calu-3-Zellen (EDTA:
0,180£0,071; Kontrolle: 0,334+0,108) und HCC44-Zellen (EDTA: 0,214+0,270; Kontrolle:
0,382+0,087) werden in ihrer Adhasion durch EDTA ebenfalls geschwacht, behalten aber
im Vergleich zu H358 ein hohes Niveau aufrecht. Die Zelllinie H23 (EDTA: 0,316+0,222;
Kontrolle: 0,373+0,048) zeigt nur eine geringe Verringerung der Aggregationsfahigkeit
durch Calciumentzug. Durch die Zugabe von TGFp (10 ng/ml) kann in den Zelllinien H23
(TGFpB: 0,261+0,059; Kontrolle: 0,373+0,048) und HCC44 (TGFp: 0,307+0,023; Kontrolle:
0,382+0,087) eine Verringerung der Aggregation im Vergleich zum Kontrollversuch ohne
Stimulation gefunden werden. Die Zelllinien Calu-3 (TGFB: 0,311+0,289; Kontrolle:
0,33410,108) und H358 (TGFp: 0,053+0,209; Kontrolle: 0,066+0,043) zeigen keine
relevante Veranderung ihrer Aggregation unter TGFp-Stimulation.

Ein deutlicher Effekt ist durch FGF-2-Stimulation (10 ng/ml) fur die Zellinie HCC44
feststellbar. Die Aggregation von HCC44-Zellen (FGF-2: 0,017+0,152; Kontrolle:
0,382+0,087) wird nahezu komplett aufgehoben. H358-Zellen (FGF-2: 0,091+0,121;
Kontrolle: 0,066+0,043), H23-Zellen (FGF-2: 0,319+0,165; Kontrolle: 0,373+0,048) und
Calu-3-Zellen (FGF-2: 0,337+0,146; Kontrolle: 0,334+0,108) zeigen dagegen unter FGF-
2-Stimulation &hnliche Aggregationsindices wie im Kontrollversuch.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Zelllinien Calu-3, HCC44 und H358 ein
grolien Teil ihrer Aggregation calciumabhangig gestalten. H23-Zellen dagegen scheinen
dies nur im geringen Male zu tun. Durch Stimulation mit TGFp zeigt sich in den Zelllinien
H23 und HCC44 eine Verringerung der Aggregationsfahigkeit. Die Stimulation mit FGF-2
bewirkt einen stark negativen Effekt auf die Aggregationsfahigkeit von HCC44-Zellen und

nur eine sehr geringe Beeinflussung der Aggregation der Zelllinien H358, H23 und Calu-3.

4.11 Analyse der Migration von NSCLC-Zellen im Wundheilungsassay
Die Migration ist ein weiterer zellularer Vorgang, der durch Zell-Zell-Kontakte und durch

Signalmolekile, wie z.B. TGFp, beeinflusst werden kann. Um den Einfluss von TGF( auf
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die Migration von NSCLC-Zellen zu untersuchen, wurden Wundheilungsassays
durchgeflhrt. In konfluente Zellverbande wurde dabei eine Wunde von ca. 350 ym Breite
gesetzt und der Grad des Verschlusses dieser Wunde nach 24 und 48 Stunden bestimmit.
Abbildung 16 zeigt exemplarisch mikroskopische Bilder dieses Versuches am Beispiel von

Calu-3-Zellen.

Calu-3

1h

24 h

48 h

. 100 um

Abbildung 16: Mikroskopische Darstellung des Wundheilungsassay.

Darstellung nach einer Stunde, 24 Stunden, sowie 48 Stunden nach Setzen des Spaltes. In konfluent
gewachsenen Zellrasen wurde mittels Pipettenspitze ein 350 um groer Spalt gesetzt und die Veranderung
der Spaltbreite nach 24 und 48 Stunden bestimmt.

Um den Einfluss von TGFp auf die Migration von Lungenkrebszelllinien zu untersuchen,
wurde im Wundheilungsassay das Ausmaly der Migration unter TGFB-Stimulation (2,5
ng/ml oder 7,5 ng/ml) bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden verglichen mit den Werten
im unstimulierten Wundheilungsassay. Die Ergebnisse nach 24 Stunden und 48 Stunden
zeigen die Abbildungen 17 und 18. Die erhaltenen Messwerte ohne Stimulation wurden
als 100% definiert. Dargestellt ist die Abweichung der TGFp-stimulierten Zellen von

Zellen ohne Stimulation. Ein Wert Uber 100% spricht fir eine schnellere Reduktion der
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Spaltbreite zum angegebenen Zeitpunkt und somit einer schnelleren Migration unter
TGFB-Stimulation.
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TGFp 2,5 ng/ml 24 h TGFp 7,5 ng/ml 24 h

Zelllinie/verwendete Stimulation

Abbildung 17: Einfluss verschiedener Konzentrationen von TGFp auf die Migration von NSCLC-
Zelllinien nach 24 Stunden.

Unter Stimulation mit 2,5 ng/ml TGFB kommt es zur langsameren Reduktion der Spaltbreite in den Zelllinien
H358 und H23. Bei HCC44 und Calu-3 Zellen wird die Spaltbreite stérker reduziert. Unter Stimulation mit
erhohter Dosis (7,5 ng/ml) nimmt das Ausmall des Wundverschlusses von H358- und H23-Zellen
geringgradig ab, wohingegen der Wundverschluss bei den Zelllinien HCC44 und Calu-3 stark zunimmt,
sowohl im Vergleich zu den Ausgangswerten ohne Stimulation als auch zum Versuch mit 2,5 ng/ml
TGFp-Stimulation. Dargestellt ist die TGFp-induzierte Spaltreduktion im Verhaltnis zur Kontrolle. Werte tber
100% entsprechen einer schnelleren Reduktion der Spaltbreite im Vergleich zur unstimulierten
Versuchsdurchfiihrung. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei unabhangigen Versuchen
ermittelt.
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Abbildung 18: Einfluss verschiedener Konzentrationen von TGFp auf die Migration von NSCLC-
Zelllinien nach 48 Stunden.

H358-Zellen zeigen nach 48 Stunden eine verringerte Reduktion der Spaltbreite, sowohl fur 2,5 ng/ml als auch
fur 7,5 ng/ml TGFB. Bei einer Stimulation mit 2,5 ng/ml sind die erhaltenen Werte fiir die Zelllinien H23 und
Calu-3 auf 170% und 180% und fur die Zelllinie HCC44 auf 130% erhdht. Bei einer Stimulation mit 7,5 ng/ml
TGFp ist das Ausmal des Wundverschlusses von H23-Zellen auf 120%, von HCC44-Zellen auf 140% und
von Calu-3-Zellen auf 160% erhoht. Dargestellt ist die TGFp-induzierte Spaltreduktion im Verhaltnis zur
Kontrolle. Werte tber 100% entsprechen einer schnelleren Reduktion der Spaltbreite im Vergleich zur
unstimulierten Versuchsdurchfiihrung. Mittelwerte und Standardabweichungen wurden aus drei unabhangigen
Versuchen ermittelt.

H358-Zellen zeigen sowohl nach 24 Stunden als auch nach 48 Stunden unter Stimulation
mit 2,5 ng/ml bzw. 7,5 ng/ml TGFp einen auf 80% bzw. 95% reduzierten Wundverschluss.
H23-Zellen zeigen nach 24 Stunden fur beide getesteten Konzentrationen Werte im
Bereich von 95%. Nach 48 Stunden kommt es unter Stimulation mit 2,5 ng/ml TGFf bzw.
7,5 ng/ml zu einer erhdhten Reduktion der Spaltbreite mit Werten von ca. 170% bzw.
120% im Vergleich zur unstimulierten Kontrolle. Die Zelllinien HCC44 und Calu-3 zeigen
sowohl nach 24 Stunden als auch 48 Stunden unter Stimulation mit 2,5 ng/ml bzw. 7,5
ng/ml TGFpB einen erhéhten Wundverschluss. Das Ausmal} dieser Erhdhung variiert fur
die Zelllinie HCC44 mit der schnellsten Wundbreitenreduktion bei 7,5 ng/ml TGFf nach 24
Stunden (165%) und einer geringeren bei 2,5 ng/ml TGFB nach 24 Stunden (115%). Bei
Calu-3 ist der hochste gemessene Wert nach 48 Stunden bei 2,5 ng/ml mit 180% zu
finden, der niedrigste nach 24 Stunden unter 2,5 ng/ml TGFp-Stimulation mit 125%.

Die Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten NSCLC-Zelllinien unterschiedlich auf TGFj
reagieren. Die gemessenen Werte differieren erheblich je nach Zeitdauer und

Konzentration der TGFp-Stimulation.
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5 Diskussion

5.1 Die Cadherine in Lungentumorzelllinien

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene Adenokarzinomzelllinien der Lunge
analysiert. Besondere Aufmerksamkeit wurde dabei auf den E-Cadherin-Catenin-Komplex
gelegt. Dieser Komplex besteht aus E-Cadherin, welches als transmembranares Protein
eine homophile Verbindung zu E-Cadherin-Molekilen benachbarter Zellen herstellt, und
andererseits intrazellular durch Bindung verschiedener Catenine mit dem zellularen
Zytoskelett verbunden ist. Die im Komplex vorkommenden Catenine binden an zwei
unterschiedliche Regionen des E-Cadherin-Molekils: p120ctn bindet an die Juxta-
Membran-Doméane und p-Catenin bzw. y-Catenin an die Catenin-Bindungs-Doméane
(Aghib und McCrea 1995, Anastasiadis und Reynolds 2000). p-Catenin bzw. y-Catenin
wiederum verbinden diesen Komplex mit a-Catenin, das seinerseits eine Verbindung mit
dem Aktinzytoskelett herstellt (Desai et al. 2013).

In einer der ersten Schritte wurde der Cadheringehalt in den untersuchten Tumorzelllinien
mittels Western Blot analysiert (Abbildung 4). Trotz der gemeinsamen Zugehdrigkeit der
untersuchten NSCLC-Zelllinien zur Untergruppe der Adenokarzinome, ist eine grofde
Heterogenitat im endogenen Gehalt von E-Cadherin nachweisbar. Auffallig sind hier
einerseits die Zelllinien Calu-3 und H358 mit einem hohen Gehalt an E-Cadherin,
andererseits H23 mit einem sehr geringen Gehalt an E-Cadherin.

Ursachen fir den E-Cadherinverlust sind in der Literatur vielfaltig beschrieben worden. So
verweisen Hajra und Fearon (2002) beispielsweise auf Keimbahn- und somatische
Mutationen von CDH1, dem Gen von E-Cadherin. Ebenso denkbar sind epigenetische
Ursachen wie Hypermethylierung des Promotors von E-Cadherin. Einen gro3en Einfluss
auf die E-Cadherin-Expression haben zudem die durch TGFB beeinflussten
Transkriptionsfaktoren Snail1l und Snail2. Diese Transkriptionsfaktoren kénnen die
E-Cadherin-Expression supprimieren (Villarejo et al. 2014, Xu et al. 2009).

Im Rahmen der Progression von Tumorzellen kann es neben dem Verlust von E-Cadherin
auch zum Hinzugewinn von anderen Cadherinen wie beispielsweise N-Cadherin kommen.
Dieser Prozess wird als Cadherin-Switch bezeichnet. Insbesondere der Hinzugewinn von
mesenchymalen N-Cadherin wird von verschiedenen Autoren als notwendig erachtet fur
eine gesteigerte Invasivitat und eine mdgliche Metastasierung von Karzinomen (Wheelock
et al. 2008, Hajra und Fearon 2002, Cavallaro und Christofori 2004).
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H23, eine Zelllinie mit sehr wenig E-Cadherin, zeigt einen deutlich erhdhten Gehalt von
N-Cadherin. Zellen der Linie HCC44 bilden trotz geringer Mengen von E-Cadherin kein
N-Cadherin. Die Zelllinie H358 zeigt hingegen grofle Mengen von E-Cadherin und
N-Cadherin. Aus den Ergebnissen der untersuchten NSCLC-Zelllinien Ilasst sich
schlielRen, dass der Verlust von E-Cadherin in NSCLC-Zelllinien nicht automatisch zu
erhdhter Expression von N-Cadherin flihrt.

P-Cadherin, neben E-Cadherin ein weiteres epitheliales Cadherin, ist ebenfalls im
Western Blot in den Zelllinien H358, Calu-3 und in geringem Male in HCC44 nachweisbar
(Abbildung 4). In der Zelllinien H23 ist P-Cadherin nicht detektierbar.

Der Einfluss der P-Cadherin-Expression ist in Lungentumoren bisher nicht beschrieben
worden. In Tumoren der Mamma fordert P-Cadherin bei vorhandenem E-Cadherin die
Invasivitat. Es zeigt sich dort eine Kolokalisation von E- und P-Cadherin. Die
Kolokalisation kann ein Hinweis fir eine konkurrierende Bindung der Catenine sein, die zu
einer Abschwachung der starken E-Cadherin-vermittelten Adhasion flhren konnte
(Ribeiro et al. 2013). Im Pankreasadenokarzinom konnte zudem eine Erhéhung der
Mobilitdt der Zellen durch Uberexprimiertes P-Cadherin nachgewiesen werden. Die
Uberexpression ging dort einher mit einer Akkumulation von p120ctn im Zytosol und einer
Aktivierung der GTPasen Rac1 (Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1) und Cdc42
(Cell division control protein 42 homolog) (Taniuchi et al. 2005).

Ob in den untersuchten Adenokarzinomzelllinien der Lunge eine solche Kolokalisation von
E- und P-Cadherin vorhanden ist oder ob es zu einer Aktivierung von Rac1 und Cdc42
kommt, wurde in dieser Arbeit nicht untersucht. Es lielen sich lediglich
lamellipodienahnliche Strukturen (Abbildung 9) nachweisen, die mdglicherweise auf eine
Aktivierung von Rac1 und Cdc42 zurickzufihren sein kdnnten. Diese Strukturen zeigten
sich in H358-Zellen bei vorhandenem P-Cadherin. In Calu-3-Zellen hingegen waren trotz
nachweisbaren P-Cadherin keine lamellipodienahnliche Strukturen detektierbar. Daher
erscheint eine Korrelation zwischen P-Cadherin und den genannten Strukturen in
Lungentumorzelllinien nicht vorzuliegen.

Cadherin-11 ist lediglich mit einem Molekulargewicht von ca. 90 kDa im Western Blot
nachweisbar und nicht mit der zu erwartenden Gréke von 120 kDa (McCusker et al.
2009). Vermutet werden kann, dass es sich bei dem nachgewiesenen Cadherin-11-
Protein um ein nicht vollstandig im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat
modifiziertes Vorlauferprotein handelt. Des Weiteren ist denkbar, dass es sich um die von
Kawaguchi et al. (1999) beschriebene verkirzte Cadherin-11-Isoform handelt, die ca. 85
kDa aufweist und im Lungengewebe vorkommt. Dieser verkirzten Isoform kommen laut

Kawaguchi et al. (1999) keine direkten Adhasionseigenschaften zu, sondern es wird
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vermutet, dass sie die vollstadndige Isoform von Cadherin-11 in ihrer Adhasion starkt.
McCusker et al. (2009) haben zudem ein ca. 80 kDa schweres Spaltprodukt von
Cadherin-11 in ihren Untersuchungen nachweisen konnen, sodass auch nicht
auszuschlie3en ist, dass auch dieses Abbauprodukt hier nachgewiesen wurde. Aufgrund
dieser Unklarheiten sollten gezielte Untersuchungen zur Rolle von Cadherin-11 in

Lungentumorzelllinien erfolgen.

5.2 Die Catenine in Lungentumorzelllinien

Alle untersuchten Tumorzelllinien zeigen im Western Blot, die im E-Cadherin-Catenin-
Komplex beschriebenen Catenine (Abbildung 5). Die nachgewiesene Menge von
a-Catenin korreliert mit der detektierten Menge von E-Cadherin, sodass zu vermuten ist,
dass E-Cadherin das mengenmallig wichtigste Cadherin ist, welches lber a-Catenin eine
Assoziation an das Zytoskelett eingeht. Diese Assoziation wird als entscheidend
angesehen fir eine starke Zell-Zell-Adhasion (Desai et al. 2013).

Der endogene Gehalt von B- und y-Catenin variiert deutlich zwischen den untersuchten
Zelllinien. Es lasst sich zudem keine Korrelation zwischen den Konzentrationen des
vorhanden E-Cadherin und des vorhandenen - bzw. y-Catenins nachweisen. HCC44-
Zellen zeigen wenig E-Cadherin und dennoch viel y-Catenin. Calu-3 hingegen zeigt viel
E-Cadherin und y-Catenin. -Catenin ist in H358-Zellen im erhéhten Mafd nachweisbar, in
Calu-3 dagegen nur geringgradig.

Die fehlende Korrelation des Gehaltes von p-Catenin bzw. y-Catenin mit E-Cadherin
verdeutlicht, dass die Funktion der Catenine in den untersuchten Lungentumorzelllinien
nicht nur auf den Aufbau des E-Cadherin-Catenin-Komplexes beschrankt sein kann.
p—Catenin kdnnte in den untersuchten Lungentumorzelllinien auch in den Wnt-Signalweg
eingebunden sein und z.B. durch Kooperation mit TCF/Lef (transcription factor/lymphoid
enhancer-binding factor) die Transkription verschiedener Gene beeinflussen (Jeanes et
al. 2008). Xi und Chen (2014) beschreiben den Einfluss des Wnt-Signalwegs in
Lungentumoren. Durch die Aktivierung dieses Signalweges kann es in Lungentumoren
zur zytoplasmatischen und nukledaren Akkumulation von -Catenin kommen und unter der
beschriebenen Kooperation mit TCF/Lef zur Transkription von beispielsweise Cyclin D1
oder Myc (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog). Zudem wird von Xi
und Chen (2014) ein Zusammenhang zwischen der Aktivierung von Wnt und
Knochenmetastasen in NSCLC vermutet. Aktary und Pasdar (2012) weisen zudem darauf
hin, dass B-Catenin moglicherweise von y-Catenin aus den Adherens Junctions verdrangt
werden kénnte und in der Folge B-Catenin den Wnt-Signalweg aktivieren kann. Ob dieser

Mechanismus auch fur die untersuchten Lungentumorzelllinien in Frage kommt, bleibt
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offen. Der teilweise sehr hohe Gehalt von y-Catenin kann zudem auf einen hohen Gehalt
von Desmosomen hinweisen, in denen y-Catenin im Gegensatz zu p-Catenin eine weitere
zellulare Funktion hat (Zhurinsky et al. 2000). Diese Haftstrukturen wurden in der
vorliegenden Arbeit nicht analysiert.

P120ctn kann mit verschiedenen Proteinmassen in unterschiedlichster Expression in den
untersuchten Adenokarzinomzelllinien gefunden werden. H23-Zellen zeigen den
geringsten endogenen Gehalt von p120ctn, H358 und Calu-3-Zellen hingegen den
héchsten Gehalt. In der Zelllinie H23 sind zudem nur p120ctn-Molekule mit ca. 110 kDa
nachweisbar. Diese nachgewiesenen Proteine koénnten den Isoformen 1 oder 2 von
p120ctn entsprechen. In Calu-3 und H358-Zellen findet sich hingegen ein Molekil mit ca.
95 kDa, welches der Isoform 3 entsprechen koénnte. Eine genaue Zuordnung der
detektierten Proteine ware z.B. durch den Vergleich mit exogen eingebrachten Isoformen
oder durch Verwendung von isoformspezifischen Antikbrpern moglich. Der
isoformspezifische Nachweis von p120ctn wirde eine genauere Analyse von
Lungentumorzelllinien ermdoglichen.

In NSCLC wurde gezeigt, dass die Isoform 1 verstarkt im Zytoplasma zu finden ist,
wohingegen sie in normalem Lungengewebe kaum nachweisbar ist (Miao et al. 2010). In
den Zelllinien H358, HCC44 und Calu-3 ist die mdglicherweise als Isoform 1 oder 2
anzusehende Form von p120ctn im Western Blot nachweisbar. Die Lokalisation dieser
Isoform in den untersuchten Zellen lasst sich allerdings nur vermuten. Eine Bindung an
E-Cadherin kann zwar in der Immunprazipitation nicht nachgewiesen werden (Abbildung
10), denkbar bleibt allerdings eine Bindung an beispielsweise N-Cadherin, wie sie in
Pankreaskarzinomzelllinien nachgewiesen werden konnte (Seidel et al. 2004).

Seidel et al. (2004) konnten zudem zeigen, dass E-Cadherin in
Pankreaskarzinomzelllinien verstarkt mit der Isoform 3, also moéglicherweise mit der in der
vorliegenden  Arbeit gefunden Isoform bei 95 kDa, assoziiert ist. In
Pankreastumorzelllinien kommen verschiedenen p120ctn-Isoformen eine unterschiedliche
Lokalisation und Funktion zu. Liu et al. (2009) zeigten, dass auch in Lungentumorzelllinien
das Zellverhalten durch unterschiedliche p120ctn-Isoformen differenziert moduliert wird.
Durch Uberexpression von p120ctn1A in A549-Zellen wurde in deren Versuchen die
Invasivitat der Zelllinie verringert und der Gehalt von E-Cadherin und p-Catenin erhoht.
Die Uberexpression von p120ctn3A reduzierte dagegen die Proliferation. Die Ergebnisse
von Liu et al. (2009) lassen sich allerdings nicht ohne weiteres auf weitere
Lungentumorzelllinien Ubertragen. Die Analyse des p120ctn-Proteingehalts, der in dieser
Arbeit untersuchten Lungenadenokarzinomzelllinien, zeigt eine grole Heterogenitat.

Zudem sind die analysierten A549-Zellen in der Arbeit von Liu et al. (2009) frei von
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endogenen p120ctn, welches sich in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigen lasst.
Moglicherweise war die Sensitivitdt der von Liu et al. (2009) gewahlten
Nachweismethoden nicht hoch genug, um endogenes p120ctn nachzuweisen.

Das Zellverhalten ist zudem durch Phosphorylierung von p120ctn beinflussbar. So
beeinflusst die unterschiedliche Phosphorylierung durch die zellularen Kinasen Src oder
Fyn die Bindung von p120ctn an RhoA und damit die Bildung von Stressfasern (Castano
et al. 2007).

Die vorliegenden Ergebnisse (Abbildung 6) zeigen, dass die Gruppe der
Adenokarzinomzelllinien der Lunge unterschiedliche Phosphorylierungen an p120ctn
aufweist. Genauere Analysen der Phosphorylierung von p120ctn erscheinen daher
ratsam, um die Funktion von p120ctn in Lungentumorzelllinien zu bestimmen (eine
Ubersicht zum Einfluss von p120ctn in Tumorzellen findet sich in der Arbeit von
Schackmann et al. (2013)).

5.3 Der E-Cadherin-Catenin-Komplex in Lungentumorzelllinien

In allen untersuchten Lungentumorzelllinien finden sich die oben bzw. in der Einleitung
beschriebenen Bestandteile des E-Cadherin-Catenin-Komplexes. Das Vorhandensein der
Bestandteile dieses Komplexes wirft die Frage auf, wo sich diese Bestandteile in der Zelle
befinden und ob diese Proteine einen Komplex bilden. Zu diesem Zwecke wurde die
Lokalisation von E-Cadherin, p120ctn und a-Catenin mittels der
Immunfluoreszenzmikroskopie dargestellt. Dieses Verfahren sollte im ersten Schritt auf
Kolokalisationen der genannten Proteine hinweisen. Eine Kolokalisation kann erste
Hinweise auf das Vorhandensein eines Komplexes geben.

In den Zelllinien H358, H23 und Calu-3 kann sowohl im konfluenten, also bei vollstandiger
Ausbreitung im Wachstumsgefal3, als auch im subkonfluenten Zustand der Zellen, eine
Kolokalisation von E-Cadherin und a-Catenin bzw. p120ctn nachgewiesen werden
(Abbildung 7 und 8). In HCC44-Zellen ist diese Kolokalisation hingegen lediglich im
konfluenten Zustand nachweisbar.

Im konfluenten Zustand bewirken Zell-Zell-Kontakte eine Kontaktinhibition, einen
Vorgang, der die Zellteilung inhibiert. E-Cadherin ist in diesem Prozess involviert
(Abercrombie 1979, McLachlan und Yap 2007) Mdglicherweise wird in HCC44-Zellen der
E-Cadherin-Catenin-Komplex erst im Rahmen dieser Kontaktinhibition gebildet.

In  Untersuchungen zum E-Cadherin-Catenin-Komplex in Lungentumoren wurden
Bestandteile des Komplexes in der Uberwiegenden Zahl der Falle ebenfalls
mikroskopisch, mittels Immunhistochemie, analysiert. So verglichen Smythe et al. (1999)
physiologisches Bronchialgewebe mit Tumoren der Lunge in Bezug auf ihren Gehalt von

E- und P-Cadherin sowie y-— und o-Catenin. Kim et al. (2013) haben die
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Immunhistochemie  zur  Untersuchung von p-Catenin und E-Cadherin in
Adenokarzinomen angewandt, Zhang et al. (2013) zur Analyse in
Plattenepithelkarzinomen der Lunge. Yoo et al. (2012) zeigten mittels Immunhistochemie,
dass ein niedriger Gehalt von E-Cadherin mit einer erhéhten Anzahl an ZNS-Metastasen
korreliert. Yang et al. (2014) beschrankten sich in einer Metaanalyse mit 29 Studien und
Uber 4000 Patienten ebenfalls auf Untersuchungen mittels Immunhistochemie. Miao et al.
(2010) verglichen mittels Immunhistochemie die Expression von p120ctn in
Lungengewebe gesunder Probanden mit Gewebe aus Adenokarzinomen,
Plattenepithelkarzinomen und Metastasen der Lunge. Zhang et al. (2014b) untersuchten
mit Hilfe von Immunhistochemie und Immunfluoreszenz verschiedene Zelllinien der Lunge
auf E-Cadherin und p120ctn.

Die Uberwiegende Anzahl dieser und weiterer Untersuchungen zeigen, dass eine
verringerte Expression von E-Cadherin und Cateninen in Tumoren der Lunge zu finden ist
und mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium, einer erhéhten Zahl an Metastasen und
einer schlechteren Prognose fiir die betroffenen Patienten verbunden ist.

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in der Immunkoprazipitation, dass sowohl a-, - als
auch y-Catenin im Komplex mit E-Cadherin vorhanden sind, allerdings in
unterschiedlichster Menge. P120ctn ist in H23-Zellen trotz Kolokalisation mit E-Cadherin
in der Immunfluoreszenz nicht durch die Immunkoprazipitation im Komplex nachweisbar.
Diese Ergebnisse legen nahe, dass ein mikroskopischer Nachweis der Bestandteile des
E-Cadherin-Catenin-Komplexes unzureichend ist, um auf das Vorhandensein eines
E-Cadherin-Catenin-Komplexes zu schlieRen, welcher eine starke Zell-Zell-Adhasion
vermittelt.

Der alleinige Nachweis mittels Immunhistochemie unterschatzt moglicherweise die
Veranderungen des E-Cadherin-Catenin-Komplexes in Lungentumoren. Denkbar ist, dass
viele Tumore, die diese Bestandteile immunhistochemisch zeigen, bereits Alterationen im
Komplex haben und daher der Komplex in Funktion fur die Zell-Zell-Adhasion bereits
eingeschrankt ist. Nicht auszuschlieBen bleibt allerdings, dass die Verbindung von
E-Cadherin mit p120ctn in H23-Zellen zu schwach ist, um in der Immunprazipitation
detektiert zu werden. Anastasiadis und Reynolds (2000) weisen in ihrer Ubersichtsarbeit
auf das schwache Bindungsverhalten von p120ctn an E-Cadherin in detergenzienhaltigen
Zelllysat hin. Zudem lasst sich trotz Verwendung von 500 ug Lysat fur die
Immunprazipitation nur eine Anreicherung von E-Cadherin auf ein Mal} wie im Western
Blot mit 50 ug Zelllysat erzielen (Abbildung 10). Dies deutet daraufhin, dass die
verwendete Anzahl an Waschschritten (Material und Methoden) zu hoch ist, um eine

madglicherweise sehr schwachen Bindungen aufzudecken. Weitere Modifikationen der
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Immunprazipitation scheinen daher notwendig bevor die Assoziation von p120ctn an
E-Cadherin in der Zelllinie H23 ausgeschlossen werden kann.

Neben den Cateninen sind weitere Molekulle als Bestandteile des E-Cadherin-Catenin-
Komplexes beschrieben worden. In diversen Zelllinien konnten verschiedene membranare
Wachstumsfaktorrezeptoren wie FGFR1 (El-Hariry et al. 2001), EGFR (Qian et al. 2004,
Hoschuetzky et al. 1994) und IGFR1B (Qian et al. 2004) im Komplex mit E—Cadherin
nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit kann sowohl IGFR1B3 als auch EGFR im Gesamtlysat der
Zelllinien H358, H23, HCC44 und Calu-3 nachgewiesen werden (Abbildung 12). Aufgrund
von divergierenden Ergebnissen bei der Verwendung verschiedener anti-FGFR-
Antikorper ist ein sicherer Nachweis von FGFR1 nicht mdglich gewesen.

In Calu-3-Zellen zeigt sich eine erhohte Expression von EGFR mit einem erhdhten
Molekulargewicht (Abbildung 12). Der Nachweis dieses Proteins kann mdglicherweise auf
eine verstarkte Phosphorylierung des Rezeptors und damit eine hohere Aktivitat von
EGFR hinweisen. Vereinbar mit dieser Hypothese ist der Nachweis der Phosphorylierung
von p120ctn an Y228 und Y291 (Abbildung 6), welche durch aktivierten EGFR mdglich ist
(Marnier et al. 2003, MacPherson et al. 2007, Hong et al. 2016). Kourtidis et al. (2015)
konnten nachweisen, dass eine Phosphorylierung von Y228 verstarkt in Brust- und
Nierentumorzelllinien zu finden ist im Vergleich zu normalen Geweben. Weitere Analysen
missen zeigen, ob sich diese Phosphorylierung auch verstarkt in anderen
Lungentumorzelllinien findet und ob diese Phosphorylierung von EGFR abhangig ist.

Der verwendete Antikdrper zu Detektion von EGFR (Santa Cruz Biotechnology [Dallas,
USA], #sc-03) dient zur Detektion von EGFR1. Der Hersteller schlie3t allerdings nicht aus,
dass auch Uberexprimierter EGFR2 detektiert wird (Santa Cruz Biotechnology 2015). Cha
et al. (2012) weilden darauf hin, dass der EGFR2 in Calu-3 amplifiziert ist. Daher ist nicht
auszuschlieBen, dass der positive EGFR1 Nachweis in Calu-3 auf Uberexprimierten
EGFR2 zurtickzuflihren ist.

In den vier analysierten Zelllinien kann mit Hilfe der Immunkoprazipitation keine
Assoziation von IGFR1B und EGFR mit E-Cadherin nachgewiesen werden (Abbildung
13). Auch nach Stimulation mit EGF und IGF ist in der Zelllinie Calu-3 kein Komplex
nachweisbar. El-Hariry et al. (2001) untersuchten die Assoziation von FGFR1 und
E-Cadherin in der Pankreaskarzinomzelllinie BxPC3, Qian et al. (2004) IGFR1B und
EGFR in der Epithelzelllinie MDCK. Es konnten dort jeweils die genannten Rezeptoren im
Komplex mit E-Cadherin nachgewiesen werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse weisen
auf eine zelltypspezifsche Regulation der Assoziation der Rezeptortyrosinkinasen mit
E-Cadherin hin.
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5.4 p190-Rho-GAP in Lungentumorzelllinien

Die E-Cadherin-Catenin-Komplexbildung an der Zellmembran bewirkt einen Umbau des
Aktinzytoskeletts. Die Assoziation von p190-Rho-GAP an den E-Cadherin-Komplex stellt
eine Mdglichkeit der Regulierung von RhoA, einem Modulator des Aktinzytoskeletts, im
Rahmen dieser Komplexbildung dar (Menke und Giehl 2012, Harris und Tepass 2010).
Daher wurde in dieser Arbeit p190-Rho-GAP analysiert.

Wildenberg et al. (2006) beschreiben, dass in NIH3T3-Fibroblasten p190-Rho-GAP (ber
p120ctn indirekt an N-Cadherin bindet. p190-Rho-GAP ist in deren Arbeit in der
Immunprazipitation von p120ctn nachweisbar, allerdings nicht in der Immunprazipitation
von N-Cadherin oder p-Catenin. Molina-Ortiz et al. (2009) zeigten zudem, dass p190-Rho-
GAP direkt p120ctn bindet. Die Lokalisation von p190-Rho-GAP wird von Molina-Ortiz et
al. (2009) als vom E-Cadherin-Gehalt abhangig beschrieben. Eine verstarkte E-Cadherin-
Expression fuhrt zur verstarkten p190-Rho-GAP-Lokalisation in Membranvorstilpungen.
Sie vermuten daher, dass p120ctn gleichzeitig E-Cadherin und p190-Rho-GAP bindet.
Asnaghi et al. (2010) zeigten zudem flir die Lungentumorzelllinie H1299, dass der Gehalt
von E-Cadherin die Aktivitdt von RhoA beeinflusst. Eine Erhéhung der E-Cadherin-
Expression bewirkte eine Hemmung von RhoA bei gleichzeitiger verstarkter Kolokalisation
von p190-Rho-GAP und RhoA in der Zellmembran.

Alle in dieser Arbeit untersuchten Zelllinien zeigen einen ahnlichen Gehalt von p190-Rho-
GAP im Western Blot (Abbildung 12). Im Komplex mit E-Cadherin kann p190-Rho-GAP
nur in den Zelllinien H358 und HCC44 nachgewiesen werden (Abbildung 13). P120ctn
I&sst sich im Komplex mit E-Cadherin in der Zelllinie H358 nachweisen, jedoch nicht in der
Zelllinie HCC44 (Abbildung 10).

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dass p190-Rho-GAP nur in wenigen
Adenokazinomzelllinien der Lunge im Komplex mit E-Cadherin nachgewiesen werden
kann. Die von Molina-Ortiz et al. (2009) beschriebene indirekte Assoziation von p190-
Rho-GAP mit E-Cadherin Gber p120ctn ist in H358-Zellen denkbar. In HCC44-Zellen ist
aufgrund des Fehlens von p120ctn im E-Cadherin-Catenin-Komplex dagegen von einer
direkten Assoziation von p190-Rho-GAP an E-Cadherin oder einer indirekten Bindung
Uber andere Proteine als p120ctn auszugehen. Eine Ubersicht weiterer méglicher
Bindungspartner von p190-RhoGAP ist in der Arbeit von Kshitiz et al. (2014) zu finden.
Genauere Analysen von p190-Rho-GAP in Bezug auf das Bindungsverhalten, den
Einfluss auf die Rho-Proteine und die Analyse der Lokalisation dieses Proteins, sind
notwendig, um die Funktion dieses Proteins in Lungenadenokarzinomzelllinien zu

verstehen.
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5.5 Assoziation des E-Cadherin-Catenin-Komplexes mit dem Zytoskelett

Neben dem Vorhandensein der Catenine im Komplex mit E-Cadherin, wird die
Verbindung mit dem Zytoskelett als notwendig angesehen, um eine starke Zell-Zell-
Adhasion zu ermdglichen (Desai et al. 2013). Durch die Verbindung des E-Cadherin-
Catenin-Komplexes mit dem Aktinzytoskelett kdnnen mechanische Krafte auf die Zelle
Ubertragen werden (Buckley et al. 2014) und der Aufbau der Adherens Junctions reguliert
werden (Meéege et al. 2006, Harris und Tepass 2010). Die Assoziation des E-Cadherin-
Catenin-Komplexes mit dem Aktinzytoskelett ermoglicht zudem die Steuerung der
Lokalisation von E-Cadherin in der Membran. Dieser Prozess verstarkt die Zell-Zell-
Adhasion, indem es zur Akkumulation von Cadherinen an einem Punkt kommt (Nelson
2008). Eine Moglichkeit zum Nachweis der Assoziation des E-Cadherin-Catenin-
Komplexes mit dem Zytoskelett besteht in der Zellfraktionierung mittels Triton X-100.
Durch diese Technik werden die Membranen aufgeldost und Proteine der Zelle in zwei
Fraktionen aufgeteilt. In der tritonunldslichen Fraktion finden sich Proteine mit Assoziation
zum Zytoskelett, wohingegen sich in der ftritonléslichen Fraktion Proteine ohne
Verbindung zum Zytoskelett finden.

H358-Zellen zeigen einen hohen Gehalt an E-Cadherin in der tritonunléslichen Fraktion.
In H23-Zellen hingegen lasst sich E-Cadherin mehrheitlich in der tritonléslichen Fraktion
detektieren. Die Zelllinie Calu-3 wiederum zeigt einen ahnlichen Gehalt von E-Cadherin in
beiden Fraktionen.

Die vorliegenden Ergebnisse (Abbildung 11) zeigen, dass aus der durch
Immunfluoreszenz ermittelten Lokalisation von E-Cadherin und den Cateninen in der
Membran und der Darstellung des Komplexes mittels Immunprazipitation nicht
geschlossen werden kann, dass der E-Cadherin-Catenin-Komplex an das Zytoskelett
assoziiert ist. Eine fehlende Assoziation des Komplexes mit dem Aktinzytoskelett, z.B. bei
fehlenden oder mutierten a-Catenin (Thomas et al. 2013) oder fehlender intrazellularer
Cateninbindungsfahigkeit von E-Cadherin (Nagafuchi und Takeichi 1988) reduziert die
Adhasionsstarke der Zelle. Die nicht nachweisbare Assoziation von E-Cadherin an das
Aktinzytoskelett in H23-Zellen legt nahe, dass der dort nachgewiesene Komplex in seiner
Adhasionsfunktion nur eingeschrankt zur Verfigung steht. Eine Mdoglichkeit die
Bedeutung der auf den Cadherinen basierenden Adhasion zu messen, besteht in der
Durchfiihrung von Aggregationsassays und des Vergleichs der gemessenen Werte in
calciumhaltigem und calciumfreiem Medium. Eine grof3e Differenz der Werte im
calciumhaltigen Medium im Vergleich zum Calciumentzug durch EDTA deutet auf einen
hohen Anteil der Cadherine an der Gesamtaggregation hin. In der Zelllinie H23 zeigt sich

nur eine geringe Differenz der erhaltenen Werte (Abbildung 15).
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Es lasst sich daher schlieRen, dass der E-Cadherin-Catenin-Komplex in H23-Zellen im
Hinblick auf die Aggregation zu vernachlassigen ist. Da sich in der Tritonfraktionierung
grolie Mengen von y-Catenin, in der tritonunléslichen Fraktion fanden, erscheint es ratsam
in weiteren Untersuchungen zu dieser Zelllinie die Bedeutung von desmosomalen
Adhasionsstrukturen zu analysieren. In diesen Adhasionsstrukturen ist y-Catenin als
Bindeglied zum Intermediarfilamentsystem vorhanden (Zhurinsky et al. 2000).
Desmosomale Haftstrukturen sind jedoch durch die in ihnen vorhandenen desmosomalen
Cadherine ebenfalls von Calcium abhangig. Die geringe Differenz der Werte im
Aggregationsassay gibt daher bereits einen ersten Hinweis darauf, dass die
desmosomalen Adhasionsstrukturen ebenfalls eine geringe Rolle in der Regulation der

Aggregation bzw. Adhasion dieser Zelllinie haben konnten.

5.6 Auswirkungen von TGFf auf die Migration von Lungentumorzelllinien

TGFp beeinflusst auf vielfache Weise das Verhalten von Tumorzellen. Insbesondere die
Lungentumorzelllinie A549 wurde von verschiedenen Arbeitsgruppen eingehend
untersucht. Eine Stimulation mit TGFf induziert in dieser Zelllinie eine Veranderung des
Phanotyps. Es entsteht ein fibroblastendhnlicher, elongierter Zellkérper. Zeitgleich kommt
es zum Verlust von E-Cadherin. Im Migrationsassay kann zudem eine Erhéhung der
Migrationsgeschwindigkeit gemessen werden, z.B. nach einer Stimulation mit 1 ng/ml
(Saito et al. 2009) oder 2 ng/ml TGFp (Tirino et al. 2013). Die Migrationsgeschwindigkeit
und die Cadherinexpression wird in Ab549-Zellen TGFp-abhangig Uber die
Transkriptionsfaktoren Snail1 und Snail2 reguliert (Saito et al. 2009, Tirino et al. 2013).
Diese Transkriptionsfaktoren werden durch die SMAD-Proteine aktiviert (Einleitung).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden vier Tumorzelllinien der Lunge untersucht und
der Effekt einer Stimulation durch TGFB mit einer Konzentration von 2,5 ng/ml und 7,5
ng/ml analysiert. Fir einen Teil dieser Zelllinien wurde durch verschiedene
Arbeitsgruppen bereits gezeigt, dass sie auf TGFp—Stimulation reagieren. Nguyen et al.
(2014) konnten in den Zelllinien Calu-3 und H23 eine Aktivierung von SMAD2 unter
TGFp-Stimulation nachweisen. Datta et al. (2013) zeigten diese Aktivierung von SMAD2
fur die Zelllinie H358 und A549.

Die Untersuchung der Lungenkarzinomzelllinien ergibt teilweise einen verlangsamten
Wundverschluss unter TGFp-Stimulation (H358 nach 24 und 48 Stunden und H23 nach
24 Stunden), zum Teil kommt es auch zu einer schnelleren Reduktion der Spaltbreite,
was mit einer erhdhten Migration gleichzusetzen ist (HCC44, Calu-3 jeweils nach 24 und
48 Stunden und H23 nach 48 Stunden). Das unterschiedlich schnelle Ansprechen der

untersuchten Zelllinien in den Migrationsversuchen kann auf die Beeinflussung
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verschiedener Zielstrukturen bzw. Signalproteine hinweisen, wie z.B. ERK oder
N-Cadherin in den entsprechenden Zelllinien (Zhang 2009, Xu et al. 2009, Pickup et al.
2013, Yang et al. 2015).

Das Signalmolekil ERK bewirkt eine Induktion der EMT und moduliert die Invasivitat und
Motilitat von Zellen. Zhang et al. (2014a) zeigten, dass bei Stimluation mit niedrigen
Dosen TGFp (0,1 ng/ml) ERK aktiviert wird, bei hohen Dosen (10 ng/ml) hingegen wurde
die ERK-AKktivitat supprimiert. Als einen Regulator dieses Effektes beschreiben Principe et
al. (2014) und Zhang et al. (2014a) die Protein-Phosphatase 2A. Eine Analyse dieses
Molekiils und des ERK-Signalweges in den hier untersuchten Zellen kénnte Hinweise auf
die molekularen Mechanismen der hier beschriebenen TGFp-Effekte in den
Migrationsversuchen geben.

Von verschiedenen Arbeitsgruppen wurde unter TGFB-Stimulation neben der
Veranderung der Migrationsgeschwindigkeit eine Veranderung der Cadherinexpression
nachgewiesen. E-Cadherin wird reduziert, N-Cadherin dagegen verstarkt gebildet (Deng
et al. 2014, Saito et al. 2009, Tirino et al. 2013). Maeda et al. (2005) beschreiben zudem,
dass die erhohte N-Cadherin-Expression ausschlaggebend ist fir die schnellere
Reduktion der Spaltbreite im Wundheilungsassay von Brustepithelzellen nach TGFp-
Stimulation. In unterschiedlichen Zellsystemen wurde eine Modulation der N-Cadherin-
Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nachgewiesen. So konnten Maeda et al. (2005)
eine verstarke Expression von N-Cadherin in Brustepithelien bereits nach 12 Stunden
nachweisen, Nuessle et al. (2011) in glatten Muskelzellen ebenfalls nach 12 Stunden,
jedoch mit einem Maximum nach 24 Stunden. Yang et al. (2015) zeigten in der
Lungentumorzelllinie A549 eine erhdhte Expression von N-Cadherin nach 24 Stunden
unter Stimulation mit 5 ng/ml TGFp. In der Zelllinie H358 dagegen, ist diese Erhéhung der
N-Cadherin-Expression erst nach drei Tagen kontinuierlicher TGFB-Stimulation
nachweisbar (Nasarre et al. 2013). Der Beobachtungszeitraum von 48 Stunden erscheint
daher zu kurz, um eine Erhéhung der Migration von H358-Zellen zu messen. Zudem
verwendeten Nasarre et al. (2013) in deren Versuchen Konzentrationen von 10 ng/mi
TGFp und nicht wie in der vorliegenden Arbeit 2,5 bzw. 7,5 ng/ml. Die Suppression der
Migration im Zeitraum bis 48 Stunden kdnnte durch die erwahnte und von Principe et al.
(2014) bzw. Zhang et al. (2014a) beschriebene Regulation der ERK-Aktivitat erklarbar
sein. FUr die vorliegenden Versuche kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass die
Zelllinien bereits durch autokrine Stimulation mit TGFf in ihrem Verhalten beeinflusst sind,
wie es Vazquez et al. (2013) in ihren Versuchen zeigten. Diese autokrine Stimulation
erschwert eine genauere Analyse des TGFB-Einflusses in den untersuchten

Tumorzelllinien.
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5.7 Ausblick

Die epithelial-mesenchymale Transition wird als ein Schllsselprozess der
Tumorprogression beschrieben. Im Rahmen dieses Prozesses kommt es zu Alterationen
des E-Cadherin-Catenin-Komplexes. Die vorliegende Arbeit zeigt, dass der E-Cadherin-
Catenin-Komplex in Adenokarzinomzelllinien der Lunge zahlreiche Veranderungen, wie
Verlust von p120ctn oder fehlende Assoziation zum Zytoskelett aufweist. Die Ergebnisse
der Adhasionsuntersuchungen zeigen zudem, dass der E-Cadherin-Catenin-Komplex in
den untersuchten Zellen nur noch eine geringe Adhasionsfunktion aufweist. Weitere
Experimente missen zeigen, welche Funktionen N-, P-Cadherin oder Cadherin-11 in
dieser Tumorentitat erfullen.

Das Signalmolekil TGFB wurde von zahlreichen Autoren als ein Hauptmediator fir die
epithelial-mesenchymale Transition beschrieben. Die vorliegenden Ergebnisse zeigen,
dass sich die Frage des Einflusses von TGFp auf Adenokarzinomzelllinien der Lunge
nicht pauschal beantworten lasst. Eine genauere Analyse der Wirkweise von TGFp unter
Beriicksichtigung der verschiedenen Signalwege wie z.B. der MAPK-Signalwege und der
Transkriptionsfaktoren Snail1 und Snail2 erscheint daher notwendig.

Zudem zeigt sich, dass die Betrachtung der einzelnen Zelllinien als zur morphologischen
Gruppe der Adenokarzinome zugehdrig, nur unzureichend geeignet ist, um das
Migrations- und Adhasionsverhalten vorherzusagen. Eine Zuordnung anhand von
Leitmutationen, aktivierten Signalwegen und Expression von Adhasionsproteinen scheint
einer Klassifikation der Tumoren der Lunge gerechter zu werden als eine Zuordnung

anhand morphologischer Kriterien.
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6 Zusammenfassung

Der E-Cadherin-Adhasionskomplex stellt eine Schllsselstruktur fur die Aufrechterhaltung
der Integritat epithelialer Gewebe dar. Zahlreiche Untersuchungen zeigen, dass sich in
malignen Tumoren im Rahmen der epithelial-mesenchymalen Transition die E-Cadherin-
Konzentration verringert und es zur Expression verschiedener anderer Cadherine kommt.
Ziel dieser Arbeit war es, den E-Cadherin-Adhasionskomplex in Lungentumorzelllinien zu
beschreiben, eventuelle Veranderungen aufzuzeigen und den Einfluss von TGFp, einem
Induktor der epithelial-mesenychmalen Transition, auf Migration und Aggregation zu
untersuchen.

Es wurden die Zelllinien A549, H23, H358, HCC44, Calu-3 und Colo699 analysiert. Die
Gruppe der Adenokarzinomzelllinien der Lunge stellte sich als duferst heterogen in ihrer
Cadherin- und Catenin-Expression dar. In einzelnen Zelllinien konnte eine Reduktion der
E-Cadherin-Expression gefunden werden. Zudem kam es zur Neubildung weiterer
Cadherine wie N-Cadherin oder P-Cadherin. Die Catenine, als Teil des
Adhasionskomplexes, waren in allen untersuchten Zelllinien im Western Blot
nachweisbar. Die Menge dieser Proteine stellte sich als sehr variabel dar. Die Menge
vorhandenen a-Catenins korrelierte mit der Menge von E-Cadherin.

Es konnte des Weiteren festgestellt werden, dass die Tumorzelllinien H358, HCC44 und
Calu-3 y-Catenin und auch p-Catenin in den Adhasionskomplex einbauen. p-Catenin war
zudem im Adhasionskomplex der Zelllinie H23 nachweisbar. Die Zelllinien A549 und
Colo699 wurden nicht weiter analysiert.

Die Immunfluoreszenz erwies sich, trotz oftmaliger Verwendung in der Literatur, als ein
unzureichendes Verfahren, um den E-Cadherin-Adhasionskomplex zu beschreiben.
Mittels dieses Verfahrens lie sich in den Zelllinien H358, H23, HCC44 und Calu-3 das
Vorhandensein des E-Cadherin-Catenin-Komplexes vermuten. Die in dieser Arbeit
durchgeflihrten Immunprazipitationen zeigten, dass a- und p-Catenin in den Komplex
eingebaut werden. Die Tritonfraktionierungen belegten jedoch, dass der aufgezeigte
E-Cadherin-Catenin-Komplex in der Zelllinie H23 nicht mit dem Zytoskelett assoziiert ist.
Dieser Befund steht im Einklang mit den durchgefihrten Aggregationsversuchen, in
denen nachgewiesen werden konnte, dass der E-Cadherin-Catenin-Komplex nur einen
geringen Beitrag zur interzelluldaren Adhasion der analysierten H23 Zellen leistet.

Der Einfluss von TGFf auf die Migration war abhangig von Stimulationsdauer, gewahiter
Konzentration und untersuchter Zelllinie. Die Migration von H23, HCC44 und Calu-3
Zellen wurde teilweise nach 24, spatestens nach 48 Stunden erhdht. H358 Zellen zeigten
dagegen eine verringerte Migrationsgeschwindigkeit zu beiden untersuchten Zeitpunkten.
Weitere Analysen missen zeigen, welche molekularen Mechanismen diese Unterschiede
bedingen.
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7 Summary

The E-cadherin adhesion complex is a key structure in the maintenance of epithelial
tissue integrity. Many analyses show in malignant tumors a reduced presence of
E-cadherin and high expression of other cadherins. The aim of this study was to describe
the E-Cadherin adhesion complex in lung tumor cell lines, possible alterations of the
complex and the influence of TGFp, an inducer of the epithelial mesenchymal transition,
on the cell migration and aggregation.

The cell lines A549, H23, H358, HCC44, Calu-3 and Colo699 were analysed. The lung
adenocarcinoma cell lines were very heterogeneous in their cadherin and catenin
expression. In a few cell lines there was a low E-Cadherin amount. In most cell lines
detection of other cadherins has been shown such as N- or P-Cadherin. The catenins,
which are an essential part of the adhesion complex, were detectable in all cell lines. The
amount of these proteins was very variable. The expression of a-catenin correlated with
the expression of E-cadherin. a— and - catenin were detectable in the adhesion complex
of the tumor cell lines H358, HCC44, H23 and Calu-3. Furthermore y-catenin, which can
replace B-catenin in the adhesion complex, was identified in the complex of H358, HCC44
and Calu-3 cells. The cell lines A549 and Colo699 were not analysed further.

The immunofluorescence was, despite repeated use in literature, an inadequate technique
to describe the E-cadherin adhesion complex. ldentification of the single proteins and
even its colocalization does not necessarily prove a direct interaction between the
proteins. Immunohistochemistry identified E-Cadherin and o-catenin in H358, H23,
HCC44 and Calu-3 cells. Immunoprecipitation studies pointed to the existence of an
E-cadherin-p-catenin-a-catenin complex in this lung adenocarcinoma cell lines. Triton
fractionation shows that the adhesion complex was not associated with the cytoskeleton in
H23 cells. In agreement with these results, the aggregation assays show that the
E-cadherin catenin complex contributes only to a small extent to cell-cell adhesion of the
analysed H23 cells.

The growth factor TGFp increased the migration of H23, HCC44 and Calu-3 cells to
different extends with respect to TGFp concentration and analysed cell lines. Compared
with that, the migration of H358 was reduced in the analysed period of stimulation. Further

experiments have to demonstrate the molecular mechanism behind this fact.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis
APC
ALK
APS
ATCC
Axin
BCA
c-Src
Cdc42
CDH1
CMF
DAPI
DSMzZ
DTT
EC
ECL
EDTA
EGF
EGFR
EGTA
ERK
FCS
FGF
FGFR
GAP
GAPDH
GSK3p
GTP
HEPES
HGF
HRP
IGF
IGFR
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Adenomatous-polyposis-coli-Protein
anaplastic lymphoma kinase
Ammoniumperoxodisulfat

American Type Culture Collection

axis inhibition protein

Bicinchoninsaure

cellular sarcoma

Cell division control protein 42 homolog
Cadherin-1, Gen von E-Cadherin
Calcium-Magnesium-frei
4'.6-Diamidin-2-phenylindol

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
Dithiothreitol

Extrazellulare Domane
Elektrochemilumineszenz
Ethylendiamintetraessigsaure

epidermal growth factor

epidermal growth factor receptor
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure
extracellular-signal regulated kinase

Fotales Kalberserum

fibroblast growth factor

fibroblast growth factor receptor

GTPase aktivierendes Protein
Gylcerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Glykogensynthasekinase-3- f3
Guanosintriphosphat
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
hepatocyte growth factor

horseradish peroxidase

insulin-like growth factor

insulin-like growth factor receptor
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IP

kDa
KRAS
Lef

M/V
Myc
NP40
NSCLC
p120ctn
PBS
PFA
PI3K
PKB
Rac1
Ras
Rho
SD
SDS
TCF
TEMED
Tris
VH1
VIV
TGFpB
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Immunprazipitation

Kilodalton

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
lymphoid enhancer-binding factor

Masse pro Volumen

v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog
Nonidet P40

non-small cell lung cancer

p120-Catenin

phosphate buffered saline
Paraformaldehyd
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase B

Ras-related C3 botulinum toxin substrate 1
Rat sarcoma

Ras homologue

Standardabweichung

Sodiumdodecylsulfat

transcription factor
Tetramethylethylendiamin
2-Amino-2-(hydroxymethyl)-propan-1,3-diol
Vinculin-Homologie-Region 1

Volumen pro Volumen

transforming growth factor beta
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