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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Karzinogenese

Bei der Karzinogenese handelt es sich um einen mehrstufigen Prozess, der die progressive
Transformation gesunder Epithelien in maligne Abkémmlinge umfasst. Verursacht wird
dieser Prozess durch genetische Verdnderungen in der Zelle. So sind fur eine
Transformation von kultivierten Maus-Zellen mindestens zwei genetische Veranderungen
notwendig, wohingegen fir die Transformation von humanen Zellen umfangreichere
genetische Verénderungen nétig sind (Hahn et al., 1999). Fir die Entstehung eines humanen
Tumors sind vier bis sechs somatische oder Keimbahnmutationen notwendig (Renan, 1993).
In Ubereinstimmung damit konnten fiir die Pathogenese von Darmkarzinomen vier bis sechs
unterschiedliche histopathologische Stadien wahrend der Karzinogenese definiert werden
(Kinzler & Vogelstein, 1996). Zu diesen Stadien gehoren die Bildung von hyperplastischem
Epithelium, dysplastischem Epithelium, verschiedenen Typen wvon Adenomen und
schliellich malignen Karzinomen. Die assoziierten genetischen Defekte von Krebszellen
haben Auswirkungen auf regulatorische Kreislaufe, welche Proliferation und Homoostasis
der Zellen kontrollieren. Es existieren mehr als 100 unterschiedliche Typen von Tumoren.
Dennoch ist davon auszugehen, dass der veranderte Genotyp maligner Zellen sich in sechs
essentiellen Veranderungen der Zellphysiologie manifestiert (Hanahan & Weinberg, 2000):

1. Unabhéangigkeit von externen Wachstumssignalen,

2. Insensitivitat gegenuber antiproliferativen Signalen,

3. Apoptose-Resistenz,

4. Unlimitiertes replikatives Potential,

5. Induktion von Angiogenese,

6. Gewebe-Invasion und Metastasenbildung.
Diese Eigenschaften werden von den Zellen wahrend der Karzinogenese neu erworben und

ihr gemeinsames Auftreten ist kennzeichnend flr alle Arten von humanen Tumorzellen.
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1.1.1 Unabhangigkeit von externen Wachstumssignalen

Gesunde Zellen benétigen Wachstumssignale, um von einem Ruhezustand in einen
proliferativen Zustand (berzugehen. Die notwendigen Signalmolekile werden von
transmembranen Rezeptoren gebunden, Uber eine Signalkaskade in das Innere der Zelle
ubermittelt und fiihren schliellich zur Regulation von Zielgenen im Zellkern. Verschiedene
Klassen von Signalmolekillen sind bekannt: diffundierende Wachstumsfaktoren,
Komponenten der extrazellularen Matrix und Zell-Zell-Adhésionsmolekile. Es ist kein
gesunder Zelltyp bekannt, der in Abwesenheit von solchen stimulatorischen Signalen
proliferieren kann (Hanahan & Weinberg, 2000). Dagegen ist bei Tumorzellen die
Abhéangigkeit von exogener Wachstumsstimulation sehr stark reduziert. Von zahlreichen
Onkogenen ist bekannt, das sie auf unterschiedliche Art und Weise normale Signalwege von
Wachstumsmolekilen simulieren (Hanahan & Weinberg, 2000).

Zu den drei héaufigsten molekularen Strategien, die maligne Zellen dazu beféhigen
weitgehend unabhéngig von exogener Stimulation zu proliferieren, gehtren die
Veranderung von extrazelluldaren Wachstumssignalen, von transmembranen Rezeptoren, die
fir die Signalubertragung in das Zellinnere verantwortlich sind, oder von intrazelluléaren
Signalwegen.

Viele Krebszellen sind in der Lage Wachstumsfaktoren zu synthetisieren, welche die eigene
Proliferation stimulieren. Beispiele fur diesen Prozess, der als autokrine Stimulation
bezeichnet wird, sind Glioblastomas und Sarkomas, die PDGF (platelet-derived growth
factors) und TGFa (tumor growth factor a) produzieren (Fedi et al., 1997). Der zweite
Mechanismus, der sich in den Tumorzellen durch eine deregulierte Expression von
Rezeptoren fir Wachstumsfaktoren manifestiert, fihrt zu einer Hypersensibilitat gegeniber
Wachstumsfaktoren. Beispiel hierfur ist der HER2/neu-Rezeptor, der in Brustkarzinomen
iiberexprimiert ist (Slamon et al., 1987). Dariiberhinaus kann die starke Uberexpression von
Wachstumsfaktor-Rezeptoren oder die Mutation der Rezeptoren zu einer Liganden-
unabhdangigen Aktivierung von Signalkaskaden fiihren (z.B. EGF-Rezeptor) (Fedi et al.,
1997). Der dritte Mechanismus, der zu einer Autonomie bezliglich Wachstumssignalen
fuhrt, ist die Veranderung von Molekilen, welche fiir die Prozessierung der Signale im
Zytoplasma der Zellen verantwortlich sind. Hierbei ist die SOS-Ras-Raf-MAPK Kaskade
von zentraler Bedeutung. In ca. 25 % der humanen Tumore liegen Ras-Proteine in

strukturell unterschiedlichen Varianten vor. Diese Varianten setzen unabhangig von der



Einleitung

Stimulation durch ,,upstream*“-Regulatoren konstitutiv mitogene Signale in der Zelle frei
(Medema & Bos, 1993).

Es ist davon auszugehen, das zur Proliferation von Tumorzellen auch benachbarte gesunde
Zelltypen, wie Fibroblasten, Endothel- und Immunzellen, erheblich beitragen. In gesunden
Geweben wird das Wachstum der Zellen durch benachbarte Zellen (heterotypische Signale)
oder Uber systemische (endokrine) Signale gesteuert. Tumorzellen erwerben nicht nur die
Fahigkeit unabhéngig von exogenen Wachstumssignalen zu proliferieren, sondern sind auch
in der Lage bei gesunden, benachbarten Zelltypen die Freisetzung von Wachstums-
stimulierenden Signalen zu induzieren. Ein Beispiel dafiir sind HaCat-Zellen, die ektopisch
uberexprimiertes PDGF-B sezernieren und dadurch die Proliferation von ko-kultivierten
Fibroblasten stimulieren (Skobe & Fusenig, 1998).

1.1.2 Insensitivitat gegentber antiproliferativen Signalen

In gesunden Geweben erhalten antiproliferative Signale die Zellen im arretierten Zustand
und die Gewebe-Homdgostasis. Diese Signale kdnnen als l6sliche Wachstumsinhibitoren
oder als immobilisierte Inhibitoren, die in der extrazellularen Matrix oder auf benachbarten
Zellen lokalisiert sind, vorliegen. Transmembrane Rezeptoren binden die inhibitorischen
Signalmolekiile und aktivieren intrazelluldre Signalwege.

Es existieren zwei unterschiedliche Mechanismen, wie die inhibitorischen Signale die
Proliferation blockieren. Zellen kdnnen reversibel in der Go-Phase des Zellzyklus arretiert
werden. Das proliferative Potential der Zellen geht dagegen irreversibel verloren, wenn der
Eintritt in postmitotische Stadien induziert wird. Beim Eintritt in postmitotische Stadien
erwerben Zellen Eigenschaften, die spezifisch fur ihre Differenzierung sind.

Wéhrend der G;-Phase des Zellzyklus entscheiden Zellen aufgrund von extrazellularen
Signalen, ob sie proliferieren, arretieren oder in einen postmitotischen, differenzierten
Zustand ubergehen. Auf molekularer Ebene wird angenommen, das nahezu alle anti-
proliferativen Signale durch das Retinoblastoma Protein (pRb) und zwei eng verwandte
Proteine (p107, p130) vermittelt werden. In hyperphosphoryliertem Zustand blockiert pRb
uber eine Inaktivierung des Transkriptionsfaktors E2F die Proliferation. E2F reguliert die
Expression von zahlreichen Genen, die fiir einen Ubergang der Zellen von der G- in die S-

Phase verantwortlich sind (Weinberg, 1995). Zellen verlieren ihre Sensitivitat gegenuber
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anti-proliferativen Signalen, wenn Uber eine Stérung im pRb-Signalweg E2F konstitutiv
aktiv ist und die Zellen wéhrend der G;-Phase nicht mehr blockiert werden.

Ein Beispiel daflr, dass Zellen ihre Sensitivitat fur anti-proliferative Signale verlieren, sind
Zellen, die einen dysfunktionalen TGFB-Rezeptor exprimieren (Markowitz et al., 1995).
Das losliche Signalmolekil TGFB bindet in gesunden Zellen an den TGFp-Rezeptor. Dies

flhrt zur Phosphorylierung von pRb und stimuliert die Proliferation.

1.1.3 Apoptose-Resistenz
Die Expansion von Tumorzellen wird nicht nur durch die Proliferationsrate der Zellen

gesteuert, sondern auch durch den Anteil der Zellen, die in Apoptose gehen. Bei der
Apoptose handelt es sich um einen programmierten Zelltod, der durch physiologische
Signale ausgeldst wird und innerhalb von 30-120 min zur kompletten Zerstorung der Zelle
flhrt. Es ist erwiesen, das der Erweb einer Resistenz gegen Apoptose eine kennzeichnende
Eigenschaft der Karzinogenese von humanen Zellen ist (Wyllie et. al., 1980).

Der Mechanismus der Apoptose kann in die zwei Komponenten Sensoren und Effektoren
aufgeteilt werden. Als Sensoren dienen Zelloberflachenrezeptoren, die Uberlebens- bzw.
Todes-Signalmolekile binden koénnen. Ein Todes-Signal ist z.B. die Bindung des FAS-
Liganden an den FAS-Rezeptor (Ashkenazi und Dixit, 1999). Die Effektoren der Apoptose
sind zahlreiche intrazellulére Proteasen, die als Caspasen bezeichnet werden (Thornberry
und Lazebnik, 1998). Die Caspasen haben die Funktion subzelluldre Strukturen und
Organellen sowie das Genom zu zerstdren.Fur das bcl-2-Onkogen war es moglich eine anti-

apoptotische Aktivitat nachzuweisen (Voux et al., 1988).

1.1.4 Unlimitiertes replikatives Potential

Die drei bisher erwéhnten Eigenschaften, die gesunde Zellen wéhrend ihrer Entwicklung zu
malignen Tumorzellen erwerben, beruhen auf einer Zerstérung der Signalibertragung vom
extrazelluldren Milieu in das Zellinnere. Es ist davon auszugehen, das die daraus
resultierende deregulierte Proliferation der Zellen nicht fur die Entstehung eines
makroskopischen Tumors ausreicht. S&mtliche Typen von eukaryontischen Zellen tragen
ein intrinsisches Programm, welches ihre Teilungsfahigkeit begrenzt. Dieses Programm

arbeitet unabhéngig von &uReren Signalen.
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Zellen, die in Kultur gehalten werden, haben ein begrenztes replikatives Potential (Hayflick,
1997). Nach einer bestimmten Anzahl von Zellteilungen (60-70) stellen gesunde, humane
Zellen ihr Wachstum ein. Dieser Prozess wird als Seneszenz bezeichnet und kann durch
Mutation von bestimmten Tumor-Suppressorproteinen (pRb, p53) unterdriickt werden
(Wright et al., 1989). Nach weiteren Zellteilungen sterben diese mutierten Zellen in einem
als Krise bezeichneten Zustand aber trotzdem ab. Die meisten Typen von Tumorzellen
dagegen konnen in Kultur ohne Limitierung geziichtet werden. Dieser Phénotyp wird als
immortalisiert bezeichnet (Wright et al., 1989).

Zurickzufuhren ist das Sterben der Zellen im Zustand der Krise auf eine sukzessive
Verkurzung (50-100 Basenpaare/Replikation) der Telomere wéhrend der S-Phasen des
Zellzyklus. Dies fihrt letztendlich zu einer Fusion der Chromosomen-Enden, zum Verlust
essentieller kodierender Sequenzen und zu dem Tod der Zellen (Counter et al., 1992). Den
Erhalt der Telomere und die dadurch bedingte Immortalisierung erreichen maligne Zellen
iiberwiegend (85 — 95 %) durch eine Uberexpression des Enzyms Telomerase (Shay &
Bacchetti, 1997). Dieses Enzym addiert Hexanukleotide an die Enden der Chromosomen

und ermdglicht dadurch einen Schutz der Chromosomen-Enden vor einem Abbau.

1.1.5 Induktion von Angiogenese

Unter Angiogenese versteht man die Entstehung neuer Blutkapillaren. Im Tumor ist die
Angiogenese essentiell, da die Ausbildung von BlutgefaBen die Versorgung der
Tumorzellen mit Sauerstoff und Nahrstoffen sicherstellt. Zur Entwicklung eines
makroskopischen Tumors ist es notwendig, dass neoplastische Zellen die Fahigkeit
entwickeln Angiogenese zu induzieren (Hanahan & Folkman, 1996).

Die Angiogenese wird reguliert tber negative und positive Signale, die die Ausbildung
neuer Kapillaren hemmen bzw. férdern. Eine wichtige Rolle spielen dabei I6sliche Faktoren
und deren Rezeptoren, die auf der Oberflaiche von Endothel-Zellen lokalisieren. Ein
zentraler Angionese-initiierender Faktor ist VEGF (vascular endothelial growth factor), der
an den transmembranen Tyrosin-Kinase-Rezeptor VEGF-R bindet (Veikkola & Alitalo,
1999). Thrombospondin-1 dagegen bindet an den endothelialen Rezeptor CD36 und hat
inhibitorische Wirkung auf die Angiogenese (Bull et al., 1994).

In Mausmodellen hat sich gezeigt, das die Angiogenese bereits in neoplastischen Zellen

aktiviert wird (Hanahan & Folkman, 1996). Fur diese Aktivierung ist u.a. eine veranderte

10
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Gentranskription verantwortlich. Beispielsweise induziert eine Aktivierung des ras-
Onkogens in Fibroblasten und epithelialen Zellen die verstérkte Expression von VEGF (Rak
et al., 1995). Desweiteren kann die Angiogenese Uber die Aktivitat von Proteasen in der
extrazellularen Matrix reguliert werden. Ein Beispiel hierfur ist Plasmin, durch dessen

Selbstspaltung der Angionese-Inhibitor Angiostatin freigesetzt wird (Gately et al., 1997).

1.1.6 Gewebe-Invasion und Metastasierung

Wéhrend der Karzinogenese kommt es bei der Mehrheit von humanen Tumoren zu einer
Invasion einzelner maligner Zellen in das umliegende Gewebe. Nachdem diese Zellen in
Blut-Lymphbahnen innerhalb des Kérpers transportiert werden, bilden sie neue Kolonien in
gesunden Geweben und Organen. Die neu gebildeten Kolonien von malignen Zellen werden
als Metastasen bezeichnet und sind fir 90 % der Todesfélle von Krebspatienten
verantwortlich (Sporn, 1996). Die Metastasierung ermdglicht die Ausbreitung des priméren
Tumors, die aufgrund der Né&hrstoffversorgung und des Platzangebotes limitiert ist. Die
Prozesse der Invasion und Metastasierung sind bezlglich ihres Mechanismus sehr eng
miteinander assoziiert. Bei beiden Prozessen &ndern sich die Bindungseigenschaften der
Zellen an benachbarte Zellen bzw. an die extrazellulare Matrix und die Aktivitat von
extrazelluléren Proteasen.

Verschiedene Klassen von Proteinen sind fur die Bindung von Zellen an ihre Umbebung in
einem Gewebe verantwortlich. Bei invasiven und metastatischen Zellen sind u.a. Proteine
der Calcium-abhangigen Cadherin-Familie und Integrine betroffen. E-Cadherin
beispielsweise vermittelt in epithelialen Zellen homotypische Zell-Zell-Interaktionen. Die
Adhasion von Zellen tiber E-Cadherin-Molekile vermittelt anti-proliferative Signale, indem
B-Catenin sequestriert und dadurch die Induktion von Genen durch B-Catenin/Lef/Tcf
gehemmt wird (Christofori & Semb, 1999). Ein Verlust der adhésiven Eigenschaften von E-
Cadherin, der in einer Vielzahl epithelialer Tumore auftritt, resultiert in einem invasiven
und metastatischen Phanotyp der betroffenen Zellen (Christofori & Semb, 1999). Folglich
fungiert E-Cadherin in epithelialen Zellen als Suppressor von Invasion und Metastasierung
und tragt durch seine Inaktivierung wesentlich zum Erwerb der beiden typischen
Eigenschaften von malignen Zellen bei.

Ein weiteres gut dokumentiertes Ereignis, das die Invasion und Metastasierung von

Tumorzellen vermittelt, ist die veranderte Expression von Integrinen. Integrine vermitteln

11
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die Interaktion von Zellen mit Komponenten der extrazelluldaren Matrix. Invasive und
metastasierende Tumorzellen verdndern die Mikroumgebung in einem Gewebe und
verursachen dadurch die Existenz neuer Matrix-Komponenten. Die Kolonialisierung einer
auf diese Weise entstandenen neuen Mikroumgebung wird durch eine verdnderte
Expression von a- und B-Untereinheiten der Integrine an der Zelloberflache vermittelt.
Integrine, die in invasiven Zellen exprimiert werden, bevorzugen die Bindung an die tber
Proteasen abgebauten Komponenten der extrazelluldren Matrix (Varner & Cheresh, 1996).
Durch eine Uberexpression von Integrin-Untereinheiten kann in Kultur-Zellen das invasive
und metastasierende Verhalten von Zellen gehemmt bzw. induziert werden (Varner &
Cheresh, 1996).

Eine weitere wichtige Rolle bei der Invasion und Metastasierung von Zellen spielen
extrazelluldre Proteasen. Matrix-degradierende Proteasen sind Uber spezifische Protease-
Rezeptoren oder Integrine mit der Zelloberflache assoziiert und vermitteln auf diese Weise
in ihrem aktiven Zustand die Invasion von Zellen in das benachbarte Stroma, durch die
Wand von Blutkapillaren und durch normale, epitheliale Zellschichten (Werb, 1997).
Adhésive Rezeptoren wie beispielsweise E-Cadherin und Integrine, die eine Interaktion mit
benachbarten Zellen oder der extrazellularen Matrix vermitteln, spielen eine zentrale Rolle
bei der Karzinogenese. Bei dem Epithelial Cell Adhesion Molecule, kurz EpCAM, handelt
es sich ebenfalls um ein Zell-Zell-Adhasionsmolekul. Die Eigenschaften von EpCAM
suggerieren, dass es ebenfalls in den Prozess der Karzinogenese involviert ist. Im Folgenden

wird dieser Rezeptor deshalb néher beschrieben.

1.2  Epithelial Cell Adhesion Molecule: EpCAM

1.2.1 Charakterisierung des epithelialen Zelladhasionsmolekiils (EpCAM)

Strukturell lassen sich die Zelladhasionsmolekile in vier Hauptfamilien einteilen: Integrine,
Selektine, Zelladh&sionsmolekdle der Immunglobulin-Superfamilie und Cadherine (Aplin et
al., 1998). Zusatzlich sind Molekile mit adhasiven Eigenschaften bekannt, die sich
aufgrund ihrer Struktur nicht diesen Hauptfamilien zuordnen lassen. Beispiele hierfur sind
Syndekane, CD44 und EpCAM.

EpCAM st ein Typ | Transmembran Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von 40

kDa und vermittelt Ca®*-unabhangige, homophile Zell-Zell-Adhasionen. Aufgrund von zwei

12
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EGF-ahnlichen (,,Epidermal growth factor“) Domdanen im extrazelluldren Bereich des
Proteins wurde EpCAM eine Funktion als Zelladh&sionsmolekul (Simon et al., 1990) oder
als Zelloberflachenrezeptor, der Signaltransduktion vermitteln kann (Schon et al., 1994),
zugeschrieben.

Die Expression von EpCAM beschrénkt sich bei differenzierten Zellen auf Epithelien. Das
Molekul wird auf der basolateralen Seite der Zellmembran von allen einfachen, pseudo-
stratifizierten und Ubergangsepithelien exprimiert (Balzar et al., 1999). Im Gegensatz dazu
sind gesunde Platten-Epithelien EpCAM-negativ. Bei einer Zellproliferation kann bei
zahlreichen Platten-Epithelien eine de novo-Expression von EpCAM beobachtet werden.
Beispiele einer de novo-Expression von EpCAM in Verbindung mit pathogener
Zellproliferation sind neoplastische Platten-Epithelien des Gebarmutterhalses (Litvinov et
al., 1996) und dysplastische Epithelien der oralen Schleimhaut (High et al., 1996). Aber
auch in gesunden Hepatozyten der Leber korreliert eine de novo-EpCAM-Expression mit
der entwicklungsbedingten Zellproliferation, wobei differenzierte Hepatozyten keine
EpCAM-Expression aufweisen (De Boer et al., 1999).

Medizinisch interessant ist EpCAM hauptsachlich aufgrund seiner Uberexpression in
zahlreichen humanen Karzinomen, wie zum Beispiel Brust-, Kopf/Hals-, Prostata- und
Leberkarzinomen (Spizzo et al., 2003; Pauli et al., 2003; Poczatek et al., 1999; De Boer et
al., 1999). Aus diesem Grund kann EpCAM sowohl zu immuntherapeutischen als auch zu
diagnostischen Zwecken als Zielmolekul fungieren. Immuntherapeutische Anséatze
basierend auf dem Einsatz monoklonaler (Braun et al., 1999) bzw. bispezifischer Antikorper

(Zeidler et al., 1999) gegen EpCAM sind in der Literatur bereits mehrfach beschrieben.

1.2.2 Struktur des EpCAM-Genes
EpCAM wird von dem GA733-2-Gen kodiert. Der putative Promotor fur das GA733-2-Gen

enthalt Konsensus-Sequenzen fiir die Bindung der Transkriptionsfaktoren Spl und AP-1,
aber keine TATA- oder CAAT-Boxen (Linnenbach et al., 1993). Fir ein 440 bp-Fragment
des EpCAM-Promoters konnte in Karzinomzellen eine transkriptionelle Aktivitat
nachgewiesen werden. Die EpCAM-Expression dieses Minimalpromotors wird durch eine
Aktivierung des Nukledren Faktors xB inhibiert (Gires et al., 2000). Mit Hilfe einer
Deletionsanalyse wurde ein 687 bp-Fragment stromaufwérts vom EpCAM-

Transkriptionsstartpunkt als notwendige proximale Promotorregion definiert (McLaughlin
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et al., 2004; Gires et al., 2004). Die Intron-Exon-Struktur des Genes ist in Abb. 1.1
dargestellt.

5"-untranslat. T Aol Trans- Zyto- Zytoplasm.
. - EGF-&hnliche . ’
— Signal- 1 ES;;r?en:'Che* Domane Il | | I ] — membran- | plasmatische —Pomane
sequenz domane Domane 3 -untranslatiert
Abb. 1.1

Struktur des GA733-2-Genes. Das fir EpCAM kodierende Gen setzt sich
aus neun kodierenden Exons zusammen. Exon 1 kodiert fir eine
Signalpeptid-Sequenz, Exon 2 — 6 fur die extrazellulare Doméne, Exon 7 flr
die Transmembranregion und Exon 8/9 fiir den zytoplasmatischen Anteil.
Lokalisiert ist das Gen auf Chromosom 4 (modifiziert nach Linnenbach et al.,
1993).

Die gesamte GrolRe des humanen Genes betragt 14 kb, wobei die mMRNA eine Grél3e von 1,5
kb aufweist. Splice-Varianten der mRNA, die verschiedene Isoformen von EpCAM

codieren, sind in der Literatur nicht beschrieben.

1.2.3 Struktur des Glykoproteins EpCAM

Ein Vergleich der humanen Aminosauresequenz von EpCAM mit dem murinen Protein
ergab eine Homologie von 86 % (Bergsagel et al., 1992). Darliberhinaus konnten in den
Genomen von sédmtlichen S&ugetieren und VoOgeln Proteine identifiziert werden, deren
Sequenzen groBe Ahnlichkeiten mit der Sequenz von humanem EpCAM aufweisen
(Linnenbach et al., 1993). Diese hohe evolutiondre Konservierung der Aminosauresequenz
von EpCAM suggeriert eine wichtige funktionelle Bedeutung des Proteins.

Das groRte offene Leseraster fur EpCAM kodiert fir ein Polypeptid mit 314 Aminosauren.
Es setzt sich zusammen aus einer ,,leader“-Sequenz (23 Aminosauren), einer extrazelluléaren
Doméne (242 Aminosduren) mit zwei EGF-&hnlichen Wiederholungen und einem Cystein-
reichen N-terminalen Anteil, einer Transmembrandoméne (23 Aminoséuren) und einer
kurzen zytoplasmatischen Domane (26 Aminosauren) (siehe Abb. 1.2) (Szala et al., 1990).
Beide EGF-ahnlichen Wiederholungen (27-59: CX;CXgCX;CX;CX30C und 66-135:
CX32,CX10CXsCX1CX16C) in der extrazellularen Doméne von EpCAM sind eng verwandt

mit der vierten und funften EGF-ahnlichen Wiederholung innerhalb der Stabchen-ahnlichen
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Doméne von Nidogen (Positionen 776-809 und 819-889), einem Laminin-bindenden
extrazellularen Matrixprotein (Balzar et al., 1999). Die zweite EGF-&hnliche Wiederholung
von EpCAM zeigt auBerdem eine Homologie zu der Thyroglobulin Typ I-Wiederholung
(96-160; CX23CX10CXsCX1CX19C). Deletionsexperimente zeigten, dass beide EGF-
ahnlichen Doménen fur die von EpCAM vermittelten homophilen Adhdsionen nétig sind,
wobei die erste fur interzellulare und die zweite fur laterale Interaktionen zwischen
EpCAM-Molekiilen verantwortlich sind (Balzar et al., 2001).

Eine Analyse der drei potentiellen N-Glykosilierungssequenzen in der extrazellularen
EpCAM-Doméne zeigte, das in Insektenzellen Asn'™ nicht, Asn® vollstandig und Asn®!
teilweise glykosiliert sind (Chong & Speicher, 2001). In humanen Karzinomen ist EpCAM
meistens unterschiedlich stark glykosiliert und demzufolge kénnen EpCAM-Isoformen mit
einem Molekulargewicht von 37, 40 und 42 kDa detektiert werden (Litvinov et al., 1994).
Fur Karzinome im Hals/Kopf-Bereich zeigte sich, das Tumorzellen EpCAM ausschliellich
in der glykolisierten Variante exprimieren. Der Grad der Glykolisierung ist dabei
unterschiedlich und variiert zwischen drei Glykolisierungsmustern (Pauli et al., 2003).
Allerdings sind funktionelle Unterschiede der EpCAM-Isoformen nicht bekannt.

Die zytoplasmatische Doméne von EpCAM, bestehend aus 26 Aminosduren, enthalt das
Internalisationsmotiv NPXY', welches bereits in mehreren Zelloberflachen-Rezeptoren (z.B.
LDL-Rezeptor) identifiziert wurde. Zudem weist der relativ kurze zytoplasmatische Anteil
von EpCAM zwei Bindungsseiten flir a-Actinin an den Positionen 289-296 und 304-314
der Aminoséuresequenz auf. Uber die direkte Bindung von o-Actinin an EpCAM wird die
adhdasive Funktion des Molekils reguliert, da der Rezeptor uber a-Actinin direkt an dem
Actinzytoskelett verankert ist (Balzar et al., 1998). Desweiteren vermittelt die intrazellulare
Doméne von EpCAM in humanen Karzinomzellen eine direkte Interaktion von EpCAM mit

dem ,.tight junction“-Protein Claudin-7 (Ladwein et al., 2005).
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EGF I
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Extrazelluldre
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A Sn175
<« 267 Transmembrane
<« 288 Domiine
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«— 3 1 4 Doméne

Abb. 1.2

Schematische Darstellung des EpCAM-Proteins. SP: Signalpeptid, EGF: EGF-
ahnliche Domane. Die Ziffern geben die Aminosarereste an, die die einzelnen
Bereiche des Proteins markieren (nach Winter et al., 2003). Die Aminoséurereste
fir eine potentielle N-Glykosilierung sind Asn*”®, Asn®® und Asn®.
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1.2.4 EpCAM-vermittelte Zell-Zell-Adhéasionen

Die von EpCAM-vermittelten Zell-Zell-Adhasionen sind unabhangig von Ca**-lonen und
homophiler Natur. An der Zelloberflache bilden sich aufgrund lateraler Wechselwirkungen
EpCAM-Dimere, die interzelluldre Adhasionen mit EpCAM-Molekulen gegeniiberliegender
Zellen eingehen (Balzar et al.,, 2001). Eine direkte Beteiligung von EpCAM an der
Ausbildung von Zell-Zell-Aggregation konnte fiir epitheliale Zellen der Bauchspeicheldriise
gezeigt werde, deren Reaggregation mit Hilfe von spezifischen Antikérpern gegen die
extrazellulare EpCAM-Doméne gehemmt werden konnte (Cirulli et al., 1998).

Wird EpCAM in Maus-Fibroblasten exprimiert, die in ihrem nativen Zustand nicht in der
Lage sind interzellulare Adhé&sionen auszubilden, kann bei den resultierenden
Transfektanten die Bildung von Zell-Aggregaten beobachtet werden. Dabei liegt keine
homogene Verteilung von EpCAM-Molekilen an der Zelloberflache vor, sondern eine
Konzentration des Adhésionsmolekiils an den Zell-Zell-Bindungsstellen (Litvinov et al.,
1994). Fir die Bildung von Zell-Aggregaten ist die zytoplasmatische Doméne erforderlich.
Die Deletion der zytoplasmatischen EpCAM-Domane hat keinen EinfluB auf die homophile
Spezifitat von EpCAM, verhindert aber die Ausbildung stabiler Adhdsionen.

Die von EpCAM vermittelten Adhésionen sind im Vergleich zu anderen
Adhasionsmolekulen, wie zum Beispiel klassische Cadherine schwéacher. So wird in
Cadherin-positiven Zellen die Starke der Zell-Zell-Adhasion durch eine Uberexpression von
EpCAM abgeschwacht, wobei dieser Effekt bei der Expression einer EpCAM-Mutante ohne
zytoplasmatische Doméne nicht zu beobachten ist (Litvinov et al., 1997).
Membranstandiges EpCAM fiihrt zu einer Dissoziation von Cadherin-vermittelten
Adhésionen und verursacht eine Akkumulation von Detergenz-16slichen E-Cadherin/a-
Catenin-Komplexen. Werden die adhdsiven Eigenschaften von EpCAM beriicksichtigt,
suggeriert diese Beobachtung, dass wahrend der Zellteilung die E-Cadherin-vermittelten
interzellularen Adhé&sionen abgebrochen und ihre Funktion durch die schwéacheren EpCAM-
vermittelten Adhasionen tbernommen wird (Winter et al., 2003). Nach Beendigung der
Proliferation sinkt die Expression von EpCAM und E-Cadherin vermittelt wieder die

interzellularen Adhasionen.
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1.2.5 EpCAM- Expressionsmuster und Tumorentwicklung

Eine EpCAM-Uberexpression kann in malignen Epithelien bzw. eine de novo-Expression
von EpCAM in dysplastischen Plattenepithelien beobachtet werden. Die Intensitat der
EpCAM-Expression in Karzinomen ist unterschiedlich und steht in Zusammenhang mit
einer Dedifferenzierung der Tumorzellen. In frihen Stadien der Neoplasie von
Gebarmutterhals-Gewebe kann eine EpCAM-de-novo-Expression hdufig in Bereichen mit
atypischen, undifferenzierten Plattenepithel-Zellen beobachtet werden (Litvinov et al.,
1996). Auch in dysplastischen Geweben der Mundschleimhaut konnte nachgewiesen
werden, dass eine Dedifferenzierung des Plattenepithels mit der Expression von EpCAM
korreliert (High et al., 1996).

EpCAM ist auch an der Bildung von Metastasen beteiligt. Eine Analyse der Genexpression
in  Metastasen und den korrespondierenden priméren Tumoren in Kopf-Hals-
Plattenepithelkarzinomen fiihrte zu einem unterschiedlichen EpCAM-Expressionsmuster.
Eine EpCAM-Expression war in den Metastasen weniger haufig zu detektieren als in den
korrespondierenden  Primartumoren (Takes et al., 2001). Durch das niedrige
Expressionslevel von E-Cadherin in Karzinomen treten die durch EpCAM vermittelten,
schwécheren Zell-Zell-Adhasionen in den Vordergrund. Dies fuhrt wahrscheinlich zu einem
Verlust an Zell-Zell-Adhéasion und vermittelt die Bildung von Metastasen (Winter et al.,
2003).

Bei invasivem Brustkrebs ist eine EpCAM-Uberexpression mit einer schlechten
Uberlebensprognose beschrieben. Dieser Zusammenhang suggeriert, dass eine EpCAM-
Uberexpression die Invasion und Metastasierung von Tumorzellen fordert (Spizzo et al.,
2002). Die Migration und Invasion von Brustkrebszellen konnte auch in vitro durch eine

Hemmung der EpCAM-Expression vermindert werden (Osta et al., 2004).

1.2.6 EpCAM und intrazellulare Signaltransduktion

Die molekulare Grundlage der schwerwiegenden phanotypischen Veranderungen, die bei
einer veradnderten EpCAM-Expression in epithelialen Zellen beobachtet werden kann, ist
weitgehend unklar. Die bisher gewonnenen Erkenntnisse in EpCAM-negativen
Plattenepithelien zeigen zwar einen eindeutigen Zusammenhang zwischen einer EpCAM-de
novo-Expression und der Transformation bzw. Dedifferenzierung der Zellen, ein Beweis flr

den direkten Einfluss von EpCAM auf den Zellzyklus und die Proliferation konnte aber erst
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in jlngster Zeit erbracht werden. In stabilen HEK293-EpCAM-Transfektanten konnte
gezeigt werden, dass EpCAM eine Expression des Proto-Onkogens c-myc und der
Zellzyklusregulatoren Cyclin A und E induziert (Minz et al., 2004). Eine kinetische
Analyse der c-myc-Regulation durch EpCAM ergab, dass die Expression von c-myc schnell
induziert wird. Die Expression einer Fusion der intrazellularen Doméne von EpCAM und
der transmembranen Domdne von LMP1 (latent membrane protein 1) in HEK293-Zellen
zeigte zudem, das fur eine Induktion von c-myc die Aggregation der zytoplasmatischen
Doménen von EpCAM ausreicht (Munz et al., 2004).

1.3 Ziel der Arbeit

Die Uber- bzw. de novo-Expression des transmembranen Adhésionsmolekiil EpCAM ist in
zahlreichen humanen Epithelien mit einer Karzinogenese assoziiert. Die Intensitat der
Uberexpression korreliert dabei mit dem Entwicklungsgrad und der Proliferationsrate der
dysplastischen Zellen. Auf molekularer Ebene ist fur diesen verdnderten Phé&notyp der
Zellen eine EpCAM-vermittelte Signaltransduktion mitverantwortlich. So konnte in
humanen Nierenzellen und Fibroblasten der Maus gezeigt werden, das EpCAM in der Lage
ist eine Uberexpression des Proto-Onkogens c-myc und der Cycline A und E zu induzieren.
Eine essentielle Rolle bei der EpCAM-vermittelten Signaltransduktion scheint dabei der aus
26 Aminoséuren bestehende zytoplasmatische Anteil des Molekdls zu spielen. Es liegen bis
dato keine Erkenntnisse dariiber vor, welche weiteren Molekiile an der Ubertragung der
Signale von EpCAM in den Zellkern beteiligt sind.

Aus diesem Grund sollten in dieser Arbeit weitere potentielle ,,down stream*-Zielmolekiile
von EpCAM analysiert werden. Ziel war es dabei, eine EpCAM-regulierte Expression von
Proteinen nachzuweisen.

Desweiteren erschien es interessant Proteine zu identifizieren, die direkt mit der
zytoplasmatischen Doméne von EpCAM interagieren und auf diese Weise an der
vermittelten Signaltransduktion beteiligt sind. Zu diesem Zweck sollte mit der
zytoplasmatischen Domane von EpCAM ein Two-Hybrid Screening in Hefen durchgefiihrt
werden. Die in Hefen identifizierten Protein-Protein-Interaktionen sollten anschlieBend in
humanen Zellen verifiziert werden. Darlber hinaus sollten unter Verwendung von

Deletionsmutanten fir interessante Proteine die Bindungsdomanen identifiziert werden.
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2.1 Material

2.1.1 Gerate
Durchflusszytometer (FACSCalibur)

Filmentwicklungsmaschine

Fluoreszenz-/Lichtmikroskop Axiovert 35

Gefrierschrank (- 20 °C)
Gefrierschrank (- 80 °C)
Gelelektrophorese-Kammern

Gelelektrophorese-Netzgerate

Inkubatoren fir Zellkultur, CO,-begast

Kihlschrank (4 °C)

Magnetrihrer mit Heizblock
Mikrowelle

PCR Thermal Cycler GeneAmp 2400
pH-Meter

Pipetten

Pipettierhilfe

Schiittelinkubatoren

Sonifizierer

Sterilbank

Thermomixer

Uberkopf-Mixer

Ultrazentrifuge
UV-Mikrophotometer Gene Quant Il
UV-Transilluminator

Vortex Mixer

Becton-Dickinson, Heidelberg

Optimax Laborgeréte, Heidelberg

Zeiss, Oberkochen

Liebherr, Ochsenhausen

Liebherr, Ochsenhausen

Stratagene, Amsterdam, Niederlande
Bio-Rad, Munchen; Amersham Biosciences,
Freiburg

Heraeus, Hanau; Forma Scientific, Inc.,
Marietta, Ohio

Liebherr, Ochsenhausen

Janke & Kunkel, Staufen

AEG, Berlin

Perkin Elmer, Weiterstadt

WTW, Weilheim

Gilson, Villies Le Bel, Frankreich; Eppendorf,
Hamburg

Technomara, Ziirich, Schweiz

Kdihner, Birsfelden, Schweiz

Branson Ultrasonics Corp., Danbury, USA
The Baker Company, Sanford, USA
Eppendorf, Hamburg

Heidolph, Schwabach

Beckman, Palo Alto, USA

Amersham Biosciences, Freiburg

LKB, Freiburg

IKA Works, Inc., Wirmington, USA
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Waage CP 4202 S
Wasserbad

Zentrifuge GP
Zentrifuge J2-21
Zentrifuge Labofuge T
Zentrifuge Minifuge RF
Zentrifuge Varifuge 3.0R

2.1.2 Sonstige Reagenzien
-Mercaptoethanol
Acrylamid/Bisacrylamide 37,5/1
Adeninhemisulfat

Agar

Agarose electrophoresis grade
Ammoniumacetat
Ammoniumperoxidisulfat
Ampicillin
Bakterienmedienkomponenten

(Pepton, Trypton, Hefeextrakt)

Bromphenolblau
Caesiumchlorid

Calciumchlorid
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dithiothreitol (DTT)

DMF (N,N-Dimethylformamid)

DNA-modifizierende Enzyme

dNTPs

Dropout-Ergénzung fir Hefemedien

Sartorius, Gottingen

Julabo, Seelbach; GFL, Burgwedel
Beckman, Palo Alto, USA
Beckman, Palo Alto, USA
Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Heraeus, Hanau

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roche Diagnostics, Mannheim

Gibco BRL, Karlsruhe; BD Biosciences
Clontech, Heidelberg

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma, Miinchen

Fermentas Life Sciences, Burlington, Kanada;
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
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Dulbecco’s modified Eagle’s medium

(DMEM)
Essigsédure
Ethanol
Ethidiumbromid

Ethylendiamintetraacetatdinatriumsalz

(EDTA)

Fotales Kalberserum (FCS)
Glutathion-Sepharose 4B
Glycin

Harnstoff

Carrier DNA

Hygromycin B

Isopropylthio-b-D-galactosid (IPTG)

Kanamycin

Lithiumacetat

Lyticase

Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat

Methanol

Natriumacetat

Natriumazid

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
n-Butanol

Nonidet P40 (NP-40)
PBS-Tabletten

Pefabloc
Penicillin-Streptonycin
Pfu-Polymerase
Polyethylenglykol (PEG 3350)

Salzséure

Gibco BRL, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe
Riedel-de Haén, Seelze

Merck, Darmstadt; Sigma, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Gibco BRL, Karlsruhe

Amersham Biosciences, Freiburg
Serva, Heidelberg

Roth, Karlsruhe

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Sigma, Miinchen

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Riedel-de Haén, Seelze

Serva, Heidelberg

Riedel-de Haén, Seelze

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Seelze

Gibco BRL, Karlsruhe

Roche Diagnostics, Mannheim

Gibco BRL, Karlsruhe

Fermentas Life Sciences, Burlington, Kanada
BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Merck, Darmsatdt

22



Material & Methoden

SD Basis Medium

Tag-Polymerase, PCR-Reagenzien
Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
(TRIS)

Triton X-100

Trypsin

Tween 20

YPD Plus Liquid Medium

X-a-Gal

2.1.3 Verbrauchsmaterialien
Einmalpipetten

Filterpapier (3 mm)

PVDF Membran

Kryorohrchen

Nitrocellulose Membran (Protran)
Pipettenspitzen

Raéhrchen, steril, Zellkultur

Rontgenfilme
Sterilfilter
Ultrazenrifugenréhrchen

Zellkulturflaschen und —schalen

Zellkultur-Multiloch-Platten
ZentrifugengeféalRe 1,5 bzw. 2ml

2.1.4 Fertigsatze (Kits)

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg

Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Gibco BRL, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg
Whatman Ltd., Maidstone, England
Millipore, Corp., Billerica, USA

Nunc, Wiesbaden

Schleicher & Schuell, Dassel

Gilson, Villies Le Bel, Frankreich

Greiner, Nurtingen

Amersham Biosciences, Freiburg; Eastman-
Kodak, Rochester, USA

Millipore, Corp., Billerica, USA

Beckman, Palo Alto, USA

Nunc, Wiesbaden; Falcon/Becton Dickinson,
Heidelberg

Falcon/Becton Dickinson, Heidelberg

Eppendorf, Hamburg

1st Strand cDNA Synthesis Kit fir RT-PCR
BCA Protein Assay
ECL™ Western blotting Detektionssystem

Roche Diagnostics, Mannheim
Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Amersham Biosciences, Freiburg
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Gateway® BP Clonase™ Enzyme Mix
Gateway® LR Clonase™ Enzyme Mix
High Pure Plasmid Isolation Kit

High Pure RNA Isolation Kit

Pharmacia GFX PCR DNA Gel

Purification Kit
TOPO TA Cloning Kit
Qiafilter Plasmid Maxi Kit

2.1.5 Plasmide
pPACT2-HEK293 cDNA

pBluescriptR-FHL?2
pcDNA3.1-EpCAM
pGADT7-dest

pDONR207

pGADT7
pGADT7-dest-FHL?2
pGADT7-dest-Cyclophilin A
pGADT7-RecT

pGBKT7

pGBKT7-53

pGBKT7-EpIC
pGBKT7-Lam

pGEX-4T-1

pGEX-4T-1-FHL2

pGEX-4T-1-FHL2: aal-40

Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karsruhe
Roche Diagnostics, Mannheim

Roche Diagnostics, Mannheim

Amersham Biosciences, Freiburg
Invitrogen, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

RZPD (Clone ID: IRAKp961N1348Q)

eigene Arbeitsgruppe

freundlicherweise von PD Dr. Dr. Jirgen Haas zur
Verfligung gestellt, Pettenkofer-Institut, Miinchen
Invitrogen

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

diese Arbeit

diese Arbeit

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

BD Biosciences Clontech, Heidelberg

diese Arbeit

BD Biosciences Clontech, Heidelberg
freundlicherweise von PD Dr. Dr. Jirgen Haas zur
Verfugung gestellt, Pettenkofer-Institut, Minchen
freundlicherweise von Dr. Yonghua Yang zur
Verfugung gestellt, Moffit Cancer Center, Tampa,
USA

freundlicherweise von Dr. Yonghua Yang zur
Verfligung gestellt, Moffit Cancer Center, Tampa,
USA
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pGEX-4T-1-FHL2: aal-100

pGEX-4T-1-FHL2: aal-162

pGEX-4T-1-FHL2: aal-221

pOTB7-Cyclophilin A
pTIT-GFP

2.1.6 Zelllinien
Ant-1
HEK?293

HEK293-EpCAM
HEK293-AEpCAM

HelLa

PCI-1
FaDu

2.1.7 Hefestamm

Stamm Genotyp

freundlicherweise von Dr. Yonghua Yang zur
Verfligung gestellt, Moffit Cancer Center, Tampa,
USA

freundlicherweise von Dr. Yonghua Yang zur
Verfligung gestellt, Moffit Cancer Center, Tampa,
USA

freundlicherweise von Dr. Yonghua Yang zur
Verfligung gestellt, Moffit Cancer Center, Tampa,
USA

RZPD (Clone ID: IRALpP962K104Q)
freundlicherweise von Dr. Klaus Conzelmann zur

Verfligung gestellt, Genzentrum, Munchen

Hypopharynx-Karzinom (eigene Arbeitsgruppe)
humane embryonale Nieren-Zelllinie

(ATCC #CRL1573: Graham et al., 1977)

eigene Arbeitsgruppe

eigene Arbeitsgruppe

Cervix-Karzinom (ATCC #CRL10302: Freedman et
al., 1982)

Hypopharynx-Karzinom (Pittsburgh Cancer Institute)
Hypopharynx-Karzinom (ATCC #HTB43: Rangan,
1972)

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2 :: GAL1yas-GALLraTa-HIS3, GAL2yas-GAL21aTA-ADE2,
URA3 :: MEL1yas-MELLlrata-lacZ, MEL1 (James et al., 1996)
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2.1.8 Bakterienstamme
Stamm Genotyp

DH5a F, ®80dlacZAM15, A(lacZY A-argF), U169, deoR, recAl,
endAl, hsdR17(rc, my*), SUpE44, 1, thi-1, gyrA96, relAl
(Hannahan, 1985)

DH10B F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mrcBC), ®80dlacZAM15, AdeoR, recAl,
endAl, araD139, A(ara leu)7697, galU, galK, rpsL, nupG
BL21 E.coli B, F, dcm, ompT, hsdS(rg'mg’), galA(DE3)

2.1.9 Rekombinante Vaccinia Viren
Das rekombinante Vaccinia Virus VTF-7, welches die T7-Polymerase exprimiert, wurde

vom NIH AIDS Reagent Program zur Verfligung gestellt (Fuerst et al., 1986).

2.1.10 Oligonucleotide
Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Sigma ARK (Darmstadt)

bzw. Metabion (Minchen) bezogen.

Bezeichnung 5°-3"-Sequenz

attB1 external forward GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGC
AGGCT

attB1 external reverse GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGC
TGGGT

CaM | bw GCCATCCTTATCAAACACACG

CaM | fw GACCAACTGACTGAAGAGCAG

Egr-1 bw TGGGTGCCGCTGAGTAAATG

Egr-1 fw CCGCAGAGTCTTTTCCTGACA

EpIC bw GGGGGGCTGCAGTTATGCATT

EpIC fw GGGGGGCATATGTCCAGAAA

FHL2-bw AGAAAGCTGGGTCTAGGCAGTAGG
CAAAGTCATCG

FHL2-fw AAAAAGCAGGCTCCGCCATGCTGC
GGTGCCGTGAGTACC
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GAPDH bw
GAPDH fw
Cyclophilin A-bw

Cyclophilin A-fw

RhoB bw
RhoB fw

2.1.11 cDNA-Bibliothek

TGTCGCTGTTGAAGTCAGAGG
AGAACATCATCCCTGCCTCTA
AGAAAGCTGGGTCTATTCGAGTTG
TCCACAGTCAG
AAAAAGCAGGCTCCGCCATGACCG
CCGAGGAAAACCGTG
GAGGTAGTCGTAGGCTTGGAT
TGTGCTTCTCGGTGGACAGC

In der Arbeit wurde eine MATCHMAKER cDNA-Bibliothek von BD Biosciences Clontech

verwendet, die aus einer Gesamt-RNA der embryonalen Nieren-Zelllinie 293 (ATCC
#CRL1573) generiert wurde. Zur Amplifikation der mRNAs wurden Xho I-(dT)ss-
Oligonukleotide verwendet. Die cDNA-Bibliothek war bei ihrer Verwendung bereits in den
Vektor pACT2 kloniert und E.coli-Bakterien des Stammes BNN132 waren mit der pACT2-

Bibliothek transformiert. Zur Kontrolle der Qualitdt wurden vom Hersteller folgende

Angaben gemacht:

Anzahl der Kolonien, die eine cDNA exprimieren (geschatzt) 86 %
Anzahl unabhangiger Klone 2,5 x 10°
Durchschnittliche GroRe der cDNAS 1,5 kb
GrolRenabdeckung der cDNAs 0,5-4,0kb

Anteil an B-Actin-cDNA

2.1.12 Antikdrper

Primare Antikdrper:

a-C-myc

a-EpCAM

a-HA
a-GST

0,25 %

9E10 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)
C215 und HO-3, freundlicherweise von Dr. Lindhofer
zur Verfugung gestellt, Thion Pharma, Minchen
3F10 (Roche Diagnostics, Darmstadt)

Clone GST-2 (Sigma, Miinchen)
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Sekundare Antikorper (Peroxidase-konjugiert):

Ziege anti-Maus 1gG (H+L),
Kat.-Nr. 415-035-166
Ziege anti-Ratte 1gG (H+L),
Kat.-Nr. 212-035-082

2.1.13 Molekulargewichtstandards
Gene Ruler 100 bp DNA ladder

Generuler DNA 1 kb ladder

BenchMark Protein ladder
SeeBlue Plus2 Protein Standard

Dianova, Hamburg

Dianova, Hamburg

New England Biolabs, Beverly, USA
Fermentas Life Sciences, Burlington,
Kanada

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
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2.2 Methoden

2.2.1  Kultivierung von Zellen, Bakterien und Hefen

2.2.1.1 Aufbewahrung und Kultivierung permanenter Zelllinien
Alle Zelllinien wurden in einem Inkubator bei 37°C unter 5 % CO, und in einer

wasserdampfgesattigter Atmosphéare gehalten. Standardmedium fiir adhérente Zellen war
Dulbecos Modified Eagle Medium (DMEM), suplementiert mit 10 % fétalem Kéalberserum
(FCS) und Antibiotikum (100 pg/ml Streptomycin und 100 U/ml Penicillin). Medien und
Zusétze wurden von Biochrom (Berlin) bezogen. Im Fall von stabilen Transfektanten wurde
das Kulturmedium mit 200 pg/ml Hygromycin B supplementiert. Adhédrente Zellen wurden
zur Subkultivierung mit PBS serumfrei gewaschen, mit 0,05 % Trypsin/0,02 % EDTA
(Biochrom) von der Kulturflasche gel6st, einmal in Medium mit 10 % FCS gewaschen und
in gewdnschter Dichte ausplattiert. Die Zentrifugation von eukaryontischen Zellen zum
Zweck der Konzentrierung oder des Waschens erfolgte in der Regel in 50 ml Einmal-
Zentrifugengefalien bei 350 g fiir 5 — 10 min bei 20°C.

Zur Kryokonservierung wurden Zellen (10° — 107 pro Aliquot) in 0,75 ml Kulturmedium
resuspendiert, auf Eis gekihlt, mit 0,75 ml kaltem FCS/DMSO (v/v 4:1) gemischt und in ein
1,8 ml-KryogefaR (Nunc) tberfuhrt. Zur langsamen Abkihlung wurden die Zellen zundchst
in einem allseitig verschlossenen Styroporbehalter auf - 80 °C abgekiihlt. Am néchsten Tag
wurden die Rohrchen zur Dauerlagerung in einem mit flussigem Stickstoff gekuhlten
Lagertank tberfuhrt.

Zur Rekultivierung eingefrorener Zellen wurde der Rohrcheninhalt durch Resuspension mit
Kulturmedium (Raumtemperatur) moglichst schnell aufgetaut und in 20 ml Kulturmedium
verdunnt und zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in FCS-haltigem Medium

resuspendiert und kultiviert.
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2.2.1.2 Bakterienkultur

Bakterien wurden als Suspensionskultur in LB-Medium oder zur Vereinzelung von
Kolonien auf LB-Agar-Platten kultiviert. Bei Selektion auf Resistenzen gegen Antibiotika
wurde LB-Medium mit Ampicillin, Gentamycin bzw. Kanamycin mit einer
Endkonzentration von 50, 15 bzw. 30 pg/ml supplementiert. Zur Lagerung von Bakterien
uber langere Zeitrdume wurde eine dichtgewachsene Bakterienkultur mit 15 % Glycerin in

flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 80 °C aufbewahrt.

LB-Medium: 1 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 0,5 % NaCl
Bacto-Agar-Platten: 15 g Bacto-Agar, ad 1 | LB-Medium

2.2.1.3  Hefekultur

Hefe-Zellen wurden als Flussigkulturen in YPDA-Medium bei 30 °C Kkultiviert. Zur
Vereinzelung der Kolonien wurden Hefe-Zellen auf YPDA-Agarplatten ausplattiert, 3 — 5
Tage bei 30 °C inkubiert und einzelne Kolonien zum Animpfen von Flussigkulturen
verwendet, die einen Durchmesser von mindestens 2 — 3 mm hatten und nicht &lter als zwei
Monate waren.

Zur langeren Aufbewahrung bei - 80 °C wurden Hefe-Zellen in 500 pul YPDA-Medium
aufgenommen und mit 500 pl einer 50 %-igen Glycerollosung versetzt. Zur Kultivierung
bzw. Lagerung von transformierten Hefe-Klonen wurde anstelle des YPDA-Mediums ein
SD-Medium (,,Synthetic Dropout*) verwendet, welchem die zur Aufrechterhaltung des

Selektionsdruckes erforderlichen Aminosauren bzw. Nahrstoffe fehlten.

YPDA-Medium: 20 g/l Difco Pepton, 10 g/l Hefe-Extrakt, 0,003 % Adeninhemisulfat,
2 % Glucose
SD-Medium: 26,7 g/l Minimal SD Base (BD Biosciences Clontech),

100 ml/I 10 X Dropout-Erganzung
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2.2.2  Gentechnische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von RNA

Als Ausgangsmaterial fiir die Isolierung von gesamtzellularer RNA dienten 1 x 10° Zellen.
Die Lyse der Zellen und die Reinigung der RNA wurde mit Lésungen und Saulen des High
Pure RNA Isolation Kits (Roche Diagnostics, Mannheim) entsprechend den Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Qualitdt und Menge der isolierten RNA wurden anschlieend auf
einem denaturierenden 1 %-igen Formaldehyd-Agarosegel nach einer Farbung der 18S- und
28S-Bande mit Ethidiumbromid Gberpruft.

2.2.2.2 cDNA-Synthese

Die Synthese einzelstrangiger cDNA erfolgte unter Verwendung der Komponeneten des 1st
Strand cDNA Synthesis Kit fiir RT-PCR (Roche Diagnostics, Mannheim) und richtete sich
nach den Angaben des Herstellers. Als Ausgangsmaterial diente 1 pg gesamtzellulare RNA.
Bei den Oligonukleotiden handelte es sich um Hexa-Nukleotide deren Sequenz zufallig war
(,,Random Primer®). Die einzelstrangige cDNA diente anschlieBend als Matrize fir die
Amplifikation relevanter Gene mittels RT-PCR und genspezifischen Olignukleotiden (siehe
Abschnitt 2.1.10).

2.2.2.3 Agarose Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden, je nach GroRe, in Agarose-Gelen geeigneter Konzentration
aufgetrennt. Die Migrationsgeschwindigkeit der Fragmente ist dabei dem Logarithmus ihrer
GroRe umgekehrt proportional. Die Agarosekonzentration der verwendeten Gele betrug 0,7
bis 3 %. Die anzulegende Spannung berechnete sich aus dem Abstand der beiden
Elektroden und sollte etwa 3 V/cm betragen. Zur Detektion der Nukleinséduren wurde das
Gel nach dem Lauf fur ca. 15 min in einer Ethidiumbromidlésung (40 ng/ml) gebadet und
unter UV-Licht betrachtet.

Laufpuffer: 1 X TBE (45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA) oder
1 X TAE (40 mM Tris Acetat, 1 mM EDTA)
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2.2.2.4  Plasmid-Minipraperationen aus Hefe-Zellen

Zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefe-Zellen war ein enzymatischer Abbau der
Zellwand unter Verwendung einer Lyticase-L6ésung (5 units/pl) und einer Inkubation fir 2 h
auf 37 °C notwendig. Zusatzlich wurden die Zellen in einer 20 %igen SDS-L6sung fir 1
min stark gevortext und einmalig auf —20 °C schockgefroren. Die Plasmid-DNA wurde
anschliefend mit einer Phenol-Chloroform-Mischung (25:24) extrahiert und mit 100 %-
igem Ethanol prazipitiert. Da die Ausbeute an Plasmid-DNA im Verhaltnis zu genomischer
DNA gering war, konnte die Konzentration weder photometrisch noch im Agarose-Gel
bestimmt werden und eine zusétzliche Transformation von E.coli-Bakterien mit der
aufgereinigten DNA war erforderlich. Die plasmiddre DNA wurden nach der Lyse der

Bakterien Uber adsorptive GFX-Saulen (Amersham Pharmacia) isoliert.

2.2.2.5 Klonierung unter Verwendung von Restriktionsenzyme

Die relevante DNA-Sequenz wurde mit sequenzspezifischen Primern mittels einer
Standard-PCR amplifiziert, aus einem Agarose-Gel aufgereinigt und in den TOPO pCR 2.1-
Vektor (Invitrogen) kloniert. Um Fehler bei der DNA-Synthese zu vermeiden wurde eine
Pfu-Polymerase (2,5 u/ul, MBI fermentas) mit proofreading-Eigenschaften verwendet und
die Elongationszeit auf 2 min verlangert. Eine anschlieende Inkubation (10 min, 72 °C) mit
einer Tag-Polymerase ermdglichte die Generierung von Adenin-Uberhangen am 3"- und 5'-
Ende des Amplifikats, welche flr eine Ligation in den TOPO pCR 2.1-Vektor erforderlich
sind. Mit einem Aliquot des Ligationsansatzes wurden chemisch kompetente TOPO 10 F’
One Shot E.coli-Bakterien (Invitrogen) transformiert und nach einer Blau-WeiR-Selektion
die Plasmid-DNA aus den positiven, weien Transformanten isoliert. Da mit Hilfe der
verwendeten Primer an den Enden des Amplifikats Schnittstellen fiir Restriktionsenzyme
generiert wurden, konnte mittels Restriktionsverdau und Gelextraktion das Amplifikat
aufgereinigt werden.

Zur Ligation des Amplifikats in den Expressionsvektor wurde der Vektor linearisiert, an den
5"-Phosphat-Enden dephosphoryliert und aus einem Agarose-Gel unter Verwendung eines
Extraktions-Kits (High Pure Plasmid Isolation Kit, Roche Diagnostics) aufgereinigt. Fur die
Ligation wurden 50 ng Vektor-DNA eingesetzt und das molare Verhéltnis von Vektor und
Insert betrug 1:3. Die Reaktion wurde in 20 pl 1x Reaktionspuffer (Fermentas Life
Sciences) mit 5 U der T4 DNA Ligase (Fermentas Life Sciences) durchgefuhrt. Zuerst
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wurde der Vektor mit dem Insert im Reaktionspuffer vermischt und anschlielend die Ligase
zugefugt. Der Ligationsansatz wurde ber Nacht bei 16 °C inkubiert.

Mit 50 ng des Ligationsansatzes wurden anschlieend chemisch kompetente Bakterien des
Stammes DH5a transformiert und die Transformanten auf die durch den Expressionsvektor
vermittelte Antibiotika-Resistenz selektiert. Die aus positiven Transformanten isolierten
Plasmide wurden nach einem Kontrollverdau mit geeigneten Restriktionsenzymen zur

Sequenzierung an die Firma Sequiserve abgegeben.

2.2.2.6  Klonierung tber homologe Rekombination

2.2.2.6.1 Kilonierung in pDONR 207 (,,donor“-Vektor)

Die Gene fir Cyclophilin A (CyA) und FHL2 wurden unter Verwendung von spezifischen
Oligonukleotiden (siehe Abschnitt 2.1.10) mittels PCR amplifiziert. Dabei wurden uber die
Sequenz der Oligonukleotide an den Enden des PCR-Produktes attB-Seiten eingefuhrt. Als
Matrizen dienten die jeweiligen RZPD-cDNA-KIlone (siehe Abschnitt 2.1.5). Die PCR-
Produkte wurden in zwei Schritten generiert. Fir die erste PCR wurden die flr das jeweilige
Gen spezifischen Oligonukleotide verwendet. Die zweite PCR wurde mit externen
Oligonukleotiden durchgefihrt (,,attB1 external forward“ und ,,attB1 external reverse®). Die
angewendeten PCR-Programme sind in Abb. 2.1 beschrieben.

Die PCR-Produkte wurden anschlieBend in einem Agarosegel aufgetrennt und isoliert und
nach den Angaben des Herstellers tber homologe Rekombination in das Plasmid

pDONR207 kloniert (Gateway® BP Clonase™ Enzyme Mix, Invitrogen).

2.2.2.6.2 Subklonierung in pGADT7-dest (,,destination“-Vektor)

Die beiden Gene fir CyA und FHL2 wurden Uber homologe Rekombination in den
eukaryotischen Expressionsvektor pGADT7-dest kloniert. Die Rekombination zwischen
pDONR207 und pGADT7-dest ist eine gerichtete, enzymatische Reaktion, die durch
Proteine aus dem Bakteriophagen A und einem E.coli-kodierten Protein vermittelt werden.
Bei der Subklonierung wurde das Protokoll des Herstellers (Gateway® LR Clonase™
Enzyme Mix, Invitrogen) berticksichtigt, wobei die Rekombination zusatzlich mit 10 U
einer DNA-Topoisomerase | unterstiitzt wurde. 1 pl der LR-Reaktion wurde schliel3lich fur

die Transformation von elektrokompetenten Bakterien des Stammes DH10B verwendet. Zur
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1.PCR
2,5 min 94 °C
15 Zyklen: 155 94 °C
60 s 55°C
60 s 72 °C

2.PCR
5 Zyklen: 155 94 °C
30s 45 °C
60 s 68 °C
15 Zyklen: 155 94 °C
30s 55°C
60 s 68 °C

Abb. 2.1

PCR-Programme zur Amplifikation von Genen, die
anschlielend uber die BP-Reaktion in pDONR207
kloniert wurden.

Kontrolle wurden die aus positiven Klonen préparierten Plasmide zur Sequenzierung an die

Firma Sequiserve abgegeben.

2.2.2.7 Transfektion eukaryotischer Zellen mit Calciumphosphat

Um Zellen transient zu transfizieren wurden sie auf 100 mm-Kulturplatten bis zu einer
Konfluenz von 60 — 70 % kultiviert. 20 pug Plasmid-DNA wurden mit 500 pl einer 250 mM
CaCl,-Losung vermischt. Die DNA-CaCl,-Lésung wurde dann tropfenweise in 500 pl
2XHBS pH 7,05 gegeben, wobei der HBS-Puffer standig gevortext wurde. Zur Bildung von
Calcium-DNA-KTistallen wurde die Lésung 15 — 20 min bei RT inkubiert. Nach der Zugabe
von 6 ml frischem Medium wurde die Suspension auf die Zellen gegeben. Die
Transfektionseffizienz wurde anhand der Transfektion mit einem GFP-Plasmid (pTIT-GFP)

Uber Immunofluoreszenz kontrolliert.

2 X HBS pH 7,05: 50 mM HEPES, 1,5 mM Nay,HPO,4 X 2 H,0, 280 mM NacCl,
12 mM Glucose

2.2.2.8 Transformation von E.coli-Bakterien mittels Hitzeschock
Die Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Bakterien des Stammes DH5a erfolgte durch
Inkubation einer Kultur in TFB-Puffer auf Eis (Hannahan, 1985). Zu einem Aliquot (200
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ul) der so behandelten Bakterien wurden ca. 50 ng eines Ligationsansatzes bzw. 1 ng
Plasmid-DNA und 7 pl DMSO pipettiert und fur 2 min bei 42 °C im Wasserbad erhitzt.
Nach Zugabe von glukosesupplementiertem (10 mM) SOB-Medium und einer 90-minitigen
Anzucht bei 37 °C wurde die Zellsuspension auf Agar-Platten, die mit den entsprechenden

Antibiotika angereichert waren, ausplattiert und iber Nacht bei 37 °C inkubiert.

TFB-Puffer: 10 mM K-Mes pH 6,2, 50 mM CaCl,, 45 mM MnCl,, 100 mM RbClI
SOB-Medium: Bacto-Trypton (20 g), Bacto-Hefeextrakt (5 g), NaCl (0,5 g),
10 mM MgCl,, ad 950 ml H,O

2.2.2.9 Transformation von E.coli-Bakterien mittels Elektroporation
Zur Praparation von elektrokompetenten E.coli-Bakterien des Stammes DH10B wurde eine

Kultur (1 1) in 2 X YT-Medium mit 10 ml einer Ubernachtkultur angeimpft und bei 37 °C
geschdttelt. Bei einer ODggo Von 0,5 (nach ca. 3 h Inkubation) wurde die Kultur fir 20 min
auf Eis abgekuhlt. Die durch Zentrifugation (6000 UpM, 10 min, 4 °C) in einem
vorgekuhlten Rotor pelletierten Bakterien wurden zweimal mit jeweils 250 ml kaltem H,O
gewaschen und abzentrifugiert (s.0.). Nach zweimaligem Waschen in 125 ml 10 % Glycerol
wurden die Zellen in 3 ml 10 % Glycerol resuspendiert, zu 50 ul aliquotiert und auf - 80 °C
bis zum weiteren Gebrauch gelagert.

Zur Transformation wurden 50 pl der elektrokompetenten DH10B-Bakterien auf Eis
aufgetaut. Nach Zugabe von 10 -200 ng plasmidédrer DNA und einer Inkubation von 15 min
auf 4 °C wurden die Zellen in bereits auf Eis vorgekihlte Kdivetten mit einem
Elektrodenabstand von 2 mm dberfihrt. Die Zellen wurden anschliefend mit einer
Spannung von 2,5 kV fur 5 ms elektroporiert. Nach Aufnahme der Bakterien in 1 ml SOC-
Medium und Schtteln fir 90 min auf 37 °C wurden sie auf LB-Platten ausplattiert, die mit

einem dem plasmidéaren Selektionsmarker entsprechenden Antibiotikum angereichert waren.

SOC-Medium: 2 % Bactotrypton, 0,5 % Hefe-Extrakt, 10 mM NacCl, 2,5 mM
KCI,10 mM MgCl;,, 10 mM MgSO,, 20 mM Glucose
2 X YT-Medium: 16 g/l Trypton, 10 g/l Hefe-Extrakt, 5 g/l NaCl
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2.2.2.10 Sequentielle Transformation von S.cerevisiae-Hefen mit der PEG/LiAc-
Methode (Ito et al., 1983; Schiestl & Gietz, 1989; Hill et al., 1991; Gietz et al.,
1992)

S.cerevisiae -Hefen des Stammes AH109 wurden nacheinander zuerst mit dem Bait-Vektor
und anschlieBend mit dem Prey-Vektor transformiert. Bei dem Prey-Vektor handelte es sich
um eine cDNA-Bibliothek aus HEK293-Zellen, die bereits in das Plasmid pACT2 integriert

war (siehe unter 2.1.11).

2.2.2.10.1 Transformation im kleinen Maf3stab

Fur die Transformation des Hefestammes AH109 mit einem Plasmid, das fir ein
Fusionsprotein von einer GAL4-DNA-Bindedoméne und dem Bait kodierte, war eine
Transformation im kleinen Malistab ausreichend. Die Hefezellen wurden mit der
PEG/LiAc-Methode chemisch kompetent gemacht. Dazu wurden 3 ml YPDA-Medium mit
einer Hefekolonie angeimpft und 8 h auf 30 °C geschiittelt. 5 pl der Vorkultur wurden in 50
ml YPDA-Medium uberfuhrt und die Kultur bei 30 °C fir 16 h geschittelt. Nach
Zentrifugation bei 700 g fur 5 min bei Raumtemperatur wurde das Zell-Pellet in 100 ml
YPDA-Medium aufgenommen und erneut bei 30 °C geschiittelt bis die ODgo einen Wert
zwischen 0,4 und 0,5 erreichte. Die Zellen wurden nach der Zentrifugation (s.0.) zuerst mit
60 ml TE-Puffer und anschlieBend mit 3 ml 1,1 X TE/LiAc-Losung gewaschen. Die
Resuspension wurde auf zwei Eppendorf-Gefalie verteilt, abzentrifugiert (s.0.) und jeweils
in 600 ul 1,1 X TE/LiAc aufgenommen. Die Transformation wurde wie in Tabelle 2.1
beschrieben angesetzt.

Nach einer Inkubation des Transformationsansatzes fir 30 min auf 30 °C und leichtes
vortexen alle 10 min, wurde jedem Ansatz 20 pul DMSO zugegeben. Die Zellen wurden
anschlieRend fir 15 min bei 42 °C im Wasserbad inkubiert und dabei alle 5 min leicht
gevortext. Nach kurzem Abzentrifugieren ist das Zell-Pellet in 1 ml YPD Plus Liquid
Medium™ aufgenommen und fir 90 min bei 30 °C inkubiert worden. Die Hefe-Zellen
wurden auf SD-Platten ausplattiert und fiir 48 h bei 30 °C inkubiert. Dabei war in dem SD-
Medium eine essentielle Aminoséure nicht enthalten, deren endogene Synthese durch die

plasmidare DNA ermdglicht wurde.
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Plasmid-DNA 250 ng

Herring Testes Carrier DNA(10 mg/ml), denaturiert* 50 ug

Kompetente AH109-Zellen 50 pl

PEG/LIAC 500ul
Tab. 2.1

Transformationsansatz fiir S.cerevisiae-Hefen im kleinen
Malstab.* Die Carrier-DNA wurde bei 95 °C fiur 5 min
denaturiert und auf Eis abgekihlt. Die Denaturierung wurde
zweimal wiederholt.

1,1 X TE/LiAc: 1 X TE-Puffer, 100 mM LiAc
PEG/LIAc: 40 % PEG (Polyethylenglykol 3350), 1 X TE-Puffer, 100 mM LiAc

2.2.2.10.2 Transformation der cONA-Bibliothek im groRen Mal3stab

Um Hefen mit der DNA einer cDNA-Bibliothek zu transformieren war eine Transformation
im grofRen Malistab notwendig. Verwendet wurden dabei Hefen des Stammes AH109, die
bereits mit dem Bait-Plasmid transformiert waren. Die Hefe-Zellen wurden dafur wie unter
2.2.2.10.1 beschrieben mittels der LiAc-Methode chemisch kompetent gemacht. Die

Transformation wurde wie in Tabelle 2.2 beschrieben angesetzt.

Plasmidare cDNA (0,54 pg/ul) 32,4 ug

Hering Testes Carrier DNA(10 mg/ml), denaturiert 2 mg

AH109-Bait 1ml

PEG/LIAC 6 ml
Tab. 2.2

Transformation von stabilen Hefe-Klonen
mit einer cDNA-Bibliothek im groRRen
MaRstab.

Technisch hatte die Transformation den gleichen Ablauf wie im kleinen MaRstab. Die
folgenden VVolumina bzw. Inkubationszeiten wurden erhéht: 700 ul DMSO, Hitzeschock fur
20 min, Resuspension der Zellen nach dem Hitzeschock in 5 ml YPDA Plus Liquid Medium
(BD Biosciences Clontech). Die Zellen wurden in 10 ml TE-Puffer aufgenommen und mit

hoher Stringenz auf eine Bait-Prey-Interaktion selektioniert. Dazu wurden jeweils 200 pl
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des Transformationsansatzes auf insgesamt 50 SD/-Leu/-Trp/-His/-Ade-Platten (150 mm)
ausplattiert und fur mindestens 8 Tage bei 30 °C inkubiert.

Parallel zu der Transformation im groflen Malistab wurde eine Kontrolltransformation mit
pACT2 im kleinen Malistab wie wunter 2.2.2.10.1 durchgefuhrt. Von der
Kontrolltransformation wurden 1:100- bzw. 1:1000-Verdinnungen auf SD/-Leu/-Trp-
Agarplatten ausplattiert und fur 72 h auf 30°C inkubiert. Nach Auszéhlen der Kolonien

konnte so die Transformationseffizienz bestimmt werden.

2.2.2.11 Titration und Amplifikation der cONA-Bibliothek

Von der MATCHMAKER HEK 293 cDNA-Bibliothek (siehe Abschnitt 2.1.11) wurden 50
bzw. 100 pl einer 1:100.000-Verdunnung auf LB/Amp-Platten ausplattiert und 36 h bei 30
°C inkubiert. Die Anzahl der unabh&ngigen Klone pro ml Medium wurde anschlielend
bestimmt (cfu/ml).

Um insgesamt 4 x 10° unabhangige Klone zu amplifizieren wurden 3,125 pl der cDNA-
Bibliothek in 20 ml LB/Amp-Medium aufgenommen, auf 100 150 mm LB/Amp-Platten
ausplattiert und 36 h bei 30 °C inkubiert. Die gewachsenen Klone wurden mit jeweils 5 ml

LB/Amp-Medium von den Agar-Platten in eine Suspensionskultur tberfuhrt und vereinigt.

2.2.2.12 Reinigung der cDNA-Bibliothek im diskontinuierlichen CsCIl-Gradienten
Zur Préparation der Plasmid-DNA wurden 25 ml der mit der cDNA-Bibliothek
transformierten Bakterienkultur in 1 | LB/Amp resuspendiert und fur 5,5 h bei 30 °C
kultiviert. Die plasmidare DNA wurde nach einem modifizierten Protokoll von Birnboim &
Doly (1979) und Ish-Horowicz & Burke (1981) durch alkalische Lyse isoliert. Dazu wurden
500 ml der Bakterien-Kultur fir 15 min bei 4000 UpM und 4 °C zentrifugiert, das Zell-
Pellet in 18 ml Ldésung 1 resuspendiert und 2 ml einer frisch angesetzten Lysozym-Ldsung
(10 mg/ml in 10 mM Tris, pH 8,0) zugegeben. Nach Zugabe von 40 ml der Ldsung 2,
mehrmaligem Invertieren der Suspension und Inkubation fir 10 min bei RT wurde die
Alkalische Lyse durch Zugabe von 20 ml eiskalter Losung 3 beendet. Das Lysat wurde
anschlieBend 10 min auf Eis inkubiert und fir 15 min bei 4 °C mit 4000 UpM zentrifugiert.
Um verbleibende Zellbestandteile im Uberstand zu entfernen wurde die Losung Gber einen

mehrlagigen Mull zusatzlich filtriert. Die DNA wurde mit 36 ml Isopropanol
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(Volumenanteil von 0,6) durch Zentrifugation schlieBlich geféllt. Nachdem die Plasmid-
DNA mit 70%igem Ethanol gewaschen und in 3 ml TE-Puffer (pH 8,0) aufgenommen
wurde, konnte die DNA-Konzentration mittels Extinktion bei einer Wellenldnge von
260/280 nm bestimmt werden.

Um die DNA zu reinigen wurde eine Gleichgewichtszentrifugation in einem
diskontinuierlichen CsCI-Gradienten durchgefiihrt. Dazu wurde die DNA-LGsung mit 8,4 g
CsCl versetzt, die Suspension auf 30°C erhitzt und gerihrt bis das Salz vollstandig gel6st
war. Das Gewicht der Losung wurde mit TE-Puffer exakt auf 13,2 g eingestellt. Um die
DNA im Gradienten sichtbar zu machen wurde die Lésung mit 200 pl Ethidiumbromid (10
mg/ml in H,0) versetzt und umgehend geschittelt bis der Farbstoff homogen verteilt war.
Nach Zentrifugation der Lésung mit 8000 UpM bei Raumtemperatur bildete sich ein
Schaum an der Oberflache, der aus Komplexen von bakteriellen Proteinen und
Ethidiumbromid besteht. Die rotgefarbte, klare Losung wurde mit Hilfe einer Pasteur-
Pipette in ein Zentrifugen-Rohrchen Uberfuhrt, das bereits mit einer CsCI-Losung (r = 1,47
g/ml) befullt wurde. Die DNA-L&sung wurde dabei unter die CsCI-Ldsung geschichtet. Der
Gradient wurde anschlie3end in einer Ultrazentrifuge fir 24 h bei 60000 UpM zentrifugiert.
Die hoher laufende der zwei sichtbaren, rotgefarbten DNA-Banden besteht aus linearer,
chromosomaler bzw. aufgebrochener zirkularer DNA. Die im Gradienten niedriger laufende
Bande mit einer héheren Dichte enthdlt die superhelikale plasmidare DNA, die mit einer
Infusionsnadel entnommen wurde. Dazu wurde das Zentrifugenréhrchen mit einer
zusatzlichen Infusionsnadel auf der Oberseite angestochen. Die Einstichstelle der
Infusionsnadel zur Entnahme der superhelikalen DNA lag unterhalb der DNA-Bande, um
ein passives Ablaufen der Lésung zu ermdglichen und wurde vorher mit einem Tape-Band
abgeklebt. Die Plasmid-DNA wurde in einem Eppendorf-Cup aufgefangen.

Das zwischen die DNA-Strange interkalierte Ethidiumbromid wurde durch eine Extraktion
mit einer n-Butanol-Ldsung (gesattigt mit 1M NaCl)/Wasser-Emulsion (Volumen-verhaltnis
1:1) entfernt. Die Extraktion wurde bis zur Farblosigkeit der beiden Phasen mehrmals
wiederholt. Die extrahierte DNA in der walrigen Phase wurde mit 10 M Ammoniumacetat
(Volumenverhéltnis 1:1) und 95 %igem Ethanol (Volumenverhédltnis 2:1) geféllt.
AnschlieRend wurde der Ansatz 15 min bei 4°C inkubiert und bei 10000 g fiir 15 min bei
4°C zentrifugiert. Das DNA-Pellet wurde mit 75 %igem Ethanol gewaschen, in 200 ul TE-

Puffer (pH 8,0) aufgenommen und die DNA-Konzentration photometrisch bestimmt.
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Losung 1: 50 mM Glucose, 25 mM Tris HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0)
Losung 2: 0,2 N NaOH, 1% SDS
Losung 3: 60 ml 5 M Na-Acetat, 11,5 ml Eisessigsaure, 28,5 ml H,O

2.2.2.13 Sonstige DNA-Arbeitstechniken

Die Anwendung allgemeiner Techniken, die im Umgang mit Nukleinsduren benutzt
wurden, wie beispielsweise Phenolextraktion, Ethanolprazipitation von Nukleinséduren und
deren Konzentrationsbestimmung im Spektralphotometer, enzymatische
Restriktionshydrolyse, Dephosphorylierung von DNA-Enden mit alkalischer Phophatase,
Préparation von Plasmid-DNA (ber Affinitdtsmatrices, Ligation freier DNA-Enden, usw.

erfolgte in Anlehnung an Standardprotokolle (Maniatis et al., 1989).
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2.2.3  Proteinbiochemische Methoden

2.2.3.1 Praparation von Protein-Extrakten aus Hefekulturen nach der
Harnstoff/SDS-Methode (Printen & Sprague, 1994)

50 ml-Fliissigkulturen wurden mit Ubernachtkulturen des jeweiligen Hefestammes beimpft
und bei 30 °C geschuttelt bis eine ODggo von 0,4 - 0,6 erreicht wurde. Nach schnellem
Abkiihlen der Kulturen durch Uberfiihren in 50 ml-Falcons, die zur Halfte mit Eis gefiillt
waren, wurden die Zellen in einem vorgekiihlten Rotor mit 1000 g bei 4 °C fir 5 min
abzentrifugiert. Nach einmaligem Waschen mit eisgekiihltem H,O wurden die Zellen bis zur
Lyse auf - 80 °C aufbewahrt.

Zur Herstellung der Protein-Extrakte wurde die Harnstoff/SDS-Methode nach Printen &
Sprague (1994) verwendet. Fur 7,5 ODggo-Einheiten wurden jeweils 100 ul Cracking-Puffer
eingesetzt. Die ODggo-Einheiten berechnen sich aus dem Volumen der eingesetzten
Hefekultur in ml multipliziert mit der gemessenen ODgy. Der Cracking-Puffer wurde auf
60°C vorgewarmt, auf das gefrorene Zell-Pellet gegeben und die Suspension weitere 2 min
auf 60 °C inkubiert. Da PMSF mit einer Halbwertszeit von ca. 7 min in walrigen Losungen
sehr schnell degradiert wird, wurde es dem Cracking-Puffer erst kurz vor der Verwendung
und im Verlauf des Aufschlusses in Abstdnden von ca. 7 min zugegeben. Jede
Zellsuspension wurde anschliefend mit Glas-Kigelchen (80 ul Glas-Kigelchen fur 7,5
ODgoo-Einheiten) fur 1 min gevortext, die Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 14000
UpM fiir 5 min pelletiert und der Uberstand in einem neuen Eppendorf-GefaR auf - 80 °C

aufbewahrt.

Cracking-Puffer: 8 M Harnstoff, 5 % SDS, 40 mM Tris-HCI (pH 6,8),
0,1 mM EDTA, 0,4 mg/ml Bromphenolblau,
10 pl f~-Mercaptoethanol, 70 pl Protease Inhibitor
Cocktail (Roche Diagnostics), 50 ul 100 X PMSF-
Stockldsung, ad 1ml H,O

2.2.3.2 Aufreinigung von GST-Fusionsproteinen und “Pull down* Assay
Bakterien des Stammes BL21 wurden mit GST-Konstrukten (Glutathion-S-Transferase)

transformiert und bei 37 °C bis zu einer ODgy von 0,6 kultiviert. Nach Zugabe von 1 mM
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IPTG und einer weiteren Kultivierung Uber Nacht bei 30°C wurde die Bakterienkultur fir
15 min bei 4°C und 5000 UpM abzentrifugiert, das Pellet in 2 ml PBS/Lysozym (1 mg/ml)
aufgenommen und 30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterienkulturen wurden zusétzlich
dreimal fur jeweils 10 sec mit einem Branson Sonifier 450 sonifiziert (output control level
3). Nach einer Zentrifugation fir 15 min bei 14000 UpM und 4 °C wurde der Uberstand mit
75 ul Glutathion Sepharose vermischt. Die Bindung der GST-Konstrukte an die Glutathion
Sepharose erfolgte durch 30 minutiges Schitteln bei RT. Die Glutathion-GST-Prézipitate
wurden anschlieRend pelletiert und dreimalig mit Waschpuffer gewaschen. Fir die Analyse
der Proteinexpression mit der Coomassie Blue-Farbung wurden die Prazipitate in LAmmli-
Puffer aufgenommen und 10 min bei 95 °C erhitzt. Fir die ,,Pull down*-Assays wurden die
GST-Prazipitate mit Gesamtzell-Lysaten der Zelllinie FaDu Uber Nacht bei 4°C inkubiert.
Die pelletierten Glutathion-GST-Komplexe wurden anschlieBend dreimal mit Waschpuffer
gewaschen und nach einer Resuspension in Lammli-Puffer fir 10 min bei 95 °C erhitzt. Die

Bindungsreaktion wurde mittels Immunoblot analysiert.

Waschpuffer: 50 mM Tris pH 7,8, 100 mM NaCl, 5 mM MgCl;, 0,5 %Triton X-100

2.2.3.3 Immunoblot

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in 10 — 17 %igen SDS-Polyacryl-
amidgelen (SDS-PAGE) aufgetrennt (Laufbedingungen: 120 V, 30 mA/Gel) und
anschlieBend auf Immobilon-P Transfer- bzw. Nitrocellulose-Membranen (bertragen
(Westernblot, 100 V, 500 mA). Zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen wurde die
Membran 2 h in Blockpuffer bei Raumtemperatur inkubiert. Die Detektion der Proteine
erfolgte mit spezifischen Antikérpern (1:1000-Verdinnung in TBS/Tween), wobei die
immobilisierten Proteine Uber Nacht bei 4 °C mit den primédren Antikorpern inkubiert
wurden. Nach mehrmaligem Waschen der Membran mit TBS/Tween wurde der primare
Antikorper durch einen Peroxidase-konjugierten Sekundarantikérper detektiert (1 h, RT)
und die Membran wiederum mehrmals mit TBS/Tween gewaschen. Zur Visualisierung des
gebundenen sekundaren Antikorpers wurde der ECL-Kit (Amersham Pharmacia) verwendet

und die Membran entsprechend den VVorgaben des Herstellers behandelt.

Blockpuffer: PBS/Milch (3-5 %), PBS/BSA (1 %) oder Roti-Block (Roth)
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TBS/Tween: Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS) gepufferte Losung,
0,2 % Tween 20

2.2.3.4 Ko-Immunprézipitation

Die Ko-Immunprézipitation wurde mit Lysaten von Zellen durchgefiihrt, die mit den
Plasmiden pGADT7-dest und pcDNA3.1 kotransfiziert waren. Der T7-Promoter der beiden
Plasmide diente als Bindungsstelle fur eine T7-RNA-Polymerase, die von dem
rekombinanten Vaccinia-Virus vT7 exprimiert wurde. HelLa-Zellen wurden auf 10 cm
Kulturplatten kultiviert und mit vT7-Virus in Serum-freiem Medium infiziert. Direkt nach
der Infektion wurden die Zellen mit jeweils 10 pg der beiden Expressionsvektoren nach der
Calciumphosphat-Methode transfiziert und fiir 24 h inkubiert. Die Transfektionseffizienz
wurde durch ein GFP-Plasmid mit einem T7-Promoter kontrolliert. Die Lyse der Zellen
erfolgte durch eine 30-minitige Inkubation mit 1 ml Lysispuffer (50 mM Oktylglucosid
bzw. 0,5 % Triton X-100) auf 4°C. Zur Entfernung von ungeldsten Zellbestandteilen
wurden die Lysate bei 20500 g und 4 °C zentrifugiert und der Uberstand mit 50 pl Protein
G-Sepharose inkubiert. Die Prazipitation der Proteine aus dem Uberstand wurde mit 1 pg
eines anti-EpCAM-Antikorpers (HO-3) bzw. eines anti-HA-Antikorpers (Klon 3F10, Roche
Diagnostics) und 50 pl Protein G-Sepharose durchgefiihrt. Der Ansatz wurde dazu Uber
Nacht bei 4 °C geschittelt. Die Sepharose-Kigelchen wurden anschliefend dreimal mit
jeweils 500 pl eiskaltem Lysispuffer gewaschen und in La&mmli-Probenpuffer
aufgenommen. Nach Erhitzen der Proben fiir 10 min auf 95 °C wurden die Prézipitate mit
der SDS-PAGE aufgetrennt.

50 mM Oktylglucosid: 50 mM Oktylglucosid, 140 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 20 mM
Tris pH 7,6, 1 X Protease Inhibitor Cocktail (Roche
Diagnostics)

0,5 % Triton X-100: 0,5 % Triton X-100, 140 mM NaCl, 5 mM MgCl,, 20 mM Tris
pH 7,6, 1 X Protease Inhibitor Cocktail (Roche Diagnostics)
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2.2.4  Sonstige Methoden

2.2.4.1 ldentifizierung der cDNA-Sequenzen aus positiven Yeast Two-Hybrid-
Transformanten

Um die cDNA-Sequenzen zu identifizieren, die flr eine positive Two-Hybrid-Interaktion
verantwortlich waren, wurden die Plasmide aus den AH109-Klonen isoliert (siehe Abschnitt
2.2.2.4), die unter hoher Stringenz auf SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade-Platten proliferierten. Die
unterschiedlichen bakteriellen Resistenzmarkergene auf dem Bait- und dem Prey-Vektor
ermoglichten die Isolierung des Prey-Plasmides durch eine Selektion auf Ampicillin-
Resistenz.

Zur Sequenzierung wurden die isolierten cDNA-Plasmide an die Firma Sequiserve
abgegeben. Die DNA-Sequenzen wurden im Leseraster der GAL4-Aktivierungsdoméne in
die entsprechende  Amminosdure-Sequenz  translatiert und mit Hilfe eines
Datenbankabgleichs homologe Sequenzen bereits bekannter, humaner Proteine identifiziert

(Protein-protein BLAST von NCBI = National Center for Biotechnology Information).

2.2.4.2 B-Galactosidase Filter Assay (Breeden & Nasmyth, 1985)

Bei einer Protein-Protein-Interaktion zwischen dem intrazellularen Anteil von EpCAM und
einem Peptid der cDNA-Bibliothek wird die Expression des lacZ-Genes induziert. Das
Substrat X-Gal kann von den Hefen, die interagierende Proteine exprimieren,
verstoffwechselt werden und fiihrt zu einer Blaufarbung der entsprechenden Klone.

Positive Two-Hybrid-Klone wurden fur 2-4 Tage auf SD/-Leu/-Trp-Platten bei 30°C
kultiviert. Die Kolonien wurden anschlief3end durch Auflegen von sterilem Whatman-Filter
auf den Agar aufgenommen und das Whatman-Filter zur Permeabilisierung der Zellen in
fliissigem Stickstoff fir 10 sec schockgefroren (Schneider et al., 1996). Nachdem der Filter
mit den permeabilisierten Zellen bei RT aufgetaut war, wurde er mit den Hefe-Kolonien auf
der Oberseite auf einen weiteren Whatman-Filter gelegt, der mit Z-Buffer/X-Gal-L6sung

getrankt war. Die Whatman-Filter wurden anschlieRend fir 5 h bei 30°C inkubiert.
Z-Puffer: Na,HPO, 16,1 g/l, NaH,PO, 5,5, KCI 0,75, MgSO, 0,246

Z-Puffer/X-gal-Lésung: Z-Puffer 100 ml, f-Mercaptoethanol 0,27 ml, X-gal
(20 mg/ml in DMF) 1,67 ml
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2.2.4.3 Bestimmung der Oberflachenexpression mittels Durchflusszytometrie
Die Expression von Proteinen an der Oberflache von Zellen kann mit Hilfe von spezifischen

Antikérpern und eines Durchflusszytometers quantifiziert werden. 2 x 10° Zellen wurden
mit einer 1:50-Verdinnung eines o-EpCAM-Antikorpers in FACS-Puffer fur 30 min
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit FACS-Puffer wurden die Zellen in einer 1:50-
Verdunnung eines fur den Priméarantikorper spezifischen o-lgG-FITC-markierten
Antikorpers (1 mg/ml) suspendiert und fir 30 min inkubiert. Nach wiederholtem Waschen
wurde die Oberflichenexpression von EpCAM in einem FACScalibur™ (Becton-Dickinson)

bestimmt.

FACS-Puffer: PBS + 5 % FCS
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3. Ergebnisse

3.1 Expression von EpCAM in humanen Epithelzellen

3.1.1 Modulation der Transkription von Egr-1, CaM | und RhoB durch EpCAM

Die Expression von EpCAM verursacht unter Serum-reduzierten Bedingungen in humanen
Epithelzellen eine verstarkte Proliferation, morphologische Verénderungen der Zellen und
eine erhohte metabolische Aktivitat (Miinz et al., 2004). Uber die Veranderungen auf
molekularer Ebene die fiur diese phanotypischen Verdnderungen ursachlich sind, ist bis dato
wenig bekannt. Anhand von nukledren Run-On Experimenten mit Clontech Atlas Arrays
Human Cancer 1.2 konnten bereits mehrere Gene identifiziert werden, deren Expression
von einer EpCAM-Expression moduliert wird (Quelle: Promotionsarbeitarbeit M. Minz).
Es erschien deshalb interessant diese Ergebnisse mit einem alternativen Versuchsansatz zu
bestétigen.

Mittels reverser Transkription einer gesamtzellularen cDNA und Amplifikation relevanter
MRNASs Uber eine PCR ist es moglich die transkriptionelle Aktivitat von Genen quantitativ
zu erfassen. Herangezogen wurde dazu die zellulare RNA von stabilen Klonen der Zelllinie
HEK293, die mit EpCAM bzw. dem entsprechenden Leervektor transfiziert sind. Eine
differentielle Genexpression, die mit den bereits vorhandenen Daten aus den Run-On-
Experimenten Ubereinstimmen, konnte fur die Gene von Egr-1, CaM | und RhoB gezeigt
werden (Abb. 3.1). Fur die Gene von CDC28 Protein Kinase 1, RFC 37, CD59 und 14-3-3
sigma konnte die in Run-On Experimenten ermittelte Regulation nicht bestatigt werden. Die
Menge an eingesetzter cDNA war in den verwendeten Zelllinien, wie an der Amplifikation
der mRNA fur das ,,Housekeeping“-Gen GAPDH zu erkennen ist, vergleichbar.

Die Menge an Transkripten der Gene fir CaM | und RhoB wird in den HEK293-EpCAM-
Zellen durch die Expression von EpCAM erhéht, wahrend die transkriptionelle Aktivitat
des Egr-1-Genes durch eine EpCAM-Expression gehemmt wird (Abb. 3.1).

Der EpCAM-reprimierte Transkriptionsfaktor Egr-1 (,,Early growth response®) supprimiert
die Transformation und fordert die Apoptose von Zellen (Li et al., 1998). Das EpCAM-
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induzierte RhoB (,,Ras homolog B*) ist an der Regulation des Cytoskeletts und der
Adhaésion beteiligt (Hall, 1998).

Bei dem Protein CaM | (Calmodulin 1) handelt es sich um eine Ca -bindendes Protein, das
eine grofle Anzahl von Enzymen, welche am Zellzyklus und —wachstum beteiligt sind,
reguliert (Means et al., 1991). Da die Uberexpression von EpCAM den Zellzyklus
beeinflusst, erschien es interessant eine EpCAM-induzierte transkriptionelle Aktivierung

von Calmodulin I mit weiteren Experimenten zu verifizieren.

Abb. 3.1

Regulation der Transkription von CaM
I, Rho B und Egr-1 durch EpCAM. Die
MRNA-Menge der analysierten Gene
wurde mittels RT-PCR quantifiziert. Die
gesamtzellulare  RNA  wurde  aus
HEK293-Zellen isoliert, die mit einem
EpCAM-Expressionsplasmid bzw. dem
entsprechenden Leervektor stabil
transfiziert waren. Die Verwendung
gleicher Mengen an cDNA wurde (ber
die RT-PCR von GAPDH Kkontrolliert.
Die PCR-Amplifikate wurden in einem
2%-igem Agarose-Gel aufgetrennt und
mit Ethidiumbromid angefarbt. Gezeigt
sind die repréasentativen Ergebnisse aus
drei unabhéngigen Experimenten.
Negativ-Kontrolle: RT-PCR ohne cDNA.

EpCAM

CaM 1

RhoB

Egr-1

GAPDH
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3.1.2 EpCAM-Expression beeinflusst die CaM I-Transkription in Karzinomzelllinien

Die mogliche Korrelation zwischen der Expression von EpCAM und Calmodulin | wurde in
Karzinomzelllinien untersucht, die sich beziglich ihrer EpCAM-Expression an der
Zelloberflache signifikant unterscheiden. Die Menge an EpCAM, die in Karzinomzelllinien
an der Zelloberflache exprimiert wird, wurde mit den EpCAM-spezifischen Antikdrpern
HO-3 bzw. C215 im Durchflusszytometer bestimmt. Es zeigte sich, das sich die
Hypopharynx-Karzinomzelllinien PCI-1, FaDu und Ant-1 beziglich ihrer EpCAM-
Expression signifikant unterscheiden. Deshalb wurden fur die Synthese der cDNA diese
drei Zelllinien herangezogen. Die Amplifikation der CaM I-cDNA erfolgte unter
Verwendung von genspezifischen Primern (CaM | bw, CaM | fw). Um die Vergleichbarkeit
zu gewabhrleisten, war die Menge an eingesetzter gesamtzellularer cDNA (ber die RT-PCR
des ,,Housekeeping“-Genes GAPDH kontrolliert worden.

Es zeigte sich, wie in Abb. 3.2 dargestellt, dass die Menge an CaM I-mRNA in den
Karzinomzelllinien mit der Menge an EpCAM an der Oberflache der Zellen korrellierte.
Sowohl EpCAM als auch die mRNA von Calmodulin wurden bei PCI-I-Zellen am starksten
exprimiert. Signifikant schwécher ausgepréagt sind die beiden Versuchsparameter bei der
FaDu-Zelllinie. Die Ant-I-Zellen sind sehr schwach EpCAM-positiv und weisen
gleichzeitig die geringste Menge an CaM I-mRNA auf. Die gezeigten transkriptionellen
Effekte einer de novo- bzw. einer nativen Expression von EpCAM in humanen Zelllinien
konnten aufgrund der unzureichenden Spezifitdt der erhaltlichen Antikorper auf der
Proteinebene nicht verifiziert werden.

Im weiteren Verlauf der Arbeit stand es im Vordergrund Proteine zu identifizieren, die mit

der zytoplasmatischen Domane von EpCAM direkt interagieren.
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Abb. 3.2

Korrelation der Oberflachenexpression von
EpCAM und der Menge an mRNA von CaM | in
Karzinomzelllinien. Oben: Die EpCAM-Expression
an der Zelloberflache von PCI-1-, FaDu- und Ant-1-
Zellen wurde mittels Durchfluss-zytometrie mit dem
EpCAM-spezifischen Antikérper HO-3 und FITC-
markierten  a-lgGs  quantifiziert. Die grau
unterlegten Flachen reprasentieren EpCAM und die
weill unterlegten die FITC-Kontrolle. Links: Das
mRNA-Level von CaM | in den drei analysierten
Zelllinien wurde mittels RT-PCR bestimmt. Die
GAPDH-Kontrolle gewahrleistet die Verwendung
identischer Mengen an gesamtzelluléarer cDNA.

PCI-1

FaDu

Ant-I

3.2 Intrazellulére Protein-Protein-Wechselwirkungen von EpCAM

3.2.1 Herstellung eines AH109-Bait-Stammes fiir einen Yeast Two-Hybrid-
Screen

Bei einem Yeast Two-Hybrid-Screen werden ein Bait-Gen als Fusion mit einer GAL4-DNA
Bindungsdoméne (DNA-BD) und Gene einer cDONA-Bibliothek als Fusion mit einer GAL4-
DNA-Aktivierungsdomane (DNA-AD) in einem Hefe-Reporterstamm exprimiert. Kommt
es zu einer Interaktion zwischen dem Bait- und einem cDNA-Fusionsprotein werden die
DNA-BD und die DNA-AD in rdumliche Nahe gebracht, wodurch die Transkription von
Reporter-Genen aktiviert wird (siehe Abb. 3.3). Als Expressionssytem wird der
S.cerevisiae-Hefestamm AH109 verwendet. Die vier Reportergene in AH109 ADE2, HIS3,
lacZ und MEL1 stehen unter der Kontrolle von drei verschiedenen GAL4 UASs (,,upstream
activating sequences®) und TATA-Boxen (siehe Abb. 3.4). ADE2 und HIS3 ermdglichen
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Abb. 3.3

Prinzip des Yeast Two-Hybrid. Die DNA-Bindedoméne (DNA-BD) besteht
aus den Aminosdauren 1 — 147 des GAL4-Proteins. Das GAL4-Protein bindet
GAL UAS im 5 -Bereich des Reportergens. Die DNA-Aktivierungsdomane
(DNA-AD) besteht aus den Aminoséuren 768 — 881 des GAL4-Proteins und
fungiert als transkriptioneller Aktivator.

eine Nahrselektion mit hoher Stringenz und reduzieren dadurch das Auftreten von falsch-

positiven Klonen (James et al., 1996). MEL1 und lacZ stehen unter der Kontrolle des

gleichen GAL4 Promoters, wobei MEL1 flr eine a- und lacZ fir eine B-Galactosidase

codiert.

GALHNUAS GALSTATA HISS

CAL2 VRS @ALZ TAA DEZ

MEL1 UAS MEL1 TATA lacZ

MEL] UAS MIELT TATA EN]
Abb. 3.4

Reportergen-Konstrukte in dem Hefestamm AH109. Die Reportegene HIS3,
ADEZ2, lacZ/MEL1 stehen unter der Kontrolle von drei vollstdndig heterologen
cis-aktivierenden Transkriptions- (UAS: ,,upstream activating sequence”) und
Minimal-Promotorelementen (TATA-Boxen), wobei die Genaktivitat Uber die
Bindung eines GAL4-Proteins an die UASs reguliert wird. Mit Ausnahme des
endogenen GALA4-regulierten MEL1-Genes werden HIS3, ADE2 und lacZ durch
artifizielle Promotoren reguliert.
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Zur Aufklarung intrazelludrer Signaltransduktionswege an denen EpCAM beteiligt ist,
sollten zytoplasmatische Interaktionspartner von EpCAM identifiziert werden. Aus diesem
Grund wurde die Nukleotidsequenz von EpCAM, die fir die Expression der
zytoplasmatischen Domane (26 Aminosauren, EplC) des Proteins verantwortlich ist, in das
Hefe-Expressionsplasmid pGBKT7 kloniert. Das aus 78 Basen bestehende Oligonukleotid
wurde Uber Nde I- und Pst I-Restriktionsschnittstellen gerichtet und im Leseraster der
GAL4 DNA-BD in den Vektor pGBKT7 kloniert (sieche Abb. 3.5). Das Fusionsprotein in
pGBKT7 wird Uber ein 700-bp-Fragment des ADH1-Promotors konstitutiv und mit einem c-
Myc-Epitop exprimiert (Ruohonen et al., 1991; Ruohonen et al., 1995).

Nach der Transformation des pGBKT7-EplC-Konstrukts in den Hefestamm AH109 war
sicherzustellen, dass das DNA-BD-Fusionsprotein die Transkription der Reportergene nicht
autonom aktiviert. Dazu wurde die Proliferation der transformierten AH109-EplIC-Klone
auf SD/-Trp/X-a-Gal-, SD/-His/-Trp/X-a-Gal-und SD/-Ade/-Trp/X-a-Gal-Medien getestet.
Ein Wachstum der transformierten Kolonien war nur auf SD/-Trp/X-a-Gal-Medium
nachzuweisen, wobei es zu keiner Blaufarbung der Kolonien kam. Folglich fiihrt die
Expression der DNA-BD-EplIC-Fusion in AH109-Hefezellen zu keiner transkriptionellen
Aktivierung der ADE2-, HIS3- und MEL1-Reportergene (siehe Abb.3.5).

Die Toxizitdt der DNA-BD-EpIC-Fusion fiir die AH109-Hefezellen wurde tberprift, indem
die Proliferation der Transformanten mit der Proliferation von Hefezellen verglichen wurde,
die mit dem Leervektor pGBKT7 transformiert waren. Nach einer Inkubation der
entsprechenden Suspensionskulturen bei 30 °C fiir 23 h und unter Selektion auf Tryptophan
war die Proliferation der Hefezellen durch die Transformation mit dem pGBKT7-EplC-
Konstrukt im Vergleich zum Leervektor um 40 % reduziert. Die Beeintrachtigung der
Proliferation von Hefezellen durch eine Expression der DNA-BD-EplIC-Fusion kann durch
den ADH1-Promoter begriindet werden, der, wie bereits erldutert, konstitutiv aktiv ist und
das Fusionsprotein in sehr groRen Mengen exprimiert. Die Existenz von groRen Mengen des
DNA-BD-EplC-Fusionsprotein im Zellkern der Hefen kann zu einer Beeintrachtigung der
Proliferation der Hefen flihren. Die Proliferation der transformierten Hefen wurde aber als
ausreichend fur ein Two-Hybrid Sreening eingestuft.

Die Expression der DNA-BD-EpIC-Fusion wurde mittels eines Immunoblots mit einem fir
das c-Myc-Epitop spezifischen Antikorper verifiziert. Dazu wurden Protein-Extrakte von
Hefe-Zellen hergestellt, die mit pGBKT7-EpIC bzw. pGBKT7 transformiert waren (Printen
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& Sprague, 1994). Die Protein-Extrakte wurden in einem 15 %-igen Acrylamidgel

elektrophoretisch aufgetrennt. Der beobachtete Grélienunterschied von ca. 3 kDa entspricht

den 26 Aminosaureresten der zytoplasmatischen EpCAM Domane (siehe Abb. 3.5).

TRP]| KaR ADHI GALADNABD | oMyc | BoiC
GALA4-EpIC GAL4 kDa
- 25
g g |+ 20

SELEKTIONSMEDIUM

PROLIFERATION

FARBE DER KOLONIEN

SD/-Trp/X-a-Gal

+

weild

SD/-Trp/-His/X-a-Gal

SD/-Trp/-Ade/X-a-Gal

Abb. 3.5

pGBKT7-EplC-Konstrukt und -Expression in AH109. Oben: Die
zytoplasmatische Doméne von EpCAM (EpIC) wird als Fusionsprotein mit
der GAL4 DNA-Bindungsdoméne und mit einer C-terminalen c-Myc-
Markierung unter der Kontrolle des konstitutiv aktiven ADH1-Promoters
exprimiert. Mitte: Analyse der Proteinexpression von Lysaten des
Hefestammes AH109, die mit pGBKT?7 transformiert wurden. Das GAL4-
Fusionsprotein wurde mit einem Antikdrper gegen c-myc detektiert.
Gezeigt wird die Expression einer GALA4-EpIC-Fusion mit einem
Molekulargewicht von 22 kDa. Das GAL4-Peptid hat in der SDS-PAGE
ein nominelles Molekulargewicht von 19 kDa. Unten: Phé&notyp des
AH109-EpIC-Stammes, der eine autonome Aktivierung der Promotoren
fur HIS3, ADE2 und lacZ durch die GAL4-DNA-Bindungsdomane
ausschlief3t.
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3.2.2 Transformation des Bait-Hefestammes mit der HEK293 cDNA-Bibliothek
Generell kdnnen bei einem Yeast Two-Hybrid Screening die Hefezellen mit dem Bait- und
Prey-Vektor ko- oder sequenziell transformiert werden. In dieser Arbeit wurde einer
sequentiellen Transformation der Vorrang eingerdumt, da die Versuchsbedingungen besser
zu kontrollieren sind. Zum Beispiel kann eine autonome Aktivierung der Reportergene
durch das DNA-BD-EplC-Fusionsprotein nur bei einer sequentiellen Transformation
nachgewiesen werden.

Fur das Screening wurde eine kommerziell erhéltliche cDNA-Bibliothek bestehend aus
2,5x10° unabhangigen Klonen, die aus der HEK293-Zelllinie generiert wurde, verwendet.
Die cDNA-Bibliothek war bereits in das pACT2-Plasmid kloniert und in E.coli
transformiert. Das Plasmid pACT2 tragt das LEU2-Gen zur Selektion in Hefe (Vgl.
pGBKT7: TRP1). Eine Titration der verwendeten pACT2 Bibliothek ergab einen Titer von
7,8x1011 cfu/ml. Diesem Titer entsprechend wurden 4x10° unabhangige Klone der pACT2-
Bibliothek unter Selektion auf Ampicillin-Resistenz amplifiziert. Eine Anzucht der cDNA-
Klone auf Agarplatten war notwendig, um eine Uberreprasentation von dominierenden
cDNA-Sequenzen zu verhindern. Da nach der anschlieBenden Resuspension der Klone die
Bakteriendichte sehr hoch (ODeco > 1,0) war, wurde die Plasmidpraperation mittels
Dichtezentrifugation in einem CsCl-Gradienten in einer 1:25-Verdinnung durchgefiihrt.
AnschlieRend wurde der EplC-Hefestamm nach der PEG/LiAc-Methode transformiert (Ito
et al., 1983; Schiestl & Gietz, 1989; Hill et al., 1991; Gietz et al., 1992). Die
Transformanten wurden unter stringenten Bedingungen auf die Expression von ADE2 und
HIS3 selektioniert.

Zur Kontrolle der Transformationseffizienz wurden die mit dem Bait-Vektor
transformierten, kompetenten Hefezellen mit einer definierten Menge des pACT2-Plasmids
transformiert und auf prototrophe Transformanten bezuglich Leucin und Tryptophan
selektioniert. Es ergab sich eine Transformationseffizienz von 6,0x10°cfu/pg Prey DNA. Da
32 ng DNA der HEK?293 Prey Genbank fur die Transformation eingesetzt wurden, wurden
bei der Transformation der cDNA-Bibliothek 1,94x10’ unabhéngige Klone getestet. Die
Anzahl der Transformanten, die nach der sequentiellen Transformation unter den
stringenten Selektionsbedingungen proliferierten, betrug 170. Im Folgenden wurden 106
positive Klone zur weiteren Analyse herangezogen. Die Proliferation von 37 Yeast-Two-

Hybrid Klonen ist in Abb. 3.6 dargestellt. Es sind die Transformanten dargestellt, deren
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Prey DNA-Sequenz bei der spater durchgefuhrten Sequenzierung eindeutig einem bereits
bekannten Protein in der NCBI-Datenbank zugeordnet werden konnte. Fur die
verbleibenden 69 Transformanten war es nach der Sequenzierung des Prey-Plasmides nicht
moglich eine Ubereinstimmende Aminoséure-sequenz in der NCBI-Datenbank zu

identifizieren.

MGC Alpha4  Fil PCNA HSP40 CAPER Rab5 MGC

soebecz:e

w . o L
HNRP CGI CyPA MGC CyPA FHL2 MUPP Glyc
6 -

‘.e A,

"__.“‘.
Alphad4 Alpha4 CyPA  CyPA  Rab5 Rab5 ﬁgaai

® 9

Alpha4 ch-TOG Gal HSP70 BAC ‘\]phd4 HSP-t(l 4[1

o 6600 o

CyPA CAPER Fil Asf Asf Neg

Abb. 3.6

Proliferation von Yeast Two-Hybrid Klonen des Stammes AH109, die einen
prototrophen Phanotyp fir Trp, Leu, Ade und His aufweisen. Die Hefe-
Zellen wurden sequentiell mit pGBKT7-EpIC und einer pACT2-cDNA-
Bibliothek transformiert und fur 5 Tage auf SD/-Trp/-Leu/-His/-Ade-Agarplatten
inkubiert. Als Kontrollen wurden die Hefe-Zellen mit pPGADT7-RecT/pGBKT7-
53 (positiv) bzw. pGADT7-RecT/pGBKT7-Lam (negativ) transformiert.

3.2.3 Verifizierung der Protein-Protein-Interaktionen durch die Retransformation
des Bait-Hefestammes mit den Prey-Plasmiden

Um sicherzustellen, das die positiven Klone des Yeast Two-Hybrid Screenings nicht

aufgrund unspezifischer Protein-Protein-Wechelwirkungen proliferieren, war eine

Retransformation des Bait-Hefestammes mit den cDNA-pACT2-Plasmiden notwendig.

Aufgrund der unterschiedlichen bakteriellen Selektionsmarker von pACT2 und pGBKT7

war es mdoglich, nach der Isolierung der Plasmide aus den Hefe-Klonen und der
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Transformation von Bakterien, mit Ampicillin auf das Prey-Plasmid zu selektionieren. Zur
Kontrolle wurden die aufgereinigten Plasmidpraperationen mit dem Restriktionsenzym Bgl
Il verdaut und anhand der entstehenden DNA-Fragmente belegt, das ausschlieRlich
homogene Populationen von Prey-Plasmiden vorliegen und keine Bait-Plasmide in den
Praperationen enthalten sind. Eine Retransformation des Bait-Hefestammes mit der Prey-
Plasmid DNA fuhrte bei allen 106 Retransformanten zu einer ADE2 -und HIS3-
Auxotrophie. Dieses Ergebnis bestétigt, das das Auftreten von falsch-positiven Klonen
aufgrund unspezifischer Protein-Protein-Wechselwirkungen durch die sehr stringenten

Selektionsbedingungen eliminiert werden kann.

3.2.4 Identifikation der Prey-Sequenzen der Yeast Two-Hybrid Klone

Die Heterogenitat der erhaltenen Prey cDNAs wurde zundchst mittels einer
Restriktionsanalyse der isolierten pACT2-Plasmide analysiert. Die GroRe der cDNA
Fragmente nach einem Verdau mit der Restriktionsendonuclease Bgl 1l variierte zwischen
0,4 und 4,0 kb, wobei die GroRenverteilung heterogen war. Aufgrund der Ergebnisse der
Retransfomation und der hohen Heterogenitét bezuglich der Lange wurden samtliche Prey-
Plasmide sequenziert.

AnschlieRend wurde die bestimmte Nukleinsduresequenz im Leseraster der GALA4-
Aktivierungsdomane in die entsprechende Aminoséuresequenz translatiert. Durch einen
BLAST Search gegen die Datenbank fir humane Proteine des NCBI (National Center for
Biotechnology Information) wurden 37 der 106 Klone identifiziert (siehe Tab. 3.1). Da bei
der cDNA-Synthese das Ablosen der Reversen Transkriptase vom Matrizen-Strang
unabhdngig vom Leseraster fir die Proteinsynthese erfolgt, werden statistisch 66 %
artifizielle Peptide synthetisiert. Bei den 69 nicht identifizierbaren Aminoséuresequenzen
handelt es sich um artifizielle Peptide, die mit dem Bait interagieren.

Besonders interessant war die ldentifikation von Proteinen, die an der von EpCAM
vermittelten Signaltransduktion beteiligt sein kénnten oder einen Einblick geben kdnnten,
wie der Rezeptor am Aktin-Zytoskelett verankert ist.

Das Phosphoprotein Alpha 4, das in sechs unabhangigen Klonen identifiziert werden
konnte, ist in B-Zellen mit dem Immunoglobulin-Rezeptor assoziiert und wahrscheinlich am
Rapamycin-sensitiven FRAP-vermittelten Signalweg beteiligt (Inui et al., 1994; Chen et al.,

1998). Ein Abgleich der translatierten cONA-Sequenz der aufgereinigten Prey Plasmide mit
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der Aminosaure-Sequenz von Alpha 4 in der NCBI-Datenbank ergab eine Ubereinstimmung
von 65 % (siehe Abb. 3.7).

In finf unabhéngigen Klonen konnte Cyclophilin A (CyA) identifiziert werden. CyA ist ein
zytosolischer Rezeptor, der in humanen T-Zellen an der T-Zell-Rezeptor-vermittelten
Signaltransduktion beteiligt ist (Schreiber et al., 1991). Die isolierten CyA-Prey-Plasmide
kodierten fir die vollstandige Aminosduresequenz von CyA.

FHL2 (,four and a half Lim domain 2“) konnte in einem Yeast Two-Hybrid Klon
identifiziert werden. Es handelt sich um ein LIM-Protein, dass mit den zytoplasmatischen
o- und B-Untereinheiten von Integrin interagiert und auf diese Weise in
Adhéasionskomplexe rekrutiert wird (Wixler et al., 2000). Die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors B-Catenin, der als Bindungspartner von E-Cadherin ebenfalls an Zell-
Zell-Adhésionen beteiligt ist, wird Uber eine Bindung an FHL2 koaktiviert (Wei et al.,
2003). In den aufgereinigten FHL2-Prey-Plasmiden konnte die vollstandige
Aminosduresequenz von FHL?2 identifiziert werden.

Filamin 1 ist ein F-Actin-bindendes Protein, das Uber eine gleichzeitige Interaktion mit dem
transmembranen Rezeptor Integrin zur Stabilitdt der Membran beitragt und die Migration
von Zellen beeinfluBt (Cunningham et al., 1992). Aufgrund der bisher in der Literatur
beschriebenen Funktionen von Alpha 4, Cyclophilin A, FHL2 und Filamin 1 und ihrer
zelluldren Lokalisation kommen sie als potenzielle, zytoplasmatische Interaktionspartner
von EpCAM in Frage.

MUPPL1 ist ein Protein mit 13 putativen PDZ-Doménen, das in vielen Geweben exprimiert
wird. Eine Interaktion mit dem Gehirn-spezifischen Rezeptorprotein 5HT ¢ ist bereits in der
Literatur beschrieben (Ulmer et al., 1998). Bei Proteinen mit PDZ Doménen handelt es sich
um ,,scaffolding“-Proteine, die die Aufgabe besitzen Signalmolekiile in einem Signaltrans-
duktionskomplex zu vereinigen.

Bisher weder funktionell charakterisiert noch zellulér lokalisiert sind die hypothetischen
Proteine MGC11349 und CGI-128. Das Rab5 interacting-Protein, das am N-Terminus eine
transmembrane Domane aufweist, interagiert mit Rab5. Das Rab5-Protein spielt eine
Schlisselrolle bei der homotypischen Endosomen-Fusion (Hoffenberg et al., 2000). Eine

Bindung an EpCAM kann daher flr diese Proteine nicht ausgeschlossen werden.
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'?Jrr"ﬁ]' Sequenz- NCBI
Protein A homologie | Beschreibung Accession
hangiger .
in % Nummer
Klone
Alpha 4 B-Zell Signaltransduktionsmolekdil, Assoziation
(IGBP1) 6 65 mit PP2A, PP4 und PP6, 45 kDa-Phosphoprotein NP001542
- Interaktion mit  CD99,  T-Zell-Rezeptor-
Cyclophilin A S 100 vermittelte Signaltransduktion, 18 kDa AAU13906
FHL?2 1 100 Transl_<r|pt_|onelle Ko-Aktivierung von B-Catenin, NP963850
Integrin-Signalweg, 29 kDa
o Zytoskelett-Plasmamembran-Linker, Migration,
Filamin 1 2 100 Interaktion mit PKCa, 291 kDa NP001447
MGC11.349 3 100 Hypothetisches Protein, 54 kDa AAH02940
Protein
Rab5 interacting- Membran-assoziiert, Interaktion mit Rab5
Protein 3 86 (Homotypische Endosomen-Fusion), 75 kDa QOUH9
»multi-PDZ-domain protein“, Interaktion mit 5-
MUPP1 1 100 HT2C-Rezeptor, 226 kDa CAI41239
CGI-128 Protein 1 100 Hypothetisches Protein, 17,7 kDa NP057146
Galectin-1 1 100 Extrazellu!ar, Interaktion mit beta-1 Untereinheit AAP35421
von Integrin, 14 kDa
,Coactivator of activating protein-1 (AP-1) and
CAPER 2 100 estrogenreceptors (ERs)”, 58 kDa NP909122
,Anti-silencing function 1 homolog B“, Aktivie-
ASFLB 2 100 rung transkriptionell stillgelegter Gene, 22 kDa NP001447
i . “Colonic and hepatic tumor overexpressed gene”,
ch-TOG protein . 100 Organisation von Spindel-Mikrotubuli, 218 kDa NP001008938
“Proliferating cell nuclear antigen”, DNA-
PCNA ! % Replikation und -Reperatur, 29 kDa NP060624
. ,Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein DL,
HNRPDL protein 1 78 MRNA-Prozessierung, 27,2 kDa NP112740
fing f|ng<1ar protein 1 100 Transkriptioneller Repressor, 41 kDa CAI17651
Dnal (HSP40) 3 100 Protel_r_15ynthese, -faltung und -sekretion, ER- NP057390
Homolog assoziiert, 39 kDa
N-Glycanase 1 1 100 ?;igjafalsch gefalteter Glykoproteine, AAHO7226

Tab. 3.1

Identifizierung der cDNA-Sequenzen aus Yeast Two-Hybrid Klonen. Die Translation der
pACT2-cDNAs, die aus Yeast Two-Hybrid-Klonen isoliert wurden, in die entsprechende
Aminoséuresequenz erfolgte im Leseraster der GAL4-DNA-Aktivierungsdoméne. Mittels eines
Protein-Protein BLASTs in der NCBI-Datenbank fiir humane Proteine konnten die
Aminosauresequenzen identifiziert werden. (Nicht berlicksichtigt sind in der Tabelle die Klone fir
BAC und HSP70). Rot: Signaltransduktion, griin: Zytoskelett-Membran-Linker, violett: nukleére
Proteine, blau: Chaperone, schwarz: sonstige oder unbekannte Funktionen.
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Eine Interaktion von EpIC mit Molekilen die im Nukleus (in Tab. 3.1 violett markiert)
lokalisiert sind, ist mdglich, falls EpIC in den Zellkern gelangt oder das nukledre Protein
transient in das Zytoplasma transloziert.

Eine Interaktion von EpIC mit Proteinen, die im luminalen Teil des Endoplasmatischen
Reticulums (in Tab. 3.1 blau markiert) lokalisiert sind, kénnte wahrend der Synthese von

EpCAM oder beim Transport des Proteins an die Membran eine Rolle spielen.

10 20 30 40 50 60
MAAEDELQLP RLPELFETGR QLLDEVEVAT EPAGSRIVQE KVFKGLDLLE KAAEMLSQLD

70 80 90 100 110 120
LFSRNEDLEE IASTDLKYLL VPAFQGALTM KQVNPSKRLD HLQRAREHFI NYLTQCHCYH

130 140 150 160 170 180
VAEFELPKTM NNSAENHTAN SSMAYPSLVA MASQRQAKIQ RYKQKKELEH RLSAMKSAVE

190 200 210 220 230 240
SGQADDERVR EYYLLHLQRW IDISLEEIES IDQEIKILRE RDSSREASTS NSSRQERPPV

250 260 270 280 290 300
KPFILTRNMA QAKVFGAGYP SLPTMTVSDW YEQHRKYGAL PDQGIAKAAP EEFRKAAQQQ

310 320 330
EEQEEKEEED DEQTLHRARE WDDWKDTHPR GYGNRQNMG

Abb. 3.7

Vergleich der translatierten cDNA-Sequenz der Alpha 4-Prey-
Plasmide und der Aminosauresequenz von Alpha 4 in der NCBI-
Datenbank. Dargestellt ist die vollstandige Aminoséuresequenz von
Alpha 4. Rot unterlegt ist die Sequenz, die in den Prey-Plasmiden der
sechs positiven Yeast Two-Hybrid-Klone identifiziert werden konnte.
Alpha 4 ist, da es in sechs unabhangigen Klonen identifiziert werden
konnte und eine Beteiligung an SignaltransduktionsprozeRen
nachgewiesen ist, ein sehr interessanter Kandidat fiir eine Interaktion
mit EplC. Wie aus der Abbildung hervorgeht fehlen aber drei langere
Peptidsequenzen in den Prey Proteinen. Dies war ausschlaggebend
dafiir, das Alpha 4 bei der Verifizierung der Protein-Protein
Interaktionen im humanen Zellsystem nicht berticksichtigt wurde.

Zur Verifizierung der Interaktion zwischen den identifizierten Proteinen und der
zytoplasmatischen Doméne von EpCAM in Hefezellen wurde anschliefend die Aktivierung

des lacZ-Reportergenes mit Hilfe eines B-Galactosidase Filter Assays untersucht.
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3.2.5 PB-Galactosidase Filter Assay (Breeden & Nasmyth, 1985) zur Verifizierung von
Yeast Two-Hybrid-Interaktionen

Wie bereits erwahnt, tragt der verwendete Hefestamm AH109 das Reporter-Gen lacZ,
welches fiir eine p-Galactosidase kodiert und dessen Expression durch Zugabe des
Substrates X-Gal nachgewiesen werden kann. Anhand einer Blaufarbung der Hefekolonien
ist es moglich die Aktivitat des lacZ-Promotors sichtbar zu machen. Die Klone, die bereits
in Abb. 3.6 einen prototrophen Phanotyp flir Adenin und Histidin aufweisen und deren
Prey-Peptid einer homologen Aminosauresequenz in der Datenbank zugeordnet werden
konnte, sind auf die Aktivitat ihres lacZ-Promotors getestet worden (Abb. 3.8). Die
Ergebnisse des B-Galactosidase Filter Assay sind in Tab. 3.2 zusammengefal3t. Es konnte
fir elf der 16 identifizierten Preys eine Expression des lacZ-Reportergenes nachgewiesen
werden.

Bei Cyclophilin A konnte fir keinen der finf Klone eine Expression des lacZ-
Reportergenes nachgewiesen werden. In Abb. 3.4 sind die drei unterschiedlichen cis-
aktivierenden Transkriptions- (UAS) und Minimal-Promotorelemente der HIS3, ADE2 und
lacZ-Reportergene dargestellt. Es ist vorstellbar, das die Bindung des GAL4-Proteins an die
MEL1 UAS des lacZ-Genes aufgrund der Anwesenheit der CyA-cDNA nicht méglich ist
und dadurch die Aktivierung des lacZ-Promoters verhindert wird. Eine Aktivierung des
lacZ-Genes ist als ein weiteres Indiz dafiir zu werten, das es zu einer Interaktion zwischen
EpIC und dem Prey Protein kommt. Es handelt sich bei dem B-Galactosidase Filter Assay
allerdings um einen qualitativen Test, der nicht ausreicht eine unter Selektion auf Adenin

und Histidin beobachtete Protein-Protein-Interaktion zu verwerfen.

B-Galactosidase-Expression

positiv positiv & negativ negativ
Alpha4, FHL2, MGC11349,
MUPP1, ch-TOG, Rab5
interacting protein, PCNA, Filamin 1, CAPER
HNRPDL, Ring finger protein,
DnaJ-Homolog, N-Glycanase 1

Cyclophilin A, CGI-128, ASF1 B,
Galectin-1

Tab. 3.2

Zusammenfassung der Ergebnisse des B-Galactosidase Filter
Assays. Aufgefiihrt sind Prey-Proteine, die bei einer Kotrans-
formation mit dem Bait-Protein im Hefestamm AH109 den
Promotor flir das lacZ-Reportergen aktivierten (positiv) bzw. nicht
aktivierten (negativ). Fur die Preys Filamin 1 und CAPER war das
lacZ-Gen jeweils in einem Klon aktiv und im zweiten inaktiv.
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MGC  Alpha4 Fil PCNA HSP40 CAPER Rab5 MGC
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Abb. 3.8

Qualitativer Nachweis einer Aktivierung des lacZ-Reportergenes in
den analysierten Yeast Two-Hybrid Klonen. Die Aktivierung des
lacZ-Reportergenes fiihrt zu einer Expression der B-Galactosidase und
kann mit Hilfe eines B-Galactosidase Filter Assay visualisiert werden.
Durch die Umsetzung des Substrates X-Gal kommt es zu einer
Blaufarbung der Hefekolonien. Die Hefezellen proliferierten 4 Tage auf
SD/-Trp/-Leu-Agarplatten und wurden nach der Lyse 5 h mit dem X-
Gal-Farbstoff inkubiert. Als Kontrollen wurden Hefe-Zellen verwendet,
die mit pGADT7-RecT/pGBKT7-53 (positiv) bzw. pGADT7-
RecT/pGBKT7-Lam (negativ) transformiert waren.

Fur die Klone fir Filamin 1 (Fil) und CAPER konnte jeweils fiir einen Klon eine Aktivitat
des lacZ-Promotors und fur einen weiteren, identischen Klon keine Expression der -
Galactosidase nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.8). Diese Beobachtung belegt das ein
inaktiver lacZ-Promotor kein Beweis dafiir ist, das keine Interaktion zwischen dem Prey-
und dem Bait-Protein stattfindet.

Die bisherigen Ergebnisse Uber potenzielle Interaktionspartner von EpIC wurden
ausschlieBlich uiber eine Uberexpression der beteiligten Proteine in Hefezellen erbracht. Im
weiteren Verlauf der Arbeit wurde aus diesem Grund untersucht, ob sich die Protein-
Protein-Interaktionen mittels Ko-Immunprazipitation aus humanen Zellen reproduzieren

lassen.
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3.2.6 Ko-Immunprazipitation von FHL?2 oder Cyclophilin A und EpCAM

Wie bereits erwahnt, war ein Ziel der Arbeit ein Protein zu identifizieren, welches mit der
intrazellularen Doméne von EpCAM interagiert und auf diese Weise die Signaltransduktion
des Rezeptors in den Nukleus vermittelt. Die Proteine Alpha 4 (a4), Cyclophilin A (CyA)
und FHL2 konnten mittels des durchgefiihrten Yeast Two-Hybrid Screenings als potenzielle
Interaktionspartner von EpCAM identifiziert werden und sind in der Literatur bereits als
Signaltransduktionsmolekile beschrieben. AulRerdem sind die genannten Proteine aufgrund
ihrer Lokalisation im Zytoplasma der Zelle in der Lage mit einem membranstiandigen
Rezeptor zu interagieren.

Die kodierenden cDNA-Sequenzen der Prey-Plasmide von a4 konnten dem C-terminalen
Anteil von o4 (Aminosdure 198 bis 339) zugeordnet werden. Innerhalb dieses
Sequenzabschnittes fehlten den Prey-Peptiden drei langere Aminosdaure-Sequenzen (AS
201-215, AS 221-234 und AS 295-313) (s. Abb. 3.7). Dagegen kodierten die Prey-Plasmide
von CyA und FHL2 fur die vollstdndige Aminosduresequenz der beiden Proteine und die
Sequenzen stimmten zu 100% mit den Aminosauresequenzen in der NCBI-Datenbank
uberein. Aus diesen Griinden beschrénkte sich die weitere Analyse der Protein-Protein-
Interaktion mittels Ko-Immunprazipitation auf CyA und FHL2.

Da keine spezifischen Antikdrper gegen CyA und FHL2 verfligbar waren und der pACT2-
Vektor als Expressionsplasmid die Proteine nicht als Fusion mit einem Peptid-Tag
exprimiert, war die Klonierung der entsprechenden cDNAS in ein geeignetes Plasmid
notwendig. Im Folgenden wurde deshalb die Gene fiur CyA und FHL2 in einen
modifizierten pPGADT7-Prey-Vektor kloniert. Dieser Vektor exprimiert das Insert unter der
Kontrolle eines T7-Promoters mit einer C-terminalen HA-Markierung. Die Modifikation
des verwendeten Vektors gegenuber dem originalen pGADT7 besteht darin, das er eine
Rekombinationskassette enthélt, die eine Klonierung mittels Rekombinatorial Cloning
(GATEWAY®) ermdglicht. Als Templates fiir die cDNA-Synthese von FHL2 wurde der
Klon IRAKp961N1348Q und von CyA der Klon IRALp962K104Q (bezogen vom RZPD)
verwendet. Die cDNAs von FHL2 und CyA wurden nach einer PCR mittels
Recombinatorial Cloning zuerst in den Entry Vektor pDONR207 und anschliel3end in den
modifizierten Prey Vektor pGADT?7 kloniert. Die korrekte Klonierung der cDNAs wurde

durch Sequenzierung verifiziert.
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Die Ko-Immunprézipitation erfolgte aus HelLa-Zellen, die transient mit dem FHL2 bzw.
CyA Prey- und dem EpCAM Bait-Vektor Kkotransfiziert waren. Die Zellen wurden
anschlieBend mit rekombinanten Vaccinia-Viren infiziert, die die T7 RNA Polymerase
exprimieren. Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurden Vaccinia-infizierte HeLa-
Zellen mit dem T7-responsiven pTIT-GFP transfiziert und die Expression von GFP (green

fluorescent protein) unter UV-Licht nachgewiesen (siehe Abb. 3.9).

Abb. 3.9

Transfektion von Vaccinia-infizierten HeLa-Zellen mit GFP. Gezeigt sind mit Vaccinia-
Viren infizierte HeLa-Zellen 24 h nach der Transfektion mit pTIT-GFP (lichtmikroskopische
Aufnahmen links unter Normal- und rechts unter UV-Licht).

Die Expression von EpCAM und FHL2 in den kotransfizierten HeLa-Zellen wurde nach der
elektrophoretischen Auftrennung der Gesamtzelllysate und dem anschlieBenden Transfer
auf Nitrocellulose-Membranen mit Hilfe von spezifischen Antikorpern (anti-EpCAM HO-3
und anti-HA Klon 3F10) nachgewiesen (siehe Abb. 3.10). FHL2 und EpCAM wurden Uber
die jeweils spezifischen Antikdrper, die auf Protein G-Sepharose immobilisiert waren, aus
den HeLa-Gesamtzelllysaten immunprazipitiert, die Prazipitate elektrophoretisch
aufgetrennt und angereichertes FHL2 bzw. EpCAM mit dem jeweils spezifischen
Antikorper (anti-HA bzw. HO3) nachgewiesen. Die Membranen mit den immobilisierten
FHL2- bzw. EpCAM-Immunprézipitaten wurden anschlieBend mit dem anti-EpCAM- bzw.
anti-HA-Antikorper inkubiert. Auf diese Weise konnte nach einer Immunprézipitation von
FHL2 bzw. EpCAM die Ko-Immunprézipitation des jeweiligen potenziellen

Interaktionspartners nachgewiesen werden (Abb. 3.10). Die Ko-Immunprazipitation von
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EpCAM und FHL2 konnte nach einer Lyse der Zellen mit 50 mM Oktylglucosid oder 0,5 %

Triton nachgewiesen werden.

EpCAM
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Abb. 3.10

Ko-Immunpréazipitation von FHL2 und EpCAM aus HelLa-Zellen. Die
beteiligten Proteine wurden durch eine transiente Transfektion von HelLa-Zellen
mit pcDNA3.1-EpCAM und pGADT7-FHL2 Uberexprimiert. Die Immun-
prazipitation (IP) von EpCAM und FHL2 erfolgte mit dem a-EpCAM-Antikdrper
HO-3 bzw. mit einem monoklonalen o-HA Antikdrper. Eine Ko-Immun-
prazipitation von EpCAM erfolgte nach der IP von FHL2 (links). Nach einer IP
von EpCAM konnte in den Prazipitaten eine signifikante Anreicherung von FHL2
nachgewiesen werden (rechts). Als sekundédre Antikérper wurden POX-
konjugierte a-Ratte bzw. o-Maus 1gGs verwendet (mit * markiert sind die leichte
bzw. schwere Kette des verwendeten Antikdrpers).
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Die Analyse der Interaktion zwischen EpCAM und CyA wurde wie fir EpCAM und FHL2
beschrieben durchgefuhrt. Anstatt FHL2 wurde lediglich CyA in den HelLa-Zellen
Uberexprimiert. Es zeigte sich, dass bei der Lyse der Zellen mit 25 mM Oktylglucosid
unspezifische Wechselwirkungen sowohl zwischen EpCAM und den anti-HA-Protein G-
Sepharose-Komplexen, als auch zwischen CyA und den anti-EpCAM-Protein G-Sepharose-
Komplexen auftreten. Wurde dagegen 50 mM Oktylglucosid oder 0,5 % Triton als
Lysispuffer verwendet konnte nach einer Immunprézipitation von EpCAM bzw. CyA eine
Ko-Immunprazipitation von CyA bzw. EpCAM nachgewiesen werden (siehe Abb. 3.11).
Zur Kontrolle wurde jeweils der fur die Immunprézipitation verwendete Antikorper auf
Protein G-Sepharose immobilisiert und anschlieBend mit Lysaten von Zellen inkubiert, die
keine Expression des zu prazipitierenden Proteins zeigten. Dadurch kann ausgeschlossen
werden, das die Anreicherung des ko-prazipitierten Proteins auf einer unspezifischen
Bindung an den Antikorper oder die Protein G-Sepharose zustande kommt. Nach der
Immunprazipitation von FHL2 war in der Kontrolle ohne FHL2-Expression kein
unspezifisch prazipitiertes EpCAM zu detektieren (s. Abb. 3.10 linke Seite). Die Kontrolle
der Ko-Immunprézipitation von FHL2 nach einer Immunprazipitation von EpCAM war bei
Verwendung von 0,5 % Triton als Lysispuffer schwach positiv (s. Abb. 3.10 rechte Seite).
Allerdings konnte eine signifikante Anreicherung von FHL2 nach einer Immunprézipitation
von EpCAM nachgewiesen werden. Dabei war es moglich die Anreicherung von FHL2
nach einer Lyse der Zellen mit 0,5 % Triton bzw. mit 50 mM Oktylglucosid zu
reproduzieren. Die jeweiligen Kontrollen flr die Ko-Immunprézipitation von EpCAM bzw.
CyA waren negativ (S. Abb. 3.11 rechte bzw. linke Seite).

Im weiteren Verlauf der Arbeit erschien es interessant die Doménen von FHL2 zu
bestimmen, die fur eine Interaktion mit EpCAM verantwortlich sind. Dazu wurden sog.
,»Pull down*“-Experimente mit GST-Fusionsproteinen von FHL2-Mutanten unterschiedlicher

Lange durchgefiihrt.
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Abb. 3.11

Ko-Immunprézipitation von CyA und EpCAM aus HelLa-Zellen. CyA und
EpCAM  wurden transient in  Hela-Zellen  (berexprimiert. Die
Immunprazipitation (IP) von EpCAM und CyA erfolgte mit dem a-EpCAM-
Antikdrper HO-3 bzw. mit einem monoklonalen o-HA Antikorper. Eine Ko-
Immunprazipitation von EpCAM erfolgte durch eine IP von CyA (links). Nach
einer IP von EpCAM konnte in den Prazipitaten CyA nachgewiesen werden
(rechts). Als sekundére Antikdrper wurden POX-konjugierte o-Ratte bzw. a-
Maus IgG-Antikorper verwendet (mit * markiert sind die leichte bzw. schwere
Kette des verwendeten Antikdrpers).
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3.2.7 ,,Pull down*-Assays mit rekombinanten FHL2-GST-Konstrukten
Nachdem fiir FHL2 eine Interaktion mit EpCAM in Hefen und in humanen Karzinom-

Zellen nachgewiesen werden konnte, wurde anschlieBend untersucht, welche Doménen von
FHL2 fir diese Interaktion notwendig sind. FHL2 setzt sich zusammen aus einer N-
terminalen halben ,,LIM zinc binding“-Domane und vier weiteren ,,LIM zinc-binding“-
Domanen (s. Abb. 3.12).

10 20 30 40 50 60
MTERFDCHHC NESLFGKKYT LREESPYCVWW CFETLFANTC EECGKPIGCD CKDLSYKDRH

70 80 90 100 110 120
WHEACFHCSQ CRNSLVDKPF AAKEDQLLCT DCYSNEYSSK CQECKKTIMP GTRKMEYKGS

130 140 150 160 170 180
SWHETCFICH RCQQPIGTKS FIPKDNQNFC VPCYEKQHAM QCVQCKMPIT TGGVTYREQP

190 200 210 220 230 240
WHKECFVCTA CRKQLSGQRF TARDDFAYCL NCFCDLYAKK CAGCTNPISG LGGTKYISFE

250 260 270
ERQWHNDCFN CKKCSLSLVG RGFLTERDDT LCPDCGKDI

Abb. 3.12

Domanenstruktur von FHL2. Die Abbildung zeigt die Doméanenstruktur von FHL2,
die sich zusammensetzt aus einer halben ,,LIM zinc binding“-Domane am N-Terminus
(gran markiert) und vier ,,LIM zinc-binding*“-Doménen (rot markiert).

Fur die Analyse der Bindung an EpCAM wurden Konstrukte von FHL2 verwendet, die
beginnend am C-Terminus jeweils um eine LIM-Domane deletiert wurden. Zusatzlich
waren die Konstrukte am N-Terminus mit Glutathion-S-Transferase (GST) fusioniert. Die
Fusion mit dem GST-Peptid ermdglichte die Aufreinigung der zuvor in E.coli-Bakterien des
Stammes BL21 uberexprimierten Konstrukte Uber eine Immobilisierung an Glutathion
Sepharose-Kigelchen. Die auf diese Weise aufgereinigten, rekombinanten GST-FHL2-
Fusionsproteine wurden anschlieBend durch eine Inkubation mit Gesamtzelllysaten der stark
EpCAM-positiven Karzinomzelllinie FaDu auf ihre Fahigkeit EpCAM zu binden getestet.
Die Analyse der Bindung von EpCAM an die verschiedenen GST-FHL2-Konstrukte
erfolgte mittels eines Immunoblots gegen EpCAM (HO-3 a-EpCAM Antikorper). Zur

Kontrolle der eingesetzten Mengen an rekombinanten GST-FHL2-Konstrukten wurde die

66



Ergebnisse

gleiche Membran mit einem monoklonalen a-GST Antikorper (1 : 5000-Verdinnung)
inkubiert und mit einem Peroxidase-gekoppeltem a-Maus Antikorper detektiert.

Es zeigte sich, das ein ,,Pull down* von EpCAM nur mit der vollstdndigen Variante von
FHL2 mdoglich ist (s. Abb. 3.13). Bereits die Deletion der LIM4-Doméne verhindert eine
Bindung von FHL2 an EpCAM. Dies bedeutet, dass die LIM4-Domane von FHL2 fir eine
Interaktion mit EpCAM notwendig ist.
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Abb. 3.13

»Pull-down* von EpCAM mit FHL2-GST-Fusionsproteinen. Schematisch dargestellt ist
das GST-FHL2-Fusionsprotein. Die ,,Pull-down“ Experimente wurden mit FHL2 bzw.
deletierten Formen dieses Proteins durchgefiihrt. Die deletierten Formen von FHL2 wurden
schrittweise beim C-Terminus beginnend jeweils um eine LIM-Domadne verkirzt. In der
Abbildung ist ein Immunoblot gegen EpCAM dargestellt, nachdem die Lysate von FaDu-
Zellen mit aufgereinigten GST-Fusionen von FHL2 bzw. verkirzten Formen von FHL2
inkubiert wurden. EpCAM konnte lediglich bei einem ,,Pull-down* mit der ,full-length*-
Version von FHL2 detektiert werden. Zur Kontrolle wurden die rekombinanten FHL2-
Konstrukte unterschiedlicher Lange mit einem Immunblot gegen den N-terminalen GST-Tag
nachgewiesen. Zur Kontrolle des Inputs an EpCAM st zusétzlich 10 % des eingesetzten
Gesamtzelllysates aufgetragen (Spur 1).
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4. Diskussion

4.1 Verandertes Transkriptom in humanen Nieren- bzw.
Karzinomzellen durch die Expression von EpCAM

Eine Uber- bzw. de novo-Expression des transmembranen Adhésionsmolekiil
EpCAM st in zahlreichen humanen Epithelien mit der Karzinogenese assoziiert
(Balzar et al., 1999). Eine aktive Beteiligung von EpCAM an Prozessen der
Karzinogenese wurde in vitro untersucht. Es konnte in humanen Nierenzellen und
Fibroblasten der Maus gezeigt werden, das EpCAM in der Lage ist eine
Uberexpression des Proto-Onkogens c-myc und der Cycline A und E zu induzieren
(Minz et al., 2004).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass EpCAM in HEK293-Zellen die
Transkriptionsrate von Egr-1, CaM | und RhoB verandert. Die mMRNA-Synthese des
Transkriptionsfaktors Egr-1 wird reprimiert. Die Transkription der Gene von CaM |,
einer Calcium-abhéngigen Kinase, und von RhoB wird dagegen induziert. Die bereits
in Run On-Experimenten beobachteten Effekte einer EpCAM-Expression auf die
Transkriptionsrate von CDC28 Protein Kinase 1, RFC 37, CD59 und 14-3-3 sigma

konnten nicht bestatigt werden (Quelle: Doktorarbeit Miinz M.).

Egr-1 (early growth response-1) ist ein Zinkfinger-Transkriptionsfaktor, dessen
Biosynthese Uber mitogene Stimulation induziert wird (Sukhatme et al., 1988). Die
biologische Funktion von Egr-1 wahrend der Karzinogenese ist umstritten. Eine
Uberexpression von Egr-1 konnte in humanen Prostata-Karzinomen im Vergleich zu
gesundem Gewebe beobachtet werden (Eid et al., 1998). AulRerdem konnte gezeigt
werden, dass in transgenen Maé&usen die Entwicklung von Prostata-Karzinomen
signifikant reduziert war, wenn Egr-1 nicht vorhanden war (Abdulkadir et al., 2001).
Neben den Wachstums- und Prolifertionsvermittelnden Eigenschaften, die eine
Karzinogenese positiv beeinflussen kdnnen, werden fir Egr-1 auch pro-aptotische
Eigenschaften diskutiert (Liu et al., 1998). In Melanomzellen beispielsweise induziert

Egr-1 direkt die Transkription des p53 Tumorsuppressor-Genes (Nair et al., 1997). Da
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eine Uberexpression von p53 Apoptose induziert, kann Egr-1 (iber eine Stimulation
der p53-Synthese pro-aptotisch wirken. Dariiberhinaus induzieren Apoptose-
fordernde Agenzien eine Uberexpression von Egr-1. In diesem Zusammenhang
konnte (ber eine Inhibition der Egr-1-Expression die essentielle pro-aptotische
Funktion von Egr-1 nachgewiesen werden (Ahmed et al., 1996). Die EpCAM-
induzierte Repression der Egr-1-Transkription konnte somit zu der erhéhten

Proliferation der humanen Nierenzellen beitragen.

Rho B gehort zur Familie der Rho-Proteine (ras homolog B), deren strukturelles
Kennzeichen eine GTPase-Doméne vom Rho-Typ ist. Alle Rho-Proteine besitzen
eine hohe Affinitat fur die Bindung von GTP und GDP. Funktionell aktiv sind die
Proteine der Rho-Familie in einem GTP-gebundenen und inaktiv in einem GDP-
gebundenen Zustand. Zusatzlich kann RhoB am C-Terminus durch verschiedene
Isoprenoidlipide posttranslational modifiziert werden. Diese Modifikationen tragen
dazu bei, dass RhoB in der Zelle mit der Plasmamembran und endomembranen
Vesikeln assoziiert ist (Krister & Channing, 2004). Die Synthese der RhoB-mRNA
und des Proteins werden durch Wachstumsfaktoren wéhrend der G1- und der S-Phase
des Zellzyklus induziert (Zalcman et al., 1995). Dies deutet auf eine Rolle von RhoB
in der Zell-Proliferation hin. Im Gegensatz zu RhoA und RhoC scheint RhoB einen
inhibitorischen Effekt auf die Zell-Proliferation zu haben. So konnte gezeigt werden,
dass die Expression des Proteins in invasiven Kopf-Hals-Karzinomen supprimiert ist
(Adnane et al., 2002). Desweiteren konnte man bei gesunden RhoB-defizienten
Mausen eine verstarkte Karzinogen-induzierte Entwicklung von Haut-Tumoren
beobachten (Liu et al., 2001). Allerdings ist die Rolle von RhoB in der Zell-
Proliferation abhangig vom Zelltyp. So ist es moglich durch konstitutiv aktiviertes
RhoB Fibroblasten der Maus zu transformieren (Prendergast et al., 1995; Wang et al.,
2003). Ebenso konnte die beobachtete Uberexpression von RhoB in den HEK293-
Zellen, die durch die Expression von EpCAM hervorgerufen wird, zur
Transformation und die damit einhergehende erhdhte Proliferation der Zellen

beitragen.

Fur Calmodulin 1 (CaM 1) konnte zusétzlich zur Induktion durch EpCAM in
HEK293-Zellen eine Korrelation der mRNA-Synthese mit der endogenen EpCAM-

Expression in Karzinom-Zelllinien nachgewiesen werden. Calmodulin | ist ein
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intrazelluldrer Calcium-Rezeptor, der ubiquitar in eukaryotischen Zellen vorhanden
ist. Die Bindung von Calcium verursacht Konformationsdnderungen, die es
ermoglichen, dass Calmodulin die Serin/Threonin Phosphatase Calcineurin und die
Ca®*/CaM-abhangigen Protein-Kinasen | und Il (CaMKI, CaMKIl) und MLCK
(myosin light chain Kinase) aktiviert. Beide Typen von Enzymen sind in
eukaryotischen Zellen an der Regulation des Zellzyklus beteiligt. Phanotypisch duBert
sich eine CaM-Uberexpression in eukaryotischen Zellen in einer Beschleunigung der
Zellproliferation (Rasmussen et al., 1987). Dartberhinaus bedingt eine
Transformation von eukaryotischen Zellen ein erhohtes Level an CaM (Chafouleas et
al., 1981).

Auf molekularer Ebene regulieren die Ca**/CaM-abhangige Phosphatase Calcineurin
und die CaMK den Zellzyklus und damit die Proliferationsrate der Zellen, indem sie
neben der Transkription und Translation von Cyclin D1 auch die Transkription und
Aktivitat von Cdk4 in der G;-Phase des Zellzyklus beeinflussen. Eine Hemmung von
Calcineurin bzw. der CaMK fihrt zu einem Arrest der Zellen in der G;-Phase. Die
CaMKII beeinflusst dartiberhinaus die Aktivitat von Cdc 2 und reguliert auf diese
Weise den G,/M-Ubergang der Zellen (Kahl & Means, 2003). MLCK ist an der
Regulation der Zellmigration, der Mitose, der Zytoskelett-Dynamik und der Sekretion
beteiligt (Means et al., 1991).

Die Stimulation der Zellproliferation durch Ca?*/CaM und die beobachtete
Korrelation zwischen der CaM I-Transkription und der Obflachenexpression von
EpCAM in Tumorzellen deuten darauf hin, das die erhdhte Proliferationsrate, die in
EpCAM-exprimierenden Zellen zu beobachten ist, u.a. iber Ca’**/CaM-abhangige

Signalwege vermittelt werden (Miinz et al., 2004).

4.2 Potenzielle Interaktionspartner von EpCAM

Durch eine verénderte Transkription der Gene von Egr-1, RhoB und CaM | war es auf
molekularer Ebene mdglich einen Zusammenhang zwischen den phéanotypischen
Verénderungen, die bei einer deregulierten Expression von EpCAM beobachtet
werden konnen, und Veranderungen im Expressionsmuster der Zellen, die urséchlich
fur den transformierten Ph&notyp sind, herzustellen. Um herauszufinden, welche

Signalwege an einer Signaluber-tragung von dem Rezeptor in den Zellkern beteiligt
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sind und u.a. die Transkription von c-myc induzieren, war es notwendig
Interaktionspartner von EpCAM zu identifizieren. Durch ein Two-Hybrid Screening
in Hefen konnten fur die kurze, zytoplasmatische Domadne von EpCAM (26
Aminosduren) 17 Proteine identifiziert werden, die als potenzielle Interaktionspartner
in Frage kommen (s. Tab. 3.1). Die identifizierten Proteine sind hinsichtlich ihrer

Funktion und ihrer Lokalisation in der Zelle sehr heterogen.

Bei Alpha 4 (a4), das auch unter IGBP1 (immunoglobulin (CD79a) binding protein)
bekannt ist, handelt es sich um ein 45 kDa-Phosphoprotein. Es wurde urspriinglich in
B-Zellen identifiziert, wo es mit dem B-Zellrezeptor Komplex assoziiert ist und bei
einer Aktivierung des Rezeptors phosphoryliert wird (Inui et al., 1995). Die
Expression von humanem a4 beschrénkt sich nicht nur auf Immunzellen, sondern
konnte auch in nicht-lymphoiden Geweben nachgewiesen werden. Beispielsweise
wurde eine starke Expression von a4 in Geweben des Herzens, der Skelettmuskulatur
und der Bauchspeicheldriise nachgewiesen. Weniger stark exprimiert ist a4 dagegen
in Zellen des Gehirns, der Plazenta, der Lunge, der Leber und der Niere (Onda et al.,
1997). Zudem konnte gezeigt werden, dass humanes a4 konstitutiv mit den
katalytischen Untereinheiten der Proteinphosphatasen 2A, 4 und 6 assoziiert ist (Chen
et al., 1998). Die Aminosauresequenz von a4 ist zu 37 % homolog zu dem
S.cerevisiae-Protein Tap42. Von Tap42 ist bekannt, dass es mit der katalytischen
Untereinheit von PP2A und Sit4 (Hefe-Homolog von PP6) assoziiert ist (Di Como et
al.,, 1996). Diese Assoziation ist unabhéngig vom Zellzyklus, wird durch
Wachstumssignale reguliert und ist sensitiv gegeniiber dem Immunsuppressor
Rapamycin (Di Como et al., 1996). Dies ist ein Hinweis darauf, das Tap42 an dem
Rapamycin-sensitiven Tor-Signalweg beteiligt ist. Dieser Signalweg wird durch Tor-
Proteine vermittelt. Das eukaryotische Homolog zu den Tor-Proteinen ist
FRAP/RAFTL. Dieses Protein vermittelt in eukaryotischen Zellen die Transduktion
von mitogenen Signalen in den Zellkern (Brown & Schreiber, 1996). Aufgrund der
Homologie zum Tor-Signalweg in Hefen wird angenommen, das a4 an dem ebenfalls
Rapamycin-sensitiven FRAP-Signalweg in eukaryotischen Zellen beteiligt ist (s. Abb.
4.1).

In sechs unabhangigen Hefe-Klonen konnte a4 als Interaktionspartner von EpCAM

identifiziert werden. Allerdings war bei sémtlichen Klonen die Aminoséuresequenz
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von o4 nicht vollstdndig. Es fehlten neben dem N-terminalen Bereich von
Aminoséure 1 — 197 auch drei langere Sequenzen im C-terminalen Bereich
(Aminosdure 201 — 215, 221 — 234 und 295 — 313). Da aber fir a4 bereits eine
Beteiligung an der vom B-Zellrezeptor vermittelten Signaltransduktion, die zu einer

Proliferation der B-Zellen fuhrt, nachgewiesen werden konnte

Wachstumssignale

G O

l l

Translation

Abb. 4.1

Homologien des Tor-Signalweges (S.cerevisiae) mit dem eukaryotischen
FRAP-Signalweg. Die Assoziation von Tap42 mit der Phosphatase 2A und Sit4
wird Uber Wachstumssignale reguliert und vermittelt Gber Torlp und Tor2p in
Hefen die Translation von Zielgenen (links). Die Aminosauresequenz von Alpha
4 ist zu 37 % homolog zu Tap42 und konnte Uber den eukaryotischen FRAP-
Signalweg Wachstumssignale in den Kern vermitteln (rechts).

und eine Beteiligung am FRAP-Signalweg diskutiert wird, wirde eine Assoziation
mit der zytoplasmatischen Doméne von EpCAM sinnvoll erscheinen. Um den
Nachweis flr eine tatsdchliche Interaktion zu erbringen ware es notwendig, die
Assoziation von a4 und EpCAM in humanen Zellen mittels Ko-

Immunoprézipitationen zu validieren.
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Ein weiterer interessanter Kandidat, der als potenzieller Bindungspartner von EpCAM
identifiziert werden konnte, ist Filamin A. Die Aminoséduresequenz, die sich aus der
Translation der Prey-cDNAs der zwei unabhéngigen Hefe-Klone ergab, stimmte zu
100 % mit dem C-terminalen Bereich von Filamin A Uberein. Die Aktivierung des
lacZ-Reportergenes konnte in einem der beiden Klone qualitativ nachgewiesen

werden.

Filamin A gehort zur Familie der Filamine, deren drei Isoformen A, B und C eine
Sequenzhomologie von 60 — 80 % aufweisen (Stossel et al., 2001). Funktionell sind
Filamine groRBe Actin-bindende Proteine, die in der Lage sind dreidimensionale
Netzwerke von Actinfilamenten zu stabilisieren und sie mit der Zellmembran zu
verknipfen. Strukturell kennzeichnend fur Filamine sind die N-terminale Actin-
bindende Doméne und eine lange Stabchen-ahnliche Doméane mit 24 Wiederholungen
von anti-parallelen p-Faltblattern. Die Assoziation von Filaminen mit der Membran
wird Uber eine direkte Bindung der C-terminalen p-Faltblatt-Wiederholungen mit
Transmembran-Proteinen, wie beispielsweise p-Integrinen, vermittelt (Calderwood et
al., 2000). Die Interaktion mit Integrinen oder Integrin Ko-Rezeptoren rekrutiert
Filamine zu Zell-Matrix Adhasionsstellen (Zamir et al., 2001; Nikki et al., 2002).
Eine Rolle von Filamin A in der Signaltransduktion suggerieren zahlreiche weitere
Interaktionen mit unterschiedlichen Liganden (Feng & Walsh, 2004). Beispielsweise
reguliert Filamin A die Aktivitdt von Rho-GTPasen uber eine Interaktion mit diesen
Molekilen (Ohta et al., 1999). Ebenso ist bekannt, dass die Funktion von Filaminen
durch unterschiedliche Signale verandert werden kann. So fihrt eine
Phosphorylierung von Filamin durch die Ca**/Calmodulin-abhangige Kinase Il zu
einer reduzierten Bindungsaffinitat fir Actin (Ohno et al., 1990).

Die bekannten Interaktionen von Filamin A mit transmembranen Rezeptoren und die
mehrfach in der Literatur beschriebene Fahigkeit von Filamin A, die zytoplasmatische
Signalweiterleitung zu beeinflussen, lassen dieses Protein als einen relevanten

Interaktionspartner von EpCAM erscheinen.

Die Analyse von drei Prey-Plasmiden ergab eine Aminosduresequenz, die identisch
ist mit dem hypothetischen Protein MGC11349. Die Untersuchung der p-
Galactosidase-Aktivitat der Hefeklone zeigte bei allen Klonen eine Aktivierung des

lacZ-Reportergenes. Uber die Lokalisierung und die physiologische Funktion von
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MGC11349 ist in der Literatur nichts beschrieben. Aus diesem Grund kann uber die
Maglichkeit einer Bindung von MGC11349 an die zytoplasmatische Domane von
EpCAM keine Aussage gemacht werden. Vergleichbares trifft fur das ebenfalls
hypothetische Protein CGI-128 zu, das in einem Klon identifiziert worden ist.

Allerdings konnte fir CGI-128 keine Aktivitat des lacZ-Genes nachgewiesen werden.

Ein weiteres Protein, das mit Hilfe des Two-Hybrid Screenings als potenzieller
EpCAM-Interaktionspartner identifiziert werden konnte, ist das Rab5 Interacting
Protein. Das Rab5 Interacting Protein ist in humanen Geweben ubiquitdr exprimiert
und ist strukturell gekennzeichnet durch eine N-terminale transmembrane Doméne
und zentrale coiled-coil Strukturen (Hoffenberg et al., 1999). Eine physiologische
Rolle spielt das Protein bei der homotypischen Fusion von Endosomen, die es durch
eine Interaktion mit der Ras-verwandten GTPase Rab5 beschleunigt und mit denen es
auch assoziiert ist (Hoffenberg et al., 1999). Ein funktioneller Zusammenhang, der
eine Interaktion mit EpCAM plausibel erscheinen l&sst, kann mit den bisher in der
Literatur beschriebenen Eigenschaften des Rab5 Interacting Proteins nicht hergestellt

werden.

In einem Two-Hybrid Klon war die DNA-Sequenz des Preys nach der Translation
identisch mit der Aminoséuresequenz des Multiple PDZ domain proteins 1 (MUPP1).
Dariiberhinaus bedingte eine Ko-Expression des MUPP1-Prey-Peptides und des Bait-
Peptides eine Transkription des lacZ-Reportergenes. Strukturell ist MUPP1 aus 13
PDZ-Domanen (PSD-95, Dlg, ZO-1) aufgebaut (Ulmer et. al., 1998). Proteine mit
PDZ-Domanen spielen als sog. ,,scaffolding“-Proteine eine Rolle in der Organisation
bzw. Regulation von Signaltransduktions-Komplexen. Eine Interaktion von MUPP1
mit einem Serotonin,c Rezeptor (5-HT,c R) ist in der Literatur beschrieben, wobei die
physiologische Funktion dieser Interaktion unklar ist (Parker et al.,, 2002).
Darlberhinaus konnte fir MUPP1 die Lokalisation in sog. ,tight junctions®
nachgewiesen werden. MUPP1 wird dabei durch eine Bindung an den CA-Rezeptor
(cocksackievirus and adenovirus receptor) in die ,tight junctions® rekrutiert (Coyne et
al., 2004). Auch fur EpCAM konnte eine Lokalisation in ,tight junctions“ gezeigt
werden (Ladwein et al., 2005). Da sowohl EpCAM als auch MUPP1 in ,tight
junctions® lokalisieren, waére eine native Interaktion der beiden Proteine in

epithelialen Zellen moglich. Aufgrund der bekannten Funktion von Proteinen mit

75



Diskussion

PDZ-Domanen Signaltransduktions-Komplexe zu organisieren und zu regulieren,
konnte eine Interaktion mit MUPP1 auch eine Rolle in der EpCAM-vermittelten

Signaltransduktion spielen.

Fur die weiteren Proteine, die aufgrund der Ergebnisse des Two-Hybrid Screening
potenziell dazu in der Lage sind mit der zytoplasmatischen Doméane von EpCAM zu
interagieren, ist die Wahrscheinlichkeit einer tatsdchlichen Interaktion in
eukaryotischen Zellen klein. Diese Beurteilung beruht auf der Tatsache, dass fir
EpCAM bisher ausschlie3lich eine Assoziation mit der Plasmamembran beschrieben
ist und daher eine Bindung an Proteine die extrazellular, im Nukleus oder im
Endoplasmatischen Reticulum (ER) lokalisieren sind, unwahrscheinlich ist. Eine reale
Interaktion der zytoplasmatischen Doméne von EpCAM mit einem Nukleus-
assoziierten Protein ware nur durch eine intrazellulare Spaltung von EpCAM zu
realisieren. Zusétzlich mdusste die zytoplasmatische EpCAM-Domane durch die
Bindung an ein Shuttle-Protein in den Zellkern transportiert werden. Zum Zeitpunkt
der Arbeit war kein Antikorper gegen EplC verfugbar. Deshalb war es nicht moglich
die Lokalisation von EplC im Nukleus humaner Zellen zu untersuchen.

Galectin-1 ist ein 14kDa Lectin, das extrazellular an p-Galactoside in
Oligosacchariden und Glykoproteinen bindet (Cho et al., 1997). Das DnaJ Homolog
und die N-Glykanase 1 sind in ihrer Funktion als Chaperone im ER lokalisiert. Bei
CAPER handelt es sich um einen transkriptionellen Ko-Aktivator der im Nukleus
lokalisiert ist (Jung et al., 2002). Ausschlielich im Kern lokalisiert sind dartiber
hinaus das zur Modulation von Chromatinstrukturen beféhigte ASF1 B, der
transkriptionelle Repressor RING 1, der Replikationsfaktor PCNA, das mRNA-
prozessierende HNRPDL und das Mikrotubuli-assoziierte ch-TOG.

Eine artifizielle Interaktion mit diesen Proteinen kodnnte in einem Two-Hybrid
Screening deshalb zustande kommen, da die zytoplasmatische Domane von EpCAM
aufgrund der Fusion mit einer Kernlokalisierungssequenz, im Gegensatz zu dem

nativen Protein, nach der Expression in den Zellkern der Hefen transportiert wird.

76



Diskussion

4.3 EpCAM interagiert mit Cyclophilin A in Hefen und in
humanen Zellen

Ein potenzieller intrazellularer Bindungspartner von EpCAM, der in funf
unabhéngigen Hefe-Klonen identifiziert wurde, ist Cyclophilin A (CyA). Dabei
konnte in allen Klonen die vollstandige Aminosauresequenz von CyA mit einer Lange
von 165 Aminosauren identifiziert werden.

Nach der ektopischen Uberexpression von CyA und EpCAM in HelLa-Zellen konnte
eine Assoziation der beiden Proteine in humanen Zellen validiert werden. Die
Interaktion konnte durch eine Ko-Immunprazipitation von CyA bzw. EpCAM
nachgewiesen werden, nachdem Immunpréazipitate von EpCAM bzw. CyA
elektrophoretisch aufgetrennt wurden.

Bei CyA handelt sich um ein ubiquitér verbreitetes, zytoplasmatisches Protein, das
eine Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase-Aktivitat aufweist (Howard et al., 2003). Mit
Hilfe dieser Aktivitat beeinflusst CyA die Faltung und Aktivitdt von Proteinen wie
beipielsweise Peroxiredoxine oder CD147 (Lee et al., 2001; Yurchenko et al., 2002).
Desweiteren konnte fiir CyA eine Rolle in der Regulation von zellularen Signalwegen
nachgewiesen werden. In T-Zellen ist CyA beispielsweise an der Regulation der T-
Zellrezeptor-vermittelten Signaltransduktion beteiligt. In diesem Zusammenhang
konnte gezeigt werden, das CyA einen stabilen Komplex mit Itk (Interleukin-2
tyrosine kinase) bildet und dadurch die Aktivitdt dieser Nichtrezeptor Protein
Tyrosin-Kinase hemmt (Brazin et al.,, 2002). AuBerdem konnte fir CyA eine
Interaktion mit dem Rezeptor-Glykoprotein CD99 nachgewiesen werden, wobei die
Funktion dieser Bindung unklar ist (Kim et al., 2004). Uber die Rolle von CyA in der
Signaltransduktion von Zellen nicht-lymphoider Herkunft ist bis heute wenig bekannt.
Allerdings suggeriert die Uberexpression von CyA, die bereits u.a. in Leber-, Lungen-
und Mundschleimhaut-Karzinomen beschrieben ist, eine Funktion dieses Proteins im
Zusammenhang mit der Karzinogenese nicht-lymphoider Zellen (Lim et al., 2002;
Campa et al., 2003; Chen et al., 2004).
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4.4 EpCAM interagiert mit FHL2 in Hefen und in humanen Zellen

Ein weiteres Protein, das Uber ein Screening mit der zytoplasmatischen Doméne von
EpCAM in der cDNA-Bibliothek einmal als Bindungspartner identifiziert werden
konnte, ist FHL2. In dem positiven Hefe-Klon konnte die vollstandige
Aminosduresequenz von FHL2 (four and a half LIM 2) mit einer Lange von 287
Aminosduren identifiziert werden.

Nach der Uberexpression von EpCAM und einem HA-markierten Fusionsprotein von
FHL2 in HelLa-Zellen konnte Uber Ko-Immunprazipitationen auBerdem gezeigt
werden, dass die beiden Proteine auch im humanen Zellsystem unter physiologischen
Bedingungen interagieren. Eine Ko-Immunprazipitation war nachweisbar fir EpCAM
oder FHL2 nachdem die Immunopréazipitate von FHL2 und EpCAM
gelelektrophoretisch aufgetrennt wurden.

FHL2 wurde erstmals in Myoblasten identifiziert, die dieses Protein differenziell in
gesunden Myoblasten und ihren malignen Abkémmlingen, den Rhabdomyosarkoma
Zellen, exprimieren (Genini et al., 1997). Aus diesem Grund wird FHL2 auch als
DRAL (Downregulated in Rhabdomyosarcoma LIM Protein) bezeichnet. Die
Struktur von FHL2 ist gekennzeichnet durch finf LIM-Domanen (LIN-11, ISL-1,
MEC-3), wobei die LIM-Doméane am N-Terminus nur aus der zweiten Halfte des
Konsensus-Motives besteht. Zwei Zinkfinger bilden eine LIM-Doméne und werden
uber hydrophobe Wechselwirkungen in einer Konfiguration zusammengehalten, die
in der Abbildung 4.2 dargestellt ist.

FHL2 besitzt auBer den LIM-Doménen keine weiteren bekannten funktionellen oder
strukturellen Domanen und gehdért daher zu der Familie der sog. LIM-only Proteine.
Die wesentliche Funktion von LIM-Domaénen ist die Vermittlung von Protein-
Protein-Wechselwirkungen, die es FHL2 ermdglichen mit transmembranen
Rezeptoren, zytosolischen Proteinen, nuklearen Shuttle-Proteinen wie 3-Catenin oder
Transkriptionsfaktoren wie FOXO1 (Forkhead box class O), zu interagieren (Wixler
et al., 2000, Stilo et al., 2002; Martin et al., 2002; Yang et al., 2005).
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Abb. 4.2

Struktur einer LIM-Domane. Dargestellt sind zwei Zinkfinger, die eine LIM-Doméane
bilden. Im ersten Zinkfinger komplexieren drei Cysteine (C) und ein Histdin (H) und im
zweiten Zinkfinger zwei Cysteine, ein Histidin und ein Cystein, Histidin oder Aspartat (D)
ein Zinkatom (Zn). Die Ziffern geben die Anzahl der Aminoséurereste an (hach Bach, 2000).

H&aufig wird Uber eine Interaktion mit FHL2 die transkriptionelle Aktivitat von
Zielmolekdlen reguliert. Beispielsweise ist bekannt, das FHL2 B-Catenin (ber eine
Assoziation ko-aktiviert (Wei et al., 2003). Eine zytosolische Akkumulation von (-
Catenin flhrt zu einer Translokation des Proteins in den Zellkern. Im Zellkern bildet
B-Catenin Komplexe mit DNA-bindenden Faktoren der TCF/LEF-Familie (T-cell
factor/lymphoid enhancer factor) und aktiviert auf diese Weise u.a. die Transkription
des Proto-Onkogens c-myc (He et al.,, 1998). Die Uberexpression von EpCAM
induziert ebenfalls die Transkription des c-myc-Genes (Minz et al., 2004). Es ist
daher vorstellbar, dass die Assoziation von FHL2 und EpCAM eine Funktion bei der
EpCAM-vermittelten transkriptionellen Aktivierung von c-myc spielt.

Dariiber hinaus ist bekannt, das FHL2 durch eine Bindung an zytoplasmatische
Untereinheiten des Integrin-Rezeptors zu Adhdsions-Komplexen rekrutiert wird
(Wixler et al., 2000). Es konnte auf’erdem gezeigt werden, dass in NIH 3T3-Zellen
kleine Rho GTPasen, insbesondere RhoB, eine transkriptionelle Aktivierung von
FHL2 induzieren. AuBerdem transloziert FHL2 wéhrend der Karzinogenese von
Prostata-Zellen in Abhédngigkeit von den Rho GTPasen Signale von der
Zelloberflache in den Nukleus (Midller et al., 2002). Durch eine Analyse des
Transkriptoms von EpCAM-HEK293-Transfektanten konnte im Vergleich zu
EpCAM-negativen HEK293-Zellen eine erhohte Transkription von RhoB gezeigt
werden (siehe unter Punkt 4.1). Somit kénnte RhoB die Signaltransduktion, die von

EpCAM ausgeht und tber FHL2 moglicherweise in den Zellkern transloziert, positiv
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beeinflussen. FHL2 interagiert auBerdem mit einer Region (AS 269-298) innerhalb
einer grolRen hydrophilen Schleife des Rezeptorproteins Presenilin-2 (Tanahashi et al.,
2000). Diese Assoziation ermdglicht FHL2 eine Translokation in den Zellkern (Kang
et al., 2005). Moglicherweise werden FHL2-Molekiile durch die Interaktion mit
EpCAM an die Plasmamembran rekrutiert, dadurch deren Assoziation mit Presenilin-
2 und die Translokation in den Zellkern ermdglicht (siehe Abb. 4.3).

In dieser Arbeit bleibt die Frage offen, ob zur Signalweiterleitung durch FHL2 die
Assoziation mit der zytoplasmatischen Doméane von EpCAM gel6st wird oder ob
vielleicht nach einer proteolytischen Spaltung ein Komplex aus FHL2 und EpIC in

den Nukleus transloziert.
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Abb. 4.3

Vorgeschlagenes Modell zur Rolle von FHL2 in der EpCAM-vermittelten Signaltransduktion. FHL2
interagiert mit der zytoplasmatischen Doméane von EpCAM und wird auf diese Weise an die Plasmamembran
rekrutiert. Die Assoziation von FHL2 mit Presenilin-2 ermdglicht den FHL2/B-Catenin-Komplexen in den
Zellkern zu translozieren und die Transkription von c-myc zu induzieren.
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5. Zusammenfassung

Das Epithelial Cell Adhesion Molecule, kurz EpCAM, ist ein transmembranes
Zelladhésionsmolekiil, dessen Expression mit einer erhdhten Proliferation epithelialer
Zellen einhergeht. Die verénderten proliferativen Eigenschaften werden durch eine
EpCAM-vermittelte Signaltransduktion hervorgerufen, die u.a. die Transkription des
Proto-Onkogens c-myc induziert.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass EpCAM die Transkription weiterer
»down stream“-Zielmolekile reguliert. Die mRNA-Synthese des Transkriptions-
faktors Egr-1 wird durch EpCAM reprimiert. Dagegen induziert EpCAM die
Transkription der Gene fir RhoB und Calmodulin I. Auferdem Korreliert in
unterschiedlichen Karzinomzelllinien die native EpCAM-Expression mit der
Transkriptionsrate von Calmodulin 1.

Zur ldentifikation intrazelluldrer Interaktionspartner wurde mit der kurzen
zytoplasmatischen Doméne (26 Aminosduren) von EpCAM ein Two-Hybrid
Screening in Hefen durchgefuhrt. Es konnten 17 potentielle Interaktionspartner aus
einer humanen cDNA-Bank identifiziert werden. Fir die zwei Signaltransduktions-
molekile FHL2 und Cyclophilin A war es méglich, eine Interaktion mit EpCAM in
humanen Zellen nachzuweisen. Dariberhinaus konnte gezeigt werden, dass die C-
terminale LIM-Doméne von FHL2 fir eine Assoziation mit EpCAM notwendig ist.
Somit konnte in dieser Arbeit die Grundlage fur eine weitere Analyse der EpCAM-

vermittelten Signaltransduktion geschaffen werden.
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