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EINLEITUNG	  

In	  Deutschland	  erkranken	  derzeit	   jährlich	  rund	  31.000	  Frauen	  und	  38.000	  Männer	  an	  

einem	   kolorektalen	   Karzinom	   (CRC).	   Damit	   steht	   das	   CRC	   an	   zweiter	   Stelle	   der	  

häufigsten	   Tumorerkrankungen.	   Die	   5-‐Jahres-‐Überlebensrate	   liegt	   bei	   optimaler	  

Therapie	  zwischen	  40	  und	  60	  %	  (RKI	  2012).	  

 Die	  Metastasierung	  ist	  beim	  kolorektalen	  Karzinom	  1

therapielimitierend	  

Obwohl	  das	  CRC	  zu	  einer	  der	  am	  besten	  erforschten	  Tumorentitäten	  zählt,	  wurden	  in	  

den	  letzten	  Jahrzehnten	  nur	  unzureichende	  Fortschritte	  beim	  Therapieerfolg	  erreicht.	  

Zwar	   konnten	   gezielte	   Antikörpertherapien	   in	   Kombination	   mit	   zytotoxischen	  

Chemotherapeutika	   die	   2–Jahres-‐Überlebensrate	   verbessern,	   die	   5–Jahres-‐

Überlebensrate	  blieb	  bisher	  jedoch	  unbeeinflusst	  (Bartlett	  2012).	  

Als	  Therapie-‐limitierender	  Faktor	  gilt	  in	  erster	  Linie	  Metastasierung.	  Denn	  mehr	  als	  die	  

Hälfte	   aller	   Patienten	   entwickeln	   im	   Verlauf	   ihrer	   Erkrankung	  Metastasen,	   was	   ihre	  

Prognose	  stark	  verschlechtert	  (Dietvorst	  2013),	  da	  Lebermetastasen	  mit	  konsekutivem	  

Leberversagen	   die	   führende	   Todesursache	   von	   Patienten	   mit	   CRC	   sind	   (McLoughlin	  

2006).	  Metastasen	  wachsen	  nach	   Initiation	  etwa	  6	  Jahre	  bis	   sie	  nachweisbar	  werden	  

(D.	  Hölzel	  2009).	  Daher	  entsteht	  das	  Bild	  einer	  erfolgreichen	  Remission,	  die	  tatsächlich	  

jedoch	   nicht	   vorhanden	   ist.	   Der	   Prozess	   der	   Metastasierung	   lässt	   sich	   aus	  

zellbiologischer	   Sicht	   in	   fünf	   Schritte	   untergliedern	   (Abb.	  1):	   1.	  Invasion	   und	  

Intravasation,	   2.	  Extravasation,	   3.	  Migration,	   4.	  Initiation	   von	   Zellwachstum,	  

5.	  Induktion	   von	   Angiogenese.	   Zellbiologisch	   kann	   die	   Kapazität	   für	   Metastasierung	  

durch	   experimentelle	   Bestimmung	   von	   Migration,	   invasivem	   Wachstum	   und	  

Transformation	   (colony	   formation,	   anchorage	   independent	   growth)	   der	   Tumorzellen	  

bestimmt	  werden	  (Abb.	  1).	  
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	  Zhang,	  2010	  

Abb.	  1	  -‐	  Modell	  der	  Metastasierung	  -‐	  Der	  Metastasierungsprozess	  kann	  in	  fünf	  Schritte	  (stage)	  unterteilt	  werden.	  

Nach	   Durchbrechen	   der	   Basalmembran	   invadieren	   Zellen	   des	   Primärtumors	   das	   Stroma	   und	   gelangen	   durch	  

Intravasation	   in	   Blut-‐	   oder	   Lymphgefäße.	   Die	   Hämolymphe	   transportiert	   diese	   Krebszellen	   zu	   entfernt	   liegenden	  

Geweben,	  wo	  sie	  sich	  an	  das	  Endothel	  der	  versorgenden	  Gefäße	  anheften	  und	  via	  Extravasation	  in	  das	  Stroma	  des	  

Zielorgans	  gelangen.	  Hier	  migrieren	  und	  invadieren	  die	  Tumorzellen	  erneut,	  sodass	  sich	  ruhende	  Mikrometastasen	  

ausbilden	  können.	  Einige	  dieser	  Mikrometastasen	  sind	  letztlich	  in	  der	  Lage,	  ihr	  Zielgewebe	  zu	  kolonisieren,	  wodurch	  

Makrometastasen	  entstehen	  (Zhang	  2010).	  

Charakteristischerweise	   zeigen	   CRC	   und	   ihre	   Metastasen	   histologisch	   eine	   große	  

Übereinstimmung.	  Einzelne	  Tumorzellen	  sind	  intratumoral	  jedoch	  deutlich	  heterogen.	  

So	   finden	   sich	   sowohl	   im	   Primärtumor	   als	   auch	   in	   der	   Metastase	   hochinvasive,	  

dedifferenzierte	   Zellen	   mit	   mesenchymalen	   Eigenschaften	   und	   niedriger	  

Proliferationsaktivität	   vermehrt	   an	   der	   invasiven	   Front	   oder	   Invasionsfront	   der	  

Tumoren,	   während	   im	   Zentrum	   des	   Tumors	   epithelial	   organisierte	   Tumorzellen	  

dominieren,	   die	   einen	   hohen	   Proliferationsindex	   zeigen	   (Abb.	  2).	   Korrespondierende	  

Lebermetastasen	   zeigen	   ein	   analoges	   intratumoral	   heterogenes	   Wachstumsmuster	  

(Brabletz	  2001).	  	  

Abb.	   2	   -‐	   Phänotypische	   Heterogenität	   in	   CRC	   und	   Metastasen.	  

Mesenchymal	   differenzierte	   Tumorzellen	   (lila)	   mit	   niedriger	  

Proliferationsrate	   finden	   sich	   vermehrt	   an	   der	   invasiven	   Front,	   dem	  

Übergang	   zwischen	   Tumor	   und	   normalem	   Gewebe.	   Zum	   Zentrum	   des	  

Tumors	   hin	   nimmt	   die	   Zahl	   epithelial	   differenzierter	   proliferierender	  

Zellen	  (hellbraun)	  zu.	  Die	  Regulation	  der	  Transdifferenzierung	  wird	  Zellen	  

des	   Tumorstromas	   und	   der	   extrazellulären	   Matrix	   zugeschrieben	  

(dunkelbraun)	  (Brabletz	  2001,	  Brabletz	  2005).	  

	  

Brabletz,	  2001/2005	  
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Um	   diese	   intratumorale	   Heterogenität	   zu	   erklären,	   wurden	   verschiedene	   Modell-‐

Systeme	  zur	  Tumorigenese	  entwickelt,	  von	  denen	  sich	  in	  der	  heutigen	  Onkologie	  zwei	  

Modelle	  allgemein	  durchgesetzt	  haben,	  weil	  sie	  zum	  einen	  plausibel	  erscheinen,	  zum	  

anderen	   experimentell	   abgesichert	   werden	   konnten.	   Bei	   diesen	   beiden	   Modellen	  

handelt	   es	   sich	   um:	   (1)	  das	   klonale	   Evolutionsmodell,	   das	   bisweilen	   auch	   als	  

stochastisches	   Evolutionsmodell	   bezeichnet	   wird	   und	   (2)	  die	   Tumorstammzell-‐

Hypothese.	  	  

Das	   klonale	   Evolutionsmodell	   nimmt	   an,	   dass	   durch	   zufällige	   Mutationsprozesse	  

Tumorzellen	  mit	   mutationsbedingtem	   Überlebensvorteil	   entstehen	   und	   in	   der	   Folge	  

selektiv	   expandieren.	   Alle	   Zellen	   dieser	   dominanten	   Tumorzellpopulation	   sind	   dieser	  

Hypothese	  zur	  Folge	  klonal,	  d.h.	  

- genetisch	   identische	  Klone,	  die	  über	  den	  Prozess	  der	  multistep	  carcinogenesis	  

(Kinzler	  1996)	  entstehen,	  sowie	  

- histologisch	  identisch.	  

Weiterhin	  können	  diese	  Tumorzellen	  

- gleichermaßen	  Sekundärtumoren	  und	  Metastasen	  induzieren	  (Abb.	  3A).	  

 Die	  Tumorstammzellhypothese	  2

Das	   kanonische	   Modell	   ist	   jedoch	   ungeeignet,	   die	   bereits	   histomorphologisch	  

offenkundige	  Heterogenität	   von	  Tumoren	   zu	  erklären,	  wie	   z.B.	  die	  Dedifferenzierung	  

von	   Tumorzellen	   an	   der	   Invasionsfront	   von	   CRC.	   Ebenfalls	   zeigten	   in	   vitro	   Versuche,	  

dass	   Tumorzellen	   grundsätzlich	   eine	   unterschiedliche	   intrinsische	   Kompetenz	   haben.	  

So	   war	   lediglich	   eine	   von	   10.000	   Myelom-‐Zellen	   in	   der	   Lage,	   neue	   Kolonien	   zu	  

generieren	   (Park	   1971).	   Weiterhin	   wurde	   in	   Xenograft-‐Versuchen	   -‐	   also	   in	   vivo	   -‐	  

gezeigt,	   dass	   nur	   eine	   Subpopulation	   von	   Tumorzellen	   neues	   Tumorwachstum	  

initiieren	   kann	   (Bonnet	   1997).	   Folglich	   zeigen	   Tumorzellen	   unterschiedliche	  

Kompetenzen,	   was	   man	   nach	   dem	   klonalen	   Modell	   nicht	   erwarten	   würde.	   Die	  

Tumorzellen,	   die	   in	   der	   Lage	   waren,	   Tumorwachstum	   zu	   initiieren,	   wurden	   als	   TIC	  

(tumor	  initiating	  cells)	  bezeichnet.	  Da	  sich	  aus	  diesen	  wenigen	  Tumorzellen	  -‐	  analog	  zu	  
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adulten	  Stammzellen	  -‐	  alle	  anderen	  Zelltypen	  eines	  heterogen	  differenzierten	  Tumors	  

ableiteten,	   wurden	   diese	   Zellen	   außerdem	   als	   Tumorstammzellen	   (cancer	   stem	   cell,	  

CSC)	   bezeichnet.	   Sie	   stehen	   an	   der	   Spitze	   der	   hierarchischen	   Organisation	   der	  

Tumorzellen.	   Zum	   einen	   entstehen	   durch	   asymmetrische	   Teilung	   neue	   CSC	   (self	  

renewal)	   (Dalerba	  2007),	   zum	  anderen	   leiten	   sich	  alle	  unterschiedlich	  differenzierten	  

Tumorzellen	   eines	   Tumors	   von	   diesen	   Zellen	   ab	   (multipotency)	   (Dalerba	   2007)	  

(Abb.	  3	  B).	  Die	  Gültigkeit	  dieses	  Modells	  wurde	   für	  etliche	  solider	  Tumore	  gezeigt,	   zu	  

denen	  auch	  das	  CRC	  zählt	  (O'Brien	  2007,	  Ricci-‐Vitiani	  2007).	  	  	  

	  Visvader,	  Lindeman,	  2012	  

Abb.	   3	   -‐	  Klonales	   Evolutionsmodell	   und	   Tumorstammzellmodell.	   (A)	   Das	   Klonale	   Evolutionsmodell	   ist	   ein	  nicht-‐

hierarchisches	  Modell,	   in	   dem	   akkumulierende	  Mutationen	   den	   Tumorzellen	   einen	   selektiven	  Wachstumsvorteil	  

verschaffen.	  Eine	  Zelle	  (rot),	  die	  eine	  Reihe	  an	  Mutationen	  akkumuliert	  hat,	  repräsentiert	  einen	  dominanten	  Klon.	  

Tumorzellen,	   die	   aus	   diesem	   Klon	   hervorgehen	   (rot	   und	   orange)	   haben	   eine	   ähnlich	   starke	   tumorigene	   Potenz.	  

Andere	   Abkömmlinge	   (grau)	   können	   diese	   Tumorigenität	   verlieren	   oder	   sind	   weniger	   kompetent	   als	   andere	  

Tumorzellen	   aufgrund	   der	   stochastischen	   Natur	   der	   Mutationen.	   (B)	   Das	   Tumorstammzellmodell	   nimmt	   eine	  

hierarchische	  Organisation	  der	  Zellen	  an,	  bei	  der	  eine	  kleine	  Fraktion	  an	  Zellen	  die	  Fähigkeit	  zur	  Tumorigenese	  und	  

zur	   Generierung	   von	   Heterogenität	   durch	   Differenzierung	   besitzt.	   Im	   gezeigten	   Beispiel	   ruft	   die	   Mutation	   einer	  

Vorläuferzelle	   (braun)	  neue	  Zellen	  mit	  stammzellähnlichen	  Eigenschaften	  hervor.	  Diese	  Zellen	  haben	  die	  Fähigkeit	  

zur	  Selbsterneuerung	  und	  produzieren	  durch	  unterschiedliche	  Transdifferenzierung	  viele	  unterschiedliche	  Zelltypen	  

(grau	   und	   grün).	   Auf	   diese	   Weise	   tragen	   sie	   zur	   Tumorheterogenität	   bei	   (Visvader	   2012).	   Hinzu	   kommt,	   dass	  

differenzierte	  Zellen	  auch	  wieder	  zu	  Tumorzellen	  mit	  Eigenschaften	  von	  Tumorstammzellen	  werden	  können.	  Durch	  

diese	   Variabilität	   gewinnt	   das	   System	   eine	   regulierbare	   Plastizität,	   die	   sich	   auch	   in	  Metastasen	   findet	   und	   somit	  

hilft,	   die	   hohe	   intratumorale	   Heterogenität	   zu	   erklären.	   Das	   stochastische	  Modell	   zur	   Tumorentstehung	   und	   das	  

Tumorstammzellmodell	   schließen	   sich	   jedoch	   nicht	   gegenseitig	   aus,	   da	   CSC	   selber	   einer	   klonalen	   Evolution	  
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unterliegen,	   aus	   der	   eine	   dominantere	   Zelle	  mit	   aggressiveren	   Eigenschaften	  hervorgehen	   kann	   (Anderson	   2011,	  

Clark	  2000).	  

Tumorzellen	   entstehen	   aus	   transformierten	   adulte	   Stammzellen	   (Barker	   2009)	   oder	  

normalen	   Zellen	   mit	   Eigenschaften	   von	   CSC,	   die	   z.B.	   durch	   entzündliche	   Prozesse	  

induziert	  werden	  können	  (Schwitalla	  2013).	  Modellhaft	   ist	  somit	  die	  erste	  Tumorzelle	  

die	   entsteht	   eine	   CSC.	   Da	   diese	   Zellen	   gleichzeitig	   die	   volle	   Kompetenz	   zur	  

Metastasierung	  besitzen	  (Dieter	  2011),	  bietet	  das	  Tumorstammzell-‐Modell	  gleichzeitig	  

die	   Rationale,	   dass	   sich	   Metastasen	   bereits	   frühzeitig,	   z.B.	   schon	   auf	   der	   Stufe	   des	  

Adenoms	  von	  Tumoren	  ableiten	  lassen	  (Klein	  2009).	  Aus	  einer	  solchen	  Zelle	  kann	  sich	  

am	  Ort	  der	  Metastase	  ein	  neuer	  Tumor	  bilden,	  der	  zwar	  Ähnlichkeiten	  zum	  Primarius	  

aufweist	   -‐	   da	   sich	   Primarius	   und	  Metastasen	   aus	   denselben	   genetisch	  modifizierten	  

Zellen	  entwickelt	  haben	  -‐	  zum	  anderen	  allerdings	  auch	  neue	  Eigenschaften	  entwickelt,	  

weil	   die	   Entwicklung	   der	   Tumorzellen	   bzw.	   CSC	   in	   Primarius	   und	  Metastase	   parallel	  

zueinander	  stattfindet	  (Gerlinger	  2012).	  

2.1 Tumorstammzellen	  verhalten	  sich	  plastisch	  und	  sind	  regulierbar	  

Adulte	   Stammzellen	   sind	   undifferenzierte	   Zellen,	   die	   durch	   asymmetrische	   Teilung	  

identische	   Tochterzellen	   mit	   Stammzelleigenschaften	   generieren	   können	   (self-‐

renewal).	  Die	  Mehrzahl	  der	  Abkömmlinge	  aus	  der	  Zellteilung	  differenziert	  nach	  einer	  

anfänglichen	   Proliferation	   (transiently	   amplifying	   unit)	   zu	   spezialisierten	   Zellen	   des	  

jeweiligen	  Gewebes.	  Diese	  Zellen	  sind	  durch	  eine	  limitierte	  Lebenszeit	  charakterisiert,	  

die	  durch	  das	  Hayflick-‐Limit	  bestimmt	  wird.	  Diese	   lineare	  Abfolge	   in	  Entwicklung	  und	  

Differenzierung	   ist	   Tumorstammzellen	   jedoch	   verloren	   gegangen.	   Vielmehr	   sind	  

Tumorzellen	   durch	   eine	   hohe	   Plastizität	   gekennzeichnet.	   Die	   molekularen	  

Mechanismen	  der	  Plastizität	  und	  vor	  allem	  Regulation	  dieser	  Plastizität	  sind	  noch	  nicht	  

genau	   verstanden.	   Jedoch	   scheint	   dem	   Tumorstroma	   eine	   entscheidende	   Rolle	  

zuzukommen.	   Denn	   in	   Zellkulturen	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   Faktoren	   der	  

Stromazellen	   -‐	   wie	   z.	   B.	   HGF	   (hepatocyte	   growth	   factor)	   -‐	   in	   der	   Lage	   sind,	  

differenzierte	   kolorektale	   Tumorzellen	   in	   solche	   mit	   Eigenschaften	   von	   CSC	   zu	  

transformieren	   (Vermeulen	   2010).	   Auf	   diese	   Weise	   finden	   sich	   kolorektale	  

Tumorzellen	   in	   einem	   Kontinuum	   zwischen	   differenzierten	   Tumorzellen	   und	  

Tumorzellen	  mit	  Stammzelleigenschaften.	  Ein	  weiterer	  molekularer	  Mechanismus,	  der	  
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zu	   phänotypischen	   Änderungen	   führt,	   ist	   die	   epithelial-‐mesenchymale	   Transition	  

(EMT).	  EMT	  bezeichnet	  einen	  primär	  physiologischen	  Prozess,	  der	  die	  Grundlage	  des	  

Bewegungsprozesses	  der	  Gastrulation	  oder	  Neurulation	  bildet.	  Aus	  polaren	  epithelial	  

differenzierten	  Zellen,	  die	  durch	  die	  Ausbildung	  von	  zonulae	  adherentes	  und	  somit	  der	  

Expression	   von	   E-‐Cadherin	   gekennzeichnet	   sind,	   entstehen	   mobile	   mesenchymale	  

Zellen,	  die	  kein	  E-‐Cadherin,	  dafür	  aber	  die	  mesenchymalen	  Markerproteine	  Vimentin	  

und	   Fibronektin	   exprimieren.	   EMT	   induziert	   die	   Entstehung	   von	   Tumorzellen	   mit	  

Eigenschaften	   von	   Tumorstammzellen	   (Mani	   2008).	   Aus	   den	   mesenchymal	  

differenzierten	  Zellen	  können	  sich	  jedoch	  auch	  wieder	  epitheliale	  Zellen	  bilden.	  Dieser	  

Umkehrprozess	   wird	   als	   MET	   (mesenchymo-‐epitheliale	   Transition)	   bezeichnet.	   EMT	  

und	  MET	  sind	  Prozesse,	  die	  sich	  in	  Tumoren	  parallel	  abspielen	  (van	  der	  Horst	  2012,	  van	  

der	  Pluijm	  2011).	  Normale	  adulte	  Stammzellen	  können	  diese	  Hin-‐und	  Her-‐Regulation	  

unter	   homöostatischen	   Bedingungen	   jedoch	   nicht	   ausführen,	   weil	   sie	   durch	   die	  

Stammzellnische	  und	  somit	  nur	  hier	  in	  einem	  dedifferenzierten	  Zustand	  der	  stemness	  

gehalten	  werden	  (Brabletz	  2001,	  Tang	  2012).	  

Dass	   EMT	   und	  MET	   an	   Progression	   und	  Metastasierung	   von	   Tumoren	   beteiligt	   sind	  

(Kalluri	  2009,	  Polyak	  2009,	  van	  der	  Pluijm	  2011)	  überrascht	  nicht,	  wenn	  man	  die	  für	  die	  

Disseminierung	  von	  Tumorzellen	  notwendigen	  Schritte	  betrachtet	  (Abb.	  4).	  Epitheliale	  

Tumorzellen	  müssen	  übergangsweise	  eine	  mesenchymale	  Differenzierung	  annehmen,	  

um	   Invasion,	   Migration	   sowie	   Intra-‐	   und	   Extravasation	   bewerkstelligen	   zu	   können.	  

Diese	   mesenchymale,	   mobile	   Transdifferenzierung	   wird	   von	   Tumorzellen	   durch	   den	  

Wechsel	  in	  das	  CSC-‐Kompartiment	  erreicht.	  Dadurch	  sind	  Tumorzellen	  im	  Stadium	  von	  

CSC	  mit	  ihrer	  durch	  EMT	  ermöglichten	  Plastizität	  die	  Hauptursache	  für	  Metastasierung	  

(Dieter	  2011)	  und	  stellen	  somit	  das	  primäre	  Angriffsziel	  einer	  Tumortherapie	  dar.	  Am	  

Ort	  der	  Dissemination	  transdifferenzieren	  die	  Tumorzellen	  erneut,	  diesmal	  durch	  MET,	  

wodurch	  ähnlich	  differenzierte	  Metastasen	  entstehen.	  (van	  der	  Pluijm	  2011).	  	  
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Baccelli,	  Trumpp	  2012	  

Abb.	  4	   -‐	  Plastizität	   kolorektaler	   Tumorzellen	   (CRC)	   als	   Voraussetzung	   für	  Metastasierung.	  CRC	  sind	   in	  der	   Lage,	  

mittels	   EMT	   ihre	   epitheliale	   Differenzierung	   passager	   zu	   verlieren,	   was	   ihnen	   die	   Dissemination	   ermöglicht.	   In	  

diesem	   Stadium	   zeigen	   die	   Tumorzellen	   Eigenschaften	   von	   (Tumor-‐)Stammzellen	   (CSC).	   Damit	   verbunden	   sind	  

Migration,	   Invasion	   und	   Intravasation	   in	   das	   Blutgefäßsystem.	   Dort	   sind	   sie	   in	   der	   Lage,	   dem	   Blutdruck	  

standzuhalten	   und	   ohne	   Matrixkontakt	   (anchorage	   independent	   growth)	   zu	   überleben.	   Nach	   Extravasation	  

entwickeln	  sich	  am	  Ort	  der	  Metastase	  nach	  MET	  zunächst	  Mikrometastasen,	  die	  wiederum	  epithelial	  differenziert	  

sind	  und	  stark	  proliferieren	  können.	  Phänotypisch	  gleichen	  die	  Metastasen	  dem	  Primärtumor	  (Baccelli	  2012).	  

Die	   Induktion	  von	  Stammzelleigenschaften	   in	  Tumorzellen	  kann	  während	  aller	  Stufen	  

der	  Tumorprogression	  erfolgen	  und	  ist	  eng	  an	  die	  Mikroumgebung	  (microenvironment)	  

des	  Tumors	  gekoppelt	  (van	  der	  Horst	  2012).	  Die	  Beeinflussung	  der	  Tumorzellen	  durch	  

die	   Mikroumgebung	   erfolgt	   durch	   mannigfaltige	   Einflüsse	   wie	   Hypoxie,	   Zytokine,	  

inflammatorische	   Prozesse,	   Zellkontakt	   mit	   Stromazellen	   wie	   Myofibroblasten,	  

Endothelzellen	   oder	   Interaktion	   mit	   der	   extrazellulären	   Matrix,	   wie	   Collagen,	  

Fibronectin,	  Tenascion-‐C	  oder	  Laminin-‐5γ2	  u.v.a.m.	  Ebenfalls	  stellen	  auch	  Chemo-‐	  oder	  

Radiotherapien	  eine	  Beeinflussung	  der	  Tumorzellen	  und	  der	  Mikroumgebung	  dar.	  So	  

ist	  zum	  einen	  bekannt,	  das	  (1)	  Hypoxie	  cancer	  stemness	  in	  differenzierten	  Tumorzellen	  

induziert	  (Li	  2013)	  und	  (2)	  Zytokine/	  Wachstumsfaktoren,	  wie	  der	  von	  Myofibroblasten	  

sezernierte	   Wachstumsfaktor	   HGF	   (hepatocyte	   growth	   factor)	   die	   plastische	  

Transformation	   differenzierter	   Tumorzellen	   zum	   CSC-‐Phänotyp	   fördern	   (Vermeulen	  

2010).	  Weiter	  können	  (3)	  proinflammatorische	  Zytokine	  wie	  NF-‐κB	  oder	  TNF-‐α	  cancer	  

stemness	  und	  Angiogenese	   induzieren	  und	  so	  Tumorprogression	  und	  Metastasierung	  

begünstigen	   (Li	   2012).	   Schließlich	   transduzieren	   (4)	  Chemotherapeutika	   (etwa	  

Platinverbindungen)	   differenzierte	   Tumorzellen	   in	   CSC	   mit	   der	   Fähigkeit	   zur	  

Selbsterneuerung	   (Hu	  2012).	   Im	  Allgemeinen	   scheint	   jede	   Form	  von	  Zellstress	   in	  der	  
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Lage	  zu	  sein,	  eine	  Transformation	  von	  Tumorzellen	  in	  Zellen	  mit	  Eigenschaften	  von	  CSC	  

zu	  induzieren	  (Zeindl-‐Eberhart	  2014).	  

Wenn	   Tumorstammzellen	   essentiell	   für	   die	   Initiation	   von	   Tumoren	   sowie	  

Metastasierung	   sind,	   dann	   sollten	   das	   plastische	   Kompartiment	   der	   CSC	   oder	   die	  

induzierenden	   Signalwege	   für	   cancer	   stemness	   geeignete	   Ziele	   für	   rationale,	  

zielgerichtete	  (targeted)	  Therapien	  sein.	  	  

2.2 Entstehung	  von	  Tumorstammzellen	  und	  ihre	  Regulation	  

Nach	   dem	   heutigen	   Verständnis	   entstehen	   Tumoren	   durch	   die	   Akkumulation	   von	  

genetischen	   Veränderungen	   (Mutationen)	   oder	   irreversiblen	   epigenetischen	  

Veränderungen	  (DNA-‐Methylierung)	  am	  Erbgut	  einer	  Zelle.	  Mutationen	  finden	  sich	   in	  

Onkogenen	   (gain	   of	   function)	   und	   Tumorsuppressor-‐	   sowie	   caretaker	  Genen	   (loss	   of	  

function),	   die	   in	   einer	   bestimmten,	   aber	   nicht	   genau	   festgelegten	   Folge	   und	  

Kombination	   auftreten.	   Diese	   Zusammenhänge	   wurden	   im	  multistep	   carcinogenesis	  

model	   beschrieben	   und	   zeigten,	   dass	   Krebs	   eine	   Erkrankung	   des	   Genoms	   ist	  

(Vogelstein	  1993).	  

Aufgrund	   der	   Kurzlebigkeit	   der	   Zellen	   in	   etlichen	   Kompartimenten	   wie	   Haut	   oder	  

intestinalen	   Krypten	   ergibt	   sich,	   dass	   die	   Akkumulation	   mehrerer	   Mutationen	   über	  

einen	  Zeitraum	  von	  ca.	  60	  Jahren	  nur	  in	  Zellen	  stattfinden	  kann,	  die	  eine	  entsprechend	  

lange	   Lebenszeit	   aufweisen.	   Hierfür	   kommen	   in	   den	   meisten	   Organsystemen	   -‐	   wie	  

auch	  dem	  intestinalen	  Kompartiment	  -‐	  ausschließlich	  adulte	  Stammzellen	  in	  Frage.	  So	  

liegt	  im	  Darm	  die	  turnover	  Zeit	  aller	  anderen	  Zellen	  (transit	  amplifying	  cells:	  TA-‐Zellen,	  

Schleim	  bildender	  Becherzellen,	  absorbierender	  Enterozyten	  sowie	  endokriner	  Zellen)	  

in	  einem	  Zeitfenster	  zwischen	  vier	  und	  zehn	  Tagen,	  bevor	  die	  Zellen	  am	  apikalen	  Ende	  

der	  Krypten	  oder	  Villi	  abgestoßen	  werden	  und	  durch	  Apoptose	  (Anoikis)	  sterben.	  Dabei	  

führen	   Mutationen	   im	   Tumorsuppressorgen	   APC	   nur	   dann	   zur	   Ausbildung	   von	  

Adenomen	   (Tumorinitiation),	   wenn	   die	   Alteration	   in	   den	   adulten	   Stammzellen	   des	  

Dünndarms	   erfolgt	   (Barker	   2009,	   Barker	   2007).	   Andere	   normale	   Zellen	   des	  

Darmkompartiments	   können	   nur	   dann	   Tumoren	   initiieren,	   wenn	   sie	   unter	  

inflammatorischen	   Stress	   stehen,	   der	   z.	   B.	   durch	   NF-‐κB	   induziert	   werden	   kann	  

(Schwitalla	   2012).	   Diese	   Beobachtung	   bietet	   eine	   gute	   Erklärung,	   warum	   chronische	  
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Entzündungen	  wie	  die	  Ulzerative	  Kolitis	  mit	  einer	  gesteigerten	  Tumorigenese	  assoziiert	  

ist.	   Denn	   unter	   inflammatorischen	   Bedingungen	   werden	   die	   Zellen	   in	   einen	  

stammzellähnlichen	   Phänotyp	   überführt,	   sodass	   sie	   funktionell	   adulten	   Stammzellen	  

gleichen.	   Weiterhin	   bietet	   dieser	   Zusammenhang	   eine	   Basis	   für	   eine	   gute	   rationale	  

Erklärungsmöglichkeit,	   warum	   Tumorzellen	   Eigenschaften	   von	   Stammzellen	   zeigen.	  

Schließlich	   legen	   diese	   Zusammenhänge	   nahe,	   warum	   Mutationen	   in	   Signalwegen,	  

welche	   adulte	   Stammzellen	   kontrollieren,	   gehäuft	   und	   als	   frühe	  Mutation	   gefunden	  

werden	   (Pardal	   2003).	   Denn	   erst	   dadurch	   gelingt	   es	  mutierten	   adulten	   Stammzellen	  

Unabhängigkeit	   von	   der	   Stammzellnische	   zu	   erlangen,	   um	   sich	   in	   der	   Folge	   frei	   im	  

Gewebe	  bewegen	  und	  aufhalten	  zu	  können.	  Speziell	  für	  das	  intestinale	  Kompartiment	  

ist	   in	   diesem	   Kontext	   der	  WNT-‐Signalweg	   (Abb.	  5)	   entscheidend,	   der	   sowohl	   in	   der	  

embryonalen	  Entwicklung	  für	  die	  Gastrulation	  als	  auch	  im	  adulten	  Organismus	  für	  die	  

Aufrechterhaltung	  des	  intestinalen	  Kompartiments	  essentiell	  ist	  (Korinek	  1998).	  

Dabei	  kontrolliert	  der	  WNT-‐Signalweg	  Proliferation	  und	  Motilität	  und	   ist	  ebenfalls	  an	  

der	   Regulation	   von	   Differenzierung	   (cell	   fate)	   beteiligt.	   In	   der	   Pathophysiologie	  

kolorektaler	   Tumoren	   werden	   daher	   als	   Tumor-‐initiierende	   Ereignisse	   insbesondere	  

Mutationen	   des	   Tumorsuppressorgens	   APC	   und	   des	   Transkriptionsfaktors	   β-‐Catenin	  

gefunden.	   Dieser	   Zusammenhang	   zwischen	  Mutationen	   in	   zentralen	   regulatorischen	  

Komponenten	   des	   Darms	   und	   der	   Ausbildung	   von	   Tumoren	   konnte	   zudem	   in	   einer	  

Vielzahl	   präklinischer	   Mausmodelle	   verifiziert	   werden.	   Obwohl	   sich	   in	   Mäusen	  

Adenome	   im	  Wesentlichen	   im	  Dünndarm	  entwickeln	   zeigt	   die	   Karzinogenese	   etliche	  

funktionelle	   Parallelen	   zur	   Pathophysiologie	   menschlicher	   kolorektaler	   Karzinome.	  

Daher	   gelten	   diese	  Mausmodelle	   als	   valide	   Systeme	   zur	  Modellierung	   humaner	   CRC	  

(Fodde	  2001).	  	  
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	   Abb.	  5	  -‐	  Der	  WNT-‐Signalweg.	  Die	  Aktivierung	  des	  WNT-‐Signalwegs	  erfolgt	  

durch	  Bindung	  von	  WNT-‐Liganden	  an	   frizzled	   (fz)	  und	  LRP	   (LDL-‐Rezeptor-‐

verwandtes	   Protein)	   Rezeptoren	   an	   der	   Zelloberfläche.	   In	   Abwesenheit	  

von	   WNT,	   also	   einem	   inaktiven	   WNT-‐Signalweg,	   sorgt	   der	   APC-‐

Proteinkomplex	   für	   die	   konstitutive	   Phosphorylierung	   von	  β-‐Catenin,	   das	  

konsekutiv	  ubiquitiniert	  wird,	  was	  als	  Abbausignal	  für	  das	  28S-‐Proteasom-‐

System	   dient.	   Bindet	   jedoch	   WNT	   an	   frzl/	   LRP-‐Dimere,	   kommt	   es	  

intrazellulär	   zur	   Aktivierung	   von	  Dishevelled	   (Dvl),	   das	   nach	   einem	   noch	  

unverstandenen	   Mechanismus	   einen	   aus	   multiplen	   Proteinen	  

bestehenden	  Degradationskomplex	  inhibiert,	  der	  die	  funktionell	  wichtigen	  

Proteine	   APC	   (adenomatous	   polyposis	   coli,	   Axin/Axin2	   und	   GSK3β	  

(Glykogensynthasekinase-‐3-‐β)	   enthält.	   Dies	   hat	   eine	   Reduktion	   der	  

Phosphorylierung	  von	  β-‐Catenin	  zur	  Folge.	  Als	  Konsequenz	  wird	  β-‐Catenin	  

vermindert	  ubiquitinyliert	  und	  abgebaut.	   In	  der	  Folge	  kommt	  es	   zu	  einer	  

Akkumulation	   von	   β-‐Catenin	   im	   Zytoplasma	   und	   schließlich	   auch	   im	  

Nukleus,	  wo	  es	  gemeinsam	  mit	  HMG-‐Box-‐Proteinen	  der	  TCF/	  LEF-‐1-‐Familie	  

und	   einer	   großen	   Zahl	   anderen	   Faktoren	   die	   Transkription	   von	  

WNT-‐Zielgenen	  reguliert	  (Clevers	  2006).	  

Die	   Bedeutung	   eines	   deregulierten	   WNT-‐Signalwegs	   für	   die	   Aufrechterhaltung	   der	  

Tumorigenität	   wurde	   eindrucksvoll	   in	   vitro	   gezeigt,	   denn	   durch	   den	   Ausfall	   des	  

β-‐Catenin	  Koaktivators	  TCF-‐4	  (Abb.	  5)	   in	  kolorektalen	  Tumorzellen	  wurden	   intestinale	  

Differenzierung	   und	   terminaler	   Zellzyklus-‐Arrest	   induziert	   (Korinek	   1998,	   Kuhnert	  

2004,	   Pinto	   2003).	   Dieser	   Arrest	   wurde	   durch	   den	   Zellzyklus	   Inhibitor	   p21CIP1/	   Waf1	  

vermittelt	   (Sansom	   2007,	   van	   de	  Wetering	   2002)	   und	   konnte	   durch	   Überexpression	  

des	  β-‐Catenin	  Zielgens	   c-‐Myc	   (He	  1998)	   vollkommen	   rekonstituiert	  werden	   	  (Sansom	  

2007,	   van	   de	   Wetering	   2002).	   Umgekehrt	   führt	   eine	   Aktivierung	   des	   onkogenen	  

WNT-‐Transkriptionsfaktors	   β-‐Catenin	   (gain	   of	   function)	   zu	   einer	   konstitutiven	  

Aktivierung	   des	   WNT-‐Signalwegs	   und	   in	   der	   Folge	   zu	   einer	   Hyperproliferation	   des	  

Darmepithels	   (Harada	  1999,	  Romagnolo	  1999,	  Sansom	  2004,	  Smits	  1999).	  Schließlich	  

findet	   man	   in	   spontanen	   CRC	   erwartungsgemäß	   in	   60-‐80	  %	   einen	   Verlust	   (loss	   of	  

heterozygosity	   -‐	   LOH)	   und/oder	   eine	   Inaktivierung	   des	   Tumorsuppressorgens	   APC	  

(Bienz	  2000).	  Da	  APC	  Mutationen	  zudem	  oft	  die	  ersten	  genetischen	  Alterationen	  sind,	  

die	  man	   in	   der	   humanen	   kolorektalen	   Karzinogenese	   fassen	   kann	   und	   diese	   für	   die	  

neoplastische	  Transformation	   zum	  Adenom	  ausreichen,	  wird	  APC	   in	   seiner	   zentralen	  

	  Schuijers	  J,	  Clevers	  H	  (2012)	  	  
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und	   besonderen	   Rolle	   als	   gatekeeper	   der	   kolorektalen	   Karzinogenese	   bezeichnet	  

(Kinzler	  1990).	  

Zusammenfassend	  gelten	  Mutationen	  von	  β-‐Catenin	  oder	  APC	  und	  die	  daraus	  folgende	  

Deregulation	   des	   WNT-‐Signalwegs	   als	   früher	   und	   ursächlicher	   Schritt	   der	   malignen	  

Transformation	  beim	  CRC	  (Barker	  2008,	  Kinzler	  1996,	  Korinek	  1997).	  	  

2.3 Tumorstammzellen	  sind	  verantwortlich	  für	  Metastasierung	  und	  

Chemoresistenz	  

In	   Anbetracht	   der	   wichtigen	   Rolle	   die	   β-‐Catenin	   bei	   der	   Regulation	   adulter	  

Stammzellen	  übernimmt,	   ist	  es	  nicht	  verwunderlich,	  dass	  Tumorzellen	   im	  transienten	  

CSC-‐Kompartiment	  durch	  nukleäres	  β-‐Catenin	  und	  somit	  einen	  konstitutiv	  aktivierten	  

WNT-‐Signalweg	   charakterisiert	   sind	   (Vermeulen	   2010).	   Insbesondere	   induziert	   die	  

transkriptionelle	   Aktivierung	   von	   β-‐Catenin	   EMT	   und	   damit	   cancer	   stemness	  

(Brembeck	   2004,	   Sanchez-‐Tillo	   2011)	   (vgl.	  Kap.	  2.1).	   Der	  WNT-‐Signalweg	   reguliert	   in	  

CRC	  alle	  wichtigen	  Komponenten	  der	   Tumorprogression:	  cancer	   stemness	   und	  damit	  

Tumorinitiation,	   EMT,	   Metastasierung	   und	   schließlich	   Chemoresistenz,	   was	   in	  

Tumoren	   anderer	   Organsysteme	   durch	   andere	   für	   diese	   Organsysteme	  

entwicklungsphysiologisch	   wichtigen	   Signalwege	   wie	   dem	   Notch-‐	   oder	   Hedgehog-‐

Signalweg	   reguliert	   wird.	   (Reya	   2001)	   Kolorektale	   Tumorzellen	   mit	   diesen	  

Eigenschaften	  können	  bereits	  immunohisto-‐morphologisch	  beobachtet	  werden,	  da	  sie	  

durch	   die	   nukleäre	   Expression	   von	  β-‐Catenin	   charakterisiert	   sind.	  Denn	   die	   nukleäre	  

Expression	  von	  β-‐Catenin	   ist	  ein	   Indikator	   für	  einen	  aktiven	  WNT-‐Signalweg	  (Brabletz	  

2001).	  Kolorektale	  Tumorzellen	  mit	  nukleärer	  Expression	  von	  β-‐Catenin	  finden	  sich	  vor	  

allem	   an	   der	   Invasionsfront	   von	   CRC	   (Abb.	  2).	   Hingegen	   finden	   sich	   Tumorzellen	  mit	  

epithelialer	   Differenzierung	   -‐	   die	   durch	   membranöses	   β-‐Catenin	   charakterisiert	   ist	   -‐	  

und	  gesteigerter	  Proliferation	  vermehrt	   in	  zentralen	  Arealen	  der	  CRC.	  Denn	  in	  diesen	  

Zellen	   findet	   sich	   β-‐Catenin	   als	   integraler	   Bestandteil	   der	   Zonula	   adhaerens	   an	   der	  

Membran	  und	  nicht	  mehr	   im	  Zellkern.	  Da	  die	  Tumorzellen	   im	  Zustand	  der	  CSC	  durch	  

eine	   gesteigerte	   Invasion	   und	   Migration	   gekennzeichnet	   sind	   (Abb.	  1)	   und	   dadurch	  

verstärkt	   zur	   Metastasierung	   neigen,	   (Liu	   2010)	   ist	   es	   nicht	   überraschend,	   dass	   die	  
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Expression	  von	  nukleärem	  β-‐Catenin	   in	  den	  Zellen	  der	   Invasionsfront	  mit	  schlechtem	  

Überleben	  korreliert	  (Ueno	  2002,	  Wassermann	  2009).	  	  

Da	   durch	   den	   WNT-‐Signalweg	   alle	   Eigenschaften	   maligner	   Progression	   (cancer	  

stemness,	  EMT,	  Metastasierung,	  Chemoresistenz)	  reguliert	  werden,	  steht	  β-‐Catenin	  im	  

Zentrum	  der	  malignen	  Progression	  von	  CRC	  (Abb.	  6).	  	  

	  

	  

	  

Abb.	   6	   -‐	   Der	   WNT/	  β -‐Catenin	   Signalweg	   reguliert	   und	  

kontrolliert	   die	   maligne	   Progression	   in	   CRC.	   Ein	   konstitutiv	  

aktivierter	   kanonischer	   WNT/	  β-‐Catenin	   Signalweg	   reguliert	  

über	  seinen	  Transkriptionsfaktor	  β-‐Catenin	  Eigenschaften	  der	  

malignen	  Progression:	  EMT,	  cancer	  stemness,	  Metastasierung	  

und	   Chemoresistenz	  werden	   durch	   transkriptionelle	   Aktivität	  

von	   β-‐Catenin	   kontrolliert.	   Somit	   ist	   es	   nicht	   verwunderlich,	  

dass	   durch	   Induktion	   einer	   der	   Eigenschaften	   maligner	  

Tumorzellen	   (Eckpunkte	   des	   Tetraeders)	   gleichzeitig	   die	  

anderen	  mit	   induziert	  werden.	  Somit	  sind	  diese	  Ausdruck	  der	  

identischen	   durch	   nukleäre	   und	   transkriptionelle	   β-‐Catenin	  

gekennzeichnete	  Aktivität	  von	  Tumorzellen.	  	  

Durch	  Induktion	  von	  EMT	  können	  sich	  Tumorzellen	  von	  der	  Haupttumormasse	  ablösen	  

(Savagner	   2001,	   Thiery	   2002).	   In	   diesem	   Zustand	   zeigen	   diese	   Zellen	   eine	   hohe	  

migratorische	  Kapazität	  (Mani	  2008,	  Vermeulen	  2010)	  und	  Eigenschaften	  von	  CSC,	  was	  

sich	   bereits	   histochemisch	   durch	   die	   Expression	   spezifischer	   Tumorstammzellmarker	  

nachweisen	   lässt	   (Horst	   2009,	   Horst	   2008,	   2009,	   Horst	   2009).	   Daher	   werden	   diese	  

Tumorzellen	  als	  migrating	  cancer	  stem	  cells	  (MSC)	  bezeichnet	  (Brabletz	  2005).	  Wichtig	  

ist	  es,	  immer	  zu	  berücksichtigen,	  dass	  es	  sich	  bei	  den	  coCSC	  um	  keine	  feste	  Population	  

an	   Zellen	   handelt.	   Vielmehr	   liegen	   diese	   Zellen	   als	   transiente	   Population	   plastischer	  

Tumorzellen	  vor.	  

Neben	   der	   Induktion	   von	   Metastasierungsmechanismen	   vermittelt	   der	   deregulierte	  

WNT-‐Signalweg	   auch	   Chemoresistenz,	   wobei	   diese	   grundsätzlich	   auf	   einer	   Vielzahl	  

komplexer	   Mechanismen	   basiert.	   Wegen	   ihrer	   Assoziation	   mit	   dem	   aktivierten	  

WNT-‐Signalweg	   ist	   Chemoresistenz	   erwartungsgemäß	  mit	   cancer	   stemness	   und	   EMT	  

assoziiert	   (Abb.	  6).	   So	   exprimieren	   Tumorstammzellen	   verstärkt	   ABC-‐	  (ATP-‐binding	  

cassette)	   Transporter,	   welche	   Stoffwechselprodukte,	   Hormone,	   Toxine	   und	  

CSC#$#cancer#stem#cells

Metastasierung

EMT

Chemoresistenz

beta$
Catenin
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Medikamente	   transmembranär	   transportieren.	   Adulte	   Stammzellen	   sowie	   CSC	  

exprimieren	  den	  MDR-‐1	  (multi	  drug	  resistance-‐1,	  P-‐gp)	  Transporter,	  der	  eine	  Vielzahl	  

verschiedener	  Chemotherapeutika,	  wie	  Taxane,	  Anthracycline,	  Vinka-‐Alkaloide	  u.a.m.	  

aus	   Zellen	   heraustransportiert	   (Juliano	   1976).	   Erwartungsgemäß	   korreliert	   die	  

Überexpression	   von	   MDR-‐1	   mit	   schlechtem	   Therapieansprechen	   (O'Connor	   2007).	  

Schließlich	  ist	  MDR-‐1	  auch	  ein	  β-‐Catenin	  Zielgen,	  (Yamada	  2000)	  was	  erneut	  den	  Kreis	  

mit	   cancer	   stemness	   schließt.	   CSC	   sind	   weiterhin	   in	   der	   Lage,	   einer	   durch	  

Chemotherapeutika	   induzierten	   Apoptose	   zu	   entgehen	   (Apoptoseevasion)	   (Fukuda	  

2006,	   Todaro	   2007)	   und	   zeichnen	   sich	   durch	   eine	   niedrige	   Proliferationsrate	   aus,	  

(Wassermann	   2009)	   wodurch	   sie	   zusätzlich	   der	   schädigenden	   Wirkung	   der	  

Chemotherapeutika	   entgehen	   können,	   denn	   diese	   greifen	   im	   Wesentlichen	   an	   der	  

DNA-‐Replikation	  während	  der	  S-‐Phase	  des	  Zellzyklus	  an.	  Daher	  werden	  vor	  allem	  sich	  

schnell	   teilende	   Zellen	   getroffen,	   die	   den	   Hauptanteil	   aller	   Tumorzellen	   ausmachen.	  

Somit	   werden	   die	   langsam	   proliferierenden	   bis	   ruhenden	   CSC	   ge-‐	   bzw.	   verschont.	  

Darüber	  hinaus	  können	  CSC	  zeitweise	  sogar	  in	  einen	  Zustand	  der	  Seneszenz	  wechseln,	  

in	  dem	  die	  Proliferation	  praktisch	  vollständig	  eingestellt	  wird	  (Essers	  2010,	  Tian	  2011).	  

Aufgrund	   der	   hohen	   Plastizität	   kolorektaler	   Tumorzellen	   entstehen	   aus	   dem	  

Kompartiment	   der	   CSC	   praktisch	   in	   allen	   Fällen	   nach	   der	   Beendigung	  

antineoplastischer	   Therapien	   erneut	   differenzierte	   und	   proliferierende	   Tumorzellen	  

(Ricci-‐Vitiani	  2008).	  

Durch	  diese	  Konstellation	  geht	  eine	  sich	  selbst	  perpetuierende	  Situation	  hervor,	  indem	  

zum	   einen	   durch	   die	   Chemotherapie	   der	   CSC-‐Phänotyp	   induziert	   wird	   (Hu	   2012)	  

während	   gerade	   diese	   Zellen	   andererseits	   durch	   aktive	   -‐	   z.	   B.	  Pumpen	   wie	  MDR-‐1	  -‐	  

oder	   passive	   (geringe	   Teilungsrate,	   Seneszenz)	   Mechanismen	   vor	   der	   Wirkung	   der	  

Chemotherapeutika	  geschützt	  werden.	  Plastizität	  von	  Tumorzellen	   ist	   somit	  die	  Basis	  

für	   den	   unzufrieden	   stellenden	  Verlauf	   von	   Chemotherapien.	  Da	   der	  Hauptteil	   eines	  

Tumors	  von	  proliferierenden	  und	  chemosensiblen	  differenzierten	  Tumorzellen	  gebildet	  

wird,	   erreichen	   Standard-‐Chemotherapeutika	   initial	   eine	   Tumorregression,	   die	   sich	  

damit	   bildgebend	   fassen	   lässt.	   Gleichzeitig	   wird	   der	   Anteil	   an	   Tumorzellen	   mit	  

Eigenschaften	   von	   CSC	   durch	   die	   Chemotherapie	   erhöht.	   Diese	   kleine	   Population	   an	  

Tumorzellen	   überlebt	   die	   applizierte	   Therapie	   und	   kann	   bildgebend	   nicht	   erkannt	  
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werden.	   Erschwerend	   kommt	   hinzu,	   dass	   aus	   dieser	   Population	   durch	   Selektion	  

resistente	  Varianten	  entstehen	  können,	  sodass	  nun	  hochresistente	  Klone	  expandieren.	  

Berücksichtigt	  man,	  wie	  diese	  pathophysiologischen	  Faktoren	  zusammen	  spielen,	  wird	  

die	   Tragweite	   des	   plastischen	   Transformationsvermögens	   der	   Tumorzellen	   und	  

Tumorstammzellen	   für	   Progression	   und	   Metastasierung	   von	   kolorektalen	   Tumoren	  

deutlich.	  

	  

2.4 Ein	  aktivierter	  kanonischer	  WNT-‐Signalweg	  fördert	  Metastasierung	  und	  

Chemoresistenz	  von	  Tumoren	  

Wie	  bereits	  beschrieben	   sind	  die	  Zellen	  des	  CSC-‐Kompartiments	   im	  Tumor	  durch	  die	  

nukleäre	   Lokalisation	   von	   β-‐Catenin	   charakterisiert.	   Durch	   die	   transkriptionelle	  

Aktivität	   von	  β-‐Catenin	  werden	  viele	   -‐	  wenn	  nicht	  alle	   -‐	  hallmarks	  of	   cancer	   (Abb.	  7)	  

(Hanahan	   2000,	   2011)	   induziert.	   Auch	   in	   diesem	   funktionellen	   auf	   physiologischen	  

Veränderungen	   basierenden	   Modell	   der	   Tumorigenese	   zeigt	   sich	   die	   fundamentale	  

Bedeutung	  der	  Aktivierung	  des	  Wnt/	  β-‐Catenin	  Signalwegs	  durch	  Mutation.	  

	  

Hanahan	  2011	  

Abb.	   7	   -‐	   Hallmarks	   of	   cancer.	   Alle	   malignen	   Tumoren	  

weisen	   eine	   Reihe	   an	   funktionellen	   Eigenschaften	  

(hallmarks)	   (Hanahan	   2011)	   auf,	   die	   sie	   als	   solche	  

charakterisieren.	   Umgekehrt	   lassen	   sich	   normale	  

(kultivierte)	  Zellen	  durch	  die	  Aktivierung	  der	  hallmarks	  in	  

Zellen	   umwandeln,	   die	   Eigenschaften	   maligner	  

Transformation	   zeigen	   (Hahn	   2002).	   In	   CRC	   wird	   eine	  

Vielzahl	   der	   hallmarks	   durch	   die	   transkriptionelle	  

Aktivität	   von	   β-‐Catenin	   reguliert.	   Zu	   diesen	   hallmarks	  

gehören:	   Invasion	   und	   Migration,	   Proliferation,	  

unbegrenztes	   Teilungspotenzial,	   Apoptoseresistenz	   und	  

überschießende	  Angiogenese.	  

Die	   Rolle	   und	   Zugehörigkeit	   einiger	   Gene,	   die	   durch	   aktiviertes	   β-‐Catenin	   reguliert	  

werden	  und	   für	  die	  Funktion	  und	  Aufrechterhaltung	  der	  hallmarks	  of	  cancer	   (Abb.	  7)	  

essentiell	  sind,	  soll	  im	  Folgenden	  charakterisiert	  werden.	  
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(1)	  EMT	  	   Vimentin	   (Gilles	   2003),	   Fibronektin	   (Gradl	   1999),	   ZEB1	  

(Spaderna	  2008)	  

(2)	  CSC	  	   CD44	   (Wielenga	   1999),	   CD133	   (Van	   der	   Flier	   2007),	   CD166	  

(Van	  der	  Flier	  2007),	  LGR5	  (Barker	  2007)	  

(3)	  Metastasierung	   MMP7	   (Brabletz	   1999),	   uPA	   (Hiendlmeyer	   2004),	   uPA-‐R	  

(Mann	  1999),	  Laminin-‐5γ2	  (Hlubek	  2001),	  MT-‐MMP1	  (Hlubek	  

2004),	  Tenascin-‐C	  (Beiter	  2005)	  

(4)	  Angiogenese	   VEGF	  (Easwaran	  2003)	  

(5)	  Apoptoseresistenz	   Survivin	  (Zhang	  2001)	  

(6)	  Chemoresistenz	   MDR-‐1	  (Yamada	  2000)	  

(7)	  Immortalität	   hTERT	  (Hoffmeyer	  2012,	  Jaitner	  2012)	  

	  

Auf	  einige	  besonders	  wichtige	  hallmarks	  of	  cancer	  (Hanahan	  2000,	  2011),	  die	  durch	  die	  

transkriptionelle	   Aktivität	   von	   β-‐Catenin	   reguliert	   werden,	   wird	   im	   Folgenden	   kurz	  

eingegangen	   um	   die	   Bedeutung	   des	   deregulierten	   kanonischen	   WNT-‐Signalwegs	   zu	  

untermauern:	  

Tumorzellen	   erreichen	   die	   Invasion	   in	   umliegendes	   Gewebe	   indem	  

Tumorzell-‐assoziierte	   Proteasen	   durch	   perizelluläre	   Proteolyse	   die	   extrazelluläre	  

Matrix	   (EZM)	   umbauen.	   Diese	   Proteolyse	   kann	   durch	   β-‐Catenin-‐gesteuerte	  

Überexpression	   von	   Bestandteilen	   des	   uPA-‐Protease-‐Systems	   deutlich	   gesteigert	  

werden.	   Tumorzellen	   sezernieren	   den	   Urokinase	   Typ	   Plasminogen	   Aktivator	   (uPA)	  

(Hiendlmeyer	   2004)	   und	   exprimieren	   gleichzeitig	   dessen	   Rezeptor	   (uPA-‐R)	   (Mann	  

1999).	   Deren	   Interaktion	   leitet	   den	   Abbau	   der	   EZM	   ein	   und	   aktiviert	   Matrix-‐

Metalloproteasen	  (MMPs),	  unter	  ihnen	  die	  Matrix-‐Metalloprotease	  7	  (MMP-‐7)	  und	  die	  

Membrane	   Typ	  I	  MMP	   (MT1-‐MMP).	   Beide	   Proteasen	   sind	   WNT-‐Zielgene	   (Brabletz	  

1999,	   Hlubek	   2004).	   MMP-‐7	   fördert	   zudem	   die	   Tumorproliferation	   und	   seine	  

Überexpression	  gilt	  als	  negativer	  prognostischer	  Marker	  (Rawlings	  2012).	  MMPs	  tragen	  

zur	   Tumorinvasion	   bei,	   indem	   sie	   Proteine	   der	   EZM	   spalten,	   so	   die	   Zelladhäsion	  

beeinträchtigen	   und	  mesenchymale	   Tumorzellen	   passieren	   lassen	   (Koshikawa	   2000).	  

Zusätzlich	   können	   Spaltprodukte	   dieser	   EZM-‐Proteine	   (z.B.	   Laminin-‐5γ2)	   selbst	  
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Zellmigration	  und	  –invasion	  fördern.	  Dabei	  erfordert	  die	  Spaltung	  für	  Laminin-‐5γ2	  die	  

Aktivität	  der	  MT-‐MMP1,	  die,	  wie	  bereits	  erwähnt,	  ebenfalls	  ein	  Zielgen	  von	  β-‐Catenin	  

ist	   (Hlubek	   2004).	   Bei	   dieser	   Spaltung	   entsteht	   die	   kleine	   Untereinheit	   von	  

Laminin-‐5γ2,	   die	   als	   bester	   bekannter	   Induktor	   für	  Migration	   (Pirila	   2003)	   und	   als	  

Marker	  für	  EMT	  (Zeisberg	  2009)	  gilt.	  Da	  MT1-‐MMP	  und	  Laminin-‐5γ2	  beide	  β-‐Catenin-‐

Zielgene	   sind	   und	   stark	   an	   der	   Invasionsfront	   kolorektaler	   Karzinome	   exprimiert	  

werden,	  wird	  die	  Invasivität	  kolorektaler	  Tumorzellen	  bei	  Aktivität	  von	  β-‐Catenin	  durch	  

die	   konzertierte	   Expression	   beider	   Komponenten	   besonders	   stark	   erhöht,	   was	   eine	  

zusätzliche	  Erklärung	   für	  die	  Korrelation	   von	  EMT	  mit	   schlechter	  Prognose	   sein	   kann	  

(Ueno	  2002).	  

Eine	   unkontrollierte	   Proliferation	   wird	   Tumorzellen	   durch	   Umgehen	   der	  

Zellzyklusinhibition	  und	  Checkpoints	  des	  Zellzyklus	  ermöglicht.	  Die	  Überexpression	  der	  

Zellzyklus-‐Promotoren	   und	   WNT-‐Zielgene	   c-‐Myc	   (He	   1998)	   und	   CyclinD1	   (Shtutman	  

1999,	   Tetsu	   1999)	   erlaubt	   wachstumsfaktorunabhängige	   Teilung.	   Jedoch	   ist	   dieser	  

Zusammenhang	   in	   vivo	   weniger	   klar,	   denn	   Tumorzellen	   der	   Invasionsfront	   mit	  

nukleärem	   β-‐Catenin	   sind	   durch	   eine	   geringe	   Zellteilung	   gekennzeichnet	   (Brabletz	  

2001).	  Gleichzeitig	   exprimieren	  diese	   Zellen	   erhöhte	  Mengen	  des	   Zellzyklusinhibitors	  

p16INK4a	   (Jung	   2001),	   welches	   wiederum	   ein	   Zielgen	   von	   β-‐Catenin	   ist	   (Wassermann	  

2009).	   Welche	   Rolle	   β-‐Catenin	   in	   den	   Zellen	   übernimmt,	   scheint	   somit	   sehr	   vom	  

Kontext	  der	  Tumorzelle	  mit	  dem	  sie	  umgebenden	  Stroma	  abzuhängen	  (Liotta	  2001).	  

Die	  maligne	  Transformation	  von	  normaler	  Mukosa	  zum	  Karzinom	  erfolgt	  stufenweise	  

und	   hängt	  mit	   der	   zunehmenden	   Fähigkeit	   zur	  Apoptoseinhibition	   zusammen	   (Bedi	  

1995).	   Survivin,	   ein	  Apoptose-‐inhibierender	   Faktor	   (IAP)	  behindert	   die	   Einleitung	  der	  

Apoptose.	   Survivin	   ist	   ein	   Zielgen	   des	   WNT-‐Signalwegs	   (Zhang	   2001)	   und	   liegt	   im	  

Normalgewebe	  lediglich	  in	  adulten	  Stammzellen	  vor.	  In	  CRC	  wird	  es	  jedoch	  hochgradig	  

exprimiert	  (Kim	  2003).	  

Sauerstoff	   kann	   in	  Geweben	   etwa	   100	  µm	  weit	   diffundieren.	  Ohne	   eine	   begleitende	  

Angiogenese,	   die	   Nähr-‐	   und	   Sauerstoffversorgung	   der	   fortwährend	   wachsenden	  

Masse	  an	  Tumorzellen	  sicherstellt,	  ist	  kein	  nachhaltiges	  Tumorwachstum	  möglich.	  Der	  

wichtigste	  Auslöser	  für	  Angiogenese	  ist	  Hypoxie,	  welche	  aufgrund	  der	  Diffusionsgrenze	  

zwangsläufig	   bei	   Tumorwachstum	   auftritt.	   Auf	   der	   anderen	   Seite	   induziert	   Hypoxie	  
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eine	   Transformation	   in	   CSC	   (Zeindl-‐Eberhart	   2014),	   die	   mit	   verstärkter	   Migration,	  

Invasivität	   und	   EMT	   gekoppelt	   ist,	   sodass	   sich	   Tumorzellen	   aus	   diesem	   für	   sie	  

ungünstigen	   Milieu	   leicht	   entfernen	   können	   (Li	   2013,	   Mizukami	   2004).	   Somit	   wird	  

durch	   die	   Expansion	   des	   Tumors	   gleichzeitig	   seine	   Kapazität	   für	   Metastasierung	  

gesteigert	  und	  insbesondere	  in	  Kombination	  mit	  aktiviertem	  KRAS	  die	  transkriptionelle	  

Aktivierung	   von	   VEGF	   (vascular	   endothelial	   growth	   factor),	   der	   die	   neoplastische	  

Gefäßneubildung	  fördert	  (Zhang	  2001).	  

Bei	   jeder	   Replikation	   kommt	   es	   zu	   einer	   Verkürzung	   der	   Telomere	   am	   3’-‐Ende	   der	  

Chromosomen	   (Blasco	   2002).	   Unterhalb	   einer	   kritischen	   Länge	   geht	   dadurch	   der	  

telomeric	   loop	   verloren,	   sodass	   die	   freien	   ungeschützten	   Chromosomenenden	  

aufgrund	   der	   Nachbarschaft	   insbesondere	  während	   einer	  Mitose	   leicht	  mit	   anderen	  

Chromosomen	  verkleben,	  um	  dann	  während	  einer	  nachfolgenden	  Mitose	  zu	  brechen	  

(bridge	  fusion	  breakage).	  Normale	  Zellen	  treten	  dann	  in	  einen	  Zustand	  der	  Seneszenz	  

ein	  (Replikations-‐induzierte	  Seneszenz)	  oder	  sterben	  durch	  Apoptose	  (Heidinger	  2012).	  

Durch	  diesen	  Mechanismus	   ist	  die	  mögliche	  Anzahl	  an	  Zellteilungen	  in	  adulten	  Zellen	  

auf	  40	  -‐	  60	  beschränkt.	  Diese	  Obergrenze	  wird	  als	  Hayflick-‐Grenze	  bezeichnet	  (Hayflick	  

1961).	   Die	   Menge	   dieser	   natürlicher	   Teilungen	   variiert	   von	   Spezies	   zu	   Spezies	   und	  

bestimmt	   so	   ihre	   Lebenserwartung	   (Heidinger	   2012).	   Interessanterweise	   können	  

Epithelzellen	  im	  Unterschied	  zu	  Fibroblasten	  die	  anfängliche	  Seneszenz	  durchbrechen	  

und	  sich	  wieder	  teilen.	  Dabei	  entstehen	  erhebliche	  Umbauten	  des	  Genoms,	  die	  in	  den	  

Zustand	  der	  Aneuploidie	  münden.	  In	  diesem	  Zustand	  der	  Instabilität	  würden	  alle	  Zellen	  

auf	  kurz	  oder	  lang	  sterben.	  Jedoch	  reaktivieren	  einigen	  dieser	  Zellen	  die	  Expression	  der	  

hTERT	   (Human	   Telomerase	   reverse	   transcriptase),	   die	   normalerweise	   nur	   in	  

embryonalen	  oder	  adulten	  Stammzellen	  zu	  finden	  ist.	  Hierdurch	  sind	  die	  Epithelzellen	  

in	   der	   Lage,	   die	   Telomere	  wieder	   zu	   verlängern,	   sodass	   in	   der	   Folge	   das	   veränderte	  

Genom	   stabilisiert	   wird	   (Romanov	   2001).	   Diese	   Zusammenhänge	   bieten	   eine	   gute	  

Erklärungsmöglichkeit,	   warum	   beim	   Menschen	   der	   Anteil	   der	   von	   Epithelzellen	  

abgeleiteten	   Karzinome	  wesentlich	   höher	   ist	   als	   die	   Frequenz	   der	   Sarkome,	   die	   sich	  

von	   fibroblastären	   Zellen	   ableiten.	   Denn	   in	   Fibroblasten	   ist	   die	   durch	   Replikation	  

induzierte	   Seneszenz	   stabil.	   Interessanterweise	   ist	   hTERT	   ein	   β-‐Catenin	   Zielgen	  

(Hoffmeyer	   2012,	   Jaitner	   2012),	   sodass	   die	   Immortalisierung	   von	   kolorektalen	   Zellen	  

bereits	  sehr	  früh	  erfolgen	  kann.	  
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Zusammengefasst	   kontrolliert	   der	   kanonische	   WNT-‐Signalweg	   die	   entscheidenden	  

Schritte	   der	   malignen	   Progression	   der	   kolorektalen	   Karzinogenese	   über	   die	  

Deregulation	   des	   Onkogens	   β-‐Catenin.	   Durch	   die	   Vermittlung	   einer	   Vielzahl	   der	  

hallmarks	   of	   cancer	   wird	   β-‐Catenin	   zur	   treibenden	   Kraft	   (driving	   force)	   der	  

kolorektalen	   Karzinogenese	   (Scheel	   2010).	   Vor	   allem	   können	   sich	   Tumorzellen	   mit	  

aktivem	  β-‐Catenin-‐Signalweg	  einer	  Chemotherapie	  entziehen,	  sodass	  sich	  aus	  diesem	  

Residuum	  erneut	  Tumoren	  ausbilden	  können	  (Rezidiv).	  

Um	   in	   Zukunft	   wirksamere	   Therapiestrategien	   zu	   entwickeln,	   welche	   nicht	   nur	   die	  

Masse	   an	   differenzierten	   Tumorzellen,	   sondern	   im	   Sinne	   eines	   nachhaltigen	  

Therapieansatzes	   auch	   die	   den	   Tumor	   unterhaltenden	   CSC	   miteinbeziehen,	   ist	   es	  

notwendig,	  CSC	  ebenfalls	  durch	  die	  Therapien	  zu	  treffen.	  Dies	  könnte	  zum	  einen	  durch	  

das	   Erkennen	   von	   Strukturen	   auf	   den	   Oberflächen	   der	   CSC	   -‐	  den	  

Tumorstammzellmarkern	  -‐	   erfolgen.	   Ideal	  wäre	   jedoch	   ein	  Marker,	   der	   nicht	   nur	   die	  

CSC	   identifiziert,	   sondern	   selbst	   eine	   funktionelle	   Rolle	   in	   der	   Biologie	   der	   CSC	  

übernimmt,	   da	   man	   sich	   von	   einer	   solchen	   Therapie	   einen	   größeren	   Effekt	  

versprechen	   könnte.	   Besonders	   interessant	   wäre	   hier	   die	   Option,	   auf	   diese	   Weise	  

bereits	   den	   differenzierten	   Tumorzellen	   den	   Eintritt	   in	   das	   Kompartiment	   der	  

Tumorstammzellen	   zu	   verstellen,	  welches	  ein	   kaum	  vulnerables	  Reservoir	  und	  damit	  

einen	   escape	   Mechanismus	   für	   Tumorzellen	   darstellt.	   Somit	   stellt	   sich	   die	   Frage,	  

welcher	  Marker	  der	  CSC	  eine	  solche	  essentielle	  Rolle	  übernehmen	  könnte.	  

 LGR5	  und	  seine	  Rolle	  bei	  der	  Metastasierung	  von	  kolorektalen	  3

Karzinomen	  

Da	   Tumorstammzellen	   aus	   adulten	   Stammzellen	   entstehen,	   ist	   es	   naheliegend	  

anzunehmen,	   dass	   Tumorstammzellen	   Eigenschaften	   von	   adulten	   Stammzellen	  

bewahrt	   haben.	   Daher	   bietet	   es	   sich	   an,	   Marker,	   die	   organspezifische	   adulte	  

Stammzellen	  charakterisieren	  und	  vor	  allem	  für	  die	  Tumorbiologie	  eine	  entscheidende	  

Rolle	  einnehmen,	  auf	   ihre	  Bedeutung	  und	  Funktion	  für	  die	  Regulation	  von	  CSC	  hin	  zu	  

untersuchen.	  Eine	  weitere	  Möglichkeit	  zur	  Selektion	  geeigneter	  Marker	  ist	  es,	  sich	  auf	  

Komponenten	  zu	  konzentrieren,	  die	  durch	  den	  WNT-‐Signalweg	  induziert	  werden,	  weil	  

dieser	   im	   kolorektalen	   Kompartiment	   mit	   der	   Induktion	   von	   CSC	   verbunden	   ist	  
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(Vermeulen	  2010).	  Dadurch	  wird	  sichergestellt,	  dass	  kolorektale	  CSC	  getroffen	  werden.	  

Hier	  bieten	  sich	  verschiedene	  Marker	  an,	  wie	  CD44	  (Du	  2008),	  CD133	  (Catalano	  2012),	  

ASCL2	   (van	   der	   Flier	   2009)	   oder	   OLFM4	   (van	   der	   Flier	   2009).	   Eine	   Ausnahme	   bildet	  

Bmi1	  (Jiang	  2009),	  das	  kein	  Zielgen	  von	  β-‐Catenin	  ist.	  

Ein	   weiterer	   interessanter	   Marker	   wurde	   durch	   Expressionsanalysen	   intestinaler	  

Neoplasien	   im	   Menschen,	   der	   Maus	   (genetisch	   modifizierte	   Tiere)	   und	   Zelllinien	  

identifiziert:	  LGR5	  (Leucin	  rich	  motif	  G-‐protein	  coupled	  receptor-‐5)	  (Van	  der	  Flier	  2007).	  

LGR5	   ist	  Mitglied	  der	   seven	   transmembrane	   spanning	  Familie	   und	  wurde	   als	  Marker	  

adulter	   intestinaler	   Stammzellen	   in	   den	   crypt	   base	   columnar	   cells	   identifiziert.	   Diese	  

LGR5-‐positiven	   Zellen	   sind	   als	   Stammzellen	   in	   der	   Lage,	   in	   vitro	   alle	   Zellen	   der	  

Krypten-‐Villus	   Einheit	   auszubilden,	   was	   sich	   durch	   lineage	   tracing	   Experimente	  

nachweisen	   ließ	   (Barker	   2007).	   LGR5	   ist	   ein	   transkriptionelles	   Zielgen	   von	  β-‐Catenin.	  

Umgekehrt	  moduliert	  LGR5	  selbst	  die	  Wirkung	  der	  WNT-‐Signaltransduktion,	  indem	  es	  

durch	   Bindung	   an	   R-‐Spondine	   1	  bis	  4	   (RSPO1-‐4)	   die	   Aktivität	   des	   WNT-‐Signalwegs	  

potenzieren	   kann	   (Carmon	   2011),	   wodurch	   eine	   feed	   forward	   Stimulation	   entsteht.	  

Weiterhin	   bindet	   LGR5	   Dickkopf-‐1	   (DKK1),	   einen	   Inhibitor	   des	   kanonischen	   WNT-‐

Signalwegs,	  was	  einer	  weiteren	  Aktivierung	  entspricht	  (Pinto	  2003).	  

Viele	   kolorektale	   Tumorzelllinien	   und	   alle	   sporadischen	   Kolonadenome	  

überexprimieren	  LGR5	   (Uchida	  2010).	  Nur	  LGR5-‐positive	  Tumorzellen	  können	   in	  vitro	  

Sphäroide	  ausbilden	   (Kemper	  2012),	  was	  als	  ein	  Merkmal	   (Goldstandard)	   von	  cancer	  

stemness	   gilt.	   (Auch	   LGR5	   negative	   Tumorzellen	   bilden	   schließlich	   Sphäroide	   aus,	  

allerdings	   erst	   sehr	   viel	   später,	   weil	   sich	   aufgrund	   der	   Plastizität	   aus	   den	  

differenzierten	   LGR5	   negativen	   Tumorzellen	   erst	   Zellen	   mit	   Eigenschaften	   von	   CSC	  

ausbilden,	  die	  LGR5-‐positiv	   sind	  und	  dann	   in	  der	  Folge	  Sphäroide	  ausbilden	  können.)	  

Im	   Mausmodell	   führt	   die	   Überexpression	   des	   LGR5-‐Liganden	   RSPO1	   zu	   einer	  

generalisierten	  Vergrößerung	  des	  Durchmessers	  sowie	  zu	  einer	  Gewichtsverdopplung	  

des	   Dünn-‐	   und	   Dickdarms,	   was	   durch	   Hyperproliferation	   von	   Einzelkrypten	  

hervorgerufen	   wird.	   Ebenfalls	   zeigen	   die	   Zellen	   des	   betroffenen	   intestinalen	  

Kompartiments	   eine	   verstärkte	   nukleäre	   Expression	   von	   β-‐Catenin.	   (Kim	   2005).	   Die	  

Expression	   von	   LGR5	   wurde	   bisher	   in	   humanen	   kolorektalen	   Präneoplasien	   (Becker	  

2008)	  und	  Karzinomen	  untersucht.	  Hier	  zeigte	  sich	  erwartungsgemäß	  eine	  Korrelation	  

mit	   schlechtem	   Überleben	   (Saigusa	   2013,	   Wu	   2012).	   Bei	   der	   Interpretation	   dieser	  
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Ergebnisse	   ist	   jedoch	   ein	   gewisses	  Maß	   an	   Skepsis	   an	   den	   Tag	   zu	   legen.	  Denn	   LGR5	  

mRNA	  und	  Protein	  werden	  nur	   in	  geringen	  Mengen	  exprimiert	   (Barker	  2008),	   sodass	  

ein	   in	   situ	  Nachweis	  prinzipiell	   sehr	   schwer	   ist.	   Zum	  anderen	  gibt	   es	  bis	  heute	   keine	  

verlässlichen,	  LGR5-‐spezifischen	  und	  damit	  geeigneten	  Antikörper,	  um	  die	  Expression	  

von	  LGR5	  in	  situ	  zu	  messen.	  Somit	  ist	  eigentlich	  unklar,	  was	  in	  Arbeiten,	  die	  auf	  einem	  

in	   situ	   Nachweis	   basieren,	   gemessen	   wurde.	   Daher	   wurde	   als	   Surrogatmarker	   ein	  

anderer	  vermeintlicher	  Stammzellmarker,	  OLFM4	  (Olfactomedin-‐4)	  für	  in	  situ	  Arbeiten	  

eingesetzt,	  weil	  dieses	  Protein	  parallel	  zu	  LGR5	  exprimiert	  zu	  werden	  scheint	  (Grover	  

2010).	  

Somit	   ist	   bereits	   bekannt,	   dass	   das	   β-‐Catenin-‐Zielgen	   LGR5	   nicht	   nur	   die	  

Stammzellnische	   im	   Darm	   reguliert,	   sondern	   auch	   ein	   funktionelle	   Rolle	   in	   der	  

Regulation	  migrierender	  Tumorstammzellen	  übernehmen	  kann,	  die	  für	  Metastasierung	  

und	  Tumorprogression	  verantwortlich	  sind.	  Hingegen	  ist	  nicht	  klar,	  ob	  LGR5	  lediglich	  in	  

Kombination	   mit	   R-‐Spondin	   eine	   funktionelle	   Rolle	   übernimmt	   oder	   ob	   dies	   bereits	  

intrinsisch	   durch	   LGR5	   erfolgen	   kann	   und	   welche	   Aufgaben	   es	   im	   Kontext	   der	  

Metastasierung	  bzw.	  Induktion	  der	  Tumor	  stemness	  übernimmt.	  

Um	  die	  Rolle	  von	  LGR5	  für	  Eigenschaften	  der	  Metastasierung	  kolorektaler	  Tumorzellen	  

zu	   untersuchen,	   wurde	   in	   LGR5-‐exprimierenden	   kolorektalen	   Zelllinien	   mithilfe	   von	  

RNA-‐Interferenz	  (RNAi)	  ein	  funktioneller	  knockdown	  von	  LGR5	  durchgeführt.	  Die	  dabei	  

entstehenden	  Subklone	  wurden	  auf	  Änderungen	  der	  Eigenschaften	  Migration,	  Invasion	  

und	   Transformation	   untersucht.	   Weiterhin	   wurde	   der	   Einfluss	   von	   LGR5	   auf	   cancer	  

stemness	   untersucht,	   indem	   Expressions-‐Änderungen	   der	   putativen	   CSC-‐Marker	  

ASCL2,	  OLFM4,	  CD44,	  CD133	  und	  CD166	  sowie	  der	  EMT-‐Marker	  E-‐Cadherin,	  Vimentin	  

und	   ZEB1	   in	   den	   Zelllinien	   mit	   LGR5	   spezifischem	   knockdown	   in	   einen	   Vergleich	   zu	  

einem	  Kontroll-‐knockdown	   von	   EGFP	   (enhanced	  green	   fluorescent	   protein)	  analysiert	  

wurde.	  Da	  sich	  im	  Verlauf	  der	  Experimente	  zeigte,	  dass	  das	  in	  diesem	  experimentellem	  

Ansatz	   für	   die	   Zellkulturexperimente	   eingesetzte	   fötale	   Kälberserum	   kein	   R-‐Spondin	  

enthielt	  (Walker	  2011),	  lag	  eine	  Situation	  ohne	  intrinsische	  LGR5/RSPO	  Aktivierung	  vor,	  

in	  der	  die	  Wirkung	  des	  nicht	  aktivierten	  LGR5	  Rezeptors	  untersucht	  werden	  konnte.	  



	  

	   21	  

 Material	  &	  Methoden	  4

4.1 Kits	  

RNeasy	  Mini	  Kit	  (QIAGEN)	  

	  Kit-‐Inhalt	  –	  Katalognummer	  74104	  

- RNeasy	  Mini	  Spin	  Columns	  
- Collection	  Tubes	  (1.5	  ml)	  
- Collection	  Tubes	  (2.0	  ml)	  
- Buffer	  RLT	  
- Buffer	  RW1	  
- Buffer	  RPE	  
- RNase-‐Free	  Water	  

Anwendung	  	  

RNeasy	  Kits	  wurden	  entsprechend	  den	  Handbuch-‐Anleitungen	  (Anhang	  I)	  eingesetzt.	  

	  

RevertAidTM	  Premium	  Reverse	  Transcriptase	  Kit	  (Fermentas)	  	  

Kit-‐Inhalt	  –	  Katalognummer	  K1651	  

- 5x	  RT	  Puffer	  
- Ribolock,	  RNase	  Inhibitor	  
- dNTP	  Mix,	  10mM	  
- Random	  Hexamer	  Primer	  
- RevertAid	  Reverse	  Transkriptase	  
- DEPC-‐behandeltes	  Wasser	  	  

Anwendung	  	  

RevertAid™	   Premium	   Reverse	   Transcriptase-‐Kit	   (Fermentas)	   dient	   der	   reversen	  

Transkription	   (Umschreibung)	   von	   RNA	   in	   cDNA.	   Hierfür	   wurde	   das	   von	   Fermentas	  

empfohlene	  Protokoll	  (Anhang	  II)	  eingesetzt.	  

4.2 Geräte	  

QIAGEN	  –	  QIAcube	  

Sämtliche	  RNA-‐Extraktionen	  wurden	  mithilfe	  des	  QIAcube	  durchgeführt.	  Der	  QIAcube	  

ist	   ein	   Roboter,	   der	   die	   im	   RNeasy-‐Handbuch	   beschriebenen	   Reinigungsschritte	  
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automatisch	   in	  Niedrigdurchsatz-‐Verfahren	  durchführt	   (automatisierte	  Methode	  nach	  

den	  von	  QIAGEN	  veröffentlichten	  Vorschriften,	  s.	  4.1	  RNeasy	  Kit).	  

	  

PEQLAB	  –	  Nanodrop	  

Alle	   RNA-‐Konzentrationen	   wurden	   anhand	   der	   PEQLAB–Nanodrop-‐Technologie	  

(Thermo	  Fisher	  Scientific)	  vermessen	  und	  aus	  den	  Absorptionswerten	  OD260,	  OD280	  und	  

OD320	   (Extinktion	   bei	   Wellenlängen	   von	   λ=260nm,	   λ=280nm	   und	   λ=320nm)	   die	  

Konzentration	   (OD260)	   auf	   Basis	   des	   Lambert-‐Beer-‐Gesetzes	   (molarer	  

Extinktionskoeffizient:	  ε	  =	  40	  !"
�!
)	  und	  die	  Reinheit	  (OD280,	  OD320)	  bestimmt.	  

	  

MBS	  –	  PCR	  Cycler	  

Alle	   PCR-‐Läufe	   wurden	   mit	   Hybaid	   MBS	   Satellite	   0.2G	   Gradient	   Thermal	   Cyclern	  

(Thermo	  Fisher	  Scientific)	  durchgeführt.	  

	  

Roche	  Applied	  Science	  –	  Light	  Cycler	  480	  

qPCRs	   wurden	   unter	   Einsatz	   eines	   LightCycler	  480	   (Roche	   Applied	   Biosystems,	  

Penzberg)	   durchgeführt.	   Die	   Bedienung	   des	   Cyclers	   erfolgte	   nach	   den	   im	   Handbuch	  

vorgegebenen	  Richtlinien.	  

4.3 Methoden	  

Alle	  Assays	  und	  Messungen	  wurden	  mindestens	  zweimal	  unabhängig	  voneinander	  und	  

in	  Replikaten	  durchgeführt.	  

4.3.1 RT-‐qPCR	  

Die	  RNA-‐Expression	  wurde	  mithilfe	  von	  RT-‐qPCR	  quantifiziert.	   In	  einem	  ersten	  Schritt	  

wurden	   dazu	   5	  µg	   gesamt	   RNA	   mittels	   des	   RevertAidTM	   Premium	   Reverse	  

Transcriptase	   Kit	   (Fermentas,	   s.	  4.1)	   in	   Kombination	   mit	   random	   hexamer	   primer	  

(Fermentas,	  St.	  Leon,	  Deutschland)	  in	  cDNA	  umgeschrieben.	  Die	  RT-‐PCR	  erfolgte	  exakt	  
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nach	  den	  Angaben	  des	  Herstellers.	   Eine	  optionale	  Präinkubation	  wurde	  bei	   65	  °C	   für	  

5	  Minuten	  durchgeführt	  und	  das	  Reaktionsgemisch	  anschließend	  auf	  Eis	  abgekühlt.	  

In	  einem	  zweiten	  Schritt	  wurde	  die	  cDNA	  anhand	  mittels	  quantitativer	  PCR	  gemessen.	  

Dazu	  wurden	  ProbesMaster	  Kits	  (Roche	  Applied	  Biosystems,	  Mannheim,	  Deutschland)	  

zusammen	   mit	   qPCR-‐Wasser	   (Anhang	  III)	   und	   Gen-‐spezifischen	   Primern	   sowie	  

zugehörigen	  Sonden	  (Tab.	  1)	  eingesetzt.	  Alle	  qPCR	  Ansätze	  erfolgten	  in	  Triplikaten.	  	  

	  

NAME	   PRIMER-‐SEQUENZEN	   NAME	   PRIMER-‐SEQUENZEN	  

HPRT	  
TGACCTTGATTTATTTTGCATACC	  

CD44	  
GGTCCCATACCACTCATGGA	  

CGAGCAAGACGTTCAGTCCT	   TCCTTATAGGACCAGAGGTTGTG	  

GADPH	  
AGCCACATCGCTCAGACAC	  

CD133	  
TCCACAGAAATTTACCTACATTGG	  

GCCCAATACGACCAAATCC	   CAGCAGAGAGCAGATGACCA	  

β-‐Actin	  
CCAACCGCGAGAAGATGA	  

CD166	  
GGCAGTGGAAGCGTCATAA	  

CCAGAGGCGTACAGGGATAG	   CATTCTCTTCAGGGGAAATGA	  

YWHAZ	  
GATCCCCAATGCTTCACAAG	  

E-‐Cadherin	  
CCCGGGACAACGTTTATTAC	  

TGCTTGTTGTGACTGATCGAC	   GCTGGCTCAAGTCAAAGTCC	  

LGR5	  
AATCCCCTGCCCAGTCTC	  

Vimentin	  
TACAGGAAGCTGCTGGAAGG	  

CCCTTGGGAATGTATGTCAGA	   ACCAGAGGGAGTGAATCCAG	  

ASCL2	  
GCACCAACACTTGGAGATTTT	  

ZEB1	  
GGGAGGAGCAGTGAAAGAGA	  

AATGGATTCTCTGTGCCCTTAG	   TTTCTTGCCCTTCCTTTCTG	  

OLFM4	  
ATCAAAACACCCCTGTCGTC	   	   	  

GCTGATGTTCACCACACCAC	   	   	  

Tab.	  1	  -‐	  Primersequenzen	  für	  die	  quantitatve	  PCR	  (qPCR).	  Für	  die	  Untersuchungen	  wurden	  die	  vier	  Referenzgene	  

β-‐Actin,	   GAPDH	   (Glyzerin-‐aldehyd-‐3-‐Phosphat-‐Dehydrogenase),	   HPRT	   (Hypoxanthin-‐phospho-‐ribosyltransferase)	  

und	   Tyrosine	   3-‐Monooxygenase/Tryptophan	   5-‐Monooxygenase	   Activation	   Protein,	   ξ-‐Polypeptide	   (YWHAZ)	  

eingesetzt.	   Analysiert	   wurde	   außerdem	   die	   Expression	   der	   Tumorstammzellmarker	   acaete	   scute	   like	   protein	  -‐	  	   2	  

(ASCL2),	  Leucin-‐rich-‐G-‐protein	  coupled	  receptor	  (LGR5)	  und	  Olfactomedin	  4	  (OLFM4).	  
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4.3.2 Zelllinien	  	  

Kolorektale	  Zelllinien	  

Für	   die	  Messungen	  wurden	   sieben	   kultivierte	   kolorektale	   Zelllinien	   (CaCo2,	   Colo320,	  

DLD1,	  HCT116,	  HT29,	   LoVo,	   LS174T,	  RKO,	  SW403,	  SW480,	  SW680,	  SW1222	  und	  T84)	  

eingesetzt	  (Tab.	  2).	  	  

	  

ZELLLINIE	   BEZUGSQUELLE	   HERKUNFT	  UND	  EIGENSCHAFTEN	  

CaCo2	   DSMZ	  
Adenokarzinoms	  des	  Kolons,	  72-‐jähriger	  kaukasischer	  Mann	  (1974)	  

COLO320	   DSMZ	  
moderat	  differenziertes	  Adenokarzinom	  des	  Sigmas,	  55-‐jährige	  
kaukasische	  Frau	  (1977),	  Produktion	  von	  Serotonin	  und	  Epinephrin	  	  

DLD1	   DMSZ	  
kolorektales	  Adenokarzinom,	  epithelioide	  adhärente	  Zellen,	  
Wachstum	  als	  Monolayer;	  Verdoppelungszeit:	  48h	  

HCT116	   LGC	  Standards	  
Primarius	  eines	  Kolonkarzinoms	  eines	  erwachsenen	  Mannes,	  RAS-‐
Mutation	  in	  Codon	  13,	  tumorigen	  in	  Nacktmäusen	  	  

HT29	   DSMZ	   Adenokarzinom	  des	  Kolons,	  44-‐jährige	  kaukasische	  Frau	  (1964),	  
nach	  Heterotransplantation	  Bildung	  gut	  differenzierter	  G1-‐Tumore	  

LoVo	   DMSZ	  
Lymphknoten-‐Metastase	  eines	  Adenokarzinoms	  des	  Kolons;	  
56-‐jähriger,	  kaukasischer	  Mann	  (1972);	  CEA-‐Produktion	  

LS174T	   LGC	  Standards	  
moderat-‐	  bis	  gut	  differenziertes	  Adenokarzinom	  des	  Kolons	  (Duke	  
B),	  58-‐jährige	  Frau,	  CEA-‐,	  Myc-‐	  und	  Ras-‐Produktion	  

RKO	   LGC	  Standards	  
aus	  einem	  schlecht	  differenzierten	  Adenokarzinoms	  des	  Kolons	  

SW403	   DMSZ	  
kolorektales	  Adenokarzinom	  (Grad	  III);	  51-‐jährige	  kaukasische	  Frau;	  
CEA-‐Produktion;	  tumorigene	  Wirkung	  in	  Nacktmäusen	  

SW480	   DSMZ	  
Adenokarzinom	  des	  Kolons	  (Grad	  4	  Duke	  B),	  50-‐jähriger	  
kaukasischer	  Mann	  

SW620	   LGC	  Standards	  
Lymphknoten,	  51-‐jähriger	  kaukasischer	  Mann,	  CEA-‐Produktion,	  stark	  
tumorigen	  in	  Nacktmäusen	  

SW122	   ECACC	  
moderat	  bis	  gut	  differenziertes	  Adenokarzinom	  des	  Kolons	  (Duke	  C),	  
tumorigen	  in	  Nacktmäusen	  

T84	   ATCC	  
Lungenmetastase	  eines	  kolorektalen	  Karzinoms;	  72-‐jähriger	  Mann;	  
subkutane	  Impfung	  des	  Tumorgewebes	  in	  Nacktmäuse,	  
anschließend	  serielle	  Transplantation;	  nach	  23	  Passagen	  in	  athymen	  
Mäusen:	  Etablierung	  der	  Zelllinie	  T84;	  Wachstum	  in	  Monolayern	  mit	  
Tight	  Junctions	  und	  Desmosomen	  

Tab.	  2	   -‐	  Charakteristika	   der	   eingesetzten	  kolorektalen	   Tumorzelllinien:	   Zusammenfassung	  der	  Eigenschaften	  der	  

eingesetzten	  kolorektalen	  Tumorzelllinien	   (ATCC	  2014,	  DSMZ	  ,	  PHE	  2014).	  Die	   in	  dieser	  Arbeit	   für	  weiterführende	  

Experimente	  eingesetzten	  Zelllinien	  sind	  fett	  gedruckt.	  

Alle	  Zelllinien	  wurden	   in	  DMEM	  (Biochrom	  AG,	  Berlin)	  mit	  7,5	  %	   (v/v)	  FCS	   (Biochrom	  

AG,	  Berlin)	  kultiviert.	  	  
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4.3.3 Zellkultur	  

Alle	  Messungen	   der	   LGR5-‐Expression	   sowie	   die	   Kontrolle	   des	   Transfektionserfolges	   -‐

jeweils	   an	   Tag	   4	   und	   18	   nach	   Selektion	   -‐	   wurden	   bei	   einer	   Zelldichte	   von	   60	  %	  

durchgeführt,	   um	   die	   Zellen	   in	   einem	   vergleichbaren	   physiologischen	   Zustand	   zu	  

halten,	   da	   sich	   auch	   die	   Expression	   der	   Referenzgene	   zwischen	   dicht-‐	   und	   dünn	  

wachsenden	  Zellen	  unterschiedlich	  verhalten	  kann.	  

Die	   Ausprägung	   von	   Migration,	   Invasion	   und	   adhäsionsunabhängigem	   Wachstum	  

wurde	   in	   zwei	   unabhängigen	   Experimenten	   gemessen	   und	   in	   jedem	   dieser	  

biologischen	  Replikate	  in	  Tetraplikaten	  angesetzt.	   In	  den	  Experimenten	  wurden	  dabei	  

jeweils	   die	   RNA	   Werte	   der	   parentalen	   Zellen	   mit	   denen	   der	   shRNA	   transduzierten	  

Zelllinien	   shEGFP	   sowie	   den	   für	   LGR5	   spezifischen	   shRNAs	   shLGR5-‐2	   (shLGR5-‐2)	   und	  

shLGR5-‐5	  (shLGR5-‐5)	  transduzierten	  Varianten	  verglichen.	  

Da	   die	   Zelllinie	   SW403	   sehr	   langsam	   wuchs,	   wurde	   diese	   lediglich	   in	  

Migrationsversuche	   eingesetzt.	   Für	   alle	   anderen	   Experimente	   war	   diese	   Zelllinie	  

ungeeignet,	   weil	   der	   Effekt	   des	   LGR5	   knockdowns	   aufgrund	   der	   langen	  Wartezeiten	  

verloren	  gegangen	  wäre.	  

Aufgrund	   der	   unterschiedlichen	   Wachstumsgeschwindigkeiten	   der	   eingesetzten	  

Zelllinien	   unterschieden	   sich	   die	   Ablese-‐	   bzw.	   Auswertungszeiten	   zwischen	   den	  

verschiedenen	   verwendeten	   Zelllinien	   erheblich	   voneinander.	   Um	   die	   Werte	   besser	  

vergleichen	   zu	   können,	   wurden	   daher	   relative	   Änderungen	   betrachtet,	   wobei	   mit	  

shEGFP	   erzielte	   Effekte	   als	   Standard	   angenommen	   und	   daher	   auf	   den	  Wert	   1	   oder	  

100	  %	  gesetzt	  wurden.	  

	  

Transduktion,	  Selektion	  

Um	  möglichst	  hohe	  Effekte	  in	  den	  Experimenten	  erzielen	  zu	  können,	  wurden	  Zelllinien	  

mit	  einer	  hohen	  endogenen	  Expression	  an	  LGR5	  verwendet.	  Daher	  wurde	  zunächst	  die	  

endogene	  LGR5-‐Expression	  in	  13	  kultivierten	  kolorektalen	  Zelllinien	  (Tab.	  2)	  mittels	  RT-‐

qPCR	   gemessen	   (Abb.	   14,	  5.1).	   Weiterhin	   wurde	   bei	   der	   Auswahl	   der	   Zellen	   darauf	  

Wert	  gelegt,	  dass	   jeweils	  eine	  aus	  den	  bekannten	  molekularen	  Subtypen	  MSI-‐H	  (high	  

grade	   microsatellite	   instable),	   MSS	   (microsatellite	   stable)	   und	   CIMP	   (CpG	   island	  
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methylator	   phenotype)	   stammen	   sollte.	   Insgesamt	   wurden	   vier	   Zelllinien	   mit	  

ausreichend	  hoher	  endogener	  LGR5-‐Expression	  ausgewählt.	  

Um	   den	   Effekt	   von	   LGR5	   zu	   untersuchen	   wurde	   die	   LGR5	   Expression	   in	   den	  

ausgewählten	   Zellen	   mithilfe	   von	   RNA-‐Interferenz	   (RNAi)	   reduziert.	   Dazu	   wurden	  

infektiöse	   lentivirale	   Partikel	   (Sigma,	   MISSION)	   eingesetzt,	   weil	   diese	   eine	  

hocheffiziente	  Methode	   darstellen,	   Nukleinsäuren	   in	   die	   schwer	   zu	   transfizierenden	  

kolorektalen	  Zelllinien	  zu	  bringen.	  Die	  Transduktion	  wurde	  streng	  nach	  Protokoll	   von	  

Sigma-‐Aldrich	   durchgeführt	   (MISSION®	   Lentiviral	   Transduction	   Particles,	   Sigma-‐

Aldrich).	  

Um	   wiederholte	   Austestungen	   verschiedener	   shRNA-‐Sequenzen	   auf	   ihre	   maximale	  

knockdown	  Effizienz	  zu	  vermeiden,	  wurden	  initial	  bereits	  fünf	  unterschiedliche	  shRNAs	  

die	  RNA-‐Interferenz	  eingesetzt	  (Tab.	  3).	  	  

	  

shRNA	   Klon	  ID	   Sequenz-‐Typ	   Sequenz	  

sh1	   TRCN0000011585	   Ziel:	  
Haarnadel:	  
Forward:	  
Reverse:	  

CCATCCAATTTGTTGGGAGAT	  
CCGGCCATCCAATTTGTTGGGAGATCTCGAGATCTCCCAACAAATTGGATGGTTTTT	  
CCGGCCATCCAATTTGTTGGGAGATCTCGAGATCTCCCAACAAATTGGATGGTTTTTG	  
AATTCAAAAACCATCCAATTTGTTGGGAGATCTCGAGATCTCCCAACAAATTGGATGG	  

shLGR5-‐2	   TRCN0000011586	   Ziel:	  
Haarnadel:	  
Forward:	  
Reverse:	  

CCATAGCAGTTCTGGCACTTA	  
CCGGCCATAGCAGTTCTGGCACTTACTCGAGTAAGTGCCAGAACTGCTATG-‐TTTTT	  
CCGGCCATAGCAGTTCTGGCACTTACTCGAGTAAGTGCCAGAACTGCTATGGTTTTTG	  
AATTCAAAAACCATAGCAGTTCTGGCACTTACTCGAGTAAGTGCCAGAACTGCTATGG	  

sh3	   TRCN0000011587	   Ziel:	  
Haarnadel:	  
Forward:	  
Reverse:	  

CCGTCTGCAATCAGTTACCTA	  
CCGGCCGTCTGCAATCAGTTACCTACTCGAGTAGGTAACTGATTGCAGACGGTTTTT	  
CCGGCCGTCTGCAATCAGTTACCTACTCGAGTAGGTAACTGATTGCAGACGGTTTTTG	  
AATTCAAAAACCGTCTGCAATCAGTTACCTACTCGAGTAGGTAACTGATTGCAGACGG	  

sh4	   TRCN0000011588	   Ziel:	  
Haarnadel:	  
Forward:	  
Reverse:	  

CTTACATTTATCAGTCCTGAA	  
CCGGCTTACATTTATCAGTCCTGAACTCGAGTTCAGGACTGATAAATGTAAGTTTTT	  
CCGGCTTACATTTATCAGTCCTGAACTCGAGTTCAGGACTGATAAATGTAAGTTTTTG	  
AATTCAAAAACTTACATTTATCAGTCCTGAACTCGAGTTCAGGACTGATAAATGTAAG	  

shLGR5-‐5	   TRCN0000011589	   Ziel:	  
Haarnadel:	  
Forward:	  
Reverse:	  

GCTCTACTGCAATTTGGACAA	  
CCGGGCTCTACTGCAATTTGGACAACTCGAGTTGTCCAAATTGCAGTAGAGCTTTTT	  
CCGGGCTCTACTGCAATTTGGACAACTCGAGTTGTCCAAATTGCAGTAGAGCTTTTTG	  
AATTCAAAAAGCTCTACTGCAATTTGGACAACTCGAGTTGTCCAAATTGCAGTAGAGC	  

shEGFP	   pEGFP	  U55761	   Haarnadel:	   CCGGTACAACAGCCACAACGTCTATCTCGAGATAGACGTTGTGGCTGTTGTATTTTT	  

Tab.	  3	  -‐	  Sequenzinformationen	  zu	  den	  eingesetzten	  shRNAs.	  Die	  eingesetzten	  shRNAs	  standen	  als	  fertig	  erhältliche	  

und	  ausgetestete	  lentivirale	  Partikel	  (Sigma-‐Aldrich,	  Mission®)	  zur	  Verfügung.	  In	  den	  Haarnadel-‐Sequenzen	  sind	  die	  

beiden	  Anteile	  des	  Stamms	  (stem)	  durch	  Kursivdruck,	  der	  Schleifenanteil	  der	  Haarnadel	  (loop)	  durch	  Unterstreichen	  

markiert	  (Horst	  2009).	  
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Die	   shRNA	   transduzierten	   Zelllinien	   mit	   den	   stärksten	   Expressionsminderungen	  

wurden	  zur	  Untersuchung	  in	  die	  verschiedenen	  Experimente	  eingesetzt.	  Zur	  Selektion	  

von	  shRNA-‐transduzierten	  Zellen	  wurde	  dazu	  mithilfe	  von	  Puromycin	  auf	  transduzierte	  

Klone	  selektiert,	  weil	  die	  verwendeten	  Lentiviren	  neben	  der	  shRNA	  ebenfalls	  eine	  für	  

Puromycin	   Resistenz	   kodierende	   Expressionskassette	   enthielten.	   Auf	   diese	   Weise	  

konnten	   in	   den	   Zellkulturen	   Zellen	   angereichert	   werden,	   die	   verstärkt	   shRNA	  

kodierende	  Plasmide	  enthielten	  und	  daher	  eine	  geringere	  LGR5-‐Expression	  aufwiesen	  

als	   die	   unselektierte	   Population	   nach	   Transduktion.	   Dazu	  wurden	   die	   transduzierten	  

Zellen	  für	  10	  Tage	  in	  Puromycin-‐haltigem	  Medium	  (Cat#540411,	  CALBIOCHEM)	  mit	  für	  

die	   Zelllinien	   jeweils	   optimalen	   Mengen	   an	   Puromycin	   kultiviert.	   Diese	   jeweils	  

optimalen	  Mengen	  an	  Puromycin	  waren	  zuvor	  durch	  Inkubation	  von	  parentalen	  Zellen	  

in	  Medien	  mit	  unterschiedlichen	  Konzentrationen	  an	  Puromycin	  (kill	  curves)	  bestimmt	  

worden:	   DLD1:	   2,50	  µg/ml,	   T84:	   2,00	  µg/ml,	   SW403:	   1,00	  µg/ml,	   LoVo:	   2,50	  µg/ml	  

Puromycin.	   Insgesamt	   wurden	   so	   Zellkulturen	   gewonnen,	   die	   aus	   einer	   Vielzahl	   an	  

unterschiedlichen	  Zellklonen	  bestanden	  (bulk),	  da	  davon	  ausgegangen	  werden	  konnte,	  

dass	  die	  Lentiviralen	  cDNA-‐Konstrukte	  in	  verschiedenen	  Zellen	  nicht	  immer	  an	  dieselbe	  

Genomstelle	   integrierten.	   Dieser	   Tatbestand	   ist	   jedoch	   im	   Vergleich	   zu	   individuellen	  

Klonen	   ein	   erheblicher	   Vorteil	   weil	   so	   klonale	   Effekte,	   die	   durch	   den	   Ort	   der	  

Integration	   entstehen,	   z.B.	   Aktivierung	   eines	   Protoonkogens,	   ausgeschlossen	  werden	  

konnten.	  

Um	   einen	   Einfluss	   von	   Puromycin	  während	   der	   Versuchsansätze	   auf	   die	   Physiologie	  

der	   Zellen	   so	  weit	  wie	  möglich	   ausschließen	   zu	   können,	  wurde	   das	   Antibiotikum	   ca.	  

48	  h	   vor	   dem	   Experiment	   durch	  Waschen	   und	  Wechsel	   des	  Mediums	   entfernt.	   Zum	  

Ausschluss	  eines	  durch	  RNAi	  verursachten	  off	  target	  Effekts	  wurde	  in	  allen	  Versuchen	  

jeweils	   eine	   Zellkultur	   (bulk)	  mitgeführt,	   die	   mit	   EGFP	   (enhanced	   green	   fluorescent	  

protein)	  spezifischer	  shRNA	  (shEGFP)	  transduziert	  und	  parallel	  zu	  den	  anderen	  shLGR5	  

Zelllinien	  selektiert	  und	  behandelt	  worden	  war.	  

Um	   den	   Effekt	   der	   LGR5-‐spezifischen	   RNAi	   in	   allen	   Experimenten	   zu	   kontrollieren,	  

wurde	  die	  Menge	  an	  LGR5-‐RNA	  mithilfe	  von	  RT-‐qPCR	   in	  den	  transduzierten	  Zelllinien	  

jeweils	   nach	   4	   und	   18	   Tagen	   nach	   Abschluss	   der	   Selektion	   getestet.	   Die	  

entsprechenden	   RNA-‐Lysate	   werden	   im	   Folgenden	   als	   knockdown-‐Kontrollen	  

kd-‐LGR54d	  bzw.	  kd-‐LGR518d	  bezeichnet.	  
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Migrationsassay	  

Zur	   Bestimmung	   der	   Migration	   wurden	   wound-‐healing	   Assays	   mittels	   spezieller	  

Kammern	   (Culture	   inserts-‐	   ibidi,	   20µ-‐Dish,	   #81176)	   durchgeführt	   (ibidi	   2014).	   Diese	  

bestehen	  aus	  zwei	  Kompartimenten,	  die	  durch	  einen	  Steg	  voneinander	  getrennt	  sind	  

(Abb.	  8).	   Auf	   diese	   Weise	   entsteht	   ein	   geometrisch	   einheitlicher	   Spalt,	   der	   im	  

Unterschied	  zum	  scratch	  Assay	  wegen	  der	  definierten	  Spaltbreite	  eine	  genaue	  Analyse	  

ermöglicht.	   Für	   die	   Experimente	   wurden	   etwa	   4.2!104	   Zellen	   (70μl	   -‐

-‐	  6!105	  Zellen/	  ml)	  in	  Standardmedium	  jeweils	  in	  die	  beiden	  Kompartimente	  der	  ibidi-‐

Kammer	  ausgesät	  (Step	  1:	  cell	  seeding	  -‐	  Abb.	  8).	  	  

	  

	  

Abb.	   8	   -‐	   Aufbau	   von	  

Migrationsexperimenten	   durch	  

wound-‐healing	   Assays	   unter	  

Einsatz	   von	   ibidi-‐Kammern	   (ibidi	  

2014).	  

	  

	  

Ca.	  24	   Stunden	   später	   waren	   etwa	   60	  %	   der	   Fläche	   bewachsen.	   Nach	   Kontrolle	   des	  

Konfluenzgrades	  wurde	  die	  Kammer	  und	  damit	  der	  Trennsteg	  entfernt	  (Step	  2:	  remove	  

insert	   –	   Abb.	  8),	   was	   einen	   Spalt	   (wound)	   gleichmäßiger	   Geometrie	   für	   alle	   Ansätze	  

ergab.	   Nun	   wurden	   die	   Zellen	   mit	   Mitomycin	  C	   (10	  µg/ml)-‐haltigem	   Kulturmedium	  

überschichtet,	  um	  die	  Zellteilung	  und	  damit	  Proliferation	  als	  interferierende	  Größe	  des	  

Spaltschlusses	  ausschließen	  zu	  können	  (Step	  3:	  overlay	  with	  culture	  medium	  –Abb.	  8).	  

Die	   Größe	   des	   Spalts	   wurde	   zu	   Beginn	   des	   Experiments	   (Zeitpunkt	  0)	   und	   in	   den	  

folgenden	   2-‐3	  Tagen	   etwa	   alle	   12	  Stunden	   fotografisch	   dokumentiert.	   Um	   hier	   eine	  

Standardisierung	  der	  Messung	  zu	  erreichen,	  wurde	  stets	  mit	  derselben	  Vergrößerung	  

gemessen	  und	  die	  Messkammern	  vor	  der	  Dokumentation	  mithilfe	  eines	  Kreuztisches	  in	  

die	   identische	   XY-‐Position	   gebracht.	   Schließlich	   erfolgte	   die	   Auswertung	   der	  

Fotografien	  durch	  Bestimmung	  des	  Abstands	   in	  Pixeln	  mithilfe	  der	  Software	  gimp	  2.6	  

(The	  GIMP	  Team).	  Für	  die	  Berechnung	  des	  relativen	  Spalt-‐	  oder	  Wundschlusses	  wurde	  

der	  kleinste	  dokumentierte	  Abstand	  des	  Spalts	  als	  Referenzmesswert	  verwendet.	  

!

Step!1:!cell!seeding! Step!2:!remove!insert! Step!3:!overlay!with!
culture!medium!
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Abb.	   9	   -‐	  Auswertung	   eines	  wound-‐healing	   Assays.	  DLD1	   Zellen	  wandern	   im	   Lauf	   der	   Zeit	   aufeinander	   zu.	  Durch	  

Messung	   des	   Abstands	  (d)	   wurde	   dieser	   Vorgang	   dokumentiert	   und	   quantifiziert.	   Da	   die	   Zellen	   mit	   dem	  

Mitoseinhibitor	   Mitomycin	  C	   behandelt	   worden	   waren	   kann	   ein	   Schluss	   des	   Spalts	   durch	   Proliferation	  

ausgeschlossen	  werden.	  

	  

Invasionsassay	  

Eine	   weitere	   essentielle	   Voraussetzung	   für	   Metastasierung	   ist	   die	   Invasion	   der	  

Tumorzellen	  in	  das	  umliegende	  Gewebe.	  Um	  den	  Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  die	  Invasion	  zu	  

bestimmen,	  wurden	  shLGR5	  bzw.	  shEGFP	  Tumorzelllinien	  zunächst	  in	  Standardmedium	  

kultiviert,	   um	   dann	   für	   24	  Stunden	   in	   serumfreiem	   Medium	   kultiviert	   zu	   werden	  

(hungern).	   Für	   die	   Messung	   wurden	   1!105	  Zellen	   in	   250	  µl	   DMEM	   mit	   10	  µg/ml	  

Mitomycin	  C	   in	   transwell	  Kammern	   ThinCertsTM	   (Greiner	   bio-‐one)	   gegeben,	   die	  mit	  

20	  %	  BD	  Matrigel®	  (BD	  Biosciences)	  gefüllt	  worden	  waren	  (Abb.	  10).	  	  

Das	  Wandern	  der	  Zellen	  wurde	  durch	  Chemotaxis	  induziert,	  indem	  ein	  Serumgradient	  

erzeugt	  wurde.	   Dazu	  wurde	   in	   die	   untere	   Kammer	   serumhaltiges	   Kulturmedium	  mit	  

10µg/	   ml	   Mitomycin	  C	   gefüllt	   (Abb.	  10).	   Analog	   zum	   Invasionsassay	   wurde	   das	  

Spindelgift	  Mitomycin	  C	  eingesetzt	  um	  die	  Proliferation	  der	  Zellen	  zu	  inhibieren,	  die	  für	  

die	   Invasion	   eine	   störende	   Nebengröße	   (off	   target	   effect)	   darstellen	   könnte.	   Zu	  

!
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Abb.	   10	   -‐	   	   Prinzip	   der	   Boyden	   Chamber	  

(Hynda	   K.	   Kleinman	   2001).	   Die	   obere	  

Kammer	   ist	   von	   der	   unteren	   durch	   eine	  mit	  

Matrigel®	  überzogenen	  Membran	  getrennt.	  
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optimalen	  Zeitpunkten	  wurde	  die	  Zahl	  der	  Zellen	  bestimmt,	  die	  bis	  auf	  die	  andere	  Seite	  

der	  Inserts	  gewandert	  waren.	  Diese	  Zeitpunkte	  wurden	  in	  Vorexperimenten	  bestimmt	  

und	  unterscheiden	   sich	   in	   den	  eingesetzten	   Zelllinien	   voneinander	   (DLD1/LoVo:	   48h;	  

T84:	  144h).	  

Um	  den	  Grad	  der	  Invasion	  zu	  bestimmen	  wurden	  die	  Zellen	  mithilfe	  von	  Kristallviolett	  

(0,1%	  (w/v)	  Kristallviolett	  in	  20	  %	  Methanol)	  für	  5-‐20	  Minuten	  gefärbt	  und	  die	  Zahl	  der	  

Zellen	  mithilfe	  einer	  standardisierten	  Fotodokumentation	  bestimmt.	  Dazu	  wurden	  die	  

Einsätze	   nach	   der	   Färbung	   unter	   identischen	   Bedingungen	   fotografiert	   (Abb.	  11).	  

Anschließend	   wurden	   die	   digitalen	   Fotografien	   mithilfe	   der	   ImageJ	   Software	   (NIH,	  

Bethesda,	  U.S.A.)	  analog	  zum	  nicht-‐automatisierten	  Verfahren	  zur	  Zellzählung	  anhand	  

des	  PACKT	  Handbuchs	  quantifiziert	  (Pascau	  2013).	  

Transformationsassay	  (colony	  formation)	  

Zur	   Beurteilung	   des	   adhäsionsunabhängigen	  Wachstums	   (Kleinman	   2001)	   der	   Zellen	  

wurde	   ein	   Transformations-‐Assay	   durchgeführt	   der	   auch	   als	   colony	   formation	  Assay	  

bezeichnet	   wird.	   Hierbei	   werden	   die	   Zellen	   in	   Methylcellulose-‐haltigem	   Medium	  

kultiviert,	   wodurch	   sie	   den	   Kontakt	   mit	   der	   Oberfläche	   des	   Zellkulturgefäßes	  

(Adhäsion)	   verlieren	   (floating).	   Hierfür	   wurden	   500	   Zellen	   pro	   35	  mm	   Kulturgefäß	  

(Greiner,	   Germany)	   in	   DMEM	   ohne	   FCS	   mit	   0,9	  %	   Methylcellulose	   ausgesät.	   Der	  

Zeitpunkt	   der	   idealen	   Beurteilung	   des	   Koloniewachstums	   wurde	   für	   jede	   Zelllinie	  

empirisch	   ermittelt	   (DLD1:	   8	  Tage,	   T84:	   9	  Tage).	   Zu	   diesen	   Zeitpunkten	   wurden	   die	  

Zellen	   über	  Nacht	  mit	  MTT	   (Sigma	   #M5655)	   gefärbt	   (MTT	   1:10	   in	   DMEM	  ohne	   FCS;	  

300	  µl	  pro	  Napf).	  Anschließend	  wurden	  Zahl	  und	  Phänotyp	  der	  entstandenen	  Kolonien	  

durch	  standardisierte	  Fotografie-‐Bedingungen	  bestimmt	  (Abb.	  13).	  Die	  digitalen	  Bilder	  

	  

	  

Abb.	   11	   -‐	   	   Digitale	   Fotografie	   der	   Rückseite	   eines	   inserts	   einer	  

Boydenkammer	   nach	   Kristallviolettfärbung.	   LoVo	   Zellen	   wurden	   für	  

6	  Tage	   (144h)	   in	   einer	   Invasionskammer	   (Greiner,	   Bio	   one)	   inkubiert.	  

Anschließend	  wurde	  das	  Matrigel®	  entfernt	  und	  die	  verbleibenden	  Zellen	  

auf	  der	  Rückseite	  des	  inserts	  mithilfe	  von	  Kristallviolett	  gefärbt.	  

	  

!
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wurden	   schließlich	  mithilfe	   von	   ImageJ	   (NIH,	   Bethesda,	  U.S.A.)	   unter	   Einsatz	   des	   cell	  

counter	  tools	  analog	  zum	  nicht-‐automatisierten	  Verfahren	  zur	  Zellzählung	  anhand	  des	  

PACKT	  Handbuchs	  ausgewertet	  (Pascau	  2013).	  Um	  das	  System	  zu	  eichen,	  wurden	  die	  

Grenzwerte	   (limits)	  der	  Erkennung	  von	  Kolonien	  empirisch	  solange	  verändert,	  bis	  die	  

Anzahl	  der	  Kolonien,	  die	  mit	  dem	  Auge	  mikroskopisch	  gezählt	  worden	  war,	  auch	  durch	  

die	  Software	  abgebildet	  wurde.	  

	  

	  

Abb.	   12	   -‐	   Auswertungsbeispiel	   der	   Kolonien	   im	   Transformations-‐

/Methylcellulose-‐Assay	  am	  Beispiel	  von	  DLD	  Zellen.	  	  

Oben:	   Übersicht	   über	   das	   Wachstum	   der	   Kolonien	   in	   einen	  

Zellkulturschale.	  	  

Unten:	   Einzelne	   Zellkolonie.	   In	   keiner	   der	   untersuchten	   Zelllinien	  

wurde	  dissoziiertes	  Wachstum	  beobachtet.	  
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 Ergebnisse	  5

5.1 Reduktion	  der	  LGR5-‐Expression	  durch	  RNA-‐Interferenz	  (RNAi)	  

Um	   geeignete	   Zelllinien	   für	   die	   experimentellen	   Arbeiten	   zu	   finden,	   wurden	  

kolorektale	   Zelllinien	   gesucht,	   die	   hohe	   LGR5	  Mengen	   exprimierten.	  Dazu	  wurde	  die	  

LGR5-‐Expression	   der	   kultivierten	   kolorektalen	   Tumorzelllinien	   CaCo2,	   DLD1,	   HCT116,	  

HT29,	  LO320,	  LoVo,	  LS174T,	  RKO,	  SW	  403,	  SW480,	  SW620,	  SW1222	  und	  T84	  mithilfe	  

von	  RT-‐qPCR	  bestimmt.	  Von	  den	  untersuchten	  Zelllinien	  zeigten	  DLD1,	  LoVo,	  LS174T,	  

SW1222,	   SW403,	   SW620	   und	   T84	   die	   höchsten	   LGR5-‐Expressionen	   (Abb.	  14)	   und	  

wurden	  deshalb	  für	  die	  weiteren	  Experimente	  ausgewählt.	  	  

	  

Abb.	  13	  -‐	  Relative	  LGR5-‐Expression	  
kolorektaler	  Zelllinien.	  Die	  Zelllinien	  
sind	  nach	  biologischen	  Eigenschaften	  
gruppiert.	  

	  

MSI	  -‐	  Mikrosatelliten-‐Instabilität	  	  

MSS	  -‐	  Mikrosatelliten-‐Stabilität	  

CIMP	  -‐	  CpG-‐island	  methylator	  
phenotype	  

	  

Von	   diesen	   sieben	   Zelllinien	  wurden	   DLD1,	   LoVo,	   SW403	   und	   T84	   für	   die	   folgenden	  

Experimente	  eingesetzt,	  denn	  LS174T,	  SW1222	  und	  SW620	  zeigten	  einen	  aggregierend	  

wachsenden	  Phänotyp	  sodass	  sie	  für	  die	  geplanten	  Versuche	  ungeeignet	  waren.	  	  

Anschließend	   wurden	   diese	   vier	   Zelllinien	   mit	   LGR5-‐spezifischen	   shRNA-‐

Expressionsklonen	   transduziert,	   um	   die	   LGR5-‐Expression	   zu	   vermindern.	   Zum	  

Ausschluss	   möglicher	   durch	   RNA-‐Interferenz	   verursachter	   Nebeneffekte	   (off-‐target	  

effects)	   wurden	   EGFP-‐spezifische	   shRNA	   transfiziert.	   Der	   Grad	   der	  

LGR5-‐Expressionsminderung	   wurde	   nach	   Transduktion	   und	   10-‐tägiger	   Selektion	  

(s.	  4.3.3)	  mittels	  RT-‐qPCR	  bestimmt.	  Diese	  Messungen	  erfolgten	  jeweils	  4	  und	  18	  Tage	  

nach	   Beendigung	   der	   Selektion.	   Es	   zeigte	   sich,	   dass	   zu	   beiden	   Zeitpunkten	  
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(4	  bzw.	  18	  Tage)	   die	   beiden	   shRNAs	   shLGR5-‐2	   und	   shLGR5-‐5	   in	   allen	   Zellen	   die	  

LGR5-‐RNA	   am	   effektivsten	   herunterregulierten	   (Abb.	  15),	   weshalb	   diese	   in	   den	  

folgenden	  Versuchen	  eingesetzt	  wurden.	  	  

	  

	  

Abb.	  14	  -‐	  LGR5	  shRNA2	  und	  shRNA5	  reduzieren	  die	  endogene	  LGR5	  Expression	   in	  den	  kultivierten	  kolorektalen	  

Zelllinien	  DLD1,	  T84,	  SW403	  und	  LoVo	  am	  effektivsten.	  Die	  Messung	  erfolgte	  18	  Tage	  nach	  Selektion	  (LGR518d)	  also	  

insgesamt	  28	  Tage	  nach	  Transfektion.	  

	  

Durch	  EGFP-‐spezifische	  RNAi	  wurde	  die	  LGR5-‐Expression	  nicht	  beeinflusst.	  Somit	  kann	  

davon	   ausgegangen	   werden,	   dass	   die	   Effekte	   LGR5-‐genspezifisch	   waren.	   Ebenfalls	  

zeigten	  die	  mit	  shEGFR-‐transfizierten	  Zelllinien	  keine	  Unterschiede	  zu	  den	  parentalen	  

Zellen,	  sodass	  ebenfalls	  durch	  die	  Transduktion	  induzierte	  unspezifische	  Nebeneffekte	  

so	   gut	   wie	   ausgeschlossen	   werden	   konnten.	   Da	   sich	   die	   parentalen	   und	   die	  

shEGFP-‐transfizierten	  Zellen	  auch	   in	  allen	   folgenden	  Experimenten	  analog	  verhielten,	  
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wird	   im	   Folgenden	   aus	   Gründen	   der	   Übersichtlichkeit	   auf	   die	   Darstellung	   der	  

Ergebnisse	  der	  parentalen	  Zellen	  verzichtet.	  

Weiterhin	  konnte	  der	  Effekt	  der	  LGR5	  spezifischen	  RNAi	  für	  mindestens	  18	  Tage	  nach	  

Ende	  der	  Selektion	  nachgewiesen	  werden.	  Somit	  war	  der	  knockdown	  hocheffizient	  und	  

daher	   wurden	   alle	   Analysen	   mit	   transient	   transfizierten	   Zelllinien	   durchgeführt.	  

Zusätzlich	  wurde	   der	   Erfolg	   des	   knockdowns	   von	   LGR5	   für	   jeden	   Versuch	   verifiziert,	  

indem	   die	   LGR5-‐Expressions-‐Niveaus	   jeweils	   4	  (LGR54d)	   bzw.	   18	  Tage	  (LGR518d)	   nach	  

Ende	  der	  Selektion	  kontrolliert	  wurden.	  

In	   diesen	   Vorarbeiten	   wurde	   ein	   transientes	   LGR5-‐spezifisches	   RNAi	   System	   für	  

kolorektale	   Tumorzelllinien	   entwickelt,	   mit	   dessen	   Hilfe	   der	   Einfluss	   von	   LGR5	   auf	  

zelluläre	  Eigenschaften	  nun	  weiter	  untersucht	  werden	  konnte.	  

	  

5.2 Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  Markerprofil	  und	  Differenzierungstyp	  

kolorektaler	  Zellen	  

Um	  nun	  den	  Einfluss	   von	   LGR5	  auf	   Eigenschaften	  kolorektaler	   Tumorstammzellen	   zu	  

untersuchen	   wurde	   die	   Änderung	   der	   LGR5-‐spezifischen	   RNAi	   auf	   das	  

Expressionsniveau	   typischer	   Tumorstammzell-‐	   und	   EMT-‐assoziierter	   Marker	  

untersucht.	   Als	   Marker	   für	   Tumor	   stemness	   wurden	   dazu	   die	   Expression	   der	   Gene	  

ASCL2,	  OLFM4,	  CD44,	  CD133	  und	  CD166	  ausgewählt	   (van	  der	  Flier	  2009)	  und	   für	  die	  

Untersuchung	   der	   EMT	   das	   epitheliale	   Markergen	   E-‐Cadherin	   sowie	   das	  

mesenchymale	  Markergen	   Vimentin	   und	   der	   mesenchymale	  Master-‐Induktor	   ZEB-‐1.	  

Dazu	  wurde	  die	  mRNA	  Expression	  dieser	  Gene	  18	  Tage	  nach	  Selektion	  mittels	  RT-‐qPCR	  

gemessen	   (LGR518d)	   und	   die	   Ergebnisse	   mithilfe	   einer	   Clusteranalyse	   vergleichend	  

untersucht.	   Zwar	   wurde	   die	   Expression	   von	   LGR5	   erwartungsgemäß	   durch	   die	   RNAi	  

deutlich	   reduziert	   (Abb.	  16,	   erste	   Reihe	   des	   heat	   plots),	   jedoch	   hatte	   dies	   keinen	  

relevanten	   Unterschied	   in	   der	   Expression	   der	   untersuchten	   Stammzellmarker-‐	   und	  

EMT-‐assoziierten	  Gene	  zur	  Folge	  (Abb.	  16,	  Zeilen	  2-‐9).	  
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Abb.	   15	   -‐	   Die	   Minderexpression	   von	   LGR5	  

beeinflusst	   weder	   die	   Expression	   kolorektaler	  

Tumorstammzell-‐	   noch	   EMT-‐Marker.	   RT-‐qPCR-‐

Analyse	   von	   Zelllysaten	   nach	   RNAi	   (LGR518d).	   Die	  

Analyse	   aller	   Gene	   erfolgte	   aus	   denselben	   RNA-‐

Lysaten.	   Trotz	   erfolgreichem	   knockdown	   von	   LGR5	  

(erste	   Zeile	   des	   heat	   plots)	   zeigten	   sich	   keine	  

deutlichen	   Änderungen	   in	   der	   Expression	   der	  

kolorektalen	   Tumorstammzellmarker	   ASCL2,	  

OLFM4,	   CD44,	   CD133	   oder	   CD166.	   Vergleichbar	  

zeigte	   sich	   ebenfalls	   keine	   Änderung	   in	   der	  

Expression	   der	   EMT	   Marker	   E-‐Cadherin	   und	  

Vimentin	   sowie	   des	   EMT	   master	   switchs	   Faktors	  

ZEB-‐1.	   Dabei	   ist	   in	   den	   fett	   gedruckten	   Spalten	  

jeweils	  die	  Kontrolle	   (shEGFP)	   zu	  sehen	  und	   in	  den	  

beiden	   Folgespalten	   (Normaldruck)	   jeweils	   die	  

Ergebnisse	   aus	   dem	   LGR5-‐spezifischen	   knockdown	  

mithilfe	  der	  beiden	  LGR5-‐spezifischen	  shRNAs	  2	  und	  

5.	   Die	  Unterschiede	   in	   der	  Genexpression	   sind	   aus	  

der	  Legende	  des	  heat	  plots	  zu	  entnehmen.	  	  

	  

Also	  hatte	  eine	  Verringerung	  der	  Expression	  von	  LGR5	  in	  dem	  gewählten	  Ansatz	  keinen	  

Einfluss	  auf	  das	  Expressionsprofil	  von	  cancer	  stemness	  oder	  EMT	   induzierenden	  oder	  

assoziierten	  Genen	  zur	  Folge.	  

	  

5.3 Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  die	  tumorigenen	  Fähigkeiten	  kolorektaler	  

Tumorzellen	  

Um	   den	   Einfluss	   von	   LGR5	   auf	   die	   für	   Metastasierung	   essenziellen	   Eigenschaften	  

Migration,	   Invasion	   und	   Transformation	   (colony	   formation)	   zu	   untersuchen,	   wurde	  

deren	  Abhängigkeit	   von	  der	   LGR5-‐Expression	   in	   kolorektalen	   Tumorzellen	   gemessen.	  

Hierzu	  wurden	  die	  gängigen	  in	  vitro-‐Modelle	  

• wound-‐healing	  (Migration),	  

• ThinCerts/Matrigel®	  (Invasion)	  und	  

• Methyl-‐Cellulose	  (adhäsionsunabhängiges	  Wachstum)	  
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eingesetzt,	  da	  diese	  als	  besonders	  zuverlässig,	  reproduzierbar	  und	  repräsentativ	  gelten	  

(Hiddemann	  2010).	  

	  

5.3.1 Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  die	  Migration	  kolorektaler	  Tumorzellen	  

Für	   die	   Untersuchung	   der	   Migrationsfähigkeiten	   wurden	   wound-‐healing	   Assays	   mit	  

Tumorzellen	   nach	   RNAi	   mithilfe	   von	   ibidi-‐Kammern	   durchgeführt.	   Dazu	   wurde	   der	  

Abstand	   der	   Wundränder	   alle	   12	  Stunden	   bis	   zum	   vollständigen	   Wundschluss	  

fotografisch	  dokumentiert	  und	  ausgewertet.	  Es	  konnte	  kein	  signifikanter	  Unterschied	  

weder	  in	  der	  Änderung	  des	  Abstands	  der	  Wundränder	  –	  also	  der	  Geschwindigkeit	  des	  

Wundschlusses	  -‐	   noch	   der	   Wundrandkonfiguration	   zwischen	   den	   Kontrollzellen	  

(shEGFP)	   und	   den	   Zellen	   mit	   verringerter	   LGR5-‐Expression	   (shLGR5-‐2,	   shLGR5-‐5)	  

gefunden	  werden	  (Abb.	  17).	  

	  

	  

Abb.	   16	   -‐	   Verlust	   von	   LGR5-‐Expression	   führt	   zu	   keiner	   signifikanten	   Änderung	   der	   Migrationsfähigkeit	  

kolorektaler	   Tumorzellen.	   Relativer	  Abstand	  der	  Wundränder	  (d):	   36	  (DLD1),	   24	  (LoVo)	   bzw.	   12	  Stunden	  (SW403)	  

nach	  Spaltbildung	  durch	  Entfernung	  der	  ibidi-‐Kammer.	  p-‐Werte	  wurden	  mithilfe	  eines	  χ2-‐Modells	  bestimmt.	  

	  

Diese	  Ergebnisse	  sprechen	  gegen	  einen	  Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  die	  Fähigkeit	  kolorektaler	  

Tumorzellen	  zur	  Migration.	  
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5.3.2 Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  die	  Invasion	  kolorektaler	  Tumorzellen	  

Anschließend	   wurde	   der	   Einfluss	   von	   LGR5	   auf	   die	   Invasionsfähigkeit	   kolorektaler	  

Tumorzellen	  nach	  LGR5-‐spezifischer	  RNAi	  untersucht.	   Zur	  Bestimmung	  des	  Einflusses	  

von	  LGR5	  auf	  die	  Invasionsfähigkeit	  wurden	  transwell/	  ThinCerts-‐Assays	  eingesetzt.	  Zu	  

geeigneten	  Zeitpunkten	  wurde	  dazu	  die	  Zahl	  der	  Tumorzellen,	  die	  durch	  das	  Matrigel®	  

auf	  die	  andere	  Seite	  des	  transwell	  Napfes	  gewandert	  waren	  -‐	  und	  somit	  den	  Grad	  der	  

Invasion	   widerspiegeln	   -‐	   mittels	   Kristallviolettfärbung,	   Fotodokumentation	   und	  

digitaler	  Densitometrie	  quantifiziert.	  Dabei	  zeigte	  sich	  kein	  signifikanter	  Unterschied	  in	  

der	   Invasion	   zwischen	   Tumorzellen	   mit	   normaler	   (shEGFP)	   und	   verminderter	  

LGR5-‐Expression	  (shLGR5-‐2,	  shLGR5-‐5)	  (Abb.	  17).	  	  

	  

	  

Abb.	  17	  -‐	  Verlust	  von	  LGR5-‐Expression	  führt	  zu	  keiner	  signifikanten	  Änderung	  der	  Invasionsfähigkeit	  kolorektaler	  

Tumorzellen.	  Gezeigt	  sind	  die	   relativen	   Invasionsstärken	  der	  Zellen	  nach	  48	  (DLD1,	  LoVo)	  bzw.	  144	  Stunden	   (T84)	  

nach	  Transfer	  auf	  die	  ThinCerts.	  Dabei	  wurden	  alle	  Werte	  auf	  die	  Invasion	  der	  Kontrollzellen	  (shEGFP)	  bezogen.	  

Diese	  Ergebnisse	  sprechen	  gegen	  einen	  Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  die	  Fähigkeit	  kolorektaler	  

Tumorzellen	  zur	  Invasion.	  

	  

5.3.3 Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  adhäsionsunabhängiges	  Wachstum	  kolorektaler	  

Tumorzellen	  	  

Der	  Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  adhäsionsunabhängiges	  Wachstum	  (Transformation/	  colony	  

formation)	   kolorektaler	   Tumorzellen	   wurde	   nach	   LGR5	   spezifischer	   RNAi	   in	  

Methyl-‐Cellulose-‐Assays	   (anchorage-‐independent	   growth)	   untersucht.	   Zu	   geeigneten	  

Zeitpunkten	   wurden	   dazu	   Form,	   Größe	   und	   Anzahl	   der	   gebildeten	   Kolonien	  
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fotografisch	  dokumentiert	  und	  digital	  ausgewertet.	  Es	  zeigte	  sich	  auch	  hier,	  dass	  eine	  

Änderung	   der	   Stärke	   der	   LGR5-‐Expression	   keinen	   Einfluss	   auf	   die	   Anzahl	   gebildeter	  

Kolonien	  hatte	  (Abb.	  18).	  	  

	  

	  

Abb.	   18	   -‐	   Verlust	   von	   LGR5-‐Expression	   führt	   zu	   keiner	   signifikanten	   Änderung	   von	   adhäsionsunabhängigem	  

Wachstum	   in	   kolorektalen	   Tumorzellen.	  Relative	  Anzahl	  gewachsener	  Kolonien:	  8	  (DLD1)	  bzw.	  9	  Tage	  (T84)	  nach	  

Aussaat.	  Die	  Ergebnisse	  sind	  auf	  den	  Wert	  der	  jeweiligen	  Kontrolle	  (shEGFP)	  bezogen.	  

Auch	   das	   Aggregationsverhalten	   der	   Tumorzellen	   wurde	   durch	   die	   LGR5-‐spezifische	  

RNAi	   nicht	   beeinflusst,	   denn	   die	   einzelnen	   Kolonien	   aus	   den	   unterschiedlichen	  

Ansätzen	   (shEGFP	   versus	   shLGR5-‐2,	   shLGR5-‐5)	   präsentierten	   sich	   in	   der	  

mikroskopischen	  Beurteilung	  mit	  identischen	  Formen	  und	  Größen	  (Abb.	  19).	  

	  

Demnach	   hat	   eine	   Expressionsminderung	   von	   LGR5	   im	   untersuchten	   Modellsystem	  

keinen	  Einfluss	  auf	  die	  Fähigkeit	  kolorektaler	  Tumorzellen	  zu	  adhäsionsunabhängigem	  

Wachstum.	  
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Abb.	  19	  –	  Vergleich	  der	  Kolonien	  unterschiedlicher	  Klone	  von	  DLD	  Zellen	   im	  Transformations-‐/Methylcellulose-‐

Assay:	   (A)	  Übersicht	   über	   das	   Wachstum	   der	   Kolonien	   in	   einen	   Zellkulturschale.	   Hier	   zeigten	   sich	   sowohl	   bei	  

manueller	  als	  auch	  bei	  digitaler	  Quantifizierung	  der	  Kolonien	  keine	  signifikanten	  (p=0.996)	  Unterschiede	  zwischen	  

den	  verschiedenen	  Klonen	  (vgl.	  auch	  Abb.	  19).	   	   (B)	  Einzelne	  Zellkolonien.	   In	  allen	  Zellklonen	  wuchsen	  die	  Kolonien	  

gleichförmig	  aggregierend,	  d.h.	  in	  keiner	  der	  untersuchten	  Zelllinien	  wurde	  dissoziiertes	  Wachstum	  beobachtet.	  

	  

In	   der	   Zusammenfassung	   aller	   Ergebnisse	   lässt	   sich	   somit	   schließen,	   dass	   ein	  

knockdown	  von	  LGR5	   in	  kultivierten	  kolorektalen	  Tumorzellen	  keinen	  Einfluss	  auf	  die	  

zellulären	   Eigenschaften	  Migration,	   Invasion	   oder	   adhäsionsunabhängiges	  Wachstum	  

hat,	  was	  Grundvoraussetzungen	  für	  Metastasierung	  sind.	  	  
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 Diskussion	  6

Fortgeschrittene	  Stadien	  der	  Metastasierung	  sind	  ein	  therapielimitierender	  Faktor	  des	  

kolorektalen	   Karzinoms.	   Für	   diese	   Tumorprogression	   werden	   kolorektale	  

Tumorstammzellen	   (coCSC)	   verantwortlich	   gemacht	   (Brabletz	   2005,	   Burkert	   2006,	  

Reya	   2001),	   denn	   sie	   besitzen	   die	   notwendigen	   Fähigkeiten	   zur	  Metastasierung	   wie	  

erhöhte	   Zellmotilität,	   -‐Invasivität	   und	   adhäsionsunabhängiges	   Wachstum.	   Der	  

WNT-‐Signalweg	  reguliert	  dabei	  maßgeblich	  die	   stemness	  dieser	  Zellen	  und	  fördert	  so	  

ihre	  tumorigenen	  Eigenschaften,	  weshalb	  er	  als	  zentraler	  Signalweg	  bei	  der	  Entstehung	  

und	  Progression	   kolorektaler	   Karzinome	   gilt.	   Der	   kolorektale	   Tumorstammzellmarker	  

LGR5	  –	  gleichzeitig	  Markerprotein	  adulter	  Stammzellen	  des	  murinen	  Dünndarms	  –	   ist	  

Zielgen	  und	  gleichzeitiger	  Agonist	  des	  WNT/	  β-‐Catenin-‐Signalwegs.	  Denn	  LGR5	  aktiviert	  

den	  WNT-‐Signalweg	  durch:	  

(1)	   Bindung	  des	  Liganden	  R-‐Spondin1	  (R-‐Spo1)	  an	  LGR5,	  was	  zu	  einer	  Aktivierung	  von	  

frizzled	  (fz)	  und	  zur	  Entfernung	  der	  beiden	  frizzled	  Ubiquitin-‐E3-‐Ligasen	  führt.	  

(2)	   Inhibition	  des	  WNT-‐Inhibitors	  DKK-‐1.	  

Bisherige	   Studien	   lieferten	   zahlreiche	   Hinweise	   für	   eine	   Assoziation	   zwischen	   der	  

Expression	   von	   LGR5	   mit	   der	   Progression	   der	   kolorektalen	   Karzinogenese.	   Als	  

β-‐Catenin-‐Zielgen	   wird	   die	   LGR5	   Expression	   selektiv	   durch	   APC-‐Mutationen	  

dereguliert.	   Weiterhin	   sind	   die	   für	   eine	   Akkumulation	   von	   Mutationen	   in	   Frage	  

kommenden	  Zellen	  die	  LGR5-‐positiven,	  intestinalen	  Stammzellen	  (Barker	  2009).	  Daher	  

sind	   diese	   Zellen	   aus	   Sicht	   des	   Expressionsprofils	   und	   der	   zugrunde	   liegenden	  

Chromatinstruktur	  in	  der	  Lage	  LGR5	  zu	  exprimieren,	  sodass	  es	  naheliegend	  erscheint,	  

dass	  diese	  Eigenschaft	  auch	   in	  den	  sich	  ableitenden	  Tumorstammzellen	  zu	  finden	   ist.	  

Eine	   Assoziation	   der	   LGR5-‐Expression	   mit	   Tumorigenität	   ergibt	   sich	   aus	   einer	   Reihe	  

verschiedener	   Zusammenhänge.	   So	   zeigen	   die	   allermeisten	  metastasierten	   Tumoren	  

und	   sporadischen	   Kolonadenome	   eine	   Überexpression	   von	   LGR5.	   Nur	   LGR5-‐positive	  

kolorektale	  Tumorzellen	  können	  in	  vitro	  effizient	  Sphäroide	  bilden	  (Uchida	  2010),	  was	  

ein	  klares	  Indiz	  für	  cancer	  stemness	  ist.	  Eine	  darmspezifische	  Überexpression	  des	  LGR5-‐

Liganden	   R-‐Spondin1	   (RSpo1)	   führt	   zu	   einer	   generalisierten	   Vergrößerung	   und	   einer	  

Verdoppelung	   von	   Gewicht	   und	   Durchmesser	   des	   Darms	   bei	   Hyperproliferation	   der	  
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Krypten.	   Gleichzeitig	   geht	   mit	   der	   gesteigerten	   R-‐Spondin	   Expression	   eine	  

Stabilisierung	   von	   β-‐Catenin	   einher	   (Kemper	   2012).	   Schließlich	   korreliert	   die	   LGR5-‐

Expression	   mit	   Lymphgefäßinvasion	   sowie	   mit	   Lymphknotenmetastasierung	   und	  

Tumorstadium	   (Uchida	   2010).	   Somit	   konnte	   LGR5	   mit	   einer	   Vielzahl	   von	   für	   die	  

Tumorigenese	   wichtigen	   Eigenschaften	   der	   Tumorzellen	   assoziiert	   werden.	   Unklar	  

blieb	  jedoch	  bisher,	  ob	  LGR5	  dabei	  lediglich	  ein	  Marker	  für	  diese	  Tumorzellen	  ist	  oder	  

eine	  funktionelle	  Rolle	   für	  die	   Induktion	  oder	  Aufrechterhaltung	  dieser	  Eigenschaften	  

spielt.	  

	  

6.1 LGR5	  besitzt	  bei	  der	  kolorektalen	  Karzinogenese	  keine	  intrinsische	  

funktionelle	  Rolle	  

Um	   die	   funktionelle	   Rolle	   von	   LGR5	   für	   die	   Biologie	   von	   kolorektalen	   Tumorzellen	  

besser	   zu	   verstehen,	   wurde	   die	   LGR5	   Expression	   mithilfe	   von	   RNAi	   verringert.	   In	  

Vorversuchen	   zeigte	   sich,	  dass	  eine	  Minderexpression	  von	  LGR5	  keine	  Auswirkungen	  

auf	   die	   Überlebensfähigkeit	   kolorektaler	   Tumorzellen	   in	  vitro	   hatte.	   Dieses	  

unerwartete	   Ergebnis	   gab	   Anlass	   zur	   genaueren	   Untersuchung	   des	   vermeintlich	  

intrinsischen	  Einflusses	  von	  LGR5	  auf	  die	  kolorektale	  Tumorigenese.	  Daher	  wurden	  im	  

Folgenden	   Eigenschaften	   der	   Tumorzellen	   untersucht,	   die	   wichtige	   Voraussetzungen	  

für	  Metastasierung	  sind	  (hallmarks	  of	  cancer)	  und	  weiterhin	  analysiert,	  ob	  sich	  durch	  

die	   Reduktion	   der	   LGR5	   Expression	   Auswirkungen	   auf	   cancer	   stemness	   oder	   EMT	  

zeigten,	  indem	  Änderungen	  in	  der	  Expression	  von	  Markern	  untersucht	  wurde,	  die	  mit	  

diesen	   Eigenschaften	   assoziiert	   sind.	   Zunächst	   konnte	   in	   allen	   Experimenten	   gezeigt	  

werden,	  dass	  durch	  die	  RNAi	  die	  Mengen	  an	  endogener	  LGR5-‐mRNA	  reduziert	  wurden,	  

der	   experimentelle	   Ansatz	   also	   funktioniert	   hatte	   (proof	   of	   concept).	  

Überraschenderweise	   zeigte	   sich	   jedoch	   kein	   Effekt	   auf	   die	   Eigenschaften	  Migration,	  

Invasion,	   Transformation	   (anchorage	   independent	   growth)	   sowie	   auf	   die	   Expression	  

von	   cancer	   stem	   cell	   sowie	   EMT-‐Markern.	   Somit	   übernimmt	   LGR5	   offenbar	   keine	  

relevante	   intrinsische	   Rolle	   für	   die	   Aufrechterhaltung	   maligner	   Eigenschaften	  

kolorektaler	  Tumorzellen.	  	  
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Umgekehrt	  zeigte	  eine	  andere	  Arbeit	  einen	  Zusammenhang	  zwischen	  einer	  Reduktion	  

der	   LGR5	   Expression	   und	   Karzinogenese	   treibenden	   Eigenschaften	   (Walker	   2011).	  

Dieser	   vermeintliche	   Widerspruch	   lässt	   sich	   dadurch	   lösen,	   dass	   die	   beobachteten	  

Effekte	  in	  diesem	  experimentellen	  System	  nicht	  auf	  einer	  intrinsischen	  Rolle	  von	  LGR5	  

basierten,	  sondern	  auf	  der	  Bindung	  von	  RSpo1	  und	  somit	  einer	  Aktivierung	  des	  LGR5	  

Signalwegs.	  Somit	  käme	  LGR5	  selbst	  eine	  passenger-‐	  aber	  keine	  driver-‐Funktion	  zu.	  Im	  

Licht	  dieser	  Ergebnisse	  erklären	  sich	  auch	  die	  Ergebnisse	  einer	  Arbeit,	  die	  ebenfalls	  die	  

LGR5	  Expression	  durch	  RNAi	  reduzierte,	  aber	  Effekte	  auf	  die	  Biologie	  der	  Tumorzellen	  

nachweisen	   konnte	   (Walker	   2011).	   In	   jenem	   Ansatz	   wurde	   ein	   mit	   dieser	   Arbeit	  

vergleichbarer	   Versuchsaufbau	   eingesetzt.	   Es	   wurde	   gezeigt,	   dass	   eine	  

Minderexpression	   von	   LGR5	   invasives	   und	   adhäsionsunabhängiges	   Wachstum	   in	  

kolorektalen	   Zellen	   fördert,	   eine	  Überexpression	   hingegen	  die	   Zelladhäsion	   verstärkt	  

und	   Tumorigenität	   inhibiert	   (Walker	   2011).	   Diese	   Ergebnisse	   stehen	   somit	   den	  

Ergebnissen	  dieser	  Arbeit	  aber	  auch	  der	  Rolle,	  die	  LGR5	  momentan	  zugeschrieben	  wird	  

(Nakata	  2014),	  gegenüber.	  Dieser	  vermeintliche	  Gegensatz	  lässt	  sich	  jedoch	  gut	  auf	  der	  

Basis	   des	   Massenwirkungsgesetzes	   erklären,	   indem	   das	   Verhältnis	   von	   Liganden	   (R-‐

Spondin)	   und	   Rezeptoren	   (LGR5)	   betrachtet	   werden,	   welche	   die	   R-‐Spo/	   LGR5	  

mediierten	   Effekten	   direkt	   beeinflussen.	   Lagen	   in	   den	   eingesetzten	   Medien	  

limitierende	  Mengen	   an	  RSpo1	   vor,	   so	   sollte	   nur	   ein	   kleiner	   Teil	   der	   LGR5	  Moleküle	  

Bindung	   von	   RSpo1	   zeigen.	   In	   der	   Folge	   würde	   in	   der	   Mehrzahl	   der	   Ereignise	   eine	  

Interaktion	   zwischen	   den	   frizzled	  (fz)-‐	   und	   RSpo1-‐freien	   LGR5	   Rezeptoren	   zu	  

beobachten	  sein.	  Durch	  den	  knockdown	  von	  LGR5	  ensteht	  dann	  eine	  Situation,	  in	  der	  

zwar	   weniger	   Rezeptoren	   in	   der	   Zellmembran	   zu	   finden	   sind,	   diese	   jedoch	  

wahrscheinlicher	  aufgrund	  des	  Massenwirkungsgesetzes	  an	  RSpo1	  binden:	  

R-‐Spo	  +	  LGR5	  !	  R-‐Spo~LGR5	  	   (reversible	  Gleichgewichtsreaktion)	  

Kass=
[!!!"#~!"#!]
!!!"# !  [!"#!]

	  	   (Massenwirkungsgesetz,	  Assoziationskonstante	  Kass)	  	  

	  

In	  diesem	  Szenario	   findet	  bei	  erfolgreicher	  Kopplungen	  der	   frz-‐und	  LGR5	  Rezeptoren	  

häufiger	   eine	   Aktivierung	   durch	   RSpo1	   statt,	   was	   gleichbedeutend	   mit	   einer	  

gesteigerten	   Aktivierung	   des	   WNT/	   β-‐Catenin-‐Signalwegs	   ist	   (Abb.	   20).	   Umgekehrt	  
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sollte	   eine	   Überexpression	   in	   diesem	   System	   zu	   einer	   Verringerung	   eines	   WNT/	  β-‐

Catenin	  induzierten	  Signals	  führen.	  

	  

	   	  

Abb.	   20	   –	   Dosis-‐Modell	   zur	   Erklärung	   der	   Effekte	   von	   R-‐

Spondin1	   bei	   limitierenden	   Mengen	   an	   LGR5	   Rezeptor.	  

(A)	  Bei	  geringen	  Mengen	  an	  RSpo1	  liegt	  nur	  eine	  geringe	  Zahl	  

an	  LGR5	  Rezeptoren	  mit	  RSpo1	  gebunden	  vor.	  Daher	  werden	  

ebenfalls	   nur	   wenige	   Kombinationen	   an	   frz-‐Rezeptoren	  

vorliegen,	  die	  LGR5/RSpo1	  Dimere	  gebunden	  haben.	  (B)	  Nach	  

Reduktion	   der	   Expression	   von	   LGR5	   (z.B.	  nach	   RNAi)	   ist	   die	  

Zahl	   der	   LGR5	   Rezeptoren	   verringert.	   Bei	   gleicher	  Menge	   an	  

RSpo1	  ist	  die	  relative	  Anzahl	  an	  LGR5/	  RSpo1	  Dimeren	  größer	  

und	   somit	   auch	   die	   Anzahl	   an	   frz-‐Rezeptoren,	   die	  mit	   LGR5/	  

RSpo1	   Dimeren	   interagieren.	   Daher	   kommt	   es	   in	   dieser	  

Situation	  zu	  einer	  verstärkten	  WNT-‐Signal-‐Aktivität.	  

	  

Daraus	   ergibt	   sich,	   dass	   bei	   LGR5-‐spezifischer	   RNAi	   in	   RSpo1-‐freiem	   Medium	   keine	  

Beeinflussung	  der	  WNT-‐Aktivität	  erfolgen	  sollte.	  

Auf	  der	  anderen	  Seite	  stellt	  sich	  natürlich	  die	  Frage,	  wie	  es	  sich	  mit	  der	  Aktivität	  des	  

WNT-‐Signalwegs	   verhält,	   denn	   das	   vorgeschlagene	   Dosis-‐Modell	   kann	   nur	   dann	  

funktionieren,	  wenn	  LGR5	  einen	  Einfluss	  auf	  die	  Aktivität	  des	  aktiven	  WNT-‐Signalwegs	  

hat.	  Für	  eine	  basale	  Aktivität	  des	  WNT-‐Signalwegs	  müssen	  entweder	  WNT3a-‐Liganden	  

im	   Medium	   oder	   eine	   intrinsische	   Aktivierung	   des	   Signalwegs	   vorhanden	   sein.	  

Nachgewiesenermaßen	   besitzen	   kolorektale	   Tumorzelllinien	   eine	   ausreichende	  

intrinsische	   WNT-‐Aktivität	   (Rosin-‐Arbesfeld	   2003).	   Zudem	   sorgt	   eine	   homo-‐	   bzw.	  

heterozygote	   APC-‐Mutation	   in	   allen	   verwendeten	   Linien	   für	   die	   konstitutive	  

Aktivierung	  des	  Signalwegs	  (Rowan	  2000).	  	  

	  

6.2 Grenzen	  des	  Modells	  und	  Einordnung	  

Das	  in	  dieser	  Arbeit	  eingesetzte	  Versuchsmodell	  birgt	  -‐	  wie	  alle	  in	  vitro	  Modelle	  -‐	  	  eine	  

Reihe	  an	  möglichen	  Fehlerquellen,	  was	  eine	  Übertragung	  auf	  einen	  klinischen	  Einsatz	  

A

LGR5

Wnt)Aktivität.+

R)Spondin1

RSPO)1⁺.Medium

frizzled

B

Wnt)Aktivität.+.+
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erschwert	   oder	   gar	   verhindert.	   Denn	   kolorektale	   Tumorzelllinien	   wurden	   durch	  

Wachsen	   unter	   den	   bekannten	   in	  vitro	   Konditionen	   aus	   einer	  Masse	   an	   Krebszellen	  

selektiert.	  Damit	   ist	  vollkommen	  unklar,	   in	  welcher	  Weise	  diese	  Zelllinien	  kolorektale	  

Tumoren	  repräsentieren.	  Weiterhin	   ist	  bekannt,	  dass	  es	  unterschiedliche	  Sub-‐Klassen	  

an	   kolorektalen	   Tumoren	   gibt,	   z.B.	   (1)	  Mutationen	   im	   WNT-‐/	   β-‐Catenin-‐Signalweg,	  

(2)	  hochgradige	   Mikrosatelliteninstabilität,	   (3)	  CpG	   island	   methylator	   phenotype	  

(CIMP)	   (Ahuja	   1997)	   oder	   auf	   der	   Basis	   von	   Expressionsstudien	   vier	   Subklassen	  

(Sadanandam	  2013).	   Es	   ist	  unbekannt,	  welche	  der	   kultivierten	  kolorektalen	  Zelllinien	  

diese	   Tumortypen	   repräsentieren.	   Interessanterweise	   scheint	   nur	   eine	   der	  

Tumorzelllinien	   -‐	   nämlich	   RKO	   -‐	   den	   CIMP	   Phänotypen	   widerzuspiegeln,	   der	   jedoch	  

etwa	  15-‐20	  %	  aller	  sporadischen	  kolorektalen	  Tumoren	  ausmacht	  (Ogino	  2006).	  Diese	  

Diskrepanz	   zeigt	   bereits	   auf,	   dass	   Tumorzellen	   aus	   CIMP	   Tumoren	   schlechter	   in	  

Zellkultur	  anzuwachsen	  scheinen.	  Zudem	  kommt	  hinzu,	  dass	  die	  Zelllinien,	  die	  für	  die	  

Experimente	  in	  dieser	  Arbeit	  eingesetzt	  wurden,	  deshalb	  ausgewählt	  wurden,	  weil	  sie	  

diejenigen	  waren,	  die	  größere	  Mengen	  an	  LGR5	  exprimierten.	  Umgekehrt	  zeigt	  diese	  

Auswahl	   bereits	   an,	   dass	   nicht	   alle	   kolorektalen	   Tumorzelllinien	   LGR5	   in	   größeren	  

Mengen	  zu	  exprimieren	  scheinen.	  Da	  LGR5	  ein	  Zielgen	  von	  β-‐Catenin	  ist	  (Barker	  2007)	  

und	   praktisch	   alle	   kolorektalen	   Tumorzelllinien	   -‐	  mit	   Ausnahme	   von	   RKO	   -‐	   eine	   den	  

kanonischen	  WNT-‐Signalweg	  aktivierende	  Mutation	  tragen	  (Ilyas	  1997),	  stellt	  sich	  die	  

Frage,	  inwieweit	  die	  für	  die	  Versuche	  ausgewählten	  kolorektalen	  Zelllinien	  sporadische	  

kolorektale	   Tumoren	   repräsentieren	   und	   inwieweit	   sich	   Ergebnisse	   mit	   diesen	  

Zelllinien	  daher	  auf	  die	  in	  vivo	  Situation	  translatieren	  lassen.	  

Ein	   weiterer	   entscheidender	   Unterschied	   zu	   Tumoren	   in	  vivo	   ist	   das	   Fehlen	   der	  

natürlichen	   Mikroumgebung	   und	   der	   modulierende	   Einfluss	   des	   Stromas	   (Hanahan	  

2011).	  Dieser	  Umstand	  erschwert	   die	  Übertragung	  der	   gefundenen	   Zusammenhänge	  

auf	   Tumorzellen	   in	  vivo	   erheblich,	   denn	   durch	   die	   Tumorumgebung	   werden	   eine	  

Vielzahl	  löslicher	  Faktoren	  aber	  auch	  zellgebundener	  Liganden	  präsentiert,	  welche	  die	  

Tumorzelle	  beeinflussen	  (Liotta	  2001),	  die	  umgekehrt	  wiederum	  einen	  Einfluss	  auf	  die	  

Stromazellen	  haben	  kann,	  sodass	  komplexe	  Regulationskreise	  entstehen	  können	  (Cao	  

2014).	  	  
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Eine	   weitere	   Schwachstelle	   in	   den	   experimentellen	   Systemen	   stellt	   der	   fehlende	  

Nachweis	   einer	   Verringerung	   der	   LGR5-‐Expression	   auf	   Proteinebene	   dar.	   Da	   mit	  

keinem	   der	   bislang	   kommerziell	   verfügbaren	   Antikörper	   die	   Etablierung	   eines	   LGR5-‐

spezifischen	   Western	   Blots	   gelang,	   konnte	   dieser	   experimentelle	   Ansatz	   nicht	  

durchgeführt	  werden.	  Dies	  kann	  zum	  einen	  daran	  liegen,	  dass	  Tumorzellen	  nur	  geringe	  

Mengen	  an	  LGR5-‐Protein	  exprimieren	  (Barker	  2008,	  Barker	  2007),	  zum	  anderen,	  dass	  

es	   schwierig	   ist,	   Antikörper	   zu	   entwickeln,	   die	   denaturiertes	   LGR5-‐Protein	   erkennen	  

können.	   Denn	   in	   FACS	   Analysen	   -‐	   also	   nativem	   LGR5	   Protein	   -‐	   scheinen	   LGR5	  

spezifische	   Antikörper	   zumindest	   bei	   ausreichender	   Expression	   von	   LGR5	   zu	  

funktionieren	   (Kemper	  2012).	  Umgekehrt	   ist	  es	  daher	  sehr	  kritisch	  zu	  betrachten,	  ob	  

die	  bisherigen	  veröffentlichten	  Ergebnisse	  zur	  LGR5	  Expression	  in	  fixiertem	  humanem	  

Gewebe	  (Fan	  2010,	  Kleist	  2011,	  Uchida	  2010)	  stimmen.	  Somit	  sind	  bisher	  kaum	  valide	  

Daten	   aus	   humanen	   kolorektalen	   Tumoren	   bekannt,	   die	   als	   Grundlage	   für	   die	  

Einordnung	  der	  Relevanz	  von	  in	  vitro	  Daten	  eingesetzt	  werden	  könnten.	  

Des	  Weiteren	  ist	  zu	  berücksichtigen,	  dass	  RNAi	  nie	  zu	  einem	  vollständigen	  Verlust	  der	  

Expression	  des	   jeweiligen	  Zielgens	   führt.	   In	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  wurde	  zwar	  eine	  

Reduktion	  auf	  bis	  zu	  15	  %	  des	  ursprünglichen	  mRNA	  Expressionsniveaus	  erreicht,	  doch	  

bleibt	   zum	   einen	   offen,	  welchen	   Effekt	   diese	   Reduktion	   auf	   die	   LGR5	   Proteinmenge	  

hatte.	  Zum	  anderen	  bleibt	  unklar	  welche	  Effekte	  eine	  verbleibende	  Proteinmenge	  von	  

ca.	  15	  %	  auf	  die	  Physiologie	  der	  Zelle	  hat.	  

Eine	   weitere	   Unsicherheit	   wird	   dadurch	   geschaffen,	   dass	   LGR5	   Bestandteil	   einer	  

größeren	   Familie	   von	   Proteinen	   ist.	  Neben	   LGR5	   gehören	   auch	   noch	   die	   Rezeptoren	  

LGR4	  oder	  LGR6	  dazu	  (Hsu	  2000,	  Loh	  2000),	  die	  ebenfalls	  R-‐Spondine	  binden	  können	  

(Carmon	  2011)	  und	  dadurch	  bei	  Ausfall	   von	  LGR5	   für	  eine	  Kompensation	  der	  Effekte	  

sorgen	   könnten.	   Um	   diesen	   Kompensationseffekt	   auszuschließen,	   wäre	   eine	  

Abschaltung	   des	   gesamten	   LGR-‐Systems	   notwendig,	   was	   zumindest	   experimentell	  

praktisch	  mit	  einem	  sehr	  hohen	  Aufwand	  verbunden	  wäre.	  	  

Vor	  diesem	  Hintergrund	   scheint	   LGR5	  allein	   keine	  Rolle	   für	  die	   Tumorprogression	   zu	  

spielen,	   sondern	   seinen	   Effekt	   ausschließlich	   nach	   Bindung	   von	   RSpo-‐1	   durch	  

Kostimulation	   mit	   frz-‐Rezeptoren	   zu	   entwickeln.	   Somit	   ist	   für	   eine	   Beurteilung	   der	  

Rolle	   von	   LGR5	   ein	   immunhistochemischer	   Nachweis	   von	   LGR5	   allein	   nicht	  

aussagekräftig.	   Vielmehr	   müsste	   parallel	   die	   Expression	   von	   RSpo-‐1	   mit	   untersucht	  
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werden	   oder	   -‐	   noch	   besser	   -‐	   eine	   Möglichkeit	   gefunden	   werden,	   den	  

Aktivierungszustand	   des	   LGR5-‐Rezeptors	   in	  vivo	   bestimmen	   zu	   können,	   sei	   es	   direkt	  

oder	   indirekt.	  Dadurch	   kann	  es	  möglich	   sein,	   dass	   die	  Aktivierung	  des	   LGR5-‐Systems	  

nur	  auf	  wenige	  Tumorzellen	  beschränkt	  bleibt,	  die	  in	  einem	  RSpo-‐1	  Umfeld	  existieren.	  

Diese	   Heterogenitäten	   sind	   in	   der	   Tumorbiologie	   nichts	   Ungewöhnliches.	   So	   zeigen	  

trotz	  Mutation	  des	  Tumorsuppressorgens	  APC	   (adenomatous	  polyposis	  coli)	  oder	  des	  

Onkogens	  β-‐Catenin	  nur	  wenige	  kolorektale	  Tumorzellen	  eine	  nukleäre	  Expression	  von	  

β-‐Catenin	  und	  somit	  eine	  Aktivierung	  des	  kanonischen	  WNT-‐Signalwegs.	  Diese	  Zellen	  

befinden	   sich	   in	  einem	  schmalen	  Saum	  an	  der	   invasiven	  Front	   kolorektaler	   Tumoren	  

(Brabletz	  2001,	  Brabletz	  2005).	  

6.3 Klinische	  Relevanz	  und	  Ausblick	  

Wenn	   LGR5	   keine	   tumortreibende	   Rolle	   (driver)	   zukommt,	   ist	   ein	   LGR5-‐spezifischer	  

therapeutischer	  Ansatz	   kritisch	   zu	   sehen,	  da	  hierdurch	  keine	  oder	  aber	  eine	  weniger	  

effektive	  Wirkung	  zu	  erwarten	  ist.	  Eine	  Ausnahme	  bestünde,	  wenn	  eine	  LGR5/	  RSpo-‐1	  

Interaktion	   und	   Aktivierung	   in	   Tumorstammzellen	   stattfände,	   die	   einen	   essentiellen	  

Beitrag	  für	  das	  Überleben	  dieser	  so	  differenzierten	  Zellen	  darstellen	  würde.	  Denn	  diese	  

Zellen	   sind	   gegen	   die	   klassischen	   chemotherapeutischen	   Ansätze	   resistent	   (Walker	  

2011).	   So	   werden	   durch	   Chemotherapie	   in	  vitro	   Tumorstammzellen	   angereichert,	  

indem	   die	   differenzierten	   Tumorzellen	   sterben.	   Dazu	  müsste	   jedoch	   erst	   untersucht	  

werden,	   ob	   durch	   die	   Interaktion	   von	   RSpo-‐1	   mit	   LGR5	   cancer	   stemness	   induziert	  

werden	  kann.	  

Ein	  alternativer	  Ansatz	  könnte	  jedoch	  darin	  bestehen,	  LGR5	  als	  Marker	  für	  kolorektale	  

Tumorzellen	  zu	  sehen.	  Wenn	  hocheffiziente	  LGR5-‐bindende	  Antikörper	  zur	  Verfügung	  

stehen,	   könnten	   diese	   mit	   zytotoxischen	   Substanzen	   gekoppelt	   werden,	   die	   nach	  

intrazellulärer	   Aufnahme	   der	   Antikörper	   im	   Absterben	   der	   Tumorzellen	   resultieren.	  

Dieser	  Ansatz	  ist	  bereits	  für	  einen	  gegen	  Her2	  (human	  EGFR-‐2)	  gerichteten	  Antikörper	  

(T-‐DM1,	   Trastuzumab-‐Emtansin,	   Kadcyla®)	   klinisch	   erprobt	   und	   könnte	   auf	   das	   LGR5	  

System	   übertragen	   werden.	   Diese	   Möglichkeit	   besteht	   jedoch	   nur,	   wenn	   LGR5	   ein	  

spezifischer	   kolorektaler	   Tumormarker	   ist	   und	   sich	   die	   Therapie	   nicht	   gegen	   adulte	  

kolorektale	   Stammzellen	   richtet,	   wobei	   bis	   heute	   noch	   unklar	   ist,	   ob	   die	   Population	  

humaner	   coCSC	  durch	   LGR5	  markiert	   und	  definiert	  wird.	   Funktionelle	  Daten	  wurden	  
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bisher	  nur	   in	  Mausmodellen	   generiert	   (Barker	   2007).	  Hier	   zeigte	   sich,	   dass	   LGR5	   vor	  

allen	   in	   kleinen	   stiftförmigen	   Zellen	   (small	   columnar	   cells)	   an	   der	   Kryptenbasis	   von	  

Dünndarmkrypten	  exprimiert	  wird.	  Diese	  Zellen	  liegen	  zwischen	  den	  Paneth-‐Zellen	  und	  

werden	  durch	  Wachstumssignale	  der	  Paneth-‐Zellen	  stimuliert,	  die	  im	  Dickdarm	  fehlen.	  

Hinzu	  kommt,	  dass	  selbst	  im	  Maus-‐System	  unklar	  ist,	  ob	  die	  LGR5-‐positiven	  Zellen	  die	  

eigentlichen	   adulten	   Stammzellen	   sind	   oder	   die	   in	   der	   Position	   +4	   vorkommenden	  

label	  retaining	  cells.	  Diese	  Zellen	  exprimieren	  kein	  LGR5,	  dafür	  jedoch	  Bmi1	  (Sangiorgi	  

2008).	   Ein	   Verlust	   von	   Bmi1	   durch	   knockdown	   in	   Mäusen	   führt	   zum	   Verlust	   des	  

intestinalen	   Kompartiments	   (Sangiorgi	   2008).	   Hinzu	   kommt,	   dass	   nach	   letaler	  

Bestrahlung	   die	   Bmi1-‐positiven	   Zellen	   LGR5-‐exprimierende	   Zellen,	   aber	   nicht	  

umgekehrt	   bilden	   können	   (Tian	   2011).	   Diese	   unterstützen	   den	   Zweifel	   an	   der	  

Bedeutung	   LGR5-‐positiver	   Stammzellen	   im	  Darm.	  Denn	   im	  Gegensatz	   zu	   sich	   schnell	  

teilenden	   LGR5-‐positiven	   Zellen	   proliferieren	   Bmi1-‐positive	   Zellen	   langsam,	   was	  

deutlich	   besser	   in	   Einklang	   mit	   der	   Stammzelldefinition	   zu	   bringen	   ist.	   Bezogen	   auf	  

diese	  Eigenschaft	  würden	  sich	  die	  LGR5-‐positiven	  Zellen	  eher	  dem	  Kompartiment	  der	  

transit	   amplifying	   zuordnen	   lassen.	   Schließlich	   fehlt	   der	   Beweis,	   dass	   sich	   die	   bisher	  

größtenteils	   im	  Mausmodell	   gewonnenen	  Erkenntnisse	  ohne	  Weiteres	  auf	  das	  Kolon	  

oder	   Kolorektum	  des	  Menschen	   übertragen	   lassen.	   Diese	  Übertragbarkeit	  wird	   zwar	  

aufgrund	  der	   zahlreichen	   funktionellen	  Parallelen	   zur	  menschlichen	  Pathophysiologie	  

regelhaft	  praktiziert	  (Weinberg	  2007),	  ein	  endgültiger	  Gültigkeitsnachweis	  steht	  jedoch	  

aus.	  

	  

Zusammenfassend	   zeigt	   diese	   Arbeit,	   dass	   LGR5	   keine	   intrinsische	   funktionelle	   Rolle	  

bei	   der	   Regulation	   der	   cancer	   stemness	   in	   kolorektalen	   Tumorzellen	   übernimmt,	  

sondern	   die	   Deregulation	   des	   WNT-‐Signalwegs	   mit	   folgender	   Tumorprogression	  

vielmehr	  ein	  R-‐Spondin1-‐mediierter	  Effekt	   zu	   sein	   scheint.	   In	  diesem	  Kontext	   scheint	  

LGR5	  weniger	  eine	   funktionelle-‐	   (driver)	  denn	  eine	  markierende	   (passenger)	  Rolle	   zu	  

spielen.	  Eine	  bessere	  Kontrolle	  des	  Zellkulturmodells	  und	  die	  Entwicklung	  geeigneter	  

LGR5-‐spezifischer	   Antikörper	   sind	   wichtige	   Voraussetzungen	   in	   der	   Erforschung	   der	  

Rolle	  von	  LGR5	  für	  die	  kolorektale	  Karzinogenese.	  
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Zusammenfassung	  

Obwohl	   die	   Metastasierung	   die	   häufigste	   krankheitsbedingte	   Todesursache	   beim	  

kolorektalen	   Karzinom	   ist	   und	   dieses	   zu	   den	   am	   besten	   untersuchten	   Tumortypen	  

gehört,	   zeigen	  bisherige	  Therapien	  keine	  überzeugende	  Effizienz.	  Bei	  der	  Entstehung	  

kolorektaler	   Dysplasien	   ist	   in	   der	   Majorität	   der	   Fälle	   eine	   Deregulation	   des	  

kanonischen	   WNT-‐Signalwegs	   der	   initiierende	   Effekt	   (gatekeeper).	   Der	   kanonische	  

WNT-‐Signalweg	   reguliert	   vor	   allem	   das	   Tumorstammzellkompartiment	   kolorektaler	  

Karzinome	  durch	  die	   transkriptionelle	  Expression	  der	  Gruppe	  der	  β-‐Catenin	  Zielgene,	  

unter	   ihnen	   LGR5.	   Tumorstammzellen	   erneuern	   sich	   analog	   zu	   den	   adulten	  

Stammzellen	   selbst	   (self	   renewal)	   und	   differenzieren	   umgekehrt	   in	   jedes	  

Differenzierungsstadium	  der	  Zellen	  eines	  Tumors.	  Mit	  ihrer	  ausgeprägten	  Fähigkeit	  zu	  

Migration	   und	   Invasion	   sind	   sie	   für	   Repopulation	   und	   Progression	   eines	   Tumors	  

verantwortlich.	   Der	   Transmembran-‐Rezeptor	   LGR5	   gilt	   dabei	   als	   Marker	   dieser	  

kolorektalen	  Tumorstammzellen,	  weil	  er	  stark	  in	  adulten	  Stammzellen	  des	  Dünndarms	  

der	  Maus	  exprimiert	  wird.	  Nach	  Bindung	  von	  R-‐Spondin1	  potenziert	  LGR5	  die	  Aktivität	  

des	   WNT-‐Signalwegs,	   sodass	   das	   R-‐Spo1/	   LGR5-‐System	   als	   WNT-‐Agonist	   angesehen	  

werden	   kann.	   Die	   LGR5	   Expression	   korreliert	   mit	   Lymphgefäßinvasion	   und	   -‐

metastasierung	  sowie	  mit	  dem	  Tumorstadium.	  Aufgrund	  dieser	  Erkenntnisse	  vermuten	  

zahlreiche	   bisherige	   Studien	   eine	   direkte	   funktionelle	   Beteiligung	   von	   LGR5	   an	   der	  

Regulierung	  der	  stemness	  kolorektaler	  Tumorstammzellen.	  

Um	  diese	  These	  zu	  prüfen,	  wurde	  deshalb	   in	  dieser	  Arbeit	  der	  Einfluss	  von	  LGR5	  auf	  

die	   tumorigenen	   Fähigkeiten	   von	   Tumorzellen	   untersucht.	   Hierzu	   wurde	   eine	  

LGR5-‐spezifische	   RNA-‐Interferenz	   (RNAi)	   durchgeführt,	   die	   zu	   einer	   deutlichen	  

Expressionsminderung	   auf	   RNA-‐Ebene	   führte.	   Es	   zeigte	   sich,	   dass	   weder	   Migration,	  

Invasion	   noch	   adhäsionsunabhängiges	   Wachstum	   durch	   die	   Ablation	   der	   LGR5-‐

Expression	   in	   den	   kultivierten	   Tumorzellen	   beeinflusst	   werden.	   Eine	   funktionelle	  

Regulierung	  der	  cancer	  stemness	  scheint	  daher	  nicht	  allein	  durch	  LGR5,	  sondern	  eher	  

nach	  Aktivierung	  durch	  den	  WNT-‐Agonisten	  R-‐Spondin1	  (R-‐Spo1)	  zu	  erfolgen.	  
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 Anhang	  7

I. Quickstart	  Handbuch	  RNeasy	  Mini	  Kit	  (QIAGEN)	  
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II. Quickstart	   Handbuch	   RevertAidTM	   Premium	   Reverse	   Transcriptase	   Kit	  

(Fermentas)	  

	  

	  

	  

	  

	  

!



	  

	   51	  

III. RT-‐qPCR	  -‐	  Protokolle	  

	  

beta%Actin* 97nt% 60°C%
%

HPRT* 102nt% 60°C%

NM_001101.3% x* 80*
%

NM_000194.2% x* 80*

Roche%PM% 5% 400*
%

Roche%PM% 5% 400*

H2O% 2,78% 222,4*
%

H2O% 2,72% 217,6*

A1791%(900nM)% 0,09% 7,20*
%

A2102%(900nM)% 0,09% 7,20*

A1792%(300nM)% 0,03% 2,40*
%

A2103%(900nM)% 0,09% 7,20*

#64% 0,1% 8,00*
%

#73% 0,1% 8,00*

%

YWHAZ* 130nt% 60°C%
%

GAPDH* 66nt% 60°C%

NM_001135699.1% x* 80*
%

NM_002046.3% x* 110*

Roche%PM% 5% 400*
%

Roche%PM% 5% 550*

H2O% 2,84% 227,2*
%

H2O% 2,84% 312,4*

A2517%(300nM)% 0,03% 2,40*
%

A2023%(300nM)% 0,03% 3,30*

A2518%(300nM)% 0,03% 2,40*
%

A2024%(300nM)% 0,03% 3,30*

#30% 0,1% 8,00*
%

#60% 0,1% 11,00*
%

CD44* 90nt% 60°C%
%

CD133* 77nt% 60°C%

NM_000610.3%%% x* 80*
%

NM_001145847.1%%% x* 95*

Roche%PM% 5% 400*
%

Roche%PM% 5% 475*

H2O% 2,78% 222,4*
%

H2O% 2,84% 269,8*

A1344%(300nM)% 0,03% 2,40*
%

A1533%(300nM)% 0,03% 2,85*

A1345%(900nM)% 0,09% 7,20*
%

A1534%(300nM)% 0,03% 2,85*

#39% 0,1% 8,00*
%

#83% 0,1% 9,50*
%

CD166*(ALCAM)* 91nt% 60°C%
%

ASCL2* 63nt% 60°C%

NM_001627.2% x* 95*
%

NM_005170.2% x* 156*

Roche%PM% 5% 475*
%

Roche%PM% 5% 780*

H2O% 2,78% 264,1*
%

H2O% 2,78% 433,7*

A1678%(300nM)% 0,03% 2,85*
%

A2245%(300nM)% 0,03% 4,68*

A1679%(900nM)% 0,09% 8,55*
%

A2246%(900nM)% 0,09% 14,04*

#6% 0,1% 9,50*
%

#55% 0,1% 15,60*
%

OLFM4* 74nt% 60°C%
%

LGR5* 74nt% 60°C%

NM_006418.4% x* 90*
%

NM_003667.2% x* 80*

Roche%PM% 5% 450*
%

Roche%PM% 5% 400*

H2O% 2,72% 244,8*
%

H2O% 2,84% 227,2*

A2243%(900nM)% 0,09% 8,10*
%

A2330%(300nM)% 0,03% 2,40*

A2244%(900nM)% 0,09% 8,10*
%

A2331%(300nM)% 0,03% 2,40*

#24% 0,1% 9,00*
%

#25% 0,1% 8,00*
%

E%Cadherin* 72nt% 60°C%
%

Vimentin* 104nt% 60°C%

%
x* 96*

%
NM_003380.3% x* 96*

Roche%PM% 5% 480*
%

Roche%PM% 5% 480*

H2O% 2,81% 269,8*
%

H2O% 2,75% 264,0*

A1280%(300nM)% 0,03% 2,88*
%

A1488%(900nM)% 0,09% 8,64*

A1281%(600nM)% 0,06% 5,76*
%

A1489%(600nM)% 0,06% 5,76*

#35% 0,1% 9,60*
%

#13% 0,1% 9,60*

%

ZEB%1* 70nt% 60°C%

NM_001128128.2%%% x* 96*

Roche%PM% 5% 480*

H2O% 2,84% 272,6*

A1272%(300nM)% 0,03% 2,88*

A1273%(300nM)% 0,03% 2,88*

#3% 0,1% 9,60*
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