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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Krebs

Krebs ist weltweit eine der haufigsten Todesursachen. Im Laufe des Lebens werden
statistisch gesehen 50% der Menschen in den Industrielandern daran erkranken
(Greaves, 2015). Deshalb wird enorme Anstrengung in die Forschung investiert, um die
molekularen Grundlagen von Krebs zu verstehen und dadurch Patienten effektiver zu
behandeln. Krebs, hat bei Behandlungen in frihen Stadien und je nach Tumorart eine
gute Prognose. Doch laut Meinungen von Experten geht es bei den meisten fortge-
schrittenen Karzinomen nicht mehr um Heilung per se, sondern darum mdoglichst viele
Signalwege zu blockieren, um Krebs in eine chronische Erkrankung zu verwandeln,
ahnlich wie es bei AIDS (Acquired immunodeficiency syndrome) der Fall ist (Pepper,
Scott Findlay, Kassen, Spencer, & Maley, 2009). Aber um das zu Erreichen ist es von
enormer Wichtigkeit die grundlegenden Schritte der Karzinogenese zu verstehen.

Auf Grund der multifaktoriellen Ursachen fiir die Entstehung von Krebs ist neben einer
verbesserten Fruherkennung, die Entwicklung zielgerichteter Therapien eine Grundvo-
raussetzung fur eine effizientere Behandlung dieser Erkrankung. Uber Jahrzehnte hin-
weg wurde immer wieder versucht die Pathophysiologie des Krebses zu verstehen, zu-
nachst nur auf morphologischer und spéater auf molekularbiologischer Ebene. Das Ver-
stéandnis der molekularen Mechanismen nimmt dabei einen immer wichtigeren Stellen-
wert ein (Sudhakar, 2009).

1.1.1 Karzinogenese

Der komplexe Prozess, der zur Entwicklung von Malignomen aus Zellen epithelialen
Ursprungs fuhrt, wird als Karzinogenese bezeichnet. Die molekularen Ursachen der
Krebsentstehung sind vielfaltig. Genomische Mutationen sind verantwortlich fir die Ent-
stehung eines malignen Tumors aus gesunden Epithelzellen. Die Endstufe der Karzino-
genese bezeichnet man dabei als Krebs, welcher durch Akkumulation genetischer Mu-
tationen Uber Jahre oder Jahrzehnte hinweg entsteht. Die Mehrzahl der dabei entste-
henden Mutationen wird normalerweise durch das DNA-Reparatursystem erkannt und
beseitigt. Funktioniert dieses Reparatursystem nicht mehr, kommt es zum Verlust der
genomischen Stabilitdt. Die Folgen sind chromosomale und genomische Veranderun-
gen, die weitere Mutationen begtinstigen, welche das Tumorwachstum fordern. Chroni-
sche Entziindungsreaktionen, vermittelt durch das angeborene Immunsystem, schaffen
zusatzlich ein tumorfreundliches Milieu. Dabei sezernieren Abwehrzellen unter anderem
wachstumsstimulierende Faktoren und schaffen dadurch eine tumorfordernde Umge-
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bung. Makrophagen und Granulozyten setzten reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und
reaktive Stickstoffverbindungen frei, durch die es im entziindlichen Gewebe zu DNA-
Schaden kommt (Hanahan & Weinberg, 2000, 2011). Aufgrund der DNA-Schaden wer-
den Transkriptionsfaktoren wie Nf-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of
activated B-cells) exprimiert, die das Immunsystem aktivieren und dadurch die Entzin-
dung weiter anfeuern (Kidane et al., 2014). Die beschriebenen Grundvoraussetzungen
bieten die Basis fur genetische und epigenetische Veranderungen in den Zellen, welche
zur Bildung eines Tumors, mit den Eigenschaften zu tberleben, zu proliferieren und zu
disseminieren, fuhren kdnnen. Im Gegensatz zu normalen Zellen, deren Zellzyklus und
Zellteilung streng kontrolliert wird, ist dieser Kontrollmechanismus in Tumorzellen, auf-
grund von Mutationen nicht mehr vorhanden. Diese tumorférdernden Mutationen wer-
den auch als Driver-Mutationen bezeichnet. Die Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierung
ergab, dass in einem Tumor 2-8 Driver-Gen Mutationen vorkommen, neben unzahligen
Passenger-Mutationen, welche bis dato keinen essentiellen Einfluss auf das Tumor-
wachstum zu haben scheinen. Die Driver-Gen Mutationen kontrollieren dabei 12 Sig-
nalwege, welche das Zellschicksal, das Zelliberleben und das Zellgenom eines Tumors
beeinflussen (Vogelstein et al., 2013). Hauptsachlich ermdglichen Driver-Gen Mutatio-
nen bzw. onkogene Mutationen das Tumorwachstum. Mutationen enstehen innerhalb
der genomischen DNA in Form von Punktmutationen, Deletionen, Translokationen,
Amplifikation bzw. chromosomale Alterationen. Aber auch die Messenger-RNA und
damit indirekt die Proteinexpression werden durch epigenetische Veranderungen, wie
DNA-Methylierungen und Histonmodifikationen beeinflusst und kdnnen zudem durch
mMiRNA posttranskriptionel moduliert werden (Ali, Humphreys, McKinnon, & Michael,
2015; Schnekenburger, Florean, Dicato, & Diederich, 2015). Die dabei exprimierten
Proteine lassen sich in proliferationsférdernde Proteine (Protoonkogen) und proliferati-
onshemmende Proteine (Tumorsupressorgene) einteilen.

Eine Uberexpression von Protoonkogenen fiihrt zur Proliferation von Tumorzellen wie
z.B. die Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) EGFR und Neu/ErbB2, welche das Wachstum
von Brust- und Lungenkarzinomen férdern (Blume-Jensen & Hunter, 2001). Auch haben
genetische Untersuchungen ergeben, dass es innerhalb von Signalkaskaden zu Mutati-
onen kommen kann. Ein prominentes Beispiel ist die Punktmutation des Kras Proteins,
welches zur Familie der Ras G-Proteine gehort. Mutationen in Ras flihren dabei zu ei-
ner verstarkten oder permanenten Aktivierung des G-Proteins und somit zur unkontrol-

lierten Aktivierung zahlreicher Signalwege. Betroffene Signalwege sind unter anderem



1. Einleitung

der Raf/MEK/ERK und der PI3K/PDK1/AKT Weg, welche vor allem in kleinzelligen Lun-
gen- und Pankreaskarzinomen aktiv sind (Eser et al., 2013).

Demgegeniber stehen die Tumorsuppressorgene, die eine regulatorische und schut-
zende Funktion in Bezug auf die Bildung von Tumoren erfillen. Durch Mutationen
kommt es hier zum Verlust der Expression von Proteinen mit proliferationshemmenden
Eigenschaften. Das Tumorsuppressorprotein TP53 reguliert den Zellzyklus und initiiert
bei DNA-Schaden und Ressourcenknappheit, wie z.B. bei einer verringerten Verflgbar-
keit an Nukleotiden, eine Reparatur bzw. die Apoptose von Zellen. Aus diesem Grund
wird TP53 auch ,Wachter des Genoms*® genannt und ist in 60% aller Krebsfalle mutiert
(Machado-Silva, Perrier, & Bourdon, 2010). Ein weiteres gut untersuchtes Beispiel fur
ein proliferationsinhibierendes Protein ist das Retinoblastomprotein pRb. Dieses Protein
verhindert den Ubergang im Zellzyklus von der Gi- in die S-Phase. Durch Missense-
bzw. Nonsense-Mutationen von Tumorsuppressorgenen kann es schlie3lich zu einer
unkontrollierten Aktivierung des Zellzyklus kommen (Weinberg, 1995).

Hanahan und Weinberg fassten diese und weitere Ursachen der Karzinogenese, wel-
che bisher bekannt waren, in der Publikation The Hallmarks of Cancer zusammen
(Hanahan & Weinberg, 2000). Diese sind:

e Aufrechterhaltung von Wachstumssignalen

e Sensitivitatsverlust gegentber Wachstumssuppressoren
e Uneingeschranktes replikatives Wachstumspotential

e Gewebeinvasion und Metastasierung

¢ Induktion von Angiogenese

¢ Resistenz gegentiber Apoptose

Neben den ,klassischen“ Faktoren, die die Karzinogenese einleiten bzw. férdern, gibt es
auch andere Einflusse, die eine Tumorzelle widerstandsféahiger machen (Hanahan &
Weinberg, 2011). Diese Einflisse sind:

e Ein veranderter Metabolismus, der es Krebszellen erlaubt, auch in widriger Um-
gebung zu wachsen, wie z.B. einer hypoxischen Umgebung. Durch einen anae-
roben Metabolisierungsweg (Warburg-Effekt), werden genug Rohstoffe bereitge-
stellt, um ein suffizientes Zellwachstum und Zellteilung auch in einer unginstigen
Umgebung zu gewéhrleisten.

¢ Instrumentalisierung des Immunsystems: Tumorzellen kénnen sich durch Rekru-

tierung regulatorischer T-Zellen (Treg) bzw. Ausschittung von immunsupressiven
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Chemokine wie CCLS5 erfolgreich der korpereigenen immunologischen Abwehr
entziehen.

e Bildung eines tumor microenvironment: Eine heterogene Ansammlung von Zellen
in der Nahe des Tumors bildet das tumor microenvironment (TME). Sie lassen
sich in infiltrierende Immunzellen (1IC), Krebs-assoziierte Fibroblasten (cancer
associated fibroblasts; CAFs) und angiogenetische vaskulare Zellen (AVC) ein-
teilen. Durch Interaktionen des Tumors mit den Zellen der Tumorumgebung wird
ein Milieu geschaffen, welches Proliferation, Angiogenese und Metastasierung
fordert (Hanahan & Coussens, 2012).

Trotz des unkontrollierten Tumorwachstums, verursacht durch zufallige genetische Mu-
tationen, begunstig durch Inflammation und Fehler im DNA-Reparatursystem, ist der
Tumor keine einfache Ansammlung von homogenen malignen Zellen. Im Gegenteil, der
Tumor ist ein komplexes System, bestehend aus Tumorzellen, infiltrierenden Endothel-,
Stroma-, hamatopoetischen Zellen, sowie anderen Zellen, die die Eigenschaften eines
Tumors beeinflussen (Kreso & Dick, 2014). Zudem hat der Ort und der Zeitpunkt der
Mutationen einen immensen Einfluss auf die Karzinogenese. Ersichtlich wird das bei-
spielweise beim Betrachten der Telomerase, welche bei Uberexpression gewéhrleistet,
dass die Chromosomenenden erhalten bleiben und somit ein uneingeschranktes repli-
katives Wachstumspotential fur die Zelle ermdglicht. Doch initial in pramalignen Lasio-
nen kann ein Verlust der Telomerase die Voraussetzungen schaffen fir eine bdsartige
Entartung, da es zu chromosomalen Alterationen kommt (Kawai, Hiroi, Nakanishi, &
Meeker, 2007). Im Laufe der Tumorgenese kommt es dann unter anderem wieder zur
vermehrten Expression des Telomerase-Enzyms und der damit einhergehenden Immor-
talisierung und Stabilisierung des Krebsgenoms (Artandi et al.,, 2000; Artandi &
DePinho, 2010). Folglich sind der Ort und der Zeitpunkt der genetischen Veranderun-

gen von Relevanz fur die Entartung einer Zelle.

1.1.2 Metastasierung

Die Todesursache bei einer Krebserkrankung sind in 90% der Falle Metastasen, die aus
dem Priméartumor hervorgehen (Chaffer & Weinberg, 2011). Es wird allgemein ange-
nommen, dass ein Karzinom nach seiner Entstehung mit zunehmender Malignitat zu-
nachst lokal invasiv wachst und schlussendlich metastasiert. Voraussetzungen fir die
Migration der Tumorzellen ist ein initiales Loslésen von Zellen aus der Umgebung. Der
Prozess des Loslosens wird durch den phéanotypischen Wechsel von epithelial zu

mesenchymal beglnstigt. Dieser phénotypische Wechsel wird auch als epithelial-
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mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet. Dabei werden epitheliale Marker herunter-
reguliert, wobei der epitheliale Phanotyp graduell verloren geht. Es kommt daher zu ei-
nem Verlust von Zellverbindungen, der apikal-basalen Zellpolaritdt und zu einer Reor-
ganisierung des Zytoskleletts. Initilert werden diese Schritte unter anderem durch die
Proteine TGFB, EGF, Notch, Wnts, IGF und HIF (Thiery, Acloque, Huang, & Nieto,
2009). Dabei kann TGF (transforming growth factor-G) die EMT durch die Aktivitat von
SMAD Proteine initiieren oder durch die PI3K- und MAPK-Signalwege (Lamouille, Xu, &
Derynck, 2014). Normalerweise aktivieren diese Signalwege EMT-induzierende
Transkiptionsfaktoren, wie Snail, Twist und Zeb, welche direkt oder indirekt das zentrale
Zelladhasionsmolekil und epithelialen Marker E-Cadherin herunterregulieren (De
Craene & Berx, 2013).

Ein frihes Ergebnis der EMT ist der Verlust des Zell-Zell-Kontaktes. Der Zell-Zell-
Kontakt wird generell durch tight junctions, adherens junctions und Desmosomen ver-
mittelt. Durch die verringerte Expression von Claudinen und Occludin wird die tight junc-
tion geschwacht (R. Y. Huang, Guilford, & Thiery, 2012). Die Destabilisierung der ad-
herens junctions erfolgt durch proteolytische Spaltung von E-Cadherin und nachfolgen-
der Degradierung (Yilmaz & Christofori, 2009). Parallel kommt es durch B-Catenin und
der Aktivierung des Whnt-Signalweges zu einer verminderten E-Cadherin Expression
(Kourtidis, Ngok, & Anastasiadis, 2013). Auch werden Desmosome und gap junction
herunterreguliert (Bax et al., 2011; Yilmaz & Christofori, 2009). Als Folge des Verlusts
des Zell-Zell-Kontaktes kommt es zu einer Auflésung der apikal-basalen Zellpolaritat,
durch verminderte Expression und Degradierung von Polaritats-beeinflussenden Protei-
nen, wie Crumbs, PAR und Scribble (SCRIB) (Lamouille et al., 2014). Im Gegenzug
werden die mesenchymalen Proteine Vimentin, NCAM und N-Cadherin exprimiert, die
eine erneute Zelladhasion unterbinden (Lehembre et al., 2008; Yilmaz & Christofori,
2009).

Es kommt zu einer Reorganisation des kortikalen Aktinzytoskleletts und zur Formierung
von Lamellipodia, Filopodia und Invadopodia (Ridley, 2011). Die phanotypische Veran-
derung geht dabei von polygonal/epithelial zu spindelférmig/mesenchymal tGber (Thiery
et al., 2009; Thiery & Lim, 2013). Fortbewegen kdnnen sich die invasiven Zellen durch
die Formation von Aktin Fibrillenbtndel (actin stress fiber), welche durch das ERM (ez-
rin, radixin and moesin) Protein Moesin vermittelt wird (Haynes, Srivastava, Madson,
Wittmann, & Barber, 2011).

Nach Loslésen aus dem Primartumor infiltrieren Tumorzellen Blut- bzw- Lymphgefalle

und zirkulieren nun im Blut-/Lymphgefal3 als zirkulierende Tumorzellen (circulating tu-
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mor cells; CTCs) (Thiery, 2002). Diese zirkulierenden Tumorzellen scheinen nach neue-
ren Untersuchungen nicht alle einen mesenchymalen Phanotyp zu besitzen, sondern es
wird vermutet, dass die zirkulierenden Tumorzellen ein heterogenes Zellgemisch bilden,
das aus epithelialen und mesenchymalen Zellen besteht. Durch die adhéasiven Eigen-
schaften der zirkulierenden epithelialen Tumorzellen kbnnen die mesenchymalen und
epithelialen Zellen einfacher Zellcluster ausbilden. Durch diese Clusterbildung sind sie
einerseits resistent gegeniber Anoikis und anderseits erhéht sich die Wahrscheinlich-
keit in Kapillaren festhangen zu bleiben, um dort zu extravasieren und anschlie3end im
Gewebe Metastasen zu bilden (Jolly et al., 2015). Aus den Mikrometastasen kann sich
schlie3lich ein Sekundartumor bilden (Cavallaro & Christofori, 2004; Thiery, 2002).

1.1.3 Modelle der Krebsentstehung

Tumore bestehen aus einem heterogenen Zellgemisch. Hinsichtlich der Tumorenste-
hung existieren zwei grundlegende Theorien, um die intratumorale Heterogenitat zu
erklaren (Marusyk & Polyak, 2010). Dabei wird zwischen dem klonalen Evolutionsmo-
dell und der Tumorstammzelltheorie unterschieden (Marjanovic, Weinberg, & Chaffer,
2013; Visvader & Lindeman, 2008).

1.1.3.1 Klonale Evolutionstheorie

Die klonale Evolutionstheorie besagt, dass alle Zellen &hnliche Eigenschaften, sowie
das gleiche tumorinduzierende Potential besitzen (Boveri, 1912; Greaves & Maley,
2012). Dabei wird von einer sukzessiven Ansammlung von Mutationen ausgegangen.
Die Folge ist eine genetische Diversitat, welche man in tumorférdernde Driver-
Mutationen und bis dato neutrale Passenger-Mutationen unterteilen kann. Dabei ermdg-
lichen Driver-Mutationen eine bessere Anpassung an die Umgebung und fihren somit
zu einem Selektionsvorteil, sodass sich diese Mutanten in der Gesamtzellpopulation
besser durchsetzen kénnen. Vereinfacht kann man es als Darwins Evolutionstheorie im
Mikrokosmos Zelle beschreiben (Bernards & Weinberg, 2002; Nowell, 1976). Auch nach
der Entstehung eines Tumors findet eine fortdauernde Selektion statt. Aus diesen Pro-
zessen konnen auch metastasierende Zellen entstehen (Yachida et al., 2010).

1.1.3.2 Tumorstammzell-Theorie

Die Tumorstammzell-Theorie beschreibt eine hierarchische Gliederung innerhalb eines
Tumors. Dabei besitzt nur eine Subpopulation des Tumors die Fahigkeit einen Tumor
vollstandig zu generieren (Visvader, 2011). Diese Subpopulation wird durch zwei Ei-

genschaften charakterisiert. Sie ist multipotent und besitzt die Fahigkeit zur Selbster-
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neuerung. Auf Grund der Gemeinsamkeit von Stammzellen und dieser Subpopulation
bezeichnet man sie als Tumorstammzellen (cancer stem cells; CSC) bzw. Tumor-
initierende Zellen (tumor initiating cells; TICs) (Shackleton, Quintana, Fearon, &
Morrison, 2009). Erstmals wurden TICs in AML Leukamiezellen beschrieben (Hope, Jin,
& Dick, 2004; Lapidot et al., 1994). Durch Xenotransplantationen von Tumorzellen aus
soliden Tumoren wie Mammakarzinomen (Al-Hajj, Wicha, Benito-Hernandez, Morrison,
& Clarke, 2003), Glioblastomen (S. K. Singh et al., 2004), Kolorektalkarzinomen
(Dalerba et al., 2007), Pankreaskarzinomen (C. Li, Lee, & Simeone, 2009) und
Ovarkarzinomen (S. Zhang et al., 2008) in Mause konnte ebenfalls eine Subpopulation
von Zellen isoliert werden, welche imstande war einen Tumor in Mausen zu generieren.
Die Isolierung erfolgte anhand selektierter Antigene, welche vermehrt auf tumorinduzie-
renden Zellen gefunden wurden. Zu diesen Tumorstammzellmarkern gehoren unter an-
derem CD20, CD24, CD34, CD44, CD90, CD117, CD133, CD166, ALDH, Nestin und
EpCAM (Ebben et al., 2010; Gires, 2011; Lobo, Shimono, Qian, & Clarke, 2007). Die
angereicherten Subpopulationen zeigten teils durch die Expression von ATP-
abhangigen Effluxpumpen wie zum Beispiel ABCG2 eine erhohte Resistenz gegeniber
Chemotherapeutika (Kuhnle et al., 2009; To et al., 2015). Auch bietet die langsamere
Zellteilung einen Schutz gegen Bestrahlung und Chemotherapie. Basierend auf einer
verminderten Zellteilung und einer erhdhten Resistenz gegentber Chemotherapeutika
wird davon ausgegangen, dass TICs fur die Rezidivbildung von Tumoren verantwortlich
sind (Carnero et al., 2016; X. Li et al., 2008). Aber auch die Fahigkeit zur EMT wird
TICs zugesprochen. Dabei werden TICs durch z.B. Wnt und TGF[ aktiviert und sind in
der Lage Metastasen zu bilden (A. Singh & Settleman, 2010). Aufgrund ahnlicher Ei-
genschaften zwischen tumorinduzierenden Zellen und Stammzellen, sowie Nutzung
derselben Signalwege wie Wnt, Hedgehog, Notch vermutete man, dass die Ursprungs-
zelle des Tumors eine mutierte Stammzelle sein kann (Hope et al., 2004). Doch neuere
Uberlegungen und Beobachtungen weisen darauf hin, dass sogenannte Vorlauferzellen
(Progenitorzellen) den Ursprung der hierarchischen Tumorstruktur bilden. Stochastisch
gesehen ist die Wahrscheinlichkeit, von vorteilsbringenden Driver-Mutationen in den
sich haufiger teilenden Progenitorzellen hoher, als in der kleinen, sich kaum teilenden
Stammzellpopulation. Es liegt nahe, dass Progenitorzellen durch epigenetische Veran-
derungen dedifferenzieren und somit stammzellahnliche Eigenschaften erwerben, wel-
che es ihnen erlaubt einen Priméartumor zu bilden (Chaffer & Weinberg, 2015). Deshalb
ist die Bezeichnung TICs (tumor initiating cells) sachgemalfier, als CSC (cancer stem

cells). Ein weiterer wichtiger Faktor ist das tumor microenvironment (TME). Dabei wer-
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den von den Zellen, in direkter Umgebung, Faktoren sezerniert, wie HGF, die den Wnt
Signalweg aktivieren und somit stammzellahnliche Eigenschaften (stemness) in Tumor-
zellen induzieren (Vermeulen et al., 2010).

Die klonale Evolutionstheorie und die Tumorstammzell-Theorie wurden friher als ge-
trennte, eigenstandige Theorien betrachtet. Doch diese beiden Theorien spielen mog-
licherweise beide eine Rolle in der Krebsentstehung. Histologische Untersuchungen
ergaben, dass ein Tumor aus verschiedenen Subklonen besteht (Marusyk, Almendro, &
Polyak, 2012). Diese Subklone unterscheiden sich in genetischer Hinsicht. Ein Tumor
hat folglich nicht nur ein ,Genom®, sondern beinhaltet multiple ,Genome®, welche den
verschiedenen Subklonen zuzuordnen sind. Driver-Mutationen bilden den Anfang der
Tumorentstehung. Nach klonaler Selektion herrscht eine genetische Vielfalt zwischen
den Subklonen vor. Parallel dazu laufen in den Subklonen epigenetische Modifikationen
der DNA, Histone und nicht kodierender RNAs ab, welche die Genexpression beein-
flussen. Diese epigenetischen Veranderungen haben einen direkten Einfluss auf zentra-
le Eigenschaften wie die Multipotenz, das Proliferationsverhalten und den Ruhezustand
(dormancy) einer Tumorzelle. Die Subklone des Tumors lassen sich je nach TIC und
Non-Tic Haufigkeit in eine hierarchische bzw. eine homogene Struktur unterteilen. In
Subklonen mit einer hierarchischen Struktur, also einer geringen Anzahl an TICs und
vielen Non-TICs, besitzen nur TICs das Potential einen Tumor zu generieren (hierarchi-
sche/heterogene Verteilung). Anders ist es in Subklonen, die hauptsachlich aus TICs
bestehen, in denen fast jede Zelle des Subklons das Potential hat einen Tumor zu ge-
nerieren (,klonale“/homogene Verteilung) (Abbildung 1). Zusammenfassend werden
TICs durch genetische, epigenetische und die Tumorumgebung beeinflusst (Kreso &
Dick, 2014).

TICs besitzen, neben Charakteristika wie Multipotenz und die Fahigkeit zur Selbster-
neuerung weitere Eigenschaften, die sie von den Non-TICs abgrenzen:

e vermehrte Apoptoseresistenz
e vermehrte Therapieresistenz

e Fahigkeit zur Einnahme eines dormancy Zustandes

Je mehr TICs Bestandteil eines Tumors sind, desto schlechter ist das Therapieanspre-
chen und die Prognose (Bao et al., 2006; Carnero et al., 2016; Eppert et al., 2011;
Merlos-Suarez et al., 2011). Deshalb ist es von grof3er Wichtigkeit TICs zu identifizieren
und therapeutisch zu adressieren. Doch eine erfolgreiche Behandlung ist nur dann

maoglich, wenn der Unterschied zwischen TICs und Non-TICs ersichtlich ist. Aus diesem
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Grund sind eine Charakterisierung und ldentifizierung der tumorinduzierenden Stamm-
zelle, sowie deren Tumorstammzellmarkern von entscheidender Bedeutung (Kreso &
Dick, 2014).

Genetic diversity Functional diversity

2 Clone 1 » s
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Abbildung 1: Vereinheitlichtes Modell der klonalen Evolutions- und der Tumorstammzell-
Theorie

(Links) Uber die Zeit kommt es zu einer sukzessiven Ansammlung genetischer Mutationen in
einem Tumor, was zu einer genetischen Vielfalt von Subklonen fuhrt. Die Subklone bilden den
Tumor, dabei unterscheiden sie sich hinsichtlich ihrer genetischen und funktionellen Eigen-
schaften. Das wiederspiegelt sich in dem Verhaltnis TICs/CSCs und Non-TICs wieder, dadurch
beobachtet man innerhalb der Subklone entweder eine klare Hierarchie mit wenigen TICs an
der Spitze und vielen Non-TICs oder es ist durch die hohe TIC/CSC Anzahl keine hierarchische
Struktur mehr erkennbar. Folglich haben alle Zellen in den Subklonen, in denen fast alle Zellen
TICs/CSCs sind, das Potential einen Tumor zu generieren. In den hierarchisch angeordneten
Subklonen, haben nur die wenigen TICs/CSCs ein tumorinduzierendes Potential. (Rechts)
(Kreso & Dick, 2014).

1.2. EpCAM

Das humane epitheliale Zelladhasionsmolekil EpCAM wurde erstmals 1979 als Tumor-
antigen beschrieben, aufgrund der Bildung von Antikdrper in mit Kolonkarzinom inoku-
lierten Mausen (Herlyn, Herlyn, Steplewski, & Koprowski, 1979). Weitere biochemische
Untersuchungen des Antigens EpCAM, welches durch den Antikérper Co-17-1A er-
kannt wurde, charakterisierten es als ein glykosyliertes Protein mit einem Molekularge-
wicht von 34-42 kDa (H. Gottlinger, Johnson, & Riethmuller, 1986; H. G. Gottlinger,
Funke, Johnson, Gokel, & Riethmuller, 1986; Moldenhauer, Momburg, Moller,
Schwartz, & Hammerling, 1987). Molekulare Untersuchungen ergaben, dass EpCAM
ein homophiles, kalziumunabhéngiges Zelladhéasionsmolekil ist (Litvinov et al., 1997;
Litvinov, Velders, Bakker, Fleuren, & Warnaar, 1994) und mit dem proliferativen Verhal-
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ten von Tumoren assoziiert ist (Litvinov et al., 1996; Schon et al., 1994). EpCAM wird in
fast allen Epithelzellen des Korpers exprimiert, wohingegen in hamatopoetischen-,
mesenchymalen-, neuroendokrinen- und Muskelzellen keine EpCAM Expression nach-
weisbar ist (Moldenhauer et al., 1987; Trzpis, McLaughlin, de Leij, & Harmsen, 2007).
Auch wurde eine hohe Expression von EpCAM in humanen (Ng, Ang, Chan, & Choo,
2010) und murinen (Gonzalez, Denzel, Mack, Conrad, & Gires, 2009) embryonalen
Stammzellen festgestellt, sowie der Einfluss EpCAMs auf die Embryogenese beschrie-
ben (Trzpis et al., 2007). Uber die Jahre hinweg erkannte man, dass eine hohe EpCAM-
Expression mit einer reduzierten Uberlebensrate in nodal-positiven Mammakarzinomen
(Spizzo et al., 2004), Ovarialkarzinomen (Spizzo et al., 2006), Pankreasgallen-
gangskarzinomen (Fong et al., 2008), Gallenblasenkarzinomen (Varga et al., 2004) und
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus (Stoecklein et al., 2006) korrelierte. Dabei
beschrankt sich die Expression von EpCAM nicht nur auf die basolaterale Membran,
wie in normalen Geweben, sondern ist in Karzinomzellen auf der gesamten Oberflache
exprimiert (Trzpis et al., 2007). Dies bietet gute Angriffsmdglichkeiten gegen das
EpCAM Molekul, da es von allen Seiten fur z.B. eine Antikdrper- oder small-inhibitor-
molecule-Therapie zugénglich ist. Deshalb wurden schon in den 1990er Jahren Anti-
korper entwickelt, einerseits zu diagnostischen Zwecken, aber auch zur therapeutischen
Anwendung (Sears, Herlyn, Steplewski, & Koprowski, 1984; Weiner et al., 1986). 1995
kam der erste monoklonale murine Antikorper Edrecolomab (17-1A) auf den Markt, wel-
cher bei metastasierendem Kolonkarzinom genutzt wurde (J. Li & Zhu, 2010;
Riethmuller et al., 1998; Riethmuller et al., 1994). Er wurde 2000 wieder in Deutschland
aufgrund fehlender Wirksamkeit gegeniber der Standardbehandlung vom Markt ge-
nommen (Hartung et al., 2005; Punt et al., 2002). Zurzeit sind folgende Antikorper ge-
gen EpCAM vorhanden: Catumaxomab ist ein trifunktionaler, bispezifischer Antikdrper
welcher EpCAM und das CD-3 Antigen auf T-Zellen bindet und diese dadurch aktiviert.
Er wird zur Behandlung des malignen Aszites eingesetzt (Jager et al., 2012; Ruf et al.,
2007). Des Weiteren wurde der humane monoklonale Antikdrper Adecatumumab
(MT201) entwickelt, der das Komplementsystem aktiviert, wenn er an EpCAM bindet,
was zur Lyse der Zelle fuhrt. In klinischen Studien zeigte sich bei den behandelten Pati-
enten ein Uberlebensvorteil bei metastasierendem Brustkrebs mit hoher EpCAM Ex-
pression (Schmidt et al., 2010). Der bispezifische T-Zellaktivator MT110 ist ein soge-
nanntes BITE Molekul (bispecific T-cell engager), welches EpCAM und CD3 erkennt
und dadurch das Immunsystem gegen EpCAM exprimierende Zellen aktiviert. MT110

zeigte einen signifikante Uberlebensvorteil bei Brust-und Lungenkrebs im Mausmodell
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(Brischwein et al., 2006). Auch ein bispezifischer EpCAM/CD133 Antikorper ist zurzeit
in der Entwicklung. Dieser soll zielgerichtet TICs, durch ein an ihn gekoppeltes Toxin
attackieren (Waldron, Barsky, Dougherty, & Vallera, 2014). Die Entwicklungen zeigen,
dass EpCAM eine hohe Relevanz fur die Krebstherapie hat und dass es von grof3er
Notwendigkeit ist das Protein EpCAM naher zu charakterisieren.

1.2.1 Das EpCAM Gen

Das humane EpCAM Protein wird durch das Gen TACSTD1 kodiert (tumour-
associated-calcium-dependent signal transducer 1) und ist auf dem Chromosom 2
(2p21) lokalisiert. Es gehdort der Genfamilie GA-733 an, welches die Typ-I Transmemb-
ranproteine EpCAM und Trop-2 umfasst (Baeuerle & Gires, 2007; Calabrese et al.,
2001; Szala et al., 1990). Ein klonierter, ca. 1,1kb umfassender Promoterbreich wurde
beschrieben, welcher weder eine TATA- noch eine CAAT-Box enthélt (Linnenbach et
al., 1993). Die transkriptionelle Aktivitdt des TACSTD1 Gens wird durch NF-kB, TNFa
und INFy negativ (Gires, Eskofier, Lang, Zeidler, & Munz, 2003; Gires et al., 2001) und
durch TCF4 positiv reguliert (Yamashita, Budhu, Forgues, & Wang, 2007). Zudem wirkt
sich eine Demythelierung des EpCAM Gens positiv auf dessen Expression aus (Alberti,
Nutini, & Herzenberg, 1994). Das EpCAM Gen erstreckt sich Uber 17,69 kb und besteht
aus 9 Exons. Exon 1 besteht aus einem langen 5‘-untranslatierten Bereich und kodiert
fur das Signalpeptid. Exon 2-8 werden vollstandig translatiert und Exon 9 kodiert fr den
C-Terminus des Proteins, wahrend der grol3te Teil des Exons 9 untranslatiert bleibt.
Das aus Exon 1 translatierte Signalpeptid, ist fur den Transport an die Plasmamembran
erforderlich. Die extrazellulare Domane EpCAMs (EpEx) wird von den Exons 2-6 ko-
diert, wobei Exon 2 die EGF-ahnliche (epidermal growth factor) und Exon 3 die Thyro-
globulin (TY) Doméne kodiert. Die Transmembrandoméane (TMD) wird von Exon 7 und
die intrazellulare Doméne EpCAMs (EpICD) von den Exons 8 und 9 kodiert. Der kodie-
rende Bereich der EpCAM mRNA umfasst 945 bp (Balzar, Winter, de Boer, & Litvinov,
1999) (Abbildung 2).

Verschiedene Mutationen des EpCAM Gens kdnnen zu einer gestdrten Proteinstruktur
fuhren. Eine dieser Mutationen fiihrt zu einer Deletion des Exons 4 und manifestiert sich
klinisch in einer schwer entzindlichen Darmerkrankung (congenital tufting enteropathy;
CTE) (Mueller, McGeough, Pena, & Sivagnanam, 2014). Hierbei kommt es zu einem
Fehlen von EpCAM an der Plasmamembran und dadurch zu einer gestortern Integritat
des Darmepithels (Guerra et al., 2012; Kozan et al., 2015; Lei et al., 2012).
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Abbildung 2: Das EpCAM-Gen
(A) Darstellung der 9 Exons von hEpCAM auf dem Chromosom 2p21 (B) Zuordnung der Exons
zu den entsprechenden EpCAM Proteinbestandteilen (Schnell, Cirulli, & Giepmans, 2013).

1.2.2 Das EpCAM Protein

EpCAM ist ein transmembranes Glykoprotein vom Typ-I, d.h. der N-Terminus befindet
sich au3erhalb und der C-Terminus innerhalb der Zelle. EpCAM besteht aus 314 Ami-
nosauren. Dabei bilden die ersten N-terminalen Aminosauren das Signalpeptid, das fur
den Transport in die Plasmamembran notwendig ist und danach zwischen Alanin?3® und
Glutamin®* abgespalten wird (Szala et al., 1990). Daran schlieRen sich weitere 242
Aminosauren an, welche die extrazellulare Domane (EpEXx) bilden. Diese besteht aus
einer EGF-ahnlichen Doméane und einer Thyreoglobulin Doméne. Darauf folgt eine cys-
teinarme Region. Die Transmembrandomane (TMD) besteht aus 23 hydrophoben Ami-
nosauren. Die intrazellulare Domane (EplCD) umfasst 26 Aminosauren, bestehend aus
zwei a-Aktinin Bindestellen (Position 289-296 und 304-314). Mittels a-Aktinin kann
EpCAM mit dem Aktinzytoskelett interagieren (Balzar et al., 1998). Doch trotz Kenntnis
der genauen Aminosaurenanzahl von 314, was einem Molekulargewicht von 34,9 kDa
entsprechen wirde (Wilkins et al., 1999), ergaben sich bei der Analyse von Karzinom-
zellen im Western Blot Molakulargewichte von 38 bis 42 kDa (Litvinov, Velders, et al.,
1994; Schon et al.,, 1993). Die beobachteten Banden lassen sich durch drei N-
Glykosylierungsstellen an Asparaginresten (N74, N1, N1%) erklaren. Dabei hat die Gly-
kosylierung an Asparagin'®® (N1%), im Vergleich zu den Glykosylierungen an N74, N1,
den starksten Effekt auf die Stabilisierung EpCAMs (Munz, Fellinger, Hofmann,
Schmitt, & Gires, 2008). Interessanterweise ist EpCAM in Tumoren des Hals-Kopf-
Bereiches durch eine Hyperglykosylierung charakterisiert (Pauli et al., 2003). Zudem
bildet EpCAM vor allem in Karzinomen mit den Proteinen Claudin 7, CO-029 (tumour-

associated scaffolding protein) und dem Hyaluronsédure Rezeptor CD44v6 ein Tetramer.
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Diese Ansammlung integraler Membranproteine kommen in Tetraspanin-reichen Mikro-
domanen (TEMs) vor und korrelieren mit einer geringen Uberlebensrate bei Patienten
mit Kolonkarzinomen (Kuhn et al., 2007).

Bis dato war die genaue dreidimensionale Struktur von EpCAM unbekannt. 2014 wurde
die Kristallstruktur der extrazellularen Doméne (EpEx) mittels Rontgenanalyse unter-
sucht und strukturanalytisch mittels Rosetta Software ausgewertet. Die Analyse zeigte
in der Quartarstruktur die Form einer dichtgepackten, herzformigen Kristallstruktur. Sie
besteht aus einem cis-Dimer, zweier extrazellularer EpCAM Domaé&nen. Die extrazellula-
re Domane des Polypeptids hEpEXx ist dabei in drei Domé&nen gefaltet: N-Domane (ND),
Thyroglobulin Domane (TY) und Carboxyterminale Doméne (CD). Die Doménen sind im
Dreieck angeordnet und bilden Kontaktflachen. Die ND (Glu?*-Leu®?) besteht aus einem
dreistrangigen B-Faltblatt (BA1-3), welche Uber Disulfidbriicken miteinander verbunden
ist. Es schlief3t sich die TY Doméne an (Ala®-Arg!®), bestehend aus einem antiparallel
verlaufenden zweistrangigen pB-Faltblatt, das eine B-Hairpin bildet und Uber eine her-
vorstehende Schleife (TY Schleife) mit der a1 Helix verbunden ist. Die Sekundarstruktur
der dritten Carboxyterminale Doméne (CD, Val'®9-Lys?%%) beinhaltet a-Helices und ein
antiparallel verlaufendes BC-Faltblatt. Die prominente Schleife (RCD) wird durch den
Verbund der a3-Helix mit dem BC-Faltblatt gebildet. In vitro bilden die beiden extrazellu-
laren EpCAM Domanen ein cis-Dimer. Dabei kommt es zu Wechselwirkungen zwischen
der TY-Schleife (Arg®, Arg®, Arg®) und dem BC-Faltblatt der C-Doméane (Glu#,
Glu'®’, Asp'%4) (Abbildung 3 A-D).

Der C-Domane schlief3t sich die Transmembrandomane an. Die Transmembrandoma-
nen von zwei EpCAM Molekilen bilden innerhalb der Transmembran ein Helix Dimer
aus. Sie sind durch die Aminosauren Val?’6-val?®® miteinander verbunden (Abbildung 3
F). Dies vermittelt einen stabilisierenden Einfluss auf die cis-Dimerisierung EpCAMs
(Pavsic, Guncar, Djinovic-Carugo, & Lenarcic, 2014; Pavsic & Lenarcic, 2011).
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Abbildung 3: 3D-Struktur des humanen EpCAM Proteins

(A) Schematische Darstellung von EpCAM. Der extrazellulare Anteil besteht aus drei Domanen:
N-Domaéne (ND, griin), TY-Doméne (blau) und CD (pink). (B) Cartoon Struktur der kompletten
extrazellularen Doméne, in verschiedenen Orientierungen. Farbkodierung entspricht (A). Se-
kundare Elemente wurden von N- Richtung C-Terminus durchnummeriert. Die mutierten N-
Glykosylierungen wurden schwarz markiert. (C) 90° Drehung des EpCAM Monomers (B) um die
y-Achse. (D) Cartoon Darstellung des EpEXx cis-Dimer von der Seite. Farbkodierung entspricht
(A), weiter ist der Loop der TY-Doméne in Gelb und RCD in der C-Doméne in Orange darge-
stellt. (E) Molekulare Darstellung der Oberflaiche von der Seite mit implementierten Mannose
Ketten an den glykosylierten Stellen (N74, N1, N%). Farbkodierung wie in (A) (F) Darstellung
der Transmembrandomanen (TMD) des hEpCAM Dimers.

(Pavsic et al., 2014)
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1.2.3 Die Funktionen von EpCAM

1.2.3.1 Zelladhéasion

Zell-Zell-Adhasion ist ein wichtiger Regulator der Integritat von Zellkomplexen, welcher
zudem eng mit Proliferation und Differenzierung verbunden ist. Die Zelladh&sion wird in
der Regel durch Zelladhasionsmolekiile (cell adhesion molecule; CAMs) vermittelt, die
in drei Superfamilien aufgeteilt werden: Cadherine, Claudine und die Immunglobulin
Superfamilie (Cavallaro & Dejana, 2011). Dabei gehoren drei Arten von Zell-Zell-

Verbindungen zu den prominentesten (Abbildung 4 A-B; D):

Die tight junctions gewahrleisten eine Abdichtung des inneren Milieus gegenuber der
AulBenwelt, sie werden durch Occludine und Claudine gebildet (Abbildung 4 A), letztere
bestehen aus mehr als 20 Mitgliedern und sind integrale Membranproteinen mit vier
Transmembrandoménen. Sie bilden die tight junctions an der Grenze zwischen apikaler
und basolateraler Zellmembran (Gonzalez-Mariscal, Betanzos, Nava, & Jaramillo,
2003).

Die adhesive junctions sorgen fur den mechanischen Zusammenhalt von Zellen bzw.
Zellverbanden und werden von Cadherinen gebildet (Abbildung 4 B). Dabei sind sie
uber die intrazellulare Domane mit a- und B-Catenin assoziiert, welche die Bindung an
das Aktin-Zytoskelett vermittelt (Jiang, 1996).

Die gap junctions stellen direkte Verbindungen zwischen den Zellen dar, sie werden
durch Connexine gebildet (Abbildung 4 D). Dabei sind die gap junctions mit Mikrofila-
menten befestigt und verbinden das Zytoplasma zweier adharenter Zellen (Schnell et
al., 2013). Diese ermoglichen einen schnellen Austausch von lonen und Metaboliten. Im
menschlichen Genom wurden etwa 20 Connexine identifiziert (Evans & Martin, 2002).
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Abbildung 4: Zelladh&sion

Schematische Darstellung der Zelladh&sionsmolekile und Adhéasionsverbindungen (adhering
junctions). (A) Claudine und Occludine sind mit Aktinfilamenten verbunden und bilden tight junc-
tions zwischen benachbarten Zellen aus. (B) Cadherine sind mit dem Aktinzytoskelett verbun-
den und bilden adherens junctions. (C) Desmosomale Cadherine sind mit Intermediéarfilamenten
verbunden und bilden desmosome. (D) Connexine sind mit den Mikrofilamenten verbunden und
bilden gap junctions. (E) Die Nicht-klassischen Adhasionsverbindungen (non-classical junctions)
werden von Selektinen bzw. aus Proteinen aus der Ig-Zelladhasionssuperfamilie (Ig-superfamily
CAMSs) gebildet. (F) Integrine vermitteln die Zell-Matrix-Verbindung (Schnell et al., 2013).
EpCAM wurde initial als Zelladhasionsmolekil beschrieben, lasst sich jedoch keiner der
3 Superfamilien von Adhéasionsverbindungen (tight junction, adherens junction, gap
junction) zuordnen (Schnell et al., 2013). Es wurde als homophiles, kalziumunabhangi-
ges Adhasionsmolekiil beschrieben, da es bei Uberexpression von hEpCAM in murinen
Fibroblasten und in der Brustkrebszelllinie L153S zu einer vermehrten Aggregation der
Zellen kam (Litvinov, Velders, et al.,, 1994). Die Zelladh&sion soll durch eine direkte
trans-Interaktion der extrazellularen EpCAM Domanen (EpEx) des EpCAM Dimers ver-
mittelt werden (Pavsic et al., 2014). Dabei konnte EpCAM durch die zytoplasmatische
Domaéne uber a-Aktinin mit dem Zytoskelett verbunden sein (Balzar et al., 2001; Trebak

et al., 2001).
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Anfangliche Untersuchungen bezuglich der Funktion EpCAMs wurden vor allem in Fib-
roblasten und Karzinomzellen mesenchymalen Phénotyps durchgefuhrt, welche kaum
andere Zelladhasionsmolekile exprimierten und somit keine naturliche Zell-Zell-
Adhasion aufwiesen (Litvinov, Velders, et al., 1994). Deshalb untersuchte man die
Funktion in der naturlichen Umgebung EpCAMs, in Epithel- und Karzinomzellen.
EpCAM ist dabei Uber die gesamte basolaterale Membrandoméne verteilt, ohne dabei
in adherens junction und tight junctions angereichert zu sein (Balzar, Prins, et al., 1999).
Obwohl zunachst eine Expression EpCAMs zu einer verstarkten Zelladhasion in
mesenchymalen Zellen fuhrte, welche kaum CAMs exprimierten, hatte eine Uberex-
pression in epithelialen E-Cadherin exprimierenden Zellen eine Schwéachung der Zell-
Zell-Adhasion zur Folge. Dieser Effekt wurde durch eine EpCAM-vermittelte Zerstérung
der Verknipfung des Cadherin/Catenin-Komplexes mit dem Zytoskelett erklart. Dabei
wird der relativ starke E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Kontakt durch die schwach ver-
mittelte Adhasion EpCAMs ersetzt (Litvinov et al., 1997). Die Phosphoinositol-3-
Phosphat Kinase (PI13K) wurde dabei als Signalwegmodulator identifiziert. Dabei bindet
die PISK an a-Catenin, wodurch die Bindung zwischen dem Cadherin Komplex und
dem Aktinzytoskelett geschwacht wird (Winter, Cirulli, Briaire-de Bruijn, & Litvinov,
2007).

Um die grundlegenden molekularen Mechanismen der EpCAM Funktion genauer zu
verstehen, wurden Untersuchungen in vivo bei Maus-, Krallenfrosch und Zebrafischmo-
dellen durchgefihrt. Drei unabhéngige Gruppen etablierten murine EpCAM Knockout
Modelle in Mausen. Der erste murine EpCAM Knockout ergab einen embryonal letalen
Phanotyp an Tag 12,5 der Gestation aufgrund eines Plazentadefekts. Das Ergebnis
legte nahe, dass EpCAM fir die Differenzierung vitaler Organe einschlie3lich des
Darms, der Niere, des Pankreas, der Lunge, der Augen und der Gliedmal3en von Be-
deutung ist (Nagao et al., 2009). Doch Guerra et al. konnten keinen embryonal letalen
Phanotyp bestatigen, sondern beschrieben ein vermindertes Wachstum der Mause und
eine Storung der mukdsen Darmarchitektur. Die Veranderungen waren histologisch
vergleichbar zu der im Menschen vorkommenden Krankheit CTE (congenital tufting
enteropathy). Die damit einhergehenden Darmprobleme in den Knockout Mausen fuhr-
ten perinatal zum Tode (Guerra et al., 2012). Denselben Phanotyp konnten Lei et al.
ebenfalls beobachten, jedoch mit einer geringeren Rate an embryonal letalen Vor-
kommnissen (Lei et al., 2012). In beiden Knockout Modellen wurde eine Zerstérung der
Darmarchitektur beschrieben. Doch kamen die beiden Gruppen zu unterschiedlichen

Schlussfolgerungen in Bezug auf die molekularen Grtinde fiir den beobachteten Phano-

20



1. Einleitung

typ. Guerra et al. fuhrten die morphologischen Veranderungen der Darmarchitektur auf
eine Zerstorung der adhesive junctions zuriick. Dabei sollte ein Verlust EpCAMs zu ei-
ner Mislokalisation von E-Cadherin und p-Catenin an der Zellmembran fiilhren und so-
mit zu deren Schwéachung. Der Einfluss EpCAMs auf die adhesive junction wurde auch
im Zebrafisch und im Xenopus laevis Modell beschrieben (Maghzal, Kayali, Rohani,
Kajava, & Fagotto, 2013; Slanchev et al., 2009). Im Gegensatz dazu, sahen Lei et al.
bezuglich der E-Cadherin Lokalisation in den Knockout Mausen keinen Unterschied
zum Wildtyp. Die Gruppe beobachtete hingegen eine Schwéachung der tight junctions
verursacht durch die fehlende Rekrutierung von Claudinen durch mEpCAM. Ahnliches
wurde auch im Rattenmodell beschrieben. Dort konnte man eine Mislokalisation von
Claudin 7 beobachten, was zusammen mit EpCAM, CO-029 und CD44v zum Tetraspa-
ninkomplex gezahlt wird (Thuma & Zoller, 2013).

1.2.3.2 Spaltungsabhéngige Induktion der Proliferation

In unterschiedlichen Karzinomen konnte durch eine vermehrte EpCAM Expression eine
hohere Zellteilungsrate beobachtet werden (Baeuerle & Gires, 2007; Munz et al., 2004;
Wengqi et al., 2009). Durch eine weiterfihrende Aufschlisselung der Signalkaskade mit-
tels Immunfluoreszenz und biochemischen Methoden konnte eine Spaltung des Pro-
teins nachgewiesen werden. Grundlage der Spaltung EpCAMs stellt dabei die regulierte
intramembrane Proteolyse RIP dar (Maetzel et al., 2009). Die regulierte intramembrane
Proteolyse (RIP) ist ein hochkonserviertes System zur Degradierung von Proteinen und
zur Induktion von Signalkaskaden (Kopan & llagan, 2004; Urban & Freeman, 2002). Der
Ablauf lasst sich generell in drei Spaltungen gliedern. Die erste Spaltung ist der ge-
schwindigkeitsbestimmende und damit regulierende Schritt und kann im Zytsolol oder
an der Zellmembran stattfinden. Er verkirzt den extrazellularen Anteil auf weniger als
30 Aminosauren und generiert dadurch ein membranstandiges C-terminales Fragment
(CTF). Nun ist der y-Sekretasekomplex in der Lage, das Substrat durch einen y- und ¢-
Schnitt weiter zu spalten, wobei extrazellulare AB-ahnliche Fragmente und intrazellulare
Fragmente (ICDs) entstehen (Brown, Ye, Rawson, & Goldstein, 2000). Prominente Bei-
spiele flr Substrate der RIP sind unter anderem das Amyloid Precursor Protein APP
und Notch. Durch fehlerhafte Spaltung von APP kommt es zur Akkumulation von AB-
Fragmenten, die durch eine pathologische Aggregation im Gehirn von Patienten zur
Alzheimer Erkrankung fuhrt (Lichtenthaler, Haass, & Steiner, 2011). In Notch fuhrt die
regulierte intramembrane Proteolyse, zur Freisetzung eines intrazellularen Fragments

(NICD). Vier unterschiedliche Notch Rezeptoren (Notch 1-4) kénnen durch die funf ver-
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schiedenen Liganden Jagged 1-2 und Delta 1-3 aktiviert werden. Nach Aktivierung
kommt es zur Spaltung von Notch Rezeptoren durch Proteasen der ADAM Familie und
zur Generierung eines CTF-Fragments, welches nach Endozytose durch die vy-
Sekretase weiter prozessiert wird. Das resultierende Notch-ICD kann in den Kern
translozieren und Uber die Bindung an das CSL Adaptorprotein einen Repressor der
Transkription verdrangen, Aktivatoren rekrutieren und somit die Transkription von Ziel-
genen steuern. Dies fihrt zur Expression von Proteinen, die fiur die Organdifferenzie-
rung von Bedeutung sind (Mumm & Kopan, 2000).

EpCAM wird &hnlich wie Notch Rezeptoren an der Zellmembran durch die RIP aktiviert.
Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt bei der regulierten intramembranen Proteoly-
se von EpCAM st die erste Spaltung innerhalb der extrazellularen Domane. Sie wird
ausgefuhrt durch die Metalloprotease tumor necrosis factor a-converting enzyme (TA-
CE/ADAM17), ein Mitglied der ADAM Proteinfamilie (Edwards, Handsley, & Pennington,
2008). Es kommt ebenfalls zur Generierung eines membranstandigen C-terminalen
Fragments (CTF). Das CTF wird mit hoher Effizienz von dem y-Sekretasekomplex, wel-
cher Presenilin-2 (PS-2) enthalt, weiter gespalten (Maetzel et al., 2009). Bei murinem
EpCAM spaltet die y-Sekretase das C-terminale Fragment (CTF) an zwei verschiede-
nen y-Schnittstellen unter Generierung von AB-Fragmenten und an vier unterschiedli-
chen g-Schnittstellen, was zum Freisetzten von intrazellularen Domanen (EpICD) von
mEpPCAM ins Zytosol fuhrt (Hachmeister et al., 2013). Das generierte EpICD wechsel-
wirkt mit dem zentralen Interaktionspartner four and a half LIM domains Protein (FHL-2)
und B-Catenin, und bildet einen Komplex, der im Zellkern gemeinsam mit dem Tran-
skriptionsfaktor lymphoid enhancer-binding factor 1 (Lef-1) transkriptionell aktiv ist
(Maetzel et al., 2009). Das ermdglicht unter anderem die Induktion des Zellzykluspro-
teins Zyklin D 1 und des onkogenen Transkriptionsfaktors c-Myc (Abbildung 5), welche
mit Proliferation assoziiert sind (Chaves-Perez et al., 2013; Munz et al., 2004). In hu-
manen embryonalen Stammzellen und in Krebsstammzellen wurde eine Funktion der
RIP und von EpICD bei der Regulation der Reprogrammierungsfaktoren c-Myc, Oct-4,
Nanog, Sox2 und KIf4 nachgewiesen (H. P. Huang et al., 2011; Imrich, Hachmeister, &
Gires, 2012; Lin et al., 2012; Lu et al., 2010). Diese induzieren Stammzelleigenschaften,
wie Pluripotenz und die Fahigkeit zur Selbsterneuerung (Lu et al., 2010). Zusatzlich wird
eFABP durch EpCAM-abhangige Prozesse reguliert. Folglich beeinflusst EpCAM neben
den Stammzelleigenschaften und proliferativen Signalwegen, auch den zellularen Me-
tabolismus (Munz, Zeidler, & Gires, 2005). Die Prozessierung EpCAMs scheint vor al-

lem in Karzinomzellen vorzukommen und nicht in normalen Epithelgewebe (Ralhan, He,
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et al., 2010). Des Weiteren wurde die Lokalisation von EpICD im Nukleus in mehreren
Karzinomen nachgeweisen, unter anderem in Kolon-, Brust-, Prostata-, Kopf-Hals- und
Osophaguskarzinomen. Wohingegen in der normalen Darmmukosa, dem normalen
Brust-, Prostata, Kopf-Hals- und Osophagusgewebe EpICD vor allem membranstandig
lokalisiert ist (Maetzel et al., 2009; Ralhan, He, et al., 2010).

Bei der Identifizierung der Schnittstellen auf der Ebene einzelner Aminoséuren bei
murinem EpCAM und Untersuchung der Spaltung von humanem EpCAM wurde neben
der ADAM Protease, eine zusatzliche Protease, namens [-Sekretase-1 beschrieben
(BACE1) (Hachmeister et al., 2013). BACE1 spielt eine zentrale Rolle bei der Alzheimer
Erkrankung (Ghosh, Brindisi, & Tang, 2012). BACE1 erreicht das Optimum seiner en-
zymatischen Aktivitat bei dem pH Wert 4,5 (Cole & Vassar, 2007). Dieses pH-Optimum
legt nahe, dass EpCAM von BACEL vor allem in einem sauren Milieu gespalten wird,
was auch von Hachmeister et al. gezeigt worden ist (Hachmeister et al., 2013). Weiter-
hin wurde ersichtlich, dass mEpICD sowie hEpICD einer effizienten proteasomalen De-
gradation unterliegt, welche indirekt durch Hemmung der y-Sekretase mittels DAPT und
direkt durch Hemmung des Proteasoms mittels -Clasto-Lactacystin inhibiert werden
kann (Hachmeister et al., 2013).
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Abbildung 5: Spaltungsabhéangige Induktion der Proliferation

Schematische Darstellung der Spaltung von EpCAM. EpCAM Spaltung durch RIP mittels TACE
und PS-2. EpICD bildet zusammen mit FHL2 und B-Catenin einen Komplex im Zytosol, welcher
im Nukleus mit Lef interagiert und an die DNA bindet. Es kommt unter anderem zur Expression

von c-Myc und Zyklin D1, welche unter anderem die Proliferation férdern (Imrich et al., 2012;
Maetzel et al., 2009).
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2. Zielsetzung

Das Typ-lI Transmembranprotein EpCAM ist ein Tumor-assoziiertes Antigen, welches in
der Mehrzahl von Karzinomen stark exprimiert wird. In der Klinik wird EpCAM als diag-
nostischer Marker und zur immuntherapeutischen Behandlung von Karzinompatienten
eingesetzt. Funktionell spielt EpCAM eine Rolle in der Regulation der Zell-Zell-Adh&sion
und der Proliferation. Die Eigenschaft EpCAMs Zellproliferation zu steuern wird durch
eine regulierte intramembrane Proteolyse initiiert, die in der Freisetzung einer signal-
transduzierenden intrazellularen Doméne resultiert.

Ein Hauptziel meiner Arbeit war es, die proteolytischen Spaltungen eingehender zu cha-
rakterisieren und die Spaltsequenzen zu definieren. Unter Verwendung zell- und bio-
chemischer Ansatze und massenspektrometrischer Analysen sollten die in die Spaltung
involvierten Proteasen und relevante Aminoséauren innerhalb der EpCAM Sequenz iden-
tifiziert werden.

Ein weiteres Ziel meiner Arbeit war es, in vitro die Rolle von EpCAM und dessen Spal-
tung auf die Zell-Zell-Adhasion in Karzinomzelllinien zu charakterisieren. Zu diesem Ziel
sollten einerseits niedermolekulare Inhibitoren der RIP zur Hemmung der EpCAM Spal-
tung verwendet werden und andererseits zellulare hEpCAM Knockout mittels CRISPR-
Cas9 Technologie in Karzinomzellen generiert werden. Mit Hilfe solcher EpCAM-
negativen Karzinomzellen sollte der Beitrag EpCAMs zur Zell-Zell-Adhasion eingehend
studiert werden. Diese Arbeiten sollten anschlieRend durch die proteinbiochemische
Anwendung des atomic force microscopy (AFM) erganzt werden. Hier sollte in einem
zellfreien System die Fahigkeit von EpCAM Molekdlen zur Bildung von adhasiven Kom-
plexen bestimmt werden.

Die geplanten Arbeiten sollten einen detaillierten Einblick in die molekulare Funktions-
weise von EpCAM in der Regulation von Zellproliferation und —adhasion erlauben und

somit EpCAM als Zielmolekdl in der molekularen Onkologie besser definieren.
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3.1 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate

3.1.1 Chemikalien

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Artikel

Firma

Acrylamide, Protogel ultra pure

Schroder Diagnostics, Stuttgart

Agar

Gibco BRL, Karslruhe

Agarose

Roche, Mannheim

Anorganische Salze, Sauren, Basen

Merck, Darmstadt

Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Ammoniumpersulfat (APS)

BioRad, Hercules (USA)

Aprotinin

VWR, Darmstadt

Aqua dest.

Braun, Melsungen

BCA Protein Assay

Pierce, Rockford (USA)

B-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Bovines Serum Albumin (BSA)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Bromophenol blau

Serva GmbH, Heidelberg

C3

Merck, Darmstadt

Calcein AM

PromoKine/PromoCell GmbH, Heidelberg

c-Myc Agarose Affinity Gel antibody

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

DAPT

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Dimethyl Sulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM
4,5g/1 glucose/ with L-glutamine)

Biochrom AG, Berlin

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM
high glucose/ w/o calcium/ w/o L-glutamine)

Life Technologies, Carlsbad (USA)

DNA Qia-Shredder

Qiagen, Hilden

ECL Blotting Substrat

Pierce, Bonn

EDTA

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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Ethidiumbromid

Merck, Darmstadt

FACSFlow Becton Dickinson, Heidelberg
FACSSafe Becton Dickinson, Heidelberg
FACSRinse Becton Dickinson, Heidelberg

Fetal calf serum (FCS)

Biochrom AG, Berlin

FLAG-Agarose-Beads

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

G418 (Geneticin)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Gene Ruler 1kb DNA-Marker

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

GFP-Trap Chromotek, Miinchen

GI1254023X Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Glycerin Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Gylcerol Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Hanks’s buffered saline solution

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

HEPES Puffer (1M)

Biochrom AG, Berlin

High Pure Plasmid Isolation Kit

Macherey & Nagel, Dlren

Immobilon Western HRP Substrat

Millipore, Bedford (USA)

Leupeptin

VWR, Darmstadt

Matrigel

Becton Dickinson, Heidelberg

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Nukleotide (dNTPs)

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Organische Losungsmittel

Merck, Darmstadt

PBS Tabletten

Gibco BRL, Karlsruhe

PBS Ldsung

Apotheke Klinikum Grof3hadern, Miinchen

Penicillin-Streptomycin

Biochrom AG, Berlin

Pepstatin

VWR, Darmstadt

PMA (Phorbol-12-myristate-13-acetate)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

PEG (Polyethylenglycol)

Merck, Darmstadt

Protein A Sepharose

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
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Propidiumiodid (PI)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Proteasomeninhibitor Lactacystin 3-Lacton

Santa Cruz Biotechnology Dallas (Texas)

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete

Roche, Mannheim

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete, EDTA
free

Roche, Mannheim

Proteinmarker V

Peqglab, Erlangen

Puromycin

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Qiagen, Hilden

QuantiTect SYBR Green PCR Kit

Qiagen, Hilden

Restriktionsenzyme

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Schwalbach

Reverse Transcription System

Promega, Madison (USA)

RNAse A

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

RNeasy Mini Kit

Qiagen, Hilden

Tag-Polymerase, PCR Reagenzien

MBI Fermentas, St. Leon-Roth

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Bio-Rad, Richmond (USA)

AcTEV™Protease

Invitrogen, Koéln

Transfektionsreagenz ,MATRa-A*

IBA, Gottingen

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merck, Darmstadt

Triton-X 100 Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen
Trypanblau Biochrom AG, Berlin

Trypsin Biochrom AG, Berlin

Tween Serva, Heidelberg
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3.1.2 Kits

Tabelle 2: Verwendete Kits

Artikel

Firma

BCA Protein Assay

Pierce, Rockford (USA)

Gene Ruler 1 kb DNA Ladder

MBI Fermentas GmbH, St. Leon-Rot

Immobilon Western Chemiluminescent HRP
Substrat

Millipore, Bedford (USA)

LightCycler 480 SYBR Green | Master

Roche, Mannheim

MATra Transfektionsreagenz

Iba GmbH, Géttingen

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up

Machery and Nagel, Duren

NucleoSpin® Plasmid

Machery and Nagel, Diren

ProteingréRenstandard ,Protein Marker V*

Peglab, Erlangen

Quiagen Plasmid Purification Qiagen, Hilden
QiaShredder Qiagen, Hilden
QuantiTect Reverse Transcription Kit Qiagen, Hilden
RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
3.1.3 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 3: Vewendete Verbrauchsmaterialien

Artikel Firma

3MM Whatman-Papier

Roche, Mannheim

6-well Zellkultur Platte, flacher Boden

Nunc, Wiesbaden

96-well Zellkulturplatte, flacher Boden

Nunc, Wiesbaden

96-well Zellkulturplatte, runder Boden

Nunc, Wiesbaden

96 Magnetplatte

Iba GmbH, Géttingen

Durchflusszytometrie-Rohrchen

Becton Dickinson, Heidelberg

Einmalpipette

Costar, New York (USA)

Erlenmeyerkolben

DWK Life Sciences GmbH, Wertheim

Faltenfilter

Altmann Analytik GmbH & Co. KG, Miinchen
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Handschuhe Latex

Sempermed, Wien (AU)

Handschuhe Nitril

Sempermed, Wien (AU)

Immobilion-P Membran (0,45um)

Millipore, Bedford (USA)

Kryogefalle

Becton Dickinson, Heidelberg

Mica sheets

SPI Supplies, West Chester, PA

Microlance 3/24G Kanlle

Millipore, Schwalbach

Parafilm

Nunc, Wiesbaden

Pipettenspitzen

American National Can, Menasha (USA)

Pipettenspitzen (gestopft)

Starlab, Hamburg

Reagenzreservoir

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf

Rohrchen, steril, Zellkultur

Falkon/BD Le Pont de Claix (F)

Si3N4-Spitzen flr den Cantilever

MLCT, Bruker, Mannheim

Skalpell Feather/PFM, Kdlin
Spritzen Braun, Melsungen
Sterilfilter Millipore, Bedford (USA)

Stripetten, Corning Costar®

Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen

Zellkulturflaschen und —schalen

Nunc, Wiesbaden

Zentrifugengefafd 1,5ml/2ml

Eppendorf, Hamburg

Zentrifugengefall 1,5ml (Nukleasefrei)

Costar, New York (USA)

Zentrifugengefafd 15ml/50ml

Becton, Dickinson, Heidelberg

3.1.4 Gerate

Tabelle 4: Verwendete Gerate

Gerat

Firma

Autoclave Systec 95

Systec GmbH, Wettenberg

Blotting Kammer

BioRad, Hercules (USA)

ChemiDoc XRS+ imaging system

BioRad, Hercules (USA)

Durchflusszytometer ,FACS Calibur*

Becton Dickinson, Heidelberg

Durchflusszytometer ,CyFlow®Cube 8"

Sysmex, Norderstedt
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Durchflusszytometer und Zellsorter FACSaria

Becton Dickinson, Heidelberg

Elektrophorese-Netzgerate

BioRad, Hercules (USA)

ELISA-Reader EL.800

BioTek Instruments, Winooski (USA)

Gefrierschrank (-20°C, -80°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Kahlschrank (-4°C)

Liebherr, Ochsenhausen

Kuhlsystem mit flissigen Stickstoff

Messer Cryotherm, Kirchen/Sieg

Magnetriihrer mit Heizblock

Janke & Kunkel, Staufen

Mikroliter-Pipetten

Gilson Inc., Middleton (USA)

Mikrowelle

AEG, Berlin

Multikanalpipette ,Transferpette-8*

Brand GmbH, Wertheim

Nanowizard Il

JPK Instruments, Berlin

Phasenkontrastmikrospkop Standard 25

Zeiss, Halbergmoos

Plattenausleser ,MRX*

Dynatech Laboratories, Bad Nauheim

Pipetboy® Comfort

Integra Biosciences, Fernwald

pH-Meter

WTW, Weilheim

Schuttelinkubator 2Certomat

Braun, Biotech, Melsungen

Sicherheitswerkbank Klasse Il

Heraeus, Hanau

Thermocycler ,RoboCycler Gradient 96*

Stratagene, La Jolla (USA)

Thermomixer Comfort

Eppendorf, Hamburg

Victor Wallac

PerkinElmer, Waltham (USA)

Vortex Mixer

IKA Works Inc., Wilmington (USA)

Waage CP 4202 S

Sartorius, Goéttingen

Zahlkammer ,Fuchs-Rosenthal

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Zellkulturinkubator, CO-begast

Heraeus, Hanau
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3.1.5 Computerprogramme

Tabelle 5: Vewendete Computerprogramme

ApE

Wayne Davis (Utah Universitat), Salt Lake
City (USA)

BD Cell Quest Pro Version 5.2.1

Becton Dickinson, Heidleberg

Data Explorer TM Version 4.3

Applied Biosystems Inc., Waltham (USA)

Endnote Thomson Reuters Corporation, NY (USA)
FlowJo TreeStar (USA)
Image Lab BioRad, Hercules (USA)

LightCycler® 480 SW 1.5

Roche, Mannheim

MS Office 2010

Microsoft, Redmond (USA)

PyMol

Schrddinger

Rosetta software (Robetta modeling server)

Washington D.C, (USA)

3.1.6 Dienstleistungen

Tabelle 6: Vewendete Dienstleistungen

DNA-Sequenzierung

GATC, KoIn

DNA-Sequenzierung

Sequiserve, Vaterstetten

Oligonukleotidsynthese

Metabion, Martinsried

3.2 Antikorper

Tabelle 7: Verwendete Antikorper

Primarantikorper

Anti-Dsg3, Maus (AK23) Biozol, Eching AFM
Anti-hEpCAM (24-93AS) (C-10), Maus | Santa Cruz, USA WB
Anti-hEpCAM (Ber-EP4), Maus DakoCytomation, (DK) FACS, AFM
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Anti-FLAG (F1804), Maus Monoklonal | Sigma-Aldrich GmbH, Taufkirchen | FACS, WB
Anti-GAPDH, Kaninchen Bethyl-Laboratories, (USA) WB
Anti-YFP, Kaninchen Abcam, (UK) WB
Sekundarantikorper

PO Ziege-anti-Kaninchen 1gG (H+L) Jackson ImmunoResearch, (USA) | WB

HRP Ziege-anti Maus IgG DakoCytomation, (DK) WB

FITC Ziege-anti-Maus IgG (H+L) Jackson ImmunoResearch, (USA) | FACS

3.3 Oligonukleotide
3.3.1 Primer

Verwendete Primer wurden von der Firma Metabion International AD (Planegg) herge-

stellt.

Tabelle 8: Verwendete Primer

Bezeichnung Sequenz (5°-3 Orientierung) Verwendung
FW_Nhel_Kozak_hEpCAM AAAGCTAGCGCCGCCACCAT- Bestimmung der
(PCR-Primer 1) GGATGGCGCCCCCGCAGGTCC | extrazellularen

Schnittstellen
(hEpCAM)
BW_hEpCAM_FLAG_TEV CTTATCGTCGTCATCCTTG- Bestimmung der
(52 (PCR-Primer 3) TAGTCTCCTTGAAAG- extrazellularen
i TATAGGTTTTCTT- Schnittstellen
I_|>'J GAGAAGAATTTTGAACCA (hEpCAM)
;‘ FW_TEV_FLAG_hEpCAM GAAAACCTATACTTTCAAG- Bestimmung der
ZE) (PCR-Primer 2) GAGACTACAAGGAT- extrazellularen
o GACGACGATAAGAAAACTCA- Schnittstellen
= GAATGATGTGGA (hEPCAM)
BW_Nhel_hEpCAM TTTGCTAGCTTATGCATT- Bestimmung der
(PCR-Primer 4) GAGTTCCCTAT extrazellularen
Schnittstellen
(hEpCAM)
FW_Hindl I_Kozak_hEpEX GATCAAGCTTGCCGCCACCAT- | Bestimmung der
o GGCGCCCCCGCAGGTCC Adhasionskraft
LL mittels AFM
X<
”;i BW_Sal I_hEpEx GATCGTCGACTTTTAGAC- Bestimmung der
':'_—J CCTGCATTGAGA Adhésionskraft
mittels AFM
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3.3.2 qRT-PCR Primer

Alle Sequenzen der aufgelisteten Primer wurden der ,Harvard PrimerBank® entnom-

men.

Tabelle 9: Verwendete qRT-PCR Primer

Primer Sequenz (5°-3" Orientierung)
FW_hEpCAM GCAGCTCAGGAAGAATGTG
BW_hEpCAM CAGCCAGCTTTGAGCAAATGAC
FW_GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAGC
BW_GAPDH GGCATGGACTGTGGTCATGAG

3.4 Plasmide und CRISPR-Cas9 Konstrukt

Tabelle 10: Verwendete Plasmide

Plasmid

Beschreibung Referenz

141-pCAG-3SIP

CMV, SV40, IRES, Puromycin Resis- | Prof. T.

tenz Schroder
141 pCAG-3SIP: YFP Expression von YFP M. Hachmeister
141 pCAG-3SIP: hEpICD-YFP Expression von EpICD (hEpCAM)- H.Kremling
YFP
141 pCAG-3SIP: Myc-hCTF- Expression von Myc-C-terminales K. Boboswki

FLAG-TEV-YFP

Fragment (hREpCAM)-FLAG-TEV-YFP

141 pCAG-3SIP: hEpCAM-TEV-
FLAG

Expression von hEpCAM-TEV-FLAG | Vorliegende
Arbeit

PS521 MCS-Fc in PCR-3

CH2 & CH3 Doméne von IgG1, CMV, | Prof. P. Schnei-

SV40, Kanamycin/Neomycin Resis- der
tenz
PS521 MCS-Fc in PCR3: hEpEx- | Expression von rekombinanten Vorliegende
Fc hEpEXx-Fc Arbeit
CRISPR-Cas9 Konstrukt Sequenz gRNA (57-3" Orientie- Referenz
(Abbildung 6) rung) und Beschreibung
CRISPR-Cas9 gRNA: hEpCAM CCAAATGTTTGGTGATGAAGGC Sigma-Aldrich
(Exon 3) Targetierung von Exon 3 des Rever- GmbH, Taufkir-
senstrangs (3"-5") von hEpCAM chen
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gRNA cvy V7 Xbal
us x ] Cas9  2A  GFP 7
| X
19-20bp
Target region Hpal Hpal

;3(:)‘1(} Cirp

. 9 ), A— P
- N—

pUC ori Kan'

Abbildung 6: CRISPR-Cas9 Konstrukt von Sigma-Aldrich GmbH

Der Vektor enthalt unter anderem eine gRNA, das Cas9, GFP und eine Kanamycin Resistenz.
Die gRNA enthéalt 19-20bp, welche komplement zu der entsprechenden Ziel DNA Region sind
und daran binden. Das Cas9 ist das Enzym, welches an der gebundenen Sequenz einen Dop-
pelstrangbruch durchfihrt. Das durch die GFP Sequenz kodierende Protein, wird verwendet um
transfizierte Tellen anhand der grinen Fluoreszenz (Anregungs-/Emissionsmaximum:
483/506nm) zu identifizieren und zu sorten. Die Kanamycin Resistenz wird verwendet, um
transfomierte Bakterien zu selektionieren.

(Sigma-Aldrich: Tips for Cell Engineering using Cas9-GFP CRISPR plasmids — 5. Plasmid Map
and Features, URL: http://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/articles/biology/tips-for-
cell-engineering-crispr-cas9.html, 10.01.2017)

3.5 Bakterien

Tabelle 11: Verwendete Bakterien

Bakterium Beschreibung Herkunft

E. coli DH10pB Plasmidamplifikation Invitrogen, Karlsruhe

3.6 Zelllinien

Tabelle 12: Verwendete Zellininen

Zelllinie Herkunft Referenz/Bemerkung

HEK 293 Embryonale Nierenzelllinie | (Graham, Smiley, Russell, &
(Homo sapiens) Nairn, 1977); DSMZ#ACC305

HEK 293: YFP Embryonale Nierenzelllinie | Transfektion mit Vektor
(Homo sapiens) 141 pCAG-3SIP: YFP

HEK 293: EpICD-YFP Embryonale Nierenzelllinie | Transfektion mit Vektor
(Homo sapiens) 141 pCAG-3SIP: hEpICD-YFP

HEK 293: EpCAM-TEV- Embryonale Nierenzelllinie | Transfektion mit Vektor

141 pCAG-3SIP: hEpCAM-TEV-
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FLAG

(Homo sapiens)

FLAG

HEK 293: Myc-CTF-TF-YFP

Embryonale Nierenzelllinie

(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor
141 pCAG-3SIP: Myc-hCTF-
FLAG-TEV-YFP

HEK 293: hEpEXx-Fc

Embryonale Nierenzelllinie

(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor PS521
MCS-Fc in PCR3: hEpEx-Fc

FaDu

Hypopharynx Karzinom

(Homo sapiens)

ATCC®-HTB-43™

FaDU: EpCAM-TEV-FLAG

Hypopharynx Karzinom

(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor 141
pCAG-3SIP: hEpCAM-TEV-FLAG

FaDu: Myc-CTF-TF-YFP

Hypopharynx Karzinom

(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor 141
pCAG-3SIP: Myc-hCTF-FLAG-
TEV-YFP

HCT-8

Kolon Karzinom
(Homo sapiens)

ATCC®-CC-244™

HCT-8: EpCAM-TEV-FLAG

Kolon Karzinom
(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor 141
pCAG-3SIP: hEpCAM-TEV-FLAG

HCT-8: Myc-CTF-TF-YFP

Kolon Karzinom
(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor 141
pCAG-3SIP: Myc-hCTF-FLAG-
TEV-YFP

HCT-8-CC#L21+

Kolon Karzinom
(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor CRISPR-
Cas9 (hEpCAM): hEpCAM postiv

HCT-8-CC#L13

Kolon Karzinom
(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor CRISPR-
Cas9 (hEpCAM): hEpCAM K.O.

HCT-8-CC#L20

Kolon Karzinom
(Homo sapiens)

Transfektion mit Vektor CRISPR-
Cas9 (hEpCAM): hEpCAM K.O.

HCT-8-CC#H4 Kolon Karzinom Transfektion mit Vektor CRISPR-
(Homo sapiens) Cas9 (hEpCAM): hEpCAM K.O.

CHO Ovar (Hamster) AG Prof. Spindler

CHO: DSG3-Fc Ovar (Hamster) AG Prof. Spindler
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4. Methoden

4.1 Molekularbiologische Methoden

4.1.1 Untersuchung der Genexpression mittels qRT-PCR (Real-Time Quantitative
Reverse Transcription PCR)

4.1.1.1 RNA Extraktion und Generierung von cDNA

Die Gesamt-RNA wurde mittels RNeasy Mini Kit (Quiagen) entsprechend den Anwei-
sungen des Herstellers aus Zellen extrahiert. Daflr wurde das Zellpellet zunachst in
RLT Puffer lysiert, auf eine QiaShredder Spin Saule aufgetragen und fir 2 min bei
13000 rpm und RT zentrifugiert. Nach Zugabe von 600 pl Ethanol und vollstandigem
Mischen wurde die Probe auf eine RNeasy Spin Saule pipettiert, woran die RNA bindet.
Der Durchfluss wurde verworfen. Nach Waschen der Saule und Trockenzentrifugation
wurde die RNA mit 30 pl RNase freiem Wasser in ein 1,5 ml RNase-freies Eppendorfge-
fal3 eluiert. Die Konzentration wurde mittels Quarz Kivette (1 pl RNA+ 99 uyl 10 mM
Tris) in einem GeneQuantPro Spektrophotometer bestimmt.

1000 ng der Gesamt-RNA wurde mit dem Quiagen Kit QuantiTect Reverse Transcripti-
on, nach Verdau restlicher genomischer DNA, in cDNA umgeschrieben. Alle Schritte

wurden auf Eis durchgefihrt.

4.1.1.2 Real-time-quantitative-PCR

Um den mRNA Gehalt selektierter Gene quantitativ bestimmen zu kdnnen, wurde die
hergestellte cDNA mittels qPCR analysiert. Der Ansatz enthielt Forward und Backward
Primer zum Amplifizieren der zu untersuchenden Genabschnitte, Wasser, die herge-
stellte cDNA und den LightCycler® 480 SYBR Green | Master Mix, welcher doppel-
strangige DNA bindet. Durch den in SYBR Green | Master enthaltenen Cyanin-Farbstoff
wird bei Bindung an doppelstrangiger DNA grunes Licht (Amax = 521 nm) emittiert. Das
freigesetzte Licht wurde mit Hilfe eines Plattencycler LightCycler® 480 anaylsiert,
wodurch die Menge an cDNA und dadurch indirekt der mMRNA-Gehalt bestimmt werden
konnte. Ein Mastermix Ansatz (Tabelle 13) wurde entsprechend der Probenanzahl vor-
bereitet. Jede Probe wurde als Triplikat analysiert.
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Verwendeter Reaktionsansatz:
Tabelle 13:Reaktionsansatz gPCR

Reagenz Volumen
SYBR Green | Master 5ul
cDNA (Verdiinnung 1:10) 1l
Primer sense (10 pM) 1u
Primer antisense (10 uM) 2ul
b2 10 pl

Analysiert wurden die Ansatze mittels LightCycler® 480 (Roche).
Als Protokoll wurden folgende Temperaturen und Zeiten gewabhilt.

Tabelle 14: gPCR Protokoll

Temperatur Zeit Ramp rate | Zyklen | Detektions- Reaktion
(°C/s) modus

95°C 10 min 4.4 1 -- Vorinkubation
95°C 10 s 4.4 -
65°C 10s 2,2 45 -- Amplifikation
72°C 15s 4.4 »ingle*
95°C 5s 4,4 -
65°C 1 min 2,2 1 - Schmelzkurve
97°C 1,1 kontinuierlich
40°C 30s 1 -- Kihlung

Ausgewertet wurde mittels der Software LightCycler® 480 SW 1.5 (Roche) und Micro-

soft Excel unter Beachtung der Schmelzkurve, der Wasserkontrolle und RNA Kontrolle.

4.1.2 Herstellung von Plasmiden

Ziel ist es spezifische Gene in eukaryotische Zellen einzuschleuf3en, um die entspre-
chenden Proteine zu exprimieren. Die gewinschten proteinkodierenden mRNAs wur-
den aus Zellen mittels reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) ampli-

fiziert, mit entsprechenden Sequenzen zur Erkennung und Spaltung durch Restriktions-
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enzyme versehen und durch die Polymerase Kettenreaktion vervielfaltigt und anschlie-

Bend in geeignete Expressionsplasmide kloniert.

4.1.2.1 Polymerase Kettenreaktion (PCR) und Aufreinigung nach Agarose Gel-
elektrophorese
Die Polymerase Kettenreaktion dient zur Amplifikation von Genabschnitten unter Ver-

wendung Sequenz-spezifischer Primerpaare.

Folgende Reaktionsansatze wurden verwendet:
Tabelle 15: Reaktionsansatz PCR

Reagenz Volumen
MgCl, (25 mM) 2 ul
10x Taq Puffer mit KCI 2 ul
dNTP (25 mM) 2 pl
Forward Primer (10 uM) 1yl
Backward Primer (10 uM) 1l
Template 2 ul
Tag-Polymerase 0,5 ul
H.0 9,5 ul
> 20 pl

Die Amplifikation der DNA gliedert sich in drei sich wiederholende Schritte: Denaturie-
rung, Annealing und Elongation. Daran schlief3t sich nochmals eine 10-minutige Elonga-

tionsphase an, um unvollstandige PCR Produkte zu vervollstandigen.

Tabelle 16: PCR Protokoll

Temperatur Zeit Zyklen Reaktion
95 °C 5 min 1 Denaturierung
95 °C 30s Denaturierung
54-64 °C 30s 25-35x Annealing
72 °C 45 s Elongation
72 °C 10 min 1 Elongation
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4°C 00 1 Kihlung

Die PCR Produkte wurden mit 10x DNA Ladepuffer gemischt und je nach zu erwarten-
der ProduktgréRe auf ein 1,5%-5% Ethidiumbromid-haltiges Gel aufgetragen. Die Elekt-
rophorese lief bei 80-100 V fur 40-60 min bis zur vollstandigen Auftrennung der Produk-
te. Die Produkte wurden kurz unter UV-Licht visualisiert, aus dem Gel ausgeschnitten
und mittels Gelextraktionskit (Machery and Nagel) nach dem Protokoll des Herstellers

aufgereinigt.

4.1.2.2 Restriktion und Ligation

Die amplifizierten PCR Produkte und der Vektor wurden mit entsprechenden Restrikti-
onsenzymen in den dazugehdrigen Puffern fir eine Stunde bei 37°C verdaut. Um eine
Ligation des Vektors zu verhindern, wurde das Restriktionsprodukt des Vektors mit der
Fast AP Phosphatase flir weitere 30 Minuten inkubiert.

Anschlielend wurde das geschnittene PCR Produkt und der Vektor mittels Ligase in
entsprechendem Puffer bei 16°C Uber Nacht ligiert. Dabei betrug das Verhaltnis Vektor
zu Insert 1:3 bzw. 1:6.

4.1.2.3 Transformation der Bakterien nach der Hitzeschockmethode

Unter Transformation versteht man die Einschleusung von Fremd-DNA in ein Empfan-
gerbakterium. 50 pl der kompetenten Bakterien DH108 (4.3.2 Herstellung kompetenter
Bakterien) wurden auf Eis aufgetaut. 10 pl des Ligationsansatz wurde zu den Bakterien
ohne zu resuspendieren hinzugeben. Anschlie3end wurde der Ansatz fir 30 min auf Eis
inkubiert. Es folgte ein Hitzeschock fir 1 min bei 42 °C, dabei gelangt das Plasmid
durch entstandene Poren in das Bakterium. Die Bakterien wurden fir 2 min auf Eis ge-
stellt. Es wurde 950 ul LB Medium (Luria Broth Medium) zum Ansatz gegeben und fir
30-45 min bei 37 °C unter Schitteln (800 rpm) inkubiert. Schlussendlich wurden die
Bakterien bei RT fiir 2-3 min abzentrifugiert (2000-3000 rpm) und der Uberstand abge-
kippt. Im restlichen Medium wurden die Bakterien resuspendiert und auf eine vorge-
warmte LB-Agarplatte mit entsprechendem Selektionsantibiotikum ausplattiert. Die Plat-

te wurde Uber Nacht bei 37 °C im Bakterienbrutschrank kultiviert.

4.1.2.4 DNA Praparation
Nach Kultivieren der transformierten Bakterien auf der Agar Platte wurden zunachst 15

ml LB Medium angeimpft und die Bakterien Gber Nacht bei 37 °C kultiviert. Es erfolgte
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eine Minipraparation der Plasmid-DNA aus 4 ml Bakteriensuspension nach Angaben
des Herstellers (NucleoSpin® Plasmid, Machery und Nagel). Anschlie3end erfolgte ein
spezifischer Restriktionsverdau zum Nachweis einer erfolgreichen Ligation. Identifizierte
Plasmide wurden zur Bestatigung sequenziert. Um entsprechende Mengen von Plasmi-
den fur die Transfektion zu generieren, erfolgte eine Maxipraparation aus 200 ml Bakte-
riensuspension nach Angaben des Herstellers (Quiagen Plasmid Purification).

Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der Plasmide erfolgte photometrisch

(Absorptionsverhéltnis 260 nm und 280 nm).

4.1.3 Grundlagen des Genome-Engineering-Systems CRISPR-Cas9

Um ein Phanomen kausal einer Proteinfunktion zuordnen zu kénnen, werden in der Bio-
logie Knockout bzw. Knockdown Modelle verwendet (Abbildung 7).

In jungster Zeit wird das CRISPR-Cas System (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats-CRISPR associated) benutzt, um Gene auszuknocken, indem ge-
zielt ein Doppelstrangbruch (DSB) in der DNA durch die CAS Endonuklease durchge-
fuhrt wird. Das CRISPR-Cas System wurde erstmals in Bakterien entdeckt. Dort dient
es als immunologischer Abwehrmechanismus gegeniber Phagen. Es wurden dabei
drei Typen von CRISPR-Cas Systemen beschrieben. Jeder Typ beinhaltet dabei eine
Anhéaufung von CAS Genen, nichtkodierende RNAs und eine bestimmte Anzahl an sich
wiederholenden Elementen. Die sich wiederholenden Elemente sind gespickt von kur-
zen exogenen DNA Sequenzen (Protospacer), normalerweise stammend aus Phagen-
DNA. Zusammen bilden sie die CRISPR-RNA (crRNA). Fur die experimentelle Anwen-
dung wurde von den drei Typen der CRISPR-Cas Systemen, der Typ |l aus dem Bakte-
rium Streptococcus pyogenes verwendet, welcher die Nuklease Cas9 enthalt. Um den
zu schneidenden DNA Abschnitt zu erkennen, muss der Ziel DNA eine PAM-Sequenz
(5*-NGG) vorrausgehen. Die crRNA bindet zusammen mit der tracrRNA (trans-
activating crRNA) an das Cas9 und bringt sie zu der Ziel DNA, indem 20 Nukleotide der
crRNA komplementar dazu sind. Fur den experimentellen Ansatz sind die crRNA und
tracrRNA zu einer sgRNA (single guide RNA) fusioniert. Entsprechend kann durch un-
terschiedliche sgRNA, Cas9 zu jedem DNA Abschnitt geleitet werden, der in seiner
Umgebung ein PAM Motif (protospacer adjacent motif) enthalt. Dabei wird der zu
schneidenden DNA Abschnitt mittels einer in den CRISPR-Cas Sequenz enthaltenen
sSgRNA erkannt. Daraufin wird die Endonuklease CAS rekrutiert, die die DNA schneidet
und einen Doppelstrangbruch verursacht (Ran et al., 2013). Fur die Reparatur des DSB

wird entweder die Nicht-Homologe Rekombination (NHEJ; non-homologous end joining)
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oder die Homologe Rekombination (HDR; homology directed repair) verwendet. Nur die
NHEJ kann zu einem zellularen Knockout (Abbildung 7 D) fihren (Ramalingam,

Annaluru, & Chandrasegaran, 2013).
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Abbildung 7: Genome-Engineering im Uberblick

Schematische Darstellung der programmierbaren Nukleasen: (A) 4-Finger-Zinkfingernuklease
(B) TALENs (C) CRISPR-Cas9. Sie erkennen einen bestimmten Genabschnitt und induzieren
einen DBS. (D) Fur die Reparatur des DSBs wird entweder die Nicht-Homologe Rekombination
(NHEJ) oder die Homologe Rekombination (HDR) verwendet. Die NHEJ kann zu einem zellula-
ren Knockout fuihren, wohingegen die HDR fir eine Genkorrektur bzw. ein gezieltes Einbringen
von Fremd DNA genutzt wird. Dies wird vermittelt durch Kotransfektion von WT (Wildtyp) bzw.
einer transgenen Spender DNA (Chandrasegaran & Carroll, 2015; Ramalingam et al., 2013).

4.2 Proteinbiochemische Methoden

Bendotigte Reagenzien:

Lyse-Puffer: PBS; 1% DDM; Roche Proteinase Inhibitor Cocktail Complete
Sammelgel (4%): 30% Acrylamid; 2 M Tris pH = 6,8; 0,5 M EDTA

Trenngel (10-17%): 30% Acrylamid; 2 M Tris pH = 8,9; 0,5 M EDTA

Lauf-Puffer: 250 mM Tris, 2 M Glycin, 1% SDS

Lade-Puffer (Laemmli): 140 mM Tris-HCI pH = 7,0; 30% Glycerin; 4% SDS; 16% B-
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Mercaptoethanol; 0,1% Bromphenolblau

10x Blotting-Puffer: 250 mM Tris; 1,26 M Glycerin
Wasch-Puffer: PBS; 0,2% Tween
Puffer zum Blocken: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer

Ldsung priméarer Antikorper: 3% BSA in Waschpuffer

Ldsung sekundarer Antikorper: 5% Magermilchpulver in Waschpuffer

4.2.1 Quantitative Proteinkonzentrationbestimmung (BCA-Assay)

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration wurden die Zellen mittels Lyse-Puffer lysiert.
Anschlie3end erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit dem BCA-Assay Kit (Pierce,
Rockford) als Triplikat, nach dem Protokoll des Herstellers. Ausgewertet wurde die
Konzentration mit dem ELISA-Reader ELx800.

4.2.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blotting

Mittels Western Blot kdnnen Proteine im Zelllysat bzw. nach einer Immunprazipitation
(IP) mit einem Antikorper spezifisch nachgewiesen werden.

Nach Bestimmung der Proteinkonzentration wurde das Zelllysat mit Laemmli Puffer bei
95 °C fur 5 min im vorgeheizten Heizblock aufgekocht (Laemmli, 1970). Die Auftren-
nung der Proteine erfolgte nach Auftragen auf ein Polyacrylamid-Gel. Das Gel besteht
aus einem Sammelgel zum Fokussieren der Proben und einem Trenngel zum Auftren-
nen der Proteine nach ihrem Molekulargewicht. Nach dem Zusammenbauen der Gel-
kammer wurde zunachst das Trenngel gegossen. Die Polymerisation des Trenngels
wurde nach Zugabe von TEMED (Tetramethylethylendiamin) und APS
(Ammoniumpersulfat) gestartet. Anschlieend wurde zum Nivellieren, Isopropanol auf
das gegossene Trenngel pipettiert. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das Isop-
ropanol abpipettiert und das Sammelgel auf das auspolymerisierte Trenngel gegossen.
Nach Aktivierung der Polymerisation des Sammelgels durch TEMED und APS wurde
ein Kamm eingesetzt, der Geltaschen bildet, die spater mit den Proben beladen werden
kénnen. Nach Vorbereiten des Gels wurde die fertige Gelkammer in eine Laufwanne
gestellt und mit Laufpuffer aufgefillt. Der Marker Proteinstandard V (10-250 kDa) und
die aufgekochten Proben wurden aufgetragen. Zum Fokussieren der Proben im Sam-
melgel, wurden zun&chst 180 Volt und 15 mA fur 15 min eingestellt. Das Auftrennen der
Proben nach Proteingréf3e erfolgte bei 30 mA und 180 V fir circa 2 h im Trenngel.

Nach dem Auftrennen der Proteine, wurden die Proben auf eine Nitrocellulosemembran
Ubertragen. Dafur wurde die PVDF-Membran in Methanol aktiviert und die Proteine von

dem Polyacrylamid-Gel mittels einer Blotting Kammer auf die Membran bei 100 V, 500
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mA fur 50 min transferiert. Die Proteine wurden durch nochmaliges Eintauchen in Me-
thanol fixiert. Die Membran wurde anschliel3end mit Wasser gewaschen. Um unspezifi-
sche Antikdrperbindungen an die Proteine zu verhindern, erfolgte die Blockierung mit-
tels 5%igen Milchpulver Losung. Nach dreimaligem Waschen fir je 5 min mit Wasch-
puffer wurde die Membran mit dem ersten Antikdrper bei RT, in einer speziell fur jeden
Antikdrper ausgetesteten Verdinnung (1:1000-1:5000) fur 1h bzw. bei 4°C Uber Nacht
inkubiert. Nach Inkubation erfolgt ein dreimaliges Waschen a 10 min mit Waschpuffer.
Anschlie3end wurde die Membran mit einem an Peroxidase gekoppelten Sekundaranti-
korper (1:1000-1:5000) fur 30-90 min bei RT inkubiert. Nach erneutem dreimaligen Wa-
schen a 10 min und Zugabe eines Peroxidase Substrats, erfolgte die Auswertung mit
dem ChemiDoc XRS+ imaging system, durch Detektion der emittierten Chemilumines-
zenz.

Der Blot wurde mit dem Image Lab Programm (BioRad) ausgewertet.

4.2.3 Immunprazipitation

Die Immunpréazipitation dient dazu selektierte Proteine spezifisch anzureichern. Es wur-
den Sepharosekigelchen (beads) verwendet, an die mit Hilfe von Protein G, spezifische
Antikdrper gekoppelt wurden, um die Spaltfragmente von EpCAM anzureichern, welche
massenspektrometrisch analysiert werden sollten. Aul3erdem wurden auch Sepharose-
kiigelchen mit dem Protein A verwendet, weil die Affinitat des Fc-Teils von hEpEx-Fc
dazu groRer ist.

Zunachst wurden die Sepharosekigelchen mit eiskalten PBS Puffer gewaschen und
abzentrifugiert, um enthaltenes Konservierungsmittel zu entfernen. Anschlie3end wur-
den die equilibrierten Kigelchen zu dem Medium bzw. zum Zellysat hinzugegeben und
Uber Nacht bei 4 °C unter Drehung inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte eine Abzentrifu-
gation bei 280 g mit anschlieRendem Abpipettieren des Uberstands. Daraufhin erfolgte
ein dreimaliges Waschen mit eiskalten PBS.

Schlief3lich wurden die Proteine mit 20 yl Lammli Puffer bei 95°C fur 5 min aufgekocht
bzw. mit saurem Glycinpuffer (100 mM; pH 2,5) inkubiert. Dadurch wurden die Proteine

durch Denaturierung von den Sepharosektigelchen eluiert.

4.2.4 Analyse von Oberflachenproteinen mittels Durchflusszytometrie

Benottigte Reagenzien:

FACS-Puffer: PBS mit 5% FKS
Propidiumiodid (PI)-Farbel6sung: PBS mit 5% FKS;1 pg/ml Propidiumiodid
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Die Durchflusszytometrie wird unter anderem zum spezifischen Nachweis von Protei-
nen, an der Zellmembran verwendet.

Nach dem Lésen der Zellen mittels Trypsin wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewa-
schen, abzentrifugiert und der Uberstand abpipettiert. AnschlieRend wurden die Zellen
mit dem ersten Antikdrper (1:50 in 50 yl FACS Puffer) fur 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Zellen wurden abzentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und es wurde 3
Mal mit 100 ul FACS Puffer gewaschen. Es erfolgte die Inkubation mit einem Sekun-
darantikdrper (1:50 in 50 pyl FACS Puffer), an welchen FITC (Fluorescein Isothiocyanat)
konjugiert war, fir 15 min bei RT. Die Zellen wurden erneut abzentrifugiert und mit 100
ul FACS Puffer 3 Mal gewaschen. Nach der letzten Zentrifugation wurden die Zellen in
500 ul FACS-Puffer resuspendiert, welches 2 ul Pl (Propidiumiodid) enthélt, um tote
Zellen anzufarben, die spater aus der Analyse herausfallen. Als Negativkontrolle wer-
den Zellen direkt mit dem 2. Antikorper fur 15 min bei RT inkubiert. Die Analyse der be-
handelten Zellen erfolgte mit dem Durchflusszytometer von BD FACS-Calibur bzw.
CyFlow®Cube 8. Ausgewertet wurde mittels CellQuest Pro bzw. FlowJo, wobei die
Messdaten der gegateten lebenden Zellen durch die entsprechende Negativkontrolle
dividiert wurde, um die Werte der verschiedenen Zelllinien miteinander vergleichen zu

kdnnen.

4.2.5 Aufreinigung des humanen EpEX-Fc Konstrukts

Nach Generierung einer stabilen HEK293 hEpEX-Fc Zelllinie erfolgte die Aufreinigung
des hEpEX-Fc Fusionsprotein aus dem Zellkulturtiberstand durch eine Affinitatschroma-
tographie, da die Zellen das Protein hEpEx-Fc sezernieren. Die Zellen wurden auf 15
Platten (Durchmesser=20 cm) mit einem Endvolumen von 25 ml Medium/Platte ausplat-
tiert. Nach Erreichen einer 70%igen Konfluenz wurde das Medium abpipettiert und fri-
sches Medium mit Ultra low IgA FKS dazugegeben. Nach funftagiger Inkubation ohne
Mediumwechsel erfolgte die Uberfilhrung des Uberstands in 50 ml Falcon GefaRRe. Der
Uberstand wurde bei 4°C und 10.000 rpm fiir 20 min abzentrifugiert, um restliche Zellen
zu Entfernen. Es wurden die Proteaseinhibitoren Pepstatin, Leupeptin und Aprotinin
hinzupipettiert, um den Abbau des Konstrukts zu verhindern. Erneut wurden die Falcons
fir 20 min bei 4°C und 10000 rpm abzentrifugiert. Die Uberstande wurden Gber einen
Faltenfilter in einen Erlenmeyerkolben filtriert und bei 4°C gelagert.

Fur die Affinitatschromatographie wurden spezifische Saulen mit Agarose A befullt und
anschlieBend mit 50 ml PBS gewaschen. Das konditionierte Medium wurde tber die

Agarose A enthaltende Saule laufen gelassen. AnschlielRend wurde die Agarose A mit
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50 ml PBS gewaschen. Das hEpEX-Fc Produkt wurde mit 4 ml, 20 mM Natriumcitratlo-
sung (pH 2,4) in 4 Eppendorfgefalle (1,5 ml) eluiert. Der pH-Wert wurde mit einem pH
Papier bestimmt und mit NaOH auf pH 7 eingestellt. Nach Vortexen wurde der Inhalt
der Eppendorfgefalie in Zentrifugenfilterrohrchen tberfihrt und bei 4°C und 5000 rcf far
17 min zentrifugiert. Das Protein bleibt im Filter und wird in 1 ml HBSS (kalziumfrei) ge-
|6st. Es folgte die Konzentrationsbestimmung mittels BCA-Assay Kit und die Visualisie-

rung mittels Western Blot diente als Ergebniskontrolle.

4.2.6 Bestimmung der Schnittstellen von humanen EpCAM

Bendtigte Reagenzien:

Glycinpuffer: 100mM Glycin, pH 2,5
TRIS Puffer: 100mM TRIS, pH 8

4.2.6.1 Extrazellulare Schnittstellen

Um die extrazellularen Schnittstellen von humanem EpCAM ohne weiteren tryptischen
Verdau massenspektrometrisch bestimmen zu kénnen, wurden HEK293, FaDu und
HCT-8 Zellen mit einem humanen EpCAM Konstrukt (hEpCAM-TF) stabil transfiziert. Es
enthalt 42 Aminosauren N-terminal der Transmembrandoméne, direkt nach Gluta-
mat??3, eine TEV (Tobacco Etch Virus) Proteasen-spezifische Spaltsequenz und da-
rauffolgend ein FLAG Epitop (DYKDDDDK) (Hopp et al., 1988). Die Vermehrung der
Zellen nach Selektion erfolgte durch Ausplattieren auf funf Zellkulturplatten (d=20 cm).
Das Konstrukt hEpCAM-TF wird gespalten und der N-terminale Anteil in den Zellkultu-
riberstand freigesetzt. Bei Erreichen einer 100%igen Konfluenz wurde das Medium er-
neuert. 24 Stunden danach erfolgte eine Aufreinigung des abgespalteten N-terminalen
Fragments mittels 30 yl FLAG-Beads (Sigma-Aldrich) unter Rotation bei 4 °C Uber
Nacht aus 50 ml Zellkulturiberstand. Vor der Immunprazipitation erfolgte eine Zentrifu-
gation (280 g, 5 min, 4 °C) des Uberstands, um restliche Zellen zu entfernen. Am
nachsten Morgen wurden die FLAG-Beads dreimal mit eiskaltem PBS und zweimal mit
eiskaltem Wasser gewaschen. Anschlie3end erfolgte die Eluierung der Fragmente mit
40 pl Glycinpuffer (100 mM, ph 2,5) fir 20 min auf Eis. Anschliel3end wurde der Ansatz
fir 5 min bei 280 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues Eppen-
dorfgefal® tberfuhrt und durch Zugabe von 200 pl TRIS (100 mM, ph 8) neutralisiert.
Der grof3te Teil des hEpEx Fragments, welches sich N-terminal der Schnittstellen befin-
det, konnte anschlieend mittels TEV Protease, entsprechend dem Protokoll des Her-

stellers (AcTEV™Protease, Invitrogen), abgespalten werden. Dabei spaltet die TEV
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Protease zwischen Glycin (G) und Asparaginsaure (D). Die entstandenen Fragmente
wurden mittels 15 pl FLAG-Beads bei 4°C flr 4 h unter Rotation aufgereinigt. Die FLAG
Kigelchen wurden dreimal mit eiskaltem PBS und zweimal mit eiskaltem Wasser ge-
waschen. Es folgte die Eluierung durch 10 ul 4-Hydroxy-a-Cyanozimtsdure-gesattigter
Losung. Die weitere Analyse der Fragmente erfolgte mittels MALDI-ToF Gerat (Matrix-
Assisted Laser Desorption-Time of Flight; Voyager-DE STR, Applied Biosystems). Aus-
gewertet wurden die Daten mit dem Computerprogramm Data Explorer 4.3 (Applied

Biosystems Inc., Waltham).

4.2.6.2 Transmembrane Schnittstellen

Bestimmung der y-Schnittstellen

HEK293, FaDu und HCT-8 Zellen wurden mit dem Myc-C-terminalen-Fragment-FLAG-
TEV-YFP Konstrukt stabil transfiziert. Es wurden jeweils 3x10° Zellen ausplattiert. Bei
100%iger Konfluenz erfolgte ein Mediumwechsel. Nach 24 h wurde der Uberstand ab-
pipettiert und abzentrifugiert. Die nach Spaltung durch die y-Sekretase entstandenen N-
terminalen Fragmente befanden sich im Zellkulturiiberstand. Die Aufreinigung erfolgte
mittels Immunprazipation unter Verwendung cMyc-spezifischer Antikdrper aus dem
Zellkulturtiberstand (50 ml). Daflir wurden die cMyc-spezifischen Antikdrper zunachst 3
Mal mit eiskalten PBS gewaschen, zur Equilibrierung und danach zu dem Zellkultu-
riberstand dazu gegeben. Die Inkubation erfolgte Gber Nacht bei 4 °C unter Rotation.
Anschliel3end wurden die Klgelchen gewaschen (dreimal mit eiskalten PBS und zwei-
mal mit eiskaltem Wasser) und massenspektrometrisch analysiert. Ausgewertet wurden
die Daten mit dem Computerprogramm Data Explorer 4.3 (Applied Biosystems Inc.,
Waltham).

Bestimmung der e-Schnittstellen

Die Bestimmung der ¢-Schnittstellen erfolgte aus dem Zelllysat der stabil transfizierten
HEK293, FaDu und HCT-8 Zellen mit dem Myc-C-terminalen-Fragment-FLAG-TEV-
YFP Konstrukt. Es folgte eine Immunprazipitation, wie in 4.2.3 beschrieben, der intrazel-
luldren Fragmente aus 4000 ug des Zelllysats mittels 30 yl GFP Trap. Anschlielend
erfolgte ein TEV Verdau nach Protokoll des Herstellers. Durch nochmalige Immunprazi-
pitation mit 15 pul FLAG-Beads wurden die gesuchten Fragmente aufgereinigt und konn-
ten massenspektrometrisch analysiert werden. Die Auswertung erfolgt mit Hilfe von Da-

ta Explorer 4.3 (Applied Biosystems Inc., Waltham).
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4.3 Mikrobiologische Methoden

Verwendete Reagenzien:

LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH 7,2
Agar-Platten: 1,5% Agar/Liter LB Medium
Antibiotikakonzentrationen: Ampicillin 50 pg/ml, Kanamycin 30 pg/ml

100 mM KCI; 50 mM MnCI2; 30 mM KAc; 10 mM
TfB I-Puffer CaCl2, 15% Glycerin; pH =5,8

10 mM MOPS; 10 mM KCI; 75 mM CaCl2; 15%
TfB Il-Puffer Glycerin; pH 7,0

4.3.1 Bakterienkultivierung und -konservierung
Die Kultivierung von Bakterien erfolgte nach Auftauen eines Aliquots des DH1083
Stammes in Luria Broth Medium (LB) im Schiittler (225 Upm) bei 37°C tber Nacht.

Eingefroren wurden die Bakterien unter Zugabe von 15%igen Glycin bei -80°C.

4.3.2 Herstellung kompetenter Bakterien

Die Herstellung von transformationskompetenten E.coli-Stammen erfolgte nach dem
Protokoll von Hanahan (Hanahan, 1983). Dafiur wurden 200 ml LB-Medium mit einer 5
ml Ubernachtkultur von E. coli angeimpft. Bei Erreichen einer optischen Dichte
(OD600nm) zwischen 0,3-0,6 wurde die Bakteriensuspension auf Eis heruntergekinhlt
und nacheinander mit den Puffern TfBI und TfBIl gewaschen. AnschlieBend wurden die
Bakterien nach Zugabe von 15%igen Glycin in flissigen Stickstoff schockgefroren und
bei -80 °C gelagert.

4.4 Zellbiologische Methoden

Verwendete Reagenzien:

PBS: 8,0 g NaCl; 0,2 g KCI; 1,15 g Na2HPO4; 0,2 g KH2PO4 in 1 | H20
HEK 293 Medium: DMEM, 10%FKS, 1%Streptomycin/Penicillin (100 pg/ml/ 100 U/ml)
FaDu Medium: DMEM, 10%FKS, 1%Streptomycin/Penicillin (100 pg/ml/ 100 U/ml)
HCT-8 Medium: DMEM, 10%FKS, 1%Streptomycin/Penicillin (100 pg/ml/ 100 U/ml)
Selektionszusatz bei Vektor

141-pCAG-3SIP Zelltypspezifisches Medium + Puromycin (1 pyg/ml)
Selektionszusatz bei Vektor

PS521 MCS-Fc Zelltypspezifisches Medium + G418 (1,25 mg/ml)

Einfriermedium: 50%DMEM, 40% FKS, 10% DMSO
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4.4.1 Kultivierung und Konservierung der Zellen

Alle Zellen wurden in einer 5%igen CO2 Atmosphére, bei 37 °C und 95%iger Luftfeuch-
tigkeit kultiviert. Die Zellkulturarbeit erfolgte unter einer sterilen Werkbank unter Ver-
wendung von sterilen Verbrauchsmaterialien und Losungen. Wenn nicht anders be-
schrieben, wurden die Zentrifugationsschritte bei 280 g fur 5 min bei RT durchgefuhrt.
Zum Erhalt einer 60-70%igen Konfluenz in T75-Zellkulturflaschen wurden die Zellen alle
2-3 Tage gesplittet. Sie wurden mit PBS gewaschen, um das verbliebene FKS zu ent-
fernen und 6-8 Minuten mit 0,05%iger Trypsin/EDTA L6sung inkubiert, um sie von der
Zellkulturflasche zu I6sen. Gestoppt wurde die Reaktion durch Zugabe von FKS. Die
Zellen wurden im Verhaltnis 1:4-1:30 verdinnt. Die Zellen wurden resuspendiert und es
wurde zellltypspezifisches Medium hinzugegeben bis zu einem Endvolumen von 15 ml.
Die Konservierung der Zellen erfolgte nach Abernten der Zellen. Sie wurden in 1 ml Ein-
friermedium resuspendiert, anschlielend in 1,8 ml Kryogefald tberfihrt und bei -80 °C
eingefroren.

Bei Rekultivierung wurden die Zellen aufgetaut und abzentrifugiert, um das Uberstehen-
den Einfriermedium zu verwerfen. Anschlieend wurden sie mit frischem Medium in
Zellkulturflaschen ausgeséat. Nach 24 Stunden wurde das Medium gewechselt, um nicht

adharente Zellen zu verwerfen.

4.4.2 Zellzahlbestimmung

20 pl Zellsuspension wurden 1:1 mit Trypanblau resuspendiert, um lebende von toten
Zellen unterscheiden zu kénnen. Ausgezahlt wurde mittels einer Fuchs-Rosenthal Zahl-
kammer. Die exakte Zellzahl wurde mit der Formel bestimmt:

Zellen/ml= (gezéahlte Zellen/ Anzahl der gez&hlten Quadrate) x 2 x 5000

4.4.3 Transfektion durch MATra (Magnet-Assisted Transfection)

Als Transfektion wird das Einbringen von DNA in den Zellkern von eukaryotischen Zel-
len in Form von Plasmiden bezeichnet (4.1.2 Herstellung von Plasmiden).

Die Transfektion der HEK293, FaDu und HCT-8 Zellen erfolgte mit dem MATra-
Reagenz (Magnet-Assisted Transfection). Die Zellen wurden dafur in einer 6-Well Platte
ausplattiert und kultiviert bis sie eine 60%ige Konfluenz erreichten. Der Transfektions-
ansatz bestand aus 1 ml Serum-freiem DMEM, 1 ug Plasmid und 1 pyl MATra-A, was
vor Gebrauch gevortext wurde. Der Ansatz wurde ftr 20 min bei RT inkubiert, sodass
sich die magnetischen MATra Kigelchen an das Plasmid anlagern konnten. Der Ansatz
wurde auf die Zellen gegeben. AnschlielRend wurde das 6-Well auf eine Magnetplatte

49



4. Methoden

im Inkubator bei 37 °C fur 15 min gestellt. Nach 24 h wurde das Medium erneuert. Die

Selektion wurde mit entsprechendem Selektionsantibiotikum durchgefuhrt.

4.4.4 Generierung eines zellularen Knockouts mittels CRISPR-Cas9 Technologie
Um die genaue Funktion von Proteinen zu untersuchen, werden unter anderem geneti-
sche Knockout-Mutanten in vitro und in vivo verwendet. Mittels CRISPR-Cas9 Techno-
logie lassen sich zellulare Knockout Modelle herstellen (4.1.3 Grundlagen des Genome-
Engineering-Systems CRISPR-Cas9).

4.4.4.1 Transfektion des CRISPR-Cas9 Konstrukts

Um eine ausreichende Menge an Zellen zu generieren, wurden sieben T75 Zellkultur-
flaschen kultiviert, bis jeweils eine Konfluenz von 60-70% erreicht wurde. Sechs Fla-
schen wurden transfiziert, eine Flasche diente als spatere Negativkontrolle. Die Trans-
fektion erfolgte mittels MATra (4.4.3 Transfektion durch MATra (Magnet-Assisted Trans-

fection)) 36 h vor dem Sorten der Zellen.

4.4.4.2 Isolierungen der transfizierten Zellen

36 h nach der Transfektion wurden die Zellen unter einem Fluoreszenzmikroskop, zur
Uberprifung der Transfektion, angeschaut. Transfizierte Zellen leuchteten griin, auf-
grund des im CRISPR-Cas9 Plasmid enthaltenen griinen Fluoreszenzproteins GFP
(Abbildung 6). Die Zellen wurden geerntet. Die GFP-positiven Zellen wurden mittels
FACSaria Durchflusszytometer angereichert und anschlieBend in ein neues medium-
haltige Falcon Gefal® (15 ml) Uberfihrt.

4.4.4.3 Generierung von Einzelzellklonen (single cell clones) und Identifizierung
zellularer Knockouts

Die CRISPR-Cas9 transfizierten Zellen wurden abzentrifugiert und in 2 ml frischem Me-
dium resuspendiert. Anschlielend wurden die Zellen gezahlt und in 96-Well Platten mit
einer Dichte von 0,5 Zellen/Well ausplattiert.

Die Zellen wurden kultiviert und je nach Konfluenz zunachst in 24-Well Platten und spa-
ter in 6-Well Platten tberfuhrt.

Bei ausreichender Menge, wurde jeweils ein Anteil der verschiedenen Einzelzelllinien
mit hEpCAM Antikdrper inkubiert und mittels Durchflusszytometrie analysiert, um die
Expression von hEpCAM zu bestimmen (4.2.4 Analyse von Oberflachenproteinen mit-
tels Durchflusszytometrie).
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4.4.5 Adhéasionsassay

Der Adhasionsassay dient dazu das Adhasionspotenzial von Zellen zu charakterisieren.
Da EpCAM als kalziumunabhéngiges Adhasionsprotein beschrieben wurde, wurde der
Adhasionsassay unter kalziumreichen Bedingungen und unter Kalziumentzug durchge-
fuhrt.

4.45.1 Zell-Matrix-Adhasionsassay mit und ohne Kalzium

Es wurden 96-Well Platten (flacher Boden) mit 50 uyl Matrigelldsung/Well beschichtet
und Gber Nacht bei 37 °C in einen Inkubator gestellt. Das Matrigel dient als Modell der
extrazellularen Matrix (Benton, Kleinman, George, & Arnaoutova, 2011). Am néachsten
Tag wurden die zu untersuchenden Zellen mit PBS gewaschen und gezahlt. Pro Well
wurden 20.000 Zellen verwendet. Es wurde Calcein AM (Acetoxymethylester) 2 ul/ml zu
3 ml FKS freien Medium hinzupipettiert. Zum Anfarben der Zellen wurden die entspre-
chenden Zellmengen in der 2 yM Calcein-haltigen Lésung resuspendiert. Calcein AM ist
ein fluoreszierendes Acetomethoxy Derivat von Calcein, womit lebende Zellen ange-
farbt werden (Akeson & Woods, 1993). Die Zellen wurden fir eine Stunde bei 37 °C im
Zellkulturschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen dreimal mit PBS gewa-
schen zur Entfernung des restlichen Calcein AM. Daraufhin wurden sie in Adhéasions-
medium resuspendiert und 20.000 Zellen/Well in einem Volumen von 50 pl auf die mit
Matrigel beschichteten 96-Well Platten ausplattiert. Die als Hintergrundkontrolle dienen-
den Wells blieben zellfrei. Der Adhasionsassay dauerte 2 h bei 37 °C im Inkubator. An-
schlieBend wurden die Wells zwei Mal mit 200 yl PBS/Well gewaschen. Dabei wurde
die zu waschende Kulturplatte auf eine andere 96-Well Platte mit 200 pyl PBS/Well ge-
legt und zwei Mal gedreht. Die Zellen, welche als Positivkontrolle dienten, wurden nicht
gewaschen. Nach Waschen der Zellen wurde das Volumen in den gewaschenen Wells
mit 50 pl aufgeflllt. Nun wurden alle Zellen mit 50 ul Lysispuffer lysiert. Schlussendlich
wurde die durch die Lyse freigesetzte Calcein Fluoreszenz mittels Victor Wallac Geréat
gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels Microsoft Excel.

Zur Durchfuihrung des kalziumfreien Zell-Matrix-Adh&sionsassay wurden die Zellen ge-
erntet, gezahlt und 20.000 Zellen auf eine 10 cm Petrischale fir 24 h in Zellkulturmedi-
um kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium verworfen und die Zellen wurden drei-
mal mit einem PBS/EDTA Gemisch gewaschen, um restliches Kalzium zu entfernen. Es
wurde 5 ml kalziumfreies Medium zu den gewaschenen Zellen dazugegeben und tber
Nacht kultiviert. Gleichzeitig wurden Matrigel-beschichtete 96-Well Platten vorbereitet.

Am né&chsten Tag wurden die Zellen gezahlt (20.000 Zellen/ Well), gewaschen und fir
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eine Stunde bei 37 °C in einer 2 yM Calcein AM Losung, welche kein Kalzium enthielt
inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen abzentrifugiert und dreimal mit
PBS gewaschen. Es wurden 20.000 Zellen/ Well, aul3er auf die als Hintergrundkontrolle
dienenden Wells, ausplattiert. Die Inkubationszeit dauerte 2 h bei 37 °C. Anschliel3end
wurden die Well Platten zweimal mit 200 yl PBS/Well gewaschen unter Zuhilfenahme
einer zweiten 96-Well Platte gewaschen. Nach Waschen der Zellen wurde das Volumen
in den gewaschenen Wells mit 50 pl aufgefullt. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert
und mittels Victor Wallac Fluoreszenz Gerat ausgelesen. Die Auswertung erfolgte mit-

tels Microsoft Excel Software.

4.4.5.2 Zell-Zell-Adh&sionsassay mit und ohne Kalzium
Es wurden 5x108 Zellen/Well ausplattiert und tber Nacht in Medium kultiviert. Am
nachsten Morgen wurde mikroskopisch tberpruft, ob die Zellen zu 100% konfluent wa-

ren. Das weitere Prozedere entspricht dem in 4.4.5.1 beschriebenen Vorgehen.

Fir das kalziumfreie Zell-Zell-Adhasionsassay wurden 5x108 Zellen/Well ausplattiert
und Uber Nacht kultiviert. AnschlieRend wurde das Medium verworfen, die Zellen mit
PBS/EDTA gewaschen und kalziumfreies Medium hinzugegeben. Nach 24 h wurde das
Medium nochmals verworfen, die Zellen gewaschen und die entsprechenden Calcein
AM-markierten Zellen ausplattiert. Das weitere Prozedere entspricht dem in 4.4.5.1 be-

schriebenen Vorgehen.
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5. Ergebnisse

Spaltung von humanem EpCAM

EpCAM wird in Karzinomzellen und HEK293 durch eine regulierte intramembrane Pro-
teolyse (RIP) gespalten, welche sich in eine extrazellulare und eine transmembrane
Spaltung unterteilen Iasst. Dabei entstehen bei der ersten Spaltung, durchgefihrt durch
BACE1 bzw. Metalloproteasen, unterschiedlich grolRe membranstandige CTF Fragmen-
te, sowie verschieden grof3e hEpCAM Ektodomanen. Die zweite Spaltung durch die y-
Sekretase, lasst sich in einen y-Schnitt und in einen g-Schnitt unterteilen. Der y-Schnitt
fuhrt zur Generierung von AB-ahnlichen Fragmenten und der e-Schnitt setzt intrazellula-
ren EpICD Fragmente ins Zytosol frei (Abbildung 8). Die genauen Schnittstellen auf
Ebene der Aminosauren wurden bisher nur fur murines EpCAM beschrieben
(Hachmeister et al., 2013).

EpEx AB-ahnliches Fragment
EpCAM ——M— _>
CTF EpICD
N N
EpEx
N

T AB-ahnliches Fragment

Extrazellular
1. Spaltung aP> 2. Spaltung
—> B —

Y
Zellmembran
ep
Intrazellular
C C
- EpICD
C

Abbildung 8: Spaltung von EpCAM

Schematische Darstellung der regulierten intramembranen Proteolyse (RIP), sowie der dabei
generierten Spaltprodukte. Die 1. Spaltung fihrt zur Freisetzung von extrazellularen EpCAM-
Ektodoménen (EpEx) und zur Generierung von membranstandigen C-terminalen Fragmenten
(CTF). Dabei wird die 1. Spaltung entweder durch eine ADAM Protease (a) oder die BACE1
Protease (B) durchgefihrt. Die 2. Spaltung wird durch die y-Sekretase durchgefihrt und lasst
sich in eine y-Spaltung und eine ¢-Spaltung untergliedern. Bei der y-Spaltung entstehen AB-
ahnliche Fragmente, wobei bei der e-Spaltung EplCD-Fragmente generiert werden.
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5.1 Extrazellulare Schnittstellen

Der erste und geschwindigkeitsbestimmende Schritt der EpCAM Prozessierung ist die
extrazellulare Spaltung. Um diese Schnittstellen auf Aminosaurenebene zu charakteri-
sieren, wurden zunachst EpCAM-negative HEK293 Zellen mit einer humanen EpCAM
Variante (hEpCAM-TF) stabil transfiziert. Die durch die Spaltung entstehenden Frag-
mente wurden mittels Massenspektrometrie analysiert und durch den Vergleich mit den
theoretisch errechneten Massen, konnten die spezifischen Schnittstellen identifiziert
werden (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des hEpCAM-TF Konstrukts
Darstellung der Fragmente, welche fir die a-Schnittstellen bzw. B-Schnittstellen mittels Mas-
senspektrometer (MS) analysiert werden.

Die EpCAM Variante hEpCAM-TF besteht aus dem nativen humanen EpCAM und ent-
halt 42 Aminoséuren vor der Transmembrandoméne N-terminal eine Tobacco Etch Vi-
rus (TEV)-Erkennungssequenz und darauffolgend ein FLAG-Epitop (Abbildung 9). Der
Abstand von der Transmembrandomane betragt 42 Aminosauren, da die meisten RIP-
assoziierten Sekretasen extrazellular innerhalb von 30 Aminosauren proximal zur
Transmembrandoméne schneiden (Brown et al., 2000; Lichtenthaler et al., 2011). Wei-
terhin kann man den grof3ten Teil der resultierenden Ektodomane EpCAMs durch die
TEV Protease abspalten und erhalt dadurch Fragmente, welche nicht glykosyliert und
klein genug sind, um sie direkt massenspektrometrisch ohne weiteren tryptischen Ver-

dau zu untersuchen. HEpCAM-TF wurde mittels zwei Stufen PCR generiert.

Die stabile Expression von hEpCAM-TF in HEK293 Zellen an der Zellmembran wurde
mittels anti-hEpCAM und anti-FLAG spezifischen Antikorpern durch das Durchflusszy-
tometer bzw. im Zelllysat mittels Western Blot bestatigt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Expressionsnachweis des hEpCAM-TEV-FLAG Konstrukts

(A) Western Blot: (Oben) Expressionsnachweis von hEpCAM-TF im Zelllysat von HEK293 WT,
HEK293 ApCAG (Kontrollvektor) und HEK293 EpCAM-TF mittels anti-hEpCAM Antikorper.
GAPDH diente als Ladekontrolle. (Unten) Die Expression von hEpCAM-TF an der Zelloberfla-
che, wurde mittels Durchflusszytometrie und anti-hEpCAM spezifischen Antikdrper bestimmit.
(B) Western Blot: (Oben) Expressionsnachweis von hEpCAM-TF im Zelllysat von HEK WT,
HEK ApCAG (Kontrollvektor) und HEK EpCAM-TF mittels anti-FLAG Antikérper. GAPDH diente
als Ladekontrolle. (Unten) Die Expression von hEpCAM-TF an der Zelloberflache, wurde mittels
Durchflusszytometrie und FLAG-spezifischen Antikdrper bestimmt.

Nach stabiler Expression von hEpCAM-TF in HEK293 wurden die spezifischen Schnitt-
stellen auf Ebene der Aminosauren identifiziert. Nach 24 h wurde aus dem Zellkultu-
riberstand, mittels Sepharose Kugelchen, an welche ein FLAG-spezifischer Antikdrper
gekoppelt war, die abgespaltenen Ektodomanen immunprazipitiert. Der groRte Teil der
extrazellularen Doméane kann N-terminal mittels TEV-Verdau entfernt werden (siehe
schematische Darstellung in Abbildung 9). Die Schnittstelle der TEV-Protease ist zwi-
schen Glycin (G) und Asparaginsdure (D) innerhalb der TEV-Erkennungssequenz
(ENLYFQG/D) lokalisiert. Die resultierenden kleinen Fragmente wurden mittels FLAG-
Antikorper angereichert und waren nun klein genug, um mittels MALDI-ToF Massen-
spektrometrie ohne weiteren tryptischen Verdau detektiert zu werden. Die gemessenen
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Masse/Ladung (m/z) Werte im Massenspektrometer wurden mit den theoretisch be-
rechneten Werten aus der Aminosaurensequenz verglichen und die Differenz daraus
gebildet. Bei einem Differenzwert von < 5 Da war die Schnittstelle identifiziert. Die mas-
senspektrometrischen Messungen wurden in drei voneinander unabhéngigen Experi-
menten durchgefiihrt und jeweils mit den theoretischen Werten verglichen. Im MS
Spektrum der hEpCAM-TF transfizierten HEK293 Zellen wurden im Vergleich zu
HEK293, welche mit dem Leervektor ApCAG transfiziert wurden, drei prominente Peaks
detektiert: a1, a2 und B mit den Massen 3346,88 Da, 3442,8 Da und 4118,38 Da
(Abbildung 11 A). Um die Schnittstellen in hEpCAM positiven Zellen zu Reproduzieren,
wurde hEpCAM-TF stabil in FaDu (Hypopharynxkarzinome) und HCT-8 (Kolonkarzi-
nom) transfiziert. Nachdem die Zellen konfluent gewachsen waren, wurde der Zellkultu-
ruberstand nach 24 h mit FLAG-Beads uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die aufgereinigten
Ektodomanen wurden mittels TEV-Protease behandelt, um anschlielend die beim Ver-
dau entstandenen kleinen Fragmente, mittels FLAG-Beads anzureichern. Die angerei-
cherten Fragmente wurden im Massenspektrometer analysiert. Es konnten dieselben
a1, az und B Peaks wie in den HEK293 Zellen nachgewiesen werden. Zusatzlich zeigte
sich in allen Spektren ein # Peak, welcher keiner Peptidlange EpCAMs zugeordnet
werden konnte. Die * Peaks konnten unterschiedlichen Peptidlangen EpCAMs zuge-
ordnet werde. Dabei zeigen die * Peaks, dass eine Aminosaure nach der anderen ab-

gespalten wird, héchstwahrscheinlich durch unspezifische Proteasen. (Abbildung 11 B).
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Abbildung 11: Bestimmung der extrazellularen Schnittstellen von hEpCAM auf Ebene der
Aminosauren.

A) Reprasentatives Massenspektrum aufgereinigter Ektodoménen aus dem Uberstand von HEK
ApCAG und HEK293 EpCAM-TF nach TEV Verdau und FLAG IP, mit Darstellung von zwei a-
und einer B Schnittstelle, sowie weiteren Spaltstellen (*) und (#). (B) Reprasentatives Massen-
spektrum aus dem Uberstand von FaDu und HCT-8, mit Darstellung von zwei a- und einer B
Schnittstelle, sowie weiteren Spaltstellen (*) und (#). (C) Tabellarische Auflistung der Ladung
der identifizierten Peptide, sowie die Differenzen zwischen gemessenen und theoretisch be-
rechneten Werten.

Die Substrate der RIP werden haufig durch die a-Sekretasen ADAM 10 und 17 (A Disin-
tegrine And Metalloprotease) und durch die B-Sekretase BACE1l (Beta-site APP
Cleaving Enzyme 1) gespalten. Die Charakterisierung der beteiligten Sheddasen erfolg-
te unter Verwendung von spezifischen ADAM und BACE1l Proteaseinhibitoren wie
GI254023X und C3, wohingegen die Kontrollbehandlung mit DMSO erfolgte, was als
Losungsmittel flr die Inhibitoren diente.

Die Peaks a1 und a2 lassen sich den Aminosauren Schnittstellen Aspartat?*® / Prolin?3
und Prolin®*/Glyzin®*® zuordnen. Nachdem HEK293 hEpCAM-TF Zellen mit dem ADAM
Protease Inhibitor G1254023X fiir 24 h behandelt wurden, waren beide a Peaks im Ver-
gleich zum B-Peak reduziert. Die Behandlung der HEK293 Zellen mit dem ADAM Pro-
tease-induzierenden Phorbol Ester PMA flihrte zu einer Zunahme der a1 und a2 Peaks.
Somit lassen sich die Peaks den ADAM-assoziierten a1 und az Schnittstellen zwischen
Aspartat?*3/ Prolin?** und Prolin?*4/Glyzin?*> zuordnen (Abbildung 12 A).

Zur ldentifizierung der BACE1-spezifischen Schnittstellen wurden HEK293 Zellen mit
dem B-Sekretase Inhibitor C3 fur 24 h behandelt. Dabei entspricht der B-Peak der
Schnittstelle zwischen den Aminosauren Tyrosin?°9/Tyrosin?>1. Neben den drei zuord-
enbaren prominenten Peaks wurden ebenfalls kleinere Peaks detektiert (*), welche
wahrscheinlich durch proteolytische Abspaltungen durch Endopeptidasen generiert
wurden, da sie den theoretischen berechneten Massen ausgehend von Tyrosin?° Rich-
tung C-Terminus zugeordnet werden konnten. Ein Peak (#) konnte keinem theoreti-

schen Wert zugeordnet werden (Abbildung 12 B).
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Abbildung 12: Charakterisierung der Proteasen, welche an der Spaltung von hEpCAM
beteiligt sind.

(A) Identifikation der ADAM Schnittstellen: Reprasentatives Massenspektrum aus dem Uber-
stand von HEK293 EpCAM-TF, welche mit DMSO, G1254023X und PMA vorbehandelt wurden.
(B) Identifikation der BACE1-Schnittstelle: Reprasentatives Massenspektrum aus dem Uber-
stand von HEK293 EpCAM-TF, welche mit DMSO und C3 vorbehandelt wurden.

Die Zuordnung der extrazellularen Schnittstellen von murinem und humanem EpCAM
zeigt, dass die BACE1-Schnittstellen zwischen Tyrosin?>/Tyrosin?5! konserviert ist, wo-
hingegen sich die ADAM-Schnittstellen von mEpCAM und hEpCAM unterscheiden. Sie
befinden sich in humanen EpCAM néher an der Transmembrandomane, im Vergleich
zu mEpCAM (Abbildung 13).

humanes EpCAM

235 258
. Wl .
N-SLFHS-KKMDLTVNGEQLDLDPGQTLIYYVDEKAPEFSMQGLK-TMD-C

N-SLFHSSKSMDLRVNGEPLDLDPGQTLIYYVDEKAPEFSMQGLT-TMD-C
A

4 B

murines EpCAM

Abbildung 13: Zuordnung der extrazellularen Spaltsequenzen von humanen und murinen
EpCAM

a kennzeichnet die Schnittstellen der a-Sekretasen der ADAM Familie und B kennzeichnet die
B-Sekretase BACE1 Schnittstelle. Zuordnung der Schnittstellen von hEpCAM (oben) und mE-
pCAM (unten). Grau kennzeichnet nicht homologe Aminosauren zwischen hEpCAM und mE-
pCAM, TMD entspricht der Transmembrandomane.
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5.2 Transmembrane Schnittstellen

Nach der extrazellularen Spaltung durch die a- und pB-Sekretasen (Sheddasen) und Ab-
spaltung der N-terminalen Ektodoméane verbleibt ein membranstandiges C-terminales
EpCAM Fragment (CTF) in der Transmembrandoméne. Das Fragment wird mit hoher
Effizienz von dem y-Sekretase Komplex, welcher aus Préasenilin, APH-1, PEN-2 und
Nicastrin besteht, weiter prozessiert. Aufgrund der Untersuchung von prominenten Typ-I
Transmembranproteinen wie APP, Notch und murinem EpCAM, war das Spaltungs-
muster der y-Sekretase bekannt. Das Spaltungsmuster beinhaltet mehrere N-terminale
Spaltprodukte (y-Schnitt), sowie mehrere C-terminale Spaltprodukte (e-Schnitt) (siehe
schematische Darstellung am Beispiel des Myc-CTF-FT-YFP Proteins in Abbildung 14).

MS (v)

> -

Spaltung Spaltung - TEV Verdau
———

Extrazellular Myc
TMD 15AS{

Intrazellular

— MS(g)

FLAG

YFP

c C C
Myc-CTF-FT-YFP  EpICD-FT-YFP

Abbildung 14: Schematische Darstellung des Myc-CTF-Flag-Tev-YFP Konstrukts
Darstellung der Fragmente, welche fur die y-Schnittstellen (y) bzw. e-Schnittstellen (g) mittels
Massenspektrometer (MS) analysiert werden.

Um die durch die y-Sekretase generierten Schnittstellen in der Transmembrandomane
zu identifizieren, wurden zun&chst HEK293 Zellen mit einem hEpCAM-CTF-ahnlichem
Fragment transfiziert. Das hEpCAM-CTF-YFP Konstrukt besteht aus einem N-
terminalen Signalpeptid und einem cMyc-Epitop, welches N-terminal 15 Aminoséuren
von der Transmembrandomane entfernt liegt. Der Abstand zur Transmebrandoméane
wurde gewahlt, um das kleinst mogliche CTF zu generieren, damit ein moglicher Ein-
fluss durch BACEL1 auf die Spaltung verhindert wird. Daran schlie3en sich die Trans-
membran- und die intrazellulare Doméane EpCAMs (EpICD) an. Zusatzlich wurde C-

terminal an EpICD ein FLAG-Epitop, sowie eine TEV-Erkennungssequenz und ab-
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schlieBend das YFP Protein kloniert, um die intrazellularen Spaltungsfragmente zu sta-

bilisieren und aufreinigen zu kénnen.

HEK 293
ApCAG DMSO DAPT B-Clasto-L. EpICD-YFP
55 kDa
-— — CTF-YFP
35 kDa

-
. . — EpICD-YFP

- ‘, - — GAPDH

Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP

35 kDa

Abbildung 15: Proteosomaler Abbau von hEpICD nach Spaltung durch die y-Sekretase
HEK293 Zellen, welche stabil Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP exprimieren, wurden mit DMSO (Kon-
trollbehandlung), DAPT (y-Sekretase Inhibitor) und B-Clasto-Lactacystin (proteosomaler Inhi-
bitor) vorbehandelt. Die Zelllysate von den unterschiedlich transfizierten (ApCAG, Myc-CTF-
Flag-Tev-YFP bzw. EpICD-YFP) und behandelten (DMSO, DAPT bzw. B-Clasto-Lactacystin)
HEK293 Zellen wurden mittels Polyacrylamid-Gel aufgetrennt und die Proteine wurden mit ei-
nem anti-YFP Antikdrper detektiert. GAPDH diente als Ladekontrolle.

Zur Uberprufung der Expression und Funktionalitat des Konstrukts wurde ein Western
Blot aus dem Lysat von stabil transfizierten HEK293 Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP gegen
das YFP Epitop durchgefiihrt. Als Kontrolle dienten mit dem Leervektor ApCAG transfi-
zierte HEK293 Zellen, welche keinerlei Expression im Western Blot zeigten. Die im
Western Blot dargestellte Proteinmenge von hEpCAM-CTF und hEpICD in den mit
DMSO behandelten Zellen war sehr gering (CTF) bzw. unter der Nachweisgrenze (E-
pICD). Die geringe bzw. fehlende Proteinmenge kann aufgrund einer fehlerhaften Ex-
pression oder am wabhrscheinlichsten durch eine Spaltung und darauffolgend einen
vermehrten Abbau der Proteine zustande gekommen sein. Daher wurden HEK293 Myc-
CTF-FLAG-TEV-YFP Zellen mit unterschiedlichen Inhibitoren behandelt, um die mole-
kulare Ursache fur die schwache Expression zu untersuchen. Eine Inhibition der y-
Sekretase mittels DAPT fuhrte zur Akkumulation von zwei CTF Varianten mit unter-
schiedlichem Molekulargewicht. Das hEpICD Fragment konnte weiterhin nicht detektiert
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werden. Die massive Anreicherung von hEpCAM-CTF Fragmenten nach Inhibition
durch DAPT spricht fur eine auf3erst effiziente und nahezu vollstandige y-Sekretase-
abhangige Spaltung von hEpCAM-CTF. Jedoch scheint das durch die y-Sekretase ge-
nerierte hEpICD Fragment nicht stabil zu sein. Die Degradierung von intrazellularen
Proteinen erfolgt haufig durch das Proteasom. Aus diesem Grund wurden die Zellen mit
dem Proteasomen-Inhibitor B-Clasto-Lactacystin behandelt, woraufhin hEpICD stark
angereichert werden konnte (Abbildung 15). Als Kontrolle wurde ein Konstrukt beste-
hend aus den 26 intrazellularen Aminoséuren in Fusion mit YFP in HEK293 Zellen ex-
primiert. hEpICD-YFP, welches nach Spaltung des hEpCAM-CTF-YFP Proteins durch
die y-Sekretase generiert wurde, wies ein geringfiigig héheres Molekulargewicht auf.
Dies suggeriert, dass endogen prozessiertes hEpICD nicht nur aus den 26 intrazellula-
ren Aminosauren, sondern aus zusatzlichen intramembranen Aminosauren aufgebaut
wird. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass hEpICD sehr effizient aus hEPCAM-

CTF generiert und anschliel3end proteasomal abgebaut wird.

Nach Bestatigung der Funktionalitat und der y-Sekretasen-abhangigen Spaltung des
Konstrukts, galt es die Aminosauren-spezifischen Schnittstellen zu identifizieren. Zur
Identifizierung des y-Schnitts wurden konfluente Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP HEK293
Zellen fur 24 h in Petrischalen inkubiert. Dabei fuhrt die Spaltung durch die y-Sekretase
zu einer Freisetzung von Fragmenten aus dem Myc-CTF-FLAG-TEV Konstrukt in den
Zellkulturtiberstand. Dieser wurde gesammelt und mit Hilfe von Sepharose-Kugelchen,
an welchen ein Myc-spezifischer Antikdrper gekoppelt war, wurden Peptide (ApB-
ahnliche Fragmente) aus dem Zellkulturiiberstand angereichert. Die immunprazipitierten
Fragmente konnten aufgrund des geringen Molekulargewichts direkt mittels Massen-
spektrometrie analysiert werden. Die gemessenen und theoretisch errechneten Massen
wurden in drei unabhangigen Experimenten miteinander verglichen und die jeweiligen
Differenzen errechnet. Es konnten reproduzierbar im Spektrum drei prominente Peaks
detektiert werden: y1 (3919,55 Da), y2 (4018,68 Da) und ys (4120,59 Da), welche den
Aminosaurenschnittstellen  zwischen Valin??/Valin?’4,  Valin?’4/Valin?’®> und Va-
lin?"°/Valin®’® zugeordnet werden konnte. Entsprechende Peaks fehlten in den mit
ApCAG transfizierten Kontrollzellen. Ein kleiner Peak konnte der Schnittstelle Va-
lin>"2/Valin®"® zugeordnet werden (Abbildung 16 A, C). Alle y-Schnittstellen konnten in
den Karzinomzelllinien FaDu und HCT-8, welche mit dem Plasmid Myc-CTF-FLAG-
TEV-YFP transfiziert wurden, bestétigt werden (Abbildung 16 B, C).
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Um die e-Schnittstellen zu identifizieren, die C-Terminal vom y-Schnitt lokalisiert sind,
wurden Zelllysate aus den Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP HEK293 Zellen hergestellt. Aus
dem Lysat konnten die intrazellularen EpICD Fragmente mittels GFP-Trap angereichert
und der YFP Anteil durch einen TEV-Verdau entfernt werden. Nach einer Flag-
spezifischen Immunpréazipitation konnten die EpICD Fragmente massenspektrometrisch
analysiert und mit den theoretisch errechneten Massen verglichen werden. Die Experi-
mente wurden drei Mal unabhangig voneinander durchgefihrt und die Differenz der
Massen errechnet. Die Bestimmung der e-Schnittstellen von hEpCAM-CTF ergaben
zwei Fragmente: €1 (5379,12 Da) und €2 (5166,83 Da), welche Spaltungen zwischen
Valin?®4/Valin?®> und Valin?®5/Leucin?®® zugeordnet werden konnten (Abbildung 16 A, C).
Die entsprechenden Peaks fehlten in den ApCAG Kontrollzellen und den HEK293 Zel-
len. Beide Schnittstellen wurden in den Karzinomzelllinien HCT-8 und FaDu, welche mit
dem Konstrukt Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP transfiziert wurden, bestatigt (Abbildung 16 B,
Q).
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Abbildung 16: Charakterisierung der Proteasen, welche an der Spaltung von hEpCAM

beteiligt sind
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(A) Reprasentatives Massenspektrum aus dem Zellkulturiiberstand von HEK293 ApCAG, sowie
mit dem Konstrukt Myc-CTF-FT-YFP stabil transfizierter HEK293, FaDu und HCT-8 Zellen, mit
Darstellung von drei y-Schnittstellen, sowie weiteren Spaltstellen (*). (B) Reprasentatives Mas-
senspektrum aus dem Zelllysat HEK ApCAG, sowie mit dem Konstrukt Myc-CTF-FT-YFP stabil
transfizierter HEK293, FaDu und HCT-8 Zellen, mit Darstellung von zwei e-Schnittstellen. (C)
Tabellarische Auflistung der Ladung, der identifizierten Peptide, sowie die berechneten Diffe-
renzen zwischen den gemessenen und theoretisch berechneten Werten.

Zur Bestatigung der y-Sekretase spezifischen Schnittstellen wurden die Zellen fir 24 h
mit dem y-Sekretase Inhibitor DAPT behandelt. Nach Immunprazipitation und massen-
spektrometrischer Analyse der Fragmente konnte man bei den HEK293 Myc-CTF-TF-
YFP Zellen eine Reduktion der Peaks >80% feststellen. Folglich wurde das membran-
standige C-terminale Fragment mit hoher Effizienz von der y-Sekretase prozessiert
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Charakterisierung der y-Protease, welche an der Spaltung von hEpCAM
beteiligt ist.

(A) Identifikation der y-Schnittstellen: Reprasentatives Massenspektrum aus dem Uberstand
von HEK293 Myc-CTF-FT-YFP Zellen, welche mit DMSO und DAPT vorbehandelt wurden. (B)
Identifikation der e-Schnittstellen: Reprasentatives Massenspektrum aus dem Zelllysat von
HEK293 Myc-CTF-FT-YFP, welche mit DMSO und DAPT vorbehandelt wurden.

Zusammenfassend kommt es durch den Schnitt der y-Sekretase zur Generierung von
drei Ap-ahnlichen Fragmenten (y-Schnitt) aus dem CTF, welche in den extrazelluléaren
Raum freigesetzt werden, sowie zur Freisetzung von zwei zytoplasmatischen EpICD
Fragmenten (e-Schnitt). Im Vergleich der Schnittstellen von hEpCAM zu mEpCAM,
ergab sich eine identische y-Schnittstelle (y1) und zwei identische e-Schnittstellen (€1
und €2). Die yz2-, €1- und €2-Schnittstellen in murinem EpCAM konnten in humanem

EpCAM nicht nachgewiesen werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Zuordnung der transmembranen Spaltsequenzen von humanen und muri-
nen EpCAM

Darstellung y- und e-Schnittstellen. Zuordnung der Schnittstellen von hEpCAM (oben) und mE-
pCAM (unten). Grau, sind nicht homologe Aminosauren zwischen hEpCAM und mEpCAM; TMD
entspricht der Transmembrandoméne.

5.3 Einfugen der Schnittstellen in die 3D Struktur von hEpCAM

Die Kristallstruktur EpCAMs wurde 2014 publiziert und gibt einen Einblick in die Quar-
tarstruktur des Proteins (Pavsic et al., 2014). Zwei Monomere von hEpCAM bilden an
der Zelloberflache eine cis-Dimer Konfiguration. Die extrazellulare Doméane hEpCAMs
(hEpEX) besteht aus einer N-Domane (ND), einer Thyreoglobulin Doméne (TY) und
einer Carboxy-terminalen Doméane (CD).

Um die genaue dreidimensionale Lokalisation und damit auch die Zuganglichkeit der
Schnittstellen darzustellen, wurden die extrazellularen a- und B-Schnittstellen in die 3D
Struktur des hEpEx Dimer von der Gruppe um Brigita Lenar€i¢ implementiert. Die a1
und az Schnittstellen befinden sich in der prominenten Schleife (RCD) der Carboxy-
terminalen Domane, welche durch den Verbund der a3-Helix mit dem BC-Faltblatt ge-
bildet wird. Die B-Schnittstelle befindet sich proximal zur Membran und ist durch die Di-
merbildung der extrazellularen Domé&nen komplett bedeckt. Die Schnittstellen sind in
der nativen cis-Dimerformation kaum zugéanglich fur Proteasen, da sie sich nicht an der
Oberflache befinden (Abbildung 19). Die Lokalisierung der Schnittstellen legen nahe,
dass eine Konformationsdnderung des cis-Dimers oder eine Auflosung des Dimers
notwendig ist, um die Schnittstellen zuganglich fir die Proteasen zu machen. Das Im-
plementieren des TEV-FLAG-Epitops in die Monomer- und in die cis-Dimerform zeigen,
dass die Lokalisation an der Dimeroberflache ist. Doch obwohl das TEV-FLAG Epitop

groRRer als zehn Aminosauren ist, hat es voraussichtlich keinen Einfluss auf die Konfor-
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mation des Dimers (personliche Mitteilung von Miha Pavsic), da es Teil der an der
Oberflache frei liegende Verbindungsregion ist (Abbildung 19).

A Seitenansicht Dimer B Aufsicht Dimer C Seitenansicht Monomer

Intrazellular

Abbildung 19: Implementierung der extrazellularen Schnittstellen in das 3D-Modell von
hEpCAM

(A) Implementierung der a-(rot), B-(magenta) Schnittstellen und des TEV-FLAG Epitops (ISTF) in
das molekulare cis-Dimermodell von hEpCAM. Die Monomere sind in blau und hellorange dar-
gestellt. Der cis-Dimerkontakt zwischen den Monomeren ist in griin bzw. gelb dargestellt. (Sei-
tenansicht). (B) Beschriftung wie in (A). Aufsicht auf das hEpCAM Dimer. (C) Implementierung
der a-, B-Schnittstellen und des TEV-FLAG Epitops (IS™) in das hEpCAM Monomere. Farbko-
dierung wie in (A) (Seitenansicht) (D-F) Cartoon Darstellung mit derselben Farbkodierung wie in
(A). (D) Seitansicht des hEpCAM Dimers. (E) Aufsicht auf das hEpCAM Dimer. (F) Seitansicht
auf das hEpCAM Monomer.

Die transmembranen y- und e-Schnittstellen wurden in die Dimerhelix der Transmemb-
randomane hEpCAMs eingefluigt. Es wurde daflir eine Simulationssoftware benutzt, die
ein molekulares stabférmiges (coarse-grained) Modell erstellte. Zwei Transmembrand-

omanen von hEpCAM bilden zusammen ein Helix-Dimer, die tber die Aminoséuren
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Valin?7® bis Valin?® verbunden sind. Die y-Schnittstellen befinden sich N-terminal, der
Kreuzungsregion von den beiden Transmembrandomanen. Die &-Schnittstellen befin-
den sich C-terminal der Verbindungsregion. Folglich werden die Schnittstellen nicht be-
deckt und sollten frei zuganglich fur die y-Sekretase sein, auch in der nativen Dimerform
(Abbildung 20). Diese Zuganglichkeit erklart die hohe Spaltungsrate des CTF-EpCAM

Fragments durch die y-Sekretase.
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Abbildung 20: Implementierung der transmembranen Schnittstellen in das 3D-Modell von
hEpCAM

(A) Implementierung der y-(griin) und ¢-(blau) Schnittstellen in die Dimer bildende Transmemb-
randomane. Die Darstellung des TMD Dimers erfolgt in einer gemischt molekularen, stabférmi-
gen (coarse-grained) Darstellung. Der Beruhrungsbereich der beiden Monomer ist in Gelb dar-
gestellt (V?76-v289), (B) Bezeichnung wie in (A). Rotation von 90° um die y-Achse.

5.4 Einfluss der Spaltung auf die Zelladhasion

EpCAM wird durch eine RIP gespalten und die resultierenden EplCD-Fragmente spie-
len eine Rolle bei der Regulation der Proliferation in Karzinomzellen (Chaves-Perez et
al., 2013; Maetzel et al., 2009). Der Einfluss einer RIP auf die EpCAM-vermittelte Zell-
Zell-Adhasion bleibt bislang unerforscht. Im Folgenden sollte daher der Einfluss der RIP
auf die EpCAM-vermittelte Zelladh&sion untersucht werden.

EpCAM wurde als homophiles Zelladh&asionsmolekil von Litvinov et al. beschrieben
(Litvinov, Velders, et al., 1994). Gleichzeitig wurde in Karzinomzelllen eine Reduktion
der E-Cadherin vermittelten Zelladhasion durch EpCAM beobachtet (Litvinov et al.,
1997). Deshalb soll nun die Adhéasionsfahigkeit EpCAMs in Abhangigkeit von der regu-
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latorisch intramembranen Proteolyse (RIP) analysiert werden. Da die RIP nicht nur er-
forderlich fur den Signalweg ist, sondern auch Zellmembranproteine degradieren kann
(Maretzky et al., 2005), kdonnte dieser Vorgang auch einen Einfluss auf die EpCAM-
vermittelte Adh&sion haben. Um die Spaltung zu inhibieren wurden HCT-8 Zellen mit
einer Kombination aus Proteaseinhibitoren behandelt. Als Kontrollbehandlung wurde
das Losungsmittel DMSO verwendet. Das Adhasionsverhalten sollte einmal auf einer
mit Matrigel beschichteten Oberflache, was die extrazellulare Matrix darstellen soll, un-
tersucht werden und auf einer mit Zellen beschichteten Oberflache, um die Zell-Zell-
Adhasion untersuchen zu kdnnen.

Es wurden HCT-8 Kolonkarzinomzellen verwendet, welche EpCAM positiv sind. Sie
wurden fur 24 Stunden entweder mit DMSO, was als Kontrolle diente, oder mit der
Kombination aus a-, B- und y-Sekretase Inhibitoren (GI1254023X, C3, DAPT) vorbehan-
delt. Danach wurden die Zellen zur Lebendfarbung mit Calcein AM behandelt. Zur Un-
tersuchung der Zell-Matrix-Adhasion wurden die vorbehandelten und Calcein AM-
gefarbten HCT-8 Zellen auf eine mit Matrigel beschichtete 96-Well Platte ausplattiert
und entsprechend der Vorbehandlung fir zwei Stunden in Anwesenheit von
GI254023X, C3, DAPT bzw. DMSO kultiviert. Danach wurden die 96-Well Platten ge-
waschen und die noch anhaftenden Zellen lysiert. Die Intensitéat des freigesetzten Cal-
cein AM wurde gemessen, sowie die Intensitat der Inputkontrolle, welche nicht gewa-
schen wurde. Die Inputkontrolle wurde auf 100% gesetzt, um davon den prozentualen
Anteil der adhéarierenden Zellen zu bestimmen (Abbildung 21 A, B). Eine Behandlung
der HCT-8 Zellen mit den a-, - und y-Sekretase Inhibitoren zeigte, dass 26,90% der
Zellen adhéarent waren. Bei den mit DMSO behandelten Zellen waren 28,3% der Zellen
adharent. Folglich hatte die Behandlung der Zellen mit den Sekretasen Inhibitoren kei-
nen signifikanten Effekt auf die Zell-Matrix-Adh&sion (Abbildung 21 D, links).

Um den Einfluss der RIP auf die Zell-Zell-Adhé&sion zu untersuchen, wurden HCT-8 Zel-
len, wie zuvor schon beschrieben fir 24 Stunden mit den Sekretasen Inhibitoren
(G1254023X, C3 und DAPT) bzw. DMSO behandelt. Anschliel3end wurden sie mit Cal-
cein AM behandelt und auf eine mit Sekretasen Inhibitoren (GI1254023X, C3 und DAPT)
bzw. DMSO vorbehandelte HCT-8 Zellschicht ausplattiert. Anschlielend wurden sie fur
zwei Stunden mit G1254023X, C3 und DAPT bzw. DMSO kultiviert. Nach Waschen und
Lysieren der HCT-8 Zellen wurde die Intensitat des freigewordenen Calcein AM gemes-
sen und mit der 100%igen Inputkontrolle verrechnet (Abbildung 21 A, C). Dabei waren
20,81% der mit Inhibitoren behandelten und 20% der mit DMSO behandelten HCT-8
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Zellen adharent. Folglich hatte die Inhibierung der Sekretasen keinen Einfluss auf die
Zell-Zell-Adhasion (Abbildung 21 D, rechts).

Um den Einfluss von E-Cadherin auf die Zelladh&sion zu minimieren und weil EpCAM
als kalziumunabhangiges Zelladhasionsmolekul beschrieben wurde, wurden alle Expe-

rimente unter Kalziumentzug wiederholt.

HCT-8 Zellen wurden in FKS- und kalziumfreiem Medium fur 24 h preinkubiert, bevor
sie wie bereits beschrieben, entsprechend in kalziumfreier Umgebung mit den Sekreta-
sen Inhibitoren G1254023X, C3 und DAPT bzw. DMSO behandelt wurden. Dabei zeigte
sich eine Reduktion der Adhérenz von 20-30% (mit Kalzium) auf 6-9% (kalziumfrei).
Dies zeigt den generellen Verlust der E-Cadherin vermittelten Adh&sion. Jedoch war
kein Unterschied unter Kalziumentzug zwischen GI254023X, C3, DAPT- und DMSO-
behandelten Zellen in der Zell-Matrigel- bzw. Zell-Zell-Adhéasion zu erkennen (Abbildung
21 E).

Zusammenfassend lassen die hier durchgefiihrten Experimente folgende Schliisse zu:

e Die RIP von EpCAM spielt keine maf3gebliche Rolle in der Zell-Matrix und Zell-
Zell-Adhasion von EpCAM-positiven Karzinomlinien.

e Ein Einfluss der RIP auf Zell-Matrix und Zell-Zell-Adh&sion in Abwesenheit von
Kalzium und somit bei fehlender E-Cadherin Aktivitdt konnte nicht nachgewiesen

werden.
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Abbildung 21: Einfluss der Inhibierung der Spaltung auf Zell-Matrix- und Zell-Zell-
Adhasion

(A) Schematische Darstellung des experimentellen Verlaufs. (B) Schematische Darstellung des
Zell-Matrix-Adhéasionsassays. (C) Schematische Darstellung des Zell-Zell-Adh&sionsassays.
(D) HCT-8 Kolonkarzinomzellen wurden vor und wahrend des Zell-Matrix- (links) bzw. wahrend
des Zell-Zell-Adhasionsassays (rechts) mit DMSO oder mit einer Kombination von G124023X,
C3 und DAPT in der Anwesenheit von Kalzium behandelt. (E) Vorgehen wie in (D) in Abwesen-
heit von Kalzium.
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5.5 Generierung eines zellularen hEpCAM Knockouts in HCT-8 Zellen mittels
CRISPR-Cas9 Technologie

Die Hemmung der RIP von EpCAM hatte keinen Einfluss auf die Zell-Matrix- und Zell-
Zell-Adhasion. Auch bei Entzug von Kalzium konnte kein Einfluss EpCAMs auf die Zel-
ladh&sion festgestellt werden. Um die Funktion EpCAMs bei der Adhéasion von Karzi-
nomzellen weiterfihrend zu untersuchen, sollten genetische Knockout Klone von
hEpCAM in HCT-8 Zellen mittels CRISPR-Cas9 Technologie generiert werden.

Zur Generierung eines zellularen hEpCAM Knockouts mittels CRISPR-Cas9 Technolo-
gie wurden zunadchst HCT-8 Zellen mit einem CRISPR-Cas9 Plasmid, welches das
Exon 3 targetiert und zudem eine YFP Expressionskassette tragt, transfiziert. Nach 36
Stunden wurden die HCT-8 Zellen anhand ihrer YFP Expression mittels FACS isoliert
und in 96-Well Platten als Einzelzellklone ausplattiert. Angewachsene Klone wurden mit
einem anti-hEpCAM Antikdrper angefarbt und mittels Durchflusszytometrie in drei un-
abhangigen Experimenten analysiert (Abbildung 22 A). Die im Durchflusszytometer de-
tektierte MFI-Ratio (mean-fluorescnece-intensity Ratio) der HCT-8 WT Zellen wurde auf
den Wert 100 gesetzt. Die gemessenen Werte von den EpCAM-postiven Kontrollzellli-
nie HCT-8-CC#L21 und den EpCAM-negativen HCT-8-CC#L13, HCT-8-CC#L20 und
HCT-8-CC#H4 wurden dazu in Relation gesetzt. In der postiven Kontrollzelllinie HCT-8-
CC#L21 zeigt sich eine relative MFI-Ratio von 70, wohingegen, die HCT-8-CC#L13,
HCT-8-CC#L20 und HCT-8-CC#H4 Zellen eine relative MFI-Ratio von 1 zeigten. Bei
Dividierung der gemessenen Zelllinien durch ihre Negativkontrolle, spricht ein Wert von
1 fur keinerlei hEpCAM Expression. Die Ratio von 1 ist bei den EpCAM-negativen Zel-
len feststellbar (Abbildung 22 B). Folglich wurden drei EpCAM negative Klone generiert,
sowie eine EpCAM-positive Kontrollzelllinie. Zur Bestatigung eines kompletten EpCAM
Knockouts wurden zusatzlich Western Blots und qRT-PCRs durchgefihrt. Im Western
Blot wiesen der HCT-8 WT, sowie die EpCAM-positive Kontrollzelllinie HCT-8-CC#L21
eine EpCAM Expression auf, wohingegen im Zelllysat der HCT-8-CC#L13, HCT-8-
CC#L20 und HCT-8-CC#H4 Zellen kein Signal detektierbar war (Abbildung 22 C). Zur
Untersuchung der EpCAM mRNA wurde eine qRT-PCR durchgefiihrt. Es zeigte sich
eine 2,5-fach erhdhte mRNA Menge in der Positivkontrolle HCT-8-CC#L21, keinerlei
MRNA Expression in den HCT-8-CC#L20 und HCT-8-CC#H4 Zellen und eine mRNA
Expression auf HCT-8 WT Niveau in den HCT-8-CC#L13 Zellen (Abbildung 22 D). Je-
doch wurde weder im Western Blot, noch im FACS eine EpCAM Expression in den
HCT-8-CC#L13 Zellen detektiert. Die mRNA Expression in den HCT-8CC#L13 Zellen

lasst sich am wahrscheinlichsten dadurch erklaren, dass der Doppelstrangbruch, nicht
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zu einem Stopcodon gefiihrt hat, wodurch die mRNA weiterhin abgelesen wird bzw. die
benutzten RNA Primer weiterhin an den mRNA Abschnitt binden kann. Jedoch wird das
abgelesene mRNA Fragement nicht translatiert, denn es konnte weder in der Durch-

flusszytometrie, noch im Western Blot das EpCAM Protein nachgewiesen werden.
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Abbildung 22: Zellularer hEpCAM Knockout mittels CRISPR-Cas9

(A) Mittels CRISPR-Cas9 Technologie wurde in HCT-8 Kolonkarzinomzellen das humane
EpCAM Gen mutiert. Die Expression von hEpCAM an der Zelloberflache wurde mittels Durch-
flusszytometrie und hEpCAM-spezifischen Antikorper bestimmt. Es wurden HCT-8 Wildtyp
(WT), ein hEpCAM positiver Klon HCT-8-CC#L21+ und drei hEpCAM negative Klone HCT-8-
CC#L13, -CC#L20, -CC#H4 untersucht. Isotypkontrolle ist in grau dargestellt und hEpCAM Bin-
dung durch die schwarze Linie (reprasentatives Ergebnis von drei voneinander unabhangigen
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Experimenten). (B) Statistische Analyse der hEpCAM Expression in HCT-8 WT, des positiven
hEpCAM Klons HCT-8-CC#L21+ und den drei hEpCAM negativen Klonen HCT-8-CC#L13, -
CC#L20, -CC#H4, dargestellt ist der Mittelwert jeder der untersuchten Zelllinien, sowie die
Standardabweichungen von drei voneinander unabhéangigen Experimenten. (C) Expression von
hEpCAM im Zelllysat der generierten HCT-8 Zelllinien (A). GAPDH diente als Ladekontrolle. (D)
gRT-PCR Analyse der hEpCAM mRNA Expression der generierten HCT-8 Zelllinien (A). Darge-
stellt ist der Mittelwert der relativen mRNA Expression und der Standardabweichung von drei
voneinander unabhangigen Experimenten. Alle mRNA Expressionswerte wurden zum Verhalt-
nis der mRNA Expression von HCT-8 WT gesetzt.

5.6 Einfluss des zellularen EpCAM-Knockouts auf die Zelladh&sion

Zur Charakterisierung des Einflusses EpCAMs auf die Zelladhasion wurden Adhéasions-
assays mit Knockoutzellen bzw. EpCAM-positiven Zellen durchgefihrt. Zunachst wurde
die Zell-Matrix-Adhasion untersucht. Jeder Klon wurde auf eine mit Matrigel beschichte-
te 96-Well Platte ausplattiert. Die Messung der Adhasion erfolgte wie in 5.4. beschrie-
ben und ist schematisch in Abbildung 23 A und B dargestellt. Es ergab sich kein signifi-
kanter Unterschied zwischen den EpCAM Knockouts und den EpCAM-positiven Zellen,
bezuglich der Zell-Matrix-Adhasion (Abbildung 23 C, oben links).

Um die Zell-Zell-Adhasion zu bestimmen, wurden HCT-8 Wildtyp bzw. HCT-8 Knockout
Zellen in 96-Well Platten ausplattiert. Auf diese Zellschicht wurde entsprechend dem
Schema in Abbildung 23 B 20.000 Zelllen/Well ausplattiert, welche zuvor mit Calcein
AM inkubiert wurden. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zwischen den
EpCAM Knockouts und den EpCAM postiven Zellen bezuglich der Zell-Zell-Adhasion
(Abbildung 23 C, oben rechts und unten).

Es muss daher festgestellt werden, dass weder die Zell-Matrix-, noch die Zell-Zell-
Adhasion durch den hEpCAM Knockout in HCT-8 Zellen unter normokalziamischen Be-

dingungen beeinflusst wurde.
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Abbildung 23: Einfluss eines hEpCAM Knockouts auf Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adhasion
in Kalziumumgebung

(A) Schematische Darstellung des Versuchsablaufs. (B) Schematische Darstellung des Zell-
Matrix- (links) und des Zell-Zell-Adhasionsassays (rechts) (C) HCT-8 WT, hEpCAM positiver
Klon HCT-8-CC#L21+ und hEpCAM negative Klone HCT-8-CC#L12, -CC#L20 und —CC#H4
wurden bezuglich der Zell-Matrix- bzw. des Zell-Zell-Adhasionsassays mit unterschiedlichen
Zellschichten HCT-8 WT, HCT-8-CC#L20 bzw. HCT-8-CC#H4 unter normokalziamischen Be-
dingungen untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen aus drei vonei-
nander unabhéangigen Experimenten, welche jeweils aus acht Messpunkten generiert wurden.
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Im folgenden Experiment wurde die Adh&asion von HCT-8 Zellen unter Kalziumentzug
untersucht. Unter Kalziumentzug ergab sich eine Gesamtreduktion der Adh&sion von
den HCT-8 Zellen von 25-35% auf 5-13%. Dies zeigte den generellen Verlust der E-
Cadherin vermittelten Adh&sion. Jedoch hatte der zellulare hEpCAM Knockout keinen
messbaren Effekt auf die Zell-Matrix- bzw. Zell-Zell-Adh&sion unter Kalziumentzug
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfluss eines hEpCAM Knockouts auf Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adhasion
unter Kalziumentzug
Unter Kalziumentzug (Beschriftung wie in Abbildung 23 C)

5.7 Generierung und Aufreinigung eines humanen EpEx-Fc Proteins

Bislang wurden die moglichen Effekte von EpCAM auf die Zell-Matrix- und Zell-Zell-
Adhasion im Kontext von Karzinomzellen untersucht. Hier spielt neben EpCAM eine
Vielzahl von Membranproteinen eine wichtige Rolle, so dass EpCAM-assoziierte Effekte
ausgeglichen werden kénnen. Insbesondere, weil unerwarteterweise keine Effekte der
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EpCAM Hemmung und des Knockouts auf die Adhasion im zellularen System nachge-
wiesen werden konnte, war es essentiell die Wechselwirkung von EpCAM Molekulen zu
untersuchen. Daher sollte die reine Protein-Protein Interaktion zwischen den EpCAM
Molekulen mittels atomic force microscopy (AFM) untersucht werden. Hierzu musste ein
rekombinantes hEpEx-Fc Protein generiert, exprimiert und aufgereinigt werden. Auf
diese Weise kann der extrazellulare Anteil von EpCAM Uber den konstanten Fc-Teil
humaner Immunglobuline immobilisiert und analysiert werden.

Zur Generierung eines hEpEx-Fc Protein wurden HEK293 Zellen mit dem Vektor PS521
hEpEx-Fc transfiziert. Dazu wurde zunachst der Teil der DNA amplifiziert, der fur die
extrazellulare Doméane kodiert und mit entsprechend zu dem Vektor passenden Restrik-
tionselementen versehen. Nach Schneiden der generierten DNA Fragmente und des
Vektors wurden die beiden Komponenten miteinander ligiert (Abbildung 25). Der Vektor
enthalt die cDNA zur Expression der extrazellularen Domane EpCAMs (EpEX), sowie
ein daran anschlieBenden, konstanten Anteil des humanen Immunoglobulins Fc-Teils
(CH2-CH3 Domanen)

5.000 bp PS521 Vektor

800 b hEpEx

Abbildung 25: Generierung des hEpEx-Fc PS521 Plasmids

Restriktionsverdau von zwei hEpEx-Fc PS521 Plasmiden mit den Restriktionsenzymen Hind |
und Sal I, mit nachfolgender Auftrennung der DNA Fragmente mittels Agarose Gelelektrophore-
se. Darstellung des PS521 Plasmids und des hEpEX Inserts.
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Die transfizierten HEK293 Zellen wurden selektioniert und in Ultra low IgA FKS-haltigem
Medium kultiviert. Nach funf Tagen wurde aus dem Uberstand das Protein mittels Aga-
rose A aufgereinigt und mit einem anti-hEpEx Antikdrper im Western Blot nachgewiesen
(Abbildung 26).

(¢]
NS & 4578
& L S

55 kDA hEpEx-FC

Abbildung 26: Nachweis der Aufreinigung von hEpEX-Fc aus HEK293 Zellen

Western Blot aus dem Zelllysats, sowie nach Immunprazipitation (IP) aus dem Zellkulturiber-
stand von HEK293 PS521 (Kontrollvektor) und HEK293 hEpEx-FC Zellen mittels hEpCAM Anti-
korper.

5.8 Bestimmung der Protein-Protein Interaktion von hEpEx mittels atomic force
microscopy (AFM)

Bisher wurde die Eigenschaft EpCAMs bei der Zell-Matrix- und Zell-Zell-Adh&sion in
einem Calcein AM Adhasionsassay mit HCT-8 Zellen durchgefiihrt. Im folgenden An-
satz wurde die Fahigkeit der extrazellularen Domane von EpCAM untersucht, in einem
zellfreien System Interaktionen in trans einzugehen. Hierzu wurden Interaktionen der
extrazellularen Domé&nen mit Hilfe der AFM gemessen. Die AFM Experimente fiihrte die
AG um Prof. Volker Spindler (Anatomie der LMU) durch. Das AFM besteht aus einem
elastischen Hebelarm, an dem eine Messspitze befestigt ist. An dieser ist Uber einen
Polyethylen Spacer das rekombinante Protein Uber den Fc-Teil fixiert. Ebenso wurde
eine mit Polyethylen beschichtete Mica Oberflache mit hEpEx-Fc Proteinen inkubiert
(Abbildung 27 A). Die Mica Oberflache besteht aus einer hydrophilen, negativ in Wasser
geladenen planaren Aluminium-Silizium Schicht (Schichtsilikaten). Es bietet hohe Tem-
peraturbestandigkeit, sowie den Vorteil, dass es gute mechanische, elektrisch isolieren-
de Eigenschaften und eine Rauigkeit von < 6A besitzt. Um die Adhasion zu messen
wurde die Messspitze mit dem kovalent gebundenen EpEx-Fc auf die mit EpEx-Fc be-

schichtete Oberflache mehrmals auf und abgefahren. Bindungsereignisse wurden durch
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5. Ergebnisse

Auslenkung des Hebelarms mittels eines Lasers registriert. Dabei wurde eine Kraft-
Abstands-Kurve erstellt, welche aus der auf den Hebelarm wirkende Kraft in Abhangig-
keit der Spitzenposition besteht. Dadurch wurde die Interaktion von hEpEXx Proteinen in
trans mit Hilfe der atomic force microscopy untersucht. Die Hebelarmgeschwindigkeit
betrug 0,1m/s und die Kontaktzeit 0,1s, dabei wurden weniger als 5% Bindungsereig-
nisse registriert. Als Negativkontrolle wurden die Versuche mit BSA beschichteter
Messspitze und Mica Schicht durchgefiihrt, wobei leicht weniger Bindungsereignisse als
bei hEpEx-Fc detektiert wurden. Ein gegen den N-Terminus von hEpEx gerichteter An-
tikorper fuhrte zu keiner Reduktion der Bindungsereignisse (Abbildung 27 B). In der
Postivkontrolle wurde das Desmoglein3 (Dsg3) Protein verwendet, ein Adhasionspro-
tein vom Cadherintyp, welches wichtig fir den Zusammenhalt von Keratinozyten ist. Es
wurden dabei 15% Bindungsereignisse registriert, welche durch einen gegen die extra-
zellulare Doméne gerichteten Antikorper stark reduziert wurde (Abbildung 27 B).
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Abbildung 27: Atomic force microscopy Messung der hEpEx-hEpEx-Interaktion
(A)Schematische Darstellung der AFM unter Verwendung von hEpEx-Fc. (B) Bindungsereignis-
se wurden mittels Kraft-Abstands Kurve ermittelt. Der Mittelwert wurde aus 4-6 Messungen pro
Sample errechnet und einschlieBlich der Standardfehler in einem Diagramm dargestellt. Bei +
wurde mit entsprechenden monoklonalen Antikdrpern inkubiert.

AFM Messungen der postulierten Wechselwirkung von EpCAM Dimeren in trans wider-
sprechen publizierten Daten (Balzar, Prins, et al., 1999) und zeigen keine signifikante
Wechselwirkung im Vergleich zur Negativkontrolle. Zudem ist die postulierte Wechsel-
wirkung nicht durch EpCAM-spezifische Antikérper blockierbar. Somit erscheint eine
direkte Wechselwirkung von EpCAM Molekilen in trans zur Vermittlung von Zelladh&si-

on in Karzinomzellen als unwahrscheinlich.
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6. Diskussion

Das Epitheliale Cell Adhesion Molecule EpCAM wurde als eines der ersten Tumor-
assoziierten Antigene beschrieben. Es ist ein transmembranes Protein, welches in einer
Vielzahl von Karzinomen und teilweise in gesundem Epithel exprimiert wird. Aufgrund
der starken Expression in Tumoren im Vergleich zu gesundem Geweben ist EpCAM ein
interessantes Zielmolekdl fur immuntherapeutische Anséatze (Baeuerle & Gires, 2007,
Mosolits et al., 2004; Riesenberg, Buchner, Pohla, & Lindhofer, 2001). Zusatzlich wird
es als prognostischer Marker fur eine Vielzahl von Karzinomen verwendet (Chai, Song,
& Xu, 2015; Spizzo et al., 2004). Aber EpCAM spielt nicht nur in Karzinomen eine Rolle,
sondern ist auch fur die Aufrechterhaltung der Pluripotenz in murinen und humanen
embryonalen Stammzellen von Bedeutung (Gonzalez et al., 2009; Ng et al., 2010).
EpCAM wird durch eine regulatorische intramembrane Proteolyse (RIP) prozessiert,
was zur Generierung der intrazellularen, Signal-transduzierenden Domane EpICD fuhrt.
EpICD wechselwirkt mit den Interaktionspartnern FHL2 und (-Catenin, transloziert in
den Zellkern und reguliert, zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Lefl, die Transkrip-
tion von Zielgenen, die Zellproliferation (Chaves-Perez et al., 2013; Maetzel et al., 2009)
und die Pluripotenz (H. P. Huang et al., 2011; Lu et al., 2010).

6.1 Spaltung des humanen EpCAMs

Die Spaltung EpCAMSs fuhrt zur Induktion der Proliferation vermittelt durch Proteine wie
Cyclin D1 und c-Myc (Chaves-Perez et al., 2013; Munz et al., 2004). HEpCAM wird da-
bei durch eine regulative intramembrane Proteolyse (RIP) prozessiert. Diese gliedert
sich in eine geschwindigkeitsbestimmende erste extrazellulare Spaltung, gefolgt von
weiteren transmembranen Spaltungen (Maetzel et al., 2009). Die Spaltung EpCAMs
und die Akkumulation von EpICD liel3 sich bislang in Tumoren und Stammzellen be-
obachten und geht mit einer schlechten Prognose von Tumorpatienten einher (Fong et
al., 2014; H. P. Huang et al., 2011; Lu et al., 2010; Ralhan, Cao, et al., 2010). Um
EpCAM-postive Tumore zu behandeln, wurden EpCAM-spezifische Antikbrper verwen-
det (Brischwein et al., 2006; Jager et al., 2012). Doch EpCAM wird auch in gesundem
Gewebe exprimiert (Moldenhauer et al., 1987). Zur zielgerichteteten Therapie gegen
Tumorzellen kdnnte es von Bedeutung sein die Spaltung zu inhibieren (Gosens, van
Kempen, van de Velde, van Krieken, & Nagtegaal, 2007; Ralhan, Cao, et al., 2010). Auf
diese Weise kdonnte man einen dualen Effekt erreichen: die Hemmung der EpCAM-
vermittelten Proliferation und eine Erhéhung der Anzahl intakter EpCAM Molekile an

der Zelloberflache. Jedoch waren die genauen Spaltsequenzen auf Ebene der Amino-
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sauren, sowie die damit einhergehenden unterschiedlichen Fragmente, bisher nur fir
murines jedoch nicht fir humanes EpCAM beschrieben (Hachmeister et al., 2013). Es
stellte sich desweiteren die Frage ob hEpCAM genau wie mEpCAM durch die Spaltung
degradiert wird (Hachmeister et al., 2013) und ob die Degradierung einen Einfluss auf
die Zelladhasionsfahigkeit EpCAMSs hat.

Um die noch nicht bekannten extrazellularen Schnittstellensequenzen in humanem
EpCAM zu identifizieren, wurde zunachst ein rekombinantes hEpCAM-TF Protein her-
gestellt. Mit Hilfe massenspektrometrischer Analyse konnten drei extrazellulare Haupt-
schnittstellen identifizieren werden (Abbildung 11). Durch zielgerichtete Inhibierung der
Proteasen, konnten die Schnittstellen spezifischen Proteasen zugeordnet werden. Die
extrazellulare Spaltung erfolgte an zwei a-Seiten durch ADAM Proteasen und an einer
B-Seite durch BACEL (Abbildung 12).

Zu der Familie der Metalloproteasen gehdren unter anderem TACE/ADAM17 und
ADAM10 (Stone, Kroeger, & Sang, 1999). Der verwendete Inhibitor GI1254023X blo-
ckiert dabei beide Matrix Metalloproteasen, wobei ADAM10 um ein 100-faches effekti-
ver blockiert werden kann (Ludwig et al., 2005). Eine Blockierung von TACE/ADAM17
mittels TAPI-1l hatte, anders als in mMEpCAM (Hachmeister et al., 2013), alleine keinen
Einfluss auf die Spaltung hEpCAMs (unveréffentlichte Daten). Es konnte somit eine Be-
teiligung von ADAM10, neben ADAM17, an der Spaltung gezeigt werden.

Somit gibt es, neben dem strukturellen Zusammenhang zwischen hEpCAM und der
ADAM10 Protease, die in Tetraspanin-reichen Mikrodomanen (TEM) kolokalisiert sind
(Le Naour et al., 2006), auch einen funktionellen Zusammenhang. Neben EpCAM pro-
zessieren ADAM Proteasen eine grofl3e Anzahl weiterer Transmembranproteine, wie
den Notch Rezeptor, APP, EGF Rezeptor und E-Cadherin, und regulieren dadurch zahl-
reiche Signalwege und Zelleigenschaften (Edwards et al., 2008). Zudem konnte besta-
tigt werden, dass die hochkonservierte BACE1 Schnittstelle in mEpCAM zwischen Ty-
rosin®>! und Tyrosin?>? auch in hEpCAM identifiziert werden konnte (Hachmeister et al.,
2013).

Nach der extrazellularen Spaltung erfolgt die Spaltung durch die y-Sekretase. Zur Iden-
tifizierung der transmembranen Schnittstellen wurde ein rekombinantes membranstan-
diges C-terminale Fragment hergestellt, um die y- und e-Spaltungen zu charakterisie-
ren. Es wurden dabei drei y-Schnittstellen und zwei ¢-Schnittstellen identifiziert
(Abbildung 16). Der y-Schnitt fihrt dabei zur Freisetzung eines AB-ahnlichen Fragmen-

tes bislang unbekannter Funktion. Es konnte hiermit das erste Mal AB-a&hnliche Frag-
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mente in hEpCAM beschrieben werden. A Fragmente werden, unter anderem bei der
Spaltung von Substraten wie bei dem Amyloid Precursor Protein (APP), durch die y-
Sekretase und BACE1 generiert (Haass, Kaether, Thinakaran, & Sisodia, 2012). Bei der
Alzheimer Erkrankung kommt es nach Spaltung von APP durch BACE1 und vy-
Sekretase zur Generierung unterschiedlich langer AB-Fragmente. Die Generierung ei-
nes ABi-42-Fragmentes fuhrt bei Akkumulation zu B-Plagues und ist mit verantwortlich
fur die Entstehung der Alzheimer Erkrankung (Haass et al., 2012). Zur Diagnose von
Alzheimer wird der Nachweis von APi-42-Fragmenten hinzugezogen (Blennow,
Mattsson, Scholl, Hansson, & Zetterberg, 2015). Im Falle EpCAMs ist noch keine Funk-
tion bezuglich der AB-Fragmente beschrieben worden, doch kénnte es in Zukunft als
Nachweis fur die Spaltung diagnostisch hinzugezogen werden. Bei Trop2 (Tumor-
associated calcium signal transducer 2) lasst sich vermuten, dass es auch durch
BACEL gespalten wird (Hachmeister et al., 2013). Jedoch wurde bisher nur eine Spal-
tung von TACE/ADAM17 und der y-Sekretase beschrieben (Stoyanova et al., 2012).
Mutationen von hTrop2 sind assoziiert mit der familidren subepithelialen Amyloidose der
Kornea. Dabei kommt es zu Amyloidablagerungen in der Hornhaut des Auges
(Tsujikawa et al., 1999). Jedoch konnte man bis dato keine hTrop2 AB-Fragmente
nachweisen, welche mit dieser Pathologie in Verbindung gebracht werden kénnte.

Der e-Schnitt fuhrt zur Freisetzung von zwei intrazellularen Fragmenten (EpICD) in das
Zytosol. Es konnte gezeigt werden, dass die €1 und €2 Schnittstellen in hEpCAM und
MEpPCAM konserviert sind (Abbildung 18).

Um die Erreichbarkeit der Schnittstellen darzustellen wurden sie von der Gruppe um
Brigita Lenarci¢ in das 3D Modell von hEpCAM implementiert (Pavsic et al., 2014;
Tsaktanis et al., 2015). Dabei kommt hEpCAM als Homodimer vor. Hinweise auf die
Dimerform gehen bereits aus den Analysen der Tetraspanindomanen hervor. Bei der
Immunprazipitation von EpCAM aus dem Tetraspaninkomplex wurden im Western Blot
unter nicht reduzierten Bedingungen ein Produkt mit der Masse von ~80kDA detektiert,
welches dem Molekulargewicht eines EpCAM-Dimers entspricht (Le Naour et al., 2006).
Die Implementierung der Spaltsequenzen von hEpCAM in die Kristallstruktur helfen
strukturbiologisch zu verstehen, wie gut die Schnittstellen erreichbar sind (Abbildung
19).

Einen Einfluss der eingefigten FLAG und TEV Epitope auf die Spaltung kann nicht for-
mal ausgeschlossen werden. Es konnte aber gezeigt werden, dass mit Implementierung
der zusatzlichen FLAG und TEV Epitope, in das hEpCAM Modell, es zu keiner schwer-

wiegenden Konformationsanderung kommt (Tsaktanis et al., 2015, 2016).
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Die transmembrane Domane (TMD) von EpCAM wurde mittels MD (Molekulardynamik)-
Simulation simuliert. Die Darstellung erfolgte in einer coarse-grained Darstellung. Dabei
kann die Transmembrandoméane unter Verwendung der beteiligten Atomgruppen zu
einem Molekilmodell angeordnet werden. Es zeigte sich, dass EpCAMs TMD ebenfalls
Dimere in der Zellmembran bilden (Abbildung 20).

Die transmembranen Schnittstellen sind fur die y-Sekretase in Monomer- und in Dimer-
form nach extrazellularer Spaltung frei zuganglich. Dies erklart die hohe Effizienz der y-
Sekretase, was sowohl im Western Blot (Abbildung 15), als auch in den massenspekt-
rometrischen Analysen (Abbildung 16) ersichtlich war.

In Kolonkarzinomen wurde, im Gegensatz zu normalen Zellen, eine hohe Anzahl an
EpICD im Nukleus nachgewiesen (Gosens et al., 2007; Maetzel et al., 2009). Folglich
ware ein weiterer Angriffspunkt die spezifische Blockierung der identifizierten Schnitt-
stellen durch Antikérper bzw. small molecule inhibitors, indem sie zielgerichtet die Spal-
tung EpCAMs inhibieren.

Es wurden schon y-Sekretase-Inhibitoren in klinischen Studien eingesetzt jedoch mit
erheblichen Nebenwirkungen, da die y-Sekretase auch fir die Regulierung anderer Pro-
teine verantwortlich ist (Suresh & Irvine, 2015). Bei behandelten Patienten traten ver-
mehrt Infektionen und Hautkrebs auf, im Vergleich zu der Kontrollgruppe (Doody et al.,
2013). Aus diesem Grund ist eine spezifische Therapie, die die Spaltung von EpCAM
gezielt hemmt, von enormer Wichtigkeit. Sie bietet neben der Antikérper Therapie einen
weiteren Angriffspunkt fur EpCAM-positive Tumore.

Ob und wie genau die Aktivierung der Spaltung bei EpCAM funktioniert, ist noch nicht
hinreichend untersucht. Wie schon beschrieben, sind die extrazellularen Schnittstellen
in der nativen Form nicht frei zuganglich. Beide a-Schnittstellen befinden sich in der
Furche, welche durch die Carboxy-terminale Doméane (CD) zweier EpCAM Monomere
gebildet werden und zusammen ein cis-Dimer bilden. In Dimerform sind diese Schnitt-
stellen kaum zuganglich, doch in der monomeren Form EpCAMs befinden sich die
Schnittstellen an der Oberflache des Proteins und sind frei zuganglich (Abbildung 19).
Die Spaltung von hEpCAM durch Cathepsin L war jedoch moglich, obwohl die Schnitt-
stelle in Dimerform nicht zugénglich sind (Pavsic et al., 2014). Folglich weist dies auf
eine Dissoziation von EpCAM Dimeren hin, so dass die Konformation nativer EpCAM
Moleklle heterogen sein kann und aus Mono-, Di-, Tri- und Tetrameren bestehen kénn-
te.

Fir diesen Ubergang der Konformationsanderung konnte ein externer Ligand bzw. die

Proteasen selbst verantwortlich sein (Abbildung 28 A). Als Beispiel dient der Notch Re-

81



6. Diskussion

zeptor, welcher ebenfalls ein Typ-I Transmembranprotein ist. Notch 2 autoinhibiert sei-
ne Spaltung durch Uberlagerung der S2 Schnittstelle durch die 3 LNR (Lin12/Notch
repeats) Domane. Diese bilden eine sogenannte negative regulatorische Region (NRR).
Die Bindung von Liganden der DSL-Familie (Delta/Serrate/LAG-2) an die EGF-
Wiederholungssequenz der Ektodoméne von Notch initiilert die RIP. Durch die Ligan-
den-induzierte Konformationsanderung wird die negative regulatorische Region (NRR)
zuganglich, dadurch wird die S2 Schnittstelle fir die ADAM Protease erreichbar und
ermoglicht es der Metalloprotease zu Spalten. Die zweite Spaltung durch die y-
Sekretase an der S3 Schnittstelle fuhrt zur Freisetzung von NICD (Gordon et al., 2007).
Ein Anhaltspunkt fur die Liganden-induzierte Spaltung bei EpCAM ist (Abbildung 28 A),
dass ADAM10 normalerweise durch Liganden aktiviert wird (Bozkulak & Weinmaster,
2009). In den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass EpCAM neben der Spal-
tung durch TACE/ADAM17, auch durch ADAM10 gespalten wird (Abbildung 12).

Im Gegensatz zu der vermutlich Liganden-induzierten Spaltung durch ADAM10, kann
TACE/ADAM17 Typ-lI Transmembranproteine Liganden-unabhangig spalten (Christian,
2012). Diese Liganden-unabhangige Spaltung (Abbildung 28 C) kann theoretisch auch
in Tumoren auftreten, denn in Tumoren herrscht meist ein saurer pH (van Sluis et al.,
1999), was zur Dissoziation des hEpCAM Dimers an der Oberflache fuhren kann
(Pavsic & Lenarcic, 2011).

Es wurde bereits beobachtet, dass durch direkten Zell-Zell-Kontakt die Spaltung von
hEpCAM initiiert wird (Abbildung 28 A). Die abgespaltene extrazellulare Doméane ver-
starkt dabei die Spaltung (Denzel et al., 2009; Maetzel et al., 2009). Die abgespaltenen
extrazellularen Doméanen koénnten ahnlich wie bei Notch zur Konformationséanderung
des cis-Dimers fuhren und die Schnittstellen flr Proteasen zuganglich machen.

Die Spaltung kénnte auch durch Endozytose ermoglicht werden, wie es bereits bei mE-
pCAM gezeigt worden ist (Hachmeister et al., 2013). Durch das saure Milieu in den En-
dosomen/Lysosomen kann das EpCAM Dimer dissoziieren und die Schnittstellen wer-
den frei zuganglich (Abbildung 28 D). Bei Notch wurde ebenfalls eine Freisetzung von
NICD nach Endozytose beschrieben (Le Borgne, Bardin, & Schweisguth, 2005). An der
Spaltung von Notch nach Endozytose ist unter anderem das Protein Rab11b beiteiligt
(Vaccari, Lu, Kanwar, Fortini, & Bilder, 2008), welches auch als Interaktionspartner von
MEpPCAM indentifiziert wurde (M. Hachmeister, personliche Mitteilung). Nach der Endo-
zytose kommt es zur Spaltung von Notch und Freisetzung der intrazellularen Doméane

(NICD) in das Zytosol. Die abgespaltene Doméane (NICD) wird entweder abgebaut oder
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durch einen Recycling Mechanismus sezerniert (Le Borgne et al., 2005; Vaccari et al.,
2008).

ADAM 17 ADAM 10 ADAM 17
bzw. +

(ADAM10) CD9
CD44v6

CO-029
—J

TEM

Lysosomaler Abbau

Friihes Endosom

Abbildung 28: Mdglichkeiten der Spaltung von hEpCAM

(A) Darstellung der Induktion der Spaltung durch direkten Zell-Zell-Kontakt. (Denzel et al., 2009)
(B) Die Bindung eines Liganden an Tetraspanin-reichen Domanen (TEM) fiihrt zur Dissozation
des EpCAM Dimers, woraufhin die RIP induziert wird, die durch ADAM10 vermittelt wird
(Bozkulak & Weinmaster, 2009; Le Naour et al., 2006). (C) Spontane bzw. durch saures Tu-
mormilieu vermittelte Dissoziation des EpCAM Dimers fuhrt zur Induktion der RIP, vermittelt
durch ADAML17 (Christian, 2012; Maetzel et al., 2009). (D) Spaltung nach Endozytose vermittelt
unter anderem durch Rabl1lb. In den Endosomen kommt es aufgrund des niedrigen pHs zur
Dissoziation des EpCAM Dimers, mit nachfolgender Spaltung durch BACE1. EpCAM kann nach
Endozytose auch lysosomal abgebaut werden (Hachmeister, 2014).

Nach Betrachten der Méglichkeiten, wie die Spaltung initiiert werden kann, soll auf die
Auswirkung der Spaltung ndher eingegangen werden. Es ist bekannt, dass die regulati-
ve intramembrane Proteolyse von EpCAM Proliferation induziert (Maetzel et al., 2009).

Welche anderen Effekte kdnnen mit einer Spaltung EpCAMs einhergehen?

6.2 Degradation von hEpCAM

HEpCAM wird extrazellular durch Matrix Metalloproteasen und BACELl gespalten
(Hachmeister et al., 2013). Der Unterschied zwischen den Proteasen ist der unter-
schiedliche pH-Wert, bei welchem sie ihre optimale enzymatische Aktivitat erreichen.
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BACEL1 ist bei einem pH-Wert von 4,5 (Cole & Vassar, 2007) und ADAM bei einem pH-
Wert von 7 (Edwards et al., 2008) vollstandig aktiv. Aufgrund der unterschiedlichen pH-
Werte kann man schlussfolgern, dass BACE1 hauptséchlich in sauren Milieus, wie den
Endosomen/Lysosomen lokalisiert ist (Cole & Vassar, 2007). Die Typ-I Transmembran-
protease ADAM ist hingegen hauptsachlich an der Zellmembran funktionsféahig
(Edwards et al., 2008). Die Lokalisation von BACE1 in Endosomen legt nahe, dass
hEpCAM einem Endozytoseprozess unterworfen ist. Der Endozytosevorgang ist dabei
Clathrin-abhéngig, woran sich eine Spaltung durch BACE1 (Tsaktanis et al., 2015) bzw.
ein lysosomaler Abbau anschlieRen kénnen (Abbildung 28). Auch bei mEpCAM kommt
es zur Endozytose und anschlieBender Spaltung bzw. lysosomalen Abbau. Mit Hilfe der
SILAC Methode (stable isotope labeling by/with acids in cell culture) konnten dabei
Clathrin-abh&ngige Proteine identifiziert werden (Hachmeister, 2014). Wie schon be-
schrieben sind die Spaltstellen nur erreichbar, wenn das EpCAM Dimer in Monomere
dissoziiert. Wenn EpCAM in Dimerform vorliegt, ist die BACE1 Schnittstelle fiur die B-
Sekretase nicht zugéanglich. Doch bei saurem pH dissoziiert das cis-Dimer in zwei
EpCAM Monomere und die Schnittstellen sind frei zuganglich fir BACE1. Das zeigen
auch die Spaltungsraten von mEpCAM bei unterschiedlichen pH-Werten. In mEpCAM
konnte man bei einem pH-Wert von 7 nur eine Spaltungsrate von ca. 20% beobachten.
Im Gegensatz bei einem pH-Wert von 4,5 ergab sich eine Spaltungsrate von ca. 100%
(Hachmeister et al., 2013).

Hinsichtlich der Degradation EpCAMs stehen zwei Wege zur Verfigung: Der Pro-
teasen-abhangige proteasomale Abbau und der lysosomale Abbau. Beim Proteasen-
abhangigen proteasomalen Abbauvorgang wird das Protein zunachst proteolytisch ge-
spalten und anschliel3end wird das freigewordene EpICD im Zytosol ubiquitiniert, bevor
es im Proteasom abgebaut werden kann (Abbildung 15).

Es ist anzunehmen, dass hEpCAM nach Clathrin-abhangiger Endozytose (Tsaktanis et
al., 2015) auch lysosomal abgebaut wird. Hinweise daftr sind bei mEpCAM zu sehen.
Es konnte der lysosomale Abbau mEpCAMs in Teratokarzinomzellen durch Bafilomycin
spezifisch gehemmt werden (Hachmeister, 2014).

Die Degradierung EpCAMs durch Endozytose bzw. Protease-abhéngig, erméglicht es
Zellen EpCAM in kurzer Zeit herunterzuregulieren. Eine Herunterregulation von EpCAM
wurde bei der EMT beobachtet (Ye et al., 2015), doch ist nicht bekannt welcher Mecha-
nismus dafir verantwortlich ist. Die Ergebnisse lassen vermuten, dass der Abbauweg
Uber Endozytose und anschlielBender BACE1 Spaltung bzw. lysosomalen Abbaus mdg-

liche Mechanismen flur die Herrunterregulation von EpCAM sein konnte. Ein anderer
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schon beschriebener Mechanismus ist der proteasomale Abbauweg nach der regulier-
ten intramembranen Proteolyse durch die ADAM und y-Sekretase. Doch welche Aus-

wirkung kénnte diese posttranslationale Herrunterregulierung fur die Zellen bedeuten?

6.3 Einfluss der Spaltung auf die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT)
Durch die posttranslationale Herunterregulierung mittels RIP bzw. durch Endozytose
kann EpCAM von der Zellmembran entfernt und abgebaut werden. Es wurde gezeigt,
dass ein mesenchymaler Phé&notyp mit einer reduzierten EpCAM Expression einhergeht
(Driemel et al., 2014; Gires & Stoecklein, 2014; Massoner et al., 2014). Es ist anzu-
nehmen, dass durch &ufRere Ligandenbindung bzw. einem niedrigen pH es zum Abbau
von EpCAM kommt und dadurch die Epitheliale-Mesenchymale Transition (EMT) indu-
ziert werden konnte.

In Kolorektalenkarzinomen wurden Tetraspanin-reiche Komplexe (TEM) beschrieben,
welche die Tumorprogression unterstiitzen. Zu dem Tetraspanin-reichen Komplex ge-
hort unter anderem EpCAM (Le Naour et al., 2006), aber auch ADAM10 ist eine Kom-
ponente des Tetraspaninnetzwerkes (Kuhn et al., 2007). Es wurde gezeigt, dass
ADAM10 an der Initiierung der RIP beteiligt ist (Abbildung 12), wodurch die Degradie-
rung von EpCAM initiiert werden kann. Der Abbau EpCAMs kénnte in den Zellen einen
mesenchymalen Phanotyp hervorrufen. Weitere Hinweise Richtung Initiierung eines
mesenchymalen Phanotyps in Karzinomzellen durch eine EpCAM Degradation liefern
Ye et al. Die Arbeitsgruppe beobachtete in metastasierenden Mammakarzinomen eine
hohe Snail und eine niedrige EpCAM Expression (Ye et al., 2015).

Folglich haben die verwendeten Karzinomzellen mit mesenchymalem Phé&notyp eine
starke Snail Expression. Dieser mesenchymale Phanotyp geht jedoch verloren, wenn
die ADAM10 Protease ausgeknockt wurde. Parallel dazu wurde eine Reduktion der
Snail Expression um 60% beobachtet (C. Zhang et al., 2010). Man kdnnte vermuten,
dass Zellen die den Prozess der EMT durchlaufen in hohem Maflie ADAM10 Proteasen
exprimieren und dadurch die RIP bei EpCAM induzieren. Das lasst schlussfolgern, dass
CTCs (circulating tumor cells) (siehe 1.1.2 Metastasierung) EpCAM negativ, jedoch
ADAM10 und Snail positiv sind (Ye et al., 2015; C. Zhang et al., 2010). Ob diese Zu-
sammenhange kausaler Natur sind oder nur Korrelate, missen weitere Untersuchun-
gen zeigen.

Der proteaseabhéngige Abbauvorgang EpCAMs durch extrazellulare Sekretasen und
der y-Sekretase fuhrt zur Freisetztung von EpICD im Zytosol. In Cholangiokarzinomen

bilden unter anderem (-Catenin und EpICD einen nukledaren Komplex, in den Zellen
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welche die invasive, migrierende Front bilden. Der nukleare Komplex fordert dabei das
Migrationsverhalten von den Tumorzellen (Jachin et al., 2014). Man muss jedoch an-
merken, dass die Arbeitsgruppe um Jachin et al. sich dabei keine CTCs angeschaut
haben. Zusammenfassend kann man sagen, dass EpCAM durch die Prozessierung
mittels RIP Einfluss auf das Migrationsverhalten von Karzinomzellen haben kdnnte und

eine Degradierung EpCAMs das Metastasierungsverhalten beginstigen wirde.

6.4 Einfluss der Spaltung auf die Zelladhasion hEpCAMs

Ursprunglich wurde EpCAM als homophiles Zelladhédsionsmolekil beschrieben. Diese
Erkenntnis wurde durch Uberexprimierung von EpCAM in Fibroblasten und Brustkrebs-
zellen, welche keinerlei Expression von Adhasionsmolekulen wie E-Cadherin besitzen,
gewonnen. Dabei wurde eine erhdhte Aggregationsfahigkeit der Zellen beobachtet
(Litvinov, Velders, et al., 1994). Anderseits wurde eine verminderte Aggregation bei
Uberexprimierung von EpCAM in Karzinomzellen festgestellt (Litvinov et al., 1997).

Die adhasive Funktion von den klassischen Zelladh&asionsproteinen (CAMs) wie z.B. E-
Cadherin lasst sich durch die regulatorische intramembrane Proteolyse (RIP) modulie-
ren (Craig & Brady-Kalnay, 2011; Maretzky et al., 2005). Aus diesem Grund sollte der
Einfluss von RIP auf EpCAM bezuglich der Beeinflussung der adhasiven Funktion un-
tersucht werden.

Die funktionellen Eigenschaften von EpCAM wurden bereits in drei Knockout Mausmo-
dellen untersucht, jedoch kamen die Gruppen zu unterschiedlichen Schlussfolgerungen.
(Guerra et al., 2012; Lei et al., 2012; Nagao et al., 2009).

Der erste Knockout war embryonal letal (Nagao et al., 2009). Bei den anderen beiden
Knockout Mausstdmmen wurde eine gestorte Darmentwicklung beobachtet, vergleich-
bar mit der beim Menschen vorkommenden CTE (congenital tufting enteropathy)
(Guerra et al., 2012; Lei et al., 2012).

Die Gruppe um Guerra et al. fihrten die gestorte Darmentwicklung auf eine Stérung der
adherens junctions in der Mukosa zuriick, aufgrund der fehlenden Rekrutierung von E-
Cadherin durch EpCAM (Guerra et al., 2012). In Zebrafisch- und Krallenfroschmodellen
wurde ebenfalls eine Storung der adherens junctions beschrieben (Maghzal et al., 2013;
Slanchev et al., 2009).

Lei et al. konnten keine Fehllokalisation von E-Cadherin und 3-Catenin beobachten. Die
Gruppe sah die Ursache der gestdrten Darmarchitektur in einer Stérung der tight junc-
tions, aufgrund fehlender Expression von Claudinen, allen voran Claudin 7 (Lei et al.,
2012).
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Zusammenfassend gibt es unterschiedliche Beschreibungen im Zellmodell, was die ad-
hasiven Eigenschaften EpCAMs betreffen. Einerseits wurde durch die EpCAM Uberex-
pression in murinen Fibroblasten und in Brustkrebszelllinien eine vermehrte Zelladhasi-
on beschrieben (Litvinov, Velders, et al., 1994), wohingegen in epithelialen E-Cadherin
exprimierenden Zellen die Uberexpression EpCAMs eine Verminderung der Zelladhasi-
on zur Folge hatte (Litvinov et al., 1997).

In vivo konnte man bei den EpCAM Knockout Mausen einen gestérten Zellzusammen-
halt beobachten, doch welche molekularen Ursachen dafir verantwortlich sind konnte
nicht eindeutig geklart werden. Es kommt hinzu, dass EpCAM strukturell gesehen keine
Ahnlichkeit mit den klassischen CAM-Proteinen hat (Schnell et al., 2013). In der vorlie-
genden Arbeit wurde EpCAM durch Inhibierung der Spaltung stabilisiert. Anders als bei
E-Cadherin (Maretzky et al., 2005) hatte die regulative intramembrane Proteolyse kei-
nen Einfluss auf die Adhasionseigenschaften EpCAMs. Die Stabilisierung EpCAMs
durch Hemmung der a-, B- und y-Sekretase hatte keinen Effekt auf die Zell-Matrigel-
noch auf die Zell-Zell-Adhéasion. Aus diesem Grund sollte nun die Eigenschaft EpCAMs

auf die Zelladhéasion in hEpCAM Knockout Zellen ndher untersucht werden.

6.5 Einfluss eines zellularen hEpCAM Knockouts auf die Zelladh&sion

In mesenchymalen Zellen wurde gezeigt, dass EpCAM ein homophiles kalziumunab-
hangiges Zelladhasionsprotein ist. Diese Zellen exprimieren normalerweise weder
CAMs, noch EpCAM Proteine (Litvinov, Velders, et al., 1994). Aus diesem Grund wur-
den in der vorliegenden Arbeit Untersuchungen in Karzinomzellen durchgefihrt, welche
klassische Zelladh&sionsmolekiile und EpCAM Proteine exprimieren.

Es wurden zellulare HCT-8 Knockout Klone generiert mittels CRISPR-Cas9 Technolo-
gie (Abbildung 22). Die Klone hatten zudem die selbe E-Cadherin Expression, aul3er in
den CC#L20 Zellen, in denen E-Cadherin sogar vermehrt exprimiert wurde (Tsaktanis
et al., 2015). Im Calcein AM Adhésionsassay konnte kein signifikanter Unterschied zwi-
schen hEpCAM Knockout und hEpCAM-positiven HCT-8 Zellen im Zell-Matrix-
Adhasionsassay festgestellt werden (Abbildung 23 C, Abbildung 24). Dies geht mit den
bereits beschriebenen Beobachtungen einher, dass EpCAM keinen Einfluss auf die
Zell-Matrix-Adhasion hat (Litvinov, Bakker, Gourevitch, Velders, & Warnaar, 1994).
Jedoch konnte auch kein signifikanter Unterschied bei Betrachten der Zell-Zell-
Adhésion zwischen EpCAM Knockout Zellen und EpCAM positiven HCT-8 Zellen beo-
bachtet werden (Abbildung 23 C, Abbildung 24). Der Adhasionsassay wurde sowohl

unter normokalziamischen, als auch unter kalziumfreien Bedingungen durchgefinhrt.
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Unter Kalziumentzug zeigte sich eine klare Reduktion der Zelladhasion. Der Grund da-
fur liegt in der kalziumabhangigen vermittelten Adhasion von E-Cadherin (Kim, Tai,
Mok, Mosser, & Schuman, 2011). Jedoch hatte es keinen Einfluss auf das kalziumun-
abhangige Adhasionsmolekil EpCAM. Ebenso zeigte ein stabiler hEpCAM Knockdown
mittels short-hairpin RNA (shRNA) bzw. ein transienter hEpCAM Knockdown mittels
small interfering (siRNA) in Kyse30 Osophaguskarzinomzellen keinen Effekt auf die
Zell-Zell-Adhasion im Calcein AM Adhasionsassay (Tsaktanis et al., 2015).

Zusammenfassend konnte in den durchgefihrten Zelladhdsionsassays mit den verwen-
deten Karzinomzellen kein Anhalt gefunden werden, dass EpCAM einen Einfluss auf
die Zelladhasion hat (Tsaktanis et al., 2015, 2016). Doch stellt sich die Frage, ob die
beobachteten Effekte in vitro nur fur diese Karzinomzelltypen gelten? Um eine generelle
Aussage beziglich der Adhasionsfahigkeit EpCAMs zu formulieren, wurde die direkte
homophile Protein-Protein Interaktion zwischen zwei EpCAM Proteinen mittels AFM

untersucht.

6.6 Adhasionsfunktionstest von hEpCAM mittels AFM

Um zellunabhangig die Adhasion von EpCAM zu charakterisieren wurde die Interaktion
der extrazellularen Protein-Protein Interaktion mittels AFM untersucht. Dies ermdglicht
eine zellunabhangige und strukturell bezogene Analyse der Bindungseigenschaften der
extrazellularen Anteile EpCAMs miteinander. Pavsic et al. und Balzar et al. erklarten die
adhasionsvermittelte Eigenschaft von EpCAM durch eine direkte trans-Verbindung
zweier EpCAM Molekile (Balzar et al.,, 2001; Pavsic et al., 2014). Um ein ahnliches
Modell zu erzeugen, wurde ein hEpEx-Fc Konstrukt erstellt. Dieses Konstrukt bildet in
nicht reduzierter Form Di-, Tri- und Tetramere aus und entspricht somit dem nativen
Modell von hEpCAM. Das Konstrukt wurde in HEK293 Zellen transfiziert, um aus dem
Uberstand das rekombinante glykosylierte hEpEx-Fc Protein aufzureinigen (Abbildung
26).

Mit Hilfe des AFM wurden bereits typische CAM Proteine untersucht und ihre Adhasi-
onsfahigkeit bestimmt. Aus diesem Grund diente das Desmoglein3 (Dsg3) als positive
Kontrolle (Vielmuth, Hartlieb, Kugelmann, Waschke, & Spindler, 2015). Zum Ausschluss
unspezifischer Proteinbindungsereignissen und als Negativkontrolle wurde BSA ver-
wendet. Wéahrend das Adhasionsprotein Desmoglein3 (Dsg3) klare Bindungseigen-
schaften zeigte, war die hEpEXx Interaktion nur leicht hdoher als bei der Negativkontrolle
mit BSA (Abbildung 27).
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Zusammenfassend scheint EpCAM in Karzinomzelllinien, insbesondere bei HCT-8 Zel-
len und Kyse Zellen einen geringen oder keinen Einfluss auf die Zelladh&asion zu haben.
Die Diskrepanz zwischen den Untersuchungen von Litvinov et al. und den hier durchge-
fuhrten Experimenten kann, wie schon beschrieben, an den unterschiedlichen Zelllinien
liegen (siehe 6.5 Einfluss eines zellularen hEpCAM Knockouts auf die Zelladhasion),
aber auch an der unterschiedlichen Versuchsanordnung. Litvinov et al. ermittelten die
Adhasionsfahigkeit der Zellen, indem sie die Aggregation der Zellen beobachteten. D.h.
die Zellen konnten sich im Medium frei anordnen und zusammenlagern (Litvinov et al.,
1997, Litvinov, Velders, et al., 1994). Durch das Loslosen von epithelialen Zellen setzt
bereits der Prozess der EMT (siehe 1.1.2 Metastasierung) ein, welcher unter anderem
zur Herrunterregulierung bzw. Destabilisierung von Adhasionsproteinen wie E-Cadherin
fuhrt (Tang et al., 2010). Die Destabilisierung von E-Cadherin wird dabei wahrscheinlich
durch EpCAM ausgel6st, was zu einer verminderten Adhasionsfahigkeit der Zellen fuhrt
(Litvinov et al., 1997; Winter et al., 2007).

Anders ist es bei dem Calcein AM Adhasionsassay, bei dem Zellen vorab adharieren
(Abbildung 23 A; B). Die mechanische Umwelt d.h. der Boden der Zellkulturflasche fuhrt
zur Exprimierung von Adhéasionsproteinen und zu einer starken Verankerung der Zellen
(Tang et al., 2010). Die nun ausplattierten Zellen, im Rahmen des Calcein AM Adhé&si-
onsassay, haben eine optimale Vorraussetzung um einen Zell-Zell-Kontakt eingehen zu
kénnen. Doch warum hatte EpCAM keinen messbaren Einfluss auf die Adh&asion? Im
Kontext des Versuchsaufbaus kénnte ein Effekt EpCAMSs, falls vorhanden, mit dem Cal-
cein AM Adhasionsassay nicht suffizient messbar sein. Doch warum konnte kein Effekt
EpCAMs in einer kalziumfreien Umgebung, i.e. unter Ausschaltung von E-Cadherin Ef-
fekten, gemessen werden? Das mag einerseits daran liegen, dass der Effekt von
EpCAM immernoch vergleichbar gering bzw. zelltypabhangig (HCT-8, Kyse30) ist, oder
die Effekte EpCAMs nur in einem dreidimensionellen Modell vollstdndig ausgebildet
werden konnen. Balzar et al. beobachteten in bereits adharenten Zellen, dass sich
EpCAM vor allem basolateral anordnet (Balzar, Prins, et al., 1999). Folglich kénnte es
auf der apikalen Seite, der bereits ausgesaten Zellen, zu keiner ausreichenden EpCAM-
EpCAM-Interaktion gekommen sein. Es muss jedoch hierbei bertcksichtigt werden,
dass EpCAM in Karzinomzellen Ublicherweise von einer basolateralen zu einer hom-
mogenen Expression wechselt (Xie et al., 2005). Neben der reinen mechanistischen
Betrachtung der intermolekularen Protein-Protein-Interaktion, spielt auch der durch
EpCAM vermittelte Einfluss auf Adhasionsmolekile eine Rolle (Winter et al., 2007).
Denn EpCAM ist nicht als klassisches CAM beschrieben (1.2.3.1 Zelladhasion). Folglich
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wird die Adhéasion héchst wahrscheinlich nicht rein durch intermolekulare Krafte vermit-
telt, wie es bei Desmoglein3 (Dsg3) der Fall ist (Vielmuth et al., 2015). EpCAM hinge-
gen, beeinflusst hochst wahrscheinlich die Zelladhasion vor allem indirekt, indem es zur
Expression/Stabilisierung (Guerra et al.,, 2012; Lei et al, 2012) bzw. Ver-
lust/Destabilisierung (Litvinov et al., 1997; Winter et al., 2007; Winter et al., 2003) von
Zelladhasionproteinen kommt. Deshalb wére es sinnvoll im Rahmen des Adhasionsex-
perimentes die Phase der Zell-Zell-Anlagerung zu verlangern, um etwaige Proteinex-
pressionen und —verknupfungen beobachten zu kénnen. Wie schon untersucht wurde,
ist der Einfluss EpCAMs auf die Adhéasion paradox. Dabei ist EpCAM dynamischen
Prozessen und individuellen Zelleigenschaften unterworfen, je nhachdem ob es sich um
Karzinomzellen oder Zellen in physiologischen Umfeld handelt (Bryan, 2015; van der
Gun et al., 2010). Die dynamische Komponente wird dabei unter anderem von der Um-
gebung beeinflusst, weshalb man bei Betrachtung der Eigenschaften EpCAMs auf die
Zelladhasion, je nach Zelllinie und Untersuchungskontext unterschiedliche Ergebnisse
erhalten kann. Deshalb sollte man die Funktion EpCAMs auf die Adhasion funktionell
einteilen: in eine physikalisch, intermolekulare Komponente und eine biologisch, durch
Signalkaskaden vermittelte Komponente. Mittels AFM war es méglich die intermolekula-
ren Krafte von EpCAM-Proteinen zu bestimmen. Dabei konnten keine signifikanten Bin-
dungsereignisse gemessen werden (Abbildung 27). Doch um das Bild zu komplemen-
tieren, ist es notwendig die Eigenschaften EpCAMs in einem biologisch, dynamischen
System zu untersuchen. Anfangen sollte man dennoch auf physikalischer Ebene, indem
man zunacht die Interaktionen zwischen zwei einzelnen Zellen mittels AFM und Elekt-
ronenmikroskopie betrachtet und dabei unterschiedliche Zelllinien charakterisiert. Wei-
terhin muss bedacht werden, dass EpCAM Uber eine interne Sequenz mit dem Aktinzy-
toskelett verbunden ist (Balzar et al., 1998). In der AFM Anordnung fehlt jedoch der int-
razellulare Anteil, welcher vermutlich mit dem Aktinzytoskelett verankert ist und die n6-
tige Stabilitat verleihen kénnte. In weiteren Arbeiten sollte darauf eingegangen werden
und der Effekt der Interaktion zwischen EpICD und dem Aktinzytoskelett zusatzlich na-
her untersucht werden. Was man aber sagen kann ist, dass die adhasive Eigenschatt
EpCAMs, im Rahmen der durchgefuhten AFM-Messungen, nicht ausschlie3lich durch

die extrazellularen Anteile vermittelt wird.
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7. Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurden die Schnittstellen EpCAMs auf Ebene der Aminosau-
ren nach der regulativen intramembranen Proteolyse (RIP) identifiziert. Zusatzlich wur-
de der Einfluss der RIP auf die Zelladhasion, sowie spater von hEpCAM selbst auf die
Zelladhasion untersucht.

Weitere Experimente sollen zeigen, welche Proteine verantwortlich sind fur die Initiie-
rung der Spaltung von EpCAM. Bei der Annahme, dass die Spaltung ausgeldst wird
durch Proteine, welche sich an den extrazellularen Anteil anlagern, kann man EpCAM-
positive Zellen mit dem rekombinanten EpEx-Konstrukt inkubieren. Anschlie3end soll
mittels Co-IP das EpEx-Konstrukt aufgereinigt werden, womit man die an ihm gebunde-
nen Proteine mit Hilfe der Massenspektrometrie identifiziert kdnnte. Die identifizierten
Proteine kdnnen wiederum rekombinant hergestellt werden. AnschlielBend kénnen
EpCAM-positive Zellen mit den aufgereinigten Proteinen inkubiert werden und die Spal-
tungsraten bestimmt werden.

AulBerdem kann untersucht werden, ob die Produkte welche bei der Spaltung durch
ADAM bzw. BACE1 und der y-Sekretase entstehen in der Lage sind die Spaltung auch
zu initiieren. Dabei kénnen die entsprechenden Proteine ebenfalls rekombinant herge-
stellt werden und anschlieRend EpCAM-postive Zellen inkubiert werden.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass EpCAM in der Karzinomzellinie HCT-8 und
im AFM keinen signifikanten Einfluss auf die Zelladhasion hat. In weiteren Arbeiten, wa-
re es von Interesse die Zell-Zell-Adhéasion in weiteren Karzinomzellen, als auch in phy-

siologisch EpCAM-exprimienden Zellen mittels AFM zu bestimmen.
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EpCAM ist ein Transmembranprotein und wird auf verschiedenen Tumorentitaten de
novo oder stark Uberexprimiert. Es wird durch eine regulatorische intramembrane Pro-
teolyse (RIP) prozessiert. Dabei wird es zunachst extrazellular durch ADAM Proteasen
bzw. durch die BACEL Protease gespalten. Die erste Spaltung ist somit gleichzeitig der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Das dabei entstehende Produkt (CTF-EpCAM)
wird durch die y-Sekretase mit hoher Effizienz weiter prozessiert und fuhrt zur Freiset-
zung von AB-Fragmenten und intrazellularen Produkten (EpICD). EpICD vermittelt
Proliferation durch Aktivierung von Zielgenen (Myc, FABP5).
Um die extrazellularen Spaltsequenzen zu identifizieren, wurde ein EpCAM Konstrukt
mit einem FLAG und TEV Epitop, welche sich 42 Aminoséuren vor der Transmembran-
doméne befinden, generiert und in Karzinomzellen (HEK293, FaDu, HCT-8) stabil ex-
primiert. Nach Inkubation von den Karzinomzellen, mit dem EpCAM-TF Konstrukt wur-
den entstehende Spaltprodukte aus dem Zellkulturiiberstand immunprazipiert und mas-
senspektrometrisch analysiert. Bei dem Vergleich von massenspektrometrisch gemes-
senen und theoretisch berechneten Fragmenten, ergaben sich zwei ADAM-
Schnittstellen (Aspartat?*3/Prolin®**, Prolin?*4/Glycin?4®) und eine BACE1-Schnittstelle
(Tyrosin?%9/Tyrosin?%?),
Zur ldentifizierung der transmembranen Schnittstellen wurde ein Myc-CTF(EpCAM)-
FLAG-TEV-YFP Konstrukt in Karzinomzellen (HEK293, FaDu, HCT-8) stabil exprimiert.
Die Analyse der Schnittstellen erfolgte auf ahnliche Weise, wie bei den extrazellularen
Schnittstellen. Funf Schnittstellen konnten auf diese Weise identifiziert werden, wobei
der y-Schnitt zu den Schnittstellen Valin?’3/Valin?’4, Valin?"4/ Valin?7®, Valin?’5/ Valin?7®
fihrte und der e-Schnitt zu den Schnittstellen Valin?®4/Valin?8®> und Valin?8®/Leucin?8®
fuhrte.
EpCAM wurde zudem als Zelladh&sions-regulierendes Protein beschrieben. Ein weite-
res Ziel dieser Arbeit, war es den Einfluss der regulativen intramembranen Proteolyse
EpCAMs auf die Zelladh&sion zu untersuchen. Die Inhibierung der Spaltung durch a-, -
und y-Sekretasen hatte keinen Effekt auf die Zell-Zell-Adhasion, sowie auf die Zell-
Matrix-Adh&sion. Auch ein zellularer Knockout hEpCAMs mittels CRISPR-Cas9 Tech-
nologie in HCT-8 Zellen hatte im Vergleich mit EpCAM-positiven HCT-8 WT Zellen kei-
nen signifikanten Einfluss auf die Zelladhasion. Um zellunabh&ngig das Adhasionspo-
tential von EpCAM zu bestimmen wurde die direkte Protein-Protein Interaktion von re-
kombinaten hergestellten extrazellularen EpCAM (EpEx) mittels atomic force microsco-
py (AFM) bestimmt. Dafir wurde zunachst ein rekombinantes hEpEx-Fc Protein aufge-
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reinigt. Es wurde die Protein-Protein Interaktion von EpCAM bestimmt und mit den Wer-
ten von BSA (negativ Kontrolle) und dem Zelladhasionsmolekil Desmoglein3 (positiv
Kontrolle) verglichen. Es ergab sich kein signifikanter Unterschied zur negativ Kontrolle
BSA. Die Untersuchung der Zelladh&sion EpCAMs auf zellularer Basis und mittels AFM
zeigte in den hier aufgefiihrten Experimenten keinen signifikanten Einfluss auf die Zel-
ladh&sion.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit die proteolytische Spaltung EpCAMs auf
Ebene der Aminosauren charakterisiert werden. Zudem wurde gezeigt, dass die Funkti-
on EpCAMs, im Rahmen der hier durchgefiuihrten Experimente, keinen Einfluss auf die

Zelladhasion hat.
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EpCAM is a transmembrane protein which is over or de-novo expressed in different tu-
mor entities. It is processed by the regulated intramembrane proteolysis (RIP). The first
shedding is made by the protease ADAM or BACE1. The generated product CTF (C-
terminal fragment) is highly efficiently cleaved by the y-secretase. The generated prod-
ucts are AB fragments and EpICD fragments. EpICD induces genes like myc and cy-
clins.

A human EpCAM-TEV-FLAG construct was cloned and expressed in carcinoma cells
(HEK293, FaDu, HCT-8) to identify the extracellular cleavage sites. Extracellular shed-
ding leads to fragments. The fragments were purified and analyzed by mass spectrome-
try. Comparison of theoretical mass and measured mass of the cleaved fragments lead
to two ADAM cleavage sites (Aspartic Acid?>*3/Proline?**, Proline?*4/Glycine?*°) and one
BACEI1 cleavage site (Tyrosine?*%/Tyrosine?°?).

A CTF construct (Myc-CTF-FLAG-TEV-YFP) was cloned and stable expressed in carci-
noma cells (HEK293, FaDu, HCT-8). y-secretase cleaves the CTF construct on y-sites
and e-sites. The generated fragments were purified and and analyzed by mass spec-
trometry. Comparison of theoretical mass and measured mass of the cleaved fragments
lead to the y cleavage sites Valine?’3/Valine?’4, Valine?’#/Valine?’®, Valine?’>/Valine?7®
and the ¢ cleavage sites Valine?®4/Valine?8® und Valine?8%/Leucine?®®.

EpCAM was further described as a cell adhesion molecule. That's why the influence of
RIP on cell adhesion was evaluated. Inhibiton of the a-, B-, und y-secretases had no
effect on cell adhesion. Also, a cellular EpCAM knockout in HCT-8 cells with CRISPR-
Cas9 technology had no effect on cell adhesion compared to EpCAM positive tumor
cells.

The atomic force microscopy (AFM) was used to investigate the EpCAM-EpCAM inter-
action in a cell-free environment. Therefore, a recombinant hEpEx-Fc protein was puri-
fied. The EpCAM protein interactions were measured and compared to the measure-
ment of BSA (negative control) and the cell adhesion molecule Desmoglein3 (Dsg3).
There was not any significant difference between the binding power of BSA-BSA and
EpCAM-EpCAM. Therefore, in my hands EpCAM seems to have no or no significant
effect on cell adhesion in the used carcinoma cells.

In conclusion, the EpCAM cleavage sites on aminoacid level were identified. Further-

more, EpCAM seems to have no significant influence on cell adhesion.
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