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1. Einleitung 
Hippokrates (460-370 v.Chr.) war der Erste, der den Begriff carcinos (griechisch - Krebs) in 

Zusammenhang mit einer humanen Erkrankung verwendete. Grund dieser Namensgebung 

war für ihn die Ähnlichkeit der Struktur von Brustgeschwüren mit denen des Krustentieres 

(Abb. 1.1). Hippokrates differenzierte bereits damals zwischen verschiedenen Arten von 

Krebsgeschwüren: Den benignen Tumor nannte er oncos (griechisch - anschwellend), den 

malignen carcinos (griechisch - Krebs). 

    

Abbildung 1.1: Die Namensgebung der humanen Krebserkrankung kam auf Grund 
struktureller Ähnlichkeit des Brustkrebsgewebes (links) mit dem äußeren Erscheinungsbild 
eines Krebses (rechts) zustande. 

Unter der allgemeinen Bezeichnung Krebs werden heute über 100 verschiedene 

Erkrankungen zusammengefasst. Diese Krankheiten haben gemein, dass sie unabhängig von 

ihrem Ursprung jeden Teil des Körpers (Invasion, Metastasierung) befallen können. Die 

Metastasierung ist einer der Hauptgründe für den tödlichen Verlauf von Krebserkrankungen. 

Krebs ist weltweit eine der häufigsten Todesursachen. Nach Schätzungen der WHO ist davon 

auszugehen, dass weit über 22 Millionen Menschen bereits an Krebs erkrankt sind. Jährlich 

werden mehr als 11 Millionen neue Fälle diagnostiziert. 2005 waren weltweit insgesamt 13% 

aller Todesfälle (7,6 Millionen Tote) auf eine Krebserkrankung zurückzuführen. Es wird 

erwartet, dass die Zahl der jährlichen Neuerkrankungen und Todesfälle in den nächsten 

Jahren stetig ansteigt (http://www.who.int/cancer/en/). 

Mit knapp 30% ist Krebs in den entwickelten Ländern nach den Herz-Kreislauf-

Erkrankungen die zweithäufigste Todesursache. Das zunehmende Alter und die damit 

verbundene längere Exposition gegenüber Karzinogenen (physikalische, chemische, 

biologische) spielen dabei eine wichtige Rolle. Es wird davon ausgegangen, dass rund 40% 

aller Krebserkrankungen durch präventive Maßnahmen, wie das Vermeiden des 

Tabakkonsums, eine gesunde Ernährung und ausreichende körperlicher Aktivität, verhindert 

werden können. 
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Die Behandlung von Krebs gestaltet sich auf Grund der hohen Komplexität und einer 

Vielzahl molekularer Ursachen dieser Erkrankung sehr schwierig. Grundvoraussetzung für 

die Senkung der Mortalitätsrate bei einer Erkrankung ist neben einer verbesserten Diagnose 

vor allem die Neu- und Weiterentwicklung spezifischer Therapien. Dabei ist das Verständnis 

der molekularen Mechanismen, die den unterschiedlichen Krebserkrankungen zu Grunde 

liegen, von essentieller Bedeutung. 

1.1 Karzinogenese 

Als Karzinogenese wird der komplexe, mehrstufige Prozess bezeichnet, der zur Entwicklung 

von Tumoren epithelialen Ursprungs führt. Die molekularen Mechanismen, die diesem 

Vorgang zu Grunde liegen und ihr Zusammenwirken, sind trotz intensiver Forschung bis 

heute nicht vollständig verstanden (Hanahan und Weinberg, 2000).  

Die einzelnen Stufen der Karzinogenese reflektieren die progressive Transformation einer 

gesunden humanen Zelle zu einer hoch malignen Tumorzelle (Hanahan und Weinberg, 2000; 

Renan, 1993). Ein charakteristisches Merkmal dieses Prozesses ist die sequenzielle 

Anhäufung von Mutationen und chromosomalen Aberrationen, die eine Veränderung der 

Proteinausstattung (das Proteom) der betroffenen Zellen zur Folge haben (Bishop, 1991; 

Vogelstein und Kinzler, 2004). Die Akkumulation genetischer Veränderungen verursacht eine 

Deregulation komplexer Signalwege, welche u.a. den Zellmetabolismus, den Zelltod und die 

Zellproliferation steuern (Vogelstein und Kinzler, 2004). Durch die permanente Aktivität 

mitogener Signale und den Ausfall regulatorischer Mechanismen der Proliferation, 

Differenzierung und Apoptose, kommt es zu einem unkontrollierten zellulären Wachstum. 

Dies ist ein charakteristisches Merkmal von Tumorzellen. Formal ist das Modell der 

Tumorentstehung analog zur Darwinschen Evolutionstheorie. Gesunde humane Zellen 

erhalten durch genetische oder epigenetische Modifikationen einen Wachstumsvorteil, der zur 

Umwandlung in eine Tumorzelle führt (Foulds, 1954; Nowell, 1976). Die Endstufe dieses 

Prozesses wird als Krebs bezeichnet. Es muss dennoch festgehalten werden, dass die große 

Mehrheit der täglich entstehenden Mutationen in der chromosomalen DNA erkannt und 

beseitigt werden, zum programmierten Zelltod führen und/oder keinen Wachstumsvorteil 

bieten, sondern viel mehr nachteilig sind. 

Nach heutigem Wissen werden sechs essentielle Veränderungen der Zellphysiologie 

postuliert, die für die Initiierung und Aufrechterhaltung eines malignen Wachstums 

verantwortlich sind: (1) Induktion autokriner Wachstumssignale, (2) Apoptose-Resistenz, (3) 
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Sensitivitätsverlust gegenüber wachstumsinhibierenden Signalen, (4) verstärkte 

Angiogenese/Neoangiogenese, (5) Gewebeinvasion/Metastasierung und (6) ein 

uneingeschränktes Replikationspotential (Hanahan und Weinberg, 2000). 

Im Bezug auf diese physiologischen Prozesse spielen zwei Klassen von Genen eine besondere 

Rolle (Vogelstein und Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 2000):  

1. Proto-Onkogene 

2. Tumor-Suppressor-Gene 

Mechanismen, die der Transformation einer gesunden Zelle zu Grunde liegen, werden an 

bereits differenzierten, meist transformierten Zellen untersucht. In den letzten Jahren gewinnt 

jedoch die Hypothese, dass die Bildung der Tumore von einer Subpopulation spezialisierter 

Zellen aus der Tumormasse, den Krebsstamm- oder Progenitorzellen, ausgeht, immer mehr an 

Bedeutung. So konnte bereits Ende der 90er Jahre bei Leukämien und kürzlich für 

verschiedene solide Tumore (Brust-, Kolon-, Prostata-, Pankreas- und Kopf-Halskarzinome) 

gezeigt werden, dass die Fähigkeit Karzinome in vivo zu etablieren von einer solchen 

Subpopulation ausgeht (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al., 2007a; Juang et al., 2007; Ricci-

Vitiani et al., 2007; Richardson et al., 2004; Wang und Dick, 2005). Krebsstammzellen 

solider Tumore zeichnen sich durch die Expression spezifischer Marker (CD44, CD133, 

CD166, BMI-1, EpCAM) und die Fähigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung, ergo 

Merkmale embryonaler Stammzellen, aus (Dalerba et al., 2007b; Reya et al., 2001; 

Richardson et al., 2004). Man geht davon aus, dass es auch in diesen Zellen zu Mutationen in 

den zwei oben genannten Genklassen kommt und somit zur malignen Transformation. 

Mutationen in bereits differenzierten Zellen, die auf Grund dessen einen stammzellähnlichen 

Phänotyp annemen, stehen ebenfalls zur Diskussion (Brabletz et al., 2005). Theodor Boveri 

postulierte bereits 1912 in einer wegweisenden SCIENCE-Publikation, dass die meisten 

Tumore klonalen Ursprungs sind (Boveri, 1912). Diese klonale Theorie ist im Einklang mit 

der Auffassung von Krebsstammzellen als Initiator von Tumoren, da Stammzellen in der 

Lage sind phänotypisch verschiedene Vorläuferzellen zu bilden und somit die Heterogenität 

von Tumoren bedingen können. Analog zu normalen Stammzellen konnte ebenfalls gezeigt 

werden, dass es in Tumorstammzellen zu epigenetischen Veränderungen kommt (Vogelstein 

und Kinzler, 2004; Widschwendter et al., 2007), welche beispielsweise durch verstärkte 

DNA-Methylierung zu einer malignen Veränderung führen (Widschwendter et al., 2007). 

Diese initialen Beobachtungen bedürfen selbstverständlich noch weiterer Untersuchungen, 

um verifiziert zu werden. 
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Ein beeindruckendes Merkmal von Krebsstammzellen ist die hohe Effizienz der 

Tumorbildung in vivo. Im Falle von CD133 als Marker wurde experimentell bewiesen, dass 

50.000 CD133-negative Zellen in einem Maus Xenotransplantationsmodell nicht tumorigen 

sind, während 200 CD133-positive Zellen ausreichen, um einen Tumor zu bilden (Beier et al., 

2007). 

Im Zusammenhang mit Stammzellen, Tumorstammzellen und Tumorentwicklung spielen β-

Catenin-APC- (‘adenomatosis polyopsis coli’) vermittelte Signale und der WNT-Signalweg 

eine besondere Rolle. Der WNT-Signalweg ist in Stammzellen aktiv und führt durch die 

Aktivierung von β-Catenin über TCF/Lef zur Induktion spezifischer Zielgene. Dies hat 

wiederum eine Stimulation der Proliferation und eine Inhibition der Apoptose dieser Zellen 

zur Folge (Hoppler und Kavanagh, 2007). In differenzierten Zellen ist der WNT-Signalweg 

inaktiv. In diesen Zellen bindet APC das β-Catenin, welches durch die Glykogen-Synthase-

Kinase 3 (GSK3) phosphoryliert und somit zur Degradation durch das Proteasom markiert ist. 

Des Weiteren kommt es zu einer Wechselwirkung von β-Catenin mit Cadherinen, die eine 

zentrale Rolle bei Zell-Zell-Interaktionen und der Migration von Zellen spielen. Mutationen 

in APC und β-Catenin, die in Tumoren häufig auftreten, führen zur Aufhebung der 

beschriebenen Regulation und somit zur unkontrollierten Proliferation und Inhibition der 

Apoptose der Tumorzelle (Hoppler und Kavanagh, 2007; Katoh und Katoh, 2007). 

1.1.1 Proto-Onkogene 

Proto-Onkogene sind an der Regulation von Zellwachstum und Differenzierung beteiligt. Die 

Umwandlung von Proto-Onkogenen in genuine Onkogene, i.e. eine Deregulation ihrer 

Funktion, ist eine treibende Kraft der Karzinogenese. Ursachen für diesen molekularen 

Schalter können Genmutationen, Genamplifikationen, chromosomale Translokationen oder 

retrovirale Insertionen sein (Yamamoto, 1993) (Temin, 1990). Diese können das Gen selbst 

und dessen regulatorische Signalwege betreffen. Es kommt zu einer veränderten 

Genregulation und zu einer erhöhten Aktivität der Genprodukte. Damit verbunden ist häufig 

eine unkontrollierte Zellproliferation, Dysregulation des Zellwachstums und 

Dedifferenzierung. Diese Mutationen bezeichnet man als „gain of function mutation“. 

Beispiele für Proto-Onkogene sind Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren [z.B. PDGF-

Rezeptor, c-erb-B (EGF-Rezeptor), c-erb-B2 (Her2/c-neu)], Transkriptionsfaktoren (z.B. c-

Myc, Fos/Jun, NF-κB), nukleare Rezeptoren (Thyroid- und Steroid-Hormon-Rezeptoren), 

intrazelluläre Signalüberträger (Src, Ras, Raf, STAT1 und 3), Zellzyklusregulatoren (Zykline) 
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und Gene, die an der Apoptose beteiligt sind (Vogelstein und Kinzler, 2004; Vogelstein et al., 

2000). 

Anhand des Beispiels des Proto-Onkogens c-myc wird deutlich, wie komplex die 

Auswirkungen einer funktionellen Änderung des Moleküls in Bezug auf die Transformation 

sein können. Der Transkriptionsfaktor c-Myc nimmt eine zentrale Rolle bei der Zellzyklus- 

und Wachstumsregulation ein (Adhikary und Eilers, 2005; Amati et al., 1998; Dang, 1999) 

und ist in einer Vielzahl von Tumoren überexprimiert (de la Guardia et al., 2001; Liao und 

Dickson, 2000). Die erhöhte Expression von c-Myc hat Auswirkungen auf viele Aspekte der 

Tumorzellbiologie, unter anderem auf die Zellproliferation, Zelldifferenzierung, 

Metastasierung und die genomische Instabilität. Das c-myc Gen kann durch unterschiedliche 

direkte und indirekte Ereignisse zum Onkogen werden: (i) Punktmutationen, die dazu führen, 

dass post-translationale Modifikationen fehlschlagen (Bahram et al., 2000; Foley und 

Eisenman, 1999), (ii) chromosomale Translokation von Chromosom 8 auf Chromosom 14 in 

die direkte Nachbarschaft des Transkriptionsverstärkers des Gens der schweren 

Immunglobulinkette, die eine verstärkte Transkription in B-Zellen zur Folge hat, oder (iii) 

durch Deregulation von Molekülen der Signalwege, die wiederum für die Regulation von c-

Myc verantwortlich sind. Ein prominentes Beispiel für eine funktionelle Deregulation eines c-

Myc regulierenden Proteins ist der EGF-Rezeptor (Di Fiore et al., 1987; Vogelstein und 

Kinzler, 2004). Durch Mutation des EGF-Rezeptors, die eine Überexpression des Rezeptors 

oder eine ligandenunabhängige Dimerisierung zur Folge haben kann, kommt es zur 

konstitutiven Aktivierung und dadurch zu einer verstärkten c-Myc-Expression (Coughlin et 

al., 1985). Weitere Signalwege, die an der c-myc Aktivierung beteiligt und in Tumoren häufig 

dereguliert sind, umfassen den Wnt-, Ras/Raf/MAP-Kinase-, Jak/Stat- und NFκB-Signalweg, 

sowie den des transformierenden Wachstumsfaktor-β (Clevers, 2004; Henriksson und 

Luscher, 1996; Liu und Levens, 2006). 

1.1.2 Tumorsuppressor- und DNA-Reparaturgene 

Tumorsuppressorgene haben wie Protoonkogene regulatorische Funktionen. Es handelt sich 

hierbei um Transkriptionsfaktoren oder um Proteine, mit Funktion bei der 

Zellzyklusregulation. Eine Deletion oder Mutation führt zu einem Funktionsverlust des 

Tumorsuppressors. Voraussetzung für den vollständigen Aktivitätsverlust ist, dass die 

entsprechenden Gene auf beiden Chromosomen inaktiviert werden (Haber und Harlow, 

1997). In manchen Fällen kann jedoch schon die Mutation eines Allels zu einer starken 
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Einschränkung der Funktion führen. Man bezeichnet diese Art der Mutationen auch als „loss 

of function mutation“ (Hanahan und Weinberg, 2000). Die Inaktivierung dieser Genprodukte 

hat einen Verlust der transkriptionellen Regulation der Zielgene und meist eine Veränderung 

der Regulation des Phasenübergangs im Zellzyklus und des Zellwachstums zur Folge. Die 

bekanntesten Beispiele für Tumorsuppressorproteine sind das Retinoblastomaprotein (Rb) 

und p53 (Chen et al., 1990). 

Das Rb-Protein ist ein transkriptioneller Ko-Regulator des Zellzyklus, welcher durch den 

Grad der Phosphorylierung reguliert wird. Die Phosphorylierung erfolgt durch Komplexe aus 

Zyklinen und zyklinabhängige Kinasen (CdKs), über die Rb mit der Regulation des 

Zellzyklus verbunden ist. Hypophosphoryliertes Rb bildet mit dem Transkriptionsregulator 

E2F und der Histondeacetylase (HDAC) einen Komplex (Ferreira et al., 2001). Durch diese 

Wechselwirkung wird die E2F-vermittelte Aktivierung von Genen, die für den Übergang von 

der G1- in die S-Phase des Zellzyklus und die Proliferation der Zellen essentiell sind, 

gehemmt. Die Hyperphosphorylierung von Rb durch Zyklin E/ CDK2-Komplex, führt zur 

Freisetzung von E2F und somit zur Aktivierung spezifischer Zielgene, wie beispielsweise 

Zyklin A/E, E2F und c-myc (Cooper und Whyte, 1989). Die Aktivierung des Zyklin E Gens 

hat zwei positive Rückkopplungseffekte zur Folge: Zum einen kommt es zu einer verstärkten 

Hyperphosphorylierung des Rb-Proteins und somit zu dessen Inaktivierung, zum anderen hat 

die erhöhte Zyklin E-Bildung die Phosphorylierung von p27Kip1, einem Inhibitor des Zyklin 

E/CDK-Komplexes zur Folge. Durch die Phosphorylierung von p27Kip1 wird eine 

Ubiquitinilierung und anschließende Degradation des Inhibitors und folglich eine Erhöhung 

der Zyklin E/CDK-Aktivität ermöglicht (Herrera et al., 1996; Weinberg, 1995). Die 

Inaktivierung des Rb-Proteins durch Mutation im Rb-Gen, Deregulation der Rb-

Phosphorylierung oder die Bindung des Rb-Proteins durch virale Oncoproteine (z.B. humanes 

Papilomavirus (HPV) E7-Protein) führt zur dauerhaften Aktivierung von E2F (Weinberg, 

1995). Als Folge werden die DNA-Replikation und die Zellproliferation kontinuierlich 

aktiviert (DePinho, 1998; Matsushime et al., 1994). Die Inaktivierung des Rb-Proteins führt 

zu unkontrollierten Phasen-Übergängen im Zellzyklus und einer erhöhten Proliferation 

(Hanahan und Weinberg, 2000; Sherr, 1996). 

Eines der am häufigsten mutierten Gene ist das Tumor-Suppressorgen p53 (Harris, 1996). Zu 

den Krebsarten, in denen am häufigsten p53-Mutationen detektiert werden, gehören Kolon-, 

Brust-, Oesophagus-Karzinome und Melanome (Chino et al., 2001; Harris, 1996; Kastrinakis 

et al., 1995; Varley et al., 1991). Das p53-Gen kodiert für einen der vielseitigsten 

Tumorsuppressoren. Das Protein besteht aus drei funktionellen Domänen (Cho et al., 1994). 
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Die N-terminale Transkriptionsaktivierungsdomäne besitzt Phosphorylierungsstellen (Ser15, 

Ser20), die unter anderem von einer DNA-abhängigen Serin/Threonin-Kinase genutzt werden. 

Die zentrale DNA-Bindedomäne ermöglicht die Interaktion des p53-Proteins mit der Ziel-

DNA und verursacht dadurch eine Aktivierung der Transkription des Zielgens. Durch eine 

Wechselwirkung mit viralen Onkoproteinen, z.B. E6 des HPV, kann die p53-vermittelte 

Zielgenhemmung aufgehoben werden (McMurray und McCance, 2004). Die C-terminale 

regulatorische Domäne beinhaltet eine zweite Phosphorylierungsstelle sowie ein 

Kerntranslokationssignal (Cho et al., 1994). In gesunden Zellen wird p53 bei Schädigung der 

DNA durch Phosphorylierung aktiviert, mit dem Ziel die DNA-Reparatur zu ermöglichen und 

eine Proliferation von Zellen mit mutiertem Genom zu verhindern (Giaccia und Kastan, 

1998). In diesem Zusammenhang spielt die p53-vermittelte Aktivierung von p21Cip1 eine 

zentrale Rolle. p21Cip1 ist ein wichtiger Inhibitor der zyklinabhängigen Kinasen CDK2 und 

CDC. Die Aktivierung von p21Cip1 durch p53 kann zur Arretierung der Zelle in 

unterschiedlichen Phasen des Zellzyklus führen. Gleichzeitig kommt es zur Aktivierung von 

Genen des DNA-Reparaturmechanismuses wie beispielsweise p53R2 (Lozano und Elledge, 

2000; Tanaka et al., 2000). Kann die Zelle die DNA-Schäden beheben, wird der 

Zellzyklusarrest aufgehoben und die Zelle ist zur Proliferation befähigt. Ist der DNA-Schaden 

jedoch beträchtlich, kommt es zu einer Akkumulation von p53 in der Zelle, welche zur 

Aktivierung von Genen der Bcl2-Familie führt. Deren Genprodukte sind wiederum in der 

Lage durch eine Signalkaskade Kaspasen zu aktivieren und somit zur Apoptose der 

betroffenen Zelle zu führen (Gottlieb und Oren, 1998). Somit kann p53 die unkontrollierte 

Proliferation deregulierter Zellen verhindern. Kommt es zum Funktionsverlust von p53 wird 

der Zellzyklusarrest und die damit verbundenen Reparaturmechanismen, so wie die pro-

apoptotischen Mechanismen außer Kraft gesetzt. In Folge dessen kommt es zu einer 

Akkumulation von Mutationen, die zur Transformation der Zelle führen können. Diese 

vielfältige Funktionsweise und protektive Fähigkeit von p53 führte zur Namensgebung 

„Guardian of the cell“. 

1.1.3 Die DNA-Reparatur-Gene 

DNA-Reparaturgene kontrollieren durch Detektion und anschließende Reparatur von DNA-

Schäden die Mutationsrate im Genom gesunder Zellen (Rotman und Shiloh, 1999). DNA-

bindende Proteine sind in der Lage Schäden in der DNA zu detektieren, diese an Kinasen wie 

ATM/ATR zu „melden“ und auf diese Weise diverse DNA-Reperaturmechanismen zu 
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aktivieren. Zu diesen gehören u.a. die „base excision repaire“ (BER) und „nucleotide 

excision repaire“ (NER), sowie die nicht-homologe Rekombination von DNA-Bruchstücken. 

Die Mutation von DNA-Reperaturgenen führt ebenso wie bei Tumorsuppressorgenen zu 

einem Funktionsverlust („loss of function mutations“) der entsprechenden Proteine. 

Mutationen von DNA-Reparaturgenen verursachen eine genomische Instabilität und eine 

erhöhte Mutationsrate im Genom der betroffenen Zellen. Durch die Anhäufung von 

Mutationen werden weitere Kontrollmechanismen der Zellen negativ beeinflusst. Es kommt 

zu einer chromosomalen Aberration, die zur Aneuploidie der Tochterzelle führt und somit die 

Tumorentstehung fördert (Chan et al., 1999).  

1.1.4 Onkogene Membranproteine 

In der Karzinogenese sowie bei der Diagnose und der Therapie von Tumoren, spielen 

onkogene Membranproteine eine wichtige Rolle. Sie sind auf Grund von Mutationen oder 

Deregulationen für den malignen Phänotyp der Zellen mitverantwortlich. Durch 

Überexpression tumorassoziierter Oberflächenmoleküle können maligne Läsionen 

identifiziert werden. Bei einer anschließenden Therapie dienen Membranproteine häufig als 

Zielantigene für eine Antikörper-vermittelte Immunreaktion. Für die Entwicklung 

therapeutischer Maßnahmen wichtige und funktionell gut charakterisierte Membranproteine 

sind der EGF-Rezeptor und Her2/neu (Curigliano et al., 2007; Harari et al., 2007). Im 

Zusammenhang mit der Entwicklung neuer therapeutischer Strategien ist die Analyse der 

Expression und der Funktion weiterer Membranproteine von grundlegendem Interesse. 

1.2 Das humane epitheliale Zelladhäsionsmolekül EpCAM 

Das humane epitheliale Zelladhäsionsmolekül EpCAM (CD326) ist ein Ca2+-unabhängiges, 

transmembranes Glykoprotein (Litvinov et al., 1994a; Ross et al., 1986). Es ist eines der 

ersten identifizierten tumorassoziierten Antigene. Bereits 1979 wurde es durch Verwendung 

monoklonaler Antikörper auf der Oberfläche von gastrointestinalen Karzinomzellen detektiert 

und identifiziert (Herlyn et al., 1979; Koprowski et al., 1979). EpCAM besitzt ein nominelles 

Molekulargewicht (Mr) von 40 kDa (Ross et al., 1986) und wird während der Embryogenese 

und auch danach in verschiedenen epithelialen Geweben exprimiert (Trzpis et al., 2007a). 

Während der Karzinogenese kommt es häufig zu einer de novo- oder Überexpression des 
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Moleküls (Balzar et al., 1999b). Die Veränderung des Expressionsmusters in Zusammenhang 

mit dem Verlauf der Karzinogenese ist unter anderem für Tumore des Kolons und der 

Gebärmutter beschrieben (Balzar et al., 1999b; Litvinov et al., 1996; Went et al., 2006). Auf 

Grund der starken Expression in Karzinomen unterschiedlicher Entitäten gehört EpCAM 

heute zu den am häufigsten verwendeten prognostischen Markern und ist ein bevorzugtes 

Zielmolekül bei der Entwicklung antikörpervermittelter Immuntherapien zur 

Krebsbehandlung (Baeuerle und Gires, 2007; Bremer et al., 2004; Brischwein et al., 2006; Di 

Paolo et al., 2003; Mosolits et al., 2004; Riesenberg et al., 2001). 

Erstaunlicherweise wurde EpCAM bereits in den späten 1980er Jahren als Zielmolekül für 

monoklonale Antikörper verwendet, obschon eine Kenntnis der molekularen Funktion dieses 

Antigens gänzlich fehlte. Dies steht im Gegensatz zum EGF-Rezeptor (EGF-R) und zu 

Her/2neu, deren Funktion parallel zur Entwicklung von Therapeutika detailliert studiert 

wurde. Neben seiner Funktion als Ca2+-unabhängiges Adhäsionsmolekül (Litvinov et al., 

1994b) und einer Interaktion mit verschiedenen Bindungspartnern an der Membran (Kuhn et 

al., 2007; Le Naour et al., 2006) wurde gezeigt, dass EpCAM die Zellproliferation induziert 

und die Expression verschiedener Karzinom-assoziierter Proteine verstärkt (Gires et al., 2001; 

Munz et al., 2004; Munz et al., 2005). 

1.2.1 Das epcam-Gen und die GA-733 Familie 

Das epcam Gen TACSTD1, auch unter den Synonymen CO17-14, GA733-2, EGP-2, EGP40, 

KSA bekannt, lokalisiert auf Chromosom 2 2p21 (Alberti et al., 1994; Calabrese et al., 2001; 

Szala et al., 1990). Es gehört zur Genfamilie GA-733, die zwei Typ-I-Transmembranproteine 

umfasst: EpCAM (CD326) und Trop-2 (GA733-1 oder tacste2) (Alberti et al., 1994; Baeuerle 

und Gires, 2007; Szala et al., 1990). Der Genlokus hat eine Größe von 17,69 kb. Der bis dato 

klonierte Promotorbereich des Gens umfasst 3,4 kb. In diesem Bereich konnten Konsensus-

Sequenzen für Inr (Initiator), SP-1, Ap-1, Ap-2, Ets ESE-1 und E-pal-like (HLH) identifiziert 

werden (McLaughlin et al., 2004). Weder eine Ker-1, E-pal, TATA- noch eine CAAT-Box 

sind in diesem Bereich vorhanden (Denny, 2001; Linnenbach et al., 1993). Der 

Promotorbereich 687 bp 5’ vor dem Startkodon vermittelt die Epithel-spezifische Expression 

des Gens, während der Bereich 177 bp vor der 5’-flankierenden Sequenz die höchste 

Promotoraktivität besitzt (McLaughlin et al., 2004). NFκB, TNFα und INFα sind als negative 

Regulatoren des TACSTD1 Promotors identifiziert worden (Gires et al., 2003). Diese negative 

Regulation wurde auf eine Kompetition von NFκB mit bislang nicht identifizierten 
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Transkriptionsfaktoren um die Histonacetyltransferase Aktivität von CBP/p300 

zurückgeführt. 

 

Abbildung 1.2: Struktur des epcam Gens. (EGF I/II = EGF-ähnliche Domäne; TY = 
Tyroglobulinähnliche Domäne; TMD = Transmembrandomäne; ZTD = zytoplasmatische Domäne) 

Das epcam-Gen besteht aus neun Exons (Abb. 1.2; adaptiert von (Linnenbach et al., 1993)). 

Exon 1 kodiert für eine Signalpeptidsequenz, die für das Einschleusen des Moleküls in das 

endoplasmatische Retikulum (ER) und den anschließenden Golgi-vermitteltenTransport an 

die Plasmamembran verantwortlich ist. Die extrazelluläre Domäne des Proteins wird von den 

Exons 2 bis 6 kodiert. Exon 2 und 3 kodieren für eine EGF-I- und EGF-II-ähnliche Domäne. 

Die Transmembrandomäne wird von Exon 7, die intrazelluläre Domäne von Exon 8 und 9 

kodiert. Die EpCAM mRNA hat eine Größe von ca. 1,5 kb. Die kodierende Sequenz umfasst 

945 bp, was 314 AS entspricht. Es sind keine pathogenen Mutationen des EpCAM-Gens und 

auch keine Spleiß-Varianten der mRNA bekannt (Balzar et al., 1999a). Ein Sequenzvergleich 

mit murinem EpCAM zeigt eine Homologie von 80% auf Nukleotid und 86% auf 

Aminosäurebasis (Bergsagel et al., 1992). 

1.2.2 Das EpCAM-Protein 

Die extrazelluläre Domäne des transmembranen Glycoproteins umfasst 265 AS. Die ersten 23 

N-terminalen AS bilden ein Leaderpeptid mit 11 hydrophoben Resten, das vermutlich durch 

einen Signalpeptidaseverdau zwischen Alanin 23 und Glutamin 24 abgespalten wird (Szala et 

al., 1990). AS 24 bis 265 bilden die eigentliche extrazelluläre Domäne des maturen Moleküls. 

Im N-terminalen cysteinreichen Bereich der Sequenz sind zwei EGF-ähnliche Domänen 

enthalten, EGF-I (CX1CX8CX7CX1CX10C; AS 27 bis 59) und EGF-II 

(CX32CX10CX5CX1CX16C; AS 66 bis 135) (Mann et al., 1989) (Abb. 1.3). Es wurde gezeigt, 

dass beide EGF-ähnlichen Domänen an der Vermittlung homophiler Zelladhäsionen beteiligt 

sind (Balzar et al., 2001). Die Sequenz der EGF-II Domäne weist eine starke 
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Sequenzhomologie mit dem humanen Thyroglobulin Typ 1A (QCNXCWCV) auf (Chong und 

Speicher, 2001; Linnenbach et al., 1989). Es ist bekannt, dass Thyroglobulin-Domänen häufig 

als EGF-ähnliche Domänen fehlgedeutet werden (Novinec et al., 2006). Je nachdem, welche 

Annahme für den Bereich der extrazellulären Domäne zutreffend ist, ergeben sich zwei 

unterschiedliche Proteinstrukturen (Abb. 1.3). In der extrazellulären Domäne befinden sich 

außerdem drei potenzielle N-Glykosylierungsstellen (Asparagin74 (Asp74), Asp111 und Asp198). 

Im Gegensatz zur Expression von humanem EpCAM in Insektenzellen werden bei der 

Expression in humanen Epithelzellen alle drei N-Glykosylierungsstellen des Proteins genutzt 

(Chong und Speicher, 2001; Novinec et al., 2006). In Karzinomen können EpCAM-Moleküle 

mit unterschiedlichen Größen (34, 40 und 42 kDa) detektiert werden (Litvinov et al., 1994b), 

welche auf eine differentielle Glykosylierung zurückgehen. Aus Untersuchungen an Geweben 

des Hals-Kopf-Bereiches ist bekannt, dass EpCAM in gesundem Epithel hauptsächlich 

schwach glykosyliert, im Tumorgewebe dagegen hyperglykosyliert vorliegt (Pauli et al., 

2003). Ob es Unterschiede in der Funktion der drei Glykosylierungsformen gibt, ist bis dato 

unerforscht. Klar ist jedoch, dass die Glykosylierung von Asp198 eine stabilisierende Wirkung 

auf EpCAM hat. Die Punktmutation von Asp198 zu einem Alanin hat eine dreifache Reduktion 

der Verweilzeit von EpCAM-Molekülen an der Plasmamembran zur Folge (Munz et al., 

2008, im Druck).  

Die Transmembrandomäne von EpCAM besteht aus 23 AS (AS 266 bis 288). Der 

intrazelluläre Anteil des EpCAM-Moleküls ist mit nur 26 AS (AS 289 bis 314) auffällig klein 

(Balzar et al., 1999b). Er besitzt neben einem Internalisierungsmotiv (NPXY), eine 

Konsensussequenzen (RKKRMAK), über die es mit α-Actinin in Wechselwirkung treten 

kann (Balzar et al., 1998). 

Bei hoher EpCAM-Expression kommt es durch die Wechselwirkung von EpCAM mit α-

Actinin zur Zerstörung der α-Actin-F-Actin Wechselwirkung (Winter et al., 2003) und somit 

zu einer Reduktion der E-Cadherin-vermittelten Adhäsion von Zellen (Guillemot et al., 2001). 

Neben der Wechselwirkung mit α-Actinin sind weitere Interaktionspartner bekannt. So 

konnte gezeigt werden, dass EpCAM in Tumoren der Bauchspeicheldrüse einen Komplex mit 

CD44v4-v7, Tetraspanin D6.1A und Claudin-7 bildet (Kuhn et al., 2007; Le Naour et al., 

2006). Durch Interaktion mit den genannten Proteinen des Tetraspanin-Netzwerkes 

(„tetraspanin web“) kann EpCAM die Zell-Zell- und die Zell-Matrix-Adhäsion, die 

Apoptose-Resistenz und vermutlich auch die Metastasierung auf unterschiedliche Weise 

beeinflussen (Ladwein et al., 2005; Trzpis et al., 2007a). 
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Aus funktionellen Analysen geht hervor, dass eine Hemmung der EpCAM-Expression in 

Brust- und Hypopharynxkrebszellen die Reduktion der Zellproliferation zur Folge hat (Osta et 

al., 2004), wohingegen die ektopische Expression des Moleküls in embryonalen Nierenzellen 

(HEK293) und die Überexpression in anderen Karzinomzelllinien die Zellproliferation 

induziert (Munz et al., 2004). Es konnte zudem gezeigt werden, dass eine ektopische 

Expression von EpCAM eine erhöhte Expression von c-Myc, Zyklin A und E sowie des c-

Myc Targets eFABP zur Folge hat (Munz et al., 2004; Munz et al., 2005). Über die Art der 

Signalübertragung ist bislang nichts bekannt. 

 

Abbildung 1.2: Struktur des EpCAM Proteins. EpCAM besteht aus 314 AS. Mit N sind die N-
Glykosylierungsstellen (Asp74, Asp111 und Asp198) gekennzeichnet. (SP= Signalpeptid, EGF= 
epidermal growth faktor-like repeat, TY= Thyroglobulin-type repeat, TM= Transmembrandomäne, 
IC= intrazelluläre Domäne). Das Signalpeptid wird vermutlich zwischen AS23 und 24 gespalten 
und ist aus diesem Grund als offenes Rechteck gekennzeichnet. 

Die Ergebnisse der funktionellen Analyse deuten darauf hin, dass EpCAM in der Lage ist, 

selbst Signale in den Kern zu vermitteln und somit die Expression von Genen zu regulieren 

(Munz et al., 2004). Das Protein hat somit einen direkten Einfluss auf den Metabolismus und 
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die Proliferation von Epithelzellen. Diese Fähigkeit von EpCAM wird durch Berichte über 

Hepatozyten-Vorläuferzellen unterstützt (Schmelzer et al., 2007). 

1.2.3 Das EpCAM-Expressionsmuster 

Es ist bekannt, dass Veränderungen im Expressionsmuster von EpCAM während der 

embryonalen Entwicklung und später beim adulten Individuum auftreten. Im Gegensatz zu 

anderen Zelladhäsionsmolekülen, die meist ubiquitär vorkommen, ist EpCAM in gesunden 

humanen Geweben im Wesentlichen nur auf einfachen Epithelien zu finden (Abb. 1.4). Bei 

Tumoren und auch bei inflammatorischen Krankheiten kommt es zu einer Veränderung des 

ursprünglichen Expressionsmusters. EpCAM ist in diesen Fällen häufig über- oder auch de 

novo exprimiert. Auf die Beobachtungen zum Expressionsmuster wird im Folgenden genauer 

eingegangen. 

 

Abbildung 1.4: EpCAM-Expression in verschiedenen Geweben des Hals-Kopf-Bereiches 

1.2.3.1 Die EpCAM-Expression in gesundem Gewebe 

Im Verlauf der Embryogenese wird EpCAM in verschiedenen Geweben wie Lunge, Leber, 

Nieren, Pankreas, Milchdrüsen, Haut und Keimzellen exprimiert (Dan et al., 2006; Kasper et 

al., 1995; Stingl et al., 2001). Die Expression weist einen zeitabhängigen Verlauf auf. 

Beispielsweise unterscheidet sich die EpCAM-Expression in verschiedenen Stadien der 

Pankreas-Entwicklung und bleibt auch im Adulten erhalten (Cirulli et al., 1995). Anderson et 

al. beschreiben eine zeitlich eng begrenzte EpCAM-Expression während der Entwicklung der 

Gonaden (Anderson et al., 1999). Gut untersucht ist die EpCAM Expression in der fötalen 

Lunge. In der frühen Embryonalentwicklung kommt es zu einer starken Expression im 

primären Lungen- und Bronchialepithel. Im Adulten kann EpCAM nur noch in den alveolären 

Epithelien nachgewiesen werden (Kasper et al., 1995). Eine EpCAM-Expression konnte auch 

in embryonalen multipotenten Leber-Progenitorzellen nachgewiesen werden (Breuhahn et al., 
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2006; Schmelzer et al., 2007). Hepatozyten exprimieren in der achten Woche der 

Embryogenese zunächst EpCAM und reduzieren mit fortschreitender Differenzierung die 

Expression wieder. Lediglich in den Gallengängen der adulten Leber ist noch eine EpCAM-

Expression zu detektieren (de Boer et al., 1999b). Bei inflammatorischen Erkrankungen der 

Leber wird EpCAM de novo exprimiert und in der Mukosa hochreguliert (Breuhahn et al., 

2006). Embryonale Stammzellen der Ratte (Anderson et al., 1999), der Maus und des 

Menschen (persönliche Mitteilung B. Gonzalez) weisen ebenfalls eine EpCAM-Expression 

auf. 

In adulten Menschen wird EpCAM in epithelialen Geweben stringent exprimiert. Die 

Expression findet in der basolateralen Membran aller einfachen, unstratifizierten Epithelien 

statt, vor allem im Drüsengewebe, im Pseudo-Plattenepithel und im Übergangsepithelgewebe 

(Bumol et al., 1988; Moldenhauer et al., 1987). In mesenchymalem-, muskel-, neuro-

endokrinem- und Plattenepithelgewebe ist keine Expression nachweisbar. Humane Zellen 

lymphoiden Ursprungs sind ebenfalls negativ für EpCAM. 

Die Stärke der EpCAM-Expression zeigt signifikante Unterschiede, insbesondere innerhalb 

unterschiedlicher Zelltypen eines Gewebes. Kolongewebe weist die höchste beobachtete 

Expression auf. Im Gastrointestinaltrakt exprimiert das Dünndarmepithel EpCAM intermediär 

und das Magenepithel nur schwach (Moldenhauer et al., 1987). In der Haut kommt es in 

Schweißdrüsen und der proliferativen Zone der Haarfolikel zur Expression von EpCAM, 

während Keratinocyten und Melanocyten kein EpCAM exprimieren (Moldenhauer et al., 

1987; Tsubura et al., 1992). Die Expression von EpCAM in der Niere ist für proximale/distale 

Tubuli, das duktale Gewebe, Nierengänge und Inselzellen beschrieben (Cirulli et al., 1998; 

Trzpis et al., 2007b). Gewebe des weiblichen und männlichen Genitaltraktes (Ovarien, 

Zervix, Uterus, Testis und Prostata) exprimieren ebenfalls EpCAM in unterschiedlich starkem 

Maße (Litvinov et al., 1996; Tsubura et al., 1992). Des Weiteren weisen die Gallenblase, die 

Drüsen des endokrinen Systems (Schilddrüse, Hypophyse, adrenale Drüse), sowie Tracheen, 

Bronchien, Bronchiolen und Alveolen des respiratorischen Traktes EpCAM-Expression auf 

(Moldenhauer et al., 1987; Pauli et al., 2003). 

1.2.3.2 EpCAM-Expression in Karzinomen 

Bei der Entwicklung von benignen Läsionen und malignen Tumoren in Epithelien kommt es 

häufig zu einer verstärkten oder de novo Expression von EpCAM (Zorzos et al., 1995). Sehr 

deutlich ist dies bei Plattenepithelkarzinomen. Gesundes Plattenepithel ist EpCAM-negativ. 
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Im frühen neoplastischen Stadium in der Zervix kommt es beispielsweise zu einer de novo 

Expression in atypisch dedifferenzierten Bereichen des Epithels, die mit dem Grad der 

Neoplasie weiter deutlich zunimmt. Zeigen zunächst nur die basalen und suprabasalen Zellen 

der zervikalen intraepithelialen Neoplasie (CIN) eine zunehmende EpCAM-Expression (Grad 

I und II), so sind bei CIN III 100% der Zellen EpCAM-positiv (High et al., 1996; Litvinov et 

al., 1996; Pauli et al., 2003). Eine starke EpCAM-Expression wurde zudem bei Dünndarm-, 

Kolon-, Lungen-, Prostata- und Brustkrebs detektiert (Litvinov et al., 1996; Spizzo et al., 

2006; Spizzo et al., 2004; Went et al., 2005; Went et al., 2006; Went et al., 2004). Tumoren 

mesodermalen und ektodermalen Ursprungs - wie neuronale Tumoren, Melanome, Sarkome 

und Lymphome - weisen keine EpCAM-Expression auf, wodurch EpCAM zu einem streng 

epithelialen prognostischen und therapeutischen Marker wird (Chaubal et al., 1999; 

Moldenhauer et al., 1987; Went et al., 2006). 

Untersuchungen der Stärke der EpCAM-Expression in Zusammenhang mit dem 

Erkrankungsverlauf haben gezeigt, dass eine starke Expression mit wenigen Ausnahmen stets 

mit einer schlechten Überlebensprognose korreliert. Diese Beobachtung hat bei Brust-, 

Prostata-, Kolon-, Pankreas- und Oesophaguskarzinomen, so wie Tumoren des Hals-Kopf-

Bereiches Gültigkeit (Fong et al., 2006; Spizzo et al., 2004; Stoecklein et al., 2006; Varga et 

al., 2004; Went et al., 2006). Im Gegensatz dazu sind Krebserkrankungen bekannt, bei denen 

die EpCAM-Expression mit einer guten Überlebensprognose korreliert. Dies ist für manche 

Lungenkarzinome beschrieben (Went et al., 2006). 

1.2.4 Therapeutische Verwendung des EpCAM Moleküls 

Auf Grund der starken Über- oder de novo -Expression von EpCAM in epithelialen Tumoren 

ist es ein viel verwendetes Zielmolekül für verschiedene Arten von Immuntherapien. Die 

Therapieansätze, bei denen EpCAM als Zielantigen verwendet wird, umfassen murine und 

humane monoklonale Antikörper, bispezifische Antikörper, Immunotoxine und Vakzine 

(Baeuerle und Gires, 2007; Di Paolo et al., 2003; Oberneder et al., 2006; Veronese und 

O'Dwyer, 2004). Sie befinden sich alle in klinischen oder präklinischen Testphasen. Bereits 

10 Jahre nach der Entdeckung des Moleküls wurde der erste monoklonale Antikörper gegen 

EpCAM entwickelt und in einer klinischen Studie getestet (Riethmuller et al., 1998; 

Riethmüller et al., 1994). Die Behandlung mit 17-1A (Panorex®) führte zu einer erhöhten 

Überlebensrate bei Patienten mit Kolorektalkarzinomen (Hartung et al., 2005). Im Rahmen 

einer stratifizierten Studie konnte jedoch kein Nutzen einer Behandlung mit Panorex 
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gegenüber einer Chemotherapie nachgewiesen werden, so dass dieses Therapeutikum im Jahr 

2000 vom deutschen Markt genommen wurde. Ein Beispiel für die Entwicklung eines 

Krebsimpfstoffes ist Edrecolomab (IGN-101), welcher eine Formulierung des 17-A1 

Antikörpers und Aluminium ist. Die Impfung mit IGN-101 löste eine humorale 

Immunantwort aus und reduzierte die Zahl zirkulierender Krebszellen im Blut. Derzeit wird 

der Impfstoff in einer klinischen PhaseII/III-Studie getestet (Baeuerle und Gires, 2007). Ein 

vollständig humaner Antikörper (Adecatumomab®, MT201) wird in klinischen Studien an 

Brust- und Prostatakrebspatienen getestet (Baeuerle und Gires, 2007; Oberneder et al., 2006). 

Die Verwendung eines gänzlich humanen Antikörpers verspricht geringere Nebenwirkung, 

als jene, die auf der Immunantwort des Patienten auf den murinen Antikörper beruht (HAMA: 

human anti-mouse antibodies). Erste Ergebnisse zeigen, dass der TNF-α Spiegel im Serum 

nach Gabe von Adecatumomab® relativ schnell ansteigt. Welche Typen von Immunzellen für 

diesen Anstieg verantwortlich sind, konnte bislang nicht geklärt werden (Oberneder et al., 

2006). Zur Behandlung von Eierstockkrebs laufen klinische Studien mit trispezifischen 

Antikörpern. Der trispezifische Antikörper Catumaxomab® ist spezifisch für EpCAM, CD3 

und über den Fc-Teil für Fc-Rezeptor-posistive antigenpräsentierende Zellen und andere 

cytotoxische Immunzellen (Ruf et al., 2007). Die klinischen Phase I/II/III zeigten, dass dieser 

Antikörper Tumorzellen bei Eierstockkrebspatienten effizient eliminiert (Burges et al., 2007). 

Ein ganz neuartiger Therapieansatz wird mit der Kombination von Liposomen-gekoppelten 

EpCAM-Einzelstrang-Antikörpern verfolgt. Die Liposomen können dabei mit 

antiapoptotischen oder chemotherapeutischen Substanzen beladen werden. Im Mausmodell 

zeigten Liposomen-gekoppelte Einzelstrang-Antikörper antitumorale Aktivität (Baeuerle und 

Gires, 2007; Hussain et al., 2007).  

Auf Grund der zunehmend wichtigen Rolle von EpCAM in der Krebstherapie, des 

heterogenen Expressionsmusters und der geringen Kenntnis der Funktion, ist die weitere 

Aufschlüsselung des EpCAM Signalweges von besonderem Interesse. 
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1.3 Zielsetzung 

EpCAM wurde bereits vor 28 Jahren entdeckt und ist seitdem Thema vielfältiger Forschung-, 

Diagnostik- und Therapieansätze. In der klinischen Anwendung ist EpCAM ein etablierter 

Tumor- und prognostischer Marker und dient als Zielantigen verschiedener Antikörper, die 

sich in klinischer Testung befinden. Trotz dieser großen klinischen Relevanz ist die Kenntnis 

über die Funktion und die damit verbundenen molekularen Grundlagen äußerst dürftig. Die 

einzigen bisher verfügbaren funktionellen Daten zeigen, dass EpCAM unter anderem für eine 

verstärkte c-Myc-, eFABP-, Zyklin A- und E-Expression und infolgedessen für eine erhöhte 

Proliferation der Zellen verantwortlich ist. Über die Initiation der Signale und ihre 

Transduktion, welche den beobachteten Phänotyp verursachen, ist bis dato nichts bekannt.  

Das übergeordnete Ziel dieser Promotionsarbeit war die Aufschlüsselung der molekularen 

Grundlagen einer EpCAM-vermittelten Signaltransduktion. Zu diesem Zweck sollten eine 

Identifizierung und anschließende Validierung von intrazellulären EpCAM-

Interaktionspartnern durchgeführt werden. Dies beinhaltete unter anderem die Überprüfung 

der Interaktionen von EpCAM mit Proteinen, die in einem Yeast-two-Hybrid-Screen in 

unserem Labor als mögliche Kandidaten bereits identifiziert wurden. Die potentiellen 

EpCAM-Liganden sollten mittels Ko-Immunpräzipitationen und konfokaler Mikroskopie in 

humanen Zelllinien untersucht werden. Zur Klärung, ob es sich um direkte oder indirekte 

Wechselwirkungen handelt, war die Verwendung eines in vitro Transkriptions/Translations-

Systems (TNT) geplant. Anschließend sollte die Funktionalität identifizierter Liganden im 

Prozeß der EpCAM-vermittelten Signaltransduktion und Proliferation mittels molekularer und 

biochemischer Ansätze detailliert untersucht werden. In diesem Zusammenhang war die 

Inhibition der Interaktionspartner durch die Verwendung von siRNAs geplant. Weitere 

experimentelle Vorgehensweisen sollten aus den erlangten Erkenntnissen abgeleitet werden. 
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2. Material 

2.1 Antikörper und Detektionssysteme 

Tabelle 2.1: Verwendete Antikörper. 

Antikörper (Kat. Nr.)     Bezugsquelle 

A20 (sc-23788)      Santa Cruz, Kalifornien (USA) 

α-Actin (sc-1616)     Santa Cruz, Kalifornien (USA) 

α-EpIC (1144)      Epitomics, Burlingame (USA) 

α-β-Catenin (610153)     BD, Heidelberg 

α-eFABP (sc-16060)     Santa Cruz, Kalifornien (USA) 

α-EpCAM (HO-3)     TrionPharma, München 

α-FHL2 (HM 2136)     Cell Science, Canton (USA) 

α-GFP(sc-9996)     Santa Cruz, Kalifornien (USA) 

α-HA 3F10 (1867423)     Roche, Mannheim 

α-Lef (sc-8591)      Santa Cruz, Kalifornien (USA) 

α-Lef (Na 64)      Calbiochem, CA (USA) 

α-myc (9E10; sc-40)     Santa Cruz, Kalifornien (USA) 

Avidin-Biotin-PO Komplex (Vectarstain)  Vector Laboratories, Burlingame (USA) 

ABC-PO-Elite-Kit (PK 6100)    Vector Laboratories, Burlingame (USA) 

Alexa 488 Ziege-α-Maus (A-11001)   Molecular Probes, Karlsruhe 

Streptavidin Alexa-488 Konjugat (S-11223)  Molecular Probes, Karlsruhe 

Streptavidin Alexa-594 Konjugat (S-11227)  Molecular Probes, Karlsruhe 

Streptavidin Alexa-647 Konjugat (S-21374)  Molecular Probes, Karlsruhe 

HRP Ziege-α-Kaninchen (111-035-003)   Dianova, Hamburg 

HRP Kaninchen-α-Ziege (P0449)    Dako, Glostrup (Dänemark) 

HRP Kaninchen-α-Ratte (P0450)   Dako, Glostrup (Dänemark) 

α-Kaninchen IgG, biotinyliert (BA-1000)   Vector Laboratories, Burlingame (USA) 

α-Maus IgG, biotinyliert (BA-2000)   Vector Laboratories, Burlingame (USA) 

α-Maus IgG, FITC-konjugiert(115-095-003)  Jackson ImmunoResearch, Newmarket (UK) 

α-Ratte IgG, biotinyliert (BA-9400)   Vector Laboratories, Burlingame (USA) 
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2.2 Bakterien 

Der verwendete Stamm wurde von Gibco BRL (Eggenstein) bezogen. 

E. coli DH5α (Hanahan, 1985): 

F-, F80dlacZDM15, D(lacZYA-argF), U169, deoR, recA1, endA1, hsdR17(rk-, mk+), 

supE44, 1-, thi-1, gryA96, relA1 

2.3 Chemikalien, Geräte und Verbrauchsmaterialien 

2.3.1 Chemikalien und Kits 

Alle nicht aufgeführten und in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von 

Amersham Biosciences, Merck bzw. Sigma bezogen. 

 

Tabelle 2.2: Verwendete Chemikalien. 

Artikel       Bezugsquelle 

AB Serum  Biotest, Dreieich 

Acrylamid, Protogel ultra pure  Schröder Diangnostics, Stuttgart 

7-Actinomycin D (7-AAD)    Sigma, Taufkirchen 

Agar, Bacto-  Gibco BRL, Karlsruhe 

Agarose  Roche, Mannheim 

Aminoethylcarbazol  Vector Laboratories, Burlingame (USA) 

Aminosäure-Mix (-Leu/-Met)  Promega, Madison (USA) 

Ammoniumbikarbonat  Sigma, Taufkirchen 

Annexin-V-Biotin  Roche, Mannheim 

Anorganische Salze, Säuren, Basen  Merck, Darmstadt 

Antibiotika (Ampicillin, Kanamycin, TetraZyklin)  Sigma, Taufkirchen; Roche, Mannheim 

Bakterienmedienkomponenten (Trypton, Hefeextrakt) Gibco BRL, Karlsruhe 

BCA Protein Assay  Pierce, Rockford (USA) 

β-Gal Reporter Gene Assay (chemiluminescent)  Roche, Mannheim 

Bromphenolblau  Serva, Heidelberg 

Carrier DNA   BD Biosciences Clontech, Heildeberg 

DEPC  Merck, Darmstadt 

Deoxyadenosine 5’-(alpha-32P)-triphosphate,  

(3000 Ci/mmol) (AA0004)  Amersham Biosciences, Freiburg 

Dimethylpimelimidat (Crosslinker)  Sigma, Taufkirchen  
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Dithioerythreitol (DTE)  Sigma, Taufkirchen 

DNA-modifizierende Enzyme   MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

  New England Biolabs, Schwalbach 

DNA QuiaShredder     Qiagen, Hilden 

Dropout-Ergänzung für Hefe Medien  BD Biosciences Clontech, Heidelberg 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMDM)  Seromed/Biochrom, Berlin 

Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate  Millipore, Bedford (USA) 

ECL Blotting Substrate  Pierce, Bonn 

EMSA Kil  Panomics, Mailand (Italien) 

Ethanolamin  Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid  Merck, Darmstadt 

Ethylenediamintetraacetatdinatriumsalz (EDTA)  Roth, Karlsruhe 

Formamid (deionisiert)  Sigma, Taufkirchen 

Fötales Kälberserum (FKS)  Seromed/Biochrom, Berlin 

Glyzerol       Sigma, Taufkirchen 

High Pure Nucleo Spin Extract II   Macherey & Nagel, Düren 

High Pure Plasmid Isolation Kit    Macherey & Nagel, Düren 

High Pure RNA Isolation Kit     Macherey & Nagel, Düren 

Hoechst 33342 (H1399)    Molecular Probes, Karlsruhe 

Lachsspermien DNA  Stratagene, Amsterdam (NL) 

Luciferase Assay Kit A/B  BioThema, Handen (Schweden) 

Lyticase  Sigma, Taufkirchen 

Mayers Hämalaun Lösung  Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS)   Sigma, Taufkirchen 

NE-PER  

   (Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents)  Pierce, Bonn 

Nitroblau Tetrazolium (NBT)  Roche, Mannheim 

Nonidet P40 (NP-40)  Fluka, Seelz 

Nuclei preparation Kit  Sigma, Taufkirchen 

Nukleotide (NTPs, dNTPs)  Boehringer Mannheim/Roche 

Organische Lösungsmittel, Alkohole  Merck, Darmstadt 

Oligonukleotide  Metabion, Martinsried 

Paraformaldehyd  Merck, Darmstadt 

PBS-Tabletten (phosphate-buffered saline)  Gibco BRL, Karlsruhe 

Penecilin-Streptomycin  Gibco BRL, Karlsruhe 

Pfx-Polymerase  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Plasmidpräparation „Jetstar“  Genomed, Bad Oeynhausen 

Ploy dI-dC  Roche, Mannheim 

Polyvinylalkohol (PVA)  Sigma, Taufkirchen 

Protease Inhibitoren: 

   Compound E, Compound 34, Compound X  Alexis Biochemicals, San Diego (USA) 
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   TAPI-0, TAPI-1 und TAPI-2  Biomol, Hamburg 

Proteasomen Inhibitor MG-132  Calbiochem, San Diego (USA) 

Proteinase Inhibitor Cocktail Complete  Roche, Mannheim 

Proteinase K  Dako, Glostrup (DK) 

Protein G Sepharose „4 Fast Flow“  Amersham, Freiburg 

Proteingrößenstandard „Benchmark“  Invitrogen, Karlsruhe 

QIAquick Gel Extraction Kit  Qiagen, Hilden 

QIAquick PCR Purification Kit  Qiagen, Hilden 

Rabbit Reticuloyct Lysate    Promega, Madison (USA) 

RNAse Ihibitor      Roche, Mannheim 

Restriktionsenzyme  MBI Fermentas, St. Leon-Rot; 

  New England Biolabs, Schwalbach  

Reverse Transcription System  Promega, Madison (USA) 

SD Basis Medium  BD Biosciences Clontech, Heidelberg 

siRNA  Eurogentec, Liège (Belgien) 

   HP validated siRNA  Qiagen, Hilden 

  Ambion, Darmstadt 

T7 Polymerase  Roche, Mannheim 

Taq-Polymerase, PCR-Reagenzien  MBI Fermentas, St. Leon-Rot 

Tetramethylethylendiamin (TEMED)  Amersham Biosciences, Freiburg 

Transfektionsreagenz „MATRa-A“  IBA, Göttingen 

Triethanolamin  Merck, Darmstadt 

TriPure  Roche, Mannheim 

Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan, (TRIS)  Merck, Darmstadt 

Triton-X 100  Sigma, Taufkirchen 

Trypanblau  Biochrom AG, Berlin 

Trypsin, Zellkultur   Seromed/Biochrom, Berlin 

Tween  Serva, Heidelberg 

2.3.2 Dienstleistungen 

Tabelle 2.3: In Anspruch genommene Dienstleistungen. 

Dienstleistung      Dienstleister 

DNA-Sequenzierung     Sequiserve, Vaterstetten 

Oligonukleotidsynthese     Metabion, Martinsried 

siRNA-Synthese     Eurogentec, Liege (Belgien) 
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2.3.3 Geräte 

Tabelle 2.4: Verwendete Geräte. 

Artikel       Bezugsquelle 

Agarosegel-Elektrophorese-Dokumentation  Cybertech CS1, Berlin 

Agarosegel-Elektrophoresekammern   Amersham, Freiburg 

Blotting-Kammer     Bio-Rad, Richmond (USA) 

Durchflusszytometer „FACSCalibur“   Becton-Dickinson, Heidelberg 

Elektrophorese-Netzgeräte  Bio-Rad, Richmond (USA) 

ELISA-Reader ElX800 Bio-Tek Instruments, Winooski (USA) 

Filmentwicklungsmaschine Optimax Laborgeräte, Heidelberg 

Filmentwicklungskammer Amersham, Freiburg 

Fluoreszenzmikroskop „Axiovert 200“   Zeiss, Oberkochen 

mit hochauflösender Digital-Videokamera (Hamamatsu) 

Gefrierschrank (-20°C, -80°C)  Liebherr, Ochsenhausen 

Glaswaren Schott Roth, Karlsruhe 

Inkubator für Zellkultur, CO2-begast  Heraeus, München 

Konfokales Laserscan-Mikroskop (KLSM)  Leika, Bensheim 

Kühlschrank (4°C)  Liebherr, Ochsenhausen 

Lyophilisator mit Speedvac  Bachofer, Reutlingen 

Mikroliter-Pipetten  Eppendorf, Hamburg 

  Gilson, Bad Camberg 

Magnetrührer mit Heizblock  Janke & Kunkel, Staufen 

Mikrowelle  AEG, Berlin 

Phasenkontrastmikroskop Standard 25   Zeiss, Halbergmoos 

pH-Meter  WTW, Weilheim 

Schüttelinkubatoren 2Certomat  Braun Biotech, Melsungen 

Sicherheitswerkbank Klasse II  Heraeus, Hanau 

SLAB Gel Dryer GD2000 (Hoefer)  Amersham, Freiburg 

Stickstoff-Kühllagereinrichtung  Messer Cryotherm, Kirchen/Sieg 

Thermocycler UNO  Biometra, Göttingen 

Thermomixer Comfort  Eppendorf, Hamburg 

Ultrazentrifuge  Beckman, Palo Alto (USA) 

UV-Mikrophotometer „GeneQuant Pro“  Pharmacia, Erlangen 

Vortex Mixer  IKA Works, Inc., Wirmington (USA) 

Waage CP 4202 S  Sartorius, Göttingen 

Wallac Victor2 1420 Multilable counter  Wallac-ADL-GmbH, Freiburg 

Wasserbad  Julabo, Seelbach; GFL, Burgwedel 

Zentrifugen       Eppendorf, Hamburg; 

Sorvall, Bad Homberg 
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2.3.4 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 2.5: Verwendete Verbrauchsmaterialien. 

Artikel       Bezugsquelle 

3 MM Whatman-Papier     Bender & Hobein, München 

Chamber Slides (Glas, Permanox)   LAB-TEK Nunc, Wiesbaden 

Chambered Coverglass, 1.5 Borosilicate  LAB-TEK Nunc, Wiesbaden 

Einmalpipetten      Costar, New York (USA) 

Einmalküvetten      Brand, Wertheim 

FACS-Röhrchen     Falkon/BD Le Pont de Claix (F) 

Hyperfilm ECL      Amersham, Freiburg  

Immobilon-P Membran  Millipore, Bedford (USA) 

Kanülen  BD, Heidelberg 

Objektträger „Superfrost“  Nunc, Wiesbaden 

Parafilm  American National Can, Menasha (USA) 

Pipettenspitzen  Gilson, Bad Camberg 

  Biozym, Wien (Österreich) 

Röhrchen, steril, Zellkultur  Falkon/BD, Le Pont de Claix (F); 

  Nunc, Wiesbaden 

QiaSchredder  Qiagen, Düsseldorf 

Skalpelle  Feather/PFM, Köln 

Spritzen, 5 ml/10 ml/20 ml  Braun, Melsungen 

Sterilfilter  Millipore, Bedford (USA) 

Tiefkühlgefäße/Kryoröhrchen  Nunc, Wiesbaden 

Ultrazentrifugenröhrchen  Beckman, Palo Alto (USA) 

Zellkultur-Multiloch-Platten  Falkon/BD, Heidelberg 

Zellkulturflaschen und -schalen  Nunc, Wiesbaden 

Zentrifugengefäße 1,5 ml/2 ml  Eppendorf, Hamburg 

Zentrifugensäulen (Mobicols)  MoBiTec, Göttingen 
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2.4 Oligonukleotide 

2.4.1 DNA-Sonden 

Tabelle 2.6: Verwendete DNA-Sonden. 

Nr. Sequenz 5´-3´ Verwendung 

1a GGTTCTGCCGGGCTTTGATCTTTGCTTAACAACA CD1 EMSA 

1b GGTTTGTTGTTAAGCAAAGATCAAAGCCCGGCAG  

2a GGTTCTGCCGGCCTTTGATCTTTGCTTAACAACA CD1-TOP EMSA 

2b GGTTTGTTGTTAAGCAAAGATCAAAGGCCGGCAG  

3a GGTTCTGCCGGGCTTTGGCCTTGCTTAACAACA CD1-FOP EMSA 

3b GGTTTGTTGTTAAGCAAAGGCCAAAGCCCGGCA  

 

2.4.2 Primer 

Tabelle 2.7: Verwendete Primer. 

Nr. Sequenz 5´-3´ Verwendung 

1a CGGACAAAATCGTAATACGACTCACTATAGGGCGAGCGCCG

CCATGGAGTACCCATACGATGTTCCAGATTACGCT 

T7/HA Fusion 

1b TCACTATTAAGTGAACTTGCGGGGTTTTTCAGTATCTACGAT  

2a TGTCGCTCTTGAAGTCAGAGGAGA GAPDH RT-PCR 

2b AGAACATCATCCCTGCCTCTACTG  

3a ATGACAGAGTTACCTGCACCGTTGTCC PSNE1 

3b TGATATAATAAGCCCAGGCATGGATGAC  

4a ATGCTCACATTCATGGCCTCTGACAGC PSNE2 

4b CACGATGACGCTGATCATGATGAGGGT  
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2.4.3 siRNAs 

Tabelle 2.8: Verwendete siRNAs. Angegeben sind die Sequenzen der verwendeten siRNAs.        
(*) HP validierte siRNAs bei denen teilweise die genaue Sequenz nicht bekannt ist. 

Nr. Sequenz 5´-3´ Verwendung 

1a UGCCAGUGUACUUCAGUUG dTdT EpCAM (Eurogentec) 

1b CAACUGAAGUACACUGGCA dTdT  

2a CUGCUUCUGUGACUUGUAU dTdT FHL2 (Eurogentec) 

2b AUACAAGUCACAGAAGCAG dTdT  

3a GAGCUGACCCUCAAAUACG dTdT PSEN2* (Ambion) 

3b CGUAUUUGAGGGUCAGCU dTdT  

4a SI02662688 PSNE1* (Qiagen) 

4b SI02662688  

5a Batch Nr. 219268 TACE* (Qiagen) 

5b Batch Nr. 219269  

6a UCGUCCGUAUCAUUUCAAU dTdT Ktrl. siRNA 

6b AUUGAAAUGAUACGGACGA dTdT  

 

2.5 Plasmide 

Tabelle 2.9: Verwendete Plasmide. 

Plasmid Beschreibung 

pACT2-HEK293 cDNA BD Biosciences Clontech, Heidelberg 

141pCAG-3SIP CMV, SV40, IRES, Puromycinresistenz; von Dr. T. 

Schröder zur Verfügung gestellt 

141pCAG::EpCAM EpCAM in 141pCAG-3SIP 

pEYFP-N1 CMV, EYFP, SV40, Kanamycin/Neomycin, HSV TK, 

Clonetech (CA, USA) 

pEYFP-N1::EpCAM EpCAM N-terminal fusioniert mit GFP-Tag in pEYFP-N1 

pEYFP-N1::EpIC EpIC N-terminal fusioniert mit GFP-Tag in pEYFP-N1 

pIRES CMV, T/, IHRES, HygromycinB-Resistenz, Addgene 

(Cambridge, USA) 

pIRES::HA-FHL2 FHL2 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pIRES 

pIRES::HA-CGI128 CGI-128 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pIRES 

pIRES::HA-SNTA1 SNTA1 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pIRES 

pIRES::HA-Galectin1 Glycin1 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pIRES 

pcDNA3.1Hyg CMV, Hygromycinresistenz, Invitrogen (Karlsruhe) 

pDRIVE Klonierungsvektor, T7/Sp6, Ampicillin-/ 
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Kanamycinresistenz, Qiagen (Hilden) 

pDRIVE::T7/HA-FHL2 FHL2 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pDrive 

pDRIVE::T7/HA-CGI128 CGI-128 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pDrive 

pDRIVE::T7/HA-SNTA1 SNTA1 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pDrive 

pDRIVE::T7/HA-Galectin1 Glycin1 C-terminal fusioniert mit HA-Tag in pDrive 

TOP-/FOP-Flasch (super eight) Reporter Upstate Biotechnology, Lake Placid USA 

 

2.6 Zelllinien 

Tabelle 2.10: Verwendete Zelllinien. Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden die aufgeführten 
Zelllinien verwendet und etabliert (*). 

Zelllinien Herkunft Referenz 

HEK-293 Embyonale Niere (Graham et al., 1977) 

HEK-293::Δ Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor pCAG 

HEK-293::EpCAM Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor 

pCAG::EpCAM 

HEK-293::Δ/HA-FHL2 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor pCAG und 

Vektor pIRES::HA-FHL2 

HEK-293::EpCAM/HA-FHL2 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor 

pCAG::EpCAM und Vektor 

pIRES::HA-FHL2 

HEK-293::Δ/HA-CGI128 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor pCAG und 

Vektor pIRES::HA-CGI128 

HEK-293::EpCAM/HA-CGI128 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor 

pCAG::EpCAM und Vektor 

pIRES::HA-CGI128 

HEK-293::Δ/SNTA1 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor pCAG und 

Vektor pIRES::HA-SNTA1 

HEK-293::EpCAM/HA-SNTA1 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor 

pCAG::EpCAM und Vektor 

pIRES::HA-SNTA1 

HEK-293::Δ/HA-Galectin1 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor pCAG und 

Vektor pIRES::HA-Galectin1 

HEK-293::EpCAM/HA-Galectin1 * Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor 

pCAG::EpCAM und 

VektorpIRES::HA-Galectin1 

HEK-293::GFP Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor pEYFP-N1 

HEK293::EpIC-GFP Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor  
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pEYFP-N1::EpIC 
HEK293::EpCAM-GFP Embyonale Niere Transfiziert mit Vektor  

pEYFP-N1::EpCAM 
A549 Lungen-Karzinom ATCC CCL-185 

ANT-1 Hypopharynx-Karzinom (Mayer et al., 2005) 

FaDu Hypopharynx-Karzinom ATCC HTB 43 

HCT-8 Kolon-Karzinom ATCC CCL 244 

MCF-7 Mamma-Adenokarzinom ATCC HTB 22 

PCI-1 Hypopharynx-Karzinom Pittsburgh Cancer Institute 

PCI-13 Hypopharynx-Karzinom Pittsburgh Cancer Institute 

SkBr3 Mamma-Karzinom ATCC HTB-30 
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3. Methoden 

3.1 Zellkultur 

3.1.1 Aufbewahrung und Kultivierung von permanenten Zelllinien 

Die Kultivierung aller verwendeten Zelllinien erfolgte in einem Inkubator bei 37°C unter 5% 

Kohlendioxyd und einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre. Standardmedium für adhärente 

und Suspensionszellen war Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM), supplementiert 

mit 10% fötalem Kälberserum (FKS) und Antibiotika (100 µg/ml Streptomycin und 100 U/ml 

Penicillin). Zur Generierung und Kultivierung stabiler Transfektanten wurde das 

Kulturmedium mit [200 µg/ml] Hygromycin B, [1 µg/ml] Puromycin oder [1,25 mg/ml] 

Neomycin supplementiert. Bei zweifachen stabilen Transfektanten wurde dem Kulturmedium 

[200 µg/ml] Hygromycin B und [1 µg/ml] Puromycin hinzugefügt. Adhärente Zellen wurden 

zur Subkultivierung zunächst mit PBS serumfrei gewaschen, mit 0,05% Trypsin/0,02% 

EDTA (Biochrom) von der Kulturflasche gelöst, einmal in Medium mit 10% FKS gewaschen 

und anschließend in gewünschter Dichte ausplattiert. Die Zentrifugation von eukaryontischen 

Zellen zum Zweck der Konzentrierung oder des Waschens erfolgte bei 350g für 5-10 min bei 

20°C. 

Für die Kryokonservierung wurden Zellen (106-107 pro Aliquot) in 1 ml Einfriermedium 

aufgenommen (10% v/v DMSO, 40% FKS, 50% DMEM) und in ein 1,8ml Kryogefäß (Nunc) 

überführt. Zur langsamen Abkühlung wurden die Zellen zunächst in einem verschließbaren 

Styroporbehälter oder einem verschließbaren Gefäß mit Isopropanol in ein -80°C Gefriergerät 

gestellt. Am folgenden Tag wurden die Röhrchen zur dauerhaften Lagerung in einen mit 

flüssigem Stickstoff gefüllten Lagertank überführt. 

Zur Rekultivierung eingefrorener Zellen wurde der Inhalt der Kryogefäßen durch 

Resuspension mit Kulturmedium (Raumtemperatur) zügig aufgetaut, in mindestens 20 ml 

Medium verdünnt und anschließend zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 

entsprechendem Kulturmedium verdünnt und kultiviert. 
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3.1.2 Verwendung von Protease- und Proteasominhibitoren 

Zur Inhibition der Aktivität von γ-Sekretasen wurden verschiedene Inhibitoren verwendet: [10 

µM] DAPT (Sigma Aldrich), [60 nM] compound E (Alexis Biochemicals), [100 nM] 

compound 34 und [150 nM] compound X (Calbiochem). Für die spezifische Inhibition von 

TACE wurden die verschiedenen Inhibitoren in getrennten Experimenten in folgenden 

Konzentrationen eingesetzt: [100 nM] TAPI-0, [100 nM] TAPI-1 und [40 µM] TAPI-2 

(Biomol). Die Inhibition der Proteasomaktivität wurde durch die Verwendung von [10 µM] 

MG-132 (Calbiochem) erreicht. Die verwendeten Zelllinien wurden je nach Versuchsansatz 

für 12, 24 oder 48 h mit den jeweiligen Inhibitoren inkubiert. 

3.1.3 Stimulation des Signalweges durch Verwendung von 

rekombinantem EpEX 

Um die Aktivierung der EpCAM-Signalkaskade durch intermolekulare Wechselwirkungen zu 

überprüfen, wurden transiente HEK293EpCAM-YFP-Transfektanten über 30min bis 5h oder 

Einzelzellklone von FaDu Karzinomzellen für 24 h mit 1 µg/6-Loch EpEXrec (in Hefe 

rekombinant exprimierter extrazellulärer Domäne von EpCAM, Trion Pharma) inkubiert. Als 

Negativkontrolle diente Hitze inaktiviertes EpEXrec (20 min bei 95°C).  

3.1.4 Bestimmung der Zellzahlen 

Zellzahlen wurden in einer Fuchs-Rosenthal-Kammer ausgezählt. Zur Unterscheidung von 

lebenden und toten Zellen wurde jeweils ein Zellaliquot (10 µl) mit einem Volumen einer 

0,2%igen Trypanblaulösung (in 1xPBS) gemischt. Tote Zellen nehmen den Farbstoff auf und 

sind im Mikroskop an ihrer Blaufärbung erkennbar. Anschließend wurde die Gesamt- oder n-

fache Zellzahl berechnet. 

3.1.5 Generierung von Zelllysaten 

Zur Gewinnung von Gesamtzelllysaten der verwendeten Zelllinien wurden diese zunächst mit 

PBS gespült, durch 0,05% Trypsin / 0,02% EDTA (Biochrom) von der Kulturflasche gelöst, 

in Kulturmedium aufgenommen und zentrifugiert. Anschließend wurden die Zellen einmal in 
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PBS gewaschen. Die Zentrifugation erfolgte bei 280g und 20°C für 5 min. Die so erhaltenen 

Zellpellets wurden in Lysispuffer resuspendiert. Die Suspension wurde wahlweise 10-20 min 

bei Raumtemperatur (RT) oder 30 min bis 1 h bei 4°C unter Schütteln inkubiert. Mittels 

Zentrifugation (10 min bei 4800g, 4°C) wurde die unlösliche Fraktion entfernt.  

Zur Gewinnung von Kernextrakten wurden die Zellen nach dem Waschen mit Hilfe eines 

Kernextraktionskits (NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagents, PIERCE) nach 

den Angaben des Herstellers behandelt. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der verschiedenen Lysate erfolgte mittels BCA-

Test (BCA Protein Assay Reagent Kit, Pierce, Rockford, USA) nach Angaben des Herstellers. 
− Triton-Lysispuffer: TBS pH7,4; 0,5 oder 1% v/v Triton 100; Protease Inhibitor Cocktail Complete 

(2Tabletten/50ml) 

− RIPA-Lysispuffer: 10 mM Tris pH8; 150 mM NaCl; 1% NP40; 0,5% Deoxycholat; 0,1% SDS; Protease 

Inhibitor Cocktail Complete (Roche); immer frisch dazu gegeben: 5 mM EDTA; 2 mM 

Phenanthroline (Sigma) 

3.1.6 Generierung von Zellkulturüberständen 

Zur Gewinnung von Zellkulturüberständen wurde das Medium von kultivierten Zellen 

abgenommen und in ein 50 ml Zentrifugengefäß überführt. Es folgte eine Zentrifugation bei 

4800g für 15 min, um vorhandene Zellreste zu entfernen. Anschließend wurde der Überstand 

in ein 15 ml Reaktionsgefäß überführt und bis zur Verwendung bei -20°C gelagert.  

3.2 Bakterienkultur 

3.2.1 Vermehrung und Aufbewahrung 

Bakterien wurden als Suspensionskultur in Luria Broth Medium (LB) oder zur Vereinzelung 

von Kolonien auf LB-Agar-Platten bei 37°C kultiviert. Bei Selektion auf Resistenzen gegen 

Antibiotika wurde dem LB-Medium das entsprechende Antibiotikum (Ampicillin oder 

Kanamycin) zugefügt. Zur Lagerung von Bakterien über längere Zeiträume wurde eine dicht 

gewachsene Bakterienflüssigkultur mit 15% Glyzerin in flüssigem Stickstoff schockgefroren 

und bei -80°C aufbewahrt. 
− LB-Medium: 1% Trypton; 0,5% Hefeextrakt; 1% NaCl; pH7,2 

− Bacto-Agar-Platten: 12,5% Bacto-Agar in 1l LB-Medium 
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− Endkonzentrationen der Antibiotika:  

Ampicillin  100µg/ml 

Kanamycin  30µg/ml 

3.2.2 Herstellung chemisch kompetenter Bakterien 

Die Herstellung chemisch kompetenter E.coli-Stämme erfolgte durch Inkubation einer E.coli 

DH5α Kultur in TFBΙ- und TFBΙΙ-Puffer auf Eis (Hanahan, 1983). Anschließend wurden die 

Zellen in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert. 
− TFBΙ-Puffer: 100 mM KCl; 50 mM MnCl2; 30 mM KAc; 10 mM CaCl2; 15% Glyzerin; pH5,8 (immer 

frisch) 

− TFBΙΙ-Puffer: 10 mM MOPS; 10 mM KCl; 75 mM CaCl2; 15% Glyzerin; pH7,0 (bei 4°C 

aufbewahren) 

3.2.3 Transformation von E.coli 

Zu einem Aliquot (100 µl) der chemisch kompetenten Bakterien wurden ca. 50 ng eines 

Ligationsansatzes oder 1 ng Plasmid-DNA pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. 

Anschließend wurden die Bakterien einem Hitzeschock bei 42°C für 45 sec ausgesetzt und 

erneut für 5-10 min auf Eis inkubiert. Nach Zugabe von 500 µl LB-Medium und einer 30- bis 

45-minütigen Anzucht bei 37°C unter leichtem Schütteln wurde die Zellsuspension auf Agar-

Platten mit entsprechendem Antibiotikum ausplattiert und über Nacht bei 37°C inkubiert. 

3.3 Hefekultur 

3.3.1 Vermehrung und Aufbewahrung transformierter Hefeklone 

Hefezellen wurden als Suspensionskultur in SD- (Synthetic Dropout) Medium oder zur 

Vereinzelung der Kolonien auf SD-Agarplatten bei 30°C über Nacht (Flüssigkultur) oder für 

zwei bis drei Tage auf Platten kultiviert. Zur Aufrechterhaltung des Selektionsdrucks fehlten 

dem Medium -Trp/-Leu/-His/-Ade.  

Zur Lagerung von Hefezellen über längere Zeiträume wurde eine dicht gewachsene 

Flüssigkultur mit 25% Glyzerin versetzt und bei -80°C aufbewahrt. 
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− SD-Medium: 26,7 g/l Minimal SD Base -Trp/-Leu/-His/-Ade (DB Bioscience Clontech), 100 ml/l 10x 

Dropout-Ergänzung 

3.3.2 Generierung von Lysaten 

Zur enzymatischen Lyse der Hefezellwand wurden die Zellen für 2 h bei 37°C mit einer 

Lyticase-Lösung (5 U/µl) behandelt. Zusätzlich wurden die Zellen in einer 20% SDS-Lösung 

für 1min gevortext und auf -20°C schockgefroren.  

3.4 Molekularbiologische Methoden 

Die Anwendung allgemein gängiger Techniken, die im Umgang mit Nukleinsäuren benutzt 

werden, wie Phenol-Chloroform-Extraktion, Ethanolpräzipitation von Nukleinsäuren und 

deren Konzentrationsbestimmung im Spektrophotometer, enzymatische 

Restriktionshydrolyse, Dephosphorylierung von DNA-Enden mit alkalischer Phosphatase, 

Auffüllen 5`-überhängender DNA-Enden, Präparation von Plasmid-DNA über 

Affinitätsmatrices, Ligation freier DNA-Enden, etc. erfolgt in Anlehnung an 

Standardprotokolle (Maniatis et al., 1989) und nach Angaben der Hersteller entsprechender 

Kits. 

3.4.1 Agarose-Gelelektrophorese 

DNA- und RNA-Fragmente wurden, je nach ihrer Größe, in Agarose-Gelen geeigneter 

Konzentration (1 - 2,5%) und Zusammensetzung aufgetrennt. Die Migrationsgeschwindigkeit 

der Fragmente ist dabei dem Logarithmus der Fragmentgröße umgekehrt proportional. Die 

Laufbedingungen wurden durch die Spannung begrenzt, die sich aus dem Abstand der beiden 

Elektroden berechnet und  etwa 3 V/cm betragen sollte. Zur Visualisierung der Nukleinsäuren 

unter UV-Licht wurde die Agarose mit Ethidiumbromid (0,75 µg/ml) versetzt. 

DNA: 

− Agarose-Gel: Agarose (je nach Konzentration des Gels) in 1xTBE 

− DNA-Laufpuffer: 45 mM Tris-Borat, 1 mM EDTA (1xTBE) 

− 6x Ladepuffer: 0,25% Bromphenolblau, 0,25% Xylencyanol EF, 30% Glyzerin in Wasser 

− Marker: Gene Ruler 1 kb DNA- Marker (250 bp - 10 kb), φX174 DANN/BsuRI (HaeΙΙΙ) Marker 

(72-1353 bp), 50 bp DNA-Marker (50-1031 bp), Fermentas 
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RNA: 

− Agarose-Gel: 1% Agarose, 10% MOPS, 4,4% Formaldehyd in dH2O 

− Laufpuffer: 1 M MOPS, 3 M NaAc, 0,5 M EDTA (5x) 

− Ladepuffer: 50% Formamid, 15% Formaldehyd, 10% 10xMOPS-Puffer, 15% dH2O 

3.4.2 Reverse-Transkriptase PCR (RT-PCR) 

Die RT-PCR-Reaktionen wurden nach einem Zwei-Stufen-Protokoll durchgeführt. Die 

reverse Transkription und die nachfolgende PCR fanden in separaten Reaktionsgefäßen statt. 

Die zunächst aus Zellen isolierte RNA wurde immer mit DNase behandelt und mittels PCR 

auf das Vorhandensein von genomischer DNA überprüft. 1 µg RNA wurde in einem ‘Reverse 

Transcription System’ (Promega) eingesetzt und nach Angaben des Herstellers in 

komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Die semiquantitative 

Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde in einem Reaktionsvolumen von 20 µl durchgeführt. 

Darin enthalten waren 2 µl des 10x PCR-Puffers, je 1 pmol des Sense- und Antisenseprimers, 

[2,5 mM] MgCl2, [200 µM] dNTPs, 1 U Taq-Polymerase und 1 µl cDNA. Die Amplifikation 

erfolgte in 25-32 Zyklen mit jeweils einer 30 sec Denaturierungsphase bei 95°C, 30 sec 

Annealingphase bei 53-67°C und einer 30 sec Elongationsphase bei 72°C. Die quantitative 

Analyse der Amplifikate erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. 

 

3.4.3 Isolierung von Plasmid-DNA aus Hefen 

Die Plasmid-DNA wurde aus Hefezelllysaten mittels Phenol-Chloroform-Extraktion (25:24) 

gewonnen und mit 100%igem Ethanol präzipitiert. Die Ausbeute an Plasmid-DNA war im 

Gegensatz zu genomischer DNA sehr gering, sodass die Konzentration weder im Photometer 

noch im Agarosegel bestimmt werden konnte. Aus diesem Grund wurde die Plasmid-DNA 

durch eine Transformation und anschließende Anzucht in E.coli (AH109) amplifiziert. Nach 

der Bakterienlyse wurde die Plasmid-DNA über adsorptive GFX-Säulen (Amersham 

Pharmacia) isoliert. 
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3.5 In vitro Transkriptions- und Translationssystem zum Nachweis 

direkter Protein-Protein-Interaktionen 

Als Matrize für die Transkription dienten enzymatisch verdaute, linearisierte Plasmid-DNA-

Moleküle. Die DNA wurde nach der Linearisierung durch Phenol-Chloroform-Fällung 

aufgereinigt. Transkription und Translation wurden in zwei getrennten Reaktionen 

durchgeführt.  

3.5.1 Transkription 

1 µg linearisierte Plasmid-DNA wurde mittels T7-Polymerase transkribiert und in einem 

geeigneten Reaktionsansatz (10 mM dNTPs, 50 U RNAse-Inhibitor, 30 U T7-Polymerase, 2x 

T7-Polymerase-Puffer) für 2 h bei 37°C inkubiert. Die Überprüfung der 

Transkriptionsreaktion erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese. Nach einer Aufreinigung 

mittels Ethanol-Fällung wurde die RNA bei -80°C bis zur weiteren Verwendung gelagert. 

3.5.2 Translation 

1 µg RNA wurde in 70%igem Rabbit Reticulocyte Lysate (Promega) translatiert. Der 

Reaktionsansatz enthielt zudem RNAse-Inhibitor (80 U) und Aminosäuren (Amino Acid 

Mixture -Leu/-Met, [2 mM]). Die Translationsreaktion erfolgte durch Inkubation des 

Ansatzes (100 µl) für 90 min bei 30°C. Zum Nachweis der Translationsprodukte wurden 25 

µl des Reaktionsansatzes auf ein SDS-Gel aufgetragen und die jeweiligen Proteine im 

Western-Blot mit spezifischen Antikörpern detektiert (siehe Kapitel 3.9). 

3.5.3 Protein-Protein-Bindungsanalyse 

Zum Nachweis einer direkten Protein-Protein-Wechselwirkung wurden die 

Translationsansätze zweier Proteine mit einer Antikörper-Protein-G-Matrix (siehe Kapitel 3.8 

Ko-Immunpräzipitation) über Nacht bei 4°C in Triton-Lysispuffer inkubiert. Anschließend 

erfolgte die Auftrennung der Proteine auf einem SDS-Acrylamidgel und die Visualisierung 

im Western-Blot-Verfahren (siehe Kapitel 3.9). 
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− Lysispuffer: 0,1% NP40; 1% Glyzerin; 0,1% Ethanol; Protease Inhibitor Cocktail Complete (2 

Tabletten/50 ml) in PBS 

3.6 Transfektion eukaryontischer Zellen 

Die Transfektion eukaryontischer Zellen mit Plasmid-DNA oder siRNA erfolgte unter 

Verwendung des MATra-A Reagenz (IBA). Zu diesem Zweck wurden Zellen für 24 h unter 

Standardbedingungen in 6-Loch-Platten bis zu einer Dichte von 70-80% kultiviert. Die 

Transfektion erfolgte nach Angaben des Herstellers. Stabile Transfektanten  wurden durch 

anschließende Selektion mit Hygromycin (max. Konz. 200 µg/ml), Puromycin (max. Konz. 1 

µg/ml) oder Neomycin  (1,25 mg/ml) gewonnen. Die Transfektanten konnten bei Bedarf 1 h 

nach der Transfektion trypsiniert und zur weiteren Kultivierung in Petrischalen oder 

Zellkulturflaschen umplattiert werden. Die spezifische Ziel-mRNA Erkennung der 

verwendeten siRNA wurde vorab mittels BLASTsearch 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi) überprüft. 

3.7 FACS-Analyse 

3.7.1 Bestimmung der Transfektionseffizienz verschiedener Zelllinien 

Die Bestimmung der Transfektionseffizienz verschiedener eukaryontischer Zelllinien mit 

Plasmid erfolgte mit Hilfe des Durchflusszytometers (fluorescence-activated cell sorter, 

FACS). Dafür wurden Zellen mit einem „Yellow Fluorescence Protein“ (YFP)-Vektor 

(pEYFP-N1) transient transfiziert. Die Menge des gebildeten gelben Fluoreszenzproteins 

(YFP) wurde 24 h nach der Transfektion im FACS bei einer Wellenlänge von 492-525 nm 

(FL-1) bestimmt. 

3.7.2 Bestimmung der Oberflächenexpression eines Proteins 

Die Bestimmung der Oberflächenexpression von Membranproteinen verschiedener Zelllinien 

oder unterschiedlich behandelter Zellen erfolgte mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS). 

Dazu wurden die trypsinierten Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend in einer 
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1:50 Verdünnung des entsprechenden Primärantikörpers in FACS Puffer (1,1 mg/ml) für 10-

15min inkubiert. Nach zweimaligem Waschen wurden die Zellen mit dem entsprechenden α-

IgG-FITC-markierten Sekundärantikörper (1 mg/ml), ebenfalls 1:50 in FACS Puffer 

verdünnt, für 10-15 min inkubiert. Zur Kontrolle der Spezifität der 

Sekundärantikörperbindung wurde ein Teil der Zellen nur mit diesem behandelt. 

Anschließend wurden die Zellen erneut gewaschen und je nach Zellmenge in 300-500 µl 

FACS Puffer aufgenommen. Im FACS wurde die Oberflächenexpression des entsprechenden 

Moleküls mittels CellQuest (FACS-Analyseprogramm) bezogen auf die Kontrolle bestimmt. 

Um die Expression verschiedener Versuchsansätze untereinander zu vergleichen, wurden die 

von CellQuest angegebenen Mittelwerte der Fluoreszenz in Bezug zueinander gesetzt. 
− FACS-Puffer: PBS mit 5% FKS (Maniatis et al., 1989) 

3.7.3 Propidiumiodid-(PI)-Analyse 

Für die PI-FACS-Analyse wurden die bereits antikörpermarkierten Zellen für 10-15 min bei 

RT und im Dunkeln mit PI-Färbelösung (2 µl/ 500 µl FACS Puffer) inkubiert. Die Färbung 

diente der Überprüfung der Zellvitalität. 
− PI-Färbelösung: 10 U RNAse (DNAse frei), 50 µg/ml Propidiumiodid, 2 mM EDTA in PBS 

3.8 Ko-Immunpräzipitation 

Die Antikörper wurden auf Protein-G-Sepharose immobilisiert (1,5 µg Antikörper pro 30 µl 

Sepharose, 30 min bei RT) und kovalent gekoppelt (Schneider et al., 1982). Die Antikörper-

Protein-G-Matrix wurde bei 4°C mit Lysaten aus Zelllinien (siehe Kapitel 3.1.5), oder mit 

Zellkulturüberständen (siehe Kapitel 3.1.6), über Nacht auf einem Schüttler inkubiert. 

Anschließend wurde die Sepharose-Matrix zur Entfernung unspezifischer Bindungen 

sechsmal mit Lysispuffer gewaschen. Die präzipitierten Proteine und Proteinkomplexe 

wurden im Proteinauffangpuffer durch Erhitzen (8 min bei 95°C) denaturiert und eluiert 

(Laemmli, 1970). Die Detektion der Immunpräzipitate und Ko-Immunpräzipitate erfolgte 

anschließend mittels Westen-Blot (siehe Kapittel 3.9). 
− Lysispuffer: TBS pH7,4; 0,5 oder 1% v/v Triton 100; Protease Inhibitor Cocktail Complete 

(2Tabletten/50ml) 

− Proteinauftragspuffer: 140 mM Tris-HCl pH7,0; 30% Glyzerin; 4% SDS; 16% Merkaptoethanol; 0,1%  

Bromphenolblau 
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3.9 Western-Blot 

Proteinlysate wurden in 10-15%igen SDS-Polyacrylamidgelen oder 17,5%igen Tris-Tricin-

Gelen in einer vertikalen Elektrophorese unter definierten Laufbedingungen (Fokussierung: 

15 min bei 15 mA/Gel, 180 V; Trennung: 30 mA/Gel, 180 V) aufgetrennt. SDS-

Polyacrylamidgele liefen bei RT, wohingegen Tris-Tricin-Polyacrylamidgele unter Kühlung 

liefen. Anschließend wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Immobilon-P 

Transfermembran (Millipore) übertragen (Western-Blot: 100 V, max. 500 mA, 45 min oder 3-

5 h). Ein kurzes Schwenken der Membran in Methanol diente zur Fixierung der Proteine. 

Durch 20-minütige Inkubation der Membran im Blockpuffer wurden unspezifische 

Bindungen von Antikörpern verhindert. Die Detektion der Proteine erfolgte mit spezifischen 

Primärantikörpern (1:250 bis 1:2500 in Primärantikörper-Puffer) und entsprechenden 

Peroxidase-konjugierten Sekundärantikörpern (1:5000 in Block-Puffer). Die Detektion der 

Peroxidase-Reaktion erfolgte wahlweise mit dem ‘Immobilon Western Chemiluminescent 

HRP Substrate’ (Millipore) oder dem ‘ECL Blotting Substrate’ (PIERCE). 
− SDS-Polyacrylamidgel: Sammelgel (4%): 30% Acrylamid; 2 M Tris pH6,8; 0,5 M EDTA  

 Trenngel: 30% Acrylamid; 2 M Tris pH8,9, 0,5 M EDTA 

− 10 x Laufpuffer: 250 mM Tris, 2 M Glycin, 1% SDS 

− Tris-Tricin-Gel: Sammelgel (4%): 30% Acrylamid; 3 M Tris pH8,45; 0,3% SDS 

 Spacer Gel (10%): 30% Acrylamid; 3 M Tris pH8,45; 0,3% SDS 

 Trenngel (15 ml): 30% Acrylamid; 3 M Tris pH8,45; 0,3% SDS; 5,4 g Harnstoff 

− 10x Tris-Tricin Kathoden-Puffer: 0,1 M Tris; 0,1 M Tricin; 0,1% SDS 

− 10x Tris-Tricin Anoden-Puffer: 0,2 M Tris pH8,9 (mit 6N HCl einstellen) 

− 10 x Blotting-Puffer: 250 mM Tris, 1,26 M Glycin 

− Waschpuffer: PBS mit  0,2 % Tween 

− Blockpuffer: 5% w/v Magermilchpulver in Waschpuffer  

− Primärantikörper-Puffer: 3% w/v BSA in Waschpuffer 

3.10  Zweidimensionale native Gelelektophorese 

3.10.1 1. Dimension: Natives Gradientengel 

Zellkerne von stabilen HEK293EpCAM-YFP-Transfektanten und FaDu Karzinomzellen 

wurden nach Angaben des Herstellers isoliert (Nuclei preparation Kit, Sigma) und in 

Lysispuffer aufgenommen. Zur Entfernung der unlöslichen Kernreste folgte eine 
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Zentrifugation bei 44000g und 4°C für 15 min. Die „Blue native-PAGE“ wurde mit leichten 

Veränderungen nach der Methode von Schagger und Jagow (1991) durchgeführt. 

Kernextrakte (300 µg) wurden in Ladepuffer aufgenommen und in einem 5-12%igen nativen 

Gradientengel unter definierten Bedingungen (2 mA; 4°C; über Nacht) aufgetrennt. Die 

Visualisierung nativer Protein-Komplexe erfolgte im Western-Blot mit Hilfe spezifischer 

Antikörper. 
− Lysispuffer:  750 mM &-Aminocarpronsäure; 0,5 mM EDTA in 50 mM Tris pH7; Protease Inhibitor 

Complete (Roche) 

- Ladepuffer: 750 mM 6-&Aminocarpronsäure, 5% Coomassie G-250 

3.10.2 2. Dimension: Tris-Tricin-Gelelektrophorese 

Zur Auftrennung nativer Komplexe wurde die entsprechende Spur des nativen Gels 

ausgeschnitten, um 90° gedreht und auf ein 17,5%iges Tris-Tricin-Acrylamidgel aufgelegt. 

Die Auftrennung des Komplexes erfolgte unter definierten Bedingungen (siehe Western-Blot 

Kapitel 3.9). Die einzelnen Proteine des Komplexes wurden anschließend im Western-Blot 

mittels spezifischer Antikörper detektiert. 

3.11 „Electromobility Shift Assay“ (EMSA) 

Zur Identifizierung der Bindung eines Proteinkomplexes an spezifische DNA-Binde-

sequenzen wurden „Electromobility Shift Assays“ (EMSAs) durchgeführt. Der Nachweis 

dieser Bindungen erfolgte mit Hilfe zweier unterschiedlicher Methoden: zum einen wurden 

DNA-Oligonukleotide radioaktiv markiert und unter entsprechenden Bedingungen mit 

Kernextrakten inkubiert, zum anderen wurde bereits biotinmarkierte Oligonukleotide 

verwendet (EMSA Kit, Panomics). 

3.11.1 Band-Shift-Assay unter Verwendung radioaktiv markierter 

DNA-Sonden 

Einzelsträngige DNA-Oligonukleotide gewünschter Sequenz und entsprechende Kontroll-

DNA wurden zunächst mit Hilfe des Klenow-Fragments (Fermentas) an den Enden radioaktiv 

markiert. Zu diesem Zweck wurden die komplementären DNA-Primer (200 µM je Primer) in 
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einem geeignetem Reaktionsansatz (1 U Klenow; 1x Klenow-Puffer; dNTP-Mix; 15000 Ci 

αdATP) 30 min bei 30°C inkubiert. In einer anschließenden Reaktion wurden die zwei 

komplementären Einzelstränge zu doppelsträngiger DNA verbunden und über Nick-Säulen 

(Amersham) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Die radioaktiv markierten DNA-

Sonden dienten im „Band-Shift-Assay“ als Konsensussequenz für die Bindung geeigneter 

Proteinkomplexe. 

Die Bindung der Proteinkomplexe an spezifische radioaktiv markierte DNA-Bindesequenzen 

erfolgte unter folgenden Bedingungen: es wurden 5-10 µg Kernextrakt (siehe Kapitel 3.1.5) 

mit 1 µg Poly dI-dC (Roche) und radioaktiv markierter DNA (60000 cpm) in 1x EMSA-

Puffer für 20-30 min bei RT inkubiert. Zum Nachweis der Spezifität der gebildeten Komplexe 

wurde in einige Ansätze unmarkierte DNA-Probe der gleichen Sequenz titriert. Ebenso wurde 

mutierte DNA verwendet, um die Spezifität der Proteinbindung an die DNA nachzuweisen. 

3.11.2 Native Polyacrylamid-Gelelektrophorese und 

Autoradiographie 

DNA-Protein-Komplexe wurden in einem nativen 12%igem Polyacrylamid-Gel (0,5x TBE; 

30% Acrylamid; 0,3% Glyzerin) unter geeigneten Laufbedingungen (8-10 h; 20 mA; max.V; 

4°C) aufgetrennt. Zur Durchführung der Autoradiographie wurden die Gele zunächst fixiert 

(10% Essigsäure; 10% Methanol in dH2O) und anschließend getrocknet (80°C; 45 min). Die 

Belichtung der Filme (Hyperfilm ECL, Amersham) erfolgte bei -80°C über 12-96 h. 

3.11.3 Verwendung biotinmarkierter DNA-Sonden 

Alternativ zu Kapitel 3.11.2 wurde ein EMSA-Kit (Panomics) mit biotinmarkierten DNA-

Sonden verwendet. 5-10 µg Kernextrakt (siehe Kapitel 3.1.5) wurden mit biotinylierter DNA 

nach Angaben des Herstellers inkubiert. Für die Durchführung einer Super-Shift-Reaktion 

wurden die Kernextrakte wahlweise für 1 h vor der DNA-Bindungsreaktion oder für 5 min 

nach der Reaktion mit 10 µg proteinspezifischem Antikörper inkubiert. Der Nachweis der 

gebildeten DNA-Proteinkomplexe erfolgte nach Auftrennung über ein natives Polyacrylamid-

Gel (siehe Kapitel 3.11.2) und anschließender Chemilumineszenz-Detektion nach Angaben 

des Herstellers (Panomics). 
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3.12 Luziferase-Assay 

3*105 HCT-8-Kolonkarzionomzellen in 6-Lochplatten ausplattiert und 24h später mit 0,5 µg 

super-8 TOP- oder FOP-Flash-Reporterkonstrukten (Upstate Biotechnology, Lake Placid 

USA) und 200 pmol einer EpCAM- oder Kontroll-siRNA transfiziert. Zur Überprüfung der 

Aktivität der Reporter wurden Zellen in einem parallelen Ansatz mit einer konstitutiv aktive 

Mutante von β-Catenin (S33Y) transfiziert. Zur Normierung der Luziferaseaktivität wurden 

alle Zellen zusätzlich mit 0,1 µg eines β-Galactosidase-Reporters transfiziert. Die Zellen 

wurden 24 h nach der trypsiniert, ein Mal mit PBS gewaschen und anschließend in 150 µl 

Lysispuffer (Roche) lysiert. Die β-Galactosidase- sowie die Luziferaseaktivität wurden 

mittels entsprechender Kits (Roche; Bio Thema) nach Angaben des Herstellers im bestimmt. 

Es wurden von allen Proben Doppelbestimmungen durchgeführt. An Hand der Mittelwerte 

wurde anschließend die Top-Flasch-Luciveraseaktivität bestimmt. 

3.13  Immunhistochemische Schnittfärbung 

Gewebeproben von Karzinomen und gesundem Gewebe wurden in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80°C gelagert. Die in dieser Arbeit angewandten 

immunhistochemischen Färbungen wurden an Gefrierschnitten durchgeführt. Die 4 µm 

dicken Gefrierschnitte wurden auf silanisierte Glasobjektträger aufgezogen, getrocknet und 

mit Aceton fixiert (Brock et al., 1999). Für die Anwendung dieser Färbemethode dienen frisch 

angefertigte Schnitte. Die Gewebeschnitte wurden zunächst zweimal für 5 min in eiskaltem 

HBS-Puffer inkubiert. Anschließend wurden sie einmal für 5 min bei 4°C und nachfolgend 

einmal für 10 min bei Raumtemperatur (RT) mit Paraformaldehyd behandelt. Nach erneutem 

drei Mal 5-minütigem Waschen mit HBS-Puffer bei RT wurden die Proben für 1 min mit -

20°C kaltem Methanol behandelt und danach erneut 5 min mit HBS-Puffer gewaschen. Im 

Anschluss an die Fixierung nach Brock et al. (Brock et al., 1999) wurde direkt mit der 

immunhistochemischen Färbung fortgefahren. 

Zur Inaktivierung der endogenen Peroxidase wurde eine 0,3%ige Wasserstoffperoxidlösung 

(in PBS) verwendet. Um unspezifische Bindungen des Primärantikörpers zu verhindern, 

wurden die Schnitte 25 min mit Normalserum (1:100; Serum des Tieres in dem der 

Zweitantikörper produziert wurde) oder bei Verwendung eines Avidin-Biotin-Systems mit 

100 µl Avidin-D-Lösung/1 ml Normalserum behandelt. Die Primärantikörper wurden in 1:10 

bis 1:500 Verdünnungen eingesetzt und zwischen 1 bis 4 h bei RT oder über Nacht bei 4°C 



Methoden 

  41 

inkubiert. Als Negativkontrolle wurde PBS an Stelle des Primärantikörpers verwendet. Nach 

zweimaligem Waschen mit PBS/Triton wurden die Schnitte mit dem entsprechenden 

Fluorochrom-konjugierten Sekundärantikörper (1-2 h) oder mit biotinyliertem 

Brückenantikörper (1 h) und Avididin-Biotin- oder für Immunfluoreszenz Flurochrom-

Streptavedin-Sekundärantikörper bei RT inkubiert. Im Falle der Fluoreszenzfärbung wurden 

die Zellkerne mittels DAPI (Hoechst 33342) angefärbt. Anschließend wurden die Proben in 

Moviol fixiert. Bei der Immunhistologie diente Aminoethylkarbazol als Chromogen (Hsu et 

al., 1981). Die Gegenfärbung der Kerne erfolgte mit Mayers Hämatoxilin. 

Bei Doppelfärbungen wird nach dem gleichen Schema verfahren. Antikörper verschiedener 

Spezies können simultan inkubiert werden. Eines der beiden verwendeten Detektionssysteme 

muss in diesem Fall direkt konjugiert sein. Bei dem ersten Detektionsschritt ist der 

Sekundärantikörper Flurochrom-konjugiert z.B. Alexa 488 Sekundärantikörper detektiert. Das 

zweite Detektionssystem wird über einen biotinylierten Brückenantikörper verstärkt und 

anschließend über einen geeigneten Fluorochrom-konjugierten Streptavidin-Antikörper 

(Alexa 647) detektiert. Bei der Immunfluoreszens-Doppelfärbung erfolgt die Gegenfärbung 

ebenfalls mittels DAPI (Hoechst 33342). Die Einstellungen des konfokalen Mikroskops 

orientieren sich immer an der Negativkontrolle. Die Färbeintensität der einzelnen Proben 

wurde von zwei Experimentatoren unabhängig von einander bestimmt. 
− HBS-Puffer (pH7.4): 78,8 g NaCl, 7,4 g KCl, 0,81 g MgCl2, 1,1 g CaCl2, 23,6 g Hepes auf 1 l A.dest 

3.14 Immunzytochemie 

Immunzytochemische Färbungen wurden an adhärenten, stabil transfizierten Zellen oder 

Karzinomzellen durchgeführt. Die Zellen wurden dazu auf Superfrost plus Objektträger in 

Quadriperm Kulturschalen ausplattiert und für 24 h bis 48 h kultiviert. Die Proben wurden 

nach Entfernen des Mediums mit PBS gewaschen, nach Brock fixiert und direkt gefärbt. Die 

Färbeschritte wurden, wie bereits in Kapitel 3.12 beschrieben, durchgeführt.
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4. Ergebnisse 
Wie einleitend bereits ausführlich dargestellt, ist das epitheliale Zelladhäsionsmolekül 

EpCAM ein Ca2+ unabhängiges Glykoprotein, das zahlreiche Tumore epithelialen Ursprungs 

überexprimieren. Auf Grund dessen ist das Molekül bevorzugtes Ziel für die Entwicklung 

verschiedener, auf Antikörpern basierenden, Therapeutika. Über die Funktion von EpCAM in 

Zusammenhang mit der Karzinogenese ist bis heute nicht viel bekannt. Die bisherigen 

Forschungsergebnisse sind größtenteils deskriptiv. Funktionelle Daten weisen darauf hin, dass 

die intrazelluläre Domäne des Moleküls (EpIC) bei der Induktion EpCAM-spezifischer 

Effekte (c-Myc-Induktion, Proliferation) essentiell ist (Munz et al., 2004). Ziel der 

vorliegenden Arbeit war es, ein grundlegendes Verständnis der EpCAM-vermittelten 

Signaltransduktion zu erlangen. Zu diesem Zweck wurde zunächst die Lokalisation des 

Moleküls in Karzinomzelllinien (Kapitel 4.1.1) und primärem Gewebe (Kapitel 4.3.1) 

detailliert untersucht. Anschließend wurden membranständige, zytoplasmatische und nukleäre 

Interaktionspartner identifiziert und ihre Interaktion mit EpCAM validiert (Kapitel 4.1.2; 

4.4.1). Des Weiteren wurde die Rolle der EpCAM-spezifischen Interaktionen im 

Zusammenhang mit der Expression von c-Myc und der Proliferation funktionell analysiert. 

Zudem wurde die Möglichkeit der Induktion der EpCAM-Spaltung und somit der Aktivierung 

der Signaltransduktion durch intermolekulare Wechselwirkung endogenen EpCAMs mit einer 

rekombinanten Form der extrazellulären Domäne von EpCAM (EpEXrec) untersucht. 

4.1 Regulierte proteolytische Spaltung von EpCAM 

Die Membranlokalisation von EpCAM wurde bisher unter Verwendung verfügbarer 

Antikörper, die gegen die extrazelluläre Domäne (EpEX) gerichtet waren, gezeigt. Es war 

bislang jedoch nicht möglich, die Lokalisation der intrazellulären Domäne von EpCAM 

(EpIC) in der Zelle zu bestimmen. Mit der Verfügbarkeit eines kommerziellen Antikörpers 

gegen EpIC (1144, Epitomics) konnte die Lokalisation der Domäne erstmals in 

Karzinomzelllinien untersucht werden. 

Die Lokalisation von EpEX und EpIC wurde in verschiedenen Karzinomzelllinien (FaDu, 

HCT-8, MCF-7, PCI) untersucht. Zu diesem Zweck wurden Doppelfärbungen mit EpEX- und 

EpIC-spezifischen Antikörpern in Kombination mit zwei unterschiedlichen 

immunfluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa-488- bzw. Alexa-647-konjugiert) 



Ergebnisse 

  43 

durchgeführt. Die Lokalisation der beiden Domänen wurde mit Hilfe eines Laser-Scanning-

Mikroskops visualisiert. 

 

Abbildung 4.1: FaDu-Hypopharynx-Karzinomzellen wurden mit EpEX- und EpIC-spezifischen 
Antikörpern in Kombination mit fluoreszensmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa-488 und 
Alexa 647) gefärbt. Die Lokalisation von EpIC (rot, oben rechts) und EpEX (grün, unten links) 
wurde durch Laser-Scanning-Mikroskopie nachgewiesen. Die Kerne wurden mit Hoechst 33342 
(blau, oben links) gefärbt. Die Überlagerung der EpEX- und EpIC-Färbung zeigte eine Ko-
Lokalisation der beiden Domänen an den äußeren Membranen (gelbe-orangene Färbung). In 
Zell-Zell Kontaktbereichen konnte nur EpEX detektiert werden. EpIC lokalisierte vorwiegend 
im Zytoplasma. Hier kommt es zu einer Akkumulation des Proteins im perinukleären Bereich. 
Zudem konnte EpIC mit einem punktuellen Muster im Kern detektiert werden.  

Wie in Abbildung 4.1 zu sehen, lokalisiert EpEX (grün) in FaDu-Hypopharynx-

Karzinomzellen, wie erwartet, an der Zellmembran. In Zellaggregaten, in denen ein enger 

Zell-Zell-Kontakt besteht, kam es in den Kontaktbereichen zu einer starken EpEX-Färbung. 

Das Färbemuster von EpIC (rot) in diesen Zellen war nicht erwartungsgemäß. Eine 

Überlagerung der beiden Einzelfärbungen zeigte überraschenderweise, dass es nur in 

Teilbereichen der Membran zu einer Ko-Lokalisation von EpEX und EpIC kam. Auffällig 

war, dass an Zellmembranen, in denen Kontakt zu benachbarten Zellen bestand, nur EpEX 

detektiert wurde. EpCAM war demnach in diesen Bereichen nicht als intaktes Molekül 

vorhanden. Grund für diese Annahme war die negative EpIC-Färbung. In Membranbereichen, 
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in denen kein Kontakt zu anderen Zellen bestand, konnte eine Ko-Lokalisation der beiden 

Domänen gezeigt werden. Bei der Detektion von EpIC in Karzinomzelllinien zeigte sich eine 

weitere Besonderheit. Die EpIC-spezifische Färbung wies eine starke Konzentration des 

Moleküls in den perinukleären Bereichen des Zytoplasmas auf. Ebenso konnte eine deutliche, 

punktuelle Lokalisation von EpIC im Zellkern detektiert werden (Abb. 4.2, FaDu-

Hypopharynx-Karzinomzellen).  

 

Abbildung 4.2: Vergrößerung einer FaDu-Karzinomzelle aus dem Zellverband in Abb. 4.1. 
EpIC (rot) lokalisiert deutlich sichtbar im Zytoplasma und als distinkte Sprenkel im Zellkern. 

Die Spezifität des EpIC-Antikörpers in Immunfluoreszenzexperimenten war bisher noch 

unerforscht. Daher wurde diese in Präadsorptionsexperimenten überprüft. Hierzu wurde der 

Antikörper (AK) vor der Zellfärbung mit Peptid, bestehend aus den 26 Aminosäuren (AS) der 

EpIC-Domäne, präinkubiert. Anschließend wurden FaDu-Zellen in einem Parallelansatz mit 

präadsorbiertem und unbehandeltem EpIC-Antikörper gefärbt. Die Färbung der Zellen zeigte, 

dass nach Präadsorption des Antikörpers an das antigene Peptid die Detektion von EpIC nicht 

mehr möglich war (Abb. 4.3, links). In FaDu-Zellen, die mit unbehandeltem EpIC-AK gefärbt 

wurden, konnte EpIC bei gleichen Bedingungen in gewohnter Weise detektiert werden (Abb. 

4.3, rechts). 
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Abbildung 4.3: Analyse der Spezifität des EpIC-Antikörpers. FaDu-Karzinomzellen wurden mit 
präadsorbiertem oder unbehandeltem EpIC-spezifischem Antikörper in Kombination mit 
fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa-647) gefärbt und durch konfokale 
Mikroskopie nachgewiesen. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. 

Die Detektion von EpEx und EpIC in verschiedenen Karzinomzelllinien wies eine 

unterschiedliche Lokalisation der beiden Domänen auf, die auf eine Spaltung des EpCAM-

Moleküls hindeutete. Eine Analyse von Zelllysaten im Immunblot sollte zeigen, ob die beiden 

Domänen tatsächlich getrennt voneinander existieren. Zu diesem Zweck wurden humane 

embryonale Nierenzellen (HEK293, (Graham et al., 1977) stabil mit einem EpCAM-

Expressionsvektor (pCAG-EpCAM, HEK293EpCAM-Zelllinie) oder mit dem 

entsprechenden Leervektor (pCAG, HEK293Δ-Zelllinie) transfiziert (Munz et al., 2004). 

EpCAM-negative HEK293Δ-Zellen dienten als Kontrolle für die spezifische Detektion von 

EpIC. In Lysaten dieser Zellen konnte im Immunblot kein Signal für EpCAM detektiert 

werden. In HEK293EpCAM-Zelllysaten hingegen konnte das gesamte Molekül (EpCAM, 37 

kDa) und ein weiteres EpIC-spezifisches Produkt mit einer Größe von ca. 5 kDa 

nachgewiesen werden (Abb. 4.4a, links). Die Möglichkeit der EpCAM-Spaltung wurde 

zusätzlich mit Hilfe eines EpCAM-YFP-Fusionsproteins überprüft. Lysate von 

HEK293EpCAM-YFP-Zellen (pEYFP-EpCAM) wurden mittels EpIC- und YFP-spezifischen 

Antikörpern im Immunblot untersucht (Abb. 4.4c). Neben EpCAM-YFP (63 kDa) konnte ein 

Protein in der Größe von EpIC-YFP (32 kDa) detektiert werden (Abb. 4.4c). Des Weiteren 

wurde ein zusätzliches Spaltprodukt (ca. 35-37 kDa) detektiert. Um die Proteingröße von 

EpIC-YFP überprüfen zu können, wurden Lysate von HEK293EpIC-YFP- (pEYFP-EpIC) 

und HEK293YFP-Zellen (pEYFP-N1) im Immunblot parallel aufgetragen. Diese beiden 

experimentellen Ansätze lieferten den biochemischen Beweis für die Abspaltung EpICs von 

ektopisch exprimiertem EpCAM. 
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Der Beweis der Existenz endogener Spaltprodukte in Karzinomzellen erfolgte durch die 

Analyse von FaDu-Zelllysaten. Zur Kontrolle des Laufverhaltens von EpIC wurde ein 

synthetisches Peptid, bestehend aus den 26 AS der EpIC-Domäne, im selben Immunblot 

aufgetrennt. Dieses Peptid hatte im Tris-Tricin-Gel ein nominelles Molekulargewicht von 5 

kDa. Vorversuche mit dem spezifischen Peptid wiesen auf eine geringe Stabilität von EpIC 

im Zelllysat hin. Zur Verhinderung der Degradation wurden FaDu-Zellen vor der Analyse mit 

Proteasominhibitoren (MG-132) behandelt. Wie der Abbildung 4.4a zu entnehmen ist, 

konnten in diesen FaDu-Zellen EpIC-spezifische Proteine unterschiedlicher Größe detektiert 

werden: EpCAM (37 und 40 kDa), ein EpIC-spezifisches-Spaltprodukt (10 bis 14 kDa) und 

EpIC (ca. 5 kDa) (Abb. 4.4a rechst). Die Detektion des Spaltproduktes und die von EpIC 

waren erst nach längerer Belichtung möglich (Abb. 4.4a unten). In Zelllysaten unbehandelter 

FaDu-Zellen war EpIC nicht nachweisbar, sodass von einer raschen und effizienten 

Degradation EpICs durch das Proteasom ausgegangen werden musste. Mit Hilfe des EpEX-

spezifischen Antikörpers konnte auf derselben Membran lediglich das Gesamtmolekül 

detektiert werden (Abb. 4.4a mitte). 

Die regulierte Intramembranproteolyse (RIP) ist bekannter Mechanismus der 

Rezeptoraktivierung, welcher bei einer Reihe von plasmamembranständigen Rezeptoren 

beschrieben wurde, so unter anderem bei Notch-1, APP, SorLA, CD44, und L1 (Hampe et al., 

2000; Mumm et al., 2000; Stoeck et al., 2006) Eine proteolytische Spaltung der 

extrazellulären Domäne, Ektodomäne genannt, ist stets die Grundvoraussetzung für die 

folgende Spaltung der intrazellulären Domäne (Schroeter et al., 1998). Aus diesem Grund 

wurde ein Immunpräzipitationsexperiment (IP) aus Zellkulturüberständen EpCAM-positiver 

Zellen durchgeführt, das den Nachweis einer potentiellen Ektodomäne von EpCAM zum Ziel 

hatte. Durch die Verwendung eines EpEX-spezifischen Antikörpers konnte EpCAM aus 

Zellkulturüberständen isoliert werden (Abb. 4.4b oben, 2.Spur). Die isolierte EpCAM-

Domäne stellte eine genuine Ektodomäne dar, die keinen intrazellulären Anteil umfasste 

(Abb. 4.4b unten). Zur Kontrolle wurden IPs gleichermaßen mittels EpIC-spezifischen 

Antikörpern durchgeführt. Diese erlaubten keine Isolation von EpCAM oder der Ektodomäne 

(Abb4.4b oben, 4.Spur). Eine Spaltung von endogenem EpCAM konnte somit biochemisch 

nachgewiesen werden. Bei dieser Spaltung entstehen eine lösliche Ektodomäne (EpEX), 

welche in den Kulturüberstand freigesetzt wird, und eine intrazelluläre Domäne (EpIC), 

welche ins Zytoplasma und anschließend in den Zellkern transloziert. 
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Abbildung 4.4: Nachweis von EpCAM-Spaltprodukten. Die Existenz von EpCAM-
Spaltprodukten wurde mittels Immunblot nachgewiesen. (a) links: Lysate stabiler 
HEK293EpCAM-Transfektanten und die entsprechender Kontrollzellen (HEK293Δ) wurden in 
einem 17,5%igen SDS-Gel aufgetrennt. Durch Verwendung eines EpIC-spezifischen 
Antikörpers (1144, Epitomics) konnte EpCAM (37 kDa) und EpIC (5 kDa) detektiert werden. 
rechts: Lysate von FaDu-Zellen, zuvor mit Protease-Inhibitor behandelt oder unbehandelt, 
wurden in einem harnstoffhaltigen 17,5%igen Tris-Tricin-Gel aufgetrennt. Durch Verwendung 
eines EpEX-spezifischen Antikörpers (AK) konnte EpCAM (37 kDa) in beiden Lysaten 
detektiert werden. Mit Hilfe des EpIC-spezifischen Antikörpers konnte bei kurzer Belichtung 
EpCAM und das Kontrollpeptid, bestehend aus den 26 Aminosäuren der EpIC-Domäne, bei 
5kDa nachgewiesen werden. Durch längere Belichtung der Membran konnte endogen gebildetes 
EpIC (») in Proteaseinhibitor-behandelten Zellen nachgewiesen werden. Des Weiteren war in 
beiden Lysaten die Detektion eines EpIC-spezifischen Spaltproduktes (∗) möglich.  
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(b) Immunopräzipitationen (IPs) aus Kulturüberständen (KÜ) von HEK293EpCAM-Zellen und 
den entsprechenden Kontrollzellen (HEK293Δ) wurden mit einem EpEX (HO-3)- und einem 
EpIC-spezifischen Antikörper durchgeführt und in einem SDS-Gel aufgetrennt. Zur Kontrolle 
der Spezifität der Antikörper wurde ein Lysat von HEK293EpCAM-Zellen geladen (linke 
Spur). Die Ektodomäne von EpCAM (EpEX) konnte ausschließlich nach IP mit EpEX-
spezifischen AK detektiert werden. Die Detektion mit EpIC-spezifischem AK lieferte kein 
Signal. (c) Lysate stabiler HEK293EpCAM-YFP-, HEK293EpIC-YFP- und HEK293YFP-
Transfektanten wurden in einem 15%igen SDS-Gel aufgetrennt und mittels EpIC- (links) oder 
YFP-spezifischem Antikörper (rechts) detektiert. Zur Kontrolle gleicher Mengen geladenen 
Proteins wurde Aktin detektiert. Dargestellt sind jeweils die repräsentativen Ergebnisse aus drei 
unabhängigen Experimenten. 

4.1.1 Identifizierung beteiligter Proteasen 

Basierend auf dem Nachweis einer regulierten proteolytischen Spaltung von EpCAM wurde 

eine Analyse der EpCAM-Proteinsequenz zur Identifizierung möglicher Proteaseschnittstellen 

durchgeführt. Ein Datenbankvergleich der EpCAM-Sequenz mit bekannten 

Rezeptormolekülen wies eine hohe Sequenzhomologie zwischen der Transmembrandomäne 

des EpCAM-Moleküls und der des Notch-1-Rezeptors auf (Abb. 4.5). Sechs von neun 

Aminosäuren innerhalb der Transmembrandomäne sind in beiden Molekülen identisch. Die 

hohe Sequenzhomologie im Bereich der Transmembrandomäne beider Proteine und die 

Übereinstimmung an der Spaltstelle im Notch-Rezeptor (Valin1743), legten die Vermutung 

nahe, dass EpCAM durch die gleichen oder ähnliche Proteasen, die auch für die Notch-

Spaltung verantwortlich sind, prozessiert und damit aktiviert wird. 

 

Abbildung 4.5: Sequenzvergleich der γ-Sekretase-Schnittstelle im Notch-1-Rezeptor und der 
potentiellen Schnittstelle in der EpCAM-Sequenz. Der Pfeil markiert die Stelle der Notch- 
Spaltung. 

Die biochemischen Analysen von FaDu-, HEK293EpCAM und HEK293EpCAM-YFP-

Zelllysaten deuteten darauf hin, dass es zur Spaltung von EpCAM in die beiden löslichen 

Untereinheiten EpEx und EpIC kommt. Diese Annahme wurde zusätzlich durch die 

unterschiedliche Lokalisation der beiden Domänen in Karzinomzelllinien gefestigt. Die 

Sequenzhomologie von EpCAM mit dem Notch-1-Rezeptor in der Transmembrandomäne 

suggeriert eine proteolytische Spaltung von EpCAM durch vergleichbare Proteaseaktivitäten. 

Diese Möglichkeit wurde im Folgenden experimentell untersucht. 



Ergebnisse 

  49 

4.2 Funktionelle Analyse der proteolytischen Spaltung von EpCAM 

durch Notch-assoziierte Proteasen 

Aus Untersuchungen zur Proteolyse des Notch-1-Rezeptors ist bekannt, dass dieser durch die 

konzertierte Aktion des Tumornekrosefaktor-α-konvertierenden-Enzyms (TACE) und einer 

gamma-Sekretase der Presenilin-Familie gespalten wird (Schroeter et al., 1998). Die Spaltung 

der Notch-Ektodomäne durch TACE ist dabei eine Voraussetzung für die folgende 

Intramembranproteolyse durch Preseniline.  

Aus unveröffentlichten Ergebnissen unseres Labors geht hervor, dass EpCAM in Ko-

Immunpräzipitationen (Ko-IPs) sowohl mit TACE als auch mit dem N-terminalen Fragment 

von Presenilin 2 (PS2) wechselwirkt, nicht aber mit Presenilin 1 (PS1). Zur Untermauerung 

dieser ersten Ergebnisse, die auf eine Beteiligung von TACE und Presenilin an der EpCAM-

Spaltung hindeuteten, wurde der Einfluss einer Hemmung beider Proteasen mittels 

spezifischer ‘small molecule’ Inhibitoren oder spezifischer siRNAs auf die EpCAM-Spaltung 

untersucht. 

4.2.1 Die Inhibition von TACE und Presenilin beeinflusst die 

proteolytische Spaltung von EpCAM 

Ein Expressionsplasmid für eine N-terminale Fusion bestehend aus dem gelben 

Fluoreszenzprotein (YFP) und EpCAM (EpCAM-YFP) wurde transient in HEK293-Zellen 

transfiziert. YFP stabilisiert das Spaltprodukt EpIC-YFP und erhöht gleichzeitig dessen 

Molekulargewicht, so dass der Nachweis der EpIC-Domäne erleichtert wird. Nach der 

Transfektion wurden die Zellen 12 h bis 36 h mit verschiedenen „small molecule“ Inhibitoren 

von TACE oder Presenilin behandelt. Zur Untersuchung der Inhibition der EpCAM-

Proteolyse wurden Zellen lysiert und die Expression von EpIC-YFP im Immunblot analysiert. 

Zur Inhibition der γ-Sekretase Aktivität wurden die spezifischen Inhibitoren Compound E, 

DAPT, Compound 34 und γ-Sekretase Inhibitor X verwendet. Wie der Abbildung 4.6a zu 

entnehmen ist, war bei der Analyse der EpIC-YFP-Expression in ´compound E`-behandelten 

Zellen schon nach 12 h eine Reduktion der EpIC-YFP Bildung im Vergleich zu 

Kontrollzellen erkennbar. Zudem kam es durch die γ-Sekretase-Inhibition zu einer Anhäufung 

von Spaltintermediaten, die nach 24 h gut nachweisbar wurden. Bei der Verwendung von 

DAPT war die Reduktion der EpIC-YFP Bildung am effektivsten (Abb. 4.6 b). Hier kam es 

nach 36 h zu einer signifikanten Anhäufung von Spaltintermediaten. Die Auftragung der 
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Proteinmengen wurde mit einem Immunblot gegen Aktin überprüft. Die Ergebnisse, die durch 

die Verwendung der beiden genannten Inhibitoren erzielt wurden, konnten durch den Einsatz 

von Compound 34 und γ-Sekretase-Inhibitor X bestätigt werden (Daten hier nicht gezeigt). 

 

Abbildung 4.6: Die Behandlung von transienten HEK293EpCAM-YFP-Transfektanten mit γ-
Sekretase-spezifischen Inhibitoren hemmt die Spaltung von EpCAM-YFP und die Induktion 
EpCAM-spezifischer Zielgene. (a) HEK293EpCAM-YFP-Zellen wurden für 12 bis 24 h mit 60 
nM Compound E behandelt. Der EpIC-spezifische Immunblot (oben) zeigt die Reduktion der 
EpIC-Bildung und die Anhäufung von Spaltprodukten in Compound E-behandelten Zellen. Die 
Reduktion der c-Myc- und eFABP-Expression in diesen Proben wurde mit spezifischen AK auf 
derselben Membran nachgewiesen. (b) HEK293EpCAM-YFP-Zellen wurden für 12 bis 36 h mit 
10 µM DAPT behandelt. Der YFP- und der EpIC-spezifische Westernblot zeigte eine deutlich 
reduzierte EpIC-Bildung im Vergleich zu den Kontrollen. Zudem waren nach 36 h mehrere 
Spaltprodukten detektierbar. Als Kontrolle für die Auftragung gleicher Proteinmengen wurde, 
neben der Proteinquantifizierung mittels BCA Test, ein Immunblot gegen Aktin durchgeführt. 
Es sind jeweils die repräsentativen Ergebnisse aus drei unabhängigen Experimenten gezeigt. 

Für die Inhibition von TACE wurden die ´small molecule` Inhibitoren TAPI-0, TAPI-1 und 

TAPI-2 verwendet. Wie in Abbildung 4.7a dargestellt zeigte die TAPI-2-vermittelte TACE-

Inhibition nach 12 h eine Reduktion der EpIC-YFP-Bildung, die auch nach 24 h anhielt. Eine 

Anhäufung von Spaltprodukten konnte hier erwartungsgemäß nicht beobachtet werden. In IPs 

gegen EpEX aus Kulturüberständen von stabilen HEK293EpCAM- und FaDu-Zellen konnte 

gezeigt werden, dass es durch eine 24-stündige TAPI-2- oder TAPI-2/DAPT-Behandlung der 

Zellen zu einer signifikanten Reduktion der EpEX-Freisetzung verglichen mit den 

entsprechenden Kontrollen kam (Abb. 4.7b, c). Die Ergebnisse der TACE-Hemmung konnten 

durch die Verwendung weiterer TACE-spezifischer-Inhibitoren (TAPI-0 und TAPI-1) 

bestätigt werden (Daten hier nicht gezeigt). 



Ergebnisse 

  51 

 

Abbildung 4.7: Die Inhibition von TACE durch die Verwendung von TAPI-2 hemmt die 
Spaltung von EpCAM. (a) HEK293EpCAM-YFP-Zellen wurden für 12 bis 24 h mit 40 µM 
TAPI-2 behandelt. Im EpIC-spezifischen Immunblot wurde eine Reduktion der EpIC-YFP-
Abspaltung bei behandelten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen nachgewiesen. Die Analyse 
der Lysate mit c-Myc-spezifischem AK zeigte zudem eine Reduktion des Proteins in TAPI-2-
behandelten Zellen. Als Kontrolle für die Auftragung gleicher Proteinmengen wurden die 
Aktinmengen der Proben bestimmt. (b) EpEX-spezifische IPs wurden in Kulturüberständen 
(KÜ) der HEK293EpCAM-Zellen 24 h nach TAPI-2-Behandlung durchgeführt. Die Freisetzung 
von EpEX war in KÜ behandelter Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen stark 
reduziert. SK: schwere Ketten des AKs; LK: leichte Ketten des AKs. (c) FaDu-Karzinomzellen 
wurden für 24 h mit 40 µM TAPI-2 und 10 µM DAPT behandelt. Mittels einer EpEX-
spezifischen IP aus den KÜ konnte im EpEX-spezifischen Immunblot eine Reduktion der EpEX-
Freisetzung nach Inhibition der Proteasen gezeigt werden (linke Spuren). Die IP gegen EpIC in 
den gleichen KÜ lieferte kein Signal. Der EpIC-spezifische Immunblot der IPs lieferte in keinem 
Fall Signale. In die IPs waren jeweils gleiche Mengen Protein enthalten (BCA-Test). Die in a, b 
und c gezeigten Ergebnisse sind jeweils repräsentativ für die Ergebnisse dreier unabhängiger 
Experimente. 

4.2.2 Die Inhibition von TACE und Presenilin beeinflusst die EpCAM-

vermittelte Genexpression und Zellproliferation 

Zunächst wurden die Proteinmengen von c-Myc und eFABP in HEK293EpCAM-YFP-

Transfektanten bestimmt, um den funktionellen Einfluss der Inhibition der TACE- und γ-

Sekretase-vermittelten Spaltung auf die Signaltransduktion EpCAM zu untersuchen. Zu 

diesem Zweck wurden die bereits vorhandenen Membranen nacheinander mit c-Myc- und 

eFABP-spezifischen Antikörpern inkubiert. In Verbindung mit der reduzierten EpIC-YFP-

Bildung kam es nach 12 und 24 Stunden Inhibition der γ-Sekretasen zu einer verminderten 
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Expression der EpCAM-Zielgene c-myc und efabp (Abb. 4.6). Gleiches war bei der Inhibition 

der EpCAM-Spaltung durch TACE für das Zielgen c-myc zu beobachten (Abb. 4.7a). 

 

Abbildung 4.8: Reduktion des FaDu-Zellwachstums nach Inhibition der γ -Sekretasen. Zur 
Komplementierung der DAPT-vermittelten Inhibition (10 µM) von γ-Sekretasen in FaDu-Zellen 
wurden diese zusätzlich transient mit 1 µg EpIC-YFP-Expressionsplasmid transfiziert. Als 
Kontrollgruppe dienten mit pEYFP-N1 transfizierte FaDu-Zellen. Die Zellzahlen wurden an 
Tag 4 nach der Transfektion mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer bestimmt. Dargestellt 
sind die Mittelwerte und Standartabweichungen aus zwei unabhängigen Experimenten. 

Zudem wurde die Hemmung der EpCAM-vermittelten Proliferation nach Inhibition von γ-

Sekretasen in einem Komplementationsexperiment untersucht. TACE und γ-Sekretasen sind 

für die Spaltung einer Vielzahl von Membranrezeptoren verantwortlich, sodass die alleinige 

Hemmung dieser Proteasen keine Angaben zur EpCAM-Spezifität der beobachteten Effekte 

erlaubten. Aus diesem Grund sollten die Effekte der TACE-/Presenilinhemmung durch eine 

gleichzeitige Überexpression von EpIC komplementiert werden. FaDu-Zellen wurden 

wahlweise mit einem YFP- oder mit EpIC-YFP-Expressionsplasmid transient transfiziert und 

vier Tage lang mit DAPT behandelt. Wie in Abbildung 4.8 dargestellt, kam es in FaDu-

Zellen, die mit DAPT behandelt und mit YFP transfiziert wurden, zu einer 50%-igen 

Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur Kontroll, i.e. DMSO-behandelte Zellen (Abb. 4.8, 

erster und zweiter Balken). Die Inhibition von Presenilinen hemmt demnach die Proliferation 

der Zellen. Bei der DAPT-Behandlung von FaDu-Zellen, die zusätzlich transient mit EpIC-

YFP transfiziert wurden, konnte die Inhibitor-vermittelte Hemmung der Zellproliferation 

wieder aufgehoben werden (Abb. 4.8, dritter und vierter Balken). Somit wurde gezeigt, dass 

die Hemmung der Presenilin-vermittelten Spaltung von EpCAM für die Reduktion der 

Proliferation der FaDu-Zellen verantwortlich war. 

Die proliferative Wirkung von EpIC wurde verdeutlicht durch den Vergleich des Wachstums 

von EpIC-YFP transfizierten FaDu-Zellen mit den YFP-Transfektanten (Abb. 4.8, erster und 

dritter Balken). 
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Die Verwendung von TACE-spezifischer siRNA sollte die beobachtete Reduktion der 

EpCAM-Spaltung durch den TACE-Inhibitor TAPI-2 bestätigen. Die Funktionalität der 

verwendeten TACE-spezifischen siRNA wurde mittels Immunblot nachgewiesen (Abb. 4.9a). 

Zudem konnte gezeigt werden, dass die Oberflächenexpression von TACE durch die 

Verwendung spezifischer siRNAs nach 2 Tagen um 52% reduziert war (Abb. 4.9c, Mitte). 

Die Transfektion von FaDu-Zellen mit der TACE-spezifischen siRNA hatte nach zwei Tagen 

eine Reduktion der Zellzahl um 60% zur Folge (Abb. 4.9b). Durch Ko-Transfektion von 

EpIC-YFP war die Proliferation nur noch um 10% reduziertn (Abb. 4.9c). Es wurde somit 

gezeigt, dass die Hemmung der TACE-vermittelten Spaltung von EpCAM einen Einfluss auf 

die Proliferation der Zellen hat. Zudem zeigt die Ko-Transfektion von EpIC-YFP, dass auch 

EpCAM-unabhängige Effekte durch die TACE-Hemmung verursacht werden. Die Hemmung 

von TACE resultierte aus einer reduzierten Spaltung der EpCAM-Ektodomäne. Folglich 

sollte nach TACE-Hemmung die Anzahl intakter Moleküle an der Zelloberfläche ansteigen 

und mit einem Antikörper gegen die Ektodomäne messbar sein. Die Oberflächenexpression 

von EpCAM in FaDu-Zellen aus demselben Experiment wurde daher mit dem HO.3 AK, 

welcher den ersten und zweiten EGF-ähnlichen Bereich in EpEX bindet, in der 

Durchflusszytometrie (FACS) untersucht. Die Zellen zeigten nach Transfektion mit TACE-

spezifischer siRNA eine 35,9%-ige Erhöhung der EpCAM-Oberflächenexpression, verglichen 

mit der Kontrollgruppe (Abb. 4.9d, mitte). Die gleichbleibende Expression von MHC-I in 

beiden Versuchsgruppen (Abb. 4.9d, rechts) diente als Kontrolle der unveränderten 

Expression TACE-unabhängiger Proteine. Diese Ergebnisse deuten daraufhin, dass der 

inhibitorische Effekt der TACE-spezifischen siRNA auf die Proliferation behandelter FaDu-

Zellen unter anderem durch eine Hemmung der EpCAM-Signaltransduktion verursacht wird. 

 

Durch die Inhibition von TACE und Presenilinen konnte die Funktion beider Proteasen bei 

der Spaltung von EpCAM nachgewiesen werden. Es wurde zudem deutlich, dass diese 

Inhibition negative Auswirkungen auf die EpCAM-vermittelten Signalwege und zellulären 

Effekte hatte. Die Expression von EpCAM-Zielgenen und die Zellproliferation waren nach 

Inhibition der Proteolyse des Moleküls signifikant reduziert. 
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Abbildung 4.9: Die Inhibition von TACE mittels spezifischer siRNA hat eine Reduktion der 
EpCAM-Spaltung und der Zellproliferation zur Folge. FaDu-Zellen wurden mit TACE-
spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA (Kontr.) (100 nM/300.000 Zellen) transfiziert. (a) Die 
TACE-Expression in FaDu-Zellen wurde nach der siRNA-Behandlung an Tag 2 bis 4 bestimmt. 
Als Ladekontrolle wurde die Aktinmenge der Proben bestimmt. (b) Die Zellzahlen wurden an 
Tag 0 und 2 nach Transfektion der spezifischen siRNA mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-
Kammer bestimmt. Die Behandlung mit TACE-spezifischer siRNA führte zu 60%igen 
Reduktion der Proliferation der Zellen. Die Ergebnisse repräsentieren jeweils die Mittelwerte 
und Standardabweichungen von drei unabhängigen Versuchen. (c) Die Inhibition der 
Proliferation konnte durch Ko-Transfektion von EpIC-YFP fast vollständig ausgeglichen 
werden. (d) Die TACE-Oberflächenexpression in FaDu-Zellen nach Transfektion TACE-
spezifischer siRNA wurde nach 48 h mittels FACS bestimmt. Diese war um 52% reduziert. Die 
EpCAM-Oberflächenexpression in FaDu-Zellen nach Transfektion TACE-spezifischer siRNA 
wurde ebenfalls nach 48 h bestimmt. Diese war um 35,9% erhöht. Die Ergebnisse repräsentieren 
jeweils die Ergebnisse dreier unabhängiger Experimente. 

4.3 EpIC transloziert in den Zellkern 

Wie bereits in Kapitel 4.1 beschrieben wurde, konnte gezeigt werden, dass es in 

Karzinomzelllinien zu einer Spaltung von EpCAM kommt, die eine Freisetzung von EpEX in 

den Zellkulturüberstand und von EpIC ins Zytoplasma zur Folge hat. Durch 

Immunfluoreszenzfärbung und anschließende konfokale Mikroskopie konnte EpIC in 

Karzinomzellen im Zytoplasma detektiert werden. Hier wurde eine erhöhte Konzentration im 
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perinukleären Bereich beobachtet (Abb. 4.1). Die Vergrößerung einer Zelle des abgebildeten 

FaDu-Zellverbandes zeigte deutlich, das EpIC auch in den Zellkern translozierte (Abb. 4.2). 

Dieses Phänomen konnte in allen bis dato untersuchten humanen Karzinomzelllinien - Ant-1, 

HCT-8, MCF-7, PCI-1 und PCI-13 - beobachtet werden. In Abbildung 4.10 wurden die EpIC-

spezifischen Fluoreszenzfärbungen von HCT-8 Zellen exemplarisch für weitere 

Karzinomzelllinien dargestellt. 

 

Abbildung 4.10: Lokalisation von endogenem EpIC in Karzinomzelllinien. HCT-8 
(Kolonkarzinom) wurden mit EpIC-spezifischen Antikörpern in Kombination mit 
fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa 647) detektiert. Die Zellkerne wurden mit 
Hoechst 33342 (blau) markiert. Die Lokalisation von EpIC wurde durch Laserscanning-
Mikroskopie visualisiert. Gezeigt wird ein repräsentatives Ergebnis aus drei unabhängigen 
Versuchen. 

Wie in Kapitel 4.2 bereits beschrieben, konnte die Spaltung des EpCAM-Moleküls durch die 

Hemmung von TACE und γ-Sekretasen mit Hilfe von proteasespezifischen Inhibitoren stark 

reduziert werden. FaDu-Zellen wurden mit einer Kombination aus DAPT und TAPI-2 
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behandelt, um den Einfluss der Proteolyseinhibition auf die EpIC-Lokalisation zu 

untersuchen. Nach 24 h wurden EpIC-Moleküle in diesen Zellen mit spezifischen Antikörpern 

in der Immunfluoreszenzfärbung detektiert. Die Analyse des EpIC-Expressionsmusters zeigte, 

dass die Inhibition von TACE und γ-Sekretasen in FaDu-Zellen die Spaltung von EpCAM 

effektiv hemmt. EpIC lokalisierte in behandelten Zellen vorwiegend an der Zellmembran und 

nur in sehr geringer Menge im Zytoplasma (Abb. 4.11, links). Im Kern konnten keine EpIC-

Moleküle detektiert werden. Zur Kontrolle wurden EpIC-Moleküle in einem parallelen 

Ansatz auch in unbehandelte FaDu-Zellen detektiert. EpIC zeigte in diesen Zellen die 

erwartete, starke Expression im Zytoplasma, vorwiegend kernnah, und eine punktuelle 

Lokalisation im Zellkern (Abb. 4.11, rechts). 

 

Abbildung 4.11: Membranlokalisation von endogenem EpIC nach 24-stündiger Behandlung von 
FaDu-Zellen mit TACE und Presenilininhibitoren (links). Die Detektion von EpIC mittels eines 
spezifischen Antikörpers wurde über den fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörper (Alexa 
647) durch Laserscanning-Mikroskopie visualisiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 
(blau) markiert. Kontrolle (rechts): unbehandelte FaDu-Zellen. Gezeigt wird ein repräsentatives 
Ergebnisse aus drei unabhängigen Versuchen. 
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4.3.1 Unterschiede der EpIC-Lokalisation in gesundem Epithel und 

primären Karzinomen 

Um die physiologische Relevanz der EpCAM-Spaltung zu studieren, war eine Untersuchung 

der EpIC-Lokalisation an Primärmaterial ex vivo essentiell. Zu diesem Zweck wurde EpIC in 

einem Kolonkarzinom-Gewebearray, der aus 26 Kolonkarzinomgewebeproben und fünf 

gesunden Kolongeweben verschiedener Patienten bestand, detektiert. Wie in Abbildung 4.12 

anhand zweier repräsentativer Gewebeproben dargestellt, unterschieden sich die 

Lokalisationen von EpIC in Karzinomen und in gesundem Gewebe sehr deutlich. Es konnte 

gezeigt werden, dass EpIC in Kolonkarzinomgeweben vorwiegend im Zytoplasma und als 

gesprenkeltes Muster im Zellkern vorkam (Abb. 4.12a). Im Gegensatz dazu lokalisierte EpIC 

in gesundem Gewebe an den Membranen und in geringerer Konzentration im Zytoplasma 

(Abb. 4.12b). 

 

Abbildung 4.12: Lokalisation von endogenem EpIC in Kolonkarzinomen (Kolon KA) und in 
gesunder Kolonschleimhaut (Kolon SH). Kryoschnitte von Kolonkarzinomen (n=26) und 
gesundem Kolonepithel (n=5) wurden mit EpIC-spezifischen Antikörpern (1144, Epitomics) in 
Kombination mit fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa 488) gefärbt. Die 
Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. Die Lokalisation von EpIC wurde durch 
Laserscanning-Mikroskopie visualisiert. (a) EpIC-Färbung im Kolon KA: Übersicht (links), 
Vergrößerung (rechts), (b) EpIC-Färbung in gesunder Kolon SH: Übersicht (links), 
Vergrößerung (rechts). Dargestellt sind die Ergebnisse der Färbung eines Arrays. 
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Die Auswertung des Gewebearrays ist in Tabelle 4.1 zusammengefasst. Aus der Auswertung 

ging hervor, dass EpIC in allen Karzinomgeweben in unterschiedlicher Intensität im Kern 

nachweisbar war. Im Gegensatz dazu konnte EpIC in gesunder Schleimhaut ausschließlich an 

der Membran und im Zytoplasma, jedoch nie im Zellkern detektiert werden. Folglich 

existieren Unterschiede in der Spaltung und/oder Kerntranslokation von EpIC in gesundem 

und malignem Gewebe. 

 
 EpIC-Kernlokalisation 

 

Intensität der EpIC-Kernlokalisation - + ++ +++ 

Normal (n=5) 5/5 (100%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 0/5 (0%) 

Karzinom (n=26) 0/26 (0%) 6/26 (23%) 11/26 (42%) 9/26 (34%) 
 
Tabelle 4.1: Kernlokalisation von EpIC in gesunder Kolonschleimhaut und im Kolonkarzinom 
in einem Gewebearray. 

4.3.2 EpIC ist für EpCAM-vermittelte onkogene Effekte essentiell und 

ausreichend 

In einem ersten Schritt sollte der Einfluss von EpIC auf die Aktivierung des EpCAM-Zielgens 

c-myc untersucht werden, um einen ersten Einblick in den EpCAM-vermittelten Signalweg zu 

erhalten. Aus vorherigen Untersuchungen zur Aktivität von EpCAM war bereits bekannt, dass 

das Wildtyp-EpCAM-Protein in der Lage ist c-myc zu induzieren (Munz et al., 2004). Des 

Weiteren war bekannt, dass der intrazelluläre Anteil von EpCAM für diese Induktion 

essentiell ist (Munz et al., 2004). Im Folgenden wurde YFP, EpCAM-YFP und EpIC-YFP 

stabil in HEK293-Zellen exprimiert und die c-Myc-Proteinmenge der Transfektanten 

miteinander verglichen (Abb. 4.13). Es konnte gezeigt werden, dass es in HEK293EpCAM-

YFP-Zellen erwartungsgemäß zu einer erhöhten c-Myc-Expression kam. Diese wurde in 

gleichem Maße auch in HEK293EpIC-YFP-Zellen nachgewiesen. Die c-Myc-Expression war 

in beiden Zelllinien höher als in der HEK293-YFP-Kontrollzelllinie. Untersuchungen c-myc-

spezifischer mRNA-Mengen zeigten ebenfalls eine Anreicherung (persönliche Mitteilung S. 

Denzel). Somit erfolgt die Induktion von c-Myc durch EpCAM und EpIC auf 

transkriptioneller Ebene. Die Gesamtheit der Ergebnisse liefern den Nachweis, dass EpIC für 

die EpCAM-vermittelten onkogenen Effekte essentiell und ausreichend ist. 
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Abbildung 4.13: c-Myc-Expression in stabilen HEK293-Transfektanten. HEK293-Zellen wurden 
mit YFP(pEYFP-N1), EpCAM-YFP (pEYFP-N1:EpCAM) oder EpIC-YFP (pEYFP-N1:EpIC) 
stabil transfiziert. Anschließend wurde die c-Myc-Expression dieser Zellen verglichen. Pro Spur 
wurden 50 µg Protein des entsprechenden Zelllysates geladen. Die c-Myc-Expression wurde mit 
einem spezifischen Antikörper überprüft. Als Kontrolle für die Auftragung gleicher 
Proteinmengen wurde die Aktinmenge der Proben überprüft. Repräsentativ dargestellt ist ein 
Immunblot aus drei unabhängigen Experimenten. 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, das EpIC an der Zellmembran aber auch im 

Zytoplasma und im Kern verschiedener Karzinomzelllinien lokalisiert. Eine solche komplexe 

Lokalisation konnte auch in vivo in  Kolonkarzinomgeweben bestätigt werden. Zudem wurde 

ein gravierender Unterschied zur membranständigen Lokalisation in gesunden Epithelien 

gleichen Ursprungs festgestellt. Vergleiche der c-Myc-Aktivierung zeigten zudem, dass EpIC 

die signalvermittelnde Domäne des EpCAM-Moleküls ist. 

4.4 Identifizierung und Validierung weiterer potentieller 

Interaktionspartner von EpIC 

Anhand der bisher durchgeführten Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es durch 

proteolytische Spaltung von EpCAM zur Aktivierung des Signalweges kommt. EpIC wurde 

in diesem Zusammenhang als Teil des EpCAM-Moleküls identifiziert, der für die 

intrazelluläre Signalvermittlung verantwortlich ist. Bis jetzt war über die Regulation des 

EpCAM-Signalweges und über intrazelluläre Interaktionspartner von EpCAM wenig bekannt. 

Die bisher beschriebene Funktion EpCAMS, i.e. Zelladhäsionsmolekül (Balzar et al., 1999b; 

Litvinov et al., 1994b) und die Interaktion mit verschiedenen Proteinen (Kuhn et al., 2007; 

Ladwein et al., 2005; Litvinov et al., 1997) liefert keine Erklärung für die spezifische 

Aktivierung von Zielgenen, wie c-myc, efabp, zyklin A und E. 
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4.4.1 Isolierung und Identifizierung potentieller EpIC-Interaktionspartner 

in Yeast-Two-Hybrid-Experimenten 

Zur Identifikation von Interaktionspartnern der intrazellulären Domäne des EpCAM-Proteins 

wurden bereits im Vorfeld dieser Doktorarbeit yeast-two-hybrid-Experimente mit EpIC 

durchgeführt. Potentielle Interaktionspartner von EpIC wurden aus einer cDNA-Bank von 

HEK293-Zellen isoliert. Die DNA von 120 positiven Hefeklonen war bereits nach einer 

Retransformation isoliert und sequenziert worden. Mit Hilfe von BLASTsearch 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi) wurden die cDNA-Sequenzen mit 

allen bekannten humanen cDNA-Sequenzen verglichen und bei hoher Identität einem 

potentiellen Interaktionspartner zugeordnet (Promotionsarbeit Dr. M. Benk). Auf die gleiche 

Art und Weise wurde im Rahmen der vorgelegten Doktorarbeit mit den verbliebenen, bisher 

noch nicht untersuchten 60 positiven Hefeklonen verfahren. Deren Sequenzanalyse führte zur 

Identifikation weiterer fünf potentieller EpIC-Interaktionspartner: Syntrophin-1 (SNTA1), 

ASF-1B, UMP-CMP Kinase, AP3D1 und MGC3040 (Tabelle 4.2).  

Die Validierung der Wechselwirkung von EpIC mit den identifizierten potentiellen EpIC-

Interaktionspartnern erfolgte mittels Ko-Immunpräzipitation (Ko-IP). Zu diesem Zweck 

wurden die entsprechenden cDNA-Sequenzen aus der verwendeten cDNA-Bank zunächst mit 

einer T7-Polymerase-Bindungsstelle und der Sequenz des Hämagglutinin (HA)-Epitops 

versehen. Anschließend erfolgte die Klonierung der modifizierten Sequenzen in einen 

eukaryontischen Expressionsvektor. 

 

identifizierte 

Interaktionspartner 

Identität 

% 

Klon 

Nr. 

GenID molekulare Funktion 

SNTA1 100 NP003089 6640 Non-motor actinbindendes Protein 

FHL2* 100 NP963850 2274 Zinkfinger-Transkriptionsfaktor 

ASF-1B 100  55723 Chromatin/Chromatin-bindendes 

Protein 

Galektin-1* 100 NP002296 3956 Wachstumsinhibitor 

UMP-CMP Kinase 100  51727 Nukleotidkinase 

CGI-128 Protein* 100 NP057146 51647 

AP3D1 Protein 100  8943 

MGC3040 70  66000 

 

Funktion nicht klassifiziert 

* Im yeast-two-hybrid identifizierte Interaktionspartner (Promotionsarbeit M. Benk), deren Wechselwirkung mit EpIC validiert 
wurde. 
 
Tabelle 4.2: Identifizierte und verwendete potentielle EpIC Interaktionspartner aus yeast-two-
hybrid Screen. 
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4.4.2 Validierung der potentiellen Interaktionspartner FHL2, CGI-128, 

Galectin-1 und Syntrophin-1 

In den nachfolgenden Untersuchungen wurden die Wechselwirkungen von EpCAM mit vier 

der identifizierten Proteine genauer untersucht. Alle vier wiesen eine 100%-ige 

Sequenzhomologie mit dem entsprechenden NCBI Genbankklon auf (Tab. 4.2). Die Wahl der 

Proteine erfolgte auf Grund der Funktion und/oder Lokalisation in der Zelle. Das „four and a 

half LIM domain“ Protein 2 (FHL2) war auf Grund der Lokalisation im Zytoplasma und im 

Kern der Zelle, ergo analog zu EpIC, von großem Interesse. Über die LIM-Domänen (Lin-11, 

Isl-1, Mec-3) ist FHL2 in der Lage, Protein-Protein- und Protein-DNA-Wechselwirkungen zu 

vermitteln. Weiterhin war bereits bekannt, dass es in einer Vielzahl unterschiedlicher 

Signalwege eine regulatorische Rolle spielt (Johannessen et al., 2006). Das zweite 

ausgewählte Protein war Galectin-1. Das Molekül spielt eine Rolle bei der Vermittlung von 

Zell-Zell- und Zell-Matrix-Wechselwirkungen und hat dadurch einen Einfluss auf die 

Zellproliferation. Syntophin-1 (SNTA1) lokalisiert an der peripheren Membran der Zelle und 

interagiert in Muskelzellen mit Dystrophin (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). Als 

eines der Proteine mit bisher unbekannter Funktion wurde die Wechselwirkung von EpIC mit 

CGI-128 näher untersucht. 

Zur Validierung der Wechselwirkung von EpCAM mit den ausgewählten Proteinen wurden 

stabile Zellsysteme etabliert, in denen jeweils ein potentieller Interaktionspartner EpCAM 

ektopisch ko-exprimiert wurde. HEK293-Zellen wurden wahlweise mit 141pCAG::EpCAM 

oder dem Leervektor (141pCAG, Kontrolle) und respektive zusätzlich mit pIRES::HA-FHL2, 

pIRES::HA-CGI128, pIRSE::HA-Galectin-1 oder pIRES::HA-SNTA1 ko-transfiziert. Die 

Generierung stabiler Zellen erfolgte durch Zugabe von Puromycin (1 µg/ml) und Hygromycin 

(200 µg/ml) für die Selektion von pCAG bzw. pIRES Vektoren. Auf diese Weise wurden die 

in Tabelle 4.3 aufgelisteten Zellsysteme etabliert. 

 

 141pCAG::EpCAM 141pCAG 
 

pIRES::HA-FHL2 HEK293EpCAM/HA-FHL2 HEK293Δ/HA-FHL2 

pIRES::HA-CGI128 HEK293EpCAM/HA-CGI128 HEK293Δ/HA-CG128 

pIRSE::HA-Galectin-1 HEK293EpCAM/HA-Galectin1 HEK293Δ/HA-Galectin1 

pIRES::HA-SNTA1 HEK293EpCAM/HA-SNTA1 HEK293Δ/HA-SNTA1 

 
Tabelle 4.3 Stabile Doppeltransfektanten von HEK293-Zellen 
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Abbildung 4.14: EpCAM interagiert mit HA-FHL2 und endogenem FHL2. (a) Der Nachweis 
der Expression von EpCAM, HA-FHL2 und FHL2 in den angegebenen Lysaten (jeweils 50 µg) 
im Immunblot erfolgte durch Verwendung der entsprechenden spezifischen Antikörper. Als 
Ladekontrolle diente die gleichmäßige Färbung von Aktin. (b) Stabile HEK293Ep/HA-FHL2 
und HEK293Δ/HA-FHL2 Zellen wurden lysiert und Ko-Immunpräzipitationen (Ko-IP) mit 
immobilisierten, spezifischen Antikörpern gegen EpCAM und das HA-FHL2-Fusionsprotein 
durchgeführt. Die Detektion der Proteine erfolgte im Immunblot mit spezifischen Antikörpern. 
Die dargestellten Ergebnisse sind repräsentativ für vier unabhängige Experimente. (c) Zum 
Nachweis der endogenen Wechselwirkung wurde HCT-8 lysiert und Ko-IP mit immobilisierten, 
spezifischen Antikörpern gegen EpCAM und FHL2 durchgeführt. Zur Kontrolle der Spezifität 
wurde zudem parallel eine Isotypkontrolle durchgeführt. Das hier gezeigte Resultat ist 
repräsentativ für drei unabhängige Versuche. (*) schwere AK-Kette, (») leichte AK-Kette 

Die potentielle Wechselwirkung von HA-FHL2, HA-CGI128, HA-Galectin-1 und HA-

SNTA1 mit EpCAM wurde in Lysaten der verschiedenen stabilen Zelllinien durch Ko-IPs 

bestimmt. Zuvor wurde die Expression der zu untersuchenden Proteine in den verwendeten 

Zelllinien nachgewiesen. Das Proteinexpressionsprofil der HEK293EpCAM/HA-FHL2- und 

HEK293EpCAM-Zellen so wie der entsprechenden Kontrollzelllinien ist in Abbildung 4.14a 

dargestellt. Es konnte gezeigt werden, dass HA-FHL2, endogenes FHL2 und β-Catenin in den 

entsprechenden Zelllinien gleich stark exprimiert wurden. EpCAM konnte erwartungsgemäß 

nur in EpCAM-Transfektanten detektiert werden. Zudem war der zuvor schon beobachtete 

Unterschied in der c-Myc-Expression EpCAM-positiver und EpCAM-negativer Zellen 
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ebenfalls detektierbar. Durch reziproke Ko-IP von EpCAM und HA-FHL2 in 

HEK293EpCAM/FHL2-Zelllysaten konnte eine Interaktion dieser beiden Proteine bestätigt 

werden. Wie in Abbildung 4.14b dargestellt, wurde HA-FHL2 mit EpCAM und auch 

umgekehrt ko-präzipitiert (Abb. 4.14b, linke Spur). Nachdem die Wechselwirkung der beiden 

überexprimierten Proteine gezeigt werden konnte, wurde die Interaktion von endogenem 

EpCAM mit endogenem FHL2 in HCT-8 Kolonakrzinomzellen überprüft. Bei der 

Immunpräzipitation von endogenem FHL2 konnte EpCAM ko-präzipitiert und nachgewiesen 

werden (Abb. 4.14c, 2. Spur). Umgekehrt konnte endogenes FHL2 bei der 

Immunpräzipitation von EpCAM ko-präzipitirt und detektiert werden (Abb. 4.14c, 3. Spur). 

Durch die Isotypkontrolle wurde keines der relevanten Proteine ko-präzipitiert (Abb. 4.14c, 4. 

Spur), was die Spezifität der Signale bestätigte. 

CGI-128, Galectin-1 und SNTA1 konnten in Lysaten der entsprechenden Zelllinien (Tab. 4.3) 

nicht mit EpCAM ko-präzipitiert werden. Somit konnten die in Hefe gezeigten Interaktionen 

in höheren eukaryontischen Zellen nicht bestätigt werden. In Abbildung 4.15 ist exemplarisch 

das Ergebnis der Ko-Immunpräzipitation von EpCAM und HA-CGI-128 dargestellt. Aus 

Lysaten von stabilen HEK293Ep/HA-CGI-128-Zellen konnte sowohl EpCAM als auch das 

HA-Fusionsprotein gut präzipitiert werden. Eine Ko-Präzipitation des jeweiligen potentiellen 

Bindungspartners schlug jedoch fehl. Gleichermaßen konnte weder HA-Galectin noch HA-

SNTA1 mit EpCAM in den geeigneten Zellsystemen ko-präzipitiert werden. 

4.4.3 EpCAM und FHL2 interagieren direkt miteinander 

Die im yeast-two-hybrid identifizierte Wechselwirkung von EpIC und FHL2 konnte durch 

Ko-IPs bestätigt werden. Über die Art der Wechselwirkung konnte anhand dieser 

Untersuchungen bis jetzt keine Aussage getroffen werden. Es war nicht bekannt, ob es sich 

um eine direkte oder indirekte Wechselwirkung handelte. Diese Frage sollte durch 

Verwendung eines Transkriptions/Translationssystems (TNT) beantwortet werden, bei dem 

EpCAM und FHL2 in vitro synthetisiert wurden. Zu diesem Zweck wurden die EpCAM- und 

HA-FHL2-cDNA-Sequenzen im pDrive-Vektor verwendet. Der Vektor besitzt vor der 

jeweiligen cDNA eine T7-Polymerase Bindungsstelle. Die pDrive-Plasmide wurden für eine 

effizientere Reaktion zunächst linearisiert. Die Transkription wurde von der T7-RNA-

Polymerase katalysiert. Anschließend erfolgte die Translation der gebildeten mRNA in 

Retikulocytenlysat aus dem Kaninchen. Retikolocytenlysate sind frei von endogener mRNA, 

enthalten Ribosomen und erlauben somit die ausschließliche Translation der eingesetzten 
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mRNA. Die erfolgreiche Translation der Proteine wurde durch eine Immunblotanalyse mit 

EpCAM- und HA-spezifischen Antikörpern bestätigt (Abb. 4.15 rechts). 

 

Abbildung 4.15: Direkte Wechselwirkung von EpCAM und HA-FHL2. Je 1 µg linearisierter 
Plasmid-DNA (pDrive::EpCAM, pDrive::HA-FHL2) wurden in getrennten Reaktionen durch 
die T7-RNA-Polymerase transkribiert. 1 µg gebildeter RNA wurde anschließend im Kaninchen-
Retikulocytenlysat translatiert. Die gebildeten Proteine (EpCAM, HA-FHL2) wurden in vitro 
gemischt und mit immobilisierten, spezifischen Antikörper gegen EpCAM und HA 
immunpräzipitiert. Die Detektion von FHL2 und von ko-präzipitiertem EpCAM erfolgte im 
Immunblot (α-FHL2). Als Kontrolle der Proteinexpression wurden 25% der gebildeten 
Proteinmenge geladen. Zur Kontrolle der Spezifität wurde eine IP gegen EpCAM in 
Retikolocytenlysat nur mit FHL2 durchgeführt. Die Detektion mittels FHL2-spezifischem 
Antikörper lieferte kein Signal (Ktrl.-IP). Das dargestellte Ergebnis ist repräsentativ für zwei 
unabhängige Experimente. 

Um eine direkte Wechselwirkung der beiden in vitro gebildeten Proteine zu untersuchen, 

wurden die separaten Ansätze von EpCAM und HA-FHL2 nach der Translationsreaktion 

gemischt. Die Immunopräzipitation von FHL2 (Abb. 4.15, 3. Spur von links) aus diesem 

Gemisch erlaubte eine Ko-Präzipitation von EpCAM (Abb. 4.15, linke Spuren). Dieses 

Ergebnis zeigt, dass beide Proteine direkt miteinander wechselwirken. Es fiel auf, dass FHL2 

sehr gut präzipitiert werden konnte, die Menge an ko-präzipitiertem EpCAM jedoch geringer 

war. Die Unterschiede in der Ausgangsmenge des eingesetzen Proteins kommen auf Grund 

der unterschiedlichen Transkriptions-/Translationseffizienz zustande.  

4.4.4 EpCAM, FHL2 und β-Catenin bilden einen trimeren Komplex 

Aus Untersuchungen anderer Gruppen (Martin et al., 2002) war FHL2 als ein Ko-Aktivator 

von β-Catenin bekannt. Da β-Catenin als Komponente des Wnt-Signalweges auch an der 

Aktivierung des c-myc Gens beteiligt ist, lag die Vermutung nahe, dass EpIC mit β-Catenin 

ebenfalls interagieren kann. Um diese Annahme zu testen, wurden die Wechselwirkungen von 

β-Catenin, HA-FHL2 und EpCAM in HEK293EpCAM/HA-FHL2-Zellen biochemisch 

untersucht (Abb. 4.16). Bei der IP von HA-FHL2 konnte die bereits publizierte Interaktion 
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mit β-Catenin bestätigt und eine Interaktion mit EpCAM deteltiert werden (Abb. 4.16, dritte 

Spur). Umgekehrt war es möglich, mittels der Ko-IP von β-Catenin die Bindung von HA-

FHL2 und EpCAM nachzuweisen (Abb. 4.16, erste Spur). Die spezifische Isolierung von 

EpCAM erlaubte eine Ko-Präzipitation sowohl von HA-FHL2 als auch β-Catenin (Abb. 4.17, 

zweite Spur). HA-FHL2 und β-Catenin wurden mit spezifischen Antikörpern auf derselben 

Membran detektiert. Es konnten keine unspezifischen Bindungen bei der Kontroll-IP in 

HEK293Δ/HA-FHL2- oder HEK293EpCAM-Zellen detektiert werden. 

An Hand dieser Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass EpCAM mit FHL2 und β-Catenin 

interagiert, so wie FHL2 mit β-Catenin. Somit wurde die Wechselwirkung von EpCAM mit 

einer wichtigen Komponente des Wnt-Signalweges erstmals aufgezeigt. 

 

Abbildung 4.17: Nachweis der Interaktion von EpCAM, HA-FHL2 und β-Catenin. Ko-
Immunpräzipitationen (Ko-IP) mittels immobilisierter, spezifischer Antikörper gegen EpCAM, 
HA-FHL2 und β-Catenin wurden wechselseitig in Lysaten stabiler HEK293Ep/HA-FHL2-
Zellen und entsprechender Kontrollzellen (HEK293Ep und HEK293Δ/HA-FHL2) durchgeführt. 
Die Detektion der Proteine erfolgte im Immunblot mit spezifischen Antikörpern gegen EpCAM, 
HA und β-Catenin. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
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4.4.5 Expressionsprofil von EpIC, FHL2 und β-Catenin im HEK293-

Zellsystem und in Karzinomzelllinien  

Nachdem die Wechselwirkungen von EpCAM, FHL2 und β-Catenin proteinbiochemisch 

nachgewiesen werden konnten, war die Lokalisation der unterschiedlichen Komponenten im 

HEK293-Zellsystem in An- und Abwesenheit von EpCAM und in Karzinomzellen von 

Interesse. 

Die Immunfluoreszenzfärbung von FHL2 und β-Catenin in HEK293Δ- und HEK293EpCAM-

Zellen verdeutlichte Unterschiede in der Lokalisation beider Proteine. Waren FHL2 und β-

Catenin in HEK293Δ-Zellen vorwiegend im Zytoplasma lokalisiert (Abb. 4.17a/b, linke 

Seite), zeigte sich in HEK293EpCAM-Zellen eine verstärkte Translokation beider Proteine in 

den Zellkern (Abb. 4.17a/b, rechte Seite). In HEK293Δ-Zellen war die typische Membran- 

und eine geringe zytoplasmatische Färbung von β-Catenin gut sichtbar (Abb. 4.17b, linke 

Seite). In HEK293EpCAM-Zellen kam es im Vergleich zu einer Verstärkung der 

zytoplasmatischen Expression des Moleküls. Zudem konnte eine Lokalisation von β-Catenin 

im Kern der Zellen detektiert werden (Abb. 4.17c, rechte Seite). Um sicherzustellen, dass 

beide Zelllinien gleiche Mengen der FHL2 und β-Catenin exprimierten, wurden 

HEK293EpCAM- und HEK293Δ-Zelllysate im Immunblot analysiert. Wie bereits in 

Abbildung 4.15a (linke Seite) dargestellt, wurden die beiden Proteine in beiden Zelllinien 

gleichermaßen exprimiert. 

Um die biochemisch nachgewiesenen Interaktionen von EpCAM/FHL2 und EpCAM/β-

Catenin in vivo zu bestätigen, wurde anschließend die Lokalisation von endogenem EpIC und 

FHL2 durch Doppelfärbungen in Karzinomzelllinien genauer untersucht. Zur Visualisierung 

von EpIC und FHL2 in Karzinomzellen wurden diese mit spezifischen Antikörpern gegen die 

jeweiligen Proteine inkubiert und durch zwei verschiedene fluoreszenzmarkierte 

Sekundärantikörper im Laserscanning-Mirkoskop detektiert. Wie der Abbildung 4.18a zu 

entnehmen ist, kommt es in allen drei FaDu-Karzinomzelllinien im Zytoplasma, vor allem in 

perinukleären Bereichen, aber auch im Zellkern zu Kolokalisationen von EpIC und FHL2. 

Gleiche Resultate wurden auch bei der Färbung weiterer Karzinomzelllinien erzielt. Bei der 

Doppelfärbung von FaDu-Zellen gegen EpIC und β-Catenin zeigte sich ebenfalls eine Ko-

Lokalisation der beiden Proteine (Abb. 4.18b). Diese war hauptsächlich im Zytoplasma und in 

vermindertem Maße im Kern zu sehen. 
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Abbildung 4.17: Lokalisation von FHL2 und β-Catenin in HEK293EpCAM- und HEK293Δ-
Zellen. Die FHL2- und β-Catenin-spezifische Detektion wurde über den fluoreszenzmarkierten 
Sekundärantikörper (Alexa 488) im Laserscanning-Mikroskop visualisiert. Die Zellkerne 
wurden mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. (a) FHL2 Lokalisation in HEK293Δ- (links) und 
HEK293EpCAM-Zellen (rechts). (b) β-Catenin Lokalisation HEK293Δ- (links) und 
HEK293EpCAM-Zellen (rechts). Die gezeigten Abbildungen sind repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente. 

Die Untersuchung der EpCAM-FHL2-Wechselwirkung ergab, dass die beiden Proteine direkt 

interagieren. Zusätzlich wurde β-Catenin als Interaktionspartner von EpCAM identifiziert. 

Durch Ko-Lokalisation von EpIC/FHL2 und EpIC/β-Catenin im Zytoplasma und Zellkern 

wurden diese Resultate zusätzlich bestätigt. Die verstärkte Kernlokalisation von FHL2 und β-

Catenin im HEK293-Zellsystem in Anwesenheit von der EpCAM wies daraufhin, dass eine 

Interaktion der Moleküle eine Translokation des Komplexes in den Zellkern zur Folge hatte. 
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Abbildung 4.18: Ko-Lokalisation von EpIC und FHL2 bzw. β-Catenin in FaDu-Karzinomzellen. 
EpIC- und FHL2- bzw. β-Catenin wurden in den angegebenen Zelllinien mit spezifischen 
Antikörpern in Kombination mit fluoreszenzmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa-488 und 
Alexa 647) markiert. Die Lokalisation von EpIC (rot) und FHL2 bzw. β-Catenin (grün) wurde 
durch Laser-Scanning-Mikroskopie detektiert. Die Kerne (oben links) wurden mit Hoechst 
33342 (blau) gefärbt. Ko-Lokalisationen (gelb-orange) wurden durch Überlagerung der 
Einzelfärbungen visualisiert. (a) Doppelfärbung von EpIC und FHL2 und (b) EpIC und β-
Catenin in FaDu-Zellen. Die gezeigten Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige 
Experimente. 
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4.5 Funktionelle Analyse der EpCAM-FHL2 Interaktion 

Es wurde bereits beschrieben, dass die de novo Expression von EpCAM die Hochregulation 

von c-Myc und eine verstärkte Zellproliferation zur Folge hat (Munz et al., 2004). Mit Hilfe 

der durchgeführten Analysen konnte gezeigt werden, dass zwischen EpCAM und FHL2 eine 

direkte Wechselwirkung besteht. Aus GST-pull-down Experimenten mit Mutanten von FHL2 

geht hervor, dass für diese Wechselwirkung die vierte LIM-Domäne des Moleküls essentiell 

ist (Promotionsarbeit M. Benk).  

Es stellte sich nun die Frage, welche Rolle die direkte Wechselwirkung von EpCAM und 

FHL2 auf die Expression von c-Myc und die Proliferation EpCAM-positiver Zellen hat. Im 

Folgenden soll diese Fragestellung experimentell untersucht werden. 

4.5.1 Auswirkungen der Repression von FHL2 und EpCAM auf die 
Zellproliferation und Aktivierung von EpCAM-Zielgenen im 

HEK293-Zellsystem 

Im HEK293EpCAM/Δ-Zellsystem wurde wahlweise EpCAM und FHL2 durch Verwendung 

spezifischer siRNA (‘small interfering RNAs‘) transient reprimiert. Anschließend wurden die 

FHL2 und EpCAM spezifische Repression sowie die Auswirkung auf die c-Myc-Expression 

und die Zellproliferation in einer Zeitkinetik untersucht. Zu diesem Zweck wurde zunächst 

die Effizienz jeweils drei verschiedener siRNAs untersucht, die unterschiedlichen Regionen 

der EpCAM- bzw. FHL2-mRNA entsprechen. Für die anschließenden Experimente wurde die 

jeweils effektivste siRNA verwendet (Daten nicht gezeigt). Die getesteten siRNAs wiesen 

laut BLAST-Sequenz-Analyse keine Homologie zu anderen humanen mRNA-Regionen auf. 

Die Spezifität der verwendeten EpCAM-siRNA wurde zusätzlich in EpCAM-negativen 

HEK293Δ-Zellen überprüft. Hier sollte die siRNA weder einen Effekt auf c-Myc noch auf die 

Proliferation der Zellen zeigen. 

HEK293EpCAM- und HEK293Δ-Zellen wurden zu gleichen Zellzahlen ausplattiert und mit 

jeweils 100 nMol mRNA spezifischer siRNA (FHL2 oder EpCAM) oder 100 nMol Kontroll-

siRNA transfiziert. Die Auswirkung der Repression von FHL2 und EpCAM auf c-Myc wurde 

über einen Zeitraum von vier Tagen im Immunblot analysiert. Parallel dazu wurde der 

Einfluss der Repression beider Proteine auf die Zellproliferation analysiert. 

Die Ergebnisse der Repression von FHL2 oder EpCAM im Zusammenhang mit der c-Myc-

Expression in HEK293EpCAM- und HEK293Δ-Zellen sind in Abbildung 4.19b und c 
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gezeigt. Die Analyse der Auswirkungen der unterschiedlichen siRNA-Behandlung auf die 

EpCAM-, FHL2- und c-Myc-Proteinexpression wurden im Immunblot mit spezifischen 

Antikörpern untersucht. Die Detektion der verschiedenen Proteine erfolgte nacheinander auf 

derselben Proteinmembran. Dargestellt wurde der Effekt der siRNA-Behandlung von 

HEK293EpCAM- und HEK293Δ-Zellen an den Tagen zwei bis vier. 

Wie in Abbildung 4.19b dargestellt ist, zeigte sowohl die verwendete FHL2 siRNA (linke 

Spalte, erste Reihe) als auch die EpCAM siRNA (mittlere Spalte, zweite Reihe) eine deutliche 

Reduktion der Expression des jeweiligen Zielproteins. Bei der Analyse der c-Myc-

Proteinmenge der unterschiedlich behandelten Zellen wurde folgende Beobachtung gemacht: 

Die Inhibition der FHL2 Expression hatte eine lang anhaltende Repression der c-Myc-

Expression zur Folge (Abb. 4.19b, linke Spalte, zweite Reihe). Die Inhibition der EpCAM 

Expression zeigte dagegen eine kürzer anhaltende Repression von c-Myc (Abb. 4.19b, 

mittlere Spalte, zweite Reihe). Die parallel durchgeführten Untersuchungen in HEK293Δ-

Zellen sind im unteren Abschnitt der Abbildung 4.19c dargestellt. Wie diesem Teil der 

Abbildung zu entnehmen ist, hatte die Reduktion von FHL2 mittels spezifischer siRNA (Abb. 

4.19c, linke Spalte obere Reihe) in HEK293Δ-Zellen keinen Effekt auf die c-Myc-Expression 

(Abb.4.19c, linke Spalte mittlere Reihe). Diese Aussage war auch für die Inkubation von 

HEK293Δ-Zellen mit EpCAM- oder Kontr.-siRNA zutreffend (Abb. 4.19c unten, mittlere und 

rechte Spalte). Somit konnte gezeigt werden, dass FHL2 eine essentielle Rolle in der 

EpCAM-vermittelten Induktion von c-Myc spielt und Teil der Signaltransduktionskette ist. 

Die spezifische Reduktion der EpCAM- oder FHL2-Expression mittels siRNAs hatte zudem 

die Inhibition der Proliferation von EpCAM-positiven HEK293-Zellen zur Folge (Abb. 19a). 

Die Reduktion der Expression beider Proteine hemmt die Proliferation der Zellen in gleichem 

Maße und reduzierte diese um das 3,2 fache verglichen mit Kontrol-siRNA behandelten 

HEK293-EpCAM-Zellen. Eine Hemmung von EpCAM oder FHL2 in EpCAM-negativen 

Zellen hatte keinen messbaren Einfluss auf die Zellproliferation (Abb. 4.19a). Da EpCAM in 

diesen Zellen nicht exprimiert wird, war das Ergebnis erwartungsgemäß. Nicht so jedoch für 

FHl2, das an EpCAM-unabhängigen Prozessen ebenfalls beteiligt ist. Somit konnte gezeigt 

werden, dass die Interaktion von EpCAM mit FHL2 auch für die EpCAM-vermittelte 

Zellproliferation von funktioneller Bedeutung war.  

Die Inhibition der Expression durch spezifische siRNA hatte eine Hemmung der EpCAM-

vermittelten Signale bezogen auf die c-Myc-Expression und Zellproliferation zur Folge. 

Somit konnte gezeigt werden, dass FHL2 bei der EpCAM-Signaltransduktion eine essentielle 

Rolle spielen musste. 
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Abbildung 4.19: Einfluss der siRNA-vermittelten Inhibition von EpCAM und FHL2 auf die 
Zellproliferation und Proteinexpression der Zielgene. HEK293EpCAM- und HEK293Δ-Zellen 
wurden mit EpCAM- oder FHL2-spezifischer oder Ktrl.-siRNA (100nMol/300.000 Zellen) 
behandelt. Die Zellzahlen wurden mit Hilfe einer Fuchs-Rosenthal-Kammer an den Tagen 1 bis 
4 nach der Transfektion bestimmt. Die Menge gebildeten EpCAM-, FHL2- und c-Myc-Proteins 
wurde über einen Zeitraum von drei Tagen (Tag 2 bis 4) mittels spezifischer Antikörper gegen 
die entsprechenden Proteine im Immunblot semiquantitativ bestimmt. Als Kontrolle für die 
Auftragung gleicher Proteinmengen wurde neben der BCA-Proteinquantifizierung ein Aktin-
Immunblot durchgeführt. (a) Zellproliferation: Dargestellt sind die Mittelwerte dreier 
unabhängiger Experimente. (b) Die Verwendung von FHL2- (1. Spalte), EpCAM-spezifischer (2. 
Spalte) und Ktrl.-siRNA (3. Spalte) zeigt eine Reduktion der c-Myc-Expression (2. Reihe) in 
HEK293EpCAM-Zellen. (c) Die Verwendung von FHL2- (1. Spalte), EpCAM-spezifischer (2. 
Spalte) bzw. Ktrl.-siRNA (3. Spalte) zeigt keine Auswirkung auf die c-Myc-Expression (2. Reihe) 
von HEK293Δ-Zellen.  

4.6 EpIC, FHL2, β-Catenin und Lef-1 bilden einen nukleären 

Komplex 

Aus Untersuchungen zum Wnt-Signalweg ist bekannt, dass β-Catenin mit FHL2 

wechselwirkt, in den Zellkern transloziert und an TCF/Lef bindet (Shtutman et al., 1999). 

Über die Bindung des Transkriptionsfaktorkomplexes, bestehend aus β-Catenin und TCF/Lef, 

an spezifische DNA-Sequenzen im c-myc-Promotorbereich wird die Expression des Gens 

aktiviert oder verstärkt (He et al., 1998).  

Der Nachweis der Wechselwirkung von EpCAM, FHL2 und β-Catenin sowie die Ko-

Lokalisation von EpIC mit FHL2 und β-Catenin im Zellkern verschiedener 
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Karzinomzelllinien lieferte einen ersten Hinweis für eine EpIC-abhängige Aktivierung der c-

Myc-Expression durch TCF/Lef vermittelte DNA-Bindung. 

Aus Daten der Arbeitsgruppe war bereits bekannt, dass EpIC in Gesamtzelllysaten von 

HEK293EpCAM-YFP-Zellen mit Lef-1 wechselwirkte. Des Weiteren war bekannt, dass 

EpIC in Kernextrakten dieser Zellen neben Lef-1 auch mit β-Catenin interagierte. 

Untersuchungen in Kernextrakten von Karzinomzelllinien sollten darüber Aufschluss geben, 

ob ein endogener Komplex, bestehend aus EpIC, FHL2, β-Catenin und Lef, in Krebszellen 

vorkommt und hier in der Lage ist, an Lef-spezifische DNA Sequenzen zu binden. 

4.6.1 Analyse von EpIC-Kernkomplexen aus Karzinomzelllinien in der 

nativen zweidimensionalen Gelelektrophorese 

Zum Nachweis eines potentiellen EpIC-spezifischen Kernkomplexes, bestehend aus EpIC, 

FHL2, β-Catenin und Lef-1 im HEK293-Zellsystem und in Karzinomzelllinien, wurden 

zunächst Kerne aus HEK293EpIC-YFP- und FaDu-Zellen isoliert. Die Kerne wurden 

anschließend in Lysispuffer zur Gewinnung von nativen Proteinkomplexen inkubiert. Nach 

der Auftrennung der Extrakte in einem nativen Gradientengel (1. Dimension) konnte ein 

EpIC-spezifischer Komplex im Immunoblot detektiert werden (Abb. 4.20a, linker Teil). Das 

veränderte Laufverhalten des EpIC-Komplexes aus HEK293EpIC-YFP-Zellen im nativen 

Gradientengel lässt sich durch die Fusion an das YFP-Molekül erklären. Unter Verwendung 

spezifischer Antikörper konnte in der ersten Dimension bereits gezeigt werden, dass EpIC, 

FHL2, β-Catenin und Lef-1, jedoch nicht EpEX Teil des Multiproteinkomplexes sind (Abb. 

4.20a rechter Teil). 

Zum weiteren Nachweis der Beteiligung von EpIC, FHL2, Lef-1 und β-Catenin am 

Multiproteinkomplex wurde dieser in einer 2. Dimension aufgetrennt. Zu diesem Zweck 

wurde die gesamte Spur des FaDu-Kernextraktes aus dem nativen Gel ausgeschnitten, um 90° 

gedreht und auf ein denaturierendes Tris-Tricin-Gel aufgelegt. Die Proteine des Komplexes 

wurden unter geeigneten Bedingungen auf diese Weise der Größe nach aufgetrennt. Durch 

Inkubation derselben Membran mit spezifischen Antikörpern konnten alle Proteine 

nachgewiesen werden: EpIC (ca. 5 kDa), FHL2 (30 kDa), Lef (48 kDa) und β-Catenin (85 

kDa) (Abb. 4.20b). Erwähnenswert ist die verbesserte Stabilität des EpIC-Moleküls im 

Multiproteinkomplex, welche in einer deutlich erleichterten Detektion resultiert. 

Es konnte somit gezeigt werden, dass in FaDu-Karzinomzellen ein EpIC-spezifischer 

Komplex existierte, in dem FHL2, Lef und β-Catenin enthalten sind. Dieses Resultat lieferte 
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zudem die weitere Bestätigung dafür, dass die zuvor für EpCAM beschriebenen 

Wechselwirkungen mit FHL2 und β-Catenin auch für EpIC Gültigkeit besitzen. 

 

Abbildung 4.20: EpIC bildet einen nukleären Multiproteinkomplex mit FHL2, Lef-1 und β-
Catenin. (a) Der Nachweis eines EpIC-spezifischen Komplexes in HEK293EpIC-YFP- und 
FaDu-Kernextrakten erfolgte durch Auftrennung in einem nativen Gradientengel (1. 
Dimension; 5-12%, links) und Detektion mittels EpIC-spezifischem Antikörper. In demselben 
Komplex wurden durch Verwendung der entsprechenden spezifischen Antikörper ebenso 
FHL2, Lef-1 und β-Catenin nachgewiesen (rechts). EpEX konnte hier nicht detektiert werden. 
(b) Die Spur des EpIC-spezifischen Komplexes wurde ausgeschnitten, um 90° gedreht und in 
einem denaturierenden 17,5%igen Tris-Tricin-Gel (2. Dimension) aufgetrennt. EpIC, FHL2, 
Lef-1 und β-Catenin wurden im Immunblot nachgewiesen. Die Proteinmarker sind jeweils 
eingezeichnet (kDa). Die gezeigten Ergebnisse sind repräsentativ für zwei unabhängige 
Experimente. 
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4.6.2 Der EpIC spezifische Kernkomplex bindet Lef-1-DNA-

Konsensussequenzen 

Das Vorhandensein von EpIC in einem Komplex mit Lef-1 und das gesprenkelte Färbemuster 

EpICs im Zellkern waren ein erster Hinweis auf eine mögliche Wechselwirkung mit DNA. 

Die Wechselwirkung mit Lef-1 legte den Verdacht nahe, dass EpIC auf diese Weise Lef-

Konsensussequenz innerhalb der chromosomalen DNA kontaktieren kann. Um diese 

Möglichkeit experimentell zu überprüfen, wurde ein Gelmobilitätsversuch („electromobility 

shift assay“, EMSA) durchgeführt. Im EMSA wurde radioaktiv markierte DNA-Proben, die 

eine bekannte Lef-1 DNA-Bindungssequenz repräsentierten (Shtutman et al., 1999), 

zusammen mit nativem Kernextrakt unterschiedlicher Zelllinien inkubiert. Die Auftrennung 

der Protein-DNA-Komplexe erfolgte anschließend im nativen Polyacrylamidgel. Es war zu 

erwarten, dass bei der Inkubation mit Kernextrakten verschiedene Lef-1-spezifische 

Proteinkomplexe an die DNA binden würden. Um die Bindung eines potentiellen EpIC-

spezifischen Komplexes zu identifizieren, wurden folgende Versuchsansätze gewählt: in 

einem Ansatz wurden Kernextrakte von FaDu-Zellen, die zuvor für 24 h mit spezifischen 

Protease-Inhibitoren (DAPT und TAPI-2, Abb. 4.21a, Spur 2-4) behandelt worden waren, mit 

unbehandelten Zellen verglichen. In einem zweiten Ansatz wurden Kernextrakte stabiler 

HEK293EpIC-YFP-Transfektanten mit HEK293-Wildtypzellen verglichen (Abb. 4.21a, Spur 

9 und 10). Durch Zugabe unmarkierter DNA gleicher Sequenz konnte die Intensität des 

detektierten Protein-DNA-Komplexes in FaDu-Kernextrakten reduziert werden (Abb. 4.21a, 

Spur 5 bis 7). Dies war mit unmarkierter DNA, die eine Punktmutation innerhalb der Lef-

Konsensusequenz enthielt, nicht möglich (Daten nicht gezeigt). Die Titration unmarkierter 

DNA diente der Überprüfung der Spezifität der detektierten Protein-DNA-Komplexe. 

Das Ergebnis der unterschiedlichen EMSA-Reaktionen ist in Abbildung 4.21a dargestellt. Bei 

der Inkubation der DNA mit Kernextrakten unbehandelter FaDu-Zellen konnten zwei 

prominente spezifische Protein-DNA-Komplexe visualisiert werden. Bei der Inkubation der 

gleichen DNA mit Kernextrakten von FaDu-Zellen, welche zuvor mit DAPT und TAPI-2 

behandelt wurden, fehlte der untere der beiden Protein-DNA-Komplexe gänzlich (Abb. 4.21a, 

2. und 3. Spur). Dieses Ergebnis ließ die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei dem unteren 

der beiden Komplexe um einen Protein-DNA-Komplex, welcher EpIC beinhaltet, handelte. 

Das Ergebnis wurde durch den Vergleich der Protein-DNA-Komplexe von HEK293EpIC-

YFP und HEK293-Wildtypzellen bestätigt (Abb. 4.21a, Spur 9 und 10). Der untere Protein-

DNA-Komplex war in parentalen HEK293 abwesend, in HEK293-EpIC-YFP-Zellen jedoch 

vorhanden. In einem Folgeversuch wurden Kernextrakte von FaDu-Zellen 1 h vor oder aber 
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für 5 min nach der Inkubation mit biotinmarkierter DNA zusätzlich mit EpIC- (Abb. 4.21b, 

Spur 4 und 7) oder Lef-spezifischem Antikörper (Abb. 4.21b, Spur 5 und 8) inkubiert. Die 

Bindung des Antikörpers an das spezifische Protein sollte eine sichtbare Größenzunahme des 

Komplexes oder die Verhinderung der Komplexbildung durch antikörpervermittelte 

Auflösung des Komplexes oder Blockade der DNA-Bindungsstelle zur Folge haben. Wie in 

der Abbildung 4.21b dargestellt, kam es bei Präinkubation mit dem EpIC-spezifischen 

Antikörper zur stark reduzierten Bildung des EpIC-spezifischen Protein-DNA-Komplexes 

(Abb. 4.21b, 4. Spur). Die Inkubation der Probe nach der Protein-DNA-Komplexebildung 

führte bei Zugabe des Lef-1-spezifischen Antikörpers zu einer Auflösung beider spezifischer 

Komplexe (Abb. 4.21b, 8. Spur). Ein Antikörper-vermittelter Super-Shift konnte aus bislang 

unbekannten Gründen nicht gezeigt werden. 

Zum Nachweis der Existenz des EpIC-spezifischen Protein-DNA-Komplexes in 

verschiedenen Karzinomzelllinien wurden EMSAs mit Kernextrakten und zytoplasmatischen 

Fraktionen der folgenden Zelllinien durchgeführt: A549, Ant-I, MCF-7 und HCT-8. Die 

Ergebnisse sind in Abbildung 4.21c dargestellt. In allen untersuchten Kernextrakten konnten 

beide spezifischen Protein-DNA-Komplexe, analog zu FaDu-Kernextrakten, in 

unterschiedlicher Intensität nachgewiesen werden. Eine Detektion des EpIC-spezifischen, 

DNA-bindenden Komplexes im Zytoplasma der Zellen war nicht möglich. In ANT-1-Zellen, 

die nur sehr schwach EpCAM positiv sind, war der EpIC-spezifische Komplex nicht 

detektierbar (Abb. 4.21c, 5. Spur). In A549, SkBr3, MCF-7 und HCT-8 wurde ein 

zusätzlicher, hochmolekularer DNA-bindender Proteinkomplex identifiziert. Ob es sich 

hierbei ebenfalls um einen EpIC-spezifischen Komplex handelte, muss in Folgeversuchen 

noch geklärt werden. 

Abschließend lässt sich festhalten, dass ein EpIC-spezifischer Kernkomplex, der FHL2, β-

Catenin und Lef-1 enthält, in der Lage war, an TCF/Lef spezifische DNA-

Konsensussequenzen zu binden. 
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Abbildung 4.21: Ein EpIC-spezifischer Proteinkomplex bindet Lef-1-spezifische DNA-
Bindesequenz. (a) FaDu-, HEK293EpIC-YFP- und HEK293-Kernlysate wurden mit 
radioaktivmarkiertem CD1-TOP-Oligonukleotid inkubiert und anschließend in einem nativen 
5%igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Wo angezeigt, wurde dem Reaktionsansatz zur 
Kompetition unmarkierte DNA in steigender Konzentration zugefügt. Zudem wurden 
Kernextrakte von FaDu-Zellen, die zuvor mit 10 µg DAPT/ 40 µM TAPI-2 behandelt wurden, 
verwendet (2. Spur). Als Kontrolle wurde radioaktivmarkierte DNA ohne Kernextrakt 
aufgetragen. Es konnten zwei Protein-DNA-Hauptkomplexe, hier als Ι  und Π  markiert, 
identifiziert werden. In Spur 3 und 4 wurde der gleiche Kernextrakt in unterschiedlicher 
Konzentration (5 bzw. 7,5 µg Protein) verwendet. (b) EpIC-, Lef-1- und Aktin-spezifische 
Antikörper wurden den entsprechenden Proben zu den angegebenen Zeitpunkten zugefügt. (c) 
Lysate von Zytoplasma und Kernextrakte weiterer Karzinomzelllinien (A549, Ant-I, MCF-7 
und HCT-8) wurden auf Lef-1-spezifische DNA-bindende Komplexe hin untersucht. Wo 
angezeigt, wurde dem Reaktionsansatz zur Kompetition kalte DNA zugefügt. 
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Abbildung 4.22: Relevanz der EpCAM-Expression für die Induktion Lef-1-spezifischer Luc-
Reporter. (a) 24 h nach Transfektion von 200 pmol EpCAM-spezifischer siRNA kommt es zu 
einer 40%igen Reduktion der EpCAM-Oberflächenexpression. (b) Durch Reduktion der 
EpCAM-Expression wird die TOP-Luziferaseaktivität um 70% reduziert. Die konstitutiv aktive 
β-Catenin-Mutante sorgt für eine hohe TOP-Luziferaseaktivität (links). 

4.6.3 Nachweis der funktionellen Relevanz der EpCAM-Expression für 

die Bindung Lef-1-spezifischer DNA-Sequenzen 

Die funktionelle Relevanz der EpCAM-Expression für die Bindung des EpIC-Komplexes an 

Lef-1-spezifische Konsensussequenzen wurde durch den Einsatz von TOP- und FOP-Flasch-

Reporterkonstrukten (Upstate Biotechnology, Lake Placid USA) untersucht. Die Reporter 

enthielten die gleichen Lef-1-Konsensussequenzen, wie auch im EMSA verwendet, jedoch als 

Oktamere (super-8 TOP-FLASH). Zur Kontrolle wurde diese mutiert. Die erzielten 

Luziferasewerte dienten der Normierung der Lef-1-Aktivität (super-8 FOP-FLASH). 24 h 

nach Transfektion der Reporter in Kombination mit EpCAM- oder Kontroll-siRNA in HCT-8 

Karzinomzellen wurden die jeweiligen Luziferaseaktivitäten bestimmt und normiert. 

Karzinomzellen, welche mit Kontroll-siRNA behandelt wurden, zeigten eine 11-fache 

Aktivierung des Reporterplasmides. Die Behandlung der Zellen mit EpCAM-spezifischer 

siRNA führte nach 24 h zu einer Reduktion der EpCAM-Oberflächenxpression um 40% 

(Abb. 4.22a). Die verminderte EpCAM-Expression hatte eine 70%-ige Reduktion der TOP-
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Luziferaseaktivität, verglichen mit Ktrl.-siRNA-behandelten Zellen zur Folge (Abb. 4.22b, 

links). Durch Transfektion einer konstitutiv aktiven Mutante von β-Catenin (S33Y) wurde die 

Funktionalität der verwendeten Reporter überprüft und eine 50-fache Aktivität bestimmt 

(Abb. 4. 22b, rechts). Die vorgelegten Ergebnisse untermauern somit die EpCAM-vermittelte 

Bindung von Lef-1 an DNA-Konsensussequenzen und dessen transkriptionelle Aktivität. 

4.7 EpEX ist ein löslicher, extrazellulärer Ligand für intakte EpCAM 

Moleküle 

Bei der Suche nach Liganden, die in der Lage waren die EpCAM-Spaltung zu induzieren und 

somit den Signalweg des Moleküls zu aktivieren, wurde an Hand von bereits gezeigten Daten 

(Kapitel 4.1 Abb. 4.1) folgende Hypothese entwickelt: Da es nur in Bereichen von Zell-Zell-

Kontakten zur Spaltung von EpCAM kam, wurden interzelluläre, intermolekulare 

Wechselwirkungen von EpCAM-Molekülen als Auslöser der proteolytischen Spaltung und 

Aktivierung des Signalweges postuliert. 

Die Untersuchung dieser Hypothese erfolgte in zwei unterschiedlichen Ansätzen unter 

Verwendung rekombinant exprimierter, löslicher Ektodomäne von EpCAM (EpEXrec). 

4.7.1.1 EpExrec induziert die Spaltung von EpCAM-YFP nach ektopischer 
Expression in HEK293 Zellen 

HEK293-Zellen wurden als Einzelzellen zu gleichen Zellzahlen ausplattiert und transient mit 

einem EpCAM-YFP-Expressionsplasmid (pEYFP-n1:EpCAM) transfiziert. In parallelen 

Ansätzen wurden diese Zellen mit nativem oder hitzeinaktiviertem EpEXrec inkubiert. Die 

Zellen wurden zu unterschiedlichen Zeitpunkten lysiert und die Bildung von EpIC-YFP 

bestimmt. Aus den Resultaten der Versuche geht hervor, dass die Spaltung von EpCAM 

durch Zugabe von nativem EpEXrec zeitabhängig aktiviert wird (Abb. 4.23a, oben). Nach 2 h 

ist EpIC-YFP erstmals nachweisbar. Bei der Behandlung mit hitzeinaktiviertem, also 

denaturiertem EpEXrec, kommt es zu keiner Induktion der EpCAM-Spaltung. 
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Abbildung 4.23: EpEX ist löslicher Ligand für EpCAM. (a) HEK293-Zellen wurden zunächst 
transient mit dem pEYFP-N1::EpCAM-Expressionsplasmid transfiziert und anschließend mit 
rekombinant exprimiertem EpEX (EpEXrec, in Hefen generiert) inkubiert. Die EpIC-Bildung 
wurde zu den angegebenen Zeitpunkten mittels Immunblot mit spezifischen Antikörpern 
nachgewiesen. Als Ladekontrolle gleicher Proteinmengen wurde Aktin auf der gleichen 
Membran nachgewiesen. Als Kontrolle der EpEXrec-spezifischen Induktion der EpCAM-
Spaltung wurden Zellen mit denaturiertem EpEXrec (20 min, 95°C) behandelt. (b) FaDu-Zellen 
wurden als Einzelzellklone ausplattiert und mit EpEXrec oder denaturiertem EpEXrec inkubiert. 
Nach 24 h wurden EpEX- (grün) und EpIC- (rot) mit spezifischen Antikörpern in Kombination 
mit fluoreszensmarkierten Sekundärantikörpern (Alexa 488 und Alexa 647) in diesen Zellen 
detektiert. Die Zellkerne wurden mit Hoechst 33342 (blau) gefärbt. Die Lokalisation der 
Proteine wurde durch Laserscanning-Mikroskopie visualisiert. Die Ergebnisse sind 
repräsentativ für drei unabhängige Experimente. (c) Statistische Analyse der EpIC-Lokalisation 
in FaDu-Zellen in Abhängigkeit von der EpEXrec-Behandlung. Es wurde die EpIC-Lokalisation 
in 100 Zellen pro Versuchsgruppe bewertet. 
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4.7.2 EpEX induziert die Spaltung von endogenem EpCAM in FaDu-

Karzinomzellen 

Da es sich bei transienten HEK293EpCAM-YFP-Transfektanten um ein künstliches 

Zellsystem handelte, wurde die in 4.7 aufgestellte Hypothese durch einen weiteren Versuch in 

Karzinomzellen überprüft. Zu diesem Zweck wurden FaDu-Zellen als Einzelzellen 

ausplattiert und in parallelen Ansätzen für 24 h mit nativem oder denaturiertem EpExrec 

inkubiert. Anschließend wurde die EpCAM-Spaltung mittels 

Immunfluoreszenzdoppelfärbungen gegen EpEX (grün) und EpIC (rot) überprüft (Abb. 

4.23b). Die Inkubation von FaDu-Einzelzellen mit EpEXrec führte zur Aktivierung der 

EpCAM-Spaltung. EpIC lokalisierte nicht mehr an der Plasmamembran und translozierte 

verstärkt ins Zytoplasma, hier besonders in den perinukleären Bereich und in den Zellkern 

(Abb. 4.23b, links). Im Gegensatz dazu war in den unbehandelten FaDu-Zellen bei einer 

Überlagerung der EpEX- und EpIC-Färbung eine Ko-Lokalisation an der Zellmembran zu 

sehen. Die Expression von EpIC im Zytoplasma war stark reduziert und im Kern nur sehr 

schwach nachweisbar (Abb. 4.23b, rechts). Eine quantitative Analyse von je 100 Zellen der 

beiden Versuchsgruppen ergab folgendes Resultat: Bei Behandlung der FaDu-Zellen mit 

denaturiertem EpEXrec war lediglich in 21% der Fälle eine Kernlokalisation von EpIC 

sichtbar. Bei Behandlung der Zellen mit nativem EpEXrec war dahingegen in 61% der Fälle 

eine deutliche Kernlokalisation zu detektieren (Abb. 4.23c).  

 

Die Hypothese einer Aktivierung des EpCAM-Signalweges durch intermolekulare 

Wechselwirkung konnte somit in zwei unabhängigen experimentellen Ansätzen durch 

Verwendung von löslichem Ligand (EpEXrec) bestätigt werden. 

4.8 Abhängigkeit der Zellproliferation und der Aktivierung des 

EpCAM-Signalweges von der Zelldichte 

Ausgehend von der Beobachtung, dass die Spaltung von EpCAM in erster Linie in Zell-Zell-

Kontaktbereichen stattfand und durch Behandlung von Zellen mit löslichem EpEXrec aktiviert 

werden konnte, wurde postuliert, dass die Zelldichte ebenfalls einen Einfluss auf die 

Proliferation EpCAM-exprimierender Zellen und damit auf die Aktivität des Signalweges 

haben könnte. 
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Um diese Frage zu beantworten, wurden HEK293EpCAM- und FaDu-Zellen in 

unterschiedlichen Dichten ausplattiert. Die EpCAM-Expression an der Zelloberfläche wurde 

an Tag drei und vier in der Durchflusszytometrie bestimmt (Abb. 4.24a; Es wurden jeweils 

200000 Zellen pro Dichte [1*105, 2*105, 3*105] untersucht).  

 

Abbildung 4.24: Erhöhte EpCAM-Spaltung in Abhängigkeit von der Zelldichte. 
HEK293EpCAM- und FaDu-Zellen wurden in drei unterschiedlichen Dichten (1*105, 2*105 und 
3*105 Zellen pro mittlere Zellkulturplatte) für sechs Tage ausplattiert. (a) 
Durchlichtmikroskopische Aufnahmen der unterschiedlichen Zelldichten der HEK293EpCAM- 
und FaDu-Zellen an Tag drei und fünf. (b) Die EpCAM-Expression wurde mit Hilfe eines 
EpEX-spezifischen Antikörpers in Kombination mit FITC-markierten Sekundärantikörpern 
detektiert. Die EpCAM-Expression wurden anschließend in der Durchflußcytometrie (FACS) 
analysiert. Die gezeigten Ergebnisse sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
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Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von EpCAM-Molekülen an der 

Zelloberfläche, bei initial gleicher Ausgangsexpression am Tag 0 in beiden Zelllinien in 

Abhängigkeit von der Dichte über vier Tage unterschiedlich stark abnahm. Die 

Oberflächenexpression von EpCAM nahm in Zellen, welche anfänglich in höherer Dichte 

ausplattiert wurden, rascher ab. Dies wird beim Übergang von Tag drei auf Tag vier 

besonders deutlich (Abb. 4.24b). Die Oberflächenexpression von EpCAM war bei der 

geringsten Dichte unverändert (Faktor 1) und bei der höchsten Dichte um den Faktor 1,3 

verringert (Tab. 4.5). 

 
 1*105 2*105 3*105 Zelldichte 

Tag 3 75,1 73,2 73,9 

Tag 4 74,23 57,87 43,27 

EpCAM positive 

FaDu-Zellen in % 
 

Faktor der 

EpCAM-Abnahme 

1 1,26 1,71  

Tabelle 4.5: Auswertung der FACS-Daten. 

Diese ersten Ergebnisse zur Induktion der EpCAM-Spaltung und folglich des Signalweges 

weisen auf eine Autoaktivierung von EpCAM, welche durch eine Überexpression des 

Moleküls gefördert wird, hin. In Folgeexperimente werden die Auswirkungen, i.e. c-Myc-

Induktion, Zellproliferation etc. einer solchen Aktivierung nach Zell-Zellkontakt detailliert 

untersuchen.
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5. Diskussion 
Im Verlauf der Karzinogenese kommt es durch die progressive Transformation gesunder 

Zellen zur Bildung maligner Tumorzellen. Ursache ist die Akkumulation von Mutationen in 

Genen, deren Produkte an der Zellzyklusregulation und Tumorsuppression beteiligt sind 

(„loss of function“, „gain of function“ mutations) (Hanahan und Weinberg, 2000). Die 

betroffenen Gene kodieren für Proteine mit unterschiedlichsten Funktionen. Eine Gruppe, die 

in diesem Zusammenhang eine essentielle Rolle spielt, sind die Membranproteine. Eine 

Veränderung der Funktion, Expression und/oder Lokalisation in Folge von Mutationen oder 

differentieller post-translationaler Modifikationen (z.B. Phosphorylierung, Glykosylierung) 

kann zur Deregulation mitogener Signale führen, welche als Folge nun permanent in den 

Zellkern gesendet werden. Diese konstitutiven Signale verschaffen den betroffenen Zellen 

einen Proliferationsvorteil. In diesem Zusammenhang zu nennen sind die Rezeptor-

Tyrosinkinasen Her2/neu und der EGF-R, hervorragend charakterisierte Tumor-assoziierte 

Antigene und gleichermaßen Zielmoleküle bei der Krebsthearpie (Bianco et al., 2005; Dhesy-

Thind et al., 2007). 

Dem epithelialen Zelladhäsionsmolekül EpCAM wird eine vergleichbar bedeutende Rolle bei 

der Karzinogenese zugesprochen, obschon die Kenntnis der eigentlichen Funktionsweise 

deutlich geringer ist. EpCAM wird in einer Vielzahl von Karzinomen im Vergleich zum 

Normalgewebe über- oder de novo exprimiert (de Boer et al., 1999a; Went et al., 2006). Eine 

starke Expression von EpCAM korreliert in vielen Fällen mit einer negativen 

Überlebensprognose (Kolon-, Brust-, Prostata, Pankreaskarzinom) (Fong et al., 2006; Spizzo 

et al., 2003; Stoecklein et al., 2006; Varga et al., 2004; Went et al., 2006). Auf Grund der 

Überexpression im Tumorgewebe bietet sich EpCAM als diagnostischer Marker und als 

Zielmolekül für verschiedene Antikörper-vermittelte Immuntherapien an (Armstrong und 

Eck, 2003; Baeuerle und Gires, 2007; Burges et al., 2007; Oberneder et al., 2006). Eine 

steigende maligne Veränderung von zervikalen intraepithelialen Neoplasien (CIN) wird durch 

die de novo Expression in EpCAM-negativen Zellen und durch ansteigende Mengen EpCAM 

pro Zelle begleitet (Litvinov et al., 1994a). Gleichzeitig führt die Hemmung der EpCAM-

Expression in vitro in Brust- und in HNO-Karzinomzelllinien zu einem deutlichen Verlust der 

Proliferationskapazität (Munz et al., 2004; Osta et al., 2004). Kürzlich konnte nachgewiesen 

werden, dass ein Charakteristikum von Tumorstamm-/ Progenitorzellen bei Kolonkarzinomen 

die starke Expression von CD133, von EpCAM und das Vorhandensein dessen EpCAM-

Interaktionspartners CD44 sind (Al-Hajj et al., 2003; Dalerba et al., 2007b; O'Brien et al., 
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2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). Tumorstamm-/ Progenitorzellen werden als Ursprung von 

Tumoren in vivo in Betracht gezogen. In diesem Zusammenhang ist von Interesse, dass 

EpCAM in diversen Vorläuferzellen (Schmelzer et al., 2006; Schmelzer et al., 2007), sowie in 

murinen und humanen embryonalen Stammzellen stark exprimiert ist. Mit der 

Differenzierung in verschiedene Zelltypen wird die Expression herunterreguliert. Eine 

mögliche funktionelle Rolle EpCAMs in Krebs-initiierenden Zellen würde diesem ohnehin 

interessanten Zielantigen eine weitere Facette hinzufügen. 

Die zentrale Rolle von EpCAM in Tumoren verschiedener Entitäten und in deren 

Stammzellen macht eine umfassende Kenntnis der Funktion und eine effiziente Hemmung 

des Moleküls zwingend erforderlich. Ähnlich wie die beiden bereits genannten Beispiele 

Her2/neu und dem EGF-R ist EpCAM in der Lage, Signale von der Plasmamembran in den 

Zellkern zu übertragen, welche letztlich zur Induktion von Zielgenen wie c-myc, cyclin A und 

cyclin E, e-fabp und anderen führt (Munz et al., 2004). Diese Effekte gehen einher mit 

gesteigerter Proliferation und Metabolismus, so wie einer verminderten Abhängigkeit von 

Wachstumsfaktoren. 

Der Mechanismus der Signalübermittlung war zu Beginn der vorliegenden Promotionsarbeit 

noch gänzlich unbekannt. Die Identifikation intrazellulärer Bindungspartner und der 

regulierten Intramembranproteolyse (RIP) als Grundlage einer Aktivierung des Signalweges, 

ermöglichen erstmalig einen detaillierten Einblick in die molekularen Mechanismen der 

EpCAM-Signaltransduktion. 

5.1 EpCAM wird durch regulierte Intramembranproteolyse (RIP) 

aktiviert 

Immunfluoreszenz- und biochemische Untersuchungen verschiedener EpCAM-

exprimierender Zellen unter Verwendung von EpEX- und EpIC-spezifischen Antikörpern 

lieferten zum ersten Mal den Beweis einer proteolytischen Spaltung von EpCAM. Durch 

diese Spaltung wird EpEX in den Kulturüberstand freigesetzt. Zudem kommt es als Folge der 

Spaltung von EpCAM in der extrazellulären Domäne zur Spaltung von EpIC, welches im 

Zytoplasma, in perinukleären Bereichen und im Zellkern lokalisierte. Der experimentelle 

Nachweis der Existenz von EpEX und EpIC als zwei distinkte Spaltprodukte und die 

Notwendigkeit einer EpEX-Bildung zur Spaltung von EpIC weisen auf einen zweistufigen 

Prozess der EpCAM-Spaltung hin (Schema der EpCAMspaltung Abb. 5.1). 
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Der Mechanismus, der einer zweistufigen Spaltung von Transmembranproteinen zu Grunde 

liegt, wird als regulierte Intramembranproteolyse („regulated intramembrane proteolysis“, 

RIP) bezeichnet (Rawson, 2002). In diesem Zusammenhang wird zwischen der Klasse I-RIP 

bei Typ I-Transmembranproteinen (C-terminale Domäne zytoplasmatisch) und der Klasse II-

RIP bei der Proteolyse von Typ II-Transmembranproteinen (N-terminale Domäne 

zytoplasmatisch) unterschieden (Rawson, 2002). Beispiele für die Klasse I-RIP sind der 

Notch-1-Rezeptor, APP („Amyloid-beta Precursor Protein“) (Conacci-Sorrell et al., 2005; 

De Strooper et al., 1998; Selkoe und Kopan, 2003), CD44, L1 (Stoeck et al., 2006), Nr-CAM 

(Conacci-Sorrell et al., 2005), SorLA (Bohm et al., 2006), gamma-Protokadherine (Frank und 

Kemler, 2002; Haas et al., 2005) und DCC („deleted in colorectal cancer“) (Taniguchi et al., 

2003). SREBP („sterol regulatory element-binding factor“) und ATF6 („activating 

transcription factor 6“) sind Proteine, die durch die Klasse II-RIP prozessiert werden (Kopan 

und Ilagan, 2004). RIP wird durch die Interaktion mit einem extrazellulären 

rezeptorspezifischen Liganden aktiviert. Die erste Proteolyse in der extrazellulären Domäne 

wird von Proteasen der ADAM-Familie katalysiert und führt zur Freisetzung einer 

Ektodomäne, i.e. einer löslichen Form der extrazellulären Domäne. Sie ist 

Grundvoraussetzung für die zweite Proteolyse in der Transmembrandomäne. Die zweite 

Spaltung wird im Falle der Klasse I-RIP durch den γ-Sekretase-Komplex katalysiert und führt 

zur Freisetzung der signaltransduzierenden intrazellulären Domäne (Medina und Dotti, 2003; 

Rawson, 2002). Die Klasse II-RIP erfordert die Aktivität von S2P („Site-2-protease“) (Kopan 

und Ilagan, 2004). 

Ein weiterer Hinweis, dass RIP für die Prozessierung von EpCAM verantwortlich ist, war die 

hohe Sequenzhomologie der Transmembrandomänen von EpCAM und Notch-1 im Bereich 

der Aminosäure Valin1743, welche für die Notch-Spaltung essentiell ist (Schroeter et al., 

1998). Auf Grund der Interaktion von EpCAM mit TACE (Tumornekrosefaktor-α-

konvertierendes Enzym, ADAM17) und Presenilin 2 (PS2) (Daten Dr. M. Münz) wurde der 

funktionelle Einfluss der beiden Proteasen auf die EpCAM-vermittelte Signaltransduktion 

eingehend untersucht. 

5.1.1 Die Spaltung durch TACE führt zur Freisetzung des agonistischen 
EpCAM-Liganden EpEX 

Das Tumornecrosefaktor-α konvertierende Enzym (TACE, ADAM17) gehört zur Familie der 

ADAM-Metalloproteasen (‘A Disintegrin and Metalloprotease’ Familie). Diese Protease 
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wurde ursprünglich im Zusammenhang mit der Spaltung des Tumornekrosefaktor-α (TNFα) 

identifiziert (Moss et al., 1997). TACE ist ein Typ I Transmembranprotein, dessen 

extrazellulärer Bereich aus einer zinkabhängigen katalytischen Domäne sowie einer 

disintegrin- und cysteinreichen Sequenz besteht. TACE wird zunächst als inaktives Protein im 

Zytoplasma exprimiert (Soond et al., 2005) und durch ERK („extracellular signal-regulated 

kinase“) vermittelte Phosphorylierung an Thr735 aktiviert. Nach der Abspaltung der Pro-

Domäne kommt es zur Translokation des aktivierten TACE an die Plasmamembran (Black, 

2000; Soond et al., 2005). Die Proteolyse von Substraten erfolgt in der extrazellulären 

Domäne meist ca. 12 Aminosäuren oberhalb der Zellmembran (Black, 2002). Die große 

Variabilität im Bereich der TACE-Schnittstellen verhindert jedoch die Definition einer 

Konsensussequenz. Zu den bereits identifizierten Substraten von TACE gehören in 5.1 schon 

erwähnte Membranproteine. 

Die Inhibition von TACE durch die Verwendung spezifischer niedermolekularer („small 

molecule“) Inhibitoren und siRNA-Moleküle in verschiedenen Zelllinien zeigte, dass TACE 

für die Spaltung von EpCAM in der extrazellulären Domäne verantwortlich ist (Abb. 4.7; 

4.8). Durch die Inhibition von TACE in FaDu-Zellen kam es zu einer reduzierten Bildung der 

löslichen Ektodomäne (EpEX) und folglich zu einer vermehrten Präsenz intakter EpCAM-

Moleküle an der Oberfläche behandelter Zellen. Die Hemmung von TACE hatte zudem die 

Reduktion der intrazellulären EpIC-Freisetzung zur Folge. Die Detektion von 

Spaltintermediaten, welche Zwischenprodukte nach der 1. Spaltung durch TACE darstellen, 

war im Vergleich zu unbehandelten Zellen nicht möglich. Die Gesamtheit der Daten zeigt, 

dass die Proteolyse in der extrazellulären Domäne von EpCAM durch TACE, analog zu den 

meisten bis dato bekannten Substraten (Black, 2002), Voraussetzung für die folgende 

Proteolyse in der Transmembrandomäne ist. Durch die Reduktion der c-Myc Expression und 

eine geringere Zellproliferation nach TACE-Inhibition konnte der funktionelle Einfluss auf 

die EpCAM-Signaltransduktion gezeigt werden. Dies wurde zudem durch die 

Komplementierung der siRNA-vermittelten TACE-Hemmung durch EpIC-YFP untermauert. 

Die Spaltung der Ektodomäne von EpCAM ist somit eine mechanistische und funktionelle 

Grundvoraussetzung für die Spaltung von EpIC und die damit einhergehende Induktion von 

EpCAM-Effekten in Tumorzellen. 

Nach der TACE-vermittelten Proteolyse kann die Ektodomäne EpEX als agonistischer Ligand 

intakter EpCAM-Moleküle fungieren (Abb. 4.23), was durch die Induktion der EpCAM-

Spaltung nach Inkubation von Einzellzellen der FaDu-Karzinomzelllinie mit rekombinant 

exprimiertem EpEX (EpEXrec) gezeigt werden konnte. Diese Art der Aktivierung der 
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Spaltung erinnert an die Rezeptoren L1 und Nr-CAM (Conacci-Sorrell et al., 2005; Gavert et 

al., 2005). Durch die Bindung von löslichem EpEX an intakte EpCAM-Moleküle entsteht ein 

positives Feedback und eine potentiell verstärkte Aktivierung der Proteolyse. Die EpCAM-

Spaltung in Zell-Zell-Kontaktbereichen zeigt, dass intermolekulare Wechselwirkungen bei 

der Aktivierung der EpCAM-Signaltransduktion ebenfalls eine Rolle spielen und 

möglicherweise das initiale Signal darstellen. Die Analyse der Oberflächenexpression in 

Karzinomzellen zeigte, dass es bei gleicher Kultivierungsdauer von Zellen, welche initial 

dichter ausplattiert wurden, zu einer stärkeren Spaltung von EpCAM kam (Abb. 4.24). Über 

die Induktion der Signaltransduktion kann zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Aussage 

getroffen werden. Die funktionellen Analysen sind Gegenstand laufender Untersuchungen. 

Die Kenntnis, dass TACE in verschiedenen Krebserkrankungen, wie beispielsweise 

Eierstock- (Tanaka et al., 2005), Dickdarm-, Dünndarm- (Blanchot-Jossic et al., 2005) und 

Brustkrebs (Santiago-Josefat et al., 2007), stark exprimiert wird, gewinnt im Zusammenhang 

mit der EpCAM-Spaltung an Bedeutung. In Karzinomen der genannten Entitäten konnte 

ebenfalls eine starke EpCAM-Expression nachgewiesen werden (Litvinov et al., 1996; Went 

et al., 2006; Went et al., 2004). Es wäre denkbar, dass es auf Grund der Überexpression beider 

Proteine zu einer erhöhten Übermittlung von EpCAM Signalen und somit zu einer 

Verstärkung onkogener Effekte, i.e. Proliferation und c-Myc Expression, kommt. Unterstützt 

wird diese Annahme dadurch, dass die Überexpression beider Proteine häufig auch mit einer 

negativen Überlebensprognose korreliert (Kenny und Bissell, 2007; Went et al., 2006; Went 

et al., 2004). Untersuchungen an Dünn- und Dickdarmkarzinomen zeigten, dass es hier zu 

einem erhöhten Verlust von membranständigen EpCAM kommt (Gosens et al., 2007). Dieser 

korrelierte zudem mit einer signifikant stärkeren Tumorknospung (Gosens et al., 2007). In 

diesem Zusammenhang und unter Berücksichtigung der hier präsentierten Ergebnisse, könnte 

die erhöhte TACE-Aktivität eine mögliche Ursache für die reduzierte EpCAM-

Oberflächenexpression und gleichzeitig auch für die Erhöhung der onkogenen Effekte sein. 

5.1.2 Die Spaltung durch Presenilin führt zur Bildung der funktionellen, 
Signal-vermittelnden Domäne EpIC 

Untersuchungen an EpCAM-exprimierenden Karzinomzellen zeigten, dass es in diesen zur 

Freisetzung der intrazellulären signalvermittelnden EpCAM-Domäne EpIC kommt. EpIC 

lokalisierte im Zytoplasma, vor allem im kernnahen Bereich, und in dem Zellkern. Das 

kalkulierte Molekulargewicht (Mr) des 26 Aminosäuren umfassenden Peptids beträgt 3,2 kDa. 
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Es zeigte sich jedoch, dass sowohl endogen gebildetes EpIC als auch ein synthetisches 

Kontrollpeptid bei der Auftrennung im SDS-Gel ein Molekulargewicht von 5 kDa aufwies 

(Abb. 4.4). Der proteinbiochemische Nachweis endogen exprimierten EpICs war nur nach 

Behandlung der Zellen mit Proteasomen-Inhibitoren möglich. Der Grund dafür ist 

wahrscheinlich eine rasche und effektive Degradation von freiem EpIC im Zelllysat durch das 

Proteasom. Dieses Phänomen ist bereits für die signaltransduzierenden Domänen von anderen 

Proteinen, beispielsweise des Notch-Rezeptors (NICD), von APP (APP-CTFγ) und DCC 

(DCC-ICD), bekannt. Der Nachweis der signaltransduzierenden Domänen ist in diesen Fällen 

trotz eines deutlich höheren Molekulargewichtes äußerst schwierig (Cupers et al., 2001; 

Oberg et al., 2001; Pahl und Baeuerle, 1996; Taniguchi et al., 2003). In dem 

Kernproteinkomplex ist EpIC deutlich stabiler und der Nachweis fällt in diesem Fall 

entsprechend leichter. Ein Grund könnte die potentielle Maskierung der zwei Lysinreste in 

EpIC und eine damit einhergehende Verhinderung der Kopplung von Ubiquitin an EpIC sein. 

Dies kann somit ein Schutz vor der gekoppelten Degradation durch das Proteasom darstellen. 

Auf Grund der Schwierigkeiten beim Nachweis von endogen exprimiertem EpIC wurde 

zusätzlich auf ein EpCAM-YFP-Fusionsprotein zurückgegriffen (Abb. 4.4). Durch die C-

terminale Fusion von YFP wurde EpIC stabilisiert und ein verbesserter Nachweis ermöglicht. 

Die vergleichbar starke Induktion der c-Myc-Expression durch EpIC und EpCAM zeigte, dass 

EpIC für die Übertragung von EpCAM-Effekten notwendig und ausreichend ist (Abb. 4.13). 

Dieses Ergebnis zusammen mit bereits publizierten Daten unserer Arbeitsgruppe, die zeigten, 

dass die Deletion der intrazellulären Domäne in einem Verlust der EpCAM-vermittelten 

Effekte resultiert (Munz et al., 2004), beweist, dass es sich bei EpIC um die 

signaltransduzierende Domäne von EpCAM handelt. 

Für die Generierung von EpIC war, wie bereits erläutert, die Spaltung durch TACE in der 

extrazellulären EpCAM-Domäne Voraussetzung. Der TACE-vermittelten Spaltung folgt in 

der RIP eine zweite, durch den γ-Sekretase-Komplex katalysierte. Die EpCAM-Spaltung 

durch TACE sowie die hohe Sequenzhomologie der Transmembrandomäne von EpCAM mit 

der des Notch-1 Rezeptors wiesen auf eine γ-Sekretase-vermittelte Spaltung von EpCAM. 

Durch Hemmung von Presenilinen mit niedermolekularen Inhibitoren konnte die Beteiligung 

des γ-Sekretase-Komplexes an der EpCAM-Spaltung nachgewiesen werden (Abb. 4.6). 

Der γ-Sekretase-Komplex ist ein Multiproteinkomplex, der die Intramembranproteolyse 

verschiedener Typ I Membranproteine katalysiert. Die Namensgebung erfolgt auf Grund der 

Identifikation der γ-Schnittstelle des Komplexes bei der Prozessierung von APP in 

Zusammenhang mit der Alzheimer Erkrankung (Haass et al., 1992; Haass und Selkoe, 1993). 
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Der Komplex setzt sich aus vier integralen Membranproteinen zusammen: Aph-1 und Pen 

(Francis et al., 2002) besitzen sieben bzw. zwei Membrandomänen und sind für die 

Stabilisierung des Komplexes verantwortlich. Das stark glykosylierte Typ I 

Transmembranprotein Nicastrin ist für die Funktionalität des Komplexes essentiell (Esler et 

al., 2002). Presenilin 1 (PS1) oder alternativ Presenilin 2 (PS2), die durch Autoproteolyse 

innerhalb des Komplexes in das N-terminale (NTF)- und das C-terminale Fragment (CTF) 

gespalten werden (Ratovitski et al., 1997; Thinakaran et al., 1997), bilden das katalytisch 

aktive Zentrum des Komplexes (Levy-Lahad et al., 1995; Rogaev et al., 1995; Sherrington et 

al., 1995). Es sind sechs unterschiedliche γ-Sekretase-Komplexe bekannt, die sich lediglich 

durch die Integration von PS1 oder PS2, sowie einer der drei Aph-1 Proteine unterscheiden. 

Eine Identifikation des spezifischen Komplexes für das entsprechende Substrat ist daher sehr 

erschwert (Lai et al., 2003; Saura et al., 1999).  

Die Hemmung von Presenilinen durch niedermolekulare Inhibitoren verursachte eine 

Reduktion der EpIC-Abspaltung und gleichzeitig die Akkumulation von Spaltintermediaten. 

Das mengenmäßig überwiegende Spaltintermediat entsprach in der Größe (Mr ca. 10 kDa) 

dem Protein, welches theoretisch durch die TACE-Spaltung generiert wurde (Abb. 4.6). Über 

die Natur der anderen Spaltintermediate kann derzeit nur spekuliert werden. Eine denkbare 

Möglichkeit wäre, dass EpCAM in der Transmembrandomäne zweimal gespalten wir. Eine 

zweifache Spaltung durch Presenilin1 wurde bei Analysen der Notch- (Chandu et al., 2006) 

und APP-Spaltung beschrieben (Okochi et al., 2002; Zhang et al., 2002). Bei Notch kommt es 

in der Transmembrandomäne neben der Proteolyse bei V1743 (S3) (Schroeter et al., 1998) 

oberhalb dieser zu einer zweiten Spaltung (S4) (Okochi et al., 2002). Es ist nicht 

auszuschließen, dass eine zweifache Spaltung durch Presenilin auch bei anderen Substraten 

der γ-Sekretasen, wie EpCAM, auftritt. 

Die Inhibition von γ-Sekretasen sorgte zudem für eine Reduktion der c-Myc-, eFABP-

Expression und der Zellproliferation (Abb. 4.6; 4.8). Die Komplementierung der 

Presenilininhibition durch gleichzeitige, exogene Expression der funktionell aktiven EpIC-

Domäne revertierte die beobachtete Hemmung der Zellproliferation vollständig (Abb. 4.8). 

Somit konnte die EpCAM-Spezifität bei der Hemmung der Zellproliferation durch 

Presenilininhibitoren aufgewiesen werden. Der Nachweis einer Interaktion von EpCAM mit 

PS2, nicht aber mit PS1 (persönliche Mitteilung Dr. M. Münz) liefern einen ersten Hinweis 

auf die Beteiligung PS2-spezifischer γ-Sekretasekomplexe. Es bedarf hier jedoch noch 

weiterer funktioneller Analysen, die diese ersten Hinweise untermauern. 



Diskussion 

  90 

Die reduzierte EpIC-Bildung nach einer Hemmung von TACE und γ-Sekretasen war 

funktionell und kann als neuer Ansatz zur Therapie EpCAM-positiver Tumore in Betracht 

gezogen werden. So ist eine Kombination aus EpCAM-spezifischen Antikörpern und 

Inhibitoren für TACE und γ-Sekretasen eine vorstellbare Therapie für EpCAM-positive 

Karzinome, welche die deutliche Mehrheit darstellen. Dieses Konzept der multimodalen 

Therapie von Tumoren ist ein akzeptierter Ansatz. Er wurde für die Inhibition von EpCAM in 

dem Patentantrag N° 06011852.8 (date of filing 08/06/2006-EPA) an das europäische 

Patentamt hinterlegt. 

 

Abbildung 5.1: EpCAM-Spaltung durch regulierte Intramembranproteolyse. 

5.2 Parallelen in der Prozessierung, Struktur und Funktion der 

EpCAM und Notch-Moleküle 

Ein Vergleich der Struktur des Notch- und des EpCAM-Proteins zeigt, dass vielfach 

strukturelle und funktionelle Ähnlichkeiten vorliegen. Neben der bereits erwähnten Sequenz-

homologie in der Transmembrandomäne bestehen auch Ähnlichkeiten im Aufbau der 

extrazellulären Domäne. Die extrazellulären Domänen beinhalten bei beiden Molekülen EGF-

ähnliche Wiederholungen und besitzen N- und im Falle von Notch O-Glykosylierungsstellen 
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(Sakamoto et al., 2002; Wharton et al., 1985). Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt 

werden, dass EpCAM, genau wie Notch, durch RIP prozessiert wird. Dies hat in beiden 

Fällen die Freisetzung der Signal-transduzierenden Domänen EpIC bzw. Notch-ICD (NICD) 

zur Folge (Schroeter et al., 1998). Durch eine Translokation in den Zellkern sind beide ICDs 

in der Lage, die Transkription von Zielgenen zu induzieren (Fortini und Artavanis-Tsakonas, 

1994; Struhl und Adachi, 1998). Für NICD wurde gezeigt, dass es erst im Zellkern mit seinen 

Interaktionspartnern in Wechselwirkung tritt. Im Falle von EpIC scheint die Bindung der 

Interaktionspartner bereits an der Membran und im Zytoplasma stattzufinden (s. Kapitel 5.4, 

5.5). Des Weiteren ist ein ähnliches Expressionsprofil und eine ähnliche 

morphoregulatorische Funktion von EpCAM und Notch in hämatopoetischen Stammzellen 

und verschiedenen krebsinitiierenden Stammzellen beschrieben. Beide Moleküle werden 

zudem in differenzierenden Hepatozyten exprimiert (de Boer et al., 1999a; Duncan et al., 

2005; Schmelzer et al., 2006). Hepatozyten exprimieren EpCAM während der Proliferation 

und Ausdifferenzierung der Zelle. Ist diese abgeschlossen, wird die EpCAM-Expression 

eingestellt. Bei einer Schädigung der Leber kommt es zur Regenerierung durch 

Hepatozytenvorläufer, welche erneut EpCAM exprimieren. Diese Art der EpCAM-Regulation 

wurde auch bei Retikulocyten und den Inselzellen der Pankreas beschrieben (Cirulli et al., 

1995; Lammers et al., 2002). Folglich ist eine Deregulation der EpCAM-Expression oder eine 

erhöhte Aktivierung des Signalweges durch eine verstärkte Proteolyse als Ursache einer 

malignen Transformation in diesen Zellen durchaus vorstellbar. Gestützt wird diese 

Hypothese durch die Tatsache, dass eine Deregulation von Notch bei der Entwicklung der 

akuten T-Zell-Lymphoblasten Leukämie eine wichtige Rolle spielt (Weng et al., 2004). In 

diesem Fall kommt es auf Grund von Mutationen zu einer verstärkten Bildung der NICD und 

somit zur dauerhaften Aktivierung des Signalweges (Aster, 2005). 

5.3 Unterschiede in der Lokalisation von EpIC im gesunden und 

Karzinomgewebe 

In den bisherigen Kapiteln wurde der Mechanismus, der zur EpCAM-Spaltung in 

Karzinomzellen führt, ausführlich beschrieben und an Hand der Ergebnisse deskriptiver und 

funktioneller Analysen belegt. Durch die proteolytische Spaltung von EpCAM kommt es zu 

einer Freisetzung der Signal-vermittelnden EpIC Domäne. Eine wichtige Frage, die sich in 

diesem Zusammenhang stellte, war die biologische Relevanz der Spaltung in vivo. Der 

immunhistochemische Nachweis von EpIC in gesundem und im Kolonkarzinomgewebe 
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zeigte deutliche Unterschiede in der Lokalisation von EpIC, welche auf eine veränderte 

Prozessierung EpCAMs schließen lassen (Abb. 4.12). Ausschließlich in Karzinomgeweben 

konnten EpIC-Moleküle im Zellkern nachgewiesen werden. Über mögliche Gründe für diese 

Unterschiede kann zum jetzigen Zeitpunkt nur spekuliert werden. Sie können zum einen 

direkt in Zusammenhang mit der Proteolyse von EpCAM stehen und/oder zum anderen durch 

Einschränkungen bei der Kerntranslokation von EpIC in gesunden Zellen verursacht werden. 

So wäre eine Hemmung der Interaktion mit Proteinen der Kerntranslokationsmaschinerie, i.e. 

Importine, in gesunden Zellen vorstellbar. Eine weitere denkbare Möglichkeit ist die 

Retention von gespaltenem EpIC im Zytoplasma durch einen zellulären Inhibitor, wie für den 

Transkriptinsfaktor NF-κB beschrieben (Baeuerle und Baltimore, 1988). 

EpCAM ist in Tumorzellinien mit CD9, CD44, Claudin-7, Tetraspanin so wie ADAM-10 

assoziiert (Claas et al., 2005; Ladwein et al., 2005; Le Naour et al., 2006). Über die 

Interaktionspartner von EpCAM in gesundem Gewebe ist bisher nichts bekannt. Eine 

Verschiebung des Verhältnisses der Bindungspartner durch eine EpCAM-Überexpression 

könnte die Interaktion mit anderen Proteinen modifizieren oder eine erleichterte 

proteolytische Aktivierung von EpCAM ermöglichen. Eine gleichzeitige Überexpression der 

beteiligten Proteasen, i.e. TACE (Santiago-Josefat et al., 2007), wäre als Grund für eine 

verstärkte Prozessierung ebenfalls denkbar. In diesem Zusammenhang ist bereits erwähnt 

worden, dass Tumore unterschiedlicher Entitäten neben einer Überexpression von EpCAM 

auch eine verstärkte TACE-Expression aufweisen (siehe Kapitel 5.1.1).  

Der unterschiedliche Grad der Glykosylierung der extrazellulären EpCAM-Domäne in 

Karzinom- und gesundem Gewebe (Pauli et al., 2003) könnte ebenfalls ein Grund für eine 

veränderte Prozessierung sein. Veränderungen des Glykosylierungsmusters haben Einfluss 

auf die Prozessierung und damit die Aktivierung von Membranrezeptoren wie Notch und 

andere (Haines und Irvine, 2003). Kürzlich konnte der Nachweis erbracht werden, dass die 

Glykosylierung von EpCAM an Asp198 entscheidend ist für die Stabilität des Proteins. 

EpCAM-Mutanten, welche an dieser Aminosäure nicht mehr glykosyliert werden können, 

haben eine dreifach verminderte Retentionszeit an der Plasmamembran (Munz et al, 2008 in 

press). Diese verkürzte Verweilzeit an der Plasmamembran muss als ein zusätzlicher Aspekt 

bei der fehlenden Prozessierung von EpCAM in gesundem Gewebe in Betracht gezogen 

werden. 
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5.4 Validierung von potentiellen EpCAM-Interaktionspartnern 

Die Identifikation von FHL2 als Interaktionspartner von EpCAM ermöglichte erstmals einen 

Einblick in die molekularen Mechanismen der intrazelluläre Signaltransduktion des Proteins 

(schematische Darstellung Abb. 5.2). Gleichzeitig war diese auch Grundlage der 

Identifikation weiterer Bindungspartner. Basierend auf den vielseitigen Funktions- und 

Interaktionsmöglichkeiten von FHL2 nimmt das Protein eine zentrale Rolle bei der EpCAM-

Signaltransduktion ein. 

5.4.1 FHL2 ist ein direkter Bindungspartner und spielt eine 

Schlüsselrolle bei der EpCAM-Signaltransduktion 

In Karzinomen kommt es häufig zu einer Überexpression von FHL2 (‘four-and a-half-LIM 

only protein’) (Morgan und Whawell, 2000; Yan et al., 2003). Beispiele hierfür sind 

Melanome, Brust-, Eierstock-, Lungen-, Kolon- und Darmkrebs (Chen et al., 2003; Gabriel et 

al., 2004; Wang et al., 2007). Es wird vermutet, dass FHL2 in der Tumorentwicklung sowohl 

suppressive als auch progressive Effekte vermittelt (Johannessen et al., 2006). Eine 

Überexpression, gekoppelt mit einer verstärkten Kernlokalisation in Lungen- und 

Brustkarzinomen, korreliert mit einer negativen Überlebensprognose (Borczuk und Powell, 

2007; Gabriel et al., 2006; Martin et al., 2007). FHL2 kann über die LIM-Domänen mit einer 

Vielzahl funktionell verschiedener Bindungspartner interagieren. Das Protein fungiert in 

vielen Fällen als Adapter- oder Strukturprotein und bildet auf Grund dessen eine Plattform 

zum Aufbau von Multiproteinkomplexen (Johannessen et al., 2006). Der Nachweis einer 

direkten Wechselwirkung von EpCAM mit FHL2, bei der die vierte LIM-Domäne essentiell 

ist (Promotionsarbeit Dr. M. Benk) und die Beobachtung, dass EpIC im Kern von 

Karzinomzellen mit FHL2 ko-lokalisiert, waren erste Hinweise für die zentrale Rolle der 

Interaktion bei der EpIC-Signaltransduktion (Abb. 4.15; 4.18). Die bereits bekannte 

Interaktion von FHL2 mit TACE und Presenilinen (Canault et al., 2006) ist ein zusätzliches 

und starkes Argument für eine zentrale Rolle von FHL2 beim Aufbau des EpCAM-

Signalosoms (Abb. 5.2). Es ist zudem beschrieben, dass eine Inhibition von FHL2 eine 

Reduktion der TACE-Aktivität zur Folge hat (Canault et al., 2006). Die Interaktion von FHL2 

mit Presenilinen wiederum erfolgt über das N-terminale Fragment (NTF) der Protease (Kang 

et al., 2005). Welche LIM-Domänen an der Interaktion mit den beiden Proteasen beteiligt 

sind, ist nicht bekannt. Es wäre vorstellbar, dass FHL2 durch die Bindung an EpIC die 
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Proteasen des RIP-Komplexes an den EpCAM rekrutiert und auf diese Weise die Spaltung 

initiiert und koordiniert (Abb. 5.2). 

Die funktionelle Relevanz der EpCAM-FHL2-Interaktion wurde an Hand der Repression von 

FHL2 mit spezifischen siRNAs, die nur im Falle der Expression von EpCAM einen Einfluss 

auf die Proliferation und c-Myc-Bildung der Zellen hatte, nachgewiesen. Die Hemmung der 

FHL2- und der EpCAM-Expression hatte zudem qualitativ und quantitativ ähnliche 

Auswirkungen auf die Proliferation und den zellulären Metabolismus. 

Auffällig war, dass es in Karzinomzellen zu einer starken EpIC-Akkumulation im kernnahen 

Zytoplasma kam und nur ein geringer Anteil des Proteins in den Zellkern gelangte. Diese 

Beobachtung lässt vermuten, dass für die Kerntranslokation von EpIC andere zelluläre 

Faktoren limitierend sind. Eine vergleichbare Beobachtung wurde bei der Detektion der 

NICD gemacht (Fortini und Artavanis-Tsakonas, 1994). In diesem Fall ist die Verfügbarkeit 

von CBF1 der begrenzende Faktor für die nukleäre Translokation. Ein vergleichbarer 

Wirkmechanismus ist für EpIC ebenfalls vorstellbar und bedarf zusätzlicher experimenteller 

Ansätze. 

Im Zusammenhang mit der nukleären Translokation rückte eine Gruppe von Proteinen ins 

Zentrum des Interesses. Neben der Interaktion mit Rezeptoren, Enzymen und 

Strukturproteinen gehört ein großer Teil der FHL2-Interaktionspartner zur Gruppe der 

Transkriptionsfaktoren und deren Ko-Faktoren (Johannessen et al., 2006). Beispiele für 

solche Proteine sind der Androgen-Rezeptor (AR) (Muller et al., 2000), β-Catenin (Martin et 

al., 2002), CBP und p300 (Labalette et al., 2004). Durch die Wechselwirkung mit 

verschiedenen Bindungspartnern dieser Gruppe kommt es, wie eben für EpIC/FHL2 

beschrieben, zur Translokation der FHL2-spezifischen Komplexe vom Zytoplasma in den 

Nukleus und somit zur Aktivierung spezifischer Zielgene (Johannessen et al., 2006; Labalette 

et al., 2004; Wei et al., 2003). Neben der bereits erwähnten nukleären Translokation von 

FHL2 in Abhängigkeit von der EpCAM-Expression wurde diese auch für β-Catenin gezeigt 

(Abb. 4.17). 

Es wurde bereits beschrieben, dass FHL2 einen Komplex mit β-Catenin und der 

Acetyltransferase CBP/p300 bildet (Labalette et al., 2004). In diesem Komplex kommt es 

über die erste bis vierte LIM-Domäne zu einer Interaktion mit β-Catenin. Die Bindung von 

CBP/p300 wird über die zweite und dritte LIM-Domäne vermittelt. FHL2 stabilisiert den 

Proteinkomplex als „scaffold protein“. Ein weiterer Aspekt ist, dass FHL2 und CBP/p300 bei 

der β-Catenin/TCF-abhängigen Transkription verschiedener Zielgene des Wnt-Signalweges 

als Ko-Aktivatoren agieren (Wei et al., 2003). Die erhöhte Acetylierung von β-Catenin in 
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Anwesenheit von FHL2 ermöglicht eine stärkere Bindung des Komplexes an die DNA (Levy 

et al., 2004). Biochemische und bildgebende Verfahren stellten eine Wechselwirkung von 

EpCAM und EpIC mit β-Catenin unter Beweis. Denkbar ist eine indirekte Interaktion durch 

die Bindung von EpIC und β-Catenin an FHL2. Durch diese Wechselwirkungen entstünde ein 

trimerer Komplex, der in der Lage ist, in den Zellkern zu translozieren (Abb. 5.2). 

Eine zentrale Frage zur Wirkungsweise des EpCAM Signalosoms ist die nach dem 

Mechanismus der Induktion von EpCAM-Zielgenen. Diesbezüglich waren folgende 

Sachverhalte von Interesse: (i) FHL2 wechselwirkt mit β-Catenin/TCF und (ii) die Induktion 

der Transkription von c-myc erfolgt über den Transkriptionsfaktor TCF/Lef (T-Zell 

Faktor/Lymphoid-enhancer Faktor) (Barker et al., 2000; He et al., 1998; Omer et al., 1999). 

Diese Befunde  führten zur Hypothese einer Translokation und Bindung des 

zytoplasmatischen EpIC-Komplexes an Lef-1 und somit auch an DNA. 

5.5 Die nukleäre Translokation von EpIC führt zur Bindung an 

TCF/Lef-spezifische DNA-Sequenzen 

Biochemische Analysen nativer Kernextrakte zeigten, dass EpIC im Zellkern in einem 

Komplex mit FHL2, β-Catenin und Lef-1 vorliegt (Abb. 4.20). Im Gegensatz zum Nachweis 

von EpIC in Gesamtzelllysaten war das Molekül in nativen Kernextrakten, auch in 

Abwesenheit von Proteasomeninhibitor, im Immunblot detektierbar. Es wurde daher 

angenommen, dass EpIC durch die Interaktion mit seinen Bindungspartnern stabilisiert wird. 

Die Identifikation eines EpIC-spezifischen Komplexes in FaDu-Zellen, der in der Lage war, 

an Lef-1-Konsensussequenzen in EMSA Experimenten zu binden, lieferte erstmals den 

Beweis für die Bindung eines EpIC-spezifischen Kernkomplexes an DNA (Abb. 4.21). Die 

Bildung des DNA-Protein-Komplexes konnte durch Inhibition der EpCAM-Spaltung 

vollständig verhindert werden. Ein quantitativer Vergleich der Bildung eines EpIC-DNA-

Komplexes an spezifische Lef-1-Konsensussequenzen zwischen EpCAM- und EpIC-

exprimierenden Zellen zeigte zudem eine deutlich verbesserte Effektivität der Bindung bei 

Expression des Gesamtmoleküls. Ein möglicher Grund für diesen Unterschied könnte die 

Notwendigkeit einer koordinierten, gerichteten Bildung des EpCAM-Signalosoms an der 

Zellmembran sein. Die Bindung von Interaktionspartnern in Lösung und unter 

Diffusionsbedingungen erscheint entsprechend deutlich ineffizienter. Die Quantität EpIC-

spezifischer DNA-bindender Proteinkomplexe korrelierte in unterschiedlichen 

Karzinomzelllinien mit der Menge des exprimierten EpCAMs. Bei geringer EpCAM-
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Expression kam es zu einer geringen Bildung des EpIC-spezifischen DNA-Protein-

Komplexes, bei starker EpCAM-Expression zu einer erhöhten Bildung des DNA-Protein-

Komplexes (Abb. 4.21c). Dies lieferte zusätzlich einen indirekten Beweis für die 

Abhängigkeit der EpIC-Komplexbildung und somit der Zielgenaktivierung von der EpCAM-

Expressionsstärke. Eine entsprechende Korrelation zwischen der Expressionshöhe von 

EpCAM und der Transkription des c-myc Gens ist bereits publiziert (Munz et al., 2004). Das 

vollständige Fehlen des EpIC-spezifischen Protein-DNA-Komplexes nach Behandlung der 

Tumorzellen mit TACE- und PS-Inhibitoren weist auf einen zusätzlichen Aspekt hin: EpIC 

erscheint für die Bildung dieses Komplexes essentiell, da nicht eine Reduktion, sondern eine 

gänzliche Unterdrückung der Komplexbildung die Folge ist. 

Der direkte Beweis der Spezifität der jeweiligen Komplexe erfolgte durch die Reduktion des 

Komplexes in Folge der Inkubation mit spezifischem Antikörper (Abb. 4.21b). Ein ‘Super-

Shift’ EpIC-spezifischer Komplexe an der DNA war nicht funktionell. Bei der Verwendung 

des EpIC-spezifischen Antikörpers ist vorstellbar, dass die Komplexbildung durch Bindung 

des Antikörpers an das per se sehr kleine Protein verhindert wird. Diese Annahme ist in 

Übereinstimmung mit der Tatsache, dass ausschließlich die Behandlung von Kernextrakten 

mit EpIC-Antikörper vor der Inkubation mit DNA, jedoch nicht im Anschluss effektiv war. 

Im Falle von Lef-1 kam es ebenfalls zu einer Reduktion der Bildung des niedermolekularen, 

aber auch des höhermolekularen DNA-Protein-Komplexes. Ein ‘Super-Shift’ konnte in beiden 

Fällen nicht detektiert werden. Ein denkbarer Grund hierfür wäre die Auflösung des 

Komplexes durch die Bindung des Antikörpers an Lef-1 und darauf basierende 

Konformationsänderungen. Da ein ‘Super-Shift’ bisher nur bei einer Überexpression 

rekombinanter Proteine der Lef-Familie gezeigt wurde, ist die geringe Proteinkonzentration 

möglicherweise eine weitere Ursache für den fehlenden Nachweis eines DNA-Protein-

Komplexes mit verändertem Migrationsverhalten (Mei et al., 2000). 

Die substantielle Reduktion (70%) der Aktivierung des TCF/Lef-spezifischen 

Luciferasereporters durch die Inhibition der EpCAM-Expression mittels siRNA in 

Kolonkarzinomzellen (HCT-8) untermauerte die Annahme, dass der EpIC-spezifische 

Komplex an Lef-Konsensussequenzen bindet und an der Aktivierung TCF/Lef-spezifischer 

Zielgene beteiligt ist (Abb. 4.22). Die Induktion von EpCAM-Zielgenen, wie c-myc, cyclin A 

und E, durch den EpIC-spezifischen Komplex ist sehr wahrscheinlich, bedarf aber noch 

weiterführender Experimente zum definitiven Beweis. Durch ChIP-on-Chip-Experimente 

(Chromatin-IP in Kombination mit einem DNA-Array) soll geklärt werden, ob der EpIC-

Komplex in der Lage ist, durch die Bindung an spezifische DNA-Sequenzen die 
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Transkription der Zielgene zu aktivieren. Mit Hilfe dieser Technik ist sowohl die Bestätigung 

der Bindung an Konsensussequenzen bekannter Zielgene, als auch die Identifikation neuer 

DNA-Bindungsstellen (ergo Zielgene) möglich.  

 

 

Abbildung 5.2: Das EpCAM-Signalosom 

Mit β-Catenin und Lef verwendet EpCAM bei der Signaltransduktion zentrale Komponenten 

des Wnt-Signalweges, in dem FHL2 ebenfalls eine Rolle spielt (Clevers und van de Wetering, 

1997; Hsu et al., 1998). Der Wnt-Signalweg ist, neben anderen, für die Regulation der 

transkriptionellen TCF/Lef-Aktivität verantwortlich (Barolo, 2006; Eastman und Grosschedl, 

1999). Hinzu kommt, dass eine Deregulation des Wnt-Signalweges als eine der ersten und 

wichtigsten karzinogenen Veränderungen bei der Tumorentwicklung im Kolon beschrieben 

ist (Giles et al., 2003). Eine zentrale Rolle innerhalb dieses Signalweges spielt β-Catenin, 

welches die Zelladhäsion und die Regulation der TCF/Lef-vermittelten Transkription 
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koreguliert (Akiyama und Kawasaki, 2006; Brembeck et al., 2006). Im Falle einer simultanen 

Verwendung von Komponenten desselben Signalweges durch EpCAM und Wnt würde u.U. 

eine Konkurrenzsituation bei der Bindung von β-Catenin entstehen. Eine andere Möglichkeit 

wäre die Verstärkung von karzinogenen Effekten durch einen additiven oder gar 

synergistischen Effekt beider Signalwege. Dafür würde sprechen, dass die Expression von 

EpCAM die Reduktion membranständigen E-Cadherins und gleichzeitig die Erhöhung der 

zytoplasmatischen β-Catenin-Menge zur Folge hat (Litvinov et al., 1997). Es wäre 

vorstellbar, dass auf diese Weise für die Aktivität beider Signalwege ausreichend aktives β-

Catenin durch EpCAM ins Zytoplasma freigesetzt wird. Das Vorhandensein von Tcf-4-

Bindungssequenzen im EpCAM-Promotorbereich und die Reduktion der EpCAM-

Genexpression durch Inhibition des Tcf/β-Catenin-Komplexes liefert einen weiteren Hinweis 

auf eine Verknüpfung der beiden Signalwege (Yamashita et al., 2007). 

 

Abbildung 5.3: Modell von EpCAM als Teil des Wnt-Signalweges. 
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Ein weiterer Aspekt, der im Zusammenhang mit dem Einfluss von EpCAM auf die 

Karzinogenese beachtet werden sollte, ist die aufkommende Rolle sogenannter 

Tumorstammzellen. Es ist bekannt, dass die Aktivität des Wnt-Signalweges für die 

Pluripotenz und Selbsterneuerungskapazität hämatopoetischer Stammzellen verantwortlich ist 

(Anderson et al., 1999; Fevr et al., 2007; Giles et al., 2003; Hoppler und Kavanagh, 2007; 

Radtke und Clevers, 2005; Reya und Clevers, 2005). Neueste Untersuchungen des 

Signalweges suggerieren, dass dieser bei der Etablierung von Tumorstammzellen eine 

zentrale Rolle spielt. Es wird angenommen, dass es durch eine unkontrollierte Aktivität des 

Wnt-Signalweges zur konstitutiven Erneuerung und anormalen Expansion der 

Tumorstammzellen kommt (Reya und Clevers, 2005). Eine weitere Möglichkeit, die als Folge 

einer unkontrollierten Wnt-Aktivität in Betracht gezogen wird, ist die Übertragung von 

Stammzelleigenschaften auf Progenitorzellen (Reya und Clevers, 2005). In Bezug auf die 

EpCAM-Expression ist bekannt, dass das Molekül sowohl in der Keimbahn (Anderson et al., 

1999) als auch auf humanen Stammzellen (Stingl et al., 2005) stark exprimiert wird. Aus 

Untersuchungen an Tumorstammzellen geht hervor, dass eine starke EpCAM-Expression eine 

Signatur von tumorinitiierenden Zellen ist (Al-Hajj und Clarke, 2004; Dalerba et al., 2007b; 

Li et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007). In experimentellen Ansätzen werden die 

Tumorstammzellen häufig anhand einer Überexpression von EpCAM in Kombination mit 

weiteren Markern (CD44, CD133) isoliert. Zu den Tumorentitäten, bei denen EpCAM-

exprimierende Stammzellen detektiert wurden, gehören Brust (Al-Hajj et al., 2003), Prostata 

(Collins et al., 2005), Kolon (Li et al., 2007; O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007), 

Pankreas (Li et al., 2007) und Dickdarm/Dünndarm (Dalerba et al., 2007b). Die beschriebene 

Rolle EpCAMs in Zellkultur und die häufige Überexpression auf Tumorstammzellen lässt 

eine Funktion des Moleküls bei tumorinitiierenden Zellen in vivo vermuten. Folglich gewinnt 

die Optimierung der Effizienz einer EpCAM-spezifischen Immuntherapie, z.B. durch eine 

Kombination mit Proteaseinhibitoren, zusätzlich an Bedeutung. 

5.6 Therapeutische Nutzung von Proteaseinhibitoren zur 

Hemmung der EpCAM-Signaltransduktion 

Die meisten Verfahren, die derzeit Gegenstand klinischer Studien sind, beruhen auf der 

Anwendung EpCAM-spezifischer monoklonaler, bi- und trispezifischer Antikörper (Morecki 

et al., 2006; Riethmüller et al., 1994; Ruf und Lindhofer, 2001; Schlereth et al., 2006). Diese 

sind in der Lage, eine EpCAM-spezifische Antikörper-abhängige Zytotoxizität zu vermitteln 
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(ADCC) (Abb. 5.4a). Durch RIP kann es, auf Kosten der therapeutischen Wirksamkeit der 

Antikörper, zu einer Reduktion der Oberflächenexpression intakter EpCAM-Moleküle 

kommen. Das Phänomen einer verstärkten EpCAM-Spaltung in Karzinomen wurde bereits in 

einem anderen Zusammenhang für Dünn- und Dickdarmkrebs beschrieben (Gosens et al., 

2007). Zwei Erkenntnisse, die im Rahmen der vorgelegten Arbeit gewonnen wurden, sind 

Grundlage für die Entwicklung eines innovativen Therapieansatzes: zum einen die Kenntnis, 

dass RIP im Normalgewebe des Kolon im Gegensatz zum Karzinomgewebe stark reduziert 

oder inaktiviert ist; zum anderen die Identifikation der an der Spaltung beteiligten Proteasen 

und die Verfügbarkeit von niedermolekularen („small molecule“) Inhibitoren gegen diese. 

Durch die Kombination von TACE- und γ-Sekretase-Inhibitoren mit therapeutischen EpCAM 

Antikörpern kann ein dualer Effekt erzielt werden: (i) die Hemmung der EpCAM-Spaltung 

und somit eine Erhöhung der Zielmoleküldichte an der Zelloberfläche und dadurch (ii) eine 

Hemmung der EpCAM-vermittelten Proliferation von Tumorzellen (Abb. 5.4b). Die Effekte 

konnten bereits durch die Behandlung von FaDu-Karzinomzellen in vitro unter Beweis 

gestellt werden. Die spezifische Hemmung von TACE hatte eine Steigerung der EpCAM 

Oberflächenexpression zur Folge. Durch die höhere Dichte von EpCAM-Molekülen an der 

Zelloberfläche wäre eine effektivere Induktion der EpCAM-spezifischen ADCC denkbar. 

Eine solche Kombinationstherapie wurde zum Patent beim europäischen Patentamt 

angemeldet (N°/patent N° 06011852.8, date of filing 08/06/2006-EPA).  

Es ist bekannt, dass die Hemmung von TACE in Brustkrebszelllinien eine Umkehr des 

malignen Phänotyps zur Folge hat (Kenny et al., 2007; McGowan et al., 2007). Bisher wurde 

angenommen, dass diese in erster Linie auf Grund der Inhibition des EGF-Rezeptor-

Signalweges verursacht wird (Kenny und Bissell, 2007). Ein Einfluss der Inhibition der 

EpCAM-Spaltung bei der Umkehr des aggressiven Phänotyps ist an Hand der vorgestellten 

Daten ebenfalls vorstellbar. Die Anwendung der Kombinationstherapie aus EpCAM-

spezifischen Antikörpern und den Inhibitoren der beiden Proteasen wäre somit bei Brustkrebs 

eine denkbare therapeutische Maßnahme. 
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b 

 

Abbildung 5.3: Modell der therapeutischen Nutzung von (a) EpCAM-spezifischen Antikörpern 
und (b) in Kombination mit spezifischen niedermolekularen Proteaseinhibitoren. 
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5.7 Ausblick 

RIP 

Im Rahmen der vorgelegten Arbeit konnte die regulierte Intramembranproteolyse (RIP) 

erstmals als Mechanismus der EpCAM-Spaltung identifiziert werden. Es ist bekannt, dass die 

Spaltung von Typ I-Transmembranproteinen häufig nicht nur von einer Protease der ADAM-

Familie vermittelt wird (Gutwein et al., 2003; Mochizuki und Okada, 2007; Stoeck et al., 

2006). So muss im Zusammenhang mit der regulierten Proteolyse der extrazellulären Domäne 

von EpCAM geklärt werden, ob neben TACE noch weitere Proteasen an diesem Prozess 

beteiligt sind. Eine Protease, die häufig zusammen mit TACE an der Proteolyse von Typ I-

Membranproteinen beteiligten ist, ist ADAM10 (Hartmann et al., 2002), welche im Komplex 

mit EpCAM und Mitgliedern des „tetraspanin web“ vorliegt (Le Naour et al., 2006). Die 

Aktivität weiterer Proteasen bei der extrazellulären EpCAM-Spaltung soll zunächst mittels 

Ko-IPs und anschließend durch die Verwendung spezifischer siRNAs untersucht werden. Die 

TACE-vermittelte Spaltung erfolgt üblicherweise 12 AS oberhalb der Transmembrandomäne. 

Eine Konsensussequenz für die Proteolyse durch TACE ist dennoch nicht bekannt (Black, 

2002). Die Aufreinigung des löslichen EpEX aus Kulturüberständen EpCAM-exprimierender 

Karzinomzellen, der tryptische Verdau und eine anschließende Edman-Sequenzierung 

könnten einen Hinweis auf die Lokalisation der TACE Proteaseschnittstelle bei EpCAM 

liefern. 

Im Zusammenhang mit der PS2-vermittelten EpCAM-Proteolyse, die zur Freisetzung von 

EpIC führt, wird die funktionelle Inhibition von PS2 in zwei unterschiedlichen 

experimentellen Ansätzen detailliert überprüft: (i) Analyse der EpCAM Spaltung in murinen 

embryonalen Fibroblasten (MEFs) von knock-out Zelllinien (Ps1-/-, PS2-/- und PS1-/-/PS2-/- 

doppel knock-out) und (ii) die funktionelle Analyse der siRNA-vermittelten Hemmung von 

PS2 in Karzinomzellen in Bezug auf die EpCAM-Spaltung. Zur Bestimmung der γ-Sekretase 

Schnittstelle sind zudem Mutanten innerhalb der Transmembrandomäne von EpCAM 

generiert worden. Die Expression der Mutanten in geeigneten Zellsystemen soll eine 

detaillierte Analyse der EpCAM-Spaltung ermöglichen und so Aufschluss über die genaue 

Schnittstelle liefern. 

Die Bestimmung der Relevanz der Proteaseinhibition in Bezug auf die Kapazität der 

Tumorformation und der Induktion einer ADCC ist ebenfalls Gegenstand laufender 

experimenteller Untersuchungen. Durch den Vergleich des Potentials der Tumorformation 

von Inhibitor-behandelten und -unbehandelten Karzinomzellen wird derzeit der Effekt auf die 

Tumorbildung in vivo in Xenotransplantationsmodellen in immundefizienten Mausstämmen 
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untersucht. Gleichzeitig soll die Effizienz der Induktion einer EpCAM-spezifischen ADCC 

bei Gabe von Proteaseinhibitoren in Kombination mit EpCAM-spezifischen Antikörpern 

analysiert werden. 

Die weitere Analyse der Aktivierung des EpCAM-Signalweges und damit verbunden der 

EpCAM-Spaltung in Bezug auf die Zelldichte ist ebenfalls von besonderem Interesse. Die 

Analyse der EpEX-Freisetzung, der Zielgenexpression, so wie der Proliferation in initial 

unterschiedlich dicht wachsenden Zellen ist Gegenstand laufender experimenteller 

Untersuchungen. 

 

Analyse der EpIC-spezifischen Kernkomplexe 

Durch die proteolytische Spaltung von EpCAM kommt es zur Freisetzung von EpIC, das im 

Zellkern von Karzinomzelllinien in einen spezifischen Komplex integriert ist. Die 

massenspektrometrische Analyse stellt eine geeignete Technik dar, um einen detaillierten 

Einblick in die Zusammensetzung des Komplexes zu erhalten (Kocher und Superti-Furga, 

2007; Witze et al., 2007). Ziele sind somit die Identifikation weiterer Bindungspartner und die 

Aussage über das stöchiometrische Verhältnis der einzelnen Proteine innerhalb dieses 

Kernkomplexes. 

Die Verwendung von Lef-Konsensussequenzen zeigte, dass der EpIC-spezifische Komplex in 

der Lage ist, an DNA zu binden. Es kann zurzeit aber noch keine Aussage über die EpIC-

Komplex-spezifischen DNA-Bindungsstellen getroffen werden. In weiterführenden 

Experimenten soll die Möglichkeit der Bindung an Promotorsequenzen von Zielgenen 

untersucht werden. Eine geeignete Methode zur Analyse von DNA-Bindungen ist die 

Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) mit anschließender DNA-Chip-Analyse (Chip) (ChIP-

on-Chip Experiment). Bei der Chomatin-IP werden DNA-Protein-Komplexe zunächst stabil 

vernetzt und anschließend mittels spezifischer Antikörper isoliert. Die Bindung dieser 

Komplexe an spezifische DNA-Sequenzen kann nachfolgend auf einem DNA-Array 

analysiert werden. Die Anwendung dieser Technik soll zudem die Identifizierung neuer 

EpCAM-Zielgene unter Verwendung humaner Promotor-Arrays ermöglichen.



Zusammenfassung 

  104 

6. Zusammenfassung 
Schätzungen zu Folge wird Krebs in den kommenden Jahren die häufigste Todesursache in 

den entwickelten Ländern sein. Trotz der Identifikation vieler tumorassoziierter Proteine ist 

die Diagnose und Therapie der meisten Tumorentitäten unverändert schlecht. Eines der ersten 

identifizierten tumorassoziierten Antigene ist das epitheliale Zelladhäsionsmolekül (EpCAM). 

Dieses wird bei der Karzinogenese in Tumoren und auf Tumorstammzellen verschiedener 

Entitäten de novo oder stark überexprimiert. Es gehört heute zu den am häufigsten 

verwendeten prognostischen Markern und dient als Zielmolekül verschiedener 

immuntherapeutischer Ansätze. Über die Biologie von EpCAM ist bis dato lediglich bekannt, 

dass das Protein onkogenes Potential besitzt. Die Identifikation und Validierung von 

Interaktionspartnern des EpCAM-Moleküls im Rahmen dieser Arbeit erlaubte erstmals einen 

detaillierten Einblick in die Mechanismen des EpCAM-Signalweges und dessen molekularer 

Biologie. 

Im Rahmen dieser Promotionsarbeit konnte gezeigt werden, dass die regulierte 

Intramembranproteolyse (RIP) Basis der EpCAM-vermittelten Signaltransduktion ist. Die 

proteolytische Spaltung EpCAMs in der extrazellulären Domäne erfolgt durch die TACE 

(Tumornekrosefaktor α konvertierendes Enzym) und ist Voraussetzung für die zweite 

Prozessierung des Moleküls durch den γ-Sekretase Komplex. Durch RIP kommt es zur 

Freisetzung von EpEX (extrazelluläre Domäne), welches in vitro als löslicher Ligand intakter 

EpCAM-Moleküle dient. Gleichzeitig wird die intrazellulär signaltransduzierende Domäne 

EpIC freigesetzt. Die Relevanz der EpCAM-Spaltung in vivo konnte durch Analysen ex vivo 

an humanem Kolonkarzinom- und gesundem Gewebe unter Beweis gestellt werden.  

Die Identifikation intrazellulärer Interaktionspartner von EpCAM ermöglichte eine weitere 

Aufschlüsselung des Signalweges. EpIC ist sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern mit 

FHL2 und β-Catenin assoziiert. Untersuchungen zur EpCAM/FHL2 Interaktion zeigten eine 

direkte Wechselwirkung. Es wird angenommen, dass FHL2 als Plattform für die koordinierte 

Bildung eines Multiproteinkomplexes dient. Die nachfolgende Analyse eines EpIC-

spezifischen Kernkomplexes ergab, dass in diesem, neben FHL2 und β-Catenin, auch Lef-1 

enthalten war. Es konnte zudem gezeigt werden, dass dieser Komplex an spezifische TCF/Lef 

DNA-Sequenzen bindet und zur Induktion des Zielgens c-myc ausreichend ist. Die Menge des 

gebildeten EpIC-spezifischen Kernkomplexes konnte zudem positiv mit der Expression 

EpCAMs korreliert werden. 
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Die Identifikation von RIP als Mechanismus der Aktivierung der EpCAM-Signaltransduktion 

führte zur Entwicklung eines innovativen Therapieansatzes. Dieser beinhaltet die 

Kombination aus spezifischen Inhibitoren zur Hemmung der EpCAM-spezifischen RIP 

Proteasen und therapeutisch wirksamen EpCAM-Antikörpern. Auf Grund der erhöhten Dichte 

intakter EpCAM-Moleküle an der Zelloberfläche werden eine höhere Effizienz der 

immunologischen Zytotoxizität und eine funktionelle Inhibition von Tumor-/ 

Tumorstammzellen erwartet. Dieses Konzept der multimodalen Therapie wird derzeit im 

Mausmodell untersucht. 
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8. Abkürzungsverzeichnis 
 

2D zwei-dimensional, zwei-dimensionale Gelelektrophorese 

17-1A Panorex® 

α anti 

ADAM a disintegrin and metalloprotease 

ADCC antibody dependent cellular cytotoxicity 

AK Antikörper 

AP3D1 Adaptor-related protein complex 3, delta 1 subunit 

APC adenomatosis polyopsis coli 

APP amyloid precursor protein 

Aqua dest. destilliertes Wasser 

AS Aminosäure 

ASF1B ASF1 anti-silencing function 1 homolog B 

ATCC American Type Culture Collection 

Bcl2 B-cell lymphoma protein 2 

bp Basenpaar 

BPB Bromphenolblau 

BSA bovines Serumalbumin 

bzw. beziehungsweise 

ca. zirka 

CBP cAMP-response-element-binding-protein-binding protein 

CD cluster of differentiation 

CD44 cell surface glycoprotein 

CD133 Prominin 1 

CdK Zyklin-dependent kinase 

cDNA komplementäre DNA  

ChIP Chromatin-Immunpräzipitation 

Chr. Chromosom 

Ci Curie 

CIN Zervikale intraepitheliale Neoplasie 

CMV Cytomegalovirus 

C-terminal carboxyterminal 

CTF C-terminales Fragment 

DAPT 

γ-Sekretaseinhibitor, N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylgly cine 

t-butyl ester, 

DCC deleted in colorectal cancer 

d.h.  das heißt 

DIG Digoxigenin 
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DMEM Dulbecco´s modified eagle medium 

DNA Desoyribonukleinsäure 

DTE Dithioerythreiol 

E2F transcription factor E2F 

E.coli Escherichia coli 

EBV Ebstein-Barr Virus 

EDTA Ethylendiaminessigsäure 

eFABP fatty acid binding protein 5 

EGF epidermal growth factor 

EGFI/II Epidermal growth factor like repeat 

EMSA electro mobility shift assay 

EpCAM epithelial cell adhesion molecule 

EpIC EpCAM intracellular domain, 

EpEX EpCAM extracellular domain 

EpEXrec EpCAM extracellular domain, recombinant expressed 

ER endoplasmatisches Retikulum 

et al. et alia 

etc. et cetera 

FACS fluorescence-aktivated cell sorter 

FHL2 four and a half LIM domains 2 

FITC Fluorescein-Isothiocyanat 

FKS fötales Kälberserum 

g Erdbeschleunigung 

g Gramm 

h Stunde 

HA Hämagglutinin 

HAMA human anti-mouse antibodys 

Her2/neu v-erb-b2, erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 2 

HNO Hals-Nasen-Ohren 

HPV Humanes Papillomavirus 

HRP Meerrettichperoxidase 

IC intra-cellular domain 

i.e. id est 

Ig Immunglobulin 

IGN-101 Edrecolomab® 

IHC Immunhistochemie 

IL Interleukin 

INFα interferon alpha 

IP Immunopräzipitation 

Jak Janus-kinase 

KA Karzinom 
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Kat.Nr. Katalog Nummer 

kb Kilobase 

kDa Kilodalton 

KLMS Konvokales Laserscan-Mikroskop 

Ko-IP Ko-Immunpräzipitation 

Ktrl. Kontrolle 

Ktrl. siRNA Kontroll small interfering RNA 

Kü Kulturüberstand 

l Liter 

L1 L1 cell adhesion molecule 

LB Luria Broth 

Lef lymphoid enhancer binding factor 1 

LIM Lin-14, Isl-1, Mec-3 

Lk leichte Antikörperkette 

M Molar 

m milli 

mA Milliampere 

mAK monoklonaler Antikörper 

MAP-Kinase mitogene-activated protein kinase 

max. maximal 

max. Konz. maximale Konzentration 

mg Milligramm 

MG-132 Proteasom Inhibitor 

min Minute 

ml Milliliter 

mM Millimolar 

mRNA messenger-RNA 

Mr Molekulargewicht 

NCBI National Center of Biotechnology Information 

NFκB nuclear factor of kappa 

ng Nanogramm 

NICD NOTCH intracellular domain 

nM Nanomolar 

Nr. Nummer 

Nr-CAM neuronal cell adhesion molecule 

N-terminal Amino-terminal 

NTF N-terminales Fragment 

OD optische Dichte 

p53 tumor protein p53 (Li-Fraumeni syndrom) 

p300 E1A binding protein 300 

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
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PBS phosphatgepufferte Salzlösung 

PCR Polymerase-Kettenreaktion 

PDGF platelet-derived growth factor 

PI Propidiumiodid 

PS1 Presinilin 1, PSEN1 

PS2  Presenilin 2, PSEN2 

PVA Polyvinylalkohol 

Rb retinoblastoma protein 

RIP regulated intramembran proteolysis 

RNA Ribonukleinsäure 

RNR Ribonukleotid-Reduktase 

RT Raumtemperatur 

S3 / S4 Schnittstelle 3 / 4 

SCC squamous cell carcinoma antigen 

sec Sekunde 

SD Synthetic Dropont 

SDS Natrium-Dodecylsulfat 

SH Schleimhaut 

SK schwere Antikörperkette 

STAT1/3 signal transducer and activator of transcription 1/3 

siRNA small interfering RNA 

SNTA1 Syntrophin 1 

SorLA sortilin-related receptor, L(DLR class) A repeats-containing 

SP Signalpeptid 

SV40 simian virus 40 

TACE tumor necrosis factor, alpha, converting enzym, ADAM17 

TAPI-2 

N-(R)-(2-(Hydroxyaminocarbonyl)methyl)-4-methylpentanoyl-L-t-butyl-

glycine-L-alanine 2-aminoethyl amide, TACE-Inhibitor, 

TCF T-cell factor 

TM Transmembrandomäne 

TNFα tumor necrosis factor α 

TNT in vitro Transkriptions/Translations-System 

TRIS Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 

TY tyroglobulin-type repeat 

U Unit 

u.a.  unter anderem 

überl. überlagert 

UMP-CMP-Kinase cytidylate kinase 

UV ultraviolett 

V Volt 



Abkürzungsverzeichnis 

  124 

v.Chr. Vor Christus 

W Watt 

WHO Weltgesundheitsorganisation 

WNT wingless-type MMTV integration site family protein 

YFP yellow fluorescent protein 

z.B. zum Beispiel 

µl Mikroliter 
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