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Einleitung 19

1 Einleitung

1.1 Aufbau und Funktion des menschlichen Darms

Der menschliche Darm stellt mit einer Oberfliche von ca. 300 m? die groBte
Kontaktflache des Kdrpers zur AuBenwelt dar. Die Oberflache der Darmschleimhaut
ist damit etwa 50-mal gréBer als die der Haut und erflllt zwei gegensatzliche
Funktionen, die sich auch im Aufbau der Darmwand widerspiegeln: Zum einen ist sie
fir die Resorption von Néahrstoffen verantwortlich, zum anderen muss sie sich und
den ganzen Organismus vor einer permanenten Exposition mit Verdauungsenzymen,
Nahrungsantigenen, pathogenen Keimen und Bakterien sowie vor deren Eindringen
aus dem Darmlumen in die Mukosa und die Zirkulation schitzen.

Die Wand von Dinndarm und Dickdarm ist bis auf geringe Unterschiede gleichartig

aus vier konzentrischen Schichten aufgebaut (Abbildung 1.1).

Krypten Epithelzellschicht

Lamina propria
Mukosa
Lymphknoten

Lamina muscularis mucosae

Submukosa

Zirkuldre Muskelschicht

Longitudinale Muskelschicht

Serosa

— —— — — e — — . S — oA o

Abbildung 1.1: Schematischer Aufbau der Darmwand [adaptiert nach(1)].
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Das Lumen des Darms ist von einer spezialisierten Schleimhaut, der Mukosa,
umgeben. Diese wird zum Lumen hin von einer Schicht aus schleimbedeckten
Epithelzellen begrenzt, die die unregelmaBigen Gewebserhebungen, die Zotten, und
die zwischen den Zotten liegenden Gewebseinsenkungen, die Krypten, auskleiden.
Durch die durch Gewebserhebungen und -einsenkungen erzielte Oberflachen-
vergréBerung wird eine mdglichst effiziente Verdauung und Absorption von
Né&hrstoffen im Dinndarm sowie eine optimale Regulation des Wasser- und
Elektrolythaushalts im Dickdarm sichergestellt. Das Gewebe unter der
Epithelzellschicht, die Lamina propria, wird von LymphgefaBen, BlutgefaBen und
Nervenbahnen durchzogen. Im Bindegewebe der Lamina propria findet man
hauptsachlich Fibroblasten, Lymphozyten und Makrophagen. Die vorherrschenden
Gewebeproteine im Darm sind Kollagene, welche von Fibroblasten und glatten
Muskelzellen produziert werden. Die Lamina propria wird durch die Muscularis
mucosae von der Submukosa getrennt. Die Muscularis mucosae ist eine etwa
finfreihige Schicht aus glatten Muskelzellen, die fir die Darmmotilitat von
besonderer Bedeutung ist. Bei der Submukosa handelt es sich um ein loses
Maschenwerk aus dinnen Kollagenfibrillen, welche die Mukosa mit der Muscularis
propria verbinden. Die Submukosa wird von BlutgefaBen und Lymphbahnen
durchzogen. Unterhalb der Submukosa schlieBt sich je eine Schicht aus
Ringmuskulatur und Langsmuskulatur an. Die Darmwand wird durch die Serosa
begrenzt, die beim Dinndarm durch das Mesenterium an der hinteren Bauchwand
befestigt ist (Mesenterialwurzel).

1.2 Die Kolonmukosa

Die Mukosa, welche sich in drei Subschichten gliedert, ist flir die meisten
physiologischen Funktionen des Darms verantwortlich. Die Mukosa des Dickdarms
(Kolonmukosa) wird von einer einschichtigen Epithelzellschicht bedeckt. Die Zellen
dieses Oberflachenepithels sind mit Schleim Uberzogen und auf einer vom Stroma
abgegrenzten Basalmembran fixiert. Sie kleiden das gesamte Darmlumen samt der
Gewebseinsenkungen — der Krypten — aus (Abbildung 1.1). Jede Krypte besteht aus
etwa 250 Epithelzellen, wobei die tatséchliche Anzahl von der anatomischen Lage
der Krypte abhangt (2). Das Querschnittrelief der Kolonmukosa ist relativ flach und
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besitzt nur halbmondférmig ausgebildete Falten und Ausbuchtungen. Die
Kolonmukosa ist durch eine exklusive Kryptenarchitektur, eine weitgehend parallele
Anordnung der Krypten, ein becherzellreiches Epithel und ein leukozytenarmes
Stroma gekennzeichnet. Das Oberflachenepithel besitzt einen Blrstensaum, der
allerdings weit weniger ausgepragt ist als im Dunndarm. Die Lange der Krypten

nimmt von oral nach aboral hin zu (3).

1.3 Kolonepithelzellen

1.3.1 Aufbau und Funktion der Kolonepithelzellen

Die klassische Funktion der Epithelzellen im Kolon besteht vor allem in der
Absorption von Flissigkeiten und Elektrolyten. Darliber hinaus stellt die einschichtige
Epithelzellschicht die primare Barriere gegen die im Darmlumen vorhandenen
Mikroorganismen und Pathogene dar. Die epitheliale Zelloberflache des Darms ist
die groBte Kontaktflache des menschlichen Kérpers zu seiner Umwelt und somit flr
die Aufrechterhaltung der physiologischen Kérperintegritat von zentraler Bedeutung.
Die selektive Barrierefunktion des Darms wird hauptsachlich von den Epithelzellen
der Darmschleimhaut und den von ihnen produzierten Muzinen (z.B.
Kleeblattpeptiden) erflillt (4). Der schematische Aufbau einer Kolonepithelzelle ist in
Abbildung 1.2 dargestellt. Die zylindrischen Kolonepithelzellen besitzen an ihrer
luminalen Oberflache Mikrovilli mit einer Glykokalix aus verschiedenen
Glykoproteinen wie Peptidasen, Disaccharidasen oder alkalischen Phosphatasen. In
der Zellmembran der Epithelzellen befinden sich auBerdem Transportkanale fir
Elektrolyte und Wasser, Transportproteine, die zum Teil mit energiekonvertierenden
Proteinen (ATPasen) gekoppelt sind, spezifische Rezeptoren und MHC Klasse II-
Molekule (3).
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Endocytotischer Mikrofilamente
Vesikel | /

Mikrovilli
Tight junction

Desmosom

Golgi Apparat

Mikrotubuli

Nukleus

Rauhes
Endoplasmatisches
Reticulum

Mitochondrium

Basalmembran

Abbildung 1.2: Schematische Ubersicht einer Kolonepithelzelle. [entnommen aus (5)].

1.3.2 Lebenszyklus der Kolonepithelzellen

Die einreihige Epithelzellschicht im menschlichen Kolon wird standig erneuert und
stellt eines der am schnellsten proliferierenden Gewebe des menschlichen Kérpers
dar (6). Samtliche Zellen dieser Epithelschicht werden aus undifferenzierten,
epithelialen Stammzellen gebildet, die an der Basis der Krypten lokalisiert sind (7-9).
Nach der Teilung migrieren die neu entstandenen Epithelzellen auf der
Basalmembran als einschichtig angeordnete Zylinderepithelzellen entlang der
Krypten-Lumen-Achse und durchlaufen wahrend ihrer Wanderung einen
Differenzierungsprozess (2; 10; 11). Die ausdifferenzierten Epithelzellen sind
schlieBlich auf der Oberflache der Krypte verteilt, wahrend die proliferierenden und
Mukus-produzierenden Becherzellen vorwiegend in der Kryptenmitte lokalisiert sind.
Mit einer Lebensdauer von nur 3-5 Tagen besitzen humane Kolonepithelzellen einen
sehr kurzen Lebenszyklus, der mit Erreichen des Lumens durch Induktion des
programmierten Zelltodes (Apoptose) und einer Abschilferung der Zellen in das
Lumen beendet wird (Abbildung 1.3) (12; 13).
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Abschilferungszone
Migration und \@

Differenzierung

Becherzelle

Zone der
Proliferation

Enteroendokrine
Zelle

Submucosa

Abbildung 1.3: Migration und Differenzierung von Kolonepithelzellen entlang der
Krypten-Lumen-Achse. [adaptiert nach (3)].

1.4 Apoptose — der programmierte Zelltod und seine Formen

1.4.1 Molekulare Mechanismen des programmierten Zelltodes

In multizellularen Organismen werden nicht mehr bendtigte oder den Organismus
gefahrdende Zellen mit Hilfe eines streng regulierten Prozesses entfernt, der als
programmierter Zelltod oder Apoptose (apoptosis: griechischer Ausdruck flir von
B&umen herunterfallende Blatter) bezeichnet wird. Dabei handelt es sich um einen
genetisch programmierten Vorgang, der zum kontrollierten Absterben einer Zelle
fuhrt. Apoptotische Zellen durchlaufen dabei eine Reihe von charakteristischen
zellmorphologischen Veranderungen. Dazu gehéren das Schrumpfen der Zelle,
Chromatinkondensation, DNA-Degradation, Fragmentierung des Zellkerns und die
Ausbildung membranumschlossener apoptotischer Vesikel (so genannter apoptotic
bodies). Im Gegensatz zur Nekrose kommt es dabei weder zu einer Schadigung der

Plasmamembran noch zu einer Entzindungsreaktion, die durch aus dem
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Cytoplasma absterbender Zellen freigesetzte Substanzen hervorgerufen wird. Die
Induktion von Apoptose [6st vielmehr eine definierte Sequenz intrazellulérer
Abbauprozesse aus, die zur Proteolyse bestimmter zentraler Proteine und
letztendlich zur Fragmentierung der DNA flOhrt. Gleichzeitig wird Gewebs-
makrophagen im Frihstadium der Apoptose durch die Externalisation von
Phosphatidylresten das Absterben der Zelle signalisiert, woraufhin die apoptotic
bodies von den Gewebsmakrophagen identifiziert, phagozytiert und
~gewebeschonend® eliminiert werden kénnen (14).

Die Induktion von Apoptose kann durch eine Vielzahl von Faktoren erfolgen. Dabei
unterscheidet man zwischen extrazellularen Signalen, die Uber Rezeptoren vermittelt
werden (extrinsische apoptotische Signalwege), und intrazellularen Ereignissen, die
zur Apoptose flihren (intrinsische apoptotische Signalwege). Extrinsische Signalwege
sind unter anderem flr die Eliminierung unerwlnschter Zellen wéahrend der
Entwicklung, bei der Ausbildung des Immunsystems sowie bei der Eliminierung von
Tumoren durch das Immunsystem (Immuniberwachung) von Bedeutung. Das initiale
Ereignis der Apoptoseinduktion stellt hierbei die Bindung bestimmter Liganden an
Todesrezeptoren dar, woraufhin Caspase-8 zum so genannten death inducing
signaling complex (DISC) rekrutiert und dort aktiviert wird (15). Im Gegensatz dazu
fihren Stressfaktoren innerhalb der Zelle (z.B. UV-Strahlung, Chemotherapeutika,
Schadigung wichtiger zellularer Bestandteile, z.B. der Mitochondrien) zur Induktion
intrinsischer apoptotischer Signalwege. Diese sind Rezeptor-unabhangig und
resultieren in der selektiven Permeabilisierung der Mitochondrien, der Freisetzung
von Cytochrom c ins Cytosol sowie der Rekrutierung und Aktivierung von Caspase-9
in einem Multiproteinkomplex, der als ,Apoptosom* bezeichnet wird (15; 16).

1.4.1.1 Proteine der Bcl-2-Familie

Da der Zelltod aufgrund der nachfolgend (Abschnitt 1.4.1.2) beschriebenen
Mechanismen sehr effizient und gerade im Fall der primaren humanen
Kolonepithelzellen auch sehr schnell ausgelést werden kann, ist eine enge und
vielschichtige Regulation notwendig, um eine adaquate Balance zwischen pro-und
anti-apoptotischen Stimuli zur Aufrechterhaltung der Homdostase zu garantieren.
Einen wichtigen Kontrollpunkt stellt die Integritdt der Mitochondrien dar, deren
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Membranpotential und Permeabilitdt durch die Familie der Bcl-2-Proteine reguliert
wird. Die 22 bekannten Mitglieder enthalten definierte konservierte a-helikale
Aminosauresequenzen, so genannte Bcl-2-Homologie-Domanen (BH-Doménen).
Entsprechend ihrer Funktion und Struktur werden die Mitglieder der Bcl-2-
Proteinfamilie in drei Gruppen unterteilt: Die anti-apoptotischen Proteine (z.B. Bcl-2,
Bcl-xL) enthalten alle vier bekannten BH-Domanen (BH1-BH4) und férdern das
Uberleben der Zelle durch Bindung und Inhibition der Funktion pro-apoptotischer Bcl-
2-Proteine. Pro-apoptotische Multidomanen-Proteine (z.B. Bax, Bak) weisen die
Domanen BH1-BH3 auf und sind die einzigen Bcl-2-Proteine, die aktiv die dauBere
Mitochondrienmembran durch Ausbildung von Poren permeabilisieren kdnnen. Die
pro-apoptotischen BH-3-only-Proteine (z.B. Bid, Bim, Bad, Bik, Bmf) weisen zwar
groBe strukturelle Unterschiede auf, enthalten jedoch alle die BH-3-Doméne. Die
LAktivatoren* Bid und Bim kénnen die porenbildende Aktivitdt von Bax und Bak
verstarken; Bad und Bik wirken als ,Sensoren® flr apoptotische Stresssignale und
verdrangen die ,Aktivator-Proteine aus der Bindung an Bcl-2 und Bcl-xL (17; 18).

Die Ereignisse, die zur Permeabilisierung der &uBeren Mitochondrienmembran
fihren, sind in Abbildung 1.4 zusammengefasst. In Abwesenheit apoptotischer
Stimuli sind Bcl-2 und Bcl-xL an der auBeren Mitochondrienmembran lokalisiert,
wahrend die pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine entweder im Cytosol oder ebenfalls an
der Mitochondrienmembran vorliegen. Apoptotische Signale filhren zur Aktivierung
der pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine und deren Translokation zu den Mitochondrien.
Dort erfolgt dann die Permeabilisierung der auBeren Mitochondrienmembran sowie
die Freisetzung des mitochondrialen Proteins Cytochrom c. Im Cytosol interagiert
Cytochrom ¢ mit dem apoptotic protease activating factor-1 (Apaf-1) und Caspase-9
zum Apoptosom.

Durch Regulation der Expression (Bcl-2, Bax, Bak), der Phosphorylierung (Bcl-2,
Bad, Bim, Bik), der proteolytischen Spaltung (Bid) und der intrazelluldren Lokalisation
(Bax, Bim, Bmf) hat die Zelle die Méglichkeit, das Verhéltnis von anti- und pro-
apoptotischen Signalen zu kontrollieren (17).
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Abbildung 1.4: Regulation der Permeabilitidt der &uBeren Mitochondrienmembran
durch Bcl-2-Proteine. Die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak sind die einzigen Bcl-2-
Proteine, die wdhrend des apoptotischen Zelltods aktiv zur Permeabilisierung der duBeren
Mitochondrienmembran fdhig sind. Die Multimerisierung von Bax oder Bak flhrt zur
Porenbildung, der Freisetzung von Cytochrom c¢ ins Cytosol sowie der Aktivierung von
Effektorcaspasen. Die porenbildende Aktivitdt von Bax und Bak wird durch die BH-3-only-
Aktivator-Proteine (Bid und Bim) stimuliert. Anti-apoptotische Proteine (Bcl-2 und Bcl-xL)
verhindern eine Permeabilisierung der Mitochondrienmembran indem sie mit Bax und Bak
assoziieren und dadurch deren porenbildende Aktivitdt blockieren bzw. an die Aktivatoren
Bid und Bim binden und dadurch indirekt die Porenbildung verhindern. Die BH-3-only-
Sensorproteine (Bad und Bik) verdrdangen die Aktivatorproteine aus der Bindung an Bcl-2
oder Bcl-xL und verstédrken dadurch deren Aktivatorfunktion [adaptiert nach (17)].

1.4.1.2 Caspasen

Uberwiegen die pro-apoptotischen Stimuli, wird eine intrazellulare Kaskade in Gang
gesetzt. Die zentralen Komponenten des apoptotischen Zelltodapparats stellen dabei
die Caspasen dar, Cystein-Proteasen, die ihre Substrate an konservierten Aspartat-
Resten spalten (19-24). Bei den apoptotischen Caspasen unterscheidet man
zwischen Initiator- und Effektorcaspasen. Beide Subtypen liegen in allen Zellen als
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inaktive Proenzyme vor, deren Aktivitadt durch extrinsische oder intrinsische Signale
induziert werden kann. Die Initiator- oder upstream-Caspasen (Caspasen-2, -8, -9
und 10) besitzen lange Prodomanen (>90 Aminosauren) und enthalten
Erkennungsmotive (CARD: caspase-activation and recruitment domain und DED:
death effector domain), Uber die Wechselwirkungen mit anderen Proteinen, z.B.
Todesrezeptor-assoziierten Signalproteinen, mdglich sind. Vor ihrer Aktivierung
liegen die Initiatorcaspasen als inaktive Monomere mit groBen und kleinen
Untereinheiten vor. Zur Aktivierung ist die Rekrutierung der Proenzyme an
Adaptorproteine in Multiproteinkomplexen notwendig, wo die Caspasemonomere
dann dimerisieren und durch die damit verbundenen Konformationsanderungen
aktiviert werden (22; 23). In dieser Form kdnnen die Initiatorcaspasen nachfolgend
Effektor- oder downstream-Caspasen (Caspasen-3, -6 und 7) aktivieren. Diese
besitzen kurze Prodoméanen (20-30 Aminosauren) und liegen im Cytosol als inaktive
Dimere vor. Durch proteolytische Spaltung an bestimmten Erkennungsmotiven
entstehen Untereinheiten von etwa 10 und 20 kDa (15; 23; 25; 26). Die
Erkennungsmotive bestehen aus einer Sequenz von vier Aminosauren P1-P4, die
durch ein Aspartat an P1 (daher das ,asp“ im Namen Caspase) und eine starke
Praferenz fir Glutamin an P3 gekennzeichnet ist (27). Prozessierte Effektorcaspasen
bilden Heterotetramere, die aus je zwei p10 und p20 Untereinheiten und einem
Cysteinrest im katalytischen Zentrum (daher das ,,C* im Namen Caspase) bestehen.
In ihrer aktivierten Form vermitteln sie eine schnelle Verstarkung und den Fortschritt
des apoptotischen Signals, indem sie weitere Caspasen prozessieren und aktivieren
(~Schneeballeffekt”). Am Ende der Kaskade kommt es schlieBlich zum gezielten und
spezifischen Abbau bestimmter essentieller zelleigener Proteine (targets) sowie der
chromosomalen DNA. Die Mechanismen der Caspasen-Aktivierung sind in Abbildung
1.5 veranschaulicht.

Wichtige Regulatoren der Apoptose auf der Ebene der Caspasen sind die IAPs
(inhibitors of apoptosis proteins). Die Mitglieder dieser Proteinfamilie inhibieren die
apoptotische Kaskade, indem sie entweder an Pro-Caspasen binden, um deren
Aktivierung zu verhindern oder sie binden an prozessierte Caspasen und hemmen
deren Aktivitat. Kommt es zur Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien,
werden gleichzeitig auch Proteine freigesetzt, die die Funktion der IAPs blockieren
(IAP-Antagonisten) und auf diese Weise die Effizienz des Apoptose-stimulierenden
Prozesses verstarken (22).
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Abbildung 1.5: Mechanismen der Pro-Caspasen-Aktivierung. Die inaktiven Pro-Formen
der Initiatorcaspasen liegen als Monomere, die der Effektorcaspasen als Dimere vor. Die
Aktivierung der Initiator-Caspasen erfolgt durch die DED- oder CARD-Doménen-vermittelte
Rekrutierung an Multiproteinkomplexen  (, Aktivierungsplattformen®) und die dortige
Dimerisierung. Die aktivierten Initiatorcaspasen aktivieren dann durch proteolytische
Spaltung downstream gelegene Effektorcaspasen, welche im Anschluss weitere
Effektorcaspasen aktivieren kénnen und auf diese Weise zur Amplifikation des apoptotischen
Signals beitragen [modifiziert nach (15)].

Interessanterweise gibt es bislang keine einheitlich erkennbare Reihenfolge der
Caspasen-Aktivierung im Verlauf der unterschiedlichen Apoptoseformen. Vielmehr
scheinen der Zelltyp und die Art des apoptotischen Triggers ausschlaggebend dafir
zu sein, welche spezifische Sequenz von Caspasen nacheinander aktiviert wird (28-
32).
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1.4.2 Anoikis — Induktion von Apoptose nach Verlust der
Zellverankerung

Meredith et al. (33) beobachteten 1993, dass Endothelzellen apoptotisch absterben,
wenn ihnen der Kontakt zur extrazellularen Matrix entzogen wird. Das gleiche
Phanomen beschrieben Frisch und Francis (34) an renalen Epithelzellen und gaben
ihm den Namen Anoikis (griech.: Zustand der Heimatlosigkeit). lhre urspriingliche
Definition von Anoikis - ,Apoptose, die durch den Verlust des Zell-Matrix-Kontakts
induziert wird“ — wurde inzwischen erweitert zu ,Apoptose, die durch den Verlust der
Zellverankerung induziert wird“, da neuere Daten zeigen, dass auch der Verlust der
Zell-Zell-Verankerung zum apoptotischen Zelltod fihren kann (35-38).

Diese spezielle Form des Zelltods ist von besonderer physiologischer Relevanz, da
ein Verlust der Verankerungsabhangigkeit einen wesentlichen Schritt im Rahmen der
neoplastischen Transformation adharenter Zellen darstellt. Maligne transformierte,
metastasierende Zellen entwickeln eine Anoikisresistenz und sind deshalb in der
Lage, sich aus dem Zellverband bzw. von der Matrix zu I6sen ohne der Apoptose zu
unterliegen (39-44).

Inzwischen wurde Anoikis fir eine Vielzahl adharent wachsender Zelltypen
beschrieben, wie den mammaéren (45; 46), thyreoidalen (47), intestinalen (30; 48)
und bronchialen Epithelzellen (35), aber auch fiar Keratinozyten (49; 50),
Endothelzellen (51) und Fibroblasten (52). 1996 wurde Anoikis erstmals bei
intestinalen Epithelzellen beobachtet (48) und in den letzten Jahren genauer
charakterisiert (30; 53-55): Primare humane Kolonepithelzellen sind hochgradig
verankerungsabhangig und deshalb besonders anféllig fir Apoptose. Sie unterliegen
nach Verlust der Zellverankerung innerhalb weniger Stunden dem programmierten
Zelltod. Dabei hat die Lokalisation der Epithelzelle innerhalb der Krypte keinen
Einfluss auf ihre Anoikis-Anfalligkeit. Im Verlauf der Anoikis von Kolonepithelzellen
kommt es zu einer hierarchischen Aktivierung der Caspasen-2 und -9, anschlieBend
zur Prozessierung der Caspasen-7, -3 und -6. Daneben wurde die Freisetzung von
Cytochrom ¢ und die Translokation der aktivierten Caspase-3 in den Zellkern
beobachtet (Abbildung 1.6) (53).
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Abbildung 1.6: Signaltransduktion nach Induktion von Anoikis in primdren humanen
Kolonepithelzellen. Der Verlust der Zellverankerung fihrt zur Aktivierung der
Initiatorcaspasen-2 und -9, gefolgt von der raschen Aktivierung der Effektorcaspasen-7, -3
und -6. Parallel erfolgt die Prozessierung von Caspase-8 sowie die Freisetzung von
Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien. Die apoptotische Signalkaskade endet mit der
Fragmentierung der DNA sowie der Proteolyse wichtiger zellulédrer Proteine [modifiziert nach

(53)].

1.5 Rolle der Zellverankerung als Uberlebensfaktor

Die Verankerung adhéarenter Zellen in ihrem Gewebsverband kommt durch Zell-
Matrix-Kontakte und Zell-Zell-Kontakte zustande. Beiden Formen der Zell-
verankerung liegen auf molekularer Ebene unterschiedliche Strukturen zugrunde. Die
Zell-Adhasion an die Bestandteile der extrazellularen Matrix erfolgt Gberwiegend UGber
Integrine, wahrend Zell-Zell-Kontakte durch Strukturen wie tight junctions, adherens
junctions, Desmosomen und gap junctions vermittelt werden.

Neben der rein mechanischen Verankerung der Zelle spielen diese Strukturen auch
in funktioneller Hinsicht eine wichtige Rolle, da sie fahig sind, Signale zu Ubertragen,
die fir das Uberleben und die Proliferation der Zelle von groBer Bedeutung sein
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kénnen. Ein Fehlen dieser Signale aufgrund des Verankerungsverlustes induziert in
den meisten adharenten Zelltypen Anoikis.
Die unterschiedlichen Elemente der Zellverankerung werden im Folgenden naher

charakterisiert.

1.5.1 Zell-Matrix-Verankerung

Die Verankerung von Zellen an die Komponenten der extrazellularen Matrix
(Kollagene, Fibronektin, Laminin, etc.) kommt hauptsachlich Gber Integrine zustande.
Integrine sind heterodimere Transmembranproteine, die aus je einer alpha- (a4, as,
a3, 04, ...) und einer beta-Kette (B1, B2, Bz, B4, ...) bestehen, welche kovalent
miteinander verbunden sind. Es sind tUber 20 Kombinationen von alpha- und beta-
Ketten bekannt, wobei ein spezifisches Integrin an unterschiedliche Komponenten
der extrazellularen Matrix binden kann, genauso wie umgekehrt verschiedene
Integrine die Bindungspartner einer bestimmten Matrixkomponente sein kénnen (56;
57).

Neben der physikalischen Zellverankerung Ubernehmen Integrine auch eine wichtige
Funktion bei der Aktivierung intrazellularer mitogener Signalpfade, die einen
wesentlichen Einfluss auf das Uberleben der Zelle haben (58-60). Die Zelladh&sion
fihrt zum clustering der Integrine und zur Ausbildung so genannter fokaler
Adhésionen, Integrin-assoziierter Signalkomplexe, deren wesentliche Komponenten
Nicht-Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie z.B. die Focal Adhesion Kinase (FAK) sind
(Abbildung 1.6) (61-63). Mit Hilfe der assoziierten Signalproteine kdénnen dann
unterschiedliche mitogene und anti-apoptotische Signalkaskaden aktiviert werden
(64-76).

1.5.2 Zell-Zell-Verankerung

Die Zell-Zell-Verankerung wird in Abhangigkeit vom Zelltyp von unterschiedlichen
Adhésionsproteinen  vermittelt. Zwischen benachbarten  Epithelzellen  und
Endothelzellen bilden sich tight junctions aus, die unter anderem flir die
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Aufrechterhaltung der epithelialen Barriere und Polaritdt von entscheidender
Bedeutung sind. Direkt unterhalb der tight junctions findet man die adherens
junctions, GOber die der interzellulare Kontakt durch Assoziation von Cadherinen
zustande kommt (Abbildung 1.7). Die Proteinfamilie der Cadherine besteht aus
single-pass-Transmembran-Glykoproteinen, die eine Ca®-abhangige Zell-Zell-
Adhasion vermitteln. Zu den klassischen Cadherinen gehéren E-Cadherin (in
Epithelzellen), N-Cadherin (in Endothel-, Neuronal- und Muskelzellen) und P-
Cadherin (in Zellen der Plazenta). Die durch die Cadherine vermittelte Zelladhasion
kann zwischen homotypischen Zellen (z.B. Uber E-Cadherin der intestinalen
Epithelzellen) oder heterotypischen Zellen (z.B. die Bindung von Melanomzellen an
Fibroblasten durch N-Cadherin) erfolgen (77; 78). Um die Stabilitdt der Zell-Zell-
Interaktion zu verstarken, missen die intrazellularen Doméanen der Cadherine Uber
Ankerproteine — unter anderem a-, B- und y-Catenin — mit dem Actin-Cytoskelett

verbunden werden.

Adherens Junctions
Occludin (Zonula adherens)
— Actin

Actin

vJ
- Claudin-1 Plasma membrane

E-Cadherin

tight junctions

adherens juncm basal —»

Abbildung 1.7: Schematischer Aufbau von tight und adherens junctions.

(A) Komponenten der Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden tight und adherens junctions
[modifiziert nach http.//www.nastech.com/nastech/junctions_biology]. (B) Wechselwirkungen
struktureller ~ Proteine  an  Cadherin-abhdngigen  adherens  junctions  [Quelle:
http://en.wikipedia.org/wiki/Cadherin].
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Annlich wie bei den Integrinen geht auch die Funktion der Cadherine iiber die der
reinen Zellverankerung hinaus, da sie ebenfalls an Signaltransduktionsprozessen
beteiligt sein kdbnnen. Der Verlust dieser Zell-Zell-Kontakt-abhangigen Signale kann
neben der strukturellen Instabilitat der Zelle auch zur Induktion des programmierten
Zelltods fuhren: Nach Deletion von Cadherin in chimaren Mausen in vivo wurde eine
erhéhte Apoptoserate der intestinalen Epithelzellen beobachtet (37). Dagegen waren
orale Plattenepithelzellen sowie Epithelzellen des renalen Tubulussystems nach
Verlust der Zell-Matrix-Verankerung durch Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte
vor Anoikis geschitzt. Erst durch eine zusatzliche Blockierung der E-Cadherin-
Bindung wurde Apoptose induziert (36; 38). Auch in primaren murinen
Brustepithelzellen wird Anoikis trotz Verlust der Zell-Matrix-Verankerung durch
vorhandene Zell-Zell-Kontakte blockiert (79), und konfluente Fibroblasten bilden Zell-
Zell-Kontakte aus, die sie nach Verlust der Zell-Matrix-Verankerung vor Anoikis
schutzen (52).

1.5.3 Zell-Kontakt-vermittelte Signaltransduktion

Uber die Zell-Kontakt-vermittelnden Strukturen werden der Zelle eine Reihe von
Uberlebenssignalen vermittelt, deren Verlust mit der Induktion von Anoikis verbunden
ist (Abbildung 1.6). Intrazellular sind daran eine Reihe von Uberlebenspfaden
beteiligt, die die strukturelle Information der Zellverankerung in ein anti-apoptotisches
Signal ,lUbersetzen®. Die Komponenten der Signaltransduktion variieren zwar je nach
Zelltyp, dennoch gibt es einige zentrale Proteine und Pfade, die fur das Zell-Kontakt-
abhangige Uberleben von besonderer Bedeutung sind. Diese werden im Folgenden
kurz beschrieben.

1.5.3.1 Focal Adhesion Kinase (FAK)

Die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase FAK ko-lokalisiert an fokalen Adhéasionen mit
Integrinen und spielt deshalb vor allem bei der Zell-Matrix-Adhasion eine zentrale
Rolle. Die Bindung von FAK an Integrin-assoziierte Signalkomplexe fuhrt zur
Autophosphorylierung von Tyrosin 397 (Tyr897) und =zur Rekrutierung und
Phosphorylierung diverser Effektorproteine, durch welche wiederum eine Reihe
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unterschiedlicher pro-mitotischer und anti-apoptotischer Signalkaskaden aktiviert
werden. Durch die Interaktion mit FAK kommt es so unter anderem zur Aktivierung
des Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalpfads (68-70), des Ras/Erk-Signalpfads
(65-67; 71; 75; 76) sowie der MAPK-Kaskade (64; 72-74). Die Expression einer
konstitutiv aktiven FAK-Form verleiht Zellen eine Anoikisresistenz (18; 80; 81).
Dagegen induziert eine Hemmung von FAK-abhangigen Signalen in Tumorzellen
Anoikis, nachdem diese vom Substrat abgelést wurden (80; 81). In normalen
Kolonepithelzellen fihrt die Induktion von Anoikis zu zwei aufeinander folgenden
Spaltungen des nativen FAK-Proteins, die von den Caspasen-3 und -6 ausgefiihrt
werden (54). Die Proteolyse von FAK schaltet die von diesem Protein vermittelten
Uberlebenssignale ab. Das bei der Spaltung entstehende carboxyterminale
Fragment wirkt dann als Inhibitor weiterer FAK-abhangiger Signaltransduktion,
wodurch der apoptotische Effekt der FAK-Spaltung weiter verstarkt wird (81).

1.5.3.2 Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13-K)/Akt

Es sind eine Reihe extrazellularer Stimuli bekannt, die zur Aktivierung PI3-K/Akt-
abhangiger Signale fihren (82-85). Die Lipidkinase PI3-K und die Serin-Threonin-
Kinase Akt stellen deshalb zentrale Komponenten der intrazellularen Transduktion
von Uberlebenssignalen dar (86). Die aktivierte Form von PI3-K katalysiert die
Phosphorylierung von Phosphatidylinositolresten an der intrazellularen Seite der
Plasmamembran. Die phosphorylierten Phosphatidylinositolreste stimulieren die
Rekrutierung und Bindung der Proteinkinase Akt an die Membran, wo dann durch
Phosphorylierung die Aktivierung von Akt erfolgt. In der aktivierten Form vermittelt
Akt intrazellulare Uberlebenssignale durch Phosphorylierung einer Reihe von
Substraten, wodurch unter anderem die Funktion pro-apoptotischer Proteine wie Bad
und Pro-Caspase-9 inhibiert wird (87). Durch die Uberexpression von Akt wird daher
Apoptose in Epithelzellen verhindert (68).

Neben der essentiellen Bedeutung bei der Zell-Matrix-Kontakt-vermittelten
Signaltransduktion (18) scheint der PI3-K/Akt Signalpfad auch bei der Zell-Zell-
Kontakt-vermittelten Uberlebenssignaltransduktion eine wichtige Rolle zu spielen:
Die Ausbildung von E-Cadherin-vermittelten Zell-Zell-Kontakten zwischen MDCK-
Zellen induziert die physikalische Assoziation von PI3-K an E-Cadherin-enthaltende
Multiproteinkomplexe der adherens junctions sowie eine PI3-K-abhangige
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Aktivierung von Akt und die darauf folgende Translokation von Akt in den Zellkern
(88). In konfluenten Caco-2-Monolayern wurde ebenfalls eine Rekrutierung von PI3-
K an die adherens junctions beobachtet. Die Aktivierung von PI3-K flhrte dabei zur
downstream-Stimulation Akt- und p38 MAPK-abhangiger Signalpfade (86). Nach
Verlust der Zell-Matrix-Verankerung bewirkte die Aggregation proximaler
Tubuluszellen der Maus eine Aktivierung von PI3-K, wodurch die Zellen vor

Apoptose geschutzt waren (36).

1.5.3.3 Epidermal Growth Factor-Rezeptor (EGFR)

Der EGFR gehdrt zu einer Familie von Rezeptor-Tyrosinkinasen, die unter anderem
fir Zell-Zell-Interaktionen wéahrend der Organogenese von Bedeutung sind. Die
EGFR-vermittelte Signaltransduktion erfolgt uber  einen klassischen
Wachstumsfaktor-Signalpfad: Die Bindung von Liganden (z.B. EGF, TGF-a) an die
monomere Form des Rezeptors aktiviert dessen cytosplasmatische katalytische
Funktion durch Dimerisierung und Autophosphorylierung an bestimmten
Tyrosinresten. Letztere dienen als Bindungsstellen fir eine Reihe von
Adaptormolekilen, die wiederum eine Vielzahl von Signalkaskaden stimulieren, unter
anderem den Erk/MAPK-Signalweg (89).

Eine Aktivierung von EGFR und des downstream gelegenen MAPK-Pfads tragt zum
verankerungsunabhéngigen Uberleben humaner Keratinozyten bei (90). Der
Rezeptor kann auch Liganden-unabhangig durch Integrin-Bindung aktiviert werden
und Zelladhasions-abhdngig Wachstum und Proliferation vermitteln (91). Es gibt
darUiber hinaus auch Hinweise auf eine Interaktion von EGFR und E-Cadherin: In
humanen Keratinozyten und oralen Plattenepithelkarzinomzellen kommt es in
Abwesenheit von Zell-Matrix-Kontakten zur Ausbildung von E-Cadherin-EGFR-
Komplexen, einer Liganden-unabhangigen Aktivierung des Rezeptors sowie zur
Stimulation des MAPK-Signalwegs. In oralen Plattenepithelkarzinomzellen wird mit

Hilfe dieses Mechanismus’ Apoptose inhibiert (92; 93).
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1.5.3.4 Mitogen-activated protein kinases (MAPK)

Ein anderer Signalpfad, der haufig fiir das Uberleben von Zellen eine Rolle spielt, ist
die Ras-MEK-MAPK-Kaskade (94; 95). Uber den MAPK-Signalpfad erfolgt die
Regulation fast aller wichtigen zellularen Aktivitdten (96). Auch eine Reihe von
Stimuli, die von Integrinen ausgehen, laufen an dieser Stelle zusammen (64; 72-74).
Wie in Abschnitt 1.5.3.3 beschrieben, minden daneben viele EGFR-vermittelte
Stimuli in den MAPK-Signalweg. Onkogenes Ras schitzt intestinale Epithelzellen der
Ratte durch Aktivierung eines PI3-K-unabhangigen und MAPK-abhangigen Pfads vor
Anoikis (97). Des Weiteren sind Fibroblasten und MDCK-Zellen nach Verlust der
Zell-Matrix-Verankerung vor Apoptose geschiitzt, wenn der MAPK-Uberlebenspfad
konstitutiv aktiviert ist (71).

1.5.3.5 Src

Src-Kinasen stellen einen weiteren Faktor dar, der das Potential besitzt, Anoikis
effektiv. zu hemmen (98; 99). Innerhalb der Familie der Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinasen zahlt Src als Schllsselprotein fir Zelliberleben und -wachstum und
kann in Epithelzellen an der Regulation verschiedener Signalwege beteiligt sein
(100). Urspringlich wurde dieses Molekil als Onkogen (v-Src) des Retrovirus Rous
sarcoma virus entdeckt und erst spater fand man das entsprechende zellulare
Protein c-Src (101; 102). Die Familie der Src-Kinasen besteht aus mehreren
Mitgliedern (Src, Lyn, Fyn, Yes, Hck, Fgr, Blk und Lck). Die Regulation der Src-
Aktivitat erfolgt Gber Phosphorylierungen an negativen regulatorischen (Tyr527) und
positiven regulatorischen Resten (Tyr416) (103). In Gber 80% der Darmkrebszellen
sind Src-Expression und -Aktivitat im Vergleich zu Epithelzellen aus gesundem
Gewebe stark erhdéht (104) und hohe Src-Aktivitdten verleihen IEC-18-Zellen und
Kolonkarzinomzellen Anoikisresistenz (104; 105). Eine Modulation bzw. Veranderung
der Src-Aktivitdt kann sich daher stark auf die Regulation von Zellproliferation und
-Uberleben auswirken (98; 99). Erst kirzlich wurde gezeigt, dass Src eine zentrale
Komponente des E-Cadherin/PI3-K-Signalpfads darstellt, da die Src-Kinaseaktivitat
for die Rekrutierung von PI3-K an die Proteinkomplexe der adherens junctions nétig
ist (106).
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1.5.3.6 Nuclear factor kappa B (NF-kB)

NF-kB ist ein induzierbarer Transkriptionsfaktor, der aus mehreren Untereinheiten
aufgebaut ist (cRel, RelA, RelB, p50 und p52) und in nahezu allen Zelltypen
vorkommt. Jedes Mitglied der NF-kB-Familie besitzt eine N-terminal gelegene, aus
300 Aminosauren aufgebaute rel homology domain (RHD). Dieser Bereich ist flr die
DNA-Bindung, Dimerisierung und die Interaktion mit der IkB (inhibitor of kappa B) -
Familie, den Inhibitoren von NF-kB, zustandig. In den meisten Zellen liegt NF-kB im
Cytoplasma als inaktives Heterodimer aus RelA (p65) und p50 vor. In dieser Form ist
es an die IkB-Proteine gebunden, welche die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors
regulieren. NF-kB-aktivierende Stimuli fihren zur Phosphorylierung und
Ubiquitinierung sowie zum anschlieBenden proteasomalen Abbau von IkB. Auf diese
Weise kommt es zur Freisetzung von NF-kB, welches in den Zellkern transloziert und
dort die Transkription bestimmter Zielgene initiiert. Hierzu gehdren unter anderem
eine Reihe von Genen, die bei Immunreaktionen von Bedeutung sind, wie IL-1j,
TNF—a, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12, inducible nitric oxide synthase (iINOS),
Cyclooxygenase—2 (COX-2), ICAM—1, VCAM-1 und MHC Klasse Il Molekule (107).
Die Aktivierung von NF-kB kann durch eine Vielzahl von verschiedenen Stimuli
erfolgen, unter anderem durch Substanzen wie IL-1, TNF-a, Lipopolysaccharid,
doppelstrangige RNA und cAMP (108-110).

Neuere Daten zeigen, dass auch der Verlust der Zellverankerung zur unmittelbaren
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs fuhrt und daher ein Zusammenhang zwischen
Zellkontakten und der NF-kB-Aktivitat besteht (111). Die Induktion von NF-kB nach
Zellverankerungsverlust bewirkt eine deutliche Verzégerung des apoptotischen
Prozess in IEC-18-Zellen (111). Dieser Anti-Anoikis-Effekt wird unter anderem durch
die erhéhte Expression von Bcl-2 und IAP-1 vermittelt (112). NF-kB spielt daher
direkt nach Verust der Zellverankerung eine wichtige Rolle fiir das Uberleben von
IEC-18-Zellen.
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2 Arbeitsziele

Waéhrend die anti-apoptotische Signaltransduktion, die durch Integrin-vermittelte
Bindungen der Zelle an die extrazellulare Matrix induziert wird, in diversen Zelltypen
inzwischen sehr gut charakterisiert ist (18), gab es bisher nur wenige Daten dartber,
in welchem MaB und (ber welche Signalwege Zell-Zell-Kontakte zum Uberleben
adharenter Zellen beitragen. Die Bedeutung der Zell-Zell-Verankerung fir das
Uberleben der hochgradig verankerungsabhdngigen primdren humanen
Kolonepithelzellen war dabei noch véllig unklar.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurde ein Protokoll zur Isolation dieser Zellen
entwickelt, mit Hilfe dessen eine schnelle und effiziente Gewinnung intakter
Kolonepithelzellkrypten mdglich ist (113; 114). Darauf basierend sollte in der
vorliegenden Arbeit der Einfluss der Zell-Zell-Verankerung auf das Apoptose-
verhalten bzw. das Uberleben primdrer humaner Kolonepithelzellen untersucht

werden.

Als Grundlage sollte ein Modell entwickelt werden, mit dessen Hilfe es mdglich ist,
bestehende Zell-Zell-Kontakte innerhalb einer Kolonepithelzellkrypte Uber mehrere
Stunden aufrecht zu erhalten. Gleichzeitig sollten die Zellen jedoch keine Kontakte
zu Bestandteilen der extrazellularen Matrix ausbilden kénnen. Die isolierten Zellen
sollten hierzu zu Zellaggregaten zentrifugiert und der Erhalt von Zell-Zell-Kontakten

elektronenmikroskopisch nachgewiesen werden.

Zunachst sollte untersucht werden, in welchem MaB Zell-Zell-Kontakte die
Apoptoserate primarer humaner Kolonepithelzellen beeinflussen. Auf molekularer
Ebene sollte in Zellen mit aufrecht erhaltener Zell-Zell-Verankerung der Grad an
Apoptose anhand der Aktivierung von Caspasen sowie der DNA-Fragmentierung

ermittelt werden.

Weiterhin sollte aufgeklart werden, welche Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden Strukturen
neben ihrer mechanischen Funktion auch an Signaltransduktionsprozessen in

Kolonepithelzellen beteiligt sein kénnen. Dabei sollten zunachst die Rolle von
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Komponenten der adherens junctions untersucht werden, da die Ausbildung dieser
Proteinkomplexe das initiale Ereignis der Zell-Zell-Adhasion darstellt (115-118) und
bereits gezeigt wurde, dass E-Cadherin als Rezeptormolekil wirken kann, welches
durch Zell-Zell-Adhésion aktiviert wird (106).

Zusétzlich sollte analysiert werden, welchen Einfluss die Aufrechterhaltung der Zell-
Zell-Verankerung auf die Regulation von Bcl-2-Proteinen hat. Dazu sollten zunachst
die Mengen einzelner Vertreter der Bcl-2-Familie in Kolonepithelzellen mit intakter
Zell-Zell-Adhasion bzw. nach Verlust der Zellverankerung ermittelt und miteinander
verglichen werden. Dartber hinaus sollten cytosolische und mitochondriale
Proteinfraktionen aus Zellen mit bestehenden bzw. abwesenden Zell-Zell-Kontakten
isoliert werden und hinsichtlich der intrazellularen Lokalisation von Bcl-2-Proteinen

untersucht werden.

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit sollte die Identifizierung von Signalwegen sein,
welche durch Zell-Zell-Kontakte aktiviert und reguliert werden. Hierzu sollten
zunachst die Aktivierungszustande bestimmter Signalmolekile in Kolonepithelzellen
mit intakter Zell-Zell-Verankerung ermittelt und mit Zellen nach vollstandigem Verlust
der Zellkontakte verglichen werden. Im Anschluss sollten die aktivierten Signalpfade
mit Hilfe spezifischer Inhibitoren blockiert werden, um Aufschluss dartber zu
erhalten, in welchem AusmaB die einzelnen Zell-Zell-Kontakt-abhangigen

Signalwege das Uberleben von Kolonepithelzellen beeinflussen.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Herkunft von Material und Geraten

3.1.1.1 Material fur die Kultur primarer humaner Kolonepithelzellen

Bovine Serum Albumin (BSA)
Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Hanks’ Balanced Salt Solution (HBSS)

Keratinocyte Serum Free Medium (KSFM)

Nylonfilter, 80 um PorengrdBe
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS)
Polypropylenréhrchen (15 ml; 50 ml)
ReaktionsgefaBe (1,5 ml; 2 ml)
Trypanblau

Biomol, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
PAA, Pasching Osterreich

Gibco BRL, Eggenstein

Sefar, Kansas City, USA

Gibco BRL, Eggenstein

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Biochrom, Berlin

3.1.1.2 Gerate flr die Kultur primarer humaner Kolonepithelzellen

Praparationsbesteck
Plattformschattler

Aeskulap, Heidelberg
Bioblock Scientific, lllkirch, Frankreich

3.1.1.3 Material und Gerate fiir die Durchflusszytometrie

Durchflusszytometer EPICS XL-MCL
Biofuge fresco
Polystyrenréhrchen

Tragerflissigkeit Isoton®lI

Coulter Immuntech, Krefeld

Heraeus Sepatech, Osterode

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Coulter Immunotech, Krefeld
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3.1.2 Herkunft von Chemikalien, Enzymen und Verbrauchsmaterial

3.1.2.1 Chemikalien

Die in den Experimenten dieser Arbeit verwendeten Chemikalien und Enzyme sind

mit deren Bezugsquellen in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

N-acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-para-nitroanilid
(Ac-DEVD-pNA)

Acrylamid-Bisacrylamid
Ammoniumpersulfat

Bromphenolblau

CHAPS

ChemMate™ Target Retrieval Solution
Complete™ Proteasen Inhibitoren Cocktail
Digitonin

DTT

Ethidiumbromid

EDTA

B-Glycerophosphat

HEPES

Hyperfilm ECL™

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PQOy4)
Magermilchpulver

B-Mercaptoethanol

Methanol

Natriumchlorid (NaCl)

Natriumfluorid (NaF)
Natriumhydrogenphosphat (Na;HPQOy,)
Natriummolybdat (NaxMoQO,)
Natriumorthovanadat (NazVOy)
Nonidet P-40 (NP-40)
Para-Nitrophenylphosphat (PNPP)

Biomol, Hamburg

National Diagnostics, Atlanta, USA
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
DakoCytomation, Glostrup, Danemark
Boehringer, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Amersham, Buckinghamshire,
GroBbritannien

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sucofin, Zeven

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Boehringer, Mannheim

Fluka, Buchs



42 Material und Methoden
PMSF Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Ponceau S Fluka, Buchs

Propidiumiodid Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
RNase A Qiagen, Hilden

Re-Blot-Solution

Saccharose
Salzséaure (HCI)
SDS

TEMED

Tris

Tris-HCI

Triton X-100
Tween 20

Xylencyanol

3.1.2.2 Verbrauchsmaterial

Einmal-Gelkassetten (1,0 mm; 10 well)

Kanulen
96-well-Mikrotiterplatten

Nitrozellulosemembranen

Objekttrager SuperFrost® Plus
Pipetten

Polypropylenréhrchen (15 ml; 50 ml)
ReaktionsgefaBe (1,5 ml; 2 ml)
Spritzen

Whatman-Papier

Chemicon International, Temecula,
USA

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen
Sigma-Aldrich Chemie, Deisenhofen

Invitrogen  BV/Novex,  Groningen,
Niederlande

Becton Dickinson, Heidelberg

Nunc, Danemark

Invitrogen  BV/Novex,  Groningen,
Niederlande

Menzel-Glaser, Braunschweig

Costar, Cambridge, GroBbritannien
Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Eppendorf, Hamburg

Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg
Invitrogen  BV/Novex,  Groningen,
Niederlande
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3.1.2.3 Sonstige Gerite

Absorptionsspektrometer
Analysenwaage, Sartorius analytic A120 S
Elektrophoreseapparatur
ELISA-Reader

Millipore Wasser-Filtrationsanlage
pH-Meter

Thermomixer

Videosystem

Vortex

Waage, Sartorius excellence E1200 S
Zentrifuge, Biofuge15

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Perkin Elmer, Weiterstadt
Sartorius, Géttingen

Gibco BRL, Eggenstein
MWG Biotech, Denkendorf
Millipore, Eschhorn

wiss. Tech.Werkstatt, Weilheim
Eppendorf, Hamburg
Visitron Systems, Miinchen
Heidolph, Kelheim
Sartorius, Géttingen
Heraeus Sepatech, Hanau
Heraeus Sepatech, Hanau

3.1.3 Fertigkombinationen von Biochemikalien (Kits)

Die in dieser Arbeit verwendeten Reagenziensatze von Biochemikalien (,Kits*), sind

mit deren Bezugsquellen in der folgenden Tabelle zusammengefasst.

BIO-RAD Protein Assay

ECL-Plus™ Western Blotting Detection Kit
EGF ELISA

NF-kB-Aktivitatsassay

Phospho-c-Jun ELISA

QlAamp® DNA Mini Kit
TGF-a-ELISA

BIO-RAD
Minchen

Laboratories GmbH,
Amersham, Buckinghamshire,
GroBbritannien

Biosource, Camarillo, USA

Active Motif, Carlsbad, USA

Cell Signaling Technology, Beverly,
USA

Qiagen, Hilden

Calbiochem, Darmstadt
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3.1.4 Standards und Marker

100 bp DNA Leiter

Precision Plus Protein™ Standards ,all blue“

Gibco BRL, Eggenstein
BIO-RAD
Munchen

Laboratories GmbH,

Rainbow™ Multi-colored Marker Amersham, Buckinghamshire,

GroBbritannien

3.1.5 Antikérper

Die in dieser Arbeit verwendeten, kommerziell erhaltlichen Antikérper sind in den
folgenden Tabellen unter Angabe des Spenderorganismus, des Klons und der

Herstellerfirma zusammengefasst.

3.1.5.1 Primare Antikorper

Antikorper Spender- | Klon Firma
organismus

Actin Maus Chemicon International, Temecula, USA
Akt Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho-Akt Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
(Thr308)

Phospho-Akt Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
(Thr308)

Bad Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho-Bad Maus 7E11 | Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Bak Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Bax Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Bcl-2 Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Bel-xL Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Bik Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Bim Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
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Antikorper Spender- | Klon Firma
organismus
Caspase-2 Ratte Alexis Biochemicals, San Diego, USA
Caspase-3 Maus 19 BD Transduction Laboratories, Lexington,
USA
Caspase-7 Maus BD Transduction Laboratories, Lexington,
USA
Caspase-8 Maus BioCheck, Minster
Caspase-9 Maus 96-2- | Biomol, Hamburg
22
B-Catenin Maus 7D11 | Biomol, Hamburg
Aktives B-Catenin | Maus 8E7 Biomol, Hamburg
EGFR Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho-EGFR | Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Erk1/2 Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho-Erk1/2 | Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
(Thr202/Tyr204)
FAK Maus Chemicon International, Temecula, USA
Phospho-FAK Kaninchen Biosource, Camarillo, USA
(Tyr397)
p38 MAPK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho-p38 Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
MAPK
SAPK/JNK Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho- Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
SAPK/JNK
(Thr183/Tyr185)
Src Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA
Phospho-Src (Tyr | Kaninchen Cell Signaling Technology, Beverly, USA

416)
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3.1.5.2 Sekundare Antikérper

Antikérper Spender- Firma

organismus
Anti-Kaninchen IgG-HRP | Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-Maus IgG-HRP Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg
Anti-Ratte 1gG-HRP Ziege Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg

3.1.6 Puffer und Lésungen

Allgemeine Puffer

PBS (10x)

NaCl 80,0 g/l
KCI 2,0 g/l
Na,HPQO4 x 7 H.0 21,6 g/l
KH.PO4 2,0 g/l
pH 7,4

Agarose-Gelelektrophorese

TAE-Puffer (50x)
Tris/Acetat, pH 8,0 2M
EDTA, pH 8,0 50 mM

DNA-Ladepuffer

Glycerin 5,47 ml
Bromphenolblau 25 mg
Xylencyanol 25 mg
EDTA (0,5 M) 2 ml

ad. 10 ml Aqua bidest.
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Proteinisolierungq

CHAPS-Lysepuffer

HEPES, pH 7,4 100 mM
CHAPS 0,1 %
Saccharose 10 %
DTT 1 mM
NazVO, 1 mM
PMSF 1 mM

1 Tablette Complete™ Protease Inhibitoren pro 10 ml Puffer

Western Blot

Tris-Trenngelpuffer Tris 1,5 M, pH 8,8
Tris-Sammelgelpuffer Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
SDS (10 %)

Ammoniumpersulfat (10%)

Laemmli-Probenpuffer (2x)
Tris 0,5 M, pH 6,8

Glycerin 20 %
SDS 4 %
B-Mercaptoethanol 2 %

Bromphenolblau

Laufpuffer fiir die SDS-PAGE

Tris 2,9 g/
Glycin 14,4 g/l
SDS 19/l
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Transferpuffer

Tris 3¢/
Glycin 14,5 g/l
Methanol 20 % (v/v)
Waschpuffer

Tris, pH 6,8 10 mM
NaCl 100 mM
Tween 20 0,1 % (v/v)

Herstellung von Zellkernextrakten

Phosphatase-Inhibitor-Puffer (PIB)
NaF

B-Glycerophosphat
Para-Nitrophenylphosphat (PNPP)
NazVOyq4

PBS/PIB
PIB 0,5 ml
PBS 10 ml

(unmittelbar vor Gebrauch ansetzen)

Hypotonischer Puffer (HB)
HEPES, pH 7,5

NaF

NasMoO4

EDTA

125 mM
250 mM
250 mM

25 mM

20 mM
5mM
10 uM
0,1 mM
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Isolation von cytosolischen und mitochondrialen Fraktionen

Cytosol-Extraktionspuffer

Saccharose 250 mM
KCI 70 mM
NaCl 137 mM
Na,HPO4 4,3 mM
KH2PO4 pH 7,2 1,4 mM
Digitonin 200 pg/ml

1 Tablette Complete™ Protease Inhibitoren pro 10 ml Puffer

Mitochondrien-Lysepuffer

Tris, pH 7,4 50 mM
NaCl 150 mM
EDTA 2 mM
EGTA 2 mM
Triton X-100 0,2 %
NP-40 0,3 %

1 Tablette Complete™ Protease Inhibitoren pro 10 ml Puffer
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3.2 Methoden

3.2.1 Arbeiten mit primaren humanen Kolonepithelzellen

3.2.1.1 Isolierung primarer humaner Kolonepithelzellen

Die Isolierung von primaren humanen Kolonepithelzellen (KEZ) aus Darmresektaten
erfolgte wie von Grossmann et al. (113) beschrieben. Aus Praparaten menschlichen
Darms (normale, gesunde Mukosa; >10 cm Entfernung vom Tumor) wurden mit einer
Schere Mukosastreifen abprapariert. AnschlieBend wurden die Streifen fir 30 min bei
RT in einer 1 mM DTT-L6ésung (in HBSS) unter leichtem Rihren inkubiert, um die
Schleimschicht auf den Epithelzellen zu entfernen. Danach wurden die
Mukosastreifen in eine 1 mM EDTA-Lésung (pH 8,0; in HBSS) Uberflihrt und 10 min
bei 37 °C unter Rihren inkubiert, kurz mit HBSS gespiilt, in ein frisches Gefa mit ca.
20 ml HBSS (RT) tberfahrt und 5-10-mal kraftig geschttelt, um die intakten Krypten
von der darunter liegenden extrazellularen Matrix abzulésen. Die abgeldsten
Epithelzellkrypten wurden von den Mukosastreifen mit Hilfe eines Stahlsiebs (400 um
PorengréBe) getrennt und die Kryptenfraktion sofort auf Eis gestellt. Die Prozedur ab
der Inkubation in 1 mM EDTA wurde insgesamt 2-3-mal wiederholt. Alle gewonnenen
Kryptenfraktionen wurden vereinigt und die erhaltene Zellsuspension wurde zur
weiteren Aufreinigung Uber einen Nylonfilter (80 um PorengréBe) passiert, um die in
der Zellsuspension vorhandenen Einzelzellen (Erythrozyten, Leukozyten,
Fibroblasten, etc.) zu entfernen. Die intakten Epithelzellkrypten verblieben im Filter
und wurden im Anschluss mit gekihltem KSF-Medium heraus gewaschen und bis
zur weiteren Verwendung auf Eis aufbewahrt. Mit Hilfe dieser Methode erhalt man
KEZ-Krypten, in denen die Zell-Zell-Kontakte erhalten bleiben, wahrend die Zell-
Matrix-Verankerung verloren geht.

3.2.1.2 Induktion von Anoikis in primaren humanen Kolonepithelzellen

Direkt nach Isolation der primaren humanen KEZ-Krypten wurden diese als
Zellsuspension in KSFM in einem Polypropylenréhrchen bei 37°C auf einem
Plattformschattler inkubiert. Die Inkubation als Suspensionskultur flihrte innerhalb

von ein bis zwei Stunden zur Auflésung der Kryptenstruktur in Einzelzellen. Durch
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den Verlust jeglicher Zellverankerung kam es daher in den KEZ-Einzelzellen zur
Induktion der Apoptose. Zu den angegebenen Zeiten wurde jeweils ein Zell-Aliquot
abgenommen und analysiert. Im Folgenden werden die in Suspension inkubierten
Zellen als S-KEZ bezeichnet.

3.2.1.3 Modulation von Anoikis durch losliches E-Cadherin

Frisch isolierte KEZ-Krypten wurden als Suspensionskultur in Gegenwart eines
funktionellen E-Cadherin-Liganden, inkubiert (E-Cadherin-Fc; 10 pg/ml; R&D
Systems, Minneapolis, USA). Hierbei handelt es sich um ein dimeres E-Cadherin-
Chiméarprotein, dessen extrazellulare Doméne an den Fc-Teil des humanen IgG1
fusioniert wurde. KEZ wurden fir 15 min bei 4°C mit E-Cadherin-Fc vorinkubiert;
anschlieBend wurde ein Fc-spezifischer anti-human-lgG-Antikérper zugegeben (6
ug/ml; Jackson ImmunoResearch, Cambridgeshire, GroBbritannien), um ein Clustern
der E-Cadherin-Fc-Molekille an der Zellmembran zu induzieren. Die Zellen wurden
dann unter leichtem Schitteln eine Stunde bei 37 °C inkubiert, anschlieBend geerntet

und untersucht.

3.2.1.4 Blockierung der E-Cadherin-Bindung

Um die homophile Bindung zwischen E-Cadherin-Molekllen benachbarter Zellen zu
blockieren, wurden frisch isolierte KEZ-Krypten zunéachst durch 10-20-faches
Aufziehen in einer Kanile vereinzelt, um die vorhandenen E-Cadherin-Bindungen zu
unterbrechen. Die Zellsuspension wurde dann fir 15 min bei 4°C mit einem E-
Cadherin-blockierenden Antikérper (200 pg/ml; anti-human E-Cadherin, Chemicon
International, Temecula, USA) inkubiert und anschlieBend zu Zellpellets zentrifugiert.
Die aggregierten Zellen wurden im Anschluss zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.

3.2.1.5 Erhalt von Zell-Zell-Kontakten: Pellet-Modell

Um die Bedeutung von Zell-Zell-Kontakten fir das Uberleben von KEZ zu
untersuchen, wurden KEZ-Krypten direkt nach der Isolation vorsichtig bei 100 g und
4°C far 5 min zu einem Zellaggregat/Pellet zentrifugiert, um die bestehenden Zell-
Zell-Kontakte innerhalb der Krypten zu erhalten und eine Auflésung der
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Kryptenstruktur zu verhindern. Die KEZ-Pellets wurden anschlieBend bei 37°C
inkubiert, nach der jeweils angegebenen Zeit geerntet und analysiert. Im Folgenden
werden diese Zellen als P-KEZ bezeichnet.

3.2.1.6 Inhibition von Signalwegen

Zur Blockierung relevanter Signalpfade in P-KEZ wurden die frisch isolierten Krypten
mit spezifischen Inhibitoren flr 10-15 min bei RT vorinkubiert, anschlieBend bei 100 g
und 4°C fir 5 min zu Pellets zentrifugiert und zwei Stunden bei 37 °C inkubiert.

Es wurden die folgenden Inhibitoren in den angegebenen Konzentrationen

eingesetzt:
Blockierung Inhibitor Hersteller eingesetzte
von Konzentrationen

PI3-K LY294002 Cell Signaling Technology, 15-60 uM
Beverly, USA

EGFR Tyrphostin 1478 | Calbiochem, Darmstadt 10-50 uM

MEK uo126 Cell Signaling Technology, 10-50 uM
Beverly, USA

Src PP1 Biomol, Hamburg 10-50 uM

3.2.1.7 Gewinnung von Zellliiberstanden

Fir die Gewinnung von Zelliberstanden wurden aus S-KEZ-Kulturen Aliquots
entnommen und bei 100 g zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in Eppendori-
ReaktionsgefaBe tberflihrt und bei 10.000 g erneut zentrifugiert. Die so erhaltenen

Uberstande wurden aliquotiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.




Material und Methoden 53

3.2.2 Arbeiten mit DNA

3.2.2.1 DNA-Isolation

Die Isolation von DNA aus KEZ erfolgte mit dem QlAamp® DNA Mini Kit nach den
Angaben des Herstellers.

3.2.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Molekile verschiedener Lange koénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen
Mobilitéat in Agarosegelen getrennt werden. Man macht sich dabei die negative
Gesamtladung der DNA-Doppelhelix zunutze, welche durch die unter
physiologischen Bedingungen deprotonierten Phosphatgruppen des Ruickgrats
entsteht. DNA-Fragmente wandern daher im elektrischen Feld, wobei die
elektrophoretische Mobilitat indirekt proportional zum Logarithmus der Anzahl ihrer
Basen ist.

Zur Auftrennung der DNA wurden 1,5%ige Agarosegele verwendet. Die
entsprechende Menge Agarose wurde in TAE-Puffer (1x) aufgekocht und nach dem
Abkihlen auf etwa 50°C wurde Ethidiumbromid zugegeben (Endkonzentration 0,5
ug/ml). Als Laufpuffer diente 1x TAE-Puffer. Die DNA-Proben wurden mit DNA-
Ladepuffer im Verhéltnis 4:1 gemischt und in die Taschen des Gels pipettiert. Als
GréBenstandard wurde eine Probe bekannter Lange und Konzentration mitgeflhrt.
Die Auftrennung erfolgte bei einer Spannung von 80 Volt fir 2 Stunden. Durch das in
die DNA interkalierte Ethidiumbromid fluoreszierten die Fragmente im UV-Licht und

konnten fotografiert werden.

3.2.3 Farbemethoden

3.2.3.1 DNA-Farbung mit DAPI

FOr den Nachweis der Chromatinkondensation wurden Zellkerne mit DAPI geféarbt.
Durch die selektive Bindung des Farbstoffs DAPI an zellulare DNA kommt es zur
Ausbildung stark fluoreszierender Komplexe, wodurch fluoreszierende Zellkerne
entstehen, wahrend eine cytoplasmatische Fluoreszenz nicht nachweisbar ist.
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KEZ wurden durch Cytospin-Zentrifugation auf Objekttrager fixiert, mit DAPI-haltigem
Vectashield mounting medium (Vector, Burlingame, USA) gefarbt und am

Fluoreszenzmikroskop analysiert.

3.2.3.2 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie erméglicht den Nachweis und die Lokalisation bestimmter
intra- oder extrazellularer Proteine in Geweben und Zellen mit Hilfe von spezifischen
Antikérpern.  Allen immunhistochemischen Methoden liegt die Fahigkeit
immunreaktiver Antikbrper zugrunde, zugehdrige Antigene zu erkennen und daran
mit hoher Affinitdt zu binden. Die Antigen-Antikérper-Bindung kann dann durch
verschiedene direkte oder indirekte Markierungsverfahren sichtbar gemacht werden.

FUr die immunhistochemischen Farbungen wurden frisch isolierte KEZ sowie als
Positivkontrolle ein etwa 1 cm? groBes Stiick intakte Mukosa Uber Nacht in Formalin
fixiert, entwassert und anschlieBend in Paraffin eingebettet. Es wurden 5 um dicke
Paraffinschnitte angefertigt, auf unbeschichtete Objekttrager Gberflhrt und fir 60 min
bei 60°C getrocknet. Die Schnitte wurden dann fir 10 min in Xylol entparaffiniert und
in einer absteigenden Ethanolreihe rehydriert (99%, 95%, 70% Ethanol und PBS pH
7,4 fur je 5 min). Zur Demaskierung wurden die Schnitte durch 20-min(tige
Inkubation in Zitronensaurepuffer (ChemMate™ Target Retrieval Solution, Dako
Cytomation, Glostrup, Danemark) bei 95 °C vorbehandelt. Um die Aktivitat
endogener Peroxidasen der Zellen im Gewebeschnitt zu senken, wurden die
Objekttrager fur 30 min in 0,3%iger Wasserstoffperoxidlésung inkubiert und
anschlieBend 3 x 5 min in PBS gewaschen. Die Féarbung erfolgte maschinell
(Ventana Medical Systems, lllkirch, Frankreich) mit einem anti-Fibronektin-Antikdrper
(Progen, Heidelberg; Verdiinnung 1:5).

3.2.4 Western Blot

Mit Hilfe des so genannten Western Blotting ist es mdglich, Proteine ihrer GroBe
nach aufzutrennen und anschlieBend zu identifizieren. Ein Proteingemisch wird
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) entsprechend des

Molekulargewichts seiner Komponenten aufgetrennt. Durch die Anwesenheit von
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SDS erhalten die Proteine eine negative Ladung. Der Zusatz von B-Mercaptoethanol
bewirkt eine Spaltung intramolekularer Disulfidbricken (Reduktion). Die
elektrophoretische Beweglichkeit der Proteine hangt dann nur noch von der
MolekiilgroBe sowie der PorengréBe des dreidimensionalen Gel-Netzwerks ab. Nach
der elektrophoretischen  Auftrennung werden die Proteine auf eine
Nitrozellulosemembran transferiert (,geblottet®) und kdénnen mit spezifischen
Antikdrpern markiert und mittels einer Chemolumineszenz-Reaktion sichtbar

gemacht werden.

3.2.4.1 Gewinnung von Zellextrakten (Cytosolpraparation)

Die Zellen wurden fir 5 min bei 200 g zentrifugiert und das Pellet in CHAPS-
Lysepuffer resuspendiert. Die Zellsuspension wurde anschlieBend mehrmals mit
3-seklindigen Ultraschall-Pulsen behandelt um eine vollstidndige Lyse zu
gewabhrleisten und eventuelle DNA-Protein-Wechselwirkungen zu beseitigen. Das
erhaltene gesamtcytosolische Lysat wurde 10 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugiert
und der die cytosolischen Proteine enthaltende klare Uberstand in ein neues
vorgeklhltes Eppendorf-Reaktionsgefal tberflhrt.

3.2.4.2 Herstellung cytosolischer und mitochondrialer Fraktionen

Die Herstellung cytosolischer und mitochondrialer Fraktionen erfolgte durch
subzellulare Fraktionierung mittels Digitonin. Dazu wurden Zellaliquots in Cytosol-
Extraktionspuffer fir etwa 1 min auf Eis inkubiert. Die dabei stattfindende
Permeabilisierung der Plasmamembran wurde mittels Trypanblauféarbung kontrolliert.
Nachdem etwa 80% der Zellen permeabilisiert waren, wurden die Zellen bei 1000 g
und 4°C fir 5 min zentrifugiert. Die im Uberstand enthaltenen cytosolischen
Fraktionen wurden abgenommen und in ein Eppendorf-Reaktionsgefa3 Uberfihrt.
Die Pellets wurden im gleichen Volumen Mitochondrien-Lysepuffer resuspendiert und
anschlieBend fir 10 min bei 10.000g und 4°C zentrifugiert. Der so gewonnene
Uberstand enthielt die mitochondrialen Fraktionen und wurde ebenfalls in ein neues
GefaB uberfihrt.
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3.2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentration der isolierten Proteine wurde photometrisch mit Hilfe des BIO-RAD
Protein Assays bestimmt. Der Test beruht auf der Methode von Bradford, bei der die
Bindung von Coomassie brilliant blue G250 an Proteine das Absorptionsmaximum
von 465 nm (ohne Protein) zu 595 nm (mit Protein) verschiebt. Die Zunahme der
Absorption bei 595 nm ist ein MaB flr die Proteinkonzentration der Probenlésung.

Absolute Werte fur den Proteingehalt wurden durch die Messung einer
Verdiinnungsreihe einer BSA-Standardlésung bekannter Konzentration ermittelt.
Durch Auftragung der Absorption bei 595 nm gegen den Proteingehalt der
Verdinnungsreihe erhielt man eine Eichgerade, mit deren Hilfe der
Gesamtproteingehalt der Probe ermittelt werden konnte. Die Probenlésungen wurden
hierfir im Verhaltnis 1:1000 verdinnt eingesetzt, mit 200 pl BIO-RAD-Farbstoff
versetzt und der 1,0 ml-Ansatz fir 20 min bei RT inkubiert. Die Absorption der
gebildeten Komplexe konnte photometrisch bei einer Wellenlange von 595 nm
gemessen werden. AnschlieBend wurden anhand der Standardkurve die

Proteinkonzentrationen der Probenlésung berechnet.

3.2.4.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Auftrennung der denaturierten Proteine mittels SDS-PAGE wurde das X-Cell
[I™ Mini-Cell Modul (Novex-Kammer) der Firma Invitrogen BV/Novex verwendet.
Hierfir wurden Einmal-Gelkassetten benutzt, in denen ein fir den Auftrennungs-
bereich geeignetes SDS-Polyacrylamidgel (6—15%; pH 8,8) gegossen wurde. Das
Trenngel wurde mit einem 5%igen Sammelgel (pH 6,8) Uberschichtet und der
Probenkamm luftblasenfrei eingesetzt. Nach ca. 30 min Polymerisation wurde der
Probenkamm vorsichtig entfernt und die Kammern mit Aqua bidest. gespult. Die
fertigen Gele wurden in die Elekirophoresekammer eingesetzt und die Novex-
Kammer mit Laufpuffer befllt.

Zur Vorbereitung der Proben wurden 10-50 pg isoliertes Gesamtprotein mit Aqua
bidest. auf ein Volumen von maximal 20 pl eingestellt und mit dem gleichen Volumen
2x Laemmli-Probenpuffer versetzt. Die &quivalenten Proteinmengen wurden
anschlieBend bei 95°C fir 5 min denaturiert und nach kurzer Zentrifugation in die
Taschen des Polyacrylamidgels einpipettiert. Auf jedes Gel wurde auBerdem ein

Proteinstandard als GrdBenmarker fir die zu detektierenden Proteine aufgetragen.
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Nachdem die in die Geltaschen geflillten Proteinproben bei 50-70 V (12,5 mA pro
Gel) in das Sammelgel eingewandert waren und das Trenngel erreicht hatten, wurde
die Spannung auf 120 V (18 mA pro Gel) erhéht. Die Laufzeit, bis die Laufmittelfront

das untere Ende des Gels erreicht hatte, betrug ca. 1,5 h.

3.2.4.5 Proteintransfer auf Nitrozellulosemembranen (Blotten)

Proteine kédnnen durch einen Transfer aus SDS-Polyacrylamidgelen auf geeignete
Membranen lbertragen werden. Der Proteintransfer erfolgte mit dem X-Cell I™ Mini-
Cell Blot-Modul mittels Tank-Blot-Technik. Hierflir wurde eine Sandwich-Anordnung
aus Schwammen, Whatman-Filterpapieren, dem Polyacrylamidgel und der Nitro-
zellulosemembran (PorengréBe 0,45 um) hergestellt. Auf die Kathodenseite des Blot-
Moduls wurden zwei mit Transferpuffer getrankte Schwamme gelegt; darauf folgte
eine Anordnung aus je einer Lage Whatman-Filterpapier, Polyacrylamidgel,
Nitrozellulosemembran, Whatman-Filterpapier und zwei weiteren getréankten
Schwammen. Beim Aufbau wurde darauf geachtet, dass sich zwischen den
einzelnen Schichten keine Luftblasen befanden, da sonst nur ein unvollstandiger
Transfer stattgefunden héatte. Der Transfer der Proteine erfolgte bei 0,8 mA/cm?
Gelflache fur die Dauer von einer Stunde.

3.2.4.6 Farbung der Membran mit Ponceau S

Um den vollstdndigen Transfer der Proteine vom Polyacrylamidgel auf die
Nitrozellulosemembran zu Uberprifen, wurde diese mit Ponceau S angefarbt. Die
Membran wurde fir ca. 30 Sekunden in Ponceau S-Lésung geschwenkt und
anschlieBend so lange in Aqua bidest. entfarbt, bis Proteinbanden sichtbar wurden.
Die Intensitat der sichtbaren Banden konnte als Ladungskontrolle des
Polyacrylamidgels verwendet werden. Im Anschluss wurde die Membran durch
Schwenken in Waschpuffer restlos entfarbt.

3.2.4.7 Immundetektion der Proteine

Zur Immundetektion der Proteine wurde die Nitrozellulosemembran Uber Nacht bei
4°C bzw. fir eine Stunde bei RT in Blockierlésung (5%ige Magermilchlésung oder
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5%ige BSA-Losung in Waschpuffer) inkubiert, um freie Bindungsstellen auf der
Membran abzuséttigen und so unspezifische Bindungsstellen auf ein Minimum zu
reduzieren. Danach wurde die Membran kurz in Waschpuffer geschwenkt und
anschlieBend fur mindestens eine Stunde bei RT unter leichtem Schitteln mit dem in
Blockierldsung verdinnten Primarantikérper inkubiert. Die Membran wurde dann fur
6 x 10 min mit Waschpuffer gewaschen und anschlieBend fiir eine weitere Stunde mit
dem gegen den Priméarantikdrper gerichteten Sekundarantikdrper (HRP-gekoppelt;
verdinnt in 5%iger Magermilchlésung in Waschpuffer) inkubiert. Die Membran wurde
erneut fir 6 x 10 min gewaschen und anschlieBend mit dem ECL-Plus™ Western
Blotting Detection Kit entwickelt, in Folie verpackt und in eine Réntgenfilmkassette
eingelegt. Es wurde ein Hyperfilm aufgelegt und nach geeigneter Expositionszeit
entwickelt.

3.2.4.8 Strippen der Nitrozellulosemembran

Nach erfolgter Immundetektion des Zielproteins auf der Nitrozellulosemembran
konnte diese fur weitere Antikérperinkubationen verwendet werden. Hierflr wurden
die gebundenen Antikérper durch eine 15-minltige Inkubation in einer Stripping-
Lésung (Re-Blot-Solution) bei RT entfernt. AnschlieBend wurde die Membran 2 x 10

min gewaschen, neu blockiert und mit dem nachsten Primé&rantikérper inkubiert.

3.2.5 Kolorimetrische Messung der Caspase-3-Aktivitat

Zur Bestimmung der Caspase-3-Aktivitdt in KEZ wurde ein kolorimetrischer Assay
verwendet. Dieser basiert auf der Hydrolyse des synthetischen Caspase-3-
Peptidsubstrats N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-para-nitroanilid (Ac-DEVD-pNA). Ein
Produkt der Caspase-3-abhangigen Spaltung dieses Peptids ist para-Nitroanilid
(pPNA). Freies pNA absorbiert bei einer Wellenlange von 405 nm. Die Freisetzung von
PNA aus dem Peptidsubstrat ist proportional zur Caspase-3-Aktivitdt und kann im
Absorptionsspektrometer bestimmt werden (Abbildung 3.1).

In einem 100 pl-Ansatz wurden 30 pg Gesamtzelllysat mit CHAPS-Lysepuffer
verdinnt und in Gegenwart von 200 uM Ac-DEVD-pNA far zwei Stunden bei 30°C

unter leichtem Schitteln inkubiert. AnschlieBend wurde die Caspase-3-Aktivitat in
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den Proben anhand der Absorption bei 405 nm quantifiziert. Als Negativkontrolle
diente BSA, als Positivkontrolle wurden Proteinextrakte von KEZ verwendet, die fir

zwei Stunden in Suspension inkubiert worden waren.

Ac-DEVD-pNA — Apoptose
Extinktions-

|v||v||v VIV messung

Caspase-3 > [OD 405nm]

Abbildung 3.1: Prinzip des Caspase-3-Aktivitédts-Assays. Die Hydrolyse des farblosen
Substrats Ac-DEVD-pNA durch aktive Caspase-3 fihrt zur Freisetzung von kolorimetrisch
messbarem pNA.

3.2.6 Herstellung von Zellkernextrakten

Fir die Bestimmung der NF-kB-Aktivierung in KEZ wurden Zellkernextrakte
hergestellt. Hierzu wurden die Zellen mit 2 ml eiskaltem PBS/PIB gewaschen,
anschlieBend bei 100 g und 4°C fir 5 min zentrifugiert und in 1 ml eiskaltem HB-
Puffer resuspendiert. Nach einer Inkubation von 15 min auf Eis wurden 50 pl Nonidet
P-40 zugegeben und der Ansatz 1 min bei 1000 g und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen; das Pellet wurde in 50 pl Complete Lysis Buffer des
NF-kB-Aktivitdtsassays resuspendiert und 30 min unter leichtem Schitteln auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wurde der Ansatz bei 10.000 g und 4°C fir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand enthielt den Zellkernextrakt und wurde bei -80 °C

aufbewahrt.
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3.2.7 ELISA

Mittels ELISA wurden die Sekretion von EGF und TGF-a, sowie die
Phosphorylierung von c¢-Jun und die Aktivierung von NF-kB bestimmt. Die
Durchfihrung dieser Assays erfolgte jeweils entsprechend der Protokolle der
Hersteller.

3.2.8 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie ist eine gleichzeitige Analyse mehrerer Parameter
einzelner Zellen maoglich. Durch Detektion des Streulichtverhaltens und der
Fluoreszenz von Einzelzellen, die Gber spezifische Rezeptoren, Proteine oder Marker
(membranstandig oder intrazellular) fluoreszenzmarkiert wurden, kénnen chemische
und physikalische Eigenschaften der Zellen erfasst werden. Dabei kann eine sehr
groBe Zellmenge innerhalb kirzester Zeit (bis zu 1.000 Zellen pro Sekunde)

analysiert werden.

3.2.8.1 Optisches System und Lichtdetektion

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Durchflusszytometer, Coulter EPICS XL-MCL
(Coulter Immunotech, Krefeld), werden die Zellen in einer Suspension vorgelegt,
Uber eine Kapillare angesaugt und mit Probenflissigkeit (isotonische
Kochsalzlésung) verdinnt. Durch einen Geschwindigkeitsgradienten wird der
Probenstrom zur Mitte der Dlse hin starker beschleunigt. Diese so genannte
hydrodynamische Fokussierung bewirkt, dass eine Verwirbelung vermieden wird und
die einzelnen Zellen in einem FlUssigkeitsstrom nacheinander eine Messklvette
passieren, auf die ein Argonlaserstrahl mit einer Anregungswellenlange von 488 nm
trifft. Gestreutes Licht und Fluoreszenz werden Uber ein System von dichroitischen
Spiegeln, optischen Linsen und Filtern zu Photomultipliern weitergeleitet und
detektiert. Abbildung 3.2 zeigt den schematischen Aufbau des optischen Systems
des Durchflusszytometers EPICS XL-MCL.

Die Photodiode fiir das Vorwartsstreulicht (FSC) detektiert das Licht, das in

Strahlenrichtung von der Zelle gestreut wird. Die Intensitat des Vorwartsstreulichts
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gibt Auskunft Uber die GrdBe der Zelle. Das Seitwartsstreulicht (SSC) wird orthogonal
zum Strahlengang detektiert. Das SSC-Signal ist abhdngig von der inneren Struktur
der Zelle und liefert ein MaB fir die Granularitat der Zelle. Die Fluoreszenzemission
wird ebenfalls im 90°-Winkel zur Strahlenrichtung des Lasers gesammelt und nach
Abtrennung mit Hilfe von dichroitischen Spiegeln und Interferenzfiltern in
Spektralbereiche bestimmter Wellenldngen aufgetrennt:

Fluoreszenz 1 (FL1): 505-545 nm, mit 525nm Bandpassfilter
Fluoreszenz 2 (FL2): 555-600 nm, mit 575 nm Bandpassfilter
Fluoreszenz 3 (FL3): 605-645 nm, mit 620 nm Bandpassfilter

(FL4)

Fluoreszenz 4 (FL4): 650-725 nm, mit 675 nm Bandpassfilter

Fia
SENSOR

Abbildung 3.2: Schematische Darstellung des optischen Systems des
Durchflusszytometers Coulter EPICS XL-MCL. (Nach dem ,user manual® der Firma
Coulter Immunotech, Krefeld) Vorwértsstreulicht (FS), Seitwértsstreulicht (SS), dichroitischer
Spiegel (DL), Filter (BK) und Bandpassfilter (BP) in nm.

Flr jede vermessene Zelle wird eine Datenbank angelegt. Dadurch ist es mdglich
Zellsubpopulationen einer Messung unabhangig voneinander zu betrachten und zu
analysieren. Zellpopulationen kénnen im Histogramm oder, bei Auftragung zweier
gemessener Parameter, als Dot Plot dargestellt werden. Die Messungen und
Auswertungen der vorliegenden Arbeit wurden mit der Software Expo32

durchgeflhrt.
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3.2.8.2 DNA-Farbung mit Propidiumiodid

Zur Markierung der DNA wurde der Fluoreszenzfarbstoff Propidiumiodid (Pl)
verwendet. Das Absorptionsmaximum von Pl liegt bei 536 nm, das Emissions-
maximum bei 617 nm. In dieser Arbeit wurde die Pl-Fluoreszenz immer im FL3-Kanal
detektiert. Pl ist ein polares Fluorochrom (Abbildung 3.3), welches durch die vorher
mit 70%igem Methanol permeabilisierte Membran in die Zelle eindringt und
stéchiometrisch zwischen die Basen der doppelstrangigen Nukleinsauren interkaliert.
Die resultierende Fluoreszenz ist proportional zum Gehalt an DNA und kann so zur
DNA-Quantifizierung und zur Zellzyklusanalyse verwendet werden.

Abbildung 3.3: Chemische Struktur von Propidiumiodid.

Far die Pl-Farbung wurden die Zellen zunachst mit kaltem PBS gewaschen. Nach
Zugabe von 1 ml eisgekihltem, 70%igem Methanol und leichtem Vortexen erfolgte
die Permeabilisierung der Zellmembran bei gleichzeitiger Fixierung der Zellen bei
4°C far 30 min bzw. bei -20°C Uber Nacht. Nach zwei Waschschritten mit kaltem PBS
wurde das Zellpellet in 470 ul PBS resuspendiert, mit 5 yul RNaseA (1 mg/ml) versetzt
und fur 30 min bei 37°C inkubiert. Dieser Schritt zerstért doppelstrangige RNA, in die
der DNA-Farbstoff sonst ebenfalls interkalieren wirde. Im Anschluss wurden die
Zellen mit 25 ul PI (1 mg/ml) unter Lichtausschluss fir 5 min auf Eis inkubiert und
direkt vor der Messung 10-20-mal durch eine Kanulle gezogen, um die Kryptenzellen
zu vereinzeln. Fir die Auswertung wurden in das erhaltene DNA-Histogramm
stellvertretend fur die Gi-, S- und Go/M-Populationen drei Fit-Funktionen eingepasst.
Die Flache unter den Kurven wurde integriert und die prozentualen Anteile der
Phasen des Zellzyklus’ berechnet.
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3.2.8.3 Zell-Zyklus-Analyse und Apoptose-Nachweis

Proliferierende Zellen durchlaufen nacheinander folgende Stadien des Zellzyklus: G
(gap1, Ruhephase), S (synthesis, DNA-Synthese) und G./M (gap2/mitosis, Mitose),
worauf wieder G; folgt. Wenn man Zellen Uber diesen Zyklus hinweg verfolgt,
besitzen sie in Gy den einfachen DNA-Gehalt, im Verlauf der S-Phase wird dieser
verdoppelt, in Go/M liegt der doppelte DNA-Gehalt vor und bei der anschlieBenden
Zellteilung halbiert er sich wieder auf den einfachen Wert. Durch DNA-spezifische
und DNA-stdchiometrische Fluoreszenzfarbstoffe lasst sich der DNA-Gehalt einer
Zelle durchflusszytometrisch analysieren und sich somit ihre Position im Zellzyklus
feststellen (Abbildung 3.4 A).

Die Analyse apoptotischer Zellen erfolgte am Durchflusszytometer durch Detektion
fragmentierter genomischer DNA, die anhand des so genannten pra-Gi-Peaks zu
erkennen ist. Abbildung 3.4 B verdeutlicht den Nachweis apoptotischer Zellen durch
Quantifizierung des prozentualen Anteils der Zellen innerhalb des pra-Gi-Peaks, der

in diesem Beispiel bei 54% der Gesamtzellen liegt.
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Abbildung 3.4: Zellzyklus-Analyse und Apoptose-Nachweis mittels Durchfluss-
zytometrie. (A) Exemplarisch durchflusszytometrisch gemessenes DNA-Histogramm einer
PI-Férbung. (B) Durchflusszytometrischer Nachweis von apoptotischen Zellen mittels PI-
Féarbung und Quantifizierung des pra-G;-Peaks.

DNA- Gehalt
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3.2.9 Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)

Die Zellen wurden in 0,1 M Kakodylat-gepufferter Karnovsky-Lésung (2,5%
Glutaraldehyd und 1% Paraformaldehyd) Uber Nacht bei RT fixiert und in einer
1%igen Osmiumtetraoxidlésung bei pH 7,3 flir zwei Stunden nachfixiert.

Vor der Einbettung in wasserunlésliches Epoxidharz (EmBed-812, Science Services,
Minchen) mussten die Proben mit Ethanol in steigender Konzentration entwassert
werden (jeweils 10 min EtOH 50%, 70%, 90% und 95%, danach 3 x 15 min EtOH
100%). AnschlieBend wurden die Proben 2 x 30 min in 100% Propylenoxid, drei
Stunden in ein 1:1-Gemisch aus Propylenoxid und Epon und darauf Gber Nacht mit
Agitation in Epon gelegt. Nach der manuellen Einbettung erfolgte die Polymerisation
fir 48 h bei 60°C. AnschlieBend wurden Semidinnschnitte (0,8 upm) fir
lichtmikroskopische Voruntersuchungen angefertigt, mit Toluidinblau gefarbt und
nach Auswahl geeigneter Areale wurde der Epon-Block fur die ultradiinnen Schnitte
vorbereitet.

Die ultradiinnen Schnitte (80 nm) wurden mit Hilfe eines Diamantmessers an einem
Reichert Ultracut-S Ultramicrotom angefertigt. Die Doppelkontrastierung der Schnitte
erfolgte durch aufeinander folgende 10-min-Inkubationen in wassrigen 2%igen
Uranylacetat- und Bleicitrat-Lésungen. Die Praparate wurden an einem
Transmissions-Elektronenmikroskop LEO912AB der Firma LEO/ZEISS bei einer
Beschleunigung von 80 kV untersucht.

3.2.10 Statistik

Messwerte wurden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die statistischen
Auswertungen wurden mit dem Students T-Test durchgefiihrt. Bei einem p-Wert von
< 0,05 wurden die Unterschiede als statistisch signifikant betrachtet.
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4 Ergebnisse

4.1 Zell-Zell-Kontakte als Uberlebensfaktor fiir primare humane
Kolonepithelzellen

4.1.1 Fehlende Matrix-Verankerung in isolierten Kolonepithelzellkrypten

Primare humane Kolonepithelzellen (KEZ) wurden in Form intakter Krypten isoliert.
Waéhrend der Isolation wurde die Epithelzellschicht von der Basallamina abgetrennt,
so dass die gewonnenen Krypten keine Matrixbestandteile mehr enthielten, an
welche die KEZ Uber Integrine héatten binden koénnen. Dies wurde immun-
histochemisch am Beispiel von Fibronektin nachgewiesen (Abbildung 4.1). Innerhalb
der Kolonmukosa waren die Epithelzell-Krypten in ein dichtes Netzwerk aus
Fibronektinfasern eingebettet. Nach der Isolation waren an den Krypten dagegen
keine Ruckstdnde von Fibronektin mehr nachweisbar. Die Zell-Zell-Kontakte
zwischen den einzelnen Epithelzellen innerhalb der Krypte wurden durch den
Isolationsprozess dagegen nicht beeintrachtigt. Die immunhistochemischen
Farbungen bestatigen somit, dass wahrend der Isolation primarer humaner KEZ der
Zell-Matrix-Kontakt verloren geht, wahrend die Zell-Zell-Kontakte innerhalb der

Krypten erhalten bleiben.

KEZ nach Isolation Negativkontrolle

Abbildung 4.1: Nachweis des Verlustes der extrazelluldren Matrix in isolierten KEZ-
Krypten. KEZ-Krypten wurden direkt nach der Isolation fixiert und immunhistochemisch auf
das Vorhandensein von Fibronektin untersucht. Als Positivkontrolle wurden Paraffinschnitte
der gesamten Kolonmukosa verwendet. Wéahrend des Isolationsprozesses wurden die
Krypten vollstdndig von der darunter liegenden Fibronektinschicht abgetrennt.
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4.1.2 Blockierung von Anoikis durch Aufrechterhaltung von Zell-Zell-
Kontakten

Wahrend des Isolationsprozesses bleiben die KEZ-Zell-Zell-Kontakte innerhalb der
Krypten erhalten (Abbildung 4.1). Inkubiert man die frisch isolierten KEZ-Krypten
anschlieBend in Suspension, flhrt dies jedoch zu einer raschen Auflésung der
Kryptenstruktur in Einzelzellen, so dass nach und nach auch der Zell-Zell-Kontakt
zwischen den KEZ verloren geht und infolgedessen Anoikis induziert wird.

Zur Untersuchung der Bedeutung der Zell-Zell-Kontakte fir das Uberleben von KEZ
war es daher notwendig, ein Modell zu entwickeln, welches die Aufrechterhaltung der
bestehenden Zell-Zell-Kontakte innerhalb einer Epithelzellkrypte ex vivo erméglicht.
Um den Erhalt der Zell-Zell-Verankerung zu gewahrleisten, wurden deshalb frisch
isolierte Krypten vorsichtig zu einem Zellaggregat (Pellet; P-KEZ) zentrifugiert, bevor
die Auflésung der Kryptenstruktur in Einzelzellen einsetzen konnte. Die Zellpellets
wurden anschlieBend bei 37°C inkubiert. Als Kontrolle wurden parallel KEZ in
Suspension inkubiert (S-KEZ), um den Verlust der Zell-Zell-Kontakte und damit
Anoikis zu induzieren (Abbildung 4.2).

100 x g, 5 min

/ Pellet
Ex-vivo isolierte u (P-KEZ)
KEZ Krypten \

Suspension
(S-KEZ)

Abbildung 4.2: Experimenteller Ansatz zur Untersuchung der Rolle von Zell-Zell-
Kontakten fiir das Uberleben von KEZ. Ex vivo isolierte intakte KEZ-Krypten wurden
vorsichtig zu einem Zellaggregat (Pellet) zentrifugiert, um bestehende Zell-Zell-Kontakte
innerhalb der Krypten aufrecht zu erhalten. Parallel wurden KEZ in Suspension unter
Schdtteln inkubiert, um den Verlust von Zell-Zell-Kontakten und damit Anoikis zu induzieren.
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4.1.2.1 Zell-Morphologie und interzellulare Kontakte im P-KEZ-Modell

Zunachst musste nun nachgewiesen werden, dass die KEZ-Zell-Zell-Kontakte
tatséchlich durch die Aggregation aufrecht erhalten werden kénnen. AuBerdem war
es wichtig festzustellen, wie stark der Prozess der Zentrifugation die Morphologie der
Zellen beeinflusst. Frisch isolierte KEZ sowie KEZ, die zwei Stunden im Pellet oder in
Suspension inkubiert worden waren, wurden hierzu elektronenmikroskopisch
untersucht (Abbildung 4.3). Unmittelbar nach der Isolation waren die Zellen in einer
typischen Kryptenstruktur angeordnet und wiesen stabile apikale Zell-Zell-Kontakte
sowie zahlreiche Mikrovilli an der apikalen Oberflache auf (Abbildung 4.3 A).
Aufgrund der physikalischen Beanspruchung wahrend des Zentrifugationsvorgangs
war in P-KEZ die apikale Oberflache im Vergleich zu den frisch isolierten Zellen zwar
leicht deformiert, dennoch blieben die Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden Strukturen
intakt (Abbildung 4.3 B). Darlber hinaus konnten in P-KEZ keinerlei Anzeichen von
Apoptose oder Nekrose beobachtet werden. Im Gegensatz dazu wiesen S-KEZ mit
starker Chromatinkondensation und der Ausbildung von apoptotic bodies einen stark
apoptotischen Phanotyp auf. Die Struktur der Krypten war komplett aufgelést und die
S-KEZ waren deutlich geschrumpft (Abbildung 4.3 C). Anhand der elektronen-
mikroskopischen Daten konnte somit nachgewiesen werden, dass durch Aggregation
der KEZ-Krypten Zell-Zell-Kontakte, Zell-Lebensfahigkeit und Zell-Morphologie

erhalten werden kdénnen.
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Al

nach
Isolation

P-KEZ

Abbildung 4.3: Erhaltung der Zellmorphologie in P-KEZ. KEZ wurden nach der Isolation
entweder direkt fixiert (A) oder zundchst zwei Stunden als Pellet (B) bzw. in Suspension (C)
inkubiert. Die fixierten Prédparate wurden mittels TEM auf die Erhaltung von Zell-Zell-
Kontakten untersucht (linke Felder: 5.000-fache VergréBerung; rechte Felder 20.000-fache
VergréBerung). Die eingezeichneten Quadrate kennzeichnen die stérker vergréBerten
Ausschnitte (rechte Felder). Nach zwei Stunden Inkubation wiesen P-KEZ intakte Zell-Zell-
Kontakte sowie keinerlei Anzeichen von Apoptose auf. Dagegen war die Kryptenstruktur in
S-KEZ nach gleicher Inkubationszeit vollstdndig aufgelést und die Zellen waren stark
apoptotisch.
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4.1.2.2 Die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten verhindert die
Aktivierung von Caspasen in KEZ

Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen deuteten darauf hin, dass durch die
alleinige Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten zwischen KEZ Apoptose
gehemmt wurde. Dieser Effekt sollte nun im Folgenden auf molekularer Ebene
genauer charakterisiert werden. Hierzu wurde zunachst die Aktivierung derjenigen
Caspasen, die bei KEZ-Anoikis von Bedeutung sind, mittels Western Blot analysiert
(Abbildung 4.4, Abbildung 4.5).

Als erstes wurde die Prozessierung der Initiatorcaspasen -2 und -9 untersucht. In S-
KEZ wurde bereits nach 30 min eine Spaltung von Pro-Caspase-2 (p48) zu einem
p33-Fragment detektiert. Die Menge an aktivierter Caspase-2 stieg wahrend der
weiteren Inkubation der S-KEZ stark an bis schlieBlich nach 120 min ausschlieBlich
das p33-Fragment nachweisbar war (Abbildung 4.4 A). Ein &hnliches
Aktivierungsmuster konnte im Western Blot gegen Caspase-9 beobachtet werden
(Abbildung 4.4 B): Nach 30 min war in S-KEZ die aktive Caspase-9-Form (p34)
nachweisbar, deren Menge zu den spateren Zeitpunkten noch weiter anstieg. Im
Gegensatz dazu wiesen P-KEZ eine deutlich verminderte Aktivierung dieser beiden
Initiatorcaspasen auf. Die prozessierte Form von Caspase-2 war in geringen Mengen
erst nach 90 min nachweisbar, wahrend die Menge an prozessierter Caspase-9
wahrend der gesamten Inkubationsdauer auf dem Anfangsniveau blieb.

Zudem wurde die Prozessierung einer weiteren |Initiatorcaspase, Caspase-8,
untersucht. Diese blieb nach Induktion von Anoikis zunachst unprozessiert (p48- und
p45-Isoformen). Erst 30 bis 60 min nach Verlust der Zell-Kontakte wurde in S-KEZ
die erste Prozessierung der Pro-Doméne und die damit verbundene Entstehung der
p43- und p41-Fragmente beobachtet. Die p18-Untereinheit der aktivierten Caspase-8
konnte nach 90 min detektiert werden (Abbildung 4.4 C). Dagegen wurde in P-KEZ
wahrend der gesamten Inkubationsdauer eine konstant hohe Menge an Pro-
Caspase-8 nachgewiesen und lediglich eine geringe Prozessierung zu den p43- und
p41-Fragmenten beobachtet. Im Gegensatz zu den S-KEZ konnte jedoch in P-KEZ
zu keinem der untersuchten Zeitpunkte die vollstandig prozessierte Form von
Caspase-8 (p18) detektiert werden (Abbildung 4.4 C).
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Abbildung 4.4: Hemmung der Aktivierung von Initiatorcaspasen durch die
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten. Nach den genannten Inkubationszeiten
wurden Zellextrakte aus S- und P-KEZ gewonnen und mittels Western Blot auf die
Aktivierung von Caspase-2 (A), Caspase-9 (B) und Caspase-8 (C) untersucht. Eine
Aktivierung der Caspasen-2 und -9 erfolgte in S-KEZ nahezu unmittelbar nach der Isolation
(Bildung der 33 kDa- bzw. 34 kDa-Fragmente). Die Prozessierung von Caspase-8 fand
zeitlich verzégert statt; eine vollstdndige Aktivierung wurde in S-KEZ nach 120 min
beobachtet. Durch die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten in P-KEZ wurde dagegen
die Prozessierung von Caspase-2 stark und die Prozessierung von Caspase-9 und -8
vollstédndig blockiert.
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Als nachstes wurde die Aktivierung der Effektorcaspasen-7 und -3 analysiert.
Caspase-3 wurde in S-KEZ innerhalb der ersten 60 min nach Verlust der
Zellverankerung aktiviert, was an der Prozessierung des p32-Pro-Enzyms zu einem
Fragment von etwa 17 kDa zu erkennen war (Abbildung 4.5 B). Im Western Blot
gegen Caspase-7 ergab sich in S-KEZ ein Caspase-3-ahnliches Spaltungsmuster:
Die aktive p20-Untereinheit von Caspase-7 wurde nach 60 min beobachtet
(Abbildung 4.5 A). In P-KEZ dagegen konnte weder eine Aktivierung von Caspase-7
noch von Caspase-3 festgestellt werden, da im Western Blot keine aktive p17-
Untereinheit von Caspase-3 und nur geringfligige Mengen an aktiver Caspase-7
(p20) nachweisbar waren (Abbildung 4.5 A, B). Um die semi-quantitativen
Ergebnisse der Western Blots funktionell zu bestatigen, wurde mit Hilfe des
synthetischen Substrats Ac-DEVD-pNA die Caspase-3-Aktivitat in den gewonnenen
Zellextrakten quantifiziert (Abbildung 4.5 C). Bereits nach 30 min Inkubation war die
Caspase-3-Aktivitat in S-KEZ im Vergleich zu P-KEZ signifikant erhéht; nach 60 min
war ein starker Anstieg der Enzymaktivitat in S-KEZ zu beobachten, welche mit
fortschreitender Inkubationszeit noch weiter zunahm. Im Gegensatz dazu wurde bei
der Caspase-3-Aktivitat in P-KEZ wéahrend der gesamten Inkubationsdauer nur ein
sehr geringer Anstieg beobachtet; die in P-KEZ ermittelten Enzymaktivitaten blieben
nahe am Ausgangsniveau und waren zu allen Zeitpunkten signifikant geringer als in
S-KEZ.

Diese Ergebnisse zeigen, dass trotz Verlust der Zell-Matrix-Verankerung eine
Aktivierung der Caspase-Kaskade in KEZ durch die alleinige Aufrechterhaltung der

Zell-Zell-Kontakte effektiv blockiert werden kann.
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Abbildung 4.5: Hemmung der Aktivierung von Effektorcaspasen durch die
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten. Cytosol aus S- und P-KEZ wurde auf die
Aktivierung von Caspase-7 (A) und Caspase-3 (B) untersucht. Die aktiven Untereinheiten
von Caspase-7 und -3 (p20 bzw. p17) wurden in S-KEZ 60 min nach Induktion von Anoikis
detektiert. In P-KEZ war die Aktivierung dieser beiden Proteine hingegen deutlich reduziert.
(C) Zu allen Zeitpunkten nach Induktion von Anoikis war die Caspase-3-Aktivitédt in P-KEZ
signifikant geringer als in S-KEZ. n=9; *p<0,05; **p<0,001.
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4.1.2.3 Die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten verhindert den Abbau
der DNA in KEZ

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der Erhaltung von Zell-Zell-Kontakten auf den
Prozess der DNA-Fragmentierung untersucht. Da dieser ein spéateres Ereignis
innerhalb der apoptotischen Kaskade darstellt, wurde dafir DNA aus KEZ isoliert, die
bis zu vier Stunden im Pellet bzw. in Suspension inkubiert worden waren. Die
gewonnene DNA wurde elektrophoretisch aufgetrennt und auf Fragmentierung
untersucht (Abbildung 4.6 A). KEZ wiesen direkt nach der lIsolation (Oh) keine
Anzeichen von DNA-Fragmentierung auf; nach zwei und vier Stunden war die DNA in
S-KEZ jedoch sehr stark fragmentiert, was im Agarosegel anhand einer ,DNA-
Strickleiter* zu erkennen war. Im Gegensatz dazu wies die DNA aus P-KEZ zu
keinem der untersuchten Zeitpunkte ein Leitermuster auf und war auch nach vier
Stunden Inkubation noch intakt.

Um diese Beobachtungen genauer zu quantifizieren, wurden fixierte S- und P-KEZ
mit Propidiumiodid gefarbt und durchflusszytometrisch untersucht. Sowohl nach zwei
als auch nach vier Stunden war der Anteil apoptotischer Zellen (Pra-Gi-Peak) bei
den P-KEZ signifikant geringer als bei den S-KEZ (Abbildung 4.6 B, C). Im Zeitraum
zwischen zwei und vier Stunden stieg der mittlere Pra-Gi-Anteil der S-KEZ von
41,3% auf 56,9%, wahrend der Maximalwert der P-KEZ nach vier Stunden Inkubation
bei 24,6% lag.

Als Erganzung zu den quantitativen Daten wurde die Chromatinkondensation, die ein
charakteristisches morphologisches Kennzeichen apoptotischer Zellen darstellt,
mittels DAPI-Kernfarbung sichtbar gemacht (Abbildung 4.6 D). In frisch isolierten
Zellen wurden ausschlieBlich intakte Zellkerne ohne Anzeichen von Chromatin-
kondensation beobachtet. Nach zwei Stunden Inkubation waren in S-KEZ Gber 90%
der Zellkerne fragmentiert, wahrend etwa 95% der Zellkerne von P-KEZ intakt
blieben und kondensiertes Chromatin hier nur in vereinzelten Zellen nachweisbar
war.

Diese Ergebnisse zeigen auf DNA-Ebene, dass Anoikis in KEZ durch die
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten effektiv inhibiert werden kann.
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Abbildung 4.6: Durch den Erhalt von Zell-Zell-Kontakten wird der DNA-Abbau
gehemmt. (A) DNA, die direkt nach der Isolation bzw. nach zwei und vier Stunden aus S-
KEZ und P-KEZ isoliert wurde, wurde im Agarosegel aufgetrennt und auf DNA-
Fragmentierung untersucht. S-KEZ zeigten eine starke DNA-Fragmentierung, wéhrend die
DNA der P-KEZ intakt blieb. (B, C) S- und P-KEZ wurden nach zwei und vier Stunden
Inkubation fixiert, mit Propidiumiodid gefédrbt und im Durchflusszytometer untersucht. Die
DNA in P-KEZ war signifikant schwécher fragmentiert als in S-KEZ. n=5; "p<0,05. Abgebildet
sind reprédsentative Histogramme eines von fiinf unabhdngigen Experimenten. (D) Frisch
isolierte KEZ sowie S- und P-KEZ nach zwei Stunden Inkubation wurden fixiert und ihre
Zellkerne mit DAPI gefarbt. Eine signifikant hohe Chromatinkondensation wurde
ausschlieBlich in S-KEZ beobachtet.
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4.1.2.4 Induktion von Anoikis ist auch nach Pelletinkubation méglich

Um auszuschlieBen, dass die Aggregation und Inkubation von P-KEZ zu einer
anderen Form des Zelltods fuhrt, wurden P-KEZ nach zweistindiger Pelletinkubation
in Medium resuspendiert und flr weitere zwei Stunden als Suspension inkubiert, um
so den Verlust der bis dahin aufrecht erhaltenen Zell-Zell-Kontakte zu induzieren.
Diese Zellen werden im Folgenden als PS-KEZ bezeichnet. In parallelen Ansétzen
wurden zum Vergleich S- und P-KEZ jeweils tber den gesamten Zeitraum von vier
Stunden beobachtet. Hier zeigte sich, dass auch Uber eine Inkubationsdauer von vier
Stunden die Caspase-3-Aktivitat in S-KEZ signifikant hdéher war als in P-KEZ
(Abbildung 4.7). Der Verlust des Zell-Zell-Kontakts, der in PS-KEZ durch die
Inkubation in Suspension induziert wurde, verursachte eine starke Zunahme der
Caspase-3-Aktivitat, wahrend die Inkubation von drei und vier Stunden in P-KEZ zu
keiner signifikaten Veranderung der Enzymaktivitat fihrte. Dabei war der Anstieg der
Caspase-3-Aktivitat in PS-KEZ nach drei und vier Stunden ahnlich hoch wie in S-KEZ
nach einer und zwei Stunden (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7: Induktion von Anoikis nach Pelletinkubation. P-KEZ wurden nach zwei
Stunden Inkubation in Medium resuspendiert und fiir weitere zwei Stunden als Suspension
inkubiert (PS-KEZ). Parallel wurden S- und P-KEZ (iber vier Stunden inkubiert. Bei allen
Ansétzen wurde zu den genannten Zeitpunkten die Caspase-3-Aktivitat in den Zellextrakten
ermittelt. In PS-KEZ erfolgte nach Verlust der Zell-Zell-Kontakte eine &hnlich hohe Induktion
der Caspase-3-Aktiviét wie in den frisch isolierten KEZ. n=6; *p<0,05; **p<0,001.
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Da Anoikis also auch nach einigen Stunden Pelletinkubation noch induziert werden
kann, zeigen diese Daten, dass die Zellaggregation im Pellet-Modell weder eine
andere Form des Zelltods auslést noch die Anoikis-ausfihrenden Mechanismen

auBer Kraft setzt.

4.2 Bedeutung von Adhisionsproteinen fiir das Uberleben von
Kolonepithelzellen

Mit Hilfe des in Abschnitt 4.1 beschriebenen Pellet-Modells wurde durch die
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Verankerung Anoikis in KEZ inhibiert. Die erhaltenen
Ergebnisse deuten darauf hin, dass bestimmte Komponenten der Zell-Zell-Kontakt-
vermittelnden Strukturen an der Ubertragung anti-apoptotischer Signale beteiligt sein
mussen. Um herauszufinden, welche Komponenten flr den anti-apoptotischen Effekt
des Pellet-Modells von Bedeutung sind, wurden die beiden adherens junctions-

Proteine E-Cadherin und B-Catenin untersucht.

4.2.1 Modulation von Anoikis durch Simulation von Zell-Zell-Kontakten

Bei der Ausbildung von Zell-Zell-Kontakten zwischen benachbarten Epithelzellen
stellt die Aggregation von E-Cadherin-Molekiilen an den adherens junctions das
primare Ereignis dar. Erst nach der Ausbildung der adherens junctions kommt es zur
Formation sowie zur Stabilisierung anderer Zell-Zell-Kontakt-Strukturen (tight
junctions, gap junctions, Desmosomen) (115-118). Zunachst wurde deshalb
untersucht, ob die alleinige homophile Bindung von E-Cadherin flr die Blockierung
der apoptotischen Kaskade ausreichend ist. Hierzu wurden in einer KEZ-
Suspensionskultur Zell-Zell-Kontakte mit Hilfe von léslichem E-Cadherin simuliert.
Um eine E-Cadherin-Bindung und die Aktivierung entsprechender downstream
gelegener intrazellularer Signalwege zu erreichen, wurde eine Suspension aus frisch
isolierten KEZ-Krypten in Gegenwart eines dimeren E-Cadherin-Chimarproteins
inkubiert, in welchem die extrazellulare E-Cadherin-Doméane an das Fc-Fragment des
lgG-Molekiils fusioniert ist (E-Cadherin-Fc). Dieses Molekil wirkt als funktioneller

Cadherin-Ligand und induziert die Rekrutierung von zelleigenem E-Cadherin in
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funktionelle Komplexe an der Cytoplasmamembran. Nach einer Stunde
Suspensionskultur in Gegenwart von E-Cadherin-Fc wurden die Caspase-3-
Aktivitaten in den gewonnenen Zelllysaten ermittelt. Der fortschreitende Verlust des
Zell-Zell-Kontakts fuhrte in den unbehandelten Zellen innerhalb von 60 min zu einem
deutlichen Anstieg der Caspase-3-Aktivitdt. Die Gegenwart von E-Cadherin-Fc
bewirkte dagegen eine signifikante Blockierung der Caspase-3-Aktivitat in S-KEZ
(Abbildung 4.8). Allerdings wurde keine vollstindige Hemmung der Apoptose
erreicht, wie dies infolge der Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte in P-KEZ der
Fall war. Dennoch zeigen diese Daten, dass durch einen funktionellen E-Cadherin-
Liganden KEZ-Anoikis moduliert werden kann und das adherens junction-Protein
E-Cadherin an der Kontrolle von Anoikis beteiligt ist.
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Abbildung 4.8: Modulation von Anoikis durch ein agonistisches E-Cadherin-Fc-
Protein. Frisch isolierte KEZ wurden fir eine Stunde in Suspension in Gegenwart eines E-
Cadherin-Fc-Chimérproteins sowie einem anti-Fc IgG-Antikérper inkubiert. Die Anwesenheit
von E-Cadherin-Fc bewirkte eine signifikante Reduktion der Caspase-3-Aktivitdt. n=11;
“p<0,02.
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4.2.2 Blockierung der E-Cadherin-Bindung

In Abschnitt 4.2.1 konnte nachgewiesen werden, dass funktionelle E-Cadherin-
Bindungen apoptosehemmend wirken. In einem umgekehrten Ansatz sollte nun
festgestellt werden, ob die Blockierung der E-Cadherin-Bindung zu erhdhten
Apoptoseraten in P-KEZ fihrt. Hierzu wurden frisch isolierte KEZ-Krypten zun&chst
mit einer Kanlle vereinzelt, um die vorhandenen E-Cadherin-Bindungen zu
unterbrechen, und anschlieBend 10 min mit einem E-Cadherin-blockierenden
Antikérper inkubiert, bevor die Zellaggregation erfolgte. Im Anschluss wurden die
Zellpellets zwei Stunden bei 37°C inkubiert und die Caspase-3-Aktivitdten in den
Zelllysaten ermittelt. Zwischen den Enzymaktivitdten der anti-E-Cadherin-
behandelten und -unbehandelten Zellen konnten keine signifikanten Unterschiede
nachgewiesen werden (Abbildung 4.9). Die Gegenwart des blockierenden anti-E-
Cadherin-Antikérpers flhrte zu keiner Steigerung der Apoptose in P-KEZ. Die
alleinige Hemmung der E-Cadherin-Bindung scheint daher fir die Induktion von

Anoikis in P-KEZ nicht ausreichend zu sein.
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Abbildung 4.9: Blockierung der E-Cadherin-Bindung in P-KEZ. Isolierte KEZ wurden mit
Hilfe einer Kanlle vereinzelt, mit einem blockierenden anti-E-Cadherin-Antikérper
vorinkubiert, anschlieBend zu Pellets zentrifugiert und zwei Stunden inkubiert. Die Inkubation
der Kontroll-P-KEZ erfolgte ohne den blockierenden Antikérper. Die Blockierung der E-
Cadherin-Bindung in P-KEZ flihrte zu keiner Steigerung der Caspase-3-Aktivitat. (n=3).
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4.2.3 B-Catenin ist in P-KEZ vor einer Caspase-abhangigen Spaltung
geschiitzt und bleibt aktiviert

Intrazelluldr ist E-Cadherin unter anderem Uber das Linkerprotein B-Catenin mit dem
Actin-Cytoskelett verbunden. B-Catenin besitzt daher eine strukturelle Funktion, spielt
dariber hinaus jedoch auch eine wichtige Rolle bei intrazellularen Signaltrans-
duktionsprozessen. Aus diesem Grund wurde Uberprtft, ob die Aufrechterhaltung der
KEZ-Zell-Zell-Kontakte die Regulation von B-Catenin beeinflusst. Wie in Abbildung
4.10 gezeigt, fuhrte der Verlust des Zell-Zell-Kontakts in S-KEZ im Laufe von 120 min
zu einer kontinuierlichen Abnahme der Gesamtmenge an B-Catenin (92 kDa), wobei
nach 60 min zuséatzliche Banden von etwa 70 kDa detektiert wurden. Diese
entsprechen Spaltprodukten, die bei der Caspase-abhéangigen Prozessierung von [3-
Catenin entstehen (119). Im Gegensatz dazu blieb die Menge an nativem 3-Catenin
in P-KEZ Uber 120 min konstant hoch und es konnten keine Spaltprodukte
nachgewiesen werden.

B-Catenin liegt in aktivierter Form dephosphoryliert vor. Eine Untersuchung der Level
an aktivem B-Catenin ergab, dass die Menge an aktivierter Form in S-KEZ bereits
nach 60 min sehr stark reduziert war und im weiteren Verlauf der Inkubation noch
weiter abnahm, so dass nach 120 min Suspensionskultur kein aktives B-Catenin
mehr vorhanden war. Dagegen blieb der Aktivierungszustand von B-Catenin in P-
KEZ wahrend der gesamten Inkubation unverandert hoch (Abbildung 4.10).

Die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten verhindert folglich nicht nur den
proteolytischen Abbau sondern dartiber hinaus auch die Deaktivierung von 3-Catenin
in P-KEZ. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass das adherens junction-Molekul
B-Catenin an der Zell-Zell-Kontakt-vermittelnden Uberlebenssignaltransduktion in
KEZ beteiligt ist.
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Abbildung 4.10: B-Catenin bleibt in P-KEZ aktiviert. Zu den genannten Zeiten wurden
Zellextrakte aus S- und P-KEZ gewonnen. Mittels Western Blot wurden qualitativ sowohl! die
Gesamtmengen als auch die Level an aktivem (dephosphoryliertem) B-Catenin bestimmt.
Aufgrund einer Caspase-abhéngigen Spaltung nahm die Menge an Gesamt-3-Catenin in S-
KEZ kontinuierlich ab. Dieser Prozess wurde in P-KEZ effektiv blockiert. Nach 120 min
konnte in S-KEZ keine aktive Form von (-Catenin mehr detektiert werden, wéahrend die
Signale des aktiven B-Catenin in P-KEZ unveréndert blieben.

4.3 Einfluss von Zell-Zell-Kontakten auf die Regulation pro- und
anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine

Wie bei vielen anderen Apoptoseformen spielt die Membranintegritdt der
Mitochondrien auch bei Anoikis eine Rolle. Bcl-2-Proteine wirken dabei als wichtige
Regulatoren des mitochondrialen Membranpotentials und der Membranpermeabilitat.
Im Zusammenhang mit Anoikis scheint vor allem die Kontrolle durch die Proteine
Bcl-2, Bcl-xL, Bax, Bak, Bid, Bim, Bad und Bik von Bedeutung zu sein (17; 18).
Inwieweit die Funktion und Regulation dieser Proteine durch die Aufrechterhaltung
von KEZ-Zell-Zell-Kontakten beeinflusst wird, sollte im Folgenden naher analysiert
werden. Hierzu wurden jeweils Gesamtproteinextrakte sowie cytosolische und
mitochondriale Fraktionen aus S- und P-KEZ gewonnen und mittels Western Blot

untersucht.
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4.3.1 Die Konzentration anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine bleibt in den
Mitochondrien von P-KEZ konstant

Die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL férdern das Uberleben von Zellen,
indem sie an pro-apoptotische Proteine binden und dadurch deren Funktion
inhibieren.

Die Gesamtmenge an Bcl-2 blieb sowohl in S-KEZ als auch in P-KEZ konstant, die
intrazellulare Lokalisation des Proteins war jedoch unterschiedlich (Abbildung 4.11).
Direkt nach der Isolation der KEZ war Bcl-2 nahezu ausschlieBlich in der
mitochondrialen Fraktion lokalisiert. In S-KEZ nahm der Anteil an mitochondrialem
Bcl-2 wahrend der Inkubation stark ab und das Protein wurde bereits nach 60 min in
erhdhten Mengen im Cytosol detektiert. Dagegen blieb die Menge an
mitochondrialem Bcl-2 wahrend der Pelletinkubation konstant hoch und in den
Cytosolfraktionen wurden gegenlber dem Ausgangswert (0 min) nur geringfligig
starkere Signale beobachtet.

Bcl-xL lag in S- und P-KEZ wahrend der gesamten Inkubationszeit fast ausschlieBlich
in den mitochondrialen Fraktionen vor. Der Verlust der Zellverankerung bewirkte in
S-KEZ eine schwache Abnahme des mitochondrialen Bcl-xL-Gehalts, wahrend in
P-KEZ konstant hohe Mengen an Bcl-xL detektiert wurden (Abbildung 4.11).
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Abbildung 4.11: Regulation anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine. Aus S- und P-KEZ
wurden Gesamtzellextrakte gewonnen sowie cytosolische und mitochondriale Fraktionen
isoliert und auf die Mengen der anti-apoptotischen Proteine Bcl-2 und Bcl-xL untersucht. Pro
Spur wurden jeweils 30 ug Protein aufgetragen. Die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte
in P-KEZ hatte keinen Einfluss auf die Mengen und intrazelluldren Lokalisationen der
Proteine. Dagegen fihrte der Verlust der Zell-Zell-Kontakte in S-KEZ zur Freisetzung von
Bcl-2 ins Cytosol sowie zu einer schwachen Reduktion von mitochondrialem Bcl-xL.
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Der Verlust der Zellverankerung scheint daher die Freisetzung von Bcl-2 aus den
Mitochondrien ins Cytosol zu induzieren. Durch die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-
Kontakte wird dieser Prozess blockiert. Die Konzentration anti-apoptotischer
Faktoren in den Mitochondrien wird folglich in S-KEZ stark reduziert, wahrend sie in
P-KEZ konstant bleibt.

4.3.2 Der Anteil pro-apoptotischer Bcl-2-Proteine nimmt in S-KEZ stark

ZU

Die pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak sind die einzigen Vertreter der Bcl-2-
Familie, die durch Porenbildung die auBere Mitochondrienmembran permeabilisieren
und damit die Funktion der Mitochondrien direkt zerstéren kénnen.

Durch den Verlust bzw. die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte wurden die
Gesamtmengen an Bax und Bak nicht beeinflusst (Abbildung 4.12). Der Hauptanteil
von Bax war bereits direkt nach der Isolation in den Mitochondrien lokalisiert. Auch
Bak konnte in den cytosolischen Fraktionen nicht nachgewiesen werden, sondern
wurde ausschlieBlich in den Mitochondrienfraktionen detektiert. Die Behandlung der
Zellen hatte darlUber hinaus auch keinen Einfluss auf den mitochondrialen Anteil von
Bax; dieser blieb in S- wie in P-KEZ Gber 120 min unverandert. In den cytosolischen
Fraktionen aus S-KEZ war Bax nach 120 min nicht mehr nachweisbar, wahrend der
geringe cytosolische Bax-Anteil in P-KEZ auf dem Niveau direkt nach der Isolation
blieb. Nach Verlust des Zell-Kontakts war Bak in den mitochondrialen Fraktionen aus
S-KEZ in erhdhten Mengen nachweisbar. Diese Zunahme wurde in P-KEZ nicht
beobachtet; hier blieb der mitochondriale Bak-Anteil vergleichbar mit dem Zeitpunkt
der Isolation.

Die Konzentration pro-apoptotischer Faktoren nimmt somit in S-KEZ zu, wahrend sie
in P-KEZ konstant bleibt.
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Abbildung 4.12: Regulation pro-apoptotischer Bcl-2-Proteine. Aus S- und P-KEZ wurden
Gesamtzellextrakte gewonnen sowie cytosolische und mitochondriale Fraktionen isoliert und
auf die Mengen der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak untersucht. Pro Spur wurden
jeweils 30 ug Protein aufgetragen. Beide Proteine waren nach der Zellisolation in den
Mitochondrien lokalisiert. Wéhrend der Verlust der Zellverankerung zu einem Anstieg des
mitochondrialen Bak-Anteils flihrte, blieben die Mengen an Bax in den Mitochondrien
unabhéngig von der Behandlung der Zellen konstant.

4.3.3 BH-3-only-Proteine werden durch die Zellaggregation nicht
beeinflusst

Pro-apoptotische BH-3-only-Proteine besitzen keine intrinsische Fahigkeit zur
Induktion des Zelltods, sondern wirken vielmehr als ,Schalter”, durch die der Zelle
Stress signalisiert werden kann. In S- und P-KEZ wurden daher aus der Gruppe der
BH-3-only-Proteine die ,Sensoren” Bad und Bik, sowie die ,Aktivatoren” Bid und Bim
untersucht (Abbildung 4.13).

Bad und Bik konnten sowohl im Cytosol als auch in den Mitochondrien
nachgewiesen werden. Der Verlust der Zellverankerung fihrte in S-KEZ zu einer
schwachen Abnahme der Mengen an Bad. Die Abnahme betraf dabei in gleichem
MaBe den cytosolischen wie auch den mitochondrialen Anteil des Proteins. Die
Pelletinkubation flhrte dagegen zu keinen Veranderung der Proteinmengen und
intrazellularen Lokalisation von Bad. Auch der Phosphorylierungszustand des
Molekils wurde durch die unterschiedlichen Behandlungen der Zellen nicht
beeinflusst. In P-KEZ wurden in den Cytosol- und Mitochondrien-Fraktionen leicht
reduzierte Level an Bik beobachtet, wahrend die Mengen in S-KEZ weitgehend
konstant blieben.

Von den drei bekannten Bim-lsoformen BimEL, BimL und BimS wird in KEZ nur

BimEL exprimiert. BIimEL sowie Bid waren Uberwiegend in den Mitochondrien



84 Ergebnisse

lokalisiert. Die Menge und intrazellulare Verteilung von BimEL wurde durch die
Inkubationen in Suspension bzw. im Pellet nicht beeinflusst. Der Verlust der
Zellverankerung fihrte dagegen in S-KEZ zu einer starken Reduktion von
mitochondrialem Bid nach 120 min. Zum gleichen Zeitpunkt wurde in den S-KEZ-
Gesamtzelllysaten ein zusatzliches Signal von etwa 15 kDa beobachtet. In P-KEZ
wurden dagegen keine Veranderungen der Menge und Lokalisation von Bid
beobachtet.

Diese Daten belegen, dass die Mengen und intrazellularen Lokalisationen der BH3-
only-Proteine durch die Aufrechterhaltung bzw. den Verlust der Zell-Zell-Verankerung

nur geringflgig beeinflusst werden.
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Abbildung 4.13: Regulation pro-apoptotischer BH-3-only-Proteine. Aus S- und P-KEZ
wurden Gesamtzellextrakte gewonnen sowie cytosolische und mitochondriale Fraktionen
isoliert und auf die Mengen der pro-apoptotischen BH3-only-Proteine Bad, Bik, Bid und Bim
untersucht. Pro Spur wurden jeweils 30 ug Protein aufgetragen. Durch die Aufrechterhaltung
von Zell-Zell-Kontakten blieben die Mengen und intrazelluldren Lokalisationen der Proteine in
P-KEZ im Vergleich mit frisch isolierten Zellen unverdndert. Wéhrend in S-KEZ Bik und
BimEL ebenfalls unbeeinflusst blieben, wurde hier eine schwache Abnahme von Bad sowie
eine starke Reduktion von mitochondrialem Bid beobachtet.
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4.4 Uberlebenssignale in P-KEZ

4.4.1 Untersuchung der Aktivierung von relevanten Signalpfaden in
P-KEZ

Um zu klaren, Uber welche intrazellularen Signalwege Zell-Zell-Kontakte in P-KEZ
den beobachteten anti-apoptotischen Effekt vermitteln, wurden eine Reihe von
Signalproteinen, die fiir das Uberleben von Epithelzellen eine wichtige Rolle spielen,
auf ihre Aktivierung in P-KEZ Uberpruft.

4.4.1.1 Der anti-apoptotische Effekt in P-KEZ ist unabhangig von FAK

Die Focal Adhesion Kinase (FAK) ist ein wichtiges Signalmolekll bei der
Transduktion anti-apoptotischer Signale nach Bindung von Integrinen an die
extrazellulare Matrix. Die Aktivierung von FAK erfolgt Uber die Phosphorylierung an
Tyr397. Die Induktion von Anoikis nach Verlust des Zell-Matrix-Kontakts fuhrt zur
aufeinander folgenden Prozessierung von FAK durch zwei Mitglieder der Caspase-3-
Familie (54). Um herauszufinden, ob diese wichtige Kinase auch fir den Zell-Zell-
Kontakt-vermittelten anti-apoptotischen Effekt von Bedeutung ist, wurden Zellextrakte
aus S- und P-KEZ mittels Western Blot auf ihren Gehalt an FAK untersucht
(Abbildung 4.14 A). In S-KEZ kam es zu einer vollstdndigen Prozessierung des
Proteins: Innerhalb der ersten 30 bis 60 min nach Verlust der Zellverankerung
wurden 94/92-kDa-Fragmente detektiert, nach 120 min war auBerdem auch ein
84-kDa-Fragment nachweisbar. Die FAK-Prozessierung zu p94/p92 in P-KEZ
hingegen war selbst nach 120 min unvollstdndig und das p84-Fragment konnte zu
keinem Zeitpunkt nachgewiesen werden. Natives FAK (p125) war darUber hinaus in
P-KEZ nach 120 min noch in deutlichen Mengen vorhanden, wahrend es in S-KEZ
bereits nach 60 min vollstandig zu p94/p92 abgebaut war.

Um zu ermitteln, ob durch den Erhalt der Zell-Zell-Kontakte neben der FAK-
Prozessierung auch die Uber dieses Protein vermittelten intrazelluldren Signale
beeinflusst werden, wurde der Phosphorylierungsstatus von FAK Tyr397 untersucht.
Da die Menge des nativen Proteins in S-KEZ aufgrund der Caspase-abhangigen
Spaltung bereits nach 60 min deutlich reduziert war (Abbildung 4.14 A), wurde die
FAK-Phosphorylierung nur wahrend der ersten 60 min verfolgt, um Effekte der
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Proteindegradation auf die quantitative Untersuchung der Phosphorylierung zu
vermeiden (Abbildung 4.14 B). Die Zellaggregation fihrte in P-KEZ bereits innerhalb
der ersten 20 min der Inkubation zu einer raschen Dephosphorylierung von FAK
Tyr397 und nach 60 min waren nur noch schwache Signale der phosphorylierten
Form nachweisbar. In S-KEZ blieb dieses Signal dagegen wahrend der ersten 50 min
konstant hoch. Der beobachtete Verlust der FAK Tyr397-Phosphorylierung in P-KEZ
deutet somit auf eine negative Kreuzregulation zwischen Zell-Zell-Kontakt- und Zell-
Matrix-Kontakt-vermittelten Signalen hin.
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Abbildung 4.14: Anti-apoptotische Signale in P-KEZ sind FAK-unabhéngig. Zellextrakte
aus S- und P-KEZ wurden mittels Western Blot auf (A) FAK und (B) FAK-Phosphorylierung
untersucht. Das native FAK-Protein (p125) war in S-KEZ zwei aufeinander folgenden
Spaltungen ausgesetzt, welche zur Bildung von 94/92- und 84-kDa-Fragmenten fiihrten. In
P-KEZ wurde dieser Abbau nicht beobachtet. Vielmehr fand in P-KEZ eine rasche
Dephosphorylierung von FAK Tyr397 statt.
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4.4.1.2 Akt bleibt in P-KEZ konstant aktiviert

PI-3K/Akt-abhéngige Signale sind fiir das Uberleben von Epithelzellen von groBer
Bedeutung und spielen gerade im Zusammenhang mit Adhasions-vermittelter
Signaltransduktion eine wichtige Rolle. Dies wurde in einer Reihe von verschiedenen
experimentellen Anséatzen beschrieben (36; 68-70; 86; 88). Inwieweit dieser wichtige
Signalweg fur die Vermittlung des in P-KEZ beobachteten anti-apoptotischen Effekts
von Bedeutung ist, wurde im Folgenden untersucht. Die Aktivierung des PI3-K/Akt-
Pfads wurde anhand der Phosphorylierung des Effektormolektils Akt mittels Western
Blot analysiert (Abbildung 4.15). Nach Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte wurde
wahrend der gesamten Inkubationsdauer in P-KEZ eine gleichmaBig hohe
Phosphorylierung von Akt Ser473 und Thr308 nachgewiesen, wahrend in S-KEZ
dber 120 min eine langsame Abnahme der phosphospezifischen Signale beobachtet
wurde. In Zellen mit bestehenden Zell-Zell-Kontakten blieb daher der Akt-Signalweg
aktiviert, wahrend nach Verlust der Zellverankerung eine Kkontinuierliche
Deaktivierung stattfand.
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Abbildung 4.15: Akt bleibt in P-KEZ aktiviert. In Zellextrakten aus S- und P-KEZ wurde die
Aktivierung von Akt anhand der Phosphorylierung an Thr308 und Ser473 nachgewiesen. In
S-KEZ nahm die Phosphorylierung an beiden Aminosduren ab; in P-KEZ blieb der
Phosphorylierungszustand hingegen konstant.
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4.4.1.3 Die KEZ-Aggregation induziert eine transiente Aktivierung von EGFR

FOr humane Keratinozyten und Plattenepithelzellen wurde kirzlich ein Signalweg
beschrieben, bei dem via Zell-Zell-Kontakte der Rezeptor flr den epidermalen
Wachstumsfaktor, EGFR, aktiviert wird. Dieser Mechanismus tragt zum Uberleben
der Zellen in Abwesenheit von Zell-Matrix-Adhéasion bei (90; 92; 93). Es wurde
deshalb Uberprift, ob der Verlust von Zell-Matrix-Kontakten mit Hilfe dieses
Signalpfads auch in P-KEZ kompensiert werden kann. In P-KEZ-Zellextrakten wurde
hierzu mittels Western Blot die EGFR-Phosphorylierung ermittelt (Abbildung 4.16). In
frisch isolierten KEZ lag der Rezeptor in phosphorylierter Form vor. Direkt nach der
Zellaggregation nahm die Phosphorylierung von EGFR sehr stark zu, fiel jedoch nach
etwa 120 min wieder zurlick auf das Ausgangsniveau. Als Folge der Zellaggregation
wurde neben dem Anstieg der EGFR-Phosphorylierung auch eine leichte Erh6hung
der Gesamtmenge an EGFR beobachtet. Die Zellaggregation zu P-KEZ bewirkt
demzufolge eine transiente Aktivierung des EGFR.
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Abbildung 4.16: Transiente Aktivierung des EGFR in P-KEZ. In Zellextrakten aus P-KEZ
wurden Gesamtmenge und Phosphorylierung des EGFR untersucht. Die Zellaggregation
fuhrte zu einem transienten Anstieg der EGFR-Phosphorylierung.
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4.4.1.4 Mitglieder der MAPK-Familie werden durch die Zellaggregation

unterschiedlich beeinflusst

In unterschiedlichen experimentellen Ansatzen wurde nachgewiesen, dass auch die
Familie der MAP-Kinasen im Zusammenhang mit Zell-Zell-Kontaki-vermittelter
Signaltransduktion von Bedeutung ist (71; 86; 90; 92; 93). Um beurteilen zu kénnen,
ob Vertreter dieser Proteinfamilie fiir das Uberleben von P-KEZ ebenfalls eine Rolle
spielen, wurde der Phosphorylierungsstatus von JNK, Erk1/2 und p38 MAPK im
Western Blot bestimmt (Abbildung 4.17). Alle drei untersuchten Kinasen lagen direkt
nach der KEZ-Isolation in phosphoryliertem Zustand vor. Der Anteil an pJNK nahm
wahrend der Pellet-Inkubation bereits nach 60 min sehr stark ab, dagegen war bei
der Menge von p-p38 MAPK nur ein leichter Rickgang zu beobachten. Direkt nach
der Zellaggregation erfolgte, ahnlich wie bei EGFR, einen starker transienter Anstieg
der Mengen an pErk1/2, die nach 60 min jedoch wieder auf das Ausgangsniveau

zurlickgingen und spater noch weiter abnahmen.
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Abbildung 4.17: Aktivierung von MAP-Kinasen in P-KEZ. In P-KEZ-Zellextrakten wurden
die Phosphorylierungszustdnde von JNK, Erk1/2 und p38 MAPK bestimmt. Im Laufe der
Pellet-Inkubation nahm die JNK-Phosphorylierung leicht ab, wéhrend die Level von p-p38
MAPK weitgehend konstant blieben. Bei Erk1/2 wurde als Folge der Aggregation eine
transiente Zunahme der Phosphorylierung beobachtet, die jedoch rasch wieder auf das
Ausgangsniveau zurtickging.
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Diese Daten deuten darauf hin, dass die Aktivitat von MAP-Kinasen fir das Zell-Zell-

Kontakt-vermittelte Uberleben von KEZ allenfalls eine transiente Rolle spielt.

4.4.1.5 In P-KEZ werden Src-abhangige Signale partiell herunterreguliert

Untersuchungen an der Rattenepithelzelllinie IEC-18 zeigten, dass die Src-Kinase
eine wichtige Rolle fiir das Uberleben intestinaler Epithelzellen spielt (105; 120; 121).
Aus diesem Grund wurden die Auswirkungen der aufrecht erhaltenen Zell-Zell-
Kontakte auf den Aktivierungszustand dieses Signalproteins in P-KEZ untersucht
(Abbildung 4.18). Auch Src lag in frisch isolierten Zellen in phosphorylierter Form vor.
Der Phosphorylierungszustand des Proteins blieb wahrend der ersten 60 min der
Pelletinkubation stabil. 90 und 120 min nach der Zellaggregation wurde eine leichte
Abnahme der Src-Phosphorylierung beobachtet, jedoch kam es zu keiner
vollstandigen Deaktivierung des Proteins. Ahnlich wie bei FAK — allerdings nicht im
gleichen AusmafB und zudem zeitlich verzdégert — flhrte die Aufrechterhaltung der

Zell-Zell-Kontakte also zu einer partiellen Herunterregulation Src-abhangiger Signale.
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Abbildung 4.18: Die Pelletinkubation fiihrt zur teilweisen Dephosphorylierung von Src.
In Zellextrakten aus P-KEZ wurde die Phosphorylierung von Src Tyr416 untersucht.
Wéhrend der ersten 60 min nach der Zellaggregation blieb der Phosphorylierungszustand
konstant. Zu den spdteren Zeitpunkten wurde eine leichte Abnahme der Src-
Phosphorylierung beobachtet.
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4.4.1.6 Die NF-kB-Aktivitat wird durch die Zellaggregation nicht beeinflusst

Neueste Untersuchungen zeigen, dass auch der Transkriptionsfaktor NF-kB in
intestinalen Epithelzellen einen anti-apoptotischen Effekt vermitteln kann (111; 112).
Um herauszufinden, ob die aufrecht erhaltenen Zell-Zell-Kontakte in P-KEZ
moglicherweise zu einer verstarkten Aktivierung von NF-kB flhren, wurden
Zellkernextrakte aus P-KEZ hergestellt. Mittels ELISA wurde anschlieBend die
Aktivierung von NF-kB anhand der nukledren Mengen an p65 bestimmt. In frisch
isolierten Zellen lag der Transkriptionsfaktor in aktivierter Form vor; der Wert der
NF-kB-Aktivitdt betrug zum Zeitpunkt der Isolation etwa 60% im Vergleich zur
Positivkontrolle (Abbildung 4.19). In Folge der Zellaggregation sowie der nach-
folgenden Pelletinkubation wurde jedoch kein weiterer Anstieg der Aktivitat
beobachtet. Die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Verankerung verursachte somit keine
verstarkte Aktivierung von NF-kB; die Aktivitat des Transkriptionsfaktors blieb jedoch
Uber die Dauer der Inkubation konstant hoch.
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Abbildung 4.19: Die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten induziert keine
zusétzliche Aktivierung von NF-kB. Aus P-KEZ wurden Zellkernextrakte gewonnen, in
welchen mittels ELISA die Mengen von NF-kB (p65) bestimmt wurden. Die Aufrechterhaltung
von Zell-Zell-Kontakten hatte keinen Einfluss auf die NF-kB-AKktivitdt. Als Positivkontrolle
wurde ein vom Hersteller mitgelieferter Jurkat-Zellkernextrakt verwendet.
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4.4.2 Blockierung aktivierter Signalpfade in P-KEZ mittels spezifischer
Inhibitoren

In Abschnitt 4.4.1 konnte nachgewiesen werden, dass in P-KEZ eine Reihe von
Signalmolekilen in aktivierter Form vorliegen, somit also entsprechende
Uberlebenspfade ,eingeschaltet* sind. Es musste nun ermittelt werden, welche dieser
aktivierten Signalwege fir den anti-apoptotischen Effekt der Zell-Zell-Kontakte
tatséachlich  verantwortlich sind. Zu diesem Zweck wurden spezifische
pharmakologische Inhibitoren eingesetzt, welche jeweils zentrale Molekille der
betreffenden Uberlebenspfade blockieren. Frisch isoliete KEZ wurden mit
ansteigenden Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren fir 10 min bei RT
vorinkubiert, bevor die Zentrifugation zum Pellet erfolgte. Die Pellets wurden
anschlieBend jeweils zwei Stunden inkubiert. Als Positivkontrolle wurden KEZ
verwendet, die in Abwesenheit von Inhibitoren und ohne vorherige Zellaggregation

zwei Stunden als Zellsuspension inkubiert wurden.

4.4.2.1 Der anti-apoptotische Effekt in P-KEZ ist MAPK-unabhéngig

Die Familie der MAP-Kinasen spielt fiir die Proliferation und das Uberleben von
Zellen eine entscheidende Rolle. Als Folge der Zellaggregation wurde in P-KEZ unter
anderem eine starke transiente Aktivierung von Erk1/2 beobachtet (Abbildung 4.17).
Um zu bestimmen, ob die so erreichte MAPK-vermittelte Signaltransduktion fiir das
Uberleben von P-KEZ eine Rolle spielt, wurde der Inhibitor U0126 eingesetzt. Dieses
Molekll hemmt die Kinaseaktivitat von MEK, welches innerhalb der MAPK-Kaskade
fir die Aktivierung von Erk1/2 verantwortlich ist. Die Blockierung MEK/Erk-
abhangiger Signale flhrte zu keiner Steigerung der Apoptoserate in P-KEZ. Die
ermittelten Caspase-3-Aktivitaten wiesen keine Unterschiede zu den unbehandelten
Zellen auf und waren unabhangig von der U0126-Dosis signifikant geringer als die
der Positivkontrolle (Abbildung 4.20). Dieses Ergebnis zeigt, dass die durch Zell-Zell-
Kontakte induzierte anti-apoptotische Signaltransduktion nicht Uber den MAPK-Pfad

vermittelt wird.
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Abbildung 4.20: MAPK-abhéngige Signale spielen fiir das Uberleben von P-KEZ keine
Rolle. Frisch isolierte KEZ wurden mit ansteigenden Konzentrationen des MEK-Inhibitors
U0126 behandelt, zu Pellets zentrifugiert und zwei Stunden inkubiert. Die Gegenwart von
U0126 hatte keinen Einfluss auf das Apoptoseverhalten der Zellen. Oh: frisch isolierte KEZ;
Positivkontrolle: KEZ ohne Aggregation nach 120 min; n=12; #p<0,05 im Vergleich zur
Positivkontrolle.

4.4.2.2 EGFR-vermittelte Signale wirken in P-KEZ anti-apoptotisch

Um zu UOberprifen, ob die durch die Aggregation induzierte EGFR-Aktivierung
(Abbildung 4.16) zum Uberleben der Zellen beitrdgt, wurden EGFR-abhéngige
Signale in P-KEZ mit Hilfe des Inhibitors Tyrphostin AG1478 blockiert. Die
Gegenwart des EGFR-Kinase-Inhibitors fihrte in P-KEZ zu einem dosisabhangigen
Anstieg der Caspase-3-Aktivitat (Abbildung 4.21). Allerdings wurden selbst mit der
héchsten eingesetzten Dosis von Tyrphostin AG1478 (50 pM) keine signifikant
erhéhten Aktivitdten gegenlber den unbehandelten Zellen erreicht. Dennoch war
infolge der EGFR-Blockierung eine Tendenz hin zu einer Steigerung der Apoptose
erkennen: Wahrend die Behandlung mit 10 uM des Inhibitors im Vergleich zur
Positivkontrolle noch signifikant geringere Caspase-3-Aktivitdten lieferte, waren die
ermittelten Aktivitdten nach Inkubation mit 25 und 50 puM Tyrphostin AG1478 im

Vergleich zur Kontrolle nicht mehr signifikant. Somit konnte gezeigt werden, dass
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EGFR-abhangige Signale in P-KEZ zwar anti-apoptotisch wirken, jedoch nur einen
geringen Beitrag zum Uberleben der Zellen leisten.
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Abbildung 4.21: Die Hemmung der EGFR-Kinase-Aktivitat fihrt zur Steigerung der
Caspase-3-Aktivitdt. Frisch isolierte KEZ wurden mit ansteigenden Konzentrationen
Tyrphostin AG1478 behandelt, zu Pellets zentrifugiert und zwei Stunden inkubiert. In
Gegenwart des EGFR-Kinase-Inhibitors wurde eine dosisabhédngige Zunahme der Caspase-
3-Aktivitdt beobachtet. 0Oh: frisch isolierte KEZ; Positivkontrolle: KEZ ohne Aggregation nach
120 min; n=12; #p<0,05 im Vergleich zur Positivkontrolle.

4.4.2.3 PI-3K-vermittelte Signale tragen zum Uberleben von P-KEZ bei

Neben der MAPK-Kaskade zahlt der PI-3K/Akt-Pfad zu den wichtigsten zellularen
Signalwegen im Zusammenhang mit Uberleben und Proliferation. In Folge der
Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten zwischen KEZ wurde eine konstant hohe
Aktivierung von Akt beobachtet (Abbildung 4.15). Zur Hemmung des PI-3K/Akt-
Pfades in P-KEZ wurde der PI-3K-spezifische Inhibitor LY294002 verwendet.
LY294002 wirkte dem anti-apoptotischen Effekt der Zell-Zell-Kontakt-vermittelten
Uberlebenssignale entgegen: In Gegenwart des Inhibitors wurde ein dosisabhangiger
Anstieg der Caspase-3-Aktivitat beobachtet. Konzentrationen von 30 und 60 uM
LY294002 bewirkten eine signifikant hdhere Caspase-3-Aktivierung im Vergleich zu
unbehandelten KEZ (Abbildung 4.22). Dennoch konnte durch die Hemmung des
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PI-3K-abhangigen Signalpfads keine Caspase-3-Aktivitat erreicht werden, die mit der
in den nicht-aggregierten Kontrollzellen vergleichbar war. Diese Daten deuten darauf
hin, dass PI-3K-vermittelte Signale fir die Apoptosehemmung in P-KEZ von
Bedeutung sind, dass auBer PI-3K/Akt aber auch noch andere Signalwege an der
Ubertragung Zell-Zell-Kontakt-vermittelter Uberlebenssignale beteiligt sein miissen.
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Abbildung 4.22: Die Hemmung von PI-3K wirkt dem anti-apoptotischen Effekt in P-KEZ
entgegen. Frisch isolierte KEZ wurden mit ansteigenden Konzentrationen des PI-K-Inhibitors
LY294002 behandelt, zu Pellets zentrifugiert und zwei Stunden inkubiert. LY294002
verursachte eine dosisabhdngige Zunahme der Caspase-3-Aktivitdt. Oh: frisch isolierte KEZ;
Positivkontrolle: KEZ ohne Aggregation nach 120 min; n=14; *p<0,05 im Vergleich zu
unbehandelten Zellen; #p<0,05 im Vergleich zur Positivkontrolle.

4.4.2.4 Src-vermittelte anti-apoptotische Signale sind essentiell flir das
Uberleben von P-KEZ

Als nachstes wurde die Beteiligung von Src an der Vermittlung anti-apoptotischer
Signale in P-KEZ untersucht, da die Aktivitat dieser Kinase unter anderem flr das
Uberleben von Kolonkarzinomzellen in Abwesenheit von Zell-Matrix-Kontakten eine
wesentliche Rolle spielt (104). In P-KEZ ging die Src-Phosphorylierung zwar im
Verlauf der Pelletinkubation leicht zurick, jedoch wurde keine vollstandige
Deaktivierung des Molekiils beobachtet (Abbildung 4.18). Um Src-abhangige Signale

zu blockieren, wurden KEZ vor der Aggregation mit dem Src-spezifischen Inhibitor
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PP1 behandelt. Die Gegenwart von PP1 fihrte zu einem starken, dosisabhangigen
Anstieg der Apoptoserate in P-KEZ (Abbildung 4.23). Die Inkubation mit 50 pM des
Inhibitors induzierte in P-KEZ eine Zunahme der Caspase-3-Aktivitdt um mehr als
70%. Die Apoptoserate war in diesen Zellen gegenlber den unbehandelten Zellen
signifikant erhdht (p=0,004) und vergleichbar mit der Apoptoserate in den nicht-
aggregierten Kontrollen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die Src-vermittelten anti-
apoptotischen Signale fiir das Uberleben der P-KEZ von entscheidender Bedeutung
sind.
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Abbildung 4.23: Apoptoseinduktion in P-KEZ durch Hemmung Src-abhédngiger
Signale. Frisch isolierte KEZ wurden mit ansteigenden Konzentrationen des Src-
spezifischen Inhibitors PP1 behandelt, zu Pellets zentrifugiert und zwei Stunden inkubiert.
PP1 verursachte eine starke, dosisabhdngige Zunahme der Caspase-3-Aktivitdt. Oh: frisch
isolierte KEZ; Positivkontrolle: KEZ ohne Aggregation nach 120 min; n=10; *p<0,05 im
Vergleich zu unbehandelten Zellen; #p<0,05 im Vergleich zur Positivkontrolle.

Zusammengefasst zeigen die durchgefihrten Inhibitorexperimente, dass der Zell-
Zell-Kontakt-vermittelte anti-apoptotische Effekt nicht auf der Aktivitat eines einzelnen
Signalwegs beruht, sondern dass mehrere verschiedene Signalpfade fir das
Uberleben von P-KEZ verantwortlich sind. Wahrend MAP-Kinasen fir das Zell-Zell-
Kontakt-vermittelte Uberleben keine Rolle spielen, scheinen Src-abhéngige Signale

von essentieller Bedeutung zu sein.
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4.5 Induktion von Uberlebenspfaden als transienter

Schutzmechanismus vor Anoikis

4.5.1 Der Verlust der Zellverankerung induziert die Aktivierung
bestimmter Uberlebenspfade und Transkriptionsfaktoren

In Kapitel 4.4.1 wurde die Aktivierung verschiedener Signalmolekile in P-KEZ
untersucht. Analoge Western Blots wurden von Zellextrakten aus S-KEZ angefertigt
und mit den Ergebnissen der P-KEZ verglichen. Interessanterweise ergab diese
Gegenliberstellung, dass fast alle untersuchten Uberlebenspfade in S-KEZ deutlich
starker aktiviert waren als in P-KEZ: Western Blots gegen die aktivierten
Signalproteine EGFR, JNK, p38 MAPK, Erk und Src in S-KEZ zeigten, dass der
Verlust der Zellverankerung bei allen untersuchten Kinasen eine starke Zunahme der
Phosphorylierung induzierte (Abbildung 4.24). Maximale Phosphorylierungen von
EGFR, Erk1/2 und JNK wurden nach 60 min detektiert, wahrend die Level von pSrc

und p-p38 MAPK auch zu spateren Zeitpunkten noch weiter anstiegen.
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Abbildung 4.24: Aktivierung von Kinasen nach Verlust der Zellverankerung. In
Zellextrakten aus S-KEZ wurden die Mengen an pSrc, p-p38 MAPK, pEGFR, pErk1/2 und
pJNK mittels Western Blot bestimmt. Der Verlust der Zellverankerung fiihrte in allen
untersuchten Kinasen zu einer starken Zunahme der Phosphorylierung. Die Aktivierung der
Kinasen fand dabei vor der vollstdndigen Prozessierung von Caspase-3 statt.
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Bemerkenswert hierbei ist, dass die initiale Aktivierung dieser Kinasen zu einem

Zeitpunkt erfolgte, zu dem Caspase-3 noch nicht vollstédndig prozessiert war.

Weiterhin wurde in S-KEZ auch die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
bestimmt. Hierzu wurden Zellkernextrakte aus S-KEZ gewonnen und mittels ELISA
auf ihren Gehalt an p65 untersucht. Unmittelbar nach Verlust der Zellverankerung
konnte ein signifikanter, zeitabhangiger Anstieg der NF-kB-Aktivitdt beobachtet
werden (Abbildung 4.25 A). Bereits innerhalb der ersten 30 min nahm die Aktivitat
des Transkriptionsfaktors um 60% zu und betrug nach 120 min Suspensionskultur
das 2,5-fache des Ausgangswertes.

Bei der Untersuchung der Aktivierung verschiedener Kinasen in S-KEZ wurde unter
anderem eine schnelle und starke Aktivierung von JNK beobachtet (Abbildung 4.24).
Ein Substrat dieser Kinase ist c-Jun, ein weiterer Transkriptionsfaktor, welcher durch
eine JNK-abhangige Phosphorylierung aktiviert wird. Um die Aktivitdt von JNK
funktionell zu bestatigen, wurden die intrazellularen Mengen an phospho-c-Jun in
S-KEZ mittels ELISA bestimmt. Die Aktivierung von c-Jun erfolgte im Vergleich zu
NF-kB zeitlich versetzt (Abbildung 4.25 B): Wahrend der Phosphorylierungszustand
des Proteins innerhalb der ersten 60 min der Inkubation weitgehend unverandert
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Abbildung 4.25: Der Verlust der Zellverankerung triggert die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren. (A) In Zellkernextrakten, die aus S-KEZ gewonnen wurden, wurde
der Gehalt an NF-«kB p65 ermittelt. Als Positivkontrolle wurde ein vom Hersteller
mitgelieferter Jurkat-Zellkernextrakt verwendet. Die Induktion von Anoikis fihrte in S-KEZ zu
einem zeitabhdngigen Anstieg der NF-kB-Aktivitdt. n=4; *p<0,01 im Vergleich zum Zeitpunkt
der Isolation (0 min). (B) In Gesamtzellextrakten aus S-KEZ wurde die Phosphorylierung von
c-Jun mittels ELISA bestimmt. 90 min nach Verlust der Zellverankerung waren die Level an
p-c-Jun signifikant erhéht. n=6; *p<0,001.
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blieb, wurde zu den spateren Zeitpunkten ein signifikanter Anstieg der
Phosphorylierung um das 1,3- (nach 90 min) bzw. 2,5-fache (nach 120 min) im
Vergleich zum Ausgangswert beobachtet.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass der Verlust der Zellverankerung in KEZ
nicht ausschlieBlich pro-apoptotische Effekte induziert, sondern parallel auch eine
starke Aktivierung zahlreicher Uberlebenspfade verursacht.

4.5.2 Der Verlust der Zellverankerung fuihrt zur verstarkten Sekretion von
Wachstumsfaktoren

In Abschnitt 4.5.1 wurde in S-KEZ unter anderem eine Aktivierung des EGF-
Rezeptors nachgewiesen. Eine Ursache daflir kénnte die erhdéhte Sekretion von
Liganden wie EGF und TGF-a sein, die an diesen Rezeptor binden und ihn dadurch
aktivieren. Um dies zu Gberpriifen, wurden in S-KEZ-Uberstdnden mittels ELISA die
Mengen an EGF und TGF-a bestimmt. Beide Wachstumsfaktoren wurden nach
Induktion von Anoikis in erhéhten Mengen sezerniert (Abbildung 4.26). Die
Freisetzung groBer Mengen an TGF-a aus S-KEZ erfolgte dabei bereits direkt nach
Verlust der Zellverankerung, so dass die TGF-a-Konzentration im Medium schon
nach 30 min Suspensionskultur um das 40-fache angestiegen war und nach 120 min
den 150-fachen Wert der Ausgangskonzentration erreichte (Abbildung 4.26 A). Ein
signifikanter Anstieg der EGF-Sekretion konnte dagegen erst nach 90 min
Suspensionskultur beobachtet werden (Abbildung 4.26 B). Die Zunahme der EGF-
Konzentration um das 2,4-fache wahrend der gesamten Inkubationsdauer war
zudem deutlich geringer als der Anstieg der TGF-a-Mengen.

Durch die Induktion von Anoikis wird demzufolge eine verstarkte Freisetzung von
Wachstumsfaktoren getriggert. Die beobachtete Aktivierung des EGFR in S-KEZ ist
daher vermutlich auf die erhéhten Konzentrationen stimulierender Liganden im
Medium zurtckzufthren.
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Abbildung 4.26: Der Verlust der Zellverankerung induziert die Sekretion von
Wachstumsfaktoren. In S-KEZ-Zelliiberstdnden wurde mittels ELISA der Gehalt an (A)
TGF-a und (B) EGF gemessen. 90 min nach Verlust der Zellverankerung erfolgte ein starker
Anstieg der EGF-Sekretion, wahrend die Freisetzung groBer Mengen TGF-a aus S-KEZ
bereits direkt nach Induktion von Anoikis einsetzte. n=6; *p<0,05.

4.5.3 Die Wiederherstellung physiologischer Zell-Kontakte verhindert
den Fortschritt von Anoikis

Vor kurzem wurde in IEC-18-Zellen nach Verlust der Zellverankerung ebenfalls die
Aktivierung von Src sowie des Transkriptionsfaktors NF-kB beobachtet (105; 111). Es
konnte gezeigt werden, dass dieser Mechanismus den Zellen als kurzzeitiger Schutz
vor Anoikis dient.

Im Folgenden sollte nun nachgewiesen werden, dass auch primare humane KEZ
aufgrund der beobachteten Aktivierung bestimmter Uberlebenspfade transient vor
Anoikis geschitzt sind. Hierzu wurde ein experimenteller Ansatz gewéhlt, bei dem
die Zellen zunachst in Suspension inkubiert wurden, um den Verlust der Zell-Zell-
Adhasion zu induzieren. Zu bestimmten Zeitpunkten (0, 30 und 60 min) nach Verlust
der Zellverankerung wurden KEZ-Aliquots entnommen und zu Pellets zentrifugiert,
um physiologische Zell-Zell-Kontakte wieder herzustellen. Diese Zellpellets wurden
dann je eine weitere Stunde inkubiert. Als Kontrollen wurden jeweils Zellen
analysiert, die zum Zeitpunkt der Aggregation bzw. nach einer weiteren Stunde in
Suspensionskultur gewonnen wurden. Die Zelllysate aller Proben wurden auf ihre
Caspase-3-Aktivitaten untersucht. Durch die Rekonstitution von Zell-Zell-Kontakten
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konnte der Fortschritt von Anoikis in KEZ signifikant gehemmt werden (Abbildung
4.27 A). Die Caspase-3-Aktivitdten in den Zellpellets, die nach 30 bzw. 60 min
generiert wurden, waren nach der darauf folgenden einstiindigen Inkubation nur
leicht erhéht gegenlber dem Zeitpunkt der Aggregation, jedoch jeweils signifikant
geringer als die Aktivitdten aus KEZ, welche die gleiche Zeit vollstandig in

Suspension inkubiert worden waren.
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Abbildung 4.27: Die Wiederherstellung von Zell-Zell-Kontakten blockiert den
Fortschritt von Anoikis. Ausgehend von einer S-KEZ-Kultur wurden zu den angegebenen
Zeitpunkten Aliquots zu Pellets zentrifugiert, welche dann eine weitere Stunde bei 37 C
inkubiert wurden. Als Kontrollen wurden KEZ zum Zeitpunkt der Aggregation sowie nach
einer weiteren Stunde in S-KEZ-Kultur untersucht. (A) Durch Wiederherstellung von Zell-Zell-
Kontakten wurde der Fortschritt von Anoikis effektiv blockiert. n=9; *p<0,05. (B) Nach
Rekonstitution von Zell-Zell-Kontakten kam es darliber hinaus zu einem Rickgang der
Phosphorylierung von Src und p38 MAPK. a: vor Aggregation; b: nach Aggregation und 1h
Pelletinkubation.
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Zudem wurde untersucht, ob die Rekonstitution der Zell-Zell-Kontakte die in
Abschnitt 4.5.1 beobachtete Aktivierung von Uberlebenspfaden beeinflusst. Hierzu
wurden in den gewonnenen Zellextrakten die Phosphorylierung von Src und p38
MAPK anhand von Western Blots ermittelt. Nach Wiederherstellung der Zell-Zell-
Kontakte kam es zu einer deutlichen Abnahme der Mengen an pSrc und p-p38
MAPK (Abbildung 4.27 B). Im Vergleich waren die in Abbildung 4.27 B beobachteten
Phosphorylierungszustande nach Rekonstitution der Zell-Zell-Kontakte auch jeweils
deutlich geringer als in S-KEZ zu analogen Zeitpunkten (90 und 120 min) (Abbildung
4.24).

Innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls nach Induktion von Anoikis kann demnach
durch die Wiederherstellung physiologischer Zell-Zell-Kontakte die Hyperaktivierung
von Signalmolekilen riickgéngig gemacht werden. Darlber hinaus ist es innerhalb
dieses Zeitraums moglich, den Fortschritt der apoptotische Kaskade zu blockieren.

4.5.4 Die Inhibition von Src hebt den Anoikis-blockierenden Effekt von
Zell-Zell-Kontakten auf und beschleunigt Apoptose

Um aufzuklaren, in welchem MaB die Hyperaktivierung von Kinasen zum transienten
Uberleben in S-KEZ beitragt, wurde ein analoger Versuchsansatz wie in Abschnitt
4.5.3 gewahlt. Der Suspensionskultur wurde jedoch der Src-spezifische Inhibitor PP1
zugefligt, um Src-abhdngige Signale zu blockieren und damit den Effekt von
hyperaktiviertem Src zu neutralisieren. Durch die Hemmung der Src-Kinaseaktivitat
wurde das Apoptoseverhalten der Zellen stark beeinflusst (Abbildung 4.28): Die
Inkubation mit PP1 fihrte zu deutlich gesteigerten Apoptoseraten in S-KEZ
(Abbildung 4.28) im Vergleich zu unbehandelten Zellen (Abbildung 4.27), so dass die
Caspase-3-Aktivitat in Gegenwart des Inhibitors nach 60 min Suspensionskultur 45%
héher war als in den Zellen, die ohne PP1 inkubiert worden waren. Darlber hinaus
wurde der Anoikis-blockierende Effekt rekonstituierter Zell-Zell-Kontakte durch die
Inhibition von Src vollstdndig aufgehoben: In Gegenwart von PP1 konnte durch die
Zellaggregation keine Blockierung des Fortschritts der KEZ-Apoptose mehr erreicht
werden. Wahrend die Rekonstitution von Zell-Zell-Kontakten in Abwesenheit des Src-
Inhibitors zu signifikant geringeren Caspase-3-Aktivitaten flihrte als in den S-KEZ-
Kontrollen (Abbildung 4.27), waren die nach der Pelletinkubation ermittelten
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Caspase-3-Aktivitaten in Anwesenheit von PP1 ebenso hoch wie in den Zellen, die
die gleiche Zeit in Suspension inkubiert worden waren (Abbildung 4.28). Die
Hemmung Src-abhangiger Signale bewirkt somit eine Beschleunigung der KEZ-
Apoptose und verhindert zudem die Zell-Zell-Kontakt-vermittelte Blockierung der
apoptotischen Kaskade. Die Hyperaktivierung von Src scheint daher in KEZ stark
zum transienten Anoikisschutz unmittelbar nach Verlust der Zellverankerung
beizutragen.
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Abbildung 4.28: Die Inhibition von Src wirkt dem protektiven Effekt rekonstituierter
Zell-Zell-Kontakte entgegen. KEZ wurden als Suspensionskultur in Gegenwart des Src-
spezifischen Inhibitors PP1 (50 uM) inkubiert. Zu bestimmten Zeitpunkten wurden Aliquots zu
Pellets zentrifugiert, welche dann eine weitere Stunde bei 37 C inkubiert wurden. Als
Kontrollen wurden KEZ zum Zeitpunkt der Aggregation sowie nach einer weiteren Stunde in
S-KEZ-Kultur untersucht. In Gegenwart des Src-Inhibitors war eine Blockierung des

Fortschritts von Anoikis durch Wiederherstellung von Zell-Zell-Kontakten nicht mehr méglich.
n=4.
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5 Diskussion

5.1 Zell-Zell-Kontakte als Uberlebensfaktor fiir primdre humane
Kolonepithelzellen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass neben der
in den letzten Jahren gut charakterisierten Zell-Matrix-Verankerung auch die Zell-
Zell-Kontakte fiir das Uberleben primarer humaner KEZ von entscheidender
Bedeutung sind. Es wurde nachgewiesen, dass in Abwesenheit von Zell-Matrix-
Kontakten durch die alleinige Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Adhé&sion zwischen KEZ
die Induktion von Anoikis vollstandig blockiert werden kann.

Dass die Zellverankerung einen Uberlebensfaktor fiir adhidrente Zellen darstellt,
wurde erstmals von Frisch et al. (34; 122) gezeigt. Es folgten zahlreiche Studien, bei
denen Anoikis in einer Vielzahl von Zelltypen beobachtet wurde. Die meisten dieser
Untersuchungen konzentrierten sich dabei auf die Charakterisierung der
Uberlebenssignalpfade, die Uber die Zell-Matrix-Verankerung vermittelt werden.
Dennoch deuten auch einige Daten aus murinen Epithelzellen und humanen
Plattenepithelkarzinomzellen darauf hin, dass Zell-Zell-Kontakte in der Lage sind,
unabhangig von Zell-Matrix-Kontakten Apoptose zu verhindern (38; 123; 124). Dies
konnte in der vorliegenden Arbeit nun auch erstmals an primaren humanen KEZ

nachgewiesen werden.

Zur Untersuchung des Apoptoseverhaltens nach Verlust der Zellverankerung gibt es
zahlreiche Modelle. Ublicherweise werden nicht-transformierte, immortalisierte
Zelllinien wie IEC-18 (105; 121) und MDCK (34; 88) oder Karzinomzelllinien (93; 104)
verwendet, wahrend es nur wenige Studien an primaren Zellen gibt (36; 51; 55; 125).
In den Ublichen Modellen intestinaler Epithelzellen wie IEC-18 wird Apoptose
allerdings erst einige Stunden nach Verlust der Zellverankerung detektiert (76),
wahrend Kolonkarzinomzelllinien (z.B. Caco-2 oder HT-29) nach Verankerungs-
verlust Uberhaupt keine Apoptose zeigen, wenn der Verankerungsverlust nicht mit

einer Serumdepletion gekoppelt ist (126). Primare humane KEZ unterliegen dagegen



Diskussion 105

innerhalb von drei Stunden nach Verlust der Zellverankerung zu Uber 95% der
Apoptose (127). Die Exekution von Anoikis wurde bisher in keiner anderen humanen
Primarzelllinie in einer derartigen Schnelligkeit beschrieben. Eine ahnlich frihe
Aktivierung der apoptotischen Kaskade wurde nur in primaren intestinalen
Epithelzellen der Maus beobachtet (125). Diese Daten stimmen mit der schnellen
Erneuerung des intestinalen Epithels in vivo Uberein. Um primare humane KEZ zu
kultivieren ist es deshalb nétig, die KEZ-Krypten unmittelbar nach ihrer Isolation in
einer mit Kollagen beschichteten Kulturschale auszusden, um die Induktion von
Anoikis durch eine rasche Wiederherstellung von Zell-Matrix-Kontakten zu blockieren
(113; 114).

Die Untersuchung der Bedeutung von Zell-Zell-Kontakten fiir das Uberleben priméarer
humaner KEZ erwies sich als experimentell schwieriger als die bisher publizierten
Methoden zur Charakterisierung der Zell-Matrix-Verankerung, da humane KEZ-
Krypten sehr schnell in Einzelzellen zerfallen, so dass die innerhalb der Krypten
bestehenden Zell-Zell-Kontakte bereits kurze Zeit nach der Isolation verloren gehen.
Da das Apoptoseverhalten der KEZ in Abwesenheit von Zell-Matrix-Effekten
untersucht werden sollte, war es nicht mdglich, die frisch isolierten KEZ-Krypten in
Kollagen-beschichteten Kulturschalen auszuséen, wie dies flr andere Modelle
beschrieben wurde (113; 114). Daher war die Entwicklung eines neuen
experimentellen Ansatzes nétig, mit Hilfe dessen es mdglich ist, den Zell-Zell-Kontakt
zwischen KEZ Uber mehrere Stunden aufrecht zu erhalten, ohne dass die Zellen
Bindungen zu Bestandteilen der extrazellularen Matrix ausbilden kénnen. Dies wurde
durch die vorsichtige Zentrifugation der Krypten zu Zellaggregaten/Pellets erreicht.
Die Stabilisierung der Zell-Zell-Kontakte innerhalb der Krypten erfolgte somit auf rein
mechanische Weise. Ein dhnliches Modell wurde vor kurzem von Maldonado et al.
gewahlt, um die Wechselwirkungen zwischen Lymphozyten und dendritischen Zellen
zu untersuchen (128). Mit Hilfe elektronenmikroskopischer Aufnahmen von P-KEZ
konnte bestatigt werden, dass die Zell-Zell-Kontakte unter den gewahlten
experimentellen  Bedingungen intakt bleiben. Darlber hinaus zeigten
immunhistochemische Farbungen, dass die Krypten durch den lIsolationsprozess
vollstandig von Bestandteilen der extrazellularen Matrix abgelést wurden.

Erfolgte eine Inkubation der isolierten Krypten in Suspensionskultur, kam es zu
einem raschen Zerfall in Einzelzellen und dem damit verbundenen Verlust der Zell-
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Zell-Kontakte. Die S-KEZ wiesen dann alle charakteristischen Merkmale
apoptotischer Zellen auf. So wurde ein Schrumpfen der Zellen, die Ausbildung von
apoptotic bodies, die Kondensation des Chromatins sowie die Fragmentierung der
DNA beobachtet. Zudem fand die fiur KEZ charakteristische hierarchische
Prozessierung (53) der Initiatorcaspasen-2, -9 und -8 sowie der Effektorcaspasen-7
und -3 statt.

Wurden dagegen die Zell-Zell-Kontakte zwischen KEZ aufrechterhalten, konnte
weder morphologisch noch auf molekularer Ebene Apoptose nachgewiesen werden:
So blieben in P-KEZ Anzeichen auf Chromatinkondensation und DNA-
Fragmentierung sowie die Bildung von apoptotic bodies aus und auch die
Zellmorphologie blieb erhalten. Ferner wurde durch die Aufrechterhaltung der Zell-
Zell-Kontakte die charakteristische hierarchische Aktivierung von Caspasen (53)
nahezu vollstdndig blockiert. Wahrend in S-KEZ nach einer Stunde
Suspensionskultur ~ zunehmende  Mengen  prozessierter  Effektorcaspasen
nachweisbar waren, blieb eine Aktivierung der Caspasen-7 und -3 in P-KEZ
vollstandig aus und auch die Prozessierung von Initiatorcaspasen — ein friher
Prozess im Verlauf der KEZ-Anoikis — war in P-KEZ bereits blockiert. Die
Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte bewirkt somit die Inhibition der Aktivierung
der apoptotischen Kaskade upstream der Aktivierung von Initiatorcaspasen.

An dieser Stelle war es wichtig, zu Uberprtifen, ob es durch die Aggregation und die
anschlieBende Inkubation der Zellpellets zur Induktion einer anderen Zelltodform
kommt. Zwar gab es aufgrund der elektronenmikroskopischen Aufnahmen keinerlei
Hinweise auf ein nekrotisches Absterben der Zellen, dennoch sollte dies funktionell
bestatigt werden. Aus diesem Grund wurde getestet, ob die Induktion von Anoikis
auch nach einer zweistiindigen Pelletinkubation noch méglich war. Die Induktion des
Zell-Zell-Kontakt-Verlusts durch Resuspendieren der P-KEZ und anschlieBende
Suspensionskultur flhrte in PS-KEZ zu einer ahnlich starken Caspase-3-Aktivierung
wie in frisch isolierten Zellen. Dagegen kam es durch eine langere Inkubation von P-
KEZ (drei und vier Stunden) zu keiner signifikanten Steigerung der Caspase-3-
Aktivitat. KEZ unterliegen demnach erst dann der Anoikis, wenn neben der Zell-
Matrix-Verankerung auch der Zell-Zell-Kontakt verloren geht. Diese Daten zeigen
damit nicht nur, dass die Zellaggregation in KEZ zu keiner nicht-apoptotischen Form
des Zelltods flihrt, sondern unterstreichen dartber hinaus die essentielle Bedeutung
des Zell-Zell-Kontakts fiir das Uberleben der KEZ.
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5.2 Bedeutung von Adhisionsproteinen fiir das Uberleben von

Kolonepithelzellen

Nachdem auf morphologischer und molekularer Ebene die Hemmung von Anoikis
durch den Erhalt von Zell-Zell-Kontakten nachgewiesen wurde, sollten die
Komponenten der Zell-Zell-Verankerung, die flr diesen Effekt verantwortlich sind,
genauer charakterisiert werden. Dabei galt das Interesse in erster Linie den adherens
junction-Proteinen E-Cadherin und B-Catenin, da die Ausbildung stabiler adherens
junctions bei der Entstehung von Zell-Zell-Kontakten das primare Ereignis darstellt.
Erst nach der Aggregration von E-Cadherin-Molekiilen erfolgt die Formation und
Stabilisierung anderer Zell-Zell-Kontakt-vermitteInder Stukturen wie tight junctions,
gap junctions und Desmosomen (115-118).

Es qibt zahlreiche Hinweise darauf, dass Cadherine fir die Kontrolle des
Zelliiberlebens eine wichtige Rolle spielen, indem sie intrazellular Uberlebenssignale
weiterleiten (88; 129) und Zellen vor Anoikis schiitzen (36; 38). So zeigten Kantak
und Kramer, dass Cadherin-vermittelte interzellulare Adhé&sionen einen
kompensatorischen Mechanismus darstellen, welcher in oralen Plattenepithel-
karzinomzellen Anoikis verhindert und ein Zell-Matrix-verankerungsunabhangiges
Wachstum férdert. Ist die E-Cadherin-Expression in diesen Zellen gehemmt, kommt
es in Abwesenheit von Zell-Matrix-Kontakten zur Apoptose (38). Auch primére
proximale Tubuluszellen der Maus lagern sich nach Verlust der Zell-Matrix-
Verankerung zu multizellularen Aggregaten zusammen und sind dann durch einen
Cadherin-abhangigen Mechanismus vor Apoptose geschitzt. Wird die E-Cadherin-
Bindung mittels eines inhibierenden Peptids unterbunden, flhrt dies zur Blockierung
der Zellaggregation sowie zu einer erhdhten Apoptoserate (36). Kirzlich wurde
gezeigt, dass die E-Cadherin-Bindung auch zum Uberleben primérer intestinaler
Epithelzellen der Maus beitragt. Hier scheint der Verlust der E-Cadherin-vermittelten
Adhasion sogar an der Induktion von Anoikis beteiligt zu sein, da die E-Cadherin-
Molekile aus den Zell-Zell-Kontakten verschwinden, bevor es zur Aktivierung von
Effektorcaspasen kommt. Darliber hinaus hatte die Modulation der E-Cadherin-
Bindung in den murinen intestinalen Epithelzellen einen direkten Einfluss auf die
Apoptoserate (125). Trotz dieser Fortschritte gelang bisher keiner Arbeitsgruppe der
Nachweis, dass die E-Cadherin-Bindung alleine fiir das Uberleben der jeweiligen

Zellen ausreichend ist.
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Um zu bestétigen, dass die E-Cadherin-Bindung auch fiir das Uberleben priméarer
humaner KEZ von Bedeutung ist, wurde in zwei unterschiedlichen experimentellen
Ansétzen die homophile Wechselwirkung der E-Cadherin-Moleklle moduliert.

Die Gegenwart von Iéslichem, Fc-konjugiertem E-Cadherin in einer KEZ-
Suspensionskultur fihrte zu einer signifikanten Abnahme der Apoptoserate.
Allerdings konnte durch die alleinige Bindung von E-Cadherin keine vollstandige
Hemmung von Anoikis erreicht werden, wie dies in P-KEZ der Fall war. In einem
analogen Experiment wurde durch Zugabe von E-Cadherin-Fc zu einer
Suspensionskultur intestinaler Mausepithelzellen eine Reduktion der Apoptoserate
um fast 50% erzielt, jedoch kam es auch hier zu keiner vollstandigen Inhibition von
Anoikis (125). In Abwesenheit von funktionellem E-Cadherin kénnen andere
interzellulare Adhasionsstrukturen nicht ausgebildet und stabilisiert werden (78). In P-
KEZ, wo prinzipiell alle Zell-Zell-Kontakt-vermitteInden Strukturen erhalten blieben,
wurde Anoikis nahezu vollstandig inhibiert. Dagegen kam es in S-KEZ in Gegenwart
von E-Cadherin-Fc lediglich zur Ausbildung von E-Cadherin-Bindungen, wahrend die
anderen Zell-Zell-Adhé&sionen verloren gingen. Dies flhrte zwar zu einer Erhéhung
der Uberlebensrate, jedoch nicht zur vollstindigen Blockierung der Apoptose. Aus
diesen Ergebnissen lasst sich folgende Schlussfolgerung ziehen: Intakte E-Cadherin-
Bindungen spielen fiir das Uberleben von KEZ eine wichtige Rolle und sind an der
Kontrolle von Anoikis beteiligt. Dennoch ist die alleinige E-Cadherin-Wechselwirkung
nicht ausreichend um die Zelle vollstandig vor Anoikis zu schitzen. Méglicherweise
existieren also noch weitere, E-Cadherin-unabhangige Mechanismen, die die KEZ-
Apoptose in Abwesenheit von Zell-Matrix-Kontakten verhindern.

Trotz allem konnte in einem umgekehrten Ansatz durch die Blockierung der E-
Cadherin-Bindung keine Steigerung der Apoptoserate erzielt werden. Vielmehr
wurden in Gegenwart des blockierenden Antikérpers tendenziell geringere Caspase-
Aktivitaiten gemessen als in den unbehandelten Zellen. Grund dafir kdnnte
moglicherweise eine zu geringe Antikdrperkonzentration sein. Bei einer zu hohen
Verdlinnung des Antikdrpers bindet jedes Antikdérpermolekil nicht nur eine
monomere inaktive Form von E-Cadherin, sondern zwei Molekile E-Cadherin und
verursacht dadurch eine laterale Dimerisierung sowie das Clustern von E-Cadherin-
Molekilen, wodurch es zu einer ungewollten E-Cadherin-Aktivierung kommen kann
(130; 131). Bemerkenswert an den erhaltenen Daten ist jedoch, dass die Caspase-3-
Aktivitat in den unbehandelten Zellen vergleichbar war mit P-KEZ nach zwei Stunden
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Inkubation, obwohl die Zellen in diesem Experiment vor der Aggregation vereinzelt
und damit die vorhandenen E-Cadherin-Bindungen unterbrochen worden waren.
Dies deutet darauf hin, dass durch die Zellaggregation nicht nur bestehende Zell-Zell-
Kontakte aufrechterhalten, sondern auch interzellulare Wechselwirkungen zwischen
Einzelzellen rekonstituiert werden kénnen.

E-Cadherin ist intrazellular Gber B-Catenin mit dem Actin-Cytoskelett verbunden (78).
Die Aktivierung der apoptotischen Kaskade fihrt unter anderem zu einer Caspase-
abhangigen Spaltung von B-Catenin (119; 125), die auch in S-KEZ beobachtet
wurde. Da in P-KEZ infolge der aufrecht erhaltenen Zell-Zell-Kontakte die Caspasen-
Aktivierung inhibiert war, konnte dementsprechend keine Spaltung von B-Catenin
beobachtet werden, so dass konstant hohe Mengen an intaktem B-Catenin fir die
Ausbildung von adherens junctions zur Verfligung standen. Darlber hinaus blieb in
P-KEZ auch der Aktivierungszustand des Molekils erhalten, wéahrend in S-KEZ eine
rasche Deaktivierung beobachtet wurde. B-Catenin ist nicht nur fur die strukturelle
Organisation und Funktion der Cadherine von Bedeutung, sondern stellt daneben
auch eine zentrale Komponente des Wnt-Signalwegs dar (132). Bei den so
genannten ,Wnts“ handelt es sich um sezernierte Lipid-modifizierte Signalproteine,
die unterschiedliche Entwicklungsprozesse der Zelle kontrollieren und dabei sowohl
Transkriptions- als auch Zelladhasionsprozesse beeinflussen. B-Catenin wirkt
innerhalb des Wnt-Signalpfads als Co-Faktor der Transkription (132). Die
Stabilisierung von aktivem B-Catenin durch Zellaggregation kénnte daher auch die
Transduktion von Wnt-abh&ngigen Signalen beeinflussen.

Méglicherweise tragen zum verbesserten Uberleben aggregierter KEZ neben Zell-
Zell-Kontakt-abhangigen Signalen auch Zelladhdsions-unabhangige Faktoren bei.
Beispielsweise kdnnten I6sliche Faktoren, die von KEZ sezerniert werden und
aufgrund der groBen Zelldichte im Pellet hohe lokale Konzentrationen erreichen,
auto- bzw. parakrin zur Stimulation anti-apoptotischer Signalwege fiihren.

Vor kurzem wurde beschrieben, dass reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als second
messenger-Moleklle eine Kommunikation zwischen der Zell-Verankerung und dem
Actin-Cytoskelett vermitteln kénnen (133). Daher ware denkbar, dass der
mechanische Stress, dem die Zellen in Suspension ausgesetzt sind, zur vermehrten
Bildung von ROS fihrt. Dies kénnte z.B. durch die Freisetzung lysosomaler

Bestandteile erfolgen, die auch bei verschiedenen anderen Apoptoseformen
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beobachtet wurde (134), unter anderem bei der p53-abhangigen Apoptose (135). Die
freigesetzten lysosomalen Enzyme férdern die Bildung von ROS (134), welche
wiederum den apoptotischen Prozess beschleunigen (136). Durch Chelatierung von
lysosomalem Eisen kann die Zelle dagegen vor durch oxidativen Stress induzierten
Schaden geschiitzt werden (137; 138). Die Aktivierung des Tumorsuppressorproteins
p53 kann in verschiedenen adhédrenten Zelltypen unter anderem durch den Verlust
der Zellverankerung getriggert werden (127). Mdéglicherweise existiert in KEZ ein
intrazellularer Mechanismus, der durch Umwandlung mechanischer Signale in
oxidativen Stress eine Anoikis-verstarkende Wirkung hat. In diesem Modell wirden
dann die mechanische Stabilisierung der KEZ sowie der geringere Sauerstoff-
partialdruck innerhalb des Zellpellets im Vergleich zur Suspension der Verstarkung

apoptotischer Stimuli durch ROS in P-KEZ entgegenwirken.

5.3 Einfluss von Zell-Zell-Kontakten auf die Regulation pro- und
anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde die subzellulare Lokalisation einer Reihe
von Bcl-2-Proteinen erstmals im Zusammenhang mit Anoikis primarer humaner KEZ
untersucht. Die Entscheidung einer Zelle in Apoptose zu gehen oder nicht wird in
erster Linie durch die Bilanz pro- und anti-apoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie
beeinflusst. Durch die Regulation bestimmter Bcl-2-Proteine kdénnten Zell-Zell-
Kontakt-vermittelte Uberlebenssignale daher das Apoptoseverhalten der Zelle
kontrollieren.

Die Aktivitat der einzelnen Bcl-2-Proteine kann Uber verschiedene Mechanismen
reguliert werden, unter anderem auf der Ebene der Transkription oder durch
posttranslationale Modifikationen (Phosphorylierung, proteolytische Spaltung etc.)
(17). Eine wichtige Rolle bei der Aktivierung bestimmter Mitglieder dieser
Proteinfamilie spielt die intrazellulare Translokation aus dem Cytosol in die duBere
Membran der Mitochondrien. Daher wurde die subzelluldare Verteilung bestimmter
Bcl-2-Proteine in S- und P-KEZ untersucht, um aufzuklaren, inwiefern Zell-Zell-
Kontakt-vermittelte Signale die Regulation dieser Proteine kontrollieren.

Die BH3-only-Proteine stellen die Sensoren zellularen Stresses dar. Auf der Ebene
der BH3-only-Proteine konnten hinsichtlich Menge und intrazellularer Lokalisation
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keine bedeutenden Unterschiede zwischen frisch isolierten, S- und P-KEZ festgestellt
werden. Die erhaltenen Ergebnisse zur zellularen Lokalisation sind &ahnlich den
Beobachtungen, die in Brustepithelzellen gemacht wurden (139). Bid war in S-KEZ
nach 120 min nur noch in geringen Mengen nachweisbar. Im Western Blot der
Gesamtzelllysate wurde zum gleichen Zeitpunkt ein zuséatzliches Signal von etwa 15
kDa detektiert. Dies entspricht der trunkierten Form des Proteins (iBid), die durch
eine Caspase-8-abhangige Prozessierung entsteht (140). Da Caspase-8 nach 120
min Suspensionskultur vollstandig aktiviert ist, scheint der Abbau von Bid eine Folge
der Caspase-8-Aktivitat zu sein. Die bereits im Western Blot beobachtete und im
Vergleich zu den anderen Caspasen verzdgerte Aktivierung von Caspase-8 wurde
damit anhand der proteolytische Spaltung von Bid noch einmal funktionell bestatigt.
Bereits direkt nach der Isolation waren Bid und das pro-apoptotische
Multidomanenprotein Bax fast ausschlieBlich in den Mitochondrien zu finden, obwohl
diese beiden Proteine in normalen, nicht-apoptotischen Zellen eigentlich
hauptséachlich im Cytosol lokalisiert sind und erst nach Eintreffen eines apoptotischen
Stimulus in die Mitochondrien wandern. Die Translokation von Bid und Bax wird
jedoch durch den Verlust FAK-abhangiger Signale getriggert und erfolgt dann sehr
schnell innerhalb von 10 — 15 min (139; 141). Mdéglicherweise war der Isolations-
prozess der KEZ als Trigger fur die Translokation von Bid und Bax ausreichend, so
dass bereits in den frisch isolierten Zellen relativ hohe mitochondriale Mengen beider
Proteine beobachtet wurden. In P-KEZ erfolgt zudem eine rasche Dephos-
phorylierung von FAK, wodurch eine Freisetzung von Bax ins Cytosol, wie sie in
Brustepithelzellen nach Wiederherstellung von Zell-Matrix-Kontakten beobachtet
wurde (142), vermutlich verhindert wird. Fir die Redistribution von Bax reichen die
Zell-Zell-Kontakt-vermittelten Signale alleine somit nicht aus.

Die Permeabilisierung der auBeren Mitochondrienmembran kann nur in Anwesenheit
der pro-apoptotischen Multidomanenproteine Bax und Bak erfolgen (17; 18). In
Gegenwart von Uberlebenssignalen wird ihre porenbildende Fahigkeit durch Bindung
an anti-apoptotische Proteine wie Bcl-2 und Bcl-xL antagonisiert (143). Das
Mengenverhaltnis pro- und anti-apoptotischer Faktoren in den Mitochondrien ist
daher von entscheidender Bedeutung flr das Schicksal einer Zelle. Durch ein hohes
Bcl-2/Bax-Verhaltnis wird demzufolge das Uberleben von Zellen begiinstigt (144) und
eine Bcl-2-Uberexpression bietet einen effektiven Schutz vor Anoikis (34). Die
Transformation von IEC-18-Zellen mit onkogenem Ras-Protein fihrt nach Induktion
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von Anoikis zu einer Hemmung der Bak-Expression; dieser Mechanismus tragt zur
Anoikis-Resistenz dieser Zellen bei (145). Die Abnahme des Bcl-2/Bax-Verhaltnisses
korreliert dagegen mit einer erhdhten Apoptoserate (93). Dies ist auch im Verlauf der
Anoikis bei KEZ der Fall: In S-KEZ nimmt das Verhéltnis (Bcl-2, Bcl-xL)/(Bax, Bak)
aufgrund (1) der Freisetzung von Bcl-2 aus den Mitochondrien ins Cytosol, (2) der
leichten Abnahme der mitochondrialen Anteile von Bcl-xL, (3) des konstant hohen
Levels an Bax sowie (4) der erh6hten Mengen an Bak stark ab. Dadurch Uberwiegen
die pro-apoptotischen Faktoren und es kommt letztendlich zur Freisetzung von
Cytochrom c¢ ins Cytosol (127). In P-KEZ bleiben dagegen die mitochondrialen
Mengen an Bcl-2, Bcl-xL, Bax und Bak und damit auch das Verhéltnis anti-/pro-
apoptotischer Faktoren konstant im Vergleich zum Zeitpunkt der Isolation. Diese
Beobachtungen deuten darauf hin, dass Zell-Zell-Kontakt-vermittelte Uberlebens-
signale die Freisetzung von Bcl-2 aus sowie die Anreicherung von Bak in den
Mitochondrien verhindern und damit die Level anti- und pro-apoptotischer Bcl-2-
Proteine in einem ausgewogenen Verhéltnis halten.

Wie das Zusammenspiel der Bcl-2-Proteine innerhalb der duBeren Mitochondrien-
membran genau funktioniert, ist im Einzelnen noch nicht geklart (18). Die Aktivierung
pro-apoptotischer Proteine bzw. die Deaktivierung anti-apoptotischer Proteine erfolgt
vermutlich Uber BH3-only-Proteine. Zwar waren hinsichtlich der Menge und
Lokalisation der untersuchten Vertreter keine Unterschiede zwischen S- und P-KEZ
feststellbar; mdglicherweise resultiert die Verschiebung des Proteinverhélinisses
aber durch veranderte Protein-Protein-Wechselwirkungen zwischen den einzelnen

Mitgliedern der Bcl-2-Familie.

5.4 Signaltransduktion in P-KEZ

Um aufzuklaren, Gber welchen Signalweg der anti-apoptotische Effekt der aufrecht
erhaltenen Zell-Zell-Kontakte vermittelt wird, wurden eine Reihe von Uberlebens-
pfaden untersucht, die in Epithelzellen von Bedeutung sind.

Die Analyse des Aktivierungszustands verschiedener Kinasen in P-KEZ ergab eine
konstant hohe Phosphorylierung von Akt und p38 MAPK, eine transiente Aktivierung
von EGFR und Erk1/2, eine leicht reduzierte, aber deutlich nachweisbare Src-

Phosphorylierung sowie eine kontinuierliche Dephosphorylierung von JNK und FAK.
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FAK wird nach Induktion von KEZ-Anoikis durch die sequentielle proteolytische
Aktivitat von Caspase-3 und Caspase-6 koordiniert gespalten (54). In P-KEZ wurde
die Aktivierung von Caspase-3 durch die aufrecht erhaltenen Zell-Zell-Kontakte
blockiert. Dementsprechend war in P-KEZ auch die Proteolyse von FAK gehemmt,
wahrend es in S-KEZ nach etwa einer Stunde Suspensionskultur zur Spaltung des
Molekiils kam. Die beobachtete Abnahme der FAK-Phosphorylierung in S-KEZ nach
60 min ist daher nicht auf eine aktive Dephosphorylierung zurtickzufihren, sondern
eine Folge der proteolytischen Spaltung des nativen Proteins. Im Gegensatz dazu
wurde in P-KEZ direkt nach der Zellaggregation eine rasche Abnahme des
Phosphorylierungssignals beobachtet. Da in P-KEZ jedoch nur eine minimale
Prozessierung von FAK nach 90 bis 120 min erfolgte, kann die proteolytische
Spaltung von FAK als Ursache fiir die verminderte Phosphorylierung des Molekiils 20
min nach Aggregation ausgeschlossen werden. Folglich stellt die Dephos-
phorylierung von FAK in P-KEZ einen aktiven Prozess dar. Dessen Induktion kann
allerdings nicht der Verlust der FAK-stimulierenden Integrinbindung an die
extrazellulare Matrix sein, da diese in S-KEZ ebenso wenig vorhanden war wie in
P-KEZ und die FAK-Phosphorylierung in S-KEZ wesentlich langer stabil blieb. Es
scheint demnach eine negative Kreuzregulation zwischen Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Kontakt-vermittelten Signalen zu existieren. Diese Ergebnisse lassen schlussfolgern,
dass FAK nicht aktiv an der Transduktion von Uberlebenssignalen via Zell-Zell-
Kontakte beteiligt ist und offensichtlich andere Signalpfade den Verlust der FAK-
abhangigen Signale in P-KEZ kompensieren.

Eine solche Funktion kénnte der PI-3K/Akt-Signalweg erflillen, da an diesem Punkt
des intrazellularen Signalnetzwerks viele Pfade zusammenlaufen und unter anderem
auch FAK-abhangige Signale weitergeleitet werden (68-70). Darliber hinaus scheint
dieser Uberlebenspfad sehr stark mit Zell-Zell-Kontakt-vermittelten Signalen
assoziiert zu sein: Der Verlust der Zell-Matrix-Verankerung induziert in murinen
proximalen Tubuluszellen die Aggregation der Zellen, wodurch PI3-K aktiviert wird
und die Zellen vor Anoikis geschltzt werden. Die spezifische Hemmung PI3-K-
abhangiger Signale blockiert dagegen den Uberlebenseffekt der Zellaggregation
(36). In Caco-2-Zellen, einer Kolonkarzinomzelllinie, ist die Aktivierung von PI3-K von
entscheidender Bedeutung flr die Integritat der adherens junctions und deren
Assoziation mit dem Actin-Cytoskelett, da in diesen Zellen durch die Ausbildung von
adherens junctions zwischen benachbarten Zellen eine PI13-K-abhangige Aktivierung
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von Akt induziert wird (86). Darlber hinaus konnten Pece et al. (88) die physikalische
Assoziation von PI3-K und dem adherens junctions-Proteinkomplex nachweisen.
Diese Verknipfung ermdglicht der Zelle eine outside-in-Signaltransduktion von
adherens junctions Uber PI3-K und Akt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit
lassen ahnliche Schlussfolgerungen flir KEZ zu. Der Verlust der Zellverankerung
fihrte in S-KEZ zu einem starken Rickgang der Akt-Phosphorylierung, wahrend der
Aktivierungszustand dieses Molekils bei aufrecht erhaltenen Zell-Zell-Kontakten
stabil blieb. Zusammen stltzen diese Ergebnisse die Beobachtung dieser Arbeit,
dass durch die Aufrechterhaltung von KEZ-Zell-Zell-Kontakten PI3-K/Akt-abhangige
Signale getriggert werden.

Ein weiterer Signalweg, der haufig mit Zelllberleben assoziiert ist, ist der Ras-MEK-
MAPK-Pfad: In immortalisierten Granulosazellen fihrt die Auflésung Calcium-
abhangiger Zell-Kontakte zu einer erhéhten Apoptoserate sowie zur Deaktivierung
von Akt und MEK (146). Die Expression von onkogenem Ras-Protein in der
Rattenepithelzelllinie IEC-18 schitzt die Zellen in PI3-K-unabhangiger aber MAPK-
abhangiger Weise vor Anoikis (97). Darlber hinaus kénnten EGFR-abhangige
Uberlebenssignale eine Rolle spielen: Die E-Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Adhasion
zwischen Plattenepithelkarzinomzellen flhrt zur spezifischen Aktivierung des EGFR
sowie einer downstream Aktivierung des Erk/MAPK-Signalwegs. In Abwesenheit von
Zell-Matrix-Kontakten dient dieser Mechanismus den Zellen als kompensatorisches
Uberlebenssignal (93). Erst kiirzlich wurde die Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase Src als
potentielles Schlisselmolekll des E-Cadherin/PI3-K-Signalwegs identifiziert (106).
Die anti-apoptotische Aktivitat dieser Kinase spielt zudem eine entscheidende Rolle
fir das Uberleben von Kolonkarzinomzellen, wenn diese keine Kontakte zur
extrazelluldren Matrix ausbilden kénnen (104; 105). Ubereinstimmend mit diesen
vorhergehenden Beobachtungen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass der
aktivierte Zustand der Signalmolekile EGFR, Erk1/2 und Src in KEZ erhalten bleibt,
solange die Zellen intakte Zell-Zell-Kontakte ausbilden kénnen.

Zur Identifizierung der aktiv an der Zell-Zell-Kontakt-vermittelten anti-apoptotischen
Signaltransduktion beteiligten Uberlebenspfade wurden spezifische pharma-
kologische Inhibitoren eingesetzt. Durch die spezifische Hemmung der einzelnen
Signalpfade wurde das Apoptoseverhalten von P-KEZ in unterschiedlichem MaB
beeinflusst. Bemerkenswert ist, dass bei den durchgefiihrten Inhibitorexperimenten
allein aufgrund der zeitlich verzégerten Zellaggregation die Caspase-3-Aktivitat selbst
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in den unbehandelten Zellen um das Vierfache anstieg. Diese Zunahme wird
vermutlich durch den schnellen Zerfall der KEZ-Krypten verursacht und tragt daher in
bestimmtem MaB zur Verfalschung funktioneller Differenzen zwischen Inhibitor-
behandelten und -unbehandelten Zellen bei. Trotz dieser Einschrankung zeigen die
Inhibitorexperimente klar, dass MEK/Erk-abhangige Signale flr das Zell-Zell-Kontakt-
vermittelte Uberleben keine Rolle spielen. Im Gegensatz dazu tragen sowohl EGFR
als auch PI3-K zur anti-apoptotischen Signaltransduktion in P-KEZ bei, da die
Gegenwart der Inhibitoren Tyrphostin AG1478 und LY294002 den anti-apoptotischen
Effekt der KEZ-Aggregation jeweils dosisabhéangig reduzierte. Dennoch waren die
gesteigerten Caspase-3-Aktivitaten in Gegenwart des EGFR-Inhibitors nicht
signifikant héher als in den unbehandelten Kontrollen und nach Inkubation mit dem
PI3-K-Inhibitor immer noch signifikant geringer als in den nicht-aggregierten
Kontrollen. Dies deutet darauf hin, dass neben EGFR und PI3-K noch weitere
Signalpfade an der Vermittlung des Zell-Zell-Kontakt-abhangigen anti-apoptotischen
Effekts beteiligt sind.

Die Hemmung Src-abhangiger Signale hatte den starksten Effekt auf das Uberleben
von P-KEZ. Auch hier wurde ein dosisabhangiger Anstieg der Apoptoserate
beobachtet; im Gegensatz zur Inhibition von EGFR und PI3-K waren die Caspase-3-
Aktivitdten nach Inhibition von Src jedoch im Vergleich zu den unbehandelten Zellen
stark erhéht und lagen im Bereich der nicht-aggregierten Kontrollen. Dies zeigt, dass
Src ein wichtiger Vermittler des Zell-Zell-Kontakt-abhangigen Uberlebens von KEZ
ist. Es ist bekannt, dass Src in adherens junctions zwischen Epithelzellen akkumuliert
(147). Pang et al. charakterisierten Src als ein Schllisselmolekil des E-Cadherin/
PI3-K-Signalwegs (106). Auch die Daten der vorliegenden Arbeit deuten auf einen
Mechanismus hin, bei dem Zell-Zell-Kontakte via Src und PI3-K Uberlebenssignale
ins Zellinnere transportieren, da sowohl die Hemmung von Src als auch von PI3-K
den protektiven Effekt der KEZ-Aggregation neutralisierte. Die Tatsache, dass die
Blockierung von Src zu einer starkeren Apoptoseinduktion fihrte als die Hemmung
von PI3-K deutet darauf hin, dass im Zusammenhang mit Zell-Zell-Kontakt-
getriggerter Signaltransduktion PI3-K nicht das einzige downstream-Effektormolekl
ist, welches von Src aktiviert wird. Mdglicherweise tragen also noch weitere Src-
abhangige Signale zum Uberleben von P-KEZ bei. Solange adhéarente Zellen
Kontakte zur extrazellularen Matrix ausbilden, liegt Src auBerdem mit FAK assoziiert
vor (148). Der Verlust der Zell-Matrix-Verankerung und die damit verbundene FAK-
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Dephosphorylierung fihren zur Auflésung der Src/FAK-Komplexe (104). Die
beobachtete Abnahme der Src-Phosphorylierung in P-KEZ kénnte daher den Anteil
der verlorenen FAK-Signale auf die Aktivierung von Src widerspiegeln. Somit scheint
Src ein Schliisselmolekil des Zell-Adhasions-vermittelten Uberlebens zu sein,
welches Signale koordiniert, die von Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakten stammen.

Die Ergebnisse zur Signaltransduktion in P-KEZ sind in Abbildung 5.1

zusammengefasst.
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Abbildung 5.1: Zell-Zell-Kontakt-vermitteltes Uberleben und Anoikis in P-KEZ. Zell-Zell-
Kontakt-vermittelte Uberlebenssignale sind in der Lage, den Verlust der Zell-Matrix-
Verankerung zu kompensieren. Durch die Aufrechterhaltung von Zell-Zell-Kontakten
zwischen KEZ bleibt der Aktivierungsstatus von Src, PI3-K, Akt, EGFR und B-Catenin
erhalten. Dagegen kommt es zur Deaktivierung von FAK, die sich downstream auch auf den
Phosphorylierungszustand von Src auswirkt. Nur wenn zusétzlich zur Zell-Matrix-Adhédsion
auch die Zell-Zell-Verankerung verloren geht, erfolgt eine schnelle Induktion von Anoikis.
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5.5 Induktion von Uberlebenspfaden als transienter

Schutzmechanismus vor Anoikis

Waéhrend der Verlust der Zellverankerung in normalen Epithelzellen zu einer
schnellen Induktion von Apoptose fihrt, sind Karzinomzellen (Krebszellen mit
epithelialem Ursprung) weitgehend anoikisresistent. Die damit verbundene
Uberwindung der Verankerungsabhangigkeit stellt daher einen wichtigen Schritt der
malignen Transformation dar. Eine Reihe von Daten belegen, dass die
Anoikisresistenz eine essentielle Voraussetzung fir die Tumorprogression darstellt:
(1) Tumorzellen sind anoikisresistent und kénnen im Gegensatz zu nicht-malignen
Zellen in Abwesenheit von Zell-Matrix-Kontakten als Zellaggregate Uberleben und
proliferieren (149). (2) Die Transformation mit Onkogenen wie Ras (75; 76; 97; 145),
B-Catenin (150) und EGFR (151) verleiht nicht-malignen Epithelzellen Anoikis-
resistenz. (3) Der Verlust von Onkogenen wie Ras in Karzinomzellen inhibiert
dagegen in vivo deren Karzinogenitat und Anoikisresistenz (76; 152). Die Anoikis-
resistenz von Karzinomzellen kénnte demzufolge als neues Tumor-spezifisches
therapeutisches Target genutzt werden. Jedoch sind die molekularen Mechanismen,
die das Apoptoseverhalten von Epithelzellen nach Verlust der Zellverankerung
kontrollieren, bisher nur unzureichend verstanden. Von ihrer Aufklarung verspricht
man sich deshalb neue Erkenntnisse hinsichtlich epithelialer Homdostase und
Karzinogenese (112).

Eine zentrales Thema ist in diesem Zusammenhang die Frage nach dem point-of-no-
return, also nach dem Zustand der Zelle, der irreversibel zum Eintritt in die
apoptotische Kaskade fuhrt (153). Wahrend man lange Zeit davon ausging, dass die
Aktivierung der Caspase-Kaskade irreversibel sei (153), zeigen neuere Studien, dass
durch den Verlust der Zellverankerung nicht ausschlieBlich pro-apoptotische,
sondern auch eine Reihe von anti-apoptotischen Signalen getriggert werden und
dass in erster Linie das Verhaltnis dieser Signale fir die Regulation des
Apoptoseverhaltens verantwortlich ist (105; 111; 112; 142; 149; 154). In intestinalen
Rattenepithelzellen wurde direkt nach Verlust der Zellverankerung sowohl ein
transienter Anstieg der Src-Aktivitdt (105), als auch eine deutliche Stimulation der
NF-kB-Aktivitdt beobachtet, welche durch die verstarkte Expression anti-
apoptotischer Moleklle einen ,Anti-Anoikis-Effekt* vermittelt (111; 112; 149).
Aufgrund dieser Mechanismen sind IEC-18-Zellen transient vor Apoptose geschitzt.
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Im Rahmen der Untersuchung aktivierter Signalpfade in S-KEZ wurde nun auch
erstmals in primaren humanen KEZ die Aktivierung einer Reihe von Signalmolekilen
nach Verlust der Zellverankerung nachgewiesen. Neben der bereits in anderen
Anoikis-Modellen beschriebenen Aktivierung von p38 MAPK (126; 155), Src (105),
NF-kB (111; 112) und der Produktion pro-inflammatorischer Zytokine wie IL-13 (156),
wurde auch eine Induktion von EGFR, Erk1/2, JNK und c-Jun sowie eine erhdhte
Sekretion der Wachstumsfaktoren EGF und TGF-a beobachtet.

Alle untersuchten Kinasen lagen unmittelobar nach der Isolation in phosphoryliertem
Zustand vor. Inwiefern der Isolationsprozess alleine die Phosphorylierung der
einzelnen Molekile beeinflusste, konnte nicht ermittelt werden. Es ist allerdings
denkbar, dass es aufgrund der mechanischen Beanspruchung der Zellen wahrend
der lIsolation bereits zu einer maBigen bis starken Aktivierung bestimmter Stress-
assoziierter Signalmolekile kam, so dass der Phosphorylierungszustand zum
Zeitpunkt ,Null“ nicht dem einer KEZ in der Mukosa entsprach. Dennoch flhrte die
Inkubation in Suspensionskultur zu einer weiteren starken Aktivierung der Proteine.
Auffallend ist, dass die initiale Aktivierung der untersuchten Molekile in S-KEZ
zeitlich vor der vollstandigen Prozessierung von Caspase-3 stattfand. Am schnellsten
erfolgte die Aktivierung von EGFR, Erk1/2 und JNK, so dass die stérksten
Phosphorylierungen dieser Proteine bereits nach 60 min nachweisbar waren, jedoch
danach wieder zurlickgingen. Im Gegensatz dazu wurde bei Src und p38 MAPK Uber
120 min ein kontinuierlicher Anstieg der Phosphorylierung beobachtet. Die Kinetik
der Src-Phosphorylierung in S-KEZ unterscheidet sich allerdings deutlich von
entsprechenden Untersuchungen in IEC-18-Zellen nach Verlust der Zellverankerung.
Waéhrend in S-KEZ (ber die Dauer der Inkubation eine gleichméaBige Zunahme der
Phosphorylierung beobachtet wurde, fand in IEC-18-Zellen bereits 45 min nach
Verankerungsverlust ein Rickgang der Aktivierung statt (105); nach vier Stunden war
keine Aktivitdt mehr nachweisbar (121). Rosen et al. zeigten, dass die Src-
Kinaseaktivitat in IEC-18-Zellen nach Verlust der Zellverankerung durch exogenes
TGF-a getriggert werden kann und die Zellen Uber diesen Mechanismus vor Anoikis
geschitzt sind (121). Da der Src-Phosphorylierungszustand in S-KEZ mit der TGF-a-
Konzentration im Medium korreliert, existiert méglicherweise ein autokriner Loop, bei
dem das von den Zellen sezernierte TGF-a zur Aktivierung der zelleigenen Src-
Kinasen fuhrt (Abbildung 5.2).



Diskussion 119

Verlust von Verlust von
Zell-Matrix- Zell-Zell-
Kontakten Kontakten

extrazellulare Matrix

Schutz vor Anoikis transienter Schutz vor Anoikis
durch stabile Zell- Anoikis durch autokrines
Zell-Kontakte TGF-a und Src-

Hyperaktivierung

Abbildung 5.2: Bedeutung von Src fiir Zellkontakt-vermitteltes Uberleben. Im normalen
Zellverband der KEZ-Krypte vermittelt Src Zell-Matrix- und Zell-Zell-Kontakt-abhdngige
Uberlebenssignale. Der Verlust von Zell-Matrix-Kontakten kann durch Zell-Zell-Kontakt-
vermittelte Signaltransduktion via Src vollstdndig kompensiert werden. In Abwesenheit von
Zell-Matrix-Kontakten fihrt der zuséatzliche Verlust der Zell-Zell-Adhé&sion zu einer Hyper-
aktivierung von Src, die zum Teil durch autokrin wirkendes TGF-a hervorgerufen wird und
zum transienten Schutz vor Anoikis beitrdgt. Kommt es in einem bestimmten Zeitintervall zu
keiner Rekonstitution physiologischer Zellkontakte, erfolgt der irreversible Eintritt in die
Apoptose.

Die Aktivierung von p38 MAPK nach dem Verlust der Zellverankerung scheint eine
pro-apoptotische Funktion zu besitzen. In humanen und murinen intestinalen
Epithelzelllinien wurde nach Verlust der Zellverankerung eine vergleichbare
Aktivierung von p38 MAPK beobachtet (126; 155) wie in S-KEZ und es wurde
nachgewiesen, dass das Protein an der downstream Aktivierung von Caspasen
sowie der Degradation zellularer Strukturen beteiligt ist (126; 157). Die Rolle von JNK
im Zusammenhang mit Apoptose wird hingegen kontrovers diskutiert. In MDCK- und
IEC-18-Zellen wurde nach Verlust der Zellverankerung eine ahnlich starke
Aktivierung von JNK beobachtet wie in S-KEZ (122; 158; 159). Frisch et al. (122)
wiesen nach, dass die JNK-Aktivierung an der Induktion von Anoikis von MDCK-
Zellen beteiligt ist, wohingegen Khwaja und Downward sowie Krestow et al. (158;
159) zeigten, dass die Aktivitat dieser Kinase fur die Induktion von Anoikis weder
ndtig noch ausreichend ist. Im Gegensatz dazu werden den Aktivitdten von EGFR,
Erk1/2, NF-kB und Src ausschlieBlich Uberlebensférdernde Eigenschaften

zugeschrieben. Die schnelle Aktivierung von NF-kB und Src scheint sogar eine
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entscheidende Rolle fiir das transiente Uberleben von IEC-18-Zellen direkt nach
Verankerungsverlust zu spielen, da durch die Hemmung beider Molekile die
Apoptose nach Verankerungsverlust jeweils stark beschleunigt wird (105; 111). Die
alleinige Inhibition der Src-Kinaseaktivitdt war in S-KEZ ebenfalls mit einer
Neutralisation des transienten Anoikisschutzes verbunden. Die Inkubation mit PP1
fOhrte bereits nach einer Stunde zu verstéarkten Apoptoseraten in S-KEZ im Vergleich
zu unbehandelten Zellen. Die vorliegende Arbeit zeigt dartber hinaus, dass aufgrund
der transienten Aktivierung bestimmter Uberlebenspfade auch primare humane KEZ
unmittelbar nach Verlust der Zellverankerung fir einen kurzen Zeitraum vor Anoikis
geschitzt sind. Innerhalb dieses Intervalls kann durch die Wiederherstellung
physiologischer Zellkontakte der Fortschritt der KEZ-Apoptose blockiert und dariber
hinaus die Hyperphosphorylierung bestimmter Kinasen riickgangig gemacht werden.
Die Hemmung Src-abhangiger Signale wirkte auch diesem Effekt entgegen, so dass
in Gegenwart des Src-Inhibitors die Rekonstitution von Zell-Zell-Kontakten keinen
Einfluss mehr auf den Fortschritt der Apoptose hatte. Diese Beobachtung kann durch
zwei denkbare Mechanismen erklart werden: (1) Durch die Hemmung der Src-
Kinaseaktivitat wird die Hyperaktivierung des Molekuls verhindert bzw. deren Effekte
auf das Zelliberleben auBer Kraft gesetzt. Fehlende bzw. verminderte Src-Aktivitat
ist assoziiert mit erhéhten Apoptoseraten (104; 121) und auch in S-KEZ wird die
Apoptose durch den Src-Inhibitor beschleunigt. In Gegenwart von PP1 kbénnte der
apoptotische Prozess in S-KEZ folglich bereits so weit fortgeschritten sein, dass der
»point-of-no-return” bereits nach 30 min Uberschritten ist und somit auch durch die
Rekonstitution von Zellkontakten kein protektiver Effekt mehr erzielt werden kann. (2)
In Abschnitt 4.4.2.4 konnte gezeigt werden, dass die Src-Aktivitat fiir die Vermittlung
Zell-Zell-Kontakt-vermittelter Uberlebenssignale von entscheidender Bedeutung ist.
Da diese nach Wiederherstellung von Zell-Zell-Kontakten in Gegenwart von PP1
nicht weitergeleitet werden kénnen, schreitet die apoptotische Kaskade weiter fort.
Die erhaltenen Daten sind somit ein weiterer Nachweis daflr, dass Src ein
essentieller Bestandteil der Zell-Zell-Kontakt-vermittelten Signaltransduktion ist
(Abbildung 5.2).

Zusammen zeigen diese Ergebnisse, dass die durch den Verlust der Zellverankerung
induzierten anti-apoptotischen Mechanismen den Beginn des apoptotischen
Prozesses verzdgern. Dieser transiente Anoikisschutz erlaubt das Uberleben der
Zelle, sofern diese innerhalb eines kurzen Zeitraums nach Verlust der
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Zellverankerung wieder Zell-Kontakte ausbilden kann (142; 154). Flir bestimmte
physiologische Vorgédnge wie z.B. die Zytokinese sich teilender Zellen oder
Wundheilungsprozesse kann dieser transiente Schutz vor Anoikis von
entscheidender Bedeutung sein (105; 111). Die exakten molekularen Mechanismen,
die diesen kurzzeitigen Apoptoseschutz vermitteln, sind jedoch weiterhin unklar. lhre
Aufklarung gibt méglicherweise auch Aufschluss Uber potentielle Kontrollpunkte der
KEZ-Apoptose, mit deren Kenntnis der Anoikisresistenz kolorektaler Karzinome

bereits im Vorkrebsstadium entgegen gewirkt werden kann (111).

5.6 Pathophysiologische Relevanz

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind flr die Pathologie von Erkrankungen des Kolons,
speziell flr chronisch entziindliche Darmerkrankungen und Kolonkarzinome, von
besonderer Bedeutung.

Bei den chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) unterscheidet man im
Wesentlichen zwei Formen: Morbus Crohn und Colitis ulcerosa. Die Atiologie beider
Erkrankungen ist noch weitgehend unklar. In der Mukosa von CED-Patienten findet
man signifikant erhéhte KEZ-Apoptoseraten (160-162). Diese erhdhte Menge an in
situ-Apoptose ist mit einem hohen Grad an tight junction-Abnormalitadten assoziiert
(163-165). Chimare Mause, deren intestinale Epithelzellen eine dominant-negative N-
Cadherin-Form exprimieren, weisen einen Morbus Crohn-&hnlichen Ph&notyp sowie
erhéhte Apoptoseraten der Epithelzellen auf (37; 124). Obwohl bisher noch nicht
nachgewiesen wurde, dass Anoikis der Grund fiir die gesteigerten Apoptoseraten bei
CED ist, kann man dennoch spekulieren, dass die erhdhte Aktivitat von
Metalloproteasen bei CED (166; 167) zum Verlust der tight junction-Integritat und
damit zur Destabilisierung der Zell-Zell-Kontakte beitrdgt, wodurch die Epithelzell-
apoptose verstarkt wird. Gesteigerte Apoptosefrequenzen und verdnderte tight
junction-Strukturen tragen gemeinsam zur Stérung der epithelialen Barrierefunktion
bei CED bei. Folglich sind Zell-Zell-Kontakt-vermittelte Uberlebenssignale auch bei
CED relevant. Um zu klaren, ob die Apoptoserate in der CED-Mukosa durch
Stabilisierung der interzelluldaren Kontakte zwischen Epithelzellen reduziert werden

kann, sind jedoch weitere Untersuchungen notwendig.
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Waéhrend Epithelzellen in der Mukosa von CED-Patienten erhéhte Apoptoseraten
aufweisen, sind Karzinomzellen anoikisresistent und kénnen daher auch nach der
Ablésung von der extrazellularen Matrix Uberleben und secondary sites besiedeln.
Orale Plattenepithelkarzinomzellen bilden multizellulare Aggregate aus, in denen die
Zell-Zell-Kontakte alleine eine Umgebung schaffen, die Anoikis verhindert und sogar
Zellproliferation ermdglicht (93). Anoikissensitive intestinale Epithelzellen der Ratte
Uberleben verankerungsunabhangig, wenn sie mit der Kinase TrkB transformiert
werden. Die so entstehenden Anoikis-unterdriickenden Zellen bilden nach Verlust
der Zell-Matrix-Verankerung ebenfalls groBe Sphéroid-Aggregate. Diese
Beobachtungen zeigen deutlich, dass Zell-Zell-Kontakte und die von ihnen
getriggerten  Signalwege eine entscheidende Rolle bei der Entstehung
metastasierender Tumore spielen. Ein besseres Verstandnis des Zell-Zell-Kontakt-
vermittelten Uberlebens kénnte daher die Grundlage neuer Krebstherapien
darstellen.
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6 Zusammenfassung

Innerhalb einer Krypte bilden primare humane Kolonepithelzellen (KEZ) stabile
Kontakte zur extrazellularen Matrix sowie zu den benachbarten Zellen aus. Der
Verlust dieser Zellverankerung fuhrt in KEZ jedoch zur schnellen Induktion einer
speziellen Form von Apoptose, die als Anoikis bezeichnet wird. Wahrend die Rolle
von Zell-Matrix-Kontakten fiir das Uberleben von KEZ in den letzten Jahren sehr gut
charakterisiert wurde, war die Bedeutung der Zell-Zell-Adhdsion in diesem
Zusammenhang bislang noch véllig unklar.

In der vorliegenden Arbeit sollte deshalb der Einfluss der Zell-Zell-Verankerung auf
das Apoptoseverhalten bzw. das Uberleben primarer humaner KEZ untersucht

werden.

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Zell-Zell-Verankerung einen wichtigen
Uberlebensfaktor fiir primare humane KEZ darstellt. Die Aufrechterhaltung von Zell-
Zell-Kontakten innerhalb der KEZ-Krypte wurde durch Zellaggregation mittels
Zentrifugation erreicht. Durch die Aggregation blieben die Zellmorphologie sowie die
Zell-Zell-Kontakt-vermitteInden Strukturen der KEZ erhalten. Trotz Abwesenheit von
Zell-Matrix-Kontakten wurde durch die alleinige Aufrechterhaltung der Zell-Zell-
Verankerung die apoptotische Kaskade vollstadndig blockiert, so dass es weder zur
Aktivierung von Caspasen noch zur DNA-Fragmentierung kam.

Es wurde Uberprift, inwieweit Proteine des adherens junctions-Komplexes an der
Regulation von KEZ-Anoikis und -Uberleben beteiligt sind. Hier zeigte sich, dass
durch die Bindung von Iéslichem E-Cadherin die Apoptoseraten in KEZ signifikant
reduziert werden kénnen, dass die E-Cadherin-Bindung alleine jedoch nicht fiir eine
vollstdndige Hemmung von Anoikis ausreichend ist. Darlber hinaus wurde
nachgewiesen, dass durch die Aufrechterhaltung von KEZ-Zell-Zell-Kontakten der
proteolytische Abbau von -Catenin sowie dessen Deaktivierung effektiv. gehemmt
wird.

Auf der Ebene der Bcl-2-Proteine konnte festgestellt werden, dass der vollstandige
Verlust der Zellverankerung zur Freisetzung von Bcl-2 aus den Mitochondrien, zu
einer leichten Abnahme der mitochondrialen Mengen an Bcl-xL sowie einer starken
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Anreicherung von Bak in den Mitochondrien flhrt. Demzufolge kommt es zu einer
starken Abnahme des (Bcl-2, Bcl-xL)/(Bax, Bak)-Verhaltnisses in der auBeren
Mitochondrienmembran. Durch die Aufrechterhaltung der Zell-Zell-Kontakte zwischen
KEZ bleibt das Verhaltnis anti- und pro-apoptotischer Bcl-2-Proteine in den
Mitochondrien dagegen unverandert.

Die Untersuchung einzelner Signalmolekile in KEZ mit aufrecht erhaltenen Zell-Zell-
Kontakten ergab unter anderem eine konstante Aktivierung von Akt, eine transient
erhéhte Aktivierung von Erk1/2, eine leicht abnehmende Phosphorylierung von Src
sowie eine kontinuierliche Dephosphorylierung von FAK. Durch Inhibition Src- und
PI3-K-abhangiger Signale wurde der anti-apoptotische Effekt der Zellaggregation
neutralisiert, wahrend die Hemmung MEK/Erk-abhangiger Signale keine Auswirkung
auf das KEZ-Uberleben hatte. Dies deutet darauf hin, dass Src- und PI3-K-
abhangige Signalwege an der Vermittlung des Zell-Zell-Kontakt-abhangigen
Uberlebens beteiligt sind, wohingegen MEK- und FAK-abh&ngige Signale in diesem
Zusammenhang keine Rolle spielen. Darlber hinaus wurde die Nicht-Rezeptor-
Tyrosinkinase Src als Schlisselmolekil der Zellkontakt-vermittelten Signal-
transduktion identifiziert.

Der vollstandige Verlust der Zellverankerung fuhrt in KEZ parallel zur Aktivierung der
apoptotischen Kaskade auch zur Induktion einer Reihe von anti-apoptotischen
Signalwegen. So wurde nach Verlust jeglicher Zellkontakte in KEZ eine starke
Aktivierung von Kinasen und Transkriptionsfaktoren sowie eine erhdhte Sekretion
von Wachstumsfaktoren beobachtet. Aufgrund dieser Mechanismen scheinen die
Zellen unmittelbar nach Verankerungsverlust transient vor Anoikis geschitzt zu sein
und Uberleben, sofern innerhalb eines bestimmten Zeitintervalls physiologische

Zellkontakte wiederhergestellt werden.

Zusammengefasst zeigen die Daten der vorliegenden Arbeit, dass stabile Zell-Zell-

Kontakte eine essentielle Rolle fiir das Uberleben primérer humaner KEZ spielen.
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7 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die Integritat der KEZ-
Zell-Zell-Verankerung der Verlust von Zell-Matrix-Kontakten vollstandig kompensiert
und Anoikis effektiv blockiert werden kann. Die Zell-Zell-Adhasion stellt somit einen
wichtigen Uberlebensfaktor fiir KEZ dar.

Durch die homophile Bindung von E-Cadherin alleine konnte Anoikis in KEZ zwar
signifikant reduziert, jedoch nicht vollstandig inhibiert werden. In kinftigen
Experimenten gilt es nun herauszufinden, ob neben E-Cadherin noch weitere Zell-
Zell-Kontakt-vermittelnde Strukturen an der anti-apoptotischen Signaltransduktion in
aggregierten KEZ beteiligt sind. FUr weitere Untersuchungen sind dabei zunachst die
Komponenten der tight junctions von Interesse. AuBerdem soll die Rolle von
Integrinen, die an der lateralen Membran lokalisiert sind, im Zusammenhang mit Zell-
Zell-Kontakt-vermitteltem Uberleben aufgeklart werden.

Die Daten dieser Arbeit deuten darauf hin, dass die Kinase Src ein zentrales
Signalmolekiil des Zell-Adh&sions-vermittelten Uberlebens ist. In weiteren Schritten
soll nun der genaue Signaltransduktionsweg von Zell-Zell-Kontakten Uber Src und
PI3-K aufgeklart werden. Dartber hinaus muss untersucht werden, ob neben PI3-K
noch andere downstream Effektormolekile existieren, die Zell-Zell-Kontakt-abhangig
von Src aktiviert werden. Zusatzlich ware es interessant, zu analysieren, Uber welche
molekularen Mechanismen die Zelle Signale koordiniert, die von Kontakten zur
extrazellularen Matrix und zu benachbarten Zellen vermittelt werden. In diesem
Zusammenhang soll unter anderem geklart werden, ob der Fortschritt der Apoptose
innerhalb eines 60 min-Intervalls nach Induktion von Anoikis durch die Wieder-
herstellung physiologischer Zell-Matrix-Kontakte in ahnlicher Weise blockiert werden
kann wie dies durch Rekonstitution von Zell-Zell-Kontakten mdéglich war. Der Einfluss
Src-abhangiger Signale soll dann in einem analogen Versuchsansatz in Gegenwart
des Src-Inhibitors PP1 ermittelt werden.
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Die Verschiebung des Verhaltnisses anti- und pro-apoptotischer Vertreter der Bcl-2-
Familie in der auBeren Mitochondrienmembran ist ein entscheidender Prozess fiir die
Induktion der apopotischen Kaskade. In dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden,
dass diese Verlagerung durch aufrecht erhaltene Zell-Zell-Kontakte verhindert wird.
Es muss nun aufgeklart werden, welche molekularen Verbindungen zwischen Zell-
Adhésionsmolekilen und der Bcl-2-Familie bestehen und mit Hilfe welcher
Mechanismen das mitochondriale Verhaltnis anti- und pro-apoptotischer Bcl-2-
Proteine aufrecht erhalten werden kann.

Im Rahmen dieser Untersuchungen soll darlber hinaus auch getestet werden,
inwieweit Vertreter der Proteinfamilie der inhibitors of apoptosis proteins (IAP) an der
Regulation von KEZ-Anoikis beteiligt sind.

Die KEZ, die fur diese Arbeit verwendet wurden, wurden ausschlieBlich aus
gesunden Darmabschnitten, die nicht karzinomatés veréandert oder von Divertikeln
durchzogen waren, gewonnen. Weitere Untersuchungen sollen nun kléren, ob der
Zell-Zell-Kontakt fiir das Uberleben von KEZ aus CED- und Tumorgeweben eine

ebenso wichtige Rolle spielt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass eine starke Aktivierung
bestimmter Uberlebenspfade KEZ unmittelbar nach Verlust der Zellverankerung als
transienter Schutzmechanismus vor Apoptose dient. Durch Hemmung Src-
abhéngiger Signale wurde dieser Effekt aufgehoben. In zukinftigen Experimenten
soll nun der Anteil der einzelnen hyperaktivierten Molekile am transienten
Anoikisschutz in KEZ ermittelt werden. Hierzu sollen weitere Inhibitoren eingesetzt
und deren Einfluss auf das Apoptoseverhalten von S-KEZ untersucht werden.
Interessant ware dabei unter anderem die Inhibition von NF-kB, die Neutralisation
von EGF und TGF-a mittels spezifischer Antikdrper oder auch die Verwendung von

.Breitspektrum-Tyrosinkinaseinhibitoren“ wie Herbimycin oder Genistein.

Nicht zuletzt kann das in der vorliegenden Arbeit entwickelte ,Pellet-Modell als
alternative Methode flr KEZ-Stimulationsversuche verwendet werden. Dies hat den
Vorteil, dass die Zellen sofort stimuliert werden kénnen und nicht, wie bei dem
herkdmmlichen Kulturverfahren in beschichteten Zellkulturschalen erst flir mehrere

Stunden adharieren missen.
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