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1. EINLEITUNG 

1.1 DAS KOLOREKTALE KARZINOM 
1.1.1 EPIDEMIOLOGIE 
Unter dem Begriff Darmkrebs (kolorektales Karzinom) werden in der statistischen 

Betrachtung Krebserkrankungen des Dickdarms, des Mastdarms und des Afters 

zusammengefasst. Nach aktuellen Angaben des Robert-Koch-Institutes ist Darmkrebs in 

Deutschland bei beiden Geschlechtern die zweithäufigste Krebserkrankung. Die Zahl der 

Neuerkrankungen im Jahr 2004 wird für Frauen mit 36 000 und für Männer mit 37 250 

angegeben. Darmkrebs ist auch die zweithäufigste Krebstodesursache für Frauen und 

Männer in Deutschland (Robert Koch-Institut & Gesellschaft der epidemiologischen 

Krebsregister in Deutschland e.V., 2008).  

Weniger als 10% der Neuerkrankungen gehen auf ererbte Prädispositionen zurück, 

die aus Keimbahnmutationen spezifischer Gene entstehen. Im Fall der Familiären 

Adenomatösen Polyposis (FAP) führen Mutationen im Adenomatous polyposis coli-Gen 

(APC) zur Entwicklung unzähliger kleiner Polypen, die eine Vorstufe von Darmkrebs 

darstellen (Goss & Groden, 2000; Kinzler & Vogelstein, 1996). Keimbahnmutationen in 

Genen der DNA Mismatch Repair bilden die genetische Ursache für hereditären 

nichtpolipösen Darmkrebs (HNPCC). Hierbei entwickeln die betroffenen Personen weit 

weniger Polypen, jedoch haben diese ein sehr großes Potenzial zu entarten und Tumoren 

mit schneller Progression zu bilden (Calvert & Frucht, 2002; Kinzler & Vogelstein, 1996; 

Markowitz, 2000). Die große Mehrheit (etwa 70 %) aller kolorektalen Karzinome tritt 

sporadisch auf (Bates & Mercurio, 2005).  

1.1.2 DIE MOLEKULARE BASIS DER KOLOREKTALEN KARZINOGENESE 

Zum heutigen Verständnis der molekularen Basis dieser Erkrankung hat maßgeblich das 

von Vogelstein et al. charakterisierte „multistep model“ beigetragen. Dieses Konzept 

beschreibt eine Ansammlung genetischer Mutationen in einer Zelle, wobei jedes dieser 

Ereignisse dieser Zelle einen selektiven Wachstumsvorteil verschafft. Zudem sind Gene 

betroffen, die für Zelldifferenzierung, DNA-Reparatur sowie Interaktionen zwischen 

zellulärer und extrazellulärer Matrix verantwortlich sind. Dies kann in der Folge zu 

unkontrollierter Zellproliferation, klonaler Tumorentwicklung und schließlich zur 

Progression vom Adenom zum invasiven Karzinom führen (Arends, 2000; Fearon & 

Vogelstein, 1990; Vogelstein et al.  1988).  
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Abbildung 1-1: Mehrstufenmodell der Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms [modifiziert 
nach (D'Errico & Moschetta, 2008; Fodde, Smits & Clevers, 2001)]. 
 

Die Mutation des Tumorsupressorgens APC, welches bereits mit der FAP in 

Zusammenhang gebracht wurde, wird auch in sporadisch auftretendem Darmkrebs als 

erste molekulare Veränderung angesehen (siehe Abbildung 1-1). Durch den 

Funktionsverlust des APC-Proteins kann β-Catenin im Zytoplasma akkumulieren, und 

durch die folgende Aktivierung der Transkriptionsfaktoren T cell factor/Lymphoid 

enhancing factor (Tcf/Lef) steigt die Zellproliferation an und die Apoptoserate wird 

vermindert. Ein Verlust des K-ras-Proteins, das Funktionen in der Signaltransuktion von 

Wachstumsfaktoren übernimmt, führt zu einer gestörten Steuerung des Zellwachstums. 

Die Deletion des Zellzyklusregulators p53 führt zum Ausfall der Zellwachstumsblockade 

beim Auftreten von DNA-Schäden. Zudem kann bei unzureichender Reparatur keine 

Apoptose ausgelöst werden (Arends, 2000; Fearon & Vogelstein, 1990; Huang & Du, 

2008). Smad2 und smad4 sind am Signalweg des zellwachstumshemmenden Transforming 

Growth Factor β (TGF-β) beteiligt. Wird diese Signalkaskade durch Mutation in smad2 

oder smad4 unterbrochen, erfolgt eine mangelnde Transkription von Genen wie p21, PAI1 

oder JUNB, die für Differenzierung, Wachstumshemmung und Apoptose verantwortlich 

sind (Fodde et al.  2001). 

Die maligne Transformation ist durch eine Abnahme der Zelladhäsion sowie durch 

eine Störung der Organisation des Zytoskelettes charakterisiert und wird auch als 

epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) bezeichnet (Bates & Mercurio, 2005; 

Natalwala, Spychal & Tselepis, 2008; Thiery, 2002). Während der EMT kommt es durch 

zelluläre Ereignisse wie einer Genmutation, Promotor-Hypermethylierungen, 
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posttranslationalen Veränderungen oder einer Transkriptionsrepression letztlich zum 

Verlust von epithelialem Cadherin (E-Cadherin), einem Schlüsselmolekül der 

Zelladhäsion in Epithelzellen des Kolon (Buda & Pignatelli, 2004; Natalwala et al.  2008).  

Als mögliche Ursachen einer gehemmten Expression von E-Cadherin im 

kolorektalen Karzinom wird etwa die Aktivierung der Transkriptionsrepressoren Slug und 

Snail (Palmer et al.  2004; Roy et al.  2005; Shioiri et al.  2006) oder eine Aktivierung des 

Onkogens Ras im Zusammenhang mit einer gesteigerten TGF-β-Exposition angesehen 

(Fujimoto et al.  2001).  

Über Proteine der Cateninfamilie (α-, β-, γ-, p120) ist E-Cadherin mit dem 

Zytoskelett verbunden und für die Aufrechterhaltung normaler Zelladhäsion und 

Zellpolarisation unerlässlich. Durch einen Verlust von E-Cadherin in Karzinomzellen wird 

ein abnormales Migrations- und Invasionsverhalten der Zellen ausgelöst oder verstärkt 

(Buda & Pignatelli, 2004). 

Die Bedeutung einer Expressionsabnahme von E-Cadherin und die sich daraus 

ergebende funktionelle Aktivität in der Tumorprogression und Metastasierung im 

kolorektalen Karzinom wird nicht nur durch den Verlust der Zelladhäsion bedingt, sondern 

auch durch eine Zunahme der β-Catenin-Aktivität im Zellkern. Die Zerstörung des E-

Cadherin/β-Catenin-Komplexes entlässt β-Catenin aus dem membrangebundenen Pool. 

Wenn nun eine unzureichende Degradierung erfolgt, beispielsweise durch den bereits 

erwähnten Verlust des APC-Proteins, erfolgt die Translokation von β-Catenin in den 

Zellkern, wo es die Transkription von Genen, die in der Tumorprogression beteiligt sind, 

induziert (Buda & Pignatelli, 2004; Fearon & Vogelstein, 1990).  

Die Interaktionen zwischen dem E-Cadherin/β-Catenin-Komplex und dem Aktin-

Zytoskelett wird durch das Verbindungsmolekül α-Catenin gesteuert. Dabei scheint α-

Catenin keine direkte Verbindung zwischen Adhäsionskomplex und Zytoskelett 

herzustellen. Vielmehr dient es als molekularer Schalter in einem komplexen dynamischen 

Prozess der Interaktion und Kommunikation zwischen Adhäsionskomplex und Zytoskelett 

unter Mitwirkung vieler verschiedener Bindungspartner wie Signalmolekülen, Aktin-

bindenden Proteinen und dem Arp2/3-Protein, das die Polymerisation von Aktin induziert 

(siehe Abbildung 1-2) (Drees et al.  2005; Scott & Yap, 2006). 
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Abbildung 1-2: Schema des E-Cadherin/Catenin-Komplexes mit möglichen Interaktionsmolekülen 
[modifiziert nach (Scott & Yap, 2006)]. 
 

1.2 DIE BEDEUTUNG VON TIGHT JUNCTIONS IN DER KOLOREKTALEN 
KARZINOGENESE 
Die Tight Junctions (TJ) bilden aufgrund ihrer Struktur eine physikalische Barriere mit 

spezifischen Eigenschaften, die multizelluläre Organismen vor schädigenden Einflüssen 

aus ihrer Umwelt schützt (Anderson, 2001; FARQUHAR & PALADE, 1963; 

Schneeberger & Lynch, 2004). Verschiedene transmembranäre Proteine wie Occludin, 

Claudine (deren Gruppe aus mindestens 24 Mitgliedern besteht) und Junction Adhesion 

Molecules (JAM) interagieren mit einer großen Anzahl sogenannter TJ-Plaqueproteine 

und bilden die physiologischen Voraussetzungen zur Bildung von TJ sowie deren 

morphologischer Eigenschaften. So trennen die TJ die apikalen von den basolateralen 

Bereichen der Zelloberfläche und formen eine sehr wichtige, schützende Barriere, die zwar 

die parazelluläre Diffusion von Ionen und kleinen gelösten Molekülen erlaubt, aber 

toxische Makromoleküle und Mikroorganismen ausschließt (Schneeberger & Lynch, 2004; 

Tsukita, Furuse & Itoh, 2001; Watson, Rowland & Warhurst, 2001). 

Der zytoplasmatische Plaque der TJ wird durch Proteine mit verschiedenen 

Funktionen gebildet. Dazu gehören Adapterproteine, die durch eine PDZ-Domäne (PDZ 

steht für die ersten drei Proteine, in denen diese Bindungssequenz entdeckt wurde: das 

synaptische Protein Post synaptic density 95, für das Septate junction-Protein Disc large 

aus Drosophila melanogaster und für das TJ-Protein Zonula Occludens-1) charakterisiert 

sind wie beispielsweise die Zonula Occludens (ZO)-Proteine. Zudem werden 
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Regulatorproteine und Signalproteine der Gruppe der zytoplsamatischen Plaqueproteine 

zugeordnet (eine zusammenfassende Übersicht gibt Tabelle 1-1). 

 

Transmembranäre 
Proteine Adapterproteine Regulatorische 

Proteine 

Regulatoren von 
Transkription und 
Posttranslation 

z. B. Occludin, 
Claudine, JAMs, CAR 

z. B. Zonula 
Occludens (ZO)-1, 
ZO-2, ZO-3 
 

z. B. PKC, PKA, G-
Proteine, 
Proteinphosphatase  

z. B. ZONAB, 
Symplekin, AP-1 

Tabelle 1-1: Biochemische Zusammensetzung der TJ [modifiziert nach (Aijaz, Balda & Matter, 
2006; Matter & Balda, 2003)]. 
 

Es wird angenommen, dass die Adapterproteine einerseits mit den transmembranären TJ-

Proteinen interagieren und andererseits weitere zytosolische Komponenten wie 

Proteinkinasen, GTPasen und Transkriptionsfaktoren zu den TJ steuern. Auf diesem Weg 

werden Signale aus dem Zellinneren zu den sich formenden oder bereits vorhanden TJ 

übermittelt, um deren Aufbau und Funktionen wie Adhäsion, Proliferation und 

Differenzierung zu regulieren. Es konnten bereits verschiedene Signalübertragungswege 

und Signalproteine identifiziert werden, die an der Steuerung der TJ-Zusammensetzung 

beteiligt sind. Hierzu gehören Proteinkinase A (PKA), monomere und heterotrimere G-

Proteine und verschiedene Isotypen der Proteinkinase C (PKC). Als beteiligte 

Transkritionsfaktoren wurden ZONAB, Symplekin oder AP-1 ermittelt (Aijaz et al.  2006; 

Matter & Balda, 2003). 

In der kolorektalen Karzinogenese sind die molekularen und morphologischen 

Änderungen in den TJ bisher unverstanden. Soler et al. demonstrierten einen funktionalen 

Verlust der TJ-Integrität in humanen Primärtumoren und in Kolontumoren bei Ratten und 

postulierten, dass eine Zunahme der TJ-Permeabilität infolge epigenetischer 

Veränderungen in der Konsequenz zur Tumorpromotion führt (Soler et al.  1999).  

Es wird zudem angenommen, dass eine unzureichende Formation und folglich eine 

reduzierte Funktionstüchtigkeit der TJ zelluläre Migration, Invasion und die 

Metastasenbildung während der kolorektalen Karzinogenese fördert. Neuere 

Untersuchungen zeigten eine häufige Expressionsreduktion von verschiedenen TJ-

Proteinen wie Occludin (Tobioka et al.  2002), Zonula Occludens (ZO)-1 (Kaihara et al.  

2003) oder Claudin-8 (Grone et al.  2007). Andererseits konnte oft auch ein Anstieg der 
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Expression bei Claudin-1, -2, -3, -4 und -7 in kolorektalen Karzinomen beobachtet werden 

(Dhawan et al.  2005; Grone et al.  2007; Hewitt, Agarwal & Morin, 2006; Kinugasa et al.  

2007; Miwa et al.  2001). Allerdings zeigte sich bei Claudin-1 kein Anstieg der Expression 

an der Zellmembran, sondern eine zunehmende diffuse Verteilung im Zytoplasma 

(Swisshelm, Macek & Kubbies, 2005). 

1.3 DER COXSACKIE- UND ADENOVIRUS REZEPTOR 
Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor (CAR) wurde erstmals 1997 als 46 kD großes, 

transmembranäres Glykoprotein beschrieben, das als primäre Bindungsstelle für 

Coxsackie- und Adenoviren an der Zelloberfläche dient (Bergelson et al.  1997). 

Das CAR-Molekül enthält, wie in Abbildung 1-3 dargestellt, eine 

membranumspannende Domäne, die die extrazellulären Domänen (216 Aminosäuren) von 

der intrazellulären Domäne (107 Aminosäuren) trennt. Die zytoplasmatische Domäne 

enthält Palmitylierungsstellen und mögliche Phosphorylierungsstellen sowie eine C-

terminale hydrophobe Peptidsequenz, die mit PDZ-bindenden Proteinen interagiert (Coyne 

& Bergelson, 2005; van't Hof & Crystal, 2002).  

Sowohl Coxsackie- als auch Adenoviren binden an die N-terminale Domäne (V-

Typ), jedoch erkennen beide Virenarten unterschiedliche Sequenzen innerhalb dieser 

Domäne (Bewley et al.  1999; Coyne & Bergelson, 2005; He et al.  2001).  

 

Zellmembran

Extrazelluläre 
Domänen

COOH

V-Typ

C2-Typ

Zellmembran

Extrazelluläre 
Domänen

COOH

V-Typ

C2-Typ

 

Abbildung 1-3: Proteinstruktur des CAR-Moleküls [modifiziert nach (Coyne & Bergelson, 2005; 
Hauwel, Furon & Gasque, 2005)]. 
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Durch die Verbindung zweier CAR-Moleküle wird interzelluläre Adhäsion 

vermittelt. Dies geschieht mit großer Wahrscheinlichkeit durch Bildung von Homodimeren 

der extrazellulären V-Typ-Domäne (Bruning & Runnebaum, 2003; Cohen et al.  2001; 

Honda et al.  2000).  

CAR wurde sowohl in verschiedenen Säugetierarten als auch in Nichtsäugern wie 

Fischen oder Fröschen gefunden. Jedoch konnte bisher kein CAR-Homolog in Drosophila 

oder Nematoden identifiziert werden (Coyne & Bergelson, 2005). Die Analysen von 

humanen und murinen Zelllinien und Geweben zeigten eine weit verbreitete aber sehr 

variable CAR-Expression in den verschiedenen Organen. So ist die CAR-Expression 

während der Embryonalentwicklung der Maus stark reguliert und scheint in der 

Herzentwicklung eine essenzielle Rolle zu spielen (Asher et al.  2005; Dorner et al.  2005). 

Im Menschen konnte CAR in verschiedenen Epithelien wie Lungen- (Walters et al.  1999), 

Prostata- (Rauen et al.  2002), Blasenepithel (Buscarini et al.  2007; Sachs et al.  2002) 

sowie dem Epithel des Gastrointestinaltraktes (Korn et al.  2006) nachgewiesen werden. 

Zudem wurde in humanen Karzinomzellmodellen unterschiedlicher Organe wie Lunge 

(Haviv et al.  2002b), Blase (Okegawa et al.  2001), Ovarien (You et al.  2001), Zervix 

(Kim et al.  2001), Prostata (Okegawa et al.  2000) und Gehirn (Miller et al.  1998) und 

Kolon (Abdolazimi et al.  2007) eine Expression von CAR gezeigt.  

Aufgrund der wesentlichen Beteiligung an interzellulärer Adhäsion sowie einer 

konzentrierten Lokalisation an Zellkontaktstellen besteht die Annahme, dass CAR neben 

seiner Rezeptorfunktion für Coxsackie- und Adenoviren weitere physiologische 

Funktionen in der Zelle übernimmt (Raschperger et al.  2006).  

1.3.1 CAR IST EIN BESTANDTEIL DER TJ 
Mittels konfokaler Lasermikroskopie und Dünnschnitt-Elektronenmikroskopie konnte 

nachgewiesen werden, dass CAR in polarisierten Epithelzellen einen Bestandteil der TJ 

darstellt. Es befindet sich an der apikalen Seite der lateralen Membran und kolokalisiert 

dort mit dem zytosolischen TJ-Protein ZO-1. Dabei könnte CAR (siehe Abbildung 1-4) 

eine direkte Bindung mit ZO-1 eingehen oder über ein bisher unbekanntes vermittelndes 

Protein mit ZO-1 verbunden sein (Coyne & Bergelson, 2005). 
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CARCARCAR

 

Abbildung 1-4: CAR ist Bestandteil der TJ und interagiert direkt oder über Mediatoren mit ZO-1 
[modifiziert nach (Coyne & Bergelson, 2005)]. 
 

Neben der strukturellen Zuordnung von CAR als Bestandteil der TJ liegen 

Untersuchungsergebnisse vor, die dokumentieren, dass die Präsenz von CAR eine 

wesentliche Voraussetzung für die Funktion von TJ ist. In T84 Kolonkarzinomzellen 

verhinderte die Blockade von CAR durch Zugabe eines löslichen, rekombinanten CAR-

Proteins die Formation der TJ und führte zu einem verminderten transepithelialen 

Widerstand (Transepithelial Electrical Resistance; TEER), einem etablierten Marker zur 

Bestimmung der Integrität von TJ (Cohen et al.  2001). Auch in Epithelzellen des 

Lungentraktes wurde nach einer Blockierung von CAR mit dem CAR-spezifischen 

Antikörper RmcB eine Abnahme des TJ-Widerstandes (Walters et al.  2002) festgestellt. 

Im Gegensatz dazu konnte nach verstärkter CAR-Expression in transfizierten Zellen eine 

deutlich erhöhte Barrierefunktion der TJ gezeigt werden (Cohen et al.  2001).  

1.3.2 DIE FUNKTIONELLE BEDEUTUNG VON CAR IM KARZINOM UND BETEILIGTE 
ZELLULÄRE SIGNALWEGE 
Neben den bisher erwähnten Funktionen von CAR als primäre Bindungsstelle für 

Coxsackie- und Adenoviren und als Bestandteil der TJ, zeigten sich in verschiedenen 

Untersuchungen an Karzinommodellen in vitro und in vivo Hinweise auf eine Rolle von 

CAR als Tumorsupressor. So führte eine forcierte Überexpression von CAR in 

Tumorzellen der Prostata und in malignen Gliomablastomzellen zu einer deutlich 

verringerten Tumorproliferation und Tumorigenität in vivo (Kim et al.  2003; Okegawa et 

al.  2000).  

Auch in Karzinomzellen der Blase wurde die Proliferation durch eine vermehrte 

CAR-Expression vermindert. Zudem konnte hier gezeigt werden, dass CAR an der 
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Steuerung der Aktivität von p21 und Rb (beide Moleküle sind in die Zellzyklussteuerung 

involviert) beteiligt war und möglicherweise die p21-abhängige Signalübertragung 

beeinflusst (Okegawa et al.  2001). Die durch CAR vermittelte Inhibition der 

Zellproliferation erforderte das Vorhandensein der zytoplasmatischen Domäne des CAR-

Moleküls. Zudem ging der hemmende Einfluss verloren, wenn CAR durch den CAR-

spezifischen Antikörper RmcB blockiert und so die CAR-vermittelte Zelladhäsion 

aufgehoben wurde (Okegawa et al.  2000).  

In der zytoplasmatischen Domäne scheint die Palmitylierungssequenz essenziell für 

den tumorsupprimierenden Effekt von CAR zu sein. Die S-Azylierung der Cystein-

haltigen Sequenz durch den Palmitylrest aus Palmityl-CoA dient der gezielten Lokalisation 

von Proteinen in Mikrodomänen der Zellmembran und der Regulation von 

Signalübertragung. Dies spiegelt sich in einer Abnahme an membranständigen CAR und 

einer perinukleären Lokalisation des Proteins nach Mutation der Dicystein-

Palmitylierungssequenz wieder (Casey, 1995; Resh, 1999; van't Hof & Crystal, 2002). Des 

Weiteren besitzt CAR eine mögliche Tyrosinphosphorylierungseinheit und eine PDZ-

Bindungssequenz an der zytoplasmatischen Domäne, die an der Signalübertragung 

beteiligt sein könnten (Bruning & Runnebaum, 2003; Excoffon et al.  2004; Honda et al.  

2000). 

Bei der Analyse von Migration und Invasion, beides sind zelluläre Parameter der 

Karzinomprogression, konnten ebenfalls CAR-abhängige Effekte beobachtet werden. Die 

Arbeiten von Yamashita et al. zeigten eine deutlich Abnahme der Zellmigration in vitro 

sowie eine signifikante Reduktion der Anzahl an Lungenmetastasen in vivo nach CAR-

Überexpression in der Melanomzelllinie B16 (Yamashita et al.  2007).  

Auch in Glioblastomzellen wurde eine Hemmung von Zellwachstum und -invasion 

nach CAR-Überexpression beobachtet (Huang et al.  2005). In weiteren Studien an U87 

Glioblastomzellen konnte nachgewiesen werden, dass die intrazelluläre Domäne von CAR 

mit Tubulin, einem Baustein der Mikrotubuli, interagiert (Fok et al.  2007). Es ist bekannt, 

dass Mikrotubuli als Bestandteile des Zytoskelettes an der Steuerung der gerichteten 

Zellmigration beteiligt sind (Ballestrem et al.  2000). So entwickelte sich die Annahme, 

dass eine Interaktion zwischen dem Zytoskelett und CAR zu den beobachteten Effekten 

bei Proliferation, Migration und Invasion geführt haben könnte. Neuere Untersuchungen 

an Gehirnzellen bestätigten, dass CAR an der dynamischen Reorganisation des 

Zytoskelettes über eine Verbindung zu Aktin beteiligt zu sein scheint (Huang et al.  2007).  
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Zusammenfassend betrachtet ist die Datenlage zur funktionellen Rolle von CAR, zu 

seinen möglichen Interaktionspartnern und zu den beteiligten Signalwegen besonders im 

Hinblick auf das kolorektale Karzinom unzureichend und bedarf weiterer Aufklärung. 

1.3.3 REGULATION DER CAR-EXPRESSION IN KARZINOMEN 
Beim Vergleich verschiedener Krebserkrankungen wurde eine hohe Variabilität der CAR-

Expression beobachtet. Während in Karzinomen des Endometriums (Giaginis et al.  2008), 

der Brust (Martin, Watkins & Jiang, 2005) oder im Osteosarkom (Gu et al.  2004) eine 

Zunahme der CAR-Expression detektiert wurde, kam es in den meisten Krebsarten, vor 

allem in Karzinomen des Gastrointestinaltraktes zu einem Verlust von CAR. Insbesondere 

in moderat bis schwach differenzierten Tumoren war eine verminderte CAR-Expression zu 

finden, die bis zum kompletten Verlust von CAR reichen kann (Korn et al.  2006). 

Analysen von Kolongewebe in verschiedenen Stadien der Karzinogenese, die in unserem 

Labor durchgeführt wurden, zeigten ebenfalls einen signifikanten Verlust von 

membranständigem CAR im kolorektalen Karzinom verglichen mit der Normalmukosa 

(Daten noch nicht veröffentlicht). Bisher aber konnten die genauen molekularen 

Mechanismen der Expressionsregulation von CAR sowie der Einfluss zellulärer 

Signalkaskaden nicht vollständig erklärt werden.  

Es gibt Hinweise, dass Faktoren, welche die Expression anderer Adhäsionsproteine 

wie E-Cadherin oder β-Catenin beeinflussen, ebenfalls einen Effekt auf die CAR-

Expression ausüben könnten. In in vitro Untersuchungen an Zelllinien aus Niere (MDCK), 

Kolon (SW480 und HCT116) sowie Pankreas (Miapaca-2) erwies sich der Ras/Raf-

1/MAPK-Weg als funktionell relevant für die CAR-Regulation. Nach Stimulation dieser 

Signalkaskade durch Transfektion eines induzierbaren Raf-1-Konstruktes in MDCK-

Zellen konnte eine Suppression der CAR-Expression beobachtet werden. Umgekehrt 

führte eine Inhibition des Ras/Raf-1/MAPK-Signalweges mittels MEK-Inhibitoren zu 

einer deutlichen Zunahme der CAR-Expression in den Zelllinien SW480, HCT116 und 

Miapaca-2 (Anders et al.  2003a).  

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der Transforming Growth Factor-β (TGF-

β), der in Karzinomgewebe überexprimiert wird (Glasgow & Mishra, 2008) mit der 

Ras/Raf-1/MAPK-Signalkaskade interagiert (Fujimoto et al.  2001; Oft et al.  1996). Dies 

könnte als Erklärung für die gezeigte Modulation der CAR-Expression nach 

pharmakologischer Hemmung des TGF-β-Signalweges dienen (Bruning & Runnebaum, 

2003; Lacher et al.  2006). Und obwohl die TGF-β-induzierten Transkriptions-
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mechanismen der CAR-Expression noch unklar sind, wird vermutet, dass diese den 

Mechanismen der Regulation von E-Cadherin ähneln (Lacher et al.  2006).  

In humanen Tumorzelllinien des Kolon (SW620), der Niere (A498), der Brust 

(MCF 7) und der Leber (HepG2) mit niedrigen CAR-Expressionsraten wurde nach 

Inkubation mit dem synthetischen Histondeazetylaseinhibitor (HDAi) FR901228 (FK228) 

eine verstärkte Aufnahme an Adenoviren in die Zellen gezeigt (Kitazono et al.  2001). In 

späteren Studien konnte nachgewiesen werden, dass die epigenetische Regulation 

bedeutend für den Expressionsverlust von CAR in Krebszellen ist. Pong et al. gelang 

zunächst die Identifizierung der Promotorsequenz des CAR-Genes. Anschließend 

untersuchte die Arbeitsgruppe den Status der DNA-Methylierung sowie der 

Histonazetylierung, welche gut erforschte Regulationsmechanismen der Genexpression 

darstellen. Die Untersuchungen an humanen Karzinomzelllinien des Urogenitaltraktes 

ergaben, dass die Azetylierung des Histon H4 zur Aktivierung des CAR-Promotors führt 

und somit eine wichtige Rolle in der Regulation der CAR-Expression spielt. Im Gegensatz 

dazu konnte der DNA-Methylierung keine Bedeutung in der Regulation der CAR-

Expression zugewiesen werden (Pong et al.  2003; Pong et al.  2006).  

Diese Ergebnisse konnten in vivo unter Verwendung synthetischer (CHAP31, 

FK228) oder natürlicher (Butyrat) HDAi bestätigt werden. Begleitet von einer erhöhten 

Aufnahme von adenoviralen Vektoren nach Behandlung mit den entsprechenden HDAi, 

wurde auch hier eine Zunahme der CAR-Expression erreicht (Goldsmith et al.  2007; 

Hemminki et al.  2003; Okegawa et al.  2005; Taura et al.  2004). 

Butyrat entsteht auf natürlichem Wege im menschlichen Darmtrakt durch bakterielle 

Fermentation von Ballaststoffen und verstärkt in humanen Kolonkarzinomzellen wie 

HT29 über die Hemmung von Histondeazetylasen die Histonazetylierung (Beyer-

Sehlmeyer et al.  2003; Kiefer, Beyer-Sehlmeyer & Pool-Zobel, 2006). Der Einfluss von 

Butyrat auf die CAR-Expression im Kolonkarzinom ist von größtem Interesse für das 

Verstehen der Mechanismen, die die Regulation der CAR-Expression steuern, zumal das 

chemopräventive Potenzial von Butyrat in der kolorektalen Karzinogenese schon in vielen 

Untersuchungen nachgewiesen werden konnte (Bi & Jiang, 2006; Davie, 2003; Velazquez, 

Lederer & Rombeau, 1996). Ein detaillierter Einblick in die Rolle von Butyrat als 

Regulator der Expression und Lokalisation von CAR in Krebszellen – insbesondere im 

kolorektalen Karzinom – fehlt bisher. Ebenso konnten bisher die genauen Signalwege und 

Mechanismen, die an der Regulation der CAR-Expression beteiligt sind, weder 

identifiziert noch charakterisiert werden. 
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2. AUFGABENSTELLUNG 

Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor (CAR) ist als Bestandteil von Tight Junctions 

(TJ) an interzellulären Adhäsionsprozessen beteiligt. In aktuellen Studien konnte 

nachgewiesen werden, dass CAR-abhängige Veränderungen der TJ-Funktion wesentliche 

Parameter der Karzinogenese beeinflussen. Zugrunde liegende Mechanismen und 

tumorbiologische Konsequenzen sind bislang jedoch unverstanden. Ziel der hier 

beschriebenen Arbeit war es daher, die funktionelle Bedeutung von CAR für Proliferation, 

Migration und Invasion im kolorektalen Karzinommodell unter Verwendung von in vitro 

und in vivo Modellen zu analysieren. Zudem sollten Signalwege, welche die Funktion von 

CAR regulieren, identifiziert werden. Die Analyse des Einflusses von zellulärer 

Differenzierung auf die Zellmodelle des Kolonkarzinoms diente dazu, die Regulation der 

CAR-Expression zu untersuchen. Folgende Zielsetzungen leiteten diese Arbeit: 

• Für die in vitro Untersuchungen sollten zunächst die verwendeten Zellmodelle 

hinsichtlich ihrer CAR-Expression charakterisiert werden. 

• Für den Einsatz in den Assays zur funktionellen Bedeutung von CAR sollten geeignete 

Zellmodelle durch stabile Inhibition und stabile Überexpression von CAR in 

verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien hergestellt werden. 

• Die Charakterisierung der funktionellen Bedeutung von CAR für Proliferation, 

Migration und Invasion in vitro und in vivo sollte unter Verwendung der etablierten 

Zellmodelle des kolorektalen Karzinoms mit stabiler Modulation der CAR-Expression 

durchgeführt werden. 

• Durch die Analyse CAR-abhängiger Genexpressionsprofile in 

Kolonkarzinomzelllinien mittels Oligo-Array-Technik sollten Daten zur molekularen 

Vernetzung von CAR generiert und Signalwege, die an der Funktion von CAR 

beteiligt sind, identifiziert werden. 

• Durch Untersuchungen der CAR-Regulation unter dem Einfluss von Differenzierung 

mittels zwei verschiedener Differenzierungsmodelle sollten mögliche molekulare 

Mechanismen der Regulation der CAR-Expression aufgedeckt werden. Einerseits 

sollte die ernährungsphysiologisch relevante kurzkettige Fettsäure Butyrat 

(Natriumbutyrat) verwendet werden, die chemopräventive Eigenschaften hinsichtlich 

der Darmkrebsbildung besitzt. Andererseits sollte eine Analyse der CAR-Expression 

nach spontaner Differenzierung der Kolonkarzinomzelllinie CaCo2 erfolgen. 
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3. MATERIAL UND METHODEN 

3.1 MATERIAL 
3.1.1 HUMANE ZELLMODELLE DES KOLOREKTALEN KARZINOMS 
Bisher liegen kaum Informationen über CAR-Expressionslevel in kolorektalen 

Karzinomzelllinien vor. Um einen großen Erkenntnisgewinn zu erreichen, wurden zur 

Bearbeitung der Aufgabenstellungen dieser Arbeit sieben verschiedene permanente, 

adhärent wachsende humane Karzinomzelllinien des Kolons als Modelle verwendet. Die 

Zelllinien wurden von der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 

GmbH (DMSZ) bezogen und entsprechend den Empfehlungen kultiviert. Informationen zu 

den Zelllinien sind in Tabelle 3-1 zusammengefasst. 

 

Zelllinie Beschreibung der Zelllinie Zellmorphologie 

CaCo2 

CaCo2-Zellen wurden 1974 aus einem 
primären Adenokarzinom des Kolon eines 
72jährigen Patienten etabliert (Fogh, Wright 
& Loveless, 1977). Sie differenzieren 21 d 
post Konfluenz spontan aus (Chantret et al.  
1988). 

 

 
 

Colo205 

Diese Zellen wurden 1975 aus der 
Bauchhöhlenflüssigkeit (Aszites) eines 
70jährigen Patienten mit kolorektalem 
Karzinom isoliert (Semple et al.  1978). 

 

 
 

DLD1 

Die Zelllinie DLD1 entstammt einem 
humanen Adenokarzinom des Kolons 
(Dexter, Barbosa & Calabresi, 1979; 
Tibbetts et al.  1977). 

 

 
 

HCT116 

HCT116-Zellen wurden aus dem primären 
Kolonkarzinom eines Patienten etabliert 
und tragen eine Ras-Mutation auf Codon 13 
(Brattain et al.  1981). 
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Zelllinie Beschreibung der Zelllinie Zellmorphologie 

HT29 

Diese Zelllinie wurde 1964 dem 
Primärtumor einer 44järigen Patientin mit 
Kolonadenokarzinom entnommen (Fogh, 
1975). 

 

 
 

SW480 

Die Isolierung von SW480 erfolgte aus 
einem Adenokarzinom des Kolon bei einem 
50jährigen Patienten (Leibovitz et al.  
1976). 
 

 

 
 

T84 

 

Diese Zellen wurde aus einer 
Lungenmetastase eines 72jährigen Patienten 
mit kolorektalem Karzinom gewonnen 
(Dharmsathaphorn et al.  1984). 
 

 

 
 

Tabelle 3-1: Informationen zu den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien 
 
Die Lichtmikroskopischen Aufnahmen der Zellmodelle erfolgten bei 200-facher Vergrößerung. 
 

In den FACS-, Western Blot- und Real-Time PCR-Analysen wurden die Zelllinien CHO 

(keine CAR-Expression, Negativkontrolle) und CHO+ (stabile CAR-Expression, 

Positivkontrolle) als interne Kontrolle verwendet. Die CHO-Zellen wurden über die 

DMSZ bezogen und die Zelllinie CHO+ wurde freundlicherweise durch Dr. Bergelson, 

Division of Infectious Diseases, Children’s Hospital of Philadelphia, PA, USA zur Verfügung 

gestellt.  

3.1.2 VERWENDETE LÖSUNGEN, REAGENZIEN UND KITS 

Aufgrund ihres Umfangs ist die Liste der verwendeten Lösungen (Medien und Puffer) mit 

Rezepturen, Reagenzien (einschließlich Antikörper, Plasmide und Oligonukleotide) und 

Kits im Anhang unter den Punkten 9.3 bis 9.6 aufgeführt. 

3.1.3 VERWENDETE ARBEITSMITTEL UND LABORGERÄTE 
Aufgrund ihres Umfangs ist die Liste der verwendeten Arbeitsmittel und Laborgeräte im 

Anhang unter den Punkten 9.1 und 9.2 aufgeführt. Ebenfalls im Anhang befinden sich 
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Informationen über die verwendete Mess- und Auswertungssoftware (9.7) und die 

Vektoren (9.8). 

3.2 METHODEN 
3.2.1 ZELLKULTUR 
Die Kolonkarzinomzelllinien wurden steril und unter standardisierten Bedingungen bei 

37 °C, 95 % relativer Luftfeuchte und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Die 

verwendeten Lösungen und Medien wurden vor Gebrauch im Wasserbad auf 37 °C 

erwärmt. Die Zelllinien wurden als Adhäsionskulturen in Zellkulturflaschen (25 cm² oder 

75 cm²) in entsprechendem Nährmedium (siehe Tabelle 3-2) kultiviert. In regelmäßigen 

Abständen erfolgte ein Mykoplasmen-DNA-Amplifikationstest auf Basis einer PCR. 
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Zellline Medium Zusätze 

CaCo2 MEM 

20 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin, 

1 % nicht essentielle Aminosäuren 

Colo205 RPMI 1640 
10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

DLD1 RPMI 1640 
10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

HCT116 McCoy´s 
10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

HT29 McCoy´s 
10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

SW480 DMEM 
10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

T84 DMEM/Ham´s 
F12 

10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

CHO/CHO+ Ham´s F12 
10 % FCS, 

1 % Penicillin/ Streptomycin 

Tabelle 3-2: Übersicht über die in der Zellkultur verwendeten Nährmedien und entsprechende 
Zusätze 
 

Im Abstand von drei bis vier Tagen erfolgte ein Mediumwechsel und bei Erreichen einer 

Zelldichte von 70 bis 80 % wurden die Zellen passagiert. Dazu wurde der Zellüberstand 

entfernt, die Zellen mit 3 ml (25 cm²) bis 5 ml (75 cm²) PBS gespült und anschließend in 

1 ml (25 cm²) bzw. 2 ml (75 cm²) Trypsin/EDTA bei 37 °C inkubiert. Sobald sich die 

Zellen vom Flaschenboden lösten, wurden sie im Kulturmedium resuspendiert und im 

Verhältnis von 1:3 bis 1:10 weiter kultiviert. 

3.2.2 ZELLZAHL- UND VITALITÄTSBESTIMMUNG 
Die Bestimmung von Zellzahl und Vitalität erfolgte mittels Trypanblau-Ausschlusstest in 

einer Zählkammer nach Neubauer. Dazu wurden 20 µl einer Zellsuspension mit 20 µl 

Trypanblau vermischt und auf eine Neubauer-Zählkammer aufgetragen. Während vitale 

Zellen durchscheinend sind, färben sich tote Zellen durch eine gestörte Membranintegrität, 
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und der daraus resultierenden Trypanblauaufnahme ins Zellinnere blau. Mit Hilfe eines 

Lichtmikroskops und eines Handstückzählers erfolgte die Bestimmung der Zahl der in vier 

Großquadraten vorhandenen vitalen und toten Zellen. Aufgrund des definierten 

Kammervolumens berechnen sich die Zelldichte einer Suspension und die Zellvitalität wie 

folgt:  

 

Zellzahl (ZZ/ml) = (MW der ZellzahlGroßquadrat / Verdünnungsfaktor) x 104 
 

Vitalität (%) = (Zellzahlvitale Zellen/ZellzahlGesamt) x 100 
 

3.2.3 INKUBATION MIT NATRIUMBUTYRAT 
Für die Verwendung von Natriumbutyrat in der Zellkultur erfolgte die Herstellung einer 

Stammlösung [1 M] in PBS, die steril filtriert und bei 4 °C gelagert wurde. Zur 

Herstellung der Gebrauchslösung [4 mM] wurde die Stammlösung in entsprechendem 

Nährmedium verdünnt.  

Die Aussaat der Zellen erfolgte 24 h vor Inkubationsbeginn. Eine Zusammenfassung 

der Aussaatbedingungen für die jeweilige Methode gibt Tabelle 3-3 wieder. Die 

Inkubation erfolgte steril und unter standardisierten Bedingungen im Brutschrank. Bei 

einer Inkubationsdauer von 48 h wurde nach 24 h bei allen Proben (entsprechende 

Natriumbutyrat-Konzentration oder Kontrolle) ein Mediumwechsel durchgeführt. 

 

Methode Aussaatformat Zellzahl Inkubationszeit 

Western Blot 10 cm-Schale 2 – 5 x 106 48 h 

FACS 10 cm-Schale 2 – 5 x 106 48 h 

ALP 10 cm-Schale 2 – 5 x 106 48 h 

ChIP 10 cm-Schale 2 – 5 x 106 24 h 

Luziferase-Assay 24-Well-Platte 1 x 104 24 h 

Real-Time PCR 10 cm-Schale 2 – 5 x 106 24 h 

Tabelle 3-3: Zusammenfassende Übersicht über Aussaatbedingungen der Zellen und 
Inkubationszeiten mit 4 mM Natriumbutyrat für die verwendeten Methoden 
 



 MATERIAL UND METHODEN 

18 

3.2.4 DIFFERENZIERUNG DER ZELLLINIE CACO2 
Es ist bekannt, dass die Zelllinie CaCo2 nach 21 Tagen postkonfluentem Wachstums in 

Kultur spontan ausdifferenziert. Dabei nehmen die Zellen morphologische sowie 

funktionale Eigenschaften reifer Enterozyten an (Sambuy et al.  2005). Für die 

Untersuchungen der CAR-Expression nach spontaner Differenzierung in CaCo2-Zellen 

erfolgte eine Aussaat der Zellen in 10 cm-Schalen und Inkubation unter standardisierten 

Bedingungen im Brutschrank. Im Rhythmus von 3 bis 4 Tagen wurde das Zellmedium 

gewechselt. Um den Zeitpunkt der Konfluenz zu bestimmen, erfolgte eine tägliche 

lichtmikroskopische Kontrolle der Zelldichte. Ab dem Erreichen der Konfluenz begann die 

Zählung der Inkubationstage. An den Tagen 0 (Konfluenz), 3, 7, 14 und 21 wurden die 

Proben für die Analysen der CAR-Expression (Zellernte für die FACS-Messung, 

Isolierung von Gesamtprotein und mRNA) aufgearbeitet. 

3.2.5 TRANSFEKTION 
Eine Aufnahme von Fremd-DNA oder siRNA in das Zellinnere wurde mittels Lipofektion 

unter Verwendung des Transfektionsreagenz Lipofectamine™ 2000 erreicht. Bei dieser 

Methode komplexieren Nukleinsäuren (DNA und RNA) zu Lipoplexen und werden 

endozytotisch in die Zellen aufgenommen. Die Anwendung von Lipofectamine™ 2000 

erfolgte nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll. 

3.2.5.1 TRANSIENTE TRANSFEKTION 

Bei der transienten Transfektion handelt es sich um eine vorübergehende Einbringung von 

Nukleinsäuren in Form von DNA oder siRNA in die Zelle. Da diese nicht in das 

Zellgenom integriert, sondern abgebaut werden, ist auch der regulatorische Effekt der 

eingebrachten DNA oder siRNA nur vorübergehend.  

Die Versuche zur transienten Transfektion gingen der stabilen Transfektion voran 

und dienten einerseits der Charakterisierung der verwendeten Zelllinien hinsichtlich ihrer 

Transfizierbarkeit. Andererseits sollte gezeigt werden, dass eine veränderte Expression 

von CAR auf Proteinebene mit den verwendeten Plasmiden und der verwendeten siRNA 

erreicht werden kann.  

3.2.5.1.1 Analyse der Transfektionseffizienz 

Die Transfektionseffizienz der verwendeten Zelllinien wurde ermittelt, indem das 

Expressionsplasmid pEGFP-C1 mit integrierter vollständiger human CAR-cDNA 

(Clontech, Heidelberg) transient transfiziert wurde. Dieses Plasmid führt zur zellulären 

Expression von CAR-Protein mit N-terminal fusioniertem EGFP (Enhanced Green 
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Fluorescence Protein, λAnregung = 488 nm, λEmission = 509 nm), welches mittels 

Durchflusszytometrie an der Zelloberfläche detektiert werden konnte. 

Für die Transfektion wurden 0,4 x 106 Zellen pro Well in 6-Well-Platten ausgesät. 

Nach 24 h wurde der Zellüberstand abgesaugt und die Zellen mit PBS gespült. 

Anschließend wurde 1 ml serumfreies Medium pro Well vorgelegt und der 

Transfektionsansatz (4 µg DNA und 10 µl Lipofectamine™ 2000 in 500 µl serumfreien 

Medium pro Well im Triplett) oder der Kontrollansatz (10 µl Lipofectamine™ 2000 in 

500 µl serumfreien Medium pro Well im Triplett) hinzu gegeben. Nach einer 

Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die Zugabe von 500 µl 

Vollmedium pro Well. Am Folgetag (24 h nach der Transfektion) wurde die 

Zellmorphologie mit einem Lichtmikroskop untersucht. Anschließend wurden die Zellen 

geerntet und – nach einem Spülschritt mit PBS – in 350 µl PBS aufgenommen, um eine 

quantitative Bestimmung der EGFP-markierten Zellen mit einem FACSCalibur™-

Durchflusszytometer durchzuführen (siehe 3.2.7.1).  

3.2.5.1.2 Veränderte Expression von CAR nach transienter Transfektion 

Mittels der transienten Transfektion wurde die Funktionalität der verwendeten Vektoren, 

der siRNA und der scrRNA überprüft. 

Für die Transfektion wurden 0,4 x 106 Zellen pro Well in 6-Well-Platten ausgesät. 

Nach 24 h wurden der Zellüberstand abgesaugt und die Zellen mit PBS gespült. 

Anschließend wurde 1 ml serumfreies Medium pro Well vorgelegt und der zuvor 

hergestellte Transfektionsansatz (4 µg DNA oder RNA und 10 µl Lipofectamine™ 2000 

in 500 µl serumfreien Medium pro Well) hinzu gegeben. Nach einer Inkubationszeit von 

4 h bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die Zugabe von 500 µl Vollmedium pro Well. Und 

24 h nach der Transfektion wurde die Zellmorphologie mit einem Lichtmikroskop 

untersucht. Daran schloss sich die Isolierung des Gesamtproteins aus den transfizierten 

Zellen (3.2.9), die Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford (3.2.10) und die 

Detektion des CAR-Proteins mittels Western Blot (3.2.11) an. Bei der transienten 

Transfektion des Vektors pcDNACAR zur Überexpression von CAR-Protein wurde der 

Leervektor pcDNA3.1 als Kontrolle mitgeführt. Bei der Transfektion der siRNACAR zur 

Inhibition der CAR-Expression diente scrambled RNA (scrRNA) als Kontrolle. 
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3.2.5.2 STABILE TRANSFEKTION 

Bei der stabilen Transfektion wird die transfizierte DNA oder siRNA in das Genom der 

Wirtszelle aufgenommen und kann über längere Zeit stabil exprimiert werden. Dies ist nur 

möglich, wenn das verwendete Oligonukleotid in einen Vektor integriert ist. Vektoren 

enthalten eine Promoterregion zur Aktivierung der Transkription des integrierten 

Oligonukleotids sowie ein Resistenzgen zur Selektion der erfolgreich transfizierten Klone. 

Für die stabile Überexpression von CAR wurde die human CAR-cDNA in den 

Vektor pcDNA3.1 (Invitrogen) eingefügt, der eine CMV-Promotorregion und das 

Geneticin-Resistenzgen enthält. Als Vektorkontrolle wurden Zellen mit dem Leervektor 

pcDNA3.1 transfiziert. Zur stabilen Inhibition der CAR-Expression diente CAR-siRNA, 

die in den Vektor pSuper (Oligoengine™) integriert wurde, einem speziellen 

Expressionsvektor für siRNA unter der Kontrolle des H1-RNA-Promotors 

(Brummelkamp, Bernards & Agami, 2002). Da der pSuper-Vektor kein Resistenzgen 

enthält, wurde ein Vektor mit Puromycin-Resistenzgen kotransfiziert. Als Vektorkontrolle 

diente der Leervektor pSuper, der ebenfalls mit dem Puromycin-Resistenzgen-Vektor 

kotransfiziert wurde. Eine Übersicht zu den verwendeten Vektoren ist in Tabelle 3-4 

dargestellt. 

 

Vektor  Promotor Resistenz 

pcDNA3.1 
(Kontrolle) CMV Geneticin 

pcDNACAR CMV Geneticin 

pSuper 
(Kontrolle) 

H1-RNA-
Promotor 

Kotransfektion eines 
Vektors mit Puromycin-
Resistenzgen 

pSuper-
siRNACAR 

H1-RNA-
Promotor 

Kotransfektion eines 
Vektors mit Puromycin-
Resistenzgen 

Tabelle 3-4: Übersicht zu den verwendeten Vektoren und deren Eigenschaften 
 

Für die stabile Transfektion wurden 24 h vor Transfektionsbeginn 2 bis 4 x 106 Zellen in 

10 cm-Schalen ausgesät. Nach 24 h wurde der Zellüberstand abgesaugt und die Zellen mit 

PBS gespült. Anschließend wurde 3,5 ml serumfreies Medium pro Well vorgelegt und der 

zuvor hergestellte Transfektionsansatz (Tabelle 3-5) auf die Zellen gegeben.  
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Vektor DNA Lipofectamine™ 
2000 serumfreies Medium

pcDNA3.1/ 
pcDNACAR 6 µg Vektor 15 µl 750 µl 

pSuper/ 
pSupersiRNACAR 

6 µg Vektor 

+ 6 µg Puromycin-
Resistenzgen 

30 µl 1,5 ml 

Tabelle 3-5: Herstellung der verwendeten Transfektionsansätze 
 

Nach einer Inkubationszeit von 4 h bei 37 °C im Brutschrank erfolgte die Zugabe von 6 ml 

Vollmedium pro Well. 24 h nach der Transfektion wurde die Zellmorphologie mit einem 

Lichtmikroskop beurteilt. Anschließend wurden die Zellen 1:10 geteilt und in neue 10 cm-

Schalen überführt. Nach weiteren 24 h erfolgte ein Mediumwechsel auf das entsprechende 

Selektionsmedium, welches im Abstand von 3 Tagen erneuert wurde. Nach ca. 7 Tagen 

waren etwa 90 % der Zellen abgestorben und die verbleibenden resistenten Zellen bildeten 

Kolonien. Von diesen Kolonien wurden zehn Klone mittels Trypsin-getränkter Steril 

Cloning Discs, 3,2 mm gepickt und separat weiter kultiviert. Die verbleibenden resistenten 

Zellen wurden gepoolt und ebenfalls weiter kultiviert. Die Kontrolle der gepickten und 

gepoolten Klone hinsichtlich einer regulierten CAR-Proteinexpression erfolgte nach 

Isolierung des Gesamtproteins (3.2.9) und Bestimmung der Proteinkonzentration nach 

Bradford (3.2.10) mittels Western Blot (3.2.11). Des Weiteren wurde eine veränderte 

CAR-Expression an der Zelloberfläche untersucht. Dazu wurden die Zellen geerntet, mit 

Antikörpern markiert und im Durchflusszytometer analysiert (3.2.7). 

Konzentrationsfindung der Selektionsantibiotika 

Da jede Zelllinie unterschiedlich stark auf die Selektionsantibiotika reagiert, war es 

erforderlich für jede Zelllinie eine optimale Konzentration für das Selektionsantibiotikum 

zu definieren. Dazu wurden die Zellen mit einer Zelldichte von 1 x 105 Zellen pro Well in 

6-Well-Platten ausgesät. Nach 24 h erfolgte die Inkubation mit verschiedenen 

Konzentrationen an Geneticin (0,5 bis 5 mg/ml) und Puromycin (0,5 bis 20 µg/ml). Über 

einen Zeitraum von 7 Tagen wurde täglich mittels Lichtmikroskop die Zellmorphologie 

bewertet und der Anteil toter Zellen abgeschätzt. Im 3-d-Rhythmus erfolgte ein 

Mediumwechsel mit frisch angesetztem Selektionsantibiotikum. Als geeignete 

Selektionskonzentration für die Generation stabiler Zelllinien wurde die niedrigste 

Konzentration mit 100 % Zelltod nach 7 d Inkubationszeit festgelegt. 
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3.2.6 GEWINNUNG DES RMCB-ANTIKÖRPERS  
Die Hybridoma-Zelllinie RmcB (die wir freundlicherweise von Dr. Bergelson erhielten) 

wurde 1988 von R. L. Crowell etabliert. Dafür erfolgte eine Immunisierung von A/J-

Mäusen mit einem 50 kDa B-Coxsackieviren-Rezeptor-Komplex, der aus HeLa-Zellen 

gewonnen wurde. Den immunisierten Mäusen entnommene Milzzellen wurden mit Sp2/0 

Myelomzellen fusioniert und die entstehenden Zellen (RmcB) weiter kultiviert (Hsu et al.  

1988). RmcB-Zellen produzieren einen monoklonalen Maus-Antikörper gegen humanes 

CAR. Zur Gewinnung dieses Antikörpers für die Verwendung in den hier beschriebenen 

Untersuchungen wurden die Zellen in RPMI 1640-Medium (10 % FCS und 1 % 

Penicillin/Streptomycin) steril und unter standardisierten Bedingungen im Brutschrank 

kultiviert. Nach Erreichen der Konfluenz wurden Zellen aus einer T75-Zellkulturflasche 

geerntet und in eine T25-Zellkulturflasche überführt. Hier verblieben die Zellen ohne 

Mediumwechsel, da der Antikörper in den Zellüberstand sezerniert wird. Nach etwa drei 

Wochen wurde der Zellüberstand entnommen und zentrifugiert, um tote Zellen und 

Zellbruchstücke zu entfernen. Die Lagerung erfolgte bei 4 °C. 

3.2.7 DURCHFLUSSZYTOMETRIE 

In der Durchflusszytometrie werden Zellen, die sich in einem Flüssigkeitsstrom bewegen, 

beim einzelnen Passieren durch einen fokussierten Laserstrahl analysiert. Dabei wird 

zunächst das nach vorn (FSC = forward light scatter) und das um 90° (SSC = sideward 

light scatter) gestreute Licht detektiert. Die entstehende Streuung ist spezifisch für den 

Zelltyp. Das Signal des FSC gibt Informationen über die Zellgröße und das SSC-Signal 

über die Granularität der Zelle.  

Bei der Fluoreszenzanalyse werden die einzelnen Zellen durch einen Laser angeregt 

und an elektronischen Detektoren vorbeigeführt, die die Fluoreszenzintensität der Zelle 

registrieren. Die Fluoreszenz kann durch Autofluoreszenz der Zelle (z. B. neutrophile und 

eosinophile Blutgranulozyten), durch Antikörperbindung (z. B. RMCB als 

Primärantikörper und Cy3-markierter Sekundärantikörper), durch von der Zelle 

exprimierte fluoreszierende Proteine (z. B. EGFP nach Transfektion mit EGFP-Vektor) 

oder durch an Zellbestandteile bindende Fluorochrome (z. B. Propidiumjodid) vermittelt 

sein. Es können einerseits Proteine an der Zelloberfläche intakter Zellen untersucht 

werden. Andererseits ist es möglich die Zellen zu fixieren (z. B. mit 70 % Ethanol) 

wodurch die Zellmembran porös wird und Proteine im Zellinneren analysiert werden 
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können (Shapiro, 1983). Die Auswertung der ermittelten Daten erfolgte mit der Software 

CellQuest.  

3.2.7.1 EGFP-ANALYSE AN DER ZELLOBERFLÄCHE 

Die transient mit EGFP-C1-human CAR transfizierten Zellen (3.2.5.1.1) wurden 24 h nach 

der Transfektion geerntet, pelletiert und in 350 µl PBS aufgenommen. Anschließend 

erfolgte die Analyse von 30 000 Zellen im FACSCalibur™ über den FL-1-Kanal. 

Zunächst wurden die Kontrollzellen ohne EGFP gemessen und dabei die Parameter zur 

Diskriminierung der Autofluoreszenz der Zellen eingestellt. Danach wurden die EGFP-

exprimierenden Zellen analysiert. Die Messungen erfolgten mittels Dreifachbestimmung. 

Dabei wurde die prozentuale Verteilung EGFP-negativer und -positiver Zellen ermittelt 

und als Histogramm dargestellt und prozentual ermittelt. 

3.2.7.2 CAR-EXPRESSIONSANALYSE AN DER ZELLOBERFLÄCHE 

Diese Untersuchungen wurden zum einen an den stabil transfizierten Zelllinien zur 

Überprüfung einer veränderten CAR-Expression an der Zelloberfläche durchgeführt. Zum 

anderen erfolgten Analysen im Durchflusszytometer nach Inkubation der Kolonzelllinien 

mit Natriumbutyrat, um die Wirkung der Substanz auf die CAR-Expression an der 

Zelloberfläche zu beobachten. Zur Minimierung des Messfehlers wurde zu jeder Probe 

eine Parallelprobe mitgeführt, die mit dem Sekundärantikörper, nicht aber mit dem RmcB-

Antikörper behandelt wurde. Die Messwerte der Parallelproben wurden von den 

Messwerten der Proben abgezogen und somit eine Verfälschung der Daten durch 

Autoimmunfluoreszenz der Zellen oder unspezifische Bindung des Sekundärantikörpers 

ausgeschlossen. Als RmcB-Positivkontrolle wurden Zellen der Linie CHO+ (mit stabiler 

CAR-Überexpression) verwendet. Als RmcB-Negativkontrolle dienten CHO-Zellen (keine 

CAR-Expression). Detektiert wurde die Expressionsdichte von CAR-Protein über die 

Höhe der Fluoreszenzintensität (Y mean number). Die Auswertung erfolgte über die 

Software CellQuest. Die erfasste Zellzahl wurde als Histogramm oder Dot Plots in 

Abhängigkeit der logarithmierten Fluoreszenz dargestellt. 

3.2.7.2.1 Analyse der stabil transfizierten Zelllinien 

Die stabilen Zelllinien wurden geerntet und pelletiert. Nach einem Waschschritt mit PBS 

erfolgte die Inkubation mit der RmcB-Antikörper-Gebrauchslösung (RmcB-Zellüberstand 

1:2 in BSA-Ziegenserum-Puffer) für 45 min bei 4 °C unter Lichtausschluss. Anschließend 

wurden drei Waschschritte mit PBS durchgeführt. Daran schloss sich die Inkubation mit 

dem Cy3-markierten Sekundärantikörper (1:400 in BSA-Ziegenserum-Puffer) für 45 min 
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bei 4 °C unter Lichtausschluss. Die Zellen wurden nochmals mit PBS gespült und 

nachfolgend für die Messung am FACSCalibur™ in 500 µl PBS aufgenommen. 

3.2.7.2.2 Analyse der Kolonzelllinien nach Inkubation mit Natriumbutyrat 

Die Kolonzellen wurden in 10 cm-Schalen mit einer Dichte von 2 bis 5 x 106 Zellen pro 

Schale ausgesät und für 24 h im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde der 

Zellüberstand abgesaugt und die Natriumbutyrat-Gebrauchslösung [4 mM] auf die Zellen 

gegeben und nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel mit gleicher Konzentration an 

Natriumbutyrat. Weitere 24 h später endete die Inkubationszeit und die Zellen wurden 

geerntet. Nach einem Waschschritt mit PBS erfolgte die Inkubation mit der RmcB-

Antikörper-Gebrauchslösung für 45 min bei 4 °C unter Lichtausschluss. Danach wurden 

drei Waschschritte mit PBS durchgeführt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation mit einem 

Fluorochrom-gelabelten anti-Maus Sekundärantikörper (Alexa Fluor 488) für 45 min bei 

4 °C unter Lichtausschluss. Die Zellen wurden nochmals mit PBS gespült, in 500 µl PBS 

mit Propidiumjodid [4µg/ml] aufgenommen und im FACSCalibur™ unter Ausschluss der 

nicht vitalen Zellen analysiert. 

3.2.8 FUNKTIONELLE UNTERSUCHUNGEN 

Die im Folgenden beschriebenen Untersuchungen dienten der Charakterisierung der 

funktionellen Rolle von CAR hinsichtlich Proliferation, Migration und Invasion. Die 

Kolonkarzinomzellen wurden in Abhängigkeit von ihrem CAR-Expressionsstatus 

untersucht. Dazu wurden die Experimente sowohl nach stabiler Überexpression als auch 

nach stabiler Inhibition von CAR in den Kolonkarzinomzellen durchgeführt.  

3.2.8.1 PROLIFERATIONSTESTS 

3.2.8.1.1 In vitro Proliferation 

Für die Untersuchung des Zellwachstums in vitro wurden die Zellen in 6-Well-Platten mit 

einer Dichte von 3 bis 4 x 105 Zellen pro Well im Triplett ausgesät. Nach einer 

Inkubationszeit von 48 h unter standardisierten Bedingungen im Brutschrank wurde der 

Zellüberstand entfernt und jedes Well mit 1 ml PBS gespült. Im Anschluss wurden die 

Zellen mit 500 µl Trypsin pro Well vom Wellboden gelöst und in 1 ml Medium 

resuspendiert. Von jeder Probe wurde ein 20 µl Aliquot zur Bestimmung von Zellzahl und 

Vitalität mittels Trypanblau-Ausschlusstest entnommen. Als Kontrolle dienten die Zellen 

mit dem jeweiligen Leervektor. 
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3.2.8.1.2 In vivo Proliferation 

Die Untersuchungen des Zellwachstums in vivo wurden von der Firma EPO 

(Experimentelle Pharmakologie & Onkologie Berlin-Buch GmbH) an NOD/SCID-Mäusen 

durchgeführt. Jeweils 5 Mäusen pro Gruppe wurden 1 x 107 Zellen in 100 µl PBS sub 

cutan in die Flanke injiziert. In regelmäßigen Abständen (2 Mal pro Woche) erfolgte die 

Bestimmung des Körpergewichts der Mäuse und der Tumorvolumen über einen Zeitraum 

von 21 Tagen. Am Ende der Untersuchungen wurden die Mäuse getötet, die Tumoren 

isoliert und das finale Tumorvolumen bestimmt. Zur Lagerung wurden die Tumorproben 

in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei -80 °C gelagert. 

Zur Vorbereitung der in vivo Versuche wurden die Zellen in T175-Zellkulturflaschen 

unter standardisierten Bedingungen im Brutschrank vermehrt. Für die Zellernte wurde der 

Zellüberstand entfernt und nach einem Spülschritt mit PBS wurden die Zellen mit 

Trypsin/EDTA vom Flaschenboden gelöst, im entsprechenden Zellmedium resuspendiert 

und pelletiert. Das Zellpellet wurde in PBS aufgenommen und die Bestimmung von 

Zellzahl und Vitalität durchgeführt. Im Anschluss wurden 6 x 107 Zellen abgenommen und 

zentrifugiert (1000 rpm, 5 min, Raumtemperatur (RT)). Der Zellüberstand wurde 

verworfen und die Zellen wurden in 600 µl PBS aufgenommen, um eine Zelldichte von 

1 x 107 Zellen pro 100 µl zu erreichen. Die Lagerung der Zellen bis zur Injektion in die 

Mäuse erfolgte auf Eis unter Lichtausschluss. Für diese Untersuchungen wurden DLD1 

und SW480 mit stabiler CAR-Überexpression verwendet. Als Kontrolle dienten die Zellen 

mit dem entsprechenden Leervektor. 

 3.2.8.2 3-DIMENSIONALES ZELLWACHSTUM 

Die Untersuchungen des Zellwachstums in einer 3-Dimensionalen Matrix fanden unter 

Verwendung der Matrigel™ Basement Membrane Matrix statt. Matrigel™ ist ein gelöster 

Extrakt aus dem Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) Sarkom der Maus, welches reich an 

Proteinen der extrazellulären Matrix ist. Die Extraktion dieser Proteine wurde durch 

Kleinman et al. beschrieben. Der Hauptbestandteil von Matrigel™ ist demnach Laminin, 

weitere Bestandteile sind Kollagen IV, Heparansulfat-Proteoglykane und Nidogen 

(Kleinman et al.  1982). Zudem enthält es verschiedene Wachstumsfaktoren wie 

beispielsweise TGF-ß, Fibroblast growth factor und Tissue plasminogen activator 

(McGuire & Seeds, 1989). Als Formulierung ist es in DMEM mit 10 µg/ml Gentamicin 

gelöst und kompatibel mit allen Kulturmedien. 
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Matrigel™ wurde über Nacht bei 4 °C aufgetaut. Da das bei 4 °C flüssige 

Matrigel™ ab einer Temperatur von 20 °C polymerisiert und fest wird, war es erforderlich 

alle Arbeiten auf Eis und mit gekühlten Pipettenspitzen durchzuführen. Für die Versuche 

wurden 24-Well-Platten verwendet. Jedes Well wurde zunächst mit 75 µl Matrigel™ 

vorbeschichtet. Danach erfolgte die Ernte der Zellen. Nach der Bestimmung von Zellzahl 

und Vitalität wurden 1 x 105 Zellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt und 

zentrifugiert (1000 rpm, 3 min, 4 °C). Nach Entfernen des Überstandes wurden die Zellen 

in 400 µl Matrigel™ resuspendiert und in die beschichteten Wells gegeben. Die 

Matrigelansätze polymerisierten innerhalb von 15 min bei 37 °C im Brutschrank aus. 

Anschließend wurden 1 ml entsprechendes Medium pro Well auf den festen 

Matrigelansatz pipettiert. Die Kultivierung erfolgte unter standardisierten im Brutschrank 

über 48 h. Als Kontrollen wurden die Zellen mit dem entsprechenden Leervektor ausgesät. 

Die Formierung von Zellkolonien im Matrigel™ wurde unter einem Lichtmikroskop 

beobachtet und fotodokumentiert. 

3.2.8.3 MIGRATIONSTEST 

Der Migrationstest erfolgte unter Verwendung einer 48-Well Micro Chemotaxis Chamber 

(Abbildung 3-1 A) wie im Herstellerprotokoll empfohlen. Die unteren Wells dieser 

Kammer wurden mit einem Chemoattraktant (Lockstoff für die Zellen) und die oberen 

Wells mit Zellsuspension befüllt. Obere und untere Kammer waren durch eine poröse 

Filtermembran voneinander getrennt, die von migrierenden Zellen während der 

Inkubationszeit passiert werden konnte (Abbildung 3-1 B). Die migrierten Zellen wurden 

schließlich durch Färbung sichtbar gemacht (Falk, Goodwin, Jr. & Leonard, 1980) 

(Abbildung 3-1 C).  
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Abbildung 3-1: Schematische Darstellung von Aufbau und Funktionsweise einer 48-Well Micro 
Chemotaxis Chamber  

A: 48-Well Microchemotaxis Chamber (http://www.neuroprobe.com/ products/ap48.html); 

B: Schema einer befüllten 48-Well Micro Chemotaxis Chamber im Querschnitt. In jedes Well der 
oberen Kammer wird eine definierte Anzahl an Zellen in Suspension gefüllt. In die Wells der 
unteren Kammer wird serumfreis Medium (SFM) oder Medium mit 10 % FCS eingefüllt; 

C: Fotografie einer Filtermembran (exemplarisch) nach Verwendung im Migrationsassay. Links: 
es hat keine Migration stattgefunden (SFM); rechts: migrierte Zellen (10 % FCS) nach Anfärben 
mit Kristallviolett in 10 %igem Ethanol. 

 

Für die Versuche wurden die Zellen geerntet und zentrifugiert (1000 rpm, 3 min, RT). Das 

Zellpellet wurde in serumfreien Medium (SFM) resuspendiert und ein 20 µl Aliquot der 

Zellsuspension wurde entnommen um Zellzahl und Vitalität zu bestimmen. Zur 

Herstellung einer Zellsuspension mit 1 x 106 Zellen pro ml wurden 1,5 x 106 Zellen in ein 

1,5 ml Reaktionsgefäß überführt, zentrifugiert (1000 rpm, 3 min, RT) und in 1,5 ml SFM 

resuspendiert. Im Anschluss erfolgte die Belegung der unteren Migrationskammer mit 

28 µl SFM (Kontrolle) oder 28 µl Medium mit 10 % FCS (Chemoattraktant). Auf die 

befüllte untere Kammer wurde die Polycarbonat-Filtermembran mit einer Porengröße von 

8 µm vorsichtig aufgelegt, da Blasenbildung vermieden werden sollte. Nun wurden der 

Silikonaufsatz und die obere Kammer fixiert. Jedes Well der oberen Kammer wurde mit 

50 µl Zellsuspension (entspricht 50 000 Zellen) blasenfrei befüllt. Die Inkubation erfolgte 

über 24 h unter standardisierten Bedingungen im Brutschrank. Danach wurde die 
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Filtermembran aus der Kammer entfernt und für 15 min bei RT in einer Kristallviolett-

Färbelösung inkubiert. Dies diente der Fixierung und Anfärbung der Zellen, die an der 

Filtermembran hafteten. Nach einem Spülschritt, bei dem die Membran in PBS schwenkte 

(5 min, RT), wurden alle nicht migrierten Zellen von der Membranoberseite abgestreift 

und die Membran zum Trocknen ausgelegt. Die Ergebnisse wurden fotodokumentiert. Als 

Kontrollen dienten die Zellen mit dem entsprechenden Leervektor. 

3.2.8.4 INVASIONSTEST 

Die Versuche zum Invasionsverhalten der Zellen basieren auf dem Prinzip des 

Migrationstests und wurden unter Verwendung von BD BioCoat™ Matrigel™ Invasion 

Chambers durchgeführt. Dabei handelt es sich um Zellkultureinsätze für 24-Well-Platten, 

die mit Zellsuspension befüllt werden. Die Einsätze enthalten eine Matrigel™-beschichtete 

PET-Membran mit einer Porengröße von 8 µm. Die Matrigel™-Schicht dient als in vitro-

Modell der Basalmembran, indem sie die Poren der PET-Membran verschließt und somit 

verhindert, dass nicht invasive Zellen durch die Membran migrieren. Unterhalb der 

Zellkultureinsätze werden die Wells mit einem Chemoattraktant oder einer Kontrolle 

befüllt.  

Die Durchführung der Experimente erfolgte nach den Empfehlungen des Herstellers. 

Zunächst wurden die Zellkultureinsätze für 2 h im Brutschrank bei 37 °C rehydriert. Dazu 

wurden 500 µl serumfreies Medium (SFM) in der 24-Well-Platte vorgelegt, die 

Zellkultureinsätze eingesetzt und anschließend mit 500 µl SFM befüllt. Während der 

Rehydrierung erfolgte die Zellernte. Die geernteten Zellen wurden nach einem 

Waschschritt mit PBS zentrifugiert (1000 rpm, 3 min, RT) und das Zellpellet wurde in 

SFM resuspendiert. In einem 20 µl Aliquot der Zellsuspension erfolgte die Bestimmung 

von Zellzahl und Vitalität. Anschließend wurden 0,4 x 106 Zellen in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt, zentrifugiert (1000 rpm, 3 min, RT) und in 1 ml SFM 

resuspendiert. Daraufhin wurden 750 µl Chemoattraktant (Zellmedium mit 10 % FCS) 

oder Kontrolle (SFM) pro Well in einer 24-Well-Platte vorgelegt. Die rehydrierten 

Einsätze wurden abgesaugt und unter Vermeidung von Blasenbildung in die vorbereiteten 

Wells eingesetzt. Anschließend wurden die Einsätze mit 500 µl Zellsuspension (entspricht 

0,2 x 106 Zellen) befüllt. Die Inkubation erfolgte über 24 h unter standardisierten 

Bedingungen im Brutschrank. Danach wurden die Einsätze für 15 min bei RT in einer 

Kristallviolett-Färbelösung inkubiert. Dies diente der Fixierung und Anfärbung der Zellen, 

die an der Unterseite der Membran hafteten. Nach einem Spülschritt, bei dem die Einsätze 
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kurz in PBS geschwenkt wurden, wurden alle nicht invadierten Zellen von der 

Membranoberseite mit einem Wattestäbchen entfernt. Als Kontrollen dienten die Zellen 

mit dem entsprechenden Leervektor. 

3.2.8.5 QUANTIFIZIERUNG VON ZELLULÄRER MIGRATION UND INVASION 

Die Ermittlung von Migrations- und Invasionsstärke erfolgte indirekt über die 

photometrische Bestimmung der Konzentration an Kristallviolett in den migrierten oder 

invadierten Zellen an der Membranunterseite. Dazu wurde das Kristallviolett mit 10 %iger 

Essigsäure aus den Membranen gelöst (5 min, RT). Die photometrische Quantifizierung 

der Kristallviolettkonzentration erfolgte über eine mitgeführte Standardreihe (0 bis 9 

µg/ml Kristallviolett in 10 %iger Essigsäure).  

3.2.9 ISOLIERUNG DES ZELLULÄREN GESAMTPROTEINS 
Zur Extraktion des Gesamtproteins wurden die Zellen vom Zellüberstand befreit und 

zweimal mit kaltem PBS gespült. Darauf folgte die Inkubation der Zellen in 300 µl (6-

Well-Platte) oder 1 ml (10 cm-Schale) Triton X-Proteinextraktionspuffer bei 4 °C für 

30 min. Anschließend wurden die Zellen mit einem Zellschaber vom Boden gelöst und in 

ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß (auf Eis) überführt. Nach dem Aufschluss der Zellwände 

mittels Ultraschallhomogenisator (10 s, 6 x cycle, 50 % power) im Eisbad erfolgte die 

Zentrifugation (15 300 rpm, 45 min, 4 °C) zur Sedimentierung der Zelltrümmer. Die 

Überstände, die das Gesamtprotein enthielten, wurden bei -80 °C eingefroren. 

3.2.10 PROTEINKONZENTRATIONSBESTIMMUNG NACH BRADFORD 
Die Bestimmung des Proteingehaltes der Proben erfolgte nach der Methode von Bradford 

mit BSA als Standardprotein (Bradford, 1976). Der Nachweis beruht auf der spezifischen 

Bindung des Trimethylmethan-Farbstoffes Coomassie Brilliantblau G250 an Proteine. Bei 

der Bildung von Farbstoff-Protein-Komplexen verschiebt sich aufgrund der Stabilisierung 

der anionischen Form des Farbstoffs das Absorptionsmaximum von 470 nm auf 595 nm 

(Compton & Jones, 1985). Bei dieser Wellenlänge kann die Zunahme der Absorption 

photometrisch gemessen werden. Zur Quantifizierung der Proteinkonzentration wurde eine 

Eichreihe hergestellt, indem BSA (1 µg/µl) in Bradford-Reagenz im 

Konzentrationsbereich von 0 - 10 µg/ml verdünnt wurde. Jeweils 2 µl der Proteinproben 

wurden mit 998 µl Bradford-Reagenz gemischt. Alle Ansätze (BSA-Standardproben und 

Proteinproben) wurden in Küvetten (10 x 4 x 45 mm) überführt und die Absorption im 

Photometer bei einer Wellenlänge von 595 nm bestimmt. Die Proteinkonzentration der 

Proben wurde durch lineare Regression der Eichgeraden ermittelt.  
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3.2.11 WESTERN BLOT 
Die Methode des Western Blot, auch als Immunoblotting bezeichnet, umfasst den Transfer 

von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Trägermembranen mit anschließender 

Immunodetektion. Zunächst werden die Proteingemische mittels Gelelektrophorese 

aufgetrennt und über Kapillartransfer oder Elektrotransfer auf eine Nitrozellulosemembran 

übertragen. Anschließend können die entsprechenden Zielproteine (Antigene) mit 

spezifischen Antikörpern immunologisch nachgewiesen werden. 

3.2.11.1 SDS-PAGE 

Die Proteinauftrennung in den Proben erfolgte per Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

gelelektrophorese (SDS-Page), einem Verfahren, bei dem die denaturierten Proteine nach 

ihrem Molekulargewicht getrennt werden. SDS hat als anionisches Detergenz die 

Eigenschaft, sich um die Polypeptidketten der Proteine zu lagern und damit deren 

Eigenladung zu überdecken. Die dabei entstehenden SDS-Protein-Mizellen haben eine 

konstante negative Ladung pro Masseeinheit, so dass die Auftrennung der Proteine nur 

nach einem Parameter, dem Molekulargewicht, erfolgt. Die Proteine wurden zuerst in 

einem großporigen Sammelgel (4 % Acrylamid) aufkonzentriert und anschließend im 

darunter gelagerten kleinporigen Trenngel (8-15 % Acrylamid, abhängig vom 

Molekulargewicht des Zielproteins) aufgetrennt (Laemmli, 1970). Für den Nachweis der 

entsprechenden Zielproteine wurden 20 µg der isolierten Proteinproben eingesetzt. Diese 

wurden zunächst 1:4 mit Ladepuffer (NuPAGE®, Invitrogen) gemischt und bei 70 °C für 

10 min denaturiert. Anschließend wurden die gesamte Menge jeder Probe sowie 3 μl eines 

Proteinmarkers (SeeBlue® Plus 2, Invitrogen) auf das Gel aufgetragen. Die Auftrennung 

der Proteine erfolgte in der XCell SureLock™ Elektrophorese-Zelle (Invitrogen) bei einer 

Spannung von 180 V über 1 h.  

3.2.11.2 PROTEINTRANSFER AUF DIE MEMBRAN 

Um den zur immunologischen Detektion erforderlichen Transfer der Proteine vom Gel auf 

die Nitrozellulosemembran zu erreichen, wurde das Gel direkt auf der Membran platziert 

und ein elektrischer Strom senkrecht zum Gel angelegt. Im elektrischen Feld wandern die 

Proteine aus dem Gel auf die Membran und werden dort gebunden. 

Für die Durchführung des Proteintransfers wurden die Membran, 2 Filterpapiere und 

6 Blotting-Schwämme für 5 min in Transferpuffer getränkt, anschließend im Sandwich-

Prinzip geschichtet und zwischen zwei Plattenelektroden angeordnet. Der Transfer erfolgte 

im XCell II™ Blot Module (Invitrogen) bei einer Spannung von 30 V über 1 h. 
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3.2.11.3 IMMUNODETEKTION 

Der immunologische Nachweis der Zielproteine erfolgte indirekt. Zunächst wurde das 

membrangebundene Antigen mit einem Antigen-spezifischen Primärantikörper und 

danach mit einem an den Primärantikörper bindenden und mit Meerrettichperoxidase 

konjugiertem Sekundärantikörper inkubiert. Zur Vermeidung unspezifischer Bindungen 

der Antikörper wurde die Membran zuvor mit 5 % Magermilchpulver (MP) in PBS mit 

Tween 20 (PBS-T) für 1 h bei RT behandelt (geblockt). Die Art der spezifischen 

Antikörper sowie deren Verdünnung in 5 % MP in PBS-T als auch die 

Inkubationsbedingungen sind in Tabelle 3-6 zusammengefasst. 

 

Schritte CAR α-Catenin ZO-1 β-Aktin GAPDH 

Primäranti-
körper 

(Verdünnung, 
Inkubations-
zeit) 

polyklonal 
rabbit anti-
CAR (H300) 

(1:200, 4 °C, 
üN) 

monoklonal 
mouse anti-
α-Catenin  

(1:500, 4 °C, 
üN) 

monoklonal 
mouse anti-
ZO-1  

(1:500, 4 °C, 
üN) 

monoklonal 
mouse anti-
β-Aktin 

(1:1000, 
4 °C, üN) 

monoklonal 
mouse anti-
GAPDH 

(1:10000, 
4 °C, üN) 

Waschen 
3 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT 

3 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT 

3 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT 

3 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT 

3 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT 

Sekundär-
antikörper 

goat anti-
rabbit-HRP  

(1:10.000, 
RT, 1 h) 

goat anti-
mouse-HRP  

(1:10.000, 
RT, 1 h) 

goat anti-
mouse-HRP 

(1:10.000, 
RT, 1 h) 

goat anti-
mouse-HRP  

(1:10.000, 
RT, 1 h) 

goat anti-
mouse-HRP  

(1:10.000, RT, 
1 h) 

Waschen 

 

1 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT; 

2 x 10 min in 
PBS-T, RT 

1 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT; 

2 x 10 min in 
PBS-T, RT 

1 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT; 

2 x 10 min in 
PBS-T, RT 

1 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT; 

2 x 10 min in 
PBS-T, RT 

1 x 10 min in 
5 % MP in 
PBS-T, RT; 

2 x 10 min in 
PBS-T, RT 

Detektion ECL ECL ECL ECL ECL 

Tabelle 3-6: Übersicht zu den verwendeten spezifischen Antikörpern und den entsprechenden 
Inkubationsbedingungen 
 

Die Detektion des sekundären Antikörpers erfolgte mit dem ECL (Enhanced 

Chemiluminescence) Detection Reagenz von Amersham (ECL Western blotting detection 

reagents and analysis system, Amersham Biosciences 2002). Dabei katalysiert die an den 

sekundären Antikörper gebundene Meerrettichperoxidase (HRP) eine Reaktion mit dem 

lumineszierenden Detektionsreagenz. Das entstehende Lichtsignal wurde durch Auflegen 
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eines Röntgenfilms als schwarze Bande sichtbar gemacht. Dazu wurde die Membran mit 

dem Detektionsreagenz inkubiert und der Röntgenfilm anschließend unter Lichtausschluss 

über eine definierte Zeit aufgelegt. 

Als interne Kontrolle für den CAR-Antikörper wurden Proteinisolate der Zelllinien 

CHO (Negativkontrolle) und CHO+ (Positivkontrolle) in jedem Versuchsdurchlauf 

mitgeführt. 

3.2.12 AKTIVITÄTSBESTIMMUNG DER ALKALISCHEN PHOSPHATASE 
Die differenzierungsinhibierende oder -stimulierende Wirkung von Testsubstanzen auf 

Zellen kann mittels p-Nitroanilide-Differenzierungs-Assays untersucht werden. Der p-

Nitrophenolphosphat-Assay wurde erstmals von Engvall (1980) beschrieben und dient der 

Analyse des Differenzierungsgrades von adhärenten und nichtadhärenten Zellen über die 

Bestimmung der Aktivität der alkalischen Phosphatase (ALP). P-Nitrophenolphosphat 

(pNPP) wird durch die ALP hydrolytisch gespalten. Das dabei frei werdende p-

Nitrophenol (pNP) führt zu einer Gelbfärbung der Reaktionslösung und somit zu einer 

Zunahme der Extinktion bei 405 nm, welche über die Zeit gemessen wird. Die pro 

Zeiteinheit entstehende Menge an p-Nitrophenol ist proportional zur Extinktionsänderung 

und der Aktivität der ALP (Engvall, 1980; Tietz, Rinker & Shaw, 1983). Die 

Aktivitätsbestimmung im Gesamtprotein der Zellen (3.2.9) erfolgte bei 37 °C in 0,2 M 

Trispuffer mit 5 mM MgCl2 und 1 mg/ml pNPP als Substrat (SIGMAFAST™) in 96-Well-

Mikrotiterplatten. Die pNP-Konzentrationsänderung der Proben wurde durch lineare 

Regression der Extinktionswerte ermittelt. Die Aktivität der ALP wurde als Anstieg der p-

NP-Konzentration über die Zeit bezogen auf die Proteinkonzentration dargestellt. 

3.2.13 REPORTERGEN-LUZIFERASE-ASSAY 
Der Reportergen-Assay unter der Verwendung eines Dual-Luciferase® Reporter-Assay 

Kit wurde eingesetzt, um die CAR-Promoteraktivität der Zellen zu analysieren. In diesem 

Assay-System werden zwei verschiedene Reporterenzyme mittels Transfektion in die 

Zellen eingeschleust. Dabei unterscheidet man einen experimentellen Reporter (Firefly-

Luziferase von Photinus pyralis, Glühwürmchen), dessen Aktivität über die 

Reaktionsbedingungen reguliert wird und einen kotransfizierten Kontrollreporter (Renilla-

Luziferase von Renilla reniformis, Seeanemone) mit einer Grundaktivität. Beide Proteine 

werden simultan expremiert und sind direkt nach der Translation enzymatisch aktiv. Bei 

der chemischen Reaktion der Firefly- und Renilla-Luziferase mit den entsprechenden 

Substraten wird Licht der Wellenlänge 562 nm emittiert. Die im Luminometer detektierte 
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Lichtemission ist proportional zur Menge an Luziferase im Substrat und dient somit zur 

indirekten Ermittlung der Transkriptionsrate des Luziferasereportergens. Die 

Normalisierung der Aktivität des experimentellen Reporters mit der Aktivität der internen 

Kontrolle minimiert die experimentelle Variabilität, die durch äußere Einflüsse wie 

Zellkulturbedingungen und Transfektionseffizienz verursacht wird.  

3.2.13.1 VORBEREITUNG DER ZELLEN 
Die Aussaat der Zellen erfolgte am Vortag in 24-Well-Platten in einer Zelldichte von 

1 x 104 Zellen pro Well für eine Triplettbestimmung. Die Kotransfektion der 

Reporterplasmide pGl3-basic (Kontrollplasmid mit Firefly) oder pGl186 (Plasmid mit 

Firefly und eingefügter CAR-Promotersequenz) mit der Renilla-Luziferase erfolgte mittels 

Effectene Transfection Kit laut Herstellerprotokoll. Dafür wurden EC Puffer mit dem 

entsprechenden Plasmid, der Renilla-Luziferase und dem Enhancer gemischt und bei RT 

für 2-5 min inkubiert. Anschließend wurde dem Gemisch Effectene hinzugefügt und für 

weitere 10-15 min bei RT inkubiert. Schließlich wurden 160 µl Zellmedium zum Ansatz 

gegeben. Die Zellen wurden vom Zellüberstand befreit und mit vorgewärmten PBS 

gespült. Danach wurden in jedem Well 100 µl Zellmedium vorgelegt, 200 µl des 

Transfektionsansatzes hinzu gegeben und über 4 h im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss 

wurde der Transfektionsansatz von den Zellen entfernt, mit PBS gespült und es erfolgte 

die Inkubation mit 4 mM Natriumbutyrat (500 µl/Well) über 24 h (siehe auch 3.2.3) unter 

standardisierten Bedingungen im Brutschrank. 

3.2.13.2 ZELLLYSE UND MESSUNG DER LUZIFERASEAKTIVITÄT 

Zunächst erfolgte die Entfernung des Zellüberstandes. Nach einem Spülschritt mit PBS 

wurden die Zellen in 100 µl Passive Lysis Buffer (1 x) für 15 min bei RT auf dem 

Schüttler lysiert und anschließend durch auf- und abpipettieren homogenisiert. Zur 

Messung der Luziferaseaktivität wurden 10 µl der Zelllysate in die Wells einer 

LumiNunc™ 96-MicroWell™ pipettiert. Durch automatische Injektion von 50 µl 

Luciferase Assay Reagent II im Luminometer wurde die Firefly-Luziferase induziert und 

die Lumineszenz gemessen (2 s delay, 10 s read). Zum Stoppen dieser Reaktion und zur 

Induktion der Renilla-Luziferase erfolgte die automatische Injektion von 50 µl 

Stop & Glow® Reagent mit anschließender Messung der Lumineszenz (2 s delay, 10 s 

read). Für die Auswertung der Daten wurde eine Normalisierung der Aktivität des 

Reporterplasmids gegenüber dem internen Kontrollplasmid durchgeführt und die Werte 

der behandelten Proben relativ zur Kontrolle ausgedrückt. 
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3.2.14 QUANTITATIVE REAL-TIME PCR (TAQMAN PCR) 
Die quantitative Real-Time PCR ist eine sehr schnelle und sensitive Methode zur in vitro-

Amplifizierung spezifischer, zuvor in cDNA umgeschriebener mRNA-Abschnitte. 

Während in bisherigen PCR-Techniken das amplifizierte Genprodukt als Endpunkt 

detektiert wurde, erfolgt in der von Higuchi et al. 1992 entwickelten Methode die 

Quantifizierung der synthetisierten Template-Menge in jedem PCR Zyklus (Kubista et al.  

2006).  

Das Prinzip einer PCR-Reaktion basiert auf der zyklischen enzymatischen 

Vermehrung eines bestimmten DNA-Abschnittes, der zwischen zwei Oligonukleotid-

Primern liegt. Ein Reaktionszyklus besteht aus einer Denaturierungsphase bei 95 °C 

(DNA-Doppelstränge werden in Einzelstränge aufgetrennt), einer Annealingphase mit 

primerspezifischen Temperaturen von 55 - 62 °C (Bindung der Oligonukleotid-Primer an 

die DNA-Einzelstränge) und einer Extensionsphase bei 72°C (Komplementierung 

einsträngiger DNA unter dNTP Verbrauch und Primerverlängerung durch die Taq-

Polymerase zu doppelsträngiger DNA). Beim TaqMan®-Assay liegt zwischen den zwei 

spezifischen Primern ein zusätzliches Oligonukleotid. Diese TaqMan-Sonde ist mit einem 

am 5´-Ende liegenden Reporter-Fluoreszenzfarbstoff (z. B. Fam) und einem am 3´-Ende 

liegenden Quencher (z. B. TAMRA) markiert. Die Fluoreszenzemission des Reporters 

wird zunächst durch die Nähe zum Quencher unterdrückt. Bei der Neustrangsynthese 

schneidet die Taq-Polymerase durch ihre 5´-Exonukleaseaktivität die TaqMan-Sonde in 

kleine Fragmente. Dadurch wird der Quencher vom Reporter getrennt und die 

Reporterfluoreszenz freigesetzt. Die Fluoreszenz steigt proportional zur Produktmenge an. 

3.2.14.1 ISOLIERUNG DER GESAMT-RNA AUS DEN ZELLEN 

Die Isolierung von Gesamt-RNA aus den jeweiligen Zellkulturen erfolgte mit TRIzol®-

Reagenz, einer monophasischen Lösung aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat. Nach 

Entfernen des Zellüberstandes wurden die Zellen durch Zugabe von TRIzol®-Reagenz 

(1ml/10cm-Schale) bei RT lysiert. Durch Extraktion mit Chloroform (0,5 ml, 15 sec 

schütteln, 3 min bei RT stehen lassen) und anschließende Zentrifugation (10 000 rpm, 10 

min, 4 °C) wurde eine Separierung des Lysats in drei Phasen erreicht. Zur Fällung der 

RNA wurde die obere, wässrige Phase von der organischen sowie der Interphase 

abgetrennt, mit Isopropanol versetzt (0,5 ml, 10 min, RT) und anschließend zentrifugiert 

(10 000 rpm, 10 min, 4 °C). Das erhaltene RNA-Pellet wurde mit 70 % Ethanol (1 ml) 

gewaschen, erneut zentrifugiert (10 000 rpm, 10 min, 4 °C) und luftgetrocknet. Im 
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Anschluss wurde die RNA in sterilem DEPC-H2O (40 µl) gelöst. Die Lagerung erfolgte 

bei -20 °C. 

3.2.14.2 PHOTOMETRISCHE BESTIMMUNG DES RNA-GEHALTES 

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgte nach einer Verdünnung von 1:100 in 

Bio-H2O im UV-Spektrophotometer und beruht auf der spezifischen Absorption der 

Nukleinsäurebasen bei 260 nm. Die OD (Optische Dichte)-Einheit entspricht dabei einer 

RNA-Konzentration von 40 µg/ml. Daraus ergibt sich die folgende Formel zur 

Berechnung der RNA-Konzentration: 

 

RNA [µg/ml] = A260 nm x 40 µg/ml x Verdünnungsfaktor 

 

Zusätzlich erfolgte die Messung der Absorption bei 280 nm. Der Quotient aus 

A260 nm/A280 nm ergibt den Reinheitsgrad der RNA und sollte zwischen 1,8 und 2 liegen. 

Werte < 1,8 weisen auf eine Verunreinigung mit Proteinen hin.  

3.2.14.3 REVERSE TRANSKRIPTASE-POLYMERASE-KETTENREAKTION (RT-PCR) 

Das Umschreiben der mRNA in cDNA erfolgte unter Verwendung des SuperScript™ II 

Reverse Transcriptase Kit (Invitrogen) nach Angaben des Herstellers. 

3.2.14.4 QUANTITATIVE TAQMAN REAL-TIME PCR 

Für die Durchführung der Real-Time PCR wurde zunächst ein Mastermix laut 

Pipettierschema in Tabelle 3-7 angesetzt. 

 

Bio-H2O 
TaqMan® 
Universal Master 
Mix (2 x) 

Forward Primer  
(10 pmol) 

Reverse Primer         
(10 pmol) 

TaqMan-Sonde 
(10 pmol) 

8,75 µl 12,5 µl 0,75 µl 0,75 µl 0,25 µl 

Tabelle 3-7: Einfacher Ansatz in der quantitativen TaqMan Real-Time PCR 
 

Es wurden 23 µl Mastermix pro 0,2 ml- Tube eines PCR-Stripes im Triplett vorgelegt und 

2 µl cDNA zugegeben. Das PCR-Verlaufsprotokoll lautete:  

 

10 min bei 95 °C, 15 s bei 95 °C und 60 s bei 60 °C über 40 Zyklen. 
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Als interne Kontrolle für die CAR-spezifischen Primer und Sonde wurde Gesamt-

RNA der Zelllinien CHO (Negativkontrolle) und CHO+ (Positivkontrolle) in jedem 

Versuchsdurchlauf mitgeführt. 

3.2.14.5 DATENAUSWERTUNG 

Zur Quantifizierung der PCR wurde der Threshold Cycle (Ct)-Wert (Fluoreszenz-

Schwellenwert), verwendet. Der Ct-Wert ist jener PCR-Zyklus, bei dem die 

Reporterfluoreszenz die Hintergrundfluoreszenz signifikant übersteigt. Zu diesem 

Zeitpunkt ist die Amplifikation exponentiell und es gibt keine limitierenden Faktoren, wie 

Primer- oder Nukleotidmangel, nachlassende Enzymaktivität oder Inhibierung der PCR-

Reaktion durch Generation bestimmter Produkte. Die relative Quantifizierung der mRNA-

Expression des Zielgens, normalisiert auf das endogene Referenzgen β-Aktin, basiert auf 

der „Comparative Ct Method“ (User Bulletin #2, Applied Biosystems). 
 

ΔΔCt = ΔCt Behandlung- ΔCt Kontrolle 
 

Der fold change wurde nach folgender Formel berechnet: 
 

fold change = 2-ΔΔCt 

3.2.15 AZETYLHISTON H4-CHROMATINIMMUNOPRÄZIPITATION 
Eine reversible Formaldehydfixierung des Chromatins lebender Zellen mit anschließender 

Chromatinimmunopräzipitation (ChIP) bietet die Möglichkeit, die Bindungen bestimmter 

regulatorischer Proteine an genomische Regionen in vivo nachzuweisen. Spezifische 

Antikörper gegen das Zielprotein erlauben eine Immunoselektion seiner gesamten 

genomischen Bindungsstellen. Im Anschluss kann die Fixierung vollständig aufgehoben 

und die gewonnene DNA analysiert werden (Orlando, 2000; Solomon, Larsen & 

Varshavsky, 1988). 

Zur Analyse einer CAR-Promoteraktivierung durch Natriumbutyrat-induzierte 

Histon H4-Modifikation wurden Kolonzellen mit Natriumbutyrat inkubiert und mittels 

Anti Azteyl-Histon H4 ChIP Kit nach Angaben des Herstellers aufbereitet. 

3.2.15.1 VORBEREITUNG DER ZELLEN 

Die Zellen wurden 24 h nach Aussaat mit Natriumbutyrat über 24 h inkubiert (3.2.3) und 

im Anschluss mit 1 % Formaldehyd im Zellmedium über 10 min bei 37 °C fixiert. Nach 

einem Waschschritt mit kaltem PBS (auf Eis) wurden die Zellen in 2 ml PBS abgeschabt 

und 1 x 106 Zellen in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt und zentrifugiert (2000 rpm, 
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4 min, 4 °C). Die Menge an Zellsuspension in der 1 x 106 Zellen enthalten waren, wurde 

durch Auszählen einer Referenzplatte zu jeder Kondition bestimmt. 

3.2.15.2 CHIP 

Die pelletierten Zellen wurden einem Lyseschritt in SDS Lysis Buffer mit 

Proteasehemmer (Mini Complete, EDTA-free) unterzogen (10 min, auf Eis). Im Anschluss 

wurde die Zell-DNA mittels Ultraschall (10 s, 9 x cycle, 60 % power) in etwa 200 bp 

lange Stücke getrennt. Die optimalen Ultraschallbedingungen wurden in Vorversuchen 

ermittelt. Nach Zentrifugation der Proben (13 000 rpm, 10 min, 4 °C) wurde der Überstand 

in ein 2 ml-Reaktionsgefäß überführt und 1:10 in ChIP Dilution Buffer verdünnt. Von 

diesen Proben wurden 20 µl-Aliquote als Referenz-DNA (Input-Kontrolle) abgenommen 

und bei -20 °C gelagert. Anschließend erfolgte eine Aufreinigung der Proben mit 

Protein A Agarose/Salmon Sperm-Slurry und danach die Inkubation mit dem anti Azetyl-

Histon H4-Antikörper über Nacht auf Eis. Zur Bindung des Histon/Antikörper-Komplexes 

wurden die Proben mit Protein A Agarose/Salmon Sperm-Slurry inkubiert (1 h auf Eis). 

Der gebundene Komplex wurde nach Zentrifugation (1000 rpm, 1 min, 4 °C) vom 

Überstand befreit und in Waschschritten mit Low Salt Buffer, High Salt Buffer, LiCl 

Buffer und TE Buffer (jeweils 1 ml, 5 min, 4 °C, der Waschschritt mit TE Buffer wurde 

wiederholt) gereinigt. Durch Inkubation mit Elutionspuffer (15 min, RT) wurde die 

Histon-assoziierte DNA vom Protein A Agarose/Salmon Sperm-Slurry gelöst. Zur 

Trennung der fixierten Histon-DNA-Verbindungen erfolgte die Zugabe von 5 M NaCl zu 

den Proben (inklusive Input-Kontrollen) mit anschließender Inkubation bei 65 °C über 4 h. 

3.2.15.3 ISOLIERUNG DER DNA 

Nach einem Proteinverdau (0,5M EDTA, 1M Tris-HCl, pH 6,5 und Proteinase K für 1 h 

bei 45 °C) erfolgte die Extraktion der DNA durch 1:2-Verdünnung der Proben in Phenol-

Chloroform-Isoamylalkohol (25:24:1). Nach der Zentrifugation (15 300 rpm, 2 min, RT) 

wurde die obere wässrige Phase abgetrennt und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß überführt. 

Durch Zugabe von 0,1 Volumen 3 M Natriumazetat und 0,7 Volumen Isopropanol erfolgte 

die Fällung der DNA für 10 min auf Eis. Nach der Zentrifugation (13 000 rpm, 20 min, 

4 °C) wurde der Überstand verworfen und es schloss sich ein Waschschritt mit 70 %igem 

Ethanol an. Durch erneute Zentrifugation (13 000 rpm, 20 min, 4 °C) wurde der 

Ethanolüberstand entfernt und das DNA-Pellet getrocknet (65 °C, 5 min). Anschließend 

wurde die DNA in 10 µl DEPC aufgenommen und bis zur weiteren Verwendung bei 

-20 °C gelagert. 
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3.2.15.4 SEMIQUANTITATIVE ANALYSE DER DNA MITTELS PCR 

Die PCR wurde mit dem ThermalAce™ Polymerase Kit nach Angaben des Herstellers in 

25 µl-Ansätzen durchgeführt. Für einen PCR-Ansatz wurden 4 µl Proben-DNA bzw. 1 µl 

Input-Kontrolle eingesetzt. Das PCR-Verlaufsprotokoll lautete: 

3 min bei 98 °C, 30 s bei 98 °C, 30 s bei 62 °C und 1 min bei 72 °C über 35 Zyklen, 

7 min bei 72 °C. Im Anschluss wurden die PCR-Produkte mit 5 µl Bromphenolblau 

gemischt und auf ein 2 %iges Agarosegel (mit 0,5 µg/ml Ethidiumbromid) aufgetragen. 

Nach der Elektrophorese über 45 min bei 120 V erfolgte die Fotodokumentation der DNA-

Banden, die durch Bestrahlung mit UV-Licht (100 %) sichtbar gemacht wurden.  

3.2.16 KO-IMMUNOPRÄZIPITATION 
Die Ko-Immunopräzipitation (KoIP) ist eine weit verbreitete und gut etablierte Methode 

zur Analyse von Zielproteinen in komplexen Proteingemischen. Das Zielprotein wird 

dabei mittels spezifischen Antikörpern fixiert, über Protein G-Agarose beads extrahiert 

und aufkonzentriert. Für die Versuche der vorliegenden Arbeit wurde das 

Immunoprecipitation Kit Protein G und die darin enthaltenen Lyse- und Waschpuffer, 

sowie die Protein G-Agarose beads verwendet.  

Die Zellen wurden 48 h vor Beginn der KoIP in einer Dichte von 1 x 106 Zellen pro 

10 cm-Schale ausgesät. Zu Beginn der KoIP erfolgten 2 Waschschritte mit kaltem PBS 

und anschließend wurden die Zellen im Lysepuffer abgeschabt und in ein 1,5 ml 

Reaktionsgefäß überführt. Nach der Sonifizierung (10 s; 6 x cycle; 50 % power; auf Eis) 

und der Zentrifugation (12 000g, 10 min, 4 °C) wurde der Überstand mit 50 µl Protein G-

Agarose beads durch Schwenken über 3 h bei 4 °C aufgereinigt. Anschließend wurden die 

Agarose beads durch Zentrifugation (12 000 g, 1 min, 4 °C) abgeschieden. Dem Überstand 

wurden nun spezifische Antikörper gegen CAR (CARH300), α-Catenin oder IgG gegen 

rabbit (Kontrolle) zugegeben und während der Inkubationszeit von1 h bei 4 °C erfolgte die 

Bindung der Antigene. Die Präzipitation der Antikörper-Antigen-Komplexe wurde dann 

mittels der Protein G-Agarose beads (50 µl pro Probe) über Nacht auf Eis durchgeführt. 

Nach mehreren im Kit-Protokoll beschriebenen Waschschritten wurde das Präzipitat in 

Ladepuffer (NuPAGE®, Invitrogen) aufgenommen und mittels Western Blot (siehe 

3.2.11) aufgetrennt, geblottet und detektiert. 

3.2.17 IMMUNFLUORESZENZFÄRBUNG 
Nach Aussaat auf Glasplättchen und 48 h Wachstumszeit im Brutschrank (bei 37 °C, 95 % 

Luftfeuchtigkeit und 5 % CO2) wurden die auf den Glasplättchen haftenden Zellen für 
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2 min in Methanol/Aceton (1:2) bei RT fixiert und anschließend mit PBS gespült 

(2 x 5min, RT). Nach dem Permeabilisieren der Zellen mit 0,2 % Triton-X in PBS und der 

Blockierung unspezifischer Bindungsstellen mit 2 % Magermilchpulver in PBS (30 min, 

RT) und anschließendem Spülschritt mit PBS (5 min, RT) erfolgte die Inkubation mit dem 

Primärantikörper (üN, 4 °C). Nach mehreren Spülschritten mit PBS (4 x 5 min, RT) wurde 

der Sekundärantikörper aufgetragen (60 min im Dunkeln, RT). Die Art der spezifischen 

Antikörper und die Inkubationsbedingungen sind in Tabelle 3-8 zusammengefasst. 
 

Schritte CAR α-Catenin 

Primärantikörper 

(Verdünnung, 
Inkubation) 

polyklonal rabbit anti-
CAR (H300) 

(1:800 in 0,1 % BSA in 
PBS, 4°C, feuchte 
Kammer, üN) 

monoklonal mouse 
anti-α-Catenin  

(1:800 in 0,1 % BSA 
in PBS, 4°C, feuchte 
Kammer, üN) 

Waschen 4 x 5 min in PBS, RT 4 x 5 min in PBS, RT 

Sekundärantikörper Cy2 anti-rabbit, 
fluoreszenzmarkiert  

(1:200 in PBS)  

60 min, RT, feuchte 
Kammer, im Dunkeln 

Cy3 anti-mouse, 
fluoreszenzmarkiert  

(1:400 in PBS)  

60 min, RT, feuchte 
Kammer, im Dunkeln 

Waschen 2 x 5 min in PBS, RT 2 x 5 min in PBS, RT 

Detektion Fluoreszenzmikroskop Fluoreszenzmikroskop 

Tabelle 3-8: Übersicht zu den verwendeten spezifischen Antikörpern und den entsprechenden 
Inkubationsbedingungen 
 

Nach weiteren Spülschritten (2 x 5 min, RT) erfolgte die Inkubation mit DAPI-Lösung 

(1:1000 in bidestilliertem H2O, 2 min, RT). Diese wurde in einem Spülschritt mit PBS 

(5 min, RT) entfernt. Die Proben wurden anschließend mit 96 % Ethanol fixiert (2 min, 

RT) und lichtgeschützt getrocknet. Zum Eindecken wurde ein Tropfen Elvanol auf die 

Zellseite des Glasplättchens gegeben und mit der Zellseite vorsichtig unter Vermeidung 

von Luftblässchen auf den OT gedrückt. Die OT wurden dann unter Lichtausschluss 

gelagert. Um Eigenfluoreszenz der Zellen bzw. Kreuzreaktionen der Antikörper 

auszuschließen, wurden ausschließlich mit dem Sekundärantikörper behandelte Kontrollen 

verwendet. Die Auswertung der indirekten Immunfluoreszenz wurde an einem 
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Fluoreszenzmikroskop durchgeführt, das mit einer Kamera ausgerüstet und einem PC mit 

bildverarbeitenden Programmen vernetzt war. 

3.2.18 CDNA-OLIGO-ARRAY 

Die Aufarbeitung der Gesamt-RNA, die Durchführung des Arrays sowie die Analyse der 

Hybridisierungsdaten wurden von Fr. Dr. Ungethüm im Labor für funktionelle 

Genomforschung der Charité Universitätsmedizin Berlin (LFGC, Charitéplatz 1, D-10117 

Berlin) nach standardisiertem Protokoll unter Verwendung des Chip-Typs HG U133 2.0 

plus (Affymetrix) durchgeführt, der die Analyse von 14 500 Genen ermöglicht. Das 

verwendete Protokoll ist im Anhang unter Punkt 9.9 aufgeführt. 

3.2.19 STATISTISCHE AUSWERTUNG 
Die Ergebnisse der im Triplett durchgeführten Untersuchungen wurden gemittelt und sind 

als Einzelwerte oder als Mittelwert ± Standardabweichung (MW ± SD) angegeben. Die 

statistische Überprüfung erfolgte mit dem zweiseitigen, ungepaarten t-Test. Zur 

Berechnung wurden die Programme EXCEL und GraphPad Prism Version 4.01 für 

Windows genutzt. Als statistisch signifikant gelten Analysen mit p<0,05. In den Grafiken 

wurden p<0,05 mit *, p<0,01 mit ** und p<0,001 mit *** kenntlich gemacht. 
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3.2.20 ÜBERSICHT DER VERWENDETEN METHODEN 
 

Charakterisierung der Kolonkarzinom Zellmodelle

Funktionale 
Analyse

Signalwege und 
Interaktions-

partner

Regulation

CAR-Basalexpression
Western Blot, FACS, Real-Time PCR

Induktion von 
Differenzierung
Natriumbutyrat-

Inkubation, spontane 
Differenzierung in CaCo2

Differenzierungsnachweis
Bestimmung der 

Enzymaktivität der 
alkalischen Phosphatase

CAR Protein Lokalisation, 
CAR Protein Level
Western Blot, FACS

CAR mRNA Level
Real-Time PCR

CAR Promoter Aktivität
Luziferase-Reportergen-

Assay (nur nach 
Natriumbutyrat)

CAR Promoter-Histon H4-
Bindung

ChIP (nur nach 
Nariumbutyrat)

Genexpressionsanalyse
Oligo-Array

Zelllinien mit stabiler 
CAR-Modulation
stabile Transfektion

Funktionelle Analysen
Proliferation in vitro/in vivo, 

Migration, Invasion

Analyse der CAR-
Expression

Western Blot, FACS, Real -
Time PCR

Zellmorphologische 
Analysen

2D- und 3D-Wachstum

DLD1 mit stabiler 
CAR-Inhibition

α-Catenin-Reexpression
Stabile Transfektion

Funktionelle Analysen
Proliferation, Migration, 

Invasion

Zellmorphologische 
Analysen

2D- und 3D-Wachstum

Interaktions-Analysen
Kolokalisation, KoIP

CAR-Modulation
Transiente Transfektion

Analyse der Transfektionseffizienz
FACS

Analyse der CAR-Expression
Western Blot
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Abbildung 3-2: Übersicht der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Methoden 
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4. ERGEBNISSE 

4.1 CHARAKTERISIERUNG DER VERWENDETEN ZELLMODELLE 
HINSICHTLICH IHRER CAR-EXPRESSION 
Um den Einfluss von Differenzierung auf den zellulären CAR-Status sowie die 

funktionelle Bedeutung von CAR im kolorektalen Karzinom zu untersuchen, war es 

zunächst erforderlich, die basale Expression von CAR-mRNA und CAR-Protein sowie die 

subzelluläre Lokalisation von CAR in den in dieser Arbeit verwendeten Zellmodellen 

CaCo2, Colo205, DLD1, HCT116, HT29, T84 und SW480 zu bestimmen.  

Die Analysen des CAR-Expressionsniveaus auf Proteinebene mittels Western Blot 

ließen die stärksten CAR-Proteinmengen in den Zelllinien CaCo2, SW480 und T84 

erkennen. Mäßige CAR-Proteingehalte wurden in den Zelllinien DLD1, HCT116 und 

HT29 detektiert, während die Zelllinie Colo205 die niedrigste Menge an CAR-Protein 

aufwies (Abbildung 4-1 A).  

Die Basalexpression von humanem CAR auf Transkriptionsebene wurde mittels 

quantitativer Real-Time PCR untersucht. Für die Auswertung erfolgte die Normalisierung 

der CAR-mRNA-Expression auf ß-Aktin, der internen Kontrolle der Real-Time PCR. Die 

Angabe der Expressionsänderung (fold change) erfolgte relativ zur CAR-Expression von 

CaCo2. Wie in Abbildung 4-1 B dargestellt, zeigten die Zelllinien HCT116, T84 und 

DLD1 mit 3,3 (± 0,2), 2,5 (± 1,2) und 1,7 (± 0,6) eine höhere Expression an CAR-mRNA 

als CaCo2. Bei den Zelllinien HT29, SW480 und Colo205 dagegen wurde mit 0,6 (± 0,1), 

0,3 (± 0,02) und 0,1 (± 0,01) eine niedrigere Expression an CAR-mRNA gegenüber CaCo2 

detektiert.  

Des Weiteren erfolgte die durchflusszytometrische Bestimmung der relativen CAR-

Expression an der Zelloberfläche, deren Ergebnisse mit den im Western Blot erhaltenen 

Ergebnissen gut übereinstimmten. Die im Mittel höchsten CAR-Proteinlevel an der 

Zelloberfläche zeigten die Zelllinien CaCo2 (312,1 (± 6,8)) und SW480 (217,8 (± 2,3)), 

während die bei den Zelllinien T84 (132,1 (± 7,0)), HT29 (122,8 (± 1,6)) DLD1 (100,6 

(± 3,5) und (HCT116 (100,1 (± 4,5)) gemessenen Werte auf ein etwas geringeres Niveau 

von CAR-Protein an der Zelloberfläche deuteten (Abbildung 4-1 C). Wie bereits im 

Gesamtprotein und auf transkriptioneller Ebene zu beobachten war, zeigte die Zelllinie 

Colo205 (11,3 (± 0,4)) auch an der Zelloberfläche die niedrigste CAR-Proteinexpression. 
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Abbildung 4-1: Charakterisierung der verwendeten Kolonkarzinomzelllinien hinsichtlich CAR-
Proteinexpression im Gesamtprotein, CAR-mRNA-Expression und CAR-Proteinexpression an der 
Zelloberfläche 

A: Dargestellt ist das Niveau der CAR-Proteinexpression im Gesamtprotein (Western Blot); 

B: Analyse der CAR-mRNA-Expression (Real-Time PCR). Die Auswertung erfolgte nach 
Normalisierung auf β-Aktin mittels Comparative Ct Method (fold change = 2-ΔΔCt) bezogen auf 
CaCo2 (Wert = 1);  

C: Darstellung der CAR-Proteinexpression an der Zelloberfläche (FACS). Angegeben ist die 
logFluoreszenzintensität (mean number) nach Normalisierung auf die Sekundärantikörper-Kontrolle. 

 

Bei den Zelllinien Colo205, DLD1, HT29 und T84 konnte beobachtet werden, dass 

mRNA-Transkriptionsrate, CAR-Gesamtproteinmenge und CAR-Expression an der 

Zelloberfläche gut übereinstimmen. Im Gegensatz dazu waren bei den Zelllinien CaCo2 

und SW480 zwar starke Signale im Western Blot nachweisbar, die eine hohe CAR-

Proteinkonzentration im zellulären Gesamtprotein sowie eine mäßige Präsenz von 

zelloberflächlichem CAR-Protein anzeigen. Allerdings konnte in diesen beiden Zelllinien 

nur eine schwache bis mäßige Expressionsrate der CAR-mRNA detektiert werden. Im 

Gegensatz dazu zeigten HCT116-Zellen nur mäßige Expressionsraten auf Proteinebene, 

dafür aber einen sehr starken mRNA-Expressionswert. 
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4.2 ANALYSE DER FUNKTIONELLEN BEDEUTUNG VON CAR IM 
KOLOREKTALEN KARZINOM 
Da die funktionelle Rolle von CAR als Bestandteil von Tight Junctions (TJ) bei der 

Regulation von Wachstums- und Adhäsionsverhalten von Tumorzellen und zugrunde 

liegende Mechanismen bisher unverstanden sind, sollten in der vorliegenden Arbeit 

tumorbiologische Eigenschaften wie Proliferation, Migration und Invasion in 

Abhängigkeit von der CAR-Expression in Zellmodellen des kolorektalen Karzinoms 

analysiert werden. Dafür wurden zunächst Zelllinien mit stabiler CAR-Überexpression und 

stabiler CAR-Inhibition etabliert (4.2.1.2) und morphologisch charakterisiert (4.2.2). 

Anschließend wurden die stabilen Zelllinien in den funktionellen Assays zu Proliferation 

(4.2.3), Migration (4.2.4) und Invasion (4.2.5) eingesetzt. 

4.2.1 STABILE ÜBEREXPRESSION UND STABILE HEMMUNG VON CAR IN KOLOREKTALEN 
KARZINOMZELLEN 

4.2.1.1 ANALYSE DER TRANSFEKTIONSEFFIZIENZ MITTELS TRANSIENTER TRANSFEKTION 

Die Versuche zur transienten Transfektion wurden der stabilen Transfektion voran gestellt 

und dienten zum einen der Charakterisierung der verwendeten Zelllinien hinsichtlich ihrer 

Transfizierbarkeit. Zum anderen sollte gezeigt werden, dass die CAR-Expression auf 

Proteinebene mit den verwendeten Plasmiden und der verwendeten siRNA reguliert 

werden kann. 

In Tabelle 4-1 ist die Auswertung der EGFP-Analyse an der Zelloberfläche mittels 

FACS nach transienter Transfektion des Expressionsplasmids pEGFP-C1 mit integrierter 

vollständiger human CAR cDNA (Clontech, Heidelberg) dargestellt. Die höchsten 

Transfektionsraten von > 20 % konnten in den Zelllinien HCT116 mit 28,7 % und SW480 

mit 26,7 % detektiert werden. Mittlere Transfektionsraten von > 10 % wurden in den 

Zelllinien CaCo2 mit 19,5 % und DLD1 mit 11,6 % gemessen. Die niedrigsten 

Transfektionsraten mit < 10 % waren in den Zelllinien T84 mit 8,3 %, HT29 mit 3,4 % 

und Colo205 mit 1,3 % messbar.  
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Zelllinie Transfektionsrate [%] 

CaCo2 19,5 

Colo205 1,3 

DLD1 11,6 

HCT116 28,7 

HT29 3,4 

SW480 26,7 

T84 8,3 

Tabelle 4-1: Übersicht über die ermittelten Transfektionsraten mit pEGFP-C1 in den verwendeten 
humanen Kolonkarzinomzelllinien 
 

Aufgrund ihrer niedrigen Transfektionsrate wurden die Zelllinien Colo205 und HT29 aus 

den folgenden Experimenten zur Herstellung transient transfizierter Zelllinien 

ausgeschlossen.  

In Abbildung 4-2 sind zum einen die Zelllinien mit transienter CAR-Überexpression 

durch cDNACAR (A) und zum anderen mit transienter CAR-Inhibition durch siRNACAR 

(B) dargestellt. In allen Zelllinien konnte sowohl eine Überexpression als auch eine 

Inhibition der CAR-Expression erreicht werden. Dabei spiegelt die erreichte transiente 

Transfektionsstärke von cDNACAR die Ergebnisse der zuvor analysierten 

Transfektionsrate wider. Die stärkste Überexpression konnte in den Zelllinien HCT116 

und SW480 beobachtet werden. Etwas geringere Transfektionsstärken zeigten CaCo2 und 

DLD1, während die Überexpression von CAR bei T84 nicht eindeutig war. In den 

Zelllinien CaCo2, DLD1 und HCT116 konnte die CAR-Expression durch die transiente 

Transfektion der siRNACAR nahezu vollständig inhibiert werden. Obwohl in den 

Zelllinien SW480 und T84 noch CAR-Protein detektiert werden konnte, war der CAR-

Proteinlevel im Vergleich zur Kontrolle deutlich niedriger. 
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Abbildung 4-2: CAR-Proteinexpression nach transienter Überexpression oder Inhibition von CAR 
in den verwendeten Kolonkarzinomzelllinien  

A: Transiente CAR-Überexpression mittels cDNACAR im Vergleich zur Kontrolle (pcDNA3.1). 
Dargestellt ist der CAR-Level im Gesamtprotein (Western Blot) 48 h nach der Transfektion im 
Vergleich zur internen β-Aktin-Kontrolle;  

B: Transiente CAR-Inhibition mittels siRNACAR im Vergleich zur Kontrolle (scrRNA). Dargestellt 
ist der CAR-Level im Gesamtprotein (Western Blot) 48 h nach der Transfektion im Vergleich zur 
internen β-Aktin-Kontrolle.  

 

4.2.1.2 HERSTELLUNG VON ZELLLINIEN MIT STABILER CAR-ÜBEREXPRESSION UND CAR-
INHIBITION 

Die Herstellung der stabilen Zelllinien erfolgte durch Transfektion der entsprechenden 

Vektoren. Anschließend wurde die Selektion der transfizierten Klone mittels 

Selektionsantibiotikum durchgeführt. Die erfolgreich transfizierten Klone wurden unter 

ständigem Selektionsdruck weiter kultiviert. Die Analyse des CAR-Expressionsstatus in 

den stabil transfizierten Zellklonen erfolgte im Gesamtprotein (Western Blot) einerseits 

und andererseits an der Zelloberfläche (FACS).  
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Wie in den Abbildungen 4-3 und 4-4 dargestellt, konnte in den Zelllinien DLD1, 

HCT116 und SW480 sowohl eine stabile Überexpression als auch eine stabile Inhibition 

von CAR erreicht werden.  

Dabei zeigten die Zelllinien DLD1cDNACAR und SW480cDNACAR die stärkste 

Überexpression von CAR-Protein sowohl im Gesamtprotein als auch an der Zelloberfläche 

(Anstieg um das 2,8-fache (± 0,3) bei DLD1cDNACAR und Anstieg um das 2,6-

fache (± 0,2) bei SW480cDNACAR gegenüber den entsprechenden Kontrollzelllinien), 

während in der Zelllinie HCT116cDNACAR eine geringere Zunahme an CAR-Protein im 

Gesamtprotein und an der Zelloberfläche (1,4-facher (± 0,1) Anstieg gegenüber der 

Kontrollzelllinie) zu beobachten war (Abbildung 4-3).  
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Abbildung 4-3: Stabile CAR-Überexpression in den Kolonkarzinomzelllinien DLD1, HCT116 und 
SW480 

A: Stabile CAR-Überexpression mittels cDNACAR im Vergleich zur Kontrolle (Leervektor 
pcDNA3.1). Dargestellt sind der CAR-Level im Gesamtprotein und die interne Kontrolle β-Aktin 
(Western Blot);  

B: Präsenz von CAR-Protein an der Zelloberfläche nach stabiler CAR-Überexpression relativ zur 
Leervektorkontrolle (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte Linie) nach Normalisierung auf die 
Sekundärantikörper-Kontrolle. Angegeben sind MW±SD (n = 2). 

 

Die stärkste Inhibition der CAR-Expression wurde (Abbildung 4-4) in der Zelllinie 

DLD1siRNACAR sowohl auf Gesamtproteinebene als auch an der Zelloberfläche 

(Reduktion auf das 0,7-fache (± 0,15) gegenüber der Kontrolle) erreicht. In ähnlichem 

Maße konnte auch eine Inhibition von CAR in den Zelllinien SW480siRNACAR und 

HCT116siRNACAR etabliert werden. Die CAR-Reduktion belief sich bei der Zelllinie 

SW480siRNACAR auf das 0,9-fache (± 0,03) und bei der Zelllinie HCT116siRNACAR 
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auf das 0,8-fache (±0,04) gegenüber den entsprechenden Kontrollzelllinien (siehe 

Abbildung 4-4 B).  
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Abbildung 4-4: Stabile CAR-Inhibition in den Kolonkarzinomzelllinien DLD1, HCT116 und 
SW480 

A: Stabile CAR-Inhibition mittels siRNACAR im Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pSuper). 
Dargestellt sind der CAR-Level im Gesamtprotein und die interne Kontrolle β-Aktin (Western 
Blot);  

B: Präsenz von CAR-Protein an der Zelloberfläche nach stabiler CAR-Inhibition relativ zur 
Leervektorkontrolle (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte Linie) nach Normalisierung auf die 
Sekundärantikörper-Kontrolle. Angegeben sind MW±SD (n = 2). 

 

4.2.2 MORPHOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER ZELLMODELLE IN ABHÄNGIGKEIT 
VON DER CAR-EXPRESSION 
Die stabilen Zelllinien DLD1cDNACAR, HCT116cDNACAR und SW480cDNACAR 

(Überexpression von CAR) sowie die stabilen Zelllinien DLD1siRNACAR, 

HCT116siRNACAR und SW480siRNACAR (Inhibition von CAR) wurden zunächst auf 

morphologische Veränderungen untersucht. Als Referenzzelllinien wurden in den 

Versuchen die jeweiligen Zelllinien mit stabiler Transfektion der entsprechenden 

Leervektoren mitgeführt. 

Die morphologische Charakterisierung der Zelllinien erfolgte in zwei verschiedenen 

Modellen. Einerseits wurde die Zellmorphologie nach Aussaat in herkömmlichen 

Zellkulturplatten (2-dimensionales Wachstum) unter dem Lichtmikroskop analysiert. Zur 

Untersuchung der Zellmorphologie während des Wachstums in einer 3-dimensionalen 

Matrix wurden die Zellen in Matrigel™ ausgesät und ebenfalls unter dem Lichtmikroskop 

begutachtet.  
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In Abbildung 4-5 sind die Zelllinien DLD1, HCT116 und SW480 mit CAR-

Überexpression (A) und CAR-Inhibition (B) sowohl in der 2-dimensionalen als auch in der 

3-dimensionalen Zellkultur gegenüber gestellt. Es konnten in beiden Wachstumsmodellen 

keine Veränderungen in der Zellmorphologie nach einer Überexpression von CAR im 

Vergleich zu den Kontrollzellen beobachtet werden. 

In den CAR-inhibierten Zelllinien SW480 und HCT116 konnten ebenfalls weder in 

der 2-dimensionalen noch in der 3-dimensionalen Zellkultur zellmorphologische 

Unterschiede gegenüber den Kontrollzellen beobachtet werden. In der Zelllinie 

DLD1siRNACAR hingegen zeigten sich deutliche Änderungen in der Zellmorphologie: 

Während die Kontrollzellen Verbände aus dicht schließenden Zellen bildeten, wuchsen die 

DLD1-Zellen nach Inhibition von CAR in abgerundeter Zellform und entwickelten kaum 

Kontakte mit benachbarten Zellen. 



 ERGEBNISSE 

50 

 

2-dimensionales 
Wachstum

3-dimensionales 
Wachstum

DLD1 

Kontrolle cDNACAR

HCT116 

Kontrolle cDNACAR

SW480 

Kontrolle cDNACAR

A

3-dimensionales 
Wachstum

2-dimensionales 
Wachstum

DLD1 

Kontrolle siRNACAR

HCT116 

Kontrolle siRNACAR

SW480 

Kontrolle siRNACAR

B

 

Abbildung 4-5: Zellmorphologische Analyse der Zelllinien DLD1, HCT116 und SW480 nach 
stabiler CAR-Überexpression und CAR-Inhibition 

A: Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen mit 200-facher Vergrößerung der Zelllinien 
DLD1, HCT116 und SW480 nach stabiler CAR-Überexpression (cDNACAR) unter 2-
dimensionalen Wachstumsbedingungen (als Monolayer) und im 3-dimensionalen Wachstum in 
Matrigel™. Als Kontrolle wurden die entsprechenden Zellen mit Leervektor (pcDNA3.1) unter 
gleichen Bedingungen ausgesät;  

B: Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen mit 200-facher Vergrößerung der Zelllinien 
DLD1, HCT116 und SW480 nach stabiler CAR-Inhibition (siRNACAR) unter 2-dimensionalen 
Wachstumsbedingungen (als Monolayer) und im 3-dimensionalen Wachstum in Matrigel™. Als 
Kontrolle wurden die entsprechenden Zellen mit Leervektor (pSuper) unter gleichen Bedingungen 
ausgesät. 

 

4.2.3 EINFLUSS DER CAR-EXPRESSION AUF DIE ZELLPROLIFERATION 

4.2.3.1 ANALYSE DER ZELLPROLIFERATION IN VITRO 

Zur Analyse der Zellproliferation in vitro erfolgte eine definierte Aussaat der Zellen. Nach 

48 h Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet und die Zellzahl bestimmt.  

In Abbildung 4-6 A sind die Änderungen im Proliferationsverhalten der Zelllinien 

HCT116, DLD1 und SW480 nach CAR-Überexpression im Verhältnis zur Leervektor-

Kontrolle dargestellt. In den CAR-überexprimierenden Zelllinien SW480 und DLD1 

konnte eine signifikante Reduktion der Zellproliferation beobachtet werden. Dabei sank 
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die Proliferationsrate bei SW480cDNACAR mit 0,4 (± 0,07) am stärksten. Die Zelllinie 

DLD1cDNACAR zeigte ein um das 0,6-fache (± 0,01) reduziertes Wachstum. In der 

Zelllinie HCT116cDNACAR (0,96 ± 0,02) war nur eine sehr schwache Abnahme der 

Zellproliferation messbar. 

Im Gegensatz zum gehemmten Zellwachstum nach CAR-Überexpression führte eine 

CAR-Inhibition zu einer gesteigerten Zellproliferation (Abbildung 4-6 B). In der Zelllinie 

DLD1siRNACAR war mit einer signifikanten relativen Proliferationssteigerung um das 

1,5-fache (± 0,1) gegenüber den Kontrollzellen der stärkste Anstieg des Zellwachstums zu 

verzeichnen. Ebenfalls einen signifikanten Anstieg des Zellwachstums zeigte die Zelllinie 

HCT116siRNACAR mit einer Zunahme der Proliferation um den Faktor 1,3 (± 0,08). In 

der Zelllinie SW480siRNACAR war ein leichter, aber nicht signifikanter Anstieg der 

Zellproliferation um den Faktor 1,1 (± 0,04) messbar.  
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Abbildung 4-6: Zellproliferation in vitro nach stabiler Überexpression und Inhibition von CAR in 
den Kolonkarzinomzelllinien DLD1, HCT116 und SW480 

A: Dargestellt ist das Zellwachstum über einem Zeitraum von 48 h nach stabiler CAR-
Überexpression (cDNACAR) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pcDNA3.1); 

B: Dargestellt ist das Zellwachstum über einem Zeitraum von 48 h nach stabiler CAR-Inhibition 
(siRNACAR) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pSuper); 

In A und B sind MW±SD (n = 3) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mittels 
parametrischem, zweiseitigem t-Test: * p<0,05; ** p<0,01. 
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4.2.3.2 ANALYSE DER ZELLPROLIFERATION IN VIVO NACH CAR-ÜBEREXPRESSION 

Um die signifikanten Ergebnisse der in vitro Proliferationsanalysen zu validieren, wurden 

in vivo Untersuchungen mit den humanen Kolonkarzinomzelllinien DLD1 und SW480 mit 

stabiler CAR-Überexpression durchgeführt. Dazu wurden diese Zellen in definierter 

Anzahl subkutan in die Flanken von weiblichen NOD/SCID-Mäusen injiziert. Nach 21-

tägiger Wachstumsphase wurden die Tiere getötet, um die Tumore zu entnehmen und das 

Tumorvolumen zu bestimmen.  

Analog zu den zuvor beobachteten Effekten in vitro zeigte die Zelllinie SW480 mit 

CAR-Überexpression ein deutlich geringeres Wachstum im Vergleich zu der 

entsprechenden Kontrollzelllinie, die den Leervektor enthielt. Wie in der Abbildung 4-7 

(A und B) veranschaulicht, konnte eine signifikante Abnahme des mittleren 

Tumorvolumens auf 147,26 (± 38,5) mm³ in den CAR-überexprimierenden SW480 

gegenüber den Kontrollzellen mit 498,24 (± 117,9) mm³ verzeichnet werden. Auch in der 

Zelllinie DLD1 mit CAR-Überexpression zeigte sich eine Abnahme des mittleren 

Tumorvolumens auf 1184,38 (± 45,4) mm³ im Vergleich zu den Kontrollzellen mit 

1527,86 (± 187,3) mm³, jedoch war diese Abnahme nicht von statistischer Signifikanz 

(Abbildung 4-7 C). Anzumerken ist, dass die DLD1-Zellen tragenden Tiere (Kontrolle und 

CAR-Überexpression) aufgrund des starken Tumorwachstums am Tag 10 des Versuchs 

getötet werden mussten.  
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Abbildung 4-7: Zellproliferation in vivo nach stabiler CAR-Überexpression in den Kolonkarzinom-
zelllinien SW480 und DLD1 

A: Abgebildet sind die isolierten Tumoren im Vergleich zu den Trägertieren. Nach Injektion (sub 
cutan) von 1 x 107 SW480-Zellen (Leervektor pcDNA3.1 vs. cDNACAR) in den Flankenbereich 
der Mäuse (NOD/SCID) und einer Wachstumsphase von 21 d wurden die entstandenen Tumore 
frei gelegt und das Tumorvolumen bestimmt; 

B: Datenauswertung der Zellproliferationsanalyse in vivo. Dargestellt sind die Einzelmesswerte 
und der resultierende Mittelwert (waagerechte Linie) der Tumorvolumina (mm3) nach stabiler 
CAR-Überexpression in der Zelllinie SW480 (cDNACAR) im Vergleich zur Kontrolle (Leervektor 
pcDNA3.1) nach einer Wachstumsphase von 21 d; 

C: Datenauswertung der Zellproliferationsanalyse in vivo. Dargestellt sind die Einzelmesswerte 
und der resultierende Mittelwert (waagerechte Linie) der Tumorvolumina (mm3) nach stabiler 
CAR-Überexpression in der Zelllinie DLD1 (cDNACAR) im Vergleich zur Kontrolle (Leervektor 
pcDNA3.1) nach einer Wachstumsphase von 10 d;  

Aus Gründen der besseren Darstellbarkeit der Ergebnisse wurden für B und C verschiedene 
Skalierungen der Diagramme verwendet. Die statistische Analyse erfolgte mittels parametrischem, 
zweiseitigem t-Test: * p<0,05 (n = 5). 

 

4.2.4 EINFLUSS DER CAR-EXPRESSION AUF DIE ZELLMIGRATION 
Nach Aussaat der Zellen auf einer Filtermembran und 24-stündiger Inkubationszeit 

wurden die migrierten Zellen an der Membranunterseite mit Kristallviolett angefärbt. 

Mittels photometrischer Konzentrationsbestimmung des mit 10 %-iger Essigsäure aus den 

migrierten Zellen gelösten Kristallviolett konnte die prozentuale Migrationsänderung 

gegenüber den entsprechenden Kontrollzellen rechnerisch ermittelt werden. 
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In den Zellen mit stabiler CAR-Überexpression konnte, wie in Abbildung 4-8 A 

dargestellt, kein homogener Effekt auf die Zellmigration beobachtet werden. Während in 

den DLD1cDNACAR eine signifikante Abnahme der Migration auf 0,77 (± 0,001) relativ 

zur Kontrollzelllinie zu verzeichnen war, stieg die Migration in den HCT116cDNACAR 

auf das 1,18-fache (± 0,01), verglichen mit der Kontrolle deutlich an. In der Zelllinie 

SW480cDNACAR zeigte sich ebenfalls eine signifikante Zunahme der Migration um den 

Faktor 1,34 (± 0,03) im Vergleich zur Kontrolle. 

Die in Abbildung 4-8 B dargestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass nach CAR-

Inhibition in allen verwendeten Zelllinien eine Induktion der Zellmigration erfolgte. Die 

stärkste Zunahme der Migration konnte in der Zelllinie HCT116siRNACAR nachgewiesen 

werden. Hierbei stieg die detektierte Invasionsfähigkeit nach CAR-Inhibition um das 12,4-

fache (± 0,05) gegenüber der Kontrolle signifikant an. In der Zelllinie DLD1siRNACAR 

war ebenfalls ein deutlicher Anstieg der Migration auf das 1,4-fache (± 0,05) gegenüber 

der Kontrolle zu verzeichnen. Bei SW480siRNACAR kam es ebenfalls zu einer 

signifikanten Zunahme der Migration um den Faktor 1,7 (± 0,05) relativ zur Kontrolle. 
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Abbildung 4-8: Zellmigration nach stabiler CAR-Überexpression und CAR-Inhibition in den 
Kolonkarzinomzelllinien DLD1, HCT116 und SW480 

A: Dargestellt ist die Zellmigration über einem Zeitraum von 24 h nach stabiler CAR-
Überexpression (cDNACAR) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pcDNA3.1); 

B: Dargestellt ist die Zellmigration über einem Zeitraum von 24 h nach stabiler CAR-Inhibition 
(siRNACAR) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pSuper); 

In A und B sind MW±SD (n = 3) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mittels 
parametrischem, zweiseitigem t-Test: *** p<0,001. 
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4.2.5 EINFLUSS DER CAR-EXPRESSION AUF DIE ZELLINVASION 
Nach Aussaat der Zellen auf einer mit Matrigel™ beschichteten Filtermembran und 24-

stündiger Inkubationszeit wurden die invadierten Zellen an der Membranunterseite mit 

Kristallviolett angefärbt. Mittels photometrischer Konzentrationsbestimmung des mit 

10 %-iger Essigsäure aus den migrierten Zellen gelösten Kristallvioletts wurde die 

prozentuale Invasionsänderung gegenüber den entsprechenden Kontrollzellen rechnerisch 

ermittelt. 

In den Zelllinien DLD1 und HCT116 konnte nach einer Überexpression von CAR 

eine signifikante Reduktion im Invasionsverhalten der Zellen detektiert werden 

(Abbildung 4-9 A). So nahm die Invasion in der Zelllinie DLD1cDNACAR um das 0,8-

fache (± 0,01) gegenüber der Kontrolle signifikant ab. Das Invasionsverhalten der Zelllinie 

HCT116cDNACAR reduzierte sich ebenfalls signifikant um den Faktor 0,7 (± 0,01) 

gegenüber der Kontrollzelllinie. In den Zellen der Linie SW480cDNACAR konnte unter 

den gewählten Versuchsbedingungen kein invasives Verhalten detektiert werden. 

Wie in Abbildung 4-9 B veranschaulicht, zeigte sich nach Inhibition der CAR-

Expression eine signifikante Induktion der Zellinvasion auf das 1,1-fache (± 0,04) in der 

Zelllinie DLD1siRNACAR gegenüber der Kontrolle. Im Gegensatz dazu wurde in der 

Zelllinie HCT116siRNACAR eine geringe Reduktion im Invasionsverhalten auf das 0,96-

fache (± 0,01) gegenüber der Kontrolle detektiert. In der Zelllinie SW480siRNACAR war 

unter den gewählten Versuchsbedingungen keine Invasion messbar. 
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Abbildung 4-9: Zellinvasion nach stabiler CAR-Überexpression und stabiler CAR-Inhibition in den 
Kolonkarzinomzelllinien DLD1, HCT116 und SW480 

A: Dargestellt ist die Zellinvasion über einem Zeitraum von 24 h nach stabiler CAR-
Überexpression (cDNACAR) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pcDNA3.1); 

B: Dargestellt ist die Zellinvasion über einem Zeitraum von 24 h nach stabiler CAR-Inhibition 
(siRNACAR) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor pSuper); 

In A und B sind MW±SD (n = 3) angegeben. Die statistische Analyse erfolgte mittels 
parametrischem, zweiseitigem t-Test: *** p<0,001. In der Zelllinie SW480 war unter den 
gewählten Versuchsbedingungen keine Invasion detektierbar. 

 

4.3 ANALYSE DER AN DER FUNKTION VON CAR BETEILIGTEN SIGNALWEGE 
4.3.1 DAS ZYTOSKELETTPROTEIN α-CATENIN ALS POTENZIELLER 
INTERAKTIONSPARTNER VON CAR 

 4.3.1.1 ANALYSE DER α-CATENIN-EXPRESSION NACH CAR-INHIBITION 

Um CAR-abhängige Zielgene zu identifizieren, die während der Karzinogenese durch den 

Verlust von CAR beeinflusst werden könnten, wurde die Kolonkarzinomzelllinie DLD1 

mit inhibierter CAR-Expression mittels Oligo-Array-Technik analysiert. Diese Zelllinie 

wurde gewählt, da DLD1 mit stabiler CAR-Inhibition die deutlichsten Ergebnisse in den 

Untersuchungen zur Zellproliferation, Migration und Invasion zeigte. Zudem waren in 

dieser Zelllinie die deutlichsten morphologischen Änderungen nach CAR-Inhibition zu 

beobachten.  

Die Auswertung der Genexpressionsdaten ergab, dass α-Catenin mit einer 18-fachen 

Abnahme der Expression im Vergleich zur Kontrollzelllinie das am stärksten regulierte 

Gen darstellt. Durch Überprüfung auf Proteinebene mittels Western Blot konnte dieses 

Ergebnis bestätigt werden. Auch hier zeigte sich eine stark reduzierte Expression von α-
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Catenin nach CAR-Inhibition (siRNACAR) gegenüber der Kontrollzellinie mit dem 

Leervektor (Abbildung 4-10).  
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Abbildung 4-10: Analyse der α-Cateninexpression in der Zelllinie DLD1 mit stabiler CAR-
Inhibition (siRNACAR) 

Dargestellt ist die CAR und α-Catenin-Expression im Gesamtprotein sowie die interne Kontrolle β-
Aktin (Western Blot). 

 

4.3.1.2 LOKALISATION UND INTERAKTION VON CAR UND α-CATENIN 

Im Folgenden sollte die zelluläre Lokalisation von α-Catenin und CAR sowie die 

Möglichkeit einer direkten Interaktion zwischen beiden Proteinen mittels Ko-

Immunoprezipitationsanalysen mit spezifischen Antikörpern sowohl gegen α-Catenin als 

auch gegen CAR überprüft werden. 

In Abbildung 4-11 ist das Ergebnis der fluoreszenzmikroskopischen Analyse der 

zellulären Verteilung von CAR (grün) und α-Catenin (rot) dargestellt. Beide Proteine 

bilden aufgrund ihrer membranständigen Lokalisation netzartige Strukturen. Wurden beide 

Aufnahmen übereinander gelegt, konnte deutlich durch die entstandene Gelbfärbung 

erkannt werden, dass sich beide Proteinmoleküle sehr nah beieinander befinden. Somit ist 

die Vorraussetzung für eine Interaktion beider Moleküle gegeben. 
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Kolokalisation (merge)α-CateninCAR Kolokalisation (merge)α-CateninCAR  

Abbildung 4-11: Untersuchung einer Kolokalisation von CAR und α-Catenin mittels 
Immunfluoreszenzfärbung 

Dargestellt sind fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen mit einer 630-fachen Vergrößerung der 
Zelllinie DLD1 nach indirekter Immunfluoreszenzfärbung.  

 

Mittels Ko-Immunopräzipitation (KoIP) kann unter Verwendung spezifischer Antikörper 

eine gezielte Separation, Aufkonzentration und Reinigung von Proteinen und deren 

Interaktionspartner erreicht werden. Die Detektion dieser Interaktionsproteine erfolgte 

mittels Western Blot. Wie in Abbildung 4-12 dargestellt, erfolgte die Analyse von CAR in 

α-Catenin-Präzipitaten und umgekehrt von α-Catenin in CAR-Präzipitaten. Als 

Positivkontrolle zur Untersuchung der Präzipitate diente ZO-1, dessen Interaktion mit 

CAR und α-Catenin bereits gezeigt wurde (Imamura et al.  1999).  

Aus Abbildung 4-12 geht hervor, dass keine direkte Bindung zwischen CAR und α-

Catenin besteht, da im α-Catenin-Präzipitat kein Signal für CAR nachweisbar war. Im 

CAR-Präzipitat war α-Catenin ebenfalls nicht nachweisbar. Eine ZO-1-Interaktion konnte 

nur für α-Catenin gezeigt werden.  
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Abbildung 4-12: Analyse der Ko-Immunopräzipitate mittels spezifischer Antikörper im Western 
Blot 

Dargestellt sind die mittels KoIP durch die entsprechenden Antikörper erhaltenen Präzipitate (1, 2 
und 3), die nach elektrophoretischer Auftrennung geblottet und anschließend immunologisch auf 
enthaltene Zielproteine (CAR, α -Catenin und ZO-1) untersucht wurden. 
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4.3.2 REEXPRESSION VON α-CATENIN  
Durch die Transfektion eines Expressionsvektors (pCAGGSneo) mit integrierter full length 

human α-Catenin-cDNA (Ozawa, 1998) in die Zelllinie DLD1 mit stabiler CAR-Inhibition 

(und Verlust von α-Catenin) konnte eine stabile Reexpression von α-Catenin in der 

Zelllinie DLD1siRNACAR erreicht werden. Die Reexpression wurde auf Proteinebene 

mittels Western Blot überprüft. Das Ergebnis ist in Abbildung 4-13 dargestellt. Die 

Reexpression von α-Catenin hatte auch einen Einfluss auf die ß-Aktin-Expression, so dass 

GAPDH als alternative Ladekontrolle verwendet wurde. 
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Abbildung 4-13: Stabile α-Catenin-Reexpression (siRNACAR+α-Catenin) in der Zelllinie DLD mit 
stabiler CAR-Inhibition (siRNACAR) 

Dargestellt ist die Proteinexpression von CAR und α-Catenin sowie den internen Kontrollen β-
Aktin und GAPDH (Western Blot). 

 

4.3.2.1 EINFLUSS EINER α-CATENIN-REEXPRESSION AUF DIE ZELLMORPHOLOGIE 

Wie bereits in Kapitel 4.2.2 erwähnt, war mit der stabilen Inhibition von CAR in der 

Zelllinie DLD1 eine veränderte Zellmorphologie assoziiert. Während die Kontrollzellen 

beim Wachstum in Monolayern (2-dimensional) eine ausgedehnte, flache Zellform mit 

Ausläufern und engen Zellkontakten aufwiesen, zeigten diese Zellen nach CAR-Verlust 

einen kleineren, rundlicheren Zelltyp ohne erkennbare Zellkontakte. Auch beim Wachstum 

in Matrigel (3-dimensional) konnten morphologische Unterschiede beobachtet werden. 

Hier änderte sich das Aussehen einer Kolonie von einer sich abgrenzenden, geschlossenen 

Formation zu einer lockeren, offenen Struktur ohne deutliche Abgrenzung gegenüber der 

extrazellulären Matrix. In der Abbildung 4-14 ist zusätzlich die Zellmorphologie im 2-
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dimensionalen und 3-dimensionalen Wachstum nach α-Catenin-Reexpression dargestellt. 

Beim Wachstum als Monolayer war eine Abnahme der Zellen vom kleineren, rundlicheren 

Zelltyp zu erkennen. Stattdessen bildeten sich wieder flach anliegende Zellen mit Zell-

Zellkontakten. Auch im Matrigel war zu erkennen, dass die Zellen kleine, abgeschlossene 

Kolonien formten. 

 

2-dimensionales 
Wachstum

siRNACAR siRNACAR+α-CateninKontrolle

3-dimensionales 
Wachstum

2-dimensionales 
Wachstum

siRNACAR siRNACAR+α-CateninKontrolle
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Abbildung 4-14: Zellmorphologische Analysen der in Monolayern (2-dimensional) oder in 
Matrigel (3-dimensional) wachsenden Zelllinie DLD1 (Kontrolle, CAR-Inhibition und α-Catenin-
Reexpression).  

Dargestellt sind lichtmikroskopische Aufnahmen mit 200-facher Vergrößerung der Zelllinien 
DLD1 mit Kontrollplasmid pSuper (Kontrolle), mit stabiler CAR-Inhibition (CARsiRNA) sowie 
mit stabiler CAR-Inhibition und Reexpression von α-Catenin (siRNACAR+α-Catenin) unter 2-
dimensionalen Wachstumsbedingungen (als Monolayer) und unter 3-dimensionalen 
Wachstumsbedingungen in Matrigel™.  
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4.3.2.2 EINFLUSS EINER α-CATENIN-REEXPRESSION AUF DIE FUNKTIONELLEN PARAMETER 
PROLIFERATION, MIGRATION UND INVASION 

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass sowohl ein CAR-Verlust als auch 

eine CAR-Überexpression Einfluss auf die zelluläre Proliferation, Migration und Invasion 

ausüben, sollte nun geprüft werden, ob die Reexpression von α-Catenin in CAR-

defizienten Zellen wiederum diese funktionelle Rolle von CAR beeinflussen kann. 

Die Analyse der zellulären Proliferation (Abbildung 4-15 A) zeigte, dass der 

signifikante Anstieg des Zellwachstums auf das 1,8-fache (± 0,14) nach CAR-Inhibition 

durch die Reexpression von α-Catenin aufgehoben wurde. Hier zeigte sich lediglich eine 

nicht signifikante Zunahme des Zellwachstums auf das 1,2-fache (± 0,04) im relativen 

Vergleich zur Kontrolle. In der Zelllinie mit α-Catenin-Reexpression war also im 

Vergleich zu den Zellen mit CAR-Inhibition ein deutlich vermindertes, auf 

Ausgangsniveau gesunkenes Zellwachstum zu beobachten.  

Einen ebenfalls sehr starken Einfluss zeigte die Reexpression von α-Catenin auf das 

Migrationsverhalten der Zellen (Abbildung 4-15 B). Während nach CAR-Inhibition ein 

Anstieg um den Faktor 1,1 (± 0,01) zu beobachten war, zeigte sich nach 

Wiedereinbringung von α-Catenin eine sehr deutliche Hemmung der zellulären Migration. 

Die relative Migration sank ab auf das 0,5-fache (± 0,01) der Kontrolle. Somit konnte 

durch die Reexpression von α-Catenin das Migrationsverhalten gegenüber den CAR-

defizienten Zellen und darüber hinaus auch gegenüber den Kontrollzellen signifikant 

reduziert werden. 

Eine weniger starke Wirkung zeigt α-Catenin bei der Analyse des zellulären 

Invasionsverhaltens. Wie in Abbildung 4-15 C veranschaulicht, wurde die um das 1,6-

fache (± 0,02) gesteigerte Zellinvasion nach CAR-Inhibition durch die α-Catenin-

Reexpression zwar signifikant gehemmt, sank aber nicht auf das Ausgangsniveau der 

Kontrollzellen. Im relativen Vergleich war die Zellinvasion trotz Reexpression von α-

Catenin um das 1,5-fache (± 0,05) gegenüber den Kontrollzellen gesteigert.  

 



 ERGEBNISSE 

62 

Kon
tro

lle

siR
NACAR

-C
at

α

siR
NACAR+

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 ****

n.s.

re
la

tiv
e 

Ze
llz

ah
l

***

****

Kon
tro

lle

siR
NACAR

-C
at

α

siR
NACAR+

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

re
la

tiv
e 

M
ig

ra
tio

n

***

****

Kon
tro

lle

siR
NACAR

-C
at

α

siR
NACAR+

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

re
la

tiv
e 

In
va

si
on

A B C

Kon
tro

lle

siR
NACAR

-C
at

α

siR
NACAR+

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0 ****

n.s.

re
la

tiv
e 

Ze
llz

ah
l

***

****

Kon
tro

lle

siR
NACAR

-C
at

α

siR
NACAR+

0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

1.2

re
la

tiv
e 

M
ig

ra
tio

n

***

****

Kon
tro

lle

siR
NACAR

-C
at

α

siR
NACAR+

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

re
la

tiv
e 

In
va

si
on

A B C

 

Abbildung 4-15: Einfluss einer α-Catenin-Reexpression in der CAR-inhibierten Zelllinie DLD1 auf 
die funktionellen Parameter Proliferation, Migration und Invasion  

A: Zellwachstum über einen Zeitraum von 48 h nach stabiler CAR-Inhibition (siRNACAR) und α-
Catenin-Reexpression (siRNACAR+α-Catenin) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor 
pSuper). Angegeben sind MW±SD (n = 3); 

B: Zellmigration über einem Zeitraum von 24 h nach stabiler CAR-Inhibition (siRNACAR) und α-
Catenin-Reexpression (siRNACAR+α-Catenin) im relativen Vergleich zur Kontrolle (Leervektor 
pSuper). Angegeben sind MW±SD (n = 3); 

C: Zellinvasion über einem Zeitraum von 24 h nach stabiler stabiler CAR-Inhibition (siRNACAR) 
und α-Catenin-Reexpression (siRNACAR+α-Catenin) im relativen Vergleich zur Kontrolle 
(Leervektor pSuper).  

Angegeben sind MW±SD (n = 3). Die statistische Analyse erfolgte mittels parametrischem, 
zweiseitigem t-Test: * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001.  

 

4.4 EINFLUSS VON DIFFERENZIERUNG AUF DIE ZELLULÄRE CAR-
EXPRESSION IN KOLONKARZINOMZELLEN 
4.4.1 ZELLULÄRE DIFFERENZIERUNG MITTELS NATRIUMBUTYRAT  

Nach 48-stündiger Inkubation mit 4 mM Natriumbutyrat konnte in allen Zelllinien ein 

Anstieg der relativen ALP-Aktivität und somit eine Induktion von Differenzierung 

beobachtet werden (Abbildung 4-16). Die stärkste Induktion von Differenzierung zeigten 

die Zelllinien CaCo2 und Colo205 mit einem 6,8-fachen (± 0,2) und 7-fachen (± 0,3) 

Anstieg der ALP-Aktivität gegenüber der Kontrolle mit dem Wert 1. Weniger stark war 

die Induktion von Differenzierung in den Zelllinien T84 mit einem 4,6-fachen (± 0,2), 

HT29 mit einem 3,5-fachen (± 0,2), HCT116 mit einem 2,7 (± 0,03) und SW480 mit 

einem 2,6-fachen (± 0,03) Anstieg der ALP-Aktivität relativ zur Kontrolle. Am niedrigsten 
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war der differenzierungsinduzierende Effekt von Natriumbutyrat auf die Zelllinie DLD1 

mit einem 1,8-fachen (± 0,05) Anstieg der relativen ALP-Aktivität. 
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Abbildung 4-16: Induktion von Differenzierung nach Inkubation der Kolonkarzinomzelllinien mit 
Natriumbutyrat 

Dargestellt sind die MW±SD (n = 3) der ALP-Aktivität im Gesamtprotein nach Inkubation mit 
4 mM Natriumbutyrat über 48 h relativ zur Mediumkontrolle (Wert = 1, angezeigt durch die 
gestrichelte Linie). 

 

Nach einer Inkubation mit dem differenzierungsauslösenden Natriumbutyrat (4 mM, bis zu 

48 h) waren in allen kolorektalen Karzinomzelllinien Änderungen im CAR-

Expressionsstatus zu beobachten.  

Wie in Abbildung 4-17 veranschaulicht, stieg im überwiegenden Teil der Zelllinien, 

namentlich Colo205, DLD1, HCT116, HT29 und T84, die im Western Blot detektierte 

Menge an CAR-Protein im Vergleich zur Kontrolle deutlich an (Abbildung 4-17 A). 

Ausgenommen davon waren die Zelllinien CaCo2 und SW480, bei denen die CAR-

Expression gegenüber der Kontrolle auf Gesamtproteinebene vermindert war.  

Ebenfalls eine Abnahme des CAR-Expressionsstatus zeigten CaCo2 und SW480 in 

den Analysen zur CAR-mRNA-Expression und zur CAR-Promotoraktivität. So wurde bei 

der Zelllinie CaCo2 eine 0,6-fache (± 0,03) und bei der Zelllinie SW480 eine 0,7-fache 

(± 0,04) CAR-mRNA-Expression gegenüber der Kontrolle detektiert und die Messungen 

der CAR-Promotoraktivität ergaben die relativen Werte von 0,9 (± 0,01) für CaCo2 und 

0,1 (± 0,01) für SW480 im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 4-17 B und C). In der 

Zelllinie DLD1 war nach der Natriumbutyrat-Inkubation ein deutlicher Anstieg der CAR-

Proteinmenge im Gesamtprotein (Abbildung 4-17 A) sowie ein deutlicher Anstieg der 
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CAR-Promotoraktivität auf das 5,3-fache (± 0,1) verglichen mit der Kontrolle zu 

beobachten. Es konnte jedoch keine Veränderung der CAR-mRNA-Expressionsrate mit 1,0 

(± 0,03) gegenüber der Kontrolle gezeigt werden. In den übrigen Zelllinien Colo205, 

HCT116, HT29 und T84 konnte sowohl ein Anstieg der CAR-mRNA-Expressionsrate als 

auch eine verstärkte CAR-Promotoraktivität detektiert werden. Dabei stieg die Expression 

der CAR-mRNA in Colo205 um das 8,0-fache (± 0,7), in HCT116 um das 13,7-fache 

(± 1,0), in HT29 um das 3,5-fache (± 0,3) und in T84 um das 2,3-fache (± 0,2) im 

Vergleich zur Kontrolle. Die Messung der CAR-Promotoraktivität ergab eine relative 

Änderung gegenüber der Kontrolle um das 2,3-fache (± 0,1) für Colo205, um das 3,1-

fache (± 0,1) für HCT116, um das 4,1-fache (±0,4) für HT29 und um das 5,7-fache (± 0,2) 

für T84.  

Die FACS-Analyse der CAR-Expression an der Zelloberfläche vitaler Zellen zeigte 

in allen untersuchten Zelllinien einen Anstieg von CAR nach Natriumbutyrat-Inkubation 

gegenüber den unbehandelten Kontrollen. Dieser Anstieg ist relativ zur Kontrolle in 

Abbildung 4-17 D dargestellt. Die stärkste Zunahme der membranären CAR-Expression 

konnte bei der Zelllinie HT29 um das 2,3-fache (± 0,2) beobachtete werden, gefolgt von 

Colo205 mit einem Anstieg von CAR an der Zelloberfläche um den Faktor 2,0 (± 0,03) 

und DLD1 mit ebenfalls 2,0 (± 0,5). Weniger stark war die Zunahme der CAR-Expression 

an der Zelloberfläche bezogen auf die Kontrolle bei den Zelllinien T84 (1,8-fach (± 0,1)), 

SW480 (1,6-fach (± 0,2)) und HCT116 (1,86-fach (± 0,02)). Der geringste Anstieg wurde 

in der Zelllinien und CaCo2 (1,4-fach (± 0,1)) detektiert. 
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Abbildung 4-17: Durch Natriumbutyrat induzierte Modulation der CAR-Expressionslevel 
hinsichtlich CAR-Proteinexpression im Gesamtprotein, der CAR-Promoteraktivität, der CAR-
mRNA-Expression sowie CAR-Proteinexpression an der Zelloberfläche  

A: Dargestellt ist das Niveau der CAR-Proteinexpression im Gesamtprotein (Western Blot) nach 
Inkubation mit 4 mM Natriumbutyrat über 48 h im Vergleich zur Mediumkontrolle (MK).  

B: Darstellung der CAR-Promoteraktivität nach Inkubation mit 4 mM Natriumbutyrat über 48 h 
relativ zur Mediumkontrolle (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte Linie). Die Auswertung 
erfolgte nach Normalisierung auf die Leervektorkontrolle (pGl3). Angegeben sind MW±SD 
(n = 3).  

C: Analyse der CAR-mRNA-Expression (Real-Time PCR) nach Inkubation mit 4 mM 
Natriumbutyrat über 48 h relativ zur Mediumkontrolle (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte 
Linie). Die Auswertung erfolgte nach Normalisierung auf β-Aktin mittels Comparative Ct Method 
(fold change = 2-ΔΔCt) bezogen auf CaCo2 (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte Linie). 
Angegeben sind MW±SD (n = 3). 

D: Darstellung der CAR-Proteinexpression an der Zelloberfläche der vitalen Zellen (FACS) nach 
Inkubation mit 4 mM Natriumbutyrat über 48 h relativ zur Mediumkontrolle (Wert = 1, angezeigt 
durch die gestrichelte Linie) nach Normalisierung auf die Sekundärantikörper-Kontrolle. 
Angegeben sind MW±SD (n = 3). 
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Wird die CAR-Expression in Kolonkarzinomzellen duch Inhibition der Histon H4-

Deazetylierung induziert? 

Nach einer Behandlung aller Zelllinien mit 4 mM Natriumbutyrat über 48 h erfolgte eine 

Azetyl-Histon H4-gerichtete Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) mit anschließender 

Isolation der Histon-gebundenen DNA. Unter Verwendung CAR-Promotor-spezifischer 

Primer wurden die isolierte DNA-Proben mittels PCR amplifiziert und die Produktmengen 

nach der elekrophoretischen Auftrennung im Agarosegel miteinander verglichen. 

In Abbildung 4-18 sind die PCR-Produkte der CAR-Promotor-spezifischen Primer 

nach der ChIP mit einem Azetyl-Histon H4-gerichteten Antikörper dargestellt. Als interne 

Kontrolle wurde die input-DNA (vorhandene DNA vor der ChIP) verwendet. In den mit 

Natriumbutyrat behandelten Zellen konnte keine Zunahme in der PCR-Produktbildung 

gegenüber den Kontrollzellen nachgewiesen werden.  
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Abbildung 4-18: Amplifizierte DNA der CAR-Promotersequenzen der verwendeten Zelllinien nach 
der Behandlung mit Natriumbutyrat im Vergleich zur Kontrolle (MK) 

Darstellung der PCR-Produkte (186 bp) nach Verwendung CAR-Promoter-spezifischer Primer. Die 
eingesetzte DNA wurde mittels ChIP unter Einsatz eines Azetyl-Histon H4-Antikörper gewonnen. 
Die Input-Kontrolle wurde den Proben vor der Inkubation mit dem Azetyl-Histon H4-Antikörper 
entnommen. 

 

4.4.2 DIFFERENZIERUNG DER ZELLLINIE CACO2 DURCH POST KONFLUENTES 
WACHSTUM  
Zellen der Zelllinie CaCo2 wurden einer postkonfluenten Wachstumsphase von 21 Tagen 

unterzogen. Während dessen war ein Anstieg des Differenzierungsgrades, ausgedrückt als 

Anstieg der relativen ALP-Aktivität zu beobachten (Abbildung 4-19). Bezogen auf den 

Tag 0, an dem die Konfluenz erreicht war, erhöhte sich am Tag 3 die ALP-Aktivität um 

das 1,5-fache (± 0,01). Eine weitere Zunahme der relativen ALP-Aktivität war am Tag 7 

mit 2,0 (± 0,03) und am Tag 14 mit 4,5 (± 0,1) messbar. Die stärkste ALP-Aktivität, mit 

einer 4,6-fachen Zunahme (± 0,1) gegenüber Tag 0, wurde am Tag 21 detektiert. 
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Abbildung 4-19: Induktion von spontaner Differenzierung der Kolonkarzinomzelllinie CaCo2 
während der 21-tägigen Wachstumsphase post Konfluenz 

Dargestellt sind MW±SD (n = 3) der relativen ALP-Aktivität im Gesamtprotein über einen 
Zeitraum von 21 d in Bezug auf die Kontrolle t = 0 d (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte 
Linie). 

 

Im Gegensatz zur verstärkten ALP-Aktivität war in den Zellen eine Abnahme der CAR-

Proteinmenge im Gesamtprotein zu beobachten (Abbildung 4-20 A). Die niedrigste CAR-

Proteinexpression zeigte sich am Tag 21 des postkonfluenten Wachstums.  

Mit Anstieg des Differenzierungsgrades konnte trotz der Abnahme der CAR-

Proteinmenge im Gesamtprotein eine verstärkte CAR-mRNA-Expressionsrate (Abbildung 

4-20 C) und eine Zunahme der CAR-Proteinpräsenz an der Zelloberfläche (Abbildung 4-

20 D) gemessen werden. So stieg die Rate der CAR-mRNA-Transkription bezogen auf 

Tag 0 auf das 2,3-fache (± 0,01) am Tag 3, auf das 2,9-fache (± 0,3) am Tag 7 und auf das 

2,6-fache (± 0,1) am Tag 14. Die höchste CAR-mRNA-Expression wurde an Tag 21 mit 

einer 5,0-fachen (± 0,5) Transkriptionsrate gegenüber Tag 0 detektiert. Die Auswertung 

der durchflusszytometrischen Analyse des CAR-Proteingehaltes an der Zelloberfläche 

ergab einen Anstieg um die Faktoren 1,6 am Tag 3; 1,9 am Tag 7; 2,7 am Tag 14 und 3,3 

am Tag 21.  
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Abbildung 4-20: Modulation der CAR-Expressionslevel hinsichtlich der CAR-Proteinexpression 
im Gesamtprotein, der CAR-mRNA-Expression und der CAR-Proteinexpression an der 
Zelloberfläche nach spontaner Differenzierung der Zelllinie CaCo2 

A: Dargestellt ist das Niveau der CAR-Proteinexpression im Gesamtprotein (Western Blot) über 
einen Zeitraum von 21 d; 

B: Analyse der CAR-mRNA-Expression (Real-Time PCR) über einen Zeitraum von 21 d. Die 
Auswertung erfolgte nach Normalisierung auf β-Aktin mittels Comparative Ct Method (fold 
change = 2-ΔΔCt) bezogen auf CaCo2 t = 0 d (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte Linie). 
Angegeben sind MW±SD (n = 3);  

C: Darstellung der CAR-Proteinexpression an der Zelloberfläche (FACS) über einen Zeitraum von 
21 d relativ zu CaCo2 t = 0 d (Wert = 1, angezeigt durch die gestrichelte Linie) nach 
Normalisierung auf die Sekundärantikörper-Kontrolle.  
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5. DISKUSSION 

In zellbiologischen Analysen konnte nachgewiesen werden, dass eine direkte homophile 

CAR/CAR-Bindung wesentlich zur Ausbildung interzellulärer Adhäsion beiträgt. Zudem 

gilt CAR als Interaktionspartner des Zonula Occludens-Protein-1 (ZO-1) und ist somit an 

der Bildung von Tight Junctions (TJ) beteiligt (Bruning & Runnebaum, 2003; Cohen et al.  

2001; Honda et al.  2000). 

Aus Studien unter anderem an Protstata (Okegawa et al.  2000) und Blase (Li et al.  

1999b) wurde bekannt, dass Expressionsänderungen von CAR die TJ-Funktion 

beeinflussen können. Dabei wurde nachgewiesen, dass TJ-Proteine an der Regulation von 

Proliferation und Signaltransduktion beteiligt sind und es wird angenommen, dass 

wesentliche tumorbiologische Parameter solider Malignome durch eine Veränderung der 

CAR-Expression beeinflusst werden können (Li et al.  1999b; Okegawa et al.  2000). 

Über welche Mechanismen die Karzinogenese und resultierende funktionelle 

Konsequenzen durch CAR beeinflusst werden, konnte noch nicht vollständig geklärt 

werden. Zudem sind sowohl die physiologische Rolle von CAR als Komponente der TJ als 

auch der Zusammenhang zwischen zellulärer Differenzierung und CAR-Expression, 

insbesondere für das kolorektale Karzinom, bisher unverstanden. Die Ziele der 

vorliegenden Arbeit bestanden deshalb darin, die funktionelle Bedeutung für Proliferation, 

Migration und Invasion an in vitro und in vivo Modellen zu analysieren. Anschließende 

Untersuchungen sollten der Analyse einer möglichen CAR-vermittelten Regulation 

weiterer zellulärer Proteine dienen, um eingebundene Signalwege oder 

Regulationsmechanismen zu identifizieren. Abschließend wurde der Effekt von 

Differenzierung auf die Expression und die subzelluläre Verteilung von CAR im 

kolorektalen Karzinom am humanen Zellmodell analysiert. 

5.1  CAR-EXPRESSIONSMUSTER IM KOLOREKATALEN ZELLMODELL 
Für die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen waren sieben verschiedene 

Zelllinen des kolorektalen Karzinoms (CaCo2, Colo205, DLD1, HCT116, HT29, SW480 

und T84) als Zellmodelle vorgesehen. Die Datenlage über die Gen- und Proteinexpression 

sowie die subzelluläre Verteilung von CAR in Kolonkarzinomzelllinien ist bisher sehr 

gering.  

Um abschätzen zu können, ob die genannten Zelllinien für die Experimente geeignet 

sind und um die erhaltenen Ergebnisse interpretieren zu können, erfolgte zunächst die 
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Analyse der verwendeten Zelllinien hinsichtlich ihrer CAR-Basalexpression auf mRNA- 

und Protein-Ebene sowie der CAR-Präsenz an der Zelloberfläche. Dabei zeigte sich, dass 

CAR in allen einbezogenen Zelllinien exprimiert wird und dass ein Zusammenhang 

zwischen CAR-Expression im Gesamtprotein und der CAR-Präsenz an der Zelloberfläche 

besteht. Jedoch zeigten die Analysen außerdem, dass CAR von den verschiedenen 

Kolonkarzinomzelllinien in unterschiedlichem Maße exprimiert wird. Auch Abdolazimi et 

al. konnten beobachten, dass die Kolonkarzinomzelllinien HT29, LS180, SW948, SW1116 

und SW480 in variierender Stärke als CAR-positiv zu bewerten sind hinsichtlich der 

Protein- und mRNA-Expression sowie der Adenovireninfektionsrate. Allerdings wurden in 

dieser Arbeit keine Aussagen über Differenzierungsstatus und CAR-Expressionsstärke 

getroffen (Abdolazimi et al.  2007).  

In der vorliegenden Arbeit war die stärkste CAR-Proteinexpression sowohl im 

Gesamtprotein als auch an der Zelloberfläche in den Zelllinien CaCo2 und SW480 zu 

beobachten. SW480 entstammt einem Adenokarzinom des Stadiums B nach Duke, für 

CaCo2 liegen diesbezüglich keine Informationen vor. In beiden Zelllinien waren deutliche 

morphologische Eigenschaften von polarisierten Epithelzellen zu erkennen (Fogh et al.  

1977; Leibovitz et al.  1976; Trainer et al.  1988). Im Gegensatz dazu zeigte die Zelllinie 

Colo205 den niedrigsten CAR-Expressionsstatus, sowohl auf Protein- und mRNA-Ebene 

als auch an der Zelloberfläche. Diese Zelllinie entstammt einem schwach differenzierten 

Adenokarzinom (Duke’s Stage D) und die Zellpopulation bestand größtenteils aus kleinen 

rundlichen Zellen in die vereinzelt bipolar wachsende Zellen eingestreut waren (Semple et 

al.  1978). Übereinstimmend mit Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die Epithelzellen 

aus Pankreas, Blase, Niere, Ovarien oder Hals untersucht haben (Haviv et al.  2002a; Kim 

et al.  2002; Li et al.  1999a; Okegawa et al.  2000), zeigten unsere Beobachtungen, dass 

die zelluläre CAR-Expression mit dem Differenzierungsstatus des kolorektalen Karzinoms 

assoziiert ist. 

Auffällig ist, dass zwischen der CAR-Proteinexpression und der CAR-mRNA-

Expression keine direkte Übereinstimmung der relativen Expressionsstärke festzustellen 

war. Verantwortlich dafür könnten verschiedene zelllinienabhängige posttranslationale 

Prozesse sein. Beispielsweise wurde bereits ein alternatives Transkript nachgewiesen, 

welches aus einer β-Splicevariante hervorgeht. Diese Variation tritt parallel zur normalen 

Splicevariante auf und wurde in Hela und SW480 sowie in weiteren Kolonkarzinomzellen 

detektiert (Abdolazimi et al.  2007). Sie kodiert für ein 252-Aminosäuren-Protein, welches 

keine transmembrane Domäne besitzt und vom im Western Blot verwendeten Antikörper 
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CAR H300 nicht erkannt wird. Über eine physiologische Funktion dieser Proteinvariation 

ist bisher nichts bekannt (Abdolazimi et al.  2007; Dorner et al.  2004). 

5.2 FUNKTIONELLE BEDEUTUNG VON CAR FÜR DIE TUMORBIOLOGISCHE 
ENTWICKLUNG DES KOLOREKTALEN KARZINOMS 
Es gibt deutliche Hinweise, dass CAR als Bestandteil von TJ maßgeblich an der 

Regulation des Wachstums- und Adhäsionsverhaltens von Tumorzellen beteiligt ist. Daher 

sollte in dieser Arbeit die funktionelle Bedeutung von CAR für Proliferation, Migration 

und Invasion mittels humaner Kolonkarzinomzelllinien untersucht werden. 

Zur Durchführung der funktionellen Assays war es zunächst erforderlich, geeignete 

Zellmodelle zu etablieren. Mittels stabiler Transfektion wurde einerseits CARcDNA zur 

CAR-Überexpression und andererseits CARsiRNA zur CAR-Inhibition in das Zellgenom 

integriert. Die erfolgreiche Etablierung von stabiler CAR-Überexpression und stabiler 

CAR-Inhibition gelang in den Zelllinien DLD1, HCT116 und SW480. Anschließend 

erfolgte die Charakterisierung dieser Zelllinien in den funktionellen Assays. 

In der hier beschriebenen Arbeit konnte anhand der etablierten Zellmodelle 

DLD1cDNACAR, HCT116cDNACAR und SW480cDNACAR (stabile CAR-

Überexpression) sowie DLD1siRNACAR, HCT116siRNACAR und SW480siRNACAR 

(stabile CAR-Inhibition) deutlich gezeigt werden, dass nach einer Überexpression von 

CAR die Zellproliferation in vitro und auch in vivo sowie die Zellinvasion gehemmt war. 

Im Gegensatz dazu war nach einem Verlust von CAR in den Zellpopulationen ein 

gesteigertes Wachstum, eine verstärkte Migration sowie ein gesteigertes 

Invasionsverhalten zu beobachten. 

 Die morphologische Bewertung der Zellen ergab keine Änderungen nach CAR-

Überexpression. Dagegen konnten deutliche Änderungen in DLD1 nach CAR-Inhibition 

beobachtet werden. Auch in allen weiteren Analysen konnten in DLD1 mit CAR-

Inhibition die stärksten Effekte nachgewiesen werden. Der Grund hierfür könnte in einer 

weniger stark ausgeprägten CAR-Modulation in SW480 und HCT116 liegen. 

Unsere Beobachtungen eines reduzierten Zellwachstums im Kolonkarzinommodell 

nach CAR-Überexpression stehen im Einklang mit Untersuchungsergebnissen, die nach 

forcierter Expression von CAR in Blasenkarzinomzellen eine Abnahme der 

Tumorzellproliferation durch CAR belegten (Okegawa et al.  2001). Auch in Prostata-

karzinomzellen wurde eine Wachstumssuppression nach verstärkter stabiler und 

transienter CAR-Expression nachgewiesen (Okegawa et al.  2000). 



DISKUSSION 

72 

In Übereinstimmung mit den in vitro Resultaten konnte in dieser Arbeit eine 

Wachstumshemmung, nach Injektion (sub cutan) von CAR überexprimierenden 

Darmkrebszellen in die Flanke von NOD/SCID-Mäusen, detektiert werden. Ein ebenfalls 

deutlich vermindertes Wachstum in vivo wurde in humanen Prostatakarzinomzellen mit 

CAR-Überexpression, ebenso wie in humanen Glioblastomzellen mit CAR-

Überexpression nach Transplantation in Nacktmäuse beobachtet (Huang et al.  2005; Kim 

et al.  2003; Okegawa et al.  2000). 

Die Beobachtung, dass nach CAR-Inhibition durch den CAR-spezifischen 

Antikörper RmcB oder auch durch Verwendung eines antisense-Vektors eine Zunahme 

des Wachstums von Blasenkarzinomzellen induziert wurde (Okegawa et al.  2001), steht 

im Einklang mit den hier präsentierten Proliferationsergebnissen nach stabiler CAR-

Inhibition. Von Li et al. konnte nachgewiesen werden, dass die Blasenkarzinomzelllinie 

RT4 mit kaum vorhandener CAR-Expression in vitro ein stärkeres Wachstum aufweist als 

die Zelllinie T24, die einem gut differenzierten Blasenpapillom mit deutlich detektierbarer 

CAR-Expression entstammt (Li et al.  1999b). 

Die molekularen Mechanismen über die CAR an der Proliferationssteuerung 

beteiligt sein könnte, sind bisher noch ungeklärt. Aber passend zu den erhaltenen 

Ergebnissen konnte in Untersuchungen in vitro bereits gezeigt werden, dass die CAR-

Expression in Beziehung zum Zellzyklus steht (Seidman et al.  2001). Zudem resultierte 

ein CAR-Anstieg in einer Induktion des Zellzyklusinhibitor p21. Das Signal zum 

Wachstumsstopp könnte nach Zellkontakt durch direkte CAR/CAR-Interaktion 

vermitteltet werden (Okegawa et al.  2001).  

In bisherigen Analysen zur molekularbiologischen Funktion von CAR erwies sich 

die Molekülstruktur von CAR als bedeutsam. Das Glycoprotein CAR besteht aus einem 

extrazellulären Teil mit zwei immunoglobulin-ähnlichen Domänen, einem typischen 

hydrophoben transmembranären Teil und einer zytoplasmatischen Domäne (Cohen et al.  

2001). Für die endogenen Funktionen von CAR scheint der zytoplasmatische C-Terminus 

von entscheidender Bedeutung für membranäre Lokalisation und Protein-Protein-

Interaktionen zu sein (Cohen et al.  2001; Excoffon et al.  2004). CAR besitzt am C-

terminalen Ende eine PDZ-bindende Domäne, die eine Interaktion mit Signalproteinen der 

Zellzyklussteuerung sowie dem Zytoskelett ermöglicht (Excoffon et al.  2004). PDZ-

Proteine, wie ZO-1, welches nachweislich an CAR bindet, spielen eine wichtige Rolle in 

der Signalübertragung durch den Cadherin-Catenin-Komplex (Imamura et al.  1999).  
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Zudem wurde in der intrazellulären Domäne des CAR-Moleküls eine Tyrosin-

Phosphorylierungsstelle detektiert. Diese könnte in die Signalsteuerung der 

physiologischen Funktionen von CAR involviert sein (Li et al.  1999b), denn es ist 

bekannt, dass verschiedene Zelladhäsionsproteine wie Integrine und Cadherine nicht 

ausschließlich als Strukturproteine funktionieren, sondern zusätzliche Aufgaben als 

adhäsionsaktivierte Signalrezeptoren übernehmen und somit in zellulären Signalprozessen 

vermitteln können (Bruning et al.  2005; Giancotti & Ruoslahti, 1999; Yap & Kovacs, 

2003). 

Die Funktion von CAR als Adhäsionsmolekül führte zu der Annahme, dass ein 

Verlust von CAR Einfluss auf die zelluläre Migration ausübt und somit auch als ein 

entscheidender Faktor an der Zellinvasion beteiligt sein könnte. Durch seine PDZ-

bindende Domäne ist es vorstellbar, dass es Bestandteil von Proteinkomplexen ist, die die 

Steuerung von Mikrotubulin regulierenden Proteinen beeinflussen (Fok et al.  2007). 

Die hier vorliegenden Daten konnten eine funktionelle Beteiligung von CAR an der 

zellulären Migration im kolorektalen Karzinom nur teilweise bestätigen. Die Ergebnisse 

zeigten zwar einen signifikanten Anstieg der Migration nach CAR-Inhibition in allen 

untersuchten Zelllinien, und ein Zusammenhang zwischen CAR-Verlust und Anstieg des 

Migrationsverhaltens konnte zuvor auch in Zellmodellen des Zervixkarzinom gezeigt 

werden (Bruning & Runnebaum, 2004). Aber eine CAR-Überexpression führte nur in der 

Zelllinie DLD1 zur signifikanten Reduktion der Zellmigration. In den Zelllinien SW480 

und HCT116 wurde hingegen ein deutlich verstärktes Migrationsverhalten detektiert. 

Berücksichtigen muss man nun, dass es sich bei allen drei Zelllinien zwar um Modelle des 

kolorektalen Karzinoms handelt, aber diese Modelle durch unterschiedliche 

Genmutationen oder -deletionen sowie durch Unterschiede in der epigenetischen oder 

transkriptionellen Regulation geprägt sind. Dies führt dazu, dass nicht alle Signalwege in 

den Zelllinien gleichermaßen funktionieren, also nicht alle Zelllinien, auch wenn sie 

demselben Gewebe entstammen, die gleichen Versuchsvoraussetzungen aufweisen.  

Zudem gibt es neben den Arbeiten, in denen eine Migrationshemmung nach CAR-

Überexpression festgestellt werden konnte (Bruning & Runnebaum, 2004) auch 

Untersuchungen, in denen die Notwendigkeit der Präsenz von CAR zur Bildung von 

Lungenkarzinomen im Mausmodell belegt wurde (Qin et al.  2004). Des Weiteren führte 

eine CAR-Inhibierung zum Verlust der Tumorigenität der Lungenkrebszellen. Hinzu 

kommt, dass invasive Adenokarzinome wie im murinen Mammakarzinommodell oder 

Gewebeschnitte von Prostatametastasen eine stärkere CAR-Expression aufwiesen als die 
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entsprechenden präkanzerösen Neoplasien (Qin et al.  2004; Rauen et al.  2002). Es wurde 

deshalb vermutet, dass eine verstärkte Expression von CAR in metastasierenden 

Karzinomen entweder das Überleben oder die Wiederanhaftung der zirkulierenden 

Krebszelle begünstigt (Bruning et al.  2005).  

Die Auswertungen der Invasionsanalysen zeigten nach CAR-Überexpression eine 

deutliche Reduktion der Invasivität der Zelllinien DLD1 und HCT116 und nach CAR-

Inhibition eine deutliche Verstärkung des Invasionsverhaltens in den DLD1-Zellen, 

während in den SW480-Zellen unter den gewählten Versuchsbedingungen keine Invasion 

detektierbar war. Ebenfalls ein Absinken der Invasion nach verstärkter CAR-Expression 

konnte zuvor in Studien mit Ovarialkarzinomzelllinien (Wang et al.  2005), mit malignen 

Gliomzellen (Huang et al.  2005) und mit Blasenkarzinomzellen (Chen et al.  2006) 

beobachtet werden.  

Auffällig ist, dass nach CAR-Überexpression die Ergebnisse zur Invasion ein 

klareres Bild ergaben als die Migrationsergebnisse. Ein ähnliches Phänomen wurde von 

Chen et al. präsentiert. Hier war nach ansteigender CAR-Expression zwar keine 

Änderungen in der Zellmigration, dafür aber eine signifikante Abnahme der Zellinvasion 

detektiert worden (Chen et al.  2006). Es scheint dabei das zelluläre Umfeld eine wichtige 

Rolle zu spielen. Das Wachstum als Monolayer, wie es im Migrationsassay der Fall ist, hat 

kaum etwas mit den Voraussetzungen der zellulären Mikroumgebung von Tumorzellen in 

vivo gemein, die im Invasions-Assay durch die Modellsubstanz Matrigel™ simuliert 

wurde. Es ist bekannt, dass Unterschiede in der zellulären Umgebung die 3-dimensionale 

Organisation im Zellverband, die Polarität und das Zytoskelett sowie die Expression von 

Matrix degradierenden Enzymen in Epithelzellen und Fibroblasten beeinflussen (Anders et 

al.  2003b; Unemori & Werb, 1986). Wie wichtig es ist, den Einfluss der CAR-Expression 

in einer 3-dimensionalen Umgebung zu untersuchen, wird durch die Beobachtung einer 

Hochregulation der CAR-Expression und subzellulären Translokation des Proteins von 

den membranären Zellkontaktpunkten zum Zytoplasma in Epithelzellen nach Wachstum in 

einer nichtphysiologischen Umgebung unterstrichen (Anders et al.  2003b). Diese 

Regulation der CAR-Expression und seiner subzellulären Verteilung scheinen die 

zellulären Funktionen also maßgeblich mitzubestimmen.  

Zusammenfassend betrachtet wurde hier erstmals ein deutlicher Zusammenhang 

zwischen CAR-Verlust und einem Anstieg der Tumorigenität von Kolonkarzinomzellen 

hinsichtlich ihres Proliferations-, Migrations- und Invasionsverhaltens aufgezeigt und die 

bereits existierenden Ergebnisse zu anderen Epithelialkarzinomen bestätigt. Zudem konnte 
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festgestellt werden, dass eine forcierte Verstärkung der CAR-Expression in kolorektalen 

Karzinomzellen deutlich das Proliferations- und Invasionsverhalten hemmte, aber weniger 

Einfluss auf die Migration ausübte. 

5.3 VERLUST VON CAR UND DIE BETEILIGTE ZELLULÄRE 
SIGNALTRANSDUKTION 
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals ein Verlust an α-Catenin aufgrund einer 

inhibierten CAR-Expression nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der cDNA-Oligo-

Array-Analyse zeigten, dass eine reduzierte α-Catenin-mRNA-Expression die auffälligste 

Expressionsänderung nach einer stabilen CAR-Hemmung darstellt. Das Molekül α-

Catenin wurde bereits als zentraler Bestandteil des Zytoskeletts identifiziert (Benjamin & 

Nelson, 2008). Da der Verlust von α-Catenin als Folge der CAR-Inhibition auftrat, könnte 

vermutet werden, dass beide Proteine in einem funktionellen Zusammenhang stehen. 

Bisher liegen dazu keine Veröffentlichungen vor. 

Das Ergebnis der Genexpressionsanalyse konnte anschließend auf Proteinebene 

bestätigt werden. Hierbei zeigte sich eine Abnahme der α-Catenin-Proteinexpression nach 

stabiler CAR-Inhibition nicht nur in der Zelllinie DLD1, sondern in weiterführenden 

Analysen auch in IEC-Zellen (Daten bisher nicht veröffentlicht).  

Da DLD1 Krebszellen humanen Ursprungs (Dexter et al.  1979; Tibbetts et al.  

1977) und die Zelllinie IEC aus Ratten gewonnene, nicht transformierte Dünndarmzellen 

(Quaroni, Isselbacher & Ruoslahti, 1978) sind, besteht die Annahme, dass die erhaltenen 

Ergebnisse auf ein generelles Phänomen einer CAR/α-Catenin-Interaktion hinweisen. 

Dabei scheint die Veränderung der α-Catenin-Expression hauptsächlich durch eine 

transkriptionelle Regulation bestimmt zu sein. Inwieweit eine Deaktivierung des α-

Catenin-Promotors oder eine Destabilisierung der RNA für diesen Effekt verantwortlich 

sind, bleibt noch aufzuklären. 

Ein α-Catenin-Verlust tritt häufig in Malignomen beispielsweise des Darmes auf. 

Zudem belegen Studien einen signifikanten Zusammenhang zwischen einem Mangel an α-

Catenin und der Invasionstiefe, der Metastasierung sowie einem negativen klinischen 

Verlauf der Krankheit (Ropponen et al.  1999). Es lässt sich deshalb vermuten, dass die α-

Catenin-Reduktion eine wichtige Funktion innerhalb der Signalprozesse ausüben könnte, 

die zu Änderungen des Proliferations-, Migrations- und Invasionsverhalten nach CAR-

Inhibition führte. Der angeführte hemmende Effekt von CAR auf Krebszellwachstum und 

-motilität wurden bereits als Folge einer veränderten zellulären Adhäsion beschrieben 
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(Bruning & Runnebaum, 2004; Okegawa et al.  2000; Wang et al.  2005). Auch für α-

Catenin konnte ein hemmender Effekts auf Proliferation und Beweglichkeit von 

Krebszellen nachgewiesen werden (Scott & Yap, 2006). 

Übereinstimmend mit beiden Aussagen konnte in der vorliegenden Arbeit ein 

Anstieg von Proliferation, Migration und Invasion nach Verlust von CAR und α-Catenin 

beobachtet werden. Des Weiteren zeigten die Daten, dass eine Reexpression von α-Catenin 

zu einer Umkehr dieses Effekts führte. Deshalb kann davon ausgegangen werden, dass 

eine verminderte α-Catenin-Expression infolge eines CAR-Verlustes einen wichtigen 

Kontrollpunkt in der Regulation von Zellwachstum und Zellbeweglichkeit darstellt. 

Auch zu den nach CAR-Inhibition aufgetretenen Veränderungen der 

Zellmorphologie könnte der α-Catenin-Verlust wesentlich beigetragen haben. In den hier 

durchgeführten Experimenten zeigten sich erhebliche Veränderungen in der 

Zellmorphologie, insbesondere während des 3-dimensionalen Wachstums von 

DLD1siRNACAR im Vergleich zur Kontrollzelllinie, aber auch im Vergleich zu DLD1-

Zellen mit α-Catenin-Reexpression. So konnte, im Gegensatz zu den deutlich amorphen 

Zellstrukturen infolge der CAR-Inhibition, nach Reexpression von α-Catenin eine 

Verbesserung der Organisation des Zellverbandes gesehen werden. Diese Beobachtungen 

deuten darauf hin, dass CAR und α-Catenin maßgeblich an der Regulation des 

Zytoskelettes beteiligt sein könnten. Dafür sprechen Untersuchungen von Fok et al., in 

denen eine molekulare Verbindung zwischen CAR und den Mikrotubuli des Zytoskeletts 

aufgezeigt wurde. Hinzu kommt, dass α-Catenin in der Lage zu sein scheint, einen 

wesentlichen funktionellen Einfluss auf die Regulation des Zytoskelett auszuüben, indem 

es als Verbindungsmolekül zwischen dem membrangebundenen E-Cadherin/β-Catenin-

Komplex und dem Aktin-Zytoskelett dient (Drees et al.  2005; Fok et al.  2007; Hartsock 

& Nelson, 2008; Scott & Yap, 2006). 

Durch die fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnte festgestellt werden, dass 

beide Moleküle, CAR und α-Catenin, an der Plasmamembran kolokalisieren. Dieses 

Ergebnis deutet darauf hin, dass an der Plasmamembran eine Interaktion zwischen CAR 

und α-Catenin möglich ist. Dem gegenüber steht, dass mittels Ko-IP unter Verwendung 

beider Antikörper keine direkte Bindung beider Proteine nachgewiesen werden konnte. 

Dies wiederum lässt vermuten, dass weitere Proteine an der Bindung von α-Catenin an die 

Plasmamembran beteiligt sein könnten, deren Expression oder funktionelle Aktivität durch 

einen CAR-Verlust ebenfalls beeinträchtigt werden könnte. Jedoch sollte eine direkte 

Interaktion zwischen CAR und α-Catenin nicht völlig ausgeschlossen werden, da diese 
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Bindung schwach sein könnte oder nur vorübergehend bestehen könnte und deshalb 

biochemisch nicht zu detektieren wäre. Zudem stimmen diese Ergebnisse mit Resultaten 

aktueller Studien überein, in denen belegt wurde, das α-Catenin nicht als fester 

Bindungspartner auftritt, sondern vielmehr als Regulator der Aktin-Bindungen 

funktioniert. Hinzu kommt, dass es eine transiente Bindung mit dem E-Cadherin/ß-

Catenin-Komplex eingeht, die nur Zustande kommt, wenn α-Catenin nicht an F-Aktin 

gebunden ist (Drees et al.  2005; Hartsock & Nelson, 2008; Scott & Yap, 2006).  

Zusammenfassend kann angenommen werden, dass die tumorsuppressive Funktion 

von CAR zumindest teilweise durch eine Expressionsregulation von α-Catenin beeinflusst 

wird. Genaue zugrunde liegende Mechanismen sind bisher ungeklärt und bedürfen 

weiterer Aufklärung. 

5.4 EINFLUSS DER DIFFERENZIERUNG AUF DIE REGULATION DER CAR-
EXPRESSION 
Ein Verlust von CAR tritt besonders häufig in schwach differenziertem Krebsgewebe auf. 

So wurden niedrige CAR-Expressionslevel in Tumoren von Niere, Blase, Prostata sowie 

Plattenepithelkarzinomen von Kopf und Hals mit einem Differenzierungsverlust assoziiert. 

Ebenso weisen hochmaligne Karzinomzelllinien (Zervix, Glioblastom, Blase, Prostata) 

eine geringe CAR-Expression auf (Bruning & Runnebaum, 2003; Buscarini et al.  2007; 

Dehari et al.  2003; Korn et al.  2006; Li et al.  1999b; Matsumoto et al.  2005; Okegawa 

et al.  2007; Okegawa et al.  2000; Rauen et al.  2002; Sachs et al.  2002). 

Dieser Verlust an CAR scheint durch epigenetische Veränderungen ausgelöst und 

zudem reversibel zu sein, da durch eine Behandlung mit Histondeazetylaseinhibitoren 

(HDAi), die sehr wirksam zelluläre Differenzierung induzieren, Expression und Funktion 

von CAR in Krebszellen nachweislich gesteigert werden konnte (El-Zawahry et al.  2006; 

Goldsmith et al.  2003; Hemminki et al.  2003; Kasman, Lu & Voelkel-Johnson, 2007; 

Kitazono et al.  2001; Okegawa et al.  2005; Okegawa et al.  2007; Pong et al.  2003; 

Sachs et al.  2004; Taura et al.  2004; Watanabe et al.  2006). Diese Beobachtungen 

wurden durch Untersuchungen in vivo bestätigt. Hier führte eine Behandlung mit HDAi zu 

einer gesteigerten CAR-Expression in den betreffenden Geweben, begleitet von einer 

erhöhten zellulären Aufnahme an Adenoviren (Goldsmith et al.  2007; Hemminki et al.  

2003; Okegawa et al.  2005; Okegawa et al.  2007; Taura et al.  2004).  

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit demonstrieren eine durch Natriumbutyrat, 

das ebenfalls zur Gruppe der HDAi gezählt wird, vermittelte Induktion von 
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Differenzierung, die sich im Anstieg der Enzymaktivität der Alkalischen Phosphatase 

widerspiegelt, sowie eine deutliche Zunahme der CAR-Proteinexpression in den Zelllinien 

Colo205, DLD1, HCT116, HT29 und T84.  

Eine Induktion der CAR-Expression durch eine Behandlung mit weiteren HDAi wie 

Trichostatin A, FK228 oder CHAP31 konnte bereits in den Kolonkarzinomzelllinien 

DLD1 und SW620 (Kitazono et al.  2001; Taura et al.  2004) und in verschiedenen 

Zelllinien anderer humaner Karzinomarten (unter anderem Nieren-, Blasen-, Brust-, 

Prostata-, Ovarial- und Leberkarzinom) beobachtet werden (El-Zawahry et al.  2006; 

Goldsmith et al.  2003; Hemminki et al.  2003; Kasman et al.  2007; Kitazono et al.  2001; 

Okegawa et al.  2005; Okegawa et al.  2007; Pong et al.  2003; Sachs et al.  2004; Taura et 

al.  2004; Watanabe et al.  2006). Aber trotz der bisherigen Forschung auf diesem Gebiet, 

ist über den Einfluss der HDAi auf die CAR-Expression im kolorektalen Karzinom sowie 

die beteiligten Regulationsmechanismen noch sehr wenig bekannt.  

Eine mögliche Wirkung von Butyrat, einer natürlicherweise im humanen 

Gastrointestinaltrakt durch bakterielle Synthese entstehenden kurzkettigen Fettsäure (Daly 

& Shirazi-Beechey, 2006; Gibson et al.  1999) erscheint sehr interessant. Zumal bereits 

deutliche Hinweise auf seine physiologische Funktion in der Prävention der 

Kolonkarzinogenese existieren (Bi & Jiang, 2006; Davie, 2003; Velazquez et al.  1996). 

Daten aus verschiedenen in vitro-Studien weisen hin auf einen antiproliferativen Effekt, 

auf die Induktion von Differenzierung und Apoptose sowie auf eine abgeschwächte 

Invasivität von Kolonkarzinomzellen nach Butyratbehandlung (Davie, 2003; Velazquez et 

al.  1996). In Übereinstimmung mit diesen tumorhemmenden Wirkungen steht die 

Erkenntnis, dass eine vermehrte Produktion von Butyrat im Darm mit einer verminderten 

Tumorinzidenz und -größe kolorektaler Karzinome im Rattenmodell korreliert (D'Argenio 

et al.  1996).  

In Bezug auf präventive oder therapeutische Maßnahmen wäre es sehr wichtig zu 

wissen, in welcher Form die HDAi, insbesondere Butyrat, an der Regulation der CAR-

Expression im Kolon beteiligt sein könnten. Die Daten der vorliegenden Untersuchungen 

zur Genpromotoraktivität mittels Genreporter-Assay zeigten eine verstärkte Aktivität der 

entsprechenden Promotorregion in den Zelllinien Colo205, DLD1, HCT116, HT29 und 

T84. Zudem konnte ein Anstieg der CAR-Protein- und CAR-mRNA-Expression nach 

Inkubation mit Natriumbutyrat in diesen Zelllinien beobachtet werden.  

Eine gesteigerte CAR-Promotoraktivität nach Behandlung mit dem HDAi FR901228 

in Karzinomzellen der Blase wurde mit einer Inhibition der Deazetylierung von Histon H4 



DISKUSSION 

79 

assoziiert (Pong et al.  2003). Unsere Ergebnisse ließen diese Schlussfolgerung nicht zu, 

denn in den untersuchten Kolonkarzinomzellen konnte eine Steuerung der CAR-

Promotoraktivität über Histon H4 nach Natriumbutyrat-Inkubation nicht nachgewiesen 

werden. Allerdings wäre es möglich, dass der CAR-Promotor im Kolon über die 

Azetylierung einer anderen Histon-Untereinheit reguliert wird. Eine verstärkte 

Azetylierung von Histon H3 nach einer Behandlung mit FK228 konnte sowohl in vitro in 

Karzinomzellen der Blase (Okegawa et al.  2005), als auch in vivo im Mausmodell 

(Goldsmith et al.  2007) demonstriert werden. 

In unserem Labor durchgeführte Analysen humaner Gewebeproben aus kolorektalen 

Karzinomen (Daten bisher nicht veröffentlicht) sowie verschiedene Untersuchungen 

humaner karzinogener Gewebe durch andere Arbeitsgruppen deuteten auf einen 

Zusammenhang zwischen der CAR-Expression und dem zellulären Differenzierungsstatus 

(Korn et al.  2006; Matsumoto et al.  2005; Sachs et al.  2002).  

Der genaue Mechanismus, der in Karzinomen zum differenzierungsabhängigen 

Verlust von CAR führt, konnte bisher nicht aufgeklärt werden, jedoch gibt es Hinweise 

darauf, dass der CAR-Verlust auf eine Aktivierung des TGF-β-Signalweges sowie der 

davon beeinflussten Raf-MEK-ERK-Kaskade zurückgeführt werden könnte (Anders et al.  

2003a; Lacher et al.  2006). Lacher et al. konnten im murinen und humanen Zellmodell 

eine reduzierte CAR-Expression auf Protein- und mRNA-Ebene nach TGF-β-induzierter 

epithelial-mesenchymaler Transdifferenzierung (EMT) nachweisen (Lacher et al.  2006). 

Die Hemmung von MEK führte in den kolorektalen Karzinomzelllinien SW480 und 

HCT116 zu einer deutlichen Abnahme des CAR-Gehaltes in der Zellmembran und an den 

zellulären TJ (Anders et al.  2003a). Dagegen vermittelte eine Inhibition des TGF-β-

Signalweges in Zellen mit EMT eine Umkehr der Transdifferenzierung, verbunden mit 

einem Anstieg der CAR-Expression und erhöhter Aufnahmefähigkeit von Adenoviren in 

die Zelle (Lacher et al.  2006). Diesem durch TGF-β ausgelösten Signalweg, der mit einem 

CAR-Verlust einhergeht, könnte Butyrat in Kolonkarzinomzellen entgegen wirken und auf 

diese Weise einen Anstieg der CAR-Expression induzieren. Denn in von Matsumoto et al. 

durchgeführten Untersuchungen konnte beobachtet werden, dass Butyrat über den TGF-β-

Signalweg oder die davon beeinflusste Raf-MEK-ERK-Kaskade an der Regulation der 

CAR-Expression beteiligt ist. Eine Inkubation renaler Epithelzellen mit Butyrat inhibierte 

die TGF-β-Produktion der Zellen. Des Weiteren wurde diese Butyrat-vermittelte TGF-β-

Inhibition mit einer spezifischen Hemmung des ERK/MAPKinase-Signalweges assoziiert 

(Matsumoto et al.  2006). Ebenso konnte eine Inaktivierung von ERK1/2 durch Butyrat in 
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vitro in Kolonkarzinomzellen nachgewiesen werden (Davido et al.  2001; Ding, Wang & 

Evers, 2001; Luongo et al.  2002; Orchel et al.  2005).  

Ein weiterer Diskussionspunkt ergibt sich aus der Beobachtung, dass die 

Butyratbehandlung nicht in allen Zelllinien einen induzierenden, sondern in zwei 

Zelllinien auch einen hemmenden Effekt auf die CAR-Genpromotoraktivität zeigte. In den 

Zelllinien CaCo2 und SW480 wurde eine verminderte CAR-Expression (mRNA und 

Protein) sowie eine Abnahme der Genpromotoraktivität detektiert. Obwohl in der Zelllinie 

SW480 keine Induktion der CAR-Expression nach einer Behandlung mit Butyrat 

festgestellt werden konnte, kam es zu einem Anstieg der CAR-Präsenz an der 

Zelloberfläche. Unter Berücksichtigung dieser Tatsache ist anzunehmen, dass 

möglicherweise andere Mechanismen als die transkriptionelle Regulation der CAR-

Expression an der verstärkten Immunoreaktivität von CAR an der Zelloberfläche von 

Bedeutung sein könnten. So wurde bereits in der Kolonkarzinomzelllinie HCT116 eine 

veränderte subzelluläre Lokalisation von CAR ohne Expressionsänderungen der CAR-

mRNA nach MEK-Inhibition festgestellt. Zur Erklärung dieses Ergebnisses wurde die 

Möglichkeit einer Strukturänderung des vorhandenen CAR-Proteins vorgeschlagen. Diese 

Aussage wird durch Analysen von van’t Hof und Crystal unterstützt, die zeigen konnten, 

dass Fettsäuren Einfluss auf die CAR-Proteinstruktur ausüben und eine sehr wichtige 

Rolle bei der Regulation der zellulären Distribution von CAR und seiner biologischen 

Aktivität spielen könnten (Anders et al.  2003a; van't Hof & Crystal, 2002). 

Es steht fest, dass Butyrat eine Vielzahl an weiteren Wirkmechanismen sowohl im 

Nukleus als auch im Zytoplasma induziert. Neben der Histondeazetylierung sind hierbei 

die Hyperazetylierung von Nichthistonproteinen, Änderungen im Methylierungsstatus der 

DNA, selektive Hemmung der Phosphorylierung von Histonen und der Modulation der 

intrazellulären Kinasekaskade gemeint. Diese Vielfalt an Effekten ermöglicht es, dass 

Butyrat die Genexpression auf verschiedenen Ebenen beeinflusst. Dazu gehören 

Transkription, Stabilität der mRNA und Elongation (Daly & Shirazi-Beechey, 2006). Es 

ist demnach sehr wahrscheinlich, dass eine Zellantwort auf eine Butyratinkubation in 

hohem Maße komplex ist und möglicherweise in den verschiedenen, hier verwendeten 

Zellmodellen, obwohl diese alle kolorektalen Karzinomen entstammen, mehrere 

unterschiedliche Signalwege oder Wirkmechanismen angesprochen werden.  

Ein Unterschied zu den übrigen Zellmodellen in der Reaktion auf Butyrat war 

besonders deutlich in der Zelllinie CaCo2 zu erkennen. Nach Behandlung mit Butyrat war 

hier weder einen Anstieg der CAR-Expression, noch eine subzelluläre Translokation des 
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vorhandenen Proteins ersichtlich, obwohl ein deutlicher Anstieg der Aktivität der 

alkalischen Phosphatase auf eine butyratvermittelte zelluläre Differenzierung hinwies.  

Auffällig ist, dass in den beiden Zelllinien mit der stärksten Basalexpression an CAR 

(CaCo2 und SW480) nach einer Behandlung mit Natriumbutyrat der geringste Anstieg der 

CAR-Expression auf Protein- und RNA-Ebene, sowie an der Zelloberfläche nachzuweisen 

war. Ein ähnlicher Effekt wurde bereits von Sachs et al. beschrieben. Hier konnte in Zellen 

der Blase mit normalen CAR-Expressionswerten keine Induktion der CAR-Expression 

durch Natriumphenylbutyrat erreicht werden (Sachs et al.  2004).  

Um den Einfluss des Differenzierungsstatus auf die CAR-Expression in der Zelllinie 

CaCo2 genauer zu untersuchen, wurde ein Butyrat-unabhängiges 

Zelldifferenzierungsmodell genutzt. Dazu wurde die CAR-Expression und -Lokalisation 

während der spontanen Differenzierung der Zelllinie CaCo2, induziert durch 

postkonfluentes Wachstum über einen Zeitraum von 21 d (Sambuy et al.  2005) analysiert. 

Hierbei konnten ansteigende CAR-Level an der Zelloberfläche parallel zur 

fortschreitenden Differenzierung (ansteigende ALP-Level), begleitet von einer 

zunehmenden Expression der CAR-mRNA, detektiert werden. Mariadason konnte bereits 

nachweisen, dass die Mechanismen einer durch Butyrat vermittelten Differenzierung 

verschieden sind von der durch post konfluentes Wachstum induzierten Differenzierung. 

Es zeigte sich hier, dass die butyratinduzierte Differenzierung begrenzt ausgeprägt ist. 

Beispielsweise werden während der spontanen Differenzierung von CaCo2 die Marker 

Sucrase-Isomaltase oder Dipeptidylpeptidase IV induziert, wohingegen die gleichen 

Marker nach Butyratbehandlung der CaCo2-Zellen keine Expressionsänderungen erfahren. 

Als Ursache hierfür wird die parallele Aktivierung des Apoptoseprogramms bei 

butyratbehandelten Zellen angesehen, denn dadurch könnte ein Abbruch der 

Differenzierungsvorgänge in den Zellen ausgelöst werden (Mariadason, 2008). 

Die Ergebnisse zeigten also, dass der zelluläre Differenzierungsstatus sowie 

beteiligte Mechanismen der Zelldifferenzierung entscheidend für die CAR-Expression und 

für die subzelluläre Verteilung von CAR sind. Zwar konnte die CAR-Expression in 

Kolonkarzinomzellen durch Butyrat induziert werden, aber auch in Zelllinien, in denen 

kein CAR-Expressionsanstieg und keine verstärkte CAR-Promotoraktivität nachweisbar 

waren, konnte eine verstärkte Translokation an die Zelloberfläche beobachtet werden. 

Ebenfalls eine verstärkte Translokation von CAR an die Zelloberfläche bei gleich 

bleibenden Gesamtproteinleveln war in Zellen nachzuweisen, die HDAi-unabhängig 

differenzierten.
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6. SCHLUSSFOLGERUNGEN 

Das Ziel der hier präsentierten Arbeit war es, die funktionelle Bedeutung des Coxsackie- 

und Adenovirus Rezeptors (CAR), einem molekularen Bestandteil der Tigt Junctions (TJ), 

im kolorektalen Karzinom zu untersuchen. Zudem sollten beteiligte Signalwege dieser 

funktionellen Bedeutung sowie Mechanismen der Regulation der CAR-Expression 

bestimmt und analysiert werden. 

Basierend auf den durchgeführten Untersuchungen an den humanen 

Kolonkarzinomzelllinien CaCo2, Colo205, DLD1, HCT116, HT29, SW480 und T84 

führen die erhaltenen Ergebnisse zu folgenden Schlüssen: 

• Unter Verwendung der genannten Zellmodelle konnte bestätigt werden, dass ein CAR-

Verlust aufgrund der dadurch bedingten Steigerung von Proliferation, Migration und 

Invasion maßgeblich zur Progression der Kolonkarzinogenese beiträgt. Zudem wurde 

gezeigt, dass durch die forcierte Überexpression von CAR ein hemmender Effekt auf 

die genannten Parameter ausgeübt werden konnte und somit dem Fortschreiten der 

Tumorentwicklung entgegengewirkt werden kann. Inwieweit sich die gewonnenen 

Erkenntnisse auf die Situation in vivo übertragen lassen, könnte in einem nächsten 

Schritt in Tierstudien mittels Metastasierungsversuchen überprüft werden. 

• Es zeigte sich weiterhin, dass die turmorsuppressive Wirkung von CAR durch eine 

Regulation der α-Catenin-Expression vermittelt werden könnte. Um die Interaktion 

zwischen CAR und α-Catenin sowie beteiligte regulatorische Mechanismen über die 

hier vorgestellten Resultate hinaus noch genauer zu charakterisieren, könnten 

weiterführende Studien in Betracht gezogen werden. 

• Die Erkenntnis über den deutlichen Zusammenhang zwischen Differenzierung und 

CAR-Expression sowie CAR-Lokalisation trägt zu einem verbesserten Verständnis der 

Funktion von Differenzierung in der Regulation der CAR-Expression bei. Dies könnte 

für die Therapie kolorektaler Karzinome von Bedeutung sein, da eine Natriumbutyrat-

induzierte gesteigerte Präsenz von CAR an der Zelloberfläche in der adenoviralen 

Therapie von kolorektalen Tumoren Anwendung finden könnte. Um dieser Überlegung 

nachzugehen und den Erkenntnisgewinn zu vergrößern, könnte die Durchführung von 

in vivo Studien sehr sinnvoll sein. 
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7. ZUSAMMENFASSUNG 

Einleitung: Der Coxsackie- und Adenovirus Rezeptor (CAR) wurde zunächste als primäre 

Bindungsstelle für Coxsackie- und Adenoviren an der Zelloberfläche identifiziert. Es ist 

auch bekannt, dass CAR als ein Bestandteil von Tight Junctions (TJ) in Epithelzellen an 

interzellulären Adhäsionsprozessen beteiligt ist. Beeinträchtigungen der TJ-Funktion, 

hervorgerufen durch einen Verlust von CAR, können wesentliche Parameter der 

Tumorbildung beeinflussen. Die dafür verantwortlichen molekularen Mechanismen sind 

weitestgehend unbekannt. Insbesondere in der kolorektalen Karzinogenese sind die 

molekularen und morphologischen Änderungen in den TJ bisher unverstanden. Sie 

bedürfen weiterer Aufklärung, um eine verbesserte Therapie zu erreichen. Kolonkrebs 

stellt als die zweithäufigste Krebstodesursache für Frauen und Männer sowohl in 

Deutschland als auch weltweit, eine gesundheitliche Bedrohung dar. 

Zielstellung: Zunächst sollte die funktionelle Bedeutung von CAR für Proliferation, 

Migration und Invasion im kolorektalen Karzinommodell unter Verwendung von in vitro 

und in vivo Modellen analysiert werden. Zudem galt es, Signalwege, die am funktionellen 

Einfluss von CAR beteiligt sein könnten, zu identifizieren und weiterführend zu 

untersuchen. Schließlich sollte eine Regulation der CAR-Expression in Abhängigkeit vom 

zellulären Differenzierungsstatus analysiert werden. 

Material und Methoden: Die verwendeten humanen Kolonkarzinomzelllinien 

wurden hinsichtlich ihrer CAR-Basalexpression auf Protein- (Western Blot, FACS) und 

mRNA-Ebene (Real-Time PCR) untersucht. Mittels Transfektion wurden Zellmodelle mit 

stabiler CAR-Überexpression und stabiler CAR-Inhibition etabliert. Mit diesen stabilen 

Zelllinien erfolgte die Analyse der funktionellen Parameter Proliferation, Migration und 

Invasion sowie eine Beurteilung morphologischer Eigenschaften in 2-dimensionaler und 3-

dimensionaler Zellkultur. In einem Screening, das die Expressionsanalyse von 14 500 

Genen umfasste, sollten Interaktionspartner von CAR und beteiligte Signalwege 

identifiziert werden. Unter Einsatz weiterer funktioneller Analysen sowie durch 

Kolokalisations- und Ko-Immunopräzipitationsexperimente erfolgte die Charakterisierung 

der Interaktion von CAR und α-Catenin. Abschließend wurden Inkubationsversuche mit 

Natriumbutyrat durchgeführt. Darauf folgten die Bestimmung der CAR-Expression auf 

Protein- und mRNA-Ebene sowie Promoteraktivitätsanalysen. Zudem sollte mittels 

Chromatinimmunopräzipitation eine Hyperazetylierung von Histon H4 als ein möglicher 

Mechanismus der Regulation der CAR-Expression bestimmt werden. Der 
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Differenzierungsstatus der Zelllinien wurde überprüft, indem die enzymatische Aktivität 

der alkalischen Phosphatase gemessen wurde. 

Ergebnisse: Eine Expression von CAR konnte in allen untersuchten Zelllinien auf 

Protein- und auf mRNA-Ebene nachgewiesen werden. Dabei zeigten CaCo2-Zellen die 

stärksten und Colo205-Zellen die niedrigsten Expressionsraten. Nach erfolgreicher stabiler 

Etablierung von sowohl CAR-Überexpression als auch CAR-Inhibition in DLD1, HCT116 

und SW480 konnte der funktionelle Einfluss von CAR auf Proliferation, Migration und 

Invasion nachgewiesen werden. Das Zellwachstum wurde durch CAR-Überexpression in 

vitro und in vivo gehemmt, während ein Anstieg in der Zellproliferation nach CAR-

Inhibition in vitro detektiert wurde. Zudem konnte ebenfalls eine Hemmung der Invasion 

nach CAR-Überexpression sowie eine verstärkte Migrations- und Invasionsaktivität nach 

CAR-Inhibition festgestellt werden. Die Genexpressionsanalyse ließ α-Catenin mit einer 

18-fachen Abnahme der Expression als das am stärksten regulierte Gen nach CAR-

Inhibition in der Zelllinie DLD1 erkennen. Untersuchungen zur Charakterisierung der 

Interaktion zwischen CAR und α-Catenin zeigten, dass beide Proteine in der Zellmembran 

kolokalisierten, jedoch nicht direkt miteinander interagierten. Eine stabile Reexpression 

von α-Catenin in der defizienten Zelllinie (DLD1 mit stabiler CAR-Inhibition) konnte den 

funktionellen Einfluss von α-Catenin deutlich machen. In Folge der stabilen Reexpression 

von α-Catenin wurden Proliferation, Migration und Invasion sowie morphologische 

Änderungen deutlich reduziert. Durch eine Inkubation mit Natriumbutyrat konnte in allen 

verwendeten Zelllinien Differenzierung ausgelöst werden. In 5 der 7 Zelllinien kam es zu 

einer differenzierungsinduzierten Aktivierung des CAR-Promotors und somit zu einer 

Steigerung sowohl der CAR-Expression als auch der CAR-Präsenz an der Zelloberfläche. 

Die Zelllinie CaCo2 zeigte nach spontaner Differenzierung ebenfalls eine verstärkte CAR-

Expression sowie eine erhöhte CAR-Präsenz an der Zelloberfläche. In SW480 kam es 

nach Natriumbutyrat-Behandlung zwar zu einer Abnahme der CAR-Expression im 

Zytosol, dennoch konnte an der Zelloberfläche eine vermehrte CAR-Präsenz 

nachgewiesen werden. Als Grund wird eine durch die Differenzierung ausgelöste 

Translokation des CAR-Proteins vom Zytosol zur Zellmembran vorgeschlagen. 

Schlussfolgerungen: Unter Verwendung humaner Zellmodelle des kolorektalen 

Karzinoms konnte die funktionelle Bedeutung von CAR für die Kolonkarzinogenese näher 

charakterisiert werden. Dabei könnte die turmorsuppressive Wirkung von CAR durch eine 

Regulation der α-Catenin-Expression vermittelt werden. Zudem wurde ein deutlicher 

Zusammenhang zwischen Induktion von Differenzierung und Anstieg der CAR-
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Expression sowie der CAR-Präsenz an der Zelloberfläche in zwei verschiedenen Modellen 

der Differenzierung gezeigt. 
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9.1 GERÄTE 

AluRack (AluRack.2) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Analysenwaage Sartorius AG, Göttingen 

Blockthermostat (BT 1303) HLC BioTech, Bovenden 

Brutschrank (Heraeus 6000) Heraeus, Berlin 

Digitalkamera Nikon GmbH, Düsseldorf 

Dunkelkammerleuchte (Dukalux, 40W) Blach-Röntgen, Assamstadt 

Elektronische Waage (EMBI 1200-1) Kern & Sohn GmbH, Balingen 

Elektrophoresekammer, horizontal (Sub-Cell® 
GT) 

Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Elektrophoresekammer, vertikal (XCell 
SureLock™) 

Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

FACS Calibur™ Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

FACS Röhrchen Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Fluoreszenzmikroskop (Axiophot) Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 

Fotokassette (Hypercassette™) Amersham Biosciences Europe, Freiburg 

Gelkassetten (Cassettes 1.0 mm) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Luminometer (LB 960 Centro) Berthold Technologies GmbH & Co. KG, Bad 
Wildbad 

Magnetischer Rührer (Combimag RCO) IKA-Werke, Staufen 

Migrationskammer (48-Well Micro Chemotaxis 
Chamber) 

Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD, USA 

Mikroskop (Axiovert 25) Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 

Mikroskop (Eclipse TS100) Nikon GmbH, Düsseldorf 

Mikrowellengerät  Robert Bosch Hausgeräte GmbH, Nürnberg 

Minischüttler (MS2 Minishaker) IKA-Werke, Staufen 

MTP-Spectrophotometer (SpectraMax Plus 384) Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA 

ph-Meter (MP 225) Mettler-Toledo GmbH, Giessen,  

Pipetten (0,1 – 5000 µl) Eppendorf AG, Hamburg 

Power Pac (Basic) Bio-Rad Laboratories GmbH, München 

Real-Time PCR Gerät (Mx 3000) Stratagene, La Jolla, CA, USA 

Scanner (Epson Perfection 1240U) Epson Deutschland GmbH, Meerbusch 

Schüttler (silent rocker) cti GmbH, Idstein/Taunus 

Sterile Werkbank (LaminAir® HBB 2448) Heraeus, Berlin 

Tischzentrifuge (Galaxy Mini) VWR International GmbH, Darmstadt 

UV-Vis-Spektrophotometer (Du® 640) Beckman Coulter GmbH, Krefeld 

Wasserbad Köttermann GmbH & Co KG, Uetze/Hänigsen 

Zellzählkammer nach Neubauer (geeicht) VWR International GmbH, Darmstadt 
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Zentrifuge (Microfuge R) Beckman Coulter GmbH, Krefeld  

Zentrifuge (Multifuge 1s) Heraeus, Berlin 

9.2 ARBEITSMITTEL 

Cloning Discs, steril, 6 mm Durchmesser (Bel-Art 
Products) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Deckgläser   Menzel, Braunschweig 

Einweg-Pipetten „Stripette“, Corning (2-25 ml) VWR International GmbH, Darmstadt 

Filme (Kodak® BioMax Light Film) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Polycarbonatmembran für Migration Neuro Probe Inc., Gaithersburg, MD, USA 

Filterpapier Schleicher & Schüll MicroScience GmbH, Dassel 

Gelkämme (12-Taschen, 10-Taschen) Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 

Gelkassetten Invitrogen GmbH, Karlsruhe, 

Handstückzähler Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Invasion Chambers (BioCoat™ Matrigel™)  Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Küvetten (10x4x45 mm) Sarstedt, Nümbrecht 

Nitrozellulosemembran  

(Hybond™-ECL 20 cm x 3 m) 

Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg 

Objektträger Menzel, Braunschweig 

Pasteurpipetten VWR International GmbH, Darmstadt 

Pipettenspitzen (0,1 – 5000 µl) Eppendorf AG, Hamburg 

Pipettenspitzen filter tip Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettierhilfe VWR International GmbH, Darmstadt 

Reaktionsgefäße (0,2 – 2 ml) Eppendorf AG, Hamburg 

Reaktionsgefäße, Falcon™ (15 ml; 50 ml) Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Sterilfilter (0,2 µm; 0,45 µm) Schleicher & Schüll MicroScience GmbH, Dassel 

Well-Platten (6-, 12- , 24- und 96-Well) Sarstedt, Nümbrecht 

Zellkulturflaschen (25 cm²; 75 cm²; 125 cm²) Sarstedt, Nümbrecht 

Zellschaber, steril Sarstedt, Nümbrecht 

9.3 CHEMIKALIEN UND REAGENZIEN 

Aceton Merck KGaA, Darmstadt 

Bio-H2O Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Bradford-Reagenz (Roti®-Quant) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Bromphenolblau  

(Bromphenol blue xylene cyanole dye solution) 

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Chloroform Merck KGaA, Darmstadt 

Complete, EDTA-free (Protease Inhibitor 
Cocktail Tablets) 

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 
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4’,6-Diamidino-2’-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

DEPC-H2O Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

DMSO Applichem GmbH, Darmstadt 

DNA Leiter (100 bp; 1000 bp) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Dulbecco´s Modified Eagle Medium (DMEM) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

ECL Plus™ (Western Blotting Detection Reagent) Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg 

Effectene transfection reagent Qiagen GmbH, Hilden 

Essigsäure Merck KGaA, Darmstadt 

Ethanol (96 %) J.T. Baker, Deventer, NL 

Fetales Kälberserum (FCS) Biochrom AG, Berlin 

Formaldehyd Merck KGaA, Darmstadt 

Geneticin G418 Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Glycerol Merck KGaA, Darmstadt 

Glycin Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg 

Glycerin, wasserfrei Armin Baack, Schwerin 

Ham´s F12 Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Isopropanol Merck KGaA, Darmstadt 

Ladepuffer (NuPAGE® LDS Sample Buffer 4x)) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Lipofectamine™ 2000 transfection reagent Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Magermilchpulver Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Matrigel™ Basement Membrane Matrix Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Matrigel™ Invasion Chamber Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

McCoy´s 5A Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

MEM + Earl´s + L-Glutamin Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Methanol Merck KGaA, Darmstadt 

Mowiol 4-88 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Natriumacetat Merck KGaA, Darmstadt 

Natriumbutyrat Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Nichtessentielle Aminosäuren Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

PBS (Zellkultur) PAA Laboratories GmbH, Pasching, Aus 

Penicillin/Streptomycin Biochrom AG, Berlin 

Phenol:Chloroform:Isoamyl (25:24:1) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

p-Nitrophenol Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Primer (PCR, Real-Time PCR) TIB Molbiol GmbH, Berlin 

Proteinase K (tritirachium album) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Proteinmarker (SeeBlue® Plus 2) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Propidiumjodid Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Puromycin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Ribonuklease A (bovine pancreas) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Rotiphorese Gel 30 (30 %) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 
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RPMI 1640 Medium Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Sodiumdodecylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Sonden (Real Time PCR) Metabion international GmbH, Martinsried 

TEMED Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

Tris Merck KGaA, Darmstadt 

TritonX Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe 

TRIzol® -Reagenz Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Trypsin-EDTA-Lösung Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

Tween20 Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Ziegenserum Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

9.3.1 ANTIKÖRPER  

Monoklonal anti-α-Catenin (mouse) Zymed® Laboratories, South San Francisco, CA, 
USA 

Polyklonal anti-CARH300 (rabbit) Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, 
USA 

Monoklonal anti-β-Aktin Klon AC-40 (mouse) Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Monoklonal anti-ZO-1 (mouse) Zymed® Laboratories, South San Francisco, CA, 
USA 

rabbit anti-GAPDH Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

goat anti-mouse, HRPO Dianova, Hamburg 

goat anti-rabbit, HRPO Dianova, Hamburg 

goat anti.mouse, Cy™3 Dianova, Hamburg 

goat anti-rabbit, Cy™2 Dianova, Hamburg 

Alexa Fluor 488 Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

9.3.2 PRIMER 

Name Sequenz Quelle 
β-Aktin 

 

R5´-GGGAGAGGACTGGGCCAT-3´ 

F5´-TGCATTGTTACAGGAAGTCCCTT-3´ 

Anders M. 

CAR  

 

R5´-CTTTGGCTTTTTCAATCATCTCTTC-3´ 

F5´-GGCGCTCCTGCTGTGC-3´ 

(Anders et al.  2003a) 

CAR-
Promoter  

R5´-CAGCCCGTCTCCCACATACTG-3´ 

F5´-ACAGGTCGCATCCCGTGAG-3´ 

(Pong et al.  2006) 
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9.3.3 SONDEN 

Name Sequenz Quelle 
hAktin 5´-Fam-CCATCCTAAAAGCCACCCCACTTCTCTCTA-Tamra-3´ Anders M. 

hCARTaq 5´-(6Fam)-TGCGGAGTAGTGGATTTCGCCAGAAG-Tamra-3´ (Anders et al.  2003a) 

9.3.4 OLIGOS 

Name Sequenz Quelle 
siRNA 
CAR 

CCAAGUACCAAGUGAAGACdTdT (Anders et al.  2009) 

scrRNA CACAAAAGUAUCGCGCAAGdTdT (Anders et al.  2009) 

9.4 MEDIEN 
Zelllinie Medium 500 ml Ansatz 
CaCo2 MEM 

20 % Fötales Kälberserum (FCS) 

1 x nicht essentielle Aminosäuren 

1 x Pen/Strep 

390 ml MEM 

100 ml FCS 

5 ml nicht essentielle Aminosäuren 

5 ml Pen/Strep 

DLD1 

Colo205 

RmcB 

RPMI 

10 % FCS 

1 x Pen/Strep 

445 ml RPMI 

50 ml FCS 

5 ml Pen/Strep 

SW480 DMEM 

10 % FCS 

1 x Pen/Strep 

445 ml DMEM 

50 ml FCS 

5 ml Pen/Strep 

HCT116 

HT29 

McCoy´s 

10 % FCS 

1 x Pen/Strep 

445 ml McCoy´s 

50 ml FCS 

5 ml Pen/Strep 

T84 Ham´s F12/DMEM (1:2) 

10 % FCS 

1 x Pen/Strep 

445 ml Ham´s F12/DMEM (1:2) 

50 ml FCS 

5 ml Pen/Strep 

CHO+ 

CHO 

Ham´s F12 

10 % FCS 

1 x Pen/Strep 

445 ml Ham´s F12 

50 ml FCS 

5 ml Pen/Strep 

 
Alle Medien wurden bei 4 °C gelagert. Die Lagerung von FCS und Pen/Strep erfolgte bei -20 °C. 
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9.5 PUFFER UND LÖSUNGEN 
Allgemein 

20x Phosphate Buffered Saline  

(PBS) 

4 g KCl 

160 g NaCl 

4,8 g KH2PO4 

28,8 g   

H2O bidest. ad 1 l 

Lagerung bei RT 

PBS Gebrauchslösung 

50 ml PBS (20x) 

950 ml H2O bidest. 

Lagerung bei RT 

 

Western Blot 

TritonX-Proteinextraktionspuffer 

9,66 ml H2O bidest. 

100 µl NaCl [5 M] 

100 µl Hepes; pH7,3 [1 M] 

40 µl EDTA; pH8,0 [0,5 M] 

1 Tablette Complete Mini 

100 µl Triton X 100 

Lagerung bei 4 °C 

Bovines Serum Albumin-Standard [1 µg/µl] 

(BSA) 

10 mg BSA 

10 ml H20 bidest. 

Lagerung bei -20 °C 

Sodium dodecyl sulfate [20 %] 

(SDS) 

2 g SDS 

H2O bidest. ad 100 ml 

Lagerung bei RT 

Ammonium peroxidsulfate [10 %] 

(APS) 

2 g APS 

H2O bidest. ad 20 ml 

Lagerung bei -20 °C 

4x Trenngelpuffer, pH 8,8 

80 ml H2O bidest 

2 ml SDS (20 %) 

10 ml HCl (2N) 

18,1 g Tris 

pH-Wert einstellen, dann H2O bidest. ad 100 ml 

Lagerung bei RT 

4x Sammelgelpuffer, pH 6,8 

65 ml H2O bidest 

2 ml SDS (20 %) 

26 ml HCl (2N) 
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6,03 g Tris 

pH-Wert einstellen, dann H2O bidest. ad 100 ml 

Lagerung bei RT 

Trenngel [10 % Polyacrylamid] 

13,18 ml H2O bidest 

8 ml Trenngelpuffer (4x) 

10,6 ml Polyacrylamid (30 %) 

216 µl APS (10 %) 

10,8 µl TEMED 

Lagerung bei 4 °C 

Sammelgel 

4,11 ml H2O bidest 

1,75 ml Sammelgelpuffer (4x) 

1,05 ml Polyacrylamid (30 %) 

80 µl APS (10 %) 

6 µl TEMED 

Lagerung bei 4 °C 

10x Elektrophorese-Laufpuffer 

30,2 g Tris 

142,5 g Glycin 

10 g SDS 

H2O bidest. ad 1 l 

Lagerung bei RT 

Elektrophorese-Laufpuffer 

100 ml Laufpuffer (10x) 

900 ml H2O bidest. 

Lagerung bei RT 

10x Transferpuffer 

30,2 g Tris 

142,5 g Glycin 

H2O bidest. ad 1 l 

Lagerung bei RT 

Transferpuffer 

350 ml H2O bidest. 

100 ml Methanol 

50 ml Transferpuffer (10x) 

Lagerung bei RT 

PBS-Tween 

2 l Tween 

2 l PBS 

Lagerung bei RT 

Blocking-Puffer [5 % Magermilchpulver] 

5 g Magermilchpulver 

100 l PBS-Tween 

Lagerung bei 4 °C, aber nicht länger als 48 h 
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Zellinkubation 

Natriumbutyrat-Stocklösung [1 M] 

2,2 g Natriumbutyrat 

20 ml PBS 

steril filtrieren, Lagerung bei 4 °C 

Natrimbutyrat-Gebrauchslösung [4 mM] 
20 ml Zellmedium (entsprechend der Zelllinie) 

80 µl Natriumbutyrat-Stocklösung 

 

FACS 

BSA-Ziegenserum-Puffer 

1 g BSA 

5 ml Ziegenserum 

45 ml PBS 

Lagerung bei 4 °C 

Propidiumjodid-Stocklösung [1 mg/ml] 

10 mg Propidiumjodid 

10 ml H2O bidest. 

Lagerung bei 4 °C 

Propidiumjodid-Gebrauchslösung 
10 ml PBS 

20 µl Propidiumjodid-Stocklösung 

 

Migration und Invasion 

Kristallviolett-Färbelösung 

0,225 g Kristallviolett 

25,5 ml Ethanol (98 %) 

224,5 ml H2O bidest. 

Lagerung bei RT 

Essigsäure-Lösung [10 %] 

5 ml Essigsäure 

H2O bidest. ad 50 ml 

Lagerung bei RT 

 

Immunfluoreszenzfärbung 

Fixierlösung 

250 ml Methanol 

250 ml Aceton 

Lagerung bei RT 

Blocking-Puffer [2 % Milchpulver] 

10 g Magermilchpulver 

500 ml PBS 

Lagerung bei 4 °C, aber nicht länger als 48 h 

Lysepuffer [0,2 % TritonX] 

2 ml TritonX 

1 l PBS 

Lagerung bei RT 

BSA-Puffer [0,1 %] 1 g BSA 
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1 l PBS 

Lagerung bei 4 °C 

DAPI-Stammlösung 

10 mg DAPI 

1 l H2O bidest. 

Lagerung bei -20 °C 

DAPI-Gebrauchslösung [1:1000] 

1 ml DAPI-Stammlösung 

H2O bidest. ad  1 l 

Lagerung bei 4 °C 

Elvanol 

4 ml PBS 

1 g Molwiol, dann 16 h rühren 

2 ml Glycerin (wasserfrei), dann 16 h rühren 

zentrifugieren bei 12000 U, 7 min, aliquotieren 

Lagerung bei -20 °C 

 

RNA-Isolation 

Ethanol [70 %] 

70 ml Ethanol (98 %) 

28 ml H2O bidest. 

Lagerung bei RT 

 

DNA-Elektrophorese 

10x Tris-Borat-EDTA-Puffer-Stammlösung 

(TBE) 

121,1 g Tris 

51,4 g Borsäure 

3,7 g (Na2)EDTA 

H2O bidest. ad 1 l 

Lagerung bei RT 

TBE Puffer 

100 ml TBE-Stammlösung 

900 ml H2O bidest. 

Lagerung bei RT 

Ethidiumbromid-Stammlösung  

0,5 g Ethidiumbromid 

100 ml H2O bidest. 

Lagerung bei 4°C unter Lichtausschluss 

Agarosegel (2 %) 

100 ml TBE Puffer 

2 g Agarose 

10 µl Ethidiumbromid-Stammlösung 
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9.6 KITS 

ChIP Assay (Acetyl-Histone H4) Upstate, Temecula, CA, USA 

Immunoprecipitation Kit (Protein G) Roche Diagnostics GmbH, Mannheim 

Dual-Luciferase® Reporter Assay Promega, Madison, WI, USA 

SigmaFAST™ p-Nitrophenyl phosphate Tablets Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 

Super Script™ First-Strand (RT-PCR) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

TaqMan® Universal PCR Master Mix Applied Biosystems, Foster City, CA, USA 

ThermalAce™ (PCR) Invitrogen GmbH, Karlsruhe 

9.7 MESS- UND AUSWERTUNGSSOFTWARE 

Axiovision 4.1 Carl Zeiss Jena GmbH, Jena 

BD CellQuest pro software Becton Dickinson GmbH, Heidelberg 

Epson Smart Panel for Scanner Epson Deutschland GmbH, Meerbusch 

GraphPad PRISM® 4 GraphPad Software, San Diego, CA, USA 

Microsoft Office Microsoft Corporation, USA 

Pegasus Softmax pro Pegasus Scientific Inc., Rockville, MD, USA 

SoftMax pro 5 Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA 

Stratagene mx3000 software Stratagene, La Jolla, CA, USA 
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9.8 VEKTOREN 
 

pcDNA3.1 (Invitrogen, Karlsruhe) 

 

 

pcDNACAR (cDNACAR integriert in pcDNA3.1) 

Dieser Vektor wurde freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt durch Dr. 

J.M.Bergelson, Division of Infectious Diseases, Children’s Hospital of Philadelphia, PA, USA.  
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pSuper (Oligoengine, Seattle, WA, USA) 

 

 
 

pSuperCAR (siRNA integriert in pSuper) 

Die CAR-spezifische siRNA wurde hergestellt und zur Verfügung gestellt von Dr. med. M. 

Anders. Die Integration der siRNA in den Vektor pSuper erfolgte durch Dipl. Ing. A. Koschel 

nach standardisiertem Protokoll (Oligoengine, Seattle, WA, USA). Dabei wurde der Vektor mit 

BglII und HindIII geschnitten und das siRNA-Insert vor dem H1-Promotor eingefügt.



ANHANG 

111 

pGL3-basic (Promega, Madison, WI, USA) 

 

 
 

 

pGL3-186 (CAR-Promotersequenz integriert in pGL3)  

Der Vektor wurde freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt durch R.C. Pong, 

Departments of Urology and Internal Medicine, University of Texas Southwestern Medical 

Center, Dallas, Tx, USA. Für die Herstellung von pGl3-186 wurde die Sequenz des CAR-

Promoters (186 bp) in pGl3 an den Schnittstellen von XhoI und HindIII integriert (Pong et al.  

2003). 

 

pCAGGS mit human full length α-Catenin-cDNA (Catenin-Reexpressionsvektor) 

Dieser Expressionsvektor wurde freundlicherweise für diese Arbeit zur Verfügung gestellt 

durch M. Ozawa, Kagoshima University, Kagoshima, Japan. Die Herstellung des Vektors wird 

beschrieben in (Ozawa, 1998). 
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9.9 STANDARDPROTOKOLL FÜR CDNA-OLIGO-ARRAY 
The amplification and labeling of the RNA samples were carried out according to the 

manufacturer's instructions (Affymetrix, Santa Clara, CA). Briefly, total RNA was 

quantified by UV-spectroscopy and its quality was checked by analysis on a Lab-on-Chip 

(BioAnalyzer, AGILENT Technologies, Santa Clara, CA). Between one to three 

micrograms from each sample were synthesized into double-stranded cDNA using 

SuperScript transcriptase (Life Technologies, Inc., Carlsbad, CA) and with an oligo(dT)24 

primer containing a T7 RNA polymerase promoter (TIBMOL Biol, Berlin, Germany). 

After RNAde H – mediated (Roche, Germany) second strand cDNA synthesis, the product 

was purified and served as template in the subsequent in vitro transcription (IVT) reaction. 

Labeled complementary RNA (cRNA) was prepared from double-stranded cDNA by in 

vitro transcription using the GeneChip RNA transcript labeling kit (Affymetrix, Santa 

Clara, CA). After cleanup (Qiagen, Hilden, Germany), the biotin-labeled cRNA was 

fragmented by alkaline treatment [40 mmol/L Tris-acetate (pH 8.2), 100 mmol//L 

potassium acetate, and 50 mmol//L magnesium acetate].at 94°C for 35 minutes. 15 μg of 

each cRNA sample was hybridized for 16 hours at 45°C to an Affymetrix human 

GeneChip Array HG U133 2.0 plus. Chips were washed and stained with streptavidin-

phycoerythrin using a fluidics station according to protocols recommended by Affymetrix. 

Finally, probe arrays were scanned at 1.56-μm resolution using the Affymetrix GeneChip 

System confocal scanner 3000. Raw data were analyzed with the Affymetrix GeneChip 

Operating Software (GCOS 1.4). The detection p value of a transcript determines the 

detection call, which indicates whether the transcript is reliably detected (p<0.05; present) 

or not detected (absent). To enable the comparison between chips the data were 

normalized to a global intensity of 500. 

Quelle:  LFGC “Procedere für Affymetrix Hybridisierung“ 

(http://www.charite.de/lfgc/seite_2.htm) 
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