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1 Einleitung

Tumorerkrankungen zählen heute bei der immer älter werdenden Bevölkerung zusammen
mit Herz-Kreislauferkrankungen zu den häufigsten Todesursachen und die Inzidenz ist
weiterhin ansteigend. Nach Schätzungen des Robert-Koch-Instituts in Berlin konnten die
Überlebensraten von einigen Malignomen jedoch deutlich gesteigert werden, was zum
einen der verbesserten Früherkennung zum anderen einer Optimierung der Behandlung
zu verdanken ist.

Zu den klassischen Therapiemaßnahmen gehören, neben der operativen Entfernung
des Tumors, die Bestrahlung sowie die systemische Zytostatikaapplikation. In den letzten
Jahren führte das Wissen über zellbiologische Zusammenhänge bei der Entstehung von
malignen Erkrankungen zur Entwicklung von weiteren zielgerichteten Therapieansätzen
(Molecular Targeting). Die Idee hierbei ist, die molekularen Unterschiede zwischen neo-
plastischen Zellen und Normalgewebe zu nutzen, um so eine spezifische Sensibilisierung
des Tumors zu erreichen. Bis heute ließen sich bereits zahlreiche Erfolge verbuchen. Der
Tyrosin-Kinase-Inhibitor Imatinib (Glivec) revolutionierte die Therapie der chronisch
myeloischen Leukämie und erzielte auch bei der Behandlung von gastrointestinalen
Stromatumoren ermutigende Ergebnisse. Cetuximab (Erbitux) und Trastuzumab (Hercep-
tin), als Antikörper gegen die in vielen Karzinomen überexprimierten ErbB-Rezeptoren,
fanden Eingang in standardisierte Therapieschemata.

Trotz dieser Erfolge zeigen viele Substanzen bei klinischer Anwendung eine geringere
Wirksamkeit, als sich durch in vitro Experimente vermuten lässt. Ein Grund hierfür
ist, dass die Sensibilität von Zellen gegenüber genotoxischen Einflüssen entscheidend
von der Beschaffenheit des zellulären Mikromilieus beeinflusst zu werden scheint. So
führt zum Beispiel ein geringer Sauerstoffgehalt im Tumorgewebe zu einer Zunahme der
Strahlenresistenz. Auch die extrazellulären Matrixproteine, wie Kollagen und Fibronektin,
welche in vivo die Zellen umgeben, spielen eine große Rolle für das Zellüberleben [46, 44].
Diese Proteine sind nicht nur für die Stabilität des Gewebes wichtig, sondern interagieren
auch mit Oberflächenrezeptoren der Zellen, den sogenannten Integrinen, wodurch ver-
schiedene das Überleben und die Tumorprogression fördernde Signalkaskaden aktiviert
werden.

Ein zentrales Molekül bei der Übermittlung dieser durch Integrine vermittelten Zell-
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1 Einleitung

Matrix-Interaktionen ist die «integrin linked kinase» (Integrin-gebundene Kinase, ILK),
welche an die zytoplasmatischen Domäne von β1-, β2- und β3-Integrinuntereinheiten
bindet [90]. Da eine Vielzahl von Tumoren, darunter kolorektales Karzinom [24, 25],
Ovarialkarzinom [3] und malignes Melanom [48] eine Überexpression von ILK zeigen und
ILK außerdem die zelluläre Strahlensensibilität und die Proliferation von Tumorzellen
beeinflusst, scheint diese Proteinkinase als potentielles Zielmolekül bei der Therapie
maligner Erkrankungen von großer Relevanz zu sein.

Neben der Interaktion mit Integrinen besitzt ILK auch eine Verbindung zu verschie-
denen Wachstumsfaktorrezeptoren, wie dem «epidermal-growth-factor-receptor» (EGF-
Rezeptor). Wie durch Cetuximab als humanisierten Antikörper bereits vielfach gezeigt,
ist dieser zu den Tyrosin-Kinasen (TK) gehörende Rezeptor für die Tumortherapie von
großer Bedeutung. Aus diesem Grund wurden spezifische Tyrosin-Kinase-Inhibitoren
(TK-Inhibitoren) gegen die Kinase-Domäne des EGF-Rezeptors entwickelt. Trotz der
guten in vitro und in vivo Ergebnisse bei dem Einsatz dieser Substanzen in Monotherapie
sowie in Kombination mit Bestrahlung oder Zytostatikaapplikation [75, 122, 11], kommt
es bei klinischer Anwendung zu einer Resistenzentwicklung von Tumorzellen, welche die
Effektivität der TK-Inhibitoren beeinträchtigt. Möglicherweise spielen hierbei Integrine
und nachgeschaltete Proteine wie ILK eine entscheidende Rolle.

Auf der Basis dieser Erkenntnisse wurde in dieser Arbeit die Funktion von ILK sowie
der Effekt von Zelladhäsion an Fibronektin auf die Radiosensibilität muriner Fibroblasten
und humaner Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals-Bereichs ohne und mit EGF-
Rezeptor TK-Inhibition in vitro untersucht. In Zellkulturmodellen sollte auf molekularer
Ebene geklärt werden, welchen Einfluss Zell-Matrix-Interaktionen auf die Wirksamkeit
des potenten EGF-Rezeptor TK-Inhibitors BIBX1382BS haben.
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2 Grundlagen

2.1 Extrazelluläre Matrix

Bestehende und erworbene Resistenzen von Tumoren gegen genotoxische Einflüsse, wie
ionisierende Strahlen oder zytotoxische Medikamente sind ein weitverbreitetes, klinisch
äußerst relevantes Phänomen. Untersuchungen haben ergeben, dass hierbei Interaktionen
zwischen Zellen und der extrazellulären Matrix (EZM) eine wichtige Rolle spielen.

Unter der EZM versteht man die Gesamtheit der Makromoleküle, die sich im Zellzwi-
schenraum befindet. Sie bildet nicht nur ein mechanisches Gerüst und gewährleistet so
die strukturelle Integrität von Geweben und letztlich des Gesamtorganismus, sondern
ist auch für das Mikromilieu der Einzelzelle, also für Faktoren wie Wasseranteil, Ionen-
konzentrationen, Nährstoffe und Signalmoleküle verantwortlich. Zwischen der EZM
und den Zellen besteht eine wechselseitige Beziehung. Während durch das Mikromilieu
und Zell-Matrix-Kontakt verschiedene essentielle Vorgänge wie Differenzierung, Zell-
zyklusprogression, Migration, Adhäsion und Überleben der Zellen moduliert werden,
verändern diese durch Sezernierung von Matrixproteinen die Beschaffenheit der EZM.

Hinsichtlich der Makromoleküle unterscheidet man zwischen Faserproteinen wie Kol-
lagen, Laminin oder Elastin, die der EZM eine mechanische Stabilität verleihen sowie den
Proteoglykanen und Hyaluronsäure, die aufgrund ihres sehr hohen Hydratisierungsgra-
des für die gelartige Beschaffenheit der EZM wichtig sind. Fibronektin, ein aus zwei sehr
ähnlichen Polypeptiduntereinheiten bestehendes dimeres Protein, stellt eine Verbindung
zwischen den Matrixstrukturproteinen und den in der EZM eingebetteten Zellen her,
und spielt somit eine entscheidende Rolle für die EZM-Zell-Interaktion. Versuche an
Fibronektin-defizienten Mäusen zeigen, dass der Verlust dieses Proteins bereits in der
frühen Embryonalperiode zum Tod führt [76].

Klinisch ist die EZM bei einer Vielzahl von Krankheiten von Bedeutung. So ist beispiels-
weise die Erkrankung Osteogenesis imperfecta, auch bekannt als Glasknochenkrankheit,
durch eine Störung in der Prokollagen-I-Synthese charakterisiert. Während die milden
meist heterozygoten Ausprägungsformen mit quantitativ reduziertem aber normalem
Kollagen-I einhergehen, kommt es bei Mutationen, die zu einem strukturellen Defekt in
einer der Proteinketten führen, zu schweren, oft schon perinatal letalen Verlaufsformen
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mit intrauterinen Knochenfrakturen und intrakraniellen Hämorhagien [178].
Beim Ehlers-Danlos-Syndrom, einer Gruppe hereditärer Erkrankungen, liegt eine

Reduktion und gestörte Architektur von Kollagenfaser-Bündeln vor. Je nach dem welcher
Kollagentyp betroffen ist, kommt es zu verschiedenen dominierenden Krankheitssym-
ptomen. So ist der klassische Typ mit Defekt von Kollagen-V überwiegend durch starke
Dehnbarkeit der Haut und Hypermobilität der Gelenke geprägt. Dagegen führt eine
Mutation im Kollagen-III-Gen zu Fragilität von Arterien und inneren Organen mit der
Gefahr einer Ruptur großer Gefäße und gastrointestinaler Perforationen [73].

Doch auch für Tumorerkrankungen spielt die EZM eine wichtige Rolle. Zum einen
stellt sie eine Barriere für ungehemmtes Wachstum dar und beeinflusst so sowohl Zellin-
vasion, als auch Metastasierung. Zum anderen moduliert sie die zelluläre Resistenz
gegenüber genotoxischen Einflüsse wie Chemotherapeutika oder ionisierenden Strahlen.
So besitzen viele klinisch verwendeten Zytostatika eine geringere Wirksamkeit, wenn die
Zellen an Matrixproteinen adhärent sind. Kleinzellige Bronchialkarzinomzellen zeigen in
Matrigel genauso wie auf Laminin eine verminderte Zytotoxizität gegenüber Etoposid,
Cisplatin und Doxorubicin [72], während auf Fibronektin wachsende Pankreaskarzinom-,
Glioblastom-, Bronchialkarzinom- und Melanomzellen unabhängig von Differenzierungs-
grad und Ursprungsgewebe eine reduzierte Radiosensibilität aufweisen [44]. Auch in
Kolon-, Ovarial- [146], Mamma- [148], Gehirn- [222] und Lebertumoren [247] wurden
vermehrt Therapieresistenzen durch Integrin vermittelte Adhäsion an EZM-Proteine
gefunden. Interessanterweise zeigen auch an Fibronektin gebundene Leukämiezellen
nach Bestrahlung [50, 99] sowie nach Fludarabin-Exposition [53] eine verminderte Apop-
toserate.

Untersuchungen zur Identifizierung der zugrundeliegenden Mechanismen erbrachten
eine Vielzahl von potentiellen Proteinen, die für diese klinisch relevanten Effekte verant-
wortlich sein könnten, darunter insbesondere Integrine und Integrin-Signalmediatoren
wie ILK, FAK, p53, Proteinkinase Bα/AKT (AKT) oder B-Zell Lymphom Protein-2 (Bcl-
2) [94, 46, 39, 40, 115, 52]. Aufgrund der großen Anzahl von Integrinrezeptoren, der
komplexen intrazellulären Vernetzung und der Kooperation von Integrin- und Wachs-
tumsfaktorrezeptorsignalwegen, lässt sich eine Integrin vermittelte Modifikation aller
wichtigen Signalwege für die zelluläre Antwort auf genotoxischen Stress vermuten. Die
Integrin-Expression und -Signalgebung wie auch die EZM-Zusammensetzung scheinen
wiederum von der Tumor-Stroma-Interaktion beeinflusst zu werden. So weist schnell
wachsendes neoplastisches Gewebe eine hohe Umbildungrate der EZM innerhalb und in
unmittelbarer Umgebung des Tumors auf [234, 188], wobei auch die massive Freisetzung
von Wachstumsfaktoren sowie die Neovaskularisation für die Resistenzentwicklung von
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Malignomen gegenüber Therapiemaßnahmen von Bedeutung sein könnten.

2.2 Integrine

Wichtige Rezeptoren bei der bidirektionalen Vermittlung von Informationen zwischen
EZM und Zelle stellen die Integrine dar. Diese großen transmembranösen Glykoproteine
bestehen aus einer α- und einer β-Untereinheit mit jeweils einem extrazellulären, trans-
membranösen und intrazellulären Anteil. Bis heute wurden 18 verschiedene α- und 8
verschiedene β-Untereinheiten identifiziert. Abhängig von der Kombination besitzen
die Heterodimere unterschiedliche Affinität zu den einzelnen EZM-Proteinen, wie z.B.
Fibronektin, Laminin oder Kollagen (siehe Abb. 2.1).

Kollagen
α1

Fibronektin

Laminin

β5

α2

α1

α2

α3

α6

α7

α4

α5

α8

αv

Tenascin C
α8

α9

β8

β1 β3

Vitronektinαv

β4

αv

αv

αv

α6

Abbildung 2.1: Übersicht über die verschiedenen Integrin-Heterodimere mit den entsprechenden
EZM-Substraten

Der aminoterminal gelegene «Kopf» des Integrins setzt sich aus der «Propeller»-
Sequenz der α-Untereinheit und der βA-Domäne der β-Untereinheit zusammen und
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enthält die Region, die für die Ligandenbindung wichtig ist (siehe Abb. 2.2).
Bei der α-Untereinheit folgen drei hauptsächlich β-Faltblatt-Strukturen beinhaltende

Domänen: Tigh, Calf-1 und Calf-2. Während die Untereinheiten Calf-1 und Calf-2 eine
starre Einheit bilden, ermöglicht die Verbindung zwischen Calf-1 und Tigh die Bewegung
der Domänen gegeneinander und wird ihrer Funktion nach «Genu» (Knie) genannt.
Dagegen schließen sich bei der β-Untereinheit 4 auch im epidermalen Wachstumsfaktor
(epidermal growth factor, EGF) vorkommende Sequenzen (I-EGF-1 bis 4) und die β-Tail-
Domäne (βTD) an. Diesem extrazellulären Anteil folgen ein im Vergleich dazu kleiner
transmembranöser und intrazellulärer Abschnitt.

Aufgrund seiner Struktur ist der Integrinrezeptor in der Lage die Affinität zum Liganden
zu variieren («inside-out signaling») [109], indem er durch Konformationsänderung einen
aktiven, gestreckten [232] oder einen inaktiven, zusammengeklappten [208] Zustand
einnehmen kann (siehe Abb. 2.2). Umgekehrt werden bei Bindung an das Substrat
verschiedene Signalwege innerhalb der Zelle aktiviert («outside-in signaling»), so dass
der Informationsaustausch in beide Richtungen erfolgen kann. Da Integrine selbst keine
katalytische Aktivität besitzen, bedienen sie sich verschiedener Adaptermoleküle und
Proteinkinasen zur Signalübermittlung. Zusammen mit Wachstumsfaktor-Rezeptoren
bilden sich an der Zellmembran Multi-Protein-Komplexe, die aufgrund ihrer Funktion
und ihrer Lokalisation «fokale Adhäsionen» genannt werden.

Integrine erfüllen ein breites Aufgabenspektrum und sind essentiell für eine Reihe von
vitalen Zellvorgängen.

So interagieren sie mit Proteinen des Zytoskeletts und beeinflussen auf diese Weise
Zellausbreitung und Migration. Sowohl das an Aktin bindende Talin [28], als auch Filamin,
welches wiederum über die p21-aktivierte Kinase (PAK) die Dynamik des Zytoskeletts
moduliert [223], stehen im direkten Kontakt mit den β-Integrinuntereinheiten [173]
und scheinen zusätzlich noch für die Lokalisierung der Integrine an der Membran
verantwortlich zu sein [135].

Bei der Invasion spielt die β-Untereinheit ebenfalls eine entscheidende Rolle, wobei
Versuche an verschiedenen Zelllinien gezeigt haben, dass hierfür ihre Verbindung zu den
EZM-spaltenden Matrix-Metallo-Proteinasen von Bedeutung ist [43, 66].

Die Fähigkeit zur Metastasierung, neben der Invasivität ein weiteres Malignitätskriteri-
um von Tumoren, wird ebenfalls von der Integrinfunktion beeinflusst. Verlässt eine Zelle
ihre Umgebung, so ändert sich die Zusammensetzung der EZM. Eine hierdurch vermin-
derte Aktivierung der Integrinrezeptoren führt zu einer Rekrutierung von Caspase-8,
wodurch Apoptose ausgelöst und die abberante Migration unterbunden wird (Integrin
vermittelter Zelltod). Dieser Mechanismus und die Gewebsspezifität des EZM-Musters
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Abbildung 2.2: Struktur des αVβ3-Integrins: A ist eine schematische Darstellung der beiden
Untereinheiten. B zeigt den aktiven Zustand des Integrinrezeptors, der sich durch Rotation
der Domänen gegeneinander ergibt. [236]. C zeigt den inaktiven Zustand. Der «Kopf» des
Integrins ist für die Ligandenbindung zuständig. Er besteht aus der Propeller-Sequenz der
α-Untereinheit (dunkelblau) und der βA-Domäne der β-Untereinheit (hellgrün). Das «Genu»
der α-Untereinheit zwischen der Tigh-Region (mintgrün) und Calf-1 (grau) ist wichtig für die
Konformationsänderung vom inaktiven in den aktiven Zustand. Bei der β-Untereinheit ist die
dreidimensionale Struktur dieser für den Klappmechanismus relevanten Region aufgrund hoher
Variabilität nicht ausreichend aufgelöst und entspricht hier nur einer Schätzung. (Struktur: PDB
1JV2, Software Cn3d, nach [236, 109])
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könnten als Erklärung dafür dienen, dass manche Tumoren nur in bestimmte Organe
metastasieren [101, 204].

Integrine stehen möglicherweise auch mit einer erhöhten Resistenz von malignen
Erkrankungen gegenüber therapeutischen Maßnahmen in Verbindung. α5β1-Integrin
scheint als Antagonist gegen Zelltod nach Doxorubicin- oder Melphalan-Exposition in
multiplen Myelomzellen zu fungieren [95], wobei dieser Effekt ebenfalls bei Mamma-
tumoren nach Paclitaxel [4] und bei nicht kleinzelligen Bronchialkarzinomzellen nach
Cisplatin- oder Mitomycin C-Behandlung [41] beobachtet wurde. Studien an murinen
GD25 Fibroblasten deuten auf die wichtige regulatorische Funktion von β1-Integrinen für
die zelluläre Strahlenantwort [195, 45] hin. Bei Bindung an die EZM-Proteine Fibronektin,
Laminin und Kollagen-III wurde in Wildtyp-β1-Integrin exprimierenden Zellen die unter
Entzug von Wachstumsfaktoren auf dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin beobachtete
Radiosensibilisierung aufgehoben. Dieser Effekt war in GD25 Fibroblasten, welche eine
zytoplasmatisch mutierte Variante des Proteins besaßen, nicht nachzuweisen.

Nach Strahlenexposition zeigen humane Fibroblasten [44], Endothelzellen und Ke-
ratinozyten [147] sowie auch Zellen verschiedener Tumorentitäten [42, 43, 60, 198] ein
verändertes Expressionsmuster bestimmter Integrinuntereinheiten, darunter β1-, β3- und
α5-Integrin. Hallahan et al. nutzten die Induktion von αvβ3-Integrinrezeptoren nach
Bestrahlung von Glioblastom- und Melanomzellen, um Radioisotope, welche an Inte-
grinliganden gekoppelt waren, in die Zellen einzubringen und sie dadurch spezifisch
zu schädigen [86]. Durch diese Methode könnte mit Hilfe von Integrinen eine lokale
Wirkung von applizierten Zytostatika durch die Auswahl des Bestrahlungsfeldes erreicht
werden. Interessanterweise lässt sich sowohl nach dreiwöchiger fraktionierter Radio-
therapie, als auch nach Applikation von genotoxischen Substanzen wie Cisplatin und
Cyclophosphamid eine Reduktion der Integrinexpression nachweisen [198].

Auch Differenzierung, Proliferation und Zellzyklus-Progression werden durch Integrine
reguliert [1, 108, 45], wobei verschiedene Adapterproteine und assoziierte Kinasen wie
ILK und FAK für die Signalwirkung von Bedeutung sind.

2.2.1 ILK, integrin linked kinase

Die «integrin linked kinase» wurde 1996 von Hannigan und Kollegen als Bindungspartner
der zytoplasmatischen Domäne der β1-Integrinuntereinheit entdeckt [90]. In ihrer Position
verbindet sie nicht nur den Integrinrezeptor mit dem Aktinzytoskelett und nimmt somit
eine entscheidende Rolle bei der Signalübermittlung von der EZM in das Innere der Zelle
ein, sondern interagiert auch direkt mit einer Reihe von Proteinen der fokalen Adhäsionen.
Neben dieser Adapterfunktion besitzt ILK als Serin/Threonin-Kinase die Fähigkeit durch
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Phosphorylierung anderer Signalmoleküle in wichtige Signalwege einzugreifen und so
essentielle Zellvorgänge wie Überleben, Wachstum, Zellzyklus-Progression, Migration,
Invasion und Angiogenese zu regulieren [88].

Analysen des menschlichen Genoms zeigen, dass nur ein ILK-Gen existiert, welches
sich am distalen Ende des humanen Chromosoms 11p15,4/15,5 befindet [89]. Das trans-
latierte Protein bestehend aus 452 Aminosäuren besitzt am aminoterminalen Ende vier
Ankyrin-Repeats, eine zentrale Pleckstrin-Homologie-Domäne und carboxyterminal die
katalytische Kinase-Einheit (siehe Abb. 2.3).

ILKAP

Pinch1

PI3K

AKT
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K1 Kinase
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Abbildung 2.3: Übersicht ILK Struktur, Bindungspartner und potentielle Aminossäurereste, die
durch die Kinasedomäne phosphoryliert werden. ILK beinhaltet 4 Ankyrin-Repeats (ANK 1-4),
eine Pleckstrin-Homologie (PH) und die Kinase-Domäne. Die Ankyrin-Sequenz ist wichtig für
die Verbindung über Pinch-1 zu Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTK) sowie für die Interaktion mit
ILKAP, welche die Aktivität von ILK reduzieren kann. Die PH-Domäne ermöglicht die Bindung
von PIP3 und könnte so für eine PI3K-abhängige Regulation von ILK sprechen. Die Kinase-Einheit
phosphoryliert in vitro sich selbst, AKT, β-Parvin, β1-Integrin und GSK3β (rot). Inwieweit diese
Interaktionen in vivo relevant sind, ist bis jetzt noch nicht ausreichend geklärt.
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Ankyrin- und Pleckstrin-Homologie-Domäne

Ein Ankyrin-Repeat, benannt nach dem Protein Ankyrin, in dem 24 dieser Motive
gefunden wurden [139], besteht aus 33 Aminosäuren, gefaltet in 2 antiparallel verlaufende
α-Helices und in eine dazu rechtwinklig gerichtete β-Haarnadel-Region. Aufgrund dieser
Anordnung ergibt sich eine L-förmige Struktur, welche in einer Reihe von Proteinen
vorhanden ist und als bewegliches Gerüst für Protein-Protein-Interaktionen dient [152,
194].

Die Ankyrin-Domäne von ILK steht mit verschiedenen Signal- und Adapterproteinen
wie Pinch-1 oder ILK assoziierter Phosphatase (ILKAP) in Verbindung.

Pinch-1 setzt sich aus 5 LIM-Domänen zusammen, wobei die erste mit ILK interagiert
[224], während die vierte in vitro eine geringe Affinität zu dem Adapter Nck-2 besitzt,
durch welchen auf diese Weise eventuell Integrin- und Wachstumsfaktor-Signalwege
miteinander verknüpft werden. Ob diese Interaktion auch in vivo besteht, ist zur Zeit
unklar. So zeigen Nck-2-defiziente Mäuse ein normales Erscheinungsbild, wohingegen ein
Pinch-1-Knockout bereits bei Implantation zum Tod führt. Dies könnte darauf hinweisen,
dass Nck-2 nicht essentiell für die Funktion von Pinch-1 ist [81]. Außer mit EGF- und
PDGF-Rezeptor sowie IRS-1 ist Nck-2 auch mit den Aktin-Modulatoren DOCK180 [218]
und der p21-aktivierten Kinase (PAK) [102] assoziiert, wodurch das Adapterprotein
Einfluss auf die Dynamik des Zytoskeletts und somit auf Migration und Invasion nehmen
könnte.

Mit ILKAP, einer Serin/Threonin-Phosphatase, wurde 2001 ein weiterer Bindungs-
partner von ILK identifiziert. Obwohl wenig über Wirkmechanismus und Zielproteine
bekannt ist, scheint ILKAP als Inhibitor von EZM-stimulierter ILK-Signalwirkung zu
fungieren [130, 123]. Während dieser Effekt durch Mutation der Phosphatase-Einheit
aufgehoben werden kann, zeigt sich die Affinität von ILK und ILKAP unabhängig von
der katalytischen Aktivität beider Partner [130]. Es wurde gezeigt, dass ILKAP auch den
Zellzyklus modulieren kann, da durch ILKAP-Suppression mittels siRNA-Transfektion
die Zellen vermehrt in die S-Phase eintreten. Dagegen führt eine Überexpression des
Proteins zu reduziertem Wachstum von Prostata-Karzinom-Zellen, was vermuten lässt,
dass ILKAP und damit auch ILK eine Rolle bei der Karzinomentstehung spielen [123].

Die Sequenzanalyse von ILK zeigt außerdem eine strukturelle Basis für eine Phosphati-
dylinositol 3-kinase (PI3K) abhängige Regulation auf. So bilden das zentrale Verbindungs-
stück und das aminoterminale Ende der Kinase-Einheit eine Domäne die Ähnlichkeit
zu einer Pleckstrin-Homologie besitzt [81]. Phosphatidylinositol 3,4,5-triphosphat (PIP3)
nicht aber Phosphatidylinositol 4,5-bisphosphat (PIP2) ist in der Lage die Kinaseaktivität

19



2 Grundlagen

von gereinigter, rekombinanter ILK zu stimulieren. Außerdem zeigen Zellen mit konstitu-
tiv aktiver PI3K eine verstärkte katalytische Aktivität von ILK, während PI3K-Inhibitoren
diese abschwächen [54]. Die genauen Regulationsmechanismen von ILK durch PI3K sind
bis zum jetzigen Zeitpunkt jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt. Untersuchungen
weisen aber darauf hin, dass die Akkumulation von PIP3 an der Membran zur lokalen
Rekrutierung miteinander interagierender Proteine darunter ILK, AKT und PI3K führt
und dadurch verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden [215].

Antagonistisch zu PI3K agiert das «phosphatase and tensin homolog deleted on chromo-
some 10» (PTEN), eine 3’Inositol-Lipidphosphatase, die PIP3 zu PIP2 dephosphorylieren
kann. Mutationen von PTEN lassen sich in Tumoren von Prostata, Mamma und Gehirn,
aber auch in hereditären Syndromen mit erhöhtem Risiko für maligne Entartung wie
Morbus Cowden finden. In PTEN−/− Glioblastomzellen ist eine vermehrte ILK-Aktivität
nachweisbar, welche durch Transfektion mit PTEN inhibiert werden kann [161]. Reduk-
tion der ILK-Expression mittels siRNA-Transfektion resultiert in einer Zunahme der
Apoptose und verlangsamten Tumorwachstum. Dies legt die Vermutung nahe, dass
durch die Inhibition von ILK ein möglicher Therapieansatz für PTEN-mutierte Tumoren
besteht [62].

Kinase-Domäne

Die carboxyterminal gelegene Kinase-Einheit beinhaltet neben der Bindungsregion für
β1- und β3-Integrine, Paxillin, AKT, α- und β-Parvin [88] in ihrer Aktivierungsschleife den
Serinrest 343 als mögliche Autophosphorylierungsstelle. Obwohl bis jetzt keine direkte
Regulation der Aktivität durch Phosphorylierung von ILK nachgewiesen wurde, scheint
diese Aminosäure wichtig für die Funktion der Kinase zu sein. So führt eine Mutation an
Serin 343 zu Alanin, wodurch diese Stelle unphosphorylierbar wird, zur vollständigen
Inhibition, während ein Austausch mit Aspartat die Kinase in eine konstitutiv aktive
Form umwandelt [171].

Trotzdem ILK in vitro sich selbst und zahlreiche Proteine phosphorylieren kann, wurde
ihre katalytische Funktion von einigen Autoren angezweifelt [140]. Ein Grund hierfür
ist die Tatsache, dass bestimmte für Serin/Threonin-Kinasen als essentiell erachtete
Aminosäuresequenzen in ILK verändert sind. In der Subdomäne I zum Beispiel stellt sich
die präzise konservierte Abfolge GXGXXG bei ILK als NENHSG dar, während wiederum
der für die ATP-Bindung wichtige Lysinrest zwischen Subdomäne I und II mit dem
Aufbau anderer Serin/Threonin-Kinasen übereinstimmt [171]. Insgesamt überwiegen
allerdings die Hinweise darauf, dass ILK nicht nur als Adapterprotein fungiert, sondern
ihre katalytische Aktivität entscheidende Relevanz für die Signalwirkung besitzt [55].
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Schon bei der Entdeckung von ILK zeigte sich, dass die Kinase nicht nur an die
zytoplasmatische Domäne von β1-Integrin bindet, sondern diese auch in vitro an Serin
785 phosphorylieren kann [90]. Diese Phosphorylierung scheint zum Ausschluss von
β1-Integrin aus den fokalen Adhäsionen und zu einer verminderten Interaktion mit
anderen Proteinen zu führen, wodurch ILK als wichtiger Regulator von Integrin-Aktivität
und -Signalwirkung in Betracht kommt [154].

GSK3β wird von rekombinanter ILK phosphoryliert, wobei diese Phosphorylierung an
Serin 9 die katalytische Aktivität der Kinase inhibiert. Hierdurch kommt es zur Reduktion
von E-Cadherin und mittels Aktivierung von β-Catenin und den Transkriptionsfaktoren
Lef1/Tcf [15] zu erhöhter Expression von Zellzyklus-Regulatoren wie den Cyclinen
[159, 213]. Diese sind in der Lage «cyclin dependent kinases» (cyklinabhängige Kinase,
CDK) zu binden und beeinflussen so DNA-Synthese und Mitogenese [74]. Die verminderte
Synthese von E-Cadherin kann zum einen direkt durch den β-Catenin-Lef/Tcf-Komplex
ausgelöst werden [159], zum anderen induziert ILK möglicherweise die Transkription
des E-Cadherin-Repressors Snail [211, 9]. E-Cadherin wird als Vermittler von Zell-Zell-
Interaktionen unter anderem auch deswegen eine wichtige Rolle bei der Transformation
und Invasion zugeschrieben [155], da eine Mutation im Gen ein Risiko von 70 − 80
% beinhaltet, an einem diffusen Magenkarzinom zu erkranken [84]. Auch in Kolon-,
Ovarial-, und Mamma-Karzinomen kann eine verminderte Aktivität von E-Cadherin
nachgewiesen werden, wobei durch Wiederherstellung der Expression durch Transfektion
mit E-Cadherin die Tumoren an Invasivität und Malignität verlieren [84].

Als weiteres mögliches Zielprotein von ILK wird AKT diskutiert, da Kopräzipitations-
versuche gezeigt haben, dass in intakten Zellen beide Proteine einen Komplex bilden,
wobei es zu einer Phosphorylierung von AKT kommt [171]. AKT ist ebenfalls wie ILK
eine Serin/Threonin-Kinase, die sich unter anderem über Bad [51] und Caspase-9 [29] auf
Apoptose, Überleben und Proliferation auswirkt. AKT wird in Abhängigkeit von PI3K
an zwei Aminosäureresten phosphoryliert: An dem in der zentralen Kinasedomäne gele-
genen Threoninrest 308 und an Serin 473, welches sich nahe dem C-terminalen Ende von
AKT befindet. [21, 127]. Während für erstere Phosphorylierung die «3´phosphoinositol-
dependent kinase 1» (Phosphoinositol-abhängige Kinase 1, PDK-1) verantwortlich zu
sein scheint, bleibt die Bedeutung von ILK für die Phosphorylierung an Serin 473 um-
stritten. So konnte bei verstärkter Synthese von ILKAP als Inhibitor von ILK vermittelter
GSK3β-Phosphorylierung, kein Effekt auf die AKT-Phosphorylierung beobachtet wer-
den [130]. Außerdem zeigen weder ILK-defiziente Drosophilae melanogasteres [246], noch
Mäuse-Chondrozyten nach Ablation des ILK Gens [80] eine veränderte AKT-Aktivität.
Wenn ILK also AKT an Serin 473 phosphoryliert oder die Aktivierung indirekt unterstützt
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[140], so scheinen auch noch andere Proteine diese Aufgabe erfüllen zu können.
Ebenfalls in der Kinase-Domäne befindet sich die Bindungsregion für α- und β-Parvin.

Während neueren Studien zufolge α-Parvin die intrazelluläre Signalwirkung von ILK
verstärkt [7], besitzt β-Parvin eher einen hemmenden Einfluss. Interessanterweise bewirkt
sowohl eine Störung der ILK-α-Parvin-Bindung, als auch eine Überexpression von
β-Parvin eine Zunahme der Apoptose [248].

Die Interaktion von α-Parvin mit ILK zeigt sich PIP3-abhängig [7] und kann von
«mitogen-activated protein kinase» (MAPK) mittels α-Parvin-Phosphorylierung beein-
flusst werden [239]. Zusammen mit Pinch-1 bilden die zwei Proteine einen ternären
Komplex, der zum einen größere Stabilität der Bindungspartner vermittelt, zum anderen
für die Rekrutierung der einzelner Komponenten in die fokalen Adhäsionen wichtig ist
[128], wobei hierfür auch der Adapter Paxillin von Bedeutung zu sein scheint [156].

Mit β-Parvin wurde ein weiteres mögliches Zielprotein für die Kinaseaktivität von
ILK entdeckt, da β-Parvin in vitro von ILK an der carboxyterminalen CH-Domäne
phosphoryliert wird [238]. Diese Phosphorylierung spielt für die Interaktion mit α-Actinin
und damit für die Verbindung zum Aktingerüst eine zentrale Rolle [237]. Außerdem besitzt
β-Parvin möglicherweise über den PAK-interactive exchange factor-α (PAK interaktiver
Austausch-Faktor α, α-PIX) Einfluss auf die GTPase Rac1, welche entscheidend an der
Dynamik des Zytoskeletts beteiligt ist [185].

Klinische Bedeutung

Mehrere Erkenntnisse weisen darauf hin, dass ILK als vielversprechendes Zielmolekül
in der Anti-Tumor-Therapie in Betracht kommt. Nicht nur, dass in einigen Tumoren,
darunter Prostata-, Ovarial-, Magen-, Kolon-, nicht kleinzelligem Bronchial-Karzinom
und malignem Melanom, ILK vermehrt synthetisiert wird, sondern die Proteinexpression
korreliert auch mit Tumor-Grad und Metastasierungsstatus, und ist damit umgekehrt
proportional zur 5-Jahres-Überlebensrate [79, 3, 111, 25, 209, 48].

Gegenüber genotoxischem Stress mittels ionisierender Strahlen scheint ILK einen
sensibilisierenden Effekt zu besitzen. So zeigten sowohl mit ILK-DNA-Konstrukten
transfizierte A549 Bronchialkarzinomzellen [39], als auch humane Leukämiezellen [99]
ein reduziertes Überleben nach Bestrahlung. An Leukämiezellen konnte eine Interak-
tion von ILK mit Caspase 8 und 9 nachgewiesen werden, welche die Induktion von
strahlenbedingter Apoptose fördert. Duxbury et al. hingegen beobachteten bei ILK über-
exprimierenden Pankreaskarzinomzellen verminderte Apoptose nach Behandlung mit
dem Nukleosidanalogon Gemcitabin [61]. Weitere Untersuchungen sind nötig, um diese
widersprüchlichen Ergebnisse zu erklären.
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In Patienten mit malignem Ovarial-Karzinom ist im Serum eine verglichen mit ge-
sunden Kontrollpersonen 6 - 9 fach erhöhte Expression von ILK nachweisbar, welche
unter Chemotherapie synchron zum klinisch verwendeten Tumor-Marker CA 125 wieder
absinkt. Somit könnte ILK bei dieser Erkrankung nicht nur bei der frühzeitigen Erkennung
eine Rolle spielen, sondern auch zur Verlaufskontrolle für den Erfolg von Therapiemaß-
nahmen eingesetzt werden [2]. Auch bei Patienten mit familiärer adenomatöse Polyposis,
einer genetischen Erkrankung, die bei den Betroffenen meist bis zum 20. Lebensjahr zu
einer Entartung der zahlreichen Kolon-Polypen führt, wurde eine erhöhte ILK Expression
in den Adenomen gefunden, weshalb die Vermutung nahe liegt, ILK könnte mit der
Umwandlung von benignen zu malignen Läsionen in Zusammenhang stehen [142].

Neuere Studien zeigen, dass durch Einsatz von QLT0267, einem ILK-Inhibitor, bei Mäu-
sen mit anaplastischem Schilddrüsenkarzinom das Tumorvolumen signifikant reduziert
werden konnte [243], was nicht nur auf die prognostische, sondern auch auf die thera-
peutische Potenz von ILK hinweist. Allerdings müssen die genauen Zusammenhänge
von ILK und Tumorgenese sowie von Wechselwirkungen zwischen den verschiedenen
Proteinen in den fokalen Adhäsionen noch eingehender untersucht werden, bevor ein
klinischer Einsatz befürwortet und realisiert werden kann.

2.2.2 FAK, focal adhesion kinase

Neben ILK fungiert die «focal adhesion kinase» als ein weiterer wichtiger Mediator
von Integrin vermittelten Signalen. Diese rezeptorungebundene Tyrosin-Kinase (TK) ist
wichtig für Zellmotilität [110, 197] und Überleben. Sie beinhaltet eine zentrale Kinase-
Einheit, aminoterminal die «band F ezrin-radixin-moesin»-Homologie (FERM) und
carboxyterminal die prolinreiche «focal adhesion targeting» (FAT) Sequenz (siehe Abb.
2.4).

Durch Integrin vermittelte Adhäsion kommt es zur Phosphorylierung von sechs
verschiedenen Tyrosin-Resten: 397, 407, 576, 577, 861 und 925.

Phosphorylierung an Tyrosin 397, der Autophosphorylierungsstelle, schafft ein Motiv,
welches von zahlreichen Proteinen mit SH2 Domänen, wie Kinasen der Src-Familie,
Phospholipase-Cγ (PLCγ), growth-factor-receptor-bound protein 7 (Grb-7), dem Ad-
apterprotein Nck-2 und der p85 Untereinheit von PI3K, erkannt wird. Inwiefern diese
verschiedenen Signalproteine aufgrund bestimmter Zellstimuli getrennt oder gleichzeitig
binden, ist bis heute unklar.

Src, eine bedeutende TK in fokalen Adhäsionen, fungiert als wichtiger Bindungspartner
von FAK [70, 242]. Beide Proteine bilden einen sich gegenseitig stimulierenden Komplex,
wodurch es zu Konformationsänderung und Aktivierung von Src kommt, welches
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Abbildung 2.4: Übersicht FAK Struktur und Bindungspartner:
FAK beinhaltet eine FERM-Domäne, die Kinase-Einheit und die focal-adhesion-targeting (FAT)
Sequenz. Durch Autophosphorylierung von Tyrosin 397 wird Src gebunden und aktiviert. Src
phosphoryliert dann wiederum FAK an den verschiedenen Tyrosinresten (Pfeile). Phosphorylie-
rung von FAK an Tyrosin 861 fördert die Interaktion mit p130Cas. Da sich die Bindungsstellen
von Paxillin und Grb-2 partiell überschneiden, können die Proteine nicht gleichzeitig mit FAK
interagieren. Phosphorylierung von FAK an Tyrosin 925 erhöht die Affinität zu Grb-2. Grb-2 steht
in Verbindung zum MAPK-Signalweg. MAPK phosphoryliert Paxillin, wodurch Paxillin verstärkt
an FAK bindet und diese aktiviert.

wiederum FAK an den verschiedenen Tyrosinresten phosphoryliert. Auf diese Weise
könnten selbst initial schwache Signale amplifiziert werden [87].

Die Tyrosinreste 576 und 577 befinden sich innerhalb der Kinase-Domäne von FAK und
sind für die maximale katalytische Aktivität notwendig [150]. Dementsprechend zeigen
Mutanten mit kombinierter Phenylalanin Substitution an diesen Phosphorylierungsstellen
eine 2 - 3 fach reduzierte Kinaseaktivität verglichen mit Wildtyp-FAK [27]. Diese Mutation
scheint auch einen störenden Effekt auf Migration und Zellausbreitung zu besitzen [169],
ein Phänomen, welches fur Tumorzellen und deren Adhäsions-unabhängiges Wachstum
relevant sein könnte.
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Dagegen beeinflusst die Phosphorylierungsstelle Tyrosin 861 die Interaktion von FAK
mit Crk assoziiertem Substrat (p130Cas). Zum einen kommt es durch Phosphorylierung an
Tyrosin 861 zu einer verbesserten Bindung der beiden Proteine in vitro, zum anderen zeigen
Zellen mit an Tyrosin 861 unphosphorylierbarer FAK eine verminderte Aktivierbarkeit
von «c-Jun NH2-terminaler Kinase» (JNK) [132], einem möglichen Effektor von p130Cas.

Trotz der direkten Interaktion der Kinase FAK mit p130Cas ist diese nicht hauptsächlich
für die Phosphorylierung des Adapterproteins verantwortlich. Vielmehr wird dies von
Src-Kinasen bewerkstelligt, was Versuche an Src-defizienten Zellen vermuten lassen
[226]. Die Phosphorylierung von p130Cas ermöglicht die Assoziation mit Crk, wodurch
es über die GTPase Rac1 Einfluss auf Migration und Invasion der Zellen nimmt [103].
Darüber hinaus ist auf diesem Weg noch die Stimulation von JNK wahrscheinlich, welches
seinerseits entscheidend Überleben und Proliferation moduliert [57].

Ebenfalls in der FAT-Domäne ist Tyrosin 925 lokalisiert. Phosphorylierung dieses
Aminosäure-Restes stellt die Verbindung zum MAPK-Signalweg über den Komplex von
Grb-2/SOS und die GTPasen Ras und Raf her. Strukturanalysen von FAK haben ergeben,
dass Grb-2 und Paxillin, welches bei der Platzierung von FAK eine wichtige Rolle spielt
[207], nicht gleichzeitig mit FAK interagieren können, da sich die Bindungsstellen der
beiden Proteine partiell überschneiden [134, 92] (siehe Abb. 2.5). Damit übereinstimmend
haben Magnetresonanz-Untersuchungen gezeigt, dass die FAT-Domäne eine Konformati-
onsänderung eingehen kann, welche entweder Phosphorylierung an Tyrosin 925 und
damit die Bindung von Grb-2 oder die Interaktion mit Paxillin zulässt [175]. Dies könnte
die Beobachtung erklären, weshalb Phosphorylierung von Tyrosin 925 zum Ausschluss
von FAK aus den fokalen Adhäsionen führt [116].

Bindet Paxillin an den FAK-Src-Komplex kommt es zur Phosphorylierung an Tyrosin
31 und 118, wodurch Paxillin einerseits wie p130Cas mit Crk, anderseits mittels letzterer
Phosphorylierung mit MAPK interagieren kann. MAPK ist ebenfalls in der Lage Paxillin
zu phosphorylieren, was wiederum in verstärkter Affinität zu FAK und deren Aktivierung
resultiert [137, 231].

Molekulare Analysen verschiedener Tumore weisen auf eine zentrale Rolle von FAK in
einer Vielzahl von humanen Neoplasien hin. So findet sich in Plattenepithelkarzinomen
[6], Bronchial- [227, 157], Leber- [112], Mamma- [230], Schilddrüsen- [118], Ovarialtumo-
ren [83] und Astrozytomen [85] eine vermehrte Expression und Phosphorylierung von
FAK, was die Vermutung nahe legt, dass sich die Kinase als therapeutisches Zielprotein,
prognostischer Marker oder Indikator für maligne Transformation einsetzen lässt. Kasaha-
ra et al., die als erstes die Funktion von FAK bei der zellulären Reaktion auf genotoxischem
Stress untersuchten, beobachteten nach Bestrahlung humaner Leukämiezellen eine ver-
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Abbildung 2.5: Bindung des LD2-Motivs von Paxillin (grün) an die FAT-Sequenz von FAK (gelb).
Durch die Interaktion der beiden Domänen wird die Phosphorylierungsstelle Tyrosin 925 (rot)
für Grb-2 nicht zugänglich. Eine Bindung von Grb-2 setzt deshalb die Lösung des FAK-Paxillin-
Komplexes voraus [100, 175]. Struktur: PDB 1OW8; Software: Cn3d (NCBI National Center for
Biotechnology Information)

minderte DNA Fragmentierung sowie eine geringere Aktivität von Caspase 3 und 8 bei
FAK Überexpression [115]. Gleichzeitig fand sich eine Induktion des AKT Signalweges
und der Apoptoseinhibitoren (inhibitor of apoptosis, IAP) «cellular IAP-2» (cIAP-2)
und «X-linked IAP» (XIAP). Neben einer reduzierten Radiosensibilität besaßen HL-60
Zellen mit erhöhter FAK Expression eine vermehrte Resistenz gegenüber zytotoxischen
Substanzen wie Wasserstoffperoxid oder Etoposid [210]. Studien an adhärent wachsenden
A549 Bronchialkarzinomzellen zeigten eine Induktion der FAK-Phosphorylierung an den
Tyrosinresten 397 und 925, nachdem die Zellen bestrahlt worden waren [16]. Als mögliche
Erklärung für diesen Effekt könnte die strahleninduzierte Entstehung von Sauerstoffradi-
kalen dienen [180], unter deren Einfluss Zent et al. eine verstärkte Phosphorylierung von
Proteinen der fokalen Adhäsionen beobachteten [245].

Obwohl bis heute die genauen Mechanismen nicht geklärt sind, scheint FAK ent-
scheidend die zelluläre Strahlenantwort zu modulieren, wobei eine radioprotektive
Wirkung nachgewiesen wurde. Da auch Tumorwachstum und Metastasierung von FAK
beeinflusst werden, könnte sich die Kinase als vielversprechendes Zielprotein in der
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Anti-Tumor-Therapie erweisen.

2.3 ErbB-Rezeptoren

Die Rezeptoren der ErbB-Familie gehören zu den Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs)
und sind als transmembranöse Moleküle an der Verknüpfung externer Stimuli mit
intrazellulären Signalwegen beteiligt.

Neben dem «epidermal growth factor receptor» (EGF-Rezeptor, ErbB1, HER1) gehören
noch drei weitere Mitglieder zu dieser Gruppe: ErbB2 (HER2), ErbB3 (HER3) und
ErbB4 (HER4). Ligandenbindung führt zur Dimerisierung von zwei ErbB-Monomeren,
wobei sich sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden können. Während ErbB2
der bevorzugte Bindungspartner der anderen ErbB-Moleküle bei der Bildung von
heterodimeren Rezeptoren ist und so vornehmlich die Aufgabe eines Korezeptors erfüllt
[82, 221], fehlt dem ErbB3-Molekül die katalytische Aktivität und damit die Fähigkeit zur
Autophosphorylierung [241].

Die ErbB-Monomere setzen sich aus einer für die Ligandenbindung wichtigen extrazel-
lulären Domäne, einer transmembranösen Sequenz und einem zytoplasmatischen Anteil,
der bei ErbB1, ErbB2 und ErbB4 die TK-Einheit beinhaltet, zusammen.

Signalübermittlung

Durch Stimulation mit EGF oder verwandten Peptiden wie Amphiregulin, Betacellulin
oder «transforming growth factor α» (TGFα) kommt es zur Bildung von ErbB Homo-
und Heterodimeren, was wiederum in einer gesteigerten katalytischen Aktivität und
Autophosphorylierung verschiedener Tyrosinreste des zytoplasmatischen Teils resultiert
[97, 233]. Auf diese Weise entstehen Bindungsstellen für Phosphotyrosinbindende (PTB)-
und SH2-Domänen verschiedener Adapterproteine und Signalmoleküle wie Grb-2
[165, 10], Shc [164, 10], PLCγ [187, 35] und der p85-Untereinheit von PI3K [201].

Sowohl Grb-2, als auch Shc sind am MAPK-Signalweg beteiligt. Durch Stimulation der
membranverankerten Guanosintrisphosphatase Ras, welche mit der Transformation einer
Vielzahl von Tumoren assoziiert ist, wird über Raf, «mitogen-activated protein kinase
kinase» (MEK) und MAPK Zellwachstum, Differenzierung und Überleben reguliert [33].

Dagegen führt die Aktivierung von PLCγ zur Hydrolyse von PIP2, wodurch zum
einen 1,2-Diacylglycerol (DAG) zum anderen Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) entsteht.
DAG dient als Kofaktor bei der Stimulation von Protein Kinase C (PKC), welche über
verschiedene Faktoren Einfluss auf die Transkription nehmen kann [241] und außerdem
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Abbildung 2.6: ErbB1-Homodimer. «E» bezeichnet die extrazelluläre, ligandenbindende Domäne
(gelb), «K» steht für Kinase-Einheit (dunkelgrün) und die mit «I» gekennzeichnete Region (mint-
grün) ist wichtig für die Internalisierung des Rezeptors. Durch Bindung von EGF kommt es zur
Dimerisierung und Autophosphorylierung (Pfeile) an verschiedenen Tyrosinresten (dunkelrot).
Dadurch wird die Interaktion mit SH2-Domänen verschiedener Proteine ermöglicht. Grb-2 und
Shc stellen eine Verbindung zum MAPK-Signalweg her, während PLCγ den Calciumspiegel der
Zelle beeinflusst. Die durch PKC vermittelte Phosphorylierung an Threonin 654 (orange) führt zu
Hemmung der Autophosphorylierung des ErbB-Moleküls und reguliert so die Signalübermittlung.
Src ist ebenfalls in der Lage den ErbB1-Rezeptor zu phosphorylieren (Pfeile). Diese Phosphory-
lierungen (hellrot) sind für die Assoziation des Rezeptors mit Src und p85, der regulatorischen
Untereinheit von PI3K, von Bedeutung.

in der Lage ist, den EGF-Rezeptor an Threonin 654 zu phosphorylieren. Diese Phos-
phorylierung bewirkt eine Reduktion der durch Ligandenbindung hervorgerufenen
Autophosphorylierung des ErbB-Moleküls und dient somit als Regulationsmechanismus
für die Signalübermittlung [106, 8]. Außerdem resultiert die Freisetzung von IP3 in
einem Konzentrationsanstieg von intrazellulären Calciumionen, wodurch eine Reihe
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von calciumabhängigen Reaktionen wie Sekretion, Muskelkontraktion und neuronale
Informationsweiterleitung moduliert werden [17].

Außerdem beeinflussen die Mitglieder der ErbB-Familie die Aktivität der heterodimeren
p85/p110-PI3K. Zum einen wird durch Rekrutierung von p85 die katalytische Untereinheit
p110 stabilisiert, zum anderen ist Ras, welches durch Ligandenbindung an den ErbB-
Rezeptor aktiviert wird, zumindest in vitro in der Lage p110 durch direkte Interaktion zu
stimulieren [182]. PI3K kann mittels Synthese von Phospholipiden in wichtige Signalwege
eingreifen [244]. Da neben PDK-1, Rac1 und PKC auch AKT und ILK ein PIP3-abhängiges
Aktivitätsmuster zeigen [215], ist es nicht verwunderlich, dass die Kinase großen Einfluss
auf eine Vielzahl vitaler Zellvorgänge darunter Überleben, Proliferation und Migration
besitzt [181, 240].

ErbB1 besitzt außer den Autophosphorylierungsstellen auch einige Tyrosinreste, die
von Src phosphoryliert werden [19, 192]. Hierdurch wird nicht nur die Affinität der beiden
Proteine zueinander erhöht, indem sich Src eine eigene Bindungsstelle schafft, sondern
auch die bereits erwähnte Assoziation zwischen Rezeptor und der p85-Untereinheit
von PI3K ermöglicht. Während diese Interaktionen von der Ligandenbindung an das
ErbB-Molekül abhängig zu sein scheinen, bleiben sie durch die Hemmung der Autophos-
phorylierung mittels selektiver TK-Inhibitoren unbeeinflusst [203].

Neben der Aktivierung der Rezeptoren erfolgt eine durch Ligandenbindung induzierte
Endozytose [31, 168], die vom Phosphorylierungsstatus der zytoplasmatischen Domäne
gesteuert wird [77, 36]. Die internalisierten Proteine gelangen über Clathrin-umhüllte Vesi-
kel und Endosomen entweder zurück an die Zellmembran oder werden in perinukleären
Lysosom-ähnlichen Strukturen degradiert [14]. Auf diesem Weg wird die Oberflächen-
expression und Aktivität der ErbB-Moleküle reguliert, wobei Untersuchungen darauf
hinweisen, dass die Rezeptoren zumindest auf Endosom-Ebene noch Signalwirkung
besitzen [91].

Liganden

Für ErbB-Rezeptoren existieren eine Reihe von Liganden, die als transmembranöse
Vorstufen synthetisiert und durch Proteolyse freigesetzt werden [143]. Mit Ausnahme
von EGF, welches in einer Vielzahl von Körperflüssigkeiten vorhanden ist, wirken diese
Peptide in der Regel über lokale auto- und parakrine Mechanismen.

Aufgrund ihrer Struktur weisen sie unterschiedliche Affinitäten zu den einzelnen
Rezeptor-Subtypen auf. So stimulieren EGF, Amphiregulin und TGFα spezifisch ErbB1,
während Betacellulin und Epiregulin sowohl an ErbB1, als auch an ErbB4 binden können
[166]. Die Gruppe der Neureguline (NRG) aktiviert vornehmlich ErbB3- und ErbB4-
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Rezeptoren [30, 32]. Trotz intensiver Untersuchungen konnte bis zum jetzigen Zeitpunkt
kein direkter Ligand für ErbB2 ermittelt werden [166].

Da es sich bei den Peptiden um bivalente Moleküle handelt, sind sie in der Lage
die Zusammensetzung der sich bildenden dimeren ErbB-Moleküle und damit deren
Signalwirkung mitzubestimmen [13]. NRG-1 zum Beispiel, welches verstärkt mit ErbB3
und ErbB4 assoziiert ist, rekrutiert bevorzugt ErbB2 als zweiten Bindungspartner und
führt so zu einer heterodimeren Formation des Rezeptors [220].

Außerdem wird durch die Ligandenbindung auch Signalstärke und Dauer modu-
liert. Hierfür ist interessant, dass Peptide mit einer geringeren Affinität eine Rezeptor-
Degradierung verhindern und damit stärker stimulierend wirken als Faktoren mit fester
Bindung an den Rezeptor [219].

Ein weiteres Kriterium ist die unterschiedliche pH-Stabilität der ErbB-Liganden. Wenn
sich das Peptid schon vor Erreichen der Lysosomen vom Rezeptor löst, führt das zur
Rückkehr der ErbB-Moleküle an die Zellmembran, wodurch eine Signalpotenzierung
erreicht werden kann. Während EGF, dessen Interaktion relativ pH-stabil ist, bis zur
Degradierung in den Lysosomen an das ErbB-Molekül gebunden bleibt, dissoziiert NRG-1
bereits auf Endosom-Ebene und ermöglicht so eine Wiederverwendung des Rezeptors
[229, 71].

Durch diese verschiedenen ligandenspezifischen Charakteristika ergibt sich ein zusätz-
licher Mechanismus, die Aktivierung und Signalübertragung der ErbB-Rezeptoren zu
regulieren, was auf die Bedeutung dieser Faktoren für Proliferation und Differenzierung
hinweist [166].

Klinische Bedeutung

Als ubiquitär exprimierte Moleküle sind die Mitglieder der ErbB-Familie vor allem
für die Entwicklung und Embryogenese wichtig. So führt eine Nullmutation in den
entsprechenden Genen bei Mäusen bereits vor der Geburt aufgrund von Missbildungen
lebenswichtiger Organe zum Tod (siehe Tab. 2.1).

Nullmutation Organ-Fehlentwicklung

erbB1 Gehirn, Haut, Lunge, Gastrointestinal-Trakt
erbB2 Herz, zentrales Nervensystem
erbB3 Herz, zentrales Nervensystem
erbB4 Herz

Tabelle 2.1: Übersicht ErbB-Mutationen
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Doch auch bei Tumorerkrankungen spielen diese Rezeptoren eine wichtige Rolle.
Sowohl bei in vitro Versuchen mit Tumorzelllinien, als auch in vivo wurde ein Zusammen-
hang zwischen den verschiedenen ErbB-Molekülen und der malignen Transformation
von Zellen festgestellt [107].

Eine Überexpression des EGF-Rezeptor aufgrund von Genamplifikation findet sich in
einer Vielzahl von humanen Malignomen [163, 205, 47, 202], wobei es parallel dazu häufig
zu einer erhöhten Freisetzung von Wachstumsfaktoren durch den Tumor selbst oder durch
das umliegende Gewebe kommt [190]. In Glioblastomen wird die Genamplifikation oft
von strukturellen Veränderungen in der extrazellulären Domäne des Rezeptors begleitet
[65], welche sowohl ursächlich für die konstitutive Kinaseaktivität des Rezeptors, als
auch für eine verminderte Strahlensensibilität der betroffenen Zellen sind [124]. Auch
einige Mamma-, Bronchial- und Ovarialkarzinomzellen scheinen diese als EGFRvIII
bezeichnete Variante aufzuweisen [153, 114].

Eine Überexpression von ErbB1 und ErbB2 in NIH 3T3 Fibroblasten führt zu einer
verstärkten Aktivierung durch EGF und damit zu vermehrtem Zellwachstum [119].
Ein beträchtlicher Anteil von Mamma- und Ovarialkarzinomen weist außerdem einen
erhöhten Spiegel von ErbB2 auf, wobei dies mit einer schlechten Prognose korreliert.
Viele dieser Tumoren zeigen eine gesteigerte autokrine Stimulation des ErbB1-Rezeptors
durch Synthese einer der zahlreichen Liganden [190].

Wird ErbB2 in transgenen Mäusen überexprimiert, so kann ebenso eine vermehrte
Bildung von ErbB1 beobachtet werden [58], während ein Verlust von ErbB2 die autokrine
Aktivierung von ErbB1 unterbindet und so zu einer reduzierten Stimulation dieser
Rezeptoren führt [113]. Diese gegenseitige Beeinflussung führt dazu, dass die Mutation
eines der ErbB-Moleküle ebenfalls die Signalwege der anderen Rezeptor-Subtypen
betreffen kann und so die Auswirkungen auf vitale Zellvorgänge potenziert werden
[166].

Interessanterweise rufen ionisierende Strahlen in einem Dosisbereich von 1 – 5 Gy eine
Phosphorylierung des EGF-Rezeptors hervor, die der Stimulation durch Wachstumsfak-
toren ähnlich ist [78, 193, 22] und zu einer Aktivierung des MAPK Signalweges führt
[56]. Eine gesteigerte Synthese von ErbB1 mittels stabiler Transfektion führt in murinen
Ovarialkarzinomzellen zu einer Zunahme der Radioresistenz, wobei dieser Effekt durch
den Einsatz von Cetuximab, einem monoklonalen ErbB1-Antikörper, der eine Reduktion
der EGF-Rezeptor Expression bewirkt, antagonisiert werden kann [131].

Kavanagh et al. konnten nachweisen, dass die nach Bestrahlung beschleunigte Zellpro-
liferation in vitro bei Hemmung der EGF-Rezeptor Phophorylierung ausblieb [117], was
auf die wichtige Rolle von ErbB1 für die zelluläre Strahlenantwort hindeutet. Im Einklang

31



2 Grundlagen

damit zeigen verschiedene Tumorzelllinien durch Exposition mit dem EGF-Rezeptor TK-
Inhibitor Gefitinib ein reduziertes Überleben nach genotoxischem Stress [105, 200]. Nyati
et al. beobachteten in Zellen eines kolorektalen Karzinoms sowohl in vitro, als auch in vivo
eine durch Canertinib, einem pan ErbB-Inhibitor, ausgelöste Radiosensibilisierung [160].
Eine ähnliche Wirkung erzielte der selektive EGF-Rezeptor TK-Inhibitor Erlotinib bei
Bronchial-, Prostata- und Plattenepithelkarzinomzellen [38]. Die genauen Mechanismen
sind allerdings bis heute unklar.

Inhibitoren

Zur Inhibition von ErbB-Rezeptoren stehen zwei Substanzklassen mit unterschied-
lichen Wirkmechanismen zur Verfügung: Rezeptor-Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (RTK-
Inhibitoren) und humanisierte Antikörper (siehe auch Tab. 2.2).

Die RTK-Inhibitoren interagieren mit der im Zytoplasma gelegenen ATP-Bindungs-
region der ErbB-Rezeptoren und unterbinden so die Autophosphorylierung [158]. Ab-
hängig von der Struktur kann diese Hemmung reversibel wie bei Gefitinib (Iressa) [98]
oder durch kovalente Bindung irreversibel wie bei dem Wirkstoff EKB 569 sein [216].

BIBX1382BS (BIBX, siehe Abb. 2.7) als weiterer Vertreter dieser Substanzklasse wurde
von Boehringer Ingelheim Austria entwickelt und 1997 patentiert. Versuche haben gezeigt,
dass dieser Inhibitor nicht nur die durch TGFα ausgelöste Stimulation von ErbB1 unterbin-
det [199], sondern ab einer Konzentration von 10 µM auch in der Lage ist ErbB2-Aktivität
zu hemmen [63]. In einer Phase-I-Studie induzierte BIBX einen dosislimitierenden Anstieg
der Leberenzyme. Außerdem zeigte sich eine geringe Bioverfügbarkeit der Substanz, die
durch eine für Menschen und Rhesusaffen spezifische Aldehyd-Oxidase verursacht wird
[59]. Trotzdem ist der Inhibitor aufgrund seiner Wirkung in präklinischen Tumormodellen

N

N
N

N
N

F

Cl NH
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Abbildung 2.7: Strukturformel von BIBX1382BS
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2 Grundlagen

[12, 121, 217] für die Entwicklung von Therapieansätzen bei malignen Erkrankungen von
Bedeutung und kann außerdem zur Klärung von Protein-Protein-Interaktionen beitragen.

Wirkstoff ErbB-Spezifität

Reversible RTK Inhibitoren

Gefitinib (Iressa) ErbB1
Erlotinib (Tarceva) ErbB1
Lapatinib (GW572016) ErbB1, ErbB2

Irreversible RTK Inhibitoren

Canertinib (CI-1033) ErbB1, ErbB2
EKB 569 ErbB1
PKI166 ErbB1, ErbB2
HKI-272 ErbB1, ErbB2

Humanisierte Antikörper

Cetuximab (C225) ErbB1
Panitumumab (ABX-EGF) ErbB1
EMD72000 ErbB1
ICR62 ErbB1
IMC-225 ErbB1

Tabelle 2.2: ErbB Inhibitoren

Während die RTK Inhibitoren meist mehrere Mitglieder der ErbB-Familie hemmen,
sind monoklonale Antikörper spezifisch für einen Rezeptor-Subtyp. Durch kompetitive
Bindung an die extrazelluläre Domäne kommt es unabhängig vom Phosphorylierungssta-
tus des ErbB-Moleküls zu Internalisierung des Rezeptor-Antikörper-Komplexes [68, 174],
wobei bis zum jetzigen Zeitpunkt noch unklar ist, ob der Komplex degradiert wird oder
der Rezeptor an die Zellmembran zurückkehrt.
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3 Material

3.1 Zelllinien

ILKfl/fl murine Nierenfibroblasten (Prof. Fässler)
ILK-/- murine ILK-defiziente Nierenfibroblasten (Prof. Fässler)

Die verwendeten murinen Zelllinien wurden uns in einer Kooperation mit Prof. Fässler1

dankenswerter Weise zur Verfügung gestellt. Zur Herstellung wurde in embryonale
Stammzellen ein Konstrukt (ILKfl) eingebracht, das das Gen für ILK, die angrenzenden
Regionen und eine Neo-TK Kassette (Neomycin Resistenz und die Herpes Thymidinkina-
se) enthielt. Vor und nach einem Exon und der Neo-TK Kassette waren LoxP-Sequenzen
angehängt, um das Exon oder die Resistenz zu einem späteren Zeitpunkt durch die
Cre-Rekombinase (Cyclization REcombination) entfernen zu können2. Nachdem die
Zellen mit erfolgreicher Integration des Konstrukts durch Behandlung mit Neomycin
selektioniert worden waren, wurde die Neomycinresistenz entfernt. Dazu wurden die
Zellen mit einem Cre-Rekombinase Expressionsplasmid transfiziert. Da hierbei die
Sequenz für Herpes Thymidinkinase ebenfalls zerstört wurde, konnte durch Zugabe
von FIAU, einer Substanz mit antiviraler Wirkung die durch Thymidinkinase in einen
toxischen Metaboliten umgewandelt wird, die Zellen ermittelt werden, bei denen das
ILKfl-Konstrukt entfernt worden war [189].

FaDu humane Plattenepithelkarzinomzellen HTB 43 (Prof. Bau-
mann)

Die verwendeten humanen Plattenepithelkarzinomzellen wurden uns von Prof. Bau-
mann3 dankenswerter Weise zur Verfügung gestellt. In die FaDu-Zellen wurde ein
Plasmid (pUSEamp) eingebracht, das neben einer Neomycin- und Ampicillin-Resistenz
sowie einer CMV-Promoterregion auch die DNA-Sequenz für ILK beinhaltet (siehe Abb.
3.1).

1Abteilung für Molekulare Medizin, Max Planck Institut für Biochemie, Martinsried
2Die Cre-Rekombinase schneidet die DNA zwischen zwei LoxP Sequenzen und ligiert die Enden

wieder.
3Abteilung für Strahlentherapie, Medizinische Fakultät Carl Gustav Carus, Technische Universität

Dresden
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3 Material

 
C e r t i f i c a t e  o f  A n a l y s i s  

10 Old Barn Road  •  Lake Placid, NY 12946 
Technical Support: T: 800 548-7853  •  F: 518 523-4513 

email: techserv@upstate.com 
Sales Department: T: 800 233-3991  •  F: 781 890-7738 

Licensing Dept.: 800 310-4659 
www.upstate.com 

 
ILK cDNA (wild type) in pUSEamp 
6.9kb 
Catalog # 21-184 
Lot # 26002 
 
Product Description:  Transfection grade eukaryotic 
expression vector containing human integrin linked 
kinase (ILK) cDNA under the control of the CMV 
promoter as illustrated. 
 
 
Formulation: 5µg affinity purified DNA eluted and 
packaged aseptically in 50µl of 10mM Tris-HCl, pH 8.0, 
1mM EDTA.  Frozen solution. 
 
Storage and Stability:  Stable for 2 years at -20°C 
from date of shipment. 

 
  

FOR RESEARCH USE ONLY 
NOT FOR USE IN HUMANS 

 

Quality Control Testing 

Diagnostic DNA digest:  This lot of DNA was cut with 
EcoRI, which generated the expected fragments of 
approximately 5.5 and 1.4kb. 
 
Purity:  The OD260/OD280 for this lot DNA is 1.74. 
 
Expression in Transient Transfection Assay:  
Expression of ILK (wild type) was detected by 
immunoblot analysis of Cos-1 cells transfected with ILK 
cDNA (wild type) in pUSEamp using 2µg/ml of anti-ILK 
(Catalog # 06-592). 
 

 

Immunoblot Analysis: 
Representative blot from a previous lot.  
RIPA lysates of transiently transfected Cos-1 
cells were resolved by electrophoresis, 
transferred to nitrocellulose and probed with 
2µg/ml of anti-ILK (Catalog # 06-592).  
Proteins were visualized using a goat anti-
rabbit secondary antibody conjugated to 
HRP and a chemiluminescence detection 
system.  Lane 1:  untransfected control.  
Lane 2: ILK cDNA (wild type) in pUSEamp 
transfected cells.  Arrow indicates ILK 
(~58kDa). 
 

 

Abbildung 3.1: Aufbau des Plasmidvektors. Die Resistenzen für Neomycin (Neo) und Ampi-
cillin (Amp) sind für die verschiedenen Selektionsschritte von Bedeutung. Nach der CMV-
Promoterregion (CMV) ist das jeweilige cDNA-Konstrukt (hier Wildtyp-ILK) eingefügt. (Abb. aus
Datenblatt, Upstate)

Um den Einfluss der Kinaseaktivität auf das Überleben nach genotoxischem Stress zu
untersuchungen, wurde neben der Wildtyp-ILK (wt) auch ein ILK-Konstrukt mit konsti-
tutiv aktiver Kinase (S343D) integriert. Als Kontrolle dienten die mit dem Leervektor
transfizierten Zellen.

Folgende Klone wurden für die Untersuchungen verwendet:

FaDu EV2, EV3 mit pUSEamp (Upstate, Hamburg)
FaDu IW23, IW30 mit ILK cDNA (wt) in pUSEamp (Upstate, Hamburg)
FaDu IH42, IH43 mit ILK cDNA (S343D) in pUSEamp (Upstate, Hamburg)

3.2 Medium

DMEM Dulbecco Modified Eagle Medium (Gibco, Karlsruhe)
FCS Fetal Calf Serum Gold (PAA, Pasching, Österreich)
NEA nichtessentielle Aminosäuren (Gibco, Karlsruhe)

Zur Kultivierung der Zellen wurde DMEM (500 ml) mit 10% FCS (55 ml) und 1% NEA
(5,5 ml) versetzt. Lagerung steril bei 4◦C.
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3 Material

3.3 Geräte und Hilfsmittel

3.3.1 Zellkultur

Sterilbank Hera safe (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
Brutschrank BBD 6220 (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
Wasserbad TW 8 (Julabo Labortechnik GmbH, Seelbach)
Umkehrmikroskop Axiovert 10 (Zeiss, Oberkochen)
Neubauer Zählkammer (Baacklab, Schwerin)
Zellzähler Z2 Particle Analyzer (Beckman Coulter, Krefeld)
Zellkulturflaschen 25 cm2, 75 cm2, 175 cm2 (Becton Dickinson, Heidelberg)
Falcon-Röhrchen 15 ml, 50 ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
Kryoröhrchen 1 ml (Nalgene, Hereford, United Kingdom)
Abkühlbehälter Freezing Container (Nalgene, Hereford, United Kingdom)

3.3.2 Transfektion

Elektroporationsgerät Gene Pulser (Bio-Rad Laboratories GmbH, München)
Elektroporationsküvetten MicroPulser Cuvettes 0,4 cm (Bio-Rad Laboratories GmbH,

München)
Thermomixer Thermomixer comfort (Eppendorf AG, Hamburg)
Präzisions pH-Meter pH 522 (WTW, Weilheim/Ob.)
96-Lochplatte flat bottom (Becton Dickinson, Heidelberg)
Petrischalen Durchmesser 8,5 cm (Becton Dickinson, Heidelberg)

3.3.3 Bestrahlung

Röntgenröhre Isovolt 320/10 (Seifert, Ahrensburg)
Dosimeter SN-4 (PTW, Freiburg)
Prüfstrahler Isotop: 90 Sr, 33 MBq (Dr. Pychlau, Freiburg)

3.3.4 Integrinoberflächenmessung und Adhäsionsassay

Zentrifuge Sigma 202-MK (Sigma, Osterode)
Durchflusszytometer FACS Calibur (Becton Dickinson, Heidelberg)
Software CELLQuest Pro (Becton Dickinson, Heidelberg)
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3.3.5 Koloniebildungsassay

6er-Platten Multiwell 353046 (Becton Dickinson, Heidelberg)
Auflichtmikroskop STEMI SV8 (Zeiss, Oberkochen)
Software Excel (Microsoft, USA)
Software Sigma Plot 5,0 (SPSS Science Software GmbH, Erkrath)

3.3.6 Western-Blot

Elisa-Spektrometer SpectraMax 190 (Molecular Devices, Ismaning)
Zentrifuge Labofuge 400R (Heraeus Kendro Laboratory Products, Hanau)
Waage PT 600 (Sartorius, Göttingen)
Heizplatte MR 3001 (Heidolph, Schwabach)
Vortexer REAX 2000 (Heidolph, Schwabach)
Schwenktisch Polymax 2040 (Heidolph, Schwabach)
Rüttler KL 2 (Edmund Bühler, Tübingen)
Elektrophoresesystem SE 600 (Hoefer, San Francisco, USA)
Transferapparat Multiphor II (Amersham Pharmacia Biotech, Frankfurt)
Stromquelle EPS 3500 (Amersham Pharmacia Biotech, Frankfurt)
Scanner ScanJet (C6270, Epson, Meerbusch)
Software ImageQuant 5.0 (Molecular Dynamics, Krefeld)
Zellschaber Costar cell scraper 3010 (Corning, Niederlande)
Nadel 25-Gauge Nadel (Braun, Meisungen)
Eppendorf-Röhrchen 1,5 ml, 2 ml (Eppendorf AG, Hamburg)
Mikrotiterplatte 96-Well (Becton Dickinson, Heidelberg)
Chromatographie Papier 3MM Chr (Whatman, Cambridge, UK)
Nitrocellulosemembran Protran BA 83 (Schleicher & Schuell, Dassel)
Film Hyperfilm ECL (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)
Filmkassette Hypercassette (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)

3.3.7 ILK Kinase Assay

Beads Protein G Agarose (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Rotationsschüttler REAX 2 (Heidolph, Schwabach)

3.3.8 Immunfluoreszenz

Objektträger mit Kammer LabTek Chamberslide glass (Nunc, Wiesbaden)
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3 Material

Zytozentrifuge Shandon Cytospin3 (Thermo, Erlangen)
Laserscanningmikroskop TCSNT (Leica Microsystems, Wetzlar)
Fluoreszenzmikroskop DM LB (Leica Microsystems, Wetzlar)
feuchte Kammer mit nassem Zellstoff ausgelegt

3.3.9 Zellzyklus-Analyse

siehe Kap. 3.3.4

3.4 Reagenzien

3.4.1 Zellkultur und Transfektion

Trypsin Trypsin-EDTA (Invitrogen, Karlsruhe)
DMSO Dimethyl-Sulfoxid (HybriMax, CR1194, Sigma-Aldrich, Stein-

heim)
Restriktions-Endonuklease Pvu I (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
Restriktionspuffer H 10x (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
G418 Geniticin (Calbiochem, Bad Soden)
HCl Salzsäure 37% (Merck, Darmstadt)
LM-Agarose Sea Plaque Agarose (BMA, Rockland, USA)
DMEM-Pulver (Gibco, Karlsruhe)
NaHCO3 Natrium-Hydrogencarbonat MW 84.01 g/mol (Merck, Darm-

stadt)

2-fach DMEM

DMEM-Pulver 12,04 g
NaHCO3 3,34 g

ad 300 ml Aqua bidest.; pH mit HCl auf 7,1 einstellen, dann ad 390 Aqua bidest.; 2-fach
DMEM für den Gebrauch mit 100 ml FCS versetzen.

Low-Melt-Agaroselösung

LM-Agarose 2 g

ad 100 ml Aqua bidest.; autoklavieren und bei 37 ◦C inkubiert halten bis diese Temperatur
erreicht ist; 5 ml pro Petrischale.
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3.4.2 Integrinoberflächenmessung und Adhäsionsassay

FACS Flow (Becton Dickinson, Heidelberg)
Agarose (Sigma Chemical CO, St. Louis, USA)

1 g ad 100 ml Aqua bidest. autoklavieren; je 10 ml pro 8,5 cmPetrischale.

3.4.3 Koloniebildungsassay

C2H5OH Ethanol vergällt (Carl Roth , Karlsruhe)
HCHO Formaldehyd 4 % (Merck, Darmstadt)
CH3OH Methanol (Merck, Darmstadt)
CH3COOH Eisessig (Merck, Darmstadt)
Coomassie G250 Brilliantblau (Merck, Darmstadt)

Coomassie-Blau-Lösung

CH3OH 200 ml
CH3COOH 75 ml
Coomassie 0,5 g

ad 1l Aqua bidest. Lagerung lichtgeschützt bei Raumtemperatur.

3.4.4 Western Blot

NaCl Natrium-Chlorid, MW 58,44 g/mol (Merck, Darmstadt)
KCl Kalium-Chlorid, MW 74,56 g/mol (Merck, Darmstadt)
Na2HPO4 Di-Natrium-Hydrogenphosphat, MW 141,96 g/mol (Merck,

Darmstadt)
KH2PO4 Kalium-Hydrogenphosphat, MW 136,09 g/mol (Merck, Darm-

stadt)
Tween Tween 20, USB (Amersham Biosciences Europe, Freiburg)
Tris-HCl Tris-HCl, pH 7,4, MW 157,6 g/mol (Merck, Darmstadt)
NP-40 (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Na-Desoxycholat Natrium-Desoxycholat MW 414.56 g/mol (Merck, Darmstadt)
EDTA Ethylendiamintetraacetat (Sigma Chemical CO, St. Louis,

USA)
Complete Proteaseinhibitor (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim)
BCA-Reagenz BC Assay Reagent (Interchim, Montluçon, Frankreich)
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3 Material

Tris-Base (Sigma-Aldrich, Steinheim)
Acrylamidlösung Acrylamid/bis-Acrylamid 30% (Sigma-Aldrich, Steinheim)
SDS n-Dodecylsulfat Natriumsalz (Merck, Darmstadt)
APS PlusOne Ammonium persulphate (Amersham Biosciences,

Freiburg)
TEMED PlusOne TEMED (Amersham Biosciences, Freiburg)
C3H8O Isopropanol (Merck, Darmstadt)
Marker BenchMark Protein Ladder (Invitrogen, Karlsruhe)
C3H8O3 Glycerol (Merck, Darmstadt)
C2H6OS β-Mercaptoethanol (Merck, Darmstadt)
Bromphenolblau (Serva, Heidelberg)
Glycin MW 75.07 g/mol (Sigma-Aldrich, Steinheim)
H3BO3 Borsäure (Merck, Darmstadt)
Ponceau S-Lösung Ponceau S (Serva, Heidelberg)
Milchpulver Magermilchpulver (Merck, Darmstadt)
ECL ECL™ Western Blot Detection Reagent (Amersham Bios-

ciences, Freiburg)
Entwickler GBX Developer (Kodak, Stuttgart)
Fixierer GBX Fixer (Kodak, Stuttgart)

Phosphat gepufferte Salzlösung (Stammlösung, 10fach-PBS)

NaCl 80 g
KCl 2 g
Na2HPO4 11 g
KH2PO4 2 g

ad 1 l Aqua bidest. 1×PBS : 100 ml 10×PBS ad 1 l Aqua bidest.

Waschpuffer

1×PBS 2000 ml
Tween 2 ml

Lagerung bei 4◦C.

RIPA-Lysepuffer

Tris-HCL (pH 7,4) 50 mM
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NP-40 1 %
Na-Desoxycholat 0,25 %
NaCl 150 mM
EDTA 1 mM

ad 50 ml Aqua bidest. Lagerung bei 4◦C. Vor Gebrauch 957 µl dieser Lösung folgende
Zusätze zugeben: 40 µl einer Lösung von einer Tablette Complete ad 2 ml Aqua dest.,
1 µl einer 200 mM Lösung von Na3VO4 und 1 µl einer 200 mM Lösung von NaF.

BCA (Bicinchoninsäure)-Protein Assay

Die Gebrauchslösung besteht aus 49 Teilen Reagenz A plus 1 Teil Reagenz B, wobei sich
die Menge eines Teils wie folgt berechnet:

Anzahl der Wells × 200 µl
50

= Menge von Reagenz B (1 Teil)

Lagerung bei Raumtemperatur, lichtgeschützt

Trenngelpuffer

Tris-Base 18,17 g

ad 50 ml Aqua dest., pH mit HCl auf 8,8 einstellen, Aqua dest. ad 100 ml

Sammelgelpuffer

Tris-Base 6,06 g

ad 50 ml Aqua dest., pH mit HCl auf 6,8 einstellen, Aqua dest. ad 100 ml

Trenngel

Je nach gewünschter Acrylamid-Konzentration des Geles, ergeben sich die verschiedenen
Mischungsverhältnisse der Reagenzien wie folgt:

8% 12% 15%
Trenngelpuffer 2,4 ml 2,4 ml 2,4 ml
Aqua bidest. 4,9 ml 3,5 ml 2,5 ml
Acrylamidlösung 2,6 ml 4 ml 5 ml
SDS-Lösung 10% 100 µl 100 µl 100 µl
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APS-Lösung 10% 100 µl 100 µl 100 µl
TEMED 10 µl 10 µl 10 µl

Sammelgel

Sammelgelpuffer 0,9 ml
Aqua bidest. 2,25 ml
Acrylamidlösung 562,5 µl
SDS-Lösung 10% 37,5 µl
APS-Lösung 10% 100 µl
TEMED 5 µl

Ladepuffer

Glycerol 2 ml
10% SDS-Lösung 2 ml
Sammelgelpuffer 2,5 ml
β-Mercaptoethanol 0,5 ml
Bromphenolblau 1 mg

Aqua bidest. ad 10 ml. Lagerung bei 4◦C.

Laufpuffer

Glycin 14,41 g
Tris-Base 3,03 g
SDS 1 g

Aqua bidest. ad 1 l. Lagerung bei 4◦C.

Anodenpuffer

Borsäure 3,1 g
SDS-Lösung 10% 4 ml
Methanol 200 ml

ad 1 l Aqua bidest. pH-Wert mit NaOH auf 9,0 einstellen. Lagerung bei 4◦C.
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Kathodenpuffer

Borsäure 3,1 g
SDS-Lösung 10% 4 ml
Methanol 50 ml

ad 1 l Aqua bidest. pH-Wert mit NaOH auf 9,0 einstellen. Lagerung bei 4◦C.

Blocking Puffer

Milchpulver 5 g

ad 100 ml PBS, Lagerung bei 4 ◦C nicht länger als 24 Stunden.

ECL™Western Blot Detection Reagent

ECL Reagenz 1 und Reagenz 2 zu gleichen Teilen mischen. Die benötigte Menge errechnet
sich aus der Größe der Membran wie folgt:

0,3
ml

cm2 ×Membranfläche[cm2] = anzusetzende Menge Reagenz

Entwickler

GBX Developer 100 ml
Aqua bidest 400 ml

Fixierer

GBX Fixer 100 ml
Aqua bidest 400 ml

3.4.5 ILK Kinase Assay

10x Zell-Lysepuffer (Cell Signaling, Frankfurt)
10x Kinasepuffer (Cell Signaling, Frankfurt)
GSK3β-Fusionsprotein (Cell Signaling, Frankfurt)
ATP (Cell Signaling, Frankfurt)

Der 10x Zell-Lysepuffer wurde nach Verdünnung mit Aqua bidest. mit 40 µl/ml Complete
versetzt.
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3.4.6 Immunfluoreszenz

DAPI 4´,6-Diamidino-2-phenylindol-2 HCl (Serva, Heidelberg)
Phalloidin, FITC konj. 1 mg/ml Ethanol (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Phalloidin, TRITC konj. 1 mg/ml Ethanol (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Einbettflüssigkeit Vectashield H-1000 (Vector, Burlingame USA)
Einbettflüssigkeit-DAPI DAPI-Vectashield (Vector, Burlingame USA)
PFA Paraformaldehyd 4 % (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Triton X-100 (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Bovines Serumalbumin Fraktion V A4503, 1% BSA in 1×PBS (Sigma-Aldrich, Ham-

burg)

3.4.7 Zellzyklus-Analyse

BrdU 5-Brom-2-desoxyuridin 1 mM (Serva, Heidelberg)
Ribonuklease A III-A 0,01% PBS (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Pepsin 0.7 FIP-U 0,5% in 0,05 N HCl pH 1,3 (Merck, Darmstadt)
Propidium Jodid (Sigma-Aldrich, Hamburg)

3.5 Rezeptorliganden

Fibronektin 1 mg/ml (Becton Dickinson, Heidelberg)
Vitronektin (Becton Dickinson, Heidelberg)
Kollagen III (Calbiochem, Bad Soden)
Laminin (Sigma-Aldrich, Hamburg)
Poly-L-Lysin 1 mg/ml (Calbiochem, Bad Soden)
EGF 200 µg/ml (Calbiochem, Bad Soden)

3.6 Inhibitoren

Ly294002 PI3K-Inhibitor 1250 µM in Ethanol (Calbiochem, Bad Soden)
Wortmannin PI3K-Inhibitor 100 µM in DMSO (Sigma-Aldrich, Hamburg)
BIBX1382BS RTK-Inhibitor 20 mM in DMSO (Boehringer Ingelheim, Wien,

Österreich)
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3.7 Antikörper

3.7.1 Primärantikörper

ILK monoklonal, Maus IgG1, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:500 MiPu, IF 1:100 BSA

AKT polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:500 MiPu, IF 1:100 BSA

phospho-AKT S473 polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:250 MiPu

phospho-AKT T308 polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:250 PBS Tween

GSK3β monoklonal (Cl.7), Maus IgG1, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:500 MiPu

phospho-GSK3β S9 polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
1:250 MiPu

Cyclin D1 monoklonal (Cl.DCS-6), Maus IgG2a, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:250 MiPu

MAPK polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:500 MiPu

phospho-MAPK polyklonal, Hase IgG, (Cell Signaling, Frankfurt a.M.)
WB 1:250 MiPu

EGFR polyklonal, Hase IgG, (eBioscience, San Diego)
WB 1:200 MiPu, IF 1:75 BSA

phospho-EGFR Y1173 polyklonal, Hase IgG, (Biosource, Solingen)
WB 1:250 MiPu

FAK monoklonal, Maus IgG, (Becton Dickinson, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

phospho-FAK Y397 polyklonal, Hase IgG, (Calbiochem, Bad Soden)
WB 1:500 MiPu
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phospho-FAK Y925 polyklonal, Ziege IgG, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:200 MiPu

β-Actin monoklonal (Cl.AC-15), Maus IgG1, (Sigma-Aldrich, Hamburg)
WB 1:2000 MiPu

BrdU monoklonal, Maus IgG1, (Becton Dickinson, Heidelberg)
DZ 1:10 BSA

β1-Integrin monoklonal, Maus IgG, (Becton Dickinson, Heidelberg)
DZ 1:10

α5-Integrin monoklonal, Maus IgG, (Becton Dickinson, Heidelberg)
DZ 1:10

Negativkontrolle FITC monoklonal, Maus IgG1, (Serotec, Düsseldorf)
DZ 1:10

3.7.2 Sekundärantikörper

mouse IgG, HRP konj. polyklonal, Hase, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

rabbit IgG, HRP konj. polyklonal, Ziege, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

goat IgG, HRP konj. polyklonal, Esel, (Santa Cruz, Heidelberg)
WB 1:2000 MiPu

mouse IgG, Cy2 konj. polyklonal, Ziege, (Dianova, Hamburg)
IF 1:100 BSA

rabbit IgG, Cy3 konj. polyklonal, Ratte, (Dianova, Hamburg)
IF 1:100 BSA

mouse IgG, FITC konj. polyklonal, Hase, (DAKO, Glostrup, Dänemark)
DZ 1:50 BSA
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4.1 Zellkultur

4.1.1 Subkultivierung

Die Zellen wurden bei einer Temperatur von 37 ◦C, einem CO2 Gehalt von 10% und
einem pH von 7,4 kultiviert. Bei einer Konfluenz von 70-90% wurden die Zellen einmal
mit Trypsin gespült, anschließend abtrypsiniert und im Verhältnis 1 : 4− 1 : 10 passagiert.

4.1.2 Einfrieren

Die Zellen wurden abtrypsiniert und mit der Neubauer Zählkammer gezählt. Nach
5 Minuten Zentrifugation bei 800 rpm, wurde der Überstand entfernt, die Zellen in
Gesamtzellzahl

1000000 ml des Einfriermediums (Standardmedium mit 20% FCS und 5% DMSO)
resuspendiert und je ein Milliliter der Suspension in Kryoröhrchen gegeben. Diese
kühlten in einem speziellen Behälter mit einer Abkühlgeschwindigkeit von ca. 1◦C/min
auf −80◦C. Nach 24 Stunden erfolgte die Lagerung bei −130 ◦C.

4.1.3 Auftauen

Das Kryoröhrchen wurde zügig erwärmt und der Inhalt in eine 75 cm2 Zellkulturflasche
mit 12 ml Medium gegeben. Nach 24 h wurde ein Mediumwechsel durchgeführt.

4.2 Transfektion

4.2.1 Ermittlung der optimalen G418-Konzentration

Subkonfluente Zellen wurden abtrypsiniert und in 10 Petrischalen mit je 200.000 Zellen
ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen von
G418 (0 − 2000 µg/ml) inkubiert, wobei regelmäßig nach 48 Stunden ein Mediumwechsel
erfolgte. Die Konzentration von 2000 µg/ml war die optimale G418-Konzentration für
die verwendete Zelllinie.
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4.2.2 Ermittlung der optimalen Zellzahl

Zur Bestimmung der optimalen Zellzahl wurden subkonfluente Zellen abtrypsiniert
und in 10 Petrischalen mit verschiedenen Zellzahlen (50.000 - 2.000.000 Zellen) ausgesät,
wobei nach 24 Stunden die Behandlung mit der vorher ermittelten G418-Konzentration
von 2000 µg/ml begonnen wurde. Alle 2 Tage wurde das G418 enthaltende Medium
erneuert. Die optimale Zellzahl für die verwendete Zelllinie betrug 200.000 Zellen pro
Petrischale.

4.2.3 Restriktion des Plasmids

Das entsprechende Plasmid wurde wie folgt mit Restriktionspuffer H 10x und H2O
verdünnt:

Plasmid-DNA 5 µg
Restriktionspuffer H 10x 5 µl
H2O 35 µl

Nach Zugabe von 5 µl Pvu I erfolgte die Restriktion für 30 Minuten bei 37 ◦C.

4.2.4 Elektroporation und Genklonierung

Nach Abtrypsinieren und waschen (Zentrifugation: 800 rpm, 5 Minuten) wurden die
Zellen in DMEM ohne FCS aufgenommen und je 5.000.000 Zellen in eine Elektroporations-
Küvette pipettiert. Dazu kam 5 µg restringiertes Plasmid. Die Elektroporation erfolgte bei
einer Spannung von 0,220 kV und einer Kapazität von 0,950 µF. Im Anschluss wurden
die Zellen 10 Minuten lang auf Eis gekühlt und dann mit Kulturmedium auf 175 cm2

Flaschen verteilt.

4.2.5 Selektion der transfizierten Zellen

Nach 24 Stunden wurde den Zellen G418 in einer Konzentration von 2000 µg/ml zugege-
ben und alle 2 Tage erneuert. Als Kontrolle dienten untransfizierte Zellen, die ebenfalls mit
dem Antibiotikum behandelt wurden. Diese Behandlung wurde 10 Wochen fortgesetzt
bis die transfizierten Zellen selektioniert waren.

4.2.6 Klonisolierung

Die selektionierten Transfektanten wurden in Petrischalen zu je 5000 Zellen ausgesät.
Diese wurden so lange kultiviert bis Kolonien mit 50 Zellen sichtbar waren, wobei die
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geeigneten Kolonien mit einem Stift unter dem Mikroskop markiert wurden. Die 37 ◦C
warme Low-Melt-Agaroselösung wurde 1:1 mit 2-fach DMEM vermischt und zügig
in die Petrischalen gefüllt (10 ml pro Schale). Nachdem der Agar unter der Sterilbank
ausgehärtet war, wurde mit einer 100 µl-Pipette 10 µl Trypsin unter die Agarose gespritzt
und nach vorsichtigem Abkratzen der Zellen wieder aufgenommen. Der so gewonnene
Zellklon wurde zunächst in der Vertiefung einer 96-Lochplatte unter Selektionsdruck mit
G418 angezüchtet und später in Kulturflaschen umgesetzt.

4.3 Bestrahlung

Die Bestrahlung der Zellen erfolgte bei 20 ◦C Raumtemperatur (RT). Die Anodenspannung
der Röntgenröhre betrug 240 kV, der Anodenstrom 13 mA und die Dosisleistung ≈
1 Gy/min. Zwischen Röhre und Probe bestand ein Abstand von 22 cm, wobei die Stahlung
mittels einer 3 mm dicken Berylliumplatte gefiltert wurde. Die applizierte Dosis wurde
mit einem Dosimeter, das zuvor anhand eines Prüfstrahlers kalibriert worden war,
gemessen.

4.4 Integrinoberflächenmessung

4.4.1 Ansatz

Nach Trypsinierung wurden die Zellen einmal gewaschen und in DMEM mit bzw. ohne
FCS aufgenommen. Um die Zellen für verschiedene Zeiten in Suspension zu halten
wurde zunächst Agarose (0,01 g/ml) in Aqua bidest. erhitzt und in Petrischalen gegossen.
Der nach Abkühlung entstandene Agar verhinderte die Adhäsion der Zellen.

4.4.2 Messung

Vor und nach Inkubation mit dem Primärantikörper für 30 Minuten wurden die Zellen
aus den Petrischalen in Falcon-Röhrchen überführt und 2 mal mit eiskaltem 1×PBS
gewaschen. Der Sekundärantikörper wirkte ebenfalls 30 Minuten ein. Danach wurden
die Zellen mit 1000 rpm für 3 Minuten zentrifugiert und das Pellet in FACS Flow gelöst.
Zur Messung diente ein FACS-Gerät.

4.4.3 Auswertung

Die unterschiedliche Oberflächenexpression der Integrine nach den jeweiligen Zeiten in
Suspension wurde mittels der Analyse-Software CELLQuest ermittelt.
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4.5 Adhäsionsassay

4.5.1 Ansatz

Subkonfluente Zellen wurden abtrypsiniert und in 175 cm2-Kulturflaschen, die mit
Fibronektin (1 µg/cm2) beschichtet waren, mit folgenden Zellzahlen ausgesät: ILKfl/fl 5
Mio Zellen pro Flasche, ILK-/- 8 Mio Zellen pro Flasche. Nach 24 Stunden in Adhäsion
wurden die Zellen mittels Trypsin gelöst, einmal mit DMEM ohne FCS gewaschen
(Zentrifugation: 800 rpm, 3 Minuten) und für eine Stunde in mit autoklaviertem Agar
(0,01 g/ml) ausgegossenen Petrischalen für eine Stunde in Suspension gehalten, wobei
eine Flasche auf 2 Petrischalen aufgeteilt wurde. Je nach Bedingung wurden die Zellen mit
Ly294002 (20 µM) für 15 Minuten oder mit Wortmannin (100 nM) für 1 Stunde behandelt
sowie mit 4 Gy bestrahlt.

4.5.2 Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden in mit Fibronektin (1 µg/cm2) beschichtete Kammern der Objektträger
ausgesät. Zu bestimmten Zeitpunkten wurde die Zellen wie in Kap. 4.9 beschrieben
fixiert und gefärbt.

4.5.3 Western-Blot

Die Zellen aus einer mit Agar ausgegossenen Petrischale wurden jeweils in eine mit
Fibronektin (1 µg/cm2) beschichtete Petrischale überführt, gegebenenfalls mit 10% Serum
versetzt und für verschiedene Zeiten im Brutschrank inkubiert. Dann wurden die Zellen
wie in Kap. 4.7.2 lysiert.

4.5.4 Koloniebildungsassay

Nach einer Zellzahlbestimmung mittels Neubauer-Zählkammer wurden die Zellen mit
und ohne Serum nach den in Tab. 4.1 angegebenen Zellzahlen in mit Fibronektin (1 µg/cm2)
beschichteten 6er-Platten ausgesät und gegebenenfalls zu bestimmten Zeitpunkten mit
4 Gy bestrahlt.

Nach 6 Stunden folgte bei allen Platten ein Mediumwechsel mit Kulturmedium. Nach
7 Tagen wurden die Platten wie in Kap. 4.6.2 beschrieben abgestoppt und ausgewertet.
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Behandlung ILKfl/fl ILK-/-

+FCS +Fibronektin

keine 2000 2000
Bestrahlung 4 Gy 4000 4000

-FCS +Fibronektin

keine 2000 2000
Bestrahlung 4 Gy 4000 4000

Tabelle 4.1: Beim Adhäsions Assay verwendete Zellzahlen (Zellen pro Vertiefung)

4.6 Koloniebildungsassay

Der Koloniebildungsassay, welcher das klonogene Überleben erfasst, kann als Unter-
suchungsmethode für die Sensibilität verschiedener Zellen gegenüber genotoxischen
Einflüssen dienen. Hierzu wird eine definierte Zellzahl ausgesät und nach entsprechen-
dem Protokoll behandelt. Nach einer Inkubationszeit von 7–11 Tagen werden die Kolonien
angefärbt und gezählt (vgl. [176]).

4.6.1 Ansatz

Die 6er-Platten wurden mit Fibronektin oder dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin (1 µg/cm2)
eine Stunde bei Raumtemperatur beschichtet. Für die Versuche wurden subkonfluent
wachsende Zellen abtrypsiniert. Nachdem die Zellen einmal gewaschen und bei 800
rpm 5 Minuten zentrifugiert worden waren, wurde das Zellpellet vorsichtig mit DMEM
ohne FCS resuspendiert. Daraufhin folgte eine Zellzahlbestimmung. Je nach Bedingung
wurden verschiedene Zellzahlen mit und ohne FCS ausgesät und für 24 Stunden kultiviert
(siehe Tab. 4.2).

4.6.1.1 Bestrahlung nach 24 Stunden

Nach einer Bebrütungszeit von 24 Stunden in Adhäsion wurden die verschiedenen
Zelllinien mit 2 − 6 Gy bestrahlt. Anschließend wurde ein Mediumwechsel mit DMEM
(+1% NEA +10% FCS) durchgeführt. Die Platten mit den ILKfl/fl und ILK-/- wurden bei
37 ◦C, 10% CO2 7 Tage, die FaDu-Klone 11 Tage belassen.
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Behandlung Dosis ILKfl/fl ILK-/- FaDu EV FaDu IW FaDu IH

+FCS +Poly-L-Lysin

keine 500 500 500 500 500
Bestrahlung [Gy] 2 500 500 1000 1000 1000
Bestrahlung [Gy] 4 1000 1000 3000 3000 3000
Bestrahlung [Gy] 6 3000 3000 6000 6000 6000

-FCS +Poly-L-Lysin

keine 2000 2000 3000 3000 3000
Bestrahlung [Gy] 2 2000 2000 6000 6000 6000
Bestrahlung [Gy] 4 4000 4000
Bestrahlung [Gy] 6 8000 8000

+FCS +Fibronektin

keine 500 500 500 500 500
Bestrahlung [Gy] 2 500 500 1000 1000 1000
Bestrahlung [Gy] 4 1000 1000 3000 3000 3000
Bestrahlung [Gy] 6 3000 3000 6000 6000 6000

-FCS +Fibronektin

keine 1000 1000 1000 1000 1000
Bestrahlung [Gy] 2 1000 1000 2000 2000 2000
Bestrahlung [Gy] 4 2000 2000
Bestrahlung [Gy] 6 6000 6000

Tabelle 4.2: Beim Koloniebildungstest verwendete Zellzahlen (Zellen pro Vertiefung)

4.6.1.2 Bestrahlung und Behandlung mit BIBX

23 Stunden nach Aussaat der Zellen wurde dem Medium DMSO (1 µl/ml) oder BIBX
(Endkonzentration 20 µM) beigefügt. Nach einer weiteren Stunde folgte je nach Bedingung
eine Bestrahlung mit 2 Gy, woran sich eine Inkubation von 2 Stunden anschloss. Daraufhin
wurden die Zellen einmal gewaschen und in DMEM (+1%NEA +10%FCS) kultiviert,
wobei die Platten mit ILKfl/fl und ILK-/- nach 7 Tagen, die mit den verschiedenen FaDu-
Klonen nach 11 Tagen ausgewertet wurden.

4.6.2 Fixierung

Nach Entfernung des Mediums wurden die Wells mit 2 ml 1×PBS gespült. 1 ml von 4%-
iger Formaldehydlösung wurde pro Vertiefung zugegeben und für 30 Minuten belassen.
Anschließend wurden die Platten für 30 Minuten mit 1 ml 70% Ethanol behandelt und
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danach mit Wasser gespült. Die Kolonien ließen sich dann mit Coomassie anfärben.

4.6.3 Auswertung

Die Kolonien wurden mit einem Auflichtmikroskop ausgezählt, wobei eine Kolonie als
eine Anhäufung von mehr als 50 Zellen definiert war. Die Experimente wurden dreimal
durchgeführt und die Werte jedes Experiments auf die verwendete Zellzahl und auf die
Kontrolle abgeglichen.

4.7 Western Blot

Mittels Elektrophorese können die verschiedenen Proteine eines Zellysats aufgetrennt
werden. Beim SDS-Page erfolgt dies fast ausschließlich nach dem Molekulargewicht, da
die Proteine durch das SDS eine stark negative Ladung erhalten und dadurch ihre eigene
Ladung vernachlässigbar wird. Nach der Elektrophorese werden die aufgetrennten
Proteine durch Anlegen einer Spannung vom Gel auf eine Membran transferiert (Blotten).
Der Nachweis erfolgt durch Aufbringen spezifischer Primärantikörper, die in einem
zweiten Schritt durch einen Enzym-gekoppelten Sekundärantikörper gebunden werden.
Dieses Enzym («horseradish peroxidase», HRP) katalysiert die Freisetzung von H2O2,
welches mit dem ebenfalls zugegebenen Luminol reagiert. Die relative Intensität des
hierbei entstehende Licht kann mittels Auflegen eines Films gemessen werden.

4.7.1 Ansatz

Zunächst wurden Petrischalen mit Fibronektin oder Poly-L-Lysin (1 µg/cm2) bei Raum-
temperatur für eine Stunde beschichtet. Daraufhin wurden subkonfluente Zellen abtryp-
siniert, einmal gewaschen (Zentrifugation mit 800 rpm, 5 Minuten) und dann je nach
Versuchsablauf in Medium mit oder ohne FCS bei 37 ◦C und 10% CO2 für 23 Stunden
belassen. Die entsprechenden Zellzahlen sind der Tabelle 4.3 zu entnehmen.

4.7.1.1 Austestung der BIBX-Konzentration

Hierfür wurden nach 23 Stunden in Adhäsion Zellen BIBX in den Konzentrationen 1, 5
und 20 µM bzw. mit dem Lösungsvermittler DMSO (1 µl/ml) inkubiert. Unbehandelte
Zellen dienten zur Kontrolle. Jeweils nach 15 Minuten bzw. einer Stunde BIBX-Exposition
wurden die Zellen mit EGF (10 ng/ml) stimuliert und nach weiteren 15 Minuten lysiert.
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Bedingungen ILKfl/fl ILK-/- FaDu EV FaDu IW FaDu IH

Lysate nach 24 Stunden

+FCS +Poly-L-Lysin 1,8 Mio 2,7 Mio 2,0 Mio 2,5 Mio 2,0 Mio
-FCS +Poly-L-Lysin 2,7 Mio 3,5 Mio 3,0 Mio 3,5 Mio 3,0 Mio
+FCS +Fibronektin 1,6 Mio 2,4 Mio 2,0 Mio 2,5 Mio 2,0 Mio
-FCS +Fibronektin 2,4 Mio 3,2 Mio 3,0 Mio 3,5 Mio 3,0 Mio

Lysate nach 11 Tagen

+FCS +Poly-L-Lysin 50.000 50.000 50.000
-FCS +Poly-L-Lysin 100.000 100.000 100.000
+FCS +Fibronektin 50.000 50.000 50.000
-FCS +Fibronektin 50.000 50.000 50.000

Tabelle 4.3: Beim Western Blot verwendete Zellzahlen (Zellen pro Petrischale)

4.7.1.2 Untersuchung des BIBX-Effekts nach 11 Tagen

23 Stunden nach Aussaat erfolgte eine Zugabe von BIBX (20 µM) bzw. DMSO (1 µl/ml).
Nach 3 Stunden wurden die Zellen gewaschen, um den Inhibitor vollständig zu entfernen,
und anschließend in DMEM (+1% NEA +10% FCS) für 11 Tage kultiviert.

4.7.2 Proteinextraktion

Vor der Lyse wurde die Petrischale auf 4 ◦C gekühlt, das Medium abgenommen und
zweimal mit eiskaltem 1×PBS gespült. Unter Zugabe von 200 µl RIPA-Lysepuffer (mit
Zusätzen) wurden die Zellen mit einem Zellschaber abgelöst und in ein Eppendorf-
Röhrchen überführt. Nach 15 Minuten wurde das Lysat fünfmal durch eine 25-Gauge
Nadel gezogen und dann für weitere 15 Minuten gekühlt. Anschließend folgte eine 20-
minütige Zentrifugation mit 13.000 rpm. Der Überstand wurde als fertiges Gesamtzellysat
in ein neues Probenröhrchen überführt und bei −130 ◦C gelagert.

4.7.3 Proteinbestimmung

Um die Expression einzelner Proteine in verschiedenen Lysaten miteinander vergleichen
zu können, wurde auf einem Gel von jeder Probe die gleiche Menge an Gesamtpro-
tein aufgetragen. Hierzu wurde vorher die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay
bestimmt1.

1Dieser Assay basiert auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu+, das in einem weiteren Schritt mit BCA
(Bicinchoninsäure) einen blauvioletten Komplex bildet (Biuret-Reaktion, vgl. [191])
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Als Standard wurde eine Verdünnungsreihe mit BSA (2 mg/ml) verwendet, die in vier
Schritten jeweils um den Faktor 2 mit RIPA-Lysepuffer (ohne Zusätze) verdünnt wurde.
Als Leerwert diente unverdünnter RIPA-Lysepuffer. Von allen Werten wurden je zweimal
10 µl auf eine Mikrotiterplatte pipettiert und anschließend mit 200 µl BCA-Reagenz
vermischt.

Die Absorptionsmessung erfolgte mittels eines ELISA-Spektrometers bei einer Wellen-
länge von 562 nm.

4.7.4 SDS-Gelelektrophorese und Proteintransfer

Anhand der Proteinbestimmung wurde 30 − 150 µg Protein mit Ladepuffer vermischt
und 5 Minuten im Wasserbad gekocht. Danach schloss sich eine kurze Zentrifugation mit
4000 rpm an.

4.7.4.1 SDS-Gelelektrophorese

Die Proben wurden der Reihe nach auf das entsprechende Gel aufgetragen, wobei ein
Slot für den molekularen Marker blieb. Nachdem das befüllte Gel in die Elektrophorese-
kammer eingespannt war, wurde Laufpuffer aufgefüllt und die Elektrophorese gestartet
(Einstellung: 25 mA pro Gel, Umax = 350 V).

4.7.4.2 Proteintransfer

Sobald die Lauffront das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die Elektrophorese beendet.
Zum Transferieren der Proteine auf die Membran diente ein Blotting-Gerät, das mit
Halbtrocken-Technik («semi-dry») arbeitete. Die Membran2 wurde auf die zur Anode
liegenden Seite des Gels gelegt. Dann folgten oben und unten drei Schichten Chromato-
graphie Papier, die im entsprechenden Puffer getränkt waren. Der Transfer fand bei einer
Stromstärke von 0,8 mA×Membranfläche[cm2] über einen Zeitraum von 2 Stunden statt.
Um das Blot-Ergebnis zu beurteilen und den Marker anzuzeichnen, wurde die Membran
anschließend mit Ponceau S-Lösung gefärbt.

4.7.5 Detektion

Die Membran wurde für 5 Minuten in 1×PBS und anschließend für weitere 60 Minuten
in 5% Milchpulver 1×PBS geblockt3. Der gemäß Kapitel 3.7 verdünnte Primärantikörper

2in Anodenpuffer getränkt
3Dadurch werden unspezifische Bindungsstellen besetzt
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inkubierte auf dem Schwenktisch für eine Stunde bei Raumtemperatur oder über Nacht
bei 4 ◦C. Danach wurde die Membran dreimal 5 Minuten mit PBST gewaschen. Nach
Inkubation mit dem Sekundärantikörper für eine Stunde bei Raumtemperatur, wurde
die Membran erneut sechsmal 5 Minuten mit PBST gewaschen. Zur Detektion wurde
gleichmäßig ECL aufgetragen und die entstehende Lumineszenz auf Film festgehalten.

4.7.6 Auswertung

Die densitomentrische Auswertung erfolgte mit ImageQuant. Die Filme wurden hierzu
mit einem Scanner eingelesen und die Schwärzung der Banden quantitativ bestimmt.
Zur besseren Vergleichbarkeit wurden diese Werte auf ein «housekeeping»-Protein4 (hier
β-Aktin) anhand der folgenden Formel normiert:

ExpressionProtein =
VolumenProtein

Volumenβ−Aktin

Die Werte eines Immunblots sind relativ zur jeweiligen Kontrolle angegeben.

4.8 ILK Kinase Assay

4.8.1 Ansatz

Hierfür wurden subkonfluente Zellen abtrypsiniert, in Poly-L-Lysin beschichtete Petri-
schalen ausgesät und 24 Stunden in DMEM (+1% NEA +10% FCS) kultiviert.

4.8.2 ILK Immunpräzipitation

Nach Entfernung des Mediums wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem 1×PBS gewa-
schen und für 10 Minuten mit 1 ml 1x Zell-Lysepuffer inkubiert. Mit einem Zellschaber
wurden die Zellen vorsichtig gelöst und in ein Eppendorf-Röhrchen überführt. An-
schließend folgte eine Zentrifugation mit 13.000 rpm für 10 Minuten. Daraufhin wurde
die Proteinmenge des Überstands anhand eines BCA-Assays ermittelt. Für die Immun-
präzipitation von ILK diente 3 µg Primärantikörper, der mit 500 µg Protein auf dem
Rotationsschüttler über Nacht inkubierte. Nach Zugabe von 100 µl G-Agarose-Beads
wurde das Lysat für 3 weiter Stunden bei Raumtemperatur in Bewegung gehalten.
Danach schloss sich eine Zentrifugation mit 13.000 rpm für 30 Sekunden an, wobei das

4Dieses besitzt einen relativ konstanten Anteil am Gesamtprotein einer Zelle
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Pellet sowohl einmal mit 500 µl 1x Zell-Lysepuffer, als auch mit 500 µl 1x Kinasepuffer
gewaschen wurde.

4.8.3 Kinase Assay

Dem Präzipitat wurden folgende Substanzen beigefügt:

1x Kinasepuffer 40 µl
ATP 200 µM
GSK3-Fusionsprotein 1 µg

Nach 30-minütiger Inkubation bei 30 ◦C wurde die Reaktion durch Zugabe von Ladepuffer
beendet. Daraufhin erfolgte eine Zentrifugation mit 13.000 rpm für 2 Minuten. Der
Überstand wurde 5 Minuten gekocht und auf ein 15% Gel aufgetragen.

4.8.4 Western Blot und Detektion

Der Western Blot wurde gemäß Kapitel 4.7 durchgeführt. Um die relative Kinaseaktivität
von ILK zu ermitteln, wurde phospho-GSK3β Serin 9 detektiert.

4.9 Immunfluoreszenz

4.9.1 Ansatz

Subkonfluente Zellen wurden abtrypsiniert und je nach geplantem Versuchsablauf
mit oder ohne FCS in die mit Poly-L-Lysin oder Fibronektin (1 µg/cm2) beschichteten
Kammern der Objektträger ausgesät (30.000 Zellen pro Kammer).

4.9.2 Fixierung

Nach Abnahme des Medium wurden die Zellen mit 1 ml NaCl (0,9%) gespült. Anschlie-
ßend folgte die Fixierung mittels 4%-iger Paraformaldehydlösung für 10 Minuten, bevor
die Zellen mit 0,1% Triton X-100 Lösung für 5 Minuten permeabilisiert und daraufhin
erneut dreimal für 3 Minuten mit NaCl gewaschen wurden.

4.9.3 Färbung

Nach einer Blocking-Zeit von 30 Minuten in BSA-Lösung (2 mg/ml in Aqua dest.) schloss
sich eine einstündige Inkubation des Primärantikörpers (Verdünnung siehe 3.7) an,
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wozu eine feuchte, vor Licht schützende Kammer Verwendung fand. Die Zellen wurden
danach viermal für 5 Minuten mit NaCl gewaschen und mit dem Sekundärantikörper für
eine weitere Stunde inkubiert. Je nach gewünschter Färbung wurden FITC (1:100) oder
TRITC (1:2000) zugefügt. Für die Anfärbung des Zellkerns diente DAPI (1:100 in BSA),
welches für 5 Minuten einwirkte. Nachdem die Zellen erneut sechsmal mit NaCl gespült
worden waren, wurde die Kammer entfernt und die gefärbten Zellen mit Vectashield
und Deckgläschen eingedeckt.

4.9.4 Bildaquisition

Zur Visualisierung der Immunfluoreszenzen diente ein Laserscanningmikroskop. Es
wurden drei Bilder bei verschiedenen Wellenlängen aufgenommen und mittels TCS
Software kombiniert.

4.10 Wachstumskurve

4.10.1 Ansatz

Hierfür wurden 25 cm2-Kulturflaschen mit Poly-L-Lysin oder Fibronektin für eine Stunde
bei Raumtemperatur beschichtet. Nach Abtrypsinierung wurden die Zellen einmal gewa-
schen (Zentrifugation: 800 rpm, 5 Minuten) und in DMEM ohne Serum aufgenommen.
Um für alle Werte der Wachstumskurve die gleiche Ausganszellzahl auszusäen, wurden
Zellsuspensionen (5000 Zellen/ml) mit und ohne FCS angesetzt und jeweils 5 ml davon auf
die einzelnen Flaschen verteilt. Nach 23 Stunden folgte die Zugabe von DMSO (1 µl/ml)
oder BIBX (Endkonzentration 20 µM), wobei sich der Versuchsbedingung entsprechend
eine Stunde später eine Bestrahlung mit 2 Gy anschloss. Zwei Stunden danach wurden
die Zellen einmal gewaschen und dann für 11 Tage in DMEM (+1% NEA +10% FCS)
kultiviert.

4.10.2 Zählung

Zunächst wurde jeder Flasche exakt 2 ml Trypsin beigefügt, wobei darauf geachtet wurde
dass nach Inkubation von 5 Minuten alle Zellen abgelöst waren. Dann folgte die Zugabe
von DMEM (+1% NEA +10% FCS). Zur Kontrolle wurde das Volumen der Zellsuspension
gemessen. Zur Bestimmung der Zellzahl diente die Neubauer Zählkammer.
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4.10.3 Auswertung

Die ermittelten Zellzahlen wurden relativ zur jeweiligen Kontrolle angegeben. Die
graphische Darstellung erfolgte mit Sigma-Plot.

4.11 Zellzyklus-Analyse

4.11.1 Ansatz

Subkonfluente Zellen wurden abtrypsiniert, einmal gewaschen (Zentrifugation: 800 rpm,
5 Minuten) und in DMEM ohne Serum aufgenommen. Nach einer Zellzahlbestimmung
wurden je 25.000 Zellen in mit Poly-L-Lysin oder Fibronektin beschichtete 25 cm2-
Kulturflaschen mit und ohne FCS ausgesät und für 23 Stunden kultiviert. Dann folgte
eine Inkubation mit DMSO (1 µl/ml) oder BIBX (Endkonzentration 20 µM) für 3 Stunden,
bevor die Zellen einmal gewaschen und in Kulturmedium für 11 Tage belassen wurden.

4.11.2 Fixierung

Dem Medium wurde BrdU (Endkonzentration 10 µM) beigefügt, welches für 10 Minuten
einwirkte. Dann wurden die Zellen abtrypsiniert, mit eiskaltem 1×PBS gewaschen
(Zentrifungation: 1000 rpm, 3 Minuten) und in Ethanol (80%) fixiert. Die Lagerung
erfolgte bei −20 ◦C.

4.11.3 Messung

Nach Zugabe von 2 ml Ethanol zu einem Aliquot von 1 Mio fixierter Zellen, folgte
eine Zentrifugation mit 1000 rpm für 8 Minuten. Der Überstand wurde vorsichtig
abgesaugt und dem Pellet 2 ml Ribonuklease A beigefügt. Dann wurden die Zellen erneut
zentrifugiert. Daran schloss sich eine Inkubation mit Pepsin bei 37 ◦C für 10 Minuten
an, bevor die Zellen mit 3 ml eiskaltem 1×PBS verdünnt und für weiter 5 Minuten auf
Eis gekühlt wurden. Nach erneuter Zentrifugation wurde 2 ml 2N HCl zugegeben und
bei Raumtemperatur für 10 Minuten belassen. Daraufhin wurden die Zellen zweimal
mit 1×PBS und einmal mit BSA-Lösung (1% in 1×PBS ) gewaschen und anschließend
mit 200 µl Anti-BrdU Antikörper für 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann
erfolgte eine Zentrifugation und die Zugabe des Sekundärantikörpers, der für 30 Minuten
lichtgeschützt einwirkte, bevor die Zellen erneut zentrifugiert wurden. Nachdem die
Zellen einmal mit 500 µl Propidium Jodid gewaschen worden waren, wurde 250 µl
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Propidium Jodid hinzupipettiert und 30 Minuten lichtgeschützt inkubiert. Zur Messung
diente ein FACS-Gerät.

4.11.4 Auswertung

Die Verteilung der Zellen in den verschiedene Zellzyklus-Phasen wurde mittels der
Analyse-Software CELLQuest anhand von DNA-Streudiagrammen ermittelt.

4.12 Statistik

Für die Bestimmung der Mittelwerte und Standardabweichungen wurde Microsoft Excel
verwendet. Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte mittels ANOVA. Zur grafischen
Darstellung diente SigmaPlot.
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5.1 In Suspension zeigen murine Fibroblasten eine verstärkte
Oberflächenexpression von β1- und α5-Integrinen

Integrinen wird neben der Vermittlung der Adhäsion auch eine wichtige Rolle bei der
Metastasierung von Tumorzellen zugesprochen. In diesem Zusammenhang wurde im
folgenden untersucht, inwieweit Verlust von Adhäsion in Abhängigkeit von ILK die Ober-
flächenexpression von β1- und α5-Integrinen verändert. Dazu wurden ILK-exprimierende
(ILKfl/fl) und ILK-defiziente (ILK-/-) Fibroblasten für verschiedene Zeitspannen in Suspen-
sion gehalten und anschließend die an der Membran befindlichen Integrine bestimmt.
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Abbildung 5.1: Durch Verhinderung der Adhäsion kam es bei ILKfl/fl und ILK-/- Zellen sowohl
in Gegenwart (+S), als auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren (-S) nach 2 Stunden in
Suspension zu einer deutlich erhöhten Oberflächenexpression von β1- und α5-Integrinen. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Bei der statistischen Analyse
wurden die Messwerte bei den verschiedenen Zeitwerten in Suspension mit den jeweiligen
Kontrollen ohne Suspension (*) verglichen. * p < 0.05

Wie in Abb. 5.1 zu sehen, kam es bei Verlust der Adhäsion für zwei Stunden in
den Fibroblasten zu einer signifikant erhöhten Oberflächenexpression von β1- und α5-
Integrinen. Dieser Effekt war in beiden Zelllinien nachweisbar, zeigte sich also unabhängig
von ILK, und wurde auch nicht durch das Vorhandensein von Wachstumsfaktoren
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beeinflusst.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde nun untersucht, inwieweit die Adhäsion auf

Fibronektin die Organisation des Aktinzytoskeletts sowie die Phosphorylierung und
Expression verschiedener Signalmoleküle von zunächst in Suspension gehaltenen Zellen
moduliert.

5.2 ILK-/- Zellen weisen einen Zellausbreitungsdefekt und eine
gestörte Organisation des Aktinzytoskeletts auf

1 h15 min 6 h0 min
Zeit in Adhäsion

IL
K

 fl/
fl

IL
K

 -/-

Abbildung 5.2: Mit zunehmender Adhäsionsdauer auf Fibronektin kam es zu Zellausbreitung und
Organisation des Aktinzytoskeletts. Im Vergleich der beiden Zelllinien wiesen die ILK-/- Zellen
deutliche Defekte dieser Vorgänge auf. In den ILKfl/fl Zellen erfolgte eine Kolokalisation von ILK
(rot) und Aktin (grün), wodurch sich die gelbe Fluoreszenz ergab. In den ILK-/- Zellen war ILK
nicht vorhanden. Balken, 200 µm.

Während sich ILK in ILKfl/fl Zellen unter Suspensionsbedingungen (0 min) insbesondere
perinukleär im Zytoplasma befand, kam es mit zunehmender Zellausbreitung zu einer
Kolokalisation von ILK und Aktin (siehe Abb. 5.2). In ILK-/- Zellen zeigte sich auch
noch nach sechs Stunden in Adhäsion eine deutliche Verzögerung bei der Organisation
sowie eine gestörte Faserstruktur des Aktinzytoskeletts. Die Zellgröße war bei den
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ILK-defizienten Zellen vermindert, was vor allem bei zunehmender Zellausbreitung
ersichtlich wurde.

5.3 PI3K-Inhibition moduliert AKT-, GSK3β- und
FAK-Phosphorylierung

Um zu untersuchen, inwieweit sich der Verlust von ILK auf das Phosphorylierungsmuster
verschiedener Proteine während des Adhäsionsvorgangs auswirkt, wurden ILKfl/fl und
ILK-/- Fibroblasten nach einstündiger Suspension mit und ohne PI3K-Inhibition auf
Fibronektin ausgesät und nach verschiedenen Zeitpunkten lysiert. Wie in Abb. 5.3 und 5.4
dargestellt ist, war in beiden Zelllinien AKT nach einstündiger Suspension (S) weitgehend
dephosphoryliert. In Gegenwart von Wachstumsfaktoren kam es durch Adhäsion an
Fibronektin zu einer starken Zunahme der Phosphorylierung an Serin 473, wobei dieser
Effekt durch PI3K-Inhibition mit Ly294002 und Wortmannin unterdrückt werden konnte.
Die Wirkung von Ly294002 ließ nach ungefähr 2 Stunden, von Wortmannin nach 4
Stunden nach.

Ohne Wachstumsfaktoren bewirkte die Adhäsion ebenfalls eine Phosphorylierung von
AKT, welche jedoch schwächer ausfiel als in Anwesenheit von Serum. Die Gesamtexpres-
sion von AKT blieb unter den untersuchten Bedingungen konstant.

Während AKT sich unabhängig von der Expression von ILK zeigte, war unter Wachs-
tumsfaktoreinfluss GSK3β in ILK-/- Zellen stärker phosphoryliert als in ILKfl/fl Zellen.
PI3K-Inhibition mittels Wortmannin führte in beiden Zelllinien zu einer verminderten
Phosphorylierung von GSK3β. Bei Ly294002 hingegen war dieser Effekt nicht zu beob-
achten. Bei Serumentzug wurde durch die Adhäsion an Fibronektin GSK3β ebenfalls
phosphoryliert, wobei diese Phosphorylierung schwächer ausfiel, als in Anwesenheit
von Wachstumsfaktoren, und sowohl durch Ly294002, als auch durch Wortmannin
gehemmt werden konnte. In Suspension zeigten sich vor allem bei ILKfl/fl Fibroblasten
zusätzliche Banden, die mit einem Abbau des Proteins vereinbar sein könnten. Bei den
ILK-defizienten Zellen war dieser Effekt nur in geringem Maße zu sehen.

PI3K-Inhibition führte in Gegenwart von Wachstumsfaktoren bei beiden Zelllinien
zu einer Zunahme von phospho-FAK Tyrosin 397. Bei Adhäsion ohne Serum zeigte
sich diese Modulation der Phosphorylierung nur bei ILK-/- Zellen unter Behandlung mit
Ly294002. Die Gesamtexpression von FAK zeigte sich von Adhäsion, PI3K-Inhibition und
ILK unbeeinflusst.
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Abbildung 5.3: AKT-, GSK3β- und FAK-Phosphorylierung wird durch Zelladhäsion und PI3K-
Inhibition moduliert. Die drei untersuchten Proteine waren nach einstündiger Suspension (S)
weitgehend dephosphoryliert. Die Phosphorylierung variierte unter Adhäsion auf Fibronektin in
Abhängigkeit von der Adhäsionsdauer. PI3K-Inhibition durch Ly294002 oder Wortmannin führte
zu Reduktion von AKT S473 und GSK3β S9. FAK Y397 wurde in Gegenwart von Wachstumsfak-
toren (+Serum) durch Ly294002 induziert. Die Gesamtexpression von FAK war in Suspension
deutlich reduziert, während GSK3β Nebenbanden zeigte, die für einen Abbau des Proteins
sprechen könnten. Die Expression von AKT blieb weitgehend konstant.
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Abbildung 5.4: AKT S473, GSK3β S9 und FAK Y397 waren nach einstündiger Suspension (S) stark
reduziert. Unter Adhäsion auf Fibronektin nahm die Phosphorylierung der drei untersuchten
Proteine zu, wobei die Phosphorylierungsintensität durch die Adhäsionsdauer moduliert wurde.
Exposition mit Ly294002 oder Wortmannin bewirkte eine Reduktion von AKT S473 und GSK3β S9.
Im Vergleich mit ILKfl/fl Zellen (siehe Abb. 5.3) zeigten die ILK-/- Zellen eine verstärkte Phosphory-
lierung in Gegenwart von fetalem Kälberserum. FAK Y379 wurde unter Behandlung mit Ly294002
sowohl in Gegenwart (+Serum), als auch in Abwesenheit (-Serum) von Wachstumsfaktoren
induziert. Die Gesamtexpression von AKT, GSK3β und FAK blieb weitgehend unverändert.

65



5 Ergebnisse

5.4 Adhäsion an Fibronektin moduliert in Abhängigkeit von ILK
und PI3K das Überleben nach Bestrahlung
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Abbildung 5.5: Adhäsion beeinflusst in Abhängigkeit von ILK und PI3K die zelluläre Strah-
lensensibilität. Sowohl in Suspension, als auch zu verschiedenen Zeitpunkten nach Aussaat
zeigten bestrahlte ILKfl/fl Zellen ein besseres Überleben als entsprechend behandelte ILK-/- Zellen.
PI3K-Inhibition durch Ly294002 (+Ly) wirkte in den ILK-exprimierenden Fibroblasten verglichen
mit den ohne Inhibitor behandlten Zellen radiosensibilisierend, während sich dieser Effekt in den
ILK-defizienten Zellen nicht zeigte. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung
dargestellt. Bei der statistischen Analyse wurde das Überleben nach Bestrahlung mit 4 Gy mit
und ohne PI3K-Inhibition (*) bzw. die beiden Zelllinien untereinander (+) zu den verschiedenen
Zeitwerten in Adhäsion verglichen. */+ p < 0.05

Die beobachteten Unterschiede in der Phosphorylierung von AKT, GSK3β und FAK
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wurden im folgenden hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die Radiosensibilität untersucht.
ILKfl/fl und ILK-/- Zellen wurden dazu nach einstündiger Suspension mit und ohne PI3K-
Inhibition auf Fibronektin aufgebracht und zu verschiedenen Zeitpunkten bestrahlt.
Das klonogene Überleben wurde, wie in Abb. 5.5 zu sehen, durch den Zeitpunkt der
Bestrahlung moduliert.

Der Verlust von ILK wirkte sich ebenso wie die PI3K-Inhibition mit Ly294002 radio-
sensibilisierend auf die Zellen aus. So zeigten ILKfl/fl Zellen ein besseres Überleben nach
Bestrahlung als die ILK-/- Zellen und die mit Ly294002 behandelten Fibroblasten beider
Zelllinien. Bei den ILK-/- Zellen zeigte sich durch die PI3K-Inhibition unter den gegebenen
Bedingungen kein Effekt auf das klonogene Überleben.

5.5 Adhäsion an EZM reduziert den Einfluss von ILK auf die
Strahlensensibilität
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Abbildung 5.6: ILK reguliert substrat- und wachstumsfaktorabhängig das Überleben nach Bestrah-
lung: Im Vergleich der beiden Zelllinien auf Poly-L-Lysin (poly-L) in Anwesenheit von Serum fällt
die starke Strahlensensibilisierung durch ILK auf. Während ILKfl/fl Zellen auf Poly-L-Lysin unter
Serumentzug (-Serum) signifikant besser überleben als in Gegenwart von Wachstumsfaktoren
(+Serum), wirkt die Adhäsion auf Fibronektin (Fn) serumunabhängig radioprotektiv. Bei den ILK-/-

Zellen ergibt sich kein Einfluss auf das Überleben durch Substrat oder Wachstumsfaktoren. Die
Zellen wurden 24 Stunden vor Bestrahlung ± Serum auf Poly-L-Lysin oder Fibronektin ausgesät.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung von drei unabhängigen Experimenten
dargestellt. Es wurden sowohl die Überlebensfraktionen in An- und Abwesenheit von Serum (*),
als auch die Zelllinien untereinander (+) statistisch ausgewertet. */+ p < 0.05
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Abbildung 5.7: Neben Fibronektin (Fn) reduzieren auch Vitronektin (Vn), Kollagen-III (Kol-III)
und Laminin (Lm) den Einfluss von Wachstumsfaktoren auf die zelluläre Strahlensensibilität
von ILKfl/fl und ILK-/- Fibroblasten. Auf allen untersuchten Substraten zeigten beide Zelllinien
gleiches Überleben nach Bestrahlung mit einer Dosis von 4 Gy. Die Ergebnisse sind als Mittelwert
± Standardabweichung dargestellt.

Um die Substrat- und Serumabhängigkeit auf das klonogene Überleben nach genoto-
xischem Stress zu untersuchen, wurden ILKfl/fl und ILK-/- Zellen auf Poly-L-Lysin und
Fibronektin in An- und Abwesenheit von Wachstumsfaktoren bestrahlt (siehe Abb. 5.6).

Unter Wachstumsfaktoreinfluss besaßen ILKfl/fl Zellen im Vergleich zu ILK-/- Zellen auf
Poly-L-Lysin eine signifikant (p < 0.05) gesteigerte Radiosensibilität bei einer Strahlendo-
sis von≥ 2 Gy, wobei sich das klonogene Überleben von ILKfl/fl Zellen durch Serumentzug
verbesserte und sich den Werten von ILK-/- Zellen annäherte. Durch Adhäsion an Fibro-
nektin wurde dieser Effekt aufgehoben und ILKfl/fl und ILK-/- Zellen zeigten unbeeinflusst
von Wachstumsfaktoren gleiche Überlebensfraktionen.

Um zu analysieren, welchen Einfluss verschiedene Proteine der extrazellulären Ma-
trix auf die zelluläre Strahlensensibilität besitzen, wurden an Vitronektin, Kollagen-III
oder Laminin adhärente ILKfl/fl und ILK-/- Zellen mit 4 Gy bestrahlt und die jeweilige
Überlebensfraktion bestimmt. Die ermittelten Daten ergaben ähnlich wie auf Fibronektin
(siehe Abb. 5.7) keinen signifikanten Unterschied in der Strahlenempfindlichkeit beider
Zelllinien auf den verschiedenen Substraten. Die auf Poly-L-Lysin beobachtete radiosen-
sibilisierende Wirkung von ILK wurde demnach durch Adhäsion an die verschiedenen
Matrixproteine aufgehoben.
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Diese Daten verdeutlichen die Serum- und Substratabhängigkeit der zellulären Strah-
lenantwort der untersuchten normalen Nierenfibroblasten. Um den Einfluss von ILK
zum einen auf die Radiosensibilität zum anderen auf den EGF-Rezeptor als potentielles
therapeutisches Zielprotein in menschlichen Tumorzellen zu untersuchen, wurden FaDu-
Zellen stabil mit Wildtyp-ILK oder konstitutiv aktiver ILK transfiziert und Überleben
und Proliferation in An- und Abwesenheit von Serum, auf Poly-L-Lysin und Fibronektin
sowie unter EGF-Rezeptor TK Inhibition analysiert.

5.6 ILK sensibilisiert FaDu-Zellen gegenüber ionisierender
Strahlung

Die Fähigkeit von ILK zur Phosphorylierung von GSK3β wurde benutzt, um die ILK
Kinaseaktivität in den FaDu-ILK-Transfektanten zu bestimmen. Bei den Zellen mit
Wildtyp-ILK (IW30) und konstitutiv aktiver ILK (IH43) konnte verglichen mit Vektorkon-
trollen (EV2) eine 2,8-fach bzw. 7,6-fach gesteigerte GSK3β-Phosphorylierung gemessen
werden (siehe Abb. 5.8).

EV2 IW30 IH43
ILK Kinase-Assay

GSK3β S9

1         2,8 7,6
(verglichen mit Kontrolle)
Induktion

Abbildung 5.8: In stabil transfizierten Zellen wurde die ILK Kinaseaktivität anhand der GSK3β-
Phosphorylierung an Serin 9 bestimmt. Die Analyse zeigt im Vergleich zu den Vektorkontrollen
(EV2) bei den ILK-Wildtyp-Zellen (IW30) eine 2,8-fache bei den Zellen mit konstitutiv aktiver ILK
(IH43) eine 7,6-fache Induktion der ILK Kinaseaktivität.

Anhand von Koloniebildungsassays wurde daraufhin der Einfluss der ILK Aktivität
auf das Überleben nach Bestrahlung ermittelt. Während auf Poly-L-Lysin die Klone IW30
und IW23 sowie IH43 und IH42 eine signifikant (p < 0,05) erhöhte Radiosensibilität bei
einer Dosis von 2 − 6 Gy zeigten, verbesserte Adhäsion an Fibronektin das Überleben
der ILK-Wildtyp-Zellen (IW30, IW23). Bei den mit konstitutiv aktiver ILK transfizierten
Zellen (IH43, IH42) war dieser Effekt hingegen nicht im gleichen Maße zu beobachten
(siehe Abb. 5.9).
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Abbildung 5.9: Dosiseffektkurven von FaDu-Zellen: ILK verändert die Sensibilität von FaDu-
Plattenepithelkarzinomzellen gegenüber strahleninduzierten genotoxischen Läsionen. Überein-
stimmend mit verstärkter ILK Kinaseaktivität zeigten bestrahlte FaDu-Zellen, die mit Wildtyp-ILK
(IW30, IW23) oder konstitutiv aktiver ILK (IH43, IH42) transfiziert worden waren, auf Poly-L-Lysin
(poly-L) eine signifikant (p < 0,05) höhere Strahlenempfindlichkeit als Vektorkontrollen (EV2,
EV3). Adhäsion an Fibronektin (Fn) reduzierte diesen radiosensibilisierenden Effekt insbesondere
in IW30 und IW23 Zellen. Die Zellen wurden wie in 4.6.1 beschrieben behandelt. Die Ergebnis-
se sind als Mittelwert ± Standardabweichung aus 3 unabhängigen Versuchen dargestellt. Bei
der statistischen Auswertung (ANOVA) wurden mit Wildtyp-ILK oder konstitutiv aktiver ILK
transfizierte Zellen mit Vektorkontrollen verglichen. * p < 0,05

5.7 ILK-Expression beeinflusst EGF-Rezeptor, FAK, GSK3β und
AKT in murinen Fibroblasten

Der serumabhängige Unterschied der zellulären Radiosensibilität beider Zelllinien (siehe
Abb. 5.6) wurde im folgenden hinsichtlich der Bedeutung von EGF untersucht. Dafür
wurden ILKfl/fl und ILK-/- Fibroblasten nach 24 stündigem Serumentzug mit EGF stimuliert
und der Effekt auf EGF-Rezeptor, FAK, GSK3β und AKT mittels Western Blot analysiert.
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Abbildung 5.10: ILK moduliert die Expression sowie die durch EGF stimulierte Phosphorylierung
verschiedener Signalproteine der fokalen Adhäsionen. Verglichen mit den ILKfl/fl Fibroblasten
wird in den ILK-defizienten Zellen EGF-Rezeptor (EGFR) vermehrt exprimiert und phosphoryliert.
Eine durch EGF vermittelte Abnahme der an Tyrosin 397 phosphorylierten FAK (FAK Y397)
zeigt sich nur in den ILKfl/fl Zellen, wobei die Phosphorylierung von Tyrosin 925 (FAK Y925)
und die Gesamtexpression von FAK in beiden Zelllinien unverändert blieb. Die Signalproteine
GSK3β und AKT waren in ILK-/- relativ zu ILKfl/fl Zellen stärker phosphoryliert. β-Aktin diente als
Ladekontrolle.

Wie in Abb. 5.10 zu sehen ist, führte der Verlust von ILK in den Mausfibroblasten
zu einer Zunahme des EGF-Rezeptor Gesamtproteins sowie der EGF vermittelten
Phosphorylierung am Tyrosinrest 1173. Auch AKT und GSK3β waren unter diesen
Versuchsbedingungen in den ILK-/- Zellen stärker phosphoryliert als in den ILKfl/fl Zellen,
wobei sich hier allerdings bezüglich der Expression kein Unterschied zwischen den
beiden Zelllinien ergab. Während in den ILKfl/fl Zellen die Zugabe von EGF zu einer
Reduktion von phospho-FAK Y397 führte, blieb dieser Effekt in Abwesenheit von ILK
aus. Gesamtexpression und Phosphorylierung am Tyrosinrest 925 zeigten sich EGF- und
ILK-unabhängig.

Neben Expression und Phosphorylierung verschiedener Signalproteine der fokalen
Adhäsionen beeinflusst ILK auch die Lokalisation von AKT innerhalb der Zelle.

Während in den ILKfl/fl Zellen AKT verstärkt im Kern lokalisiert war, zeigten die
ILK-/- Zellen eine gleichmäßige Verteilung des Proteins im Zytoplasma und im Kern
(siehe Abb. 5.11). Auch hier, 24 Stunden nach Aussaat der Zellen, wiesen die ILK-/-

Zellen Strukturdefekte des Aktinzytoskeletts sowie ein deutlich geringeres Zellvolumen
verglichen mit den ILK-exprimierenden Fibroblasten auf.
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Abbildung 5.11: Neben der Expression und Phosphorylierung zeigt sich auch die Lokalisation
von AKT abhängig von ILK. In Gegenwart von ILK ist AKT (rot) vorwiegend im Kern lokalisiert,
während die ILK-defizienten Zellen sowohl eine zytoplasmatische, als auch nukleäre Verteilung
aufweisen. Das Aktinskelett (grün) wurde mit Hilfe von FITC-Phalloidin, der Zellkern mit DAPI
gefärbt. Balken, 20 µm.

5.8 BIBX inhibiert dosisabhängig die Phosphorylierung des
EGF-Rezeptors

Um den wachstumsfaktorabhängigen Effekt auf die Radiosensibilität der ILKfl/fl Zellen
genauer zu charakterisieren, wurde der bereits beschriebene EGF-Rezeptor TK-Inhibitor
BIBX1382BS (BIBX) verwendet. Zunächst wurde dessen hemmende Wirkung auf die
wichtige Autophosphorylierungsstelle des EGF-Rezeptors Y1173 und auf die Aktivität der
nachgeschalteten Signalproteine AKT und MAPK unter Stimulation mit EGF (10 ng/ml)
analysiert (siehe Abb. 5.12).

Weder BIBX noch DMSO modulierte die Gesamtexpression von EGF-Rezeptor, AKT
oder MAPK. Während bei einer 15 minütigen bzw. 1 stündigen Exposition mit DMSO
die durch Zugabe von EGF ausgelöste Phosphorylierung von EGFR-Y1173, AKT-S473
und MAPK unbeeinflusst blieb, verhinderte die 15 minütige bzw. 1 stündige Inkubation
mit BIBX ab einer Konzentration von 5 µM die Stimulation der drei Proteine. Die
inhibitorische Effizienz hinsichtlich des AKT- oder MAPK-Signalwegs unterschied sich
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Abbildung 5.12: Inhibition der EGF-Rezeptor TK-Aktivität mittels BIBX hemmt dosisabhängig
die EGFR Y1173 Phosphorylierung, beeinflusst jedoch unterschiedlich die Signalmoleküle AKT
und p42/p44 MAPK in an Fibronektin adhärenten ILKfl/fl und ILK-/- Zellen. Im Gegensatz zum
Lösungsvermittler DMSO verhindert 20 µM BIBX die EGF vermittelte Aktivierung von EGFR,
AKT und p42/p44 MAPK. In ILK-/- Zellen kam es zu einer starken Reduktion von phospho-MAPK,
während in ILKfl/fl Zellen AKT unter dieser Behandlung weniger an Serin 473 phosphoryliert war.
β-Aktin diente als Ladekontrolle.

in beiden Zelllinien, wobei BIBX in den ILKfl/fl Zellen eine stärkere Hemmung der
AKT-Phosphorylierung verursachte und in den ILK-/- Zellen zu geringeren MAPK-
Phosphorylierung unter EGF-Stimulation führte.

5.9 EGF-Rezeptor TK-Inhibition beeinflusst weder Zellüberleben
noch Proliferation von murinen Fibroblasten

Um den Einfluss von EGF-Rezeptor TK-Inhibition auf Überleben und Proliferation
bestrahlter ILKfl/fl und ILK-/- Fibroblasten zu untersuchen, wurden klonogenes Zellüberle-
ben und Zellzahl nach Bestrahlung unter BIBX- bzw. DMSO-Exposition ermittelt. Die
Ergebnisse wurden relativ zur jeweiligen Kontrolle angegeben.

Wie in Abb. 5.13 und 5.14 zu sehen ist, zeigen ILKfl/fl Zellen auf Fibronektin im Vergleich
zu an Poly-L-Lysin adhärenten Zellkulturen ein gesteigertes Überleben in Anwesenheit
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Abbildung 5.13: Inkubation mit BIBX (20 µM) hatte unter allen untersuchten Bedingungen
weder Einfluss auf das Überleben der bestrahlten Mausfibroblasten (2 Gy) noch auf die plating
efficiency der unbestrahlten Kontrollen (Co). Bei Serumentzug (-Serum) führte Adhäsion an
Fibronektin (Fn) zu verbesserten Überlebensraten im Vergleich zu den an Poly-L-Lysin (poly-L)
adhärenten Zellkulturen. In Gegenwart von Wachstumsfaktoren (+Serum) zeigte sich in den
ILKfl/fl Fibroblasten eine Reduktion der Strahlensensibilität durch Adhäsion an Fibronektin. Die
Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Bei der statistischen Analyse
wurden ILKfl/fl Zellen mit ILK-/- Zellen auf dem gleichen Substrat (*) oder eine Zelllinie auf
verschiedenen Substraten (+) verglichen. */+ p < 0.05

von Serum, während die relative Zellzahl nach Bestrahlung gleich blieb. Bei den ILK-/-

Zellen konnte dieser substratabhängige Effekt, wie bereits in Kap. 5.4 erwähnt, nicht
beobachtet werden. Wachstumsfaktoren beeinflussten in beiden Zelllinien die Proliferation
im stärkeren Ausmaß als das klonogene Überleben. Die zelluläre Strahlensensibilität der
ILKfl/fl und ILK-/- Fibroblasten differierte in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren unter
den verschiedenen Bedingungen kaum.
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Abbildung 5.14: Die Messung der Zellproliferation bestätigte die Überlebensdaten insoweit,
dass auch hier kein Effekt durch BIBX auf die ermittelte Zellzahl weder unter Bestrahlung (2
Gy) noch auf die unbestrahlten Kontrollen (Co) in den beiden ILK-Zelllinien gefunden wurde.
In Gegenwart von Wachstumsfaktoren (+Serum) zeigten sich ILKfl/fl Fibroblasten sowohl auf
Poly-L-Lysin (poly-L), als auch auf Fibronektin (Fn) signifikant (p < 0,05) strahlensensibler als ILK-/-

Zellen. Serumentzug (-Serum) reduzierte die Proliferation in stärkerem Ausmaß als das klonogene
Überleben. Fibronektin vermittelte bei den ILKfl/fl Zellen einen signifikanten Vorteil für das
Zellwachstum, während bei den ILK-/- Zellen nur unter BIBX ein substratabhängiger Unterschied
in den Zellzahlen zu sehen war. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung
dargestellt. Bei der statistischen Analyse wurden ILKfl/fl Zellen mit ILK-/- Zellen auf dem gleichen
Substrat (*) oder eine Zelllinie auf verschiedenen Substraten (+) verglichen. */+ p < 0.05

Durch Inhibition der EGF-Rezeptor TK wurde substrat- und wachstumsfaktorunab-
hängig weder Zellzahl noch Koloniebildung der normalen Mausfibroblasten signifikant
beeinflusst.
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5.10 BIBX inhibiert AKT- und MAPK-Phosphorylierung in
FaDu-Zellen

Das inhibitorische Potential von BIBX in Bezug auf die EGF-Rezeptor Phosphorylierung
wurde in ILK-Transfektanten untersucht, die verglichen mit Vektorkontrollen signifikante
(p < 0,05) Unterschiede in ihrer Radiosensibilität zeigten (siehe Abb. 5.9). Zusätzlich
wurde die inhibierende Wirkung von BIBX auf die Signalproteine AKT und MAPK
betrachtet.

EGFR

EGFR Y1173

DMSO         BIBX           DMSO         BIBX

poly-L                               Fn

Co       5´ Co      5´ Co      5´ Co       5´

EV2 IW30 IH43

β-Aktin

AKT

AKT S473

p44
p42MAPK

p44
p42MAPK-p

DMSO         BIBX           DMSO         BIBX

poly-L                               Fn

DMSO         BIBX           DMSO         BIBX

poly-L                               Fn

Co       5´ Co      5´ Co      5´ Co       5´ Co       5´ Co      5´ Co      5´ Co       5´

EGF (10 ng/ml)- +         - +          - +        - + - +         - +        - +        - + - +         - +         - +         - +

Abbildung 5.15: Nach 24 stündigem Serumentzug (Co) wurden die FaDu-ILK-Transfektanten mit
EGF (10 ng/ml) für 5 Minuten inkubiert (5´). Bei allen drei Zelllinien wurde unter BIBX-Exposition
(20 µM) die durch EGF vermittelte Phosphorylierung des EGF-Rezeptors sowie der Signalmoleküle
AKT und MAPK effektiv inhibiert. Dieser Effekt trat sowohl auf dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin
(poly-L), als auch auf dem Matrixprotein Fibronektin (Fn) auf. Die Unterschiede im Expressions-
und Phosphorylierungsmuster der drei Proteine zwischen den verschiedenen Transfektanten
könnten durch die unterschiedliche ILK Kinaseaktivität der Zellen bedingt sein. β-Aktin diente
als Ladekontrolle.

Sowohl auf Poly-L-Lysin, als auch auf Fibronektin zeigten mit DMSO inkubierte EV2
Kontrollzellen 5 Minuten nach Zugabe von EGF eine starke Induktion der EGFR Y1173
Phosphorylierung (siehe Abb. 5.15). Diese Induktion war in den mit BIBX behandelten
Zellen substratunabhängig nicht nachweisbar. Die Gesamtexpression des EGF-Rezeptors
blieb unter allen untersuchten Bedingungen konstant. Nach EGF Zugabe kam es zu einem
Anstieg der AKT S473 und MAPK Phosphorylierung in den DMSO-exponierten EV2
Zellen, wobei die Gesamtexpression von AKT und MAPK nur leicht induziert wurde.
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Eine einstündige Inkubation mit 20 µM BIBX hemmte in Übereinstimmung mit den
Ergebnissen, die schon in den ILKfl/fl und ILK-/- Fibroblasten erhoben worden waren, die
EGF vermittelte Aktivierung von AKT und MAPK in an Poly-L-Lysin oder Fibronektin
gebundenen EV2 Kontrollen.

Mit ILK-Wildtyp transfizierte IW30 Zellen wiesen große Ähnlichkeit hinsichtlich der
Gesamtexpression der untersuchten Proteine zu EV2 Zellen auf. Die EGF vermittelte
EGFR-Y1173 Phosphorylierung hingegen präsentierte sich auf Poly-L-Lysin nicht so
stark wie in den Vektorkontrollen. Desweiteren blieb MAPK in IW30 Transfektanten
durch EGF-Stimulation komplett unbeeinflusst. BIBX hatte in diesen Zellen jedoch den
gleichen hemmenden Effekt auf die Phosphorylierungen, der auch schon in den EV2
Zellen beobachtet worden war.

Die konstitutiv aktive ILK exprimierenden IH43 Transfektanten besaßen sowohl auf
Poly-L-Lysin, als auch auf Fibronektin eine geringere basale Phosphorylierung von
EGFR-Y1173 und MAPK verglichen mit EV2 Zellen. EGF Exposition führte zu einer
starken Induktion dieser Phosphorylierungen, wobei aber auch hier nur ein verglichen
mit den Kontrollzellen reduziertes Aktivationsniveau erreicht wurde. BIBX inhibierte die
Phosphorylierung der drei untersuchten Proteine in an Poly-L-Lysin und Fibronektin
adhärenten IH43 Zellen. Die Gesamtprotein-Expression entsprach weitgehend den bereits
in den IW30 und EV2 Transfektanten erhobenen Ergebnissen.

5.11 BIBX führt in FaDu-Zellen zu einer deutlichen Reduktion der
Proliferation aber nicht des Überlebens

Als nächstes wurde die Auswirkung von BIBX vermittelter EGF-Rezeptor TK-Inhibition
auf Überleben und Proliferation in unbestrahlten und bestrahlten FaDu-ILK-Transfektanten
untersucht. In Anlehnung an die Versuche mit Mausfibroblasten wurden Koloniebildung
und Zellzahl nach Bestrahlung oder BIBX-Behandlung jeweils allein oder in Kombination
untersucht.

Wie in Abb. 5.16 zu sehen, zeigte das klonogene Überleben keine Substratabhängigkeit
in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren, wobei IW30 und IH43 Transfektanten eine ver-
mehrte Radiosensibilität bei 2 Gy verglichen mit den Vektorkontrollen zeigten (vgl. Kap.
5.6). Bei Serumentzug erbrachte Fibronektin relativ zu Poly-L-Lysin einen signifikanten
(p < 0,05) Überlebensvorteil unter allen untersuchten Bedingungen. Während unter dem
Einfluss von Wachstumsfaktoren EGF-Rezeptor TK-Inhibition keinen Effekt auf die Kolo-
niebildungsrate besaß, zeigten serumdeprivierte Zellen bei einer Behandlung mit BIBX
ein signifikant (p < 0,05) reduziertes Überleben. Desweiteren ist beim Vergleich der drei
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Abbildung 5.16: Die verschiedenen FaDu-ILK-Transfektanten (EV2, IW30, IH43) wurden wie in
Kap. 4.6.1.2 beschrieben nach einstündiger Inkubation mit BIBX bzw. DMSO bestrahlt (2 Gy)
und mit den unbestrahlten Kontrollen (Co) verglichen. Die BIBX-Behandlung erzielte sowohl
auf Poly-L-Lysin (poly-L), als auch auf Fibronektin (Fn) wachstumsfaktorabhängig ähnliche
Effekte. Unter Serumbedingungen (+Serum) kam es zu keiner deutlichen Reduktion der Kolo-
niebildung. Desweiteren veränderte BIBX nicht die durch Transfektion mit den verschiedenen
ILK-Konstrukten hervorgerufene unterschiedliche Radiosensitivität. Im Vergleich zu den unter-
suchten Mausfibroblasten zeigten sich die drei FaDu-ILK-Transfektanten in Abwesenheit von
Wachstumsfaktoren (-Serum) sensitiver gegenüber EGF-Rezeptor TK-Inhibition, wobei sich die zel-
luläre Strahlenempfindlichkeit durch BIBX nicht erhöhte. Desweiteren kam es unter Serumentzug
zu einem Anstieg der basalen Überlebensrate proportional zur ILK Kinaseaktivität. Die Ergebnisse
sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Bei der statistischen Analyse wurden
EV2 mit IW30 und IH43 Zellen auf dem gleichen Substrat (*), eine Zelllinie auf verschiedenen
Substraten (+) oder BIBX- mit DMSO-Behandlung (#) verglichen. */+/# p < 0.05

78



5 Ergebnisse

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

*
*

*
*

# # # #
# # # # # # # #

+Serum

Fnpoly-L

0,0

0,2

0,4

0,6

0,8

1,0

1,2

EV2 IW30 IH43 EV2 IW30 IH43

+
*

+++

+

++ + +++
*

*

*
+

Fnpoly-L

-Serum

Co +DMSO
Co +BIBX
2Gy +DMSO
2Gy +BIBX

R
el

at
iv

e
Ze

llz
ah

l

Abbildung 5.17: In FaDu-ILK-Transfektanten (EV2, IW30, IH43) ergaben sich bei Messung der
Zellproliferation abweichende Ergebnisse. Die Zellen wurden entsprechend den Koloniebildungs-
versuchen bestrahlt (2 Gy) und mit den unbestrahlten Kontrollen (Co) verglichen. Die Behandlung
mit BIBX reduzierte in Gegenwart von Wachstumsfaktoren (+Serum) drastisch die Zellzahl im
Vergleich zu den mit DMSO behandelten Zellen, während in den Koloniebildungversuchen
hier kein Effekt auf das Überleben gemessen werden konnte (siehe Abb. 5.16). Erhöhte ILK
Kinaseaktivität in IW30 und IH43 Transfektanten bewirkte einen proportionalen Anstieg der
Strahlensensibilität. In Abwesenheit von Wachstumsfaktoren (-Serum) vermittelte Fibronektin (Fn)
in allen drei Zelllinien einen Proliferationsvorteil gegenüber an Poly-L-Lysin (poly-L) adhärenten
Zellkulturen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Bei der
statistischen Analyse wurden EV2 mit IW30 und IH43 Zellen auf dem gleichen Substrat (*), eine
Zelllinie auf verschiedenen Substraten (+) oder BIBX- mit DMSO-Behandlung (#) verglichen. */+/#
p < 0.05
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Transfektanten bei Adhäsion an Fibronektin in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren eine
proportional zur ILK Kinaseaktivität gesteigerte Koloniebildung zu erkennen, was auch in
Übereinstimmung mit den in den untersuchten Mausfibroblasten erhobenen Daten steht.
Relativ zur Überlebensrate stellte die Zellzahl bei den untersuchten Bedingungen den
sensitiveren Messparameter für die Wirkung von EGF-Rezeptor TK-Inhibition dar (siehe
Abb. 5.17). Hier kam es in Anwesenheit von Wachstumsfaktoren zu einer starken Redukti-
on der Zellproliferation durch BIBX, wobei dieser Effekt unbeeinflusst vom verwendeten
Substrat blieb. Ähnlich wie auch schon in den Koloniebildungsversuchen zeigten IW30
und IH43 Zellen eine vermehrte Strahlensensibilität verglichen mit EV2-Kontrollen. Im Ge-
gensatz zur Überlebensfraktion wurden bei kombinierter Bestrahlung/BIBX-Behandlung
ähnliche Zellzahlen ermittelt, wie bei alleiniger BIBX-Exposition. Desweiteren entstand in
Abwesenheit von Wachstumsfaktoren durch Adhäsion an Fibronektin ein Prolifertions-
vorteil gegenüber Zellkulturen, die auf Poly-L-Lysin wuchsen. Auf Fibronektin ergaben
sich bei den drei Zelllinien serumunabhängig ähnliche Zellzahlen unter Behandlung
mit BIBX, während bei an Poly-L-Lysin adhärenten Zellen eine deutliche Reduktion der
Proliferation durch Serumentzug zu verzeichnen war.

5.12 Fibronektin verbessert ILK-abhängig Überleben und
Proliferation

Um den Effekt von Fibronektin auf Überleben und Proliferation zu ermitteln, wurde aus
den erhobenen Daten die Fibronektin/Poly-L-Lysin-Ratio in Abwesenheit von Serum
berechnet (siehe Abb. 5.18).

Bei den untersuchten Mausfibroblasten sind deutliche Unterschiede im substratver-
mittelten Überlebens- und Proliferationsvorteil durch die fehlende Expression von ILK
zu erkennen. So wiesen ILKfl/fl Zellen auf Fibronektin eine vierfach höhere Koloniebil-
dungsrate verglichen mit an Poly-L-Lysin adhärenten Zellkulturen auf, während in den
ILK-/- Zellen dieser Effekt auf die Hälfte reduziert war. Noch stärker kam der Unterschied
zwischen den zwei Zelllinien hinsichtlich der Fibronektinwirkung bei Betrachtung der
Zellzahlen zur Geltung. Hier zeigte sich außerdem, dass unter der Behandlung mit
BIBX die Fibroblasten vermehrt von der Adhäsion an Fibronektin profitierten als ohne
Inhibition der EGF-Rezeptor TK.

Auch bei den FaDu-ILK-Transfektanten war die Abhängigkeit der durch Fibronektin
gesteigerten Koloniebildungsrate von der ILK Kinaseaktivität ersichtlich. Die Wildtyp-
Kinase Transfektanten überlebten auf Fibronektin relativ zu Poly-L-Lysin besser als
Vektorkontrollen. Zellen mit konstitutiv aktiver Kinase zeigten einen geringeren Überle-
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Abbildung 5.18: Der Überlebens- und Proliferationsvorteil durch Fibronektin wird in den unter-
suchten Mausfibroblasten (ILKfl/fl, ILK-/-) und transfizierten FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen
(EV2, IW30, IH43) von ILK moduliert. So zeigen ILKfl/fl Fibroblasten eine zwei- bis viermal
höhere Fibronektin/Poly-L-Lysin-Ratio (Fn/poly-L-Ratio) als ILK-/- Zellen. Auch bei FaDu-ILK-
Transfektanten wird die Koloniebildung und das Wachstum in unterschiedlichem Maße substrat-
abhängig beeinflusst. IW30 Zellen profitierten am stärksten durch die Adhäsion an Fibronektin,
während EV2 und IH43 Zellen eine ähnliche Fibronektin/Poly-L-Lysin-Ratio aufweisen. Im
Vergleich zu DMSO-Kontrollen ist der proliferationsfördernde Effekt von Fibronektin unter BIBX-
Behandlung in den Mausfibroblasten stärker und in den transfizierten Tumorzellen schwächer
ausgeprägt. Das klonogene Überleben und die Proliferation wurden gemäß Kap. 4.6.1.2 bzw. Kap.
4.10 an bestrahlten (2 Gy) oder nicht bestrahlten (Co) Zellen ermittelt. Um die Fibronektin/Poly-
L-Lysin-Ratio zu berechnen, wurde die Zell- bzw. Koloniezahl auf Fibronektin relativ zum
entsprechenden Wert auf Poly-L-Lysin Wert angegeben.
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bensvorteil als IW30 Transfektanten, was bedeuten könnte, dass IH43 Zellen weniger
auf die substratvermittelte Stimulation angewiesen sind. Bei den Versuchen zur Zell-
proliferation bot sich ein ähnliches Bild, wobei die IW30 Transfektanten hier sogar eine
bis zu zehnfach gesteigerte Proliferation durch Adhäsion auf Fibronektin aufwiesen.
Im Gegensatz zu ILK-Mausfibroblasten reduzierte die Behandlung mit BIBX allerdings
diesen Effekt bei den drei untersuchten Tumorzelllinien deutlich.

5.13 BIBX moduliert den Effekt von Fibronektin auf Überleben und
Proliferation in FaDu-Zellen
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Abbildung 5.19: EGF-Rezeptor TK-Inhibition reduziert den Überlebensvorteil von Fibronektin
in Abhängigkeit von Wachstumsfaktoren. In den drei untersuchten Zelllinien (EV2, IW30, IH43)
ergab sich unter Serumentzug (-FCS) ein vermindertes Überleben auf Fibronektin (Fn) bei
Behandlung mit BIBX relativ zur Kontrolle auf Poly-L-Lysin (poly-L). In Anwesenheit von
Wachstumsfaktoren (+FCS) war dieser Effekt nicht zu beobachten. Die Ergebnisse sind als
Mittelwert ± Standardabweichung dargestellt. Bei der statistischen Analyse wurden EV2 mit
IW30 und IH43 Zellen auf Poly-L-Lysin mit den entsprechenden Zellkulturen auf Fibronektin
verglichen (*). * p < 0.05

Im folgenden wurde der Einfluss von BIBX auf Überleben und Proliferation in Abhän-
gigkeit von Substrat und Wachstumsfaktoren betrachtet. Wie in Abb. 5.19 und 5.20 zu
erkennen, reduzierte die EGF-Rezeptor TK-Inhibition den durch Fibronektin vermittelten
Überlebens- und Proliferationsvorteil in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren. Zwar ließ
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Abbildung 5.20: Neben der Modulation des substratabhängigen klonogenen Überlebens vermin-
dert BIBX auch den proliferationsfördernden Effekt von Fibronektin (Fn) und Wachstumsfaktoren
in FaDu-ILK-Transfektanten (EV2, IW30, IH43). So zeigten die Transfektanten in Abwesenheit
von Serum (-FCS) eine durch BIBX deutlich reduzierte Proliferation auf Fibronektin, während
auf dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin (poly-L) sich durch EGF-Rezeptor TK-Inhibition kein
Proliferationsnachteil ergab. Unter Serum Einfluss (+FCS) war der hemmende Effekt von BIBX
noch deutlicher ausgeprägt, wobei sich hier allerdings kein substratabhängiger Unterschied ergab.
Die Ergebnisse sind als Mittelwert± Standardabweichung dargestellt. Bei der statistischen Analyse
wurden EV2 mit IW30 und IH43 Zellen auf Poly-L-Lysin mit den entsprechenden Zellkulturen
auf Fibronektin verglichen (*). * p < 0.05

sich absolut gesehen unter allen untersuchten Bedingungen eine vermehrte Koloniebil-
dung sowie eine erhöhte Zellzahl bei an Fibronektin adhärenten Zellen nachweisen (siehe
Abb. 5.18), allerdings führte in Abwesenheit von Serum die EGF-Rezeptor TK-Inhibition
auf Fibronektin nicht aber auf Poly-L-Lysin zu einer signifikanten (p < 0,05) Reduktion
des Überlebens (siehe Abb. 5.19) und der Proliferation (siehe Abb. 5.20). In Gegenwart von
Serum zeigte sich unter BIBX-Exposition substratunabhängig eine starke Inhibition des
Zellwachstums (siehe Abb. 5.20), während das Überleben kaum moduliert wurde (siehe
Abb. 5.19). Dies legt die Vermutung nahe, dass Wachstumsfaktoren mittels EGF-Rezeptor
Phosphorylierung in stärkerem Maße die Proliferation als das Überleben beeinflussen.
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5.14 EGF-Rezeptor TK-Inhibition führt zur Akkumulation von
G1-Phase Zellen
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Abbildung 5.21: EGF-Rezeptor TK-Inhibition führt zur Akkumulation von Zellen in der G1-Phase
des Zellzyklus und damit einhergehend zu einer Reduktion der S-Phase-Zellen. Unabhängig
von Wachstumsfaktoren zeigten an Fibronektin adhärente EV2, IW30 und IH43 Transfektanten
eine Verschiebung von Zellen aus der S-Phase in die G1-Phase 10 Tage nach BIBX Entfernung.
Die Zellen wurden kombiniert mit BrdU und Propidium Jodid gefärbt, um anschließend mittels
FACS-Analyse die Zellzyklus-Phasen zu bestimmen. Die Ergebnisse sind als Mittelwert ±
Standardabweichung dargestellt. Bei der statistischen Analyse wurden die mit BIBX behandelten
Zellen mit den jeweiligen DMSO-Kontrollen (*) verglichen. * p < 0.05
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Aufgrund der durch EGF-Rezeptor TK-Inhibition erzielten Effekte auf das Zellwachs-
tum, wurde im folgenden die Verteilung der FaDu-ILK-Transfektanten in den verschie-
denen Zellzyklusphasen 3 Stunden und 11 Tage nach BIBX- bzw. DMSO-Exposition
untersucht. Letzterer Zeitpunkt entsprach dem Endpunkt der Koloniebildungs- und
Zellwachstumsversuche.

Während 3 Stunden nach BIBX-Exposition im Vergleich zu DMSO Kontrollen kein
Unterschied in der Verteilung der Zellen im Zellzyklus zu beobachten war, zeigte sich
11 Tage später bei allen drei Zelllinien eine signifikante Akkumulation von G1-Phase
Zellen, was von einer Reduktion der in der S-Phase befindlichen Zellen begleitet war.
Der Prozentsatz der G2-Phase Zellen blieb unverändert. Diese durch BIBX vermittelten
Effekte zeigten sich wachstumsfaktorunabhängig.

Mit DMSO behandelte EV2 und IH43 Zellen auf Fibronektin zeigten keinen serumab-
hängigen Unterschied in der Zellzyklus-Verteilung, während sich IW30 Zellen 11 Tage
nach Serumentzug weniger in der G1-Phase und vermehrt in der S-Phase befanden (siehe
Abb. 5.21).

Um die Erkenntnisse über den Langzeit-Effekt von BIBX noch zu untermauern, wurden
im folgenden Expression und Phosphorylierung von AKT, GSK3β, Cyclin D1 und MAPK
nach gleicher Behandlung betrachtet.

5.15 BIBX-Exposition besitzt einen Langzeit-Effekt auf die
Proteinphosphorylierung

In an Fibronektin adhärente Zellkulturen wurden 11 Tage nach BIBX-Exposition mittels
Western-Blot verschiedene Proteinkinasen, die mit dem EGF-Rezeptor Signalweg in
Verbindung stehen, untersucht.

Wie sich in Abb. 5.22 zeigt, blieben die Gesamtexpression von AKT und GSK3β durch
EGF-Rezeptor TK-Inhibition und Serumentzug unbeeinflusst. Die Expression von Cyclin
D1 dagegen fiel bei Behandlung mit BIBX in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren
verglichen mit DMSO-Zellkulturen nachweislich ab, wobei diese Reduktion bei den
IW30 und IH43 Zellen auch unter Serumbedingungen stattfand. Außerdem führte die
EGF-Rezeptor TK-Inhibition zu einer deutlich verminderten Phosphorylierung von AKT
an Serin 473 und von GSK3β an Serin 9, wobei überraschenderweise die IH43 Zellen
bei BIBX-Exposition unter Serumentzug keine Veränderung der GSK3β-S9 Phospho-
rylierung aufwiesen. Während EGF-Rezeptor TK-Inhibition keinen Einfluss auf die
MAPK-Expression besaß, zeigten sich ILK-abhängige Unterschiede in den verschiedenen
Zelllinien. So führte der Serumentzug zur Reduktion des Gesamtproteins in IW30 und
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Abbildung 5.22: In den FaDu-ILK-Transfektanten (EV2, IW30, IH43) zeigen die Phosphorylierung
von AKT S473 und GSK3β S9 sowie die Expression von Cyclin D1 eine deutliche Reduktion durch
die Behandlung mit BIBX verglichen mit den DMSO-Kontrollen (D). Die Gesamtexpression von
AKT und GSK3β blieb von der EGF-Rezeptor TK-Inhibition unbeeinflusst. MAPK war in IW30
und IH43 Zellen 11 Tage nach Serumentzug (-Serum) deutlich vermindert, wobei es unter BIBX
zu einer gesteigerten Phosphorylierung in den EV2 und IW30 Zellen kam. β-Aktin diente als
Ladekontrolle.

IH43 Zellen, jedoch nicht in den Vektorkontrollen. Mit BIBX behandelte EV2 und IW30
Zellen zeigten eine stärkere Phosphorylierung von MAPK als DMSO-exponierte Zellen,
während in IH43 Zellen die Phosphorylierung durch EGF-Rezeptor TK-Inhibition nur
wenig beeinflusst wurde.
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5.16 BIBX reduziert die Zellgröße und steigert die E-Cadherin
Expression in FaDu-ILK-Transfektanten

Während EGF-Rezeptor TK-Inhibition in normalen Mausfibroblasten keine morpho-
logische Veränderung bewirkte, ergaben mikroskopische Analysen von transfizierten
FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen 11 Tage nach BIBX-Behandlung im Vergleich zu
DMSO-Kontrollen deutliche Unterschiede in der Zellmorphologie. So war bei den Zellen
eine Verminderung der Zellgröße auf ca. 50% zu erkennen (siehe Abb. 5.24).

Da die Kolonien nach BIBX-Exposition außerdem dichter erschienen, als unter Kon-
trollbedingungen, lag die Vermutung nahe, dass EGF-Rezeptor TK-Inhibition zu einem
verstärkten Zell-Zell-Kontakt mit erhöhten Proteinspiegeln von E-Cadherin führt. Aus
diesem Grund wurde im folgenden mittels Western-Blot-Analyse die Expression von
E-Cadherin bezüglich ILK-abhängiger Unterschiede und BIBX vermittelter Modulation
untersucht.

β-Aktin

EV2

D     BIBX     D    BIBX

poly-L         Fn

E-Cadherin

IW30

D     BIBX     D    BIBX

poly-L         Fn

IH43

D     BIBX     D    BIBX

poly-L         Fn

Tag 11 auf Fibronektin

Abbildung 5.23: Erhöhte Aktivität von ILK in IW30 und IH43 Zellen führten zu einer starken
Reduktion der E-Cadherin Expression bei DMSO-Exposition (D) auf Poly-L-Lysin (poly-L) im
Vergleich zu EV2 Zellen. Durch Adhäsion an Fibronektin (Fn) oder BIBX vermittelter EGF-Rezeptor
TK-Inhibition konnte dieser Effekt antagonisiert werden. Zellysate wurden 11 Tage nach BIBX-
oder DMSO-Behandlung hergestellt. E-Cadherin und β-Aktin wurden wie unter 4.7 beschrieben
detektiert.

Wie in Abb. 5.23 gezeigt, war im Vergleich zu EV2 Vektorkontrollen E-Cadherin
in an Poly-L-Lysin adhärenten IW30 und IH43 Zellen deutlich reduziert, wobei es
durch Adhäsion an Fibronektin zu einer Steigerung der Expression kam und alle drei
Zelllinien gleiche E-Cadherin-Proteinspiegel zeigten. Nach BIBX-Behandlung war in
allen Transfektanten eine starke Induktion von E-Cadherin zu beobacheten, welche in
den IH43 Zellen etwas ausgeprägter war als in den IW30 und EV2 Transfektanten.
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Abbildung 5.24: BIBX bewirkte Veränderungen in der Zellmorphologie von FaDu-
Plattenepithelkarzinomzellen nicht aber von murinen Fibroblasten. Mittels Phasen-Kontrast-
Mikroskop wurden die Zellkolonien 11 Tage nach EGF-Rezeptor TK-Inhibition untersucht. Die
mit BIBX behandelten Zellen (b, d, f) wiesen eine deutliche Größenreduktion im Vergleich zu den
DMSO-Kontrollen (a, c, e) auf. Balken, 100 µm.
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Zellüberleben und Proliferation werden durch Integrin- und Wachstumsfaktorrezeptoren
kontrolliert, wobei diese Interaktionen eine wichtige Rolle bei der Entwicklung von
Resistenzen gegen ionisierende Strahlung [40, 44, 96] und Zytostatika [49, 120, 196]
spielen. Trotz des detaillierten Wissens über Struktur und Aktivierung des EGF-Rezeptors
bleiben die molekularen Mechanismen bei der Antagonisierung der EGF-Rezeptor TK-
Inhibitoren, die zur Gruppe von neuartigen, zielgerichteten Medikamenten gehören,
in menschlichen Tumoren bis heute unklar. Insbesondere Proteinkinasen, die wie ILK
sowohl an der Integrin vermittelten Adhäsion beteiligt sind, als auch eine Verbindung
zum EGF-Rezeptor besitzen, scheinen zum Teil für die verminderte Effektivität solcher
Inhibitoren verantwortlich zu sein.

In dieser Studie wurde gezeigt, dass (1) der Verlust von Adhäsion in murinen Fibro-
blasten unabhängig von ILK zu einer vermehrten Oberflächenexpression von β1- und
α5-Integrinen sowie zu einer verminderter Phosphorylierung von AKT, FAK und GSK3β
führt; (2) die Adhäsion an Fibronektin PI3K-abhängig eine Zunahme der Phosphory-
lierung von AKT, FAK und GSK3β bewirkt, wobei die zelluläre Strahlensensibilität in
Abhängigkeit von ILK reduziert wird; (3) ILKfl/fl Zellen ebenso wie mit ILK-Wildtyp oder
konstitutiv aktiver ILK Kinase tranfizierte FaDu-Tumorzellen wachstumsfaktorabhängig
eine signifikant erhöhte Strahlenempfindlichkeit verglichen mit ILK-/- Zellen bzw. Vektor-
kontrollen aufweisen; (4) die untersuchten Fibroblasten gegenüber der antiproliferativen
Wirkung des EGF-Rezeptor TK-Inhibitors BIBX1382BS unempfindlich sind, während
FaDu-ILK-Transfektanten eine starke Wachstumsverzögerung ohne Änderung der Strah-
lensensibilität zeigen; (5) in Abhängigkeit von ILK diese Wachstumsverzögerung mit einer
Akkumulation von G1-Phase Zellen sowie einer Reduktion der Cyclin D1-Expression und
der Phosphorylierung von AKT und GSK3β 10 Tage nach Exposition mit dem Inhibitor
korreliert; (6) sowohl Adhäsion an Fibronektin, als auch EGF-Rezeptor TK-Inhibition
eine vermehrte E-Cadherin Expression induzieren.

Die Daten zeigen bei anhaltendem Verlust der Adhäsion eine Zunahme von mem-
branständigen β1- und α5-Integrinen, die als heterodimerer Rezeptor die Bindung an
das Matrixprotein Fibronektin vermitteln. Diese Induktion von Oberflächenrezeptoren
durch fehlende Stimulation dient als feedback-Mechanismus, um die Zellen in die Lage
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zu versetzen, möglichst schnell an das Zellüberleben fördernde Substrat zu adhärieren.
Dieser Prozess könnte bei der systemischen Streuung von Tumoren, welche entscheidend
die klinische Prognose und die Möglichkeit zur kurativen Therapie des Patienten mitbe-
stimmt, eine wichtige Rolle spielen. Um zu metastasieren, müssen Zellen nicht nur in
Blut- oder Lymphgefäße einwandern, sondern diese auch wieder verlassen. Dafür sind,
wie es auch für die Diapedese von Leukozyten beschrieben wurde [149, 225], Integrine
von Bedeutung. Zudem wurde in Studien gezeigt, dass β1-Integrine die Invasivität
von Tumorzellen mittels Interaktion mit verschiedenen Matrix-Metallo-Proteinasen in
vitro modulieren [43, 66]. Genauere Kenntnisse könnten aus diesem Grund den Einsatz
von Anti-Integrin-Medikamenten zur Prophylaxe von Metastasierung bei chirurgischer
Sanierung des Tumors sowie im Rahmen einer Chemo- bzw. Strahlentherapie als sinnvoll
erscheinen lassen.

Neben der vermehrten Integrin-Oberflächenexpression zeigte sich bei den Fibroblasten
in Suspension außerdem eine Dephosphorylierung verschiedener Signalproteine, darun-
ter FAK Y397, was schon von Beinke et al. in humanen A549 Bronchialkarzinomzellen
beobachtet worden war [16]. Interessanterweise wird in verschiedenen Tumorzelllinien
dieser Effekt auch durch Stimulation mit EGF verursacht, wobei hier die Dephospho-
rylierung von FAK umgekehrt eine Ablösung der Zellen vom Substrat bedingt [138].
Dieser Mechanismus könnte einen entscheidenden Schritt in der Wachstumsfaktor ver-
mittelten Migration und Invasion von Tumorzellen darstellen. Bei den ILKfl/fl Zellen war
die Reduktion von phospho-FAK Y397 durch EGF ebenfalls zu sehen, nicht jedoch in
den ILK defizienten Fibroblasten, was darauf hindeutet, dass die Interaktion zwischen
EGF-Rezeptor und FAK von ILK moduliert wird.

Unserer Ansicht nach reflektiert dieses Verhalten eine Rolle von ILK im adhäsionsabhän-
gigen Wachstum. Entgegen der momentanen Ansicht, dass eine ILK Überexpression, wie
sie auch in diversen Tumorentitäten gezeigt wurde, adhäsionsunabhängiges Wachstum
bedingt, zeigen unsere Daten einen Verlust der ILK Expression in malignen Tumoren im
Vergleich zu Normalgewebe und eine erhöhte zelluläre Resistenz, gegenüber genotoxi-
schem Stress in Abwesenheit von ILK. Letzteres könnte auf einen inhibierenden Effekt
von ILK auf die Funktion von β1- und β3-Integrin zurückzuführen sein. Eine mögliche
Folge wäre ein «priming» der Zellen durch ILK Überexpression oder konstitutiv aktive
Kinase gegenüber chemo- oder strahleninduzierter später Apoptose. Weitere Studien
werden diese Annahme testen müssen.

Desweiteren zeigten die Ergebnisse dieser Arbeit, dass die radioprotektive Wirkung
von ILK während der Zellausbreitung auf Fibronektin abhängig von PI3K zu sein
scheint. Während ILKfl/fl Zellen bei Bestrahlung innerhalb der ersten sechs Stunden nach
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Adhäsionsbeginn eine vermehrte Strahlenresistenz aufwiesen als die ILK defizienten
Zellen, glich sich das klonogene Überleben der beiden Zelllinien durch Inhibition
von PI3K mit Ly294002 an. Dieser Effekt konnte jedoch nicht mit einer verminderten
Phosphorylierung von AKT oder GSK3β in den ILK-/- Zellen erklärt werden.

Möglicherweise spielt der mittels Immunfluoreszenz beobachtete Zellausbreitungsde-
fekt und die gestörte Organisation des Aktinzytoskeletts, welche auch in anderen Studien
beschrieben wurden [177, 80], für die unterschiedliche Strahlensensibilität eine Rolle. So
deutet das parallel zur Zellausbreitung zunehmende Überleben nach Bestrahlung beider
Zelllinien auf eine Abhängigkeit zwischen Aktinaufbau und Überleben nach Bestrahlung
hin.

Nach 24 Stunden in Adhäsion auf dem Substrat Fibronektin, zeigten sich beide Zelllini-
en gleich strahlenempfindlich, während auf dem Kontrollsubstrat Poly-L-Lysin die ILK
Expression wachstumsfaktorabhängig zu einer Sensibilisierung der ILKfl/fl Zellen gegen-
über strahleninduzierten genotoxischen Schäden führte. Ähnliche Ergebnisse lieferten
auch die Untersuchungen an den mit ILK-Konstrukten transfizierten FaDu-Platten-
epithelkarzinomzellen und an A549-ILK-Transfektanten [39]. Eine mögliche Erklärung
für die abweichenden Beobachtungen, welche von Duxbury et al. bei der Behandlung
von Pankreaskarzinomzellen mit Gemcitabin beschrieben wurden [61], könnte darauf
basieren, dass durch Exposition mit genotoxischen Substanzen Apoptose ausgelöst wird,
während Bestrahlung vornehmlich interphasischen oder mitotischen Zelltod aufgrund
irreparabler Schäden der DNA induziert [184]. Es lässt sich ebenfalls vermuten, dass
die unterschiedliche Stimulation von Integrinrezeptoren auf den beiden Substraten und
eine hierdurch bedingte modifizierte Kommunikation intrazellulärer Signalwege, eine
entscheidende Rolle spielt.

Sowohl in ILKfl/fl Fibroblasten, als auch in FaDu-Zellen, die mit Wildtyp-ILK oder
konstitutiv aktiver ILK transfiziert worden waren zeigte sich eine verminderte Phospho-
rylierung von GSK3β relativ zu ILK-/- Zellen bzw. Vektorkontrollen, was im Einklang mit
den Ergebnissen an A549-ILK-Transfektanten steht [39]. Dieser Effekt könnte für die ILK
vermittelten Unterschiede in der zellulären Strahlensensibilität wichtig sein.

Da Wachstumsfaktoren in ILKfl/fl nicht aber in ILK-/- Zellen das Überleben nach Bestrah-
lung modulierten und ILK defiziente Fibroblasten außerdem eine vermehrte Expression
und Phosphorylierung des EGF-Rezeptors aufwiesen, wurde die Interaktion von EGF-
Rezeptor und ILK genauer untersucht.

Dem EGF-Rezeptor kommt in der Tumorforschung eine große Bedeutung zu. Es sind
zahlreiche Mutationen beschrieben, die zu Überexpression, verminderten Abbau durch In-
ternalisierung und konstitutiver Kinase-Aktivität führen. Diese Veränderungen bewirken
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einen Überlebens- und Proliferationsvorteil und fördern die Tumor assoziierte Angioge-
nese und Aktivierung von Matrix-Metallo-Proteasen (MMPs) [186]. Die große Ähnlichkeit
der EGF-Rezeptor abhängigen abnormalen Regulationsmechanismen in verschieden
epithelialen Tumoren [179, 183] führte zu der Entwicklung von TK-Inhibitoren, welche
gegen die Adenosintriphosphat-Bindungsstelle innerhalb der katalytischen Domäne des
EGF-Rezeptors gerichtet sind [158, 67]. Trotz der ermutigenden Ergebnisse, die durch
Monotherapie sowie in Kombination mit Bestrahlung oder Zytostatikaapplikation in vitro
und in vivo erzielt werden konnten [75, 122, 11], kommt es bei klinischer Anwendung
zu Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegenüber den verwendeten Substanzen.
Möglicherweise sind hierfür Integrine und nachgeschaltete Signalproteine wie ILK von
Bedeutung. Zudem besteht über Pinch-1 und Nck-2 eine Verbindung zwischen ILK und
dem EGF-Rezeptor.

Aus diesem Grund wurden die verschiedenen Zelllinien mit dem EGF-Rezeptor
TK-Inhibitor BIBX1382BS behandelt und die Auswirkungen dieser Exposition auf das
klonogene Überleben nach Bestrahlung, die Proliferation, den Zellzyklus und die Prote-
inphosphorylierung in Abhängigkeit von ILK bestimmt.

Bei den FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen zeigte sich bei Inkubation des Inhibi-
tors unter Serumentzug eine Reduktion der Koloniezahl. In Gegenwart von fetalem
Kälberserum erzielte die Behandlung mit BIBX1382BS hingegen keinen signifikanten
Effekt auf das Zellüberleben. Hierzu ist zu bemerken, dass das verwendete Kälberserum
neben EGF eine Vielzahl von verschiedenen Hormonen und Wachstumsfaktoren wie
«platelet-derived growth factor» (PDGF) [37], «transforming growth factor-β» (TGF-β)
[145, 214] und «insulin-like growth factor I» (IGF-I) [20] enthält, wobei BIBX1382BS als
spezifischer Inhibitor aber nur die Phosphorylierung des EGF-Rezeptors hemmt. Durch
die Stimulation anderer Wachstumsfaktorrezeptoren könnte so die negative Wirkung der
EGF-Rezeptor TK-Inhibition auf das Überleben kompensiert werden.

Da unter der Behandlung mit BIBX1382BS eine drastische Reduktion der Koloniegröße
bei den FaDu-ILK-Transfektanten auffiel, wurde zusätzlich eine Zellzahlbestimmung
durchgeführt, um den Einfluss des EGF-Rezeptors auf die Proliferation zu bestimmen.
Hierbei zeigte sich unter Inkubation mit BIBX1382BS ein starker antiproliferativer Effekt,
der auch in Gegenwart von Kälberserum zu beobachten war. Daraus lässt sich schließen,
dass bei den untersuchten FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen der EGF-Rezeptor für die
Proliferation eine übergeordnete Rolle spielt und dessen Inhibition nicht, wie anhand der
Koloniebildungsassays für das Überleben zu vermuten wäre, durch die Aktivierung und
Signalweiterleitung der anderen Wachstumsfaktorrezeptoren kompensiert werden kann.

Bei den murinen Fibroblasten ergab sich durch den Einsatz von BIBX1382BS trotz nach-
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weislicher Hemmung der Phosphorylierung von EGF-Rezeptor und nachgeschalteten
Signalproteinen wie MAPK und AKT kein Unterschied in klonogenem Überleben oder
Zellproliferation im Vergleich zu den mit DMSO behandelten Kontrollen. Auch wenn
es sich hierbei um murine Normalzellen handelt, deuten die Daten darauf hin, dass
Normalgewebe im Vergleich zu Tumorzellen eine geringere Empfindlichkeit gegenüber
EGF-Rezeptor TK-Inhibition aufweist, was eigentlich das therapeutische Fenster für diese
Substanzen erweitern sollte. Diese Vermutung wird durch Untersuchungen von Fehr-
mann et al. unterstützt, die zeigen, dass durch den Einsatz von BIBX1382BS die zelluläre
Strahlenantwort von oralen Mausmukosazellen unbeeinflusst blieb [69]. Für verschiedene
Tumorzelllinien konnte hingegen in Abhängigkeit von Ras eine Radiosensibilisierung
nachgewiesen werden [217].

Genauere Untersuchungen könnten Aufschluss darüber geben, ob eine abweichende
Struktur des ErbB-Moleküls, die möglicherweise in den FaDu-Zellen eine längerfristige
Hemmung des Rezeptors bewirkt, oder ob Unterschiede in der Interaktion von Signal-
und Adapterproteinen ursächlich für die unterschiedliche Wirkung von BIBX1382BS
auf die einzelnen Zelllinien sind. Hierbei ist von Bedeutung, dass Tumorzellen oft eine
Überexpression des EGF-Rezeptors zeigen, worin die größere Empfindlichkeit gegenüber
EGF-Rezeptor TK-Inhibition begründet sein könnte. Die Aufklärung dieser Fragen könnte
die Entwicklung von Anti-Tumor-Medikamenten ermöglichen, die spezifisch maligne
Zellen schädigen und für Chemotherapeutika oder Radiatio sensibilisieren und das
Normalgewebe weitgehend unbeeinflusst lassen.

Neben der unterschiedlichen Sensibilität gegenüber EGF-Rezeptor TK-Inhibition
zeigte sich in den Experimenten außerdem ein deutlich verbessertes Überleben von
Zellen, die auf dem Matrixprotein Fibronektin kultiviert wurden. Dieser Effekt war
in allen untersuchten Zelllinien sowohl in den unbehandelten Kontrollen, als auch
nach Bestrahlung und EGF-Rezeptor TK-Inhibition nachweisbar und wurde bereits in
vorangegangenen Studien beschrieben. So beobachteten Cordes et. al eine von Fibronektin
vermittelte Radioresistenz in verschiedenen Tumorzelllinien und humanen Fibroblasten
[44], während Teicher et. al zeigten, dass durch Entfernung des Tumors aus der EZM
eine Sensibilisierung der Zellen gegenüber alkylierenden Substanzen erreicht werden
konnte [212]. Durch die adhäsionsvermittelte Modulation des Zellüberlebens könnte
erklärt werden, weshalb Zytostatika und ionisierende Strahlen bei klinischer Anwendung
eine geringere Wirksamkeit aufweisen, als sich aufgrund von in vitro Studien vermuten
ließe. Somit ist das genaue Verständnis der Mechanismen sowie der an diesem Effekt
beteiligten Proteine essentiell, um auch von Seiten der Zell-Matrix-Interaktionen eine
Optimierung der Antitumor-Therapie von Patienten zu realisieren.
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6 Diskussion

Da Integrine für die EZM-bedingte Resistenz von Zellen gegenüber genotoxischen
Einflüssen eine entscheidende Rolle spielen [49, 93, 125] lässt sich vermuten, dass ILK als
Bindungspartner von β1-Integrin ebenfalls an diesem Vorgang beteiligt ist. Diese Annahme
wurde durch den Vergleich der verschiedenen Zelllinien untermauert. So fiel der durch
Fibronektin hervorgerufene Überlebensvorteil bei den ILK-/- Zellen deutlich geringer
aus als bei den ILK-exprimierenden ILKfl/fl Zellen. Auch die Vektorkontrollen zeigten
auf dem Substrat Fibronektin im Vergleich zu Kulturen auf Poly-L-Lysin eine geringere
Koloniebildung als die mit Wildtyp-ILK transfizierten FaDu-Zellen. Bei FaDu-ILK-
Transfektanten, die konstitutiv aktive ILK Kinase exprimieren, war der Überlebensvorteil
gegenüber den Vektorkontrollen jedoch nicht erhöht. Dies könnte darauf begründet, dass
durch die aktivierende Mutation S343D in der ILK-DNA-Sequenz ILK gegenüber Integrin
vermittelter Stimulation weniger sensibel ist und somit Fibronektin einen verminderten
Einfluss auf das klonogene Überleben besitzt.

Da diese Ergebnisse darauf hindeuten, dass ILK bei der Modulation des Zellüberlebens
durch Proteine der EZM eine wichtige Rolle spielt, könnte der Einsatz von pharmakolo-
gischen ILK-Inhibitoren die Sensibilität von Tumorzellen gegenüber Chemotherapeutika
und Radiatio steigern und so zu einer verbesserten lokalen Tumorkontrolle und zu einer
Reduktion der Metastasierungsrate führen.

Obwohl sich also unter allen Untersuchungsbedingungen eine vermehrte Koloniebil-
dung sowie eine erhöhte Proliferation bei an Fibronektin adhärenten Zellen nachweisen
ließ, reduzierte die Behandlung mit BIBX1382BS unter Serumentzug den durch Fibronek-
tin verursachten Überlebens- und Proliferationsvorteil. Dieser Effekt zeigte sich nur in
den FaDu-Zellen, nicht aber in den Mausfibroblasten, was vermuten lässt, dass in den
Tumorzellen die Wirkung von Fibronektin auf Überleben und Zellproliferation abhängig
von der EGF-Rezeptor Phosphorylierung ist. Im Einklang damit bewirkt Adhäsion an
verschiedene Proteine der EZM in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren eine Aktivie-
rung des EGF-Rezeptors und nachgeschalteter Signalmoleküle, wie in einer Vielzahl
von Studien gezeigt wurde [18, 151, 197, 26]. Für die Interaktion von Integrin- und
Wachstumsfaktorrezeptoren spielt ILK eine wichtige Rolle, wobei die in den FaDu-ILK-
Transfektanten erhobenen Daten hier allerdings nur leichte Unterschiede zwischen den
einzelnen Zelllinien aufwiesen. Das könnte darin begründet sein, dass für die interaktive
Rolle von ILK eher die ILK-Expression und weniger die Enzymaktivität von Bedeutung
sein könnte [141], die Transfektanten aber vornehmlich in ihrer Kinaseaktivität differie-
ren. Zudem haben wir uns in dieser Studie lediglich auf einige wenige Signalproteine
der Integrin- und EGF-Rezeptor-Kaskade konzentriert. Der zusätzliche Einsatz eines
Anti-Integrin-Agens kann möglicherweise die unter BIBX1382BS-Exposition beobachtete
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6 Diskussion

Reduktion des Fibronektin vermittelten Überlebens- und Proliferationsvorteil synergi-
stisch verstärken und so eine Kombinationstherapie dieser beiden Substanzklassen als
sinnvoll erscheinen lassen.

Wie bereits in verschiedenen Studien gezeigt wurde, kommt es unter EGF-Rezeptor
TK-Inhibition zu einer Akkumulation der Zellen in der G1-Phase [105, 5, 136, 23, 206].
Nyati et. al beobachteten parallel zu dieser Umverteilung von Zellen im Zellzyklus eine
Induktion von p53 [160], einem wichtigen Regulatorprotein, welches nach genotoxischem
Stress vermehrt stabilisiert und phosphoryliert wird und über p21 einen G1-Block auslöst
[126, 104, 144]. In p53-mutierten Kolonkarzinomzellen trat unter EGF-Rezeptor TK-
Inhibition mittels CI-1033 keine Modulation des Zellzyklus auf [160], was die Vermutung
nahe legt, der Effekt könnte von p53 vermittelt sein. Damit könnte erklärt werden,
weshalb kolorektale Karzinome, die eine Mutation im p53-Gen aufweisen, eine erhöhte
Resistenz gegenüber dem selektiven ErbB1-Inhibitor Gefitinib zeigen [162]. Ariyama
et al. beobachteten bei Adenokarzinomzellen der Gallenblase unter EGF-Rezeptor TK-
Inhibition allerdings einen G1-Block, ohne dass eine Veränderung der p53 Expression oder
Phosphorylierung eintrat [5]. Da die untersuchten FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen
das Protein nicht exprimieren [64], ist die von BIBX1382BS vermittelte Wirkung auf den
Zellzyklus ebenfalls p53 unabhängig.

Eine andere Möglichkeit auf den Zellzyklus Einfluss zu nehmen, wird durch eine
Interaktion des EGF-Rezeptors mit Cyclin D1 vermittelt. Cyclin D1 wird nach Aktivierung
des ErbB-Moleküls vermehrt synthetisiert. Dieser Effekt scheint zum einen von «signal
transducer and activator of transcription 3» (STAT3) vermittelt zu sein [170, 129], zum
anderen beobachteten Lin et al., dass der EGF-Rezeptor in vivo an die Promotorregion
von Cyclin D1 bindet und so direkt als Transskriptionsfaktor dienen könnte [133]. Da
vorangegangene Studien [172] ebenso wie die Daten dieser Arbeit zeigen, dass EGF-
Rezeptor TK-Inhibition zu einer Reduktion der Cyclin D1 Expression führt, könnte die
Kinasefunktion des ErbB-Moleküls für die Interaktion der beiden Proteine relevant sein.
Bei den untersuchten FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen war dieser Effekt noch 10 Tage
nach Entfernung des Inhibitors messbar. Gleichzeitig wiesen die Zellen eine verminderte
Phosphorylierung von AKT und GSK3β auf, wodurch auf die langfristige Wirkung von
BIBX1382BS hingedeutet wird.

Neben den bereits beschriebenen Veränderungen fiel bei den mit dem EGF-Rezeptor
TK-Inhibitor behandelten FaDu-ILK-Transfektanten eine deutliche Größenreduktion
sowie ein verstärkter Zell-Zell-Kontakt auf. Aus diesem Grund wurde die Expression
von E-Cadherin als wichtigem Regulator für interzelluläre Adhäsion bestimmt. Erhöh-
te ILK-Kinase Aktivität in den mit Wild-Typ-ILK und konstitutiv aktiver ILK Kinase
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transfizierten Zellen bewirkte wie auch schon vorangegangene Untersuchungen gezeigt
haben [235] eine Abnahme der E-Cadherin Synthese. Dieser Effekt wurde sowohl durch
Adhäsion an das Matrixprotein Fibronektin, als auch durch BIBX1382BS vermittelte EGF-
Rezeptor TK-Inhibition aufgehoben. Eine verminderte Phosphorylierung von GSK3β
und der dadurch ausgelöste Abbau des β-Catenin-Lef/Tcf-Komplexes führt in vitro zu
einer vermehrten Expression von E-Cadherin [159, 167], wodurch sich die Zunahme der
E-Cadherin Synthese unter EGF-Rezeptor TK-Inhibition erklären lässt. Auf Fibronek-
tin zeigten die Zellen jedoch eine erhöhte GSK3β-Phosphorylierung, weshalb für die
beobachtete Induktion von E-Cadherin ein anderer Mechanismus ursächlich zu sein
scheint. Chartier et al. konnten nachweisen, dass Adhäsion an Laminin in kolorektalen
Karzinomzellen zu einer gesteigerten Expression von E-Cadherin führt. Dieser Effekt
wird von PI3K und Rac1b, einer Splicing-Variante der GTPase Rac1, vermittelt [34].
Umgekehrt verstärkt E-Cadherin die Zelladhäsion muriner Fibroblasten an verschiedene
Proteine der EZM, darunter Fibronektin und Kollagen-IV, wobei auch hier eine Mitbe-
teiligung von Rac1 vermutet wird [228]. Möglicherweise ist die GTPase auch für die in
den FaDu-ILK-Transfektanten beobachtete Modulation der E-Cadherin Synthese durch
Integrin vermittelte Adhäsion sowie durch EGF-Rezeptor TK-Inhibition von Bedeutung.

Integrin vermittelte Zelladhäsion bewirkt, wie aus den Ergebnissen ersichtlich wurde,
ein verbessertes Überleben und Wachstum der Zellen, wodurch die antiproliferativen
Effekte und der Überlebensnachteil durch EGF-Rezeptor TK-Inhibition in menschlichen
Tumoren wenigstens teilweise antagonisiert werden. ILK scheint, wie in verschiedenen
Zelllinien zu beobachten war, unterschiedliche Rollen für das Überleben nach Bestrahlung
und nach Behandlung mit genotoxischen Substanzen zu besitzen. Durch Aufklärung
der molekularen Mechanismen von Integrin und Wachstumsfaktor vermittelter Signal-
übertragung könnten signifikante Fortschritte in der Bekämpfung von Resistenzen gegen
Bestrahlung und Zytostatika sowie in der Entwicklung neuer Anti-Tumor-Medikamente
erzielt werden.
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7 Zusammenfassung

Die genauen Mechanismen, welche für eine Reduktion der Effektivität von Strahlenthe-
rapie und pharmakologischer EGF-Rezeptor TK-Inhibition verantwortlich sind, sind
bis heute unklar. Um den Einfluss von Adhäsion an Fibronektin und ILK auf diese
Resistenzentwicklung zu untersuchen, wurden murine ILKfl/fl und ILK-/- Fibroblasten
sowie humane mit Wildtyp-ILK (IW) und konstitutiv aktiver ILK Kinase (IH) transfizierte
FaDu-Plattenepithelkarzinomzellen des Kopf-Hals Bereichs verwendet.

Im Gegensatz zu ILK-/- Zellen und Vektorkontrollen zeigten ILKfl/fl Fibroblasten, IW
und IH Zellen eine erhöhte Stahlenempfindlichkeit. Während klonogenes Überleben
und Zellproliferation der murinen Fibroblasten durch die EGF-Rezeptor TK-Inhibition
mittels BIBX1382BS unbeeinflusst blieb, war bei FaDu-ILK-Transfektanten eine starke
Proliferationsverzögerung ohne Erhöhung der Strahlenempfindlichkeit zu beobachten.
In Abhängigkeit von ILK korrelierte diese Proliferationsverzögerung mit einer Reduktion
von Cyclin D1, phosphoryliertem AKT S473 und GSK3β S9 über einen Zeitraum von
10 Tagen nach nur 3-stündiger Exposition mit BIBX1382BS. Adhäsion an Fibronektin
bewirkte in allen untersuchten Zelllinien einen Überlebens- und Proliferationsvorteil, der
signifikant von ILK und EGF-Rezeptor abhing.

Aufgrund dieser Ergebnisse könnte eine Inhibition von Adhäsions- und Wachstums-
faktorrezeptoren parallel zu konventionellen Radiotherapie- und Radiochemotherapie-
regimen die Tumorkontrolle optimieren und so zu verbesserten Heilungschancen von
Patienten mit malignen Erkrankungen beitragen.
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