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I Einleitung 
 

 

I.1 Die Rezeptor-Tyrosinkinasen 

 

 

Die Rezeptor-Tyrosinkinasen stellen eine große Familie von Membranproteinen dar, die 

strukturell in 20 Subfamilien eingeteilt werden können (van der Geer et al., 1994). Allen 

gemeinsam ist eine extrazelluläre, liganden-bindende und in der Regel glykosylierte Domäne, 

eine Transmembranhelix zur Plasmamembranlokalisation bzw. -verankerung und eine 

cytoplasmatische Domäne, welche Kinaseaktivität besitzt und zur Autophosphorylierung des 

Rezeptors selbst oder zur Tyrosinphosphorylierung von Rezeptorsubstraten führt (Yarden and 

Ullrich, 1988). Die Rezeptor-Tyrosinkinasen spielen eine entscheidende Rolle in verschiedensten 

zellulären Prozessen und sind so an der Kontrolle des Zellzyklus, der Zellmigration, des Zell-

Metabolismus, der Apoptoseresistenz von Zellen, der Proliferation, sowie der Differenzierung 

von Zellen beteiligt (Hunter 1998; Hubbard et al., 1998). 

Mit Ausnahme der Insulin-Rezeptorfamilie liegen alle Rezeptormoleküle in der Membran zuerst 

als Monomere vor. Die Ligandenbindung induziert durch Konformationsänderung und 

Stabilisierung der Rezeptoren eine Dimerisierung, was schließlich eine erhöhte Kinaseaktivität 

und die Autophosphorylierung der cytoplasmatischen Domäne bewirkt (Greenfield et al., 1989; 

Ullrich and Schlessinger, 1990; Heldin 1995). Als Konsequenz dieser Rezeptoraktivierung 

werden andere Adapterproteine über SH2- (Src homology 2) oder PTB- (phosphotyrosine 

binding) Domänen gebunden und ebenfalls aktiviert. Dadurch besitzen die Rezeptor-

Tyrosinkinasen nicht nur eine enzymatische Aktivität, sondern fungieren auch als Plattform für 

andere Signalmoleküle (Pawson and Schlessinger, 1993). 

Man nimmt an, dass es insgesamt drei verschiedene Mechanismen gibt, wie Signalproteine nach 

Rezeptor-Tyrosinkinase Stimulation aktiviert und extrazelluläre Signale ins Zellinnere 

weitergeleitet werden können.  

Entweder kommt es zu einer sog. „Membran-Translokation“ des entsprechenden 

Signalmoleküls, wenn z.B. die PI3-Kinase aktiviert und Inositoltriphosphat gebildet wird, um 

membranassozierte PDK1- und PKB-Kinase (auch Akt-Kinase genannt) sequentiell zu 

phosphorylieren (Alessi et al., 1997; Anderson et al., 1998). Es besteht andererseits die 
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Möglichkeit, dass durch die Bindung eines Adaptermoleküls an Phosphotyrosinreste des 

Rezeptors eine Konformationsänderung und die Aufhebung einer Autoinhibition induziert, und 

dadurch die eigene Enzymaktivität stimuliert wird. Dies geschieht zum Beispiel, wenn die Src-

Kinase an entsprechende Tyrosinreste des PDGF-Rezeptors bindet (Thomas and Brugge, 1997; 

Xu et al., 1999). Schließlich kann ein gebundenes Signalmolekül auch unmittelbar über Tyrosin-

Phosphorylierung durch die Rezeptor-Tyrosinkinase, wie im Fall von PLCγ aktiviert werden 

(Kim et al., 1991). 

Die Negativregulation der Rezeptor-Tyrosinkinase Signaltransduktion kann über die Expression 

von antagonistischen Liganden, wie z.B. Argos für Drosophila EGF-Rezeptor (Jin et al., 2000) 

oder über die Hetero-Oligomerisation mit Rezeptor-Mutanten (Jaye et al., 1992) erfolgen. Eine 

Inhibition der Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivität wird allerdings häufiger über die 

Phosphorylierung von bestimmten Aminosäureresten, wie z.B. bei dem EGFR-Phospho-

Threonin 654 in der Juxtamembrandomäne und einer daraus resultierenden, schlechteren (EGF) 

Ligandenbindung (Cochet et al., 1984; Davis and Czech, 1985) oder über eine erhöhte Aktivität 

von Tyrosinphosphatasen (Elchebly et al., 1999) erzielt.  

Die Stimulation der Rezeptor-Tyrosinkinase führt in der Regel schließlich zur schnellen 

Internalisation und Degradation des Membranproteins und seinem Liganden. Nachdem das 

Protein durch E3-Ubiquitin-Ligasen wie z.B. Cbl modifiziert wurde, wird ein mono-

ubiquitinierter Rezeptor dabei entweder in multivesikulären Körperchen und seinen lysosomalen 

Enzymen abgebaut bzw. wieder recycelt und zur Zelloberfläche zurücktransloziert, was von der 

Kinaseaktivität des Rezeptors abhängt (Ullrich and Schlessinger, 1990; Mosesson et al., 2003; 

Haglund et al., 2003), oder die poly-ubiquitinierte Rezeptor-Tyrosinkinase wird im Cytoplasma 

durch das Proteasom abgebaut (Joazeiro et al., 1999). 

 

 

I.1.1 Die FGF-Rezeptorfamilie 

 

 

Zu der Proteinfamilie von FGF(Fibroblast growth factor)-Rezeptor-Tyrosinkinasen gehören im 

engeren Sinne vier Mitglieder: FGFR1, FGFR2, FGFR3 und FGFR4, die untereinander eine 

Homologie von 55-72 % aufweisen (Lee et al., 1989; Givol et al., 1992; Jaye et al., 1992; 

Johnson and Williams, 1993). Ein fünftes Familienmitglied – FGFR5 – wurde zwar durch PCR-

Analysen von embryonaler cDNA postuliert; dieses homologe Protein mit der Länge von 504 AS 
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besitzt jedoch keine intrazelluläre Kinasedomäne und kein HAV-Aminosäurenmotiv (Kim et al., 

2001). 

Strukturell allen anderen FGF-Rezeptoren gemeinsam ist eine extrazelluläre Domäne, bestehend 

aus drei immunglobulinartigen Domänen, abgekürzt mit D1-D3. Zwischen D1 und D2 findet 

man in der Linkerregion eine sog. „Acid-Box“ aus 7-8 sauren Aminosäuren; in D2 liegt 

außerdem eine konservierte, positiv geladene Region als Heparinbindungsstelle vor 

(Schlessinger et al., 2000). Man geht davon aus, dass speziell die Domänen D2 und D3 die 

Bindung von FGF-Liganden, sowie Heparin vermitteln, während die Domäne D1 und die Acid-

Box eine autoinhibitorische Funktion aufweisen (Olsen et al., 2004; Schlessinger, 2003).  

Im menschlichen Genom finden sich 23 verschiedene FGF-Liganden, welche wahrscheinlich 

durch Chromosomen- und Genduplikationen im Laufe der Evolution entstanden sind, da diese 

untereinander eine hohe Sequenzhomologie (13-71 %) aufweisen und außerdem teilweise auf 

denselben Chromosomen lokalisiert sind. Die Proteine besitzen darüber hinaus ein relativ 

niedriges Molekulargewicht zwischen 17 und 34 kDa. Die Domänen für die Heparinbindung der 

FGF-Liganden unterscheiden sich außerdem deutlich von den Rezeptorbindungsdomänen. Die 

FGF-Moleküle können entweder klassisch sekretiert (z.B. FGF3-10 und FGF15-23), über ER-

Golgi-unabhängige Mechanismen in das extrazelluläre Milieu abgegeben werden (z. B. FGF 1 

und 2) oder verbleiben wahrscheinlich durch Fehlen entsprechender Signalsequenzen in der 

Zelle (z. B. FGF 11-14). Das Expressionsmuster der FGF-Liganden variiert oft von Gewebe zu 

Gewebe und ist in der Regel nicht unbedingt auf bestimmte Stadien in der Entwicklung 

beschränkt (Ornitz and Itoh, 2001). 

Neben der einfachen, α-helikalen Transmembrandomäne besitzt der Rezeptor auch eine 

cytoplasmatische Proteintyrosinkinase-Domäne – bestehend aus zwei Subdomänen – für seine 

biologische Aktivität (Eswarakumar et al., 2005). Anhand von Untersuchungen zur Aktivierung 

von FGFR1 wurde gezeigt, dass dabei eine Phosphorylierung von zwei Tyrosinresten in der 

Aktivierungsschleife der Kinasedomäne von entscheidender Bedeutung ist, um die 

Rezeptoraktivität aufrecht zu erhalten. Im autoinhibierten, inaktiven Zustand konkurriert ein 

Prolinrest am C-Terminus der Aktivierungsschleife um die Substratbindung, während ATP 

weiterhin von der Nukleotidbindungsstelle aufgenommen werden kann (Mohammadi et al., 

1996). 

Als weiteres wichtiges Charakteristikum von FGF-Rezeptoren gilt das Auftreten von 

verschiedenen Rezeptorisoformen bedingt durch alternatives Spleißen. Dadurch findet man 

neben sekretierten Molekülen auch FGF-Rezeptoren, die anstelle von drei nur zwei 

extrazelluläre Domänen aufweisen oder sich in der Domäne D3 unterscheiden.  
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Abb. 1:   Struktur und Spleißen von FGF-Rezeptoren anhand des Beispiels FGFR3 
(Eswarakumar et al., 2005) 
 

 

Entsprechend der entwickelten Nomenklatur werden N-terminal exprimierte Hälften der D3-

Domäne mit einem „a“ als Zusatz zum Rezeptornamen abgekürzt, während auf C-terminal 

exprimierte Exons mit FGF-Rezeptor „b“ oder FGF-Rezeptor „c“ hingewiesen wird (Abb. 1). 

Die FGF-Rezeptoren sind dadurch nicht nur in der Lage, unterschiedliche Liganden je nach 

exprimiertem Familienmitglied zu binden, sondern die Ligandenbindung kann auch durch die 

Expression verschiedener Rezeptor-Isoformen und daraus resultierender unterschiedlicher 

Ligandenaffinität moduliert werden (Miki et al., 1992; Yayon et al., 1992), wie dies in Tab. 1 

dargestellt wird. 

 

FGF-Rezeptor-Isoformen Ligandenaffinität 

FGFR1b FGF1, -2, -3 und -10 

FGFR1c FGF1, -2, -4, -5 und -6 

FGFR2b FGF1, -3, -7, -10 und -22 

FGFR2c FGF1, -2, -4, -6, -9, -17 und -18 

FGFR3b FGF1 und -9 

FGFR3c FGF1, -2, -4, -8, -9, -17, -18 und -23 

FGFR4c FGF1, -2, -4, -6, -8, -9, -16, -17, -18 und -19 

 
Tab. 1:   Ligandenbindungseigenschaften von FGF-Rezeptoren (Eswarakumar et al., 2005) 
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I.1.2 Die Signaltransduktion von FGF-Rezeptoren 

 

 

Es sind nur zwei Faktoren von entscheidender Bedeutung für die Signaltransduktion von FGF-

Rezeptor-Tyrosinkinasen. Einerseits handelt es sich dabei um die Tatsache, dass der FGF-

Rezeptor verschiedene Liganden über die extrazelluläre Domäne des Rezeptors binden kann 

(I.1.1). Andererseits besitzt die cytoplasmatische Domäne des Rezeptors die Eigenschaft, auch 

verschiedene intrazelluläre Adapterproteine zu komplexieren, um so das Signal in die Zelle 

weiterzuleiten. Dies wird in einer Übersicht zusammenfassend in Abb. 2 dargestellt.  

 

 
Abb. 2:   Übersicht über die FGF-Rezeptor-Signaltransduktionswege (Dailey et al., 2005) 

 

Dabei konnte man prinzipiell feststellen, dass bei identischer Liganden-Stimulation die 

verschiedenen FGF-Rezeptoren ein unterschiedlich starkes mitogenes Signal in der Zelle 

auslösen. Dies hängt von den gering verschiedenen, cytoplasmatischen Aminosäuresequenzen 

der Rezeptoren ab (Ornitz et al., 1996). 

Außerdem können alle FGF-Rezeptoren die gleichen Signaltransduktionswege aktivieren und 

 

divergieren jeweils nur in der Amplitude des ausgelösten Signals, was auf einen fundamentalen 

Unterschied in der Kinaseaktivität der cytoplasmatischen Domänen hindeutet (Raffioni et al., 

1999). 
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In der FGFR1 Kinasedomäne existieren zwar z.B. 7 Tyrosinreste, die theoretisch als Substrate 

phosphoryliert werden können. Nur Tyr653 und Tyr654 sind allerdings für die katalytische 

Aktivität des Proteins von entscheidender Bedeutung (Mohammadi et al., 1996 b). Wenn 

nämlich die restlichen Tyrosinreste des Rezeptors mutiert werden, ergibt sich keine verminderte 

MAP-Kinase-Aktivität, was deren mögliche Bedeutung in der Signaltransduktion unbeantwortet 

den Tyrosinrest 766 von 

idt-Clermont et al., 1991).  

al., 1996). Hier wird der Ras/MAPK-Signalweg aktiviert, welcher für die 

lässt. Andererseits kann ein Adapterprotein auch an Tyrosin-mutierten FGF-Rezeptor binden 

(Kouhara et al., 1997), was auch die These stützt, dass die Signaltransduktion von FGF-

Rezeptoren auf anderen bzw. unterschiedlichen Wegen erfolgen kann. 

Phospholipase C (PLCγ), welche Phosphatidyl-Inositol-Bisphosphat in Diacylglycerol und 

Inositol-Triphosphat spaltet, wurde als Interaktionspartner von FGF-Rezeptoren identifiziert 

(Burgess et al., 1990). Die SH2-Domäne von PLCγ bindet spezifisch an 

FGFR1 und ist für die Hydrolyse von Phosphatidyl-Inositol verantwortlich (Mohammadi et al., 

1991 and 1992). Mutationen im Tyr766 beeinträchtigen jedoch nicht die FGF-Rezeptor-

vermittelte Mitogenese oder neuronale Differenzierung, was auf andere Funktionen im 

Zusammenhang mit der FGF-Rezeptor Signaltransduktion hindeutet, z.B. die Zytoskelett-

Reorganisation (Spivak-Kroizman et al., 1994; Goldschm

Auch Src, eine Nichtrezeptor-Tyrosinkinase, könnte in der FGF-Rezeptor Signaltransduktion 

und einer Zytoskelettveränderungen involviert sein (Zhan et al., 1993). Rekombinanter FGFR1 

zeigt zwar in Immunpräzipitationen eine Interaktion mit Cortactin (Zhan et al., 1994), obwohl 

durch eine Mutierung des Tyrosin 766 zu Phenylalanin andererseits eine erhöhte 

Phosphorylierung von Src beobachtet werden konnte, und man davon ausgehen muss, dass der 

PLCγ-Signalweg die Src-Aktivität eher inhibiert (Langren et al., 1995). 

In Endothelzellen wurde auch eine Interaktion zwischen der SH2-Domäne des Crk 

Adapterproteins und dem Tyrosin 463 von FGFR1 nachgewiesen, obwohl dieser Zusammenhang 

vorher in Fibroblasten nicht hergestellt werden konnte (Mohammadi et al., 1996 b). Dabei wird 

zwar nicht die Zellmotilität, jedoch die Proliferation und die Aktivitäten der MAPK Erk2, sowie 

der Jun-Kinase beeinflusst (Larsson et al., 1999).  

Wie bereits oben erwähnt, phosphoryliert ein tyrosinmutierter FGF-Rezeptor nach einer 

erfolgten Ligandenstimulation auch ein cytoplasmatisches Adapterprotein, nämlich FRS2/SNT-

1, was auf einen Signaltransduktionsweg unabhängig von Proteinen mit SH2-Domänen hindeutet 

(Wang et 

wachstumsfaktor-induzierte Zellzyklus-Progression verantwortlich ist. Zunächst bindet FRS2 

das Adapterprotein Grb2/SOS und rekrutiert anschließend Ras in den FGF-
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Rezeptorsignalkomplex (Kouhara et al., 1997). FRS2 liegt dabei in einer myristyl-

membranverankerten Form vor und interagiert mit dem Juxtamembranbereich 407-433 von 

FGFR1 (Xu et al., 1998), wobei das Adapterprotein und der FGF-Rezeptor wahrscheinlich schon 

uktion und die MAPK-Aktivierung 

hrt zusätzlich zu einer negativen Rückkopplung, wenn die Tyrosinphosphorylierung von FRS2 

it FRS2/FGF-Rezeptor unterbunden wird (Hanafusa et al., 

002). Ähnlich verlängern auch sog. SOCS-Proteine (suppressors of cytokine signaling) die 

ignaltransduktion von FGF-Rezeptoren, indem z.B. eine SOCS1-Überexpression zusammen 

mit FGFR3 die MAPK-Phosphorylierung erhöht und die Internalisation des Rezeptors dabei 

r FGF-

ignaltransduktion gehören zur Familie der „Transmembranproteine mit Leucin-reichen 

iederholungen“ wie z.B. XFLRT3 (Bottcher et al., 2004). 

konstitutiv aneinander gebunden sind (Ong, 2000). FRS2 kann jedoch auch an die Protein-

Tyrosinphosphatase Shp2 binden, was durch Immunopräzipitationen gezeigt wurde (Ong et al., 

1997 and 2000); FRS2 besitzt vier Bindungsstellen für Grb2 und zwei für Shp2 (Kouhara et al., 

1997). FRS2 aktiviert unter bestimmten Umständen außerdem auch Isotypen der Proteinkinase C 

(PKC) über FGF-Rezeptorstimulation, wobei diese physiologische Rolle noch unklar ist (Lim et 

al., 1999). 

FRS2 kann andererseits auch eine Negativregulation auslösen, wenn das Protooncogen Cbl 

gebunden wird, und dadurch der FGF-Rezeptor-FRS2-Signalkomplex über Ubiquitinierung 

abgebaut wird (Wong et al., 2002). Die FGF-Signaltransd

fü

abnimmt und stattdessen eine Threoninphosphorylierung stattfindet, wodurch Grb2 schlechter an 

den Signalkomplex binden kann (Lax et al., 2002).  

Die Dauer der FGF-Rezeptorsignaltransduktion kann auch verlängert werden, wenn 

cytoplasmatische Sprouty-Proteine aktiviert und vom FGF-Rezeptor gebunden werden, wodurch 

die Komplexierung von Grb2/SOS m

2

S

verlangsamt wird (Ben-Zvi et al., 2006). Andere positive Modulatoren de

S

W

 

Zusammenfassend können die FGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen also zwei verschiedene Wege der 

Signaltransduktion aktivieren: entweder findet eine Komplexierung von Adapterproteinen (wie 

PLCγ oder Crk) statt, die über deren SH2-Domänen und die Phosphorylierung von Rezeptor-

Tyrosinresten erfolgt, oder der Rezeptor aktiviert über die Interaktion mit FRS2/SNT-1 den 

Ras/MAPK-Signalweg. 
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I.1.3 Die FGF-Rezeptoren 1–3 und damit verbundene Krankheiten 

 

 

Im menschlichen Organismus spielen die FGF-Rezeptoren eine bedeutende Rolle bei der 

Entstehung verschiedener Krankheiten. Viele davon stehen in direktem Zusammenhang mit einer 

Punktmutation der FGF-Rezeptoren 1-3 (FGFR1-3), wodurch es zu einer liganden-unabhängigen 

 Mutationen von FGFR1 und FGFR2 für die erstgenannten Syndrome finden 

f eine verbesserte Ligandenbindung zurückzuführen (Yu et al., 2000; Ibrahimi et al., 

001). 

Die entscheidenden Mutationen im FGFR3, welche zu HCH oder TD II führen, liegen in der 

Proteintyrosinkinasedomäne vor, wodurch es unabhängig von einer vorangegangenen 

Ligandenbindung zu einer erhöhten autokatalytischen Kinaseaktivität des Rezeptors kommt 

(Webster and Donoghue, 1997). Der Zwergwuchs bei ACH wird durch eine Mutation in der 

Transmembrandomäne an der AS-Position 380 und einer damit verbundenen Glycin- zu 

Argininkonversion ausgelöst. Dadurch nimmt einerseits die Stabilität des Rezeptordimers zu, 

andererseits wird dadurch die Kinaseaktivität der Rezeptor-Tyrosinkinase erhöht (Webster and 

Donoghue, 1996).  

Das Kallmann-Syndrom, eine autosomal dominante Erbkrankheit, wird im Gegensatz dazu auf 

eine unterdrückte Signaltransduktion des FGFR1 zurückgeführt. In diesem Zusammenhang 

konnte man bisher 15 verschiedene Mutationen identifizieren (Dode et al., 2003; Dode et al., 

2004). 

 

Aktivierung der Rezeptor-Tyrosinkinasen kommt (Neilson and Friesel, 1996). Dies äußert sich in 

Fehlbildungen während der Finger-, Schädel- oder Skelettentwicklung, was z.B. zum 

Zwergwuchs führt. Die Pfeiffer-, Crouzon-, Jackson-Weiss- oder auch Apert-Syndrome stehen 

im Zusammenhang mit Mutationen im FGFR1 und FGFR2, während Mutationen im FGFR3 

meist in Achandroplasie (ACH), Hypochondroplasie (HCH) und thanatophorische Dysplasie I 

und II (TD I und II) resultieren (Webster and Donoghue, 1997; Wilkie, 1997). Dies wird in Tab. 

2 nochmals übersichtlich zusammengefasst.  

Die entsprechenden

sich in der extrazellulären Domäne und zwar in einem Bereich, der sich von der Linkerregion 

zwischen D2 und D3 bis hin zur Linkerregion zwischen D3 und der Transmembrandomäne 

erstreckt. Der Funktions- und Aktivitätsgewinn ist hier auf ein erhöhtes Dimerisierungspotential 

oder au

2
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Tab. 2: Übersicht über verschiedene Syndrome verursacht durch FGF-Rezeptor-Mutationen 
(Eswarakumar et al., 2005) 
 

Außerdem sind die FGF-Rezeptoren auch an der Entwicklung verschiedener Krebsarten 

beteiligt, was anhand verstärkter Gewebeexpressionen, nämlich über Immunhistochemie, gezeigt 

werden konnte: man findet Anomalien in Gehirntumoren (Morrison et al., 1994), in Brustkrebs 

(Yoshimura et al., 1998), in Prostatakrebs (Giri et al., 1999),  in Schilddrüsenkrebs (Shingu et al., 

1998), in Hautkrebs (Ahmed et al., 1997) und in Speicheldrüsenkrebs (Myoken et al., 1996). 

Dies kann mit einer erhöhten Co-Expression von FGF-Liganden in Verbindung stehen, wodurch 

es dann zu einer autokrinen Stimulation kommt.  

Keimbahnmutationen wie z. B. bei ACH und TDI bzw. TDII können in einigen Fällen ebenfalls 

für die Entstehung von Krebs mitverantwortlich sein. Am Beispiel von FGFR3-Mutationen und 

gleichzeitig auftretendem Blasenkrebs oder Gebärmutterhalskarzinoma konnte dies gezeigt 

werden (Cappellen et al., 1999). 

Insbesondere chromosomale Translokationen in den FGF-Rezeptorgenen nehmen abschließend 

eine wichtige Rolle in der Entwicklung von malignen Tumoren ein. Hier treten Gen-

Neuordnungen und -Fusionen auf, welche eine Oligomerisierung der FGF-Rezeptoren und 

schließlich eine konstitutive Aktivierung der Tyrosinkinasen hervorrufen. Am Beispiel des 

FGFR1 findet man Fusionen mit Teilsequenzen der Bcr-Kinase oder mit dem Zinkfingerprotein 
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ZNF-198, wobei diese Rezeptorchimären andere Signalwege als sonst üblich in der Zelle 

aktivieren. Als Ergebnis davon treten vor allem hämatologische Erkrankungen, wie das „8p11 

myeloproliferative Syndrom“ (EMS) oder Krankheitsverläufe ähnlich einer chronischen 

myeloischen Leukämie (CML) auf (Demiroglu et al., 2001; Fioretos et al., 2001; Roumiantsev et 

al., 2004). Vergleichbare Translokationen wurden auch für FGFR3 und dem damit verbundenen 

multiplen Myelom (MM) oder dem peripheren T-Zell-Lymphom beobachtet (Chesi et al., 1997). 

 

 

I.2 Der FGF-Rezeptor 4 

 

 

Der FGFR4 als viertes Mitglied der Rezeptor-Tyrosinkinasefamilie wurde von Armstrong et al. 

(1992) aus humanen K562 Zellen kloniert und schließlich auf dem Chromosom V (5q33-qter) 

lokalisiert, während in der Maus der homologe Rezeptor auf dem Chromosom XIII liegt 

(Avraham KB et al., 1994). Die Homologie zu anderen FGF-Rezeptoren bezüglich des 

strukturellen Aufbaus des FGFR4 ist dabei deutlich erkennbar (Abb. 3).  

 

 
Abb. 3:   Struktur von FGFR4 (Kostrzewa and Müller, 1998) 
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I.2.1 Grundlegende Eigenschaften des FGF-Rezeptor 4 

 

 

Ein Vergleich des humanen FGF-Rezeptors 4 mit den anderen Familienmitgliedern zeigt, dass 

dieser Rezeptor nur 18 anstelle von 19 Exons besitzt und deshalb nicht klassisch wie der Rest der 

tosolische Isoform (Ezzat et al., 2002) 

, obwohl auch Heparin alleine eine Oligomerisation des Rezeptors verursachen 

ann (Ron et al., 1993; Gao and Goldfarb, 1995; Ornitz et al., 1996; Loo et al., 2000). 

ls besonderes Charakteristikum des Rezeptors gilt, dass dieser auch einen besonderen 

ren nicht nachgewiesen 

werden konnte. FGFR4 komplexiert als einziger Familienvertreter FGF19, wobei zwar Heparin 

aber viel geringer als im Vergleich mit anderen 

sfällt (Xie et al., 1999; Harmer et al., 2004).  

Familienmitglieder alternativ in D3 gespleißt werden kann (Vainikka et al., 1992; Kostrzewa and 

Müller, 1998). Die einzigen „Spleißvarianten“, die man heute kennt, wurden in verschiedenen 

Krebszelllinien gefunden. Der Rezeptor kann dabei einerseits als transmembrandeletierte und 

sekretierte (Ezzat et al., 2001; Takaishi et al., 1999), andererseits als membranverankerte, C-

terminal verkürzte (van Heumen et al., 1999) oder als cy

auftreten.  

Besonders die extrazelluläre Domäne wurde häufig auf ihre Bindungseigenschaften hin 

untersucht, da die Rezeptor-Tyrosinkinasen für ihre Aktivierung in der Regel eine 

Ligandenstimulation benötigen. Rekombinanter FGFR4 wird in seinem N-Terminus prinzipiell 

an drei Stellen (N88, 234 und 266) N-glykosyliert, besitzt jedoch keine O-Glykosylierung 

(Tuominen et al., 2001). Zusätzlich wurde speziell die Bindung an FGF1, FGF2 und FGF8 

nachgewiesen

k

A

Liganden-Rezeptor-Komplex bildet, welcher für andere FGF-Rezepto

für die Stabilisierung notwendig ist, die Affinität 

Liganden au

Für die Kinaseaktivität ist im zellulären Kontext die Expression von verschiedenen 

Heparansulfat-Proteoglykanen (HSPG) anstelle von Heparin von größerer Bedeutung, um die 

Affinität des FGFR4 für FGF1 oder FGF2 zu modulieren (Kan et al., 1999). Dabei wurde 

gezeigt, dass strukturell mindestens Oktasaccharide mit einer hohen Zahl an 6-O-Sulfatgruppen 

für eine effiziente Rezeptor-Liganden-Bindung notwendig sind (Loo et al., 2001). Andere FGF-

Rezeptoren benötigen alternative Liganden-HSPG-Komplexe für deren Aktivierung (Ostrovsky 

et al., 2002). 
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I.2.2 Der Promotor und die transkriptionelle Kontrolle 

 

 

Die FGFR4-Signaltransduktion durch die FGF19 Stimulation beeinflusst, soweit bekannt, nur 

 über einen Promotor kontrolliert, in welchem die üblichen 

gulatorischen Elemente wie z. B. TATA- oder CCAAT-Box fehlen. Dennoch finden sich im 

equenzbereich -9 bp bis -198 bp aufwärts des Startcodons vielfältige Bindungsmotive für 

bp kann 

wahrscheinlich ein Repressor an die DNA binden (Becker et al., 2000).  

ls Transkriptionsfaktoren mit regulatorischer Bedeutung wurde einerseits Ikaros – eigentlich 

 hämatopoietischen System charakterisiert – in Hypophysentumoren mit FGFR4-

die Expression von Prolactin, aber nicht die des Rezeptors selbst und zwar über 

Transkriptionsfaktoren der Ets-Familie (Yu et al., 2002a).  

Die Expression des FGFR4 wird

re

S

Transkriptionsfaktoren (z.B. Sp1 und AP2), und in der Region -1085 bp bis -1140 

A

im

Überexpression nachgewiesen (Yu et al., 2002b; Ezzat et al., 2003). Andererseits führt der 

überexprimierte Transkriptionsfaktor AP2α - „activating enhancer binding protein“ – bezüglich 

Hypophysentumorproben zu einer erhöhten Expression einer N-terminal deletierten, onkogenen 

FGFR4-Isoform, da eine kryptische Promotorsequenz im Intron 4 und ein entsprechendes 

Startcodon für eine alternative Transkription erkannt werden (Yu et al., 2003). 

Außerdem kann der Transkriptionsfaktor Sp1 in Rhabdomyosarkoma Zelllinien auch den 

FGFR4-Promotor durch Bindung an die GC-reichen Sequenzen aufwärts des Startcodons 

aktivieren (Jiang Yu et al., 2004). 

 

 

I.2.3 Die Signaltransduktion und die FGF-Rezeptor 4 Lokalisation 

 

 

Im Vergleich mit FGFR1 wurden für den FGFR4 bereits relativ früh einige Unterschiede in der 

Signaltransduktion deutlich, was verschiedene Funktionen der FGF-Rezeptoren innerhalb der 

Familie für den physiologischen Kontext nahe legt. Speziell der FGFR4 führt lediglich zu einer 

schwachen Tyrosinphosphorylierung von PLCγ, Raf-1 oder MAPK nach FGF1 Stimulation und 

lässt eine Tyrosinphosphorylierung von Shc oder Interaktionen mit Grb2 vollständig vermissen 

(Vainikka et al., 1994). Das mitogene Potential von FGFR4 ist dabei viel geringer als z.B. jenes 
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von FGFR1 (Wang and Goldfarb, 1994; Wang et al., 1994), wenngleich in Erythrozyten-

Vorläuferzellen eine FGF2/FGFR4-abhängige Proliferation beobachtet wurde, und die 

ainikka et al. (1996) konnten zeigen, dass der FGFR4 auch die Serinkinase p85 (PI3-Kinase 

alwegen für FGF-Rezeptoren wurden auch etliche 

lathrin-umhüllten Invaginationen der Plasmamembran gefunden wurde. 

ach FGF1 Stimulation wird der Rezeptor in Endosomen angereichert, wobei per se mehr 

Rezeptorexpression dabei erst im Laufe des Differenzierungsprozesses der „Erythropoese“ 

abnimmt (Koritschoner et al., 1999).  

Im Gegensatz zu den restlichen Familienvertretern führt die FGFR4 Stimulation in 

Brustkrebszellen auch zu einer Aktinfilament-Akkumulation und Plasmamembranauffaltung 

(„membrane ruffling“), was mit einer p21-Rac Aktivierung in Verbindung steht (Johnston et al., 

1995a).  

V

Untereinheit) nach FGF1 Stimulation bindet, und der Rezeptor dabei an Serin- und 

Threoninresten phosphoryliert wird, während seine Tyrosinphosphorylierung viel schwächer 

ausfällt. Ein konstitutiv aktiver FGFR4 kann auch NIH3T3 Zellen transformieren und wirkt 

dabei als Onkogen, wobei in der Signaltransduktion auch Stat1 und Stat3 (signal transducer and 

activator of transcription) Proteine phosphoryliert und aktiviert werden. Zusätzlich kann eine 

Shp2-, PLCγ- und MAP-Kinase-Phosphorylierung, sowie eine PI3-Kinase-Aktivierung 

nachgewiesen werden (Hart et al., 2000).  

Zwischen dem FGFR4 und dem ErbB2 (Her2)-Rezeptor wird schon seit längerer Zeit ein 

funktioneller Zusammenhang in der Krebsentwicklung vermutet, da beide Rezeptoren in 

Brustkrebs und in gynäkologischen Tumoren co-amplifiziert sind (Jaakkola et al., 1993). Dabei 

kooperieren die zwei Rezeptoren über den MAP-Kinase- bzw. PKB/Akt-Signalweg in der 

Aktivierung der Cyclin D1-Transkription und -Translation und führen so in Brustkrebszellen zu 

einer erhöhten Proliferation (Koziczak et al., 2004). 

 

Neben den unterschiedlichen, aktivierten Sign

Untersuchungen zur Lokalisation und Funktion von FGF-Rezeptoren beschrieben. Obwohl man 

die FGF-Rezeptoren als Membranproteine an der Zelloberfläche lokalisiert erwartet, fanden 

schon Johnston et al. (1995b) eine Zellkernlokalisation einer FGFR3 Spleißvariante. Es 

existieren auch einige Hinweise, dass der FGFR4 alternativ in der Zelle lokalisiert werden 

könnte. In Leberzellen findet man einen 40 kDa großen FGF1/FGFR-Komplex im Nukleus, 

welcher in Immunpräzipitation und Immunhistochemie mit FGFR1/4-Antikörpern reagiert (Feng 

et al., 1996). Die Internalisation und der intrazelluläre Transport des Rezeptors erfolgt 

wahrscheinlich über den alternativen, nicht-klassischen Weg, da der FGFR4 größtenteils in 

Caveolae und nicht in C

N
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Protein intrazellulär, in einer detergenz-unlöslichen und zytoskelett-assoziierten Form als an der 

Zelloberfläche exponiert vorliegt (Citores et al., 1999). Eine Translokation des Liganden FGF1 

n Sequenz des 

GFR4 abhängig (Klingenberg et al., 2000).  

ktuelle Untersuchungen zur Internalisation und Lokalisation von FGF1 zeigen, dass der Ligand 

echend sehr 

gewebssubstanzen wie 

-Mäusen zu Kleinwuchs und einer Blockade der 

lveogenese (Weinstein et al., 1998). Daneben wird der FGFR4 auch während der 

kelettmuskelentwicklung exprimiert, wobei eine positive Rückkopplung des Rezeptors mit dem 

myogenen Regulationsfaktor MyoD besteht (Marics et al., 2002; Delfini and Duprez, 2004). 

ins Zytosol oder in den Zellkern ist außerdem von der endständigen, C-terminale

F

A

bei den FGF-Rezeptoren 1-3 vorwiegend in Lysosomen vorzufinden ist, während bei FGFR4 

eher ein Internalisations-Mechanismus, vergleichbar mit dem Liganden Transferrin, abläuft und 

über Endosomen zur Zelloberfläche recycelt wird. Der FGFR4 wird sehr viel langsamer 

degradiert als alle anderen Rezeptor-Familienmitglieder. Dies mag am Fehlen von 

entsprechenden Lysinresten in der intrazellulären Domäne liegen, welche in den Rezeptoren 

FGFR1-3 konserviert sind. Dadurch kann der FGFR4 nicht so gut wie z.B. FGFR1 ubiquitiniert 

werden, und dies könnte auch alternative Endozytosemechanismen der Rezeptoren erklären 

(Haugsten et al., 2005). 

 

 

I.2.4 Die Expression des FGF-Rezeptors 4 in der Entwicklung 

 

 

Der FGFR4 wird im adulten menschlichen Organismus in einem weitaus geringeren Gewebe- 

bzw. Organspektrum als die anderen Familienmitglieder exprimiert: man findet das Protein vor 

allem in der Leber, der Niere, in Muskelgewebe und in der Hypophyse in entspr

hohen Konzentrationen. Dies deckt sich in etwa mit Mausstudien, wobei hier der Rezeptor 

zusätzlich noch stärker in der Lunge detektiert werden kann. In den einzelnen Geweben scheint 

dabei insbesondere die Lokalisation in der Media von Arterien und Venen signifikant zu sein, 

wobei diese Schicht nicht nur aus Muskelzellen, sondern auch aus Binde

z.B. Kollagen besteht (Hughes, 1997; Cool et al., 2002).  

Der FGFR4 wird auch noch in verschiedensten Stadien der Organismus-Entwicklung exprimiert. 

Besonders in der Lungen- und Skelettmuskelentwicklung kommt ihm dabei eine Schlüsselrolle 

zu. Während ein FGFR4 „Knock-out“ (KO) die Lungenentwicklung unbeeinflusst lässt, führt der 

Verlust von FGFR3 und -4 in Doppel-KO

A

S



I Einleitung 
 

15

Zusätzlich steuert der Signalkomplex aus FGF6 und FGFR4 auch die Regenerationsfähigkeit von 

uskelgewebe (Armand et al., 2003; Zhao and Hoffman, 2004; Zhao et al., 2005).  

er FGFR4 ist auch an der neuronalen Zelldifferenzierung und der embryonalen Anterior-

tivem FGFR4 diese Prozesse inhibiert. 

ulation des FGFR4 durch FGF19 führt, und den JNK-Signalweg 

nschaltet (Holt et al., 2003; Yu et al., 2005).  

 Vergleich zu Wildtyp-Mäusen ist die Leber von FGFR4-KO-Mäusen in seiner 

Regenerationsfähigkeit stark eingeschränkt und neigt zu einer Fibrosenbildung, sowie einer 

ränderte Regulation von Cytochrom P450 eine 

ntscheidende Rolle spielt (Yu et al., 2002b). 

M

D

Posterior-Achsenausbildung (Cai et al., 2002; Zhang et al., 2002; Shiotsugu et al., 2004), sowie 

an der Entwicklung der Retina beteiligt (Zhang et al., 2003; Kurose et al., 2005), da insbesondere 

die Expression von dominant-nega

Abschließend sei erwähnt, dass in einigen anderen entwicklungsbiologischen Abläufen eine 

Beteiligung des FGFR4 ebenso beobachtet werden konnte: in der Pankreas- (Dichmann et al., 

2003), in der Nieren- (Cancilla et al., 1999), in der Innenohr- (Wright et al., 2003), in der 

Knochen- (Cool et al., 2002b), in der Spermien- (Steger et al., 1998) und in der 

Follikelentwicklung (Puscheck et al., 1997). 

 

 

I.2.5 Der FGF-Rezeptor 4 in transgenen Mäusen 

 

 

In der Regel werden heute transgene – oder KO-Mausmodelle zur Aufklärung der Funktion 

bestimmter Gene eingesetzt. Für den FGFR4 und seinen Liganden FGF19 wurden diese 

Experimente auch durchgeführt.  

In FGFR4-KO-Mäusen wurden vor allem die Organe mit einer natürlich hohen FGFR4-

Expression untersucht. Dabei zeigt sich, dass in diesen Mäusen eine verkleinerte Gallenblase, ein 

erhöhter Leberstoffwechsel, sowie eine gesteigerte Gallensäureproduktion vorliegt (Yu et al., 

2000b). Die Daten von transgenen Mäusen verdeutlichen außerdem, dass der FGFR4 die 

Gallensäuresynthese über die Unterdrückung der Cholesterol-7α-Hydroxylase-Expression 

reguliert. Dies geschieht durch Gallensäurenbindung und einer damit verbundenen Aktivierung 

des Farnesyl-X-Rezeptors (FXR) als Transkriptionsfaktor für FGF19, was zu einer 

nachfolgenden parakrinen Stim

a

Im

Gewichtsvergrößerung, wobei desweiteren die ve

e



I Einleitung 
 

16

FGF19-transgene Mäuse zeigen im Vergleich zum FGFR4 einen erhöhten Fettstoffwechsel und 

entwickeln in einer „Fettdiät“ nahezu eine Resistenz gegen Fettleibigkeit oder Diabetes. Man 

stellt eine erhöhte Masse an braunem Fettgewebe, eine verminderte Acetyl-CoA-Carboxylase- 

Expression, sowie geringere Triglyzeridwerte der Leber fest (Tomlinson et al., 2002). 

Genexpressionsanalysen zeigen, dass vor allem die Leptin-Rezeptorexpression in der Leber 

erhöht wird und wahrscheinlich für die Ausprägung dieses Phänotyps verantwortlich ist (Fu et 

al., 2004). In weiteren Untersuchungen wird die Ausbildung von Lebertumoren beobachtet, was 

mit einer erhöhten Proliferation und der Aktivierung des Wnt-Signalweges zusammenhängt 

(Nicholes et al., 2002).  

 

 

I.2.6 Der FGF-Rezeptor 4 und Krebs 

 

 

In I.1.3 wurde bereits auf die Bedeutung einer veränderten FGF-Rezeptor-Expression im 

Zusammenhang mit verschiedensten Krankheitsverläufen hingewiesen. Für den FGFR4 wurde 

eine Mutation in der Transmembrandomäne an Position 388 (Glycin/Arginin), die homolog zu 

GFR3 und ACH ist, gefunden. Nähere Untersuchungen verdeutlichen, dass dieser Single-

ukleotid-Polymorphismus (SNP) entscheidend die Brust- und Dickdarmkrebs-Progression 

F

N

beeinflusst, wobei das Gly-Rezeptor-Allel die Zellmigration unterdrückt (Bange et al., 2002). In 

weiteren klinischen Studien kann auch für Weichgewebetumoren (Morimoto et al., 2003), 

Prostatakrebs (Wang et al., 2004), Plattenepithelkarzinoma des Kopf- und Halsbereiches (Streit 

et al., 2004) und Lungen-Adenokarzinoma (Spinola et al., 2005) eine verbesserte Prognose des 

Krebsverlaufs für homozygote Gly-Allel-Träger beobachtet werden. In Prostatakrebs kann die 

erhöhte klinische Aggressivität und die damit verbundene erhöhte Invasivität und 

Metastasierungspotential auf eine gesteigerte uPAR(urokinase plasminogen activator receptor)-

Expression zurückgeführt werden (Wang et al., 2004). In der Brustkrebszelllinie MDA-MB-231 

wird die unterdrückte Migration und Invasion, vermittelt durch das Gly-Rezeptor-Allel, mit einer 

verminderten Edg2 LPA-Rezeptorexpression und Rho GTPase-Aktivität korreliert (Stadler et al., 

2005).  Die molekularen Mechanismen sind allerdings bis auf die zwei genannten Ausnahmen 

ungeklärt, wie sich die Gly- und die Arg-Expressoren z.B. in der Signaltransduktion 

unterscheiden und so einen anderen Verlauf der Krebsentwicklung bedingen. 
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Unabhängig vom Allelstatus des FGFR4 wird dessen Überexpression in zahlreichen Tumoren 

wie z.B. Brustkrebs und Brustfibroadenoma beobachtet (Meric et al., 2002; La Rosa et al., 2005). 

uch in Eierstocktumoren wird eine Co-Expression von FGFR4 und den FGF2/8-Liganden 

gefunden (Valve et al., 2000; De Cecco et al., 2004). Neben diesen gynäkologischen Tumoren 

takrebs (Gowardhan et al., 2005), wobei 

ine erhöhte Expression von FGF6 diesen Effekt verstärken dürfte (Ropiquet et al., 2000). In 

ypophysentumoren wird eine N-terminal verkürzte, cytoplasmatisch lokalisierte Isoform 

eldystrophie (FSHD) beobachtet (Saito et al., 2000).  

I.3 Charakteristika von Krebszellen 

 

 

Normalerweise wird die Zellproliferation im menschlichen Organismus genau reguliert, so dass 

die Zellen des Körpers in regelmäßigen Abständen erneuert werden, indem alte Zellen absterben. 

Da jedoch spontane oder induzierte Mutationen in somatischen Zellen auftreten können, kommt 

es gelegentlich zur unkontrollierten Zellvermehrung und Krebsentstehung. Diese Zellen 

unterliegen außerdem einem Entwicklungsprozess, wobei letztendlich ein maligner Tumor 

entstehen kann, wenn die Zellen invasive Eigenschaften annehmen und in fremdes Gewebe 

metastasieren (Abb. 4). 

In folgenden Abschnitten wird kurz auf die Grundlagen zweier Krebseigenschaften – nämlich 

ie Zellmigration bzw. Krebszellinvasion und die Anti-Apoptose – eingegangen, da speziell die 

f fokussiert wurden. 

A

findet man eine FGFR4-Überexpression auch in Prosta

e

H

nachgewiesen, welche wahrscheinlich für die Tumorproliferation und Invasivität verantwortlich 

ist (Ezzat et al., 2002; Qian et al., 2004). In Schilddrüsen Karzinoma sorgt der FGFR4 auch für 

eine sehr große Proliferationsrate der Zellen, was durch einen FGF1/FGFR-Inhibitor unterdrückt 

werden kann (Ezzat et al., 2005; St. Bernard et al., 2005). Daneben spielt der FGFR4 auch eine 

Rolle in Pankreaskrebs, wobei die Proteinexpression über den Transkriptionsfaktor HNF1α 

reguliert wird (Shah et al., 2002). Eine FGFR4-Überexpression wurde noch bei einem besonders 

schweren Fall von Musk

In Lungenkrebs hingegen wird erstaunlicherweise eine Abnahme der FGFR4-Expression im 

Vergleich mit dem normalen Gewebe festgestellt (Nakamura et al., 2004; Wagenaar et al., 2004). 

 

 

d

Untersuchungen dieser Dissertation darau
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Abb. 4: Charakteristika von Krebszellen 
 

 

I.3.1 Mechanismen der Zellmigration und Krebszellinvasion 

 

 

Die Migration von Zellen setzt die Fähigkeit voraus, die Zellmorphologie zu verändern und mit 

benachbartem Gewebe in Kontakt zu treten. Die Zellen werden dabei polarisiert und elongieren; 

es bilden sich Pseudopodia (später Lamelipodia, Filopodia oder Invadopodia) am Vorderende 

der Zellen und Substrate der extrazellulären Matrix werden dabei gebunden. Schließlich 

kontrahiert sich der ganze Zellkörper und entwickelt eine Zugkraft, die graduell eine 

Wolf, 2003). Darüber hinaus können Krebszellen die Fähigkeit zur Metastasierung erlangen. Die 

Vorwärtsbewegung der ganzen Zelle nach sich zieht (Friedl et al., 2000; Lauffenburger and 

Horwitz, 1996; Adams, 2001). Dabei spielt die Aktin-Zytoskelett-Reorganisation eine 

entscheidende Rolle (Cramer, 1999). Man unterscheidet verschiedene Typen der Migration: 

mesenchymale Migration, amoeboide Migration, Kettenmigration und kollektive Zellmigration. 

Da Krebszellen häufig einem Entwicklungsprozess unterliegen und sich das Gen-

Expressionsmuster verändern kann, tritt häufig in Krebszellen auch ein Wechsel des 

Fortbewegungsverhaltens auf, was unter epithelial-mesenchymaler (EMT), mesenchymal-

amoeboider (MAT) oder kollektiv-amoeboider (CAT) Transition beschrieben wird (Friedl and 
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Zellen lösen sich von ihrem umliegenden Gewebezellverband, degradieren die Basallamina bzw. 

extrazelluläre Matrix (ECM) und gelangen dadurch in das interstitielle Stroma. Von dort 

. N-Cadherin, ein sog. „Cadherin-Switch“, resultiert (Tomita et al., 2000; 

t al., 1997; Chen et al., 2001; Raftopoulou and Hall, 2004; 

ebb et al., 2004).  

ie Integrin- und Rezeptor-Tyrosinkinasenaktivierung vermittelt außerdem die Prozesse des 

ECM-Abbaus und der –Remodellierung, welche direkt durch die Aktivierung von MMPs oder 

 and Werb, 2001). Integrine können 

ierbei auch den Urokinase Plasminogen Activator Receptor (uPAR) binden, aktivieren und 

equentiell die Proteolyse weiterer MMPs induzieren, was damit zu einer erhöhten Proliferation 

arroyo et 

wandern die Zellen durch eine induzierte Angiogenese in den Blutkreislauf und das 

Lymphgefäßsystem. Schließlich verlassen die Krebszellen den Blutkreislauf und siedeln sich im 

Parenchym eines Zielorgans an, um dort unkontrolliert zu proliferieren (Guo and Giancotti, 

2004). 

Einige Proteine nehmen eine Schlüsselposition im Migrations- und Invasionsprozess ein. 

Wichtig für die Entstehung von malignen Tumoren ist insbesondere der Verlust von Zell-Zell-

Adhäsion, was mit einem Verlust der E-Cadherin-Expression einhergeht (Birchmeier and 

Behrens, 1994; Hirohashi 1998; Perl et al., 1998) und in einer Reexpression von anderen 

Cadherinen wie z. B

Hazan et al., 2000; Li and Herlyn, 2001). Dies geschieht häufig über die Regulation des 

Transkriptionsniveaus (Batlle et al., 2000; Comijn et al., 2001; Hajra et al., 2002) oder über den 

proteolytischen Abbau durch z. B. Matrix-Metalloproteinasen (MMP) bzw. durch Rezeptor-

Tyrosinkinasen vermittelte Aktivierung von Ubiquitin E3-Ligasen wie z.B. Hakai (Fujita et al., 

2002; Nawrocki-Raby et al., 2003).  

In diesem Zusammenhang gehört neben den Cadherinen auch die Integrinfamilie zu einer 

wichtigen Gruppe von Zelloberflächenmolekülen, die die Migration/Invasion von Zellen steuern, 

wobei es dabei ebenfalls zu einem sog. „Integrin-Switch“ kommen kann (Zutter et al., 1995; 

Mercurio and Rabinovitz, 2001; Guo and Giancotti, 2004). Das Signal von Integrinen und 

Rezeptor-Tyrosinkinasen wird von der Focal Adhesion Kinase (FAK) integriert und in das 

Zellinnere weitergeleitet (Ilic et al., 1995; Sieg et al., 2000; Gabarra-Niecko et al., 2003). 

Verschiedene Effektormoleküle abwärts von FAK können hierbei aktiviert werden: Ras, 

Rac/Cdc42, Rho und Etk (Keely e

W

D

Plasmin eingeleitet werden (Brooks et al., 1996; Sternlicht

h

s

und Migration führt (Chapman et al., 2001; Liu et al., 2002; Blasi et al., 2002). Auch 

neusynthetisierte ECM-Komponenten, wie z.B. Laminine und Kollagene, werden durch die 

MMPs gespalten, kryptische Peptide für Integrine freigesetzt, und deren Bindung induziert 

ebenfalls die Migration und die Angiogenese (Gianelli et al., 1997; Xu et al., 2001; Pat
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al., 2002). Schließlich sind die Integrine auch direkt an der Kontrolle der Angiogenese (Hanahan 

and Folkman, 1996; Hynes, 2002; Byzova et al., 2000) und der Apoptose (Bachelder et al., 1999; 

Plath, 2000; Stupack et al., 2001) beteiligt, wobei auf den zuletzt genannten Prozess später 

(I.3.2) genauer eingegangen wird.  

eren (Trusolino et al., 2001; Mariotti et al., 2001). 

 als auch mit N-Cadherin (Williams et al., 2001) 

ulären Adapterproteinen Shc, FRS2, PLCγ, pp60c-src, GAP-43 und 

 Hypophysentumoren wird die erhöhte Aggressivität auf eine cytoplasmatisch, lokalisierte 

GFR4-Isoform zurückgeführt, welche N-Cadherin im Zytoplasma bindet und dessen 

 

 

I.3.1.1 Der Einfluss der FGF-Rezeptorfamilie 

 

 

Es wurde bereits erwähnt, dass Rezeptor-Tyrosinkinasen eine wichtige Rolle bei der Migration 

von Zellen spielen. So interagiert z.B. VE-Cadherin mit VEGFR2 (Dejana et al., 2000) oder der 

Hyaluron-Rezeptor CD44 mit ErbB4 bzw. c-Met (Ponta et al., 2003); ebenso können Integrine 

mit Rezeptor-Tyrosinkinasen interagi

Auch die FGF-Rezeptorfamilie wird mit Zelladhäsionsmolekülen in Verbindung gebracht und 

beeinflusst so die Zelladhäsion und –migration. Es wurde sowohl eine heterophile Interaktion 

mit NCAM (Williams et al., 1994),

nachgewiesen. 

NCAM moduliert dabei auch den neuronenartigen Auswuchs von β-Zellen aus Maus-Pankreas-

tumoren. Hier interagiert FGFR4 in einem Signalkomplex nicht nur mit NCAM und N-Cadherin, 

sondern auch mit den intrazell

Cortactin. Dominant-negativer FGFR4 kann die NCAM induzierte Matrixadhäsion genauso 

unterbinden wie Inhibitoren gegen FGF-Signalwege oder blockierende Antikörper gegen β1-

Integrine. Da im umgekehrten Fall eine FGF-Liganden-Stimulation alleine nicht ausreicht, um 

neuronalen Auswuchs von Zellen zu induzieren, vermutet man, dass ein anderes Signal von 

entscheidender Bedeutung für diesen Prozess ist. Die NCAM vermittelte FGF-Rezeptor-

Signaltransduktion aktiviert deshalb wahrscheinlicher die Integrine, um die Zelladhäsion indirekt 

zu erhöhen (Cavallaro et al., 2001).  

Auf diese Art und Weise wird die Metastasierung von Krebszellen verhindert, wobei man hier 

die unterschiedlichen Eigenschaften der einzelnen NCAM-Isoformen (NCAM 120, 125, 140 und 

180) beachten muss (Perl et al., 1999).  

In

F
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Zelloberflächenexponierung verhindert; dadurch kommen theoretisch weniger Zellkontakte 

ustande (Ezzat et al., 2004).  

ie Synergie von N-Cadherin und FGF2 erhöht die Zellmigration, Krebszellinvasion und die 

linvasion wird durch ein erhöhtes MMP9-

 

Endonuklease G, ins Cytoplasma der Zelle ausgelöst (Wang, 2001). Vor allem durch die 

z

D

Sekretion von extrazellulären Proteasen (Hazan et al., 2000). Nach erfolgter Ligandenstimulation 

unterdrückt die Bindung von N-Cadherin an FGFR1 die nachfolgende Internalisation und 

stabilisiert so den Rezeptor-Liganden-Komplex. Die MAPK-ERK-Signaltransduktion wird 

verlängert, und die erhöhte Krebszel

Transkriptionsniveau ausgelöst. Die Bindung von N-Cadherin an den FGF-Rezeptor wird dabei 

durch dessen zwei ersten immunglobulinartigen Domänen vermittelt (Suyama et al., 2002). 

Außerdem wird auch die uPA-Expression von FGFR1/FGFR4 über FGF2-Stimulation und die 

MAPK-Signalwegaktivierung reguliert (Miralles et al., 1998), wodurch auch die ECM-

Modellierung beeinflusst werden kann. 

 

 

I.3.2 Die verschiedenen Apoptose-Mechanismen 

 

 

Heute kennt man verschiedene Arten des programmierten Zelltods. Die nicht-apoptotischen 

Formen umfassen die Seneszenz mit Zellzyklusarrest, die Autophagie mit lysosomalem Abbau, 

die Nekrose mit Membran- bzw. Organellendegeneration und die „mitotische Katastrophe“ bei 

aberranter Mitose (Okada and Mak, 2004).  

Die klassische Apoptose von Zellen kann in zwei unterschiedliche Signalwege eingeteilt werden. 

Einerseits existiert der sog. extrinsische Apoptosesignalweg (Igney and Krammer, 2002). Hier 

binden Zelltod-Liganden wie z.B. FasL an ihre entsprechenden Zelloberflächenrezeptoren wie 

z.B. Fas (Nakata 1999). Dadurch werden weitere cytosolische Proteine wie z. B. Caspase 8 und 

FADD (Fas associated death domain) in einem oligomeren, zelltod-induzierenden

Signalkomplex (DISC) gebunden, was die sequentielle Aktivierung von Initiator- (Caspase 2, 8-

10) und Effektorcaspasen (Caspase 3, 6-7) nach sich zieht (Peter and Krammer, 2003). Der 

extrinsische Signalweg ist dabei mit dem sog. intrinsischen Signalweg vernetzt, da die Caspase 8 

auch Bid aktiviert (Luo et al., 1998).  

Dieser intrinsische Apoptosesignalweg wird durch die Freisetzung von mitochondrialen 

Proteinen, wie z.B. Cytochrom C, SMAC/DIABLO, AIF (apoptose-induzierender Faktor) oder 
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Bindung von Cytochrom C an Apaf1 (apoptotic protease activating factor 1) wird die Bildung 

des sog. Apoptosomkomplexes und die Aktivierung von Caspase 9 eingeleitet, was schließlich 

auch die Aktivierung einer Reihe weiterer Caspasen induziert.  

Die Regulation des intrinsischen Apoptosesignalwegs erfolgt speziell durch die Gruppe Bcl2-

verwandter Proteine. Diese umfasst die anti-apoptotische Bcl2-Subfamilie (Bcl2, BclXL, Bcl-w, 

Mcl1), die pro-apoptotische Bax- (Bax, Bak, Bok) und die „BH3-only“-Subfamilie (Bid, Bim, 

Bad, Noxa, Puma u. a.). Vertreter der Bcl2-Proteinsubfamilie verhindern an der Mitochondrien-, 

ER- und Zellkernmembran die Aktivierung von apoptotischen, integralen Bax-

Membranproteinen. Die sog. BH3-only-Proteine entziehen ihrerseits diesem Gleichgewicht 

Bcl2-Proteine durch Komplexierung, wodurch eine Oligomerisation der Bax-Moleküle zustande 

kommen kann (Cory and Adams, 2002). Dadurch werden moleküldurchlässige Poren geschaffen 

oder bereits bestehende Membrankanäle erweitert (VDAC) und die Freisetzung von z.B. 

Cytochrom C in das Cytoplasma ermöglicht, was für diese Art der Induktion von Apoptose 

entscheidend ist (Tsujimoto and Shimizu, 2000; Antonsson et al., 2001; Mikhailov et al., 2001). 

ntsprechend ihres genetischen Programms diskutiert wird (Shimizu et al., 2004). 

Als Schlüsselenzyme repräsentieren die Caspasen eine ganze Familie – im menschlichen 

nem 

ntsprechenden Aspartatrest (-X-Glu-X-Asp- Motiv) spalten und so irreversibel „aktivieren“ 

lnemri et al., 1996; Thornberry and Lazebnik, 1998; Shi, 2002). Das Protease-Zymogen liegt 

Durch die Überexpression von Bcl2 oder BclXL wird die Membranpermeabilität von 

Mitochondrien vermindert, da die Bax/Bak-Translokation und Oligomerisation inhibiert wird 

und dies führt zur erhöhten Resistenz gegenüber Apoptosemechanismen (Breckenridge and Xu, 

2004; Ryungsa, 2005). Allerdings wurde auch schon eine BclXL-vermittelte Apoptose durch 

Autophagie beobachtet, so dass unter Stress eine jeweils unterschiedliche Antwort von Zellen 

e

Organismus wurden 11 charakterisiert – von Cysteinproteasen, die ihre Zielmoleküle nach ei

e

(A

dabei als Homodimer, jeweils bestehend aus einer 20 kDa großen und einer 10 kDa kleinen 

Untereinheit, vor; der katalytisch aktive Cysteinrest in der zweiten von vier vorhandenen 

Schleifen des Proteins wird erst durch Proteolyse und Konformationsänderung für Substrate frei 

zugänglich (Shi, 2002). 

Die dadurch eingeleitete Apoptose resultiert letztendlich in der Spaltung verschiedener Zelltod-

Substrate (z. B. dem nukleärem Lamin, dem Inhibitor von DNAse CAD, Aktin oder Rho Kinase 

1), was zu der beobachteten Chormatinkondensation, sowie der DNA- und Zellfragmentierung 

(apoptotische Körper) führt. Benachbarte Phagozyten werden schließlich dazu veranlasst, den 

verbleibenden Zellkörper zu verdauen (Rathmell and Thompson, 1999; Savill and Fadok, 2000). 
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I.3.2.1 Die Apoptose im Zusammenhang mit der FGF-Rezeptorfamilie 

 

 

Die FGF-Rezeptoren werden funktionell mit verschiedenen physiologischen Prozessen in 

spasenaktivität erhöht wird (Mansukhani et al., 2000; 

aabeche et al., 2005).  

ie Verwendung von synthetischer RNA (siRNA) oder chemischen Inhibitoren zur 

aktivierung von FGFR3 in Knochenmarkskrebszellen zeigen, dass dadurch die Sensitivität für 

poptotische Signale zunimmt. Im multiplen Myelom wird dabei die Expression von Bcl2, Mcl1, 

pression von PECAM, Bid, Annexin V, Caspase 2 

und Caspase 6 gleichzeitig vermindert wird (Choi et al., 2003; Trudel et al., 2004; Zhu et al., 

005). Konstitutiv aktiver FGFR3 führt in kortikalen Vorläuferzellen des Gehirns von 

ausembryonen ebenfalls zu einer verstärkten Proliferation und Anti-Apoptose (Inglis-

Verbindung gebracht. Ob der FGFR 4 an der Steuerung von Apoptosemechanismen beteiligt ist, 

konnte bisher nicht geklärt werden. Vom Einfluss anderer FGF-Rezeptoren wurde in 

unterschiedlichen Publikationen berichtet. Die Inaktivierung der FGF2/FGFR1- 

Signaltransduktion resultiert in der Apoptose von glatten Gefäßmuskelzellen, Melanoma- und 

Prostata-Tumorzellen (Myamoto et al., 1998; Ozen et al., 2001; Valesky et al., 2002). Auch 

FGFR2 spielt eine wichtige Rolle in der Kontrolle der Überlebensfähigkeit von Zellen. 

Allerdings ist hier die Tyrosinkinaseaktivität entgegen oben genannter Untersuchungen für die 

Einleitung der Apoptose in Prostata- und Speicheldrüsentumorzellen verantwortlich. Durch 

einen „Switch“ der FGFR2– zu einer FGFR1/4–Expression können Krebszellen diesem 

physiologischen Prozess entgehen (Zhang et al., 2001; Yasumoto et al., 2004). In Osteoblasten 

induziert der FGFR2 z.B. auch die Ubiquitinierung und den Abbau von Integrin α5, wodurch die 

Zelladhäsion vermindert und die Ca

K

D

In

a

NF-κB und FGFR3 erhöht, während die Ex

2

M

Broadgate et al., 2005). In TDI/II sorgt die Expression von FGFR3 allerdings für einen 

verstärkten programmierten Zelltod von differenzierten Chondrozyten (Legeai-Mallet et al., 

1998; Dailey et al., 2003), wobei die Aktivierung des STAT1-Signaltransduktionsweges, als 

auch der ERK-MAPK-Signalweg an diesem physiologischen Prozess beteiligt sind (Sahni et al., 

1999 and 2001; Yasoda et al., 2004).  
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I.4 Zielsetzung dieser Arbeit 

 

 

Der Single-Nukleotid-Polymorphismus (SNP) des FGFR4, bei dem ein Aminosäurenaustausch 

an Position 388 von Glycin zu Arginin in der Transmembrandomäne stattfindet, beeinflusst 

nachweislich das Migrationsverhalten von Brustkrebszellen und die Tumorprogression in vivo. 

2001 haben Cavallaro et al. einen Signalkomplex des FGFR4 mit verschiedenen anderen 

cytosolischen Adapterproteinen, sowie NCAM und N-Cadherin postuliert, wobei die 

Aktivierung von β1-Integrinen im intrazellulären Signaltransduktionsweg eingeleitet wird. Es 

 von FGFR4 auf die Zellmigration und die 

vierung bestimmter Signal-

Zelladhäsionsmoleküle in diesem Zusammenhang 

schließen lässt. 

Außerdem sollte der Einfluss des SNP auf die Signalkomplexbildung zwischen NCAM und der 

Rezeptor-Tyrosinkinase FGFR4 untersucht werden; darüber hinaus sollten auch andere Moleküle 

als Bindungspartner für die extrazelluläre Domäne des FGFR4 identifiziert werden, um die Rolle 

des Rezeptors im Allgemeinen und der extrazellulären Domäne von FGFR4 im Speziellen bei 

der Metastasierung von Krebszellen zu erklären. Als Ergänzung sollten physiologische 

Experimente dazu beitragen, die Funktion des FGFR4 in der Zellmigration und 

Krebszellinvasion noch genauer zu charakterisieren.  

Durch eine Unterdrückung der FGFR4-Expression sollte schließlich analysiert werden, ob der 

FGFR4 analog zu den anderen FGF-Rezeptor-Familienmitgliedern die Apoptose von 

Krebszellen beeinflusst und wie diese Effekte vermittelt werden. 

 

wurde jedoch nicht geklärt, welche Funktionen der SNP des FGFR4 und insbesondere die 

extrazelluläre Domäne des Proteins allein im Zusammenhang mit der Zelladhäsion besitzen. 

Darüber hinaus wurde bisher noch nicht untersucht, ob und welche Rolle der FGFR4 in der 

Apoptose von Krebszellen spielt. Einige Untersuchungen zeigen, dass die FGF-Rezeptoren 1–3 

die Überlebensfähigkeit von Zellen kontrollieren können. 

 

Im Rahmen dieser Arbeit sollte der Einfluss des SNP

Krebszellinvasion genauer untersucht werden. Durch cDNA-Makro-Array-Analysen sollte 

geklärt werden, ob in verschiedenen FGFR4-Überexpressionssystemen ein konserviertes 

Expressionsprofil zu finden ist, welches auf die Akti

transduktionswege oder den Einfluss einzelner 
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II Material und Methoden 
 

II.1 Bezugsquellen 
 

II.1.1 Chemikalien 
 
Acrylamid       Serva, Heidelberg 
Agar        Difco, Detroit 
Agarose       BRL, Eggenstein 
Ampicillin       Roche, Mannheim 
Aprotinin       Sigma, Taufkirchen 
APS (Ammoniumperoxidsulfat)    Biorad, München 
ATP (Adenosintriphosphat)     Sigma, Taufkirchen 
Bisacrylamid       Roth, Karlsruhe 
Bromphenolblau      Sigma, Taufkirchen 
BSA (Rinderserum)      Sigma, Taufkirchen 
Chloroquin       Biotrend Chemikalien, Köln 
Coomassie G250      Serva, Heidelberg 
Desoxyribonukleotide (dA/G/T/CTP)   Roche, Mannheim 
Doxorubicin       Sigma, Taufkirchen 
DTT (Dithiothreitol)      Sigma, Taufkirchen 
Ethidiumbromid      Sigma, Taufkirchen 
Formaldehyd       Polysciences, Eppenheim 
Geneticin (G 418)      Gibco, Eggenstein 
Glutathion       Sigma, Taufkirchen 
IPTG (Isopropyl-β-thiogalactopyranosid)   Biomol, Hamburg 
L-Glutamin       Gibco, Eggenstein 
Natriumazid       Serva, Heidelberg 
Natriumfluorid      Sigma, Taufkirchen 
Natriumorthovanadat      Adrich, Steinheim 
Phenol        Roth, Karlsruhe 
PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid)   Sigma, Taufkirchen 
Polybren (Hexadimethrinbromid)    Sigma, Taufkirchen 
Ponceau S       Sigma, Taufkirchen 
Puromycin       Sigma, Taufkirchen 
SDS (Natriumdodekylsulfat)     Roth, Karlsruhe 
TEMED (N,N,N,N-Tetraethylmethylendiamin)  Serva, Heidelberg 
Triton X-100       Serva, Heidelberg 
Tween 20       Sigma, Taufkirchen 
 
Alle hier nicht aufgeführten Chemikalien wurden in analysenreiner Qualität (p.a.) von der Firma 
Merck (Darmstadt) bezogen. 
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II.1.2 Enzyme 
 
Alkalische Phosphatase     MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Pfu-DNA-Polymerase     MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
Restriktionsenzyme      MBI Fermentas, St. Leon-Rot 
        NEB, Frankfurt/Main 
Reverse Transkriptase     Roche, Mannheim 
T4-DNA-Ligase      Roche, Mannheim 
T7-DNA-Polymerase      Pharmacia, Freiburg 
Taq-DNA-Polymerase     Boehringer, Mannheim 
Takara-ExTaq-DNA-Polymerase    Cambrex, Verviers (Belgien) 
Trypsin (Gibco)      Invitrogen, Eggenstein 
 

II.1.3 Radiochemikalien 
 
Redivue Adenosine 5´-[γ-33P]-triphosphate, triethylammonium salt 
Redivue L-[35S] Methionine, cell labeling grade 
 
Alle Radiochemikalien wurden von der Firma Amersham (Freiburg) bezogen. 
 

II.1.4 Handelsübliche „Kits“ und Sonstiges 
 
BD Matrigel Invasion Chambers    Schubert & Weiss, München 
(Wachstumsfaktor reduziert) 
Companionplatten für Membraneinsätze (24-Well)  Schubert & Weiss, München 
ECL Kit       Perkin Elmer, Köln 
Filterpapier 3MM      Whatman, USA 
Hyperfilm MB      Amersham Pharmacia, Braunschweig 
Kulturgefäße, Plastik      Greiner, Solingen 
        Nunc, Dänemark 
        Falcon, U.K. 
Membraneinsatzsysteme (8,0µm)    Schubert & Weiss, München 
Megaprime DNA labelling system    Amersham, Freiburg 
Micro BCA Protein Assay Kit    Pierce, Sankt Augustin 
Parafilm       Dynatech, Denkendorf 
Polyfect Transfektionsreagenz    Qiagen, Hilden 
Poly Prep® Chromatographiesäulen    Bio-Rad, München 
QIAquick Gel Extraction Kit     Qiagen, Hilden 
QIAquick PCR Purification Kit    Qiagen, Hilden  
QIAGEN Plasmid Maxi Kit     Qiagen, Hilden    
QIAGEN Plasmid Mini Kit     Qiagen, Hilden 
RNeasy-Kit       Qiagen, Hilden 
Sepharosen (A-, G-, IgG, GST-)    Amersham, Freiburg 
Sterilfilter 0,22 µm Zelluloseacetat    Nalge Company, USA 
Sterilfilter 0,45 µm Zelluloseacetat    Nalge Company, USA 
TEV-Protease       Invitrogen, Eggenstein 
Zellulosenitrat 0,45 µm     Schleicher & Schüll, Dassel 
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II.1.5 Wachstumsfaktoren und Liganden 
 
FGF1        Tebu, Offenbach 
FGF2        Tebu, Offenbach 
FGF19        Tebu, Offenbach 

U3pharma, Martinsried 
Insulin (human)      Lilly, Gießen 
Heparin       Sigma, Taufkirchen 
 

II.2 Medien und Puffer 
 

II.2.1 Medien für E. coli Bakterien 
 
LB-Medium   1,0 % Trypton 
    0,5 % Hefeextrakt 
    1,0 % NaCl 
              pH 7,2 
 
Bei Bedarf wurden dem Medium folgende Antibiotika nach dem Autoklavieren zugesetzt: 
 
Ampicillin   100 µg/ml 
Kanamycin   100 µg/ml 
Chloramphenicol    30 µg/ml 
 
Zur Herstellung fester Nährböden wurde dem Medium 1,5 % Agar zugesetzt. 
 

II.2.2 Zellkulturmedien 
 
Alle Zellkulturmedien, sowie Zusätze wurden von der Firma Invitrogen (Eggenstein), fötales 
Kälberserum bzw. fötales Pferdeserum von der Firma Sigma (Taufkirchen) bezogen. 
Dulbecco´s modified eagle medium (DMEM) mit 4,5 mg/ml Glukose und 2 mM L-Glutamin 
Minimum essential medium (MEM) mit 2 mM L-Glutamin 
McCoy´s 5 A Medium 
RPMI Medium 1640 mit 2 mM L-Glutamin 
L15 (Leibovitz) Medium 
Einfriermedium 10 % DMSO in 90 % FCS 
Die Medien wurden gemäß den Herstellerangaben mit 1 mM Natriumpyruvat und nicht-
essentiellen Aminosäuren versetzt. Je nach kultivierter Zelllinie wurde dem Medium 
hitzeinaktiviertes FCS zugesetzt. 
 

II.2.3 Stammlösungen und häufig verwendete Puffer 
 
Die hier aufgeführten Lösungen wurden mit bidestilliertem Wasser angesetzt. „x“ bezeichnet die 
„fache“ Konzentration einer Stammlösung, aus welcher verdünnt wird. 
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BBS (2 x)       50 mM BES 
      280 mM NaCl 
       1,5 mM Na2HPO4   pH 6,96 
Coomassie-Entfärbelösung        10 % Essigsäure 
           40 % Propanol 
Denhardt (100 x)        2,0 % Polyvinylpyrollidon 
          2,0 % Ficoll 
          2,0 % BSA 
DNA-Auftragspuffer (6 x)     0,25 % Bromphenolblau 
        0,25 % Xylencyanol 
           30 % Glyzerin 
      100 mM EDTA   pH 8,0 
HBS (2 x)     280 mM NaCl 
       1,5 mM Na2HPO4
      100 mM Hepes   pH 7,0 
Hy        250 ml SSC (20 x) 
          10 ml SDS (10 %) 
        740 ml H2O 
PreHy 2 x (500 ml)        50 ml Denhardt (100 x) 
          50 ml SSC (20 x) 
        100 ml Na3PO4 (pH 6,8) 
          10 ml Na4P2O7 (100 mM) 
        290 ml H2O 
Lämmli-Puffer (3 x)         20 % Glyzerin 
          3,0 % SDS 
        10 mM EDTA   pH 8,0 
        0,05 % Bromphenolblau 
          5,0 % β-Mercaptoethanol 
MOPS (10 x)     200 mM Morpholinopropansulfonsäure 
        80 mM Natriumacetat 
        10 mM EDTA pH 8,0 
NET (10 x)     150 mM NaCl 
       5,0 mM EDTA 
        50 mM Tris/HCl   pH 7,4 
        0,05 % Triton X-100 
PBS (10 x)       1,37 M NaCl 
        27 mM KCl 
      809 mM Na2HPO4
        15 mM KH2PO4  pH 7,4 
RNA-Auftragspuffer (2 x)         48 % Formamid 
            17 % Formaldehyd 
            11 % Glyzerin 
           0,1 % Bromphenolblau 
SD-Transblot        50 mM Tris/HCl   pH 7,5 
         40 mM Glycin 
            20 % Methanol 
       0,004 % SDS 
SSC (20 x)          3,0 M  NaCl 
           0,3 M Natriumcitrat 
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„Strip“-Puffer     62,5 mM Tris/HCl   pH 6,8 
           2,0 % SDS 
       100 mM β-Mercaptoethanol 
TAE (10 x)     400 mM Tris/Acetat   pH 8,0 
        10 mM EDTA 
TBE (10 x)     890 mM Tris/HCl 
        25 mM EDTA   pH 8,0 
      890 mM Borsäure 
TBST (10 x)     200 mM Tris/HCl   pH 7,5 
          1,4 M NaCl 
        50 mM EDTA 
          0,5 % Tween 20 (frisch) 
TE 10/0,1       10 mM Tris/HCl   pH 8,0 
       0,1 mM EDTA   pH 8,0 
Tris-Glycin-SDS (10 x)   250 mM Tris/HCl   pH 7,5 
          2,0 M Glycin 
          1,0 % SDS 
W1          2,0 x SSC 
          0,1 % SDS 
W2          0,2 x SSC 
          0,1 % SDS 
 

II.3 Bakterienstämme 
 

Stamm Beschreibung Referenz 

DH5αF´ F´ endA1 hsd17 (rk-mk+) supE44 recA1 

gyrA (Nal) thi-1 ∆ (lacZYA-argF196) 

Genentech, USA 

AI740827   (EST-clone) pT7T3D-CDH12  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

AI950214   (EST-clone) pT7T3D-CDH2  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

AI791569   (EST-clone) pT7T3D-CDH16  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

H03783      (EST-clone) pT7T3D-CDH5  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

BF196457  (EST-clone) pT7T3D-DSC2  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

W72927     (EST-clone) pT7T3D-DSG1  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

AI582245   (EST-clone) pT7T3D-DSG3  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

AI821753   (EST-clone) pT7T3D-ICAM3  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

AI366526   (EST-clone) pBS-SK--CNTN2  (EcoRI/XhoI) Invitrogen, Eggenstein 

H39560      (EST-clone) pT7T3D-E-SELE  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

BG831019 (EST-clone) pOTB7-ITGA3  (XhoI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

AA232847 (EST-clone) pT7T3D-ITGB3  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 

BF056206  (EST-clone) pT7T3D-ITGB6  (NotI/EcoRI) Invitrogen, Eggenstein 
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II.4 Zelllinien 
 

Zelllinie Beschreibung Referenz 

Phoenix A Modifizierte HEK 293 Linie zur 
Produktion von helfervirusfreien, 
amphotrophen Retroviren 

Nolan Lab, 

Stanford 

HEK293 Humane embryonale Nierenfibroblasten ATCC 

NIH3T3 cl. 7 Immortalisierte Mausfibroblasten ATCC 

DAL Brust-Karzinom Natali G. 

MDA-MB-453 Brust-Karzinom ATCC 

SkBr3 Brust-Adenokarzinom ATCC 

769-P Primäres Nierenzellkarcinom ATCC 

769-P FGFR4(G)-TAP pZome1C-FGFR4exTM(G388)-TAP diese Arbeit 

769-P FGFR4(R)-TAP pZome1C-FGFR4exTM(R388)-TAP diese Arbeit 

769-P Mock pZome1C (Leervektor) diese Arbeit 

TE 671 Medulloblastom DKFZ 

TE 671 (G)-TAP pZome1C-FGFR4exTM(G388)-TAP diese Arbeit 

TE 671 (R)-TAP pZome1C-FGFR4exTM(R388)-TAP diese Arbeit 

TE 671 Mock pZome1C (Leervektor) diese Arbeit 

MDA-MB-468 Brust-Adenokarzinom ATCC 

MDA-MB-468 R1 Doxorubicin-resistenter Klon R1 Andreas Roidl, 

diese AG 

MDA-MB-468 R1 si66 pSUPER-Retro-siRNA66 diese Arbeit 

MDA-MB-468 R1 si70 pSUPER-Retro-siRNA70 diese Arbeit 

MDA-MB-468 R1 si74 pSUPER-Retro-siRNA74 diese Arbeit 

MDA-MB-468 R1 Mock pSUPER-Retro (Leervektor) diese Arbeit 

MDA-MB-468 R9 Doxorubicin-resistenter Klon R9 Andreas Roidl 

MDA-MB-468 R9 si66 pSUPER-Retro-siRNA66 diese Arbeit 

MDA-MB-468 R9 si70 pSUPER-Retro-siRNA70 diese Arbeit 

MDA-MB-468 R9 si74 pSUPER-Retro-siRNA74 diese Arbeit 

MDA-MB-468 R9 Mock pSUPER-Retro (Leervektor) diese Arbeit 

MDA-MB-231 Brust-Adenokarzinom ATCC 

MDA-MB-231 (G) pLXSN-FGFR4(G388) monoklonal Johannes Bange, 

diese AG 
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MDA-MB-231 (R) pLXSN-FGFR4(R388) monoklonal Johannes Bange 

MDA-MB-231 (KM) pLXSN-FGFR4(G388) KM monoklonal Johannes Bange 

MDA-MB-231 p3x pLXSN (Leervektor) Johannes Bange 

MDA-MB-231 TM(G) pLXSN-FGFR4exTM(G388) monoklonal diese Arbeit 

MDA-MB-231 TM(R) pLXSN-FGFR4exTM(R388) monoklonal diese Arbeit 

MDA-MB-231 Sol pLXSN-FGFR4sol  monoklonal diese Arbeit 

MDA-MB-435S Brust-Karzinom ATCC 

MDA-MB-435S (G) pLXSN-FGFR4(G388) monoklonal Johannes Bange 

MDA-MB-435S (R) pLXSN-FGFR4(R388) monoklonal Johannes Bange 

MDA-MB-435S (KM) pLXSN-FGFR4(G388) KM monoklonal Johannes Bange 

MDA-MB-435S p3x pLXSN (Leervektor) Johannes Bange 

MDA-MB-435S TM(G) pLXSN-FGFR4exTM(G388) monoklonal diese Arbeit 

MDA-MB-435S TM(R) pLXSN-FGFR4exTM(R388) monoklonal diese Arbeit 

MDA-MB-435S Sol pLXSN-FGFR4sol  monoklonal diese Arbeit 

MCF7 Brust-Adenokarzinom DKFZ 

MCF7 (G) pLXSN-FGFR4(G388) monoklonal Johannes Bange 

MCF7 (R) pLXSN-FGFR4(R388) monoklonal Johannes Bange 

MCF7 (KM) pLXSN-FGFR4(G388) KM monoklonal Johannes Bange 

MCF7 p3x pLXSN (Leervektor) Johannes Bange 

MCF7 TM(G) pLXSN-FGFR4exTM(G388) monoklonal diese Arbeit 

MCF7 TM(R) pLXSN-FGFR4exTM(R388) monoklonal diese Arbeit 

MCF7 Sol pLXSN-FGFR4sol  monoklonal diese Arbeit 

HEK293 Sol-GST pcDNA3-FGFR4sol  polyklonal Johannes Bange 

OCI-AML5-4FA6D3C10 Hybridomazelllinie zur Produktion von 

monoklonalem FGFR4-Antikörper 

Bühring, diese AG 

 

II.5 Antikörper 
 
Die folgenden Antikörper wurden zur Immunpräzipitation oder als primäre Antikörper im 
Immunoblot verwendet. 
 

Antikörper Beschreibung Referenz 
α-Tubulin Maus, monoklonal, Aszites Sigma, Taufkirchen 
Akt 1/2 Kaninchen, polyklonal, gegen AS 345-480 

des humanen Akt 
Santa Cruz, USA 
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P-Akt/PKB Kaninchen, polyklonal, gegen Phospho-
Serin 473 des murinen Akt 

Cell Signaling, USA 

1171/1172 Kaninchen, polyklonal, immunisiert mit 
gereinigtem FGFR4ex-GST Protein 

diese Arbeit 

4FA6D3C10 Maus, monoklonal, gerichtet gegen die 
extrazelluläre Domäne des FGFR4 

H. J. Bühring (1999), 
diese AG 

NCAM Maus, monoklonal, 123C3  Santa Cruz, USA 
HER2-CT Kaninchen, polyklonal, gegen C-terminales 

Peptid des humanen HER2 
Lee et al., 1989 

HER2 Maus, monoklonal, 2C4 Genentech, USA 
VSV Maus, monoklonal, gegen 11AS des 

Glykoproteins des Virus für vesikuläre 
Stomatitis (VSV-G), Klon p5d4 

Boehringer, Mannheim 

t-PA Ziege, polyklonal, C16 Santa Cruz, USA 
Annexin II Ziege, polyklonal, C16 Santa Cruz, USA 
NCDH Kaninchen, polyklonal, H63 Santa Cruz, USA 
P-ERK Kaninchen, polyklonal, gegen Phospho-

Erk1/2 (Thr-202/Tyr-204) MAPK 
Cell signaling, USA 

ERK2 Kaninchen, polyklonal, K-23 gegen Peptid 
aus der Subdomäne XI des Ratten Erk2 

Santa Cruz, USA 

PRL polyklonal, C17 Santa Cruz, USA 
PAI-1 polyklonal, C20 Santa Cruz, USA 
PY (4G10) Maus, monoklonal, gegen Phospho-Tyr UBI, USA 
S6Kinase Kaninchen, polyklonal Cell signaling, USA 
P-S6Kinase Kaninchen, polyklonal, gegen Phospho-Thr 

412 
Cell signaling, USA 

uPAR polyklonal, FL290 Santa Cruz, USA 
BclXL Maus, monoklonal BD Bioscience, 

Heidelberg 
Aktin Kaninchen, polyklonal Sigma, Taufkirchen 
 
Die verwendeten, sekundären Antikörper für die Immundetektion der Proteine waren mit 
Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert. 
 

Antikörper Verdünnung Bezugsquelle 
Ziege gegen Maus 1:20000 BioRad, München 
Ziege gegen Kaninchen 1:50000 BioRad, München 
Esel gegen Ziege 1:25000 Jackson Immuno Research 

Laboratories Inc., USA 
 

II.6 Plasmide und Oligonukleotide 
 

II.6.1 Ausgangsvektoren 
 

Vektor Beschreibung Referenz 
pcDNA3 Eukaryotischer Expressionsvektor, Ampr, 

Neor, CMV-Promotor, BGH poly A, f1(+) 
Invitrogen, USA 
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ori 
pBlueScript KS+ ColE1 ori, Ampr, LacZ, f1(+) IG, SK (MKS) Stratagene, USA 
pSUPER-Retro siRNA generierender Vektor, H1 RNA 

Promotor, pBABE Backbone 
OligoEngine, USA 

pLXSN Retroviraler Expressionsvektor, Ampr, Neor, 
ori vom pBR322, 5´-LTR und 3´-LTR vom 
MoMuLV, SV40 Promotor 

Clontech, USA 

pcDNA3JVSV Modifizierter pcDNA3-Vektor zur Protein-
expression, VSV-Epitop 

J. Bange, diese AG 

pZome1C pBABE-puro basierend, enthält TAP-Tag für 
TAP-tagging von Proteinen am C-Terminus 

Euroscarf, Frankfurt* 

pZome1N pBABE-puro basierend, enthält TAP-Tag für 
TAP-tagging von Proteinen am N-Terminus 

Euroscarf, Frankfurt 

pEGFP1 Eukaryotischer Expressionsvektor, Ampr, 
Neor, Kanr

BD Biosciences 
Clontech, Heidelberg 

*http://web.uni-frankfurt.de/fb15/mikro/euroscarf/ 
 

II.6.2 Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Plasmide 
 

Vektor Beschreibung Referenz 
pcDNA3-FGFR4(G388)VSV cDNA von FGFR4(G388) mit VSV-

Epitop am C-Terminus 
J. Bange, diese AG 

pcDNA3-FGFR4(R388)VSV cDNA von FGFR4(R388) mit VSV-
Epitop am C-Terminus 

J. Bange, diese AG 

pcDNA3-FGFR4(K503M)VSV cDNA von FGFR4(K503M) mit VSV-
Epitop am C-Terminus 

C. Stadler, diese AG 

pcDNA3-FGFR4int VSV intrazelluläre Domäne des FGFR4 mit 
VSV-Epitop am C-Terminus 

C. Stadler, diese AG 

pcDNA3-FGFR4exTM(G388) 
VSV 

Extrazellulär- und Transmembran-
Domäne des FGFR4(G388) als 
Fusionsprotein mit VSV-Epitop am C-
Terminus (kloniert aus pcDNA3-
FGFR4(G388)VSV über HindIII- und 
EcoRV-Exzision und Ligation über 
HindIII und NaeI in den pcDNA3-VSV 
Leervektor) 

diese Arbeit 

pcDNA3-FGFR4exTM(R388) 
VSV 

Extrazellulär- und Transmembran-
Domäne des FGFR4(R388) als 
Fusionsprotein mit VSV-Epitop am C-
Terminus (kloniert aus pcDNA3-
FGFR4(R388)VSV über HindIII- und 
EcoRV-Exzision und Ligation über 
HindIII und NaeI in den pcDNA3-VSV 
Leervektor) 

diese Arbeit 

pLXSN-FGFR4sol   Extrazelluläre Domäne des FGFR4 von 
AS 1-369 in pLXSN (PCR kloniert 
über EcoRI- und XhoI-Überhänge aus 
Oligos HJB55/56) 

diese Arbeit 
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pLXSN-FGFR4exTM(G388) Extrazellulär- und Transmembran-
Domäne des FGFR4(G388) von AS 1-
396 in pLXSN (PCR kloniert über 
EcoRI- und XhoI-Überhänge aus 
Oligos HJB55/57) 

diese Arbeit 

pLXSN-FGFR4exTM(R388) Extrazellulär- und Transmembran-
Domäne des FGFR4(R388) von AS 1-
396 in pLXSN (PCR kloniert über 
EcoRI- und XhoI-Überhänge aus 
Oligos HJB55/57)  

diese Arbeit 

pEGFP-FGFR4(G388) GFP cDNA von FGFR4(G388) mit GFP-
Fusion am C-Terminus (pEGFP1 XhoI 
und DraI verdaut, pcDNA3-
FGFR4(G388)VSV XhoI und NheI 
verdaut; CIAP-Behandlung und 
Ligation von Vektor und Insert) 

diese Arbeit 

pEGFP-FGFR4(R388) GFP cDNA von FGFR4(R388) mit GFP-
Fusion am C-Terminus (pEGFP1 XhoI 
und DraI verdaut, pcDNA3-
FGFR4(R388)VSV XhoI und NheI 
verdaut; CIAP-Behandlung und 
Ligation von Vektor und Insert) 

diese Arbeit 

pZC-FGFR4(G388)ex-TAP Extrazellulär- und Transmembran-
Domäne des FGFR4 mit Calmodulin- 
und ProteinA-Bindedomänen am C-
Terminus (pZome1C BamH1 verdaut, 
FGFR4exTM-Exzision aus pcDNA3-
FGFR4(G388)VSV über HindIII und 
NaeI; Klenow/CIAP-Behandlung und 
blunt-Ligation) 

diese Arbeit 

pZC-FGFR4(R388)ex-TAP Extrazellulär- und Transmembran-
Domäne des FGFR4 mit Calmodulin- 
und ProteinA-Bindedomänen am C-
Terminus (pZome1C BamH1 verdaut, 
FGFR4exTM-Exzision aus pcDNA3-
FGFR4(R388)VSV über HindIII und 
NaeI; Klenow/CIAP Behandlung und 
blunt-Ligation) 

diese Arbeit 

pSUPER-Retro-siRNA66 siRNA generierender Vektor spezifisch 
für FGFR4 aus Oligos HJB66/67 

diese Arbeit 

pSUPER-Retro-siRNA70 siRNA generierender Vektor spezifisch 
für FGFR4 aus Oligos HJB70/71 

diese Arbeit 

pSUPER-Retro-siRNA74 siRNA generierender Vektor spezifisch 
für FGFR4 aus Oligos HJB74/75 

diese Arbeit 

pT4-NCAM120 NCAM120 cDNA in T4(pHβ-Apr-1 
neo) kloniert 

Frank Walsh, King´s 
College, London UK

pT4-NCAM125 NCAM125 cDNA in T4(pHβ-Apr-1 
neo) kloniert 

Frank Walsh 

pT4-NCAM140 NCAM140 cDNA in T4(pHβ-Apr-1 
neo) kloniert 

Steve Moore, 
London School of 
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Hygiene and Trop. 
Medicine UK; 
Kateryna Kolkova, 
University of Copen-
hagen Denmark 

pT4-NCAM180 NCAM180 cDNA in T4(pHβ-Apr-1 
neo) kloniert 

Frank Walsh 

pcDNA3-GFP “green fluorescent protein”  als Insert diese AG 
 

II.6.3 Wichtige Oligonukleotide 
 

Name Sequenz Definition 
HJB   1 CCGGAATTCGGAGTCAGTGACGGTACAGG CD33 forward 
HJB   2 CCGGAATTCGCAGCTCCTCATCCATCTCC CD33 reverse 
HJB   3 CCGGAATTCGTTCTCCTGTCCCAGGTGCT CDH13 forward 
HJB   4 CCGGAATTCCCCTCGTTGACATCCAGGAC CDH13 reverse 
HJB   5 CCGGAATTCTCTCGCGTCTCTCCTCCTTC CDH3 forward 
HJB   6 CCGGAATTCCTGTGACCTGCCCACTGTCT CDH3 reverse 
HJB   7 CCGGAATTCCCAGCCCTACCCAACTCTCT CDH6 forward 
HJB   8 CCGGAATTCCCTCACCGTCTGTGATGCTG CDH6 reverse 
HJB   9 CCGGAATTCGGAGCCTGCTTATCCTCCAG DSG2 forward 
HJB 10 CCGGAATTCCTAGACTGCCCCCTTGATCC DSG2 reverse 
HJB 11 CCGGAATTCGCAGCAGACACCAAGGTCAC DSC3 forward 
HJB 12 CCGGAATTCGTCGCACGACACTGAGTTGG DSC3 reverse 
HJB 13 CCGGAATTCCCTGATGGGCAGTCAACAGC ICAM1 forward 
HJB 14 CCGGAATTCCCCATTATGACTGCGGCTGC ICAM1 reverse 
HJB 15 CCGGAATTCCTGACTGTGGCCCTCTTCAC ICAM2 forward 
HJB 16 CCGGAATTCGACAGCAACACCGACACCAC ICAM2 reverse 
HJB 17 CCGGAATTCGGTCTCTGTTCCCTCTGTCG ICAM4 forward 
HJB 18 CCGGAATTCCAGGGTCACCACCAAGTAGC ICAM4 reverse 
HJB 19 CCGGAATTCCAGCAGGACAGGGTTACTGC ITGA5 forward 
HJB 20 CCGGAATTCCTGGGTGTCTGACGAGTCCT ITGA5 reverse 
HJB 21 CCGGAATTCGCAGCTGTGCTTGCTCTACC ITGA6 forward 
HJB 22 CCGGAATTCGGAGGCATATCCCACTAGGC ITGA6 reverse 
HJB 23 CCGGAATTCCTAGACGTGGACAGTCCTGC ITGAV forward 
HJB 24 CCGGAATTCCTTGGTGGCATGCTTCGAGC ITGAV reverse 
HJB 25 CCGGAATTCCCAGCTAAGCTCAGGAACCC ITGB1 forward 
HJB 26 CCGGAATTCCACAGACACCAAGGCAGGTC ITGB1 reverse 
HJB 27 CCGGAATTCGGACCTCTCCTACTCCATGC ITGB2 forward 
HJB 28 CCGGAATTCGTACTTGCCACAGGGTGAGG ITGB2 reverse 
HJB 29 CCGGAATTCGTGAAGAGCTGCACGGAGTG ITGB4 forward 
HJB 30 CCGGAATTCGCAGAACTGACCCTCGTAGC ITGB4 reverse 
HJB 31 CCGGAATTCTCAGGGTCCCACTGGAAGAC COL XIII A1 

forward 
HJB 32 CCGGAATTCCCCTGGAAGCCTTTCTCTCC COL XIII A1 reverse
HJB 33 CCGGAATTCGGCCTCTGAAGGAGGAGAAG MCAM forward 
HJB 34 CCGGAATTCCCAGCTCCAGGAAGAGGATG MCAM reverse 
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HJB 35 CCGGAATTCGGATGGCAGTGAGTCAGAGG NCAM forward 
HJB 36 CCGGAATTCGCTTAGGTGCACTGGGTTCC NCAM reverse 
HJB 37 CCGGAATTCAGTCCTGCTGACCCTTCTGC PECAM forward 
HJB 38 CCGGAATTCTCCTCTCCAGACTCCACCAC PECAM reverse 
HJB 39 CCGGAATTCGACAACTTCTCCGGCTCAGG SDC1 forward 
HJB 40 CCGGAATTCGGAGTAGCTGCCTTCGTCCT SDC1 reverse 
HJB 41 CCGGAATTCGTCGATCCGAGAGACTGAGG SDC4 forward 
HJB 42 CCGGAATTCCAGAGGAGCTCTGGATGAGG SDC4 reverse 
HJB 43 CCGGAATTCGGGACCACATCTACGCTGAC VCAM1 forward 
HJB 44 CCGGAATTCGAGGAAGGGCTGACCAAGAC VCAM1 reverse 
HJB 45 CCGGAATTCATGAGGTGTGAGTGGGATGG gp130 forward 
HJB 46 CCGGAATTCCAGAACAGCACTCCCAGAAG gp130 reverse 
HJB 47 CCGGAATTCCTTGGGGATGTGCCTAGACC CAV1 forward 
HJB 48 CCGGAATTCCAAAGAGTGGGTCACAGACG CAV1 reverse 
HJB 49 CCGGAATTCCCAGGAGTACCAGGACAAGC COL IV A1 forward 
HJB 50 CCGGAATTCAGTCCCGGTAGACCAACTCC COL IV A1 reverse 
HJB 51 CCGGAATTCCCAAGTCCTGTCACCTGTGC LAMC1 forward 
HJB 52 CCGGAATTCGTATCTCGCCTGTCCACTCG LAMC1 reverse 
HJB 53 CCGGAATTCCCGTGTCACCTACCAGAACC CD171 forward 
HJB 54 CCGGAATTCCACCAAGAGCTGTGCCCTAC CD171 reverse 
HJB 55 CCGGAATTCGCCACCATGCGG 

CTGCTGCTGGCCCTGTTGG 
FGFR4 forward 

HJB 56 CCGCTCGAGTTAGTCCGTATACCTGGCCTCGG FGFR4Sol reverse 
HJB 57 CCGCTCGAGTTAGTGGAGC 

GCCTGCCCTCGATACAGCC 
FGFR4TMex reverse 

 
HJB 58 GATCCCCGTGGAGCTTGAGCCCTGCCTTCAAGAGA 

GGCAGGGCTCAAGCTCCACTTTTTGGAAA 
FGFR4 siRNA 

forward  
(Start-Base 80) 

HJB 59 AGCTTTTCCAAAAAGTGGAGCTTGAGCCCTGCC 
TCTCTTGAAGGCAGGGCTCAAGCTCCACGGG 

FGFR4 siRNA 
reverse 

HJB 60 GATCCCCGGCTGTATCGAGGGCAGGCTTCAAGAGA 
GCCTGCCCTCGATACAGCCTTTTTGGAAA 

FGFR4 siRNA 
forward  

(Start-Base 1162) 
HJB 61 AGCTTTTCCAAAAAGGCTGTATCGAGGGCAGGC 

TCTCTTGAAGCCTGCCCTCGATACAGCCGGG 
FGFR4 siRNA 

reverse 
HJB 62 GATCCCCCGATGATGAGGACCCCAAGTTCAAGAGA 

CTTGGGGTCCTCATCATCGTTTTTGGAAA 
FGFR4 siRNA 

forward  
(Start-Base 373) 

HJB 63 AGCTTTTCCAAAAACGATGATGAGGACCCCAAG 
TCTCTTGAACTTGGGGTCCTCATCATCGGGG 

FGFR4 siRNA 
reverse 

HJB 64 GCGTCTGTAGAGGCTTCTGG NCDH forward 
HJB 65 GTGCTTGGAGCCTGAGACAC NCDH reverse 
HJB 66 GATCCCCGAGCAGGAGCTGACAGTAGTTCAAGAGAC 

TACTGTCAGCTCCTGCTCTTTTTGGAAA 
FGFR4 siRNA 

forward 
(Start Base 123) 

HJB 67 AGCTTTTCCAAAAAGAGCAGGAGCTGACAGTAG 
TCTCTTGAACTACTGTCAGCTCCTGCTCGGG 

FGFR4 siRNA 
reverse 

(zu HJB 66) 
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HJB 68 GATCCCCTGTCAGGGTTCTGCTCGGCTTCAAGA 
GAGCCGAGCAGAACCCTGACATTTTTGGAAA 

FGFR4 siRNA 
forward 

(Start Base 2589) 
HJB 69 AGCTTTTCCAAAAATGTCAGGGTTCTGCTCGGC 

TCTCTTGAAGCCGAGCAGAACCCTGACAGGG 
FGFR4 siRNA 

reverse 
(zu HJB 68) 

HJB 70 GATCCCCCTACCTGCTAGATGTGCTGTTCAAGA 
GACAGCACATCTAGCAGGTAGTTTTTGGAAA 

FGFR4 siRNA 
forward 

(Start Base 607) 
HJB 71 AGCTTTTCCAAAAACTACCTGCTAGATGTGCT 

GTCTCTTGAACAGCACATCTAGCAGGTAGGGG 
FGFR4 siRNA 

reverse 
(zu HJB 70) 

HJB 72 GATCCCCTACGGACATCATCCTGTACTTCAAG 
AGAGTACAGGATGATGTCCGTATTTTTGGAAA 

FGFR4 siRNA 
forward 

(Start Base 1000) 
HJB 73 AGCTTTTCCAAAAATACGGACATCATCCTGT 

ACTCTCTTGAAGTACAGGATGATGTCCGTAGGG 
FGFR4 siRNA 

reverse 
(zu HJB 72) 

HJB 74 GATCCCCGTGCTCGACCTTGATAGCATTCAAG 
AGATGCTATCAAGGTCGAGCACTTTTTGGAAA 

FGFR4 siRNA 
forward 

(Start Base 2481) 
HJB 75 AGCTTTTCCAAAAAGTGCTCGACCTTGATAG 

CATCTCTTGAATGCTATCAAGGTCGAGCACGGG 
FGFR4 siRNA 

reverse 
(zu HJB 74) 

HJB 76 GATCCCCTGTGCTGGTGACTGAGGACTTCAA 
GAGAGTCCTCAGTCACCAGCACATTTTTGGAAA 

FGFR4 siRNA 
forward 

(Start Base 1850) 
HJB 77 AGCTTTTCCAAAAATGTGCTGGTGACTGAGGAC 

TCTCTTGAAGTCCTCAGTCACCAGCACAGGG 
FGFR4 siRNA 

reverse 
(zu HJB 76) 

HJB 78 GCATGGACACCCAGACCAGG FGFR4TMGly-TAP 
forward (inverse 

PCR) 
HJB 79 TCGATACAGCCCGGCCAGCAGCAGG FGFR4TMGly-TAP 

reverse (inverse 
PCR) 

HJB 80 GCATACTTCTGCCTGCTGGG FGFR4TMGly-TAP 
reverse (inverse 

PCR) 
HJB 81 CTGCTGGCCGGGCTGTATCGAGGG FGFR4TMGly-TAP 

forward (inverse 
PCR) 

HJB 82 TCCAGGATAACTGTGACTCC MSP forward 
HJB 83 GGACTTAACATGGGCTATGC MSP reverse 
HJB 84 AGGATGCAGATGTCTCCAGC PAI1 forward 
HJB 85 CCAGATGAAGGCGTCTTTCC PAI1 reverse 
HJB 86 TGTTTCCTGCAACGATCACG PRL forward 
HJB 87 GGAACGGATCATTAAGGACC PRL reverse 
HJB 88 AGAATTCTGCCACCATGTCTCAGAGCAACC BclXL forward 
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HJB 89 GGGTGATGTGGAGCTGGGATGTC BclXL reverse 
HJB 90 ACCACAGTCCATGCCATCAC GAPDH forward 
HJB 91 TCCACCACCCTGTTGCTGTA GAPDH reverse 
 

II.7 Molekularbiologische Methoden 
 

II.7.1 Plasmidpräparationen 
 

II.7.1.1 Plasmidpräparation für analytische Zwecke 
 
Kleinere Mengen Plasmid-DNA wurden aus 2 ml E.coli Kulturen mit Hilfe des Qiagen Mini Kits 
nach Herstellerangaben präpariert. 
 

II.7.1.2 Plasmidpräparation für präparative Zwecke 
 
Für die Transfektion verschiedener Zelllinien wurden größere DNA-Mengen benötigt, deren 
Aufreinigung mit Hilfe des Qiagen Maxi Kits nach Herstellerangaben durchgeführt wurde. 
 

II.7.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 
 
Die Nukleinsäure-Konzentrationsbestimmung erfolgte unter Verwendung eines Spektral-
photometers bei einer Wellenlänge von 260 nm. Zum Nullabgleich wurde der gleiche Puffer 
verwendet, in dem die Nukleinsäuren resuspendiert waren. Die Nukleinsäuren wurden in einer 
Verdünnung von 1:200 gemessen. 
Eine OD260 von 1 entspricht dabei einer DNA-Konzentration von 50 µg/ml. 
Eine OD260 von 1 entspricht dabei einer RNA-Konzentration von 40 µg/ml. 
Zur Abschätzung der Verunreinigung der Lösung mit Proteinen misst man die Absorption bei 
280 nm und bildet anschließend den Quotienten aus OD260/OD280. Dieser Wert liegt bei nicht 
ausreichend reiner DNA bei unter 1,8. Für RNA liegt dieser Wert bei < 2,0. 
 

II.7.3 Sequenzierung von DNA 
 
Sequenzierungen erfolgten automatisiert mit Hilfe des ABI PRISMTM 310 Genetic Analyzer 
(Perkin Elmer) gemäß der Kettenabbruchmethode. Die zu sequenzierende DNA wurde hierfür 
einer vorausgehenden PCR (s. II.7.8) nach folgendem “ABI Big Dye Terminator Cycle 
Sequencer“-Protokoll unterzogen: 
 
Reaktionsansatz: 
    4,0  µl  Terminator Ready Reaction Mix (TRR) 
    0,5  µg  dsDNA 
    10,0 pmol Primer 
         ad 20,0 µl  H2O 
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PCR-Programm: 
 
Amplifikation 25 Zyklen: 30 sec  96°C  (Denaturierung) 
    15 sec  45-60°C (Hybridisierung) 
    4   min  60°C  (Synthese) 
    →  4°C  (Abkühlung)  
 
Anschließend wurde die amplifizierte DNA durch Zugabe von 80 µl H2O und 250 µl 100 %igem 
Ethanol (RT) gefällt. Nach 15-minütiger Inkubation bei RT wurde die DNA bei 13000 rpm für 
20 min in einer Tischzentrifuge pelletiert, das Pellet in 250 µl 75 %igem Ethanol (RT) 
gewaschen und erneut durch 5-minütige Zentrifugation pelletiert.  
Daraufhin wurde der Überstand mit einer Kanüle abgesaugt, und das Pellet für eine Minute bei 
90°C im Heizblock getrocknet. Das trockene Pellet wurde in 20 µl “Template Suppression 
Reagent“ (TSR) aufgenommen und in ein Sequenziergefäß überführt, welches vorsichtig mit 
dem Septum verschlossen wurde. Die so präparierte DNA wurde dann bis zur Sequenzierung bei 
– 20°C aufbewahrt und direkt vor der Sequenzierung für 2 min bei 90°C inkubiert. 
 

II.7.4 Enzymatische Behandlung von DNA 
 

II.7.4.1 Verdau von DNA-Fragmenten mit Restriktionsendonukleasen 
 
Restriktionen erfolgten in den vom Hersteller angegebenen Inkubationspuffern für 1-2 Stunden 
und beim Temperaturoptimum des jeweiligen Enzyms. 
 

II.7.4.2 Dephosphorylierung von 5´-Enden 
 
Die Religation von Vektoren mit kompatiblen Enden wurde durch Dephosphorylierung ihrer 5´-
Enden verhindert. 1-4 µg verdaute Vektor-DNA wurde in einem Reaktionsvolumen von 10-20 µl 
in 1 x Phosphatasepuffer (50 mM Tris/HCl pH 8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,5) nach Zugabe von 5 
Units alkalischer Phosphatase aus Kälberdarm (1 E) für 30 min bei 37°C inkubiert. Anschließend 
wurde die dephosphorylierte DNA über ein Agarosegel (0,6-1,0 % Agarose) aufgereinigt und 
mit Hilfe des QiaQuick Gel Extraction Kit eluiert. 
 

II.7.4.3 Phosphorylierung von Primern 
 
Zur direkten Ligation von synthetischen Oligomeren in Vektoren müssen die Oligomere 
zunächst phosphoryliert werden. 200 pmol Oligonukleotid wurden dazu mit 5 Units (U) T4 
Polynukleotidkinase, 1x Kinase Puffer und 10 mM ATP für 30 min bei 37°C inkubiert. Die 
Reaktion wurde durch Hitzeinaktivierung für 10 min bei 70°C gestoppt. 

II.7.4.4 Ligation von DNA-Fragmenten mit T4-DNA-Ligase 
 
Bei der Ligation katalysiert T4-DNA-Ligase die Bildung von Phosphodiesterbindungen 
zwischen einem 5´-Phosphat und einem 3´-Hydroxylende von Polynukleotiden. 20 bis 100 ng 
geschnittene Vektor-DNA wurden mit 2-5 fachen Überschuss des zu klonierenden DNA-
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Fragments, sowie 1 µl 10x T4-DNA-Ligasepuffer (0,66 M Tris/HCl pH 7,5; 50 mM MgCl2; 50 
mM DTT; 10 mM ATP) und 1 U T4-DNA-Ligase in einem Gesamtvolumen von 10 µl versetzt 
und über Nacht bei 16°C oder alternativ 1 h bei RT inkubiert. Der Ligationsansatz wurde zur 
Transformation von Bakterien verwendet. 
 

II.7.4.5 Auffüllen von 5´-Überhängen mit Klenow-Polymerase 
 
Das Klenowenzym (DNA Polymerase I, großes Fragment) kann zum Ausfüllen von 5´-
Überhängen (nach Restriktionsverdau) verwendet werden, um anschließend glatte (blunt) Enden 
für die Ligation zu erhalten. 
Nach dem Restriktionsverdau, bei dem durch die Restriktionsenzyme 5´-Überhänge entstanden 
sind, wurde der Ansatz mit Hilfe von Qiagen-Säulen (QIAquickTM PCR Purification Kit) 
gewaschen und mit 44 µl H2O eluiert. Zu dem Eluat wurden 5 µl 10 x Klenow-Puffer (enthält 40 
µM von allen vier dNTPs und 0,1 mg/ml BSA) und 1 U Klenow-Polymerase pro µg DNA 
zugegeben. Der Ansatz wurde für 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend für 10 
min bei 75°C hitzeinaktiviert. Nach erneuter Reinigung des Ansatzes mit Hilfe einer Qiagen-
Säule wurde diese DNA in einer blunt-end-Ligation eingesetzt. 
 

II.7.4.6 Radioaktive Markierung von DNA-Fragmenten mit [α-33P]-dATP 
 
Zur radioaktiven Markierung von DNA- bzw. cDNA-Fragmenten wurde der „Random Primed 
Labeling Kit“ von Boehringer Ingelheim verwendet, der auf der Methode von Feinberg und 
Vogelstein (1983; 1984) beruht. 50 ng DNA bzw. ca. 300 ng cDNA wurden zusammen mit 2,5 
µl Hexanukleotiden in einem Volumen von 10 µl für 10 min bei 95°C denaturiert und 
anschließend für 5 min auf Eis gebracht. Zum Reaktionsansatz wurden je 8,5 µl Reaktionsmix 
(Puffer:dTTP:dCTP:dGTP = 5:4:4:4), 50 µCi [α-33P]-dATP und 1,5 E Klenow-DNA-
Polymerase zugegeben und für 2 h (< 4 h !) bei 37°C inkubiert. Anschließend wurde der Ansatz 
mit „QIAquick Nucleotide Removal Kit“ von Qiagen gereinigt und die radioaktiv markierte 
DNA in einem Volumen von 150 µl eluiert. 
 

II.7.5 Gelelektrophorese von DNA 
 
Doppelsträngige DNA-Moleküle im Größenbereich von 250 bp bis 14 kbp wurden in 0,6 – 2 %-
igen horizontalen Agarosegelen aufgetrennt. Als Laufpuffer diente 1 x TBE. Die aufzutrennende 
DNA wurde mit 1/5 Volumen 6 x DNA-Auftragspuffer versetzt. Die Auftrennung erfolgte je 
nach Gelgröße bei 30-200 Volt innerhalb von 1-2 Stunden. Danach wurde das Gel für 10 min mit 
1 x TBE/Ethidiumbromid (2 µg/ml) gefärbt und 10 min in 1 x TBE entfärbt.  
 

II.7.6 Isolierung von DNA-Fragmenten 
 
Die Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte durch die Verwendung des 
QIAquick Gel Extraction Kit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. 
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II.7.7 DNA-Transfer in E. coli Bakterien 
 

II.7.7.1 Herstellung kompetenter E. coli Bakterien 
 
Zur Herstellung kompetenter E. coli Bakterien wurde die Methode von Chung und Miller 
(Chung and Miller, 1993) verwendet. Die Transformationseffizienz war größer als 5x106 
Klone/µg DNA. 
 

II.7.7.2 Transformation kompetenter E. coli Bakterien 
 
Zur Transformation von E. coli wurden 10 µl eines entsprechenden Ligationsansatzes verwendet 
und mit kompetenten Bakterien < 30 min auf Eis inkubiert. Der Transformationsansatz wurde 
dann 1 min bei 42°C inkubiert, anschließend mit 500 µl LB-Medium versetzt und für 45 min auf 
37°C geschüttelt. Nach Zentrifugation und Aufnahme des Zellpellets in 100 µl LB-
Selektionsmedium wurde der Reaktionsansatz auf eine LB-Selektionsagarplatte ausplattiert und 
über Nacht bei 37°C inkubiert. 
 

II.7.7.3 Dauerkulturen von E. coli Bakterien 
 
Zur Herstellung von Dauerkulturen wurden jeweils 0,5 ml einer stationären Bakterienkultur (LB-
Medium mit Antibiotikazusatz) mit 0,5 ml einer 50 %-igen Glyzerinlösung versetzt, kurz 
gemischt und anschließend in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Diese Kulturen können  
längere Zeit bei -80°C gelagert werden. 
 

II.7.8 Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels PCR 
 

II.7.8.1 PCR-Amplifikation von DNA 
 
Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) bietet die Möglichkeit, einen DNA-Bereich 
zwischen 2 bekannten Regionen in vitro zu amplifizieren. In einem sich ständig wiederholenden 
Zyklus aus Denaturierung der DNA, Hybridisierung spezifischer Oligonukleotide an den 
Matrizenstrang und Synthese des komplementären Stranges durch Verlängerung der 
Oligonukleotide  wird der zwischen den Oligomeren liegende Sequenzbereich exponentiell 
amplifiziert (Mullis et al., 1986).  
 
 
Die PCR-Reaktion wurde nach folgendem Grundschema in einem Reaktionsvolumen von 25 µl 
angesetzt: 
 
  1 µl Matrizen-DNA (1-100ng) 
  2 µl “sense“ Oligomer (10pmol) 
  2 µl “antisense“ Oligomer (10pmol) 
  2,5 µl 10x PCR Puffer II (mit 20 mM MgCl2) 
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  2 µl dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) 
  0,5 µl Pfu DNA Polymerase (2,5 U/µl) 
  15 µl ddH2O 
alternativ: 

1 µl Matrizen-DNA (1-100ng) 
  2 µl “sense“ Oligomer (10pmol) 
  2 µl “antisense“ Oligomer (10pmol) 
  2,5 µl 10x ExTaq-Puffer (mit 2 mM MgCl2) 
  2 µl dNTP-Mix (2,5 mM je dNTP) 
  0,125 µl TaKaRa Ex Taq Polymerase (5 U/µl) 
  15,375 µl ddH2O 
Jede Reaktion wurde mit einer Negativkontrolle durchgeführt. Hierzu wurde die DNA durch ein 
entsprechendes Volumen ddH2O ersetzt. Die Synthese wurde in einem Thermocycler „Progene“ 
der Firma Techne durchgeführt. Dabei wurde das folgende Syntheseprotokoll verwendet: 
Erste Denaturierung:   3 min  95°C 
Amplifikation 20-30 Zyklen:  45 sec  95°C (Denaturierung) 
     45 sec  TM-5°C (Hybridisierung) 
     1 min/kb 72°C (Synthese) für ExTaq oder 
     1,5 min/kb 72°C (Synthese) für Pfu 
Letzte Synthese:   3 min  72°C 
Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurde ein Aliquot des Ansatzes mittels Gelelektrophorese 
auf Amplifikation überprüft. Die gewünschten PCR-Fragmente wurden aufgereinigt (II.7.8.2) 
und standen danach für weitere molekularbiologische Anwendungen zur Verfügung. 
 

II.7.8.2 Aufreinigung von PCR-Produkten 
 
Die amplifizierten PCR-Produkte wurden mit Hilfe des QIAquick PCR Purification Kits 
entsprechend den Herstellerangaben zur Verwendung anderer Methoden vorbereitet. 
 

II.7.9 Arbeiten mit RNA 
 
Die Präparation von RNA macht die Verwendung gesonderter, RNAse-freier Lösungen und 
Reaktionsgefäße notwendig. Die Lösungen wurden in MilliporeTM/DEPC-Wasser angesetzt und 
autoklaviert. Reaktionsgefäße wurden 2 h bei 200°C gebacken. Während der RNA-Präparation 
wurden ständig Handschuhe zum Schutz vor RNAsen der Haut getragen und häufig gewechselt. 
DEPC (Diethylpyrocarbonat) in Lösungen ohne Tris (wegen Inaktivierung desselben) inaktiviert 
irreversibel die vorhandenen RNAsen durch kovalente Modifikationen. 
 

II.7.9.1 Präparation von Total-RNA 
 
Die Präparation von Total-RNA aus Zellen erfolgte hauptsächlich mit Hilfe des „Roti-Quick-
Kits“ für die RNA-Isolation nach Herstellerprotokoll. Hierzu wurden stets subkonfluente Zellen 
verwendet. Nach Extraktion wurden die RNA-Präzipitate getrocknet und in H2O gelöst. Zur 
Konzentrationsbestimmung wurde die Absorption bei 260 nm gemessen. Die Qualität der RNA 
wurde durch Gelelektrophorese (II.7.9.2) und anschließendes Färben mit Ethidiumbromid 
überprüft. 
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Für die cDNA-Makro-Arrays wurden die Total-RNA nach einem alternativen Protokoll isoliert. 
Für die Präparation von total-RNA wurden die Zelllinien (ca. 80 % konfluent) mit 
Guanidiniumthiocyanatpuffer (4 M GnSCN, 25 mM Na-Citrat, 10 mM EDTA pH 8,0, 0,1 M β-
Mercaptoethanol) lysiert. Die genomische DNA wird mittels 10 maliges Saugen durch eine 
Injektionsnadel geschert. Zu dem Ansatz wurden 500 µl einer 10 %-igen N-Lauroyl-
Sarcosinlösung und 1 ml einer 2 M NaOAc pH 4,2 zugegeben und gemischt. Es folgte eine 
Phenol/Chloroform Extraktion mit 10 ml Phenol und 2 ml Chloroform. Nach der Zentrifugation 
(30´ 4000rpm) wurde der Überstand mit einer Volumeneinheit Isopropanol versetzt und 45 min 
bei –20°C inkubiert. Nach einer Zentrifugation (HB4-Rotor 10 min 10000 rpm) wurde das Pellet 
mit Chloroform / Wasser 1:1 gewaschen und die wässerige Phase mit 0,1 Vol 3 M NaOAc pH 
6,0 und 3 Vol Ethanol präzipitiert. Das durch eine Zentrifugation erhaltene Pellet wurde 
getrocknet und in 200 µl H2O resuspendiert. Zur Konzentrationsbestimmung wurde die 
Absorption bei 260 nm gemessen. Die Qualität der RNA wurde durch Gelelektrophorese und 
anschließendes Färben mit Ethidiumbromid überprüft. 
 

II.7.9.2 Elekrophoretische Auftrennung von RNA 
 
Die Auftrennung der RNA erfolgte unter denaturierenden Bedingungen in horizontalen 
Agarosekammern (Lehrbach et al., 1977). 1,2 g Agarose wurden in 77 ml H2O aufgekocht und 
10 min bei RT abgekühlt. Danach wurde der Ansatz in 10 ml 10 x MOPS und 13 ml 
Formaldehyd (37 % v/v) aufgefüllt und das Gel gegossen. Die RNA wurde für die 
Gelelektrophorese folgendermaßen vorbereitet: 3 µg Poly(A+)-RNA wurde mit 2,5 µl 10 x 
MOPS, 4,4 µl Formaldehyd (37 % v/v) und 12,5 µl Formamid versetzt, und das Gesamtvolumen 
mit H2O auf 25 µl gebracht. Die Proben wurden 15 min bei 55°C erhitzt, anschließend mit 10 µl 
RNA-Auftragspuffer versetzt, auf Eis gestellt und auf das Gel aufgetragen. Als Laufpuffer diente 
1 x MOPS . Pro cm2 Gelfläche wurden 6 V Spannung angelegt. Nach der Elektrophorese wurde 
das Gel 30 min in 100 ml Laufpuffer mit 5 µl Ethidiumbromid gefärbt (10 mg/ml) und im 
gleichen Volumen Laufpuffer ohne Ethidiumbromid 60 min entfärbt. Die RNA wurde unter UV-
Licht (I=302 nm) detektiert und unter Einsatz eines Orangefilters fotographiert. 
 

II.7.9.3 Präparation von cDNA 
 
Für die Präparation von cDNA wurden ein Oligo-dT-Primer, der das 3´-Ende von mRNA 
erkennt (K1, Clontech Inc., USA), und ein „SMART“-Primer (Clontech Inc., USA) verwendet, 
der die 5´-terminale CAP –Struktur von mRNA erkennt (K2). Es folgte nur die Synthese des zu 
der RNA komplementären DNA-Stranges. Ein Verdau der RNA nach der Strangsynthese und 
eine Synthese von doppelsträngiger cDNA erfolgte nicht. 10 µg Total-RNA wurden in einem 
Volumen von 10 µl mit 10 µM K1 und 10 µM K2 in H2O für 2 min bei 68°C erhitzt, 
anschließend für 10 sec auf Eis inkubiert und folgende Reagenzien in einem Mix zugegeben: 
   5x RT Puffer    4 µl 
   10 mM dNTPs   2 µl 
   AMV-Reverse Transkriptase  2 µl 
   ddH2O     2 µl 
Folgende PCR-Reaktion wurde anschließend durchgeführt: 10 min 25°C 
         60 min 42°C 
Die synthetisierte cDNA wurde daraufhin mit Hilfe des „QIAquick PCR Purification Kit“ 
(Qiagen, Hilden) gereinigt und mit 30 µl Tris/HCl pH 8,0 von der Säule des Kits eluiert. 
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II.7.9.4 Herstellung der cDNA-Makro-Arrays 
 
Bei der Auswahl der Gene, die mit der cDNA-Makro-Array Analyse untersucht werden sollten, 
wurde der Schwerpunkt auf Signal- und Zelladhäsionsmoleküle gelegt, besonders Proteinkinasen 
und –phosphatasen. So kann, im Vergleich zu anderen Array-Systemen, die oft weit mehr Gene 
enthalten, die Analyse spezifisch auf die Gene des größten Interesses beschränkt werden. 
Ausgehend von den Daten des „Human Genom Projekts” wird die Anzahl der Proteinkinasen im 
menschlichen Genom auf ungefähr 550, die der Proteinphosphatasen, die die Aktivität der 
Proteinkinasen regulieren, auf 130 geschätzt (Lander et al., 2001). Auf den Arrays sind Sonden 
von 98 Tyrosinkinasen, 429 Serin/Threoninkinasen und 157 Proteinphosphatasen, so dass alle 
bisher identifizierten Kinasen und Phosphatasen untersucht werden. Die Makroarrays bestehen 
aus Nylonmembranen, auf die Sonden von etwa 1200 Genen aufgebracht sind. Die Sonden 
enthalten pBluescript Plasmide, in die Sequenzen der entsprechenden Gene mit einer Länge von 
200 bp bis 4000 bp ligiert wurden. Das leere Plasmid ohne zusätzliche Gensequenzen dient als 
Negativkontrolle. Jede Gensonde ist als Triplikat aufgetragen und für viele Gene befinden sich 
zwei oder mehr Sonden mit unterschiedlichen Sequenzen desselben Gens auf der Membran. 
Durch diese Mehrfachbestimmung der Expression jedes einzelnen Gens kann die Zuverlässigkeit 
der Daten gesteigert und der technische Fehler vermindert werden. Des weiteren enthalten die 
Arrays sog. „house-keeping“-Gene, die zur Normalisierung verwendet werden können. Die 
Plasmid-DNA der Sonden wurde 10 Minuten bei 100°C denaturiert. Anschließend mit 2 mM 
NaOH versetzt und 10 Minuten inkubiert. Durch Zugabe von 0,2 mM NH4OAc (pH 5,3) wurde 
der Ansatz neutralisiert und mit 6 x SSC-Bromphenolblau versetzt. Das Aufbringen der Sonden 
auf die Nylonmembranen erfolgte mit einem GeneTAC™G3-Roboter (Genomic Solutions, 
USA). Durch Erhitzen der Membranen im Vakuum (80 °C für 2 h) wurden die Sonden fixiert. 
 

II.7.9.5 Prähybridisierung der cDNA-Makro-Arrays 
 
Jede Membran wurde zuerst mit dem Puffer W1 (2 x SSC, 0,1 % SDS) kurz gewaschen. 
Anschließend wurde die Membran mit 15 ml 1x Prähybridisierungslösung (2 x PräHy:100x 
Denhardt, 20 x SSC, 0,5 M Na3PO4 pH 6,8, 100 mM Na4P2O7) und 100 µg/ml tRNA in einem 
Hybridisierungsröhrchen für > 4 h inkubiert. Die Prähybridisierung erfolgte dabei unter Rotation 
in einem Hybridisierungsofen (MWG-Biotech, Ebersbach) bei 68°C. 
 

II.7.9.6 Hybridisierung der Arrays mit radioaktiv-markierter cDNA 
 
Die gereinigte 33P-markierte cDNA muss mit COT-DNA (Gibco, USA) inkubiert werden. Diese 
DNA bindet besonders gut an repetitive Sequenzen und blockiert somit auch die repetitiven 
Sequenzen der cDNA, die bei der Hybridisation mit den Arrays unspezifische Signale 
verursachen können. 
Dazu wurden den 150 µl radioaktiv-markierter cDNA 40 µl 20 x SSC, 4 µl 10 % SDS und 10 µl 
COT-DNA (1 mg/ml) zugesetzt und für 10 min bei 95°C inkubiert. Anschließend wurde der 
Ansatz für 30 min bei 68°C weiter inkubiert. Danach wurde dieser Mix ohne Temperaturverlust 
zu 10 ml Hybridisierungspuffer gegeben, welcher vorher auf 70°C vorgewärmt und mit 100 
µg/ml tRNA versetzt wurde. Der Prähybridisierungspuffer auf den Arrays wurde jetzt gegen den 
radioaktiven Proben-Hybridisierungspuffer getauscht. Diese Hybridisierung erfolgte wiederum 
bei 68°C unter Rotation der Hybridisierungsröhrchen für mindestens 16 h. 
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II.7.9.7 Waschen der cDNA-Arrays 
 
Nach der Proben-Hybridisierung wurden die Arrays folgendermaßen gewaschen: 

1) W1, 20 min bei 42°C 
2) W1, 20 min bei 42°C 
3) W2, 20 min bei 42°C 
4) W2, 60 min bei 65°C 

Danach wurden die Arrays mit ddH2O gewaschen, getrocknet und in entsprechenden 
Filmkassetten Phosphoimagerplatten (Fuji, Japan) exponiert. Die Entwicklung des Signals unter 
Lichtausschluss wurde in der Regel über einen Zeitraum von 48 h vorgenommen und 
anschließend am Phosphoimager (Fuji Bas2500, Japen) über die Software BASreader (Raytest, 
Kanada) detektiert. 
 

II.7.9.8 Auswertung der cDNA-Makro-Arrays 
 
Die Schwärzung der einzelnen Punkte wurde mit Hilfe des Computerprogramms Array Vision 
(Imaging Research, USA) ermittelt. Von den Schwärzungen der Punkte wurde der unspezifische 
Hintergrund  in der Umgebung der Punkte abgezogen. Die so erhaltenen Werte  wurden in das 
Computerprogramm Excel (Microsoft, USA) exportiert, wo sie weiter bearbeitet wurden. Dazu 
wurde eine selber geschriebene Auswertungsroutine (in Visual Basic) verwendet, die die Werte 
automatisch normalisierte und die in den Klonen stärker oder schwächer exprimierte Gene 
identifizierte. 
Zur Normalisierung wurde zuerst der Durchschnitt der Werte für den Leervektor pBluescript 
eines cDNA-Arrays von allen Werten desselben Arrays abgezogen. Auf diese Art wurde der 
Hintergrund , den jeder Punkt wegen unspezifischer Bindungen an den Plasmidvektor enthielt, in 
weiteren Berechnungen des Programms nicht mehr berücksichtigt. Anschließend  wurde für 
jeden cDNA-Array die Summe aller Werte gebildet und jeder Punkt durch diese Summe geteilt. 
Dadurch konnten Schwankungen in der Gesamtintensität  aller Punkte der cDNA-Arrays 
untereinander  ausgeglichen werden. Jeder Wert wurde dann mit 10000 multipliziert, um 
handlichere Werte für die spätere Auswertung zu erhalten. Diese Rechenoperation änderte nicht 
das Verhältnis der Werte untereinander.  
Mit den normalisierten Werten wurden die in den Klonen im Vergleich zur Ausgangszelllinie 
anders exprimierten Gene ermittelt. Als stärker exprimiert wurde ein Gen in einem Klon 
angesehen, wenn dessen Wert über dem Durchschnittswert der cDNA-Arrays der jeweiligen 
Ausgangszelllinie plus 2 x Standardabweichung lag. Die so ermittelten unterschiedlich 
exprimierten Gene wurden in zwei Tabellen für stärker und schwächer exprimierte Gene 
eingetragen und nach der Anzahl der Klone, in denen eine veränderte Expression festgestellt 
wurde, sortiert. 
Durch Vergleich der Expressionsdaten können die einzelnen Gene entsprechend der Ähnlichkeit 
ihrer Expressionsprofile eingeteilt werden. Die Expressionsprofile zweier Gene ähneln sich, 
wenn die Gene in denselben Klonen stärker oder schwächer exprimiert werden. Diese 
gemeinsame Expression könnte bedeuten, dass die entsprechenden Gene auch funktionelle 
Gemeinsamkeiten besitzen. Wenn mehrere Gene, die eine Rolle in der Signaltransduktion 
spielen, ähnliche Expressionsprofile haben, so könnten sie z. B. in einem gemeinsamen 
Signalweg wirken. Auf diese Weise können also nicht nur einzelne Gene identifiziert werden, 
welche an die FGFR4-Expression gekoppelt sind, sondern ganze Signaltransduktionswege 
aufgedeckt werden. 
 
 



II Material und Methoden 
 

46

II.7.9.9 Gruppierung der Gene 
 
Für das Gruppieren der Gene wurden die normalisierten Expressionsdaten mit dem 
Computerprogramm „Cluster“ (Eisen et al., 1998) analysiert. Es wurden nur die Gene 
verwendet, die in wenigstens 80 % der cDNA-Arrays einen Wert von 1.0 oder höher aufwiesen. 
Dadurch wurden die Gene ausgeschlossen, deren Werte so klein waren, dass sie zu dicht am 
unspezifischen Hintergrund der Filter lagen. Dafür wurde die Filterfunktion des Programms 
verwendet. Anschließend wurden die Daten logarithmiert und nochmals normalisiert. Das 
Gruppieren der Gene erfolgte durch einen hierarchischen Gruppierungsalgorithmus. Es wurde 
der “Average Linkage“ Modus mit der zentrierten Korrelation benutzt. Bei dieser Art des 
Gruppierens werden zuerst kleinere Gengruppen gefunden und die Ähnlichkeit der Gengruppen 
untereinander bestimmt, indem ein durchschnittliches Expressionsprofil aus den Genen in einer 
Gengruppe gebildet wird, und dieses dann mit dem durchschnittlichen Expressionsprofil der 
anderen Gengruppen verglichen wird. Die Ergebnisse des Gruppierens wurden in einem 
Ergebnisdatenfile abgelegt und mit dem Programm “Tree View“ (Eisen et al., 1998) angesehen. 
Wie gut die Expressionsprofile der Gene und Gengruppen miteinander korrelieren, wurde durch 
den Korrelationsfaktor ausgedrückt, welcher von 1.0 für identische Profile bis -1.0 für genau 
entgegengesetzte Profile reichte. Für weitere Untersuchungen wurden nur Gengruppen 
verwendet, die einen Korrelationsfaktor von 0.7 oder größer besasen. 
 

II.8 Methoden zur Arbeit mit eukaryotischen Zellen 
 

II.8.1 Allgemeine Zellkulturtechniken 
 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Säugetierzellen wurden in Brutschränken (Heraeus, B5060 
Ek/CO2) bei 5-7 % CO2, 37°C und wasserdampfgesättigter Atmosphäre kultiviert. Alle 
Zellkulturarbeiten wurden aseptisch in Sterilbänken (Heraeus, Laminair) ausgeführt. Die Zellen 
wurden regelmäßig mit frischem Medium versorgt und passagiert. Weiterhin wurden die 
Zellkulturen routinemäßig auf Infektionen mit Mykoplasmen untersucht. Das Einfrieren von 
Zellen erfolgte in sog. Einfriermedium aus 90 % FCS und 10 % DMSO in Cryo-Röhrchen 
(Nunc, Wiesbaden) bei –80°C bzw. –196°C. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mittels eines 
Coulter Counters (Coulter Electronics, Krefeld). 

II.8.2 Mykoplasmentest 
 
Mykoplasmenkontamination von Zellkulturen beeinflussen die Expression von 
Zelloberflächenproteinen, die Vermittlung extrazellulärer Signale, den Stoffwechsel und andere 
Vorgänge und führen hierdurch zu einer Verfälschung von Versuchsergebnissen. Subkonfluente 
Zellen auf 6 cm Schalen wurden mit 20 % Methanol fixiert, zweimal mit PBS gewaschen und 15 
min mit dem DNA-Farbstoff Bisbenzimid (0,1 mg/ml in PBS) bei 37°C gefärbt. Nach erneutem 
Waschen mit PBS wurden die Zellen anschließend unter einem Fluoreszenzmikroskop auf 
Mykoplasmen untersucht. 
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II.8.3 Transfektion von Zellen 
 

II.8.3.1 Kalziumphosphat-Transfektion 
 
Zur Transfektion von HEK 293 Zellen mit Plasmid-DNA hat sich eine modifizierte 
Kalziumphosphat-Methode bewährt, die durch eine hohe Transfektionseffizienz gekennzeichnet 
ist (Chen and Okayama, 1987). Dazu wird die DNA mit CaCl2 und einer BES-gepufferten 
Phosphatlösung (BBS) präzipitiert und nach einem noch unbekannten Mechanismus von der 
Zelle aufgenommen (Graham and van der Eb, 1973). Die DNA liegt als Trans-Genom in den 
Zellen vor und geht ohne Anwendung eines Selektionsverfahrens bei Zellteilung verloren 
(Scangos and Ruddle, 1981). Daraus resultiert in der sogenannten transienten Expression ein 
Expressionsmaximum bei 48-72 h nach der Transfektion. Die Zellen wurden 24 h vor der 
Transfektion auf eine 10 cm Zellkulturschale in 8 ml Medium ausgesät. Pro Transfektion wurden 
8 µg DNA in 360 µl H2O verdünnt und mit 40 µl einer 2,5 M CaCl2-Lösung gemischt. Unter 
Schütteln wurden 400 µl 2 x BBS zugetropft. Nach 10 min Inkubation bei RT wurde das 
Präzipitat gleichmäßig auf die Zellen verteilt und diese über Nacht bei 37°C und 3 % CO2 
inkubiert. Am nächsten Morgen wurden die Zellen mit Medium gewaschen und gegebenenfalls 
mit serumfreiem Medium bis zur weiteren Verwendung gehungert. 
 

Schalengröße 12-Lochplatte 6-Lochplatte 6 cm Schale 10 cm Schale 
Schalenfläche 4 cm2 10 cm2 21 cm2 57 cm2

Zellzahl 180000 300000 800000 1,8 x 106

Medienvolumen 1 ml 2 ml 4 ml 8 ml 
DNA in H2Odd 1 µg in 45 µl 2 µg in 90 µl 4 µg in 180 µl 8 µg in 360 µl 
2,5 M CaCl2 5 µl 10 µl 20 µl 40 µl 

2 x BBS (pH6,96) 50 µl 100 µl 200 µl 400 µl 
Gesamtvolumen 100 µl 200 µl 400 µl 800 µl 

 

II.8.3.2 Transfektion mit anderen Methoden 
 
Zellen, bei denen eine Kalziumphosphat-Transfektion ineffizient war, wurden mit 
kommerziellen Transfektionsreagenzien behandelt. Die Transfektion mittels LipofectamineTM 
(Invitrogen), Lipofectamine 2000TM (Invitrogen) bzw. PolyFect® (Qiagen) erfolgte gemäß 
Herstellerangaben. 
 
Insbesondere 21nt siRNA Duplexe (Ambion, Huntington, Cambridge, UK) wurden mit 
Lipofectamine 2000TM transfiziert, wobei 0,84 µg bzw. 20 nM siRNA pro 6-Loch-Platte 
eingesetzt wurden (ähnlich Elbashir et al., 2001).  
10 µl LF2000 wurden in 240 µl serumfreiem Medium für 5 min bei RT vorinkubiert, 
anschließend mit dem siRNA-Mix (10 µl in 240 µl serumfreien Medium) vereinigt und 
nochmals für 20 min bei RT weiterinkubiert. Der gesamte 500 µl Transfektionsansatz wurde 
jeweils auf 1,5 ml serumfreies Medium der Zielzellen gegeben und so für 4,5 h bei 37°C und 7 
% CO2 inkubiert. Anschließend wurde der Transfektionsansatz von den Zielzellen entfernt und 
gegen normales 10 % FCS-Zellkulturmedium ersetzt und die Zellen weiter bei 37°C und 7 % 
CO2 kultiviert. 
Die siRNA gegen FGFR4 (ID1412 target-validiert, Ambion) wurde gegen die DNA-Sequenz 5´-
GGCUCUUCCGGCAAGUCAAtt-3´, die siRNA gegen Luciferase GL2 wurde gegen die DNA-



II Material und Methoden 
 

48

Sequenz 5´CGUACGCGGAAUACUU-CGAtt-3´ gerichtet. Die Unterdrückung der 
Proteinexpression wurde zu verschiedenen Zeitpunkten von 48h-168h nach erfolgter 
Transfektion in Immunoblots überprüft. 
 

II.8.4 Retroviraler Gentransfer in Säugerzellen 
 
Zur Infektion mit retroviralen Vektoren wurde die Verpackungszelllinie Phoenix A (ΦNX-
Ampho) verwendet und mittels Kalziumphosphatmethode (II.8.3.1) mit pRETRO-Super, pZome 
bzw. pLXSN Konstrukten transfiziert. Der einzige Unterschied bestand darin, dass eine HEPES-
gepufferte Phosphatlösung 2 x HBS: (46 mM Hepes pH 7,5, 274 mM NaCl, 1,5 mM Na2HPO4 
pH 7,0) statt 2 x BBS verwendet wurde, und den Zellen 5 min vor der Transfektion 25 µM 
Chloroquin zugegeben wurde, um lysosomale DNAsen zu inhibieren. 
Nach 24 h wurden die Zellen durch einen Mediumwechsel mit minimalem Volumen an neuem 
Nährmedium versetzt. Nach weiteren 24 h wurde der virale Überstand gesammelt und durch 
einen 45 µm Filter sterilfiltriert. Der Überstand wurde dann mit 8 µg/µl Polybren versetzt und 
auf die zu infizierenden Zellen gebracht. Nach 4 h Inkubation bei 37°C  und 5 % CO2 wurde 
dieser Vorgang mehrmals, sowohl für die infizierten Phoenix A Zellen als auch für die 
Zielzelllinien  wiederholt. Nach erfolgter 4. Infektion wurde der letzte Überstand gegen normales 
10 % FCS-Medium getauscht und die Zellen, wie üblich, über Nacht weiterkultiviert.  
Am folgenden Tag wurde das Medium nochmals gewechselt und durch entsprechendes 
Selektionsmedium ersetzt (entweder Geneticin G418 für mindestens 10 d oder Puromycin für 48 
h). Nach erfolgreicher Selektion standen stabil exprimierende Zellen für die entsprechenden 
Experimente zur Verfügung. 
 

II.9 Herstellung und Aufreinigung polyklonaler Antikörper 
 

II.9.1 Isolierung von Antigen zur Produktion polyklonaler Antikörper 
 
Von HEK 293 Zellen, die stabil mit dem Gen für das GST-Fusionsprotein der extrazellulären 
Domäne des FGFR4 transfiziert waren (J. Bange, d. AG), wurden alle zwei Tage Medium mit 
dem darin sezernierten Protein geerntet und gesammelt. Die anschließende Aufreinigung des 
GST-Fusionsproteins aus dem Überstand wurde wie in II.10.1 beschrieben durchgeführt. 
 

II.9.2 Polyklonale Antikörpergewinnung aus Kaninchen 
 
Als Antigen zur Immunisierung diente das FGFR4ex-GST Fusionsprotein aus II.10.1. Vor der 
Immunisierung wurden den Kaninchen zunächst an der Ohrvene ca. 2 ml Prä-Immunserum 
abgenommen, die als spätere Kontrolle dienen sollten. Zur ersten Immunisierung wurden jeweils 
500 µg des Antigens mit dem gleichen Volumen „komplettes Freund´s Adjuvanz“ (Sigma) 
versetzt und in einer Kanüle zu einer Emulsion vermischt. Diese Emulsion wurde den Kaninchen 
an mehreren Stellen subcutan injiziert. In gleicher Weise erfolgten nochmals Immunisierungen 
zwei und vier Wochen später, mit dem Unterschied, dass hierfür „nicht-komplettes Freund´s 
Adjuvanz“ verwendet wurde. Acht Wochen nach der ersten Immunisierung wurden die 
Kaninchen zur Gewinnung des Antiserums ausgeblutet. Das Blut wurde über Nacht bei 4°C zur 
Präzipitation des sogenannten Blutkuchens stehen gelassen. Anschließend wurde der flüssige 
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Bestandteil abgenommen und 10 min bei 2000 rpm und 4°C abzentrifugiert. Nachfolgend 
schloss sich eine weitere Zentrifugation für 10 min bei 11000 rpm und 4°C an. Danach wurde 
das Serum abgenommen und mit Natriumazid versetzt (Endkonzentration 0,02 %) 
 

II.9.3 Affinitätsreinigung des Serums 
 
Um unspezifische Antikörper aus dem Serum zu entfernen, wurde dieses mittels 
Affinitätschromatographie über eine Zyanbromid aktivierte Sepharose-Säule (CNBr aktivierte 
Sepharose 4B, Pharmacia) mit daran gekoppeltem Antigen gereinigt. 
 

II.9.3.1 Präparation der CNBr aktivierten Sepharose 
 
500 µg des Antigens wurden zuvor über Nacht bei 4°C gegen 500 ml Kopplungspuffer (100 mM 
NaHCO3, 500 mM NaCl pH 8,0) dialysiert. 
Zunächst mussten 500-1000 mg der gefriergetrockneten CNBr aktivierten Sepharose für 15 min 
bei RT in 1 mM HCl-Lösung in einem 15 ml Reaktionsgefäß aufquellen. 1 g der Sepharose quillt 
dabei zu 3,5 ml Gel auf. Anschließend wurde das Gel mit 200 ml 1 mM HCl pro 1 g Sepharose 
in mehreren Fraktionen gewaschen (Zentrifugation bei RT und 2000 rpm). Nach einmaligem 
Waschen mit Kopplungspuffer wurde sofort 0,5 – 1 mg dialysiertes Antigen in einem Volumen 
von ca. 2 ml zugegeben. Dieser Schritt muss ohne zeitliche Verzögerung ablaufen, da die CNBr-
Gruppen bei pH 8,0 aktiviert werden und schnell hydrolysieren. Durch zweistündige Rotation 
auf einem Drehrad wurde die Bindung des Antigens an die Säule ermöglicht. Die überschüssigen 
Bindungsstellen wurden daraufhin durch Zugabe von 15 ml 1,5 M Tris-HCl, pH 8,0 und 
nochmaliger Inkubation auf dem Drehrad für 2 h abgesättigt. Nicht-kovalent gebundene Proteine 
wurden dann durch einen viermaligen pH-Wechsel von pH 4,0 (100 mM NaAcetat, 500 mM 
NaCl) auf pH 8,0 (Kopplungspuffer) entfernt. Die so präparierte Säule wurde in 1 x PBS-Puffer 
mit 0,02 % Natriumazid bei 4°C bis zur Weiterverwendung aufbewahrt. 
 

II.9.3.2 Aufreinigung der Antikörper mittels Affinitätschromatographie 
 
Vor der Zugabe des Serums wurde die CNBr aktivierte Sepharose mit dem gekoppelten Antigen 
in 1 x PBS-Puffer äquilibriert. Die Inkubation erfolgte bei 4°C über Nacht unter Rotation auf 
einem Drehrad (50 ml Falconröhrchen). Am nächsten Morgen wurde das Serum mit der 
Sepharose in Fraktionen in eine Biorad-Säule transferiert und nach Durchfluss des Serums 
mehrfach mit 1 x PBS-Puffer gewaschen. Die Elution erfolgte im Anschluß bei RT mit 
Elutionspuffer (100 mM Glycin, 150-300 mM NaCl, pH 2,5) in mehreren 1 ml Fraktionen. Die 
Antikörper-Eluate wurden in Neutralisierungspuffer (100 mM NaHPO4, 150 mM NaCl, pH 11) 
aufgefangen, so dass der pH-Wert der Eluate bei pH 7,0 – 7,5 lag. Die Fraktionen wurden bei 
einer OD von 280 nm gemessen. Dabei entspricht eine OD280=1 einer Antikörperkonzentration 
von 0,5 µg/µl. Anschließend wurden die Eluate mit der höchsten Proteinkonzentration 
miteinander vereinigt und über Nacht bei 4°C unter leichtem Rühren auf einem Magnetrührer 
gegen 250-500 ml 1 x PBS-Puffer bzw. 1 x NET-Puffer dialysiert. Am darauf folgenden Tag 
wurde der PBS/NET-Dialysepuffer gegen 50 % Glyzerin in 1 x PBS ausgetauscht; die Eluate 
wurden erneut über Nacht bei 4°C im Dialysepuffer inkubiert. Die auf diese Weise 
einkonzentrierten Antikörperlösungen wurden in Aliquots bei – 20°C aufbewahrt. 
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II.10 Proteinanalytische Methoden 
 

II.10.1 Expression und Aufreinigung von FGFR4ex-GST 
 
Das GST-Fusionsprotein wurde aus dem Mediumüberstand von stabil transfizierten HEK 293 
Zellen isoliert, welche nach der Transfektion für zwei Wochen auf Resistenz gegen G418 
selektioniert wurden (Dissertation Bange J.). Zur Aufreinigung des gewünschten Proteins 
wurden den Zell-Überständen Aprotinin und PMSF zugesetzt und abzentrifugiert, sowie 
anschließend durch einen Faltenfilter (Schleicher & Schüll) von Zelltrümmern befreit. Der 
Mediumüberstand wurde dann durch angelegten Unterdruck mit der Wasserstrahlpumpe entgast. 
Die eigentliche Aufreinigung erfolgte mit Hilfe einer FPLC (Äcta Explorer 100, Amersham) und 
einer 5 ml FF GST-Glutathion-Sepharose Säule bei 4°C. Es wurde ein vordefiniertes Programm 
mit Hilfe des Wizard-Assistenten erstellt und ein automatisches Programm anstelle manueller 
Steuerung verwendet. Nachdem der Mediumüberstand über die Säule gepumpt worden war, 
wurde mit 10 x CV (Column Volume) PBS gewaschen und schließlich mit 25 mM Glutathion/50 
mM Tris pH 8,0 eluiert. Die Fraktionierung der Proben von  ≤ 1 ml erfolgte automatisiert über 
einen Fraktionierer. Die Protein-Zusammensetzung der einzelnen Fraktionen wurde durch eine 
SDS-PAGE überprüft und mit Coomassie visualisiert. Anschließend wurden die entscheidenden 
Fraktionen vereinigt und gegen PBS/50% Glyzerin dialysiert. 
 

II.10.2 Triton X-100 Lyse von Zellen 
 
Die Zellen wurden vor der Lyse mit eiskaltem PBS gewaschen und auf Eis mit Lysepuffer (20 
mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 2 mM MnCl2, 1 mM Na4P2O7, 
10 % Glycerol, 1 mM EGTA, 1 % Triton-X100 oder NP 40, 1 mM PMSF, 10 µg/ml Aprotinin, 2 
mM Na3VO4)) versetzt, dem zusätzlich frisch 10 µg/ml Aprotinin, 1 mM PMSF und 2 mM 
Natrium-Orthovanadat (pH 10,0) zugegeben wurde. Nach 15 min Inkubation auf Eis wurde das 
Zellysat gesammelt und unlösliche Zellbestandteile mittels Zentrifugation (10 min bei 13000 
rpm und 4°C) abgetrennt. Der Überstand wurde dann zur Immunpräzipitation verwendet oder als 
Totallysat der Zellen analysiert. 
 

II.10.3 Proteinbestimmung 
 
Zur Proteinbestimmung wurde der „Micro BCA Protein Assay Kit“ der Firma Pierce, Sankt 
Augustin, nach Angaben des Herstellers verwendet. 
 

II.10.4 Immunpräzipitation von Proteinen 
 
Zur Anreicherung eines spezifischen Proteins aus dem Zellysat wurden Immunpräzipitationen 
durchgeführt, bei denen das Protein mittles spezifischer Antikörper an Protein A bzw. Protein G 
Sepharose gekoppelt wird und so von Zellysat abgetrennt werden kann (Chenais et al., 1977). 
Protein A ist ein Membranprotein des Bakteriums Staphylococcus aureus, das spezifisch an den 
Fc-Teil einer Reihe von Immunglobulinen zu binden vermag; Protein G mit ähnlichen 
Bindungseigenschaften stammt aus Streptococcus spec. G148. 
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Ob ein Antikörper besser an Protein A oder G bindet, hängt vornehmlich von seinem Antikörper-
Isotyp ab. 
Zur Immunpräzipitation wurden 30 µl Protein A/G Sepharose (1:3 verdünnt mit normaler 
Sepharose) und eine angemessene Menge des spezifischen Antikörpers zu dem u.U. mit 
Lysepuffer weiterverdünnten Zellysat gegeben und für ≥ 3 h, jedoch nicht länger als über Nacht, 
bei 4°C auf einem Drehrad inkubiert. Die Proben wurden bei 6600 rpm (Kühl-Tischzentrifuge) 
abzentrifugiert, der Überstand vorsichtig abgenommen und verworfen. Nach zweimaligem 
Waschen mit Lysepuffer wurden die Proben in 50 µl 1,5 x Lämmli-Puffer aufgenommen. Vor 
dem Auftragen auf ein SDS-PAGE Gel wurden die Proben für 3 min bei 95°C gekocht, um den 
Immunkomplex von der Sepharose-Matrix zu lösen und die Proteine vollständig zu denaturieren. 
Die Sepharose wurde schließlich 1 min bei 13000 rpm abzentrifugiert, um den Proteinüberstand 
abzunehmen und auf das Gel laden zu können. 
 

II.10.5 Zellfraktionierung 
 
Die Zellen wurden mit eiskaltem hypotonischem Puffer (10 mM Hepes, 10 mM NaCl, 1 mM 
KH2PO4, 5 mM NaHCO3, 1 mM CaCl2, 0,5 mM MgCl2) versetzt und abgeschabt. Zusätzlich 
wurde der Lösung 10 µg/ml Aprotinin, 1 mM PMSF und 2 mM Natriumorthovanadat (pH 10) 
zugegeben. Anschließend wurden die Zellen in einem Dounce-Homogenisator (Bellco, USA) 
mechanisch aufgeschlossen und das Lysat in ein Eppendorfreaktionsgefäß überführt. 
Nachfolgend wurden unlösliche Bestandteile wie Zytoskelett, nicht aufgeschlossene Zellen und 
Zellkerne durch eine Zentrifugation bei 13000 rpm und 4°C abgetrennt. Mit dem Überstand 
wurde nun eine Ultrazentrifugation für 45 min bei 4°C und 105000 g durchgeführt, wodurch die 
Membranbestandteile pelletiert und somit von der zytoplasmatischen Fraktion abgetrennt 
wurden. Der Überstand mit Zytosol wurde abgenommen und zur weiteren Analyse verwendet. 
Die Membranfraktion wurde dann in einem adäquaten Volumen Nonidet P-40 Lysepuffer 
(hypotonischer Puffer plus 1 % NP40 und 10 % Glycerol), dem natürlich die üblichen Protease- 
und Phosphataseinhibitoren zugesetzt wurden, solubilisiert und zur weiteren Analyse verwendet. 
 

II.10.6 GST-Pulldown-Assay 
 
Durch die Bindung des GST-Anteils von GST-Fusionsproteinen an Glutathion Sepharose lassen 
sich die Fusionsproteine zusammen mit assoziierten Bindungspartnern aus dem Zellysat fällen. 
Die Pulldown-Assays wurden mit Membranfraktionen (II.10.5) von DAL bzw. MDA-MB-453 
Zellen durchgeführt. Dabei wurde GST Protein als Negativkontrolle in einem Parallelansatz im 
Vergleich zum FGFR4ex-GST Pulldown eingesetzt. 100 µg Bait-Protein wurde mit 30 µl 
Glutathion-Sepharose und Membranfraktionen aus 10 mg Totallysat über Nacht bei 4°C auf dem 
Drehrad inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit NP-40-Puffer  wurde die Proben-Sepharose-
Matrix in 50 µl Glutathionelutionspuffer (II.10.1) für 1 h bei 4°C inkubiert. Der Überstand 
wurde nach Zentrifugation 5 min bei 6600 rpm abgenommen und mit 6x Lämmli-Puffer auf die 
gewünschte 1 x Endkonzentration gebracht. Das Pulldown-Eluat wurde 3 min bei 95°C 
aufgekocht, anschließend auf eine SDS-PAGE aufgetragen und analysiert. 
Für entsprechende Vorexperimente wurden die Zellen außerdem über Nacht bei 37°C in 50 
µCi/ml Methionin und methioninfreiem Medium vorinkubiert, um neusynthetisierte Proteine zu 
markieren und später die Sensitivität für den Nachweis von potentiellen Interaktionspartnern von 
FGFR4 zu erhöhen. 
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II.10.7 Tandem-Affinity-Purification (TAP) Pulldown 
 
Die TAP-Pulldown-Experimente wurden folgendermaßen durchgeführt: Totallysate (20 mg) mit 
exprimierten TAP-getaggten Proteinen wurden mit jeweils 100 µl IgG-Sepharose über Nacht bei 
4°C inkubiert. Die Sepharose wurde anschließend durch Zentrifugation bei 6200 rpm/4°C 
zweimal mit AcTEV-Protease-Puffer (50 mM Tris/HCl pH 8,0, 0,5 mM EDTA, 0,2 % Triton X-
100) gewaschen, und gebundene TAP-Proteine anschließend mit jeweils 250 U AcTEV-Protease 
(Invitrogen, Eggenstein) in 1 ml Herstellerpuffer (mit 0,2 % Triton X-100) über Nacht bei 4°C 
von der Matrix „eluiert“. Der Überstand der IgG-Sepharose wurde dann für 9 h in jeweils 75 µl 
Calmodulin-Sepharose inkubiert; die Äquilibrierung der Calmodulin-Sepharose erfolgte durch 3 
x Waschen mit Cal-Äquilibrierungspuffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5, 100 mM NaCl, 1 mM 
MgAcetat, 2 mM CaCl2, versetzt mit üblichen Proteaseinhibitoren vgl. Lysepuffer). Zur 
Calmodulin-Matrix-Inkubation wurde dem eluierten AcTEV-Puffer noch 50 mM CaCl2 
(Stammlösung 1 M) zugesetzt, um die Bindung an die Sepharose zu gewährleisten.  
Nach diesem Inkubationsschritt wurden die Calmodulin-Beads erneut 3 x mit dem Cal-
Äquilibrierungspuffer gewaschen. Gebundenes Protein wurde anschließend durch 200 µl Cal-
Elutionspuffer (10 mM Tris/HCl pH 7,5, 150 mM NaCl, 1 mM MgAcetat, 5 mM EGTA, 50 mM 
EDTA, 0,2 % Triton X-100) in einem 1 h bei 4°C Inkubationsschritt eluiert. Das durch 
Zentrifugation von der Sepharose abgetrennte Eluat konnte in nachfolgenden SDS-PAGEs 
weiter analysiert werden. 
 

II.10.8 Proteinfällung nach Wessel & Flügge 
 
Zur Fällung der eluierten TAP-Proteine wurde die Methode nach Wessel & Flügge (1984) 
verwendet. Auf 200 µl Proteinlösung werden 800 µl Methanol gegeben, kurz gevortext und 10 s 
bei 13000 rpm zentrifugiert. Anschließend werden 300 µl Chloroform zugegeben, nochmals kurz 
gevortext und erneut bei 13000 rpm für 10 s zentrifugiert. Dann werden 600 µl H2O zum 
gesamten Ansatz hinzupipettiert, stark gevortext und für 2 min bei 13000 rpm zentrifugiert. Die 
obere Phase wird nun vorsichtig entfernt. Zur Interphase und unteren Phase werden nochmals 
600 µl Methanol gegeben und gevortext; als letzter Schritt wird erneut 10 s bei 13000 rpm 
zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen, und das Proteinpellet wird bei RT luftgetrocknet. 
 

II.10.9 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 
SDS-Gele ermöglichen die Auftrennung von Proteinen entsprechend ihrem Molekulargewicht 
(Laemmli, 1970). Durch das Detergenz SDS (Sodiumdodecylsulfate) werden die Proteine unter 
Aufhebung ihrer Sekundärstruktur komplexiert, d.h. Konformationseffekte werden dadurch 
weitgehend aufgehoben. Zugleich erhalten die Proteine eine negative Ladung, so dass ihre 
Laufgeschwindigkeit im Gel vorwiegend durch ihr Molekulargewicht bestimmt wird und nicht 
von ihrer Aminosäurenzusammensetzung und ihrer dadurch natürlich gegebenen Eigenladung. 
Abhängig vom Molekulargewicht der aufzutrennenden Proteine wurden 7,5-10 %-ige SDS-
Polyacrylamidgele gegossen. Auf die Trenngele wurde im Anschluss ein 4 %-iges Sammelgel 
gegossen. Die SDS-Gelelektrophorese wurde, wie von Sambrook et al. (1989) beschrieben, 
durchgeführt. Die Gele wurden entweder mit Coomassie G250 bzw. Silbernitrat gefärbt oder die 
Proteine wurden auf Nitrozellulose transferiert. 
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II.10.10 Coomassie-Färbung und Fixierung von Polyacrylamidgelen 
 
Die Gele wurden mit Coomassie-Lösung (1 % Coomassie G250, 10 % Essigsäure, 40 % 
Methanol) ≥ 2 h oder über Nacht bei RT gefärbt, anschließend mit 40 % Propanol und 10 % 
Essigsäure entfärbt und fixiert. Schließlich wurden die Gele bei RT über Nacht getrocknet, 
indem man die H2O-angefeuchteten Gele zwischen zwei hydratisierten Folien einlegte und 
anschließend die beiden Folien mit dem Gel zwischen einem Kunststoff- und Stahlrahmen 
aufspannte. Zur Sequenzierung von SDS-PAGES wurde eine kolloidale Coomassie-Färbung mit 
Roti-Blue (Roth GmbH, Karlsruhe) gewählt und dabei protokollarisch nach Herstellerangaben 
verfahren. 
 

II.10.11 Silberfärbung von Polyacrylamidgelen 
 
Die Silberfärbung von SDS-Proteingelen erfolgte nach dem Protokoll von Mann (Rappsilber et 
al., 2000). Der Vorteil dieser Färbung liegt darin, dass sie sich gegebenenfalls auch zur 
massenspektrometrischen Analyse eignet, da die Färbung reversibel ist.  
 

II.10.12 Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran 
 
Zur Immundetektion von Proteinen wurden diese nach der Geleletrophorese auf eine 
Nitrozellulosemembran transferiert (Gershoni and Palade, 1983). Der Transfer erfolgte mit 
Transblot-SD Puffer für 3 h bei 0,8 mA/cm2 Nitrozellulosemembran auf einer “Semidry“-
Blotapparatur. Nach dem Transfer wurden die Proteine mit Ponceau S (2 g/l in 2 % TCA) 
gefärbt, die Banden des Molekulargewichtstandards markiert und die Membran mit NET-
Gelatine entfärbt und blockiert. 
 

II.10.13 Immundetektion (Immunoblot-Analyse) 
 
Bei der Immundetektion wurden die auf der Nitrozellulosemembran immobilisierten Proteine 
mit einem Antikörper-gekoppelten Detektionsverfahren nachgewiesen. Das Prinzip dieser 
Methode basiert auf der spezifischen Erkennung des immobilisierten Proteins durch einen 
spezifischen, primären Antikörper. In einem zweiten Schritt wird dieser primäre Antikörper 
durch einen sekundären Antikörper erkannt, der an Meerrettichperoxidase gekoppelt ist. 
Aufgrund dieser enzymatischen Aktivität werden schließlich die Antigenbanden detektiert. Die 
Detektion erfolgte mit dem ECL-Kit der Firma NEN. Sollte die Membran ein zweites Mal 
benutzt werden, konnten die gebundenen Antikörper durch Inkubation in Strip-Lösung bei 50°C 
für 1 h oder alternativ 10 min in 0,2 N NaOH entfernt werden. 
 

II.10.14 Extrazelluläre Matrix (ECM) ELISA 
 
Auf einer Nunc Maxisorp Flat Bottom 96-Loch-Platte (Kapazität 1 µg pro Well) wurden jeweils 
10 µg wachstumsfaktor-reduziertes Matrigel (BD Bioscience, Heidelberg) in 100 µl PBS bzw. 1 
µg FGF19 in 100 µl PBS durch eine 6 h/4°C Inkubation immobilisiert. Die einzelnen Wells der 
Platte wurden dann 4 x mit 200 µl Waschpuffer (PBS + 0,05 % Tween 20) bei RT gespült. 
Anschließend wurde jeweils pro Well 1 µg gereinigtes GST-Protein oder FGFR4ex-GST-Protein 
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über Nacht bei 4°C inkubiert. Nach einem erneuten 4-maligen Waschen mit PBS-Tween-Puffer 
erfolgte ein Blocken der einzelnen Ansätze mit jeweils 200 µl 2,5 % Hühneralbumin (in 
Waschpuffer) bei RT für 2 h. Jedes Well wurde erneut  4 x mit 200 µl Waschpuffer gespült und 
daraufhin mit dem 1:1000 verdünnten Primärantikörper (hier: polyklonaler 1171-AK in 
Waschpuffer plus 0,1 % Hühneralbumin) bei RT für 1 h inkubiert. Die 96-Loch-Platte wurde 
nochmals 4 x mit Waschpuffer gespült und anschließend für 1h bei RT mit dem  1: 5000 
verdünnten Sekundärantikörper (Pufferzusammensetzung wie beim Primärantikörper) inkubiert. 
Abschließend wurden die Ansätze jeweils 6 x mit 200 µl Waschpuffer gespült; die gebundene 
Proteinmenge wurde durch Zugabe von jeweils 100 µl TMB-Reagenz (Calbiochem, Darmstadt) 
pro Well am ELISA-Reader bei 630 nm quantifiziert,  nachdem eine 10 min Inkubation bei 4°C 
und die Entwicklung der Farbreaktion erfolgt war. 
 

II.11 Zellbiochemische und zellbiologische Untersuchungen 
 

II.11.1 Stimulation von Zellen 
 
Durch Stimulation sollte die Aktivierung von unterschiedlichen Signaltransduktionswegen in 
Zellen untersucht werden. Dazu wurden die Zellen nach Aussäen auf Kulturschalen geeigneter 
Größe 24 h in serumfreien Medium gehungert. Unmittelbar vor der Lyse wurden die Zellen mit 
verschiedenen Wachstumsfaktoren, Inhibitoren oder anderen Substanzen zu den angegebenen 
Inkubationszeiten stimuliert und anschließend lysiert. 
 

II.11.2 Assays zum Nachweis von Chemotaxis 
 

II.11.2.1 Wundheilungsexperiment 
 
Ein Verfahren für die mikroskopische Detektion von Wunden in adhärenter Zellkultur, sowie das 
Zufügen einer mechanischen Verletzung wurde von Swanson beschrieben (Swanson and 
McNeil, 1987). Dieses Vorgehen wurde für menschliche Epithelzellen erarbeitet, ist jedoch 
universell für die meisten Zelllinien im Labor einsetzbar. 
Wie bei Bange (Bange et al., 2002) ausgeführt, wurden die jeweils zu untersuchenden Zellen mit 
stabil infiziertem FGFR4 (G388, R388) in 6-Lochplatten zur Konfluenz herangezogen und dann 
24 h gehungert. Mit einer blauen (1000 µl) Pipettenspitze wurde der Zellschicht eine möglichst 
gleichmäßige Wunde zugefügt und anschließend die abgelösten Zellen mit Medium 
weggewaschen. Nach einer Inkubation der Zellen in Medium mit 10 % Kälberserum für 24 h bei 
37°C (5 % CO2) konnten die Zellen unter einem Mikroskop beobachtet und fotografiert werden. 
 

II.11.2.2 Transwell-Migrationsassay 
 
Zum Nachweis von Migration (Chemotaxis) wurden 24-Loch-Transwell-Kulturgefäße mit 
poröser Polykarbonatmembran (8 µm Porengröße) der Firma Falcon verwendet. In die 
unbeschichtete obere Kammer (Einsatz) wurden 5 x 104 Zellen in serumfreiem Medium 
ausgesät. Während in der unteren Kammer (24-Loch) normales Kulturmedium als chemischer 
Lockstoff diente. Nach 18-24 stündiger Kultivierung der Zellen wurden die Einsätze entfernt und 
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nicht-migrierte Zellen von der Oberseite der Membran mittels Wattestäbchen entfernt. Die 
migrierten Zellen auf der Unterseite der Membran wurden anschließend für ≥ 1 h bei 
Raumtemperatur in 20 % Methanol mit 0,5 % Kristallviolett fixiert und gefärbt. Nach 
mehrmaligem Waschen mit H2O wurde das gebundene Kristallviolett 10 %iger Essigsäure aus 
den Zellen gelöst und anschließend bei einer Wellenlänge von 570 nm photometrisch 
quantifiziert. 
 

II.11.2.3 Tumorzellinvasionsassay 
 
Zum Nachweis von Tumorzellinvasion wurden 24-Loch-Transwell-Kulturgefäße mit porösen 
Polykarbonatmembranen (8 µm Porengröße) mit bereits vorbeschichtetem, wachstumsfaktor-
reduziertem Matrigel der Firma Falcon verwendet. Nachdem das Matrigel wie vom Hersteller 
empfohlen rehydratisiert wurde, wurde wie zum Nachweis von Migration (II.11.2.2) weiter 
verfahren. Die Inkubationszeiten wurden je nach Bedarf auf 24-48 h verlängert. 
 

II.11.2.4 Branching-Assay 
 
Die Zellen (10000/Well) werden zur Simulation von in vivo Bedingungen auf 4 mg/ml Matrigel 
(verdünnt in 10 % FCS-Medium) in einer 96-Loch-Platte ausgesät. Nachdem die Zellen, die in 
einer 10 % FCS-Medium-Suspension vorliegen, auf dem ECM-Ersatz ausgesät wurden, sinken 
diese in die relativ weiche Matrigelschicht ein. Anschließend werden diese bei 37°C und 7 % 
CO2 für 7 – 14 Tage inkubiert, wobei kein Mediumwechsel durchgeführt wird und nach der 
Hälfte des Zeitraums und nach Ablauf des gesamten Zeitraums photographiert. Filopodia bzw. 
Zellausläufer waren in der Regel jedoch schon nach 7 d sichtbar und wurden zur Dokumentation 
verwendet, da nach 14 Tagen die eindeutigen Effekte meistens in einer abgemilderten Form 
vorlagen. 
 

II.12 Apoptose-Assays mit Propidium-Jodidfärbung 
 
Als schnelles Verfahren zur Bestimmung von Zelltod ist die Färbung mit Propidium-Jodid 
anzusehen. Ein wichtiges Merkmal apoptotischer Zellen ist das Auftreten von DNA-
Fragmentierung, wodurch der DNA-Gehalt im Vergleich zu nicht-apoptotischen Zellen 
abnimmt. Apoptotische Zellen besitzen deshalb einen DNA-Gehalt, der geringer ist als der von 
Zellen in der G0/1- bzw. G2/M-Phase. Nach Fixierung von Zellen und vollständiger Anfärbung 
der DNA  mit Fluoreszenzfarbstoffen wie Propidium-Jodid, einer sequenzspezifisch DNA-
interkalierenden Substanz, ist die Fluoreszenz dieser Zellen abhängig von deren DNA-Gehalt. 
Bei einer Anregung mit Licht der Wellenlänge 529 nm emittiert Propidium-Jodid rotes Licht mit 
einer Wellenlänge von 610 nm. Apoptotische Zellen zeigen im Durchflusszytometer deshalb 
weniger Fluoreszenz als Zellen in G0/G1, es erscheint ein sogenannter Sub-G0/G1-Wert. Zum 
Nachweis von apoptotischen Zellen wurden je 6 x 104 Zellen auf 6-Loch-Platten ausgesät und 
mit unterschiedlichen Konzentration von Doxorubicin (≥ 2µM) für 48 h kultiviert. Anschließend 
wurden die Zellen von der Platte gelöst und abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde mit 
hypotonischem Färbereagenz (0,1 % (w/v) Natriumcitrat; 0,1 % (v/v) Triton-X-100; 50 µg/ml 
Propidium-Jodid) versetzt und für 2-3 h bei 4°C inkubiert. Die Analyse des DNA-Gehalts 
erfolgte mittels Durchflusszytometrie (FACScalibur) der Firma BD Biosciences. 
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III Ergebnisse 
 

 

Für den FGFR4 wurde bereits in früheren Untersuchungen dieser Abteilung die homologe 

Mutation zu FGFR3 von Glycin zu Arginin an der AS-Position 388 (vgl. G380R) identifiziert. 

Das Arginin-Allel des FGFR4 spielt dabei nachweislich eine wichtige Rolle bei der Brustkrebs-, 

Kolonkarzinoma- oder Plattenepithelkarzinoma Progression (Bange et al., 2002; Streit et al., 

2004). Klinische Daten beweisen, dass Patienten als Träger des Arginin-Allels mit einem 

vermehrten Auftreten von Lymphknotenmetastasen und einer reduzierten rezidiv-freien 

Überlebenszeit zu rechnen haben. Außerdem wurde noch untersucht und gezeigt (Dissertation 

Bange J), dass die Kinaseaktivität des Rezeptors bei beiden Allelen unbeeinflusst bleibt. 

Allerdings führt die Expression des FGFR4(R388) zu einer erhöhten Zellmigration im Vergleich 

zu FGFR4(G388). Die extrazelluläre Domäne des FGFR4 (FGFR4ex-GST) erhöht zusätzlich eine 

zweiwertige-kationenabhängige Zelladhäsion und erste GST-Pulldown-Experimente lassen eine 

Interaktion der extrazellulären Domäne des Rezeptors mit anderen Proteinen vermuten. Im 

Rahmen dieser Doktorarbeit sollte deshalb die Rolle des FGFR4 in der Krebsentwicklung noch 

genauer untersucht werden. 

 

 

III.1 Interaktionspartner von FGFR4 
 

 

Zu Beginn dieser Arbeit war größtenteils unklar, welche Proteine von FGFR4 und insbesondere 

durch die extrazelluläre Domäne des Rezeptors gebunden werden können. In einem einfachen 

Experiment sollte veranschaulicht werden, dass der FGFR4 besondere Bindungseigenschaften 

nicht nur in Zell-Zell- (Cavallaro et al., 2001), sondern auch in Zell-Matrix-Interaktionen 

besitzen könnte. In einem ECM-ELISA (II.10.13) wurden zwei verschiedene Substrate, 

wachstumsfaktor-reduziertes Matrigel als ECM Ersatz bzw. FGF19 als Positivkontrolle, auf 

einer 96-Loch-Platte immobilisiert. Einer Inkubation mit entweder FGFR4ex-GST- oder GST-

Protein als Negativkontrolle folgte eine Inkubation der 96-Loch-Platte mit einem anti-FGFR4-

AK, um gebundenes FGFR4ex-GST-Protein nachzuweisen. Die eigentliche Detektion geschah 

über einen Meerettich-Peroxidase-gekoppelten Sekundärantikörper und ein entsprechendes 
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Färbereagenz für ELISA. Die Proteinquantifizierung erfolgte durch eine Absorptionsmessung 

am ELISA-Reader bei 630 nm. In der Auswertung des Experiments wurde der Absorptionswert 

der Matrigel-GST-Inkubation auf den Referenzwert 0 gesetzt. Der Versuch zeigte, dass das 

rekombinante FGFR4ex-GST-Protein, wie erwartet, stark an FGF19 als substratspezifischen 

FGFR4-Liganden binden konnte. Im Kontrollansatz fiel die Bindung von GST an FGF19 im 

Vergleich dazu relativ schwach aus. Unabhängig davon konnte auch eine starke Affinität von 

FGFR4ex-GST für das wachstumsfaktor-reduzierte Matrigel beobachtet werden (Abb. 5). 

 

 
Abb. 5:   ECM-ELISA. Gezeigt wird der TMB-Absorptionswert bei 630 nm verschiedener 
Substrat- (wachstumsfaktor-reduziertes Matrigel oder FGF19) und Protein- (GST oder 

rde auf 

ür nachfolgende Experimente wurde deshalb und im Hinblick auf frühere Untersuchungen 

FGFR4ex-GST) Kombinationen. Immobilisiertes Matrigel inkubiert mit GST wu
den Referenzwert 0 gesetzt. 
 

F

dieser Arbeitsgruppe vermutet, dass insbesondere die extrazelluläre Domäne des FGFR4 eine 

besondere Bedeutung, sowohl in der Zell-Zell-, als auch in der Zell-Matrix-Adhäsion einnehmen 

könnte. Durch den Nachweis von Interaktionen mit anderen Proteinen kann schließlich der 

Einfluss des FGFR4 auf verschiedene physiologische Prozesse, wie z.B. die Zellmigration und 

die Krebszellinvasion erklärt werden. 
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Da Cavallaro et al. (2001) einen Signalkomplex bestehend aus FGFR4, NCAM und N-Cadherin 

postulierten, sollte zuallererst geprüft werden, ob die zwei verschiedenen Allele des FGFR4 

(G388/R388) unterschiedliche Bindungseigenschaften für NCAM besitzen. Zu diesem Zweck 

wurden cDNA-Plasmide verschiedener NCAM-Isoformen 120, 125, 140 und 180 (II.6.1) mit den 

Vektoren des Glycin- oder Arginin-Allels des FGFR4 in HEK 293 Zellen co-transfiziert und die 

Proteine dadurch co-exprimiert, so dass eine Co-Immunopräzipitationen aus den Totallysaten 

dieser Zellen mit einem anti-FGFR4-AK durchgeführt werden konnte. Dabei wurde einerseits 

die Expression von NCAM im TL nachgewiesen (Abb. 6 A). Andererseits wurden die Co-

Immunopräzipitationen im Immunblot mit entsprechenden Antikörpern auf ihren NCAM- (Abb. 

6 B) und FGFR4-Gehalt (Abb. 6 C) hin untersucht.  

 

III.1.1 Untersuchungen zur Interaktion von FGFR4 mit NCAM 
 

 

 
Abb. 6: Co-Immunopräzipitation von NCAM und FGFR4. A, Totallysat-Expression der 
verschiedenen NCAM-Isoformen in den cotransfizierten HEK 293 Zellen. B, 
Immunpräzipitation mit einem monoklonalen anti-FGFR4-AK (4FA6D3C10) und Immunoblot 
auf NCAM. C, Reblot der Immunopräzipitationen mit einem zweiten anti-FGFR4-AK (S.C. 
C16). 
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durch die 

berlagerung mit einer Hintergrundbande oder durch endogen vorhandenes NCAM 120 nicht 

indeutig identifiziert werden. Für die anderen NCAM-Isoformen konnte allerdings kein 

Unterschied in der Bindung an co-exprimiertem FGFR4(G388) oder FGFR4(R388) festgestellt 

GFR4(R388) im Vergleich 

 Glycin-Allel wurden durch eine gleichzeitig reduzierte Menge an co-präzipitiertem NCAM 

e

Interaktionspartner von FGFR4 fokussiert. 

zeptors die Migration und Invasion von Zellen 

entscheidend beeinflusst. 

eletiert wurden und das Protein von den Zellen somit nur sezerniert werden konnte. Nach der 

Es zeigte sich, dass der Gehalt an co-immunpräzipitiertem NCAM im Vergleich zur 

Totallysatkonzentration per se sehr gering war. Überexprimiertes NCAM 120 konnte 

Ü

e

werden. Die Effekte bei einer niedrigeren Menge an vorhandenem F

zum

in den einzelnen Ansätzen kompensiert. Da außerdem im Prinzip keine endogenen 

Humanzellsysteme gefunden werden konnten, in denen FGFR4 und NCAM-Isoformen 

vernünftig co-exprimiert werden, wurde deren in vivo Relevanz insbesondere in Brustkrebs in 

Frage gestellt. Eine Interaktion von FGFR4 mit N-Cadherin konnte in Co-Immunpräzipitationen 

(Daten nicht gezeigt) auch nicht nachg wiesen werden. Schließlich wurde auf weitere 

Untersuchungen zur Interaktion von FGFR4 mit NCAM verzichtet und in nachfolgenden 

Experimenten auf die Identifizierung neuer 

 

 

III.1.2 GST-Pulldown und TAP-Tagging Technologie 
 

 

Bereits J. Bange konnte in seiner Dissertation zwei Interaktionspartner für das rekombinante 

Protein FGFR4ex-GST, d.h. die extrazelluläre Domäne des Rezeptors, in GST-Pulldown-

Experimenten mit Cos7-Zelllysaten nachweisen. Dieser Ansatz wurde zunächst weiter verfolgt, 

um Bindungspartner für die extrazelluläre Domäne des FGFR4 zu finden und zu identifizieren. 

Dadurch sollte geklärt werden, wie FGFR4ex-GST-Protein die Adhäsion von Zellen unterstützen 

kann, und ob die extrazelluläre Domäne des Re

Das FGFR4ex-GST-Fusionsprotein konnte aus dem Zellkulturüberstand von HEK 293 Zellen 

durch FPLC gereinigt (II.10.1) werden, da die Transmembran- und cytoplasmatische Domäne 

d

Säulenelution des Proteins und der Dialyse gegen PBS/Glycerol wurde das Proteinkonzentrat 

nochmals auf deren Zusammensetzung und FGFR4ex-GST-Gehalt in einer SDS-PAGE mit 

Coomassie-Färbung untersucht. Zwei unabhängige Reinigungen (A und B) zeigten eine 

vergleichbar gute Reinheit und Konzentration, um die eigentlichen GST-Pulldown-Experimente 
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durchführen zu können (Abb. 7). Da unter der Verwendung des FGFR4ex-GST-Fusionsproteins 

ohnehin nur Bindungspartner für die extrazelluläre Domäne des Rezeptors identifiziert werden 

konnten, wurden für die GST-Pulldown-Experimente Membranpräparationen durchgeführt, um 

den unspezifischen Hintergrund zu minimieren.  

 
Abb. 7: Reinigung von FGFR4ex-GST. Analyse jeweils eines 20 µl Aliquots von zwei 
unabhängigen Reinigungen (A und B) von HEK 293 Überständen auf einer SDS-PAGE und 
anschließende G250 Coomassie-Färbung. 
 

Für die Vorexperimente wurde eine 35S-Radioaktivmarkierung gewählt, um eine ausreichende 

Sensitivität zum Nachweis von möglichen Interaktionspartnern zu gewährleisten. Es wurden 

zwei Brustkrebszelllinien nämlich MDA-MB-453 und DAL gewählt, welche endogen FGFR4 

exprimieren, um dabei sicherzustellen, dass potenzielle Bindungspartner von FGFR4 bereits 

vorhanden sind und präzipitiert werden können. Die Membranpräparationen wurden mit GST- 

bzw. FGFR4ex-GST und Glutathion-Sepharose inkubiert und gebundene Proteinkomplexe unter 

reduzierenden Bedingungen eluiert (II.10.6). Die präzipitierten, radioaktiven Proteine wurden 

nach SDS-PAGE und Western-Blot durch die Exposition gegen eine Phospho-Imager-Platte 

sichtbar gemacht und ausgewertet (Abb. 8 A und B). Es konnten sowohl für die Zelllinie DAL 

en GST-Pulldown ohne Radioaktivmarkierung, dafür aber mit 

rhöhter eingesetzter GST- bzw. Fusionsproteinmenge und erhöhter Konzentration an 

 Identifizierung 

g in einer SDS-

PAGE mit kolloidalem Coomassie angefärbt. Die entsprechenden Proteinbanden, die nicht in der 

als auch für MDA-MB-453 verschiedene Interaktionspartner gefunden werden, die mit Pfeilen 

rechts neben der Abbildung angedeutet wurden.  

In einem erneuten präparativ

e

Membranprotein wurden diese GST-Pulldown-Experimente wiederholt. Für die

der unbekannten Proteine wurden die GST-Pulldown-Eluate nach Auftrennun
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GST-Kontrolle gefunden werden konnten, wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und durch 

Massenspektrometrie in der MPI-Service-Abteilung analysiert. 

 
Abb. 8: GST-Pulldown von 35S-markierten Membranproteinen. A, Radioaktiv-markierte 
Interaktionspartner eines GST- und FGFR4ex-GST-Pulldowns aus der Brustkrebs-Zelllinie DAL 
werden visualisiert. B, GST-Pulldown wurde (analog A) mit Membranproteinen aus der Zelllinie 
MDA-MB-453 durchgeführt. 
 

Dabei wurden die folgenden Proteine als potenzielle Bindungspartner gefunden: 

ie mögliche Interaktion von FGFR3 mit FGFR4 wurde in einer anderen Dissertation dieser 

Arbeitsgruppe (Stadler, 2005) bereits studiert. Co-Immunopräzipitation mit einem anti-FGFR4-

AK und anschließende Immunoblots mit anti-t-PA-AK bzw. anti-Annexin II-AK konnten die 

Ergebnisse der GST-Pulldowns nicht validieren (Daten nicht gezeigt), so dass ein alternatives 

System zur Identifizierung von co-präzipitierenden Proteinen mit FGFR4 entwickelt wurde. Hier 

sollten die Bindungseigenschaften durch ein membranverankertes, getaggtes Fusionsprotein 

entscheidend verbessert werden, um leichter Interaktionspartner zu finden. 

Die Extrazellulär- und Transmembrandomäne von humanem FGFR4(G388) bzw. FGFR4(R388) 

wurde durch eine blunt-blunt-Klonierung in die BamH1 Schnittstelle des eukaryotischen, 

retroviralen Expressionsvektors pZome1C eingefügt (Abb. 9). Die cytoplasmatische Domäne 

wurde auch für diesen Ansatz deletiert, um ebenso wie beim GST-Pulldown nur Bindungspartner 

FGFR3, (FGFR4),  t-PA (tissue type plasminogen activator), sowie Annexin II; 

D

für die extrazelluläre Domäne des Rezeptors zu finden. Der Vektor pZome1C eignet sich speziell 

zur Transfektion bzw. retroviralen Infektion von humanen Zielzellen, wobei das Fusionsprotein 
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den TAP-Tag C-terminal exprimiert. Um zu überprüfen, ob die Klonierung des FGFR4ex-TAP-

Fusionsproteins erfolgreich war, wurde nicht nur eine Plasmidsequenzierung, sondern auch eine 

transiente Transfektion von HEK 293 Zellen durchgeführt. In einem TL-Immunoblot wurde 

gezeigt, dass sich die beiden klonierten Vektoren zur ektopischen Expression von FGFR4ex-

TAP-Fusionsproteinen in verschiedenen Zelllinien eignen (Abb. 10). 

 
Abb. 9: Vektorkarte des retroviralen Klonierungsvektors pZome1C zur stabilen Expression von 
C-terminal getaggten TAP-Fusionsproteinen in Humanzelllinien. 
 
 

 
Abb. 10: Transiente Expression von FGFR4ex-TAP-Fusionsproteinen. HEK 293 Zellen wurden 
mit den Vektoren pZC-FGFR4(G388)ex-TAP, pZC-FGFR4(R388)ex-TAP, pcDNA3-GFP oder 
pZome1C transfiziert. Die TL der transfizierten Zellen wurden in einem Immunoblot mit einem 
anti-FGFR4-AK (1171-AK) gegen die extrazelluläre Domäne des FGFR4 auf die Expression der 
Fusionsproteine getestet. 
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Als Ausgangszelllinien zur stabilen Expression der FGFR4ex-TAP-Fusionsproteine wurden 

SKBr3, 769-P und TE671 gewählt, da in allen Zellsystemen eine niedrige, endogene 

Basalexpression von FGFR4 vorhanden ist und auch hier davon ausgegangen werden kann, dass 

potenzielle Bindungspartner von FGFR4 exprimiert werden. Diese Zelllinien wurden nach der 

Transfektion von Phoenix A durch anschließend gebildete Virenüberstände mit der genetischen 

Information des Leervektors pZome1C als Kontrolle oder der pZome1C-FGFR4(G/R)-TAP 

Konstrukte infiziert (II.8.4). Nach Puromycin-Selektion wurden die neu generierten Zelllinien 

auf ihre FGFR4ex-TAP-Fusionsprotein-Expression hin untersucht. In IgG-Sepharose- 

Präzipitationen und anschließenden Immunoblots gegen die extrazelluläre Domäne von FGFR4 

konnten die FGFR4ex-TAP-Fusionsproteine eindeutig in allen drei Zelllinien detektiert werden 

(Abb. 11). 

 

 
Abb. 11: Stabile ektopische Expression von FGFR4ex-TA
wurden TL IgG/Cal-Sepharose-Präzipitationen für die drei 

P in verschiedenen Zelllinien. Es 
Zelllinien SKBr3, 769-P und TE671 

egen die 
blot 

nalysiert. FGFR4(G388)ex-TAP-Protein konnte 

durchgeführt. Die präzipitierten TAP-Fusionsproteine wurden durch einen g
extrazelluläre Domäne gerichteten anti-FGFR4-AK (1171-AK) in einem Immuno
nachgewiesen. 
 

Für die quantitativen TAP-Pulldown-Experimente wurden jeweils 75 x 15 cm Platten von TE671 

pZome1C und pZC-FGFR4(G388)ex-TAP Zellen lysiert. Nach erfolgter Proteinbestimmung, um 

die Proteinmengen in beiden Ansätzen anzugleichen, erfolgten IgG-Präzipitationen, AcTEV-

Protease-Verdaus und Calmodulin-Sepharose-Präzipitationen ähnlich den oben für Abb. 11 

beschriebenen Vorexperimenten (II.10.7). Die Zusammensetzung der Proteineluate wurde in 

einem Immunoblot und einer Silberfärbung a
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indeutig im Endeluat der quantitativen Reinigung nachgewiesen werden (Abb. 12 A). Die 

ilberfärbung zeigte, dass einige Proteine im TAP-Pulldown mit FGFR4(G388)ex-TAP-Protein 

co-präzipitiert werden können (Abb. 12 B). 

e

S

 

 
Abb. 12: Analyse der Eluat-Zusammensetzung. A, Immunoblot von 5 % des Gesamtvolumens 

er beiden TAP-Pulldown-Eluate von TE671 Kontroll- (pZome1C) bzw. FGFR4-TAP-(pZC-
FGFR4(G388)ex-TAP) Zellen mit einem extrazellulär bindenden anti-FGFR4-AK (1171-AK). B, 

chließlich wurde der Rest der TAP-Proteineluate gefällt (II.10.8), das Volumen so reduziert, 

d

Silberfärbung einer SDS-PAGE, in welcher dieselben Mengen (A) an pZome1C und pZC-
FGFR4(G388)ex-TAP Eluat aufgetragen wurden. 
 

S

und die verbliebenen 90 % der ursprünglichen Gesamtmenge an TAP-Pulldown-Eluat in einer 

einzigen SDS-PAGE aufgetrennt. Die unbekannten Proteinbanden wurden auch hier durch eine 

kolloidale Coomassie-Färbung sichtbar gemacht und für die folgende massenspektrometrische 

Analyse durch die MPI-Service-Abteilung ausgeschnitten.  

Als Interaktionspartner konnten dabei letztlich folgende Proteine identifiziert werden: 

FGFR4, T-Zell Rezeptor beta, MTHSP 75, ATP Synthase F1 Komplex, Tubulin, IKK alpha 

 

Bei den nachgewiesenen Proteinen handelte es sich leider nicht um klassische Membranproteine, 

welche im Zusammenhang mit Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Adhäsion bereits beschrieben 
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et, um besondere Interaktionspartner für FGFR4 zu finden, welche schließlich 

en unterschiedlichen Einfluss des FGFR4(G388) bzw. FGFR4(R388) auf die Zellmigration 

oder Krebszellinvasion hätten erklären können. 

erten, cytoplasmatisch-deletierten FGFRexTM(G388 und R388), 

inase-inaktiver FGFR4(K503M) und die extrazelluläre, sezernierte Domäne des Rezeptors 

FGFR4sol verwendet werden. Die jeweiligen Konstrukte wurden durch retrovirale Infektion in 

drei verschiedenen Brustkrebszelllinien MCF7, MDA-MB-231 und MDA-MB-435S zur 

Expression gebracht, und die Zellen anschließend auf entsprechende Antibiotika-Resistenz 

selektiert. Die cDNA-Makro-Array Analysen wurden dabei mit Filtern, welche in dieser 

Arbeitsgruppe selbst hergestellt bzw. gespottet wurden und über 1000 Gene mit Krebsrelevanz – 

hauptsächlich Kinasen –  umfassen, durchgeführt.  

 

 

ie cDNA-Makro-Arrays der letzten Generation beinhalteten einerseits keine gespotteten 

wurde anfangs eine Reihe von charakteristischen Adhäsionsmolekülen verschiedener Familien 

wurden. Deshalb wurden die Experimente mit der TAP-Pulldown-Strategie im Rahmen dieser 

Dissertation beend

d

 

 

III.2 cDNA-Makro-Array Analysen von polyklonalen Zelllinien 
 

 

Durch cDNA-Makro-Array Analysen sollte untersucht werden, welche Signaltransduktionswege 

durch überexprimierten FGFR4 aktiviert werden bzw. welche Gene mit FGFR4 co-exprimiert 

werden. Um diese Experimente durchzuführen, wurden zu Beginn polyklonale Zelllinien 

generiert, welche verschiedene Isoformen des FGFR4 produzieren. Frühere Array Analysen 

können auf diese Art und Weise durch die Expression von funktionell inaktivem FGFR4 

erweitert werden. Neben den vollständigen cDNA-Isoformen des FGFR4(G388 und R388) 

sollten auch die membranverank

k

III.2.1 Klonierung von Zelladhäsionsmolekülen für die Arrays 
 

 

D

cDNA-Sequenzen von Zelladhäsionsmolekülen, andererseits sollte geklärt werden, ob auch die 

Expression von Zell-Zell- oder Zell-Matrix-Interaktionspartnern neben bekannten Kinasen oder 

Adaptermolekülen durch eine ektopische FGFR4-Expression beeinflusst werden kann. Deshalb 
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A-Makro-Arrays mitgespottet 

urde. Dabei wurden in der Regel nur Partialsequenzen von ca. 500 bp der entsprechenden Gene 

verwendet. Tab. 3 gibt einen Überblick über alle neu klonierten Gene, die in die nächste cDNA-

mittels PCR-Amplifikation oder Umklonierung aus EST-Klon-Vektoren in den pBluescript-

Vektor ligiert, welcher standardmäßig als Kontrolle auf den cDN

w

Makro-Array Generation aufgenommen wurden und deshalb in den Analysen zusätzlich erfasst 

werden konnten. 

 

 
Tab. 3: Neue Zelladhäsionsmoleküle der cDNA-Makro-Arrays. 

Als Ergänzung zu den vorgesehenen cDNA-Makro-Array Untersuchungen wurde die Expression 

h in Immunpräzipitationen 

nd Immunoblots mit FGFR4-Antikörpern nachgewiesen. Für MCF7 konnte dabei nur eine 

ignifikante Expression der beiden Konstrukte mit vollständig exprimierter cDNA von 

 
 

III.2.2 Nachweis der FGFR4-Proteinexpression in polyklonalen Zelllinien 
 

 

der verschiedenen, überexprimierten FGFR4-Isoformen parallel auc

u

s

FGFR4(G388) bzw. FGFR4(R388) gezeigt werden (Abb. 13), so dass für die Array-Experimente 

die polyklonalen Zellen der cytoplasmatisch-deletierten oder kinase-inaktiven Konstrukte 

vernachlässigt werden konnten. 
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Abb. 13: FGFR4-Expression in polyklonalen MCF7. TL-Immunoprä tion FGFR4-
AK (4FA6D3C10-AK) m it anti-FGFR4-AK (1171-AK), welcher die 
extraz  d t obl   anti-
Tubu lle
 

Die M  MDA- 435S Z n polyklonal al fizierte FR4-

Isofor on den vollständig DNA-K r

den c smatisch-deletierte FR4exTM(G388/R388) oder der kinase-inaktiven FGFR4 

(K503M) Isoform (Abb. 14 und 15). Für diese beiden Zelllinien konnten deshalb alle 

Polyk ie weiteren A  Analys et werden. 

 

zipita

ot wurde

mit anti-

mit einem
und Im
es Rezep
 durchgef

unoblot m
tors erkenn
ührt. 

elluläre Domäne
lin-AK als Kontro

. Der TL-Immun

DA-MB-231 und MB- ellen exprimierte le in n FG

men v en c onst ukten des Glycin- und Arginin-Allels bis hin zu 

ytopla n FG

lonalen für d rray en verwend

 
Abb. xpression in yklonal B-231. TL-Immuno pitation  anti-
FGFR A6D3C10-AK  Immu ti-FGFR4-AK (1171-AK), welcher die 
extrazelluläre Domäne des R tors erk t -Immunoblot wu mit ein
Tubulin-AK als Kontrolle durchgeführt. 

14: FGFR4-E  pol en MDA-M präzi  mit
4-AK (4F ) und noblot mit an

ezep enn . Der TL rde em anti-



III Ergebnisse 
 

68

 
Abb. 15: FGFR4-Expression in polyklonalen MDA-MB-435S. TL-Immunopräzipitation mit 

lle folgenden Array-Experimente wurden prinzipiell entsprechend den in Kapitel II.7.9 

beschriebenen Methoden durchgeführt. Die cDNA-Makro-Array Analyse der FGFR4(G388) und 

FGFR4(R388) MCF7-Zellen im Vergleich mit der MCF7 Mock-Kontrolle ergab eine Reihe von 

Genen, welche zusammen mit FGFR4 induziert und co-exprimiert wurden, wobei nur Gene, 

deren Expression mindestens verdoppelt oder mehrfach erhöht wurde, zusammengestellt wurden 

(Tab. 4). Dabei konnte FGFR4 unter den hochexprimierten Top-Genen identifiziert werden, was 

sich mit den Immunoblot-Proteinanalysen deckte und als interne Kontrolle der Arrays gewertet 

werden konnte. Eine Cluster-Analyse mit Hilfe der Cluster-Software (Eisen et al., 1998) konnte 

einen genaueren Einblick vermitteln, welche Gene mit FGFR4 signifikant co-exprimiert wurden. 

ie BclXL, 

obei der Pearson-Koeffizient für diese Gengruppierung bei 0,88 lag (Abb. 16). 

 

anti-FGFR4-AK (4FA6D3C10-AK) und Immunoblot mit anti-FGFR4-AK (1171-AK), welcher 
die extrazelluläre Domäne des Rezeptors erkennt. Der TL-Immunoblot wurde mit einem anti-
Tubulin-AK als Kontrolle durchgeführt. 
 

 

III.2.3 cDNA-Makro-Array Analyse von MCF7 Zellen 
 

 

A

Dazu gehörten unter anderem z.B. Shc, Bim, FGFR1 und 2, Adam15 und 22, Akt, sow

w
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Median 
fold 
over cut 

Median 
normalized

Median 
fold 
over cut 

Median 
normalized

eproteinkinase3 2,78 3,54
2,70 0,87

 FAK R 2,35 8,51  SPHK1 2,68 0,61

 Fak 2,32 9,88  c-jun 2,65 0,53
 CAK/STK1 2,31 2,51  TIMP1 2,56 9,18
 Rip-likekinase 2,26 0,45  PHKalphaM 2,55 0,51

 MTR1 2,23 0,53  FAST 2,54 2,41
 G3BP2 2,23 2,37  IL-4Stat 2,51 0,50
 MTR2 2,22 1,28  PKC eta 2,50 1,43
 TrkE 2,21 6,71 22 2,50 0,50

 Shc 2,27 F-R 2,45 0
2,19 -1 0
2 6  0

S6K all/ ISPK 1,19  BcIXL 2,36 0,92
2C-beta 0,43  Rac beta 2,35 0,73

KP1likePTP 0,45  S can4 2,32 1,43
 Caspase3 2,09 0,68  MAPKK3/MEK3 2,32 2,31
 MEK5 0,43  CSNK1G3 2,31 0,85

L ,04 0,79  FAK R 2,29 8,29

tat 0,40  S l/ ISPK 2,29 1,25

bersich r die enexpression durch FGFR4-Überexpression in MCF7 
. 

 

FGFR4(G388) 
off 
induced 

volume of 
clones FGFR4(R388) 

off 
induced 

volume of 
clones 

 LIF 8,34 29,82  Transferrin receptor 1 16,73 3,35
 Amphiregulin 7,54 28,34  LIF 6,98 24,95

 Transferrin receptor 1  7,18 1,44  Amphiregulin 6,94 26,06
 RARA  5,93 2,42  Her2 6,10 2,98
 c-Vav 5,61 1,12  c-Vav 5,39 1,08
 Tensin 5,32 1,07  p38delta/SAPK 5,38 1,74
 Dyrk4 5,30 1,06  RARA  4,47 1,82
 FGFR4 4,75 0,95  Dyrk4 4,45 0,89
 p38delta/SAPK 3,96 1,29  Tensin 3,79 0,76
 PB-29 3,82 1,41  TrkE 3,76 11,37
 Bim 3,49 0,82  FGFR4 3,68 0,74
 c-jun 3,43 0,69  MAP3K5 3,61 0,72
 Her2 3,33 1,63  LKB1/STK11 3,47 0,72
 Hyl 3,09 0,62  Nck 3,44 0,89
 Syndecan4 2,70 1,67  CAK/STK1 3,37 3,65
 Jak-1 2,67 2,56  PB-29 3,19 1,18
 MAP3K5 2,55 0,51  PKA-RI beta 3,08 0,86
 IE72 2,47 0,64  Hyl 3,06 0,61
 Syk 2,44 1,15  Bim 2,86 0,67
 FGF-R1 L 2,43 0,49  Ste-20lik
 PB-32 2,42 1,56  NRK2/STK2 

 ADAM

 FG
 LIMK
 TRAIL

2,20 1 L 
 

,49
,49
,48

 SPHK1 
 p130-Cas

0,50
,19 1,3

2,45 
2,40  

 -1 2,18 
 PP 2,15 
 M  2,10 ynde

2,08 
 BcIX 2

 IL-4S 2,02 6K al -1 
 

Tab.4: Ü t übe  induzierte G
Zellen
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A 16: C 4 in p lonale Zelllinien. 

 

besonderem Interesse wurde die Co-Expression mit de n schen in Bc

a in K el III. icher auf Untersuchungen zum Einfluss des FGFR4 in 

ptoseresis  bzw. s induzierten Zelltodes eingegangen wird. 

ression GFR 4(G38 nd FG ar in n Fä

utend nahez Verdoppelun er B

als dargestellt wurde (vgl. Tab. 4). Im Verg  der z llele konnte zwar eine 

öhte Bc Expre in-Alle  Verg cin-Al stgestellt 

, wobei be sichti ass die FGFR4(R388)-Expression entsprechend der 

bb. luster von FGFR olyk n MCF7 

lX  Mit m a ti-apoptoti Prote L

registriert, d apit 4 noch ausführl

der Apo tenz  im Falle de
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nochm leich wei FGFR4-A

lXL- ssion im Argin l im leich zum Gly lel feleicht erh

werden rück gt werden muss, d
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oblot-Ana  etw fällt a m Ve i u die Ex sion 

4(G388). 

Immun lysen as stärker aus ls i rgle ch daz pres von 

FGFR

 

 
Abb. 17: cDNA-Makro-Array-Quantifizierung der BclXL-Expression in MCF7 Zellen. 

 

 

III.2.4 cDNA-Makro-Array Analyse von MDA-MB-231 Zellen 
 

 

Ähnlich den cDNA-Makro-Arrays von polyklonalen FGFR4-MCF7-Zellen sollten auch die 

unterschiedlichen Expressionsmuster von polyklonalen MDA-MB-231 Zellen mit 

ierten FGFR4-Isoformen untersucht werden. Die Array Analysen wurden 

allerdings dadurch erschwert, dass kein signifikantes FGFR4-Cluster mit anderen Genen und 

ausreichend hohem Pearson-Koeffizienten erstellt werden konnte. Dennoch wurden auch hier die 

Gene, welche st  Verdoppelung E nsstärke im Ve  k-

Ko fw s n t 5 en 

FGFR4-Isoformen konnten, wie zuv t, in allen Fällen au  

den cDNA-Makr rays en werde

Ex  vorla Beson  tungsvoll Vergleich zu früheren Array-Experim

m sp e azev P adler l., 

2005) war die beobachtete Induktion der Genexpression von MMP9 in polyklonalen 

FG )-Ze  Von tigen B nfluss  atrix-Me prote en 

(speziell auch MMP1) wurde bereits früher berichtet.  

 

 

verschiedenen, exprim
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iesen, 
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gefass
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 (Tab. 

rgleich

 überex

zur Moc

primiertntrolle au ch zusamme  und 6). Die

or im Immunoblot (Abb. 14) gezeig ch in

o-Ar nachgewies n, wodurch eine interne Positivkontrolle der 

perimente g. ders bedeu im enten 

it MDA-MB-231 FGFR4(G388 und R)-Klonen (Korre ond nz mit Kny ; St  et a
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FG 8) 

Medi
fold 
over 
cut o
induced 

l
olume

clones 8)

Me
fold
ove
cut
indu

Media
norm
volum
clones 4(K503M) indu

Median 
no zed
vo  of 
clones 

 FG 10 eta 96
 ILK 5  66
 ALS 5 lin 49
 TR 4 alpha 19

 MT 4
   
 89

 PP 3 67
 PP 3 STK2 31
 PP2C-alpha 3 -2 22
 PU 3 lpha 85
 PTPCAAX1 3 84
 SG 2 4 83
 MK 2  77
 Prl- 2 3,33 17,65 64
 PT 2 3,21 1,62  62
 SP 2 3,18 5,76 3 gene 61
 Ack 2 3,12 0,77 AAX1 60
 KA 2 3,07 4,57 est 58
 PP 2 VH1 3,01 4,93 57
 PT 2 yk 2,95 4,20 K 47
 CA 2 2,81 0,84 44
 Bub1 2,48  PTEN 2,78 1,03 0,73
 TIP 2 2,68 9,36 K4 39
 PP2A-C alpha 2 1 2,59 0,97  31

 Syndecan4 2,22 0,91

2,31 9,85  MASK 2,35 0,64
 NEK3/NIMA- 
  related kinase 3 2,17 0,48

 AZP-IS 2,28 5,37  PP2A-Rb65 2,31 1,64  MPSK-1/PKL 12 2,15 0,43
 

  

ab. 5: Übersicht über die induzierte Genexpression durch Überexpression von verschiedenen 

 

FR4(G38

an 

ff v

Median 
norma ized 

 of 
FGFR4(R38

dian 
 
r 
 off 

ced

n 
alized
e of 

FGFR

Median 
fold 
over 
cut off 

ced

rmali
lume

FR4 ,20 2,65  FGFR4 5,71 1,48  IL1 b 6, 5,78
AP ,41 1,59  PIR1 5,65 1,19  FGFR4 6, 1,73
2CR2 ,38 6,35  MTR1 4,72 0,94  epiregu

C-
4, 0,90

PM-2 ,67 2,93  PP2C-alpha 4,55 2,55  PP2
 Tran

4, 2,34

R2 ,26 3,80  PTPCAAX1 4,05 6,11
sferrin

  receptor 1 3, 0,78
5 ,79 0,76  MTR2 3,96 3,54  PP5 3, 0,73
2A-Rb65 ,71 2,63  PP1-C gamma 3,81 26,62  NRK2/ 3, 1,23

,65 2,04  PP1-C beta 3,79 10,53  TRPM 3, 2,02
1 ,47 4,05  PP5 3,61 0,72  PTP A 2, 1,20

,32 5,01  MTR6 3,56 1,34  Prl-1 2, 5,16
K_214  ,94 0,61  PTP Pest 3,44 0,69  CD2 2, 0,57
P-5 ,93 2,29  PP2B-R 3,40 0,74  MTR2 2, 2,47
1 ,90 5,26  PP2A-C alpha  PTEN 2, 0,98
EN ,85 1,06  Her2  MAP3K5 2, 0,73
AK ,77 0,64  Prl-1  S6K/RSK 2, 0,52
 ,74 0,75  PPM1D  PTPC 2, 3,92

P-1 ,69 9,38  PP2B-Cbeta  PTP P 2, 0,52
2B-Cbeta ,58 3,84  Y  NOXA 2, 5,97
P Alpha ,54 1,07  L  cyclin 2, 0,49
SK ,49 3,98  CDC25B  Her2 2, 1,23

5,49 
8,09 

 CDC25B 
 MAP4

2,44
2,30 ,48  KAP-1 3,32

,46 3,06  NRK2/STK2  MMP9 2, 0,46
 PIR1 2,40 0,51  Cadherin 12 2,55 0,51  MTR6 2,26 0,85
 PKX1 2,36 0,67  MMP9 2,41 0,48  MCE1 2,24 0,45
 PTP Pest 2,33 0,47  FCP1 2,38 0,48

 PP1-C alpha 

 S6K all/ ISPK-1 2,12 2,48      
2,04 7,83      Maspin 

 

T
FGFR4-Isoformen in MDA-MB-231 Zellen. 
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2,05
2,97 0,59  Cadherin 12 2,43 0,49  Amphiregulin 3,03 3,05
2,73 1,93  Hyl 2,39 1,59  TRAIL 2,90 0,58

2,20 0,44  PHK-g 2,06 0,95  KAP-1 2,33 8,14
2,20 3,31  FCP1 2,05 0,41  PP1-C beta 2,32 6,44

2,18 4,38  PP2B-Cbeta 2,02 3,01  PP1-C gamma 2,30 16,04

2,18 2,57  PP5 2,00 0,40
 Transferrin  
  receptor 2 2,20 4,42

2,16 3,92     S6K all/ ISPK-1 2,11 2,47
 

Tab. 6: Übersicht über die induzierte Genexpression durch Überexpression von verschiedenen 
FGFR4-Isoformen in MDA-MB-231 Zellen. 
 

Die Analyse pr enexpressione matisch-dele

 FG e ege er 

xpression MM MP13, ass menhang mit der 

toraktivität bestehen kann. Desweiteren de ei rte EDG2-E ssion 

4sol und FGFR4exTM  nachg sen, w erücksichtig  frühe

hungen Stadle 5) diskutie erden m wurde llen d

lonalen Zelllinien mi atisch-dele en FG iedl

e Red on de xpression bachte , was inhal  zu d

ressionsmust er FG  pa

FGFR4sol 

Median 
fold 
over 
cut off 
induced 

Median 
normalized 
volume of 
clones FR4exTMGly 

Median 
fold 
over 
cut off 
induced

Median 
normalized
volume of 
clones FR4exTMArg 

Median 
fold 
over 
cut off 
induced 

Median 
normalized
volume of 
clones 

 FGFR4  7,35 1,91  FGFR4 6,16 1,60  FGFR4 8,63 2,24
 TRAIL 5,95 1,19  PP2C-alpha 3,41 1,91  Yes 4,00 0,80
 Her2 4,32 2,18  PTEN 3,29 1,22  MTR2 3,73 3,33
 Yes 3,77 0,75  MTR2 3,19 2,85  LIF 3,48 3,62
 Hyl 3,67 2,44  MTR1 2,73 0,55  PP2C-alpha 3,47 1,94
 NRK2/STK2 3,64 1,35  Yes 2,67 0,53  PTEN 3,31 1,23

 Amphiregulin 3,62 3,66 
 Transferrin  
  receptor 2 2,63 5,28  MCE1 3,30 0,66

 Nck (a) 3,55 0,71  MCE1 2,53 0,51
 Transferrin  
  receptor 1 3,14 0,63

 PTEN (a) 3,50 1,30  Amphiregulin 2,50 2,53  Hyl 3,09 
 MCE1 (a) 
 PP2A-Rb65 
 Abl L (a) 2,71 63,73  B-Raf 2,27 0,63  PP2A-Rb65 2,81 1,99
 MST-2 2,62 1,14  Prl-1 2,24 4,05  PTP Pest 2,77 0,55
 CAMK beta 2,62 0,52  PTPCAAX1 2,23 3,36  PTPCAAX1 2,72 4,11
 HSU13261 2,61 8,69  HUMTEFSII 2,22 1,76  PIR1 2,69 0,57
 CASK 2,56 4,09  PP2A-C alpha 2,17 11,53  TBK1 2,60 1,61
 COX IV 2,45 11,87  PIM-2h 2,17 2,17  MTR6 2,51 0,94
 PB-31 2,36 0,61  PP2A-Rb65 2,14 1,52  AZP-IS 2,48 5,85
 PP2C-alpha 2,34 1,31  MTR6 2,11 0,79  Prl-1 2,47 4,48
 MTR2 2,32 2,07  AZP-IS 2,10 4,95  Her2 2,40 1,21
 ARK1 2,25 8,65  LIF 2,08 2,17  NAK 2,37 0,87
 TIMP1 2,24 14,81  ALS2CR2 2,07 2,44  MTR1 2,34 0,47
 LIF 2,23 2,31  Dynamin 2,07 1,81  MKP-5 2,33 1,83
 Transferrin  
  receptor 1 
 PTPCAAX1 
 Transferrin  
  receptor 2 

 ALS2CR2 
 Prl-1 

der re

nell ina

imierten G

ktiven

n speziell für die cytoplas

n zeigt

tie

 Reduk

rten und 

tion dsomit funktio FR4-Isoforme  im G nsatz dazu eine

Gene von P1 und M so d hier ein Zusam

Rezep wur ne reduzie xpre in 

FGFR (R388)-Zellen ewie as unter B ung rer 

Untersuc von r et al. (200 rt w  kann. Außerde  in a rei 

polyk t cytoplasm tiert FR4-Isoformen eine untersch ich 

ausgeprägt ukti r BclX -EL beo t (Tab. 7) tlich en 

Exp ern d FR4-MCF7-Zellen sst. 
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sol 

Median 
fo
u
c
reduced

Media
normalized 
volu
refe xTMGly

Median 
fold 
und
cut 
redu

Median 
normali
volume
referen F MArg 

Median 
fold 
under 
cut off 
reduce

dian 
rmalized
lume of 
erence 

1 4,5 0,93
2L Inhibin) 0 4,4 0,89
15  9 4,2 1,4

 1  3,5 1,85
 alpha i2  

unit 0  3,5 1,26
3  Desmocollin 2 3,4 1,64

smocollin 2 cgamma 0 3,0 0,83
cIXL 36 2,7 0,55

AM se9 0 2,5 2,72
APKAPK2 1 2,5 0,54

 0 2,5 0,63
C  1 2,4 0,89

M17 2 2,3 3,16
PKK2 2 2,3 0,47
GF helin1 1 2,3 2,92

R 1  Contactin 2 2,3 0,64
dothelin1 7 0 2,2 0,45
P13 1 2,2 0,44

2,37 5,97  PRKAc 2,15 0,59
3 0  2,1 0,43

2 0 2,1 9,41
 PEK 2,59 0,81 2,0 1,1
 FGF-R1  2,52 1,70  0,78
 GPI/90K  
  Ligand 2,52 9,84 P2 0 0,64

2,15 2,92  Shb 1,98 0,43
 Prohibitin 2,46 1,67  FGF-R1 2,13 1,70  GRK4 beta 1,96 0,39
 Caspase9 2,43 0,89  PKN beta 2,12 0,64  HER-3 1,95 0,42
 EPHB4 2,39 0,53  Casein kinase 1 2,11 0,60  WNK1 1,94 0,40
 Meg2 2,34 0,76  HER-3 2,09 0,42  IGF1R 1,93 0,58
 PKN beta 0,64  CB2 0,42  PB-34 0,79
 p38  IRE1 04  DNA-PKcs 87 
 RNP-K 4  Contactin 2 

  
a   PKN beta 

 Fyn 2,14 5,83     BKDK M 1,81 0,52
   0

ctin 2   0
O 2    0

-Rb    0
    0

  
0 1   

2    2
 
Tab. 7: Übersicht über die Unterdrückung der Ge ressi  durch eine Überexpression 
v edene FR4- DA-M 31 Zel
 

 

FGFR4
 CCK4 L 

ld 
nder 
ut off 

n 

me of 
rence FR4e

er 
off 
ced

zed
 of 
ce R4exT d 

vo
ref

Me
no

6,97 1,85  CCK4 9,24 ,85  TrkC 5 
 EPHA
 ADAM

4,52 3,16  InbA ( 4,57 ,91  UL44 4 
4,32 1,50  TIMP3 4,45 ,41  TGFR2 2 1

 TGFR2 4,11 1,41  TGFR2 3,72 ,41 CCK4 L 9 
 G
  sub 4,06 5,15  bNGF 3,14 ,63 MMP13 8 
 UL44 4,04 0,89  EPHA2L 3,08 ,16 4 
 De 3,82 1,64  PRKA 2,94 ,59  MAPKAPK2 8 
 B 3,81 2,30  MMP1 2,89 ,21  MMP13 6 
 MC 3,71 0,78  Caspa 2,86 ,89  SRPK1 8 
 M 3,67 0,83  DNA-PKcs 2,80 ,69  CLK3 M 5 
 MMP13 3,58 1,26  PB-3020 2,77 ,55  bNGF 2 
 Trk 3,48 0,93  MMP13 2,27 ,26  Caspase9 7 
 ADA 3,45 0,69  SRPK1 2,72 ,72  EPHA2L 4 
 MA 3,22 2,08  BcIXL 

t
2,71 ,30  S6K-2 3 

 bN 3,14 0,63  Endo 2,48 ,88  DRAK1 3 
 IGF1 2,89 0,58  PB-2 2,46 ,85 2 
 En 2,80 1,88  PB-301 2,45 ,49  SGK 4 
 MM 2,76 0,55  CLK1 2,37 ,23  FRAP2 2 
 MMP1 
 TIMP

2,71
2,70

40,03 
9,41 

 p38 MAPK 
 S6K-2 2,33 ,47 PKNb 5 

 EF-2  2,61 1,86  MAPKAPK 2,32 ,83  TIMP3 1 
 AKT1 

ma 
2,26 1,15  

0
AKT1 6 5

 CKI-gam 2,26 ,56 YSK1 2,04 

 FRA 2,22 ,44  BCR 2,04 
 IPTK1 2,51 2,31  p38 2,19 5,55  MCAM 2,01 0,78
 InbA (Inhibin) 2,51 0,91  PKN H4/ PRK1 2,17 4,99  PYST2 2,00 0,40
 AKT1 2,50 1,15  DRAK1 

2,32
2,26
2,2
2,24

2,08
2,
2,01
2,00

 

1,90 
1,
1,82 
1,82 

5,55 
16,75 

2,76

0,45
0,64  Bad 
0,40

1,69
0,36
0,36
0

 CK8 
alph

 WNK1 DAPK 
 GSK-3 2,22 0,63  1,82 ,64

 Myt1 2,14 0,83  PB-3020 1,78 ,55
 Conta 2,11 0,64   PDK2 1,78 ,36
 AXL/UF 2,10 0,72  CaMK 1,77 ,35
 PDGF 2,09 0,42  PI3-Kinase 1,77 ,35
 HER-3 2,09 0,42  Dyrk2 1,74 ,35
 Gas6 2,09 2,39   IR-S1 1,74 0,45
 TCP2 2,08 1,32   BcIXL 1,63 2,30
 EDG 2,07 2,55  EDG2 1,58 ,55

nexp on bedingt
on verschi n FG Isoformen in M B-2 len. 
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I A- ro-A  Analyse v n M A-MB- ellen 
 

 

In einem letzten Array-Experiment sollten die verschieden polyklonalen, FGFR4-Isoform-

e enden M -MB- Zellen analy iert werden. Ebenso wie bereits für die MDA-

 Zellen e t, kon ch hier im Vergleich mit FGFR4-MCF7-Zellen kein FGFR4-

llarische Zusammenstellung aller Gene. Deren 

xpression sollte auch mindestens um den Faktor 2 oder mehr im Vergleich zur Mock-Kontrolle 

rhöht worden sein. Die verschiedenen FGFR4-Isoformen konnten auch hier als interne 

ontrolle hoch exprimiert nachgewiesen werden, wobei FGFR4exTM(G388) eine Ausnahme 

ildete, da hier die detektierte FGFR4-Expressionsstärke unter der gewählten Grenze einer 

xpressionsinduktion von Faktor 2 lag. Für die vollständigen FGFR4(G388)- bzw. 

GFR4(R388)-Isoformen, sowie kinase-inaktivem FGFR4(K503M) konnte z.B. eine Erhöhung 

on MCAM beobachtet werden. Außerdem zeigten die einzelnen FGFR4-Zelllinien mit 

erschiedenen, exprimierten FGFR4-Konstrukten durchwegs eine Erhöhung von MMPs, obwohl 

ein besonderes Muster zu erkennen war. Es sollte allerdings erwähnt werden, dass in den 

GFR4(R388)-exprimierenden Zellen eine Erhöhung der BclXL-Expression zu beobachten war, 

ährend die restlichen Polyklonalen kaum eine Änderung dessen Expression zeigten (Tab. 8 und 

). Auf eine Darstellung der reprimierten Gene durch cytoplasmatisch-deletierte FGFR4-

Isoformen wurde an dieser Stelle verzichtet, da die Daten in toto nicht signifikant waren. Es 

en 

GFR4exTM(G388)-Zellen um den Faktor 2 reduziert wurde (Daten nicht gezeigt). 

 

II.2.5 cDN Mak rray o D 435S Z

xprimier DA 435S s

MB-231 rklär nte au

Cluster bei einer ausreichend hohen Pearson-Korrelation gefunden werden. Die Auswertung 

eduzierte sich erneut allein auf eine taber

E

e

K

b

E

F

v

v

k

F

w

9

sollte trotzdem darauf hingewiesen werden, dass die BclXL-Expression in d

F

 

Die Array-Experimente mit den polyklonalen FGFR4-Isoformen, exprimiert in drei 

verschiedenen Zelllinien MCF7, MDA-MB-231 und MDA-MB-435S, liessen einen 

Zusammenhang zwischen der FGFR4-Expression und der BclXL-Expression vermuten. 

Zusätzlich schien die Expression von Matrix-Metalloproteinasen von der Expression eines 

funktionellen, aktiven FGFR4 abzuhängen. Insbesondere die Beeinflussung von bestimmten 

Zelladhäsionsmolekülen und die Abhängigkeit deren Expressionsstärke von der FGFR4-

Expression konnte in den vorliegenden cDNA-Makro-Array Experimenten nicht beobachtet 

werden. 
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Median 
fold 
over 

Median 
normalized 

Median 
fold 
over 

Median 
normalized

Median 
fold 
over 

Median 
normalized

f 

FR4 9,82 1,96  FGFR4 10,80 2,16  FGFR4 9,06 1,81
9,79 3,19  MCAM 10,26 2,05  PTP2A-Rb55 6,84 1,52
5,48 2,21  MMP13 8,13 1,81  Mekk3 6,51 1,58

 p53AIP 

 SGK3 

 Nck 

 PSK 

0,69  Meg2 2,86 1,19  PPM1D 2,70 0,54
 Her2 2,61 30,09  SIRP alpha1 2,85 2,95  Nck 2,68 0,54

2,61 0,52  c-Myc 2,84 8,91  CHK1 2,61 0,52
 NAK 2,56 1,34  NRK2/STK2 0,57  MT3MMP 2,58 0,65
 PKA-C beta 2,54 0,86  MMP17 0,55  GSK-3 alpha 2,57 0,51

2,53 1,27  ICAM3 2,66 0,81  Fak 2,53 9,08

2,34 0,59  FAK R 2,16 7,87
   BDP1 2,32 1,89  retfinger 2,15 7,13

r die induzierte Genexpression durch Überexpression von verschiedenen 

 

FGFR4(G388) 
cut off 
induced 

volume of 
clones FGFR4(R388)

cut off 
induced

volume of 
clones FGFR4(K503M) 

cut off 
induced

volume o
clones 

 FG
 PB-31 
 IL3 

5,46 1,09  Desmocollin 2 6,61 1,87  MMP3 4,89 0,98
 ZIP 5,15 1,03  SGK 5,76 1,15  GRK5 4,63 1,10
 MCAM 4,57 0,91  PLC gamma 5,37 1,07  MMP1 4,50 2,83
 cadherin6 3,90 0,78  FRAP2 4,59 0,92  PLC gamma 4,30 0,88
 TrkE 3,79 3,03  ALK5 4,44 1,16  IL-4Stat 4,03 0,81

3,72 0,74  GRK5 4,33 1,03  NRK2/STK2 4,02 0,82
 IL1 Ra 3,56 0,71  PB-33 4,19 0,84  MCAM 3,76 0,75
 Desmoglein 3 3,54 0,71  Mekk3 4,18 1,01  PB-33 3,41 0,68

3,52 0,70  S6K/RSK3 gene 4,05 0,83  PB-31 3,39 1,11
 GRK5 3,51 0,83  UL44 4,03 2,01  FRAP2 3,32 0,66
 PLM110 3,24 2,86  MAPK3 4,01 0,80  CDC25B 3,29 0,85
 PB-3029b 3,20 0,65  GSK-3 alpha 3,98 0,80  MMP13 3,17 0,71
 UL83-92 3,15 1,32  IL-4Stat 3,94 0,79  IKK2 3,10 1,06

3,15 49,04  WNK1 3,79 0,76  WEE1 3,10 1,02
 ADAM15 3,04 2,49  MMP2 3,76 0,93  ALK5 3,07 0,80
 Caspase 8 2,97 0,59  RICK/CARDIAK. 3,71 0,74  RICK/CARDIAK 2,94 0,59
 FAST 2,90 11,49  PAK6 3,63 2,33  FSTK1 2,93 0,59
 PLC gamma 2,90 0,58  S6K-2 3,62 0,72  SRPK1 2,91 0,58
 Mekk3 2,88 0,70  UL54 3,39 0,94  PB-3020 2,90 0,97
 ADAM30 2,88 1,81  AKT1 3,33 3,13  COX IV 2,85 23,80
 NRK2/STK2 2,80 0,57  MMP1 3,17 1,99  PLC gamma 2,80 0,56
 MNK 2,78 0,56  BcIXL 3,10 0,62  TGFR2 2,79 0,56
 WNK1 2,75 0,55  MKP1likePTP 2,89 0,99  MPSK-1/PKL 12 2,77 0,55
 PTP2A-Rb55 2,66 0,59  PLC gamma2 2,89 0,59  UK23 2,73 1,36
 ALK5 2,63 

 PB-33 
2,76
2,75

 AKT3 
 MMP15 2,52 0,50  Contactin 2 2,64 0,61  Desmocollin 2 2,48 0,70
 UK-18 2,50 0,50  ERK6 2,60 0,66  Meg2 2,47 1,03
 IR-S1 2,47 21,05  IRE1 2,60 1,81  MKP1likePTP 2,30 0,78
 IE2 2,19 164,12  WEE1 2,56 0,84  YSK1 2,29 1,47
 UL44 2,11 1,05  TIMP2 2,51 8,96  Myt1 2,28 2,04
 IRS-1 2,11 37,23  UK23 2,47 1,23  SIRP alpha1 2,21 2,29
 COX IV 2,10 17,56  MLK-3/SPRK 2,38 1,43  PKC-µ /PKD 2,18 0,44

IMP3 2,02 3,88  MT3MMP  T
 
    beta-Catenin 2,31 15,88  CSNK2A1 2,12 11,99
    PTPmu 2,31 3,67    
    Fak 2,27 8,15     
Tab. 8: Übersicht übe
FGFR4-Isoformen in MDA-MB-435S Zellen. 
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Median 
fold 
over 
cut off 

Median 
normalized 
volume of 

Median 
fold 
over 
cut off 

Median 
normalized
volume of 

Median 
fold 
over 
cut off 

Median 
normalized
volume of 

    SGK 2,17 7,78
    UL54 2,15 0,59

 

FGFR4sol induced clones FR4exTMGly induced clones FR4exTMArg induced clones 
 MMP13 4,15 0,93  PB-31 6,34 2,07  PB-31 9,01 2,94
 
RICK/CARDIAK 3,91 0,78  PSK 4,81 74,97  NRK2/STK2 5,02 1,03
 MMP1 3,86 1,31  FAS 4,25 16,84  FGFR4 4,45 0,89
 MMP14 3,48 1,31  TrkE 4,04 3,23  GRK5 3,63 0,86
 PB-34 3,15 1,75  PB-3004 3,68 0,74  MPSK-1/PKL 12 3,54 0,71
 h SCF 3,07 0,61  MMP1 3,52 2,21  TrkE 3,54 2,83
 FGFR4 2,63 0,53  DSG 2,93 0,59  Nck 3,22 0,64
 SGK382 2,59 0,52  PB-33 2,88 0,58  Her2 3,15 36,25
 CHK1 2,49 0,50  Caspase 8 2,45 0,49  PSK 3,04 47,35
 TFIIB 2,45 2,39  PDGF-Rb 2,43 0,49  Caspase 8 3,03 0,61
 Contactin 2 2,43 0,56  Abl L 2,26 50,91  DR5 2,93 0,59
 UL54 2,37 0,66  Her2 2,23 25,72  IKK2 2,78 0,95
 PHKalphaM 2,36 1,06  MAPKKK6 2,12 1,14  FAST 2,68 10,61
 MMP9 2,27 0,45  EGFR 2,08 0,42  Abl L 2,63 59,38
 Desmocollin 2 2,26 0,64     MAPKKK6 2,61 1,41
 VRK2 2,24 2,12     RICK/CARDIAK 2,53 0,51
 PI3-Kinase 2,20 1,67     BCR 2,36 0,63
 MT3MMP 2,10 0,53     COX IV 2,30 19,26
 MMP3 2,08 0,42     FSTK1 2,30 0,46
 PAK6 2,08 1,33 
 MTK1 2,06 1,26 
 Nmju-R1 2,04 1,51     HA2 2,09 1,25
 CLK1 2,01 1,08     FRAP2 2,03 0,41
 FBXL5 2,01 2,16     Bim 2,00 1,73

 
Tab. 9: Übersicht über die induzierte Genexpression durch Überexpression von verschiedenen 
FGFR4-Isoformen in MDA-MB-435S Zellen. 
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II.3. Rolle des FGFR4 in Zellmigration und Krebszellinvasion 

 

Der FGFR4 und insbesondere das Arginin-Allel des Rezeptors beeinflusst nachweislich die 

Migration von Krebszellen. In FGFR4(R388) überexprimierenden Zellen wird eine Migration 

der Zellen beobachtet, während Zellen, welche die Glycin-Allel-Isoform des Rezeptors 

exprimieren, in ihrem Migrationsverhalten supprimiert werden (Bange et al., 2002; Stadler et al., 

2005). Auch die zahlreichen klinischen Studien, in denen eine schlechtere Prognose für rezidiv-

freie Überlebenszeit von Arginin-Allel tragenden Krebspatienten gezeigt wurde, passen 

funktionell und inhaltlich zu diesem Zusammenhang (Streit et al., 2004; Wang et al., 2004). Es 

wurde jedoch noch nicht eindeutig geklärt, welche Funktion der FGFR4 in der Zellmigration und 

Krebszellinvasion genau einnimmt, und wie der Unterschied im Migrations- bzw. 

Invasionsverhalten speziell zwischen dem Glycin-Allel und Arginin-Allel des Rezeptors 

zustande kommt. 

 

 

III.3.1 Expression verschiedener FGFR4-Isoformen in stabilen Zelllinien 
 

 

Um die Eigenschaften des FGFR4 in physiologischen Experimenten zur Zellmigration und 

Krebszellinvasion genauer untersuchen zu können, wurden verschiedene Isoformen des FGFR4 

kloniert (III.2). Neben den vollständigen cDNA-Isoformen des FGFR4(G388/R388) sollten 

ähnlich wie für die Array Experimente membranverankerter, cytoplasmatisch-deletierter 

FGFR4exTM(G388/R), kinase-inaktiver FGFR4(K503M) und die extrazelluläre, sezernierte 

Domäne des Rezeptors FGFR4sol verwendet werden, um insbesondere den Einfluss der 

extrazellulären Domäne des FGFR4 auf die Zellmigration und Krebszellinvasion zu klären. Von 

den jeweiligen Konstrukten, polyklonal exprimiert in den beiden Brustkrebszelllinien MDA-

MB-231 und MDA-MB-435S, wurden speziell für die nachfolgenden Experimente Zellklone 

gepickt und erneut hochgezogen. Anschließend wurde zuerst die Expression der verschiedenen 

FGFR4-Isoformen nach Immunpräzipitationen in Immunoblots bestimmt, um sicherzustellen, 

dass beobachtete Effekte auch auf die Proteinexpression der jeweiligen FGFR4-Isoform 

urückgeführt werden können (Abb. 18). Da die FGFR4-Expression in den polyklonalen 

I
 

z



III Ergebnisse 
 

79

Zelllinien bereits gezeigt wurde, konnten auch hier auf einfache Art und Weise positive Klone 

dentifiziert werden. i

 

 
 

Abb. 18: Expression verschiedener FGFR4-Isoformen. A, Verschiedene FGFR4-Isoformen stabil 
exprimiert in den Klonen der Zelllinie MDA-MB-435S. Immunpräzipitation mit anti-FGFR4-
AK (4FA6D3C10-AK) und Immunoblot gegen die extrazelluläre Domäne von FGFR4 (1171-
AK). B, Unterschiedliche FGFR4-Isoformen stabil exprimiert in Klonen der Zelllinie MDA-MB-
231. Immunpräzipitation und Immunoblot analog wie in A. In beiden Fällen erfolgte ein 
Kontrollblot mit einem anti-Tubulin-AK. 
 

Für jede FGFR4-Isoform konnten mindestens zwei Zellklone isoliert werden, welche eine 

ausreichend hohe Überexpression des rekombinanten Rezeptorproteins für nachfolgende 

Versuche aufwiesen. 
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u Beginn sollte geklärt werden, ob die beobachteten Effekte der Zelllinie MDA-MB-231 

ezüglich des Migrations- und Invasionsverhaltens auch auf andere Zellsysteme übertragen 

werden können (Stadler et al., 2005). Hierzu wurden Scratch-Assays mit jeweils zwei 

erschiedenen Klonen der Zelllinie MDA-MB-435S durchgeführt, in welchen nicht nur die 

, dass die mit dem Leervektor-

fizierten Wildtyp-Zellen, wie von den MDA-MB-231 Zellen bereits bekannt, stark migrierten 

(Abb. 19 A). Auch die Zellen, welche das Arginin-Allel des FGFR4 exprimierten, zeigten eine 

stärkere Migration als Klone des Glycin-Allels (Abb. 19 B und C). Alle anderen Zellklone 

verschiedener kinase-inaktiver FGFR4-Isoformen wurden in ihrem Migrationsverhalten stark 

supprimiert (Abb. 19 D-F).  

Dieses Ergebnis deckte sich mit den früheren Scratch-Assay-Untersuchungen von MDA-MB-

231 Zellklonen. Deshalb lässt sich schlussfolgern, dass die beobachteten Effekte von 

verschiedenen überexprimierten FGFR4-Isoformen nicht auf den entsprechend 

unterschiedlichen, genetischen Zelllinienhintergrund zurückzuführen sind, sondern einzig und 

allein von der jeweiligen vorhandenen FGFR4-Isoform abhängen. Aus diesem Grund konnten 

beide Zelllinien und ihre Klone für weitere Experimente bezüglich der Zellmigration und 

Krebszellinvasion verwendet und verglichen werden. 

Um die Unterschiede im Migrationsverhalten bei verschiedenen exprimierten FGFR4-

Konstrukten besser herauszuarbeiten, wurden anstelle von Scratch-Assays sog. Transwell-

Migrationsassays durchgeführt (II.11.2.2). Hier wurde exakt die Fähigkeit von Zellen untersucht, 

durch 8 µm große Poren (in den Transwells) hindurchzuwandern. Die Migration der Zellen 

wurde dabei durch einen chemischen Gradienten gegen 10 % FCS/Kulturmedium induziert. Die 

migrierten Zellen auf der Unterseite des Transwellfilters wurden durch Kristallviolettfärbung 

und schließlich durch eine photometrische Messung im ELISA-Reader quantifiziert.  

 

 

 

 

 

III.3.2 Untersuchungen des Migrationsverhaltens von stabilen Zelllinien 
 

 

Z

b

v

gesamte cDNA von FGFR4(G388) oder FGFR4(R388), sondern auch die unterschiedlichen 

kinase-inaktiven Isoformen des FGFR4 (durch retrovirale Infektionen überexprimiert) 

iteinander verglichen wurden. In diesem Vorversuch zeigte sichm

in
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Abb. 19: Scratch-Assay von MDA-MB-435S Klonen. A, Gezeigt wird 2 x ein Scratch-Assay der 

ock-Kontrolle. B, Klone 2/13 von FGFR4(G388). C, Klone 3/11 von FGFR4(R388). D, Klone 
/9 von FGFR4(K503M). E, Klone 1/3 von FGFR4sol. F, Klone 2/10 von FGFR4exTM(G388). G, 

exTM(R388). 

M
1
Klone 2/4 von FGFR4
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andern konnten und welche unterschiedlichen Effekte zwischen den verschiedenen 

xprimierten FGFR4-Isoformen auftraten. 

ür die eigentlichen Quantifizierungen wurde die Migrationsstärke (Kristallviolett-Absorption) 

er Mock-Kontrollen der beiden Zelllinien auf 100 % gesetzt. Aus diesen Ergebnissen wurde 

eutlich, dass FGFR4(G388) die Migration der Zellen in beiden Zelllinien unterdrückte, während 

r FGFR4(R388) im Vergleich dazu eine höhere Migration von Zellen auftrat. Eine noch 

tärkere Suppression der Migration wurde in denjenigen Zellklonen beobachtet, in denen ein 

icht-funktionell, inaktiver FGFR4 exprimiert wurde, d.h. FGFR4sol, FGFR4exTM oder 

rginin, der 

GFR4exTM-Isoform in den Zellen vorhanden war (Abb. 21). Deshalb wurde vermutet, dass 

icht nur die extrazelluläre Domäne des FGFR4 eine wichtige Rolle in der Zellmigration und 

ine 

 

Abb. 20 soll exemplarisch für beide Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435S einen 

Eindruck vermitteln, wieviele Zellen wirklich innerhalb einer Nacht durch einen derartigen Filter 

w

e

F

d

d

fü

s

n

FGFR4(K503M). Dabei spielte es keine Rolle, welches Allel, Glycin oder A

F

n

Krebszellinvasion spielen könnte, sondern vielmehr z.B. auch die Kinaseaktivität des Rezeptors 

entscheidend an der Steuerung und Vermittlung dieser physiologischen Effekte beteiligt sein 

kann. 

 

In einem alternativen Ansatz wurde die grundlegende Funktion des FGFR4 in der Migration von 

Zellen nochmals untersucht. 769-P und TE671 Zellen per se migrieren einerseits stark, 

andererseits schwach und beide Zelllinien exprimieren endogen außerdem in vergleichbaren 

Mengen FGFR4.  

Beide Zelllinien wurden mit einem stabilen FGFR4-Knockdown versehen (siRNA66 und 74) 

und im Migrationsverhalten mit den Kontrollen (Leervektor Mock bzw. siRNA70) in Transwell-

Assays verglichen. [Die unterdrückte FGFR4-Expression wird an anderer Stelle (Abb. 35; 

III.4.3) nochmals gezeigt.] Dabei wurde deutlich, dass auch Zellen mit endogen exprimiertem 

homozygotem Glycin-Allel des FGFR4, wie im Falle von TE671 und 769-P (Rücksprache mit 

Knyazev P), nach Unterdrückung der FGFR4-Expression in der Migration gehemmt werden 

können (Abb. 22). Deshalb kann für den FGFR4 eine prinzipielle Rolle in der Zellmigration 

diskutiert werden, obwohl die Experimente mit Überexpressionssystemen von FGFR4 e

Suppression der Migration durch das Glycin-Allel des Rezeptors zeigten, und es sich im Falle 

der Knockdowns auch um zelllinienspezifische Effekte handeln kann. 
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Abb. 20: Filteraufnahmen eines Transwell-Migrationsexperiments von MDA-MB-435S Klonen. 
A, Filter der Mock-Kontrolle. B, Klone 2/13 von FGFR4(G388). C, Klone 3/11 von 
FGFR4(R388). D, Klone 1/9 von FGFR4(K503M). E, Klone 1/3 von FGFR4sol. F, Klone 2/10 
von FGFR4exTM(G388). G, Klone 2/4 von FGFR4exTM(R388). 
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Abb. 21: Quantifizierung der Transwell-Migration der Klone zweier verschiedener Zelllinien. 
Die kompletten cDNA-Konstrukte (Gly/Arg) wurden links gruppiert, die Deletionskonstrukte 
(FGFR4sol bzw. FGFR4exTM) und die kinase-inaktiven Isoformen (K503M) wurden jeweils 
rechts daneben angefügt. A, Gezeigt wird eine Quantifizierung der Migrationsexperimente von 
MDA-MB-231 FGFR4-Zellklonen, wobei die Migrationsstärke der Mock-Kontrolle auf 100 % 
als Referenz festgelegt wurde. B, Quantifizierung der Migrationsexperimente von MDA-MB-
435S FGFR4-Zellklonen (analog A). 
 

 



III Ergebnisse 
 

85

 

 

 
Abb. 22: Transwell-Migration von zwei FGFR4-Knockdown Zelllinien. A, Migration von 769-P 
Zellen. FGFR4-Knockdowns im Fall von exprimierter siRNA66 und siRNA74 gegeben; als 
Kontrolle dienten Leervektor (Mock) und siRNA70. B, Migration von TE 671 Zellen (analog A). 
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III.3.3 Untersuchungen zur Krebszell on 

llmigration wurden bereits Unterschiede zwischen dem Arginin- 

und Glycin-Allel des FGFR4, sowie den verschiedenen cytoplasmatisch-deletierten bzw. 

inaktiven Isoformen des Rezeptors nachgewiesen. In den nächsten Experimenten sollte geklärt 

werden, ob diese Effekte nicht nur für die Migration von Zellen, sondern auch für die 

Krebszellinvasion gelten, d.h. ob die physiologischen Effekte der FGFR4-Isoformen auf die 

Invasion übertragen werden können. Dafür wurden die FGFR4 Klone der Zelllinien MDA-MB-

231 und MDA-MB-435S analog zu den Transwell-Migrationsexperimenten in Transwell-

Invasionsassays untersucht. Der einzige Unterschied zwischen beiden Assays liegt in der 

Verwendung von speziell beschichteten Filtern. Diese Transwells sind auf der Oberseite mit 

einer sog. Matrigelschicht versiegelt, so dass Zellen, wenn sie sich entlang eines chemischen 

Gradienten durch die Poren des Filters bewegen wollen, zuerst diese Art von extrazellulärer 

Matrix verdauen müssen, wodurch die Invasivität von Krebszellen charakterisiert werden kann. 

Die extrazelluläre Matrix besteht aus verschiedenen Molekülen wie z.B. Kollagenen, Lamininen, 

Fibronektin, Vitronektin, Elastin, Heparansulfat-Proteoglykanen oder Wachstumsfaktoren. Um 

die extrazelluläre Matrix abzubauen, ist die Aktivität verschiedener Proteasen von besonderer 

Bedeutung. Dazu zählen MMPs oder aktiviertes Plasmin(ogen) (Sternlicht and Werb, 2001). 

Im Invasionsassay wurde die Quantifizierung der Krebszellen auf der Unterseite der Transwell-

Invasionsfilter nach Kristallviolettfärbung ebenfalls mit einer photometrischen Messung am 

ELISA-Reader vorgenommen. Ähnlich wie bei den Transwell-Migrationsassays konnte hier eine 

Unterdrückung der Invasivität für die Klone des exprimierten FGFR4(G388)-Konstrukts in 

beiden Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-435S beobachtet werden, während das Arginin-

Allel des Rezeptors eine vergleichbare Invasion der Zellen zur Mock-Kontrolle hervorrief. Alle 

cytoplasmatisch-deletierten Isoformen des Rezeptors oder kinase-inaktiver FGFR4 unterdrückten 

die Invasion der Krebszellen (Abb. 23), was analog bereits für die Zellmigration beobachtet 

wurde. Im Falle der Zelllinie MDA-MB-435S wurden repräsentativ für die FGFR4sol Isoform des 

Rezeptors nur der Klon 3 und für die kinase-inaktive Isoform von FGFR4 nur der Klon 9 

verwendet, da sonst die Experimente nicht mehrfach mit der vorhandenen Zahl von Transwell-

Invasionsfiltern hätte durchgeführt werden können. In den Migrationsexperimenten zeigten beide 

Klone jedoch bereits den jeweils stärkeren suppressorischen Effekt von zwei funktionell 

identischen, vergleichbaren Klonen, und verdeutlichten auch im Zusammenhang mit den 

jeweiligen MDA-MB-231 Klonen deren Rolle in der Krebszellinvasion. 

invasi
 

 

Im Zusammenhang mit der Ze
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A
ko

bb. 23: Quantifizierung der Transwell-Invasion der Klone zweier verschiedener Zelllinien. Die 
mpletten cDNA-Konstrukte (Gly/Arg) wurden links gruppiert, die Deletionskonstrukte 
GFR4sol bzw. FGFR4exTM) und die kinase-inaktiven Isoformen (K503M) wurden jeweils (F

rechts daneben angefügt. A, Gezeigt wird eine Quantifizierung der Invasionsexperimente von 
MDA-MB-231 FGFR4-Zellklonen, wobei die Invasionsstärke der Mock-Kontrolle auf 100 % als 
Referenz festgelegt wurde. B, Quantifizierung der Invasionsexperimente von MDA-MB-435S 
FGFR4-Zellklonen (analog A). 
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ie Haut von immunsupprimierten Mäusen gespritzt werden und deren 

Proliferation und Invasion verfolgt wird. Alternativ werden hier die Zellen in Matrigel über 

 Zellausläufer – Filopodia – zu bilden, was ebenfalls auf ihre 

vasivität schließen lässt.  

ähigkeit eingeschränkt worden zu sein. Die MDA-MB-435S Klone 

verhielten sich ähnlich den MDA-MB-231 Zellklonen. Während die Mock-Kontrolle und Zellen 

des Arginin-Allels eine starke Ausläuferbildung in der Matrigel-Matrix entwickelten, wurde die 

Filopodiabildung in Zellen des Glycin-Allels deutlich gehemmt (Abb. 25 A-C). Die Klone mit 

exprimierten Deletionsformen des FGFR4 oder kinase-inaktiver FGFR4-Isoform wiesen im 

Vergleich zur Mock-Kontrolle eine verminderte Filopodiabildung auf (Abb. 25 D-G), was schon 

für die MDA-MB-231 Klone beschrieben wurde. Allerdings trat der Effekt einer reduzierten 

 

III.3.4 Untersuchungen zur Funktion des FGFR4 in 3D-Matrices 
 

 

Nachdem die verschiedenen Klone der MDA-MB-231 und MDA-MB-435S Zellen mit 

unterschiedlichen, überexprimierten FGFR4-Isoformen bereits in Migrations- und 

Invasionsassays getestet wurden, sollte abschließend untersucht werden, welchen Einfluss der 

FGFR4 in sog. Branching-Assays auf die Zellphysiologie hat. Die Besonderheit dieses 

Experiments liegt darin, dass dadurch in vivo Bedingungen für die Zellen simuliert werden 

können, welche ansonsten wirklich nur im Organismus selbst vorgefunden werden, wenn z.B. 

die Zellen subkutan unter d

einen Zeitraum von 7 – 14 Tagen inkubiert und kultiviert (II.11.2.4). Matrigel, wie bereits 

ausgeführt, wird als ECM-Ersatz verwendet. Die Zellen werden auf ihre Fähigkeit hin 

untersucht, in dieser Matrix

In

In MDA-MB-231 Zellen zeigten die Mock-Kontrollzellen eine ebenso starke Filopodiabildung 

wie die Arginin-Klone (Abb. 24 A und C). Im Vergleich dazu trat bei den Zellen des 

exprimierten Glycin-Allels eine deutliche Reduktion der Ausläuferbildung auf (Abb. 24 B). Die 

Zellklone, welche cytoplasmatisch-deletierte oder kinase-inaktive Isoformen des FGFR4 

exprimieren, wurden in ihrer Ausläuferbildung vollständig gehemmt (Abb. 24 D-G). Darüber 

hinaus vermittelten diese Zellen sogar den Eindruck durch die Einbettung in eine Matrigel-

Matrix in ihrer Überlebensf

Überlebensfähigkeit von MDA-MB-435S Klonen nicht so deutlich auf wie im Vergleich dazu in 

den MDA-MB-231 Klonen. 
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Abb. 24: Branching-Assay von MDA-MB-231 Zellklonen. A, Gezeigt wird 2 x die Mock-
Kontrolle. B, Klone 2/4 von FGFR4(G388). C, Klone 6/11 von FGFR4(R388). D, Klone 1/5 von 
FGFR4(K503M). E, Klone 8/10 von FGFR4sol. F, Klone 8/10 von FGFR4exTM(G388). G, Klone 
/10 von FGFR4exTM(R388). 5
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Abb. 25: Branching-Assay von MDA-MB-435S Zellklonen. A, Gezeigt wird 2 x die Mock-
Kontrolle. B, Klone 2/13 von FGFR4(G388). C, Klone 3/11 von FGFR4(R388). D, Klone 1/9 
on FGFR4(K503M). E, Klone 1/3 von FGFR4sol. F, Klone 2/10 von FGFR4exTM(G388). G, 

exTM(R388). 
v
Klone 2/4 von FGFR4
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ür die gesamten Experimente der Migrations-, Invasions- und Branchingassays kann 

usammengefasst werden, dass der FGFR4(G388) suppressorisch wirkte, während das Arginin-

Allel keinen Einfluss auf die Zellphysiologie offenbarte und sich quasi wie die Mock-Kontrolle 

der Zellen verhielt. Die cytoplasmatisch-deletierten FGFR4-Isoformen oder kinase-inaktiver 

FGFR4 reduzierten das Migrations-, Invasions- und Branchingpotential der untersuchten Zellen 

deutlich. 

 

 

III.4 Der FGFR4 in der Apoptose 
 

 

Branching-Assays der MDA-MB-231 bzw. MDA-MB-435S Zellklone, aber auch die cDNA-

Makro-Array Analysen der polyklonalen MCF7 und MDA-MB-231 Zellen deuteten bereits auf 

einen Einfluss des FGFR4 auf das Überleben von Krebszellen bzw. deren Apoptose hin. 

Außerdem zeigten cDNA-Makro-Array Analysen (Korrespondez Roidl A) von Zelllinien, 

welche eine Chemotherapeutika-Resistenz im Rahmen eines Doxorubicin-Screenings über einen 

bestimmten Zeitraum entwickelten, dass dadurch die Expression des FGFR4 mitunter am 

n lässt, dass der FGFR4 eine Apoptoseresistenz von 

ffekt bewirken und eine Sensitivierung der Zellen gegenüber 

hemotherapeutika, gleichbedeutend mit einer erhöhten Apoptoserate, hervorrufen. 

Deshalb wurden die Klone R1 und R9 der rustkrebszelllinie MDA-MB-453, sowie die 

Zelllinien 769-P (Nierenkarzinoma) und TE671 (Glioblastoma) durch die retroviralen pSUPER-

F

z

stärksten im Vergleich mit der Vielzahl weiterer Gene induziert wurde. 

In nachfolgenden Untersuchungen sollte deshalb genauer geklärt werden, ob sich die Hypothese 

it entsprechenden Experimenten bestätigem

Krebszellen gegenüber Chemotherapeutika wie Doxorubicin (DXR/Dox) begünstigt. 

 

 

III.4.1 Stabile Repression der FGFR4-Expression in Zellsystemen 
 

 

Da in den cDNA-Makro-Array Analysen (Korrespondenz Roidl A) die Doxorubicin-resistenten 

Klone (z. B. R1/R9) der Zelllinie MDA-MB-453 eine erhöhte FGFR4-Expression entwickelten, 

sollte ein umgekehrter FGFR4-Knockdown in endogen FGFR4-exprimierenden Zelllinien den 

entgegengesetzten E

C

B
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ie siRNA70 eine in etwa gleiche und somit unveränderte FGFR4-Expression aufwiesen, konnte 

Retro (Mock-Kontrolle) und verschiedenen pSUPER-Retro-FGFR4siRNAs(66-74) infiziert, mit 

dem Ziel stabil die Expression von FGFR4 zu supprimieren. Während die Mock-Kontrolle und 

d

die FGFR4-Expression durch die Infektion mit siRNA66 und siRNA74 dauerhaft unterdrückt 

werden. Dies wurde auf Proteinebene in Immunpräzipitationen und Immunoblots gegen FGFR4 

gezeigt (Abb. 26 und 27).  

 
Abb. 26: FGFR4-Expression in MDA-MB-453 R1/R9 Knockdown Zellen. 
Immunpräzipitationen wurden mit einem anti-FGFR4-AK (4FA6D3C10-AK), die Immnublots 
mit dem polyklonalen anti-FGFR4-AK (1171-AK) durchgeführt. Als Kontrolle diente ein TL-
Immunoblot gegen Tubulin. 
 

Die FGFR4-siRNA70 wurde deshalb in den weiteren Experimenten als Kontrolle verwendet, da 

diese zwar gegen eine FGFR4 cDNA-Sequenz gerichtet ist, jedoch kaum die FGFR4-Expression 

beeinflusste. Aus diesen Vorexperimenten wurde außerdem deutlich, dass die endogene FGFR4-

Proteinexpression/Knockdown von Klon R1 stärker als die von R9 war (Abb. 26). Die 

verschiedenen FGFR4-siRNA-Konstrukte bewirkten in den beiden anderen Zelllinien 769-P 

(Abb. 27) und TE671 (an dieser Stelle nicht gezeigt, vgl. Abb. 35) dieselben Effekte für die 

GFR4-Proteinexpression. F

 
Abb. 27: FGFR4-Expression in 769-P Knockdown Zellen. Immunpräzipitationen wurden mit 
einem anti-FGFR4-AK (4FA6D3C10-AK), die Immnublots mit dem polyklonalen anti-FGFR4-

K (1171-AK) durchgeführt. Als Kontrolle diente ein TL-Immunoblot gegen Tubulin. A
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enden Zellen werden in 

ACS-Spektren entweder im G1- oder G2-Peak erfasst. Die apoptotischen Zellen bilden in 

derartigen Spektren eine G0/1-Subpopulation vor dem eigentlichen G1-Peak. In Abb. 28 werden 

 Art von Apoptose-Assay wurde auch für die 769-P FGFR4-

on (Mock und siRNA70) bzw. ohne 

GFR4-Expression (siRNA66 und siRNA74) vorzunehmen, wurde der Anteil von apoptotischen 

Zellen (in Prozent) an der Gesamtzahl der im Experiment gemessenen Zellen bestimmt und 

zusammengefasst (Abb. 30 A und B). Während im Falle von FGFR4-exprimierenden R1 Zellen 

die Apoptoserate deutlich unter 20 % lag, erhöhte sich diese für die Zellen der FGFR4-siRNA66 

auf ca. 23 % und im Falle der FGFR4-siRNA74 auf über 40 %. Ebenso nahm für die 769-P 

Zellen die Apoptoserate um ca. 5 % in den Fällen der FGFR4-siRNA66 und 74 im Vergleich zu 

den Mock- bzw. FGFR4-siRNA70-Kontrollzellen zu. 

Dadurch konnte gezeigt werden, dass der FGFR4-Knockdown tatsächlich einen Einfluss auf das 

Apoptoseverhalten von Krebszelllinien hat. Zelllinien, deren FGFR4-Expression stabil 

supprimiert wurde, wurden sensitiver für eine Doxorubicin-Be

Apoptoseraten von Zellen mit endogener FGFR4-Expression niedriger ausfielen. 

III.4.2 Apoptoseverhalten von stabilen FGFR4-reprimierten Zelllinien 
 

 

Nachdem die supprimierte Expression von FGFR4 in verschiedenen Zellsystemen nachgewiesen 

worden war, sollte untersucht werden, ob sich auch deren Apoptoseverhalten im Vergleich zum 

Wildtyp änderte. Dazu wurden die verschiedenen Zelllinien für 48 h mit Doxorubicin, welches 

speziell die DNA-Transkription durch eine DNA-Interkalation, sowie die DNA-Synthese durch 

die Inhibition der Topoisomerase II unterbindet, behandelt. Danach wurde die DNA der 

lebenden Zellen mit Propidium-Jodid angefärbt und die Zellverteilung in Bezug auf den DNA-

Gehalt pro Zelle durch Durchflusszytometrie erfasst. Apoptotische Zellen zeichneten sich durch 

eine geringere DNA-Menge infolge von Fragmentierungsprozessen aus, während in gesunden 

Zellen entweder ein diploider Chromosomensatz (G0/1-Phase) oder ein tetraploider 

Chromosomensatz (nach S-Phase in G2/M) vorlag. Die normal proliferier

F

die FACS-Spektren aus den Apoptose-Assays der MDA-MB-453 R1 Zellen mit und ohne 

FGFR4-Knockdown gezeigt, wobei als Ergänzung nochmals die Proteinexpression von FGFR4 

der Zellen dargestellt wurde. Ähnlich sahen die FACS-Spektren der MDA-MB-453 R9 Zellen 

us (Daten nicht gezeigt). Diesea

siRNA-Zellen durchgeführt (Abb. 29).  

Jedes Bild zeigt dabei außerdem ein Overlay von Zellpopulationen aus Doxorubicin-nicht-

induzierten Zellen (blau) und Doxorubicin-induzierten Zellen (orange). Um einen Vergleich der 

einzelnen polyklonalen Zelllinien mit FGFR4-Expressi

F

handlung, während die 
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Abb. 28: Apoptose-Assays von MDA-MB-453 R1 Knockdown Zellen. Die Zellen wurden für 48 

 bei 37°C und 7 % CO2 mit Doxorubicin inkubiert. Nach Trypsinierung und einer 2,5 h / 4°C 
 Propidium-Jodid Puffer wurde die Zellverteilung entsprechend 

h
Inkubation in hypotonischem
ihres unterschiedlichen DNA-Gehalts im FACS bestimmt. Zellen ohne Doxorubicin-Behandlung 
in blauer Farbe, mit Chemotherapeutikum in oranger Darstellung. Zur Illustration wird nochmals 
der Immunoblot mit der FGFR4-Expression (IP: 4FA6D3C10-AK, IB: 1171-AK) gezeigt. 
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Abb. 29: Apoptose-Assays von 769-P Knockdown Zellen. Die Zellen wurden für 48 h bei 37°C 
und 7 % CO2 mit Doxorubicin inkubiert. Nach Trypsinierung und einer 2,5 h / 4°C Inkubation in 
hypotonischem Propidium-Jodid Puffer wurde die Zellverteilung entsprechend ihres 
unterschiedlichen DNA-Gehalts im FACS bestimmt. Zellen ohne Doxorubicin-Behandlung in 
blauer Farbe, mit Chemotherapeutikum in oranger Darstellung. Zur Illustration wird nochmals 
der Immunoblot mit der FGFR4-Expression (IP: 4FA6D3C10-AK, IB: 1171-AK) gezeigt. 
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Abb. 30: Quantifizierung der Apoptose-Assays von MDA-MB-453 R1 und 769-P FGFR4-
Knockdown Zellen. A, Gezeigt wird die Quantifizierung der polyklonalen R1 Zellen. B, Gezeigt 
wird die Quantifizierung der 769-P Zellen. 
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In einem Dosis-Response-Experiment sollte gezeigt werden, dass im Vergleich zu FGFR4-

n eine erhöhte Sensitivität von FGFR4-Knockdown Zellen gegenüber 

iner Doxorubicin-Inkubation nicht nur bei einer bestimmten, festen DXR-Konzentration 

efunden werden kann, sondern über eine konstante Erhöhung der Chemotherapeutikum-Dosis 

exprimierenden Kontrolle

e

g

hinweg bestehen bleibt. Die stabilen FGFR4-Knockdown Zelllinien wurden analog den früheren 

Apoptose-Assays mit Doxorubicin zwischen 0,1 bis 10 µM/ml inkubiert und die Apoptoseraten 

nach 48 h und Propidium-Jodid-Färbungen in FACS-Messungen ermittelt. In TE671 Zellen 

wurde grundlegend bei Konzentrationen größer 1 µM/ml DXR eine höhere Apoptoserate in 

FGFR4-Knockdown Zellen (siRNA66 und 74) als in den Kontrollzellen (Mock und siRNA70) 

beobachtet (Abb. 31) 

 

 
Abb. 31: Dosis-Response-Experiment von TE671 Knockdown Zellen. Die verschiedenen 
polyklonalen FGFR4-Knockdown Zellen wurden mit unterschiedlichen Dosen Doxorubicin (0,1 

 

uch für die 769-P Zellen mit FGFR4-Knockdown konnte in Dosis-Response-Experimenten bei 

ntsprechend hohen DXR-Konzentrationen eine höhere Apoptoserate festgestellt werden als für 

 (Korrespondenz Roidl A). 

 

– 10 µM) behandelt und anschließend die Apoptoserate im FACS bestimmt. 

A

e

die FGFR4-exprimierenden Kontrollzellen (Abb. 32).  

MDA-MB-453 R1 Zellen mit FGFR4-Knockdown zeigten in Dosis-Response-Experimenten die 

gleichen Effekte, nämlich per se eine erhöhte Sensitivität gegenüber DXR im Vergleich zu den 

Kontrollen. Im umgekehrten Fall führte eine Überexpression von FGFR4 in MCF7 Zellen zu 

einer erhöhten Apoptoseresistenz im Vergleich zur Mock-Kontrolle
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Abb. 32: Dosis-Response Experiment von 769-P Knockdown Zellen. Die verschiedenen 
polyklonalen FGFR4-Knockdown Zellen wurden mit unterschiedlichen Dosen Doxorubicin (0,1 

lich? Aus den 

– 10 µM) behandelt und anschließend die Apoptoserate im FACS bestimmt. 
 

Die FGFR4-Expression korrelierte folglich in Apoptose-Assays mit einer Verminderung der 

Apoptoserate von DXR-behandelten Zellen, während in Zellen mit unterdrückter FGFR4-

Expression eine höhere Apoptoserate beobachtet werden konnte. 

 

 

III.4.3 Beeinflussung der Signaltransduktion in stabilen FGFR4-Zelllinien 
 

 

Da nachgewiesen werden konnte, dass der FGFR4 eine Rolle in der Apoptoseresistenz von 

Krebszellen spielt, stellte sich die Frage, wie dieser Effekt in den Zellen vermittelt wird. Welche 

Signaltransduktionswege sind für die Ausprägung dieser Eigenschaft verantwort

cDNA-Makro-Array Untersuchungen ergab sich eine erhöhte BclXL-Expression unter 

ektopischer FGFR4-Überexpression in MCF7 Zellen. In MDA-MB-231 Zellen kam es zu einer 

verminderten BclXL-Expression, wenn cytoplasmatisch-deletierte und somit funktionell-inaktive 

FGFR4-Isoformen in den Zellen überexprimiert wurden. BclXL gehört bekanntlich zur Bcl2-

Familie und vermittelt anti-apoptotische Eigenschaften (I.3.2). Die Ergebnisse der cDNA-

Makro-Arrays wurden zuerst durch semi-quantitative PCR-Versuche validiert. Es konnte gezeigt 

werden, dass in MCF7 Zellen eine hohe BclXL-Expression bei einer ektopischen FGFR4-

Überexpression eintrat (Abb. 33 A). Im umgekehrten Fall wurde die BclXL-Expression in MDA-
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MB-453 R1 Zellen mit FGFR4-Knockdown (siRNA66 und 74) gesenkt, während für die Mock-

Kontrolle und die siRNA70 BclXL detekiert werden konnte (Abb. 33 B). 

 

 
Abb. 33: Semi-quantitative PCR für BclXL-Expression in MCF7 und MDA-MB-453 R1 Zellen. 
A, BclXL-Expression in MCF7 Mock und ektopisch exprimierten FGFR4(G388/R388) Zellen. 
B, Expression von BclXL in R1 Kontroll-(Mock/si70) und FGFR4-Knockdown Zellen. Als 
Ladungskontrolle wurde eine GAPDH-PCR durchgeführt. Als Negativkontrolle diente in beiden 
Fällen H2O als Templatequelle. 
 

Die BclXL-Expression wurde jedoch nicht nur auf mRNA-Ebene nachgewiesen. Auch eine 

Beeinflussung der Proteinkonzentration in den Zellen wurde überprüft. In MCF7 Zellen fand 

man eine Erhöhung der BclXL-Proteinmenge infolge einer FGFR4-Überexpression, was durch 

einen TL-Immunoblot gezeigt werden konnte (Abb. 34). 

 

 
Abb. 34: Proteinexpression von BclXL in MCF7 Zellen. TL-Immunblot gegen BclXL aus 
polyklonalen MCF7 Zellen ohne (Mock) und mit FGFR4(G388/R388)-Expression. Als 
Ladungskontrolle diente ein ERK-Reblot. 
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a die 

Analog zu den MCF7 Zellen wurden die FGFR4-Knockdown Zellen und deren Kontrollen auf 

ihre BclXL-Expression hin untersucht. Während für die MDA-MB-453 R1 Zellen nicht ganz klar 

war, ob BclXL wirklich für die Ausbildung einer Apoptoseresistenz verantwortlich war, d

BclXL-Proteinmengen kaum beeinflusst wurden, konnte für die TE671 und 769-P Zellen eine 

Abhängigkeit der BclXL-Expression von FGFR4 beobachtet werden (Abb. 35 A und D). Die 

Zelllinien mit unterdrückter FGFR4-Expression (siRNA66 und 74) wiesen tendenziell geringere 

Mengen an BclXL als die entsprechenden Kontrollzellen (Mock und siRNA70) auf. 

Desweiteren zeigten die 769-P und TE671 Zellen mit endogener FGFR4-Expression eine höhere 

AKT-Phosphorylierung als die FGFR4-Knockdown Zelllinien (Abb. 35 B und C). Die MDA-

MB-453 R1 Zellen verhielten sich bezüglich der AKT-Phosphorylierung genau umgekehrt wie 

die TE671 und 769-P Zellen, was unter anderem im Zusammenhang mit der unveränderten 

BclXL-Expression und einer per se hohen HER2-Expression in MDA-MB-453 Zellen 

(Korrespondenz Knyazev P) diskutiert werden kann. 

 

 
Abb. 35: Proteinexpression von BclXL in FGFR4-Knockdown Zelllinien. A, 
Immunpräzipitationen gegen FGFR4 (4FA6D3C10-AK) und Immunoblot mit anti-FGFR4-AK 
(1171-AK). B, TL-Immunoblot mit anti-P-AKT-AK. C, TL Reblot mit anti-AKT-AK. D, TL-
Immunoblot mit anti-BclXL-AK. 
 

Die Apoptoseresistenz der verwendeten, stabilen Zelllinien wird demnach durch die vorhandene 

 

Co-Expression von BclXL und FGFR4 vermittelt. 
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III.4.4 Transiente Repression der endogenen FGFR4-Expression 
 

 

Um zu beweisen, dass die BclXL-Expression direkt von der FGFR4-Expression abhängt, wurden 

transiente Transfektionsexperimente durchgeführt und die Veränderung der BclXL- und FGFR4-

Proteinmengen beobachtet. Hierfür wurden endogen FGFR4-exprimierende 769-P und Wildtyp-

Zellen einerseits mit Luciferase-siRNA (GL2) als Kontrolle, andererseits mit FGFR4-siRNA 

(ID1412, Ambion) transfiziert. Die BclXL- und die FGFR4-Expression wurde zu 

unterschiedlichen Zeitpunkten zwischen 0 und 168 h nach erfolgter siRNA-Transfektion 

überprüft. In diesem Experiment konnte durch Immunopräzipitation bzw. Immunoblots 

nachgewiesen werden, dass die FGFR4-Expression nach 48 h der Transfektion stark 

abgenommen hatte und anschließend bis zum Zeitpunkt 168 h wieder stetig zunahm (Abb. 36 

A). Gleichzeitig wurde auch die BclXL-Expression zum Zeitpunkt 48 h nach der Transfektion im 

Vergleich zu den Kontrollen (GL2 und Kontrolle 0 h) stark vermindert. Danach stieg die BclXL-

Expression analog zur zunehmenden FGFR4-Expression ebenfalls wieder bis zum Zeitpunkt 168 

h nach erfolgter Transfektion an (Abb. 36 B). 

 

 
Abb. 36: Transienter FGFR4-Knockdown in 769-P Zellen. 769-P Zellen transfiziert mit 
Luciferase(GL2)-Kontroll-siRNA oder FGFR4-siRNA (siFGFR4) und Lyse nach 
unterschiedlichen Zeitpunkten (0-168 h) der Transfektion. A, Immunopräzipitationen gegen 
FGFR4 (4FA6D3C10-AK) und Immunblot mit einem anti-FGFR4-AK (1171-AK). B, TL-
Immunoblot mit anti-BclXL-AK. C, TL-Immunoblot mit anti-P-ERK-AK. D, TL-Reblot mit 
anti-ERK-AK als Kontrolle. 
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alog wurde der FGFR4-Knockdown auch in TE671 Wildtypzellen durchgeführt. Hier 

Darüber hinaus konnte auch eine geringere ERK-Phosphorylierung in den Zellen mit FGFR4-

Knockdown und supprimierter BclXL-Expression gefunden werden (Abb. 36 C), was auf eine 

Abhängigkeit der BclXL-Expression von der MAPK-Signaltransduktion und somit vermutlich 

auf die Apoptoseresistenz schließen lässt. Als Kontrolle wird ein ERK-Reblot gezeigt (Abb. 36 

D). An

konnten dieselben Effekte bezüglich der BclXL-Expression bzw. ERK-Phosphorylierung im 

Zusammenhang mit der FGFR4-Expression beobachtet werden (Abb. 37 A-D).  

Eine Beeinflussung der AKT-Phosphorylierung wie in stabilen Knockdown-Zellen (Abb. 35) 

konnte in den transienten Zellsystemen nicht gefunden werden (Daten nicht gezeigt). 

 

 
Abb. 37: Transienter FGFR4-Knockdown in TE671 Zellen. TE671 Zellen transfiziert mit 

P Wildtyp-Zellen erreichte. 

Luciferase(GL2)-Kontroll-siRNA oder FGFR4-siRNA (siFGFR4) und Lyse nach 
unterschiedlichen Zeitpunkten (96-168 h) der Transfektion. A, Immunopräzipitationen gegen 
FGFR4 (4FA6D3C10-AK) und Immunblot mit einem anti-FGFR4-AK (1171-AK). B, TL-
Immunoblot mit anti-BclXL-AK. C, TL-Immunoblot mit anti-P-ERK-AK. D, TL-Reblot mit 
anti-ERK-AK als Kontrolle. 
 

Der transiente Knockdown von FGFR4 ist als Experiment deshalb besonders aussagekräftig, da 

es sich in diesem Fall quasi um ein induzierbares System handelte, welches nach einer 

bestimmten Zeit wieder den Ausgangszustand speziell in den 769-

Dabei konnte die direkte Abhängigkeit der BclXL-Expression von der FGFR4-Expression 

verfolgt werden. Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden, dass der FGFR4 eine 

bedeutende Rolle in der Vermittlung der Apoptoseresistenz von Krebszellen spielt. 
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IV Diskussion 
 

 

Für den FGF-Rezeptor 4 wurde in dieser Arbeitsgruppe ein „Single-Nukleotid-Polymorphismus“ 

beschrieben, welcher homolog zur AS-Konversion in der Transmembrandomäne des FGFR3 von 

Glycin 380 zu Arginin 380 war. Es konnte bereits nachgewiesen werden, dass das Arginin-Allel 

des Rezeptors die Zellmigration begünstigt, während das Glycin-Allel die Zellmigration 

supprimiert. In klinischen Studien zeigten Träger des Glycin-Allels eine höhere rezidiv-freie 

Überlebenszeit im Vergleich zu Trägern des Arginin-Allels (Bange et al., 2002). 

In dieser Arbeit wurde untersucht, welche Bindungseigenschaften die extrazelluläre Domäne des 

Rezeptors aufweist, um erklären zu können, auf welche Art und Weise die unterschiedlichen 

physiologischen Eigenschaften des Glycin- und Arginin-Allels des FGFR4 in der Zellmigration 

und Krebszellinvasion zustande kommen können. Die Expression der cytoplasmatisch-

deletierten Form des Rezeptors in Verbindung mit physiologischen Assays zeigte, welche Rolle 

die extrazelluläre Domäne des FGFR4(G388) oder FGFR4(R388) allein in der Vermittlung der 

Zellmigration und der Krebszellinvasion spielt. Durch cDNA-Makro-Array Analysen wurde 

geklärt, welche Gene mit ektopisch-exprimiertem FGFR4 co-exprimiert werden und unter 

Umständen außerdem für die verschiedenen Eigenschaften des Glycin- und Arginin-Allels des 

Rezeptors verantwortlich sind. Apoptose-Assays zeigten, dass der FGFR4 auch eine Rolle im 

Überlebensprozess von Krebszellen spielt. 

 

 

IV.1 Die Bindungseigenschaften der extrazellulären Domäne 
von Rezeptor-Tyrosinkinasen 

 

 

Die Studien zur Interaktion des FGFR4 mit den einzelnen NCAM-Isoformen zeigten entgegen 

anderer Erwartungen keinen Unterschied in den Bindungsaffinitäten zwischen dem Glycin- und 

Arginin-Allel des Rezeptors, wobei diese per se relativ schwach im Überexpressionssystem 

ausfielen. Dies kann jedoch daran liegen, dass die ursprünglich beschriebenen Interaktionen in 

Maus-Pankreastumorzellen gefunden und charakterisiert wurden.  
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Um andere Interaktionspartner für die extrazelluläre Domäne des FGFR4 zu finden, wurden 

GST-Pulldown-Experimente durchgeführt. Sowohl t-PA als auch Annexin II konnten nicht als 

Interaktionspartner in Co-Immunopräzipitationen validiert werden, obwohl in Prostata-

krebsstudien eine erhöhte uPAR-Co-Expression mit dem FGFR4(R388) beobachtet wurde 

(Wang et al., 2004) und deshalb die vermuteten Interaktionen anfangs vielversprechend 

erschienen. Auch TAP-Pulldown-Experimente brachten nicht den erwarteten Erfolg. Einerseits 

handelt es sich bei Tubulin bzw. IKKα um keine Membranproteine, welche man allerdings 

aufgrund des FGFR4-Bait-Proteindesigns erwarten sollte; außerdem werden ATP-Synthase, 

sowie MTHSP75 nur in Mitochondrien jedoch nicht in der Plasmamembran von Zellen 

lokalisiert (www.genecards.org). Andererseits wurde der T-Zell-Rezeptor (TCL) bisher nicht als 

Interaktionspartner von FGF-Rezeptoren charakterisiert. Allerdings wurde eine Induktion der 

Interleukin 2 (IL2) Produktion durch eine Interaktion von FGFR1 mit NCAM (CD56)  und unter 

gleichzeitiger Mobilisierung  von TCL in Jurkat T Zellen beschrieben (Kos and Chin, 2002). 

Dennoch darf man davon ausgehen, dass bestimmte Proteine selektiv an die extrazelluläre 

Domäne des FGFR4 binden können. Für andere FGF-Rezeptor-Tyrosinkinasen konnten 

entsprechende Zusammenhänge bereits nachgewiesen werden. Die Bindung von FGF-

Rezeptoren an Cadherine wurde im Allgemeinen schon früher durch die Identifizierung des 

HAV-Motivs in der extrazellulären Domäne des FGF-Rezeptors vermutet (Byers et al., 1992) 

und schließlich für FGFR1 schlüssig bewiesen (Suyama et al., 2002). Ein neuronenartiges 

Wachstum von Zellen wird unter anderem mit der Co-Lokalisation von N-Cadherin mit dem 

FGF-Rezeptor diskutiert, wobei hier ein funktionell aktiver FGF-Rezeptor notwendig ist (Utton 

et al., 2001). Auch NCAM ist an der Ausbildung dieses Phänotyps beteiligt. Dieser Effekt wird 

allerdings durch die Expression des VASE-Exons, d.h. zusätzliche 10 AS in der vierten Ig-

Domäne von NCAM-Proteinen, unterdrückt und verhindert unter Umständen auch die Bindung 

von FGF-Rezeptoren an NCAM (Saffell et al., 1994). Ob dadurch die FGFR4-NCAM-

Interaktionsstudien in dieser Arbeit beeinflusst wurden, bleibt momentan unklar.  

Darüber hinaus spielen auch die extrazellulären Domänen von anderen RTK wie EGFR, VEGFR 

oder PDGFR eine besondere Rolle in Zelladhäsionsprozessen. Der EGFR wird zum Beispiel 

durch eine Assoziation mit der extrazellulären Domäne von E-Cadherin (jedoch nicht N-

Cadherin) aktiviert, und eine Phosphorylierung von zahlreichen EGFR-Substraten wird neben 

einer Reduktion von Fokalkontakten beobachtet (Fedor-Chaiken et al., 2003). Andererseits führt 

eine Überexpression von EGFR bzw. eine Stimulation mit EGF zu einer Suppression der E-

Cadherin-Expression durch die Induktion des Transkriptionsrepressors Snail (Lu et al., 2003). E-

Cadherin kontrolliert und negativ-reguliert in einem adhäsionsabhängigen Prozess umgekehrt 
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FR wird die 

ird auch die Migration von Zellen beeinflusst (DeMali 

Grundlage der Verwendung des Split-Ubiquitin Yeast-Two-Hybrid-Systems als 

auch EGFR, indem die Ligandenbindung an den Rezeptor unterdrückt wird (Qian et al., 2004; 

Andl and Rustgi, 2005). Die extrazelluläre Domäne des Rezeptors bindet in einem anderen 

Zusammenhang ein Fragment des ECM-Makromoleküls Laminin-5, generiert aus einer matrix-

metalloproteinase-vermittelten Spaltung, wodurch die Zellen ihrerseits die MMP2-Expression 

und dabei die Zellmigration erhöhen (Schenk et al., 2003). Ähnlich dem EG

Halbwertszeit von VEGFR durch Überexpression von VE-Cadherin erhöht (Calera et al., 2004). 

Eine hohe Zelldichte beeinträchtigt auch die VEGFR-Phosphorylierung durch stark ausgebildete 

VE-Cadherin-Zellkontakte (Rahimi and Kazlauskas, 1999). Nicht nur Cadherine, sondern auch 

Endostatin, ein Fragment des ECM-Moleküls Kollagen XVIII, bindet an die extrazelluläre 

Domäne von VEGFR2 und unterdrückt dadurch die Rezeptoraktivität über eine Hemmung der 

VEGF-Liganden-Bindung (Kim et al., 2002). VEGFR2 und VEGFR3 bilden zusätzlich 

Interaktionen mit verschiedenen Integrinen (Borges et al., 2000; Wang et al., 2001). Neben den 

Rezeptor-Tyrosinkinasen EGFR und VEGFR besitzt der PDGFR ebenfalls eine Affinität für 

Zelladhäsionsmoleküle. Die extrazelluläre Domäne des PDGFR assoziiert mit der extrazellulären 

Domäne des Integrins αVβ3 und dadurch w

et al., 1999; Borges et al., 2000). In Analogie zu diesen Ergebnissen besteht also durchaus die 

Wahrscheinlichkeit, dass der FGFR4 über seine extrazelluläre Domäne Interaktionen mit 

Zelladhäsionsmolekülen eingeht. 

Neben klassischen Pulldown- bzw. Co-Immunopräzipitationsexperimenten sind theoretisch 

natürlich noch andere Ansätze denkbar, um Interaktionspartner des FGFR4 zu finden. Als eine 

dieser Methoden wäre die Verwendung des Yeast-Two-Hybrid-Systems denkbar. Auf diese Art 

und Weise wurde bereits FRS2 oder RSK1, eine 90 kDa große ribosomale S6Kinase, neben 

einigen anderen Proteinen als Interaktionspartner von FGFR1 identifiziert (Xu et al., 1998; Hu et 

al., 2004). Auf ähnliche Art wurde die Bindung des Adapterproteins SH2-B an FGFR3 (Kong et 

al., 2002) und die Interaktion des N-terminalen Bereiches der cytoplasmatischen Kinasedomäne 

von EphA4 mit der Juxtamembranregion aller FGF-Rezeptoren gezeigt (Yokote et al., 2005). 

Um speziell Bindungspartner von Membranproteinen nachzuweisen, wurde vor einiger Zeit das 

Split-Ubiquitin Yeast-Two-Hybrid-System entwickelt, um Interaktionen von integralen 

Membranproteinen direkt in ihrem natürlichen Milieu, nämlich in der Plasmamembran, anstelle 

im Zellkern zu zeigen (Thaminy et al., 2004). Für HER3/ErbB3 wurde dieses System bereits 

erfolgreich angewendet, und es wurden eindeutig drei Interaktionspartner  gefunden (Thaminy et 

al., 2003). Eine in silico Analyse mit einem eigens dafür entwickelten Computerprogramm, um 

mögliche Interaktionspartner von integralen Membranproteinen zu finden, wurde auf der 
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ktionen in der Theorie vorherberechnet wurde, die in 

um z.B. Bindungspartner für den EGFR zu finden. Dadurch konnten 

Softwareparameter durchgeführt. Diese Auswertung ergab, dass für 536 Membranproteine der 

Datenbank eine Anzahl von 1.985 Intera

131 Fällen die höchste Wahrscheinlichkeiten des Programms erhielten (Miller et al., 2005). 

Auch die Massenspektrometrie wird mittlerweile zum Nachweis von Interaktionen von Proteinen 

verwendet (Aebersold and Mann, 2003; Tyers and Mann, 2003). Vor allem die SILAC-

Technologie, in welcher ein nicht-radioaktiv-markierter (hier unstimulierter Zusand) mit einem 

radioaktiv-markierten Ansatz (hier stimulierter Zustand) verglichen wird, erwies sich als 

effektive Methode, 

beispielsweise 228 potenzielle und davon 28 speziell nach EGF-Stimulation am EGFR-

gebundene Proteine identifiziert werden (Blagoev et al., 2003). Eine entsprechende 

Untersuchung wurde auch für den FGFR1 durchgeführt, wodurch einerseits neue Rezeptor-

Phosphorylierungsstellen und andererseits ein neuer Interaktionspartner, nämlich Insulin-

Rezeptor Substrat 4, gefunden werden konnten (Hinsby et al., 2003; Hinsby et al., 2004). 

Das Split-Ubiquitin Yeast-Two-Hybrid-System oder die Massenspektrometrie stellen also 

mögliche, technische Alternativen für zukünftige Versuche der Identifizierung von 

Interaktionspartnern für den FGFR4 und dessen extrazelluläre Domäne dar. 

 

 

IV.2 Die Überexpression von FGF-Rezeptor 4-Isoformen 
beeinflusst das Genexpressionsprofil von Brustkrebszellen 

 

 

Verschiedene Brustkrebszelllinien, welche ektopisch unterschiedliche Isoformen des FGFR4 

exprimieren, wurden durch cDNA-Makro-Arrays auf ihr entsprechendes Genexpressionsprofil 

untersucht. Es zeigte sich, dass die Überexpression des funktionellen, vollständigen FGFR4 die 

gleichzeitige Überexpression von BclXL in MCF7 Zellen bedingte. In MDA-MB-231 Zellen 

führte die ektopische Expression von nicht-funktionellen, cytoplasmatisch-deletierten FGFR4-

Isoformen zu einer Suppression der BclXL-Expression. Dies deutet auf eine regulierte Co-

Expression beider Moleküle hin. Da die BclXL- und FGFR4-Co-Expression in molekular- und 

zellbiologischen Experimenten genauer untersucht wurde, soll an späterer Stelle nochmals 

genauer darauf eingegangen werden.  

Desweiteren konnte eine erhöhte Expression von Matrix-Metalloproteinasen bei gleichzeitiger 

Expression von FGFR4(R388) nachgewiesen werden, was sich mit früheren Untersuchungen 
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lllinien 

 Zelladhäsionsmoleküle weitestgehend 

nbeeinflusst von der FGFR4-Expression transkribiert werden. Außerdem konnte kein 

onserviertes Genexpressionsprofil für alle drei Zelllinien MCF7, MDA-MB-231 und MDA-

MB-435S mit den verschiedenen exprimierten FGFR4-Isoformen gefunden werden. Dies hängt 

 

u vers

urch den Mechanismus der Hypermethylierung von Promotorsequenzen hervorgerufen wurde 

3 auch die Expression von c-Jun, Cyclin D oder 

Myelomazelllinien zeigte zusätzlich eine reduzierte Bcl2- oder Mcl1-Expression, während die 

deckte und die besondere Rolle des Arginin-Allels des Rezeptors in der Zellmigration belegte 

(Bange et al., 2002; Stadler et al., 2005). Wie deren Regulation genau funktioniert, wurde in 

dieser Arbeit allerdings nicht untersucht, da in den verwendeten polyklonalen FGFR4-Ze

die Expression von jeweils verschiedenen MMPs betroffen waren. 

Außerdem konnte in den Experimenten kaum ein Einfluss auf die Genexpression von 

Zelladhäsionsmolekülen festgestellt werden, obwohl eigens für diese Experimente eine ganze 

Reihe von Vertretern aus der Cadherin-, Integrin- oder CAM-Familie in die cDNA-Makro-

Arrays aufgenommen wurden. In MCF7 Zellen kam es lediglich zu einer erhöhten Expression 

von Syndecan 4 bei beiden Rezeptor-Allelen, und in MDA-MB-231 führte die Überexpression 

von FGFR4(R388) bzw. FGFR4exTMGly zu einer Zunahme der Expression von Cadherin 12. 

Dies lässt lediglich die Schlussfolgerung zu, dass

u

k

wahrscheinlich damit zusammen, dass der genetische Hintergrund der drei Brustkrebszelllinien

chieden war und ein unterschiedliches Expressionsspektrum von Genen unter Umständen z

d

(Baylin, 2005).  

Durch die Verwendung von cDNA-Makro-Arrays konnte allerdings eine Vielzahl von anderen 

molekularbiologischen Mechanismen aufgeklärt werden. So wurde z.B. in dieser Arbeitsgruppe 

eine anti-apoptotische Wirkung von MMP15 in Verbindung mit dem Einfluss auf die Invasion 

von Krebszellen festgestellt (Abraham et al., 2005). Auch allgemeine Cluster-Analysen mit 

Prostata- und Nierenkarzinomaproben wurden bereits früher mittels cDNA-Array-Technologie 

erprobt und bestimmte Gengruppen der Proliferation, der Angiogenese oder der Invasivität von 

Krebszellen zugeordnet (Cheburkin et al., 2002; Kniazev et al., 2003). Weiter konnten so durch 

cDNA-Arrays wichtige Einblicke in die Signaltransduktion und die Rolle einzelner FGF-

Rezeptoren in der Krebsentwicklung gewonnen werden. Die reduzierte FGFR4-Expression in 

Lungenadenokarzinoma im Vergleich zum normalen bronchialen Gewebe wurde ebenfalls durch 

die Verwendung von cDNA-Arrays aufgedeckt (Nakamura et al., 2004). Auf gleiche Art und 

Weise konnte man aufklären, dass neben FGFR

NFκB in FGF-stimulierten Chondrozyten induziert wird (Rozenblatt-Rosen et al., 2002). In 

Harnröhrenkarzinoma wird FGFR3 überexprimiert und sorgt für die abnormale Proliferation von 

Krebszellen (Gomez-Roman et al., 2005). Die Suppression der FGFR3-Expression in multiplen 
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., 2004), Vimentin die 

rden. Durch derartige Tumorcharakterisierungen lassen sich leichter 

rgene hin getestet werden (Milanes-

tet sich aufgrund zahlreicher Untersuchungen schließlich auch als prognostischer 

Expression von Bid, Caspase 2 oder Caspase 6 in cDNA-Arrays nachweislich erhöht wurde (Zhu 

et al., 2005). Für den FGFR1 wurde die cDNA-Array-Technologie ebenfalls eingesetzt, um in 

Primärzellen von Blasenkrebspatienten die Kopienzahl des FGF-Rezeptors zu bestimmen, 

wodurch sich neue Anwendungsmöglichkeiten für diese Methode ergaben (Veltman et al., 

2003). 

Letztendlich dient die cDNA-Array-Technologie also der Erforschung von gekoppelten 

Expressionsmustern in vielen verschiedenen biologischen Zusammenhängen und verschiedenen 

Modellorganismen wie z.B. in Saccharomyces cerevisiae (Lashkari et al., 1997). Im 

Allgemeinen wurde die cDNA-Array-Technologie in der Krebsforschung schon erfolgreich 

eingesetzt, um zu zeigen, dass z.B. die Stat3-Überexpression die MEK5-Expression induziert 

(Song et al., 2004), p21 unabhängig von Smad4 reguliert wird (Ijichi et al

Invasivität von Prostatakrebszellen beeinflusst (Singh et al., 2003) oder die Stimulation durch 

den Liganden CXCL12 (des Chemokinrezeptors CXCR4) die Expression von bestimmten 

Zellzyklus- oder Apoptosegenen induziert (Schrader et al., 2002).  

Die cDNA-Micro-Arrays eignen sich auch besonders zur Überprüfung und Charakterisierung der 

Expression spezifischer Krebsmarkergene in Tumorproben, was in klinischen Untersuchungen 

ihre Anwendung findet. Hier konnte z.B. für Prostatakrebs die PSA-Expression (Feroze-

Merzoug et al., 2001), für Brustkrebs die uPA/PAI- und die HER2-Expression (Weigelt et al., 

2005), für Lungenkrebs die CyclinB/E- und die p21/27-Expression (Singhal et al., 2005), für 

Leberkarzinoma die E-Cadherin- und die Laminin-5-Expression (Qin and Tang, 2004) oder für 

Nierenkarzinoma die FGF5- und die HER2-Expression (Seliger et al., 2003) als tumor-

signifikant eingestuft we

geeignete Behandlungsmöglichkeiten für die Patienten finden. 

In der Praxis wird in den Kliniken zunehmend eine andere Art von Array-Technologie in der 

Form sog. Tissue-Micro-Arrays (TMA) als Ergänzung dazu verwendet, welche auf 

immunhistochemischen Analysen basieren. Dadurch können eine Vielzahl von Tumorbiopsien 

gleichzeitig auf die Expression bestimmter Krebsmarke

Yearsley et al., 2002; Gulmann et al., 2003; Seligson, 2005). Die quantitative Auswertung 

solcher TMAs wird seit 2003 digital vorgenommen, nachdem ein spezieller Flachbett-Scanner 

eigens für diese Applikation entwickelt wurde (Vrolijk et al., 2003). 

FGFR4 bie

Marker für Brustkrebspatienten an, wobei die cDNA-Micro-Array Technologie oder TMA als 

Methoden verwendet werden können, um dessen Gen- oder Proteinexpression nachzuweisen. 
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nchingassays ähnlich aus wie in 

äne des Rezeptors eine grundlegend wichtige Rolle in der 

ll et al., 

IV.3 Die Krebszellinvasion wird durch die Expression 
bestimmter FGF-Rezeptor 4-Isoformen supprimiert 

 

 

Durch die Expression von verschiedenen FGFR4-Isoformen in den MDA-MB-231 und MDA-

MB-435S Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass das Glycin-Allel des Rezeptors die 

Zellmigration supprimiert, während sich die Zellen des Arginin-Allels des FGFR4 wie die 

Leervektor-infizierten Mock-Kontrollzellen verhalten. Auch die cytoplasmatisch-deletierten 

bzw. kinase-inaktiven FGFR4-Isoformen führten zu einer Suppression der Migration, ähnlich 

wie FGFR4(G388)-exprimierende Zellen. Das Verhaltensmuster der einzelnen Zellklone fiel im 

Vergleich untereinander in nachfolgenden Invasions- und Bra

den anfangs durchgeführten Migrationsassays. Frühere physiologische Experimente zur Analyse 

des FGFR4 SNP wurden demzufolge einerseits bestätigt, indem eine anti-migratorische Wirkung 

des FGFR4(G388)-Allels gezeigt werden konnte. Andererseits lassen die Ergebnisse der 

Zelllinien mit exprimierter cytoplasmatisch-deletierter oder der kinase-inaktiven FGFR4-Isoform 

vermuten, dass die Kinasedom

Vermittlung bzw. Suppression der Zellmigration und Krebszellinvasion spielt, was auch im 

Hinblick auf die Eigenschaften des vollständigen Rezeptors FGFR4(G388) gelten könnte. Dies 

würde bedeuten, dass sich das Glycin- und Arginin-Allel des FGF-Rezeptors 4 in ihrer Aktivität 

unterscheiden und deshalb auch ein FGFR4(G388) Knockdown prinzipiell einen 

Migrationseffekt in endogenen Systemen hervorrufen kann. Dem widersprechen allerdings 

Kinaseassays, wonach die Kinaseaktivitäten des Glycin- und Arginin-Allels in FGFR4-

Überexpressionssystemen identisch sind (Dissertation Bange, 2001). 

Die physiologisch inhibitorische Funktion von dominant-negativen FGF-Rezeptoren wurde 

ähnlich in früheren Untersuchungen beschrieben. Dominant-negativer (dn) FGFR1 besitzt im 

Vergleich zum Wildtyp keine mitogene Aktivität und wird ebenso wie sein Substrat PLCγ nicht 

phosphoryliert (Wang et al., 1996). DnFGFR2 blockiert z.B. die Alveolenentwicklung und 

epitheliale Differenzierung (Peters et al., 1994), dnFGFR1 unterdrückt das Axonwachstum von 

neuronalen PC12 Zellen und dnFGFR4 in Xenopus die neuronale Differenzierung (Saffe

1998; Hardcastle et al., 2000), dnFGFR1 supprimiert in Prostatakrebszellen außerdem die 

MMP7 (Matrilysin)- und MT1-MMP-Expression (Udayakumar et al., 2001 and 2004) und 

dnFGFR1 bzw. dnFGFR2 blockieren anhaftungsabhängiges und anhaftungsunabhängiges 

Wachstum von Gliomazellen (Auguste et al., 2001). 
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m nicht-funktionellen, inaktiven FGFR4 zeigte der Glycin/Arginin 

ann der molekularbiologische Mechanismus für die Vermittlung der supprimierten 

ande kommen könnte, liegt in der Tatsache begründet, dass die 

ignalweges über ERK1/2 (Jaakkola et al., 1998; Dell´Era et al., 1999). Für MDA-MB-231 

Zellen ist im Zuge von cDNA-Array Analysen tatsächlich eine Expression von FGFR2 bekannt 

(Korrespondenz Knyazev P; Nurcombe et al., 2000), während aber MDA-MB-435S Zellen 

Die oben aufgestellte Hypothese wird desweiteren dadurch gestützt, dass sich die 

FGFR4exTM(G388)- und FGFR4exTM(R388)-Zellen kaum in ihrer suppressorischen Wirkung 

unterschieden. Bei eine

Polymorphismus des Rezeptors also kaum eine unterschiedliche Wirkung mehr in Migrations- 

und Invasionsprozessen, abgesehen von der generellen Suppression. Dies kann aber auch 

bedeuten, dass extrazelluläre Bindungspartner des FGFR4 jetzt nicht mehr unterschiedlich gut 

vom Glycin- oder Arginin-Allel dieser Rezeptor-Isoformen gebunden werden oder durch den 

Verlust der cytoplasmatischen Domäne keine unterschiedlich gute Bindung von intrazellulären 

Adapterproteinen mehr erfolgen kann, um dabei eine besondere Rolle zu spielen. Um diese 

Theorie zu bestätigen, müssten allerdings noch weitere Versuche durchgeführt werden. 

Desweiteren k

Zellmigration bzw. –invasion nicht erklärt werden, da entsprechende Daten zu diesem Zeitpunkt 

nicht zur Verfügung standen und auch keine Interaktionspartner der extrazellulären Domäne des 

FGFR4 gefunden werden konnten. Vielleicht wäre auch ein Ansatz zur Identifizierung von 

Bindungspartnern für den C-Terminus des FGFR4 denkbar, um die Unterschiede in der 

Signaltransduktion von FGFR4(G388) und FGFR4(R388) aufzuklären. 

Eine andere Möglichkeit, wodurch die Suppression der Zellmigration und Krebszellinvasion in 

den Experimenten zust

verschiedenen FGF-Rezeptoren ein unterschiedlich großes Spektrum an FGF-Liganden binden 

können (Itoh and Ornitz, 2004). Dadurch können die ektopisch exprimierten FGFR4-Isoformen 

Liganden für andere FGF-Rezeptoren wegtitrieren und so deren Stimulation unterbinden. Neben 

FGFR4 werden nämlich auch FGFR1 und FGFR2 im Zusammenhang mit Migrationsprozessen 

genannt. FGFR1 ist nachweislich an der Expression von ECM-Proteasen wie uPA, MMP1, 

MMP3 oder MMP9 beteiligt (Miralles et al., 1998; Partridge et al., 2000; Suyama et al., 2002; 

Xian et al., 2005), wobei die FGFR1-induzierte Migration über die Aktivierung des PI3-Kinase-

Signaltransduktionsweges und nicht über die MAPK erfolgt (Landgren et al., 1998; La Vallee et 

al., 1998). Auch FGFR2 vermittelt die Migration von Zellen nach einer FGF7(KGF)-Stimulation 

und einer daraus resultierenden MAPK-Aktivierung (Ropiquet et al., 1999; Nakamura et al., 

2001; Zang et al., 2002). Hauptverantwortlich für die Beteiligung der FGF-Signaltransduktion an 

Zellmigrationsprozessen ist allgemein wahrscheinlich entweder die Aktivierung des Src-

Tyrosinkinase-Signalweges (La Vallee et al., 1998; Liu et al., 1999) oder des MAPK-

S
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keinen der FGF-Rezeptoren exprimieren (Korrespondenz Knyazev P). Zusätzlich supprimiert die 

lasmatisch-deletierten FGF-Rezeptoren bekanntermaßen die 

hysiologische Funktion der Rezeptor-Tyrosinkinase. Entweder wird dadurch z.B. die 

ifferenzierung (Tanimoto et al., 2004), die MAPK-Aktivierung (Ezzat et al., 2001) oder die 

igrations- und Transwell-Invasionsexperimenten 

rklären. Auch Suyama et al. (2002) haben von einer Regulation der MMP9-Expression durch 

ht dadurch die 

achfolgende Aktivierung bzw. Mobilisierung von Matrix-Metalloproteinasen, ECM-Proteinen 

1 bzw. ERK1/2 

ktiviert, wobei auch speziell eine Beteiligung von FGFR4 neben FGFR1 gezeigt werden konnte 

 

Expression von löslichen oder cytop

p

D

Proliferation von Zellen (Sturla et al., 2003; Gowardhan et al., 2004) unterdrückt. 

Wie bereits weiter oben angedeutet, wird im Zusammenhang mit Migrations- und 

Invasionsprozessen besonders die Expression von Matrix-Metalloproteinasen durch die FGF-

Signaltransduktion beeinflusst. In den cDNA-Makro-Array Experimenten konnte ebenfalls eine 

Beeinflussung durch die FGFR4-Expression und insbesondere durch das Arginin-Allel des 

Rezeptors nachgewiesen werden. Dies könnte auch das unterschiedliche Verhalten des Glycin- 

und Arginin-Allels des FGFR4 in Transwell-M

e

FGFR1 berichtet. Da in den FGFR4ex-GST Pulldown-Experimenten ursprünglich auch t-PA und 

Annexin II gefunden wurde, kann das Plasminogen-Aktivator-System auch eine Rolle in 

FGFR4-beeinflusster Migration spielen.  

Ähnlich wie uPA, gebunden an dessen Rezeptor uPAR, spaltet t-PA, gebunden an den 

Membranrezeptor Annexin II, Plasminogen durch Proteolyse und ermöglic

n

oder Pro-Hormonen aus der ECM (Myöhänen and Vaheri, 2004; Duffy and Duggan, 2004). Es 

wurde für Prostatakrebs gezeigt, dass das Arginin-Allel des FGFR4 eine höhere uPAR-

Expression und eine höhere Invasivität der Krebszellen zur Folge hat (Wang et al., 2004). Die 

Induktion der uPA-Expression wird vorwiegend durch eine Stimulation mit FGF2 und einer 

anschließend eingeleiteten FGF-Signaltransduktion erreicht, wodurch die Invasivität von 

Krebszellen erhöht wird (Reuning et al., 1996; Cavallaro et al., 1998; Mori et al., 2000; Billottet 

et al., 2002 and 2004). Dabei wird ebenfalls der MAPK-Signalweg über MEKK

a

(Besser et al., 1995; Miralles et al., 1998; Giuliani et al., 1999; Witowsky et al., 2003). PLCγ ist 

dabei nicht an der FGF2-induzierten uPA-Expression beteiligt (Roghani et al., 1996) und eine 

Aktivierung des PI3-Kinase-Signalweges führt eher zu einer Suppression der uPA-Expression 

(Mochizuki et al., 2002). Schließlich nimmt wahrscheinlich auch das Integrinheterodimer αVβ3 

eine wichtige Funktion in der FGF2-vermittelten uPA-Expression ein (Rusnati et al., 1997). 

Zwischen der Expression von uPA und FGF2 scheint es einen Rückkopplungsmechanismus zu

geben, da aktiviertes Plasmin ECM-gebundenes FGF2 mobilisieren kann (Ribatti et al., 1999; 
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George et al., 2001). Abschließend werden uPA und PAI-1 auch als prognostische Marker in 

a die Array-Experimente keine unterschiedlichen Cadherin-Expressionen zwischen der Glycin- 

4-

oformen ergaben, kann wohl ein sog. Cadherin-Switch von E-Cadherin zu N-Cadherin und 

allaro et al., 2002; 

ie Signaltransduktion von FGF-Rezeptoren kann allerdings, wie in der Einleitung bereits 

 von 

 kann deshalb ebenfalls das unterschiedliche Verhalten des 

ischen Experimenten erklärt werden. 

d 

eise im FGF-Rezeptor-Signalkomplex gebunden sein. Außerdem kann dies theoretisch ebenso 

(R388) über die selektive 

Cγ 

GFR4 

 mit FGFR4 

ren 

L

nis 

 und 

AK/SRC bekannt und wird während der Ausbildung von Lamelipodien bzw. Fokalkontakten 

B-

35 konnte bei einer erhöhten BclXL-Expression noch ein verbessertes 

l., 2004). In klinischen Studien mit Brustkrebs- und Leberkarzinomaproben wurde deutlich, 

ssion die rezidiv-freie Überlebenszeit verkürzt und die 

lXL 

, 

997; Watanabe et al., 2004). 

Brustkrebs angesehen (Han et al., 2005). 

D

und Arginin-Isoform des FGFR4 bzw. den cytoplasmatisch-deletierten/kinase-inaktiven FGFR

Is

umgekehrt ausgeschlossen werden, wodurch das unterschiedliche Verhalten in Migrations- und 

Invasionsexperimenten der einzelnen FGFR4-Klone erklärt werden kann (Cav

Hazan et al., 2004). 

D

zusammengefasst, sehr unterschiedlich ausfallen. Durch eine veränderte Bindung

cytoplasmatischen Adapterproteinen

Glycin- und Arginin-Allels des FGFR4 in physiolog

Proteine wie Frs2, Shp2, Grb2, Shc, Src, Gab1 oder Pyk2 können auf unterschiedliche Art un

W

bedeuten, dass die Signaltransduktion von FGFR4(G388) bzw. FGFR4

Aktivierung von verschiedenen Signalwegen wie z.B. RAS/MAPK, PI3-Kinase/AKT oder PL

erfolgen kann (Meyer et al., 2004; Dailey et al., 2005). 

Da in den cDNA-Array Experimenten eine Beeinflussung der BclXL-Expression durch F

nachgewiesen werden konnte, die später auch eine entscheidende Rolle in den Apoptose-

Experimenten spielte, stellt sich abschließend die Frage, ob die BclXL-Coexpression

auch das Migrations- und Invasionsverhalten von Krebszellen entscheidend neben ande

Faktoren mitbestimmen könnte. Bcl-2 und BclX  induzieren z.B. eine Suppression der MMP9-

Expression und beeinflussen in Rattenglioma Zellen nachweislich das MMP9/TIMP-1 Verhält

(Oliver et al., 2000). Es konnte desweiteren eine Interaktion von Bcl-2/BclXL mit Paxillin 

gezeigt werden (Sorenson, 2004). Paxillin ist als Interaktionspartner von Integrinen

F

im Migrationsprozess phosphoryliert (Mitra et al., 2005). In den Brustkrebszelllinien MDA-M

231 und MDA-MB-4

Metastasierungspotenzial von Krebszellen beobachtet werden (Fernandez et al., 2000; Martin et 

a

dass durch die BclXL-Expre

Lymphknotenmetastasierung begünstigt wird; es wird deshalb angenommen, dass Bc

demzufolge ein schlechter prognostischer Faktor für die Krebsprogression ist (Olopade et al.

1
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uppression der Anoikis von Epithelzellen (Rosen et al., 2001), wodurch die apoptose-

sistenten Zellen ihren entscheidenden Vorteil in der Metastasierung gewinnen können.  

 als Apoptoseresistenzgen, sondern auch 

en muss. 

eingestuft, da es 

berexprimiert in Brustkrebszellen in vivo mit einer erhöhten Lymphknotenmetastasierung in 

 

 

ommen, was in zukünftigen 

o-Expression von BclXL

toren 1-3 die Apoptose von Zellen 

 und TE671 

 Knockdown von FGFR4 eine erhöhte Apoptoserate bzw. eine erhöhte 

nien 

 

llt ein Protein mit anti-

poptotischer Wirkung, induziert wird. Die unveränderten Expressionsniveaus von BclX  und 

ck 

weislich Aktivitätsunterschiede von BclXL und 

onen 

a). 

 

zellen 

em natürlichen programmierten Zelltod entgehen konnten (Boise et al., 1993; Gottschalk et al., 

Eine TGFα -Stimulation und eine dadurch erhöhte BclXL-Expression sorgt schließlich für eine 

S

re

Anhand dieser Beispiele wird klar, dass BclXL nicht nur

als wichtiges Molekül im Metastasierungsprozess von Krebszellen angesehen werd

BclX  wird deshalb bereits als Zielgen für therapeutische Ansätze L

ü

Nacktmausexperimenten korreliert (Espana et al., 2004). Die unterschiedlichen Eigenschaften

des FGFR4 Glycin- oder Arginin-Allels in Migrations- und Invasionsexperimenten können also

auch durch eine veränderte BclXL-Expressionsstärke zustande k

Experimenten jedoch erst noch überprüft werden muss. 

 

 

IV.4 Der FGF-Rezeptor 4 vermittelt Apoptose-Resistenz von 
Krebszellen durch eine regulierte C

 

 

Es wurde bereits in der Einleitung erklärt, dass die FGF-Rezep

beeinflussen können (I.3.2). Ebenso konnte eine derartige Abhängigkeit auch für FGFR4 in 

dieser Arbeit nachgewiesen werden. Die Krebszelllinien MDA-MB-453 R1/9, 769-P

wiesen nach einem

Sensitivität gegenüber einer Doxorubicin-Behandlung im Vergleich zu den Kontrollzellli

auf. Außerdem konnte gezeigt werden, dass FGFR4 die Chemotherapeutika-Resistenz moduliert,

indem die Co-Expression von BclXL, wie in der Einleitung kurz dargeste

a L

A-MB-453 R1 FGFR4-Knockdown die gleichzeitig beobachteten Apoptosesensitivitäten der MD

Zellen könnten mit BclXL-Deaminierungen vermittelt durch die Tyrosinkinase L

zusammenhängen. In diesem Fall entstehen nach

es werden Effekte hervorgerufen, welche sonst nur mit verschiedenen BclX -ExpressiL

assoziiert werden könnten (Zhao et al., 2004

Die besondere Wirkung von BclXL wurde im Allgemeinen auch besonders in dessen früheren

Überexpressionsuntersuchungen deutlich, in denen normal-proliferierende oder auch Krebs

d
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. 

ss von BclXL auf die Apoptose. So führte z.B. 

05), in 

n zu 

iner erhöhten Apoptoserate bzw. Sensitivität gegenüber einer Chemotherapeutika-Behandlung. 

zellen, sondern 

anti-apoptotischen Wirkung während der Chemotherapiebehandlung von 

 den Experimenten dieser Arbeit konnte insbesondere eine Beeinflussung des MAPK-

n. 

e 

suchungen konnte bei 

70) eine 

avon unabhängige Expression von BclXL festgestellt werden (Aronica et al., 2000), was sich 

n 

t 

rgt eine FGF1/2 Stimulation von Zellen über Aktivierung der Kinase 

stenz 

STAT1/3/5) 

 et al., 2000; Battle and Frank, 2002). In unseren Zelllinien konnte 

 nochmals 

iner genaueren Untersuchung bezüglich STAT1 bedarf.  

 

nnen (Sevilla et 

ur auf 

re Apoptosesensitivität und nicht auch auf Zellzykluseffekte hin untersucht, obwohl im 

it FGFR4 (und HER2) schon von einer Regulation der CyclinD-Expression 

1994; Schott et al., 1995). Jedoch nicht nur Überexpressions-, sondern auch Knockdown- bzw

Antisense-RNA-Studien verdeutlichen den Einflu

in Brustkrebs (Simoes-Wust et al., 2000), in Kolonkarzinoma (Rashmi et al., 20

Kehlkopfkrebs (Liu et al., 2005), in Magenkrebs (Lei et al., 2005), in Melanoma (Strasberg 

Rieber et al., 2001), in Blasenkrebs (Lebedeva et al., 2001), in Lungenadenoma (Leech et al., 

2000) und in Prostatakrebs (Lebedeva et al., 2000) eine Suppression der BclXL-Expressio

e

Dies erklärt, warum BclXL als prognostischer Marker für verschiedene Krebsformen diskutiert 

wird und zwar nicht nur im Zusammenhang mit der Metastasierung von Krebs

auch bezüglich seiner 

Krebspatienten (Liu et al., 1998; Schaich et al., 2001; Zhao et al., 2004b). 

In

Signalweges und eine FGFR4-abhängige Phosphorylierung von ERK1/2 nachgewiesen werde

Der AKT-Signalweg scheint dabei bei der Vermittlung der Apoptoseresistenz ein

untergeordnete Rolle zu spielen. Auch in anderen früheren Unter

Verwendung eines Inhibitors gegen den PI3-Kinase-Signalweg und die S6-Kinase (p

d

mit unseren Ergebnissen deckt. Andererseits wurde auch schon von einer AKT-abhängige

Aktivierung von NFκB und einer dadurch induzierten BclXL-Expression berichtet (Gauthier e

al., 2001a/b). Zusätzlich so

ERK2 für eine entsprechende BclXL-Expression und einer damit verbundenen Apoptoseresi

(Bryckaert et al., 1999). 

Abgesehen davon wird die BclXL-Expression auch durch die STAT-Proteinfamilie (

reguliert und induziert (Grad

keine erhöhte Phosphorylierung und Aktivität von STAT3 und 5 im Zusammenhang mit einer 

erhöhten BclX -Expression nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), wobei diesL

e

Die BclXL-Expression kann jedoch noch durch andere Stimuli wie z.B. IL2/3/6, GM-CSF, CSF, 

LIF oder EPO induziert werden, wobei neben NFκB und STATs auch die Transkriptionsfaktoren

aus der Ets-Familie oder c-Fos und c-Jun an dessen Aktivierung beteiligt sein kö

al., 2001). 

Prinzipiell wurden die FGFR4-Knockdown Zelllinien MDA-MB-453, TE671 und 769-P n

ih

Zusammenhang m
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e Rolle im 

on und dessen Suppression wird dabei 

 

. 

chen Proteine inaktiviert und Apoptose induziert 

2005). Die anti-

den sich konserviert in der ganzen Bcl2-Familie von anti-

eser 

hlich eine anti-proliferatorische Eigenschaft von FGFR4 unabhängig 

ch beobachtet, dass BclXL und Bcl2 den Myc-induzierten 

ht 

lXL und Bcl2 werden z.B. auch in Paclitaxel/Taxol-behandelten 

., 

998; Yamamoto et al., 1999). 

ose-Assays nur eine 

oxorubicin oder 

 nicht gegenüber Cis-Platin und Taxotere (Korrespondenz Roidl A). 

 

edingt wird, sollte auch bei anderen Chemotherapeutika ein Effekt gegeben sein. Ein Einfluss 

 bereits für ein ganzes Spektrum von 

oome 

 Minn et 

, 

ocetaxel (Emi et al., 2005), Cyclophosphamide (Dole et al., 1995; Simoes-Wust et al., 2002) 

ss 

 einer 

seits 

rolactin-Promotor und induziert dessen Expression (I.2.2/3; Yu et al., 2002a). Außerdem findet 

adurch bedingte Aktivierung des JAK2-Signalweges (Yamauchi et al., 

berichtet wurde (Koziczak et al., 2004). Das Protein BclXL spielt nämlich auch ein

Zellzyklus. Die Regulation der BclXL-Expressi

wahrscheinlich entscheidend von dem Tumorsuppressor p53, welcher für Zellzyklusarrest und

Apoptose bei entsprechenden „Stimuli“ verantwortlich ist, bestimmt (Yu and Zhang, 2005)

Daneben wurde eine Interaktion von p53 mit BclXL oder Bcl2 an der Mitochondrienmembran 

nachgewiesen, wodurch die anti-apoptotis

wurde (Mihara et al., 2003; Haupt et al., 2003; Schuler and Green, 

proliferatorischen Eigenschaften fin

apoptotischen Proteinen (Bonnefoy-Berard et al., 2004). In früheren Untersuchungen di

Arbeitsgruppe wurde tatsäc

von dessen Allelstatus festgestellt (Dissertation Bange, 2001).  

Zudem wurde auch no

Zellzykluseintritt von ruhenden G0-Zellen verzögern können, indem die p27-Expression erhö

wird (Greider et al., 2002). Bc

Zellen mit einem induzierten G /M-Arrest in phosphorylierter Form gefunden (Scatena et al2

1

Die FGFR4-Knockdown Zelllinien zeigten erstaunlicherweise in den Apopt

erhöhte Sensitivität gegenüber einer Chemotherapeutika-Behandlung mit D

Cyclophosphamide, jedoch

Wenn die Apoptoseresistenz entscheidend durch eine erhöhte BclXL-Konzentration in der Zelle

b

von BclXL auf das Überleben von Krebszellen wurde

verschiedenen verwendeten Chemotherapeutika wie z.B. Doxorubicin (Luo et al., 2000; Br

et al., 2002; Simoes-Wust et al., 2002; Emi et al., 2005), Cis-Platin (Dole et al., 1995;

al., 1995), Paclitaxel (Poruchynsky et al., 1998; Simoes-Wust et al., 2002; Emi et al., 2005)

D

oder Etoposide (Dole et al., 1995; Minn et al., 1995) nachgewiesen. Dies kann bedeuten, da

neben FGFR4 und BclXL noch andere Proteine eine wichtige Funktion in der Ausbildung

Resistenz gegenüber Chemotherapeutika in den hier verwendeten Zelllinien einnehmen. 

Zu diesen Molekülen können insbesondere HER2 und Prolactin zählen. HER2 wird einer

häufig mit FGFR4 co-exprimiert, die FGFR4-Signaltransduktion aktiviert andererseits den 

P

man bei HER2-Überexpression und konstitutiver Aktivierung eine autokrine Prolactin-

Expression und eine d
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ion 

R- oder eine HER2-Signaltransduktion vermittelt werden kann 

2003), 

lXL wird 

es HER2-

n blockierenden Antikörper Herceptin oder durch Inhibition des SRC-

sion 

einerseits supprimiert werden (Karni et al., 1999; Grazette et al., 2004; Guo et al., 2004; Dubska 

g 

 

effektiv das Überleben von Krebszellen zu 

003; 

 

ie Apoptosesensitivität von Krebszellen zu erhöhen 

t 

nderen bereits erfolgreich eingesetzten, therapeutischen Antikörpern auch die Verwendung 

führten 

 Zukunft wären deshalb Apoptose-Assays von 

 

erartigen FGFR4 Antikörper co-inkubiert werden und anschließend auf ihr Apoptoseverhalten 

e 

-

eien Überlebenszeit bewirken und somit neue Perspektiven in der Brustkrebstherapie eröffnen. 

2000). Durch EGF-Stimulation wird desweiteren eine Induktion der Prolactin-Express

festgestellt, welche über eine EGF

(Manfroid et al., 2005).  

Durch Prolactin wird jedoch auch die Expression von BclXL erhöht (Kochendoerfer et al., 

was erklären könnte, auf welche Art und Weise FGFR4 die BclXL-Expression reguliert. Die 

BclXL-Expression kann durch zusätzliche Her2-Aktivierung verstärkt werden. Bc

nachweislich mit HER2 co-exprimiert (Kumar et al., 1996). Durch eine Inhibition d

Signalweges durch de

Signalweges durch siRNA bzw. einen selektiven Kinaseinhibitor kann die BclXL-Expres

s

et al., 2005). 

Auch Experimente mit einem blockierenden FGFR4-Antikörper könnten die Apoptose-Resistenz 

von FGFR4-exprimierenden Krebszelllinien gegenüber einer Doxorubicin-Behandlun

supprimieren. Blockierende Antikörper gegen HER2 (Herceptin), gegen EGFR (Erbitux) oder

gegen CD20 (Rituxan), dem B-Lymphozyten-Antigen, werden heute bevorzugt während der 

Chemotherapie eingesetzt, um quantitativ und 

verringern und deren Apoptose auszulösen (Trikha et al., 2002; Houshmand and Zlotnik, 2

Hynes and Lane, 2005). 

Für BclXL wurden zwar erfolgreich einige chemische Verbindungen wie z.B. 2-Methoxy

Antimycin A als Inhibitor getestet, um d

(Huang, 2000; O´Neill et al., 2004); es bietet sich allerdings aufgrund der Erfahrungen mi

a

eines blockierenden Antikörpers gegen den FGF-Rezeptor 4 (und u.U. HER2) an, um die 

Apoptoseresistenz von Brustkrebszellen während einer gleichzeitig durchge

Chemotherapie zu unterdrücken. In der

besonderem Interesse, in denen die Krebszellen neben einem Chemotherapeutikum mit einem

d

hin untersucht werden. Insbesondere eine Kombinationstherapie der Krebspatienten mit 

Herceptin und einem blockierenden FGFR4-Antikörper könnte dann eine bedeutend

Verbesserung in der Behandlung von Brustkrebs, verbunden mit einer Verlängerung der rezidiv

fr
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 des FGFR4 für dieses Zell-

ewiesen werden. 

 GST-Pulldown-Experimenten konnte eine Interaktion der extrazellulären Domäne des FGFR4 

KK alpha als 

ay Analysen wurde die Co-Expression von BclXL mit FGFR4 

den. 

che 

während 

g 

 verhielten 

 des 

ezeptors, wobei durch die cytoplasmatische Deletion des FGFR4 kein signifikanter Unterschied 

urch Apoptose-Assays konnte gezeigt werden, dass der FGFR4 die Chemoresistenz von 

mgekehrt die Sensitivität von 

 eine Steigerung der eingesetzten 

rundlegende Co-Expression von BclXL und FGFR4 vermittelt. Die 

2-

APK-Signalweg, was durch transiente, induzierbare Zellsysteme nachgewiesen wurde. 

V Zusammenfassung 
 

 

Die Untersuchungen zur Interaktion von FGFR4 mit NCAM zeigten keinen Unterschied in den

Bindungseigenschaften des Glycin- und Arginin-Allels

adhäsionsmolekül. Eine Interaktion von FGFR4 und NCDH konnte nicht nachg

In

mit FGFR3, t-PA und Annexin II gefunden werden. TAP-Pulldown-Experimente lassen T-Zell 

Rezeptor beta, MTHSP 75, ATP-Synthase-F1-Komplex, Tubulin, sowie I

potenzielle FGFR4-Bindungspartner vermuten. 

 

Durch cDNA-Makro-Arr

identifiziert. Insbesondere eine eindeutige Co-Expression von FGFR4 mit den dabei 

untersuchten klassischen Zelladhäsionsmolekülen konnte nicht nachhaltig festgestellt wer

Die Expression von FGFR4(R388) führte allerdings zu einer erhöhten Expression von Matrix-

Metalloproteinasen im Vergleich zum FGFR4(G388) bzw. der Mock-Kontrolle. 

 

Die Untersuchungen zur Zellmigration und Krebszellinvasion validierten die suppressoris

Wirkung des Glycin-Allels des FGFR4 in MDA-MB-231 und MDA-MB-435S Zellen, 

das Arginin-Allel des FGFR4 die Migration, die Krebszellinvasion und das Branchin

begünstigte. Cytoplasmatisch-deletierte und kinase-inaktive Isoformen des FGFR4

sich in diesen physiologischen Assays ähnlich suppressorisch wie das Glycin-Allel

R

im Allelstatus dieser FGF-Rezeptor-Isoformen mehr beobachtet werden konnte. 

 

D

Krebszellen erhöht, bzw. durch Knockdown des Rezeptors u

Krebszellen gegenüber einer Chemotherapeutikum-Behandlung verstärkt wird. Dabei werden die 

physiologischen Effekte in den verschiedenen Zelllinien durch

Doxorubicin-Dosen verstärkt. Die Beeinflussung der Chemoresistenz oder Sensitivität von 

Krebszellen wird durch die g

Signaltransduktion der FGFR4-induzierten BclXL-Expression erfolgt dabei über den ERK1/

M
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VII Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
ACH     Achandroplasie 
AG     Arbeitsgruppe 
AK     Antikörper 
AS     Aminosäure 
BSA     Bovine Serum Albumin 
CAM     Cell adhesion molecule 
CAT     Kollektiv-amoeboide Transition 
CML     Chronische myeloische Leukämie 
COL     Kollagen 
CSF     Colony stimulating factor 
DISC     Death inducing signalling complex 
DMSO     Dimethylsulfoxid 
DN     Dominant-negativ 
DSC     Desmocollin 
DSG     Desmoglein 
DXR/Dox    Doxorubicin 
EDTA     Ethylendiamin-tetra-acedic-acid 
EGFR     Epidermal growth factor receptor 
EMS     8p11 myeloproliferatives Syndrom 
EMT     Epithelial-mesenchymale Transition 
EPO     Erythropoietin 
ERK     Extracellular signal-regulated kinase 
FCS     Fetal Calf Serum 
FGF     Fibroblast growth factor 
FGFR     Fibroblast growth factor receptor 
FPLC     Fast performance liquid chromatography 
FSHD     Facioscapulohumeral muscular dystrophy 
FXR     Farnesyl-X-Rezeptor  
GAPDH    Glycerinaldehyd phosphate dehydrogenase 
GM-CSF    Granulocyte Macrophage colony stimulating factor 
HCH     Hypochondroplasie 
HRP     Horse Radish Peroxidase 
HSPG     Heparan Sulfat Proteoglykan 
IL     Interleukin 
ITGA     Integrin alpha 
ITGB     Integrin beta 
KGF     Keratinocyte growth factor 
KO     Knock-out 
LAMC     Laminin gamma 
LIF     Leukemia inhibitory factor 
MAPK     Mitogen activated protein kinase 
MAT     Mesenchymal-amoeboide Transition 
MM     Multiples Myelom 
MMP     Matrix-Metalloproteinase 
MSP     Maspin 
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MTHSP    Mitochondriales Heat Shock Protein 
NCAM    Neuronal cell adhesion molecule 
NCDH     N-Cadherin 
PAI     Plasminogen activator inhibitor 
PDGFR    Platelet derived growth factor receptor 
PRL     Prolactin 
PTB     Phosphotyrosine binding 
RTK     Rezeptor-Tyrosinkinase 
SDC     Syndecan 
SDS     Sodium Dodecyl Sulfate 
SH2     Src-homology domain 
SILAC     Stable isotope labeling by amino acids in cell culture 
siRNA     Small interfering RNA 
SNP     Single nucleotide polymorphism 
STAT     Signal transducer and activator of transcription 
TAP     Tandem affinity purification 
TCA     Trichlor Acetic Acid 
TD I/II     Thanatophorische Dysplasie I und II 
TL     Totallysat 
TMA     Tissue-Micro-Array 
t-PA     Tissue-type plasminogen activator 
uPA     Urokinase plasminogen activator 
VDAC     Voltage dependent anion channel 
VEGFR    Vascular endothelial growth factor receptor 
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