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1 EINLEITUNG 

1.1 Wnt-Signalwege 

Die Entwicklung und Homöostase von multizellulären Organismen hängt von einem komplexen 

Zusammenspiel zwischen Zellproliferation, Zellmigration, Zelldifferenzierung, Zelladhäsion und 

Zelltod ab. Die Wnt-Signalwege spielen für die Koordination dieser verschiedenen zellulären 

Antworten eine wichtige Rolle. Wnts sind sekretierte Glykoproteine, die von verschiedenen 

Zelltypen produziert werden (Cadigan und Nusse, 1997). Derzeit sind 19 humane Wnt-Proteine 

bekannt, die eine Größe von ca. 40 kDa haben (Miller, 2002). Sie sind sehr cysteinreich und an 

einem konservierten Cysteinrest palmitoyliert. Diese Modifikation ist wichtig für ihre Aktivität 

(Willert et al., 2003). Die sekretierten Proteine assoziieren mit der extrazellulären Matrix und 

können fest an der Zelloberfläche binden (Bradley und Brown, 1990; Miller, 2002). Durch die 

Bindung an Rezeptoren der Frizzled-Familie sowie an die Ko-Rezeptoren LRP5/6 (LRP: LDL 

Receptor Related Protein) kommt es zur Weiterleitung des Wnt-Signals. Wnt-Proteine können drei 

Signalwege aktivieren. Dabei werden der kanonische oder Wnt/β-Catenin-, der Wnt/Ca2+- und der 

Wnt/planare Zellpolarität-Signalweg unterschieden. Welcher dieser Signalwege aktiviert wird, 

hängt davon ab, welches der 19 Wnts mit einem der 10 Frizzled-Rezeptoren interagiert und welche 

Protein-Protein-Interaktionen in der Zelle stattfinden. 

Eine Deregulierung der Wnt-Signalwege führt zu vielen verschiedenen Krankheitsbildern, wie etwa 

Entwicklungsstörungen (Tetra Amelia), neuronalen Defekten (Alzheimer) und insbesondere 

verschiedenen Formen von Krebs. 

 

1.1.1 Der Wnt/β-Catenin-Signalweg 

Der Wnt/β-Catenin-Signalweg reguliert die Zellproliferation und die Zelldifferenzierung durch die 

Aktivierung der Transkription bestimmter Gene (Wnt-Zielgene). Während der Embryogenese ist 

dieser Signalweg an der Ausbildung der dorso-ventralen Achse beteiligt, und seine fehlerhafte 

Regulation führt zu Defekten in der Entwicklung des Embryos. In adulten Organismen spielen Wnt-

Signale eine wichtige Rolle bei der Wiederherstellung oder Selbsterneuerung von Geweben, wie 

etwa bei der regelmäßigen Erneuerung des Darmepithels. Kommt es dabei zu einer Fehlregulation, 

kann dies oft zur Tumorentstehung in den betroffenen Organen führen. 

 

1.1.1.1 Der Wnt/β-Catenin-Signalweg in nicht stimulierten Zellen 

Die zentrale Komponente dieser Kaskade ist β-Catenin, dessen Stabilität durch Wnt reguliert wird. 

Beta-Catenin ist das Säugetier-Homolog des Drosophila-Proteins Armadillo und wurde ursprünglich 

als Bindungspartner von E-Cadherin beschrieben. An Zell-Zell-Kontakten verbindet β-Catenin das 

Adhäsionsprotein E-Cadherin mit alpha-Catenin und somit mit dem Aktin-Zytoskelett (Nagafuchi 

und Takeichi, 1989; Ozawa et al., 1989; McCrea et al., 1991; Cowin, 1994; Hülsken et al., 1994). 
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Beta-Catenin enthält in seinem zentralen Bereich zwölf Wiederholungen von 42 Aminosäureresten, 

die sogenannten Armadillo-Wiederholungen (Pfeifer et al. 1994). Sie vermitteln die Interaktion des 

Proteins mit Cadherinen, APC (Adenomatous Polyposis Coli), Axin und TCF (T-Cell Factor) (Hülsken 

et al., 1994; Huber et al. 1997; von Kries et al., 2000). Amino-terminal befinden sich vier stark 

konservierte Phosphorylierungsstellen: Serin 33, Serin 37, Threonin 41 und Serin 45, die für die 

post-translationale Regulation des Proteins essentiell sind. Der Karboxy-Terminus stellt eine 

Transaktivierungsdomäne dar (Abb.1.1). 

 

 

 

Abb.1.1: Die Primärstruktur von β-Catenin 

Die zentrale Domäne (grau) besteht aus 12 Armadillo-Wiederholungen, welche die Interaktion mit den 

Proteinen alpha-Catenin, APC, Axin, TCF und E-Cadherin vermittelt. Am Amino-Terminus (rot) befinden sich die 

Phosphorylierungsstellen und die Ubiquitinierungstellen für die post-translationale Regulation des Proteins. Der 

Karboxy-Terminus (blau) besteht aus einer Transaktivierungsdomäne. 

 

 

Wenn kein Wnt-Signal vorhanden ist, wird zytosolisches β-Catenin im sogenannten 

Zerstörungskomplex an den vier konservierten Serin- und Threoninresten phosphoryliert. Dieser 

Komplex besteht aus den Proteinen APC, Axin (oder seinem Homolog Axin2/Conductin), der 

Serin/Threonin-Kinase GSK3β (Glykogen Synthase Kinase 3β) und CKIα/ε (Casein Kinase I α oder 

ε), Diversin und dem F-Box-Protein β-TrCP (β-Transducin Repeat Containing Protein), einem 

Element der E3 Ubiquitin Ligase. Das Tumorsuppressorprotein Axin dient dabei als Gerüst und 

ermöglicht die Ausbildung dieses Komplexes. Axin und sein Homolog Conductin enthalten eine 

amino-terminale RGS-Domäne (Regulator of G-protein Signaling), an die APC bindet. Außerdem 

hat Axin Bindungsstellen für Dishevelled (Dsh), Diversin, CKI, GSK3β und β-Catenin (Lustig und 

Behrens, 2003). APC, ebenfalls ein Tumorsuppressor, bindet über seine zentrale Domäne, welche 

drei 15- und sieben 20-Aminosäure-Wiederholungen enthält, an β-Catenin, wobei die letzten 

Wiederholungen für den Abbau von β-Catenin essentiell sind. Innerhalb der 20-Aminosäure-

Wiederholungen sind drei Bindungsstellen für Axin vorhanden, die sogenannten SAMP-Motive 

(SAMP: Serin Alanin Methionin Prolin) (Polakis, 1997; Fearnhead et al., 2001; Fodde 2003). APC 

hat im Wnt-Signalweg die Funktion, β-Catenin zu binden und es zum Zerstörungskomplex im 

Zytoplasma zu transportieren. Dabei vermittelt APC auch den Transport von β-Catenin aus dem 

Zellkern ins Zytoplasma und reprimiert so die durch β-Catenin aktivierten Wnt-Zielgene (Neufeld et 

al., 2000). 
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In Abwesenheit von Wnt wird β-Catenin in einem Zwei-Schritt-Mechanismus phosphoryliert 

(Abb.1.2A). Zunächst phosphoryliert CKIε (oder CKIα), das direkt über Diversin am 

Zerstörungskomplex bindet, den Serinrest 45 und ermöglicht so die Phosphorylierung der anderen 

drei Reste durch GSK3β in der Reihenfolge Threonin 41 -> Serin 37 -> Serin 33 (Schwarz-Ramond 

et al., 2002; Amit et al., 2002; Yanagawa et al., 2002). Die Phosphorylierung der letzten beiden 

Aminosäurereste löst die Ubiquitinierung von β-Catenin durch die Bindung von β-TrCP aus, was 

zum Abbau von β-Catenin im Proteasom führt (Hart et al., 1999; Kitagawa et al., 1999). GSK3β 

phosphoryliert neben β-Catenin auch Axin und APC, wobei die Phosphorylierung von Axin wichtig 

für dessen Stabilität ist (Rubinfeld et al., 1996; Yamamoto et al., 1999). Aufgrund des Abbaus von 

β-Catenin im Proteasom in Abwesenheit von Wnt-Signalen kommt es zu einer niedrigen 

zytosolischen und nukleären Konzentration von β-Catenin, was zur Inhibition der Expression der 

Wnt-induzierten Gene im Zellkern führt. 

 

 

 

Abb.1.2: Vereinfachte schematische Darstellung des kanonischen Wnt-Signalweges 

(A) nicht stimulierte Zelle. (B) Zelle nach Aktivierung durch das Wnt-Signal. Details siehe Text. 

P: Phosphorylierung, Ub: Ubiquitinierung. 

 

 

In Abwesenheit von β-Catenin binden Transkriptionsfaktoren der TCF/LEF-Familie (TCF: T-Cell 

Factor, LEF: Lymphoid Enhancer Factor) an die Promotorbereiche der Wnt-Zielgene. Die TCF/LEF-

Faktoren (TCF-1, TCF-3, TCF-4 und LEF-1) enthalten eine HMG-Box (HMG: High Mobility Group), 

über die sie als Monomere an die DNA binden. Das TCF/LEF-Erkennungsmotiv entspricht der 

Sequenz 5’ (A/T) (A/T) C A A (A/T) G 3’, wobei Basen unmittelbar vor und/oder nach der Sequenz 

auch konserviert sein können (Eastman und Grosschedl, 1999; Roose und Clevers, 1999). Die 

Bindung dieser Transkriptionsfaktoren an die DNA verursacht eine starke Krümmung der DNA, 

wodurch weitere regulatorische Proteine binden können (Giese et al., 1992; Dooijes et al., 1993; 
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Giese et al., 1995). Anders als LEF-1 können TCFs alleine die Transkription der Wnt-Zielgene nicht 

aktivieren, sondern benötigen β-Catenin als Ko-Faktor. Wenn kein Wnt-Signal vorhanden ist, wirkt 

TCF/LEF als Repressor zusammen mit Ko-Repressoren wie CtBP (Carboxy-terminal Binding Protein) 

und TLE (Transducin-like Enhancer of split) oder dessen Homolog in Drosophila Groucho (Roose et 

al., 1998; Cavallo et al., 1998; Brannon et al., 1999). Groucho bindet auch die Histon-Deacetylase 

1 (HDAC1), was vermutlich zu einer kompakteren Chromatinstruktur und folglich zur 

Transkriptionsrepression führt (Chen et al., 1999). 

 

1.1.1.2 Der Wnt/β-Catenin-Signalweg in Wnt-stimulierten Zellen 

Die Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges beinhaltet die gleichzeitige Bindung von Wnt an 

einen Rezeptor der Frizzled-Familie (Bhanot et al., 1996; Wang et al., 1996) und an den Ko-

Rezeptor LRP5/6 (Wehrli et al., 2000; Tamai et al., 2000). Frizzled-Rezeptoren sind Proteine mit 7-

Transmembrandomänen, die eine amino-terminale cysteinreiche Domäne, an die Wnt bindet, und 

ein PDZ-bindendes Motiv im Karboxy-Terminus besitzen (Bhanot et al., 1996). LRP5 und LRP6 sind 

Transmembranproteine, die in ihrem extrazellulären Teil Bindungsstellen für Wnt und Dickkopf-1 

(Dkk-1) und im zytosolischen Teil eine Axin-bindende Region haben (Mao, B. et al., 2001; Mao, J. 

et al., 2001). Nach Bindung von Wnt an beide Rezeptoren wird LRP5/6 phosphoryliert, wodurch 

eine Bindungsstelle für Axin geschaffen wird. Folglich wird Axin zur Plasmamembran rekrutiert und 

bindet dort an den zytoplasmatischen Teil von LRP5/6 (Mao, J. et al., 2001; Tamai et al., 2004). 

Dies führt zur Destabilisierung des Zerstörungskomplexes. 

Zusätzlich bewirkt das Wnt-Signal die Hyperphosphorylierung des Adapterproteins Dishevelled 

(Dsh), was dadurch die Aktivität der GSK3β inhibiert (Yanagawa et al., 1995). Es wird vermutet, 

dass ein quaternärer Komplex aus Axin, Dsh, GSK3β und Frat1 (Frequently rearranged in T-cell 

lymphoma 1) existiert (Giles et al., 2003). Dabei bindet Dsh und GSK3β an Axin und Frat1, wobei 

Dsh und GSK3β nicht direkt miteinander interagieren (Li et al., 1999; Fraser et al., 2002). Wnt 

bewirkt die Translokation von Dsh zur Plasmamembran und dessen Phosphorylierung, was 

möglicherweise die Frat1-vermittelte Dissoziation der GSK3β von Axin zur Folge hat. Der Zerfall 

des Zerstörungskomplexes führt zur Dephosphorylierung von β-Catenin, welches dadurch seine 

Affinität zu Axin, das ebenfalls dephosphoryliert wird, und zu APC verringert. Das Protein dissoziiert 

von seinen Bindungspartnern und akkumuliert im Zytoplasma. Nicht phosphoryliertes β-Catenin 

wird vorzugsweise in den Zellkern transportiert (Staal et al., 2002). Dort bindet β-Catenin an 

TCF/LEF, und die Interaktion dieses Komplexes mit weiteren Aktivatoren führt zur Transkription der 

Wnt-Zielgene. Der Kontakt zum basalen Transkriptionsapparat erfolgt durch die Assoziation von β-

Catenin mit TBP (TATA Binding Protein) oder indirekt über Pontin52 (Bauer et al., 1998). β-Catenin 

bindet auch die Histon-Acetylase p300/CBP, wodurch es zur Acetylierung von Histonen, und somit 

zur Lockerung der lokalen Chromatinstruktur kommt (Takemaru und Moon, 2000; Hecht et al., 

2000). Weiterhin interagiert β-Catenin mit Brg-1 (Brahma-related gene 1), einer Komponente des 

SWI/SNF-Komplexes, welche die Reorganisation des Chromatins erleichtert (Barker et al., 2001). 

Die Proteine Bcl9/Legless und Pygopus sind ebenso positive Regulatoren der β-Catenin/TCF-

vermittelten Transkription (Thompson et al., 2002; Kramps et al., 2002). Dabei hat Bcl9/Legless 
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die Aufgabe, Pygopus in den Zellkern zu β-Catenin zu bringen. Pygopus seinerseits erleichtert den 

Zugang von TCF oder β-Catenin zum Chromatin (Kramps et al., 2002). Der Komplex aus β-Catenin, 

TCF/LEF und den erwähnten Aktivatoren induziert schließlich die Transkription der Wnt-Zielgene 

(Abb.1.2B). Die Aktivität der Wnt-Proteine kann durch verschiedene sekretierte Proteine 

extrazellulär moduliert werden. So binden FRPs (Frizzled Related Proteins), WIF-1 (Wnt Inhibitory 

Factor 1) und Cerberus direkt an die Wnt-Moleküle und verhindern deren Bindung an den Frizzled-

Rezeptor (Moon et al., 1997; Hsieh et al., 1999; Piccolo et al., 1999). Die Dickkopf-Proteine (Dkk) 

binden dagegen an den extrazellulären Teil von LRP5/6 und blockieren somit die 

Signalweiterleitung durch Wnt (Glinka et al., 1998; Fedi et al., 1999; Nusse, 2001; Bafico et al., 

2001; Mao B. et al., 2001). Dkk-1 bindet auch das membranverankerte Protein Kremen, was zur 

Internalisierung des ternären Komplexes aus Kremen, Dkk-1 und LRP5/6 führt (Mao et al., 2002). 

Demnach reguliert Dkk-1 die Verfügbarkeit von LRP5/6 auf der Zelloberfläche. Ohne LRP5/6 kann 

Wnt den Wnt/β-Catenin-Signalweg nicht aktivieren. 

 

1.1.2 Die „nicht-kanonischen“ Wnt-Signalwege 

Der Wnt/Ca2+-Signalweg wird durch Wnt-5a und Wnt-11 aktiviert. Dabei kann diese Signalkaskade 

durch die Bindung der Wnt-Liganden nur an bestimmte Frizzled-Rezeptoren (Frizzled-2,-3,-4 und -

6) erfolgen (Kuhl et al., 2000). Die Bindung von Wnt-5a an einen dieser Rezeptoren führt zur 

Aktivierung von heterotrimeren G-Proteinen. Die dadurch freigesetzten β/γ-Untereinheiten 

aktivieren die Phospholipase Cβ, die Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) zu Diacylglycerol 

(DAG) und Inositoltrisphosphat (IP3) umsetzt. DAG aktiviert die Proteinkinase C (PKC). IP3 bewirkt 

den Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration, wodurch Ca2+-sensitive Proteine wie die 

Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II (CamKII) und die Proteinphosphatase Calcineurin aktiviert 

werden. Calcineurin dephosphoryliert den Transkriptionsfaktor NF-AT, der dann im Zellkern 

akkumuliert und die Genexpression reguliert (Miller et al., 1999; Kuhl et al., 2000; Wang und 

Malbon, 2004). Wnt-5a kann auch (über Frizzled-2) Gαt und somit die Phosphodiesterase (PDE) 

aktivieren, woraus ein verringerter cGMP-Spiegel resultiert. Dadurch können cGMP-abhängige 

Ionenkanäle, die Guanylylcyclase, PDEs und/oder die Proteinkinase G reguliert werden (Wang und 

Malbon, 2003; Wang und Malbon, 2004) (Abb. 1.3). 

 

Der Wnt/planare Zellpolarität- oder PCP-Signalweg (PCP: Planar Cell Polarity) kontrolliert die 

asymmetrische Reorganisation des Zytoskelettes (Tada et al., 2002; Tree et al., 2002; Weston und 

Davis, 2002). In dieser Signalkaskade sind Wnt-5a, Wnt-11 und Frizzled-7 involviert. Wnt-11 

bindet mit Hilfe des Proteoglykans Knypek an den Rezeptor, wodurch Dishevelled (Dsh) zur 

Membran transportiert wird. Der Signalweg zweigt auf der Ebene von Dsh von der kanonischen 

Kaskade ab. Dsh führt zur Aktivierung der JNK-Kaskade (JNK: Jun amino-terminal Kinase), woraus 

eine veränderte Genexpression resultiert. Alternativ interagiert das Protein Daam mit Dsh und der 

kleinen GTPase RhoA und bewirkt so die Ausbildung eines Dsh-RhoA-Komplexes. Aktives RhoA 

(RhoA-GTP) führt zur Aktivierung der Rho-assoziierten Kinase und schließlich zur Reorganisation 

des Aktin-Zytoskelettes. (Abb. 1.3). 
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Abb.1.3: Schematische Darstellung der verschiedenen Wnt-Signalwege 

Übersicht über den kanonischen und die nicht-kanonischen Wnt-Signalwege. 

 

 

1.1.3 Verbindungen zwischen den Wnt-Signalwegen 

Nicht nur die Kombination aus den verschiedenen Wnt-Liganden und Frizzled-Rezeptoren 

bestimmt, welcher der drei Wnt-Signalwege aktiviert wird. Zahlreiche weitere Proteine können mit 

Komponenten dieser Kaskade interagieren, wodurch ein Signalweg aktiviert und ein anderer 

inhibiert wird. Die Casein Kinase I phosphoryliert Dsh und vermittelt die Aktivierung des 

kanonischen und die Inhibition des PCP-Signalweges (Peters et al., 1999; McKay et al., 2001). 

Andererseits inhibieren Nkd (Naked cuticle) und Strabismus (Stbm oder van Gogh) die Funktion 

von Dsh im Wnt/β-Catenin- und aktivieren den PCP-Signalweg (Yan et al., 2001; Park und Moon, 

2002). In Xenopus inhibiert die durch den Wnt/Ca2+-Signalweg aktivierte PKC den kanonischen 

Signalweg durch Phosphorylierung von Dsh (Kuhl et al., 2001). Auch CamKII inhibiert die Wnt/ β-

Catenin-Kaskade (Kuhl et al., 2001). Sowohl der kanonische als auch der PCP-Signalweg werden 

durch das Dsh-assoziierte Protein Dapper negativ reguliert (Cheyette et al., 2002). Die mit Dsh 

interagierende Kinase PAR-1 wird durch den Wnt/β-Catenin-Weg stimuliert und hemmt den PCP-

Signalweg (Sun et al., 2001). Somit entscheiden auch die Wechselwirkungen von Dsh mit seinen 

Bindungspartnern, welcher Signalweg aktiviert und welcher reprimiert wird. 

 

1.1.4 Die Zielgene der Wnt-Signalwege 

Die Identifizierung der Gene, deren Expression durch Wnts kontrolliert wird, war von großer 

Bedeutung, da die Fehlregulation der Wnt-Kaskade zu zahlreichen Krankheitsbildern, insbesondere 

zur Krebsentstehung, führt. Heute ist eine Vielzahl von Wnt-Zielgenen bekannt, die eine Rolle bei 

der Embryonalentwicklung und Tumorentstehung haben. Eine detaillierte und vollständige Liste ist 

unter der Internetadresse http://www.standford.edu/~rnusse/wntwindow.html zu finden. Die 

meisten dieser Gene sind direkte Zielgene, d.h. sie besitzen in ihren Promotor-Regionen eine oder 



Einleitung 

13 

mehrere TCF/LEF-Bindungsstellen und werden durch den TCF/β-Catenin-Komplex reguliert, wie 

etwa c-Myc, TCF-1, JUN, FRA-1 (Tab.1.1). CCND1 (CyclinD1) wurde auch als direkt durch TCF/β-

Catenin reguliertes Gen identifiziert (Tetsu und McCormick, 1999). Dies wird allerdings kontrovers 

diskutiert, da dominant negatives TCF-4 die Expression dieses Gens nicht inhibiert (Van de 

Wetering et al., 2002; Wilding et al., 2002; Sansom et al., 2005). Für die Regulation mancher 

Gene sind noch weitere Motive in den Promotoren, bzw. weitere Transkriptionsfaktoren notwendig, 

wie das CREB-Motiv und das CREB-Protein (CREB: cAMP Response Element Binding Protein), das 

PEA3-Motiv und PEA3 (Polyoma virus Enhancer A binding protein 3), das AP-1-Motiv, sowie 

p300/CBP (Tab.1.1). Eine Reihe von Wnt-Zielgenen, wie etwa mBTEB2, wird unabhängig von β-

Catenin bzw. TCF/LEF reguliert (Tab.1.1). Andere Gene werden durch die Synergiewirkung von Wnt 

und Retinsäure induziert (Szeto et al., 2001; Tice et al., 2002). 

 

 

Gen β-Catenin/TCF-Einfluss Weitere Faktoren Referenz 

c-Myc +/+ - He et al., 1998 

CCND1 +/+ - Tetsu und McCormick, 1999 

TCF-1 +/+ - Roose et al., 1999 

JUN, FRA-1 +/+ - Mann et al., 1999 

WISP-1 +/- CREB Pennica et al. 1998, Xu et al., 2000 

MMP7 +/+ AP-1, PEA3 Brabletz et al., 1999 

IL8 +/+ p300/CBP Levy et al., 2002 

mBTEB2 -/- PKC Ziemer et al., 2001 

Ephrin B1 Wnt-1 RS Tice et al., 2002 

3. Tab.1.1: Beispiele für Wnt induzierte Zielgene und ihre Regulation 

PEA3: Polyoma virus Enhancer A binding protein 3, CREB: cAMP response element-binding protein, PKC: 

Proteinkinase C, RS: Retinsäure. Modifiziert nach Ziegler, 2004. 

 

 

Die Wnt-Zielgene kodieren Proteine mit sehr unterschiedlichen Funktionen, wie 

Wachstumsfaktoren, Hormone, Cytokine und Transkriptionsfaktoren (Tab.1.2). Eine beachtliche 

Zahl der durch Wnt regulierten Gene ist an der Regulation der Zellproliferation, des Zellzyklus und 

der Apoptose beteiligt. Nicht zuletzt aktiviert Wnt auch Gene, die Komponenten des Wnt-

Signalweges selbst kodieren. Durch die Induktion von Axin2, β-TrCP, sFRP und Groucho werden 

negative Rückkopplungsschleifen geschaffen, welche den Signalweg blockieren. Andererseits kann 

die Wnt-Aktivierung durch die Expression von Frizzled-Rezeptoren und p300/CBP verstärkt werden. 
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Prozess Protein Funktion Referenz 

 c-myc TF He et al., 1998 

 CyclinD1 CDK-Aktivator Tetsu und McCormick, 1999 

Zellproliferation c-Jun, Fra-1 TF Mann et al., 1999 

Zellzyklus Id2 TF Rockman et al., 2001 

 P21CIP/WAF1 CDK-Aktivator van de Weterin et al., 2002 

 WISP-1 WF Pennica et al. 1998, Xu et al., 2000 

Zelladhäsion E-Cadherin Zelladhäsionsprotein Jamora et al., 2003 

 CD44 Zelladhäsionsprotein Wielenga et al., 1999 

 Cox-2 Enzym Howe et al., 1999 

Apoptose Caspase-3, -7 Enzym Chen et al., 2003 

 Survivin IAP Zhang, T. et al., 2001a 

Gewebe- MMP-3 MMP Prieve und Moon, 2003 

Reorganisation MMP-7 MMP Brabletz et al., 1999 

Tumorinvasion MMP-26 MMP Marchenko et al., 2002 

Metastasierung Cox-2 Enzym Howe et al., 1999 

Angiogenese VEGF WF Zhang, X. et al., 2001b 

 TCF-1 TF Roose et al., 1999 

Feedback- LEF-1 TF Hovanes et al., 2001 

Mechanismen Frizzled Rezeptor Willert et al., 2002; Tice et al., 2002 

im Wnt- CBP/p300 Histon-Acetylase Willert et al., 2002 

Signalweg Axin Strukturprotein Yan et al., 2001a 

 β-TrCP E3-Ligase Spiegelman et al., 2000 

4. Tab.1.2: Produkte einiger Wnt-regulierter Gene und deren Funktion 

CDK: Cyclin Dependent Kinase, IAP: Inhibitor der Apoptose, MMP: Matrix-Metalloproteinase; TF: 

Transkriptionsfaktor, WF: Wachstumsfaktor. Modifiziert nach Ziegler, 2004. 

 

 

Die ersten Wnt-Zielgene, die identifiziert wurden, waren das Proto-Onkogen Cmyc und CyclinD1, 

ein Aktivator der Cyclin-abhängigen Kinasen (CDKs) (He et al., 1998; Shtutman et al., 1999; Tetsu 

und McCormick, 1999). Durch die Expression beider Gene stimuliert das Wnt-Signal die 

Zellzyklusprogression. Die Aktivierung von Cmyc durch TCF/β-Catenin führt zur Repression der 

p21CIP-Transkription, dies erfolgt durch die Bindung von Cmyc an den Promotor des p21 CIP/WAF1-

Lokus. Da p21 CIP/WAF1 die Aktivität mehrerer CDKs blockieren kann, ermöglicht der TCF/β-Catenin-

Komplex eine Zellzyklusblockade durch die reduzierte Expression von p21 CIP/WAF1. TCF/β-Catenin-

Komplexe können ebenso direkt die Aktivität der CDKs stimulieren und fördern somit die 

Zellzyklusprogression durch die verstärkte Expression von CyclinD1 (Lustig und Behrens, 2003). 

Interessanterweise kommt verstärkt nukleäres und damit aktives β-Catenin an der invasiven Front 

von Tumoren vor, was darauf schließen lässt, dass Wnt-Signale auch Zielgene regulieren, die in 

Tumorinvasion und Tumorprogression involviert sind. Dementsprechend konnten mehrere 

Proteasen, welche die extrazelluläre Matrix abbauen, als Wnt-Gene identifiziert werden, wie MMP7 

(Matrilysin) und MMP-26 (Brabletz et al., 1999; Crawford et al., 1999; Marchenko et al., 2002). 
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MMP7 hat Einfluss auf die Tumorprogression, und die Akkumulation von nukleärem β-Catenin 

zusammen mit einer erhöhten MMP7 Expression korreliert mit einer schlechten Prognose bei 

Darmkrebs (Ougolkov et al., 2002). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass das 

Zelladhäsionsprotein CD44 bereits in ACF (Aberrant crypt foci: vermutliche Tumorvorläuferstadien) 

stark überexprimiert wird, während CD44 in TCF-4 Knockout-Mäusen nicht mehr exprimiert wird 

(Wielenga et al., 1999). 

Zwei Zielgene des Wnt-Signalweges, der nukleäre Hormon-Rezeptor PPARδ (Peroxisome 

Proliferator Activated Receptor δ) und die Cyclooxygenase 2 (Cox2), sind von besonderem 

Interesse, da sie mit der Entstehung von Kolorektalkarzinomen in Verbindung gebracht werden. 

Durch chemopräventive, nicht steroidale entzündungshemmende Medikamente (NSAIDs: Non-

Steroidal Anti-Inflammatory Drugs), wie Acetylsalicylsäure und Sulindac, werden diese Enzyme 

gehemmt (Vane und Botting, 1996; He et al., 1999). Cox2 produziert Eikosanoide aus 

Archidonsäure, die an PPARδs binden und so die Interaktion dieser Transkriptionsfaktoren mit 

spezifischen Promotoren in Verbindung mit Retinolsäure-Rezeptoren stimulieren. PPARδ wird 

während der frühen Karzinogenese durch die Bindung des TCF/β-Catenin-Komplexes an vier TCF-

Bindestellen verstärkt exprimiert (He et al., 1999). Es konnte gezeigt werden, dass Cox2 ein Wnt-

Zielgen ist, da es durch die Induktion von stabilisiertem β-Catenin durch Wnt-1 in einer murinen 

Brustzellline exprimiert wird (Howe et al., 1999). Andererseits scheint β-Catenin die Transkription 

von Cox2 auch indirekt durch die Erhöhung der Expression der PEA3-Familie von 

Transkriptionsfaktoren, die potentielle transkriptionelle Aktivatoren für Cox2 sind, zu stimulieren 

(Howe et al., 2001). 

Die meisten der heute beschriebenen Zielgene werden durch Wnt bzw. durch einen aktivierten 

Wnt-Signalweg induziert. Die Mechanismen der Aktivierung der Genexpression durch Wnt sind viel 

besser verstanden, als die der Repression von Genen. Für die Hemmung der Genexpression durch 

Wnt ist derzeit kein einheitlicher Mechanismus bekannt. Zu den bereits beschriebenen Genen, 

deren Transkription durch einen aktiven Wnt-Signalweg inhibiert wird, gehören p21CIP/WAF1, 

Periostin/Osf2, MCP-3 (Monocyte chemoattractant protein 3) und EphrinB1, sowie viele noch nicht 

analysierte Gene, die im Rahmen von DNA-Mikroarray-Analysen identifiziert wurden (Van de 

Wetering et al., 2002). 

 

1.2 Der Wnt-Signalweg im Darmepithel 

Der Wnt-Signalweg kontrolliert das Schicksal der Zellen während der Embryonalentwicklung. 

Außerdem ist er ein entscheidender Regulator der Homöostase von adultem, sich selbst-

erneuerndem Gewebe. In diesen Gewebetypen ist die Deregulation der Wnt-Kaskade stark mit der 

Tumorentstehung assoziiert. Das Darmepithel ist eines der am besten verstandenen Beispiele für 

die Rolle von Wnt bei der Homöostase der Gewebe-Selbsterneuerung und der malignen 

Transformation. 

Der Darm hat die Funktion, die mit der Nahrung aufgenommenen Nährstoffe zu absorbieren, zu 

verdauen und nicht verwertbare Stoffe zu entsorgen. Im Dünndarm (bestehend aus Duodenum, 

Jejunum und Ileum) wird die verdaute Nahrung den Enzymen von Pankreas und Galle ausgesetzt, 
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wodurch die Nährstoffe in ihre einzelnen Moleküle zerlegt werden. Weiterhin wird im Dünndarm der 

größte Anteil an Wasser, Elektrolyten (Natrium, Chlorid, Kalium) und essentiellen organischen 

Bestandteilen (Glukose, Aminosäuren, Fettsäuren) absorbiert. Der Dickdarm (Kolon) formt den 

Darminhalt durch weiteres Entziehen von Wasser und Elektrolyten und durch die Zugabe von 

Bakterien und Schleim. 

Der Darm ist aus vier Schichten aufgebaut (von außen nach innen): eine dünne Schicht lockeres 

Bindegewebe (Lamina submucosa), eine dicke Schicht glatte Muskulatur (Lamina muscularis 

mucosae), welche die Beweglichkeit des Darms gewährleistet, und eine weitere Schicht von 

Bindegewebe, die Blut- und Lymphgefäße enthält (Lamina propria). Diese Gefäße versorgen die 

innerste Schicht, das einschichtige Darmepithel (Lamina epithelialis), das direkt an das Darmlumen 

grenzt und für die Nährstoffaufnahme zuständig ist. 

Verschiedene Zelltypen mit unterschiedlichen Funktionen sind im Darmepithel vorhanden. Die 

Enterozyten (im Dünndarm) bzw. die Kolonozyten (im Dickdarm) sind die Zellen, die den größten 

Teil der Darmschleimhaut ausmachen. Sie absorbieren die Nährstoffe aus dem Darmlumen und 

transportieren sie zu den Gefäßen und den darunterliegenden Schichten. Diese Zellen sind stark 

polarisierte Epithelzellen, die viele Mikrovilli an ihrer apikalen Oberfläche aufweisen, stark 

ausgeprägte Zell-Zell-Verbindungen und ein komplexes Muster an exprimierten Integrinen entlang 

der Krypt-Villus-Achse besitzen (Hermiston et al., 1994; Brittan und Wright, 2004). Becherzellen 

liegen zwischen den Kolonozyten und sekretieren Schleim, der für die Bewegung und effektive 

Diffusion des Darminhaltes nötig ist, aber auch Schutz vor mechanischen und chemischen Schäden 

gibt (Paulus et al., 1993). Enteroendokrine Zellen setzen Hormone frei, um die Sekretion von 

Verdauungsenzymen und Galle von Pankreas und Leber in den Darm zu regulieren. Panethzellen 

findet man vorrangig im Dünndarm (Brittan und Wright, 2004), wo sie eine Vielzahl von 

antimikrobiellen Proteinen und Peptiden sekretieren und somit einen Beitrag zur mukosalen 

Immunität leisten (Ayabe et al., 2000). 

Die Darmschleimhaut des Dünndarms besteht aus vielen Invaginationen, bekannt als Lieberkühn-

Krypten, und fingerartigen Ausstülpungen, den sogenannten Villi, die zur Vergrößerung der 

Oberfläche dienen. Im Dickdarm werden keine Villi ausgebildet, dafür sind die Krypten stärker 

ausgeprägt. Im kompletten Darm wird das Darmepithel konstant erneuert. Aus den Stammzellen, 

die sich vermutlich in der Nähe des Krypten-Bodens befinden, entstehen Zellen, die sich 5-7 Mal 

teilen, bevor sie sich zu den verschiedenen Zelltypen differenzieren (Potten und Loeffler, 1987; 

Hermiston et al., 1994; Brittan und Wright, 2004). Während und nach der Differenzierung wandern 

Enterozyten, Becherzellen und enteroendokrine Zellen aktiv zur Spitze der Villi bzw. zum Rand der 

Kolon-Krypten, wo sie vermutlich apoptotisch werden und aus der Monozellschicht 

herausgeschoben werden. Im Gegensatz dazu wandern Panethzellen in die entgegengesetzte 

Richtung und nisten sich im Boden der Krypten ein (Abb.1.4). 

Der Darm ist neben dem Magen das am stärksten chemisch und mechanisch beanspruchte Gewebe 

eines Organismus. Daher ist es auch nicht verwunderlich, dass die Zellen (außer den Stammzellen) 

nur eine begrenzte Lebensdauer haben und die Darmschleimhaut alle 3-5 Tage erneuert wird 

(Potten und Loeffler, 1987). 
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Abb.1.4: Aufbau des menschlichen Dünndarms (Schema) 

Potentielle Stammzellen verbleiben direkt oberhalb der Panethzellen im unteren Teil der Krypte. Die 

proliferierenden Vorläuferzellen besetzen den oberen Teil der Krypte. Die ausdifferenzierten Zellen wandern 

zum Villus, wo sie nach 3-5 Tagen abgestoßen werden, um Platz für neue Zellen zu machen. Modifiziert nach 

Reya und Clevers, 2005. 

 

 

Im normalen Darm werden die Prozesse der Proliferation, Migration und Differenzierung streng 

kontrolliert, wobei der Wnt-Signalweg eine wichtige Rolle übernimmt. Die Wnt-Aktivität folgt einem 

Krypt-Villus-Gradienten, wobei sie in den Krypten am stärksten ausgeprägt ist. Der Wnt-Signalweg 

ist wichtig für die Differenzierung der Darmzellen, insbesondere für die Differenzierung der 

Panethzellen. Die Störung dieser Homöostase führt zur Tumorbildung. Zunächst entsteht ein Polyp, 

eine Zellmasse, die aus der Darmwand herausragt. Diese Polypen sind hyperplastisch, d.h. die 

Zellen zeigen normale Morphologie, sind somit gutartig, und führen normalerweise nicht zum 

Kolorektalkarzinom. Im Gegensatz dazu sind die adenomatösen Polypen dysplastisch: Die Zellen 

haben eine anormale intra- und interzelluläre Organisation. Adenome können zu bösartigen 

Karzinomen heranwachsen, die in der Lage sind, in die benachbarten Gewebe, sowie über die Blut- 

und Lymphgefäße in entfernte Organe einzudringen (Metastasierung). 

 

1.3 Der Wnt-Signalweg und die Krebsentstehung 

Krebs stellt keine einzelne Krankheit dar, sondern ist eine Bezeichnung für viele verschiedene 

Krankheitsformen. Dabei handelt es sich um eine genetische Erkrankung, die auf einem 

unkontrollierten Wachstum bestimmter Zellen beruht. Krebs ist heute die zweithäufigste 

Todesursache nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen in den westlichen Ländern und die 
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dritthäufigste unter den Erwachsenen in den Entwicklungsländern. In Deutschland tritt 

Lungenkrebs bei Männern am häufigsten auf, gefolgt von Darm- und Prostatakrebs; bei Frauen 

stellt Brustkrebs die häufigste Todesursache vor Darm- und Lungenkrebs dar (Quelle: Krebs in 

Deutschland, 2006). 

Die Tumorentstehung ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem die normale Kontrolle der 

Zellproliferation, Zelldifferenzierung und der Zell-Zell-Interaktionen schrittweise verloren geht 

(Hanahan und Weinberg, 2000). Abgesehen von den vererbten Formen beruht die Entstehung der 

meisten Tumore auf somatischen Mutationen. Dabei ist die Mehrheit der Tumore vermutlich 

monoklonal, das heißt, sie gehen aus einer einzelnen Zelle durch Anhäufung mehrer genetischer 

und epigenetischer Veränderungen durch Vermehrung und klonale Selektion hervor. Zunächst 

entsteht dadurch ein gutartiger Tumor, in dem die Zellen noch gut differenziert sind und die 

Gewebeorganisation nicht beeinträchtigt ist. Im folgendem Prozess der Tumorprogression entsteht 

durch zusätzliche genetische Veränderungen ein bösartiger (maligner) Tumor, in dem die Zellen 

wenig differenziert sind und die Fähigkeit erlangt haben, in die benachbarten Gewebe einzudringen 

und schließlich in entfernten Organen zu metastasieren. Sechs Veränderungen in der Physiologie 

der Zelle definieren den malignen Phänotyp (Hanahan und Weinberg, 2000): Unabhängigkeit von 

Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegenüber wachstumshemmenden Signalen, Resistenz 

gegenüber der Apoptose, unbegrenztes Vermehrungspotential, anhaltende Angiogenese, sowie 

Gewebeinvasion und Metastasierung. 

 

1.3.1 Die Molekulargenetik der Tumorentstehung 

Die genetischen Veränderungen, die zur Tumorinitiation und zur Tumorprogression führen, können 

als relativ kleine Sequenzveränderungen in der DNA, sowie als chromosomale Abweichungen 

auftreten. Die Sequenzveränderungen betreffen grundsätzlich zwei Klassen von Genen: die Proto-

Onkogene und die Tumorsuppressorgene. Proto-Onkogene kodieren für Proteine, welche die 

Zellproliferation oder die Progression durch den Zellzyklus stimulieren. Sie werden durch 

Amplifikation des Genlokus, chromosomale Translokation oder Punktmutationen in Onkogene 

überführt, das heißt zu aktivierten Formen (gain of function), die zu einem unkontrollierten 

Wachstum der Zellen führen. Die Mutationen in den Proto-Onkogenen sind dominant, das bedeutet, 

die Mutation in einem der beiden Allele ist für die Aktivierung des Proto-Onkogens ausreichend. Zu 

den heute mehr als 100 bekannten Proto-Onkoproteinen gehören Wachstumsfaktoren (z.B. PDGF, 

Wnt-1), deren Rezeptoren (z.B. EGF-Rezeptoren), Proteine der Signaltransduktion (z.B. Ras-

Proteine, Src-Kinase) sowie Transkriptionsfaktoren (z.B. c-Jun, c-Fos, c-Myc). 

Als Tumorsuppressorgene fasst man dagegen Gene zusammen, die eine hemmende Wirkung auf 

das Zellwachstum haben, und durch einen Funktionsverlust (loss of function) beider Allele an der 

Tumorgenese beteiligt sind. Die Veränderungen in den Tumorsuppressorgenen sind rezessiv, das 

heißt, es kommt erst zu einem anormalen Phänotyp, wenn beide Allele inaktiviert sind (Knudson, 

1987). Diesen Prozess bezeichnet man als „Verlust der Heterozygotie“ (LOH: Loss of 

heterozygosity), der durch fehlerhafte Chromosomen- bzw. Chromatidenteilung während der 

Zellteilung, mitotische Rekombination, Punktmutation oder durch eine Deletion entsteht. Falls die 
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erste Mutation durch die Keimbahn vererbt wurde, haben Individuen, die solche Mutationen tragen, 

oft eine Prädisposition für die Tumorentstehung (Beispiel: FAP-Syndrom mit Mutation im APC Gen). 

Ein alternativer Mechanismus, der die Inaktivierung eines Tumorsuppressorgens bewirken kann, 

stellt  die epigenetische Modifikation dar. Verschiedene Arbeiten haben gezeigt, dass die 

Promotoren verschiedener Tumorsuppressorgene oft in Tumoren methyliert sind, aber in 

entsprechenden gesunden Geweben frei von Methylierung sind (Gaudet et al., 2003; Feinberg, 

2004). Die Methylierung der DNA betrifft 5’-CG-3’-Dinukleotide (CpG), die in den 

Promotorbereichen der Gene lokalisiert sind. Die Methylierung ist an der Regulation der 

Genexpression und Chromosomenkondensation beteiligt (Bird, 1992). 

Heute sind ca. 30 Tumorsuppressorgene mit unterschiedlichen Funktionen bekannt, so etwa APC, 

PTEN, SASH1, p21CIP1/WAF1. Eines der am besten studierten Tumorsuppressorgene ist p53, das in 

50% aller Krebszellen mutiert ist. p53, welches entweder zur Blockade des Zellzyklus oder zur 

Induktion der Apoptose führen kann, ist ein Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle bei der 

Erhaltung der genomischen Integrität spielt und deshalb als „Wächter des Genoms“ bezeichnet wird 

(Lane, 1992; Vogelstein et al., 2000). 

Neben den klassischen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen existiert eine Vielzahl von weiteren 

„Tumorgenen“, die als Modulatoren der Tumorentstehung fungieren, oder als diagnostische und 

prognostische Tumormarker eine wichtige Rolle in der klinischen Praxis spielen. 

Die chromosomalen Aberrationen führen zu Aneuploidien – Abweichungen vom normalen diploiden 

Chromosomensatz. Die Veränderungen können sowohl die Chromosomenzahl als auch die Struktur 

der Chromosomen betreffen und führen zur chromosomalen Instabilität (CIN). Genetische 

Instabilität innerhalb der Zelle kann auch auf der Nukleotidsequenz-Ebene (MIN, Mikrosatelliten 

Instabilität) entstehen. In diesem Fall ist der Chromosomensatz der Tumorzellen meist diploid. 

 

1.3.2 Das Kolorektalkarzinom als Beispiel für solide Tumoren 

Das Kolorektalkarzinom ist in Deutschland und anderen Ländern Europas die zweithäufigste 

tumorbedingte Todesursache (Schmiegel et al., 2000). Mehr als 50% der Bevölkerung entwickeln 

ab dem 70. Lebensjahr einen benignen Darmtumor, der sich in 10% der Fälle bösartig entwickelt 

(Kinzler und Vogelstein, 1996). Erbliche Prädispositionen verursachen 5-10% der kolorektalen 

Karzinome. Unter den vererbbaren Formen sind die familiäre adenomatöse Polypose (FAP) und das 

hereditäre kolorektale Karzinom ohne Polypose (HNPCC: Hereditary Nonpolyposis Colorectal 

Cancer) am häufigsten vertreten. Das FAP-Syndrom resultiert aus der Inaktivierung des 

Tumorsuppressorgens APC, während das HNPCC-Syndrom durch Defekte in den „Reparatur-

Mutations-Genen“ entsteht (z.B. MSH1 und MCH1) und zu MIN-Tumoren führt. Neben den 

genetischen Faktoren stellen Umwelteinflüsse, insbesondere die Ernährung, wichtige Risikofaktoren 

für die kolorektale Karzinogenese dar. 

Kolonkarzinome stellen als molekulargenetisch und histopathologisch gut untersuchtem Tumortyp 

ein Modell für solide Tumore dar. Die Progression vom normalen Epithel bis hin zum malignen 

Karzinom verläuft nach dem so genannten „Adenom-Karzinom“ Modell entlang einer vereinfacht 

linear dargestellten Sequenz über verschiedene Stadien, denen spezifische genetische 



Einleitung 

20 

Veränderungen zugeordnet werden können (Fearon und Vogelstein, 1990; Vogelstein und Kinzler, 

1993) (Abb.1.5). Man geht heute allerdings eher davon aus, dass mehrere parallel verlaufende 

molekulargenetische Wege zur Tumorgenese führen können („many roads lead to colon cancer“, 

Alcock et al., 2003). Aufgrund von Modellrechnungen schätzt man, dass 5-10 Mutationen 

akkumulieren, bevor aus einer normalen Darmepithelzelle eine maligne Tumorzelle entsteht 

(Kinzler und Vogelstein, 1996). 

 

 

 

Abb.1.5: Modell der kolorektalen Karzinogenese 

Die Initiation und Progression der Tumorentstehung vom normalen Epithel bis hin zum Karzinom und der 

Ausbildung von Metastasen erfolgt durch viele genetische Veränderungen, wie dem Funktionsverlust von 

Tumorsuppressorgenen (blau) und der Aktivierung von Onkogenen (rot) (Details siehe Text). Neben der 

Anreicherung von β-Catenin im Zellkern ist die erhöhte chromosomale Instabilität ein wichtiges Merkmal von 

Darmkrebs. Modifiziert nach Fearon und Vogelstein, 1990. 

 

 

Mutationen im Tumorsuppressorgen APC auf dem Chromosom 5q21 kommen in über 80% der 

kolorektalen Tumore vor (Smith et al., 1993; Kinzler und Vogelstein, 1996) und repräsentieren das 

früheste genetische Ereignis bei der kolorektalen Tumorinitiation (Powell et al., 1992; Fodde und 

Smits, 2001). Tatsächlich findet man APC Mutationen schon in den frühesten beobachtbaren 

Tumor-Vorstadien, den so genannten „aberranten Krypten“ (ACF: Aberrant Crypt Foci) sowohl beim 

Menschen als auch beim Mausmodell (Luongo et al., 1994). Es konnte gezeigt werden, dass die 

hauptsächliche Tumorsuppressor-Aktivität von APC auf seine Fähigkeit zurückzuführen ist, die 

intrazellulären Level von β-Catenin innerhalb des Wnt-Signalweges zu regulieren (Korinek et al., 

1997; Morin et al., 1997; Smits et al., 1999) (Abb.1.5; Abb.1.6). Daneben weist APC jedoch noch 

andere, Wnt-unabhängige Funktionen auf, so etwa die Bindung an Mikrotubuli, das 

Zytoskelettprotein EB1 oder das Protein ASEF, das zu Rac-Aktivierung führt (Kawasaki et al., 

2003). 

Alternativ können Mutationen im β-Catenin Gen (CTNNB1) die Tumorentstehung initiieren, was in 

10% der kolorektalen Tumore vorkommt (Abb.1.5; Abb.1.6). Die konstitutive Aktivierung des Wnt-

Signalweges aufgrund von APC oder β-Catenin Mutationen initiiert die kolorektale Karzinogenese 

durch Deregulation der Expression vieler Zielgene, die eine Rolle bei der Zellproliferation, 
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Zellmigration, Zelldifferenzierung und Apoptose spielen (Batlle et al., 2002; Kielmann et al., 2002; 

van de Wetering et al., 2002). 

Des Weiteren können auch andere Komponenten des Wnt-Signalweges, wie Axin-1 und Conductin 

(Axin-2) im Kolonkarzinom mutiert sein (Sparks et al., 1998; Satoh et al., 2000; Clevers, 2000). 

Die Aktivierung des KRAS Onkogens stellt einen zweiten Schritt in der Evolution des Darmtumors 

dar (Abb.1.5). Das Proto-Onkogen KRAS kodiert ein 21 kDa großes Protein, das Guanin-Nukleotide 

bindet (GTPase) und an der Inndenseite der Zellmembran lokalisiert ist. In 50% aller 

Kolorektalkarzinome, aber auch in einer großen Anzahl früherer Tumorstadien finden sich 

aktivierende Mutationen in KRAS (Bos et al., 1987, Fearon und Vogelstein, 1990). In der häufigsten 

Punktmutation KrasV12G kann das GTP nicht mehr hydrolysiert werden und Ras bleibt dauerhaft in 

der aktivierten Konformation. Dadurch kommt es zu einer transkriptionellen Aktivierung des 

Ras/Raf/MEK/ERK-Signalweges (Downward, 1997; Campell et al. 1998; Zuber et al., 2000), was 

zur Zellproliferation führt, und zur Inhibition der Apoptose durch die Aktivierung der Proteinkinase 

Akt (Kim und Lance, 1997) (Abb.1.6). In dysplastischen ACF aus dem Kolon, die als früheste 

Stadien der Tumorentwicklung betrachtet werden, wurden in 60% aller Fälle Mutationen in KRAS 

gefunden, während APC oder β-Catenin unverändert waren (Takayama et al., 2001). Darüber 

hinaus konnte im Tiermodell gezeigt werden, dass aktiviertes Kras in Abwesenheit von Mutationen 

des Apc Gens zur Entstehung von Darmtumoren führen kann (Janssen et al., 2002). Diese 

Resultate lassen darauf schließen, dass es beim sporadisch auftretenden Kolorektalkarzinom, im 

Gegensatz zum FAP-Syndrom, einen alternativen Weg der Tumorentstehung gibt, der von in frühen 

Stadien auftretenden KRAS Mutationen abhängt. Mutationen in den Tumorsuppressorgenen APC 

und p53 treten in diesem alternativen Modell erst später auf und tragen zur Progression bei. 

Der Verlust einer Kopie des Chromosoms 18q erfolgt in 73% der kolorektalen Tumore und ist mit 

dem Übergang zum späten Adenom verbunden. Tumorsuppressorgene wie DCC (Deleted in Colon 

Cancer), SMAD2 und SMAD4 sind auf diesem Chromosom lokalisiert und wahrscheinlich an der 

Tumorprogression beteiligt (Vogelstein et al., 1988; Heldin et al., 1997). Die Umwandlung eines 

adenomatösen Polypen in ein Karzinom korreliert zu 75% mit der Inaktivierung von p53 durch 

Mutationen oder einen Verlust des Chromosoms 17q (Ohue et al., 1994). Weitere genetische 

Veränderungen ermöglichen schließlich die Gewebeinvasion und die Metastasierung des Tumors. 

Neben der Aktivierung der Wnt-Signaltransduktion stellt die Instabilität des zellulären Genoms eine 

charakteristische Eigenschaft von Darmkrebszellen dar. Die genetische Instabilität kann sich als 

Mikrosatelliten-Instabilität (MIN) oder als chromosomale Instabilität (CIN) äußern. Die erste 

Gruppe, die auch als MIN-Tumoren bezeichnet wird, stellt einen kleineren Teil aller 

Kolorektalkarzinome (15-20%) dar und wird vermutlich durch Störungen in den zellulären DNA-

Reparaturenzymen verursacht, während die Krebszellen diploid bleiben. Den größeren Anteil, 

nämlich 80% aller Kolorektalkarzinome, umfassen die so genannten CIN-Tumore. Die 

chromosomale Instabilität äußert sich in numerischen und strukturellen Chromosomendefekten, die 

zur Aneuplodie führen. CIN-Tumore weisen eine hohe Frequenz an Mutationen in den Kras- und 

APC-abhängigen Signalkaskaden auf; daneben treten Störungen in Zellzyklusgenen auf (Rimkus et 

al., 2007). Neue Studien lassen darauf schließen, dass eine Dysfunktion des APC Gens nicht nur 

eine Störung des Wnt-Signalweges nach sich zieht, sondern auch zur fehlerhaften Trennung von 

Chromosomen während der Mitose führt (Abal et al., 2007, Aoki et al., 2007). 
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Abb.1.6: Die veränderte Signaltransduktion im Kolorektalkarzinom 

KRAS ist in 50% aller kolorektalen Tumore mutiert. Dieses Onkogen aktiviert die Transkription über die MAP-

Kinasen-Kaskade und unterdrückt die Apoptose durch die Aktivierung der Proteinkinase Akt. Weiterhin kommt 

es häufig zur Aktivierung des Wnt-Signalweges durch eine Mutation im APC Gen (80%) oder durch onkogenes 

β-Catenin (10%). Dadurch wird β-Catenin nicht mehr im Proteasom abgebaut, es reichert sich im Zytoplasma 

an, gelangt in den Zellkern und aktiviert dort die Transkription verschiedener Wnt-Zielgene. Ein Teil des β-

Catenins in der Zelle bindet an E-Cadherin an der Zellmembran, wo es als Adhäsionsprotein E-Cadherin mit 

dem Zytoskelett an Zell-Zell-Kontakten verbindet. APC hat auch Wnt-unabhängige Funktionen. Es bindet an 

Mikrotubuli und spielt eine Rolle bei der Teilung der Chromosomen während der Mitose. Daher wird mutiertes 

APC im Kolonkarzinom auch mit der Entstehung von chromosomaler Instabilität in Verbindung gebracht. 

 

 

Trotz großer Fortschritte in den letzten Jahren ist das Verständnis der molekularen Ursachen der 

Tumorentstehung im Darmepithel nach wie vor bruchstückhaft, und schlägt sich nur unzureichend 

in Form von verbesserten Diagnose- und Therapieformen in der klinischen Praxis nieder. So gehört 

etwa die Entstehung von Fernmetastasen nach wie vor zu den weitgehend unverstandenen 

Prozessen mit schwerwiegender klinischer Bedeutung. Nicht zuletzt aus diesem Grund besteht ein 

großer Bedarf an neuen Modellsystemen im Bereich der biomedizinischen Grundlagenforschung, 

um die Entstehung und die Progression von soliden Tumoren besser zu verstehen. 

Eine erfolgreiche Methode, um die Grundlagenforschung der Tumorbiologie voranzutreiben, ist die 

Generierung von genetisch definierten Mausmodellen. Dabei werden bestimmte Gene in der Maus 

so verändert, dass das menschliche Krankheitsbild nachgeahmt wird. Im Mausmodell ist es dann 

einfacher möglich, die molekularen Ursachen für die Tumorentstehung herauszuarbeiten. 
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1.3.3 Mausmodelle für Kolorektalkarzinome 

Die Labormaus (Mus musculus) ist zu einem vielseitig verwendeten experimentellen System in der 

biomedizinischen Forschung geworden, das viel zur Aufklärung der Entstehung von Tumoren 

beigetragen hat. Es ist eines der am häufigsten eingesetzten Tiermodelle, da die Maus ähnliche 

Gewebe- und Organsyteme wie der Mensch hat, zahlreiche genetische und genomische 

Informationen vorliegen und es relativ einfach ist, die Mutagenese durch homologe Rekombination 

und transgene Technologien herbeizuführen. Das Mausgenom ist seit 2002 vollständig entschlüsselt 

(Nature 2002; 420:6915). 

Transgene Mäuse bieten eine exzellente Möglichkeit, den Einfluss von Genen, die bei der 

intestinalen Karzinogenese beteiligt sind, zu untersuchen. Zusätzlich kann auch der Einfluss von 

Umweltfaktoren auf die Entstehung von Krebs in mutierten Mäusen studiert werden. Weiterhin 

können erfolgreiche Mausmodelle als wichtiges Werkzeug für die Entwicklung von neuen 

diagnostischen und therapeutischen Ansätzen dienen. Verschiedene Strategien wurden gewählt, 

um murine Modellsysteme für die Entstehung von Darmkrebs zu generieren: 

Das erste beschriebene Mausmodell für eine Mutation im Apc Gen, die so genannte ApcMin-Maus 

(MIN: Multiple Intestinal Neoplasia), enthält eine „nonsense“ Mutation im Codon 850, die zufällig in 

einem Mutagenese-Screen generiert wurde. Wie der Name bereits andeutet, entwickeln 

heterozygote Tiere zahlreiche Adenome im Dünndarm (abhängig vom genetischen Hintergrund), 

die einen Verlust der Heterozygotie (LOH) im Apc Gen aufweisen (Su et al., 1992). Viele 

verschiedene Apc-Knock-in-Mäuse wurden durch die Einführung spezifischer Mutationen in das 

murine Apc Gen generiert, wie z.B. die Linien Apc580D (Shibata et al., 1997), Apc∆716 (Oshima et al., 

1995), Apc1309 (Quesada et al., 1998) und Apc1638T (Smits et al., 1999). Apc580D-, Apc∆716-, Apc1309- 

und ApcMin-Mäuse kodieren für verkürzte Apc Proteine, denen nicht nur die karboxy-terminale 

Domäne, die an EB1 und Mikrotubuli bindet, fehlt, sondern auch die sieben 20-Aminosäure-

Wiederholungen und alle SAMP-Motive, die für den Abbau von β-Catenin wichtig sind. Im 

Gegensatz zu diesen mutierten Apc Proteinen enthält die Apc1638T-Maus noch drei der sieben 20-

Aminosäure-Wiederholungen und ein SAMP-Motiv. Dies führt zu bemerkenswerten Unterschieden in 

den Phänotypen der mutierten Apc-Mäuse. Die Homozygotie für vier der Apc Mutationen (Apc580D, 

Apc∆716, Apc1309 und ApcMin) resultiert im Sterben der Tiere während der Embryonalentwicklung. 

Homozygote Apc1638T-Tiere zeigen dagegen eine normale embryonale Entwicklung, die 

Nachkommen entstehen in der normalen Mendelschen Frequenz. Interessanterweise entwickeln die 

Apc1638T-Mäuse im Gegensatz zu den anderen Apc Mutanten keine Tumore, woraus man schließen 

kann, dass die karboxy-terminale Domäne keinen kritischen Einfluss auf die normale embryonale 

Entwicklung und die Tumorsuppression hat. In den erwähnten heterozygoten Mäusen (außer 

Apc1638T) entwickeln sich die meisten Tumore im Dünndarm und nicht wie beim Menschen im Kolon 

bzw. Rektum (Senda et al., 2007). Viele der Mutationen im menschlichen APC Gen treten im 

letzten und größten Exon auf. Dieser Typ der Mutation wird besser von der transgenen Apc1638N-

Maus rekapituliert, bei der eine Neomycin-Kassette in entgegengesetzter Orientierung im Codon 

1638 des murinen Apc Gens eingeführt wurde (Fodde et al., 1994) (Abb.1.7). Heterozygote 

Apc1638N-Mäuse entwickeln ACF im Kolon und ca. 5-6 Adenome im Dünndarm in den ersten sechs 

Lebensmonaten (Pretlwo et al., 2003). Außer diesem intestinalen Tumor-Phänotyp ist das Apc1638N-
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Mausmodell durch ein weites Spektrum an extra-intestinalen, teilweise aber seltenen 

Manifestationen charakterisiert, wie etwa Desmoide, epidermale Zysten, Brusttumore und 

Magentumore (Fodde et al., 1994; van der Houven van Oordt et al., 1997; Smits et al., 1998). Die 

Apc1638N- und die Apc1638T-Maus sind identisch, was die Position des verkürzten Codons betrifft. 

Allerdings ist das Apc1638T-Protein in einem Verhältnis von 1:1 zum Wildtyp-Apc vorhanden, 

während in der Apc1638N-Maus nur geringe Mengen (1-2%) des mutierten Proteins gebildet werden. 

Ursache ist die Orientierung der Neomycin-Kassette, die jeweils am Kodon 1638 im Apc Genlokus 

integriert wurde. Ein weiteres FAP-Mausmodell ist die Apc1572T-Maus, die durch Einführen eines 

„nonsense“ Codons an der Position 1572 generiert wurde (Smits et al., 1999). Diese Apc Mutation 

resultiert in der stabilen Expression eines verkürzten Proteins, das alle β-Catenin-Bindedomänen 

und drei von sieben 20-Aminosäure-Wiederholungen enthält, aber keines der SAMP-Motive, wie in 

der Apc1638T-Mutante. Überraschenderweise entwickeln heterozygote Apc1572T-Tiere invasive und 

metastasierende Brusttumore, Desmoide, epidermale Zysten und Lebertumore, aber keine 

Darmtumore. Die unterschiedlichen Phänotypen aller Apc Mausmodelle korrelieren stark mit der 

spezifischen „Dosis“ an transkriptionell aktivem β-Catenin (Gaspar und Fodde, 2004). Die Bildung 

von Adenomen im Kolon konnte durch die Erzeugung von Apc Keimbahn-Mutationen erreicht 

werden, die mit Hilfe einer konditionalen „Targeting-Strategie“ und der Expression der Cre-

Rekombinase eingeführt wurden (Shibata et al., 1997). 

Mehrere transgene und Knockout-Mäuse wurden hergestellt, um die Rolle der „Mismatch“-

Reparaturmaschinerie bei der Karzinogenese zu untersuchen. Es konnte gezeigt werden, dass eine 

Dysfunktion in diesen Proteinen zur Entstehung von Tumoren beiträgt (Edelmann et al., 1996; 

Reitmair et al., 1996a). Die Inaktivierung des murinen SMAD3 Gens, einem Faktor des TGFβ-

Signalweges, sowie die Deletion der katalytischen Untereinheit der PI3-Kinase führen zu 

Darmkrebs (Zhu et al., 1998; Sasaki et al., 2000). Dies wird allerdings noch kontrovers diskutiert 

(Barbier et al., 2001). Eine Kombination von Mutationen der „Mismatch“-Reparaturgene mit 

mutierten Allelen von APC führt zu einer erhöhten Sterblichkeit und beschleunigt die Tumorgenese 

(Reitmair et al., 1996b; Edelmann et al., 1999). 

Um die Rolle von onkogenem KRAS bei der kolorektalen Karzinogenese zu verstehen, wurden 

verschiedene Mausmodelle entwickelt. Die transgene Expression von KrasV12G in den Enterozyten 

der Villi unter der Kontrolle des FABP-Promotors (FABP: Fatty Acid Binding Protein) verursacht 

intestinale Dysplasien, aber es wurden keine Neoplasien entdeckt (Kim et al., 1993; Coopersmith 

et al., 1997). Johnson und Mitarbeiter demonstrieren ein elegantes Mausmodell für die Ras-

abhängige Karzinogenese, das auf spontanen Rekombinations-Ereignissen im gesamten Tier 

beruht. Diese Mäuse entwickeln keine Darmtumore, zeigen aber eine hohe Prädisposition für 

Lungenkrebs und andere Tumorarten (Johnson et al., 2001). In der Gruppe von Robine wurde eine 

9kb große regulatorische Region des murinen Villin Gens für die selektive Expression des 

onkogenen KrasV12G in Darmepithelzellen verwendet (Janssen et al., 2002) (Abb.1.7). In diesen 

Mäusen wird das transgene KrasV12G in niedrigen Mengen (12% des endogenen Ras) exprimiert. 

Diese Tiere entwickeln 2-3 Tumore pro Maus zu einem relativ späten Zeitpunkt (12 Monate). 

Adenome und invasive Karzinome wurden hauptsächlich im Dünndarm gefunden, während sich im 

Kolon vorrangig ACF entwickelten. Während in diesem Modell die Inaktivierung von Apc für die 
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Tumorgenese nicht erforderlich zu sein scheint, weisen 40% der Läsionen einen spontan 

veränderten p53 Lokus auf (Janssen et al., 2002). 

Gegensätzliche Ergebnisse wurden von einem endogen veränderten KrasV12G-Allel (Expression von 

KrasV12G-Onkoprotein mit einem Markerprotein (β-geo)) berichtet, dessen Expression nicht die 

normale Krypt-Villus-Architektur stört und nur zu malignen Transformationen in einem Teil der 

Lungenzellen führt (Guerra et al., 2003). Es wird angenommen, dass diese Unterschiede durch die 

unterschiedlichen Ursprünge der Mutationen, vor allem die unterschiedlichen Expressionsniveaus 

der mutierten Kras-Allele zurückzuführen ist. 

Interessanterweise kommt es bei der Kombination aus den beiden Mausmodellen Apc1638N und 

KrasV12G zu einem drastischen, zehnfachen Anstieg der Tumorzahl und zu einer beschleunigten 

Progression im Vergleich zu den einzel-transgenen Tieren, was zu einer starken Erhöhung der 

Morbidität und Mortalität führt. Verschiedene Befunde zeigen, dass diese Effekte durch eine 

synergistische Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges in Zellen mit onkogenem KRAS und APC 

Mutationen hervorgerufen werden (Janssen et al., 2006) (Abb.1.7). 

Auch die Rolle von β-Catenin bei der Tumorentstehung wurde mittels verschiedener Mausmodelle 

untersucht. So entstehen Tumore durch die transgene Expression von β-Catenin in 

unterschiedlichen Geweben wie der Brustdrüse und der Haut (Gat et al., 1998; Chan et al., 1999; 

Imbert et al., 2001; Cheon et al., 2002). Beim Mausmodell von Harada und Mitarbeitern wurde das 

Exon3 des murinen β-Catenin Gens mit LoxP-Sequenzen flankiert, was durch zusätzliche 

Expression der Cre-Rekombinase zu einem mutierten β-Catenin Protein führt, dem amino-terminal 

76 Aminosäurereste fehlen. Exon3 kodiert die Serin- und Threonin-Aminosäurereste, die durch 

GSK3β phosphoryliert werden. Die Darm spezifische Expression des mutierten β-Catenins wird 

durch die Kreuzung mit der Krt1-19Cre-Maus (Zytokeratin 19, Ck19 Gen) bzw. mit FabplCre-Maus 

(rat liver fatty acid binding protein gene) gewährleistet. Diese Mäuse entwickeln im jungen Alter 

zahlreiche Polypen im Dünndarm (geschätzte 3000 Tumore in den Krt1-19Cre-Mäusen, und 200-

700 Tumore in den FabplCre-Mäusen) und wenige Mikroadenome im Kolon (Harada et al., 1999). 

Ein weiteres Mausmodell, basierend auf der transgenen Expression von ∆N131β-Catenin unter der 

Kontrolle des Calbindin-D9K-Promotors, entwickelt schon im Alter von 3-4 Wochen multifokale 

dysplastische Läsionen im Dünndarm (Ramagnolo et al., 1999), allerdings keine Tumore im Kolon. 

Zusätzlich ist in diesen Tieren die Zahl der apoptotischen Zellen in den Villi 3-4 fach höher als in 

nicht-transgenen Mäusen. Da allerdings der Calbindin Promotor nicht nur in differenzierten 

Epithelzellen der Villi, sondern auch in der Niere aktiv ist, führt die Expression von ∆N131-β-

Catenin zu einer starken Zystenbildung und veränderten Nierenstruktur, was zum frühen Sterben 

der transgenen Tiere führt. Daher ist dieses Modell ungünstig, um einen langfristigen Einfluss von 

β-Catenin auf die Tumorentstehung zu untersuchen. 

All diese Mausmodelle liefern zahlreiche Hinweise auf die Dosis-Abhängigkeit der Wnt-Aktivierung. 

Auch die Arbeitsgruppe von Taketo zeigte mit Hilfe von mutierten Mäusen mit hypomorphen Apc-

Allelen, dass die Menge der intestinalen Polypen umgekehrt proportional ist zur Menge an Apc-

Protein, das heißt, zur relativen Stärke des Wnt-Signalweges. Ein Polyp wird pro Maus gebildet, 

wenn sich das Apc-Proteinlevel auf 15% der Wildtyp-Menge verringert (Li, Q. et al., 2005). 

Allerdings gibt es bislang keine Befunde über die molekularen Unterschiede zwischen diesen 

unterschiedlichen Modellen, und es bleibt zu untersuchen, welche Genprodukte für die Unterschiede 
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in der Anzahl der entstehenden Polypen verantwortlich sind. Um diese transkriptionellen 

Unterschiede herauszuarbeiten, sollte in dieser Arbeit ein Mausmodell generiert und analysiert 

werden, das onkogenes β-Catenin in relativ physiologischen Mengen und ausschließlich im 

Darmepithel exprimiert. 

 

 

 

Abb.1.7: Mausmodelle für die kolorektale Tumorgenese 

Überblick über die in unserer Arbeitsgruppe verwendeten Mausmodelle für die Entstehung von Darmkrebs. 
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1.4 Der PI3-Kinase/Akt-Signalweg 

Der PI3-Kinase/Akt-Signalweg wird durch viele verschiedene extrazelluläre Stimuli, wie 

Wachstumsfaktoren und Insulin, sowie durch den Ras-Signalweg aktiviert, und reguliert wichtige 

zelluläre Prozesse, wie Transkription, Translation, Zellproliferation, Zellwachstum und Zellüberleben 

(Datta et al., 1999; Vivanco und Sawyers, 2002). Die Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB 

(Proteinkinase B) ist die wichtigste Kinase in diesem Signalweg. Eine Störung der Aktivierung der 

PI3K/Akt-Kaskade ist mit der Entstehung von Krankheiten wie Krebs, Diabetes mellitus und 

Autoimmunität verbunden (Di Cristofano et al., 1999; Testa und Bellacosa, 2001; Hill et al., 2002; 

Nicholson und Anderson, 2002; Vivanco und Sawyers, 2002). Die Entstehung und Progression von 

Tumoren resultiert häufig aus dem gestörten Verhältnis zwischen Zellproliferation und Apoptose. 

Der PI3K/Akt-Signalweg reguliert beide Prozesse und spielt nicht nur eine wichtige Rolle beim 

Tumorwachstum, sondern ist auch ein potentielles Ziel für therapeutische Behandlungen. Fast 40% 

aller kolorektalen Tumore weisen Veränderungen in einem der PI3K-Signalweg-Gene auf (Parsons 

et al., 2005). Dagegen konnte in Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe keine Aktivierung des 

PI3/Akt-Signalweges in Mausmodellen für Kolorektalkarzinome nachgewiesen werden (Janssen et 

al., 2002 und 2006). 

 

1.4.1 Mechanismus der PI3-Kinase/Akt-Aktivierung 

Die PI3-Kinase (Phosphoinositol 3-Kinase) ist für die Phosphorylierung von 3 Positionen im 

Inositolring des Plasmamembran-Lipids Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat (PIP2) verantwortlich, 

was zur Bildung von Phosphoinositol-3-Phosphat (PIP3) führt, einem wichtigen „Second-Messenger“ 

für Überlebenssignale und Insulin in der Zelle (Fruman et al., 1998) (Abb.1.8). Die PI3-Kinasen 

sind Heterodimere, die aus einer katalytischen Untereinheit (P110) und einer regulatorischen 

Untereinheit (P85) bestehen und durch Rezeptoren mit Protein-Tyrosin-Kinase-Aktivität (RTK: 

Receptor Tyrosine Kinase) und G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCR: G-Protein Coupled 

Receptors) aktiviert werden (Vanhaesebroeck und Waterfield, 1999; Katso et al., 2001). Aktiviertes 

Ras kann mit der katalytischen Untereinheit der RTKs über den Shc-Grb2-SOS Adaptor-Protein-

Komplex interagieren und so die PI3-Kinase aktivieren. Die Effekte der gebildeten Phosphoinositol-

3-Phosphate (PIP3) in der Zelle werden durch die spezifische Bindung von zwei Protein-Lipid-

Bindedomänen (FYVE- und PH-Domäne) vermittelt (Pawson und Nash, 2000). Proteine, welche die 

PH-Domäne (PH: Pleckstrin Homolog) enthalten, sind wichtige Mediatoren für die PI3K-

Signalkaskade. Die PH-Domänen sind globuläre Protein-Domänen, die aus ca. 100 

Aminosäureresten bestehen und in vielen Proteinen wie etwa der PDK1 (Serine/Threonine Kinase 

3’-Phosphoinositide-Dependent Kinase 1) und Akt vorkommen. 

Die Akt/PKB-Kinase ist eine Serin/Threonin-Kinase mit einem Molekulargewicht von 57 kDa, die als 

wichtiger Regulator für das Zellüberleben und die Zellproliferation fungiert. Das Genom der 

Säugetiere enthält drei AKT Gene, welche die Isoformen PKBα/Akt1, PKBβ/Akt2 und PKBγ/Akt3 

kodieren (Datta et al., 1999). Die Isoformen weisen eine starke Homologie in der Aminosäure-

Sequenz auf (Vanhaesebroeck und Alessi, 2000) und bestehen alle drei aus einer konservierten 
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Domänenstruktur: eine amino-terminale PH-Domäne, eine zentrale Kinase-Domäne und eine 

karboxy-terminale regulatorische Domäne. Alle drei AKT Gene werden ubiquitär exprimiert, wobei 

Akt1 vorrangig im Gehirn, im Herz und in der Lunge vorhanden ist, während Akt2 hauptsächlich im 

Skelettmuskel und im braunen Fettgewebe des Embryos gebildet wird. Eine Akt3 Expression findet 

man vor allem im Gehirn, in der Niere und im embryonalen Herzen (Coffer und Woodgett, 1991; 

Altomare et al., 1995; Altomare et al., 1998; Brodbeck und Hemmings, 1999). 

Nach der Produktion von PIP3 durch PI3K an der inneren Seite der Plasmamembran transloziert Akt 

vom Zytoplasma zur Membran und bindet dort an die Phospholipide. Die Interaktion der PH-

Domäne von Akt mit PIP3 führt zu einer Änderung der Akt Konformation, wodurch die zwei Haupt-

Phosphorylierungsstellen (Thr308 in der Kinase-Domäne, sowie Ser473 in der karboxy-terminalen 

regulatorischen Domäne) zugänglich werden (Alessi et al., 1996). Weiterhin vermittelt die PH-

Domäne die Anlagerung von Akt und PDK1 durch Heterodimerisierung. PDK1, das konstitutiv 

aktiviert ist, phosphoryliert Akt am Thr308, was zur Stabilisierung der aktiven Konformation führt. 

Die Phosphorylierung von Thr308 ist für die Aktivierung von Akt erforderlich, und die 

Phosphorylierung des Ser473-Restes ist für die vollständige Aktivierung der Kinase notwendig. Wie 

Ser473 phosphoryliert wird, ist noch nicht vollständig verstanden, aber es gibt Hinweise, dass diese 

Stelle autophosphoryliert (Toker und Newton, 2000) oder durch andere Serin-Kinasen wie der ILK 

(Integrin Linked Kinase) phosphoryliert wird (Persad et al., 2001). In einem letzten Schritt gelangt 

die aktive Akt-Kinase durch einen noch nicht bekannten Mechanismus ins Zytoplasma und in den 

Kern, wo viele ihrer Substrate lokalisiert sind (Delcommenne et al., 1998) (Abb.1.8). 

 

 

 

Abb.1.8: Mechanismus der Akt-Aktivierung 

Die Aktivierung der Akt-Kinase erfolgt durch die PI3-Kinase und führt zur Kontrolle wichtiger zellulärer 

Prozesse, wie der Zellproliferation und dem Zellüberleben. Details siehe Text. GF: Growth Factor, Grb2: growth 

factor receptor-bound protein 2, P: Phosphorylierung, Reg: Regulatorische Domäne, RTK: Receptor Tyrosine 

Kinase, Shc: SH2 domain containing transforming protein, SOS: son of sevenless. 
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1.4.2 Die Rolle von aktivierter Akt 

Das aktivierte Akt Protein moduliert die Funktion vieler Substrate, die an der Regulation der 

Zellproliferation beteiligt sind, wie GSK3β, Cyclin-abhängige Kinase (CDK) Inhibitoren (p21Waf1/Cip1, 

p27Kip1), mTOR (mammalian Target of Rapamycin) und TSC2 (Tuberous Sclerosis Complex 2). 

Cross und Mitarbeiter konnten zeigen, dass Akt die Kinase GSK3β durch eine direkte 

Phosphorylierung an einem amino-terminal gelegenen regulatorischen Serinrest inhibiert. Die 

Inhibition der GSK3β durch Akt verhindert die Phosphorylierung von β-Catenin, was zur Aktivierung 

der Transkription verschiedener Wnt-Zielgene führt, wie etwa CyclinD1, das die 

Zellzyklusprogression induziert (Cross et al., 1995). Akt phosphoryliert auch p21Waf1/Cip1 und 

p27Kip1, und inhibiert so deren anti-proliferativen Effekt durch das Zurückhalten dieser Inhibitoren 

im Zytoplasma (Liang et al., 2002; Shin et al., 2002; Viglietto et al., 2002; Zhou et al., 2001a). 

Dadurch verhindert Akt die Inhibition der Aktivierung der Cyclin/CDK Komplexe, insbesondere von 

CyclinD1/CDK4 (Gao et al., 2004). Akt erhöht die Proteinsynthese, etwa durch die erhöhte 

Phosphorylierung von mTOR. Aktiviertes mTOR fördert die Translation von CyclinD1 mRNA (Muise-

Helmericks et al., 1998). Die P70 ribosomale Protein S6 Kinase (P70S6K1) wird durch mTOR 

aktiviert, während mTor das eukaryotische Initiationsfaktor 4E Bindeprotein (4EBP1) inhibiert 

(Inoki et al., 2002; Tee et al., 2002). Beide Proteine agieren als Regulatoren der Translation (Inoki 

et al., 2002; Potter et al., 2002). Zusätzlich inhibiert aktivierte P70S6K1 die G1-

Zellzyklusprogression (Gao et al., 2004). TSC2 wird ebenso durch Akt phosphoryliert und fördert so 

das Wachstum. Phosphoryliertes TSC2 kann keinen Komplex mehr mit TSC1 bilden, der P70S6K1 

(Aktivator der Translation) inhibiert und 4E-BP (Inhibitor der Translation) aktiviert (Inoki et al., 

2002; Potter et al., 2002). 

Eine wichtige Funktion von aktivierter PI3K in der Zelle ist die Inhibition der Apoptose (Yao und 

Cooper, 1995), und Akt ist ein zentraler Faktor, der das PI3K-abhängige Zellüberleben vermittelt. 

Akt wird als anti-apoptotischer Faktor in vielen verschiedenen Zelltod-Ereignissen gesehen, wie 

oxidativem und osmotischen Stress und ischämischem Schock (Franke et al., 1997; Downward, 

1998). Die Überexpression von Akt zeigt einen anti-apoptotischen Effekt in vielen Zelltypen, was in 

der Resistenz bzw. der Verzögerung des Zelltodes resultiert (Fresno et al., 2004). Akt reguliert das 

zelluläre Überleben durch die Phosphorylierung von Substraten, die direkt oder indirekt die 

Apoptose beeinflussen. So phosphoryliert und inaktiviert Akt das pro-apoptotische Protein Bad, das 

die Freisetzung von Cytochrom-C aus den Mitochondrien kontrolliert (Datta et al., 1997; Del Peso 

et al., 1997). Akt übt auch eine indirekte Kontrolle der Apoptose aus, indem es die Regulation der 

Transkription beeinflusst. Die Phosphorylierung der „Forkhead“ Familie von Transkriptionsfaktoren 

(AFX, FKHR und FKHRL1) durch Akt inhibiert die Transkription von pro-apoptotischen Genen wie 

FasL, IGFBP und Bim (Datta et al., 1999; Nicholson und Anderson, 2002). Akt kann auch die 

IkappaB Kinase alpha (IKKα) phosphorylieren und aktivieren, was wiederum zur Phosphorylierung 

von IkappaB (IκB) führt, ein Signal für den Abbau von IκB (Ozes et al., 1999; Kane et al., 1999). 

Das führt dazu, dass NFκB (nuclear Factor kappaB) aktiviert wird, in den Zellkern transloziert und 

dort die Transkription von NFκB-abhängigen Überlebensgenen (z.B. Bcl-XL, Caspase Inhibitoren 

und c-Myb) anschaltet (Barkett und Gilmore, 1999; Lauder et al., 2001). Interessanterweise 

reguliert Akt indirekt das Tumorsuppressorprotein p53, das als Sensor für zellulären Stress agiert 
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und Stresssignale in apoptotische Signale umwandelt (Evan und Vousden, 2001). Akt 

phosphoryliert das Mdm2 Protein (murine double minute-2) und bewirkt so dessen Verlagerung in 

den Zellkern, wo es p53 destabilisiert (Mayo und Donner, 2001; Zhou et al., 2001b). Durch die 

Förderung des Abbaus von p53 stört Akt die zelluläre Stressantwort und erhöht so die Überlebens-

Aktivität der Zellen. 

 

1.4.3 Negative Regulatoren des PI3K/Akt-Signalweges 

Die negative Regulation des PI3K/Akt-Signalweges erfolgt hauptsächlich durch die Lipid- und 

Protein-Phosphatase PTEN (Phosphatase and Tensin Homologue deleted on Chromosome 10), die 

ursprünglich als ein Tumorsuppressor identifiziert wurde und häufig durch genetische und 

somatische Mutationen in menschlichen Krebsarten verändert ist (Myers und Tonks, 1997; Cantley 

und Neel, 1999). Das Haupt-Lipid-Substrat von PTEN ist PIP3, das ein Produkt der PI3K ist. PTEN 

reduziert die Menge an PIP3, indem es dieses durch Dephosphorylierung am Inositol wieder in PIP2 

überführt (Maehama und Dixon, 1998) (Abb.1.8). Da PTEN so der Aktivierung von Akt 

entgegenwirkt, führt eine inaktivierende Mutation oder der Verlust von PTEN zu erhöhten PIP3 

Konzentrationen in der Zelle, was eine erhöhte Proliferation und Resistenz gegenüber Apoptose zur 

Folge hat. Die Abwesenheit von PTEN korreliert stark mit der Aktivierung von Akt in Krebszellen. 

Tatsächlich zeigen viele Arbeiten, dass eine gestörte Expression und Funktion von PTEN in 

humanen Krebszelllinien und Primärtumoren vorliegt (Myers und Tonks, 1997; Cantley und Neel, 

1999; Eng, 2003; Wu et al., 2003; Munoz et al., 2004; Karoui et al., 2004; Nassif et al., 2004). 

Der Verlust der PTEN Aktivität führt zu einer permanenten Aktivierung des PI3K/Akt-Signalweges. 

Akt wird auch durch SHIP (SH2-containing Inositol Phosphatase) und CTMP (Carboxy Terminal 

Modulation Protein) negativ reguliert. SHIP ist eine Phosphatase, die PIP3 an einer anderen Stelle 

dephosphoryliert als PTEN, und so auch die intrazellulären Konzentrationen von Akt-aktivierenden 

Phosphoinositiden reguliert (Taylor et al., 2000; Leslie et al., 2001). Es gibt allerdings keine 

Hinweise, dass der Verlust von SHIP in humanen Tumoren auftritt, und die Wichtigkeit der 

PI3K/Akt Regulierung durch SHIP in vivo ist noch unklar. CTMP ist ein unlängst entdecktes Protein, 

das an Akt binden kann. Maira und Mitarbeiter zeigten, dass CTMP spezifisch an die karboxy-

terminale regulatorische Domäne von Akt an der Plasmamembran bindet und die Aktivität von Akt 

durch die Inhibition der Phosphorylierung am Ser473 und Thr308 in vitro bewirkt (Maira et al., 

2001). Bis jetzt gibt es noch keine Befunde darüber, ob Veränderungen von CTMP in humanen 

Tumoren vorhanden sind. 

 

1.4.4 PI3K/Akt-Kaskade und die Entstehung von Krebs 

Wie bereits beschrieben, wird die PI3K/Akt-Kaskade durch die Liganden-abhängige Aktivierung von 

Rezeptor-Tyrosin-Kinasen oder G-Protein gekoppelten Rezeptoren aktiviert. Diese 

Zelloberflächenrezeptoren sind in einer großen Zahl von humanen Tumoren überexprimiert oder 

konstitutiv aktiv, was dazu führt, dass die Signalwege, die über diese Rezeptoren gesteuert 

werden, aktiviert werden. Das am besten untersuchte Beispiel hierfür ist der Tyrosinkinase 



Einleitung 

31 

Rezeptor ErbB2, der durch Genamplifikation in Brustkrebs und anderen Krebsarten überexprimiert 

wird (Blume-Jensen und Hunter, 2001). ErbB2 dimerisiert mit anderen Mitgliedern der ErbB-

Familie. Heterodimere, die ErbB2 enthalten, sind potentielle Aktivatoren für viele Signalwege, die 

an Zellwachstum, Apoptose-Hemmung und Invasion beteiligt sind (Olayioye et al., 2000). Zhou 

und Mitarbeiter konnten zeigen, dass ErbB2-ErbB3 Dimere den PI3K/Akt-Signalweg in Tumorzellen 

stark aktivieren (Zhou et al., 2000). Eine Aktivierung von Akt kann auch durch onkogenes Ras 

erfolgen. 

Bis jetzt wurden keine Mutationen von Akt in humanen Tumoren identifiziert. Aber es wurden 

Genmutationen von PIK3CA, das die katalytische Untereinheit P110 von PI3K kodiert, in Kolon-, 

Magen-, Brust- und Lungenkrebs beschrieben (Samuels et al., 2004). Zusätzlich zeigten mehrere 

Studien eine Genamplifkation von PIK3C in Eierstockkrebs (Shayasteh et al, 1999), 

Gebärmutterhalskrebs (Ma et al., 2000) und Magenkrebs (Byun et al., 2003). 

Es gibt dagegen Hinweise für eine Genamplifikation von Akt. Als erstes identifizierte Staal die 

Amplifikation des Akt1 Gens in einzelnen Magenkarzinomen (Staal, 1987). Eine Akt2 

Genamplifkation wurde in Eierstock-, Pankreas-, Magen- und Brusttumoren gefunden (Bellacosa et 

al., 1995; Cheng et al., 1996). Die Überexpression von Akt3 mRNA konnte in Brust- und 

Prostatakrebs nachgewiesen werden (Nakatani et al., 1999). Des Weiteren findet man Mutationen 

von PTEN in primären Tumoren der Schilddrüse, der Brust, des Kolons, der Prostata, des Uterus 

und des zentralen Nervenystems (Ittmann, 1998; Garcia et al., 1999; Wang et al., 2000; Frisk et 

al., 2002; An et al., 2004; Nassif et al., 2004; Saito et al., 2004). Außerdem zeigten Goel und 

Mitarbeiter eine häufige Inaktivierung von PTEN durch die Hypermethylierung des Promotors in 

kolorektalen Tumoren (Goel et al., 2004). Alle diese Studien weisen darauf hin, dass die 

Aktivierung von Akt durch PI3K mit der Entstehung von Krebs assoziiert ist. 

Aktivierte Akt wurde in humanen Tumoren in vivo detektiert. Es wurde auch von einer 

Überexpression von Akt-Isoformen in Brust-, Kolon-, Eierstock-, Pankreas und Prostatakrebs 

berichtet (Kandel und Hay, 1999; Roy et al., 2002; Vivanco und Sawyers, 2002; Altomare et al., 

2003). Interessanterweise korreliert aktive Akt mit einer schlechten Prognose in vielen Krebsarten 

(Lee et al., 2001; Ermoian et al., 2002; Perez-Tenorio und Staal, 2002; Nam et al., 2003; 

Yamamoto et al., 2004). Des Weiteren fördert die Aktivierung von Akt die Resistenz gegenüber 

Chemotherapie und Bestrahlung (Brognard et al., 2001; Clark et al., 2002; Tanno et al., 2004). 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die Inhibition des PI3K/Akt-Signalweges einen 

möglichen therapeutischen Wert hat. Die zwei Substanzen Wortmannin und LY294002 wurden 

bereits als Inhibitoren des PI3K/Akt-Signalweges in klinischen Studien untersucht. 

 

1.4.5 Mausmodelle für den PI3K/Akt-Signalweg 

Die gezielte Deletion von PTEN in Mäusen rekapituliert viele der Folgen eines Verlustes von PTEN in 

menschlichen Tumoren. Mäuse, die heterozygot für das PTEN Knockout-Allel sind, entwickeln 

Tumore im Lymph-, Schilddrüsen-, Brust- und Prostatagewebe (Di Cristofano et al., 1998). Eine 

gewebespezifische Deletion von PTEN in T-Zellen verursacht aggressive Lymphome, und im 

Brustdrüsengewebe führt die Deletion von PTEN zu Brustkrebs (Kishimoto et al., 2003). Die Folgen 
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von Veränderungen in anderen Komponenten dieses Signalweges wurden ebenfalls in Mäusen 

untersucht. So entwickeln Mäuse mit einer heterozygoten Gen-Deletion für TSC2 Adenome in der 

Niere und in der Lunge, analog zu den Beobachtungen bei menschlichen TSC2-Erkrankungen (Onda 

et al., 1999). Weiterhin führt die transgene Expression von aktivierter Akt in der murinen Prostata 

zu intraepithelialen Neoplasien (Majumder et al., 2003). Mausmodelle können auch dazu verwendet 

werden, um die Kooperation von verschiedenen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen zu 

untersuchen. So konnte gezeigt werden, dass die Koexpression von aktiviertem Ras und Akt in 

aggressiven Glioblastomen resultiert, während die Aktivierung von Akt oder Ras allein nicht für die 

Initiation von Tumoren ausreicht (Holland et al., 2000). Mäuse, die heterozygote Gen-Deletionen 

für PTEN und gleichzeitig für den P27Kip1-Lokus tragen, entwickeln Prostatakrebs mit 100% 

Inzidenz. Diese Mausmodelle wurden erfolgreich eingesetzt, um zu zeigen, dass der PI3K-Inhibitor 

LY294002 und der mTOR-Inhibitor CCI-779 in vivo effektiv das Tumorwachstum reduzieren (Di 

Cristofano et al., 2001). Weiterhin zeigten He und Mitarbeiter erst kürzlich, dass eine Deletion von 

PTEN zur Bildung von intestinalen Polypen führt. PTEN ist an der Regulation der Proliferationsrate 

und Zahl der intestinalen Stammzellen beteiligt; es kommt bei einem Verlust von PTEN zur 

Vermehrung dieser Zellen, was die Spaltung und Neubildung von Krypten zur Folge hat. Außerdem 

zeigt diese Arbeit, dass der PTEN/Akt-Signalweg die Aktivierung der Stammzellen durch die 

Kontrolle von nukleärem β-Catenin reguliert: Akt phosphoryliert β-Catenin am Serin522, was zu 

Aktivierung des Wnt-Signalweges führt (He et al., 2007). 

Allerdings standen bislang keine darmepithel-spezifischen Mausmodelle für Akt zur Verfügung. Um 

die Rolle von aktivierter Akt bei der Tumorgenese im Darmtrakt zu untersuchen, sollte daher in 

dieser Arbeit ein gewebsspezifisches und induzierbares Mausmodell generiert und analysiert 

werden. 
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2 MATERIAL UND METHODEN 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Acrylamidlösung (30% Acrylamid; 0,8%  Biorad, München 

N,N` Methylbisacrylamid) 

Agarose      Invitrogen, Leek, NL 

Allprep Mini Kit      Qiagen, Hilden 

Ammoniumchlorid     Merck, Darmstadt 

Antibiotic/Antimycotic     Invitrogen, Karlsruhe 

APS (Ammoniumperoxidsulfat)    Sigma-Aldrich, Stammheim 

ß-Glycerophosphat     Sigma-Aldrich, Stammheim 

ß-Mercaptoethanol     Merck, Darmstadt 

Benzamidin      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Bromphenolblau     Merck, Darmstadt 

BSA (Rinderserumalbumin)    Sigma-Aldrich, Stammheim 

Chloroform      Merck, Darmstadt 

Collagenase      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Diethylether      Merck, Darmstadt 

Diethylpyrocarbonat (DEPC)    Sigma-Aldrich, Stammheim 

Dispase       Roche, Mannheim 

DMEM Medium      Invitrogen, Karlsruhe 

DMSO (Dimethylsulfoxid)    Merck, Darmstadt 

Desoxynukleotide     Fermentas, St. Leon-Rot 

ECL Reagenz      Pierce, Bonn 

EGF       Sigma-Aldrich, Stammheim 

Envision+® System-HRP    Dako, Carpinteria, USA 

Eosin Y       Sigma-Aldrich, Stammheim 

Essigsäure      Roth, Karlsruhe 

Ethanol       Merck, Darmstadt 

Ethidiumbromid     Roth, Karlsruhe 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)   Roth, Karlsruhe 

Formaldehyd      Roth, Karlsruhe 

Fötales Kälberserum (FKS)    Biochrom, Berlin 

GeneRulerTM 100bp DNA Marker   Fermentas, St. Leon-Rot 

Gentamycin      Invitrogen, Karlsruhe 

Glutamin      Invitrogen, Karlsruhe 

Glycerin      Roth, Karlsruhe 
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Glycerin Gelatine     Sigma-Aldrich, Stammheim 

Glycin       Roth, Karlsruhe 

Hämatoxylin      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Hepes       Biochrom, Berlin 

Insulin       Novo Nordisk, Dänemark 

Isofluran      Abbott, Wiesbaden 

Kaliumchlorid      Roth, Karlsruhe 

Kaliumhexacyanoferrat(II)    Fluka, Buchs, Schweiz 

Kaliumhexacyanoferrat(III)    Fluka, Buchs, Schweiz 

Magnesiumchlorid     Sigma-Aldrich, Stammheim 

Maisöl       Sigma-Aldrich, Stammheim 

Methanol      Merck, Darmstadt 

Methylenblau      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Milchpulver      Roth, Karlsruhe 

Natriumacetat      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Natriumcitrat      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Natriumchlorid      Roth, Karlsruhe 

Natriumdeoxycholat     Sigma-Aldrich, Stammheim 

Natriumfluorid      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Natriumorthovanadat     Sigma-Aldrich, Stammheim 

NP-40 (Igepal)      MP Biomedicals, Eschwege 

Natronlauge      Roth, Karlsruhe 

Orange G      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Oligo-dT Primer     Fermentas, St. Leon-Rot 

Paraformaldehyd     Sigma-Aldrich, Stammheim 

Pefablock      Roche, Mannheim 

Penicillin/Streptomycin     Invitrogen, Karlsruhe 

Pepstatin A      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Phenol:Chloroform:Isoamylalkohol   Sigma-Aldrich, Stammheim 

Phosphate buffered saline (PBS)   Biochrom, Berlin 

Phenylmethylsulfonylfluorid    Sigma-Aldrich, Stammheim 

Ponceau S      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Protease Inhibitor Cocktail Mini    Roche, Mannheim 

Proteinase K      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Random Primer      Fermentas, St. Leon-Rot 

Reverse Transkriptase     Fermentas, St. Leon-Rot 

RNase Inhibitor      Fermentas, St. Leon-Rot 

RNeasy Mini Kit      Qiagen, Hilden 

Saccharose      Roth, Karlsruhe 

Salzsäure      Roth, Karlsruhe 

SDS (Natriumdodecylsulfat)    Roth, Karlsruhe 

Sepharose (Protein A und G)    Sigma-Aldrich, Stammheim 
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Sybr Green PCR Master Mix    Eurogentec, Belgien 

Tamoxifen      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Taq DNA Polymerase     Fermentas, St. Leon-Rot 

TissueTek      Sakura, Zoeterwoude, NL 

Trireagenz      Sigma-Aldrich, Stammheim 

Tris       Roth, Karlsruhe 

Trypsin/EDTA (10x)     Biochrom, Berlin 

Triton-X-100      Roth, Karlsruhe 

TEMED       Biorad, München 

Tween 20      Merck, Darmstadt 

Wasserstoffperoxid     Merck, Darmstadt 

X-Gal       Fermentas, St. Leon-Rot 

Xylol       Hedinger, Stuttgart 

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

3MM Whatman Filterpapier    Schleicher & Schuell, Dassel 

Cryomold      Miles, Elkhart, USA 

Gel Purification Kit     Qiagen, Hilden 

Hyperfilm (Röntgenfilme)    Amersham, Braunschweig 

Kanülen      B. Braun, Melsungen 

PCR Purification Kit     Qiagen, Hilden 

Plastikwaren      Falcon, Heidelberg 

Nunc, Naperville, USA 

Corning, New York, USA 

Parafilm M  American National CanTM, Chicago, USA 

Sterilfilter      Satorius, Göttingen 

 

2.1.3 Geräte 

Cs137 Bestrahlungsgerät Buchler, Braunschweig 

7300 Real Time PCR System Applied Biosystems, Foster City, USA 

Brutschränke      Heraeus, Hanau 

Kryostat      Leica, Wetzlar 

Dounce Homogenisator     Wheaton, Mellville, USA 

Elektrophoresekammer für Agarosegele  Fischer Scientific, Ulm 

Elektrophoresekammer für Polyacrylamidgele  Biometra, Göttingen 

GeneAmp PCR-System 7900    Applied Biosystems, Foster City, USA 

Gel Doc XR System     Bio Rad, München 

Heizblock      Kleinfeld, Gehrden 

Mikroskope (Stemi 2000-C, Axiovert 200M, Axiolab) Zeiss, Jena 
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NanoDrop      Nanodrop Techn., Montchanin, USA 

pH-Meter      Inolab pH Level 1, WTW, Weilheim 

Proteintransfer Transblot SD    Biorad, München 

Reinstwasseranlage     Millipore, Eschborn 

Rotationsrad Mixing Rotor    Renner, Darmstadt 

Rührer Monotherm     Vaiomag, Oberschleißheim 

Schüttler      Memmert, Schwabach 

Sterilbank      Kendro Laboratory Products, München 

Stromquellen Power Pack P25    Biometra, Göttingen 

T3 Thermocycler     Biometra, Göttingen 

Vortexer      Scientific Industries, New York, USA 

Waagen      Sartorius, Göttingen 

Wasserbäder      Memmert, Schwabach 

Zentrifugen      Heraeus, Hanau 

 

2.1.4 Puffer, Lösungen und Medien 

AFA-Fixierungspuffer 

• 75% Ethanol 

• 20% Formaldehyd 

•   5% Essigsäure 

 

10% Ammoniumperoxidsulfat (APS) 

• 1 g Ammoniumperoxidsulfat 

• 10 ml H2Odd 

 

CLB-Puffer 

• 10 mM Hepes 

• 10 mM NaCl 

• 5 mM NaHCO3 

• 1 mM CaCl2 

• 0,5 mM MgCl2 

• 5 mM EDTA 

• Protease Inhibitor Cocktail 

• Pefablock 

 

DEPC H2O 

• 0,1% DEPC in H2Odd 

• 12-24 h rühren 

• autoklavieren 
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Digestion-Medium 

• 25 ml DMEM 

• 125 µl FKS 

• 250 µl Penicillin/Streptomycin 

• 250 µl Glutamin 

• 250 µl Gentamycin 

• 250 µl Antibiotic/Antimycotic 

• 62,5 µl Insulin 

• 5 µl EGF (50 µg/ml) 

• 1 mg Dispase 

• 2 mg Collagenase 

 

DNA-Auftragspuffer (6x) 

• 1 ml 10x TAE 

• 1 ml Orange G (10 mg/ml) 

• 5 ml Glycerin 

• 3 ml H2Odd 

 

Main-Culture-Medium 

• 40 ml DMEM 

• 10 ml FKS 

• 500 µl Penicillin/Streptomycin 

• 500 µl Glutamin 

• 500 µl Gentamycin 

• 500 µl Antibiotic/Antimycotic 

• 125 µl Insulin 

• 10 µl EGF (50 µg/ml) 

 

Methylenblau-Färbelösung 

• 0,2% Methylenblau 

• mit PBS ansetzen 

 

Mouse-Tail-Lysis Puffer 

• 0,1 M NaCl 

• 50 mM Tris/HCl, pH 7,5 

• 0,5% SDS 

• 5 mM EDTA 

• mit H2Odd ansetzen 

 

200 mM Natriumorthovanadat 

• 370 mg Natriumorthovanadat 

• 10 ml H2Odd 
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• pH 10 einstellen 

• um das Natriumorthovanadat zu hydratisieren, die Lösung kochen bis die Farbe von gelb 

nach farblos umschlägt 

• auf RT abkühlen lassen, pH 10 nachjustieren 

• wiederholen, bis die Lösung farblos und der pH 10 stabil bleibt 

 

Ponceau-Färbelösung 

• 0,2% Ponceau S 

• 5% Essigsäure 

• mit H2Odd ansetzen 

 

RIPA-Puffer 

• 50 mM Tris/HCl, pH 7,4 

• 150 mM NaCl 

• 1 mM EDTA 

• 1% NP-40 

• 0,25% Natriumdeoxycholat 

• mit H2Odd ansetzen 

• pH auf 7,4 einstellen 

• vor jeder Anwendung frisch dazu gegeben: 

� 20x Protease Inhibitor Cocktail 

� 100 mM Pefablock (AEBSF) 

� 20% SDS 

� 200 mM Na3VO4 

� 100 mM NaF 

� 100 mM ß-Glycerolphosphat 

� 100 mM PMSF 

� 100 mM Benzamidin 

� 100 mM Pepstatin 

 

3x SDS-Probenpuffer 

• 2,4 ml 1M Tris/HCl, pH 6,8 

• 3,0 ml 20% SDS 

• 3,0 ml Glycerin 

• 1,6 ml ß-Mercaptoethanol 

• 6 mg Bromphenolblau 

 

5x SDS-Laufpuffer 

• 248 mM Tris 

• 2 M Glycin 

• 17 mM SDS 

• mit H2Odd ansetzen 
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50x TAE 

• 2 M Tris, pH 8 

• 0,5 M Eisessig 

• 50 mM EDTA 

 

Tamoxifen (1mg/100 µl) 

• 50 mg in 500 µl Ethanol lösen 

• mit Maisöl auf 4 ml auffüllen 

• gut mischen 

 

1x TBST 

• 20 mM Tris/HCl, pH 7,6 

• 140 mM NaCl 

• 0,1% Tween 20 

 

Tissue-Collection-Medium 

• 50 ml DMEM 

• 1,25 ml FKS 

• 500 µl Penicillin/Streptomycin 

• 500 µl Glutamin 

• 500 µl Gentamycin 

• 500 µl Antibiotic/Antimycotic 

 

Transfer-Puffer (Transblot) 

• 48 mM Tris/HCl, pH 7,5 

• 39 mM Glycin 

• 20% Methanol 

• mit H2Odd ansetzen 

 

TSE-Puffer 

• 10 mM Tris/HCl, pH 7,5 

• 0,3 M Saccharose 

• 1 mM EDTA 

• 0,1% NP-40 

• mit H2Odd ansetzen 

• Protease Inhibitor Cocktail 

• Pefablock 

 

Waschmedium 

• 50 ml DMEM 

• 2,5 ml FKS 

• 500 µl Glutamin 
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X-Gal Fixierungspuffer 

• 1% PFA 

• 0,2% Glutaraldehyd 

• 0,02% NP-40 

• mit PBS ansetzen 

 

X-Gal Färbepuffer 

• 10 mM K3Fe(CN)6 

• 10 mM K4Fe(CN)6 

• 0,1% Triton X-100 

• 2 mM MgCl2 

• 1,5 mg X-Gal  

• mit PBS ansetzen 

 

2.1.5 Versuchstiere 

Alle Mäuse wurden im optimierten Hygienebereich (OHB) des Zentrums für Präklinische Forschung 

am Klinikum rechts der Isar der Technischen Universität München gezüchtet und gehalten. Alle 

Mausstämme haben einen C57BL/6 Hintergrund. 

 

Mausstamm Eigenschaft Herkunft 

C57BL/6 Wildtyp Charles River, Wilmington, USA 

Ras 

(KrasV12G) 

Transgen, onkogenes KrasV12G unter der 

Kontrolle des murinen Villin-Promotors 

(Expression im Darmepithel) 

Institut Curie, Paris, Frankreich 

Apc 

(Apc1638N) 

Knock-in im Tumorsupressorgen Apc, 

Allel Apc1638N 
LUMC, Leiden, Niederlande 

Cre 

(pVillinCre) 

Transgen, Rekombinase Cre unter der 

Kontrolle des murinen Villin-Promotors 

(Expression im Darmepithel) 

Institut Curie, Paris, Frankreich 

Akt 

(tmaAkt/Z) 

Transgen, aktivierte Form der Kinase 

Akt, mit gefloxter Stop-Kassette 
Universität Texas, Dallas, USA 

DN-Bcat 

(A33DN-Bcat) 

Beta-Catenin Knock-in im A33-Lokus 

(Beta-Catenin mit FLAG-Tag und N-

terminaler Deletion, Expression im 

Darmepithel) 

Ludwig Institut Melbourne, Australien 

Neo 

(A33Neo) 

Neomycin-Resistenz Kassette im  

A33-Lokus (Expression im Darmepithel) 
Ludwig Institut Melbourne, Australien 
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2.1.6 Antikörper 

2.1.6.1 Antikörper für Immunoblot 

Erstantikörper Herkunft Verdünnung Verwendeter Puffer Referenz 

Alpha-Tubulin Maus 1:1000 5% Magermilch/TBST Calbiochem 

Akt Kaninchen 1:1000 5% BSA/TBST Cell Signaling 

Bax Kaninchen 1:1000 5% Magermilch/TBST BD 

Bcl2 Kaninchen 1:1000 5% Magermilch/TBST BD 

Bclx Kaninchen 1:1000 5% Magermilch/TBST BD 

Beta-Catenin Maus 1:4000 5% Magermilch/TBST BD 

Caspase 3 Kaninchen 1:2000 5% Magermilch/TBST Cell Signaling 

Cleaved Caspase 3 Kaninchen 1:2000 5% Magermilch/TBST Cell Signaling 

Cryptidin Schaf 1:4000 5% Magermilch/TBST A. Ouellette 

E-Cadherin Ratte 1:1000 5% Magermilch/TBST Calbiochem 

Flag-Tag Kaninchen 1:500 5% Magermilch/TBST Dianova 

HA-Tag Maus 1:1000 5% Magermilch/TBST Cell Signaling 

Lamin Kaninchen 1:1000 5% Magermilch/TBST Cell Signaling 

MMP7 Kaninchen 1:5000 5% Magermilch/TBST Calbiochem 

p70 S6 Kinase Kaninchen 1:1000 5% BSA/TBST Cell Signaling 

P-Akt (Ser 473) Kaninchen 1:1000 5% BSA/TBST Cell Signaling 

P-p70 S6 Kinase Kaninchen 1:1000 5% BSA/TBST Cell Signaling 

Zweitantikörper     

Maus-HRP Ziege 1:4000 - Dianova 

Kaninchen-HRP Ziege 1:2000 - Dianova 

Ratte-HRP Ziege 1:1000 - Dianova 

Schaf-HRP Esel 1:2000 - Dianova 

 

2.1.6.2 Antikörper für Immunpräzipitation 

Antikörper Herkunft (Spezies) Menge Sepharose Referenz 

Beta-Catenin Maus (IgG1) 2 µg Protein G BD 

E-Cadherin Ratte (IgG2a) 2 µg Protein G Calbiochem 

Flag-Tag Kaninchen 2 µg Protein A Dianova 

 

2.1.6.3 Reagenzien für Immunfluoreszenz 

Reagenz Herkunft (Spezies) Verdünnung Fixierung Referenz 

Beta-Catenin Maus 1:300 PFA, aufkochen BD 
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Cox2 Kaninchen 1:100 PFA Santa Cruz 

CD31 (PECAM) Ratte 1:2 Methanol Sigma 

Dapi - 1:1000 PFA/Methanol Sigma 

Ki67 Kaninchen 1:300 PFA Dako 

Lysozym Kaninchen 1:200 PFA Dako 

Tenascin-C, -W Kaninchen 1:200 PFA G. Orend, Basel 

TRITC-Phalloidin - 1:350 PFA/Methanol Sigma 

TRITC-UEA - 1:2000 PFA Sigma 

VWF Kaninchen 1:100 PFA Chemicon 

Zweitantikörper     

Maus-Cy3 Ziege 1:300 - Dianova 

Maus-A488 Ziege 1:300 - Dianova 

Kaninchen-Cy3 Ziege 1:300 - Dianova 

Kaninchen-A488 Ziege 1:300 - Dianova 

Ratte-Cy3 Ziege 1:200 - Dianova 

 

2.1.6.4 Antikörper für Immunhistochemie 

Erstantikörper Herkunft (Spezies) Verdünnung Referenz 

Osteopontin Kaninchen 1:20 RD 

 

2.1.7 Primer 

Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion (München) synthetisiert. 

Alle Primer sind in 5’ -> 3’ Richtung angegeben. Die Größe des PCR-Produktes steht in Klammern. 

wt = Wildtyp Allel, mut = mutiertes Allel. 

 

2.1.7.1 Primer für die Genotypisierung 

Bcat (600 bp (wt), 663 bp (mut)) 

• A33wt 5353:  ACT GAG GTC CTG CCT TTG TC 

• A33wt 5354:  AGG AAG GGT CCT TTC AGT GG 

• A33mut 4937:  AAC ACG ATG ATA AGC TTG CC 

• A33mut 4939:  TCT CAT AAG TGT AGG TCC TC 

 

Akt (900 bp) 

• AKT TS392:  GAC ACC AGA CCA ACT GGT ATT GG 

• AKT TS393:  GCA TCG AGC TGG GTA ATA AGC G 
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Cre (200 bp) 

• Cre 198 as:  CGC GAA CAT CTT CAG  GTT CT 

• 2kb seq:   CAA GCC TGG CTC GAC GGC C 

 

Apc (200 bp (wt), 400 bp (mut)) 

• APC-A2:   TCA GCC ATG CCA ACA AAG TCA 

• APC-C2:   GGA AAA GTT TAT AGG TGT CCC TTC T 

• APC-PN3:  GCC AGC TCA TTC CTC CAC TC 

 

Ras (400 bp) 

• Ras 340 as:  CTA GGA CCA TAG GTA CAT CCT C 

• 2kb seq:   CAA GCC TGG CTC GAC GGC C 

 

2.1.7.2 Primer für die RT-PCR 

Beta-Aktin (100 bp) 

• ß-aktin/for:  AGC CAG GTC CAG ACG CAG G 

• ß-aktin/rev:  ACC CAC ACT GTG CCC ATC TAC 

 

Beta-Catenin (227 bp) 

• Bcat/for:   GCT GAC CTG ATG GAG TTG GA 

• Bcat/rev:  GCT ACT TGC TCT TGC GTG AA 

 

CD44 (164 bp) 

• CD44/for:  GTC TGC ATC GCG GTC AAT AG 

• CD44/rev:  GGT CTC TGA TGG TTC CTT GTT C 

 

C-myc (84 bp) 

• C-myc/for:  TAG TGC TGC ATG AGG AGA CA 

• C-myc/rev:  GGT TTG CCT CTT CTC CAC AG 

 

Cox2 (274 bp) 

• Cox2/for:  ACA CAC TCT ATC ACT GGC ACC 

• Cox2/rev:  TTC AGG GAG AAG CGT TTG C 

 

Cryptdin1 (198 bp) 

• Crypt1/for:  AAG AGA CTA AAA CTG AGG AGC AGC 

• Crypt1/rev:  CGA CAG CAG AGC GTG TA 

 

CyclinD1 (97 bp) 

• CyclinD1/for:  GCA CAA CGC ACT TTC TTT CCA 
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• CyclinD1/rev:  CGC AGG CTT GAC TCC AGA AG 

 

DN-Beta-Catenin (102 bp) 

• DN-Bcat/for:  GGA TTA CAA AGA CGA TGA TGA CAA GTT G 

• DN-Bcat/rev:  GTC AGC TCA GGA ATT GCA CGT G 

 

Hes1 (295 bp) 

• Hes1/for:  ACA CCG GAC AAA CCA AAG AC 

• Hes1/rev:  GTC ACC TCG TTC ATG CAC TC 

 

Math1 (322 bp) 

• Math1/for:  GAC CAC CAT CAC CTT CGC ACC G 

• Math1/rev:  AAC TCT CCG TCA CTT CTG TGG 

 

MMP7 (160 bp) 

• MMP7/for:  GAG ATG TGA GCG CAC ATC AGT G 

• MMP7/rev:  GAT GTA GGG GGA GAG TTT TCC AGT 

 

Osteopontin (102 bp) 

• Osteopontin/for:  GAG ACC GTC ACT GCT AGT ACA CA 

• Osteopontin/rev:  GAC TCC TTA GAC TCA CCG CTC TT 

 

2.1.7.3 Primer für die LOH-PCR und Sequenzierung 

p53 

• D11 Mit 4-1:  CAG TGG GTC ATC AGT ACA GCA 

• D11 Mit 4-2:  AAG CCA GCC CAG TCT TCA TA 

• D11 Mit 30-1:  GCT GCT GAA CAA GTA GGG TC 

• D11 Mit 30-2:  CCG TCA TTG CTA AAG GGA AG 

 

Apc 

• D8 Mit 17-1:  TCA GGC AGA TTC CAA GCA G 

• D8 Mit 17-2:  CTG TGG GTA GCC CAA GTC AT 

 

Kras (123 bp) 

• Kras/for:   GCC TGC TGA AAA TGA CTG AG 

• Kras/rev:  CCT CTA TCG TAG GGT CGT AC 

 

Nras (118 bp) 

• Nras/for:   GAC TGA GTA CAA ACT GGT GG 

• Nras/rev:  GGT AAG AAT CCT CTA TGG TG 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden 

2.2.1.1 Isolierung von DNA für die Genotypisierung 

Die Mausschwanzproben wurden über Nacht in 500 µl „Mouse-Tail-Lysis“-Puffer (2.1.4) und 7,5 µl 

Proteinase K (10 mg/ml) bei 56°C verdaut. Anschließend wurde die DNA mit 500 µl Isopropanol 

gefällt. Nach 10 min Inkubation bei RT wurden die Proben für 30 min bei 14.000 rpm zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und das Pellet zweimal mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die DNA 

wurde in 400 µl H2Odd gelöst und bei 4°C gelagert. 

 

2.2.1.2 Isolierung von RNA 

Für die Arbeiten mit RNA wurden ausschließlich RNase-freie Lösungen, Pipettenspitzen und Geräte 

verwendet. Die Geräte wurden vor Gebrauch mit einer 3%igen H2O2-Lösung, oder mit einer 1N 

NaOH-Lösung behandelt, um eventuell vorhandene RNasen zu denaturieren. Die RNA wurde 

kurzfristig bei -20°C oder langfristig bei -80°C gelagert. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte 

durch die Messung mit einem Photometer (Nanodrop Techn., Montchanin, USA). 

Für die Isolierung von RNA wurden in flüssigem Stickstoff schockgefrorene und bei -80°C gelagerte 

Gewebeproben verwendet. Das Gewebe wurde im gefrorenen Zustand abgewogen (ca. 50-100 

mg), mit 1 ml Trireagenz (je 100 mg Probe) versetzt, und anschließend mit einem Mixgerät (Ultra 

Turrax, MTM, Anzing) homogenisiert. Nach 5-minütiger Inkubation bei RT wurde 200 µl Chloroform 

(je 100 mg Probe) zugegeben und gut homogenisiert. Zur Abtrennung der RNA wurden die Proben 

bei 14.000 rpm und 4°C für 15 min zentrifugiert. Die obere Phase wurde abgenommen und die 

RNA mit 500 µl Isopropanol (je 100 mg Probe) gefällt. Nach einer Inkubation von 10 min bei RT 

wurde erneut bei 14.000 rpm und 4°C für 15 min abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen 

und das Pellet mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die RNA wurde mit 50 µl (Probe < 70 mg) bzw. 

100 µl (Probe > 70 mg) RNase-freiem H2O versetzt und 10 min bei 56°C gelöst. 

 

2.2.1.3 Isolierung von genomischer DNA und RNA 

Für die gleichzeitige Isolierung von DNA und RNA wurde der Allprep Mini Kit von Qiagen (Hilden) 

verwendet. Dieser Kit wurde nur benutzt, wenn von dem entsprechenden Gewebe nur sehr geringe 

Mengen vorhanden waren (<30 mg). Das Gewebe wurde abgewogen und mit der vorgeschriebenen 

Menge RLT-Puffer versetzt und mit einem Handmixgerät (Xenox, Niersbach) homogenisiert. Die 

Aufreinigung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die DNA wurde mit 100 µl EB-Puffer und die 

RNA mit 30 µl RNase-freiem H2O eluiert. 
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2.2.1.4 Aufreinigung von PCR-Produkten für die Sequenzierung 

Für die Aufreinigung von PCR-Produkten wurde der PCR Purification Kit von Qiagen (Hilden) 

verwendet. Die Aufreinigung erfolgte für PCR-Proben, die nach der Amplifizierung sequenziert 

wurden. Mehrere parallele PCR-Ansätze wurden vereinigt und nach Anleitung des Herstellers über 

Qiagen-Säulen aufgereinigt. Die Sequenzierungen wurden von der Firma GATC (Konstanz) bzw. 

Medigenomix (Martinsried) durchgeführt. 

 

2.2.1.5 cDNA Synthese (Reverse Transkription) 

Die reverse Transkription dient der Umschreibung von mRNA in komplementäre DNA (cDNA). 

Dieses Verfahren beruht auf den aus der Replikation von Retroviren gewonnenen Erkenntnissen 

(Houts et al, 1979; Kotewicz et al., 1985; Gerard et al., 1986). Für die cDNA Synthese wurden 

Reagenzien der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet. Für einen 40 µl Ansatz wurden 2 µg 

RNA eingesetzt. Als Primer dienten synthetische Oligonukleotide, die sich an den poly-A-Schwanz 

der mRNA anlagern. In einem ersten Schritt wurde die mRNA mit jeweils 1 µl 10 µM Oligo-dT- und 

Random-Primern für 10 min auf 70°C erhitzt und anschließend auf Eis abgekühlt, um 

Sekundärstrukturen in der RNA aufzulösen. Nach Zugabe von 8 µl 5x Transkriptionspuffer, 2 µl 

dNTP-Mix (10 mM), 1 µl Ribonuklease Inhibitor und 1 µl Reverse Transkriptase (RevertAid H-minus 

M-Mulv) wurde die mRNA während einer einstündigen Inkubation bei 42°C in cDNA umgeschrieben. 

Die Reaktion wurde nach einer Stunde durch Denaturierung des Enzyms gestoppt, indem der 

Ansatz für fünf Minuten auf 95°C erhitzt wurde. Die so erhaltene cDNA wurde als Template für die 

RT-PCR eingesetzt. 

 

2.2.1.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR) 

Mit Hilfe der PCR (Saiki et al., 1988) können definierte DNA-Abschnitte mittels spezifischer 

Oligonukleotide, genannt Primer, amplifiziert werden. Nach Hitzedenaturierung der 

doppelsträngigen DNA erfolgt die Anlagerung (annealing) der Primer an die einzelsträngige DNA. 

Dieser kurze Doppelstrang wird durch eine spezielle hitzestabile DNA-Polymerase (Taq-Polymerase 

aus Thermus aquaticus) verlängert, wobei aus einem Doppelstrang zwei neue synthetisiert werden. 

Bei zyklischer Wiederholung von Hitzedenaturierung, Primerhybridisierung und Primerverlängerung 

kann der jeweilige DNA-Abschnitt exponentiell vervielfältigt werden. Alle verwendeten Reagenzien 

wurden von der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) bezogen. In einem 50 µl-Ansatz wurden 3 µl DNA, 

5 µl 10x Reaktionspuffer, 1,0 µl dNTPs (5 mM), 1,5 µl MgCl2 (25 mM), jeweils 25 µM Primer 

„forward“ und „reverse“ und 2,0 µl Taq-Polymerase (1:4 verdünnt) gemischt und mit H2Odd auf 50 

µl aufgefüllt. Im Allgemeinen wurde ein „Hotstart“ durchgeführt, d.h. die Taq-Polymerase wurde 

erst nach der anfänglichen Denaturiung (5 min bei 94°C) zum PCR-Ansatz gegeben. Der 

Reaktionszyklus wurde auf jedes Primerpaar abgestimmt und ist im folgenden für alle Reaktionen 

aufgeführt. Nach dem letzten Zyklus blieb das Reaktionsgemisch für 10 Minuten auf 72°C zur 
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vollständigen Verlängerung des PCR-Produktes. Anschliessend wurde auf 4°C heruntergekühlt, um 

das Reaktionsprodukt bis zur Weiterverarbeitung zu lagern. 

 

PCR Denaturierung Annealing Extension Anzahl Zyklen 

Akt1 94°C, 30 s 58°C,  30 s 72°C, 120 s 35 

Apc1 94°C, 30 s 55°C,  45 s 72°C,  45 s 35 

Beta-Aktin2 94°C, 60 s 55°C,  60 s 72°C,  60 s 30 

Cre1 94°C, 45 s 55°C,  45 s 72°C,  45 s 30 

DN-Bcat wt1 95°C, 60 s 59°C,  60 s 72°C,  60 s 35 

DN-Bcat mut1 94°C, 60 s 55°C,  60 s 72°C,  60 s 35 

Hes12 96°C, 30 s 55°C,  30 s 72°C,  40 s 35 

K-Ras3 94°C, 60 s 55°C, 120 s 72°C, 180 s 35 

LOH 94°C, 30 s 55°C,  60 s 72°C,  90 s 30 

Math12 96°C, 30 s 55°C,  30 s 72°C,  40 s 35 

N-Ras3 94°C, 60 s 55°C,  60 s 72°C,  60 s 35 

Ras1 94°C, 45 s 55°C,  45 s 72°C,  45 s 30 
 

1 = PCR für Genotypisierung, 2 = RT-PCR, 3 = PCR für Sequenzierung genomischer DNA, LOH = Programm für 

„Loss of Heterozygosity“-PCR  

 

2.2.1.7 Real-Time PCR 

Mit Hilfe der qRT-PCR (quantitative Real-Time PCR) erhält man mit Hilfe der Menge an gebildeter 

cDNA eine direkte quantitative Aussage über die im Ausgangsmaterial vorhandene Menge an 

mRNA. Zur Durchführung der qRT-PCR wurde das SYBR® Green System verwendet. Dabei handelt 

es sich um einen in die DNA interkalierenden Farbstoff. Durch dessen Bindung in die kleine Furche 

der doppelsträngigen DNA wird die emittierte Fluoreszenz bei gleicher Anregungsintensität um ein 

vielfaches verstärkt und man erhält ein Signal, dessen Intensität direkt proportional zur Zahl der 

vorhandenen Doppelstränge ist. Nach einer bestimmten Zyklenzahl wird Fluoreszenz messbar (Ct-

Wert; Ct = Threshold Cycle). Dieses Signal ist direkt proportional zur Menge an gebildeter DNA und 

steigt, wie auch die DNA-Menge, exponentiell bis zum Erreichen eines Maximums an. Korreliert 

man nun den logarithmischen Anstieg mit dem entsprechenden Zyklus und setzt dies ins Verhältnis 

zu einem ubiquitär exprimierten Kontroll-Gen, erhält man eine quantitative Aussage. In einem 30 

µl Ansatz wurden 3 µl H2Odd, je 1 µl Primer „forward“ bzw. „reverse“, 15 µl 2x Sybr-Green-

Mastermix (Eurogentec, Belgien) und 10 µl cDNA (10 ng/µl) gemischt. Ein Reaktionszyklus 

umfasste die folgenden Schritte: 50°C für 2 min, 95°C für 10 min, 95°C für 15 s und X°C für 1 

min, wo bei die letzten beiden Schritte 40-mal durchlaufen wurden (X entspricht hierbei der 

primerspezifischen „Annealing“ Temperatur, die im Folgenden aufgeführt ist). Um die Spezifität der 

Fluoreszenz zu überprüfen, wurde nach dem Lauf zusätzlich der Schmelzpunkt der PCR-Produkte 

bestimmt. Der Reaktionszyklus dieser Dissoziationsreaktion umfasste die folgenden Schritte: 95°C 

für 15 s, X°C für 20 s und 95°C für 15 s. Die Reaktionen wurden mit dem ABI Prism 7300 
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Sequence Detector (Applied Biosystem, USA) durchgeführt und mit Hilfe des Programms Sequence 

Detection Software v.1.4 (Applied Biosystem, USA) ausgewertet. 

 

Primer Annealing Temperatur 

Beta-Aktin 58-64°C 

Bcat, CD44, Cmyc, Cox2, Cyclin D1, DN-Bcat, MMP7, Osteopontin 60°C 

Cryptdin1 58°C 

 

2.2.1.8 Auftrennung von PCR-Produkten im Agarosegel 

Die PCR-Produkte wurden in 1%- bis 2%igen Agarosegelen (in TAE-Puffer, 2.1.4) aufgetrennt. Der 

Gel-Lösung wurden nach dem Aufkochen 0,1 µg/ml Ethidiumbromid zugesetzt. Die DNA wurde mit 

dem entsprechenden Volumen 6x Probenpuffer (2.1.4) gemischt und aufgetragen. Die 

elektrophoretische Auftrennung erfolgte bei 80-100 V. Als Größenstandard dienten DNA-

Molekulargewichtsmarker von Fermentas (St. Leon-Rot), entsprechend der zu erwartenden 

Produktgröße. Die DNA konnte nach Einbau des Ethidiumbromids in die Doppelhelix unter UV-Licht 

(254 nm) sichtbar gemacht und fotografiert werden (Gel Doc XR System, Bio Rad, München). 

 

2.2.1.9 Auftrennung von PCR-Produkten im Acrylamidgel 

Die Produkte der LOH-PCR (LOH: Loss of Heterozygosity) wurden auf ein 9% Acrylamidgel 

aufgetragen (Zusammensetzung: 7,3 ml H2O, 2,4 ml Acrylamid, 200 µl 1x TAE, 11 µl TEMED, 150 

µl APS). Die Auftrennung erfolgte bei 60-80 V so lange, bis der Marker 2-3x durchgelaufen war. 

Das Gel wurde anschließend mit Ethidiumbromid gefärbt und fotografiert (Gel Doc XR System, Bio 

Rad, München). 

 

 

2.2.2 Biochemische Methoden 

2.2.2.1 Herstellung von Proteinlysaten 

Alle Arbeiten wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgeführt. Das Gewebe wurde abgewogen, mit 100 µl 

(je 100 mg Gewebe) RIPA-Puffer (2.1.4), pH 7,4 lysiert und mit einem Dounce-Homogenisator 

(Wheaton, USA) aufgeschlossen. Anschließend wurde die Probe zur vollständigen Lyse für 10 min 

auf dem Rotationsrad bei 4°C inkubiert. Dann wurden nicht aufgeschlossene Zellen, Zelltrümmer 

und Zellkerne bei 14.000 rpm für 15 min abzentrifugiert. Der Überstand mit den in Lösung 

gebliebenen Proteinen wurde in 3x SDS-Puffer (2.1.4) aufgenommen, 5 min bei 95°C aufgekocht 

und bei -20°C gelagert, bzw. direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen. 
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2.2.2.2 Immunpräzipitation 

Alle Arbeiten wurden auf Eis bzw. bei 4°C durchgeführt. Protein A- bzw. G-Sepharose (50 µl je 

Probe) wurde 2x mit PBS und 2x mit RIPA-Puffer (2.1.4) gewaschen. Die entsprechenden 

Antikörper wurden zur Bindung an die Sepharose mit dieser 1 h auf dem Rotationsrad (Renner, 

Darmstadt) inkubiert. Die an Sepharose gebundenen Antikörper wurden zum Proteinlysat (400 µl) 

gegeben und für 2 h auf dem Rotationsrad inkubiert. Der Ansatz wurde kurz zentrifugiert (14.000 

rpm, 30 s) und der Überstand verworfen. Das Sepharose-Pellet wurde 3x mit RIPA-Puffer 

gewaschen und der Überstand jeweils verworfen. Die über die Antikörper an die Sepharose 

gebundenen Proteine wurden in 50 µl 1x SDS-Puffer (2.1.4) aufgenommen, 5 min bei 95°C 

aufgekocht und bei -20°C gelagert, bzw. direkt auf ein SDS-Gel aufgetragen. 

 

2.2.2.3 Zellkernfraktionierung 

Um Proteine, die sich im Zellkern, an der Membran oder im Zytoplasma befinden, voneinander zu 

trennen, wurden Gewebeproben mit 100 µl (je 100 mg Gewebe) CLB-Puffer (2.1.4) resuspendiert. 

Der CLB-Puffer ist eine hypotonische Lösung, dadurch platzen die Zellen auf, während die Zellkerne 

erhalten bleiben. Nach 5 min auf Eis wurden die Zellen mittels eines Dounce-Homogenisators 

(Wheaton, USA) aufgeschlossen (50x douncen) und zentrifugiert (5 min, 3.000 rpm, 4°C), um den 

zytosolischen Überstand vom Kernpellet zu trennen. Die Kerne wurden in 800 µl TSE-Puffer (2.1.4) 

resuspendiert und erneut mittels Homogenisator (50x douncen) aufgeschlossen, um die Kernhülle 

zu lysieren. Ein nächster Zentrifugationsschritt (5 min, 3.000 rpm, 4°C) trennt die löslichen 

nukleären Proteine vom Kernpellet. Das Pellet wurde nochmals in 800 µl TSE Puffer gewaschen und 

wie oben beschrieben zentrifugiert. Nach Verwerfen des Überstandes wurde das Pellet in 100 µl 

RIPA-Puffer (2.1.4) und 50 µl 3x SDS-Puffer (2.1.4) aufgenommen. Der zytosolische Überstand 

wurde für 15 min bei 23.000 rpm und 4°C zentrifugiert, um partikuläre Bestandteile und 

Membranen vom Zytoplasma zu trennen. 

 

2.2.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Die SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrem 

Molekulargewicht (Laemmli, 1970). Das anionische Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) zerstört 

fast alle nicht-kovalenten Wechselwirkungen in nativen Proteinen. ß-Mercaptoethanol, das im SDS-

Probenpuffer enthalten ist, reduziert Disulfidbrücken. Die negativ geladenen SDS-Moleküle lagern 

sich an die Hauptkette der Proteine an und kompensieren so Ladungsdifferenzen zwischen 

unterschiedlichen Proteinen. Die Auftrennung im Polyacrylamid erfolgt daher hauptsächlich 

aufgrund der Masse der Proteine. Um eine optimale Auftrennung der Proteine im Gel zu erhalten, 

kann die Porengröße des Gels variiert werden. Die Porengröße wird bei der Polymerisation durch 

das Verhältnis Acrylamid/Bisacrylamid bestimmt. Die in den Vorschriften angegebenen Gel-

Konzentrationen beziehen sich auf die Acrylamid-Konzentration im Gel. Im Laemmli-System 

werden die Proteinproben zunächst im Sammelgel konzentriert und wandern dann ins Trenngel ein. 
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Zunächst wurde das Trenngel gegossen und nach der Polymerisation mit dem Sammelgel 

überschichtet, in das sofort der Probenkamm eingesetzt wurde. Nachdem das Gel auspolymerisiert 

war, wurde der Kamm entfernt und die Platten in die Elektrophoresekammer eingespannt. Die 

Kammer wurde mit SDS-Laufpuffer (2.1.4) gefüllt. Die Proben wurden in 3x SDS-Probenpuffer 

(2.1.4) fünf Minuten aufgekocht, kurz abzentrifugiert und in die Taschen des Gels aufgetragen. 

Parallel wurde ein Molekulargewichtsmarker zur späteren Größenbestimmung der Proteinbanden 

aufgetragen (Page Ruler, Prestained Protein Ladder, Fermentas, St. Leon-Rot). Die Elektrophorese 

erfolgte bei 80 V (Sammelgel) bzw. 130 V (Trenngel), bis das Bromphenolblau des Probenpuffers 

die untere Grenze des Gels erreicht hatte. 

 

Lösungen Trenngel    Sammelgel 

 
8% 10% 13% 16% 5% 

H2O 3,48 ml 2,98 ml 2,23 ml 1,48 ml 1,67 ml 

30% Acrylamid / Bisacrylamid  2,00 ml 2,50 ml 3,25 ml 4,00 ml 0,50 ml 

1,5 M Tris, pH 8,8 1,86 ml 1,86 ml 1,86 ml 1,86 ml - 

0,5 M Tris, pH 6,8 - - - - 760 µl 

10% SDS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 30 µl 

10% APS 75 µl 75 µl 75 µl 75 µl 30 µl 

TEMED 10 µl 10 µl 10 µl 10 µl 3 µl 

 

2.2.2.5 Western-Blot (Immunoblot) 

Nach der Auftrennung der Proteinproben mittels SDS-PAGE wurden die Proteine nach der 

modifizierten Methode von Towbin et al. (1979) auf eine Nitrozellulosemembran 

(Schleicher&Schuell) transferiert. Dies erfolgte in einer „semi-dry“ Elektrophorese-Apparatur (Bio 

Rad, München) zwischen in Transferpuffer getränktem Whatman-Filterpapier bei 2,5 mA/cm2 

Membranfläche für 60 min. Anschließend wurde die Membran reversibel mit Ponceau S gefärbt, um 

den Transfer der Proteine zu überprüfen. Unspezifische Bindungsstellen auf der Membran wurden 

durch Inkubation in 5% Milchpulver/TBST (2.1.4) für 1h bei RT abgesättigt. 

 

2.2.2.6 Spezifischer Proteinnachweis mittels Immundetektion 

Mit der nun folgenden Immundetektion konnten die immobilisierten Proteine mit spezifischen 

Antikörpern nachgewiesen werden. Der Proteinnachweis erfolgte dabei über zwei Antikörper. Der 

primäre Antikörper bindet spezifisch das zu detektierende Protein, während der sekundäre 

Antikörper als Markierung ein kovalent gebundenes Enzym (Meerrettich-Peroxidase, HRP) trägt, 

mit dessen Hilfe ein chromatophores farbloses Substrat zu einem lichtemittierenden Stoff 

umgewandelt wird. Nach der Absättigung der unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran, 

wurde diese mehrmals mit TBST (2.1.4) gewaschen und im Anschluss mit dem primären Antikörper 

über Nacht bei 4°C (verdünnt in 5% Milchpulver bzw. BSA/TBST) inkubiert. Nach mehrmaligem 
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Waschen mit TBST wurde die Membran mit dem sekundären Antikörper für 1 h bei RT inkubiert 

und anschließend erneut mit TBST gewaschen. Die Detektion des spezifisch gebundenen 

Antikörpers erfolgte mit Hilfe des ECL-Detektionsreagenz (ECL: enhanced chemiluminescence, 

Pierce, Bonn). Dafür wurden die Detektionslösungen zu gleichen Teilen gemischt (1,5 ml pro 

Membran) und auf der Membran für 1 min inkubiert. Anschließend wurde die Membran zwischen 

eine Plastikfolie gelegt und die spezifischen Signale durch Auflegen eines Röntgenfilms (Hyperfilm, 

Amersham, Braunschweig) detektiert. 

 

 

2.2.3 Immunhistochemie und Immuncytochemie 

2.2.3.1 Kryoschnitte 

Das von der Maus entnommene Gewebe wurde in Acetatpuffer (Infusionslösung Deltajonin, 

Pfullingen) schockgefroren bzw. in TissueTek (Sakura; Niederlande) eingebettet und bei -80°C 

gelagert. Das Gewebe wurde mit einem Kryostat (Leica, Wetzler) 6-8 µm dick geschnitten und auf 

Superfrost Objektträger (Menzel, Braunschweig) übertragen. Die Kryoschnitte wurden für einige 

Stunden luftgetrocknet und entweder direkt für Färbungen verwendet oder bei –80°C gelagert. 

 

2.2.3.2 Paraffinschnitte 

Das von der Maus entnommene Gewebe wurde in Einbettkassetten (Roth, Karlsruhe) gelegt und 

zunächst in AFA-Fixierungspuffer fixiert. Das Entwässern, Einbetten in Paraffin und Ausgießen der 

Proben wurde im Pathologischen Institut des Klinikums rechts der Isar unter Routinebedingungen 

durchgeführt. Die fertigen Paraffinblöcke wurden bei Raumtemperatur gelagert. Das Gewebe wurde 

mit einem Mikrotom 2 µm dick geschnitten, auf Superfrost Objektträger (Menzel, Braunschweig) 

übertragen und bei Raumtemperatur gelagert. 

 

2.2.3.3 Hämatoxylin und Eosin Färburg (HE) 

Für die histologische Beurteilung des Gewebes wurden die Schnitte mit Hämatoxylin 

(Zellkernfärbung) und Eosin (Zytoplasmafärbung) gefärbt. Dafür wurden die Objektträger zunächst 

1 min in 4%igem Formalin fixiert und anschließend in H2Odd gewaschen. Für die Zellkernfärbung 

wurden die Schnitte für 5 min mit Hämatoxylin gefärbt und dann 5 min unter fließendem 

Leitungswasser gespült. Daraufhin folgte die 1-minütige Gegenfärbung mit Eosin. Nach kurzem 

Waschen in H2Odd wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 96%, 100% 

Ethanol) dehydriert. Zur Verdrängung des Alkohols wurden die Objektträger dann in Xylol inkubiert 

und anschließend in Eukitt (Kindler, Freiburg) eingedeckelt. Die Paraffinschnitte mussten vor der 

HE-Färbung zunächst entparaffiniert werden (Xylol, absteigende Alkoholreihe). 

 



Material und Methoden 

52 

2.2.3.4 Immunfluoreszenz 

Für die spezifische Detektion von Proteinen wurden die Gewebeschnitte mit Fluoreszenzfarbstoff- 

markierten Antikörpern gefärbt. Dafür wurde das Gewebe zunächst mit 3% PFA für 20 min bzw. 

mit eiskaltem Methanol für 10 min fixiert (abhängig vom Antikörper) und anschießend 3x mit PBS 

gewaschen. Für die Färbung mit dem Beta-Catenin Antikörper wurden die Schnitte zusätzlich für 10 

min in 10 mM Citrat-Puffer aufgekocht (Epitop-Retrieval). Um das PFA vollständig zu inaktivieren 

wurden die Proben für 20 min in 50 mM NH4Cl bei RT inkubiert (nur bei PFA Fixierung). Nach 

erneutem Waschen wurden unspezifische Bindungsstellen durch 20-minütige Blockierung mit 2% 

BSA/PBS abgesättigt. Der primäre, in 2% BSA/PBS verdünnte Antikörper wurde dann für 1 h bei RT 

auf den Schnitten inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 2% BSA/PBS erfolgte dann die 

Bindung des sekundären, fluoreszenzmarkierten Antikörpers für 1 h bei RT. Für die Färbung der 

Zellkerne wurde in diesem Schritt zusätzlich mit Dapi gefärbt. Nach einem letzten Waschschritt der 

Schnitte wurden diese mit Gelatine eingedeckelt und mit dem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 

200M, Zeiss, Jena) ausgewertet. Die Paraffinschnitte mussten vor der Immunfluoreszenzfärbung 

zunächst entparaffiniert (Xylol, absteigende Alkoholreihe) werden. 

 

2.2.3.5 Immunhistochemie 

Für die immunhistochemische Färbung von Osteopontin wurden Paraffinschnitte zunächst 

entparaffiniert (3x 5 min Xylol, 2x 10 min 100% Ethanol, 1x 10 min 96% Ethanol, 1x 5 min 70% 

Ethanol). Dann wurden die Schnitte 2x 5 min mit ddH2O gewaschen und für 20 min 3% H2O2 

inkubiert. Nach erneuten Waschschritten (3x 5 min Leitungswasser, 2x 5 min ddH2O, 1x 5 min 

PBS) wurden die Schnitte für 20 min bei RT mit 5% Rattenserum geblockt und anschließend über 

Nacht bei 4°C mit dem primären Anitkörper inkubiert (Osteopontin 1:20). Am folgenden Tag folgte 

nach 3x 5 min Waschen mit PBS die Inkubation mit dem sekundären Antikörper (anti-Maus-HRP) 

für 30 min bei RT. Die Peroxidaseaktivität wurde mit dem Envision+® System-HRP (Dako, USA) 

detektiert und für eine Kernfärbung für 5 min mit Hämatoxylin gegen gefärbt. Die fertigen Schnitte 

wurden mit Gelatine eingedeckelt und mit dem Mikroskop (Axiolab, Zeiss, Jena) analysiert. 

 

2.2.3.6 Fixierung und Färbung des Mausdarms 

Zur Entnahme von Gewebe aus Mäusen wurden diese durch Genickbruch schmerzfrei getötet und 

die jeweiligen Organe nach Desinfektion des Operationsbreiches mit 70% Ethanol steril 

entnommen. Für die makroskopische Untersuchung des Darmepithels wurde der Darmtrakt 

longitudinal aufgeschnitten und mit der Innenseite nach oben auf Styropor mit Nadeln befestigt. 

Die Fixierung erfolgte über Nacht bei 4°C in AFA-Fixierungspuffer (2.1.4). Danach wurde der Darm 

für 2 min mit 0,2% Methylenblau gefärbt, um die Oberfläche des Darms kontrastreicher 

darzustellen. Nach mehrmaligem Waschen mit PBS konnte das Darmepithel unter dem Mikroskop 

(Stemi 2000-C, Zeiss, Jena) analysiert werden. 
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2.2.3.7 X-Gal Färbung 

Zum Nachweis der Expression der Beta-Galaktosidase wurde das entsprechende Gewebe für 1 h 

bei 4°C mit X-Gal-Fixierungspuffer (2.1.4) fixiert und anschließend 3x mit PBS gewaschen. Die 

enzymatische Reaktion (Beta-Galaktosidase setzt X-Gal in ein blaufarbenes Produkt um) erfolgte 

über Nacht bei 37°C in X-Gal-Färbepuffer (2.1.4). Die gefärbten Gewebe wurden danach noch 

einmal mit PBS gewaschen und mikroskopiert bzw. fotografiert. Das Gewebe wurde dann für 4 h 

bei 4°C in 1% PFA nachfixiert und in Acetatpuffer (Infusionslösung Deltajonin, Pfullingen) 

eingefroren, um anschließend Kryoschnitte von diesem Gewebe zu machen. 

 

 

2.2.4 Primärkultur 

Für das Anlegen von Primärkulturen wurde Normalgewebe (Alter der Tiere max. 4 Wochen) oder 

Tumorgewebe aus dem Darm der Maus entnommen. Das Gewebe wurde in Tissue-Collection-

Medium (2.1.4) gelegt, mit zwei sterilen Skalpellen zerkleinert und mit 5 ml Digestion-Medium 

(2.1.4) für 2-5 h (je nach Verdauungszustand) bei 37°C geschüttelt. Nach ausreichendem Verdau 

wurden die Zellen bei 400 rpm für 5 min abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet 

wurde 2x mit 5 ml Waschmedium (2.1.4) gewaschen (Zentrifugation 400 rpm, 5 min; Überstand 

verworfen) und anschließend in Main-Culture-Medium (2.1.4) aufgenommen. Die Zellen wurden auf 

mit 0,1% Gelatine/PBS vorbehandelte Deckgläser ausplattiert und für 1-2 Tage bei 37°C inkubiert. 

Für die Immunfluoreszenz Analyse der Primärkulturen wurden die Zellen zunächst mit 3% PFA für 

20 min fixiert und anschießend 3x mit PBS gewaschen. Um das PFA vollständig zu inaktivieren 

wurden die Zellen für 20 min in 50 mM NH4Cl bei RT inkubiert. Nach erneutem Waschen wurden 

unspezifische Bindungsstellen durch 20-minütige Blockierung mit 2% BSA/PBS abgesättigt. Der 

primäre, in 2% BSA/PBS verdünnte Antikörper wurde dann für 1 h bei RT auf den Deckgläsern 

inkubiert. Nach mehrmaligem Waschen mit 2% BSA/PBS erfolgte dann die Bindung des 

sekundären, fluoreszenzmarkierten Antikörpers für 1 h bei RT. Für die Färbung der Zellkerne wurde 

in diesem Schritt zusätzlich mit Dapi gefärbt. Nach einem letzten Waschschritt wurden die 

Deckgläser mit 90% Glycerin/10% PBS auf einen Objektträger übertragen und mit einem 

Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 200M, Zeiss, Jena) ausgewertet. 

 

 

2.2.5 Zellkultur 

Alle Zellkulturarbeiten wurden an Sterilbänken durchgeführt. Die Inkubation der Zellen erfolgte in 

Brutschränken bei 37°C, 7% CO2 und wasserdampfgesättigter Atmosphäre. Die Zellen wurden 

regelmäßig mit frischem Medium versorgt und spätestens bei Erreichen der Konfluenz passagiert. 

Das Auftauen, Einfrieren und Passagieren der Zellen erfolgte nach Standardprotokollen. 
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2.2.6 Tamoxifen Injektion 

Für die Aktivierung der transgenen Akt-Kinase in CreAkt-Mäusen wurde diesen 3x 5 Tage 

(dazwischen 9 Tage ohne Injektion) i.p. mit 1 mg Tamoxifen injiziert. 

 

 

2.2.7 Radioaktive Bestrahlung 

Für die Induktion von Apoptose in Mäusen wurden diese einmalig mit einer Dosis von 10 Gray 

radioaktiv bestrahlt (Cs137 Bestrahlungsgerät, Buchler, Braunschweig). Anschließend wurden die 

Mäuse analysiert oder beobachtet (Überlebenskurve). Bei Anzeichen von Morbidität wurden die 

Tiere aus ethischen Gründen geopfert. 

 

 

2.2.8 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mittels des Student's t-Test für gepaarte Daten 

(GraphPad PRISM®, Version 4.02). Alle Daten sind als Mittelwerte ± SEM aufgeführt. Unterschiede 

zwischen den Experimentalgruppen sind signifikant, wenn p<0,05, d.h. wenn die 

Irrtumswahrscheinlichkeit für die Aussage unter 5% liegt. 
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3 ERGEBNISSE 

3.1 Projekt I: Einfluss von onkogenem β-Catenin auf die Tumorentstehung 

3.1.1 A33DN-Bcat-Maus 

Die A33DN-Bcat-Maus (im Folgenden als „Bcat-Maus“ bezeichnet) exprimiert eine onkogene Form von 

β-Catenin mit einer N-terminalen Deletion von 131 Aminosäureresten. Dadurch kann das transgene 

β-Catenin nicht mehr durch GSK3β phosphoryliert und anschließend abgebaut werden. Ähnliche 

Mutationen treten in 5-10% der menschlichen Kolonkarzinome auf (Polakis, 2000). Die Bcat-Maus 

wurde von Matthias Ernst (Ludwig Institut, Melbourne) durch eine Knock-in-Strategie generiert: 

Die bizistronische RNA von amino-terminal verkürztem β-Catenin (∆N131) mit amino-terminal 

angehängtem Flag-Tag (Affinitäts-Sequenz aus acht Aminosäureresten (DYKDDDD-DK) zum 

leichteren Nachweis von Fusionsproteinen), wurde in den A33 Genlokus eingefügt. Das A33-Antigen 

ist ein Transmembranprotein, das spezifisch an der basolateralen Membran der Darmepithelzellen 

exprimiert wird (Heath et al., 1997; Johnstone et al., 2000). Ein Knock-in im A33 Genlokus erlaubt 

somit die spezifische Expression des Transgens in den Zellen des Darmepithels. Eine LoxP (LoxP: 

locus of crossing over) flankierte Neo-Kassette (Neomycin-Resistenzgen) wurde vor das Transgen 

kloniert, um die Expression des deletierten β-Catenins zu verhindern. Die Mäuse, die dieses nicht 

rekombinierte Allel tragen, wurden als A33Neo-Mäuse (Neo-Maus) bezeichnet und sollen als 

Kontrolltiere dienen. Wird die Neo-Maus mit einer Cre-Deleter-Maus gekreuzt, die eine Expression 

der Rekombinase in der Keimbahn aufweist, so wird die Neo-Kassette über die LoxP-Sequenzen 

herausgeschnitten und es kommt zur transkriptionellen Aktivierung des Transgens (Abb.3.1). Das 

Cre/loxP-System ist ein Rekombinations-System, das ursprünglich aus dem Bakteriophagen P1 

stammt, und mit den DNA-Sequenzen gezielt entfernt oder rekombiniert werden können. LoxP-

Sequenzen sind spezifische Basensequenzen der DNA, die von der Cre-Rekombinase (Cre: causes 

recombination) erkannt und geschnitten werden. Die Bcat-Maus wurde in dem hier vorliegenden 

Projekt zum ersten Mal zur Analyse der Wnt-Signaltransduktion eingesetzt, und wurde daher 

eingehend im Hinblick auf die Expression des Transgens charakterisiert (siehe folgende 

Abschnitte). 
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Abb.3.1: Knock-in Konstrukt der Bcat-Maus 

Details siehe Text. Stop: Stop-Kassette, IRES: Internal Ribosomal Entry Site, Neo: Neomycin-Resistenz-

Kassette, UTR: Untranslated Region, 1-7: Exons des A33 Gens. (A) Wildtyp-Allel. (B) Nicht rekombiniertes 

Allel: Neo-Maus. (C) Rekombiniertes Allel: Bcat-Maus. 

 

3.1.1.1 Transgenes β-Catenin wird spezifisch im Darm von Bcat-Mäusen exprimiert 

Bcat-Mäuse sind lebensfähig, haben keinen auffälligen Phänotyp, und Nachkommen entstehen in 

der normalen Mendelschen Frequenz. Um die spezifische Expression des transgenen β-Catenins (im 

Folgenden als „DN-Bcat“ bezeichnet) zu überprüfen, wurden qRT-PCR (quantitative Realtime 

Polymerase Chain Reaction) Experimente von verschiedenen Geweben aus Wildtyp- und Bcat-

Mäusen durchgeführt (Abb.3.2). DN-Bcat wurde signifikant im Darmgewebe von Bcat-Mäusen 

exprimiert, während in den Wildtyp-Tieren keine Expression detektiert werden konnte. Die 

Expression war im Kolon stärker als im Dünndarm und war gewebesspezifisch, da in der Milz, der 

Niere und der Leber kein DN-Bcat nachweisbar war (Abb.3.2A). Die Mengen an endogenem β-

Catenin waren nicht verändert, d.h. die Expression des endogenen β-Catenin wird nicht durch die 

Transkription des transgenen β-Catenins beeinflusst (Abb.3.2B). 

 

 

 

Abb.3.2: Nachweis der spezifischen Expression von DN-Bcat auf RNA-Ebene 

Bestimmung der mRNA Expression durch qRT-PCR in Jejunum (Jej), Kolon (Kol) und Leber (Leb) von Wildtyp- 

und Bcat-Mäusen (n=5). Die Expression wurde auf die durchschnittliche Expression aller Wildtyp Jejunum- bzw. 

Kolon-Proben normalisiert (1,0). Alle Proben wurden zweifach gemessen. (A) Die Expression von DN-Bcat in 

Bcat-Mäusen ist im Vergleich zum Wildtyp hochsignifikant im Jejunum (p=0,0001) und signifikant im Kolon 

(p=0,0134). DN-Bcat wird nicht in der Leber exprimiert. (B) Die Mengen an endogenem β-Catenin sind in 

Wildtyp- und Bcat-Mäusen gleich. 
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Auch auf Proteinebene konnte eine gewebsspezifische Expression des transgenen β-Catenins 

nachgewiesen werden (Abb.3.3). Endogenes β-Catenin (90 kDa) wurde in allen Mäusen gleich stark 

exprimiert. Die Expression von DN-Bcat (ca. 70 kDa) war abhängig von der Gendosis; in 

homozygoten Bcat-Mäusen wurde im Vergleich zu den heterozygoten Geschwistern mehr DN-Bcat 

exprimiert (Abb.3.3A). In den Neo-Mäusen konnte dagegen im Immunoblot keine DN-Bcat Bande 

detektiert werden (Abb.3.3B). Durch Immunpräzipitation mit einem β-Catenin- oder Flag-

spezifischen Antikörper wurde die spezifische Expression von DN-Bcat im Kolon bestätigt. In der 

Leber war DN-Bcat nicht nachweisbar. Allerdings wurde in diesem Experiment eine Expression des 

Transgens in den Neo-Mäusen nachgewiesen (Abb.3.3C). Die Neo-Mäuse sollten als Kontrolltiere 

verwendet werden, die kein DN-Bcat exprimieren. Die Immunpräzipitation zeigte aber, dass trotz 

Neo-Kassette eine schwache Expression des Transgens vorhanden war. Aus diesem Grund wurden 

die Neo-Mäuse nicht mehr als Kontrolltiere verwendet, und die Bcat-Mäuse in allen folgenden 

Versuchen mit Wildtyp-Tieren verglichen. 

 

 

 

Abb.3.3: Nachweis der spezifischen Expression von DN-Bcat auf Proteinebene 

Wester-Blot Analyse (WB) von verschiedenen Geweben aus Wildtyp-, Neo- und Bcat-Mäusen. Tubulin: 

Ladekontrolle (55 kDa) (A) Gesamtproteinlysate aus dem Jejunum von Wildtyp-, heterozygoten und 

homozygoten Bcat-Mäusen. Die Mengen an endogenem β-Catenin (90 kDa) sind gleich. DN-Bcat (ca. 70 kDa) 

wird in Bcat-Mäusen gendosisabhängig exprimiert und ist in Wildtyp-Mäusen nicht nachweisbar. Bcat het = 

A33DN-Bcat/wt, Bcat hom = A33DN-Bcat/DN-Bcat. (B) Gesamtproteinlysate aus dem Jejunum von Bcat- und Neo-

Mäusen. DN-Bcat ist im Gesamtlysat von heterozygoten und homozygoten Neo-Mäusen nicht nachweisbar. Bcat 

hom = A33DN-Bcat/DN-Bcat, Neo het = A33Neo/wt, Neo hom = A33Neo/Neo. (C) Immunpräzipitation (IP) mit anti-Flag 

(1) und anti-β-Catenin Antikörper von Kolon- (Kol) und Leber- (Leb) Lysaten von Wildtyp-, Neo- und Bcat-

Mäusen. DN-Bcat ist nach Immunpräzipitation im Kolon von Neo- und Bcat-Mäusen nachweisbar, nicht aber im 

Wildtyp- und Kontrollgewebe (Leber). Die Menge an präzipitiertem DN-Bcat ist in Neo-Mäusen schwächer als in 

Bcat-Tieren. 1) IP = Flag, WB = β-Catenin, 2) IP = β-Catenin, WB = Flag. 
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3.1.1.2 Intrazelluläre Lokalisierung von DN-Bcat 

Nachdem die spezifische Expression von DN-Bcat bestätigt wurde, sollte überprüft werden, ob das 

transgene β-Catenin in den Kern translozieren kann, was für die transkriptionelle Aktivierung des 

Wnt-Signalweges unabdingbar ist. Dafür wurde eine subzelluläre Fraktionierung von Jejunum-

Proben aus Wildtyp- und Bcat-Mäusen durchgeführt (Abb.3.4). DN-Bcat war sowohl in der 

zytosolischen, als auch in der Kernfraktion von Bcat-Mäusen nachweisbar (Abb.3.4A). Eine 

Immunpräzipitation der Kernfraktion mit einem anti-β-Catenin Antikörper bestätigte zusätzlich die 

Lokalisierung von DN-Bcat im Zellkern (Abb.3.4B). Weiterhin konnte DN-Bcat mit einem anti-E-

Cadherin Antikörper immunpräzipitiert werden (Abb.3.4C). DN-Bcat ist also in der Lage, E-Cadherin 

an der Membran zu binden. Dieser Befund stimmt gut mit der vorhergesagten Struktur des 

transgenen DN-Bcat überein, da die amino-terminale Deletion nicht die Bindungsstelle von E-

Cadherin betrifft (Abb.1.1; Ramagnolo et al., 1999; Orner et al., 2002). Die Adhäsion in vivo wird 

jedoch durch die Expression von DN-Bcat vermutlich nicht beeinflusst, da keine auffälligen 

Störungen in der Struktur der Darmepithelzellen in Bcat-Mäusen beobachtet wurden. 

 

 

 

Abb.3.4: DN-Bcat ist im Zellkern und an der Zellmembran lokalisiert 

Wester-Blot Analyse von Kernfraktionierung und Immunpräzipitation von Jejunum-Proben aus Wildtyp- und 

Bcat-Mäusen. (A) Kernfraktionierung. Ges: Gesamtproteinlysat, Zyt: Zytoplasmatische Fraktion, Pell: Pellet, 

Kern: Zellkernfraktion. Tubulin (55 kDa) und Lamin A/C (70 kDa) als Negativ- und Positivkontrolle für die 

Kernfraktion. Endogenes β-Catenin befindet sich an der Membran (Pell) und im Zellkern. Auch DN-Bcat (70 

kDa) ist im Zellkern und an der Membran (Pell) lokalisiert. (B) Im Anschluss an die subzelluläre Fraktionierung 

wurde eine Immunpräzipitation mit anti-β-Catenin Antikörper an der Kernfraktion (ZF) durchgeführt. 1) Wester-

Blot mit anti-β-Catenin Antikörper, 2) Wester-Blot mit anti-Flag Antikörper. Endogenes β-Catenin (90 kDa) und 

DN-Bcat (70 kDa) sind im Zellkern lokalisiert. (C) Immunpräzipitation von E-Cadherin, β-Catenin und DN-Bcat 

mit anti-E-Cadherin Antikörper. Tubulin: Ladekontrolle (Gesamtlysat) (55 kDa), Wt: Wildtyp. DN-Bcat (70 kDa) 

bindet wie endogenes β-Catenin (90 kDa) an E-Cadherin (130 kDa). 

 

 

3.1.1.3 Aktivierung von Wnt-Zielgenen durch DN-Bcat 

Um zu überprüfen, ob das im Zellkern lokalisierte DN-Bcat in der Lage ist, die Transkription von 

Wnt-Zielgenen zu aktivieren, wurden qRT-PCR Analysen von Jejunum- und Kolon-Proben aus 

Wildtyp- und Bcat-Mäusen durchgeführt (Abb.3.5). Überraschenderweise waren die „klassischen“ 

Wnt-Zielgene wie Cmyc, CyclinD1, CD44 und Cox2 (Clevers, 2006) in Bcat-Mäusen nicht verstärkt 
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exprimiert (Abb.3.5A). Im Gegensatz dazu war die mRNA von MMP7 (Matrixmetalloproteinase 7) 

und Cryptdin1 signifikant in Bcat-Mäusen im Vergleich zu Wildtyp-Tieren erhöht. Sowohl MMP7 als 

auch Cryptdin1 waren nur im Dünndarm, nicht aber im Kolon von Mäusen nachweisbar (Abb.3.5B). 

Die Quantifizierung von Proteinlysaten durch Western-Blot Analysen von Jejunum aus Wildtyp- und 

Bcat-Mäusen bestätigten diese Beobachtungen auf Proteinebene. Die Proteinexpression von MMP7 

(allerdings nicht signifikant) und Cryptdin (hochsignifikant, p = 0,0004) waren im Dünndarm von 

Bcat-Mäusen erhöht (Abb.3.5C). MMP7 wird in 80% der humanen Kolonrektaltumore 

überexprimiert, und ist bekannt als wichtiger Faktor für das frühe Tumorwachstum, aber auch 

verantwortlich für spätere Schritte in der Progression, wie Invasion und Metastasierung (Brabletz et 

al., 1999). Cryptdin1 gehört zur Familie der alpha-Defensine, die anti-mikrobielle Substanzen 

darstellen. Die Cryptdin Vorläuferproteine werden in den Panethzellen durch MMP7 aktiviert. MMP7 

und Cryptdin werden im Dünndarm nur in den Panethzellen exprimiert (Shirafuji et al., 2003). 

 

 

 

Abb.3.5: MMP7 und Cryptdin, nicht aber die „klassischen“ Wnt-Zielgene, sind im Jejunum von Bcat-

Mäusen überexprimiert 

(A+B) Bestimmung der mRNA Expression durch qRT-PCR in Jejunum- (Jej) und Kolon-Proben (Kol) aus 

Wildtyp- (n=5) und Bcat- (n=12) Mäusen. Die Expression wurde auf die durchschnittliche Expression aller 
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Wildtyp Jejunum- bzw. Kolon-Proben normalisiert (1,0). Alle Proben wurden zweifach gemessen. (A) Relative 

Expression der mRNA von Cmyc, CyclinD1, CD44 und Cox2. Es gibt keine signifikanten Unterschiede in der 

transkriptionellen Aktivierung dieser Gene zwischen Wildtyp- und Bcat-Mäusen. (B) Expression der MMP7 und 

Cryptdin1 mRNA. Cryptdin (p < 0,0001) und MMP7 (p = 0,0255) sind signifikant erhöht im Jejunum von Bcat-

Mäusen. Beide Gene werden im Kolon nicht exprimiert. (C) Quantifizierung von Western-Blots von Wildtyp- und 

Bcat-Proteinlysaten. Cryptdin (p = 0,0004) ist im Dünndarm von Bcat-Mäusen überexprimiert; MMP7 zeigt 

dagegen keine signifikanten Expressions-Veränderungen. Wildtyp-Mäuse: n=10 (MMP7), n=4 (Cryptdin); Bcat-

Mäuse: n=16 (MMP7), n=8 (Cryptdin). 

 

 

3.1.1.4 Verstärkte Expression von Panethzellmarkern im Dünndarm von Bcat-Mäusen 

Da der Wnt-Signalweg die Differenzierung beeinflusst (Van Es et al., 2005), sollte untersucht 

werden, ob die erhöhte MMP7 und Cryptdin Expression die Folge einer erhöhten Anzahl von 

Panethzellen ist. Dafür wurden verschiedene Panethzellmarker im Dünndarm von Wildtyp- und 

Bcat-Mäusen mit Hilfe der Immunfluoreszenz-Mikroskopie überprüft (Abb.3.6). UEA (Ulex 

europaeus Agglutinin) ist ein Lektin und bindet an die L-Fucose in den Becher- und Panethzellen. 

Lysozym wird in den sekretorischen Granula der Panethzellen gebildet. Während die Zahl der 

proliferierenden Zellen in Wildtyp- und Bcat-Mäusen vergleichbar war (Abb.3.6A), fand man in den 

Krypten der Bcat-Tiere eine vermehrte Anzahl von mit Lysozym und UEA markierten Zellen (Abb. 

3.6B,C). Eine Quantifizierung der Fluoreszenzsignale (Ausmessen der Länge der markierten 

Krypten, vgl. rote Pfeile in 3.6A-C) zeigte, dass die Anzahl von Zellen, die positiv mit den 

Panethzellmarkern markiert waren, im Dünndarm von Bcat-Mäusen in der Tat signifikant erhöht 

war (Abb.3.6D). Die Expression von onkogenem β-Catenin verlagert also die Differenzierung der 

Zellen in Richtung Panethzellen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien. So 

führt der Funktionsverlust von Apc (Wnt-Aktivierung) zur verstärkten Differenzierung in 

Panethzellen (Van Es et al., 2005), und auch in humanen Kolorektaltumoren werden vermehrt 

Panethzellmarker exprimiert. Es ist bekannt, dass der Notch-Signalweg einen entscheidenden 

Einfluss auf die Zelldifferenzierung hat, der komplementär zur Rolle des Wnt-Siganlweges ist 

(Zecchini et al., 2005; de Lau et al., 2007). Es konnten jedoch in qRT-PCR Experimenten keine 

Veränderungen in der Expression der Notch-Zielgene Hes1 und Math1 (nicht gezeigt) nachgewiesen 

werden (Abb.3.6E). 
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Abb.3.6: Erhöhte Anzahl von Panethzellen in den Krypten von Bcat-Mäusen 

(A-C) Immunfluoreszenz von Kryoschnitten von Jejunum aus Wildtyp- und Bcat-Mäusen. Dargestellt ist der 

Bereich der Krypten. (A) 100-fache Vergrößerung; Maßstab = 100 µm. Markierung der proliferierenden Zellen 

mit anti-Ki67 Antikörper. Keine veränderte Proliferationsrate in Bcat-Mäusen. (B) 100-fache Vergrößerung; 

Maßstab = 100 µm. Markierung der Panethzellen mit Lysozym. In den Bcat-Mäusen sind mehr Zellen in den 

Krypten positiv gefärbt. (C) 200-fache Vergrößerung; Maßstab = 50 µm. UEA markierte Panethzellen. 

Vermehrte UEA-Färbung in den Krypten der Bcat-Mäuse. (D) Quantifizierung der Immunfluoreszenzsignale (A-

C). Die Länge der markierten Krypten (rote Pfeile in A-C) wurde ausgemessen (je 40 Krypten von drei 

unterschiedlichen Schnitten/Mäusen). In Bcat-Mäusen ist die Anzahl der Panethzellen hochsignifikant erhöht (p 

< 0,0001), während die Proliferation (Ki67) nicht beeinflusst ist. (E) Bestimmung der Expression von Hes1 

mRNA durch RT-PCR in Jejunum (Jej), und Kolon (Kol) von Wildtyp- und Bcat- (n=3) Mäusen. Die Expression 

wurde auf die durchschnittliche Expression aller Wildtyp Jejunum- bzw. Kolon-Proben normalisiert (1,0). Keine 

Unterschiede in der Hes1 Expression im Darm von Wildtyp- und Bcat-Mäusen. 

 

 

3.1.1.5 DN-Bcat induziert die Tumorgenese 

Um zu untersuchen, ob DN-Bcat in der Lage ist, die Entstehung von Tumoren zu initiieren, wurde 

der Darm von Bcat-Mäusen mit unterschiedlichem Alter analysiert und mit Wildtyp- und Neo-Tieren 

verglichen (Abb.3.7). Wildtyp-Mäuse (n=18) wiesen wie erwartet keine Läsionen im Darm auf, 

während Bcat-Tiere (homozygot n=26; heterozygot n=22) im Schnitt 0,4 makroskopisch 

erkennbare Läsionen pro Tier zeigten (Abb.3.7A). Die meisten dieser Tumore waren 

Mikroadenome, die im Kolon lokalisiert waren (82% in homozygoten Tieren) (Abb.3.7B). Jedoch 

konnten in älteren Mäusen (älter als 22 Monate) auch einige Adenome im Dünndarm detektiert 

werden. Die entstandenen Tumore waren relativ klein (1,9 bis 2,7 mm Durchmesser). 
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Interessanterweise korrelierte die Inzidenz mit der dosisabhängigen Expression von DN-Bcat. In 

homozygoten Bcat-Mäusen war die Entstehung von Tumoren häufiger (35%) als in heterozygoten 

Tieren (23%). Angemerkt sei auch, dass die Neo-Mäuse (n=23), welche ebenfalls, wenn auch 

schwach, DN-Bcat exprimieren, mit entsprechender Inzidenz Tumore entwickelten (17%) 

(Abb.3.7A). In einer homozygoten, 23 Monate alten Bcat-Maus wurde im Duodenum ein Lymphom 

(ca. 4-5 mm Durchmesser) gefunden, das allerdings von der weiteren Analyse der Tumore 

ausgeschlossen wurde. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Bcat-Mäuse eine signifikante 

spontane Tumorentstehung im Darm aufweisen, aber die Inzidenz gering ist und die meisten 

Läsionen sehr klein und in einem frühen Stadium sind. Daraus lässt sich schliessen, dass die 

Expression von onkogenem β-Catenin für die Tumorinitiation ausreichend ist, aber nicht für die 

weitere Tumorprogression aussreicht. 

 

 

 

Abb.3.7: DN-Bcat induziert die Tumorentstehung 

(A) Inzidenz und Verteilung der Läsionen im Darm von Wildtyp-, Neo- und Bcat-Mäusen. In Bcat-Mäusen 

entstehen gendosisabhängig Tumore, die relativ klein und in einem frühen Tumorstadium sind. (B) 

Makroskopisches Beispiel für ein Adenom im Kolon einer Bcat-Maus. Methylenblau-Färbung, 50-fache 

Vergrößerung, Maßstab = 200 µm. het = heterozygot, hom = homozygot. 

 

 

3.1.1.6 Verschiedene Wnt-Zielgene sind in Tumoren von Bcat-Mäusen dereguliert 

Die Läsionen, die im Dünndarm von Bcat-Mäusen entstanden waren, wurden in 

immunhistologischen und Immunfluoreszenz-Analysen untersucht (Abb.3.8). In der 

Hämatoxylin/Eosin-Färbung ist an einem Beispiel zu erkennen, dass die Tumore gut differenziert 

waren und glanduläre Strukturen vorhanden waren. Die Zellkerne zeigten keine Atypien, und der 

Stromaanteil war sehr hoch. Diese Merkmale weisen histopathologisch auf ein hochgradiges 

Adenom hin (Abb.3.8A). Es konnten keine Anzeichen für infiltrierende Karzinome gefunden werden. 

Die Immunfluoreszenz von mit anti-β-Catenin Antikörper gefärbten Schnitten zeigte, dass in den 

Tumoren β-Catenin weniger stark an der Membran lokalisiert war als im Normalgewebe. Allerdings 

konnte mittels Immunfluoreszenz kein eindeutig nukleäres β-Catenin detektiert werden (Abb.3.8B). 

Dass die Läsionen hyperproliferativ waren, konnte durch Ki67-Färbung nachgewiesen werden. Im 

Normalgewebe befanden sich die proliferierenden Zellen dagegen ausschließlich im sogenannten 

„Transit Amplifying Compartment“ oberhalb der Krypten (Abb.3.8C). Die Markierung von F-Aktin 

veranschaulicht die stark veränderte Gewebsorganisation im Tumor, während im Normalgewebe 

die „Brush Border“ (Bürstensaum) auf der apikalen Seite der Epithelzellen deutlich auszumachen 
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war (Abb.3.8D). Interessanterweise wurden in den Läsionen von Bcat-Mäusen Tenascin-C und -W 

stark überexprimiert (Abb.3.8E,F). Tenascine sind Glykoproteine der extrazellulären Matrix, die bei 

Gewebeumwandlungen, Entzündungen und Wundheilungsprozessen verstärkt exprimiert werden 

(Chiquet-Ehrismann und Chiquet 2003). Tenascin-C und -W sind Wnt-Zielgene, die in vielen 

Krebsarten überexprimiert werden und dort an der Modulation der Adhäsion und Proliferation 

beteiligt sind. 

 

 

 

Abb.3.8: Immunhistochemische Analyse von Tumoren aus Bcat-Mäusen 

Kryoschnitte von Normalgewebe (Jej) und einer Läsion aus einer Bcat-Maus. (A) HE Färbung (50-fache 

Vergrößerung, Maßstab = 200 µm (Jejunum); 200-fache Vergrößerung, Maßstab = 50 µm (Tumor)). Die Läsion 

kann histopathologisch als hochgradiges Adenom eingestuft werden. (B) Immunfluoreszenz mit anti-β-Catenin 

Antikörper (400-fache Vergrößerung, Maßstab = 25 µm). Membranständiges β-Catenin im Normalgewebe. Die 

Lokalisierung in der Läsion ist diffuser, es ist keine Membranfärbung mehr vorhanden, aber nukleäres β-Catenin 

kann nicht eindeutig detektiert werden. (C) Immunfluoreszenz mit anti-Ki67 Antikörper (100-fache 

Vergrößerung, Maßstab = 100 µm). Starke Proliferation in der gesamten Läsion. Im Normalgewebe ist die 

Proliferation auf die Krypten beschränkt. (D) Immunfluoreszenz mit Phalloidin, das filamentöses Aktin anfärbt 

(100-fache Vergrößerung, Maßstab = 100 µm). Starke Veränderung des Aktin-Zytoskelettes im Tumor von 

Bcat-Mäusen. (E+F) Immunfluoreszenz mit anti-Tenascin-C (400-fache Vergrößerung, Maßstab = 25 µm) und 

anti-Tenascin-W Antikörper (200-fache Vergrößerung, Maßstab = 50 µm). Erhöhte Expression von Tenascin-C 

und -W in der Läsion. Tenascin-C wird bereits im Normalgewebe exprimiert, während Tenascin-W hier nicht 

detektierbar ist. 
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3.1.1.7 Osteopontin als Wnt-Zielgen 

Osteopontin ist ein sekretiertes Phosphoprotein, das mit Tumorprogression in vielen soliden 

Tumoren in Verbindung gebracht wird (Yeatman und Chambers, 2003). Kürzlich konnte von 

unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine hohe Osteopontin Expression Darmkrebs-

Patienten mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer schlechten Prognose identifiziert, und 

einen unabhängigen Prognoseparameter für Kolontumore darstellt (Abb.3.9A). Außerdem wurde 

Osteopontin als Zielgen des Wnt-Signalweges identifiziert, das in vielen kolorektalen Tumoren 

dereguliert ist (Rohde et al., 2007). Liegt eine Mutation im Apc Gen vor, wird Osteopontin stark 

überexprimiert, wie an Tumoren von Apc1638N-Mäusen (Kap.1.3.3, Abb.1.7, Kap.3.1.2) gezeigt 

werden konnte (Rohde et al., 2007). Um zu untersuchen, ob die Wnt-Aktivierung durch onkogenes 

β-Catenin ebenfalls zu einer erhöhten Osteopontin Expression führt, wurden Läsionen aus einer 

Bcat-Maus mittels qRT-PCR und Immunhistologie untersucht (Abb.3.9B,C). Auf RNA-Ebene zeigte 

sich, wie in Tumoren von Apc1638N-Mäusen, eine stark erhöhte Osteopontin Expression (Abb.3.9B). 

Im Gegensatz dazu konnte auf immunhistologischen Schnitten in einer von zwei Läsionen der 

Apc1638N-Mäuse Osteopontin detektiert werden (Abb.3.9C). Insgesamt wurde in einer von drei 

Läsionen aus Bcat-Mäusen eine erhöhte Osteopontin Expression nachgewiesen. 

 

 

 

Abb.3.9: Osteopontin mRNA wird in Bcat-Tumoren überexprimiert. Osteopontin Expression als 

prognostischer Faktor in humanen Kolorektalkarzinomen. 

(A) Kaplan-Meier Analyse von 120 Fällen von humanen Kolontumoren. Basierend auf den Ergebnissen der qRT-

PCR wurde ein Schwellenwert festgelegt, der einer ≥ 9-fachen Überexpression von Osteopontin entspricht. Der 

Log-Rank Test zeigt, dass Patienten mit hoher Osteopontin Expression (n=39) eine signifikant (p=0,0051) 

geringere Überlebensrate haben als Patienten mit niedriger Osteopontin Expression (n=81). Modifiziert nach 

Rohde et al., 2007. (B) Bestimmung der mRNA Expression von Osteopontin mRNA durch qRT-PCR in Jejunum 

(N) und Tumoren (T) von Wildtyp-, Bcat-, Ras- und Apc-Mäusen (jeweils n=5, Bcat-T: n=1). Die Expression 

wurde auf die durchschnittliche Expression aller Wildtyp Jejunum-Proben normalisiert (1,0). Alle Proben wurden 
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zweifach gemessen. Osteopontin ist in Tumoren von Apc-Mäusen signifikant (p = 0,0002) gegenüber Ras-

Tumoren erhöht. Auch in dem Tumor mit onkogenem β-Catenin liegt eine erhöhte Osteopontin Expression vor. 

(C) Immunhistochemische Detektion von Osteopontin von Normalgewebe (Jejunum) einer Wildtyp-Maus, 

Apc1638N- und Bcat-Tumoren. 200-fache Vergrößerung, Maßstab = 50 µm. Tumore von Apc1638N-Mäusen (1 von 

2) zeigen eine verstärkte Osteopontin Färbung, während in zwei weiteren Läsionen aus Bcat-Mäusen 

Osteopontin nicht überexprimiert wird. 

 

 

3.1.1.8 Zusätzliche Mutationen 

Um zu überprüfen, ob in Tumoren von Bcat-Mäusen neben dem mutierten β-Catenin noch weitere 

spontane Mutationen aufgetreten waren, wurde die genomische DNA auf einen Verlust der 

Heterozygotie (LOH: Loss of heterozygosity, PCR-basierte Analyse der Mikrosatelliten-DNA) im p53 

und Apc Genlokus untersucht. Es lag kein LOH in diesen beiden Genen vor, auch nicht in den 

untersuchten Tumoren von RasBcat-Mäusen (n=4 Tumore) (Kap.3.1.2). Zusätzlich zeigte die 

Sequenzierung von Tumor-DNA (n=8), dass in den Läsionen der Bcat- und RasBcat-Tiere keine 

Mutationen im KRAS bzw. NRAS Gen vorhanden waren. 

 

 

3.1.2 Generierung neuer kombinierter Mausmodelle für kolorektale Karzinome 

Das gleichzeitige Vorhandensein von onkogenem Kras und einer Mutation im Tumorsuppressorgen 

Apc im kombinierten RasApc-Modell (Kreuzung der Apc1638N/+- und pVillin-KrasV12G-Maus) zeigte, 

dass es zu einer synergistischen Aktivierung des Wnt/β-Catenin-Signalweges durch Kras kommt 

(Abb.1.7). In Gegenwart von onkogenem Kras konnte in vivo eine erhöhte Anzahl von Zellen mit 

nukleärem β-Catenin in Tumoren, sowie eine Verstärkung der Wnt-Transkriptionsaktivität in vitro 

im TOP-FLASH Assay festgestellt werden (Janssen et al., 2006). Um den Einfluss von Ras, Apc und 

β-Catenin auf die Tumorentstehung und Tumorprogression im Darm besser verstehen zu können, 

wurden zwei neue Mausmodelle für kolorektale Karzinome generiert (Abb.3.10). Zunächst wurde 

die pVillin-KrasV12G-Maus (Janssen et al., 2002, im Folgenden als „Ras-Maus“ bezeichnet) mit der 

Bcat-Maus gekreuzt, um zu untersuchen, ob die Effekte von Apc, die zur drastischen Erhöhung der 

Tumorentstehung in den RasApc-Mäusen (Janssen et al., 2006, Abb.1.7) führen, tatsächlich 

ausschließlich auf die verstärkte Präsenz von β-Catenin im Zellkern zurückzuführen sind, oder ob 

Wnt-unabhängige Effekte eine Rolle spielen. Diese Tiere wurden als „RasBcat-Mäuse“ bezeichnet 

(Abb.3.10A). Um weiterhin die Auswirkungen einer verstärkten Aktivierung des Wnt-Signalweges 

auf die Tumorentstehung zu analysieren, wurde die Apc1638N/+-Maus (Fodde et al., 1994, im 

Folgenden als „Apc-Maus“ bezeichnet) mit der Bcat-Maus gekreuzt („ApcBcat“) (Abb.3.10B). Dieses 

Modell entspricht einer Untergruppe humaner Kolorektalkarzinome, die zwei unabhängige 

Mutationen in Genen des Wnt-Signalweges aufweisen (Suraweera et al, 2006). Beide kombinierten 

Mausmodelle sind lebensfähig, und Nachkommen entstehen in der normalen Mendelschen 

Frequenz. 
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Abb.3.10: Generierung der RasBcat- und der ApcBcat-Maus (Schema) 

(A) Die Kreuzung der pVillin-KrasV12G-Maus mit der A33DN-Bcat-Maus führt zur Entstehung der RasBcat-Mäuse. 

(B) Ein weiteres neues Mausmodell ist die ApcBcat-Maus, die durch die Verpaarung von Apc1638N/+- und A33DN-

Bcat-Mäusen generiert wurde. 

 

 

3.1.2.1 Unterschiedlich starke Tumorinitiation und Tumorprogression in den 

verschiedenen Mausmodellen 

Um den Einfluss von Ras, Apc und β-Catenin auf die Tumorgenese, und insbesondere die 

Interaktionen zwischen den verschiedenen Signalwegen zu untersuchen, wurden die einzel-

transgenen (Bcat-, Ras-, Apc-) und doppel-transgenen (RasBcat-, ApcBcat-, RasApc-) Tiermodelle 

auf Anzahl, Häufigkeit und Verteilung der Tumore sowie Morbidität und Sterblichkeit analysiert 

(Abb.3.11, Tiere mit heterozygotem und homozygotem A33DN-Bcat-Allel wurden hier 

zusammengefasst, da kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Gruppen bestand). Wie 

bereits im Kapitel 3.1.1.5 beschrieben, entwickelten die Bcat-Mäuse (n=48) nur wenige Tumore 

(Inzidenz 29%), die meist klein waren (Durchmesser 2,2 mm) und hauptsächlich im Kolon 

lokalisiert waren (63%). Eine Mutation im KRAS Gen führte im Vergleich zu einer ausgeprägteren 

Tumorgenese (Ras-Maus, n=57, Inzidenz 56%), die noch stärker war, wenn eine Mutation im Apc 

Gen vorlag (Apc-Maus, n=44, Inzidenz 95%). Auch das Tumorwachstum war in den Apc-Tieren 

erhöht, was an der Tumorgröße (3,3 mm, 62% der Läsionen sind größer als 3 mm) erkennbar war 

(Abb.3.11D). Die Apc-Mäuse hatten im Vergleich zu den Ras- und Bcat-Tieren eine vergrößerte Milz 

(417 mg, Abb.3.11C) und starben meist schon im Alter von 10 Monaten (Abb.3.11E). Die 

gleichzeitige Expression von aktiviertem Ras und onkogenem β-Catenin (RasBcat-Maus, n=11) 

führte zu einer 2-fach erhöhten Tumorzahl pro Maus (2,6 pro Tier) im Vergleich zu den Ras-

Mäusen. Die Expression von onkogenem β-Catenin in Ras-Mäusen rekapituliert nur teilweise die 

Effekte von mutiertem Apc im Ras Hintergrund, was auf die unterschiedlich starke Wnt-Aktivierung 

in Apc- und Bcat-Mäusen oder auf Wnt-unabhängige Effekte in Apc-Mäusen zurückgeführt werden 

kann. Eine verstärkte Wnt-Aktivierung wurde im ApcBcat-Mausmodell realisiert. Diese Mäuse (n=8) 

entwickelten dreimal so viele Tumore wie die RasBcat-Tiere und doppelt so viele Tumore wie die 

Apc-Mäuse, mit vergleichsweise geringer Latenz. Jedoch kann die verstärkte Wnt-Aktivierung nicht 

den Effekt eines aktivierten Ras-Signalweges auf die Tumorentstehung rekapitulieren, da nur halb 
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so viele Tumore wie in den RasApc-Mäusen entstanden (7,8 pro Tier). In den RasApc-Mäusen lag 

das Verhältnis von Adenomen zu Karzinomen bei 1:1, das bedeutet, dass das selbst bei jungen 

Tieren die hälfte aller makroskopisch erkennbaren Läsionen bis zum Karzinom-Stadium 

fortgeschritten waren (Janssen et al., 2006). Dagegen waren in ApcBcat-Mäusen Karzinome selten 

und konnten in RasBcat-Tieren nicht nachgewiesen werden (Abb.3.11F). Die Inzidenz lag bei 

beiden Mausmodellen bei 100%. Die Morbidität der ApcBcat-Mäuse war ebenfalls nicht so 

ausgeprägt wie in den RasApc-Mäusen. Die Milz war zwar vergrößert, jedoch ohne Unterschiede zu 

Apc-Mäusen, und im Durchschnitt nur halb so groß wie die der RasApc-Tiere. Eine verstärkte Wnt-

Aktivierung scheint das Tumorwachstum zu fördern, da Tumore von ApcBcat-Mäusen größer als 

RasApc Läsionen (3,2 mm zu 2,6 mm Durchmesser) waren. Die Sterblichkeit wird durch die Anzahl, 

nicht aber durch die Größe der Tumore beeinflusst. RasApc-Mäuse starben im Durchschnitt bereits 

nach 6 Monaten, während Apc- und ApcBcat-Tiere meist bis zu 10 Monate überlebten (Abb.3.11E). 

Die Aktivierung des Wnt-Signalweges ist also für die Initiation der Tumorentstehung ausreichend, 

wird aber durch die zusätzliche Aktivierung des Ras-Signalweges synergistisch verstärkt. Hingegen 

wird das Tumorwachstum durch die Stärke der Wnt-Aktivierung beeinflusst. 

 

 

 

Abb.3.11: Unterschiedlich starke Tumorgenese in den verschiedenen Mausmodellen 
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(A) Häufigkeit und Anzahl der Tumore im Darm von einzel-transgenen und doppel-transgenen Mausmodellen 

(Tiere mit heterozygotem und homozygotem A33DN-Bcat-Allel wurden zusammengefasst, da kein signifikanter 

Unterschied zwischen beiden Gruppen bestand). (B-E) Überblick über die Größe der Tumore, Morbidität und 

Überlebensrate der unterschiedlichen Mausmodelle. RB = RasBcat, AB = ApcBcat, RA = RasApc. (C) Das 

Gewicht der Milz gibt Auskunft über die Morbidität. Die Splenomegalie zeigt, dass die drastische 

Tumorentstehung den Gesundheitszustand der RasApc-Mäuse stark beeinträchtigt. Interessanterweise weisen 

die ApcBcat-Tiere im Vergleich zu den Apc-Mäusen keine Unterschiede in der Milzgröße auf. (D) Die Größe der 

Tumore ist in den Apc- und ApcBcat-Mäusen im Vergleich zu den anderen Mausmodellen signifikant erhöht (p < 

0,0001 (Apc), p = 0,0369 (ApcBcat)). (E) Kaplan-Meier Analyse der Überlebensraten von verschiedenen 

Mausmodellen. Ras-, Bcat- und RasBcat-Mäuse zeigen eine normale Sterblichkeit, sie werden wie Wildtyp-Tiere 

(nicht gezeigt) bis zu 2 Jahre alt. Apc- und ApcBcat-Tiere werden oft nach 8-10 Monaten krank und sterben 

meist innerhalb von einem Jahr auf Grund der Tumorentstehung im Darm (signifikant erhöhte Sterblichkeit 

gegenüber Ras- (p=0,0212) und Bcat- (p=0,0332) Tieren). Die drastische Tumorentstehung in den RasApc-

Mäusen führt dazu, dass über 70% der Tiere schon nach einem halben Jahr sterben (signifikante Erhöhung der 

Sterblichkeit gegenüber Ras-, Bcat- (p<0,0001) und RasBcat- (p=0,001) Mäusen). (F) HE-Färbung von 

ausgewählten Läsionen der kombinierten Mausmodelle (50-fache Vergrößerung, Maßstab = 200 µm (RasApc); 

100-fache Vergrößerung, Maßstab = 100 µm (RasBcat, ApcBcat)). Alle Läsionen sind im Dünndarm lokalisiert, 

aber die Tumorstadien sind stark unterschiedlich. RasBcat: Adenom, ApcBcat: Karzinom in situ, RasApc: 

invasives Karzinom. 

 

 

3.1.2.2 Wnt-Zielgene werden in den Mausmodellen unterschiedlich stark exprimiert 

Die unterschiedliche Tumorgenese in den verschiedenen Mausmodellen lässt vermuten, dass auch 

die Transkription der Wnt-Zielgene unterschiedlich reguliert ist. Um dies zu untersuchen, wurden 

qRT-PCR Analysen von Jejunum und Tumorgewebe aus Wildtyp- (nur Jejunum), Bcat-, Ras-, Apc-, 

RasBcat-, ApcBcat- und RasApc-Mäusen durchgeführt (Abb.3.12). Wie zu erwarten, wird DN-Bcat 

spezifisch nur in Bcat- bzw. doppel-transgenen RasBcat- und ApcBcat-Mäusen exprimiert, wobei in 

den getesteten Läsionen nur etwa halb soviel DN-Bcat exprimiert wurde wie im Durchschnitt der 

Normalgewebe (Abb.3.12A). CyclinD1 war signifikant in Apc-mutierten Tumoren im Vergleich zum 

Normalgewebe erhöht (Abb.3.12C), wobei die Expression von onkogenem Kras oder DN-Bcat allein 

oder in Kombination mit mutiertem Apc, keinen Einfluss auf die CyclinD1 Expression hatte. Daraus 

lässt sich schließen, dass eine Apc Mutation vor allem durch die Aktivierung des klassischen Wnt-

Zielgens CyclinD1 zur Tumorentstehung beiträgt. Dagegen war in den RasApc-Läsionen die Cmyc 

Expression im Vergleich zu den Ras-, Apc- und ApcBcat-Läsionen wesentlich stärker (Abb.3.12B), 

d.h. die Aktivierung der Ras-Signalkaskade fördert synergistisch die Transkription von Cmyc. CD44 

zeigte ein ähnliches Expressionsmuster wie CyclinD1, und wurde besonders in Tumoren von Apc- 

und RasApc-Mäusen überexprimiert (Abb.3.12D). Interessanterweise fand man nur in den ApcBcat-

Tumoren eine erhöhte Cox2 Expression (Abb.3.12E). Möglicherweise ist für die Transkription von 

Cox2 eine sehr starke Wnt-Aktivierung nötig. Die Expression von MMP7 war nur in Apc- und 

ApcBcat-Tumoren erhöht. Da die Tumore in beiden Mausmodellen auch größer waren als in 

RasApc-Mäusen (Abb.3.11C), scheint die MMP7 Expression mit dem Tumorwachstum bzw. der 

Tumorprogression zu korrelieren. Wie bereits beschrieben (Kap.3.1.1.3) wurde im Normalgewebe 
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von Bcat-Mäusen MMP7, wohl aufgrund der erhöhten Anzahl von Panethzellen, verstärkt exprimiert 

(Abb.3.12F). Alle Ergebnisse zeigen, dass die Regulation der Wnt-Zielgene sehr komplex ist. 

CyclinD1 und CD44 werden allein durch eine Wnt-Aktivierung reguliert, während Cmyc durch einen 

synergistischen Effekt durch mutiertes Ras zusätzlich aktiviert wird. Die Expression von Cox2 und 

in geringerem Ausmass von MMP7 stellt ein Sonderfall dar, der nur bei gleichzeitiger Mutation 

zweier Gene des Wnt-Signalweges auftritt. 

 

 

 

Abb.3.12: Wnt-Zielgene werden in den Mausmodellen unterschiedlich stark exprimiert 

(A-F) Bestimmung der mRNA Expression durch qRT-PCR in Jejunum (N) von Wildtyp-Mäusen sowie Jejunum 

(N) und Tumoren (T) von Bcat-, Ras-, Apc-, RasBcat- (RB), ApcBcat- (AB) und RasApc- (RA) Mäusen (n=5). Die 

Expression wurde auf die durchschnittliche Expression aller Wildtyp Jejunum-Proben normalisiert (1,0). Alle 

Proben wurden zweifach gemessen. (A) Relative Expression des transgenen DN-Bcat. DN-Bcat wird spezifisch 

nur in Bcat-Mäusen exprimiert (Bcat, RB, AB). In den Läsionen ist die Expression etwa halb so stark wie im 

Normalgewebe. (B) Relative Expression von Cmyc. Alle Mausmodelle zeigen eine signifikant erhöhte Cmyc 

Expression im Normalgewebe im Vergleich zum Wildtyp. Die Expression von Cmyc ist signifikant erhöht in den 

Apc- (p = 0,022), ApcBcat- (p = 0,0153) und RasApc- (p = 0,0131) Tumoren im Vergleich zum jeweiligen 

Normalgewebe. In den RasApc-Läsionen ist die Cmyc Expression im Vergleich zu den ApcBcat- (p = 0,0068) 

und Ras- (p = 0,0387) Läsionen signifikant erhöht. (C) Relative Expression der CyclinD1 mRNA. In den 

Tumoren von Apc-, ApcBcat- (p = 0,0002) und RasApc- (p = 0,0438) Mäusen ist die CyclinD1 Expression gleich 

stark erhöht. (D) Die relative Expression von CD44 ist sowohl in den Apc- (p = 0,0043) als auch in den 

ApcBcat- (p = 0,0022) Tumoren im Vergleich zum jeweiligen Normalgewebe erhöht. (E) Eine Erhöhung der 

Expression der Cox2 mRNA (30-fach) ist nur in den ApcBcat-Tumoren detektierbar. (F) Die MMP7 RNA wird 
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signifikant verstärkt exprimiert (p < 0,0001) in den Tumoren von Apc- und RasApc-Mäusen sowie im 

Normalgewebe von Bcat- und RasBcat-Mäusen im Vergleich zum Wildtyp. In den Tumoren von ApcBcat-Tieren 

ist MMP7 signifikant (p = 0,0075) überexprimiert im Vergleich zum Normalgewebe. 

 

 

3.1.2.3 Verstärkte Cox2 Expression in ApcBcat- und RasApc-Tumoren 

Das Enzym Cox2 (Cyclooxygenase 2) produziert Eikosanoide aus Archidonsäure und reguliert so die 

Aufnahme von Salz, Wasser, Wachstumsfaktoren und Zytokinen. Das durch Cox2 entstehende 

Prostaglandin-E2 fördert das Tumorwachstum und die Metastasierung durch Stimulation der 

Zellproliferation, Invasion und Angiogenese (Mann et al., 2005).  

Um die erhöhte Expression der Cox2 mRNA in ApcBcat-Tumoren (Abb.3.12E) auf Proteinebene zu 

untersuchen, wurden Normalgewebe und Tumore von Ras-, Apc-, RasApc- und ApcBcat-Mäusen in 

der Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit anti-Cox2 Antikörper gefärbt (Abb.3.13). Im Normalgewebe 

(nicht gezeigt) und in den Ras- und Apc-Läsionen waren kaum Cox2 positive Zellen zu finden, 

während in den RasApc- und ApcBcat-Läsionen die Anzahl der Cox2 positiven Zellen erhöht war. 

Diese Zellen befanden sich nicht im Darmepithel (vgl. Dapi-Färbung), sondern im Stroma des 

Tumors. Bei diesen Zellen könnte es sich um Makrophagen handeln (Taketo 1998; Hull et al., 

1999; Shattuck-Brandt et al., 2000). Cox2 wird anscheinend erhöht exprimiert, wenn die Wnt-

Aktivierung besonders stark ist (ApcBcat-Tumore). Auch in RasApc-Tumoren waren mehr Cox2 

exprimierende Zellen angefärbt, was aber auf mRNA Ebene nicht nachweisbar war (Abb.3.12E). 

Dass die Cox2 Expression auch über den Ras-Signalweg reguliert wird, zeigten arbeiten von Sheng 

und Backlund (Sheng et al., 2001; Backlund et al., 2005). Es ist möglich, dass die erhöhte Cox2 

mRNA Expression in ApcBcat-Tumoren nicht durch eine direkte Wnt-Aktivierung, sondern indirekt 

durch die Cox2 positiven Stromazellen hervorgerufen wird, da bei der Aufreinigung der mRNA der 

gesamte Tumor, und nicht nur die epithelialen Tumorzellen verwendet wurden. ApcBcat-Tumore 

weisen im Vergleich zu den Tumoren von Ras-, Apc- und RasApc-Tumoren einen hohen Stroma-

Anteil auf. 
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Abb.3.13: Erhöhte Anzahl an Cox2 exprimierenden Zellen in ApcBcat- und RasApc-Läsionen 

Kryoschnitte von Tumoren aus Ras-, Apc- RasApc- und ApcBcat-Mäusen. (A) Immunfluoreszenz mit anti-Cox2-

Antikörper und Dapi-Färbung. 200-fache Vergrößerung, Maßstab = 50 µm. (B) Auszählung der Cox2 positiven 

Zellen pro Gesichtsfeld (n=4/Tumor, je 2 Mäuse untersucht). In den ApcBcat- und RasApc-Tumoren ist die Zahl 

der Zellen, die Cox2 exprimieren, erhöht. 

 

 

3.1.2.4 Verstärkte Blutgefäßbildung in den Tumoren aus ApcBcat-Mäusen 

In ApcBcat-Mäusen waren die Tumore signifikant größer als in RasApc-Mäusen. Um eine mögliche 

Erklärung für dieses beschleunigte Tumorwachstum zu finden, wurden Tumore aus ApcBcat-, sowie 

aus Apc-Tieren, und zur Kontrolle auch Tumore der anderen Mausmodelle mittels 

Immunfluoreszenz-Mikroskopie auf die Versorgung mit Blutgefäßen untersucht. Dafür wurden CD31 

und VWF (von Willebrand Faktor) als Marker für Endothelzellen der Blutgefäße verwendet 

(Abb.3.14). Sowohl die Immunfluoreszenz-Analyse mit anti-CD31, als auch mit anti-VWF 

spezifischen Antikörpern zeigten, dass die Tumore der ApcBcat-Mäuse stärker durchblutet waren 

als die von Apc-, aber auch von Ras- und RasApc-Tieren (Abb.3.14A,B). Eine Quantifizierung 

verdeutlichte, dass die Anzahl der Gefäße signifikant erhöht war (Abb.3.14C), während die Länge 

der Gefäße geringer war (Abb.3.14D). Daraus kann man schließen, dass in den Tumoren der 

ApcBcat-Mäuse die Bildung neuer Blutgefäße verstärkt ist, was zu einer besseren Versorgung und 

somit zu einem schnelleren Wachstum des Tumors führt. Die erhöhte Expression von Cox2 und 

Osteopontin in den ApcBcat-Tumoren (Abb.3.12E, Abb.3.13) steht im Einklang mit diesen 

Ergebnissen, da Cox2 über die Produktion von Prostaglandin-E2 auch die Angiogenese stimuliert 

(Hoper et al., 1997; Cheng et al., 1998; Fukumura et al., 1998; Tsujii et al., 1998; Jones et al., 

1999). 
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Abb.3.14: Verstärkte Blutgefäßbildung in Tumoren von ApcBcat-Mäusen 

(A-B) Immunfluoreszenz-Mikroskopie von Kryoschnitten von Tumoren aus Ras-, Apc-, RasApc- und ApcBcat-

Mäusen (n=2). 100-fache Vergrößerung, Maßstab = 100 µm. Die anti-CD31 Färbung (A) und anti-VWF Färbung 

(B) zeigen, dass in den ApcBcat-Tumoren mehr Blutgefäße vorhanden sind. (C) Auszählung der Anzahl von 

CD31 bzw. VWF markierten Gefäße pro Gesichtsfeld. Die Anzahl der Blutgefäße ist in den ApcBcat-Tumoren 

signifikant erhöht (p<0,0001 CD31; p=0,0212 VWF, RasApc vs. ApcBcat). (D) Länge der CD31 (n=380 

ausgemessene Gefäße) bzw. VWF (n=280 ausgemessene Gefäße) markierten Blutgefäße. Die Blutgefäße in den 

ApcBcat-Läsionen sind im Durchschnitt signifikant (p<0,0001, RasApc: 38 µm, vs. ApcBcat: 27 µm) kürzer, 

daher sind vermutlich mehr neu gebildete Gefäße vorhanden. 
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3.2 Projekt II: Einfluss von aktivierter Akt auf die Tumorentstehung 

3.2.1 Die tmaAkt/Z-Maus 

Die Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB (Proteinkinase B) reguliert als wichtigste Kinase im PI3K-

Signalweg zelluläre Prozesse, wie Transkription, Translation, Zellproliferation, Zellwachstum und 

Zellüberleben (Datta et al., 1999; Vivanco und Sawyers, 2002). 

Die tmaAkt/Z-Maus (im Folgenden als „Akt-Maus“ bezeichnet) ist eine transgene Maus, die eine 

durch Tamoxifen aktivierbare transgene Akt-Kinase exprimiert. Sie wurde von Thomas Sato 

(Universität Texas) generiert und zur Verfügung gestellt (Kroll et al., 2003). Das tmaAkt/Z 

Konstrukt enthält einen CAG Promotor (β-actin Chicken Promotor, mit CMV Enhancer), eine CAT 

Sequenz (CAT: Chloramphenicolacetyltransferase), flankiert von zwei LoxP-Stellen, die kodierende 

Sequenz der Akt-Kinase als Fusionsprotein mit dem mutierten murinen Östrogenrezeptor, gefolgt 

von einem HA-Tag (Hämagglutinin Epitop Tag) und der IRESLacZ Sequenz (IRES: Internal 

Ribosomal Entry Site) (Kroll et al., 2003). Der CAG Promotor erlaubt eine relativ ubiquitäre 

Expression des Transgens, wenn die CAT-Sequenz herausgeschnitten ist. Daher kommt es erst 

dann zur Expression der Akt, wenn die Akt-Maus mit einer Cre-Rekombinase exprimierenden Maus 

gekreuzt wird. Es wurde hier die pVillinCre-Maus (El Marjou et al., 2004) verwendet, um eine 

spezifische Expression der Akt im Darmepithel zu erhalten (CreAkt-Mäuse). Das Villin Gen kodiert 

ein Aktin-bindendes Protein, das spezifisch in den intestinalen Epithelzellen exprimiert wird, wo es 

an der strukturellen Organisation der aktinreichen Mikrovilli beteiligt ist. Die zusätzliche Expression 

von LacZ ermöglicht eine einfache Identifizierung der Zellen, die die Akt exprimieren. Die im Darm 

exprimierte Akt-Kinase ist zunächst inaktiv und muss durch die Gabe von Tamoxifen aktiviert 

werden, was erst die Phosphorylierung der transgenen Akt ermöglicht (Kroll et al., 2003) 

(Abb.3.15). 

 

 

 

Abb.3.15: Spezifische Expression und induzierbare Aktivierung der Akt-Kinase 

Die Kreuzung der Akt-Maus mit der pVillinCre-Maus führt zur Expression der inaktiven Akt-Kinase im 

Darmepithel. Erst die Gabe von Tamoxifen ermöglicht die Phosphorylierung und somit die Aktivierung der 

transgenen Akt-Kinase. CAG: β-actin Chicken Promotor, mit CMV Enhancer, CAT: Chloramphenicol-
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acetyltransferase, HA: Hämagglutinin Tag, Cre: Cre-Rekombinase, pVillin: 9kb regulatorische Region des 

murinen Villin Promotors. Modifiziert nach Kroll et al., 2003. 

 

Die Behandlung der CreAkt-Mäuse mit Tamoxifen erfolgte durch intraperitoneale (i.p.) Injektion 

von 1 mg Tamoxifen, gelöst in 100 µl Maisöl. Um die Wirkungsdauer bzw. Dosiseffekte von 

Tamoxifen auszutesten, wurden die Mäuse nach verschiedenen zeitlichen Protokollen behandelt 

(Abb.3.16). Den Kontrollmäusen wurde statt Tamoxifen die entsprechende Menge an Maisöl 

injiziert. 

 

 

 

Abb.3.16: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Behandlungen mit Tamoxifen 

Inj: intraperitoneale Injektion von 1 mg Tamoxifen, gelöst in 100 µl Maisöl. 

 

 

3.2.1.1 Erfolgreiche Rekombination des transgenen Akt-Lokus durch die pVillinCre-

Rekombinase 

Nach der Generierung der CreAkt-Mäuse sollte zunächst eine erfolgreiche Rekombination des 

transgenen Akt-Lokus durch die Cre-Rekombinase im Darmepithel nachgewiesen werden. Dafür 

wurden verschiedene Gewebestücke von CreAkt- und Kontroll-Mäusen fixiert und mit X-Gal 

gefärbt, um die bei erfolgreicher Rekombination exprimierte β-Galaktosidase zu detektieren 

(Abb.3.17). Kontroll-Mäuse (Cre, Akt) und Kontrollgewebe (Leber, Lunge) zeigten keine blau 

gefärbten Zellen, während in CreAkt-Mäusen die β-Galaktosidase durch kräftige Blaufärbung im 

Darmepithel nachgewiesen werden konnte (Abb.3.17A,B). Es wurde ein deutlicher 

Expressionsgradient detektiert, der von einer hohen Expression im Jejunum bis zu einer niedrigen 

Expression im Kolon reichte (Abb.3.17B). Dieser Effekt ist vermutlich auf die pVillin 

Promotoraktivität zurückzuführen. In HE (Hämatoxylin, Eosin) gefärbten Kryoschnitten der mit X-

Gal gefärbten Mausgewebe sieht man, dass die β-Galaktosidase hauptsächlich in der basalen 

Schicht und nur vereinzelt in den Villi exprimiert wird (Abb.3.17C). 
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Abb.3.17: Nachweis der gewebsspezifischen tmaAkt-Expression nach erfolgreicher Rekombination 

in CreAkt-Mäusen 

X-Gal Färbung von fixiertem Gewebe aus Kontroll- und CreAkt-Mäusen. Akt = tmaAkt/Z einzel-transgene Maus, 

CreAkt = pVillinCre x tmaAkt/Z doppel-transgene Maus. (A) Makroskopische Fotografie von mit X-Gal 

gefärbtem Jejunum- und Lungengewebe. Nur im Darm von CreAkt-Mäusen wird die β-Galaktosidase exprimiert. 

(B) Mikroskopie der X-Gal gefärbten Gewebeproben (50-fache Vergrößerung). Keine Blaufärbung in Akt-

Mäusen auf der äußeren Darmoberfläche und in den Villi sichtbar. In CreAkt-Mäusen liegt ein 

Expressionsgradient mit einer starken Expression im Jejunum und einer schwachen Expression im Kolon vor. 

(C) Mit HE gegengefärbte Kryoschnitte von X-Gal gefärbtem Gewebe (100 bis 200-fache Vergrößerung). Die 

Expression des Transgens erfolgt hauptsächlich in den Krypten und nur vereinzelt in den Villi. 
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3.2.1.2 Das transgene tmaAkt wird im Darm exprimiert und ist durch Tamoxifen 

aktivierbar 

Nach der Behandlung der CreAkt-Mäuse mit Tamoxifen wurde die Aktivierung des Transgens 

geprüft. Proteinlysate von Jejunum und Leber aus unbehandelten und mit Tamoxifen injizierten 

Mäusen wurden im Western-Blot analysiert (Abb.3.18). Die endogene Akt hat ein Molekulargewicht 

von ca. 60 kDa und wurde in allen Geweben exprimiert. Da die transgene Akt ein Fusionsprotein 

mit einer Domäne des Östrogenrezeptors darstellt, hat sie ein entsprechend höheres 

Molekulargewicht von ca. 90 kDa, und war nur im Darm von CreAkt-Mäusen detektierbar. Eine 

Phosphorylierung am Ser473 und damit eine Aktivierung erfolgten nur in den mit Tamoxifen 

behandelten CreAkt-Tieren (Abb.3.18A). Das verlängerte Injektionsprotokoll mit Tamoxifen 

(dreimal 5 Tage, Abb.3.16C) führte zu einer stärkeren Akt Aktivierung als bei Mäusen, die nur 

einmalig fünf Tage (Abb.3.16A) mit Tamoxifen behandelt wurden (Abb.3.18B). Die Kinase P70S6 

wird über mTor durch aktivierte Akt phosphoryliert. Die verstärkte Phophorylierung der P70S6-

Kinase im Darmgewebe von mit Tamoxifen behandelten CreAkt-Mäusen zeigte, dass die aktivierte 

transgene Akt funktionell ist. In der Leber von Tamoxifen behandelten CreAkt-Mäusen und im 

Jejunum von unbehandelten CreAkt-Mäusen sah man keine Aktivierung der P70S6-Kinase 

(Abb.3.18C). 

 

 

 

Abb.3.18: Die transgene Akt wird in CreAkt-Mäusen darmspezifisch exprimiert und ist durch 

Tamoxifen aktivierbar. 

Wester-Blot Analyse von Proteinlysaten aus Jejunum- und Kontrollgewebe (Leber) von unbehandelten oder mit 

Tamoxifen injizierten Tieren. Tubulin: Ladekontrolle (55 kDa), phos: phosphoryliert, tmaAkt: tansgene Akt, HA-

AK: HA-Tag Antikörper, Tam: Tamoxifen. (A) Die endogene Akt (60 kDa) wird in allen Geweben exprimiert. Die 

transgene Akt (90 kDa) ist nur in CreAkt-Tieren detektierbar und wird nur nach Behandlung mit Tamoxifen 

phosphoryliert (anti-phospho-Akt-Ser473). (B) Nachweis der tmaAkt mit anti-HA-Antikörper. Die Stärke der 

Phosphorylierung ist von der Tamoxifen-Dosis abhängig. (C) Eine verstärkte Phosphorylierung der P70S6 

Kinase im Jejunum von mit Tamoxifen behandelten CreAkt-Tieren zeigt die in vivo Funktionalität der aktivierten 

tmaAkt. 
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3.2.2 Induktion von Stress in CreAkt-Mäusen 

Mäuse mit aktivierter Akt zeigten keinen auffälligen Phänotyp. Es ist bekannt, dass Akt als 

„Überlebenskinase“ in Stresssituationen aktiviert wird und aktivierte Akt in vitro die Apoptose nach 

radioaktiver Bestrahlung reduziert (Tessner et al., 2004). Um zu untersuchen, ob auch in vivo 

dieser Effekt zu beobachten ist, wurden CreAkt- und Kontroll-Mäuse mit 10 Gray, einer letalen 

Dosis, bestrahlt und 24 Stunden danach analysiert (Abb.3.19). Äußerlich zeigten die bestrahlten 

Tiere keine Veränderungen. Die radioaktive Bestrahlung führte jedoch zur Schädigung des 

Darmepithels. HE gefärbte Kryoschnitte von Darmgewebe von CreAkt-Tieren zeigten stärkere 

Gewebeschäden und eine erhöhte Infiltration von Entzündungszellen im Vergleich zu den 

bestrahlten Kontroll-Mäusen (Abb.3.19A). Die Bestrahlung führt zunächst zu einer 

Proliferationsblockade, der Zellzyklus hält an und die Zellen sterben ab. Die regenerative 

Proliferation setzt dann nach ca. fünf Tagen wieder ein. Mit dem Proliferationsmarker Ki67 

markierte Gewebeschnitte (Immunfluoreszenz-Mikroskopie) zeigten, dass in den bestrahlten 

Kontroll-Tieren keine Zellen mehr proliferieren. In den CreAkt-Mäusen befanden sich die Zellen 

noch im Zellzyklus, da noch Ki67 positive Zellen im bestrahlten Gewebe vorhanden waren 

(Abb.3.19B). Die aktivierte Akt scheint die Zellzyklusblockade, die im Normalfall ausgelöst wird, 

aufzuheben und die Zellzyklusprogression zu fördern, was zu einer verstärkten Schädigung des 

Darmepithels beitragen könnte. 

 

 

 

Abb.3.19: Aufhebung der Zellzyklusblockade durch aktivierte Akt und stärkere Gewebeschäden in 

CreAkt-Mäusen nach radioaktiver Bestrahlung 
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Gewebeschnitte von Jejunum aus unbestrahlten und bestrahlen CreAkt- und Kontroll-Mäusen, 24 h nach der 

Bestrahlung. (A) HE-Färbung (200-fache Vergrößerung). Die radioaktive Bestrahlung führt zur Schädigung des 

Darmepithels. Bestrahlte CreAkt-Mäuse weisen stärkere Gewebeschäden und eine erhöhte Infiltration von 

Entzündungszellen auf. (B) Immunfluoreszenz von mit anti-Ki67-Antikörper markiertem Jejunum (200-fache 

Vergrößerung). Die proliferierenden Zellen sind vorrangig in den Krypten des Darms lokalisiert. Nach 

Bestrahlung wird die Proliferation vollständig gestoppt (Kontrolle). In bestrahlten CreAkt-Mäusen sind noch 

proliferierende Zellen sichtbar. 

 

 

Des Weiteren konnte in Proteinlysaten von Kolongewebe von bestrahlten CreAkt-Tieren eine 

stärkere Aktivierung der Caspase 3 detektiert werden. Allerdings war die Expression von anderen 

pro- (Bax) und anti-apoptotischen (Bcl2, BclX) Proteinen unverändert (Abb.3.20A). Weitere 

Bestrahlungsexperimente bestätigten die erhöhte Apoptoserate. In den bestrahlten CreAkt-Mäusen 

war die Anzahl der apoptotischen Zellen im Vergleich zu den Kontroll-Tieren erhöht und die Zahl 

der Mitosen in den Krypten verringert (Abb.3.20B). Die veringerte Mitoserate steht im Widerspruch 

zu der verstärkten Ki67-Färbung in CreAkt-Tieren (Abb.3.19B). Möglicherweise können die Zellen 

nach Bestrahlung noch in den Zellzyklus gehen, aber werden dann beim G2/M Übergang blockiert. 

Im Gegensatz zu in vitro Ergebnissen (Tessner et al., 2004) verstärkt also die aktivierte Akt nach 

Bestrahlung die Apoptose. Dieser Effekt hatte allerdings keine Auswirkung auf die Überlebensdauer 

der CreAkt-Mäuse im Vergleich zu den Kontroll-Tieren (Abb.3.20C). 

 

 

 

Abb.3.20: Verstärkte Apoptose in bestrahlten CreAkt-Mäusen 

(A) Western-Blot Analyse von Proteinlysaten von Kolon (Kol) und Leber (Leb) aus bestrahlten Cre- und CreAkt-

Mäusen. Tubulin: Ladekontrolle (55 kDa), Caspase 3 (35 kDa), #1; #2 = Gewebe von zwei unterschiedlichen 
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Mäusen. Im Kolon von bestrahlten CreAkt-Mäusen ist eine verstärkte Aktivierung (gespaltene Caspase 3, 

17+19 kDa) nachweisbar, was auf eine erhöhte Apoptose hinweist. Andere Proteine wie Bax (pro-apoptotisch, 

20 kDa), Bcl2 und BclX (anti-apoptotisch, 26 kDa) werden unverändert exprimiert. (B) Auszählung von 

apoptotischen Zellen und Mitosen pro Krypte auf HE gefärbten Jejunum Gewebeschnitten von bestrahlten (b) 

und unbestrahlten (ub) Kontroll- und CreAkt-Mäusen (n=3). Nach Bestrahlung findet sich im Darm eine erhöhte 

Zahl an apoptotischen Zellen und die Zahl der Mitosen ist reduziert. Dieser Effekt ist in den bestrahlten CreAkt-

Mäusen stärker ausgeprägt als in den bestrahlten Kontroll-Mäusen. (C) Überlebenskurve (Kaplan-Meier-

Analyse) von CreAkt- und Kontroll-Tieren nach der Bestrahlung mit 10 Gray. Es gibt keine Unterschiede in der 

Überlebensrate bei beiden Versuchsgruppen ( Wt: n=11; CreAkt: n=5). 

 

 

3.2.3 Generierung und Analyse von CreAktApc-Mäusen 

Um zu untersuchen, ob eine aktivierte Akt-Kinase zu molekularen und zellulären Veränderungen im 

etablierten Tumor führt, wurde die CreAkt-Maus mit der Apc1638N-Maus (Fodde et al., 1994) 

gekreuzt. Die entstandenen dreifach-transgenen CreAktApc-Tiere entwickelten Tumore im 

Dünndarm. Dabei waren die Inzidenz, die Anzahl und die Größe der Tumore nicht signifikant 

gegenüber den Apc1638N-Mäusen verändert. Die aktive Akt scheint also keinen zusätzlichen Einfluss 

auf die Tumorentstehung zu haben (Abb.3.21A). Allerdings konnte mit einer X-Gal Färbung von 

CreAktApc-Tumoren gezeigt werden, dass die transgene Akt nicht in den Läsionen exprimiert 

wurde (Abb.3.21B). Weiterhin konnte in den Proteinlysaten von Jejunum aus mit Tamoxifen 

behandelten (dreimal 5 Tage) CreAktApc- und CreAkt-Mäusen (4 Monate alt) nicht in jedem Tier 

die Expression der transgenen Akt nachgewiesen werden. Eine Phosphorylierung der transgenen 

Akt wurde in keiner Maus detektiert (Abb.3.21C). Möglicherweise ist die Expression des Transgens 

durch die Rückkreuzung von CD1 auf C57Bl/6 von Generation zu Generation abgeschwächt, oder 

epigenetische Effekte verhindern die Expression des Transgens im Tumor. Aus diesem Grund 

zeigten vermutlich die durchgeführten Experimente keine Unterschiede zwischen den CreAktApc- 

und den Apc-Mäusen. 

 

 

 

Abb.3.21: Analyse von CreAktApc-Mäusen 
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(A) Inzidenz, Anzahl und Größe von Tumoren in 4 Monate alten Apc- und CreAktApc-Mäusen. Keine 

signifikanten Unterschiede in der Tumorentstehung zwischen beiden Mausmodellen. (B) X-Gal Färbung von 

Normalgewebe und einem Tumor aus einer CreAktApc-Maus (50-fache Vergrößerung). Während die Villi des 

Normalgewebes blau gefärbt sind, kann im Tumor die Expression der β-Galaktosidase und somit des Transgens 

nicht nachgewiesen werden. (C) Western-Blot Analyse von Proteinlysaten von Jejunum Gewebe aus mit 

Tamoxifen behandelten Cre-, CreAkt- (CA) und CreAktApc- (CAA) Mäusen. Jede Spur im Gel repräsentiert eine 

analysierte Maus. Tubulin: Ladekontrolle (55 kDa), tmaAkt: transgene Akt (90 kDa), HA-AK: anti-HA-

Antikörper, phos: phosphoryliert. Die transgene Akt kann nur in 1 von 2 CreAkt- bzw. CreAktApc-Mäusen 

nachgewiesen werden. Die Phosphorylierung der tmaAkt scheint in keiner Maus durch die Gabe von Tamoxifen 

zu erfolgen. 

 

 

 

 



Diskussion 

81 

4 DISKUSSION 

4.1 Einfluss von onkogenem β-Catenin auf die Tumorentstehung 

4.1.1 Die A33DN-Bcat-Maus als Modell für eine schwache Wnt-Aktivierung 

Der Wnt/β-Catenin-Signalweg spielt nicht nur eine wichtige Rolle bei der Regulation der 

Zellproliferation und Zelldifferenzierung, sondern ist auch sehr häufig bei kolorektalen Karzinomen 

dereguliert. Das Kolorektalkarzinom ist in Deutschland und anderen Ländern Europas die 

zweithäufigste tumorbedingte Todesursache (Schmiegel et al., 2000). Ein Funktionsverlust des 

Tumorsuppressorgens APC oder eine Mutation im Onkogen CTNNB1 führt zur Aktivierung des Wnt-

Signalweges und resultiert in einer veränderten Genexpression, was zur Entstehung von Tumoren 

führt. Um den Einfluss von onkogenem β-Catenin auf die Tumorentstehung im Darm zu 

untersuchen, wurde die A33DN-Bcat(Bcat)-Maus generiert und analysiert. Dieses Mausmodell 

exprimiert spezifisch amino-terminal verkürztes, onkogenes β-Catenin (DN-Bcat) im Darmepithel 

unter der Kontrolle des A33-Promotors. Die Deletion betrifft die ersten 131 Aminosäurereste, d.h. 

im Transgen fehlen die GSK3β-Phosphorylierungsstellen, die die Proteinstabilität kontrollieren, 

sowie die Bindestelle für alpha-Catenin, die für die adhäsiven Eigenschaften von β-Catenin nötig 

ist. Die Expression erfolgte gendosisabhängig und war relativ gering (ca. 30%) im Vergleich zum 

endogenen β-Catenin, was auf die Promotoraktivität des A33-Gens zurückgeführt werden kann. 

Dagegen exprimieren Mäuse mit ∆N131β-Catenin unter der Kontrolle des Calbindin-D9K-Promotors 

deutlich mehr transgenes als endogenes β-Catenin (Ramagnolo et al., 1999). DN-Bcat konnte 

mittels subzellulärer Fraktionierung in der Membranfraktion und im Kern lokalisiert werden. Jedoch 

konnte in der Immunfluoreszenz-Mikroskopie mit anti-β-Catenin Antikörper kein eindeutig 

nukleäres β-Catenin nachgewiesen werden, da diese Methode möglicherweise nicht sensitiv genug 

ist. DN-Bcat bindet an E-Cadherin, wie durch Ko-Immunopräzipitations-Versuche nachgewiesen 

werden konnte. Übereinstimmend damit war ein Teil des Transgens auch an der basolateralen 

Membran nachweisbar. Störungen in der Zell-Zell-Adhäsion der Epithelzellen in Bcat-Mäusen 

wurden in vivo allerdings nicht beobachtet. Aufgrund der fehlenden alpha-Catenin-Bindestelle 

konnte DN-Bcat dagegen mit einem anti-alpha-Catenin Antikörper nicht immunpräzipitiert werden. 

Möglicherweise werden Effekte von DN-Bcat auf die Adhäsion durch die wesentlich höheren Mengen 

an endogenem, funktionsfähigem β-Catenin nivelliert. Aber auch bei einer stärkeren Expression 

von β-Catenin ohne die alpha-Catenin-Bindestelle (Ramagnolo et al., 1999) wurde kein auffälliger 

Adhäsions-Phänotyp beobachtet. In beiden Modellen ist aber das endogene β-Catenin noch 

vorhanden, so dass kein dominant negativer Effekt durch onkogenes β-Catenin vorzuliegen scheint. 

 

Interessanterweise werden in Bcat-Mäusen die klassischen Wnt-Zielgene wie Cmyc, CyclinD1 und 

CD44 nicht überexprimiert, wie es bei der Wnt-Aktivierung durch eine Apc Mutation in den 

Apc1638N- oder ApcMin-Mäusen (Su et al., 1992; Fodde et al., 1994; Wielenga et al., 1999) der Fall 

ist. Vermutlich spielt die Stärke der Wnt-Aktivierung für die Transkription der Zielgene eine 
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entscheidende Rolle. Die relativ geringe Expression von DN-Bcat reicht für eine adäquate Wnt-

Aktivierung, wie in den Apc-Modellen, nicht aus. Hingegen ist die Menge an DN-Bcat für die erhöhte 

Transkription bestimmter anderer Zielgene ausreichend: MMP7 und Cryptdin werden im Dünndarm 

von Bcat-Mäusen signifikant überexprimiert. Eine Ursache hierfür könnte die unterschiedliche 

Affinität der Promotoren sein, das heißt, die relativ wenigen DN-Bcat Moleküle im Kern aktivieren 

leichter die Gene mit höher-affinen Promotoren. Arbeiten von Gustavson und Mitarbeitern 

bestätigen diese Hypothese (Gustavson et al., 2004). Die Sequenz und Position der TCF-

Bindestellen bestimmt das Ausmaß der β-Catenin induzierten Antwort für die Wnt-Zielgene. Einige 

Promotoren werden sogar speziesabhängig unterschiedlich reguliert, wie etwa der MMP7 Promotor. 

Das murine und das humane MMP7 Gen sind Zielgene der β-Catenin Transaktivierung, vermittelt 

durch TCF-Bindestellen im Promotor von MMP7 (Crawford et al., 1999; Brabletz et al., 1999). 

MMP7, auch Matrylisin genannt, gehört zur Familie der Matrixmetalloproteinasen, die beim Abbau 

der Basalmembran und der extrazellulären Matrix beteiligt sind. MMP7 wird in 80% der humanen 

Kolorektalkarzinome überexprimiert, und ist als wichtiger Faktor für das frühe Tumorwachstum 

bekannt, aber auch für spätere Schritte in der Tumorprogression (Invasion und der 

Metastasierung) verantwortlich. Der murine und der humane MMP7 Promotor unterscheiden sich in 

der Anzahl, Position und Sequenz der TCF-Bindestellen. Der murine Promotor enthält eine TCF-

Bindestelle (CATCAAGT), die sich in mindestens zwei Nukleotiden von der Sequenz der zwei 

humanen TCF-Bindestellen (TTTCAAAGG; TTCAAAGT) unterscheidet (Gustavson et al., 2004). Im 

Darm wird kaum MMP7 exprimiert, allerdings konnte eine MMP7 Expression in murinen 

Panethzellen beobachtet werden (Wilson et al., 1995), während in humanen Panethzellen keine 

MMP7 Expression vorliegt (Wilson und Matrisian, 1998). Im Einklang mit der Hypothese, dass die 

Aktivierung von Promotoren mit niedrig-affinen TCF-Bindestellen eine höhere ß-Catenin Expression 

im Vergleich zu Promotoren mit hoch-affinen TCF-Bindestellen benötigt, steht auch die beobachtete 

Expression von murinen MMP7 in Panethzellen. In der Maus wird MMP7 in Panethzellen exprimiert, 

da seine hoch-affine TCF-Bindestelle eine Antwort auf nukleäre β-Catenin Signale erlaubt, während 

die Promotoraffinität im humanen MMP7 Gen dafür nicht ausreicht (Gustavson et al., 2004). Auch 

andere promotorspezifisch regulierte Zielgene (Roel et al., 2002; Atcha et al., 2003; Hecht und 

Stemmler, 2003; Kirmizis et al., 2003) zeigen, dass Wnt-Zielgene auf Grund der Sequenz und 

Position ihrer TCF-Bindestellen unterschiedlich aktiviert werden können. Promotoren mit hoch-

affinen TCF-Bindestellen Sequenzen sind sensitiver für β-Catenin und benötigen daher nur geringe 

Mengen an nukleärem β-Catenin. Daher können diese Gene bereits im normalen, proliferativen 

Kompartment des Dünndarms und in frühen intestinalen Tumorstadien exprimiert werden. Diese 

Zusammenhänge verdeutlichen, dass der Wnt-Signalweg nicht dem „Alles oder Nichts“-Prinzip 

folgt, sondern fein eingestellt ist, und einem gegebenen zellulären Kontext angepasst die 

Expression der Zielgene reguliert. 

 

Immunfluoreszenz-Mikroskopische Analysen von Panethzellmarkern zeigten, dass eine vermehrte 

Anzahl von Panethzellen mit der verstärkten MMP7- und Cryptdin-Expression in Bcat-Mäusen 

einhergeht. Die Panethzellen enthalten große sekretorische Granula, die mit verschiedenen 

antimikrobiellen Proteinen und Peptiden, wie Lysozym und den Cryptdinen gefüllt sind (Porter et 

al., 2002). Cryptdin-Vorläufer werden in den Panethzellen gebildet und durch MMP7 aktiviert 
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(Ayabe et al., 2002). Cryptdine sind wie MMP7 Zielgene des β-Catenin/TCF4-Signalweges und 

besitzen in ihren Promotoren eine hoch-affine TCF-Bindestelle (AACATCAAAGGG) (Van Es et al., 

2005). In Bcat-Mäusen verlagert die Expression von onkogenem β-Catenin die Differenzierung der 

Zellen in Richtung Panethzellen, während die Apoptoserate und die Proliferation nicht beeinflusst 

waren. Interessanterweise zeigten die Mäuse von Harada keine Vermehrung der Panethzellen 

(Harada et al., 1999). Dass der Wnt-Signalweg einen Einfluss auf die Differenzierung der 

Epithelzellen ausübt, wurde in mehreren Arbeiten bereits gezeigt. So vermittelt β-Catenin/TCF die 

korrekte Positionierung der epithelialen Zellen im Wnt-Gradienten entlang der Krypt-Villus Achse 

durch die Regulation der Expression von Ephrin B (EphB) (Batlle et al., 2002). Weiterhin wurde 

gezeigt, dass der Wnt-Signalweg über die Regulation von MMP7 und Cryptdin die Reifung der 

Panethzellen in den intestinalen Krypten induziert (van Es et al., 2005). Dies steht im Einklang mit 

den Ergebnissen von Andreu und Mitarbeitern, die beweisen konnten, dass ein Verlust von Apc die 

Entwicklung von Panethzellen durch die β-Catenin/TCF vermittelte Aktivierung der Panethzell-

spezifischen Cryptdin Gene fördert (Andreu et al., 2005). 

Der Notch-Signalweg spielt bei der Zelldifferenzierung eine zum Wnt-Signalweg komplementäre 

Rolle (Fre et al., 2005; Van Es et al., 2005). So reguliert er über den Transkriptionsfaktor Hes1 die 

Selbsterneuerung von neuronalen Stammzellen und die Repression der Differenzierung der 

Stammzellen in neuronalen Zellen (Akazawa et al., 1992; Sasai et al., 1992; Jarriault et al., 1995). 

Jensen und Kollegen haben berichtet, dass Hes1-defiziente Mäuse während der Entwicklung des 

Darms eine sehr starke Differenzierung von endokrinen Zellen aufweisen, woraus sich schließen 

lässt, dass Hes1 an der Inhibition der Zelldifferenzierung von endokrinen Zellen beteiligt ist (Jensen 

et al., 2000). Weiterhin wird Hes1 eine Rolle bei der Inhibition der Differenzierung und der 

Verteilung von Panethzellen zugeschrieben (Suzuki et al., 2005). Hes1 inhibiert die 

Zelldifferenzierung von Darmepithelzellen, indem es die transkriptionale Aktivität von Math1 

antagonistisch blockiert (Akazawa et al., 1995). Die verstärkte Wnt-Aktivität hat vermutlich keinen 

Einfluss auf den Notch-Signalweg in Bcat-Mäusen, da in RT-PCR Experimenten keine Veränderung 

in der Hes1- und Math1-Expression nachgewiesen werden konnte. 

 

Trotz der vergleichsweise schwachen Wnt-Aktivierung durch DN-Bcat kommt es in den Bcat-

Mäusen zur Tumorentstehung. Im Vergleich zu Wildtyp-Tieren mit gleichem genetischem 

Hintergrund (C57Bl/6), die keine Tumore im Darmtrakt entwickelten, entstanden in Bcat-Mäusen 

im Durchschnitt 0,4 makroskopisch erkennbare Läsionen pro Tier mit einer Inzidenz von ca. 30%. 

Die meisten dieser Tumore waren sehr klein (ca. 1 mm Durchmesser) und im Kolon lokalisiert, 

jedoch wurden in älteren Mäusen (älter als 22 Monate) auch einige Läsionen im Dünndarm 

detektiert. Weiterhin korrelierte die Inzidenz mit der dosisabhängigen Expression von DN-Bcat. In 

homozygoten Bcat-Mäusen war die Entstehung von Tumoren häufiger (35%) als in heterozygoten 

Tieren (23%). Auch die Neo-Mäuse, die ein nicht rekombiniertes Allel aufweisen, und aufgrund der 

Stop-Kassette kein DN-Bcat exprimieren und somit als Kontrolltiere dienen sollten, entwickelten 

Tumore (17% Inzidenz). Ursache dafür war eine schwache Expression („leaky expression“) von 

DN-Bcat, die trotz der im Allel noch vorhandenen Neo-Kassette erfolgte, wie mittels 

Immunpräzipitation gezeigt werden konnte. 
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Zusammenfassend zeigte sich, dass die Expression von onkogenem β-Catenin für die 

Tumorinitiation ausreichend ist. Andere Mausmodelle mit mutiertem β-Catenin bestätigen dieses 

Ergebnis, so etwa eine transgene Maus von Ramagnolo und Mitarbeitern (Ramagnolo et al., 1999). 

Die so genannte ∆N131-β-Catenin-Maus enthält die gleiche amino-terminale Deletion wie die in 

diesem Projekt eingesetzte Bcat-Maus, auch hier fehlen also dem Transgen die GSK3β- und die 

alpha-Catenin Bindestelle. Die ∆N131-β-Catenin-Mäuse entwickelten schon im jungen Alter (3-4 

Wochen) multifokale dysplastische Läsionen im Dünndarm, allerdings keine Tumore im Kolon. 

Zusätzlich ist in diesen Tieren die Zahl der apoptotischen Zellen in den Villi 3-4 fach höher als in 

nicht-transgenen Mäusen. Grund für die wesentlich stärkere Tumorgenese im Vergleich zu den 

Bcat-Mäusen ist vermutlich die stärkere Expression des Transgens. Mutiertes β-Catenin wird im 

Dünndarm in wesentlich höheren Mengen als das endogene β-Catenin exprimiert, was auf die 

stärkere Aktivität der CaBP9K (Calbindin-D9K) Promotorsequenz, die dem Transgen vorgeschaltet 

ist, zurückzuführen ist. Da der Calbindin Promotor neben den differenzierten Epithelzellen der Villi 

auch in der Niere aktiv ist, führt die Expression von ∆N131-β-Catenin zu einer starken 

Zystenbildung und veränderten Nierenstruktur, was zum frühen Sterben der transgenen Tiere 

führt. Daher ist dieses Modell ungünstig, um einen langfristigen Einfluss von β-Catenin auf die 

Tumorentstehung zu untersuchen. Auch das Mausmodell von Harada zeigte, dass die Stärke der 

Tumorinitiation von der Stärke der Expression von onkogenem β-Catenin abhängt (Harada et al., 

1999). Diese Arbeitsgruppe hat das Exon3 des murinen β-Catenin Gens mit LoxP-Sequenzen 

flankiert, was durch zusätzliche Expression der Cre-Rekombinase zu einem mutierten β-Catenin 

Protein führt, dem amino-terminal 76 Aminosäurereste fehlen. Exon3 kodiert die Serin- und 

Threonin-Aminosäurereste, die durch GSK3β phosphoryliert werden. Die darmspezifische 

Expression des mutierten β-Catenins wird durch die Kreuzung mit der Krt1-19Cre-Maus 

(Zytokeratin 19, Ck19 Gen) oder mit der FabplCre-Maus (rat liver fatty acid binding protein gene) 

gewährleistet. Diese Mäuse entwickelten im jungen Alter zahlreiche Polypen im Dünndarm 

(geschätzte 3000 Tumore in den Krt1-19Cre-Mäusen, geschätzte 200-700 Tumore in den FabplCre-

Mäusen) und wenige Mikroadenome im Kolon (Harada et al., 1999). Diese extrem starke 

Tumorinitiation im Vergleich zu den anderen Modellen ist vermutlich nicht über die Stärke der β-

Catenin Expression, sondern durch das Fehlen von endogenem β-Catenin erklärbar, da im Modell 

von Harada die β-Catenin Mutation in das endogene Allel eingeführt wurde. Ein weiterer 

Unterschied zur Bcat-Maus ist der genetische Hintergrund. Die Mäuse von Harada sind nur 2-3 

Generationen auf C57Bl/6 zurückgekreuzt, während Bcat-Mäuse bis zu 7 Generationen mit 

C57Bl/6-Mäusen verpaart wurden. Keine Belege für eine Tumorinitiation durch β-Catenin konnten 

in dem Mausmodell von Wong und Mitarbeitern gefunden werden (Wong et al., 1998). In diesem 

Fall wird humanes, amino-terminal verkürztes β-Catenin (∆N89-β-Catenin) im 129/Sv-Hintergrund 

unter der Kontrolle des Fabpl Promotors exprimiert. Bei dieser Deletion ist die alpha-Catenin-

Bindestelle noch vorhanden. 10 Monate alte Tiere zeigten keine neoplastischen Transformationen 

im Darm. Dafür konnten aber Veränderungen in der Villus-Architektur (Villus-Verzweigung), 

Proliferation und Migration beobachtet werden, während die Zelldifferenzierung nicht beeinflusst 

war. Grund für diese unterschiedlichen Ergebnisse ist möglicherweise, dass in diesem Mausmodell 

keine Expression des Transgens im Stammzellkompartment vorlag. Weiterhin ist in diesem Modell, 

im Gegensatz zu allen anderen hier beschriebenen Modellen, die alpha-Catenin-Bindestelle noch 
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vorhanden. Alle diese Studien zeigen, dass das genaue Muster der Genexpression (Aktivität und 

Zeitpunkt) die Initiation der Tumorgenese beeinflusst. Stabile Mutanten von β-Catenin können zur 

Bildung intestinaler Polypen führen, auch wenn die Interaktion der Zell-Zell Kontakte nicht 

beeinträchtigt ist; dies bedeutet, dass die Entstehung der Polypen durch die transkriptionelle 

Regulation des Wnt-Signalweges hervorgerufen wird.  

Der Versuch, die Funktion von β-Catenin mit Hilfe eines Knock-out Modells zu untersuchen, 

scheiterte daran, dass Mäuse, die homozygot für das β-Catenin Null-Allel sind, schon während der 

frühen Embryogenese sterben (Haegel et al., 1995). Dieses Resultat verdeutlicht die wichtige Rolle 

des Wnt-Signalweges bei der Embryonalentwicklung. 

 

Die wenigen Läsionen, die im Dünndarm von Bcat-Mäusen entstanden, konnten histopathologisch 

als Adenome charakterisiert werden. Sie zeigen eine starke Proliferation und veränderte 

Gewebeorganisation. Vermutlich sind für die Tumorentstehung in Bcat-Mäusen weitere Mutationen 

erforderlich. So treten beispielsweise in den pVillin-KrasV12G-Mäusen in 20% der Läsionen spontane 

β-Catenin Mutationen auf (Janssen KP., Fsihi H., Robine S., unveröffentlichte Beobachtungen). 

Allerdings konnten durch LOH- und Sequenzierungs-Analysen in den Tumoren von Bcat-Mäusen 

keine Mutationen in den Genen Apc, p53, SASH, Kras und Nras detektiert werden. Auffällig ist, 

dass im Stroma der Tumore im Vergleich zum Normalgewebe Tenascin-C und -W sehr stark 

überexprimiert wurden, wobei Tenascin-W im Vergleich zu Tenascin-C im Normalgewebe nicht 

detektiert werden konnte. Während der Karzinogenese werden die Stromazellen durch einen 

initialen Auslöser, der meist von den Krebszellen kommt, aktiviert, was zu Veränderungen im 

Stroma und zur Bildung einer „tumorfreundlichen“ Umgebung führt (Bissell und Radisky, 2001). 

Immer mehr Hinweise zeigen, dass diese Veränderungen im Stroma die Krebsentwicklung 

beeinflussen und einen Effekt auf die Bösartigkeit des Tumors haben (Mueller und Fusenig, 2004; 

Beacham und Cukierman, 2005; Bhowmick und Moses, 2005; Kalluri und Zeisberg, 2006). 

Tumorassoziierte Zellen aus dem Stroma exprimieren proliferationsfördernde parakrine Signale für 

die Epithelzellen (Joesting et al., 2005) und stimulieren die Angiogenese (Yang et al., 2005; Cruz-

Munoz et al., 2005). Ein Beispiel hierfür sind die Tenascine. Dies ist eine Familie von 

Glykoproteinen, die von verschiedenen Bindegewebszellen sekretiert werden (Chiquet-Ehrismann 

und Chiquet 2003). Sie tragen zur Struktur der extrazellulären Matrix bei und beeinflussen die 

Physiologie der Zellen, die im Kontakt mit der Tenascin enthaltenden Umgebung stehen. In 

humanen kolorektalen Tumoren werden Tenascine in Adenomen und Karzinomen erhöht exprimiert 

(Hanamura et al., 1997). Die Tenascin Expression korreliert mit der Invasivität und Bösartigkeit 

des Tumors und wird daher als Indikator für eine schlechte Prognose diskutiert (Chiquet-Ehrismann 

und Chiquet 2003). Tenascin-C wird während der foetalen Entwicklung exprimiert und im adulten 

Gewebe kaum gebildet. Allerdings kommt es unter pathologischen Bedingungen wie Entzündung, 

Wundheilung und Krebs zur erneuten Expression (Chiquet-Ehrismann und Chiquet 2003). Viele 

Arbeiten weisen Tenascin-C eine Rolle beim Tumorwachstum, bei der Metastasierung, Angiogenese 

und Immunsuppression zu (zusammengefasst in Orend und Chiquet-Ehrismann, 2006). Tenascin-C 

ist ein Zielgen von aktiviertem β-Catenin in kolorektalen Tumoren und wird besonders stark an 

Stellen des epithelial-mesenchymalen Übergangs (EMT: epithelial mesenchymal transition) 

exprimiert. Der EMT kommt meist an der invasiven Front von gut differenzierten humanen 
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kolorektalen Adenokarzinomen vor, wo es zum Verlust der intrazellulären Kontakte und der 

Verstärkung der Beweglichkeit der Tumorzellen kommt. Dieser  mesenchymal-ähnliche Phänotyp 

ermöglicht die Zellmigration, die für die Invasion und Metastasierung notwendig ist. β-Catenin 

beeinflusst möglicherweise durch die Expression von Tenascin-C den Prozess der EMT und die 

Abschwächung der Adhäsion von kolorektalen Krebszellen. Beide Prozesse könnten zu Invasion und 

Metastasierung beitragen. Auch die Tenascin-W Expression steht im Zusammenhang mit der 

Tumorgenese. Tenascin-W findet man normalerweise in der extrazellulären Matrix von Knochen, 

Muskel und Niere (Chiquet-Ehrismann und Tucker, 2004). Degen und Mitarbeiter fanden eine 

Tenascin-W Expression im Stroma von Brusttumoren, nicht aber im normalen Drüsengewebe. 81% 

aller untersuchten Brusttumore waren Tenascin-W positiv, wobei die Expression in früheren 

Tumorstadien stärker war. Die Mengen an Tenascin-W und -C variieren stark in den 

unterschiedlichen Tumoren, was auf einen unabhängigen Regulationsmechanismus für ihre 

Expression hinweist. Die Tenascin-W Expression im aktivierten Tumorstroma begünstigt die 

Tumorgenese durch die Verstärkung des Migrationsverhaltens der Brustkrebszellen (Degen et al., 

2007). 

 

Neben der verstärkten Expression von Tenascin-C und -W wurde eine erhöhte Expression von 

Osteopontin in Tumoren von Bcat-Mäusen detektiert. Allerdings liegt auf Grund des 

Materialmangels nur das Ergebnis der RNA Analyse einer einzigen Läsion vor; eine gleichzeitige 

Analyse der RNA- und Protein-Expression durch Immunhistologie war aufgrund der geringen 

Tumorgröße technisch nicht möglich. Die stärkere Transkription der Osteopontin mRNA war aber 

quantitativ mit den qRT-PCR Ergebnissen aus dem Apc Mausmodell (Apc1638N, Fodde et al., 1994) 

gut vergleichbar (Rohde et al., 2007). Auf immunhistologischen Schnitten konnte allerdings keine 

verstärkte Osteopontin Expression in Tumoren von Bcat-Mäusen detektiert werden. Von drei 

getesteten Läsionen war eine positiv für Osteopontin (qRT-PCR), die anderen beiden waren negativ 

(IHC). Im Apc1638N-Modell zeigten verschiedene Tumore unterschiedlich starke Osteopontin-

Färbungen, und die Standardabweichung bei der qRT-PCR weist ebenfalls auf bedeutende 

Schwankungen der Osteopontin mRNA Expression in den einzelnen Tumoren hin. In Läsionen von 

pVillin-KrasV12G-Mäusen konnte dagegen keine erhöhte Expression von Osteopontin beobachtet 

werden (Rohde et al., 2007). Somit stellt Osteopontin ein neuartiges mutmaßliches Zielgen des 

Wnt-Signalweges in Darmtumoren dar. Osteopontin ist ein sekretiertes Phosphoprotein, das von 

verschiedenen Zelltypen, unter anderem von epithelialen Zellen, exprimiert wird. Osteopontin wird 

eine Rolle in verschiedenen physiologischen Prozessen wie der Knochenentwicklung, der Regulation 

des Immunsystems und der Signaltransduktion zugeschrieben (Ding et al., 2002). Neue Ergebnisse 

bringen Osteopontin durch die Regulation der Zellbeweglichkeit, Invasion und Metastasierung mit 

Tumorgenese in Verbindung (Wai und Kuo, 2004; Standal et al., 2004; Irby et al., 2004; Wai et 

al., 2006). Mit Gen-Expressions-Analysen konnte gezeigt werden, dass Osteopontin mit der 

Tumorprogression von Darmkrebs assoziiert ist (Agrawal et al., 2002; Agrawal et al., 2003). 

Unsere Arbeitsgruppe konnte kürzlich zeigen, dass eine hohe Osteopontin Expression bei 

Darmkrebs-Patienten mit einem aggressiven Krankheitsverlauf und einer schlechten Prognose 

korreliert, und Osteopontin einen unabhängigen Prognoseparameter für Kolontumore darstellt. In 

Übereinstimmung mit den Befunden aus den Mausmodellen korrelierte die Expression von 
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Osteopontin signifikant mit einer erhöhten cytoplasmatischen und nukleären Färbung von β-

Catenin in humanen kolorektalen Tumoren (Rohde et al., 2007). 

 

 

4.1.2 Unterschiedlich starke Tumorinitiation und Tumorprogression in kombinierten 

Mausmodellen für die kolorektale Karzinogenese 

Bcat-Mäuse entwickelten im Vergleich zu bereits beschriebenen Mausmodellen für Darmkrebs wie 

den Maus-Linien pVillinKrasV12G (Ras, Janssen et al., 2002) und Apc1638N (Apc, Fodde et al., 1994) 

sehr wenige Tumore, die meist klein waren, ein frühes Tumorstadium repräsentieren und 

hauptsächlich im Kolon lokalisiert waren. Das heißt, die Expression von onkogenem β-Catenin ist 

für die Initiation von Tumoren ausreichend, wobei nicht ausgeschlossen werden kann, dass weitere 

Mutationen eine Rolle spielen. Die relativ physiologische Expression des transgenen DN-Bcat in 

Bcat-Mäusen führte zu einer schwachen Wnt-Aktivierung und somit zu einer schwächeren 

Tumorgenese im Vergleich zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges durch eine Apc-Mutation. Die 

unterschiedliche Wnt-Aktivierung in Apc- und Bcat-Mäusen wird in der differentiellen Expression 

der Wnt-Zielgene deutlich. Während in Apc-Mäusen die klassischen Zielgene Cmyc, CyclinD1 und 

CD44 überexprimiert wurden (Wielenga et al., 1999), reichte die Expression von DN-Bcat 

anscheinend nur für die Aktivierung von Zielgenen aus, die hoch-affine TCF-Bindestellen in ihren 

Promotoren aufweisen. 

 

 

 

Abb.4.1: Überblick über die analysierten kombinierten Mausmodelle 

 

 

Die gleichzeitige Expression der beiden Onkogene KrasV12G und DN-Bcat führte zu einer 2-fach 

höheren Tumorzahl pro Tier, verglichen mit den einzel-transgenen Ras-Mäusen, während 

Tumorgröße, Lokalisation der Tumore und das Überleben der Tiere unverändert waren. Dies 

bedeutet, dass onkogenes β-Catenin zusätzlich die Tumorinitiation verstärkt. Dieser Effekt ist 
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allerdings längst nicht so drastisch wie in RasApc-Mäusen (Janssen et al., 2006), wo es zu einem 

mehr als 10-fachen Anstieg der Tumorzahl und zu einer drastisch erhöhten Mortalität kommt. Dies 

kann wiederum auf die unterschiedlich starke Wnt-Aktivierung in Apc- und Bcat-Mäusen 

zurückgeführt werden, oder auf Wnt-unabhängige Effekte von Apc, wie etwa die chromosomale 

Instabilität. Chromosomale Instabilität (CIN) wird häufig in Tumoren gefunden und scheint die 

Tumorgenese unter anderem mit zu ermöglichen (Rajagopalan et al., 2004). Zahlreiche Arbeiten 

zeigten, dass Apc auch eine Rolle bei der Teilung der Chromosomen und bei der CIN hat (Fodde et 

al., 2001; Kaplan et al., 2001; Dikovskaya et al., 2004 und 2007; Green und Kaplan, 2004; Tighe 

et al., 2004; Abal et al., 2007). Es konnte gezeigt werden, dass Mutationen im Apc Gen strukturelle 

Abnormalitäten von Chromosomen, Aneuplodie und Abberationen am Spindelapperat verursacht. 

Außerdem bindet Apc an die Kinetochoren bei der Chromosomenteilung (Fodde et al., 2001; Kaplan 

et al., 2001). Aoki und Mitarbeiter zeigten, dass auch β-Catenin an der Entstehung von CIN 

beteiligt ist. So erhöht die β-Catenin/TCF-vermittelte Transkription die CIN durch eine 

Fehlregulation des Spindel-Checkpoints durch die Inhibition von Cdc2 (Aoki et al., 2007). Die 

Arbeitsgruppe von Nelson zeigte kürzlich, dass β-Catenin direkt an die Zentrosomen des 

Spindelapperates binden kann, und somit die Teilung der Zentrosomen während der Mitose 

reguliert (Bahnmanyar et al., 2008). In Primärkulturen von Normalgewebe aus Bcat-Mäusen wurde 

allerdings keine erhöhte CIN beobachtet. Auch Läsionen von ApcBcat-Tieren wiesen keine höhere 

CIN im Vergleich zu den einzel-transgenen Apc-Mäusen auf. Dies wurde über die Quantifizierung 

von Anaphasebrücken in Gewebeschnitten nachgewiesen. 

Der Synergismus zwischen onkogenem Ras- und dem Wnt-Signalweg kann auf molekularer Ebene 

durch die von Kras induzierte Tyrosin-Phosphorylierung von β-Catenin erklärt werden. Onkogenes 

Ras löst über die MAPK-Kaskade eine Phosphorylierung von Tyrosinresten von β-Catenin aus, was 

die Bindung von β-Catenin an E-Cadherin in den Zell-Zellkontakten unterbindet (Shibamoto et al., 

1994; Kinch et al., 1995), und dadurch das intrazelluläre β-Catenin erhöht. Dieser Effekt führt 

allerdings nur in Gegenwart von mutiertem Apc zu einem Anstieg des intrazellulären Pools von β-

Catenin, somit ist dieser Ras-vermittelte Effekt in den Bcat-Mäusen nicht zu erwarten. Es wurde 

beschrieben, dass aktiviertes Ras die Aktivität der GSK3β-Kinase inhibieren kann (Li, J. et al., 

2005), was ebenfalls zur Erhöhung des intrazellulären β-Catenin führen könnte. 

 

Eine verstärkte Wnt-Aktivierung wurde durch die Kreuzung der Bcat-Maus mit der Apc-Maus 

realisiert. Dieses Modell entspricht einer Untergruppe humaner Kolorektalkarzinome, die zwei 

unabhängige Mutationen in Genen des Wnt-Signalweges aufweisen (Suraweera et al, 2006). Diese 

Tiere zeigten eine verstärkte Tumorgenese im Vergleich zu den einzel-transgenen Apc-Mäusen, es 

kommt zu einem 2-fachen Anstieg der Tumorzahl. Jedoch kann die verstärkte Wnt-Aktivierung 

nicht den Effekt eines aktivierten Ras-Signalweges auf die Tumorentstehung rekapitulieren, da 

weniger als halb so viele Tumore wie in den RasApc-Mäusen entstehen, die Mortalität geringer, und 

die Latenz der Tumorbildung deutlich größer ist. Allerdings waren Apc- und ApcBcat-Tumore 

signifikant größer als RasApc-Läsionen, was auf eine Rolle der Wnt-Aktivierung beim 

Tumorwachstum hinweist. Die Morbidität und Sterblichkeit wird anscheinend überwiegend durch 

die Anzahl, und weniger durch die Größe der Tumore beeinflusst. RasApc-Mäuse zeigten eine 

deutlich erhöhte Mortalität im Vergleich zu Apc-Tieren. 



Diskussion 

89 

Die Aktivierung des Wnt-Signalweges ist also für die Initiation der Tumorentstehung ausreichend, 

wird aber durch die zusätzliche Aktivierung des Ras-Signalweges synergistisch verstärkt. Die 

Aktivierung des Wnt-Signalweges durch aktiviertes Ras, die über verstärktes nukleäres β-Catenin 

erfolgt, muss daher andere Auswirkungen auf die Zelle haben als die Aktivierung durch onkogenes 

β-Catenin; dies bedeutet, dass verschiedene Auslöser zu unterschiedlich starken Wnt-Aktivierungen 

führen. Dies wird auch durch die unterschiedlichen Expressionsmuster der Wnt-Zielgene in den 

verschiedenen Mausmodellen bestätigt. CD44 und CyclinD1 sind signifikant in den Apc-, ApcBcat- 

und RasApc-Tumoren im Vergleich zum Normalgewebe erhöht. Das heißt, dass eine Apc-Mutation 

vor allem durch die Aktivierung der klassischen Wnt-Zielgene zur Tumorentstehung beiträgt. In den 

RasApc-Läsionen ist die Cmyc Expression im Vergleich zu den Apc- und ApcBcat-Läsionen 

signifikant stärker, was zeigt, dass die Aktivierung der Ras-Signalkaskade zusätzlich die 

Transkription von Cmyc fördert. Interessanterweise findet man nur in den ApcBcat-Tumoren eine 

erhöhte Cox2 Expression. Möglicherweise ist für die Transkription von Cox2 eine sehr starke Wnt-

Aktivierung nötig, oder es erfolgt eine Stabilisierung der Cox2 mRNA durch β-Catenin (Lee und 

Jeong, 2006). Die Expression von MMP7 ist nur in Apc- und ApcBcat-Tumoren erhöht. Da die 

Tumore in beiden Mausmodellen auch größer sind als die von RasApc-Mäusen, scheint die MMP7 

Expression mit der Tumorprogression zu korrelieren. Es ist bekannt, dass MMP7 eine wichtige Rolle 

bei späteren Schritten in der Tumorprogression, wie der Invasion und der Metastasierung, in 

humanen Kolorektalkarzinomen spielt. Außerdem aktiviert MMP7 die Cryptdin-Vorläufer in den 

sekretorischen Granula der Panethzellen. 

Zusammenfassend zeigen alle Ergebnisse, dass die Expression der verschiedenen Wnt-Zielgene 

von der Stärke der Wnt-Aktivierung abhängt, die wiederum von den unterschiedlichen Mutationen 

(mutiertes Apc oder onkogenes Bcat, synergistischer Einfluss von aktiviertem Ras) beeinflusst wird. 

 

Die erhöhte Cox2 Expression in ApcBcat-Tumoren konnte auch mittels Immunfluoreszenz-

Mikroskopie auf Proteinebene bestätigt werden. Färbungen mit einem anti-Cox2-Antikörper zeigten 

eine vermehrte Zahl an Cox2-positiven Zellen im Tumorstroma von ApcBcat-, aber auch in 

geringerem Ausmaß in RasApc-Mäusen. Cox2 wird anscheinend erhöht exprimiert, wenn die Wnt-

Aktivierung besonders stark ist oder zusätzlich die Ras-Signalkaskade aktiviert ist. Die 

Cyclooxygenasen sind integrale Membranenzyme, die Archidonsäure in biologisch aktive 

Eikosanoide umsetzten (DeWitt, 1991; Smith et al., 1994; DeWitt und Smith, 1995). Cox1 wird 

konstitutiv in den meisten Geweben exprimiert und ist für die Homöostase, also für die 

physiologische Prostaglandinbiosynthese verantwortlich (DeWitt und Smith, 1988; Yokoyama et al., 

1988). Die Cox2 Expression wird durch Mitogene, Zytokine und Wachstumsfaktoren induziert und 

spielt eine wichtige Rolle bei der Entzündung und Tumorgenese (Xie et al., 1991; Fletcher et al., 

1992; Hla und Neilson, 1992). Erste Belege für eine erhöhte Cox2 Expression in humanen 

Kolonkarzinomen wurden 1994 erbracht (Eberhart et al., 1994). Weitere Studien zeigten, dass 

Cox2 in 50% aller kolorektalen Adenome und 85% aller kolorektalen Karzinome überexprimiert 

wird (Gupta und Dubois, 2001; Marnett und DuBois, 2002). Nicht-steroide Entzündungshemmer 

(NSAIDs: Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs) reduzieren die Anzahl und Größe von Adenomen 

in Patienten mit FAP Syndrom und Mausmodellen wie der Apcmin-Maus durch die pharmakologische 

Inhibition von Cox1 und Cox2 (Torrance et al., 2000). Gesunde Individuen, die regelmäßig NSAIDs 
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(z.B. Aspirin) nehmen, reduzieren das Risiko für Darmkrebs um 40-50% (Brown und DuBois, 

2005). Daher wäre es interessant zu untersuchen, ob Cox2 Inhibitoren zu einer Reduktion der 

Tumorgenese in ApcBcat-Mäusen führen. Die Cox2 Expression wird aber nicht nur bei Darmkrebs 

induziert, sondern auch bei Lungen- (Hida et al., 1998), Pankreas- (Tucker et al., 1999), Magen- 

(Restimaki et al., 1997), Haut-(Buckman et al., 1998; Pentland et al., 1999) und Brusttumoren 

(Hwang et al., 1998). 

Weiterhin konnte in der Literatur gezeigt werden, dass die Cox2 Expression über den Ras-

Signalweg reguliert wird. Onkogenes Ras kann die transkriptionale Aktivierung und Stabilisierung 

der Cox2 Expression durch verschiedene Mechanismen regulieren (Sheng et al., 1997, 1998, 2000, 

2001; Zhang et al., 2000; Araki et al., 2003). Außerdem wird für die Prostaglandin-E2 Produktion 

die Aktivierung der Ras-MAPK-Signalkaskade benötigt (Wang et al., 2005). Jedoch scheint die 

Aktivierung von Ras nicht allein für die Induktion der Cox2 Expression auszureichen, denn in 

Tumoren von Ras-Mäusen war keine erhöhte Cox2 Expression zu finden. In RasApc-Mäusen 

hingegen lag eine erhöhte Zahl an Cox2 exprimierenden Zellen vor. Die Cox2 positiven Zellen 

befanden sich sowohl in ApcBcat-, als auch in RasApc-Tieren im Stroma des Tumors und waren 

nicht epithelialen Ursprungs. Möglicherweise wird die Cox2 Expression durch einen parakrinen 

Effekt von Epithelzellen in den Stromazellen erhöht, beispielsweise vermittelt durch Osteopontin 

(Chakraborty et al., 2008). Osteopontin reguliert das Wachstum von Prostatatumoren durch die 

Regulation der Expression von Cox2. Osteopontin stimuliert die Aktivierung der Proteinkinase Cα 

(PKCα)/NF-кB-Signalkaskade, die die Cox2 Expression induziert, was wiederum die Prostaglandin-

E2 Produktion aktiviert und die Tumorprogression fördert (Jain et al., 2006). Ob die Osteopontin 

und Cox2 Expression auch in unseren Mausmodellen korreliert, muss auf jeden Fall noch 

experimentell analysiert werden. 

Wie bereits erwähnt, befinden sich die Cox2 positiven Zellen, wie unsere Immunfluoreszenz-

Analysen zeigten, nicht im Epithel, sondern im Tumorstroma. Auch im Mausmodell von Harada 

wurde eine vermehrte Anzahl von Cox2 positiven Stromazellen beobachtet (Harada et al., 1999). 

Gegenfärbungen (mit anti-Mac1 und anti-F4/80 Antikörpern) lassen vermuten, dass es sich bei 

diesen Zellen um Makrophagen handelt. Zu diesem Thema existieren kontroverse Daten. Viele 

Studien zeigen, dass die Expression von Cox2 hauptsächlich im Stroma in Makrophagen vorkommt 

(Taketo 1998; Hull et al., 1999; Shattuck-Brandt et al., 2000). Auch in humanen sporadisch 

auftretenden kolorektalen Adenomen und Polypen von FAP-Patienten wird Cox2 im Tumorstroma 

exprimiert (Chapple et al., 2000; Kahn et al., 2001). Im Gegensatz dazu stehen Befunde, wonach 

die Cox2 Expression im malignen kolorektalen Krebsgewebe hauptsächlich in neoplastischen 

Epithelzellen vorkommt (Eberhart et al., 1994; Sano et al., 1995). Daher ist es möglich, dass die 

Cox2 Expression zunächst in den Stromazellen intestinaler Polypen induziert wird, und dann erst 

die eigentlichen Tumorzellen mit der Cox2 Expression und malignen Progression beginnen. Es ist 

bekannt, dass gutartige Tumorzellen ohne Unterstützung der Stromazellen nicht wachsen können. 

Daher fördert die Induktion von Cox2 im Stroma das adenome Zellwachstum durch Produktion von 

Prostaglandinen, die das Zellwachstum autokrin und parakrin stimulieren, etwa durch die Inhibition 

der Apoptose (Tsujii und DuBois, 1995) oder durch Stimulation der Angiogenese. 

Cox2 stimuliert die Angiogenese in vitro, während selektive Cox2 Inhibitoren die Angiogenese in in 

vitro Assays blockieren (Tsujii et al., 1998; Jones et al., 1999). Die Induktion von Cox2 in 
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Stromazellen von Polypen stimuliert die Angiogenese durch Überexpression von VEGF (Vascular 

Endothelial Growth Factor) (Hoper et al., 1997; Cheng et al., 1998; Fukumura et al., 1998). Diese 

Studien stehen im Einklang mit den Ergebnissen dieser Arbeit. ApcBcat-Tumoren, die eine stark 

erhöhte Cox2 Expression aufwiesen, waren stärker durchblutet als Tumore von Ras-, Apc- und 

RasApc-Mäusen, in denen die Cox2 Expression geringer war. Daher kommt es in ApcBcat-Tumoren 

vermutlich durch die verstärkte Cox2 Expression zur vermehrten Blutgefäßbildung, was wiederum 

die Versorgung des Tumors begünstigt und zu einem schnelleren Wachstum des Tumors führt. 

 

 

 

Abb.4.2: Modell für die Interaktionen zwischen Tumorzelle und Stroma 

Tumorzellen produzieren und sekretieren Osteopontin und vermutlich auch VEGF. Osteopontin beeinflusst 

autokrin die Tumorzelle selbst und zeigt eine parakrine Wirkung auf Zellen im Tumorstroma, wie etwa 

Makrophagen (Jain et al., 2006; Chakraborty et al., 2008). Die Bindung von Osteopontin erfolgt CD44 oder an 

den alpha5/beta3-Integrin-Rezeptor und führt zu einer Erhöhung der Cox2 Expression (Chakraborty et al., 

2008). Dadurch kommt es zur vermehrten Bildung von Prostaglandinen, die das Zellwachstum autokrin und 

parakrin stimulieren, wie etwa durch die Inhibition der Apoptose oder durch die Stimulation der Angiogenese, 

die von aktivierten Endothelzellen ausgelöst wird. VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor, PGE2: 

Prostaglandin-E2. 

 

 

4.2 Einfluss von aktivierter Akt auf die Tumorentstehung 

Eine verstärkte Aktivierung des PI3K/Akt Signalweges wird mit der Entstehung vieler Krebsarten in 

Verbindung gebracht. PI3K und Akt sind Onkogene, deren Amplifizierung in Eierstock-, Brust und 

Darmkrebs gefunden wurde (Vivanco und Sawyers, 2002), während PTEN als Tumorsupressor 

agiert (Li et al., 1997, Steck et al., 1997). Im Gegensatz dazu stehen Vorbefunde aus unserer 

Arbeitsgruppe, die keine Aktivierung von Akt in Tumoren aus Mausmodellen für 

Kolorektalkarzinome nachweisen konnten (Janssen et al., 2002 und 2006). Um einen möglichen 

Einfluss von aktivierter Akt auf die Entstehung von Kolorektalkarzinomen zu untersuchen, wurde 

die tmaAkt/Z (Akt)-Maus in dieser Arbeit analysiert. Es handelt sich um eine transgene Maus, die 
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eine durch Tamoxifen aktivierbare Form der Kinase Akt exprimiert. Um eine spezifische Expression 

des Transgens im Darmepithel zu induzieren, wurde die Akt-Maus mit der pVillinCre-Maus (El 

Marjou et al., 2004) gekreuzt (CreAkt-Mäuse). Die im Darm exprimierte Akt-Kinase muss zusätzlich 

durch die Gabe von Tamoxifen aktiviert werden (Kroll et al., 2003). Das Tamoxifen wurde den 

Mäusen intraperitoneal injiziert (1mg/Tag für 5 Tage), eine Dosis, die bereits in anderen Arbeiten 

erfolgreich angewendet wurde (Casanova et al., 2002; Forde et al., 2002). 

 

Die erfolgreiche Rekombination konnte in den CreAkt-Mäusen mittels X-Gal-Färbung nachgewiesen 

werden. Die Expression der Akt war im Jejunum am stärksten und schwächte zum Kolon hin ab. 

Dieser Effekt ist vermutlich auf die pVillin-Promotoraktivität zurückzuführen, die einen ähnlichen 

Gradienten aufweist (Robine et al., 1997; Pinto et al., 1999). Die Expression der β-Galaktosidase 

erfolgte hauptsächlich in den Krypten und nur vereinzelt in den Villi, obwohl die pVillinCre-Maus 

eine stärkere Cre-Expression in den differenzierten Zellen (Enterozyten und Becherzellen der Villi) 

als in den Zellen der Krypten aufweist. Die Färbung der β-Galaktosidase in den CreAkt-Geweben 

war allerdings wesentlich geringer und nicht so homogen wie in den publizierten 

pVillinCre/Rosa26R-Mäusen (El Marjou et al., 2004). Die transgene Akt weist vermutlich eine 

ähnliche Expression wie die β-Galaktosidase auf. Die Analyse von Proteinlysaten zeigte eine 

schwache Expression der transgenen Akt im Vergleich zur endogenen Kinase. Die Gabe von 

Tamoxifen scheint die transgene Akt nicht nur zu aktivieren, sondern die dadurch ermöglichte 

Phosphorylierung stabilisiert das Protein. Ein Nachweis der Phosphorylierung gelang nur durch ein 

schwaches Signal im Western-Blot. Die erhöhte Gabe von Tamoxifen (3x 5 Tage, Abb.3.16C) führte 

dagegen zu einer stärkeren Akt-Aktivierung, möglicherweise durch den Stabilisierungseffekt von 

Tamoxifen auf das Transgen. In einigen CreAkt-Mäusen konnte eine Phosphorylierung der P70S6-

Kinase nachgewiesen werden, was die Funktionalität des transgenen Proteins in vivo bestätigt. 

Jedoch führte die Expression der transgenen, aktivierten Akt nicht zur Bildung von Darmtumoren, 

und die CreAkt-Tiere zeigten keinen auffälligen Phänotyp. Das heißt, die Expression von onkogener 

Akt ist für die Initiation der Tumorgenese im Darmepithel nicht ausreichend. Ähnliche Ergebnisse 

zeigten Arbeiten an Mausmodellen für Glioblastome. Die Expression von aktivierter Akt alleine 

reicht nicht aus, um Glioblastome in Mäusen zu induzieren, aber die Koexpression mit aktivem Ras 

führt zur Entstehung von aggressiven Glioblastomen (Holland et al., 2000). Die Expression von 

aktivierter Akt in einem anderen Mausmodell (MPAKT-Maus) resultierte dagegen in intraepithelialen 

Neoplasien in der Prostata auch in Abwesenheit von anderen onkogenen Mutationen (Majumder et 

al., 2003). Daher könnte die fehlende Tumorgenese in der tmaAkt-Maus auch auf die sehr 

schwache Expression von aktivierter Akt Kinase zurückzuführen sein. 

 

Da die CreAkt-Mäuse unter normalen Haltungsbedingungen keinen Phänotyp aufwiesen, wurden die 

Tiere radioaktiver Strahlung ausgesetzt, um zu untersuchen, welche Auswirkung aktivierte Akt 

unter Stressbedingungen hat. Radioaktive Bestrahlung zerstört die sich teilenden Darmzellen, mit 

der Ausnahme einiger Stammzellen, die in den Krypten überleben. Diese überlebenden 

Stammzellen spielen eine zentrale Rolle bei der Regeneration der Krypten nach der Bestrahlung 

(Pritchard und Watson, 1996). Höhere Bestrahlungsdosen töten mehr Stammzellen und reduzieren 

die Zahl der regenerativen Krypten. Die Zellen antworten auf einen durch Bestrahlung induzierten 
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DNA-Schaden mit einer Zellzyklusblockade, DNA-Reparatur oder Apoptose (Schmidt-Ullrich et al., 

2000; Dent et al., 2003a; Dent et al., 2003b). Akt wird als „Überlebenskinase“ in Stresssituationen 

aktiviert und reduziert in vitro die Apoptose nach radioaktiver Bestrahlung (Tessner et al., 2004). 

In CreAkt-Mäusen kam es nach Bestrahlung mit einer letalen Dosis von 10 Gray allerdings zu einer 

stärkeren Schädigung des Darmepithels und einer erhöhten Infiltration von Entzündungszellen im 

Vergleich zu bestrahlten Kontroll-Tieren. Weiterhin kam es im Darm von CreAkt-Mäusen vermutlich 

nicht zur Zellzyklusblockade, dafür aber zu einer stärkeren Aktivierung des Apoptose-Markers 

Caspase 3. Die Expression von anderen pro- und anti-apoptotischen Proteinen blieb unverändert. 

Tatsächlich war die Zahl der apoptotischen Zellen im Vergleich zu den Kontroll-Tieren erhöht, 

während die Zahl der Mitosen in den Krypten verringert war. Anscheinend inhibiert die Expression 

der transgenen Akt die Zellzyklusblockade nach radioaktiver Bestrahlung. Dadurch kommt es 

möglicherweise zur stärkeren Schädigung des Darmepithels, denn mehr Zellen gehen in Apoptose. 

Die Zellzyklusblockade ist ein Schutzmechanismus der Zelle, um zu verhindern, dass DNA-Schäden 

repliziert werden, und um der DNA-Reparatur die nötige Zeit zu geben. Wird der Zellzyklus bei 

vermehrter DNA-Schädigung durch Bestrahlung nicht angehalten, häufen sich die Mutationen und 

die Zelle geht in Apoptose. Diese in vivo Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den in vitro 

Ergebnissen von Tessner (Tessner et al., 2004). Andere Arbeiten zeigten bisher, dass Akt die 

Apoptose reduziert und nicht verstärkt. Möglicherweise ist der beobachtete Effekt in CreAkt-Mäusen 

keine direkte Folge der Expression von transgener Akt. Allerdings kann die Gabe von Tamoxifen als 

Ursache ausgeschlossen werden, da bei allen Experimenten auch immer eine Kontrollgruppe mit 

Tamoxifen injiziert wurde. 

 

In Anlehnung an das Mausmodell von Holland und Mitarbeitern (Holland et al., 2000) wurde die 

CreAkt-Maus mit der Apc-Maus gekreuzt. Diese dreifach-transgenen Tiere (CreAktApc) entwickelten 

Tumore im Dünndarm. Dabei war die Inzidenz, die Anzahl und Größe der Tumore geringfügig, aber 

nicht signifikant gegenüber den Apc Mäusen erhöht. Die aktive Akt scheint also keinen 

nennenswerten zusätzlichen Einfluss auf die Tumorentstehung zu haben. Allerdings könnte auch 

hier die Expression des Transgens für einen sichtbaren Effekt zu schwach sein, da nicht in jedem 

CreAkt- bzw. CreAktApc-Tier im Western-Blot die tmaAkt nachgewiesen werden konnte. Die X-Gal 

Färbung war im Normalgewebe schwächer als in den früheren untersuchten Maus-Generationen, 

und im Tumorgewebe konnte keine Blaufärbung detektiert werden. Auch der Nachweis der 

Phosphorylierung, das heißt des aktivierten Zustandes blieb erfolglos. Möglicherweise ist die 

Expression des Transgens von Generation zu Generation abgeschwächt, wobei der genetische 

Hintergrund eine Rolle spielen könnte. Die Akt-Mäuse wiesen den genetischen Hintergrund CD1 

(outbred) auf (Kroll et al., 2002). In unserem Labor wurden die Tiere dagegen mit C57BL/6-Tieren 

rückgekreuzt. Dies bedeutet, dass die ersten Generationen von analysierten Mäusen einen höheren 

genetischen CD1-Anteil hatten, während in den folgenden Generationen der C57BL/6-Anteil 

anstieg. Falls der genetische Hintergrund die Expression des Transgens beeinflusst, so ist es 

nachvollziehbar, dass in später analysierten tmaAkt-Generationen die Expression abgeschwächt 

war, und der Nachweis über die β-Galaktosidase ebenso schwächer war. Dass die aktivierte Akt 

nicht im Tumorgewebe nachgewiesen werden konnte, lag möglicherweise an epigenetischen 

Veränderungen. Es ist bekannt, dass transgene Promotoren still gelegt werden („silencing“) oder 
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Promotoren im Tumor zusätzlich hypermethyliert werden, was die Expression des Transgens 

verhindert (Kato et al., 1996; Robertson et al., 1996). 

Um den Einfluss von onkogener Akt auf die Tumorentstehung zu untersuchen, sollte man auf 

andere Mausmodelle zurückgreifen, die vor allem eine robustere Expression von aktivierter Akt 

aufweisen. Um die erwähnten „Silencing“-Effekte zu vermeiden, sollte auf eine Knock-in-Strategie 

im endogenen Akt-Lokus zurückgegriffen werden. 
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5 ZUSAMMENFASSUNG 

5.1 Zusammenfassung 

Der Wnt/β-Catenin-Signalweg spielt eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellproliferation und 

Zelldifferenzierung, und ist auch sehr häufig bei kolorektalen Karzinomen fehlreguliert. Ein 

Funktionsverlust des Tumorsuppressorgens APC oder eine Mutation im Onkogen CTNNB1 (β-

Catenin) führt zur Aktivierung des Wnt-Signalweges und resultiert in einer veränderten 

Genexpression und Tumorbildung. Zusätzlich spielt mutiertes Apc auch eine Rolle bei der 

Entstehung von chromosomaler Instabilität. Allerdings ist noch unklar, welche Effekte von 

mutiertem Apc, die für die Tumorentstehung letztlich verantwortlich sind, von β-Catenin abhängig 

oder unabhängig sind. Um die gewebespezifischen Effekte von mutiertem β-Catenin zu 

untersuchen, wurde ein Mausmodell analysiert, das eine amino-terminal verkürzte, onkogene Form 

von β-Catenin im Darmepithel exprimiert (DN-Bcat). Die A33DN-Bcat-Maus zeigte eine 

vergleichsweise schwache Wnt-Aktivierung, die allerdings für eine spontane Tumorentstehung im 

Darmtrakt ausreichend war. Interessanterweise wurden in den A33DN-Bcat-Mäusen nur bestimmte 

Wnt-Zielgene verändert exprimiert, darunter MMP7 und Cryptdin. Beide Zielgene besitzen hoch-

affine TCF-Bindestellen in ihren Promotoren, die bereits auf eine geringe Wnt-Aktivierung 

ansprechen. Onkogenes β-Catenin verschob die Zelldifferenzierung im Normalgewebe in Richtung 

der Panethzellen, veränderte aber weder die Proliferation noch die Apoptoserate. Des Weiteren 

wurde gezeigt, dass die extrazellulären Matrixproteine Tenascin-C und –W, sowie das sekretierte 

Phosphoprotein Osteopontin in den Läsionen der A33DN-Bcat-Mäuse überexprimiert wurden. 

Zusätzlich wurden zwei neue Mausmodelle generiert durch Kreuzung der A33DN-Bcat-Maus mit einer 

Linie, die onkogenes Kras exprimiert (pVillin-KrasV12G, Janssen et al., 2002) (RasBcat-Maus), bzw. 

mit einer Maus, die eine Mutation im Apc Lokus trägt (Apc1638N, Fodde et al., 1994) (ApcBcat-

Maus). Die doppel-transgenen RasBcat- und ApcBcat-Mäuse zeigten eine Verdopplung der 

Tumorzahl im Vergleich zu den einzel-transgenen Geschwistern, aber die Tumorgenese war bei 

weitem nicht so stark erhöht wie in RasApc-Mäusen (Janssen et al., 2006). DN-Bcat scheint also 

einen additiven, aber keinen synergistischen Effekt auf die Tumorgenese zu haben. Es konnte auch 

keine erhöhte chromosomale Instabilität in Tumoren von Mäusen mit onkogenem β-Catenin 

beobachtet werden. Hingegen waren Tumore von ApcBcat-Mäusen signifikant größer als Tumore 

aus RasApc-Tieren, vermutlich verursacht durch eine erhöhte Cox2 Expression im Stroma und eine 

dadurch verstärkte Angiogenese. 

Als Beispiel für die Tumorentstehung durch einen Wnt-unabhängigen Signalweg wurde ein 

Mausmodell analysiert, das darmspezifisch eine induzierbare, transgene Akt-Kinase exprimiert. 

Diese CreAkt-Maus zeigte, dass die Expression von aktivierter Akt im Darmepithel allein nicht 

ausreicht, um die Tumorbildung zu initiieren. Das gleichzeitige Vorhandensein einer Apc-Mutation 

und aktivierter Akt führte zu einer geringfügig verstärkten Tumorgenese im Darm im Vergleich zu 

den einzel-transgenen Apc-Tieren. Dieser Effekt war allerdings nicht signifikant, was 

möglicherweise an einer unzureichenden Expression der transgenen Akt lag, bedingt durch 

epigenetische Veränderungen im transgenen Promotor. 
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5.2 Summary 

Wnt signaling is involved in the regulation of cellular proliferation and differentiation. Moreover, the 

Wnt signalling pathway is misregulated in the majority of colorectal cancers. Loss of function of the 

APC tumor suppressor gene or mutations in the oncogene CTNNB1 (β-catenin) cause activation of 

the Wnt pathway and result in altered gene expression leading to cellular transformation and polyp 

formation. Furthermore, mutations in Apc represent a candidate cause for chromosomal instability 

in colorectal cancer. However, the contribution of either β-catenin dependent or independent 

downstream effects of Apc to tumor formation is not well understood. In order to recapitulate the 

effects of mutated β-catenin, we have analyzed a genetic mouse model that expresses an amino-

terminally truncated, oncogenic version of β-catenin in intestinal epithelia (DN-Bcat). The A33DN-Bcat 

mouse showed a relatively weak Wnt activation, which was nonetheless sufficient to induce 

tumorigenesis in the intestine. Interestingly, we found that only a specific subset of Wnt-target 

genes including MMP7 and Cryptdin was differentially expressed in these mice. The promotors of 

both genes contain high-affinity TCF-binding sites which allow the response to low Wnt activities. 

Oncogenic β-catenin shifted the cell fate decision towards the paneth cell lineage, but did not 

influence proliferation and apoptosis. Additionally, we found that the extracellular matrixproteins 

Tenascin-C and –W, as well as the secreted phosphoprotein Osteopontin were overexpressed in 

lesions of A33DN-Bcat mice. Furthermore, we generated two new mouse models by combining the 

A33DN-Bcat mouse with a strain expressing oncogenic Kras (pVillin-KrasV12G, Janssen et al., 2002) 

(RasBcat mice) or with a murine model which carries a mutation at the Apc locus (Apc1638N, Fodde 

et al., 1994) (ApcBcat mice). The compound RasBcat and ApcBcat animals develop twice as much 

tumors compared to single transgenic littermates, however, tumorigenesis was not as pronounced 

as in RasApc mice (Janssen et al. 2006). Thus, DN-Bcat seems to have an additive but not a 

synergistic effect on tumorigenesis. Additionally, we could not observe an increased chromosomal 

instability in lesions of mice expressing oncogenic β-catenin. In contrast, tumors of the compound 

ApcBcat mice were larger than tumors of RasApc mice, most likely due to an overexpression of 

Cox2 that in turn leads to increased angiogenesis. 

To investigate a Wnt-independent tumorigenic signaling pathway, we have analyzed a murine 

model which expresses an intestine specific, inducible transgenic Akt kinase. This CreAkt mouse 

demonstrates that the expression of activated Akt in intestinal epithelia was not sufficient to induce 

tumorigenesis. However, the concomitant presence of mutated Apc and activated Akt in CreAktApc 

mice led to a minor increase in tumorigenesis in comparison to single transgenic Apc mice. This 

increase was not significant, which may be due to insufficient expression of the transgenic Akt, 

which was possibly silenced by epigenetic effects at the promotor of the transgene. 
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7 ANHANG 

7.1 Abkürzungsverzeichnis 

Über die gebräuchlichen SI-und IUPAC-Einheiten hinaus wurden die folgenden Abkürzungen 

verwendet: 

 

AB   ApcBcat 

Abb.   Abbildung 

ACF   Aberrant Crypt Foci 

Akt-Maus  tmaAkt/Z-Maus 

APC   Adenomatous Polyposis Coli 

Apc-Maus  Apc1638N-Maus 

APS   Ammoniumperoxidsulfat 

β-TrCP   β-Transducin Repeat Containing Protein 

Bcat-Maus  A33DN-ßcat-Maus 

BSA   Rinderserumalbumin 

Brg-1   Brahma-related gene 1 

CA   CreAkt 

CAA   CreAktApc 

CaBP9K   Calbindin-D9K Promotor 

CAG   β-actin Chicken Promotor 

CamKII   Ca2+/Calmodulin-abhängige Kinase II 

CAT   Chloramphenicolacetyltransferase 

CDKs   Cyclin Dependent Kinases 

cDNA   komplementäre Desoxyribonukleinsäure 

CIN   chromosomale Instabilität 

CKIα/ε   Casein Kinase I α/ε 

Cox2   Cyclooxygenase 2 

CREB   cAMP Response Element Binding Protein 

Cre-Maus  pVillinCre-Maus 

CtBP   Carboxy-terminal Binding Protein 

CTMP   Carboxy-Terminal Modulation Protein 

Cy3   Carboxymethylindocyanin 

DAG   Diacylglycerol 

DCC   Deleted in Colon Cancer 

ddH2O   doppelt destilliertes Wasser 

DEPC   Diethylpyrocarbonat 

Dkk   Dickkopf 

DMEM   Dublecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO   Dimethylsulfoxid 



Anhang 

120 

DNA   Desoxyribonukleinsäure 

dNTP   2´-Desoxynukleotid-5´-Triphosphat (N=A, C, G, T) 

Dsh   Dishevelled 

DTT   Dithiothreitol 

ECL   Enhanced Chemiluminesence 

EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF   Epidermal Growth Factor 

EMT   Epithelial Mesenchymal Transition 

FABP   Fatty Acid Binding Protein 

FAP   Familiäres Adenomatous Polyposis 

FKS   Fötales Kälberserum 

Frat1   Frequently rearranged in T-cell Lymphoma 1 

FRPs   Frizzled Related Proteins 

g   Erdbeschleunigung; Gramm 

GF   Growth Factor 

GPCR   G-Protein Coupled Receptor 

Grb2   Growth Factor Receptor-bound protein 2 

GSK3β   Glykogen Synthase Kinase 3β 

h   Stunde 

HA   Hämagglutinin 

HDAC   Histon-Deacetylase 

HE   Hämatoxylin/Eosin 

HMG   High Mobility Group 

HNPCC   Hereditary Nonpolyposis Colorectal Cancer 

HRP   Horseredish Peroxidase 

IHC   Immunhistochemistry 

IκB   IkappaB 

IKKα   IkappaB Kinase α 

ILK   Integrin Linked Kinase 

IP   Immunopräzipitation 

i.p.   intraperitoneal 

IRES   Internal Ribosomal Entry Site 

JNK   Jun amino-terminal Kinase 

kb   Kilobasen 

kDa   Kilodalten 

LEF   Lymphoid Enhancer Factor 

LOH   Loss of Heterozygosity 

LoxP   Locus of crossing over 

LRP   LDL Receptor Related Protein 

µ   mikro 

M   Molar 

ml   Milliliter 
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min   Minute(n) 

MIN   Mikrosatelliten Instabilität; Multiple Intestinal Neoplasia 

mM   Millimolar 

mA   Milliampère 

MCP-3   Monocyte Chemoattractant Protein 3 

mRNA   messenger Ribonukleinsäure 

mTOR   mammalian Target of Rapamycin 

Mut   mutiertes Allel 

Neo-Maus  A33Neo-Maus 

NFκB   Nuclear Factor kappaB 

Nkd   Naked cuticle 

NP40   Nonylphenylpolyethylenglycol 

NSAIDs   Non-Steroidal Anti-Inlammatory Drugs 

P70S6K   P70 ribosomale Protein S6 Kinase 

PAGE   Polyacrylamid-Gelelektrophorese 

PBS   phosphate buffered saline (phosphatgepufferte Kochsalzlösung) 

PCP   Planar Cell Polarity 

PCR   Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction) 

PDE   Phosphodiesterase 

PDK1   Serine/Threonine Kinase 3’-Phosphoinositide Dependent Kinase 1 

PEA3   Polyoma virus Enhancer A Binding Protein 3 

PGE2   Prostaglandin E2 

PH   Pleckstrin Homolog 

PIP2   Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat 

PIP3   Phosphatidylinositoltrisphosphat 

PKB   Proteinkinase B 

PKC   Proteinkinase C 

PMSF   Phenylmethylsulfonylfluorid 

PPARδ   Peroxisome Proliferator Activated Receptor δ 

PTEN   Phosphatase and Tensin Homologue deleted on Chromosome 10 

RA   RasApc 

Ras-Maus  pVillin-KrasV12G-Maus 

RB   RasBcat 

RGS   Regulator of G-protein Signaling 

RNA   Ribonukleinsäure 

RNase   Ribonuklease 

rpm   revolution per minute (Umdrehungen pro Minute) 

RT   Raumtemperatur 

RTK   Receptor Tyrosine Kinase 

qRT-PCR  quantitative Real-Time PCR 

SAMP   Serin Alanin Methionin Prolin 

SDS   Sodium-Dodecylsulfat 
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sec   Sekunde 

Shc   SH2 domain containing transforming protein 

SHIP   SH2-containing Inositol Phosphatase 

SOS   Son of Sevenless 

Tab.   Tabelle 

TBP   TATA Binding Protein 

TCF   T-Cell Factor 

TEMED   N,N,N’,N’- Tetramethylethylendiamin 

Tris   Tris-Hydroxymethyl-Aminomethan 

TRITC   Tetramethylrhodamin-isocyanat 

TSC2   Tuberous Sclerosis Complex 2 

UEA   Ulex europaeus Agglutinin 

V   Volt 

VEGF   Vascular Endothelial Growth Factor 

WB   Western-Blot 

WIF-1   Wnt Inhibitory Factor 1 

Wt   Wildtyp-Allel 

X-Gal   5-bromo-4-chloro-3-inolyl-ß-D-Galaktosidase 
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