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1 Einleitung 

Der häufigste maligne Lebertumor ist das hepatozelluläre Karzinom (Hepatocellular Car-

cinoma, HCC), das sich klinisch mit rascher Progredienz und einer limitierten therapeuti-

schen Möglichkeit manifestiert. Weltweit ist das HCC die fünfthäufigste Tumorentität und 

die dritthäufigste krebsbedingte Todesursache (Parkin, 2001). Epidemiologischen Untersu-

chungen zufolge besteht die höchste Inzidenz des HCC in Zentralafrika und Südostasien, 

während in Mittel- und Nordeuropa sowie in Nordamerika seine Inzidenz vergleichsweise 

gering ist (Pisani et al., 1993).  

Risikofaktoren für die Entwicklung eines hepatozellulären Karzinoms sind insbesondere 

virale Hepatiden (Hepatitis B, Hepatitis C). Die chronische Hepatitis B mit HBs-

Antigenpersistenz ist mit über 200-fach erhöhtem Risiko, ein HCC zu entwickeln, verbun-

den (Beasley et al., 1981). Untersuchungen zur chronischen Hepatitis C-Infektion weisen 

auf ein noch höheres HCC-Risiko hin (Deuffic et al., 1999). Weitere Risikofaktoren sind 

die Hämochromatose, Aflatoxinexpostion sowie die Leberzirrhose, die unabhängig von der 

Ätiologie von einigen Autoren als Präkanzerose angesehen wird (Fattovich, 2004). Patien-

ten mit einem HCC haben eine äußerst schlechte Prognose, was vor allem dem besonders 

ausgeprägten angioinvasiven Potential des Tumors und dem Fehlen von kurativen Thera-

piemöglichkeiten zuzuschreiben ist. Wenn der Tumor nicht chirurgisch radikal entfernt 

werden kann, ist die Prognose sehr schlecht. Der Tumor ist nahezu resistent gegenüber 

bisher eingesetzten Chemo- oder Strahlentherapien (Okada, 1998).   

 

Die molekulare Pathogenese des HCC ist bisher nicht vollständig geklärt. Neben der Akti-

vierung von Onkogenen (Liu et al., 1997; D`Errico et al., 1996) und der Veränderung von 

Tumorsuppressorgenen (Puisieux und Ozturk, 1997) gibt es Hinweise dafür, dass eine 

vermehrte Expression von Wachstumsfaktorrezeptoren bei der Entstehung des HCC eine 

wichtige Rolle spielt. So wurde in einer Reihe von verschiedenen Untersuchungen gezeigt, 

dass sowohl der IGF-I-Rezeptor (IGF-IR) als auch der HGF-Rezeptor (Met), ein Produkt 

des Proto-Onkogens c-met (Furge et al., 2000), im HCC überexprimiert werden (Ljubimo-

va et al., 1997; Lee et al., 1998; Nakanishi et al., 1999; Tavian et al., 2000; Alexia et al., 

2004). Die Überexpression von Met korreliert mit einer vermehrten Metastasierungsten-

denz der Tumorzellen (Xie et al., 2001, Luo et al., 1999). Durch eine Hemmung des IGF-

IR in vivo konnte das Wachstum verschiedener HCC-Zelllinien inhibiert werden (Ellouk-

Achard et al., 1998; Hopfner et al., 2006). Met und IGF-ІR gehören zur großen Familie der 

Rezeptortyrosinkinasen. Die Ligandenbindung an diese Rezeptoren induziert die Aktivie-
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rung bzw. Tyrosinphosphorylierung zytoplasmatischer Proteine, die extrazelluläre Signale 

in die Zelle bis hin zum Zellkern weiterleiten. Für die beiden zytoplasmatischen Tyrosin-

kinasen FAK und PYK2 konnte nachgewiesen werden, dass sie an der Signaltransduktion 

des Met und IGF-IR beteiligt sind (Maulik et al., 2002; Sekimoto et al., 2005). Welche 

Bedeutung die beiden Proteintyrosinkinasen in der Pathogenese des HCC haben, ist jedoch 

unklar. 

 

FAK und PYK2 gehören zur Gruppe der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen, die beim Wei-

terleiten der Signale aus dem Extrazellulärraum ins Zellinnere eine wichtige Rolle spielen 

(Avraham et al., 2000). Sie weisen bezüglich ihrer Aminosäuresequenz und Strukturbau 

viele Gemeinsamkeiten auf. Eine zentrale katalytische Domäne wird von einer großen C- 

und N-terminalen nicht-katalytischen Region flankiert (Schlaepfer et al., 1999; siehe Abb. 

1). Im Unterschied zu den anderen Proteintyrosinkinasen fehlen FAK und PYK2 die SH2- 

und SH3-Domäne (SH = Src-homolog, da diese Domänen ursprünglich im Src-Protein 

gefunden wurden). Durch ihre prolinreichen Sequenzen im C-Terminus aber haben sie die 

Fähigkeit, die SH3-Domänen anderer Signalproteine wie p130Cas oder Graf zu binden (Pol-

te et al., 1997; Astier et al., 1997a; Astier et al., 1997b; Hildebrand et al., 1996; Ohba et al., 

1998). Über phosphorylierte Tyrosinreste binden sie selektiv SH2-Domänen anderer Sig-

nalproteine wie z. B. Src-Kinasen (Pawson, 1994; Schaller et al., 1994). 

 

Die Tyrosinkinase FAK besitzt sechs verschiedene Tyrosinstellen mit unterschiedlichen 

Funktionen: 2 im N-Terminus (Tyr-397, Tyr- 407), 2 innerhalb der Kinasedomäne (Tyr-

576, Tyr-577) und 2 im C-Terminus (Tyr-861, Tyr-925) (Calalb et al., 1995; Calalb et al., 

1996; Schlaepfer et al., 1997; Schwartz et al., 1995; Parsons, 2003).  

Der Tyrosinrest 397 wurde als Autophosphorylierungsstelle der FAK identifiziert, die im 

phosphorylierten Zustand an die SH2-Domäne der Src-Kinasen (Schaller, 1994), PI3-

Kinase (Chen et al., 1996), Phospholipase-C-γ (Zhang et al., 1999) und Grb7 (Reiske et al., 

1999; Han et al., 1999) bindet. Die beiden Tyrosinreste 576 und 577 im Bereich der Kina-

sedomäne ermöglichen im phosphorylierten Zustand erst die vollständige Kinaseaktivität 

von FAK (Calalb et al., 1995; Owen et al., 1999; Ruest et al., 2000). Durch die Phosphory-

lierung des Tyrosins 925 entsteht eine Bindungsstelle für das Adapterprotein Grb2. Dieses 

koppelt FAK über das GDP-GTP-Austauschprotein Sos an den MAPK-Signalweg 

(Schlaepfer et al., 1994). Die Rolle der beiden Tyrosinstellen 407 und 861 ist derzeit noch 

unklar.   
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Abbildung 1: Struktur von FAK und PYK2 (Schlaepfer et al., 1999) 

 < 10 % Sequenzhomologie,              ~ 40 % Sequenzhomologie,          ~ 60 % Sequenzhomologie,        

   Prolinreiche Sequenzen. 
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Es konnte gezeigt werden, dass sie die gleiche Funktion wie die korrespondierenden Tyro-

sinstellen der FAK erfüllen (Schlaepfer et al., 1999; Avraham et al., 2001). Die C-
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die Paxillinbindung enthält, wurde sowohl endogen als auch exogen exprimiertes PYK2 

nur schwach in Fokalkontakten nachgewiesen (Li und Earp., 1997; Sasaki et al., 1995).  

 

FAK und PYK2 können durch eine Reihe verschiedener Stimuli aus dem Extrazellulär-

raum aktiviert werden: nach EZM-Zellkontakten via Integrine (Zheng et al., 1998; Lipfert 

et al., 1992; Li et al., 1996; Astier et al., 1997b), über G-Protein-gekoppelte Rezeptoren 

(Pace et al., 2003; Tang et al., 2000; Tapia et al., 1999; Lee und Villeral., 1996), durch 

Wachstumsfaktoren (Rankin und Rozengurt, 1994; Abedi und Zachary, 1997; Brinson et 

al., 1998), regulatorische Peptide (Zachary et al., 1992; Wu et al., 2002; Sorokin et al., 

2001; Dikic et al., 1996) und mechanische Faktoren (Wang et al., 2001). 

Als erste Reaktion auf eine Stimulation erfolgt bei beiden Kinasen eine Autophosphorylie-

rung, und zwar an der FAK-Tyrosinstelle 397 und dem PYK2-Tyrosinrest 402. Hierdurch 

entsteht eine Bindungsstelle für die Mitglieder der Familie der Src-Kinasen, der größten 

Familie der zytoplasmatischen Tyrosinkinasen der Säugertiere. Die Src-Kinasen wiederum 

phosphorylieren weitere Tyrosinstellen der FAK und PYK2 und ermöglichen dadurch die 

vollständige Aktivierung der beiden Tyrosinkinasen.         
 

Trotz der strukturellen Ähnlichkeit gibt es einige Unterschiede in der Funktion der beiden 

Proteintyrosinkinasen. So führt z.B. eine Zunahme der FAK-Expression in Fibroblasten zu 

einer Steigerung der DNA-Synthese, die Überexpression einer inaktiven FAK-Mutante 

dagegen zu einer Hemmung des Zellzyklus (Zhao et al., 1998; Oktay et al., 1999). Es 

konnte gezeigt werden, dass FAK vermittelt über verschiedene Signaltransduktionswege 

eine anti-apoptotische Wirkung auf die Zellen hat (Hungerford et al., 1996; Frisch et al., 

1996; Ilic et al., 1998; Almeida et al., 2000; Sonoda et al., 2000). Im Unterschied dazu 

führt eine PYK2-Überexpression zu einem vermehrten Zelluntergang durch Apoptose (Xi-

ong und Parsons, 1997; Chauhan et al., 1999; Pandey et al., 1999a, 1999b; Susa, 1999). In 

einer Reihe von verschiedenen Untersuchungen wurde beobachtet, dass neben der Zellpro-

liferation auch die Zellmigration durch eine gesteigerte FAK-Expression gefördert wird. 

Durch die Überexpression einer nicht-katalytisch wirkenden fokalen Adhäsionskinase (F-

AK-related Non-Kinase, FRNK) wird sie gehemmt (Cary et al., 1996; Gilmore und Romer, 

1996; Sieg et al., 1999; Owen et al., 1999). Bei der FRNK handelt es sich um eine Splice-

Variante von FAK, die als ein endogener, negativer Regulator agieren kann (Richardson 

und Parson, 1996). Die Pyk2-Expression dagegen ist in FAK-defizienten Zellen, die eine 

verringerte Motilität aufweisen, gesteigert (Sieg et al., 1998).  
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2 Ziel der Arbeit 

Es ist in mehreren Studien gezeigt worden, dass eine erhöhte FAK-Expression auch in 

Tumorzellen vorkommt (Weiner et al., 1993; Owens et al., 1995; Watermann et al, 2005). 

Die FAK-Überexpression geht dabei mit einer gesteigerten Zellmotilität und Invasivität 

einher (Owens et al., 1995; Slack et al., 2001; Wang et al., 2000; Cance et al, 2000). Im 

Gegensatz zu FAK ist die Expression der Tyrosinkinase PYK2 im maligne entarteten Ge-

webe und in metastasierenden Tumorzellen herunterreguliert (Stanzione et al., 2000; Li-

pinski et al., 2003; Forest et al., 2005)  

Über die Funktion der beiden Proteintyrosinkinasen im HCC ist zurzeit noch wenig be-

kannt. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war es daher, die Expression und die intrazelluläre 

Aktivierung der FAK und PYK2 in einer hepatischen Tumorzelllinie zu untersuchen, und 

zwar mit der Fragestellung, ob FAK in diesen Zellen ähnlich in anderen malignen Gewe-

ben eine übergeordnete Rolle spielt. Als ein Modellsystem des HCC wurde die HepG2-

Zelllinie ausgewählt. Hierbei handelt es sich um eine gut differenzierte Hepatoblastomzell-

linie, die 1975 etabliert wurde, und die in vielen Charakteristika dem klinischen HCC ähn-

lich ist (Aden et al., 1979; Darlington et al, 1987). Die intrazelluläre Aktivierung und die 

Regulation der beiden Tyrosinkinasen FAK und PYK2 sollte nach Stimulation der Zellen 

mit HGF und IGF-I, die beide eine bedeutende Funktion in der Hepatokarzinogenese ha-

ben, untersucht werden.   
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3 Material und Methoden 

3.1 Materialien 

3.1.1 Zellkultur 

HepG2: 

humane Hepatoblastomzelllinie (ATCC: HB-8065, Cell line services), 1975 etabliert (A-

den et al, 1979), epithelartige Zellen, adhärent als Monolayer wachsend.  

 

Nährmedium: 

Die HepG2-Zellen wurden im D-MEM (500 ml, Glukosegehalt von 4500 mg / l) 

kultiviert. Dieses Medium wurde mit folgenden Zusätzen supplementiert: 

+10 % FBS 

+2 % Natriumbikarbonat (1,5 g/l) 

+1 % Natriumpyruvat (1 mM) 

+1 % L-Glutamin (2 mM) 

+1 % Non-Essential Amino Acide 

+1 % Penicillin / Streptomycin  

 

M0-Medium: 

12-16h vor dem geplanten Stimulationsversuch wurden die in Petrischalen ausgesetzten 

Zellen mit Nährmedium ohne Zusatz von FBS inkubiert, um eine Synchronisation der Zell-

teilung zu erreichen. Dieses Medium wurde als M0 bezeichnet. 

 

3.1.2 Puffer 

Blockpuffer: 

 50 mM Trisbase (pH 8,0), CaCl2 2 mM, NaCl 80 mM, 0,5 % Tween 20, 5 % Ma-

germilch 

Laufpuffer: 

 25 mM Trisbase (pH 8,3), 192 mM Glycin, 1 % SDS 

Ladepuffer: 

 0,2 M Trisbase (pH 6,8), 0,2 M DTT, 4 % SDS, 10 % Glycerol, 0,01 % Bromphe-

nol, 5 % Mercaptoethanol 
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Lysis Puffer: 

 50 mM Trisbase (pH 7,5), 150 mM NaCl, 1 % Triton X-100, 1 % Deoxicholate, 0,1 

% NaN3, 2,5 µM Aprotinin, 2,5 µM Leupeptin, 1 mM PMSF, 0,2 mM Na3VO4 

Sammelgelpuffer: 

 0,5 M Trisbase pH 6,8 

Stripping-Puffer: 

 100 mM Mercaptoethanol, 2 % SDS, 62,5 mM Trisbase (pH 6,7), ad Aqua dest.  

Transferpuffer: 

 48 mM Trisbase (pH 9,2),1,3 mM SDS, 20 % Methanol, 1,6 g Glycin 

Trenngelpuffer: 

 1,5 M Trisbase pH 8,8 

Waschpuffer: 

 50 mM Tris (pH 8,0), CaCl2 2 mM, NaCl 80 mM, 0,5 % Tween 20 

 

Zusammensetzung des SDS-Polyacrylamidgels: 

 

 10 %-iges Trenngel 4,5 %-iges Sammelgel 

10 % Acrylamid 3,75 ml 0,5 ml 

Puffer 3,75 ml Trenngelpufer 1,25 ml Sammelgelpuffer 

Aqua dest. 7,19 ml  3,2 ml 

10 % SDS 150 µl 50 µl 

10 % APS 150 µl 50 µl 

TEMED 7,5 µl 10 µl 

   Tabelle 1 

 

3.1.3 Wachstumsfaktoren 

IGF-I, Recombinant Human Insulin Like Growth Factor-I, Cat. No. 100-11, Peprotech 

HGF, Recombinant Human Hepatocyte Growth Factor, Cat. No. 100-39, Peprotech 

 

3.1.4 Src-Inhibitoren 

PP2, Cat. No. 529573, Calbiochem 

PP3, Cat. No.529574, Calbiochem 
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3.1.5 Antikörper 

Primärantikörper: 

 

 Spezies Verwendung (Konzentration) Firma 

(Bestellnummer) 

Anti-FAK  

monoklonaler Antikörper 

(250 µg / ml) 

Maus WB (0,25 µg / ml) 

IP (3 µg / µl) 

BD Transduction

Laboratories 

(610088) 

Anti-PYK2  

monoklonaler  Antikörper 

(250 µg / ml) 

Maus WB (0,5 µg / ml ) 

IP (3 µg / µl) 

BD Transduction

Laboratories 

61059 

Antiphosphotyrosin-PY20  

Antikörper (1 mg / ml) 

Maus WB (1 µg / ml) 

IP (4 µg / µl) 

BD 

Biosciences 

(610000) 

Anti-FAK  

polyklonaler Antikörper 

pY397 (0,5 mg / ml) 

Kaninchen WB (1 µg / ml) Biosource 

( 44-624G) 

Anti-PYK2  

polyklonaler Antikörper 

pY402 (0,52 mg / ml) 

Kaninchen WB (1 µg / ml) Biosource 

(44-618G)  

Tabelle 2 

 

Sekundärantikörper: 

 Goat anti-mouse IgG (H+L), Horseradish Peroxidase conjugated antibody, Verdün-

nung für Western Blot 1: 6000, Pierce (No. 31432) 

 Goat anti-rabbit IgG, Horseradish Peroxidase conjugated antibody, Verdünnung für 

Western Blot 1: 10000, Santa Cruz Biotechnology 
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3.1.6 Chemikalien 

 

Bezeichnung                           Hersteller 

2-Mercaptoethanol              Sigma Chemical Co. 

40 % Acrylamid              Bio-Rad 

Aprotinin                 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

APS                    Bio-Rad 

BCA-Proteinassay Reagent A and B        Pierce 

Bromphenolblau               Merck 

BSA                    Pierce   

CaCl2 (Calciumchlorid)            Merck    

Deoxicholate                Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

D-MEM                  Gibco 

DMSO                  Aldrich 

DTT                   Sigma Chemical Co. 

ECL-Reagent                Amersham Biosciences 

EDTA                  Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

EGTA                  Merck   

Ethanol                  J.T. Baker 

FBS                   Gibco   

Glycerol                  Merck 

Glycin                  Carl Roth GmbH 

HCL (Salzsäure)               Merck 

Isopropanol 80 %              Merck 

Ladder                  Invitrogen 

Leupeptin                 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

L-Glutamin                 Gibco 

Magermilchpulver              Heirler 

Methanol              J.T. Baker 

Na2CO3 (Natriumbicarbonat)           Gibco 

NaCl (Natriumchlorid)             J.T. Baker 

NaN3 (Natriumacide)             Merck 

NaOH (Natronlauge)             Merck 

NaPyruvat (Natrium-Pyruvat)          Gibco 
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Na3VO4 (Natrium-Orthovanadate)         Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Non-Essential Amino Acide           Gibco        

PBS                   Gibco 

Penicillin/ Streptomycin            Gibco 

PMSF                  Sigma Chemical Co. 

Protein G („Beads”)              Pierce 

SDS                   Bio-Rad 

TEMED                  Carl Roth GmbH 

Tris-Base                 Sigma-Aldrich Chemie GmbH 

Triton X-100                Merck 

Trypanblaulösung 0,5 %            Serva 

Trypsin-EDTA               Gibco 

Tween                  Sigma Chemical Co. 

 

3.1.7 Verbrauchsmaterialien  

 

Materialien                Hersteller 

Cell-Scraper              Nunc, USA 

Einmalspritzen, Injekt 5ml           Braun, Melsungen 

Falcon Zentrifugenröhrchen 15ml / 50ml       Becton Dickinson, New York 

Gel- Blotting Papier GB002           Schleicher & Schuell, Dassel 

Kanülen, 100 Sterican, 0,9 x 40mmØ        Braun, Melsungen 

Petrischalen, Tissue Culture Dish,         Sarstedt, Newton, USA 

60 x 15mmØ /100 x 20mmØ 

Pipetten 5ml / 10ml/ 25ml, steril          Becton Dickinson, New York 

Protran® Nitrocellulose Transfer Membrane     Schleicher & Schuell, Dassel 

Röntgenfilm, Hyperfilm™ ECL, 18 x 24 cm     Amersham Biosciences, 

              Buckinghamshire, UK 

Zellkulturflaschen, Tissue Culture Flask 175 cm²    Sarstedt, Newton, USA 

Tissue Culture Plate 96-well           Sarstedt, Newton, USA 
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3.1.8 Geräte 

 

Geräte                  Hersteller 

Absauggerät, Miniport             Servox Medizintechnik GmbH 

Blottingkammer               Biometra 

EL 808 Ultra Microplate Reader          Bio-Tek. Instruments 

Feinwaage                 Kern 822 

Filmcassette 18 x 24cm            Rego 

Gelelektrophorese für Minigele 

(Mini- Protean П Electrophoresis Cell)       Bio-Rad 

Heizblock, Dri- Block DB- 3D          Techne  

Inkubator                 Heraeus Instruments 

Kühlzentrifuge                 Sigma  3K30  

Magnetrührer und Heizplatte           Sigma 

Microprocessor pH-Meter  537          Wissenschaftliche-Technische 

              Werkstätten GmbH 

Mikroskop                 Wilovert und Wetzler 

Multi-Shaker- Rotator RS-24           peQlab Biotechnologie GmbH 

Pipettierhilfe, pipetus classic           Hirschmann 

Pipettierhilfe, pipetman             Gilson 

Powersupply Power Pac 300           Bio-Rad 

Präzisionspipetten (Dispenser)          Eppendorf 

Schüttler KL                E. Bühler 

Vortexer VF2                Jahnke und Kunkel IKA 

Wasserbad                 GFL 

Werkbank(„Hood“)              Heraeus 

Zentrifuge, Minifuge RF            Heraeus 

Zentrifuge, Biofuge 13             Heraeus Sepatech 
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3.2 Methoden 

3.2.1 Zellkulturarbeiten 

Alle zellbiologischen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheits-

werkbank („Hood“) durchgeführt. Die Medien und die Puffer wurden vor Gebrauch im 

Wasserbad auf 37 °C erwärmt und die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C in feuch-

ter Atmosphäre bei einem CO2-Gehalt von 5%. 

 

3.2.1.1 Auftauen der Zellen 

Die HepG2-Zellen wurden in Kryoröhrchen in flüssigem Stickstoff bei -196 °C gelagert. 

Für die Kultivierung der Zellen wurde ein Röhrchen zügig im Wasserbad bei 37 °C aufge-

taut. Rasches Auftauen der Zellen ist nötig, um die Schädigung der Zellen durch den im 

aufgetauten Zustand toxischen DMSO-Anteil zu minimieren. Die aufgetaute Zellsuspensi-

on wurde in ein mit 30 ml Nährmedium gefülltes Falcon-Röhrchen überführt und anschlie-

ßend für 5 Minuten bei 1000 U/min zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das 

Zellpellet mit 15 ml Nährmedium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde dann in eine 

75 cm² große Zellkulturflasche überführt und im Brutschrank bei 37 °C und 5% CO2  inku-

biert wurde. Nach 24 h wurde der erste Mediumwechsel durchgeführt. 

 

3.2.1.2 Passagieren der Zellen 

Vor jedem Mediumwechsel wurden die Flaschen im Lichtmikroskop betrachtet, um 

Wachstum und  Form der Zellen zu beurteilen. Sobald der Zellrasen eine Konfluenz von 

70-80% erreicht hat, passagiert man die Zellen, da ein zu dichter Zellrasen eine 

Wachstumsinhibition zur Folge hat. Dazu wurden die Zellen mit Hilfe der Protease 

Trypsin voneinander und vom Boden der Flasche abgelöst. Durch die Aufnahme der Zell-

suspension in Nährmedium wurde die zytotoxische Wirkung von Trypsin gestoppt. Die 

entstandene Zellsuspension wurde dann in ein Falcon-Röhrchen überführt und für 10 min 

bei 1500 U/min zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Überstandes und der Resuspension 

des Zellpellets in 3 ml Nährmedium wurden jeweils 1,5 ml dieser Suspension mit 25 ml 

Medium verdünnt und in eine 175 cm² große Zellkulturflasche überführt. Die adhärent 

wachsenden Zellen wurden anschließend für 3 Tage im Brutschrank inkubiert, bevor das 

Medium gewechselt wurde. 
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3.2.1.3 Zellaussaat für die Stimulationsversuche 

Um die jeweilige Proteinmenge bei jedem Versuch konstant zu halten, war es notwendig, 

die Zellen in einer bestimmten Anzahl in Petrischalen auszuplattieren. 

Für das Ausplattieren der Zellen wurde eine Zellkulturflasche ausgewählt, die sub-

konfluent bis konfluent bewachsen war. Die Zellen wurden dann mit PBS gewaschen, 

trypsiniert (siehe 3.2.1.2) und anschließend zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt 

und das Zellpellet in 5 ml Nährmedium resuspendiert. Um lebende von toten Zellen unter-

scheiden zu können, wurden 10 µl Zellsuspension 1:2 mit Trypanblaulösung verdünnt. 

Lebende Zellen nehmen wegen ihrer intakten Membran den Farbstoff nicht auf, während 

abgestorbene Zellen sich anfärben lassen und deshalb unter dem Mikroskop blau erschei-

nen. Mit Hilfe der Neubauer-Zählkammer wurde dann die Zellzahl in der Zellsuspension 

ermittelt. Hierzu hat man alle vitalen Zellen in den vier großen Quadraten der Zählkammer 

gezählt und den Mittelwert gebildet. Dieser wurde mit dem Verdünnungsfaktor (1:2 Ver-

dünnung mit Trypanblau) und mit 104 (Volumen über einem großen Quadrat) multipliziert, 

um die Zellzahl pro Milliter zu erhalten. Auf kleine Petrischalen wurden 600000 Zellen/ 

cm² und auf große Petrischalen 1200000 Zellen/cm² ausgesät, die anschließend mit Nähr-

medium versetzt und im Brutschrank inkubiert wurden. 

 

3.2.1.4 Zellstimulation der Zellen mit Wachstumsfaktoren 

Es wurde zunächst eine Dosis-Wirkungskurve erstellt, um zu untersuchen, bei welcher 

Konzentration des jeweiligen Wachstumsfaktors eine optimale Aktivierung der FAK 

stattfindet. 

 

Dosis-Wirkungskurve für HGF und IGF-I 

 

Zur Erstellung einer Dosis-Wirkungskurve wurden die Zellen auf Petrischalen ausplattiert 

und für vier bis fünf Tage im Brutschrank kultiviert. Sobald die Zellen eine gewünschte 

Konfluenz erreicht hatten, wurde das Nährmedium abgesaugt und M0-Medium zugegeben. 

Die Zellen wurden dann für 12-16 h im Brutschrank inkubiert. Am nächsten Tag wurde 

das Medium M0 abgesaugt, die Zellen mit 5 ml PBS gewaschen und anschließend mit der 

Zellstimulation begonnen. Zunächst wurde eine Verdünnungsreihe für HGF und IGF-I mit 

den folgenden Konzentrationen hergestellt: HGF 1; 0,1; 0,01 und 0,001 nM, für IGF-I 100; 

10; 1 und 0,1 nM. Die Verdünnung auf die entsprechende Konzentration erfolgte jeweils 
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mit 5 ml M0 Medium. Die Zellen wurden mit HGF und IGF-I in der jeweiligen Konzentra-

tion bei Raumtemperatur für die Zeitdauer von 30 s bis eine Minute bei Raumtemperatur 

stimuliert. Dabei wurde jeweils eine Petrischale einem bestimmten Wachstumsfaktor und 

einer bestimmten Konzentration zugeordnet. Gleichzeitig wurden zwei unstimulierte Pro-

ben mitgeführt. Anschließend wurde das Stimulationsmedium abgesaugt und die Zellen 

zwei Mal mit eiskaltem PBS gewaschen, um die Aktivierung zu stoppen. Sofort nach dem 

Waschvorgang wurden die Schalen auf Eis gestellt und mit der Zell-Lyse begonnen (siehe 

3.2.2.1). 

 

Zeit-Wirkungskurve für HGF und IGF-I 

 

Mit diesem Versuch soll der zeitliche Verlauf der FAK-Aktivierung in HepG2-Zellen un-

tersucht werden. 

Die HepG2-Zellen wurden zunächst in Petrischalen ausgesät und bis zum Erreichen einer 

Konfluenz von 70-80% kultiviert. Nach vier bis fünf Tagen wurde das Nährmedium abge-

saugt und die Zellen für 12-16 h mit Medium M0 inkubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde 

das M0-Medium abgesaugt und die Zellen mit PBS gewaschen. Es war aus Voruntersu-

chungen mit einem anderen Zellsystem und Stimulationsfaktor bekannt, dass FAK nach 

einer kurzen Inkubationsdauer maximal aktiviert wird. Für die Versuche wurden daher die 

vier folgenden Zeiten festgelegt: 0,5; 1; 2,5 und 5 Minuten. Für jede dieser Zeitintervalle 

wurde jeweils eine Schale mit HGF (0,1 nM) und eine Schale mit IGF-I (10 nM) bei 

Raumtemperatur inkubiert. Zwei Schalen wurden als unstimulierte Kontrolle verwendet. 

Nach 0,5; 1; 2,5 und 5 Minuten wurde das Stimulationsmedium abgesaugt, die Zellen 

zweimal eiskaltem PBS gewaschen und die Schalen zur Durchführung der Zell-Lyse (siehe 

3.2.2.1) auf Eis gestellt. 

 

3.2.1.5 Präinkubation der Zellen mit dem Src-Inhibitor PP2 und dem inaktiven A-

nalogon PP3 

Dieser Versuch dient dazu, die Aktivierung der FAK in Abhängigkeit von der Aktivität der 

Src-Kinase zu untersuchen.  

Hierzu wurden die Zellen in Petrischalen ausgesät und nach vier bis fünf Tagen Kultur 

über Nacht mit M0-Medium inkubiert. Es wurden jeweils zwei Petrischalen für einen Ver-

such mit dem Src-Inhibitor PP2 und zwei Schalen für einen Versuch mit dem inaktiven 

Analogon PP3 eingesetzt. Die Inkubation der Zellen mit PP2 und PP3 wurde für eine 
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Stunde unter lichtgeschützten Bedingungen durchgeführt. Hierzu wurde die Stammlösung 

von PP2 und PP3 jeweils 1:1000 mit 5 ml M0-Medium verdünnt, um eine Endkonzentrati-

on von 20 µM zu erhalten. Die Reaktion wurde durch das Absaugen des Stimulationsme-

diums und durch einen Waschvorgang mit PBS gestoppt. Die Zellen wurden anschließend 

mit den beiden Wachstumsfaktoren HGF und IGF-I stimuliert (siehe 3.2.1.4). 

 

3.2.2 Methoden zur Proteinanalyse 

3.2.2.1 Lysieren von Zellen zur Proteinextraktion 

Im Anschluß an die Stimulationsversuche wurde eine Zell-Lyse durchgeführt, um die Pro-

teine aus den Zellen zu extrahieren.  

Hierzu wurden die Zellen auf jeweils einer Schale in 300-500 µl Lysis Puffer resuspendiert. 

Die Zell-Puffer Suspension wurde dann in ein 1,5 ml Zentrifugenröhrchen abpipettiert und 

bei + 4 °C für 30 Minuten auf einem Rotationsschüttler inkubiert. Anschließend wurden 

die Röhrchen bei + 4 °C für 10 min bei 13000 U/min zentrifugiert. Nach dieser Zentrifuga-

tion kam es zu einer Zweiphasenbildung, wobei der Überstand mit den darin enthaltenen 

Proteinen abgenommen und in ein neues Eppendorfröhrchen überführt wurde. In diesem 

Zell-Lysat kann nun die Proteinkonzentration mittels BCA-Proteinassay ermittelt werden. 

 

3.2.2.2 Proteinkonzentrationsbestimmung mit BCA 

Der BCA-Proteinassay kombiniert die Biuret-Reaktion, die Reduktion von zweiwertigen 

zum einfachen Kupferionen durch Protein unter alkalischem pH, mit der Fähigkeit von 

Bicinchonininsäure (bicinchoninic acid, BCA), mit Cu+1-Ionen einen stabilen Farbkomplex 

zu bilden, der kolorimetrisch bei 562 nm detektiert werden kann.  

Der Proteinassay wurde in 96-Lochplatten durchgeführt. Zunächst wurde eine Eichreihe 

mit Rinderserumalbumin (bovine serum albumine, BSA) als Standard mit fünf Konzentra-

tionen zwischen 500 µg / µl und 2500 µg / µl nach folgendem Pipettierschema angesetzt 

(siehe Tabelle 3):  
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BSA 2 mg/ml  

(µl) 

Aqua dest. 

 (µl) 

Eichreihe      

(µg / µl) 

0 10 0 

2,5 7,5 500 

5 5 1000 

7,5 2,5 1500 

10 0 2000 

12,5 0 2500 

      Tabelle 3 

 

Anschließend  wurden jeweils 10 µl der Lysate 1:2 und 1:5 mit Aqua dest. verdünnt und in 

die 96-Lochplatte pipettiert. Für die Ermittelung der Proteinkonzentration in den Lysaten 

mussten die Proben soweit verdünnt werden, dass ihre Konzentration im Bereich der Eich-

reihe liegt. Von jeder Probe und von jedem Standard wurde eine Zweifachbestimmung 

durchgeführt. Nach dem Auftragen der Standardreihe und der Proben wurde die Reaktion 

durch Zugabe von 200 µl BCA-Arbeitslösung pro Vertiefung, bestehend aus 50 Teilen 

Reagenz A (Puffer) und ein Teil Reagenz B (Kupfersulfatlösung), gestartet. Nach einer 30-

minütigen Inkubation bei 37°C wurde die Extinktion bei 540 nm im ELISA gemessen. Die 

Auswertung erfolgte mit der KC 4 Software von Biograph (Version 3.0, Rev 29). Die ent-

sprechende Proteinkonzentration, das in mg Protein pro ml Lösung angegeben wird, wurde 

anhand der aus dem BSA-Standard abgeleiteten Eichgeraden ermittelt. Entsprechend dem 

Ergebnis wurden die Proben dann in der benötigten Menge entweder direkt auf das SDS-

Polyacrylamidgel aufgetragen oder für eine Immunpräzipitation  eingesetzt. 

 

3.2.2.3 Immunpräzipitation mit dem monoklonalen FAK-und PYK2-Antikörper 

Es wurde eine Immunpräzipitation mit einem monoklonalem FAK- und PYK2-Antikörper 

durchgeführt, um die Expression der beiden Proteintyrosinkinasen in HepG2-Zellen zu 

untersuchen. 

Zunächst wurden die Zellen in Petrischalen ausplattiert und für vier bis fünf Tage im Brut-

schrank kultiviert. Nach anschließender Zell-Lyse und Proteinbestimmung der Lysate wur-

den die Proben für die Immunpräzipitation vorbereitet. Dazu wurden 250-400 µg  Protein 

in 500 µl Lysis Puffer aufgenommen. Zu diesem Gemisch wurden jeweils 3 µg monoklo-
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naler FAK- und PYK2-Antikörper und 20 µl Protein G, das den Protein-Antikörper-

Komplex isolieren soll, dazu pipettiert. Anschließend wurden die Proben über Nacht unter 

ständiger Rotation bei + 4 °C inkubiert.  

Am nächsten Tag wurde diese Suspension dann eine Minute bei 13000 U/min zentrifugiert 

und der Überstand mit Hilfe einer Kanüle abgenommen. Das Pellet wurde anschließend 

wie folgt gewaschen: 

1. Hinzugabe von 1 ml eiskaltem PBS 

2. 30 s Zentrifugation bei 13000 U/min 

3. Absaugen des Überstandes  

Die drei letzten Schritte wurden insgesamt zwei Mal durchgeführt. Bis zu diesem Punkt 

erfolgte die Bearbeitung der Proben auf Eis, um eine vorzeitige Zerstörung der Proteine zu 

vermeiden.  

 

3.2.2.4 Immunpräzipitation mit dem Antiphosphotyrosin-Antikörper (PY20) 

Die FAK-Aktivierung, also der Nachweis der Phosphorylierung, wurde mittels einer Im-

munpräzipitation mit dem PY20-Antikörper durchgeführt. Hierbei handelt es sich um ei-

nen Antikörper, der spezifisch Phosphotyrosinstellen bindet. 

Dazu wurden die HepG2-Zellen wie oben beschrieben jeweils mit HGF und IGF-I stimu-

liert und anschließend lysiert. Eine bestimmte Proteinmenge des Zell-Lysates wurde mit 4 

µg PY20-Antikörper und 20 µl Protein G über Nacht im Kühlraum unter ständiger Rotati-

on inkubiert. Die nachfolgenden Schritte der Immunpräzipitation wurden wie unter Punkt 

(siehe 3.2.2.3) beschrieben durchgeführt. 

 

3.2.2.5 SDS-PAGE 

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamide-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) konnte nun das Im-

munpräzipitat durch Auftrennung der Proteine analysiert werden. 

Zwei Glasplatten wurden zu einer Kammer zusammengesetzt, in die das Polyacrylamidgel 

gegossen werden konnte. Dieses Gel besteht aus zwei Teilen: einem 10%-igen Trenngel 

und einem 4%-igen Sammelgel. Zuerst wurde das Trenngel in die Kammer gegossen und 

mit 80% Isopropanol beschichtet, um die Oberfläche zu glätten. Nach vollständiger Poly-

merisation des Trenngels wurde das Isopropanol abgegossen und das Sammelgel in die 

Kammer hineingegossen. Gleich nach dem Gießen wurde ein Taschenkamm mit 10 Ta-

schen in das Sammelgel gesteckt. Dieser wurde erst nach vollständigem Aushärten des 
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Gels entfernt. Das fertige Polyacrylamidgel wurde anschließend in eine mit Laufpuffer 

gefüllte Laufkammer überführt. In der Zwischenzeit wurden die Immunpräzipitate vorbe-

reitet. Hierzu wurden die Proben (Pellets) mit 12 µl Ladepuffer versetzt und für fünf Minu-

ten bei –95°C gekocht. Nach einer kurzen Zentrifugation wurden 14 µl vom Überstand 

abgenommen und zur gelelektrophoretischen Auftrennung auf das Gel aufgetragen.    

  

Nach vollständiger Beladung der Taschen mit den Proben wurde das Gel an eine Span-

nungsquelle angeschlossen. In den ersten 10 min wurde die Elektrophorese bei 80 V 

durchgeführt, sodass die Proben langsam in das Sammelgel laufen konnten. Anschließend 

erfolgte die Auftrennung der Proteine für 90 min bei 120 V Gleichspannung.  

Die Proteine wandern mit einer konstanten Geschwindigkeit, die von ihrem Ladungszu-

stand und Molekulargewicht abhängt, durch das Gel in Richtung Anode. Um ihre Tren-

nung vom Ladungszustand unabhängig zu gestalten, wurde den Gelen SDS zugesetzt. SDS 

ist ein Detergenz, das die Proteine denaturiert. Dadurch wird ihnen soviel negative Ladung 

verleiht, dass ihre Wanderungsgeschwindigkeit und damit ihre Trennung von der Ladung 

unabhängig und somit ausschließlich eine Funktion der Molekülgröße wird. 

 

3.2.2.6 Western Blot 

Beim Western Blot werden die im Gel befindlichen Proteine durch Anlegen einer Span-

nung auf eine Nitrozellulosemembran überführt.  

Zunächst wurden das Gel-Blotting Papier und die Nitrozellulosemembran auf die richtige 

Größe zugeschnitten (ca. 5 x 5 cm) und mit Transferpuffer durchfeuchtet. Jeweils ein Gel 

und eine Nitrozellulosemembren wurden mit drei Lagen Gel-Blotting Papier in Sandwich-

technik auf die Anode gelegt (siehe Abb. 2). Anschließend wurde die Kathode aufgesetzt 

und der Transfer erfolgte unter Eiskühlung bei konstanten 400 mA für 55 min. 

 

 
Abbildung 2: Aufbau des Western Blots 

 

Kathode Filterpapier 

Gel 

Membran 

Filterpapier 

Anode 
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3.2.2.7 Immunnachweis von Proteinen 

Die Identifizierung eines in dem geblotteten Bandenmuster gesuchten Proteins erfolgt 

durch  das Binden eines spezifischen  Antikörpers.  

Nach dem Blotten wurde die Membran zunächst mit 15 ml Blockpuffer über Nacht bei 

+4°C auf einem Schüttler inkubiert, um eine unspezifischen Bindung der Antikörper zu 

verhindern. Anschließend wurde zum Blockpuffer die erste Antikörperlösung in der ent-

sprechenden Verdünnung zugesetzt und die Membran darin inkubiert. Je nach Antikörper 

wurden unterschiedliche Inkubationszeiten gewählt. Nicht gebundene Antikörper wurden 

durch zweimaliges Waschen der Membran für vier Minuten mit Blockingpuffer entfernt. 

Nach dem Waschen wurde der entsprechende Sekundärantikörper für eine Stunde bei 

Raumtemperatur oder über Nacht im Kühlraum aufgetragen. Anschließend wurde die 

Membran mit Blockpuffer und Waschpuffer für jeweils zwei Mal vier Minuten gewaschen. 

Die Detektion der Proteinbanden auf der Membran erfolgte mit dem ECL-System. Hierbei 

handelt es sich um eine nicht-radioaktive Methode zur Identifizierung von immobilisierten 

Antigenen, die mit einem Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) konju-

giertem Antikörper markiert worden sind (siehe Abb. 3). 

Jeweils 2 ml Reagenz 1 und 2 ml Reagenz 2 des ECL-Detektionssystems wurden gemischt 

und auf die Membran pipettiert. Nach einer Inkubationsdauer von fünf Minuten wurde die 

Membran in eine Klarsichtfolie verpackt und in eine 18 x 24 cm große Filmkassette gelegt. 

In einer Dunkelkammer wurde für verschiedene Zeiten (30 s bis 45 min) ein Röntgenfilm 

auf die Membran gelegt und maschinell entwickelt.  
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Abbildung 3: Prinzip der ECL-Detektion. An das immobilisierte Protein bindet der für das zu detek-

tierende Protein spezifische Primärantikörper. Dieser wird vom Sekundärantikörper erkannt, der mit 

Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert ist. Durch dieses Enzym wird das Substrat Luminol in einer 

lichterzeugenden Reaktion umgesetzt. Die Lichtemission wird mit Hilfe eines Films detektiert (Spiegel, 

M. 2000). 

 

3.2.2.8 Strippen der Membran 

Nach der Detektion des gesuchten Proteins auf der Nitrozellulosemembran wurde eine 

Beladungskontrolle durchgeführt, um Pipettierfehler auszuschließen.   

Hierzu wurde die Membran, die vorher mit einem phosphospezifischen Antikörper behan-

delt wurde, für 30 min bei Raumtemperatur in einem Stripping-Puffer inkubiert („ge-

strippt“). Durch das Strippen werden die auf der Membran vorhandenen Antikörper ent-

fernt. Nach 30 min wurde die Membran zwei Mal 10 min mit Waschpuffer gewaschen und 

über Nacht bei +4°C mit Blockpuffer behandelt. Anschließend erfolgte die Inkubation der 

Membran in der ersten Antikörperlösung. Die nachfolgenden Schritte wurden wie unter 

Punkt 3.2.2.7 beschrieben durchgeführt. 
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3.2.2.9 Densitometrische Auswertung und Statistik 

Die aus den Western Blot Experimenten hervorgegangenen Filme wurden mit Hilfe eines 

Durchlichtscanners der Firma Canon eingescannt und mit dem NIH-Computerprogramm 

Image J (Version 1,31v) ausgewertet. Aus den Einzelwerten wurden in jeder Versuchsreihe 

jeweils der arithmetische Mittelwert und die dazugehörige Standardabweichung der Mit-

telwerte (standard error of the mean, SEM) berechnet. Die Signifikanz der Unterschiede 

zwischen behandelten Zellen und unbehandelten Zellen wurde mit dem Student`s t-Test 

geprüft. Hierbei wurde ein p-Wert von ≤ 0,05 % als Signifikanzniveau angenommen. Die 

statistische Auswertung und die graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgten mit dem 

Tabellenkalkulationsprogramm Excel.  
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4 Ergebnisse 

4.1 Untersuchung der Expression der beiden Proteintyrosinkinasen FAK und 

PYK2 in HepG2-Zellen 

Die Expression der beiden Proteintyrosinkinasen FAK und Pyk2 in HepG2-Zellen wurde 

mittels einer Immunpräzipitation mit einem monoklonalen Antikörper untersucht. Hierzu 

wurde eine bestimmte Proteinmenge eines HepG2-Zelllysates mit einem monoklonalen 

FAK- und PYK2-Antikörper immunpräzipitiert und mittels SDS-PAGE und Western Blot-

ting analysiert. 

                
HepG2-Zelllysat (400 µg) + + + + -       

Anti-FAK Ab (3 µg)    + + - - +                         

Protein G (20 µg/ml)              + + + + +      

        - 250 kDa 

   FAK                - 125 kDa 

                    - 98 kDa 

                               

IP: mFAK Ab                - 50 kDa     

WB: mFAK Ab                - 30 kDa 

        A.  

________________________________________________________________________

           
HepG2-Zelllysat (400 µg) + + + + -     

Anti-PYK2 Ab (3 µg) + + - - +      

Protein G (20 µg/ml) + + + + + 

        - 250 kDa 

     PYK2                - 125 kDa 

                    - 98 kDa 

                               

IP: mFAK Ab                - 50 kDa     

WB: mFAK Ab                - 30 kDa 

        B. 
           

Abbildung 4: Western Blots von Zell-Lysaten der HepG2-Zelllinie.  

Es wurden jeweils 400 µg Zellprotein und 20 µl Protein G (20 µg/ml) für FAK und PYK2 mit dem jeweiligen 

monoklonalen Antikörper (Anti-FAK bzw. Anti-Pyk2) immunpräzipitiert und in einer 10 %-igen SDS-PAGE 

aufgetrennt. Die Detektion erfolgte im Western Blot mit dem monoklonalen FAK- bzw. PYK2-Ab (n = 12). 
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Die Abbildung 1 zeigt, dass FAK in der humanen Hepatoblastomzelllinie HepG2 expri-

miert wird (Abb. 4 A). PYK2 dagegen konnte nicht nachgewiesen werden (Abb. 4 B).  

 

4.2 Nachweis der FAK-Aktivierung durch HGF und IGF 

4.2.1 Konzentrationsabhängige Veränderung der FAK-Tyrosinphosphorylierung 
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Abbildung 5: FAK-Tyrosinphosphorylierung in Abhängigkeit von der HGF-Konzentration. 

A.  Die HepG2-Zellen wurden für die Zeitdauer von einer Minute mit HGF in den Konzentrationen 0,001 nM 

bis 10 nM stimuliert und anschließend lysiert. Jeweils 300 µg Zellprotein und 20 µl Protein G wurden dann 

mit 4 µg PY20 immunpräzipitiert und in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion der FAK-

TyrP erfolgte im Western Blot mit dem mFAK-Ab. Die Membran wurde danach für 30 min bei Raumtempe-

ratur gestrippt und mit dem PY20-Antikörper inkubiert (Beladungskontrolle). 

B. Die FAK-Phosphorylierung nach Stimulation wurde in Verhältnis zu der FAK-Phosphorylierung in un-

stimulierten Zellen gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM der densitometrisch festgestellten Einzeler-

gebnisse dar (n = 9); * signifikante Aktivierung der FAK (p < 0,05). 
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Es wurde eine Dosis-Wirkungskurve erstellt, um zu untersuchen, bei welcher Konzentrati-

on des jeweiligen Wachstumsfaktors eine optimale Aktivierung der FAK stattfindet. Hier-

zu wurden die Zellen mit HGF in den Konzentrationen 0,001 nM bis 10 nM für 60 s und 

mit IGF-I in den Konzentrationen 0,10 nM bis 100 nM für 30 s stimuliert. Die FAK-

Aktivierung wurde mittels einer Immunpräzipitation mit dem PY20-Antikörper untersucht 

und im Western Blot mit dem monoklonalen FAK-Antikörper detektiert.  

Die Abb. 5 zeigt die HGF-induzierte FAK-Aktivierung, die durch den Quotienten FAK- 

Phosphorylierung nach Stimulation/ basale Phoshorylierung dargestellt ist. Eine Zunahme 

der Aktivierung der Tyrosinkinase FAK ist erst ab einer HGF-Konzentration von 0,001 nM 

zu beobachten. Bei dieser Konzentration steigert HGF die Phosphorylierung um den Faktor 

1,2 ± 0,2. Mit steigender HGF-Konzentration nimmt die Tyrosinphosphorylierung zu und 

erreicht bei einer Konzentration von 0,1 nM ein Maximum mit einem signifikanten An-

stieg um das 2,1-fache ± 0,3. 

In Abb. 6 sind die Werte der Stimulationen mit IGF-I dargestellt. Die stärkste FAK-

Aktivierung ist nach einer Inkubation mit IGF-I in einer Konzentration von 10 nM zu beo-

bachten. Hierbei kommt es zu einem Anstieg der Tyrosinphosphorylierung um den Faktor 

2,9 ± 0,6. Im Vergleich dazu wird bei einer IGF-I-Konzentration von 100 nM eine Steige-

rung der Phosphorylierung nur um den Faktor 1,8 ± 0,2 erreicht. In beiden Fällen ist der 

Anstieg statistisch signifikant gegenüber der FAK-Aktivität in unstimulierten Zellen.  
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Abbildung 6: Tyrosinphosphorylierung der FAK in Abhängigkeit von der IGF-I-Konzentration. 

A. Die HepG2-Zellen wurden für die Zeitdauer von 30 s mit IGF-I in den Konzentrationen 0,1  nM bis 100 

nM stimuliert und anschließend lysiert. Jeweils 400 µg Zellprotein und 20 µl Protein G wurden dann mit 4 µg 

PY20 immunpräzipitiert und in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion der FAK-TyrP er-

folgte im Western Blot mit dem mFAK-Ab. Die Membran wurde danach für 30 min bei Raumtemperatur 

gestrippt und mit dem PY20-Antikörper inkubiert (Beladungskontrolle). 

B. Die FAK-Phosphorylierung nach Stimulation wurde in Verhältnis zu der FAK-Phosphorylierung in un-

stimulierten Zellen gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM der densitometrisch festgestellten Einzeler-

gebnisse dar (n = 9); * signifikante Aktivierung der FAK (p < 0,05). 

 

4.2.2 Zeitabhängige Veränderung der FAK-Tyrosinphosphorylierung 

Timecourse-Versuche wurden durchgeführt, um die Aktivierung von FAK im Zeitverlauf 

darzustellen. Hierzu wurden 6 Zeiten festgelegt: 0,5; 1; 2,5; 5; 15 und 30 Minuten. Für 

jedes dieser Zeitintervalle wurden die HepG2-Zellen jeweils mit HGF (0,1 nM) und IGF-I 

(10 nM) stimuliert. 
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Abbildung 7: Kinetik der HGF-induzierten FAK-Tyrosinphosphorylierung.  

A. Die HepG2-Zellen wurden mit HGF (0,1 nM) jeweils für die Zeitdauer von 30 s bis 30 min stimuliert und 

anschließend lysiert. Jeweils 300 µg Zellprotein und 20 µl Protein G wurden dann mit 4 µg PY20 immunprä-

zipitiert und in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion der FAK-TyrP erfolgte im Western 

Blot mit dem mFAK-Ab. Die Membran wurde danach für 30 min bei Raumtemperatur gestrippt und mit dem 

PY20-Antikörper inkubiert (Beladungskontrolle). 

B. Die FAK-Phosphorylierung nach Stimulation wurde in Verhältnis zu der FAK-Phosphorylierung in un-

stimulierten Zellen gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM der densitometrisch festgestellten Einzeler-

gebnisse dar (n = 8); * signifikante Aktivierung der FAK (p < 0,05). 

 

 

Es wurde die basale Phosphorylierungsrate der FAK mit der Kinetik der Phosphorylierung 

nach Stimulation mit HGF (Abb. 7) und IGF (Abb. 8) verglichen. Die Behandlung der 

HepG2-Zellen mit HGF (0,1 nM) und IGF-I (10 nM) über einen Zeitraum von 30 s bis 30 

min führt zunächst zu einer Zunahme der FAK-Tyrosinphosphorylierung im Vergleich zu 

der FAK-Aktivität in unstimulierten Zellen. Die HGF-induzierte FAK-Aktivierung erreicht 

nach einer Inkubationsdauer von einer Minute ein Maximum mit einem signifikanten An-

stieg um das 2,5-fache ± 0,4. IGF-I dagegen führt nach 30 s zu einer maximalen Steigerung 
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der FAK-Tyrosinphosphorylierung um den Faktor 2,7 ± 0,5. Auch dieser Anstieg ist signi-

fikant gegenüber der Basalaktivität der FAK in unstimulierten Zellen. Sowohl bei der Sti-

mulation mit HGF als auch bei der Stimulation mit IGF-I kommt es mit zunehmender Zeit 

zur Abnahme der FAK-Tyrosinphosphorylierungsrate. 
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Abbildung 8: Kinetik der IGF-induzierten FAK-Phosphorylierung 
A. Die HepG2-Zellen wurden mit IGF-I (10 nM) jeweils für die Zeitdauer von 30 s bis 30 min stimuliert und 

anschließend lysiert. Jeweils 400 µg Zellprotein und 20 µl Protein G wurden dann mit 4 µg PY20 immunprä-

zipitiert und in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt. Die Detektion der FAK-TyrP erfolgte im Western 

Blot mit dem mFAK-Ab. Die Membran wurde danach für 30 min bei Raumtemperatur gestrippt und mit dem 

PY20-Antikörper inkubiert (Beladungskontrolle). 

B. Die FAK-Phosphorylierung nach Stimulation wurde in Verhältnis zu der FAK-Phosphorylierung in un-

stimulierten Zellen gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM der densitometrisch festgestellten Einzeler-

gebnisse dar (n = 14); * signifikante Aktivierung der FAK (p < 0,05). 
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4.3 Untersuchung der Aktivität der Autophosphorylierungsstelle 397 vor und nach 

Stimulation der HepG2-Zellen mit HGF und IGF-I 

Die Aktivierung der Tyrosinkinase FAK ist abhängig von der Aktivität der Autophospho-

rylierungsstelle 397. Deshalb wurde in den nachfolgenden Versuchen der Phosphorylie-

rungsgrad dieser Tyrosinstelle untersucht, indem die Zellen mit HGF (0,1 nM) und IGF-I 

(10 nM) jeweils für die Zeitdauer von 30 s bis 30 min stimuliert wurden. Jeweils 100µg 

Protein wurde in einem 10%-igen SDS-PAGE aufgetrennt und im Western Blot mit dem 

phosphospezifischen FAK pY397-Antikörper untersucht.  

Die Phosphorylierung der Tyrosinstelle 397 nach Stimulation mit IGF-I wurde in Relation 

zu der basalen Phoshorylierung in unbehandelten Zellen gesetzt, um herauszufinden um 

welchen Faktor IGF-I die Aktivität dieser Stelle steigert. Dieses wird in Abb. 9 dargestellt. 

Nach 30 s ist eine deutliche Zunahme der FAK-Autophosphorylierung in HepG2-Zellen 

detektierbar, die nach einer Minute ein Maximum mit einem signifikanten Anstieg um das 

4,1-fache ± 0,81 erreicht. Mit zunehmender Inkubationsdauer kommt es aber zu einer Ab-

nahme der Phosphorylierungsrate. 

Aufgrund der schlechten Bildqualität einiger Filme konnten die Ergebnisse der Experimen-

te mit HGF und der Autophosphorylierungsstelle 397 der FAK nicht quantitatv zusamme-

gefasst und graphisch auswertet werden.  
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Abbildung 9: Kinetik der FAK-Autophosphorylierung nach Stimulation der Zellen mit IGF.  

A.  Die HepG2-Zellen wurden mit IGF-I (10 nM) für die Zeitdauer von 30 s bis 30 min stimuliert und an-

schließend lysiert. Jeweils 100 µg Protein wurden in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufgetrennt und im Wes-

tern Blot mit dem FAK pY397-Antikörper untersucht. Nach dem Strippen der Membran für 30 min bei 

Raumtemperatur erfolgte die Beladungskontrolle mit dem mFAK-Ab.  

B. Die Tyrosinphosphorylierung der FAK nach Stimulation wurde in Verhältnis zu der Tyrosinphosphorylie-

rung in unstimulierten Zellen gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM der densitometrisch festgestellten 

Einzelergebnisse dar (n = 5); * signifikante Aktivierung der FAK (p < 0,05). 
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4.4 Einfluss des Src-Inhibitoren PP2 auf die FAK-Aktivität in HepG2-Zellen 

Die Autophosphorylierungsstelle 397 bindet nach Aktivierung an andere Signalproteine 

wie z.B. c-Src. Die Src-Kinase wiederum phosphoryliert die FAK-Tyrosinreste Tyr-576 

und 577, die im phosphorylierten Zustand erst die vollständige Kinaseaktivität von FAK 

ermöglichen, und den Tyr-925, der über die Bindung an das Adapterprotein Grb2 zur Ak-

tivierung weiterer Signalproteine führt.  

 

Eine Stunde vor Stimulation mit IGF-I (10 nM) und HGF (0,1 nM) wurden die Zellen mit 

dem Src-Inhibitor PP2 (20 µM) und dem inaktiven Analogon PP3 (20 µM) inkubiert, um 

zu untersuchen, ob die Src-Kinase einen Einfluss auf die durch Wachstumsfaktoren indu-

zierte FAK-Aktivierung in HepG2-Zellen hat. In unseren Experimenten wurde PP3 als  

eine Kontrollkomponente eingesetzt, die strukturell dem Inhibitor sehr ähnlich ist, aber 

keine inhibitorische Wirkung auf das Zielprotein hat. 

Die quantitative Auswertung von drei unabhängigen Experimenten ergab, dass PP2 in der 

Lage ist die durch HGF und IGF-I induzierte Zunahme der FAK-Tyrosinphosphorylierung 

aufzuheben. PP3 hingegen hatte keinen Einfluss auf die FAK-Aktivität in den HepG2-

Zellen (siehe Abb. 10). 

In Abbildung 11 wird die Abnahme der FAK-Aktivität als Prozent von der maximalen 

FAK-Aktivierung dargestellt. Nach einer Stunde Vorinkubation mit PP2 kommt es zu einer 

Minderung der FAK-Tyrosinphosphorylierung auf 57 % ± 17 in Gegenwart von IGF-I und 

auf 47 % ± 15 in Gegenwart von HGF. 
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Abbildung 10: FAK-Tyrosinphosphorylierung nach 60 minütiger Inkubation mit PP2 (20 µM) und 

PP3 (20 µM) und nach Stimulation mit HGF (0,1 nM) und IGF (10 nM).  

A. Die HepG2-Zellen wurden für 60 min mit PP2 (20 µM) und PP3 (20 µM) inkubiert und anschließend für 

30 sek mit IGF-I (10 nM) und für eine Minute mit HGF (0,1 nM) stimuliert. Jeweils 400 µg Protein wurden 

mit 4 µg PY20 und 20 µl Protein G (20 µg/ml) immunpräzipitiert und in einer 10 %-igen SDS-PAGE aufge-

trennt. Die Detektion erfolgte im Western Blot mit dem m FAK-Ab. Die Membran wurde danach für 30 min 

bei Raumtemperatur gestrippt und mit dem PY20-Antikörper inkubiert (Beladungskontrolle). 

B. Die FAK-Phosphorylierung nach Inkubation der Zellen mit PP2, PP3, HGF und IGF-I wurde in Verhältnis 

zu der FAK-Phosphorylierung in unbehandelten Zellen gesetzt. Die Werte stellen Mittelwerte ± SEM der 

densitometrisch festgestellten Einzelergebnisse dar (n = 7). 
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Abbildung 11: FAK-Aktivität in Prozent von der maximalen FAK-Aktivierung in HepG2-Zellen.  

Die durch HGF und IGF-I induzierte FAK-Tyrosinphosphorylierung nach Vorinkubation mit PP2       

wurde mit der FAK-Tyrosinphosphorylierung nach Stimulation mit HGF und IGF-I (ohne  

Vorinkubation) verglichen. 
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5 Diskussion 

Das HCC macht ungefähr 80 % der primären malignen Lebertumore bei Erwachsenen aus 

und ist damit die häufigste Form des Leberkrebses. Mehrere Untersuchungen zeigen, dass 

eine Vielzahl von verschiedenen Signal- und Strukturproteinen in der Entstehung und Pro-

gression des HCC eine wichtige Rolle spielen (Liu et al., 1997; D`Errico et al., 1996; Pui-

sieux und Ozturk, 1997; Ljubimova et al., 1997; Lee et al., 1998; Nakanishi et al., 1999; 

Tavian et al., 2000; Alexia et al., 2004). Welche Bedeutung die beiden zytosolischen Tyro-

sinkinasen FAK und PYK2 in der Pathogenese dieser Erkrankung haben, ist jedoch unklar. 

Beide Kinasen sind massgeblich an der Regulation wichtiger zellulärer Schlüsselfunktio-

nen wie Wachstum und Migration beteiligt. So geht die Überexpression von FAK mit einer 

gesteigerten Zellproliferation und DNA-Synthese einher (Zhao et al., 1998; Oktay et al., 

1999; Hungerford et al., 1996; Frisch et al., 1996; Ilic et al., 1998; Almeida et al., 2000). 

Die PYK2-Überexpression dagegen führt zu einer Zunahme der Apoptoserate (Xiong und 

Parsons, 1997; Ueda et al., 2000; Chauhan et al., 1999; Pandey et al., 1999a, 1999b; Susa, 

1999). Normalerweise unterliegt die Apoptose ebenso wie die Zellteilung homöostatischen 

Kontrollmechanismen. Im neoplastischen Gewebe ist das Gleichgewicht typischerweise in 

Richtung Wachstum verschoben. Für FAK konnte eine Überexpression in Tumoren und 

Metastasen nachgewiesen werden. So haben 1993 erstmals Weiner und Mitarbeiter auf 

Transkriptionsebene die FAK-Expression in 49 verschiedenen Gewebeproben untersucht, 

und zwar immer paarweise neoplastische und die korrespondierenden normalen Gewebe 

(Weiner et al., 1993). Dabei wurde eine FAK-Überexpression in einem von 8 adenomatö-

sen Geweben, in 17 von 20 invasiven Tumoren und in allen 15 metastasierenden Tumoren 

detektiert (Weiner et al., 1993). In einer weiteren Studie wurde eine signifikant erhöhte 

FAK-Expression bei 100 % der invasiven und metastasierenden Kolonkarzinome und bei 

88 % der Mammakarzinome nachgewiesen (Owens et al., 1995). Durch FAK-antisense 

Oligonukleotide oder durch die Überexpression von FRNK konnte die Migration bzw. die 

Motilität einiger Tumorzellen gehemmt werden (Hauck et al., 2001, 2002; Slack et al., 

2001). Diese Daten verdeutlichen, dass einige Tumorzellen nicht nur eine erhöhte FAK-

Expression aufweisen, sondern auch dass die Zellen, die FAK überexprimieren, das Poten-

tial haben umliegende Gewebe zu invadieren und Metastasen zu setzen. Die Expression 

der Tyrosinkinase PYK2 dagegen ist im maligne entarteten Gewebe herunterreguliert. So 

haben Stanzione und Mitarbeiter die PYK2-Expression im normalen Prostatagewebe un-

tersucht und diese mit der Expression im Prostatakarzinom verglichen (Stanzione et al., 

2000). Hierbei konnte molekularbiologisch und immunhistologisch deutlich gezeigt wer-
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den, dass PYK2 hauptsächlich im gesunden Prostatagewebe exprimiert wird, und dass die-

se Expression mit steigendem Malignitätsgrad abnimmt (Stanzione et al., 2000). In dieser 

Arbeit wurde parallel zu der PYK2-Expression auch die FAK-Expression untersucht und 

festgestellt, dass FAK im Gegensatz zu PYK2 vornehmlich im hochmalignen und undiffe-

renzierten Gewebe vorkommt (Stanzione et al., 2000). Ein unterschiedliches Expressions-

muster der beiden Proteintyrosinkinasen wurde auch im Glioblastom beobachtet. Die Proli-

feration der Glioblastomzellen wurde durch eine FAK-Überexpression gesteigert und um-

gekehrt durch eine PYK2-Überexpression gehemmt (Lipinski et al., 2003). In einer Zellli-

nie des Nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms konnte nach Apoptoseinduktion mit Vino-

relbin eine Zunahme der PYK2-Expression festgestellt werden (Forest et al., 2005) 

Vor diesem Hintergrund war das Ziel der hier vorliegenden Arbeit, die Expression und die 

intrazelluläre Aktivierung der FAK und PYK2 in der hepatischen Tumorzelllinie HepG2 

zu untersuchen. Diese Zellen gelten als besonders gut geeignete in-vitro Modelle des HCC, 

da sie in vielen Charakteristika, z.B. der Synthese diverser spezifischer Plasmaproteine, 

dem klinischen HCC besonders ähnlich sind (Aden et al., 1979; Darlington et al., 1987).  

 

Im ersten Abschnitt wurde die Expression der beiden Proteintyrosinkinasen in HepG2-

Zellen untersucht. Die Western Blot Analysen zeigten, dass FAK in HepG2-Zellen expri-

miert wird, PYK2 dagegen nicht. In Übereinstimmung mit dem vorliegenden Ergebnis 

wurde in einer Reihe verschiedener anderer Untersuchungen die Expression der Tyrosinki-

nase FAK in HepG2-Zellen nachgewiesen (Tu et al., 2001; Carloni et al., 2001; Zhang et 

al., 2003). Neben HepG2-Zellen wurden noch in vier weiteren hepatischen Tumorzelllinien 

eine FAK-Expression beobachtet: Huh7-Zellen (Carloni et al., 2001; Lee et al., 2003; 

Zhang et al., 2003; Itoh et al., 2004), SMMC-7721-Zellen (Zhang et al., 2003), Hep3B-

Zellen und PLC-Zellen (Itoh et al., 2004). Weitere Untersuchungen zeigen, dass verschie-

dene Signale eine Tyrosinphosphorylierung und damit eine Aktivierung der FAK im HCC 

hervorrufen können. So haben z.B. Tu und Mitarbeiter in HepG2-Zellen eine Zunahme der 

FAK-Tyrosinphosphorylierung nach Inkubation der Zellen mit TPA (12-O-

tetradecanoylphorbol-13-acetat), einem Aktivator der Proteinkinase-C, beobachtet (Tu et 

al., 2001). Eine andere Gruppe hat FAK in Zusammenhang mit integrinvermittelter 

Signaltransduktion nach Adhäsion der HepG2- und Huh7-Zellen auf der extrazellulären 

Matrix untersucht (Carloni et al., 2001). Dabei konnte gezeigt werden, dass die Tyro-

sinphosphorylierung der FAK in den Zellen abhängig von der Expression des Integrinre-

zeptors α6β1 ist, und dass diese Aktivierung wiederum für die Zellmigration eine wichtige 
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Rolle spielt. In SMMC-7721 Zellen führt TGF-β1 über eine Zunahme der Expression des 

Integrinrezeptors α5β1 zu einer Steigerung der FAK-Tyrosinphosphorylierung, die mit 

vermehrter Zelladhäsion und Migration einhergeht (Cai et al., 2000). In einer weiteren Un-

tersuchung wurde festgestellt, dass Selen über eine Aktivierung der FAK und PI3-Kinase 

die Apoptose in Huh7-Zellen verhindert (Lee et al., 2003). Eine ähnliche Beobachtung 

haben Su und Mitarbeiter in SMMC-7721-Zellen gemacht (Su et al., 2005). Sie konnten 

nachweisen, dass ein Abnahme der Expression der Zelladhäsionsmoleküle wie FAK, ILK 

(integrin linked kinase) und β-catenin die Apoptoserate der Zellen erhöht (Su et al., 2005). 

Eine interessante Erkenntnis war weiterhin, dass die FAK-Expression im HCC mit einer 

gesteigerten Metastasierungstendenz der Tumorzellen sowie einer signifikant schlechteren 

Prognose einhergeht (Itoh et al., 2004). Diese Ergebnisse weisen daraufhin, dass FAK ei-

nen wichtigen Faktor in der Hepatokarzinogenese darstellt. Für PYK2 dagegen existieren 

zurzeit nach dem aktuellen Stand der Wissenschaft keine zuverlässigen Daten hinsichtlich 

der Expression oder Aktivierung im HCC. Untersuchungen in anderen Tumoren aber zei-

gen, dass die PYK2-Expression im Unterschied zu FAK in proliferierenden, malignen Tu-

morzellen herunterreguliert ist (Stanzione et al., 2000; Lipinski et al., 2005). Da in HepG2-

Zellen eine deutliche FAK-Expression, nicht aber PYK2 detektiert werden konnte, lag der 

Schluss nahe, dass FAK ähnlich in anderen malignen Geweben auch in HepG2-Zellen eine 

übergeordnete Rolle spielt. Daher wurde FAK im Folgenden genauer untersucht. 

 

Im zweiten Abschnitt der hier vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung der beiden Wachs-

tumsfaktoren HGF und IGF-I auf die Aktivität der Tyrosinkinase FAK in HepG2-Zellen 

analysiert. Es gab verschiedene Gründe dafür, die HGF und IGF-I für die Untersuchung 

der FAK-Aktivierung in HepG2-Zellen auszuwählen. HGF wurde primär als Wachstums-

faktor für Hepatozyten identifiziert (Nakamura et al., 1986). Er gliedert sich in eine α- (69 

kD) und in eine β-Untereinheit (34 kD), die über eine Disulfidbrücke miteinander verbun-

den sind. Leber und Pankreas sind die Hauptbildungsorte. IGF-I ist ein 7,6 kD Polypeptid, 

das aus 70 Aminosäuren besteht, und nach Stimulation durch das Wachstumshormon (STH) 

in Hepatozyten, Fibroblasten und Chondrozyten gebildet wird. IGF-I vermittelt so einen 

Grossteil der von STH abhängigen Wachstumsprozesse. Beide Wachstumsfaktoren wurden 

als Modulatoren der Zellproliferation, Differenzierung und Migration beschrieben (Lai et 

al., 2000; Ma et al., 2002; Chen et al., 1998; Kim und Feldman, 2002; Jehle et al., 1996). 

Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass sowohl HGF als IGF-I eine mitogene und mo-

togene Wirkung auf Tumorzellen haben (Matsumoto et al., 1994; Chan et al., 2002; Maulik 
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et al., 2002; Tai et al., 2003; Qiang et al., 2004). Beide Wachstumsfaktoren entfalten ihre 

Wirkung auf die Zellen über die Bindung an einen spezifischen Rezeptor, der zur Gruppe 

der Rezeptortyrosinkinasen gehört. Diese bestehen aus einer extrazellulären Ligandenbin-

dungsdomäne, einem hydrophoben transmembranären Segment und einer intrazellulären 

Tyrosinkinasedomäne. Nach Ligandenbindung leiten sie ein Signal aus dem Extrazellulär-

raum in das Zellinnere über eine Tyrosinphosphorylierung zytoplasmatischer Bindungspro-

teine. Molekularbiologische und biochemische Untersuchungen zeigen, dass FAK unter 

anderem zu diesen Proteinen gehört (Casamassima und Rozengurt, 1998; Kim und Feld-

man, 2002; Chen et al., 1998; Lai et al., 2000). In der Literatur werden die beiden Wachs-

tumsfaktoren auch im Zusammenhang mit dem HCC beschrieben. So konnten Lee und 

Mitarbeiter die Expression des HGF-Rezeptors (Met) in sechs verschiedenen Zelllinien des 

HCC nachweisen (Lee et al., 1998). Hierbei wurde beobachtet, dass HGF das Wachstum in 

vier der sechs untersuchten HCC-Zelllinien stimuliert, darunter auch in HepG2-Zellen (Lee 

et al., 1998). Eine andere Studie hat ergeben, dass HGF in HepG2-, Hep3B- und Huh7-

Zellen zu einer Steigerung der Zellmotilität führt (Nakanishi et al., 1999). Horiguchi und 

Mitarbeiter konnten in HGF-transgenen Mäusen eine erhöhte Tumorgenese nachweisen, 

wobei 33% der männlichen und 23% der weiblichen transgenen Mäusen ein HCC entwi-

ckelten (Horiguchi et al., 2002). Neben dem HGF-Rezeptor wurde auch die Expression des 

IGF-I Rezeptors (IGF-IR) im HCC beschrieben (Tsai et al., 1988; Alexia et al., 2004; Luo 

et al., 2005). Hopfner und Mitarbeiter haben den Effekt des Tyrosinkinase-Inhibitors NVP-

AEW541 in vier verschiedenen Hepatomazelllinien untersucht und festgestellt, dass eine 

Hemmung des IGF-ІR mit einer erhöhten Apoptoserate der Zellen einhergeht (Hopfner et 

al., 2006). Die vorliegenden Ergebnisse deuten daraufhin, dass HGF und IGF-I in der Re-

gulation von Zellwachstum und Migration eine wichtige Rolle spielen. Der Nachweis der 

Expression der beiden Wachstumsfaktorrezeptoren in Tumoren, darunter auch im HCC, 

veranschaulicht die mögliche Beteiligung des HGF- und IGF-I-Rezeptorsignalsystems bei 

der Tumorentstehung und Metastasierung. Darüber hinaus zeigen Voruntersuchungen, dass 

FAK in der Signaltransduktion der beiden Wachstumsfaktorrezeptoren involviert ist (Mau-

lik et al., 2000; Sekimoto et al., 2005; Leventhal et al., 1997; Ponchairek et al., 2005; Ba-

ron et al., 1997; Lai et al., 2000; Casamassima et Rozengurt, 1998; Kim et Feldmann, 

1998). Aufgrund der Beobachtungen, dass sowohl der Met-Rezeptor als auch der IGF-IR 

in HepG2-Zellen exprimiert werden, ist diese Zelllinie für die Untersuchung der FAK-

Aktivierung durch die beiden Wachstumsfaktoren hervorragend geeignet. 
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Der Einfluss der beiden Wachstumsfaktoren HGF und IGF-I auf die Aktivität der Tyrosin-

kinase FAK wurde in zwei unterschiedlichen Ansätzen untersucht. Zuerst wurde in einer 

Dosis-Wirkungskurve für HGF und IGF-I diejenige Wachstumsfaktorkonzentration ermit-

telt, bei der es zu einer deutlichen Tyrosinphosphorylierung der FAK kommt. Im zweiten 

Ansatz wurde dann der zeitliche Verlauf der FAK-Tyrosinphosphorylierung untersucht. 

 

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass sowohl HGF als auch IGF-I eine Tyro-

sinphosphorylierung der FAK in HepG2-Zellen hervorrufen können. Bei einer HGF-

Konzentration von 0,1 nM kommt es zu einer maximalen Steigerung der FAK-

Tyrosinphosphorylierung mit einem Anstieg um den Faktor 2,1 ± 0,25, was gegenüber der 

FAK-Aktivität in unstimulierten Zellen statistisch signifikant ist. Eine ähnliche Beobach-

tung machten auch Chen und Mitarbeiter in human embryonic kidney 293 Zellen (Chen et 

al., 1998). Sie konnten zeigen, dass HGF bei einer Konzentration von 10 ng/ ml (0,1 nM) 

die  FAK-Tyrosinphosphorylierung maximal steigert (Chen et al., 1998). Eine andere Ar-

beitsgruppe hat die FAK-Aktivierung in Abhängigkeit von der IGF-I-Konzentration in 

Neuroblastomzellen untersucht. In Übereinstimmung mit unseren Ergebnissen wurde hier-

bei nachgewiesen, dass die Tyrosinphosphorylierung der FAK bei einer IGF-I- Konzentra-

tion von 10 nM ein Maximum erreicht (Leventhal et al., 1997).  

 

Für die Untersuchung der FAK-Aktivität im Zeitverlauf wurden die Zellen für die Zeitdau-

er von 30 s bis 30 min mit HGF (0,1 nM) und IGF-I (10 nM) stimuliert.  

Nach einer Inkubationsdauer von einer Minute mit HGF kommt es zu einer maximalen 

Tyrosinphosphorylierung der FAK. Die Stimulation mit IGF-I dagegen führt nach 30 s zu 

einem Maximum der FAK-Tyrosinphosphorylierung. In beiden Fällen ist der maximale 

Anstieg statistisch signifikant gegenüber der FAK-Aktivität in unstimulierten Zellen. Die 

Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, dass sowohl HGF als auch IGF-I inner-

halb einer kurzen Zeit eine maximale FAK-Tyrosinphosphorylierung in HepG2-Zellen 

induzieren können. Bei weiterer Zunahme der Inkubationsdauer kommt es zu einer Ab-

nahme der Phosphorylierungsrate. Neben Wachstumsfaktoren können noch verschiedene 

andere Stimuli aus dem EZM eine schnelle Tyrosinphosphorylierung der FAK hervorrufen. 

Lipfert und Mitarbeiter konnten zeigen, dass eine Thrombin- und Kollagen-induzierte 

Thrombozytenaktivierung zu einer Integrin-abhängigen FAK-Tyrosinphosphorylierung 

führt, welche nach einer Minute Inkubationsdauer ein Maximum erreichte (Lipfert et al., 

1992). Neben Thrombin und Kollagen, führt auch LDL in Thrombozyten zu einer FAK-
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Tyrosinphosphorylierung, die aber Integrin-unabhängig ist. Sie wurde 10 s nach LDL-

Zugabe sichtbar und erreichte nach zwei Minuten ein Maximum (Hackeng et al., 1999). 

Verschiedene regulatorische Peptide wie Bombesin, Endothelin und LPA induzieren über 

eine Bindung an G-Protein-gekoppelte-Rezeptoren eine FAK-Aktivierung (Seufferlein und 

Rozengurt, 1994; Sinnet-Smith et al., 1993, Eble et al., 2000). So wurde in einer Untersu-

chung in Swiss 3T3-Zellen beobachtet, dass Bombesin nach einer kurzen Inkubationsdauer 

(60 s) zu einem Maximum der FAK-Tyrosinphosphorylierung führt (Sinnet-Smith et al., 

1993). In Rattenpankreasazinuszellen konnte für CCK, dessen Rezeptor in die Gruppe der 

G-Protein-gekoppelten Rezeptoren gehört (de Weerth et al., 1993a, 1993b), eine schnelle 

Induktion der FAK-Tyrosinphosphorylierung (Maximum zwischen 30 s und 2,5 min) 

nachgewiesen werden (Pace et al., 2003). Während in HepG2-Zellen die beiden Wachs-

tumsfaktoren HGF und IGF-I nach einer kurzen Inkubationszeit zu einer maximalen Tyro-

sinphosphorylierung der FAK führen, weisen Untersuchungen mit denselben Wachstums-

faktoren in anderen Zellen daraufhin, dass ein Maximum der FAK-Aktivierung erst nach 

einer langen Zeitdauer erreicht wird. So haben Pongchairerk und Mitarbeiter die HGF-

abhängige FAK-Aktivierung in HuCC-1-Zellen untersucht und festgestellt, dass eine Sti-

mulation mit HGF erst nach 60 min Inkubationsdauer zu einer maximalen Tyro-

sinphosphorylierung der FAK führt (Pongchairerk et al., 2005). Eine  Untersuchung in 

Neuroblastomzellen hat ergeben, dass eine Zunahme der FAK-Tyrosinphosphorylierung 

erst nach 5 min Inkubation mit IGF-I sichtbar wird und nach 15 min ein Maximum erreicht 

(Leventhal et al., 1996). 

Es kann hiermit geschlussfolgert werden, dass verschiedene Stimulationsfaktoren oder 

dieselben Stimuli in unterschiedlichen Zelltypen eine unterschiedliche Kinetik der FAK-

Tyrosinphosphorylierung hervorrufen können. 

 

FAK besitzt sechs verschiedene Tyrosinsstellen mit unterschiedlicher Funktion. Der Tyro-

sinrest 397 wurde als Autophosphorylierungsstelle identifiziert (Schaller et al., 1993). Die 

Autophosphorylierung schafft die Vorraussetzung für die Assoziation mit der SH2-

Domäne der Src-Kinasen (Schaller, 1994), PI3-Kinase (Chen et al., 1996), Phospholipase-

C-γ (Zhang et al., 1999) und Grb7 (Reiske et al., 1999; Han et al., 1999). Die an den Tyro-

sinrest 397 gebundenen Src-Kinasen phosphorylieren wiederum die anderen FAK-

Tyrosinstellen, wodurch einerseits eine vollständige Aktivierung der Tyrosinkinase er-

reicht, und andererseits Bindungsstellen für weitere Signalproteine (Schaller, 2001) ge-

schaffen werden.  
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In den nachfolgenden Experimenten wurde der Einfluss von HGF und IGF-I auf die Akti-

vität der Autophosphorylierungstelle 397 untersucht, um zu prüfen, ob eine Stimulation der 

HepG2-Zellen mit Wachstumsfaktoren eine Autophosphorylierung der FAK induziert, und 

ob die Kinetik der FAK-Autophosphorylierung mit dem Peak der Tyrosinphosphorylierung 

des gesamten FAK-Proteins übereinstimmt.  

Die Ergebnisse dieser Experimente zeigen, dass IGF-I eine Phosphorylierung am Tyrosin-

rest 397 hervorrufen kann. Nach einer Inkubationsdauer von 30 s führt IGF-I zu einer 

sichtbaren Autophosphorylierung, die nach einer Minute ein Maximum mit einem signifi-

kanten Anstieg um den Faktor 4,0 ± 0,81 gegenüber der unstimulierten Kontrolle erreicht. 

Eine ähnliche Beobachtung haben Derkinderen und Mitarbeiter in Rattenhippokampuszel-

len gemacht (Derkinderen et al., 2001). Sie konnten nachweisen, dass die FAK-

Autophosphorylierung nach einer Minute Stimulation mit Endocannabinoiden ein Maxi-

mum erreicht (Derkinderen et al., 2001). Die Untersuchung der FAK-Aktivität in Throm-

bozyten hat ergeben, dass Thrombin nach zwei Minuten eine maximale Tyrosinphosphory-

lierung an der Position 397 induziert (Relou et al., 2003). Pace und Mitarbeiter haben die 

Kinetik der Autophosphorylierungstelle 397 unter dem Einfluss von CCK untersucht. Da-

bei konnten sie zeigen, dass CCK nach 2,5 min zu einer maximalen Tyrosinphosphorylie-

rung an der Tyrosinstelle 397 führt (Pace et al, 2003). Die rasche Aktivierung der FAK-

Autophosphorylierungstelle 397 auch in HepG2-Zellen legt die Vermutung nahe, dass die 

Autophosphorylierung den ersten Schritt der FAK-Aktivierung auf eine Stimulation dar-

stellt.      

 

Die vollständige Kinaseaktivität der FAK wird aber erst durch die Phosphorylierungen an 

den Tyrosinstellen 576 und 577 im Bereich der zentralen katalytischen Domäne ermöglicht 

(Owen et al., 1999; Ruest et al., 2000). Die Phosphorylierung dieser Tyrosinreste wird 

durch die Src-Kinase katalysiert, die an die Autophosphorylierungsstelle 397 der FAK bin-

det (Calalb et al., 1994). Src, der Prototyp der Familie der Src-Kinasen, ist eine zytoplas-

matische Proteintyrosinkinase mit einem Molekulargewicht von 60 kDa. Die Familie der 

Src-Kinasen zählt  neun Mitglieder. Diese werden hauptsächlich in hämatopoetischen Zel-

len exprimiert, spielen aber auch in anderen Geweben eine große Rolle (Pace et al., 2006; 

Tapia et al., 2003). Aktiviertes Src reguliert Wachstum, Differenzierung, Migration und 

Adhäsion von Zellen und kann als transformierendes Onkogen wirken (Brown et al., 1996). 

Src besteht aus einer Kinasedomäne mit dem Tyrosinrest 416, einem carboxyterminalen 

Ende mit dem Tyrosinrest 527 und einem aminoterminalen Ende, das eine Myristinsäure-
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sequenz zur Verankerung von Src in die Zellmembran aufweist (Frame et al., 2002). Der 

Tyrosinrest 527 bindet im phosphorylierten Zustand an die eigene SH2-Domäne und führt 

damit über eine Konformationsänderung zu einer Inaktivierung der Kinase. Diese intramo-

lekulare Hemmung kann aber durch die Interaktion mit phosphorylierten Tyrosinresten 

anderer Proteine, die eine viel höhere Affinität für die SH2-Domäne der Src-Kinase auf-

weisen, aufgehoben werden (Biscardi et al., 1999; Schaller, 2001). Die Tyrosinkinase FAK 

gehört zu diesen Proteinen. So weisen einige Untersuchungen daraufhin, dass die beiden 

Kinasen in verschiedenen Zellen einen stabilen Komplex miteinander formen, und dass für 

diese Interaktion die FAK-Autophosphorylierungsstelle 397 und die SH2-Domäne der Src-

Kinase notwendig sind (Schaller et al., 1993; Cobb et al., 1993; Xing et al., 1994). Weiter-

hin konnte gezeigt werden, dass die Tyrosinphosphorylierung der FAK in den Zellen er-

höht ist, die mit dem Rous-Sarcoma-Virus-kodierten Onkoprotein v-Src transformiert wur-

den (Schaller et al., 1993; Calalb et al., 1994). 

 

In dieser Arbeit wurde die HGF- und IGF-I-abhängige FAK-Tyrosinphosphorylierung un-

ter dem Einfluss des Src-Inhibitoren PP2 untersucht, um zu prüfen, ob die Aktivierung der 

FAK in HepG2-Zellen Src-abhängig ist. Die Behandlung der HepG2-Zellen mit PP2 über 

einen Zeitraum von 60 min führte zu einer Abnahme der FAK-Tyrosinphosphorylierung 

auf 57 % ± 17 in Gegenwart von HGF und auf 47 % ± 15 in Gegenwart von IGF-I. PP2 ist 

somit in der Lage, die durch HGF und IGF-I induzierte Tyrosinphosphorylierung der FAK 

teilweise aufzuheben; d.h. dieser Signalweg ist zu 50 % Src-abhängig. Neben der Src-

Kinase können aber noch verschiedene andere Signalproteine wie z.B. die SH2-Domäne 

der PLC-γ1 (Zhang et al., 1999) oder die p85-Untereinheit der PI3-Kinase (Chen et al., 

1996) an die FAK-Autophosphorylierungsstelle 397 im phosphorylierten Zustand binden 

und dadurch Src-unabhängige Signalwege aktivieren.  

 

In Swiss 3T3 Zellen haben Salazar und Rozengurt die Interaktion der beiden Tyrosinkina-

sen unter dem Einfluss von Bombesin und PDGF untersucht (Salazar und Rozengurt, 

1999). Sie konnten nachweisen, dass sowohl Bombesin als auch PDGF eine Assoziation 

der FAK mit Src induziert. Während die Phosphorylierung am Tyrosinrest 577 der FAK in 

Gegenwart von PP2 gehemmt wurde, blieb die FAK-Src-Komplexbildung unbeeinflusst 

(Salazar und Rozengurt, 1999). Das bedeutet, dass die Bindung von Src an FAK unabhän-

gig von der Src-Kinaseaktivität ist. Derkinderen und Mitarbeiter haben in Rattenhippo-

kampuszellen beobachtet, dass eine Vorinkubation mit PP2 zu einer Hemmung der 
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Phosphorylierung an den Tyrosinstellen 577 und 925, nicht aber an der Tyrosinstelle 397, 

führt (Derkinderen et al., 2001). Die durch VEGF induzierte Tyrosinphosphorylierung der 

FAK an der Position 861 in Endothelzellen wurde ebenfalls durch PP2 teilweise aufgeho-

ben, was gleichzeitig mit einer verminderten Zellmigration und einer verminderten anti-

apoptotischen Wirkung von VEGF einherging. Dagegen blieb die Autophosphorylierung 

der FAK unbeeinträchtigt (Abu-Ghazaleh et al., 2001). Als Schlussfolgerung ergibt sich, 

dass die Autophosphorylierung der FAK und die nachfolgende Bildung eines FAK-Src-

Komplexes zwar unabhängig von der Aktivität der Src-Kinase sind, die Src-Kinase aber 

wiederum für die vollständige Aktivierung der FAK notwendig ist.  

 

FAK kann mit einer Vielzahl verschiedener Signal-, Adapter- und Strukturproteine assozi-

ieren. Diese Interaktionen werden durch die Autophosphorylierung und durch Phosphory-

lierungen an sekundären Positionen, teilweise Src-abhängig, reguliert (Schaller, 2001). So 

führt die Bindung der Src-Kinase an die Autophosphorylierungsstelle 397 zu einer Tyro-

sinphosphorylierung an der Position 925 der FAK, wodurch die Bindung des kleinen A-

dapterproteins Grb2 über dessen SH2-Domäne (Schlaepfer et al., 1994, Schlaepfer et Hun-

ter., 1996). Die Assoziation von Grb2 mit dem GDP-GTP Austauschprotein Sos führt über 

dem membranassoziierten kleinen G-Protein Ras und der Serin/Threoninkinase Raf zur 

Aktivierung der MAPK-Kaskade. Die MAP-Kinasen gehören zur Gruppe der Serin-

/Threonin-Kinasen. Sie lassen sich in drei Unterfamilien gliedern: die extracellular signal-

regulated kinases 1 und 2 (ERK-1 und ERK-2 bzw. p42MAPK und p44MAPK), c-Jun NH2-

terminal kinases (JNK) und die p38MAPK. Während ERK1/2 in der Regel hauptsächlich 

nach Stimulation mit Wachstumsfaktoren und nach Aktivierung G-Protein-gekoppelter 

Rezeptoren aktiviert werden, wird die Aktivität der JNK und der p38-Kinase durch zellulä-

ren Stress in Form von UV-Bestrahlung oder osmotischen Schock induziert (Cobb und 

Goldsmith, 1995). Nach Aktivierung können die MAP-Kinasen in den Zellkern transloziert 

werden, wo sie über die Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren Einfluss auf die Ge-

nexpression nehmen (Gille et al., 1992; Khokhlatchev et al., 1991). Somit könnte FAK 

über die Kommunikation mit dem Signalweg der MAP-Kinase in die Expression von Ge-

nen, die Wachstum und Differenzierung regulieren, eingreifen. Um die die Frage beant-

worten zu können, ob FAK im HCC an proliferativen Vorgängen beteiligt ist, müssen in 

zukünftigen Experimenten die Signaltransduktionswege im HCC aufgeschlüsselt werden, 

die an der MAPK-Aktivierung beteiligt sind. Weiterhin wäre es interessant zu überprüfen, 

welchen Einfluss die in vitro Überexpression von FAK auf die Zellphysiologie hat. Der 
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Einfluss auf zellphysiologische Vorgänge wie z.B. Proliferation und Migration kann über 

verschiedene bekannte Assays nachgewiesen werden (BrdU-Inkorporation bzw. modifi-

zierte Boyden Chambers). 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass in HepG2-Zellen ähnlich in 

anderen malignen Geweben FAK, nicht aber PYK2 exprimiert wird. Dabei konnte nach-

gewiesen werden, dass FAK durch die beiden Wachstumsfaktoren HGF und IGF-I akti-

viert wird. Die Aktivierung konnte durch die Tyrosinphosphorylierung und die Au-

tophosphorylierung der FAK dargestellt werden. Sowohl HGF als auch IGF-I führen zu 

einer dosisabhängigen und raschen Aktivierung der Tyrosinkinase. Die FAK-Aktivierung 

in HepG2-Zellen ist teilweise Src-abhängig. Diese Ergebnisse deuten auf eine zentrale Rol-

le der FAK in der Signaltransduktion der beiden Wachstumsfaktoren in HepG2-Zellen hin. 
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6 Zusammenfassung 

Die beiden strukturhomolgen Proteintyrosinkinasen FAK und PYK2 beeinflussen das 

Wachstum- und Migrationsverhalten gesunder und maligner Zellen in unterschiedlicher 

Weise. FAK ist in vielen Tumoren überexprimiert (Weiner et al., 1993; Owens et al., 1995; 

Watermann et al, 2005), und einige Untersuchungen zeigen, dass es einen Zusammenhang 

zwischen der FAK-Überexpression und dem invasiven Verhalten der Tumorzellen gibt 

(Owens et al., 1995; Slack et al., 2001; Wang et al., 2000; Cance et al, 2000). Die PYK2-

Expression dagegen ist häufig im maligne entarteten Gewebe und in metastasierenden Tu-

morzellen herunterreguliert (Stanzione et al., 2000; Lipinski et al., 2003; Forest et al., 

2005). Über die Funktion der beiden Tyrosinkinasen in der Pathogenese des HCC ist zur-

zeit wenig bekannt. Während die FAK-Expression in verschiedenen humanen Lebertumor-

zelllinien nachgewiesen werden konnte (Tu et al., 2001; Carloni et al., 2001; Zhang et al., 

2003; Lee et al., 2003; Itoh et al., 2004), existieren für PYK2 bislang keine zuverlässigen 

Daten hinsichtlich der Expression und Regulation im HCC. Die vorliegende Arbeit unter-

suchte daher die Expression und die intrazelluläre Aktivierung der FAK und PYK2 in einer 

hepatischen Tumorzelllinie. Als ein Modellsystem des HCC wurde die humane Hepa-

toblastomzellline HepG2 ausgewählt.  

 

Die Western Blot Analysen zeigen, dass HepG2-Zellen FAK, nicht aber PYK2 exprimie-

ren. Dies legt die Vermutung nahe, dass FAK ähnlich in anderen malignen Geweben auch 

in diesem Modell eine übergeordnete Rolle spielt. In den folgenden Versuchen wurde da-

her diese Tyrosinkinase genauer untersucht. Die intrazelluläre Aktivierung und Regulation 

der FAK sollte nach Stimulation der HepG2-Zellen mit Wachstumsfaktoren dargestellt 

werden. Hierzu wurden HGF und IGF-I ausgewählt, deren Rezeptor in HepG2 exprimiert 

wird und die eine bedeutende Funktion in der Hepatokarzinogenese haben. Sowohl HGF 

als auch IGF-I führen zu einer dosisabhängigen und raschen Tyrosinphosphorylierung der 

FAK, die teilweise Src-abhängig ist. Die Interaktion der Tyrosinkinase FAK mit Src weist 

daraufhin, dass in HepG2-Zellen FAK an der intrazellulären Signaltranduktion, die durch 

HGF und IGF-I induziert wird, beteiligt ist.  

 

In dieser Arbeit wurden wichtige grundlegende Erkenntnisse über die Expression von FAK 

und PYK2 sowie die Wachstumsfaktor-vermittelte Signaltransduktion in einer hepatischen 

Tumorzelllinie gewonnen, die auf eine zentrale Stellung der FAK in der Hepatokarzinoge-

nese hinweisen. 
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