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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Kolorektales Karzinom

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie des kolorektalen Karzinoms

Mit ca. 30.000 Neuerkrankungen pro Jahr und Geschlecht ist das kolorektale Karzinom die
zweit- bzw. dritthdufigste Tumorentitat in Deutschland [1]. Die Inzidenz des kolorektalen
Karzinoms zeigte sich in den letzten Jahren ruicklaufig, was am ehesten auf die verbesserte
Friherkennung und Entfernung von Adenomen mittels der Koloskopie zurlickzufihren ist;
die Inzidenz der In-situ-Karzinome stieg an [2,3]. Als Risikofaktoren gelten eine geringe
korperliche Aktivitat, einseitige Erndhrung mit nur unzureichender Ballaststoffaufnahme,
Tabak- und Alkoholkonsum, sowie eine positive Familienanamnese und verschiedene
Syndrome, die mit einem erhdhten Risiko fiir das kolorektale Karzinom einhergehen [4-6].
Bei Erstdiagnose liegt das mittlere Erkrankungsalter bei ca. 70 Jahren. Das relative 5-Jahres
Uberleben liegt bei 63%; in absoluten Zahlen starben in Deutschland im Jahr 2013 12.085
Frauen und 13.608 Ménner an Darmkrebs [2]. Insgesamt sank die Zahl der Todesfélle im
Zeitraum vom Jahr 2000 bis 2018 von ca. 28 700 auf 24 200 pro Jahr in Deutschland [3].
Bei 18 % (Rektumkarzinom), bzw. 25 % (Kolonkarzinom) der Patienten bestehen bei
Erstdiagnose bereits Fernmetastasen. Besonders héufig ist hierbei die Leber betroffen [4].

Therapeutisch steht die chirurgische En-Bloc-Resektion beim operablen Kolonkarzinom
ohne, bzw. mit operablen Lungen- oder Lebermetastasen an erster Stelle, wahrend beim
Rektumkarzinom je nach Stadium eine neoadjuvante Chemotherapie, gefolgt von einer
Operation, durchgefihrt wird [4]. Wahrend friher 10-20 % der betroffenen Patienten fir
eine Resektion der Metastasen infrage kam, konnte diese Zahl mittlerweile um weitere 10 %
gesteigert werden. Heutzutage konnen mithilfe verschiedener Techniken auch
Lebermetastasen reseziert werden, welche zuvor noch als nicht-resektabel galten, da die
verbleibende Restleber nicht ausreichen wirde. Zu den Techniken gehdren u.a. die
Pfortaderembolisation und die zwei- oder mehrzeitige Leberresektion. Das Ziel dieser
Eingriffe besteht darin, vor der geplanten Resektion einen Hypertrophiereiz auf das gesunde

Lebergewebe zu setzen, um so ausreichend gesundes und funktionsféhiges Lebergewebe
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nach der Resektion erhalten zu kdnnen. Ungeklért ist jedoch, ob es so auch zu einem
Hypertrophiereiz der Metastasen kommt [7,8].

Durch die zunehmenden Mdglichkeiten der Gensequenzierung, kdnnen mittlerweile
genauere Aussagen uber die genetischen Veranderungen von Tumorzellen gemacht werden.
Unterschieden werden sogenannte ,,driver* und ,,passenger* Mutationen. Wahrend die Zelle
auf dem Boden einer ,driver Mutation einen Wachstumsvorteil erlangt, hat eine
,passenger Mutation keinen Einfluss auf das Tumorwachstum. Die initiale ,,driver*
Mutation im kolorektalen Karzinom findet sich meist im APC-Gen. Im Laufe der Zeit
kommen weitere ,,driver” Mutationen anderer Gene hinzu und fihren so zur malignen
Entartung und raschem Wachstum der Zellen. VVon der Entstehung eines Adenoms bis zur
Entwicklung eines Karzinoms vergehen so ca. 10 Jahre. Dieses Wissen macht man sich zum
einen in der Friherkennung zunutze, wo die Zeitspanne der sogenannten ,,Adenom-
Karzinom-Sequenz* fur die VVorsorge-Koloskopie genutzt wird, zum anderen offenbart die
Identifikation der ,,driver” Mutationen potenzielle therapeutische Angriffspunkte [4,9] (Abb.
1.1).

PI3K
B BRAS ~ Cell Cycle/Apoptosis s
m———— TGF-B

Pathways i APC

X
w7
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Abb. 1.1:Entstehung eines Karzinoms. Die Bilderfolge zeigt die Entstehung eines Adenoms, resultierend in ein invasives
Karzinom. Die daruiberstehenden Mutationen und das Patientenalter sind beispielhaft (aus: [9]).

1.1.2 Die Rolle von c-MYC im kolorektalen Karzinom

Fur das kolorektale Karzinom konnten mittlerweile einige ,,driver” Mutationen gefunden
werden. Eine sehr gute Ubersicht dazu bietet der Cancer Genome Atlas, welcher 2012 zur
Thematik der Molekulargenetik des Kolon- und Rektumkarzinoms im Magazin ,,Nature*
veroffentlicht wurde. Hierbei werden, abhéngig von der Zahl der Mutationen, die

hypermutierten und nicht-hypermutierten Kolonkarzinome unterschieden.
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Hypermutiert sind ca. 16 % der Kkolorektalen Karzinome. Diese weisen eine
Mikrosatelliteninstabilitdt auf, sowie Mutationen der Missmatch-Reparaturgene und der
Polymerase €.

Die Mehrzahl bilden die nicht-hypermutierten Karzinome. Als die acht am hdaufigsten
verénderten Gene konnten APC, TP53, KRAS, PIK3CA, FBXW7, SMAD4, TCF7L2 und
NRAS identifiziert werden.

In 93 % aller kolorektalen Karzinome, und damit am haufigsten verandert, ist der WNT-
Signalweg. Veranderungen finden sich unter anderem durch Inaktivierung von APC,
Aktivierung von CTNNB1, oder auch durch Mutationen von FXBW?7. Insgesamt wurden 16
verdnderte Gene gefunden, welche auf den WNT-Signalweg wirken; oft lag gleichzeitig eine
Mutation von APC vor. Weitere, haufig betroffene Signalwege sind der PI3K- und RAS-
MAPK-Signalweg, sowie der TGFp- oder der p53-Signalweg. Trotz dieser Vielfalt der Gene
und Signalwege, welche im kolorektalen Karzinom mutiert und betroffen sein konnen, ist
auffallig, dass annahernd 100% und damit fast alle der kolorektalen Karzinome, Anderungen
in der Transkription der Zielgene von c-MYC (im Folgenden MY C) aufweisen. Abbildung
1.2 zeigt die gefundenen Verdnderungen im kolorektalen Karzinom (gesamter Abschnitt:
[10]. Im Mausmodell konnte zudem gezeigt werden, dass die, durch Verlust des APC-Genes
hervorgerufenen Verénderungen, wie gestorte Differenzierung, Proliferation und Apoptose
der intestinalen Zellen, durch zusétzlichen Verlust von MYC wieder normalisiert werden
kdnnen [11].

Damit nimmt MYC eine bedeutende Rolle in der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms

ein und stellt ein mdgliches Therapieziel dar.
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Abb. 1.2.: Darstellung der méglichen genetischen Verédnderungen des kolorektalen Karzinoms. Die Abkiirzungen nHM
bzw HM stehen flr non-hypermutated bzw hypermutated. Die Farben zeigen ob es sich um aktivierende oder nicht-
aktivierende Veranderungen handelt. In 92 bzw. 97 % der Karzinome ist der WNT-Signalweg verandert. In 27 bzw 87 %
ist der TGF—Signalweg betroffen. In knapp der Halfte der kolorektalen Karzinome finden sich Mutationen im PI3K-
Signalweg. Ebenso sind in 59 bzw 80 % der Félle der RTK-RAS- und in 64 bzw 47 % der Falle der p53-Signalweg betroffen
(aus: [10].

1.2 Der Transkriptionsfaktor MYC und dessen Regulation

1.2.1 MYC-Proteine

MY C wurde in den 1980er Jahren erstmals mit der Tumorgenese in Verbindung gebracht.
Der Name leitet sich ab von der Myelozytomatose, welche schon in den 1960er Jahren als
eine, durch Viren ausgeloste Erkrankung entdeckt wurde. So wird eine Uberexpression von
MYC im Zervixkarzinom beispielsweise durch das Humane Papilloma Virus hervorgerufen
[12]. Fir das Plasmozytom bei M&usen und das Burkitt-Lymphom beim Menschen konnte
nachgewiesen werden, dass eine Translokation fiir die Uberexpression des MYC-Gens
verantwortlich ist, dagegen handelt es sich im kolorektalen Karzinom um eine Amplifikation
des MYC-Gens [13].




Einleitung

Es sind noch weitere Mitglieder der MYC-Familie bekannt: MYCN ist z.B. im
Neuroblastom aber auch im Mammakarzinom uberexprimiert, MYCL z.B. im kleinzelligen
Bronchialkarzinom und Ovarialkarzinom [13].

MYC ist das am haufigsten amplifizierte Onkogen in Tumoren des Menschen [14]. Durch
Inhibition von MYC, z.B. mittels siRNA oder dem small-molecule MY C-Inhibitor 10058
F4, kann das Tumorwachstum in vitro gehemmt werden [15]. Umgekehrt, kann durch
Uberexpression von MYC Tumorwachstum generiert werden. Tumore mit
uberexprimiertem MYC sprechen teils besser auf Chemotherapeutika an; der hierdurch
induzierte Zelltod ist MY C-abhéngig [16].

1.2.2  Wirkungen von MYC auf die Zelle

Es gibt schatzungsweise 30.000 potenzielle MY C-Bindestellen im menschlichen Genom, ca.
15-20% der Gene sind an MYC gebunden. Deren Transkription wird dabei nicht
zwangslaufig durch MYC verandert, was auf die komplexe und bis heute nicht geklarte
Wirkweise von MYC hindeutet [17,18]. Durch die Umwelt bekommt die Zelle je nach
Verfligbarkeit von Nahrstoffen, Warme oder Zellstress Informationen dariber, ob sie
differenzieren oder wachsen soll [19,20]. In der ruhenden Zelle wird nur wenig MYC
exprimiert; bei Eintritt der Zelle in den Zellzyklus steigt die Expression rasch an und fallt
dann auf ein basales Level wéhrend des Zellzyklus® ab [15]. Kommt es zu einer
Deregulation von MY C, beginnt die Zelle unkontrolliert zu wachsen [19,21]. Dartber hinaus
induziert MYC durch die Expression von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)
Vaskulogenese. Dies ist fur die Tumorprogression und Metastasierung des Tumorgewebes
unentbehrlich [22]. MYC fordert u.a. die durch DNA-Schaden hervorgerufene p53-
induzierte Apoptose [23-25], verhindert die Zelladhé&sion [26] und erhéht den Stoffwechsel
der Zelle [27-30]. Die Wirkung von MYC ist letztendlich abhéngig vom Zell- und
Gewebetyp [17]. Die genannten Wirkungen von MYC auf die Zelle sind in Abb.1.3
dargestellt.
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Abb. 1.3: Wirkungen von MY C auf die Zelle. Links sind die physiologischen Wirkungen von MY C dargestellt, rechts die
wichtigsten Wirkungen des deregulierten MYC. Durch Uberexprimierung von MYC kommt es zur erhohten und
unkontrollierten Zellproliferation, , zu einem Vorantreiben des Zellzyklus, zu einem gesteigerten Stoffwechsel, zur
Vaskulogenese und zu einer Hemmung der Zelldifferenzierung und -adhé&sion (angelehnt an [16]

1.2.3 Aufbau und Wirkweise des MY C-Proteins

MY C-Protein besteht aus einem C- und einem N-Terminus. Mit dem C-Terminus kann
MYC mit MAX (MYC associated Factor X), uber einen basischen Helix-Loop-Helix-
Leucin-Zipper (BR/HLH/LZ) DNA-Zielsequenzen erkennen [31]. Der N-Terminus und die
zentrale Region enthalten die MYC-Box-Sequenzen 0-1V (MB 0-1V), die mit jeweils
unterschiedlichen Proteinen interagieren und u.a. eine Rolle in der Proteinstabilitdt und
Transkriptionsaktivierung, sowie Apoptose spielen [15,18,31,32]. Es konnte z.B. gezeigt
werden, dass in MBIII deletierten Zellen die Apoptose und zudem die zytotoxische
Effektivitat von Etoposid gesteigert werden kann [33]. In der proliferierenden Zelle bildet
MYC mit seinem Partnerprotein MAX ein Dimer und bindet an die E-Box-Sequenz
(CACA/GTG) der DNA. MAX ist im Gegensatz zu MYC im Uberschuss vorhanden und
bildet in der ruhenden oder sich differenzierenden Zelle Komplexe mit MAD oder MNT
[34]. Sind MYC-MAX so an die DNA gebunden, soll die Transkription unter Einbeziehung
eines Ko-Aktivator-Komplexes, welcher TRRAP und eine Histon-Acetyl-Transferase wie
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GCNS5 enthalt, aktiviert oder auch unterdrickt werden [35,36]. Unter anderem nimmt die
Expression von p21, ein Inhibitor der Cyclin-abhangigen Kinasen, oder p15, welches den
Zellzyklus hemmt, ab. Dagegen steigt die Expression von VEGF, Cyclin D1 und D2, die
Cyclin-abhéngige Kinase 4 oder auch HDAC?2, ein Suppressor der Zelldifferenzierung,
durch MYC an [34,37-41]. Bisher ging man davon aus, dass so hunderte bis tausende Gene
durch (berexprimiertes MYC reguliert werden [42]. Jedoch bleibt der genaue
Wirkmechanismus von MY C weiterhin unklar. Wie bereits oben geschrieben ist bekannt,
dass MYC-MAX an E-Box-reiche DNA binden, umgekehrt findet man aber an Promotoren
von Genen, die durch MYC kontrolliert werden, teilweise keine E-Box-Sequenzen.
Aufgrund vieler, scheinbar nicht-konklusiver Daten werden aktuell verschiedene Modelle
uber die Wirkweise von MYC diskutiert. Da nur ein Bruchteil der Gene, an denen MYC
gebunden ist, durch MYC reguliert scheint, ist dies ein Anhalt fur eine Gen-spezifische
Regulation. Mit der Erkenntnis, dass die globale mRNA-Transkription wéahrend der Mitose
durch MYC gesteigert wird und diese MY C-abhangig ist, hat sich das Modell mit MYC als
»globalen Amplifier entwickelt, welches die onkogene Funktion von MY C hierin sieht. Ein
drittes Modell sieht die unterschiedliche Transkriptionsregulation durch MYC der
unterschiedlichen Affinitst von MYC-MAX an die DNA geschuldet: werden bei
physiologischen MY C-Leveln nur wenige Gene mit hoher Affinitét transkribiert, &ndert sich
dies mit hoheren Konzentrationen, bei denen auch Gene mit niedriger Affinitét transkribiert
werden. Ein viertes Modell beschreibt den Einfluss von MYC auf die RNA Polymerase II.
Die Anwesenheit von MY C kann die RNA Polymerase Il aktivieren und aus dem ,,promotor-
proximal pausing™ in die Elongationsphase bringen. Zudem kann MYC auf niedrige
Ribonukleotidspiegel (z.B. bei fehlendem Glutamin) mit einer Hemmung der Transkription
reagieren, hierdurch soll MYC mit anderen Proteinen auch eine ,,R-Loop-Formation®
wahrend der Replikation und Transkription verhindern und so die Effizienz der
Proteinsynthese erhohen. ,,R-Loop-Formationen® sind dreistrangige Nukleinsauren, die sich
aus DNA und RNA bilden. Die Onkogenitat von MYC wird in diesem Modell in einer
gesteigerten Transkriptionseffizienz gesehen; zudem kann MYC auf verdnderte
Ribonukleotidspiegel reagieren und die Zellen so vor der Apoptose schiitzen (gesamter
Abschnitt: [18].
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1.2.4 Transkription und transkriptionelle Regulation von MYC

Das primare MY C-Transkript besteht aus drei Exons, wobei nur Exon 1 und Exon 2 fir das
MYC-Protein  kodieren. MYC-Transkription wird meistens durch die zwei
Hauptpromotoren P1 und P2 gestartet. Diese MYC-mRNA macht 25% und 75% aus [43].
Als regulatorisches Element in der proximalen Region ist das NHE Ill;-Element
beschrieben, welches ca. 130bp aufwarts des P1-Promotors sitzt. Es kann verschiedene
Formen annehmen kann und so als Einzel- oder Doppelstrang positiv, aber als G-Qudruplex
oder iMotif (kurze, sich wiederholende DNA-Abschnitte, welche eine biologische Funktion
erflllen [44]) ebenso negativ auf die Transkriptionseffizienz wirken [17,45,46]. AuRRerdem
gibt es das weiter proximal gelegene FUSE (Far upstream element). Wéhrend der
Transkription wird es einstrangig und Proteine, wie das FUSE-Bindeprotein (FBP) und der
FBP-interagierende Repressor (FIR) kdnnen daran binden und so die Transkriptionseffizienz
beeinflussen (Abb.1.3) [17].

< 17 kb
[« 0. kb > P1 P2

FUSE NHE I, r r

AA

/ \

5'-GGGGAGGGTGGGGAGGGTGGGGAAGGTGGGG-3!
Activator and silencer element

5 -TTAATATATAATGTATATTCCCTCGGGATTTTTTA GTGTTATT-//-T-//-ATTCTTCTCATCCTTGGTCCC-3'
Cruise control element

Abb. 1.4: Transkription von MYC. NHEIIIl kann je nach Form Transkription vorantreiben oder hemmen, FUSE
funktioniert als Geschwindigkeitsregler (aus: Brooks und Hurley, 2009).

Die Expression von MY C wird auRerdem beeinflusst durch Wachstumsfaktoren, wie PDGF
und EGF, Interleukine, den NFxB-Signalweg oder T-Zell-Faktor (TZF). Diese binden nicht
an eine bestimmte DNA-Struktur, sondern binden an viele verschiedene Stellen, wobei diese
Bindungen hdufig nur sehr schwach sind [43]. Im kolorektalen Karzinom werden sogenannte
single nucleotide polymorphisms (SNP) beschrieben, welche unter anderem die Affinitat des
TZF an die DNA erhohen sollen, und so zu einer Uberexpression von MYC fiihren [43,47].
Der Translations-Initiations-Faktor elF4E erkennt und bindet schon wahrend der

Transkription an die 7-Methylguanosin-Cap-Struktur, welche in der 5°UTR liegt, exportiert




Einleitung

die mRNA aus dem Zellkern ins Zytoplasma und liefert sie dem elF4F-Initiations-Komplex.
So wird verhindert, dass MY C-mRNA den Zellkern ungezielt verlassen kann. Dabei befindet
sich 68% des elF4E im Zellkern und beteiligt sich so am Export verschiedener mRNA,
welche die 4E-sensitive Region, bestehend aus 50 Nukleotiden in der 3’UTR, enthalten
[48,49].

1.2.5 Translation und translationelle Regulation von MYC

Die MYC-mRNA besteht aus verschiedenen Anteilen: die 5’Untranslatierte Region
(5’UTR), die fiir das MYC-Protein kodierende Sequenz (CDS) und die 3‘-Untranslatierte
Region (3’UTR). In der 5’UTR befindet sich der Translationsstart, die 3’UTR ist
Angriffspunkt von MicroRNAs, wie z.B. Let-7 miRNA oder mirl7-19b, welche als
Tumorsuppressor wirken [20,50,51]. Die Translation von MY C wird durch Cap-abhéangige
Mechanismen gesteuert und kann durch Rapamycin (iber mTOR (Mammalian Target of
Rapamycin)) gehemmt werden [52]. Interessanterweise, hat Rapamycin im normalen
Darmgewebe jedoch keinen Effekt auf Apoptose oder Proliferation [53]. Es ist aulierdem
bekannt, dass die 5’UTR ein IRES (Internal Ribosome Entry Side) enthalt, Giber welches die
Translation ebenso starten kann [54]. Die mTOR Serin/Threonin Proteinkinase dient als
Vermittler von Informationen wie Zellstress, Verfugbarkeit von Na&hrstoffen und
Vorhandensein von Wachstumsfaktoren. Dadurch kann in der Zelle die Balance zwischen
anabolischen, z.B. Proteinsynthese, und katabolischen Prozessen, z.B. Autophagie, gehalten
werden [55]. Im kolorektalen Karzinom ist mTOR héufig aktiviert. mTOR Complex 1 ist
ein ,,downstream target” des PI3K/RAS-Signalweges und kann durch Phosphorylierungen
von elF4E-Bindeprotein (4EBP1) und der p70S6 ribosomalen Kinase (S6K) die
Proteinsynthese vorantreiben [56]. 4EBP1 ist unter normalen zelluldren Bedingungen an
elF4E gebunden, dadurch kann die Translation nicht starten. Sobald 4EBP1 aber
phosphoryliert ist, 16st es sich von elFAE und elFAE bindet an das Geristprotein elF4G [57].
Die Translation startet mit Bindung des Prainitiationskomplex, welcher aus der 40S-
Untereinheit des Ribosoms, der geladenen Met-tRNA und den eukaryotischen
Initiationsfaktoren (elF) besteht, an die m’G-Cap-Struktur der mRNA der 5°UTR. Diese
Bindung wird durch elFAE und den elF4F-Komplex, welcher aus RNA-Helikase elF4A und
elF4G besteht, ermdglicht. Der PIK scannt die mRNA nun auf das AUG-Startkodon,
welches fur Methionin kodiert [20,58].
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Nahrstoffangebot
Wachstumsfaktoren
Zellularer Stress

mTORC1

v

Translation

Zytoplasma

Zellkern

@

Abb. 1.5: CAP-abhdngige Translation von MYC. mTORCL1 treibt je nach Vorhandensein von Né&hrstoffen und
Wachstumsfaktoren die Translation voran oder bremst sie. mMTORCL1 phosphoryliert 4EBP1, dieses dissoziiert daraufhin
von elF4E. elF4E bildet mit dem Gerlstprotein elF4G und der RNA-Helikase elF4A einen Komplex und der

Préinitiationskomplex kann nun die RNA auf das Startkodon AUG scannen und die Translation starten (modifiziert nach
[20].

Durch Inaktivierung der elFs kann die Translation z.B. bei Né&hrstoffmangel inhibiert

werden. Ebenso kdnnen mRNA-Bindeproteine oder MicroRNA (miRNA) an die 3°’UTR
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binden und elF-Inhibitions-Faktoren rekrutieren [20]. Der limitierende Faktor in der
Translationsinitiation ist die Menge an vorhandenem elF4E. Deshalb gilt elF4E als
Onkogen, welches in Tumoren hadufig Uberexprimiert ist. Dabei kann es die mRNA
bestimmter Proteine entweder vermehrt aus dem Zellkern exportieren oder direkt auf die
Translationseffizienz wirken [59]. Eine Hypothese ist, dass es sogenannte ,,starke” und
»schwache” mRNA gibt. Die ,,starken®, wie z.B. B-actin, werden bei nur geringer Menge an
vorhandenem elF4E fast zu 100% translatiert, bei den ,,schwachen®, wie z.B. MYC, nimmt
die Translation mit der Menge an elF4E zu. Die Menge von elF4E kann entweder durch
vermehrte Expression von elF4E, verminderte Expression von 4EBP1 oder vermehrte
Phosphorylierung von 4EBP1 zunehmen [57]. Eine wichtige Rolle spielt auRerdem der
Phosphorylierungsstatus von elF4E an S206. Kann elF4E nicht phosphoryliert werden,
nimmt der Export von mRNA sowie die Transformationsfahigkeit durch elF4E ab [60].
Inwieweit die Translationseffizienz durch diese Phosphorylierung beeinflusst wird ist
allerdings unklar [57]. Jedoch ist elF4E nicht der einzige Faktor, welcher in Tumoren
hochreguliert sein kann: auch die RNA-Helikase elF4A oder andere Elongationsfaktoren

kdnnen betroffen sein [61].

1.2.6 Regulation des Abbaus von MYC

MYC unterliegt in der Zelle einer strengen Regulation und weist eine Halbwertszeit von
ungefahr 25 Minuten auf [62,63]. Fur die Stabilitat von MY C ist der Phosphorylierungsstaus
von Threonin58 und Serin62 entscheidend. Stabiles MY C ist nur an Serin62 phosphoryliert,
durch zusétzliche Phosphorylierung an Threonin58 wird es abgebaut [63]. Die
Phosphorylierungen sind Ras-abhéngig: Uber RAF aktiviert es Mitogen-aktivierte
Phosphatasen, welche MYC an Serin62 phosphorylieren und hemmt, U(ber den
Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) -Signalweg, die Glykogen-Synthase-Kinase 3
(GSK3), welche MYC an Threonin58 phosphoryliert. Zusammengefasst hei3t dies, dass
MYC durch aktiviertes Ras stabilisiert wird [34,63,64]. Instabil wird MYC sobald es an
beiden Stellen, Threonin58 wund Serin62, phosphoryliert ist und mittels dieser
Phosphorylierungen der Abbau initiiert wird. Durch Bindung der Protein Phosphatase 2A
leitet dies die Ubiquitinierung von MYC durch die Ubiquitin E3-Ligase SCF™Y’ (Im
Weiteren wird diese Ubiquitinligase FBW7 genannt) mit anschlielender proteasomaler

Degradation ein [34]. Insgesamt sind mehrere E3-Ubiquitinligasen bekannt, welche Einfluss
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auf MY C-Stabilitat haben, jedoch ist die Ubiquitinligase FBW?7 die am beste untersuchte
[65]. Zudem ist bekannt, dass in FBW7-defizienten Zellen sowohl die MY C-Konzentration,
als auch die MY C-Halbwertszeit deutlich erhéht ist [66].

Ras

Raf/ \PI3K

oy
MAPK AKT

'

ERK  GSK3 t

* ‘ (UB)n

T58 56‘2 '38 S?Z T58 S62 T58 562

ﬁiﬁ»ﬁ»ﬁa

Abbau durch Proteasom

Abb. 1.6: Abbau von MYC. Ras-abhangig wird MY C durch Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinasen (MAPK und ERK) an
Serin62 (S62) und durch die Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) an Threonin58 (T58) phosphoryliert. Die
Phosphorylierung an T58 destabilisert MYC, denn nun kann die Prolyl-lIsomerase (PIN1) daran binden, es kommt zur
Isomerisierung von Prolin59 und die Serin/Threonin-Phosphatase Proteinphosphatase 2A (PP2A) dephosphoryliert MYC
an S62. AnschlieBend wird MY C durch die Ubiquitin E3-Ligase SCFFBW?7 durch Ubiquitinierung fiir den nun folgenden
proteasomalen Abbau markiert (angelehnt an Adhikary und Eilers, 2005).
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1.3 Proteinphosphatase 2A

Die Proteinphosphatase 2A (PP2A) ist eine Serin-Threonin-Phosphatase mit einer
katalytischen, einer strukturgebenden und einer regulierenden Untereinheit. Sie wirkt in der
Zelle als Tumorsuppressor und ist in Tumoren héaufig inhibiert. Wéhrend des Zellzyklus
kontrolliert sie den Ubergang von der G1- in die S-Phase, wirkt dabei antiproliferativ und
pro-apoptotisch, unter anderem durch Inhibierung der ERK-Kinasen [67]. Auf das MY C-
Protein wirkt sie, durch Dephosphorylierung von Serin62, destabilisierend und zusatzlich,
durch Dephosphorylierung von elF4E, hemmend auf die Translation von MYC [34,68]. Mit
diesen tumorinhibierenden Eigenschaften gilt die Induktion von PP2A als mdglicher
Angriffspunkt in der Therapie von Karzinomen. Fur die Leuk&mie konnte bereits gezeigt
werden, dass durch die Wiederherstellung der Funktion von PP2A Tumorzellen absterben,

wahrend die gesunden Zellen nicht beeinflusst werden [67].
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1.4 Das Onkoprotein CIP2A

CIP2A, oder KIAA1524, wurde als Cancerogener Inhibitor der PP2A (CIP2A) erstmals
2007 beschrieben. In HeLa-Zellen (Zervixkarzinom) konnte gezeigt werden, dass CIP2A als
Inhibitor der PP2A die Dephosphorylierung von MYC-Protein an Serin62 verhindert,
welches infolgedessen nicht mehr abgebaut wird. CIP2A schiitzt demnach MY C-Protein vor
dem Abbau und stabilisiert es dadurch [69].

Auch in verschiedenen Zellenlinien des kolorektalen Karzinoms konnte gezeigt werden, dass
es durch Knockdown von CIP2A zu einem Verlust von MY C-Protein, nicht aber von MYC-
MRNA, kommt. Zusétzlich zeigen die Zellen ein verlangsamtes Wachstum [70].

CIP2A ist nicht nur im kolorektalen Karzinom, sondern in vielen Karzinomen, wie der
Chronisch myeloischen Leukdmie, dem Mammakarzinom, dem Magenkarzinom oder auch
dem Ovarialkarzinom Gberexprimiert [71-75]. Dabei ist die Uberexpression von CIP2A im
Mammakarzinom und im kolorektalen Karzinom mit einem aggressiveren Tumorwachstum
und einer verschlechterten 5-Jahres-Uberlebensrate assoziiert. CIP2A gilt damit als
unabhéngiger prognostischer Faktor [70,73]. Zusétzlich konnte im Mammakarzinom ein
Zusammenhang zwischen der Expression von CIP2A und der Lymphknotenmetastasierung,
Fernmetastasierung, der TumorgréfRe und dem histologischen Grad nachgewiesen werden
[76]. Wie es in den einzelnen Karzinomen zu einer Uberexpression von CIP2A kommt, ist
groRtenteils noch unklar. In KRAS-mutierten Zelllinien des kolorektalen Karzinoms
(HCT116 and SW620) konnte die Expression von CIP2A durch Inhibition von MEK1/2
gesenkt werden [70]. Fur das Zervixkarzinom wurde gezeigt, dass die Expression von
CIP2A mit dem HPV16 E7-Level assoziiert ist [77].

Wird CIP2A aus Zellen depletiert, sind diese Zellen vergleichsweise kleiner, aullerdem
reguliert CIP2A die Proliferation und Morphologie von Zellen. Dies kann dadurch erklart
werden, dass CIP2A positiv auf die mTORC1-Aktivitat wirkt und so anabolische Prozesse
fordert [55].

In gesunden Zellen ist CIP2A nur gering exprimiert [78].
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1.5 Zielsetzung dieser Arbeit

In knapp 100 % aller kolorektalen Karzinome findet sich dereguliertes MY C und stellt damit
ein potenzielles Therapieziel dar. Durch die Hemmung von MY C kann das Tumorwachstum
in vitro gebremst werden, jedoch bestehen noch viele Unklarheiten tber die genauen
Angriffspunkte von MYC und machen daher eine zielgerichtete Therapie bisher schwierig.
CIP2A wird im normalen, gesunden Gewebe praktisch nicht exprimiert, spielt aber in der
Genese vieler Tumorentitaten eine Rolle. Durch Inhibition von CIP2A kann MY C ebenfalls
gehemmt werden. Damit stellt CIP2A einen moglichen Angriffspunkt in der zielgerichteten
Tumortherapie dar.

Mittels shCIP2A und siCIP2A soll in der Zellkultur untersucht werden, welche Effekte
CIP2A auf Zellen des kolorektalen Karzinoms hat. Des Weiteren soll tberprift werden, ob
CIP2A, wie im Zervixkarzinom, den Abbau von MYC hemmt und so MYC vor dem Abbau
schutzt oder ob es die Transkription oder Translation von MYC mRNA bzw. Protein
reguliert. Fir die Versuche wurde eine kolorektale Karzinom Zelllinie HCT116 p53+/+

verwendet.
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2 Materialien

2.1 Zelllinien, Nahrmedium, Bakterien

2.1.1 Zelllinien

HCT116

HEK293T

2.1.2 Nahrmedium

DMEM (Gibco by Life Technologies)

DMEM (Gibco by Life Technologies)

Humane Kolonkarzinomzelllinie
p53+/+ Wildtyp und FBXW?7-/-

Vier HCT116 p53+/+
Wildtyp mit  DOX-induzierbaren
MY C-Konstrukten (pInd21):

- cds

- 3‘UTR +cds

- 5°UTR +cds

- 5’UTR +cds + 3’UTR

Zelllinien

Humane embryonale Nieren Zelllinie

10% (v/v) Fetales Kalbsserum
1% (v/v) Penicillin/  Streptomycin
(100.000 U/ml, PAA)

10% (v/v) Fetales Kalbsserum
Glutamin
Ohne Methionin
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2.1.3 Bakterien

XL1 blue

Materialien

2.1.4 Bakterien Nahrmedium

LB-Medium

LB-Agar

Ampicillin

1% (wiv) Baktotrypton
0,5% (w/v)  Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

1% (wiv) Baktotrypton
0,5% (w/v)  Hefeextrakt
1% (w/v) NaCl

1,5% (w/v)  Agar

100pg/ml

2.2 Nukleinsauren

2.2.1 SiRNA und shRNA

Tab. 2.1: siRNA und shRNA

TGCTGTTGACAGTGAGCGCCGGCACAATCT
TTCTGTTCAATAGTGAAGCCACAGATGTATT
GAACAGAAAGATTGTGCCGATGCCTACTGC
CTCGGA

SIRNA/shRNA | Sequenzinformation Quelle
siCTR ON-TARGETplus SMARTpool Dharmacon
SiCIP2A ON-TARGETDplus KIAA1524 siRNA SMARTpool | Dharmacon
shCHIP2A KIAA1524.779
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2.2.2 Plasmide

pInducer 11 (miR-RUG)

Induzierbarer lentiviraler Vektor fiir Gen-

Silencing

2.2.3 Primer fur die quantitative Realtime PCR

Tab. 2.2: Primer fr die quantitative Realtime PCR

Primer Vorwirts 3¢-5¢ Riickwirts 5¢-3¢

B2MG GTGCTCGCGCTACTCTCTC GTCAACTTCAATGTCGGAT

CIP2A GAACAGATAAGAAAAGAGT | CGACCTTCTAATTGTGCCTTTT
TGAGCATT

c-myc CACCAGCAGCGACTCTGA GATCCAGACTCTGACCTTTTGC

MYCend | AAGAGGACTTGTTGCGGAA | AGCGTAATCTGGAACATCGT

for/ HA-| A

Tag rev

MYC TTACAACACCCGAGCAAGG | TTCAGAGAAGCGGGTCCTG

5’UTR A

2.2.4 Primer fur PCR-Amplifikation von shRNA-Klonierung

Tab. 2.3: Primer fir PCR-Amplifikation von shRNA-Klonierung

Primer | Sequenz forward Sequenz reverse
mirE TACAATACTCGAGAAGGTA | TTAGATGAATTCTAGCCCCTTGA
AMP TATTGCTGTTGACAGTGAG | AGTCCGAGGCAGTAGGCA

CG
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2.25 Sequenzierprimer plnducerll

Tab. 2.4: Sequenzierprimer pInducerll

Primer | Sequenz forward Sequenz reverse
pind. 11 | CAACAGAAGGCTCGAGAAGG CGCGTGTTTAAACGCATTA
G

2.3 Antikorper

2.3.1 Priméare Antikorper

Tab. 2.5: Primére Antikorper

Antikorper ProteingroRe | Verdlinnung | Typ Hersteller
(kDA)

CIP2A 90 1:1000 Rb,p | BETHYL (A301-454A)

c-myc 67 1:1000 Rb, p Santa Cruz (N262, sc-
764)

c-myc 67 1:10.000 Rb, m | Abcam (Y69, ab32072)

Cyclin D1 1:1000 Ms, m | Thermo Fisher (DCS-11)

Cyclin D2 34 1:1000 Ms, m | Santa Cruz (DCS-3, sc-
56305)

HA-Tag 3 1:10.000 Rb, p Abcam (ab9110)

Vinculin 116 1:10.000 Ms, m | Santa Cruz (H10, s25336)

Beta-actin 42 1:10.000 Ms, m | Sigma Aldrich (Klon AC-
15, A5441)

Alpha- 55 1:10.000 Rb, p Santa Cruz (sc-12462)

Tubulin
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2.3.2 Sekundéare Antikorper

Tab. 2.6: Sekundére Antikorper

Zweiter Antikorper | Daten

Anti-Rabbit 800CW | Ziege-Anti-Kaninchen
(Li-Cor #C41021-04)

Anti-mouse 680 RD | Ziege-Anti-Maus (Li-Cor #C40624-02)

Anti-Rabbit-HRP Affe-Anti-Kaninchen  Antikoérper, gekoppelt an HRP
(Amersham NA 934)

Anti-Mouse-HRP Schaf-Anti-Maus Antikorper, gekoppelt an HRP (Amersham
NA 931)

2.3.3 Sonstige Antikorper

Tab. 2.7: Sonstige Antikorper

Antikorper Daten

Anti-BrdU FITC anti-BrdU, Mouse IgG1; Biozol

2.4 Inhibitoren und Antibiotika

Cycloheximid (Sigma-Aldrich) 100pg/ml in Ethanol
MG132 (Calbiochem/Merck) 10uM in Ethanol
Okadasdure, Natriumsalz 20nM in Ethanol
(Calbiochem/Merck)

Doxycyclin (Sigma-Aldrich) 1mg/ml in Ethanol

2.5 Standards, Kits, Enzyme, Chemikalien, Puffer und Ldsungen

2.5.1 Standards
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Protein-Marker

DNA-Marker

25.2 Kits, Enzyme, Chemikalien

DNA Extraktions Kit
(Maxipraparation)

%3-Methionin

Albumin Fraktion V >95%, pulv.
Bicinchoninic Acid solution
Deoxynucleotide (ANTP) Solution
Mix

EcoRlI (20.000U/ml)

Fetal Bovine Serum

GlycoBlue™ Coprecipitant (15
mg/mL)

Isopropanol/ 2-Propanol
Lipofectamine® RNAIMAX
Transfection Reagent
Milchpulver

Mlul (10.000U/ml)

M-MLYV Reverse Transcriptase 5X
Reaction Buffer

M-MLYV Reverse Transkriptase
(200U/ul)

Opti-MEM®
Penicillin-Streptomycin

PageRuler™  Prestained  Protein
Ladder, 10-180kDa; Thermo Fisher
Scientific

1kb DNA Ladder; Invitrogen

PureLink® HiPure Plasmid Maxiprep
Kit; Thermo Fisher Scientific

Hartmann Analytics
Carl Roth

Sigma Aldrich

New England BioLabs

New England BioLabs
Biochrome
Life Technologies Thermo Scientific

Carl Roth
Life Technologies GmbH

Carl Roth
New England BioLabs
Promega

Promega

Gibco, Life Technologies
Sigma-Aldrich
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peqGOLD TriFast™

Primer “random”

RiboLock Rnase Inhibitor (40U/ul)
ROX Reference Dye

SYBR Green gPCR Master Mix
T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Reaction Buffer
Tango buffer (10x)
Trichlormethan/Chloroform
Wasser, steril

Xhol (20.000U/ml)

Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit

2.5.3 Puffer und Lésungen

1-2% Agarose Gel

4% Sammelgel

7,5 —-10% Laufgel

Peqlab

Sigma-Aldrich (Roche)
Life Technologies GmbH
Thermo Scientific
Thermo Scientific

New England BioLabs
New England BioLabs
Thermo Fisher Scientific
Carl Roth

Agqua ad iniectabilia, Berlin Chemie
Menarini

New England BioLabs
Zymo Research

1-29 Agarose
100ml 1XTAE
5ul Ethidiumbromid (10mg/ml)

4% Acrylamid

125mM Tris-HCI, pH 6,8
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED

7,5—10% Acrylamid
375mM Tris-HCI, pH 8,8
0,1% (w/v) SDS

0,1% (w/v) APS

0,1% (v/v) TEMED
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Blockierungslosungen  fir  PVDF-

Membranen

Bradford Losung

DNA Ladepuffer 6x

Kristallviolettlosung

Lysepuffer (L7) (Invitrogen)

PBS 1x

Prézipitationspuffer (N3) (Invitrogen)

Resuspensionspuffer (R3) (Invitrogen)

RIPA Lysepuffer

LiCor-Blocking solution
5% (w/v) Milchpulver in TBS-T

8,5% Phosphorsaure
4,75% Ethanol
0,01% Coomassie brilliant blue

10mM EDTA; pH10
0,2% (w/v) Orange G
40% (w/v) Sukrose

0,1 % (w/v) Kristallviolett
in 20 % (v/v) Ethanol

0.2 M NaOH
1% (w/v) SDS

137mM NaCl
2,7mM KCI

10,1 mM NazHPO,
1,76 mM KH2HPO4

3.1 M Potassium acetate, pH 5.5

50 mM Tris-HCI, pH 8.0
10 mM EDTA

50 mM Tris; pH 7,4
150 mM NaCl

1% (v/v) NP-40
0,5% (w/v) DOC
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0,1% (w/v) SDS

SDS-Laufpuffer 25mM Tris-base
250mM Glycin
0,1% SDS

SDS-Probenpuffer Laemmli (3x) 187,5mM Tris pH 6,8
30% (v/v) Glycin
6% SDS
0,03% Bromphenolblau
2M B-Mercaptoethanol

TAE 50x 2M Trisbase, pH 8,0
5,7% Essigséaure
50mM EDTA

TBS-T 25mM Tris, pH 7,4
0,2% Tween-20
140mM NacCl

Transferpuffer 15% Methanol
20mM Tris
150mM Glycin
0,01% SDS

Trypsinldsung 0,25% Trypsin
smM EDTA
22,3mM Tris pH 7,4
125mM NacCl

Einfriermedium 10% DMSO
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cDNA-Synthese Mix

PBS-T

Materialien

20% FBS
70% DMEM-Medium (mit 1%
Penicillin-Streptomycin, 10% FBS)

10pul 5XxMMB-Puffer

21,8pl steriles Wasser

5ul dNTP (2,5mM)

2l Random Primer

0,2l RNAselnhibitor

1ul M-MLYV Reverse Transkriptase

1x PBS
0,5% (v/v) Tween-20

2.6 Gerate, Gebrauchsmaterialien und Software

2.6.1 Gerate und Gebrauchsmaterialien

96-Well Platte fur gRT-PCR

Blottank
Blotting-Kassetten

Blottingpapier
CO? Inkubator

Drehrad
Durchflusszytometer
Eismaschine
Gefriertruhe -80°C

MicroAmp® EnduraPlate™ Optical
96-Well Reaction Plates; Applied
Biosystems

Tank Elektroblotter Web™ S, peqLab
Farblich kodiert (Anode/Kathode),
peqLab

330g/m?; Laborversand A. Hartenstein
BBD6220 CO2-Inkubator; Thermo
Scientific, Heraeus

Stuart Rotator SB2

BD FACSCanto™ II, Biosciences
Scotsman AF 80

HeraFreeze; Heraeus
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Gelelektrophorese-Kammer

Glaschflaschen und Messzylinder
Handschuhe
Heizblock

Kamera

Kihlschrank -20°C
Kihlschrank 4°C

Kivetten

Lichtquelle fir
Fluoreszenzmikroskopie
Magnetrihrer
Membranen

45um

Mikroreaktionsgefall (Eppendorf
Tube)

Mikroskop

Mikrowelle

PCR-Thermocycler

Photometer

BioRad Mini-PROTEAN® Tetra
System

Schott

StarGuard Comfort, StarLab

Dry Bath Incubator; StarLab
Blackfly 2.3 MP Mono USB3 Vision
(Sony Pregius IMX249)
BFLY-U3-23S6M; Point Grey
Liebherr Comfort

Siemens

Halb-Mikro-Kuvette, Polystyrol;
Sarstedt

Lichtquelle HXP 120

KMO2 basic, IKA Labortechnik
EMD Millipore Immobilon™-P PVDF
45um Poren Transfer Membranes

EMD Millipore Immobilon™-FL
PVDF Transfer Membranes
Biosphere® SafeSeal Microtube 1,5
bzw 2,0ml; Sarstedt

Axiovert 40 CFL; Zeiss

LG

StepOnePlus™ Real-Time PCR
System Thermo Scientific
Ultrospec 3100 pro UV visible,

Amersham Biosciences

Multskan Ascent, Thermo Labsystems
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Pipetten

Pipettenspitzen

Pipettierhelfer
Réhrchen (Tubes) 15 bzw. 50ml

Rohrchen 14ml

Rollenmischer
Schiittelinkubator
Schiittler

Spannungsquellen

Spektralphotometer
Sterilwerkbank

Thermocycler fiir cDNA-Synthese

Materialien

Pipetman: 10pl, 20pul, 200pl, 1000pl;
Gilson

Multikanal 10ul, 200ul:
Transferpette®; Brand

10l 96 Stick fertig gesteckt in Box,
Sarstedt

200ul TipOne Starlab

1000ul TipOne Starlab

Accu-jet® pro; Brand

Konischer Boden, CELLSTAR®,
Schraubverschluss blau, Natur,
Graduiert, Schriftfeld, Steril; Greiner
Bio-One

Falcon™ Round-Bottom
Polypropylene Tubes

CATRM5

Multitron Standard; Infors HAT
Eppendorf Mixer 5432

BioRad PowerPac™ HC
250V/3.0A/300W

Consort EV series power supplies
EV243, output0-400 V, 0-300 mA, 0-
50 W, Sigma-Aldrich

NanoDrop 1000; Thermo Scientific
HeraSafe; Heraeus

C1000 Touch™ Thermal Cycler,
BioRad

S1000™ Thermal Cycler, BioRad

27



Universalschittler
UV-Licht-Tisch
Vortex

Waage

Wasser, aufgereinigt

Woasserbhad
Western Blot Detektion

Zellkratzer
Zellzahlung

Zentrifugen

Zellkulturschalen

96-Well, 24-Well, 6-Well, 6cm, 10cm,

15cm

Einfrierrohrchen

Gefrierbehalter
PCR-R6hrchen

Materialien

Mastercycler® pro mit vapo.protect™
concept, Eppendorf

SM-30 (Edmund Buhler GmbH)
peqLab

Vortex Genie 2; Scientific Industries
SI-234A; Denver Instrument
Milli-Q® Integral
Wasseraufbereitungssystem, incl. Q-
Pod Element, Millipore

5M-5M; Julabo

Odyssey CLx; LiCor

LAS-4000; Fujifilm Global

Sarstedt Cell Scraper 16 bzw. 25cm
CASY Cell Counter; Innovatis
Neubauer Z&hlkammer

Eppendorf Centrifuge 5424
Eppendorf Centrifuge 5424 R
Eppendorf Centrifuge 5430
Multifuge 1S-R; Heraeus

VWR Galaxy MiniStar

Beckman Coulter Avanti® J-26 XP

Greiner

Cryo.s™ aus Polypropylen 2ml,
Greiner bio-one

Mr.Frosty™, Thermo Fisher Scientific
0,2 ml, 8er ,,Non-Flex“ PCR-Streifen;
Starlab
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2.6.2 Software

Quantifizierung Proteinbanden ImagelJ
Verfassen der Arbeit Microsoft Word 2013
Tabellen, Rechnen, Diagramme Microsoft Excel 2013

Uberpriifen der Oligonukleotidsequen- ApE, A Plasmid Editor
zen
Ansonsten wurde die vom jeweiligen Geratehersteller installierte oder mitgelieferte

Software verwendet.
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 Transformation von E. coli-Bakterien mit Plasmid-DNA und

Plasmidamplifikation

Um die Plasmid-DNA in die Bakterien einzubringen, wurde der E. Coli Stamm XL1 blue
verwendet. Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und mit 1 pg Plasmid-DNA vermischt.
Anschlieend an eine 30minitige Inkubationszeit auf Eis erfolgte ein einminttiger
Hitzeschock bei 42°C. Nach Zugabe von 1 ml LB-Medium wurde der Ansatz fir 30 min
schuttelnd bei 37°C gelagert. Nach Abzentrifugation der Bakteriensuspension und
Resuspension in 100 pl LB-Medium wurde der Ansatz auf eine antibiotikahaltige LB-
Agarplatte ausgestrichen und ber Nacht bei 37°C inkubiert. Bei der Plasmidaufreinigung
in grollerem MaRstab wurde statt der Agarplatten 200 ml antibiotikahaltiges LB-Medium

verwendet.

3.1.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. coli

Von den gewachsenen Kolonien wurden je sechs Stiick pro Platte gepickt und je 4ml
ampicillinhaltiges LB-Medium mit den so erhaltenen Einzelklonen angeimpft. Uber Nacht
erfolgte die Inkubation bei 37°C (schittelnd). Nach Abzentrifugation wurde das
Bakterienpellet zuerst in 200 pug Resuspensionspuffer aufgenommen, anschliefend dann je
200 pl Lyse- und Prazipitationspuffer dazugegeben. Es erfolgte die erneute Zentrifugation
fiir 5 min/20.000xg/4°C. Die DNA befand sich nun im Uberstand, welcher in ein neues
Reaktionsgefal gegeben und mit 500 pl Isopropranol vermischt wurde. Nach einer erneuten
Zentrifugation fir nun 20 min wurde das so erhaltene DNA-Pellet mit 75% (v/v) Ethanol
gewaschen und danach in 30 pl destilliertem Wasser resuspendiert.

Die nun anschlieBende Maxi-Praparation wurde freundlicherweise von Frau Renate Metz
ubernommen und mithilfe des PureLink™ HiPure Plasmid Maxiprep Kit der Firma
Invitrogen durchgefihrt. Es wurden die gleichen Pufferldsungen, wie oben bei der
Minipréparation beschrieben, verwendet und die DNA am Ende in destilliertem Wasser
geldst (Konzentration 1 pg/pl). Gelagert wurde die DNA-L8sung bei -20 °C.
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3.1.3 Extraktion von RNA

Fur die Isolation von RNA wurde das Phenol- und Guanidinisothiocyanathaltige peqGold
TriFast™ von peqlLab verwendet. Die geernteten Zellen wurden mit 900ul peqGold
TriFast™ in einem Mikroreaktionsgefdl vermischt und 200ul Chloroform dazugegeben.
Dieser Mix wurde ungeféhr 10 Sekunden geschiittelt und anschlieBend mit 20.000rpm bei
Raumtemperatur 10 Minuten zentrifugiert.

Nun haben sich mehrere Phasen gebildet, wobei nur von der oberen, wassrigen Phase 380l
abgenommen und in ein neues Mikroreaktionsgefall uberfihrt wurden. 380ul Isopropanol
und 1pl GlycoBlue wurden dazugemischt und anschliefend mit 20.000rpm bei 4°C eine
halbe Stunde zentrifugiert und der Uberstand verworfen.

Das RNA-Pellet wurde mit 80%-igem Ethanol dreimal gewaschen, luftgetrocknet und mit

sterilem Wasser auf eine Konzentration < 1pg/ul eingestellt.

3.1.4 cDNA-Herstellung

cDNA wurde mittels einer Reverse Transkriptase-Reaktion hergestellt, wobei es fir jede
Probe eine Kontrolle ohne Zugabe von Reverse Transkriptase gab. 2ug RNA wurde zu 10pl
mit sterilem Wasser verdinnt und in 0,2mI-PCR Rohrchen pipettiert. Um die
Sekundarstrukturen aufzulésen wurde 10 Minuten bei 65°C im cDNA-Cycler inkubiert und
anschlieBend 40ul cDNA-Synthesemix hinzugegeben.

Im weiteren Verlauf wurden verschiedene Inkubationsschritte durchlaufen: 10 Minuten bei
Raumtemperatur, 50 Minuten bei 37°C und abschlieRend 15 Minuten bei 70°C.

Fur die weitere Verwendung wurde die so erhaltene cDNA mit 500ul sterilem Wasser

verdunnt, in 1,5ml Mikroreaktionsgefalie tberfuhrt und bei -20°C aufbewahrt.

3.1.5 Quantitative Realtime PCR

Die quantitative Realtime PCR wird genutzt um die Menge vorhandener mRNA in den
Zellen zu messen. Je nach Qualitat der cONA-Synthese kann nur eine Aussage Uber den
Mindestgehalt der mRNA gemacht werden. Deshalb wird von jeder Probe die mRNA-
Menge eines Haushaltsgens bestimmt und dies in Relation zu der gesuchten mMRNA-Menge

gesetzt. Bei einem Haushaltsgen geht man davon aus, dass es in den Proben keiner
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Regulation unterliegt. In den gRT-PCRs dieser Arbeit wurde zum Abgleich die mRNA des
Haushaltsgens B2MG bestimmt.

Von jeder Probe wurden Triplikate gemessen und zum Ausschluss unerwinschter DNA-
Amplifikationen auBerdem eine No-RT-Kontrolle (cDNA-Synthese-Mix ohne Reverse
Transkriptase). Daten (Ct-Wert) wurden in jedem Zyklus bei 72°C ermittelt und gespeichert.
In eine 96-Well Platte wurde je 10ul der cODNA pipettiert, dazu je 7ul SYBR-Green Master
Mix, 1pl Primer Mix (forward und reverse, je 10uM) und 2ul steriles Wasser.

Vor Start der qRT-PCR wurden die Proben zentrifugiert (20.000rpm/ 30 Sekunden).

PCR-Programm

95°C 15

95°C 60s [/

60°C 20s / 38 Zyklen
72°C 15s [

95°C 60s

60°C 30s

95°C 30s

Fur die relative mRNA-Expression wurden die von der Computer Software ermittelten RQ-
Werte verwendet. RQmin und RQmax definieren die Abweichungen beim Vergleich
mehrerer Proben.

RQ-Werte wurden von der Software mit folgender Formel berechnet:

RQ — Z(AACT)

RQmin und RQmax werden mithilfe eines Algorithmus errechnet, wobei das statistische

Konfidenzintervall 95% betragt.

3.1.6 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Das 1-2%-ige (w/v) Agarosegel wurde immer frisch hergestellt. Dazu wurden Agarose,
TAE-Puffer und Ethidiumbromid in der Mikrowelle erhitzt bis alles vollstandig geldst war

und anschlielend in die Gelelektrophoresekammern mit Kamm gefllt.
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Die DNA-Probe wurde mit 5ul DNA-Ladepuffer (6x) in die Kammern gefllt und bei
150mA aufgetrennt.

Danach konnten die DNA-Banden durch UV-Licht und Kamera sichtbar gemacht werden.

3.1.7 Messen von Nukleinsaurekonzentration

Fur die Messung von Nukleinsdurekonzentrationen wurde das Spektrophotometer
NanoDrop 1000 verwendet. Dafiir wurde 1ul der Probe auf das Ende des Lichtwellenleiters
(Empfang) gegeben und der zweite Lichtwellenleiter (Quelle) heruntergeklappt. So
verbindet die Probe beide Leiter und die Konzentration kann mittels Absorption bei 260nm
gemessen werden. Hierbei kann neben der Konzentration auch die Reinheit der Probe

uberpriift werden.

3.1.8 PCR-Amplifizierung und Verdau durch EcoRI und Xhol von shCIP2A-
Oligos und pInducerll
shCIP2A-Oligos wurden mit Wasser auf 30ng/pl verdunnt und anschlieBend PCR-

amplifiziert, wobei durch die spezifischen Primer einerseits dsDNA hergestellt und

andererseits die Restriktionsschnittstellen fiir EcoR1 und Xhol eingefiigt wurden.

shCIP2A (100ng) 3,3ul
dNTPs 1ul
Primer mirE AMP (10uM) 2,5 ul
5x GC reaction buffer 10ul
DMSO 1,5ul
Polymerase (Phusion) 0,5ul
H20 31,2ul

PCR-Programm

98°C 3’

98°C 25s [/

54°C 30s / 25 Zyklen
72°C 60s [/
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Zur Uberpriifung des PCR-Erfolges wurden 5pl des PCR-Produkts auf einem 2%-Agarose-
Gel aufgetragen und anschlieBend durch das Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit
aufgereinigt.

Nun wurde das PCR-Produkt und der pIinducerl1l mit EcoRI und Xhol verdaut, der Verdau
auf einem 1%-Agarose-Gel tberprift und nochmals durch das Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit aufgereinigt.

Als Néchstes wurde das EcoRI/Xhol-verdaute PCR-Produkt mittels einer T4-Ligase in den
EcoRI/Xhol-verdauten pInducerll ligiert.

Die korrekte Sequenz der DNA wurde durch Sangersequenzierung validiert. Anschlie3end
wurde die Maxipraparation, mit erneuter Transformation in XL1 blue und nachfolgender
Extraktion der DNA durchgefihrt.

3.1.9 Sequenzierungen

Sangersequenzierungen wurden durch den externen Dienstleister LGC-Genomics durchge-
fuhrt.

3.2 Zellbiologische Methoden

3.2.1 Zellkultivierung

HCT116 p53+/+ - Zellen wurden in Zellkulturschalen mit DMEM-Medium (1% Penicillin-
Streptomycin, 10% FBS) kultiviert. Gelagert wurden die Zellen in Zellkulturinkubatoren bei
37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO?,

3.2.2 Zellen passagieren

Um ein exponentielles Wachstum der Zellen zu garantieren, wurden sie regelméafRig im
Verhaltnis 1:5 — 1:10 gesplittet. Das Medium wurde entfernt, Zellen mit zimmerwarmen
1xPBS gespult und mittels 37°C-warmer Trypsinldsung von den Schalen entfernt. Nach funf
Minuten Inkubationszeit im Zellkulturinkubator wurden die Zellen in frisches Medium
aufgenommen und in 15ml-Rohrchen pipettiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei
1500rpm fiir funf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, Zellen in frischem
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Medium resuspendiert, mittels Neubauer-Z&hlkammer oder CASY Cell Counter gezahlt und

im gewinschten Verhaltnis neu ausgesat.

3.2.3 Zellen einfrieren

Die Zellen wurden wie oben beschrieben trypsiniert, anschlieRend zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Die gewiinschte Zellzahl wurde dann in 1,5ml Einfriermedium
resuspendiert, sofort in die Einfrierréhrchen pipettiert und mithilfe eines mit Isopropanol
gefiillten Gefrierbehalters bei -80°C um 1°C pro Stunde herunter gekuhlt. Nach mind. 24
Stunden wurden die Einfrierréhrchen fir die endgultige Lagerung in fliissigen Stickstoff

gegeben.

3.2.4 Zellen auftauen

Die Einfrierréhrchen wurden im 37°C-warmen Wasserbad rasch aufgetaut, sofort in 10ml
frisches Medium pipettiert und zentrifugiert (1100rpm, 5 Minuten). Der Uberstand wurde
verworfen, die Zellen in frischem Medium resuspendiert und anschlieBend wie gewohnt

ausgesat.

3.2.5 Zellen ernten

Die Zellen wurden entweder mit eiskaltem 1xPBS zweimal gespilt und direkt auf der
Zellkulturschale bei -80°C eingefroren oder mit eiskaltem 1xPBS zweimal gespiilt,
abgekratzt und in ein auf Eis gestelltes Mikroreaktionsgefal3 pipettiert. Bei 4°C wurde das
1xPBS abzentrifugiert, die Zellen entweder gleich weiterverwendet oder in fliRigem
Stickstoff schockgefroren und bei -80°C gelagert.

3.2.6 sSiRNA Transfektion

(nach Lipofectamine® RNAIMAX Reagent Protocol 2013)

Die Zellen wurden ein Tag vor der Transfektion so ausgesat, dass sie am Tag der
Transfektion zu ca. 80% konfluent waren. Auf eine 10cm-Zellkultivierungsschale wurden
1x 10° Zellen ausgesat, dementsprechend mehr oder weniger auf groRere bzw. kleinere
Schalen (siehe Umrechnungstabelle). Eine Stunde vor der Transfektion wurde das Medium
gewechselt und es wurde Antibiotika-freies DMEM-Medium (10%FBS) auf die Zellen
gegeben. Zweimal 600ul Opti-MEM® Medium wurden 36pl Lipofectamine® RNAIMAX

35



Methoden

Reagent bzw. 10uM siRNA hinzugegeben. Die verdunnte siRNA wurde dann zu dem
verdiinnten Lipofectamine® RNAIMAX Reagent gegeben und funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurden 1200ul des siRNA-Lipid-Komplexes auf
die Zellen gegeben.

Nach 24 Stunden wurden die Zellen 1:2 gesplittet, nach 48 Stunden ggf. mit Inhibitoren

behandelt und anschlielend geerntet.

3.2.7 Virusherstellung, Infektion von HEK293-Zellen und Transfektion der
shCIP2A in HCT116 p53+/+-Zellen

Dieser Schritt wurde freundlicherweise durch Friedrich Wilhelm Uthe (Doktorand der
Biochemie) in der S2-Zellkultur nach gangigem Protokoll der AG Eilers durchgefihrt.
Induziert wurde die shCIP2A in den HCT116-Zellen fir mind. 48 Stunden mit 0,5ug/ml
Doxycyclin. Fir die HCT116-Zellen mit den Konstrukten ,,kodierende Sequenz*, ,,5’UTR
mit kodierender Sequenz® und ,,5’UTR mit kodierender Sequenz und 3’UTR", wurden fiir
die Induktion 1pg/ml Doxycyclin verwendet, fiir das Konstrukt ,.kodierende Sequenz mit
3’UTR®, reichten 0,1pg/ml Doxycyclin aus. Die HCT116 mit den genannten MYC-
Konstrukten wurden fir 2 Stunden mit Doxycyclin induziert und anschlieend geernet.

3.2.8 Wachstumskurve

Fur die Wachstumskurve wurden 1x10* Zellen auf eine 6-Well-Zellkulturschale in
Triplikaten ausgesat und eine Woche lang taglich mit der Neubauer Zdhlkammer gezéhit.
Von den ermittelten Werten wurden die Durchschnittswerte der jeweiligen Triplikate
errechnet und in die Wachstumskurve eingetragen. Mithilfe von Ecxel wurden
Standardabweichungen der Werte und eine exponentielle Trendlinie errechnet.

Fur die Standardabweichungen verwendet Excel folgende Formel:

STABW.N = ,Z(xT_f)

Wobei x der Mittelwert aus alles drei Werten ist und n der Stichprobenumfang.
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3.2.9 BrdU/PI-Durchflusszytometrie

Bromodesoxyuridin ist ein kinstlich hergestelltes Nukleotid, das anstelle von Thymidin in
der S-Phase des Zellzyklus® eingebaut wird. Durch einen BrdU-Antikorper kann so
nachgewiesen werden, in welcher Phase sich die Zelle befindet und eignet sich damit gut als
Nachweis fur proliferierende Zellen

[79]. Gleichzeitig wurde Propidium lodid verwendet, welches in doppelstrangige
Nukleinsauren interkaliert und so Riickschlusse zulésst, in welcher Zellzyklusphase sich die
Zellen befinden [80], Abb.3.1). Um dies zu ermdglichen wurden die Zellen mit 80%-igem
Ethanol fixiert, da Propidium lodid die intakte Zellmembran nicht Gberwinden kann, und,

um ein Interkalieren in die RNA zu verhindern, ebenso eine RNAse hinzugefigt.

P i

““iu

P3 RS P6

1 200

G2

Abb. 3.1: Zellzyklus-FACS: Darstellung eines Diagramms einer Durchflusszytometriemessung mit Propidium lodid-
Féarbung und den dazugehdrigen Zellzyklusphasen (angelehnt an [81])

1,5x10° Zellen wurden auf 10cm-Zellkulturschalen ausgesét, behandelt und funf Tage
inkubiert. Fir 60 Minuten wurden die Zellen mit 10uM BrdU markiert und anschlielend
abtrypsiniert, wobei das Medium nicht verworfen, sondern in 15ml-R6éhrchen aufbewahrt
wurde um apoptotische Zellen spater in die Messung einschlieen zu kénnen. Mit diesem
Medium wurden die abtrypsinierten Zellen in ein 15ml-R6hrchen aufgenommen und mit
1500rpm bei 4°C 5 Minuten zentrifugiert. Gewaschen wurde das Zellpellet dann erst mit
10ml eiskaltem 1xPBS, nochmals zentrifugiert (1500rpm, 4°C, 5 Minuten) und in 1ml
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eiskaltem 1xPBS resuspendiert. Die Zellsuspension wurde fir die Fixation anschlie3end in
4ml eiskalten Alkohol tropfchenweise, unter standigem Vortexen, gemischt und bei -20°C
uber Nacht inkubiert.

Einige Stunden vor der FACS-Messung wurde die Zellsuspension mit 1500rpm bei 4°C 10
Minuten zentrifugiert, das Zellpellet anschlieRend mit 5ml eiskaltem 1xPBS gewaschen und
nochmals 5 Minuten mit 1500rpm bei 4°C zentrifugiert. In 1ml 2M HCI/0,5% Triton X-100
wurde das Zellpellet wieder aufgenommen und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt (1500rpm, 4°C, 10 Minuten) wurde der
Uberstand verworfen und die Zellen in 1ml 0,1M Na;B4O7; (pH 8,5) resuspendiert.
Anschlielend wurden die Zellsuspensionen mit 2000rpm bei 4°C 5 Minuten zentrifugiert,
der Uberstand weggekippt und die Zellen in 100ul 1%BSA in PBS-T wieder aufgenommen.
Dazu wurden auBerdem 20ul BrdUFITC-Antikorper pipettiert und 30 Minuten abgedunkelt
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Suspension mit 2000rpm bei 4°C 5
Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet mit 200ul 1% BSA in PBS-T
gewaschen und nochmals zentrifguiert. Im néchsten Schritt wurde das Pellet mit 400ul
Natriumzitrat (38mM), 15ul Propidium lodid (54puM) und 1pl RNAse (24ug/ml) vermischt
und im Dunkeln bei 37°C eine halbe Stunde inkubiert. Fur die Messung wurden die Proben
in die FACS-R6hrchen pipettiert und die Durchflusszytometriemessung anschlieend geman
den Herstellerangaben durchgefihrt.

3.2.10 Zellzyklusberrechnung

Die Berechnung der Dauer der verschiedenen Zellzyklusphasen wurde anhand der
Wachstumskurve und des PI-FACS durchgefuhrt.

Aus der Wachstumskurve wurden zwei Werte (Tag 1 und Tag 7) entnommen und mithilfe
dieser konnte die Zeit berechnet werden, die die Zellen fur eine Zellteilung bendétigen. Dafur

wurden folgende Formeln verwendet:

_In "7/,
" In(2)

_(7-1)

Dt 5

Dabei ist D die Anzahl der VVerdopplungen, D die Verdopplungszeit in Tagen und nl1 bzw.
n7 die Zellzahl an Tag 1 bzw. Tag 7.
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Fur die Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen wurde die Verdopplungszeit mit dem Anteil
der Zellen multipliziert, die im PI-FACS in der G1-, S- oder G2-Phase waren. Dabei wird

angenommen, dass sich alle Zellen gleich verhalten und in derselben Geschwindigkeit teilen.

3.2.11 Kristallviolett Farbung

Um Zellen auf Zellkulturschalen zu farben wurde Kristallviolett verwendet, welches die
Zellen violett farbt. 1x10° Zellen wurden ausgesit und 18 Tage lang wachsen gelassen. Das
Medium wurde verworfen, Zellen mit 1XxPBS gewaschen und anschlieBend mit 3ml 70%-
igem Ethanol 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. AnschlieRend wurde der Alkohol
entfernt und 3ml der Kristallviolett-Férbelosung auf die Zellen gegeben. Nach 30 Minuten
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurde die Farbeldsung verworfen und die Reste der
Farbelosung mit frischem Wasser von den Zellkulturschalen weggewaschen und

anschlieBend getrocknet.

3.2.12 Zichten von Einzelzellklonen

Um eine bessere Knockdown-Effizienz durch die shRNA zu erreichen wurden
Einzelzellklone geziichtet. Dafiir wurde von der Zellkulturschale mit polyklonalen Zellen
10ml des Mediums abgenommen, filtriert und in ein 50ml-Réhrchen gegeben. Dieselbe
Menge an frischem Medium wurde dazugegeben und nun, von diesem konditioniertem
Medium, je 100ul auf eine 96-Well-Zellkulturschale vorgelegt. Polyklonale Zellen wurden
abtrypsiniert und in 10ml Medium wiederaufgenommen. VVon dieser Zellsuspension wurden
100pl in das erste Well (A1) gegeben, mit dem vorhandenen Medium gemischt und davon
wieder 100pl in das zweite Well (B1) pipettiert, gemischt und 100l weiter in das dritte Well
(C3) gegeben. Nach diesem Schema wurde bis H1 fortgefahren und anschlieBend die acht
Wells (A1-H1) wieder auf 200ul mit frischem Medium aufgefillt. Aus diesen Wells wurden
nun jeweils 100ul in die zweite Well-Spalte (A2-H2) pipettiert, gemischt und wieder jeweils
100ul in die dritte Well-Spalte (A3-H3) gegeben. So wurde bis zur letzten Spalte
forgefahren. Durch dieses Pipettierschema wurde ein Konzentrationsgradient von dem
ersten Well Al bis zum letzten Well H12 hergestellt und damit auch eine hohe
Wahrscheinlichkeit erreicht, dass sich in den Wells mit einer geringeren
Zellsuspensionskonzentration nur eine Zelle teilt und eine Kolonie von monoklonalen Zellen

wéchst. Die Zellkulturschalen wurden nun einige Tage im CO2-Inkubator inkubiert, bis
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deutlich sichtbare Kolonien gewachsen sind. Die Wells, in denen sich nur ein einziger
Zellklon befand, wurden markiert und die monoklonalen Zellen erst in 24-Well-, dann in 6-
Well-, spater in 6-cm und letztendlich in 10cm-Zellkulturschalen tibergefuihrt um eine grofie
Zellzahl zu erreichen. Die so erhaltenen Einzelklone wurden auf ihre Knockdown-Effizienz
von CIP2A getestet und ein Einzelklon, mit einem sehr guten Knockdown von CIP2A, fiir

weitere Experimente verwendet.

3.3 Proteinbiochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Gesamtzellproteinlysaten

Proteine wurden aus den Zellen mithilfe des RIPA-Lysepuffers isoliert. Frisch dazugegeben
wurde Phosphatase- und Proteaseinhibitoren je im Verhéltnis 1.1000. Fir eine geringe
Zellzahl (<1x10°) wurden maximal 40ul RIPA-Lysepuffer verwendet, fiir eine groRere
Zellzahl (2-4x10°) 100ul. Die Zellen wurden mit dem Lysepuffer in einem
Mikroreaktionsgefal? vermischt und mit 20.000rpm bei 4°C 10 Minuten zentrifugiert.

Der Uberstand mit den Zellproteinen wurde in ein neues MikroreaktionsgefaR pipettiert und
Proteinkonzentrationen mit Bradford- oder BCA-Assay bestimmt.

Mit 1x- und 3x-Laemmliprobenpuffer wurde die Konzentration auf 1-2ug/ul eingestellt. Bei
95°C wurden die Proben anschliefend 5 Minuten erhitzt und so denaturiert.

Gelagert wurden die Proteinlysate bei -20°C.

3.3.2 Messung der Proteinkonzentrationen

Proteinkonzentration wurden entweder mithilfe des Bradford-Assays oder BCA-Assays
bestimmt.

Fur Ersteres wurde 1ml Bradfordldsung in Mikrokuvetten pipettiert und anschlieend je 2ul
Proteinlysat dazugegeben. Jedes Proteinlysat wurde in Triplikaten gemessen, auBerdem gab
es eine Leerprobe mit 2ul RIPA-Lysepuffer inkl. Inhibitoren fir den Nullabgleich. Die
Mikrokivetten wurden grindlichst durchmischt und die Absorption im Photometer bei
595nm gemessen. AnschlieBend konnte die Proteinkonzentration mithilfe einer
standardisierten Absorptions-Konzentrations-Kurve durch lineare Regressionsanalyse

errechnet werden.

40



Methoden

Fur den BCA-Assay wurde auf Eis je 1pl Proteinlysat in eine 96-Well-Zellkulturschale
pipettiert. Auch hier wurde in Triplikaten gemessen. Zusatzlich wurde ebenfalls in
Triplikaten eine Proteinkonzentrationsreihe (0-7ug/pl BSA in RIPA-Lysepuffer) mit je 1l
auf die Schale pipettiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 97ul Bicinchoninic Acid
solution und 1pl Kupfersulfatlosung gestartet und unter Lichtschutz fur 30 Minuten bei 37°C
inkubiert. Absorption wurde bei 550nm gemessen. Mithilfe der Absorptionswerte der
Proteinkonzentrationsreihe konnte eine Absorptions-Konzentrations-Kurve erstellt werden
und die Konzentrationen der Proteinlysate durch lineare Regressionsanalyse errechnet

werden.

3.3.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fur die Gelelektrophoretische Auftrennung von Proteinen wurden Acrylamid-Gele (15mm
Dicke) zwischen zwei eingespannte Glasplatten gegossen und der Taschenkamm zur Ladung
der Proben eingesetzt. Die Gele bestanden aus einem 4%-igem Sammelgel, um alle Proteine
in einer Startlinie zu sammeln und so eine gute Auftrennung zu garantieren, und einem
anschlieBenden 7,5-12%-igem Laufgel zur Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe.
Durch das SDS im Gel und im Laufpuffer erhalten alle Proteine eine negative Ladung,
wodurch eine Auftrennung nach Ladung verhindert wird.

Von jeder Probe wurden 10-20ug Protein geladen, wobei in mindestens einer Tasche pro
Gel 15ul des Proteinstandards geladen wurde. Die Gele wurden mit den Glasplatten in die
Apparatur eingespannt und Laufpuffer bis zu den Markierungen eingefullt.

Bei 80V fir 15 Minuten und 120V fur 1 Stunde und 30 Minuten wurden die Proteine
aufgetrennt.

3.3.4 Western Blot

Zur leichteren Handhabung wurden die Proteine nach der gelelektrophoretischen
Auftrennung mittels eines Wet Blots vom Gel auf eine PVDF-Membran Ubertragen.

Dafur wurden Gel und Membran nach dem Sandwich-Prinzip zwischen je vier
Blottingpapiere und je ein Polster oben und unten in die Blotting-Kassetten und damit in den
mit kaltem Transferpuffer geflllten Blottank eingespannt. Um Luftblaschen zu vermeiden
wurden Blottingpapiere und Polster in kalten Transferpuffer gelegt und die Luftblaschen vor
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jeder neuen Schicht ausgestrichen.

Geblottet wurde uber Nacht bei 30V und max. 120mA.

Nach dem Transfer der Proteine auf die PVDF-Membran wurde die Membran mit einer
Blockierungslésung fur mindestens eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Fir die
anschlieBende Inkubation im priméren Antikorper wurde dieser im oben genannten
Verhaltnis mit TBS-T verdunnt, mit 5% (w/v) Milchpulver und 1% (v/v) Natriumcitrat
vermischt und die in Teile geschnittene Membran darin tber Nacht bei 4°C auf Rollen
inkubiert. Der verdiinnte primére Antikorper wurde mehrmals verwendet und nach Gebrauch
bei 4°C oder -20°C gelagert. Nun wurde die Membran bei Raumtemperatur sehr gut mit
TBS-T unter standigem Schwenken eine Stunde gewaschen und danach, ebenso bei
Raumtemperatur und unter standigem Schwenken, fiir mindestens zwei Stunden in den mit
TBS-T verdinnten sekundéren Antikdrper gelegt. Im néchsten Schritt wurde die Membran
nochmals wie oben beschrieben gewaschen, bevor dann die Proteinbanden detektiert werden

konnten.
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4 Ergebnisse

4.1 Herstellung einer Zelllinie HCT116 mit Doxycyclin-induzierbarer
shCIP2A

Fur den Knockdown von CIP2A werden in dieser Arbeit RNAi (RNA-Interferenz)
verwendet: sSiRNA und shRNA. Im Gegensatz zu siRNA erhalt man jedoch mittels ShRNA
eine Zelllinie mit stabilem Knockdown und hoher Reproduzierbarkeit der Ergebnisse [82].
Abbildung 4.1 (A) zeigt die relative mRNA-Expression nach Induktion der jeweiligen
shCIP2A mittels Doxycyclin. Mittels shCIP2A1 kann die mRNA-Expression von CIP2A
auf 47% gesenkt werden, ebenfalls zeigt sich eine Reduktion der MYC mRNA auf 63%. In
der Zelllinie mit shCIP2A2 kann die CIP2A-mRNA auf 79% gesenkt werden, die MYC-
MRNA auf 74%. Aus den Zellen mit shCIP2A1 wurden zur Verbesserung der Knockdown-
Effizienz anschlieRend Einzelklone geziichtet und die monoklonalen Zellen mit sehr guter
Knockdown-Effizienz fur weitere Versuche verwendet. Abb. 4.1 (B) zeigt links die relative
MRNA-EXxpression nach Induktion der shCIP2A in den ausgewéhlten monoklonalen Zellen.
Die Expression von CIP2A-mRNA kann auf 46% gesenkt werden, die Expression von
MY C-mRNA sinkt auf 92%. Der Western Blot rechts zeigt ein Verlust von MY C-Protein,
nach Induktion der shCIP2A, auf 55%.
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Abb. 4.1: Polyklonale und Monoklonale Zellen. (A) Relative mRNA Expression der polyklonalen Zellen nach
Induktion der shCIP2A mittels Doxycyclin. Links: shCIP2A1: Reduktion der mRNA-Expression von CIP2A
auf 47% und Reduktion der MYC mRNA auf 63%. Rechts: shCIP2A2: Reduktion der CIP2A-mRNA auf 79%,
Reduktion der MY C-mRNA auf 74%. (B) Einzelklon HCT116 shCIP2AL: links dargestellt die relative mRNA-
Expression: nach Induktion der shCIP2A fallt die CIP2A-mRNA-Expression auf 46%, die MYC-mRNA
Expression féllt auf 92%. Western Blot (rechts): durch Induktion der shCIP2A mittels Doxycyclin fallt das
MY C-Protein-Level auf 55%.

4.2 Einfluss von CIP2A auf das Wachstum von Zellen

Um den Einfluss von CIP2A auf das Wachstum der Zellen zu untersuchen, wurde nach
CIP2A-Knockdown eine Kristallviolett-Farbung durchgefiihrt und eine Wachstumskurve
erstellt. Mithilfe der Wachstumskurve wurde anschlielend die Zeit der einzelnen

Zellzyklusphasen berechnet.
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4.2.1 Zelldichte in HCT116 Zellen nach CIP2A-Knockdown

Fur die Kristallviolett-Farbung wurden HCT116-Zellen mit induzierbarer shCIP2A
verwendet. Nach Induktion der Zellen mit 0,5ug/ml Doxycyclin wurden die Zellen
insgesamt 18 Tage inkubiert und anschliefend mit Kristallviolett gefarbt. Auffallend ist die
sichtbar geringere Zelldichte nach CIP2A-Knockdown (Abb 4.2 (A)).

4.2.2 Zellwachstum nach CIP2A-Knockdown

Fur die Wachstumskurve wurden je 10 000 Zellen HCT116 shCIP2A in 6-Well-Schalen
ausgesét und die shRNA in den Zellen mit 0,5pug/ml Doxycyclin induziert. Die Zellzahl pro
Platte wurde téaglich mit der Neubauer Z&hlkammer ermittelt; Die so entstandene
Wachstumskurve ist in Abbildung 4.2 (B) dargestellt. Nach drei Tagen sind die Zellen ohne
CIP2A-Knockdown auf eine Zellzahl von 29.500 (+ 3.482) angewachsen, die Zellen mit
CIP2A-Knockdown weisen eine Zellzahl von 27.500 (+ 1.788) auf. Nach sieben Tagen
betragen die Zellzahlen ohne CIP2A-Knockdown 396.750 (+ 1.500), bzw. nach CIP2A-
Knockdown 165.375 (x 13.875). Der prozentuale Unterschied nach sieben Tagen liegt damit
bei 170%.

Um den Anteil der abgestorbenen Zellen sowie die Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen
zu berechnen, wurde ergénzend ein BrdU/PI-FACS durchgefthrt.

Zur Quantifizierung der jeweiligen Zeitdauern der einzelnen Zellzyklusphasen wurden die
im Methodenteil genannten Formeln verwendet. Die Formeln beriicksichtigen einerseits die
Werte aus der Wachstumskurve, andererseits die Ergebnisse aus der BrdU/PI-FACS, sodass
die Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen berechnet werden kann. Ohne CIP2A-
Knockdown verweilen die Zellen 13,54 (+ 0,09) Stunden in der G1-Phase, 4,25 (+ 0,12)
Stunden in der S-Phase und 10,4 (x 0,12) Stunden in der G2-Phase. Nach CIP2A-
Knockdown liegen die Zeiten bei 19,27 (+ 0,23) Stunden in der G1-Phase, 4,55 (+ 0,02)
Stunden in der S-Phase und 12,15 (+ 0,23) Stunden in der G2-Phase (Abb. 4.2 (D)). Die
Zahlen in den Klammern geben jeweils die Standardabweichung an. Nach Knockdown von
CIP2A verweilen die Zellen jeweils langer in der G1- und G2-Phase (p-Wert <0,05).
Abbildung 4.2 (B) zeigt den Anteil der abgestorbenen Zellen: nach CIP2A-Knockdown
konnte ein Anteil abgestorbener Zellen von 1,1% ermittelt werden, ohne CIP2A-Knockdown

lag der Anteil bei 0,9%. Damit ist der Unterschied nicht signifikant.
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Abb. 4.2: Einfluss von CIP2A auf das Wachstum der Zellen : (A) Kristallviolett-Farbung der Zellen nach bzw.
ohne Induktion der shCIP2A mittels Doxycyclin (B) Wachstumskurve mit/ohne CIP2A-Knockdown. (C)
Dauer der einzelnen Zellzyklusphasen mit/ohne CIP2A-Knockdown nach 7 Tagen. (D) Anteil der
apoptotischen Zellen mit bzw. ohne CIP2A-Knockdown mittels shCIP2A nach insges. 7 Tagen (p-Wert 0,1).
Die Fehlerbalken bzw. die Zahlen in Klammern geben jeweils die Standardabweichung an.
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4.3 CIP2A hat keinen Einfluss auf den Abbau von MY C-Protein

4.3.1 Hemmung der Translation durch Cycloheximid

CIP2A wurde erstmalig als ein Inhibitor der Proteinphosphatase 2 A (PP2A) beschrieben.
Die PP2A spielt eine Rolle im Abbau des MY C-Proteins. Sobald MYC an Threonin58 und
Serin62 phosphoryliert, erkennt dies die PP2A. Diese dephosphoryliert MYC an Serin62,
infolgedessen MY C fiir den Abbau markiert wird. Durch die Inhibition der PP2A verhindert
CIP2A die Dephosphorylierung an Serin62 des MY C-Proteins und schutzt MY C-Protein so
vor dem Abbau [34,69]. Im Umkehrschluss sollte in Zellen, die kein CIP2A enthalten, MYC-
Protein schneller abgebaut werden und damit eine verkirzte Halbwertszeit aufweisen.

Um diesen Wirkmechanismus im kolorektalen Karzinom zu tberprifen, wurden HCT116-
Zellen mit siCIP2A transfiziert und fur je 0, 15, 30, 60 und 150 Minuten mit Cycloheximid
behandelt. Cycloheximid hemmt die Peptidyltransferase an der 60S-Untereinheit des
Ribosoms, verhindert so das Verketten der Aminosduren und inhibiert dadurch die
Translation der Proteinbiosynthese [83,84]. Dieser Wirkmechanismus verhindert die
Herstellung neuer Proteine. Durch Immunoblot kann so das noch vorhandene Protein zu den
genannten Zeitpunkten nachgewiesen werden und Riickschlisse auf die Halbwertszeit des
gesuchten Proteins gezogen werden. In Abb.4.5 (A) ist ein Western Blot auf CIP2A, MYC
und Vinculin, als Ladekontrolle, gezeigt. Das dazugehtrige Diagramm mit der
Quantifizierung der MY C-Proteinmenge ist in Abb.4.5 (B) gezeigt. Die Werte wurden zu
Vinculin normalisiert und der Wert nach 0 Minuten als Referenzwert = 1 gesetzt. Die
Halbwertszeit von MY C Protein liegt nach Transfektion von siCTR und siCIP2A in beiden

Féallen bei ca. 35 Minuten.
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Abb. 4.3: Hemmung der Proteintranslation durch CHX (A) Western Blot: Cycloheximid wurde fiir die angegebene Zeit
auf die Zellen gegeben. Rechts sind die Zellen mit siCIP2A transfiziert. (B) Quantifizierung der MY C-Proteinmenge,
normalisiert zu Vinkulin, Referenzwert 1 bei 0 min fir je siCTR/siCIP2A, Fehlerbalken zeigen die

Standardabweichung (n=2).

4.3.2 Hemmung des Abbaus von MY C-Protein durch Okadasaure, MG132 und

in gentechnisch veranderten Zellen mit fehlender Ubiquitinligase FBWX7

Im vorhergehenden Experiment konnte gezeigt werde, dass die Halbwertszeit von MYC
auch nach Knockdown von CIP2A unverandert bei ca. 35 Minuten liegt, was die Vermutung
nahelegt, dass CIP2A keinen merklichen Einfluss auf den Abbau von MYC im kolorektalen
Karzinom hat. Um diese Hypothese und damit den Wirkmechanismus von CIP2A genauer
zu untersuchen, wurden die verschiedenen Stationen des Abbaus von MY C gehemmt und so
versucht, den Verlust von MY C-Protein nach CIP2A-Knockdown zu kompensieren. Hierfir
wurden die zwei Hemmstoffe Okadasaure und MG132, sowie eine veranderte Zelllinie
HCT116 FBW?7-/- verwendet: Okadasdaure (OA) ist ein Inhibitor der Proteinphosphatase 1
und 2A, MG132 ist ein potenter, reversibler Inhibitor des Proteasoms und reduziert dadurch
den Abbau ubiquitinierter Proteine [85,86]. In FBW7-/- Zellen wird der Abbau von MYC-
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Protein durch das Fehlen der Ubiquitinligase FBWX7-/- gehemmt [87]. Wiirde CIP2A im
kolorektalen Karzinom ebenfalls den Abbau von MYC-Protein hemmen, hatte der
Knockdown von CIP2A bei gleichzeitiger Inhibition des Abbaus von MY C-Protein keinen
Verlust von MY C-Protein zur Folge. Die Angriffspunkte der einzelnen Substanzen werden
in Abb. 4.6 dargestellt.

Ras

Y N\

Raf  PI3K
* * CIP2A OA

MAPK AKT

T58 S62 T58 562 T58 S62 T58 562 l
Y
a

Abbau durch Proteasom

Abb. 4.4: Angriffspunkte der verwendeten Inhibitoren beim Abbau von MYC-Protein . Okadasdure (OA) inhibiert die
Proteinphosphatase PP2A. In der HCT 116 FBW-/- -Zellreihe wird durch Fehlen der Ubiquitinligase FBW?7 die
Ubiquitierung von MY C und damit dessen Abbau reduziert. MG132 hemmt das Proteasomen und damit die proteasomale
Degradation von MY C (Schema des Abbaus von MY C angelehnt an Adhikary und Eilers, 2005).

Die Ergebnisse sind in Abb. 4.7 dargestellt, (A) zeigt die dazugehdrigen Western Blots. Der
Blot links zeigt die Proteinbanden von CIP2A und MYC nach Knockdown von CIP2A
einmal ohne und einmal nach Zugabe von Okadasdaure. In dieser Arbeit wurde eine
Konzentration von 20nM fiir 12h verwendet, was eine, gemaR Literatur, suffiziente
Inhibition von PP2A bewirkt [85]. Nimmt man an, dass CIP2A tatsdchlich iber Hemmung
der PP2A auch im kolorektalen Karzinom den Abbau von MYC reduziert, so musste der
Verlust von MY C-Protein nach Knockdown von CIP2A durch die Zugabe von Okadasaure
kompensiert werden kénnen. Entgegen dieser Annahme konnten wir zeigen, dass durch die
Zugabe von OA die Menge an MY C-Protein zusatzlich um 37% gesteigert werden konnte.

Der Verlust von CIP2A scheint durch die Zugabe von OA jedoch kaum beeinflusst.
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Um herauszufinden, ob CIP2A einen Einfluss auf die weiteren Schritte des MY C-Abbaus
hat, wurden die Zellen im ndchsten Teil des Versuches statt mit OA, bei ansonsten gleichem
Vorgehen, mit dem Proteasomeninhibitor MG132 behandelt. Auch hier, unter der Annahme,
dass CIP2A einen hemmenden Einfluss auf den Abbau von MY C-Protein hat, misste der
Verlust von MYC-Protein nach CIP2A-Knockdown durch die Zugabe des
Proteasomeninhibitors MG132 verhindert werden konnen. Jedoch machen auch hier die
Ergebnisse deutlich, dass dieser Verlust nicht durch MG132 kompensiert werden kann: ob
mit oder ohne Zugabe von MG132 fallt das MY C-Protein-Level nach CIP2A-Knockdown
vergleichbar ab.

Um diesen Versuch zu vervollstdndigen und den kompletten Abbau von MYC-Protein
beleuchtet zu haben, wurde eine in der Arbeitsgruppe bereits vorhandene HCT116 FBWX7-
defiziente Zelllinie verwendet. Zielproteine der Ubiquitininligase FBWX7, darunter MYC,
konnen bei Fehlen derselben nicht ubiquitiniert und dementsprechend nicht fir den Abbau
markiert werden. Folglich kdnnen diese Proteine nicht abgebaut werden. Auch hier wiirde
man, bei Annahme der bisher bekannten Wirkung von CIP2A, einen fehlenden Riickgang
von MYC-Protein nach Knockdown von CIP2A erwarten. Konkordant zu den bisherigen
Ergebnissen zeigt sich dieser Effekt nicht. In den unveranderten HCT 116 (FBWX7+/+) -
Zellen zeigt sich nach CIP2A-Knockdown ein Riickgang von MY C-Protein auf 70 %, in den
HCT 116 FBWXT7-/- -Zellen ein Rickgang von MY C-Protein auf 71 %.

Die dazugehorige Realtime PCR in Abb. 4.7 (B) zeigt, dass der Knockdown von CIP2A
funktioniert und die mRNA-Menge durch die Zugabe von siCIP2A auf 17,8 % gesenkt
werden kann. Jedoch zeigte sich, entgegen bisher verdffentlichter Daten, ebenfalls eine
Reduktion der MYC-mRNA nach CIP2A-Kockdown auf 63 %.

Abb. 4.6 (C) zeigt das gleiche Experiment wie in (A) und (B) gezeigt und beschrieben,
jedoch nun mit der selbst hergestellten Zelllinie HCT 116 mit induzierbarer shCIP2A. Durch
die Realtime-PCR wird deutlich, dass der Effekt mittels shCIP2A auf die Reduktion von
CIP2A deutlich geringer ist als mittels siCIP2A. Die CIP2A mRNA kann hier lediglich auf
58,4 % gesenkt werden, die Expression der MY C-mRNA bleibt unverandert bei 100 %. Das
MY C-Proteinlevel sinkt nach Induktion der shCIP2A auf 80 %, dies &ndert sich auch durch
Zugabe von MG132 nicht.
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Abb. 4.5: CIP2A hat keinen Einfluss auf den Abbau von MY C-Protein . (A) HCT116 wurden fiir 12h mit OA (20nM), 3h
mit MG132 (10mM) behandelt. Untenstehende Zahlen geben das relative MY C-Proteinlevel an, normalisiert zu
Vinkulin (B) Relative mRNA Expression von CIP2A und MYC nach CIP2A-Knockdown (C) Western Blot
und relative mRNA Expression in HCT116 shCIP2A, Doxycyclin-induziert; Hemmung des Proteasomen durch
MG132. Fehlerbalken im Balkendiagramm markieren die Werte RQmin und RQmax.
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4.4 CIP2A reguliert die Translation von MYC Protein

Die bisherigen Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass CIP2A im Kkolorektalen
Karzinom keinen merklichen Einfluss auf den Abbau von MYC-Protein hat, sondern
vermutlich eher auf die Transkription und vor allem auf die Translation von MYC wirkt.
Um diese Hypothese, die Wirkung auf die Translation von MYC, ndher zu untersuchen,
wurden im folgenden Experiment mehrere HCT116 Zelllinien verwendet, die verschiedene
Doxycyclin-induzierbare MYC-Konstrukte enthalten. Insgesamt wurden vier Zelllinien
verwendet: eine Zelllinie, die die induzierbare kodierende Sequenz der MYC-mRNA
enthélt, eine, die die kodierende Sequenz mit der 3°-Untranslatierten Region enthalt, eine,
die die 5°-Untranslatierte Region mit der kodierenden Sequenz enthalt und eine Zelllinie, die
die komplette induzierbare MYC-mRNA enthélt. Angehangt an die genannten Sequenzen
ist jeweils ein HA-Tag, um mittels Western Blot das Proteinlevel und mittels gRT-PCR die
MRNA-Expression des exogenen MY C nachweisen zu kdnnen (Abb.4.6).

A

AA >
5'UTR cds 3'UTR
B
cds | cds | HATAG |
cds+3'UTR | cds [ HATAG | 3UTR |
5'UTR+cds | 5'UTR | cds [ HATAG |
5'UTR+cds+3'UTR | 5'UTR | cds [ HATAG | 3UTR |

Abb. 4.6: Schematische Darstellung der MYC-mRNA.Konstrukte. (A) schematische Darstellung der endogenen MYC
mRNA (B) Schematische Darstellung der Doxycyclin-induzierbaren MYC-mRNA-Konstrukte: insgesamt sind vier
Zelllinien vorhanden, die allesamt die kodierende Sequenz enthalten. Die weiteren Zelllinien unterscheiden sich in
Vorhandensein bzw. Fehlen der untranslatierten Regionen (3’UTR und 5°UTR). Angehéngt ist jeweils ein HA-Tag zur
Identifikation des exogenen MY C-Proteins.

Zunachst wurden die Zellen mit siCIP2A transfiziert und 48h spater die Expression der
MY C-Konstrukte durch Zugabe von Doxycyclin induziert. Nach einer Inkubationszeit von
2 h wurde Gesamtzellproteinlysat hergestellt und RNA extrahiert. In Abb. 4.7 sind die
Western Blots und die relative MYC-mRNA-Expression dargestellt. Die relative mRNA-
Expression des exogenen MYC d&ndert sich durch Knockdown von CIP2A nicht. Auf

Proteinebene gibt es keine Anderung des Proteinlevels sowohl in den Zelllinien mit der

52



Ergebnisse

kodierenden Sequenz, als auch in den Zellen mit der kodierenden Sequenz und der
3’Untranslatierten Region. Zu einer Abnahme des exogenen MY C-Proteinlevels nach
CIP2A-Knockdown kommt es in den Zellen mit der 5°UTR und kodierender Sequenz und
in den Zellen mit 5’UTR, kodierender Sequenz und 3°’UTR. Hier fallt das Proteinlevel auf
56 % bzw. 38 % ab, wéhrend es in den Zellen mit der CDS und 3’UTR anndhernd

unverandert bleibt.
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Abb. 4.7: CIP2A reguliert die Translation von MYC-Protein . (A) Vier HCT116-Zelllinien mit verschiedenen
unterschiedlichen MY C-Konstrukten: KDS, KDS mit 3°UTR, 5’UTR mit KDS, 5’°UTR mit KDS und 3’UTR, wurden mit
siCIP2A transfiziert und die MYC-Konstrukte durch Doxycyclin induziert. In der Abbildung sind die zugehérigen
Western Blots dargestellt. Untenstehende Zahlen sind die relativen Proteinlevel des HA-Tag (= exogenes
MYC), normalisiert zu Vinkulin. (B) Relative mRNA-Expression aus Daten der qRT-PCR, dargestellt in
Balkendiagrammen. Fehlerbalken markieren die Werte RQmin und RQmax. (KDS +3‘UTR wurde abgekiirzt
zu 3°’UTR, 5’UTR + KDS zu 5°’UTR, usw.)
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5 Diskussion

Ziel der Arbeit war es, eine neue Zelllinie HCT116 mit einer DOX-induzierbaren shCIP2A
herzustellen. Mittels sShRNA und siRNA sollte der Wirkmechanismus von CIP2A auf MYC

im kolorektalen Karzinom untersucht werden.

5.1 CIP2A-depletierte Zellen zeigen einen Wachstumsnachteil

In  MYC-induzierten Tumoren bewirkt die Deaktivierung von MYC einen
Proliferationsarrest, Re-Differenzierung der Tumorzellen, ein Zusammenbrechen des
Mikromilieus und der Vaskularisierung und fuhrt zu einer raschen Regression des Tumors
[88]. Auch fur CIP2A existieren dementsprechende Daten. Wird in Tumorgewebe des
Mammakarzinoms CIP2A herunterreguliert, wéchst das Gewebe deutlich langsamer als in
der Kontrollsituation [73]. Auch in vitro zeigen CIP2A-depletierte Zellen sowohl eine
deutlich geringere Zellgroiie, als auch eine verlangsamte Proliferation. Wird den Zellen
zusétzlich Rapamycin, welches mTOR hemmt, zugegeben, ist dieser Effekt aufgehoben
[55].

Auch wir konnten zeigen, dass in den Zellen des kolorektalen Karzinoms eine Depletion von
CIP2A ein Wachstumsnachteil der Zellen bewirkt, wobei dieser auf eine verringerte
Proliferation und nicht auf eine gesteigerte Apoptose zurlickzufuhren ist, siehe Abbildung
4.2.

5.2 CIP2A hat keinen Einfluss auf den Abbau von MY C-Protein

2007 wurde CIP2A erstmals durch Junttila et al. als Cancerogener Inhibitor der Protein
Phosphatase 2A beschrieben. Experimentiert wurde mit Zellen des Zervixkarzinoms, den
sog. HeLa-Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass CIP2A in diesen Zellen einen Einfluss auf
den Abbau von MY C hat: durch die Inhibition der PP2A durch CIP2A wird verhindert, dass
die PP2A MYC-Protein an Serin 62 dephosphoryliert und damit fur den Abbau markiert.
Folglich schiitzt CIP2A im Zervixkarzinom MY C-Protein vor dem Abbau und stabilisiert es
dadurch [69]. Um diesen Wirkmechanismus im kolorektalen Karzinom zu uberprufen,
wurden die Zellen, nach Knockdown von CIP2A mittels siRNA, mit Cycloheximid
behandelt. Cycloheximid hemmt die Translationselongation und damit die Proteinsynthese.

Durch anschlieRende Quantifizierung der Proteinlevel kann so einen Ruckschluss auf die
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Halbwertszeit gezogen werden. In der Annahme, dass CIP2A MYC-Protein stabilisiert,
wirde man in den mit siCIP2A behandelten Zellen eine verkiirzte Halbwertszeit von MY C-
Protein erwarten. Uberraschenderweise zeigte sich, dass sich die relativen Proteinlevel nach
0, 15, 30, 60 und 150 Minuten mit und ohne CIP2A-Knockdown nicht unterschieden. Unter
beiden Konditionen konnte eine Halbwertszeit von MY C-Protein von ungefahr 35 Minuten
ermittelt werden. Dies deutet darauf hin, dass CIP2A im Kolorektalen Karzinom keinen
Effekt auf den Abbau von MYC Protein hat.

Neben der Protein Phosphatase 2A spielen beim Abbau von MY C-Protein weitere Proteine
eine Rolle. Nachdem MY C-Protein durch die PP2A an Serin 62 dephosphoryliert wurde,
wird es durch die Ubiquitinligase FBW?7 ubiquitiniert und anschlieBend proteasomal
degradiert [34].

Okadasdure ist ein bekannter Inhibitor der Protein Phosphatasen [85]. Mit der Annahme,
dass der Effekt von CIP2A durch Hinzugabe von Okadaséure ausgeglichen werden kann,
sollten die Zellen nach Knockdown von CIP2A und Zugabe von Okadaséure keinen Verlust
von MY C-Protein zeigen. Jedoch sehen wir, dass die Zellen nach Knockdown von CIP2A,
trotz Vorhandensein von Okadasdure, einen Verlust von MYC-Protein zeigen, siehe
Abbildung 4.5.

Da dieses Ergebnis darauf hindeutet, dass CIP2A keinen Einfluss auf den Abbau von MY C-
Protein hat, wurden weitere Experimente durchgefihrt, bei denen jeweils ein anderer Schritt
des Abbaus von MYC-Protein gehemmt wird. Hierfir wurde zum einen der
Proteasomeninhibitor MG132, zum anderen eine genetisch verénderte Zelllinie FBW7-/-
verwendet [86]. Die Zellen FBW-/- besitzen keine Ubiquitinligase FBW?7, wodurch MY C-
Protein in reduziertem Malle ubiquitiniert und abbgebaut wird [87]. Konkordant zeigte sich
auch hier nach Knockdown von CIP2A und zeitgleicher Hemmung des Proteasomes, bzw.
in den FBW7-defizienten Zellen, nicht die erwartete Anderung im MY C-Proteinlevel, s.
Abbildung 4.5..

Mit diesen Ergebnissen konnen wir zeigen, dass CIP2A in den verwendeten Zellen des

kolorektalen Karzinom keinen Einfluss auf den Abbau von MY C Protein hat.
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5.3 CIP2A hat einen Einfluss auf die Translation von MYC Protein

Unbeantwortet bleibt bisher die Frage nach dem genauen Regulationsmechanismus von
MYC durch CIP2A. Als Madglichkeiten kommen einerseits eine transkriptionelle oder
andererseits die translationelle Regulation in Betracht.

Um eine mdogliche Regulation auf transkriptioneller Ebene auszuschlielen, wurden
quantitative Realtime PCR durchgefiihrt. Diese bestatigten eine verminderte Expression von
von CIP2A mRNA nach Knockdown mittels si/shRNA. Zeitgleich zeigen sie aber auch, dass
der Knockdown von CIP2A teilweise einen Verlust von MYC mRNA zur Folge hat. Dies
ist sehr Gberraschend, da eine Anderung der MYC-mRNA weder fiir das Zervixkarzinom,
noch fir das kolorektale Karzinom beschrieben wurde [69,70]. Zudem wiirde man eher eine
Hochregulation der MYC mRNA Expression, infolge eines Feedback-Loops als Antwort auf
das gesunkene Proteinlevel, erwarten [89,90]. Tatsachlich konnte in den shCIP2A-Zellen
nach Induktion der shRNA keine Anderung der MY C-mRNA Expression, aber trotzdem ein
Rickgang von MYC Protein, gesehen werden. Dies deutet daraufhin, dass CIP2A
mdoglicherweise einen geringen Effekt auf das MYC Transkript, deutlich mehr jedoch auf

die Translation hat, weshalb im Folgenden hierauf ndher eingegangen wird.

Die Proteinsynthese stellt einen sehr energieaufwendigen Vorgang in der Zelle dar und ist
entsprechend gut kontrolliert. Unterteilt wird diese in Translationsinitiation, -elongation, -
termination und Ribosomenrecycling. Fur Tumorgewebe ist bekannt, dass die
Proteinsynthese im Allgemeinen gesteigert ist [91].

Um zu Uberprifen, inwieweit CIP2A im kolorektalen Karzinom einen Einfluss auf die
Translation von MYC hat, wurden verschiedene Zellen mit unterschiedlichen Konstrukten
der MYC Transkripte verwendet. Diese enthalten verschiedene MY C-mRNA-Konstrukte
mit angehdngtem HA-Tag zur ldentifizierung des exogenen MYC. Hier zeigte sich in den
Zellen mit den mRNA-Konstrukten der kodierenden Sequenz, sowie in den Zellen mit der
kodierenden Sequenz und der 3°’UTR keine Anderung des exogenen MY C-Proteinlevels
nach CIP2A-Knockdown. Hingegen zeigten die Zellen mit den mRNA-Konstrukten, die
ebenfalls eine 5°UTR enthielten, einen deutlichen Riickgang an MY C-Protein. Vor allem die
Zellen die die komplette MYC-mRNA enthielten, zeigten den deutlichsten Effekt.
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Dies deutet darauf hin, dass CIP2A im kolorektalen Karzinom keinen Einfluss auf die
Translationselongation hat, jedoch die Translationsinitiation von MY C reguliert. Der genaue

Wirkmechanismus bleibt im Moment noch spekulativ.

Die Translationsinitiation von MYC ist meist CAP-abhéngig, kann aber auch unabhdangig
uber ein IRES (Internal Ribosome Entry Side) gestartet werden [92].

Bei der CAP-abhéangigen Initiation spielen viele Proteine eine Rolle, vor allem seien hier
elF4E und 4EBP1 genannt. Der Translations-Initiations-Faktor elF4E bindet schon wahrend
der Transkription am elF4E-sensitiven Element an der 3’UTR und beteiligt sich am Export
der mRNA aus dem Nukleus [49,93]. Flr die Translationsinitiation bindet es dann an die
CAP-Struktur der 5’UTR und bleibt iiber PABP in Kontakt mit dem Poly-A-Schwanz der
MRNA [93]. Im Zytoplasma ist 4EBP1 an elF4E gebunden. Solange diese Bindung besteht,
kann die Translation nicht starten. Sobald 4EBP1 phosphoryliert ist, kommt es zur
Dissoziation und elF4E kann mit elF4F und weiteren Faktoren die Translation starten [57].
Damit spielt elF4E eine Rolle sowohl im Export der mRNA, als auch wéhrend der
Translationsinitiation, sprich dem Translationsstart [49]. Da in der normalen Zelle die
Menge an freiem elF4E limitierend ist und es in Karzinomen h&ufig tberexprimiert ist, gilt
es als Onkogen [59]. Hierbei ist bemerkenswert, dass bereits eine 2,5-fache Erhéhung von
elFAE fur eine maligen Transformation ausreicht [94]. Die Menge und Aktivitat von elF4E
kann kontrolliert werden durch Genamplifikation und Aktivierung der Transkription (v.a.
durch MYC) sowie durch das Vorhandensein von phosphoryliertem 4EBP1 und durch den
Phosphorylierungsstatus von elF4E selber [94]. Hierbei ist bekannt, dass die
Phosphorylierung an Ser209 eine wichtige Rolle im Rahmen der Tumorentstehung/-
progression spielt, wobei der genaue Mechanismus dahinter noch unklar ist [68,91]. Bekannt
ist, dass MNK1/2 elF4E phosphorylieren und dass PP2A durch direkte und indirekte
Dephosphorylierung von MNKZ1/2 die Phosphorylierung von elF4E hemmt. Durch
Hemmung der PP2A konnte zudem gezeigt werden, dass hierdurch die Assoziation von
elFAE und elF4G gesteigert werden konnte; sind elFAE und elF4G gebunden, kommt es
zusatzlich zu einer indirekten Stimulation von elF4A ( [68,94].

Auch ist im kolorektalen Karzinom haufig mTORC1 aktiviert und treibt unter anderem tber
die Phosphorylierung von 4EBP1 (und dadurch Dissoziation von 4EBP1 und elF4E) die

Proteinsynthese voran [56].
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Fur CIP2A konnte einerseits gezeigt werden, dass es mTORC1 aktiviert und so positiv auf
die Proteinsynthese wirkt [55]; andererseits ist anzunehmen, dass es durch die inhibierende

Wirkung auf PP2A wiederum dessen inhibierende Wirkung auf elFAE aufheben kann.

Gegen eine Regulation tber mTORC1 im kolorektalen Karzinom spricht, dass in einer
friheren Studie bereits gezeigt wurde, dass CIP2A im kolorektalen Karzinom keinen Effekt
auf die PI3K-/ AKT-/ mTOR-Signalwege hat [70].

Eine Regulation tber elF4E ist denkbar. Da sich elF4E einerseits am Export der mRNA,
aber auch am Translationsstart beteiligt konnte erklart werden, warum der grote Effekt von
CIP2A auf die MY C-Proteinmenge in den Zellen mit der kompletten MYC-mRNA gesehen
werden kann. Dass keine Anderung des Proteinlevels in den Zellen, die nur die 3°UTR
enthalten, zu sehen ist, konnte dadurch erkléart werden, dass dieser Effekt allein nicht
ausschlaggebend ist. Die mogliche Wirkweise von CIP2A im kolorektalen Karzinom ist in
Abbildung 5.1 dargestellt.

Zusammengefasst kann gesagt werden, dass die Regulation von MYC durch CIP2A
groltenteils Uber die Translationsinitiation zu erfolgen scheint, da der grote Effekt von
CIP2A in Zellen gesehen wird, die eine 5’UTR-enthaltene MYC-mRNA haben. Diese
Erkenntnis reiht sich in die bisherigen Studien ein, die zeigen, dass die Initiationsfaktoren in
Malignomen haufig hoch reguliert sind und insbesondere die komplexeren und langeren
5’UTRs auf eine héhere Konzentration dieser Faktoren angewiesen sind [95]. Ob es Uber
CAP-abhéngige Mechanismen, uber ein IRES oder einem anderen Mechanismus zu einer
gesteigerten Translation von MY C-Protein durch CIP2A kommt bleibt aktuell noch offen.
Dies sollte durch weitere Versuche, die sich auf die Translationsinitiation konzentrieren,
weiter untersucht werden. Mit bereits publizierten Zellen, welche ein Doxycyclin-
induzierbares Konstrukt mit verandertem 4EBP-1 enthalten, welches durch mTORC1 nicht
dephosphoryliert werden kann und deshalb an elF4E gebunden bleibt, kdnnte untersucht
werden, ob diese nach Induktion mit Doxycyclin und Zugabe von SiCTR/CIP2A eine
verénderte MY C-Expression zeigen [96]. Weiterhin sollte der Effekt von CIP2A auf den
Phosphorylierungsstatus von elFAE Ser206 untersucht werden, da hierfir bekannt ist, dass
dies durch die PP2A reguliert wird.
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Abb. 5.1.: Modell einer moglichen Wirkweise von CIP2A. Dargestellt ist eine mdgliche Wirkweise von CIP2A im
kolorektalen Karzinom auf die Translationsinitation. Einerseits ist eine Steigerung der Translation uber die Induktion von

mMTORC1 denkbar; zudem ist mdglich, dass Uber die Hemmung der PP2A elF4E gehemmt wird, was ebenfalls als Treiber
der Translation und Onkogen bekannt ist.
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6 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist eines der hdufigsten beim Menschen vorkommenden
Karzinome [2]. Diesem liegen unterschiedliche Mutationen zugrunde, die in knapp 100%
der kolorektalen Karzinome zu einer Uberexpression von MYC fiihren, welches als
Transkriptionsfaktor malgeblich den Zellzyklus, Proliferation und Vaskularisierung
beeinflusst [10,16]. Damit stellt MY C ein potenzielles Therapieziel in der Behandlung des
Kolorektalen Karzinoms dar. Zuséatzlich konnte in den letzten Jahren ein Onkoprotein
namens CIP2A identifiziert werden, welches nach Depletion mit einem Verlust von MYC
Protein einhergeht [69]. Zusatzlich ist CIP2A ein unabhangiger prognostischer Faktor im
Kolorektalen Karzinom [70].

Diese Arbeit konnte zeigen, dass CIP2A-depletierte Zellen einen deutlichen
Wachstumsnachteil gegentiber unbehandelten Zellen zeigen. Dieser Unterschied kann nicht
durch eine gesteigerte Apoptose, sondern vielmehr durch einen verlangerten Zellzyklus
erklart werden. Weiterhin konnte eine neue Zelllinie mit DOX-induzierbarer shCIP2A
hergestellt werden, die fur weitere Experimente genutzt werden kann. Entgegen der
Wirkweise im Zervixkarzinom [69], konnte im kolorektalen Karzinom kein Einfluss auf die
Stabilitdt von MYC Protein durch CIP2A nachgewiesen werden. Auch konnte der Verlust
von MY C nach CIP2A Knockdown nicht durch gleichzeitige Inhibierung des Abbaus, durch
Okadasdure, MG132 oder in den FBWX7-defizienten Zellen, verhindert werden. Stattdessen
resultiert die Herunterregulation von CIP2A in einem leichten Riickgang der MYC-mRNA
Menge und einem deutlichen Verlust an MYC-Protein. In Zellen mit verschiedenen
Konstrukten der MYC Transkripte kann dieser Verlust an MYC Protein auf eine
translationelle Regulation in der 5’UTR zuriickgefiihrt werden, was eine bisher nicht
beschriebene Wirkweise von CIP2A darstellt. Da CIP2A in normalen Zellen praktisch nicht
exprimiert ist [78], kdnnte dies ein mdgliches Ziel in der Tumortherapie darstellen. Dieses

gilt es in weiteren Experimenten noch genauer zu untersuchen.
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Summary

Colorectal Cancer is one of the most common type of cancer in human beings [2]. These are
based on different mutations, which, in nearly 100%, lead to overexpression of MYC. As an
transcription factor, MYC influences cell cyclus, proliferation and vascularization [10,16].
So MYC appears to be a good target in the therapy of colorectal cancer. Additionally a
oncoprotein called CIP2A could be identified in the last years, which depletion leads also to
a loss of MYC protein [69]. CIP2A was also found to be a independent prognostic factor in
colorectal cancer [70].

In this work it could be demonstrated, that CIP2A-depleted cells show disadvantage in cell
growth compared to the untreated cells. This difference could not be explained through an
increased cell death, but an extended cell cycle. Additionally, a new cell line with DOX-
inducible shRNA against CIP2A was established, which can be used for further experiments.
Contrary to the mode of action which was found in cells of cervix carcinoma [69] we could
not see an influence of CIP2A on the stability of MY C. Furthermore, the loss of MYC protein
after knockdown of CIP2A could not be prevented by simultaneous inhibition of MYC
degradation by okadaic acid, MG132 or in FBWX7-deficient cells. Instead knockdown of
CIP2A lead to little decrease of MYC-mRNA and a clear loss of MY C protein. In cells with
different constructs of MYC mRNA the loss of MY C protein can be attributed to a regulation
in the 5’UTR. Because CIP2A is rarely expressed in normal tissue [78] it seems to be a
possible target in the treatment of colorectal cancer. This should be further evaluated in

future experiments.
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