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Kapitel 1
Zusammenfassung

Der Tumorsupressor APC ist in der Mehrzahl aller Fille kolorektaler Karzinome bereits in
der initialen Phase der Karzinogenese mutiert. Diese Mutationen fiihren zu einer aberran-
ten Aktivierung des Wnt-Signalweges sowie zu weiteren die Karzinogenese vorrantreiben-
den Aktivitidten, beispielsweise einem verdnderten Migrationsverhalten. Dieser Dissertation
zu Grunde liegt die Idee, dass durch die Trunkierung des APC-Proteins aber auch Abhin-
gigkeiten von Genaktivitdten entstehen, die zuvor entbehrlich waren. Solche synthetisch
letalen Gene sollten in einem high-content ShARNA-Screen gefunden werden.

Fiir die Durchfithrung des Screens wurde ein von der SW480 Kolonkarzinomzelllinie
abgeleitetes, isogenes Zellsystem generiert, welches durch Induktion mit Doxyzyklin das
vollstandige APC-Allel (FL-APC) exprimiert. Infolge dieser Expression zeigen die Zellen
einen weniger malignen Phéanotyp. Dies spiegelt sich darin wider, dass die Zellen durch
FL-APC Expression in ihrer Wnt-Signalwegsaktivitit eingeschrinkt werden. Doxyzyklin-
induzierte Zellen sind schlechter in der Lage ohne Adhésion zu proliferieren als nicht indu-
zierte Zellen. Andererseits ist ihre Féhigkeit einem FKS-gradienten entlang zu migrieren
verbessert.

Der shRNA-Screen wurde mit der Decipher shRNA-Bibliothek durchgefiihrt. Diese
enthilt 27.500 verschiedene shRNAs mit Interferenzaktivitiat gegen 5.000 mRNAs, die po-
tentiell pharmakologisch inhibierbare Proteine kodieren. Die besten zwei Kandidaten fiir
eine synthetisch letale Interaktion mit trunkiertem APC, BCL2L1 und EIF2B5 wurden im
Verlauf einer Masterarbeit bzw. direkt in dieser Disseration validiert. FIF2B5 zeigte in vi-
tro nach Depletion durch unterschiedliche shRNAs einen differentiellen Proliferationseffekt
bei FL-APC induzierten im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen. Dieser differentielle
Effekt konnte in einem weiteren Modellsystem, SW480 Zellen mit konstitutiver FL-APC
Expression, ebenfalls validiert werden.

Durch Expression einer shRNA mit Aktivitdt gegen EIF2BS5 werden in beiden Zellsys-
tem die unfolded protein response (UPR) Gene DDIT3 und splXBP1 aktiviert. Interessan-
terweise werden durch die Expression von FL-APC diese Gene reprimiert. Im Promotor
der EIF2B5-mRNA befindet sich eine Bindestelle fiir MYC. Es ist denkbar, dass durch die
Expression von FL-APC eine globale Verinderung der Genexpression vorgenommen wird,
die einerseits eine Repression von FIF2B5 nach sich zieht aber andererseits eine hierdurch
ausgeloste ER-Stress Antwort verhindert. Eine Inhibition von EIF2B5 ohne diese Adaption
andererseits fithrt nach diesem Model zu einer UPR-aktivierten Apoptose.

In einem zweiten Projekt wurde das iiberraschende Verhalten von Kolonkarzinomzel-
len untersucht, die nach Zugabe von BEZ235, einem dualen PI3K/mTOR Inhibitor, trotz

gegenteiliger Erwartungen MY C-Proteinmengen erhéhen. Eine Repression wurde erwar-
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tet, weil die Inhibition von PI3K einerseits zu einer proteasomalen Destabiliserung und
andererseits die mTOR Inhibition zu einer verringerten Synthese von MYC fiihren sollte.
Wihrend bereits gezeigt werden konnte, dass durch einen FOXO-vermittelten Mechanis-
mus MAPK-abhingig die MYC-Expression verstdrkt wird, wurde in dieser Dissertation
die erwartete Translationsinhibition untersucht. BEZ235 inhibiert zwar CAP-abhingige
Translation, das MYC Protein wird jedoch aufgrund einer IRES-vermittelten Translation
weiterhin exprimiert. Silvestrol, ein Inhibitor der Helikase elF'4A andererseits interveniert
mit CAP- und IRES-abhéngiger Translation und kann die MYC-Proteinkonzentrationen
verringern. Wir konnten zudem feststellen, dass die Applikation von Silvestrol auch in vivo
moglich und wirksam ist und zudem tolleriert wird. Dies gibt Anlass zur Hoffnung, dass
eine Intervention der Translation auch im Menschen eine valide Strategie zur Behandlung

MY C-getriebener Tumore sein konnte.



Kapitel 2

Summary

The tumorsupressor APC is mutated in initiating colorectal cancers. These mutations
lead to an aberrant actiavation of the wnt-signaling pahtway and to further carcinogenic
activities such as altered migration behaviour. The idea that novel dependencies upon
previously expendable genes are generated through APC-mutations form the basis of this
disseration. These so called synthetic lethal Genes were searched for harnessing a high
content shRNA screen.

We generated an isogenic cell system which was deviated from the colorectal cancer cell
line SW480. These cells naturally express truncated APC. The generated system expresses a
full-lenght allele upon doxycycline exposure. SW480 cells which are induced partially revert
their malignancy. Ancorage independend growth is compromised and migration along a
gradient of fetal calf serum is improved.

The Decipher shRNA library was used for screening. It consists of 27.500 different
shRNAs intefering with the activity of 5.000 genes which are potantially drugable. The
two best candidates scoring as hits in the screen were EIF2B5 and BCL2L1. BCL2L1 was
validated in a cooperating masterthesis and EIF2B5 could be validated in the course of
this diseration. Following EIF2B5 depletion using different shRNA constructs, we were
able to see differential behaviour in pTRE-APC cells as well as in a second model system
in which FL-APC was expressed constitutively.

Interestingly an activation of the ER-Stress genes DDIT3 and splXBP1 can be seen af-
ter EIF2B5 depletion. These genes are repressed, when FL-APC ist expressed. The EIF2B5
promotor has a MYC-binding site and we speculate, that FL-APC expression induces a
genetic program which represses EIF2B5 on the one hand, however prohibits the ER-Stress
reaction which follows this trigger. Inhibtion of EIF2B5 without this global adaption in
genexpression on the other side initiates UPR-mediated apoptosis.

In a second project, the suprising behaviour of colon carcinoma cell lines, which upre-
gulate MYC upon BEZ235 exposure was examined. The dual inhibitor was thought to
downregulate MYC through its PI3K and mTOR inhibitory acitivites which were thought
to destabilise and MYC and prohibit it’s expression, respectively. Whereas former work
could demonstrate a FOXO-mediated, MAPK-dependend positive MY C-gene expression
clue the aim of this thesis was to analyse the expecte protein tranlational inhibition. Indeed,
BEZ235 inhibits CAP-dependend translation, however the MYC protein is still translated
through IRES-dependend translation. The elF4A-inhibitor Silvestrol intervenes with both
CAP- and IRES-dependend translation and can therefore reduce MYC protein levels.



Kapitel 3
Einleitung

3.1 Das kolorektale Karzinom

Mit {iber 1,3 Millionen Neuerkrankungen jedes Jahr weltweit stellt das Kolorektalkarzinom
(KRK) trotz moderner Behandlungsmethoden eine therapeutische und gesellschaftliche
Herausforderung dar [1]. Die Wahrscheinlichkeit, im Alter zwischen 0 und 74 Jahren an
einem solchen Karzinom zu erkranken, betragt in Industriestaaten circa 4,4%. Etwa 45%
aller Patienten sterben an den Folgen der Erkrankung [I]. Das Risiko an einem KRK zu
erkranken steigt mit dem Alter an und erreicht ein Maximum um das siebzigste Lebensjahr
herum [2]. Risikofaktoren des KRK sind sowohl genetische, als auch mit dem Lebensstil
verbundene Faktoren. Zu dem letztgenannten gehoren Rauchen, Alkoholkonsum, Diabetes
Melitus und der Genuss von rotem Fleisch [3] 4].

7Zu den genetisch bedingten Pradispositionen zidhlen unter anderem das Peutz-Jeghers
Syndrom, welches zumeist durch eine Mutation der Serin-/Threoninkinase STK11 ausge-
16st wird, sowie die Familidre Adenomatose Poliposis (FAP), welche durch Mutationen des
Tumorsuppressors Adenomatous Polyposis Coli (APC, sieche hervorgerufen wird. Des
Weiteren konnen kolorektale Karzinome als Folgeerkrankungen des Lynch-Syndroms (Ver-
ursachung MSI-positiver KRK, siehe , sowie die beiden entziindlichen Erkrankungen
Colitis Ulcerosa und Morbus Crohn verursacht werden.

Das KRK ist mit circa 60.000 publizierten Artikeln im Zeitraum von 2010 bis 2015 Ge-
genstand immenser wissenschaftlicher Bemiihungen (www.gopubmed.org), die Mortalitit
und Inzidenz der Erkrankung konnten jedoch im gleichen Zeitraum nicht entscheidend ge-
senkt werden [, [5]. Dies verdeutlicht den nach wie vor groken Bedarf an einem genaueren

Verstandnis der Krankheit sowie an verbesserten Behandlungs- und Praventionsstrategien.

3.2 Charakteristiken und Therapie des KRK

Kolorektale Karzinome werden je nach Entfernung zum Anus in Karzinome des Rektums
(Entfernung < 16 cm) oder des Kolons eingeteilt. Die pathologische Einteilung der Er-
krankung erfolgt nach der von der Union internationale contre le cancer (UICC) vorge-
schlagenen TNM Klassifikation (Tabelle . T beschreibt hierbei die Ausdehnung bzw.
Invasionstiefe des Primdrtumors beginnend von T1, einer Ausdehnung nur innerhalb der
Submukosa, bis hin zu T4, einer Perforation des viszeralen Peritoneums oder Invasion in
andere Organe. Die Variablen N und M beschreiben das Vorhandensein und Ausmaf von
Metastasen. Die Prognose fiir den Erkrankungsverlauf unterscheidet sich deutlich fiir die

verschiedenen Klassifikationen. So ist die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Patienten, die bei
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Tabelle 3.1: Das TNM Klassifizierungssystem

TNM Merkmal /Metastasen

T1 Submukosa

T2 Muscularis propria

T3 Perirektal
(Subklassifikation nach Groke)

T4 Perforation des viszeralen Peritoneums
oder Invasion in andere Organe

N1 1-3 regionale Lymphknoten
(Subklassifikation nach Anzahl/Ort)

N2 4 oder mehr Lymphknoten

M1 Fernmetastasen

(Subklassifikation nach Anzahl
der Betroffenen distalen Lymphkno-
ten/Organe)

Modifiziert nach: Glimelius et al. [6]

der Diagnose einen T1 Tumor ohne Metastasen haben, sehr gut (90-100%). Sie betrédgt bei
T2-T4 Tumoren ohne Metastasen 60-90%. Bei vorhandener lokaler Metastasierung (nodal
positive Karzinome) liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate lediglich zwischen 30 und 60% und
schliefslich beim Vorhandensein von Fernmetastasen lediglich bei 15-20%.

Die Therapie kolorektaler Karzinome unterscheidet sich je nach anatomischer Lage
und TMN Klassifikation des Tumors. Es erfolgt stets eine operative Entfernung des Pri-
méartumors sowie eventueller Metastasen und eine der Operation nachfolgende (adjuvante)
Chemotherapie. Falls Metastasen inoperabel sein sollten oder bei fortgeschrittenen Rek-
tumkarzinomen T3-4 oder N+, erfolgt vor der Operation eine neoadjuvante Chemotherapie
[7]. Chemotherapien erfolgen bei KRK in der Regel nach dem FOLFOX- oder FOLFIRI
Regime und enthalten 5-Fluorurazil (5-FU), Oxaliplatin und Irinotecan als Wirkstoffe.

5-FU ist ein Urazilderivat mit einer Fluorierung am C5 Atom des Urazils. Intrazel-
lulédr wird 5-FU in mehrere aktive Metabolite konvertiert, darunter Fluorodeoxyuridin-
monophosphat, Fluorodeoxyuridin-triphosphat und Fluorouridin-triphosphat. Diese Me-
tabolite wiederum hemmen die RNA-Synthese durch die Verursachung fehlerhafter Basen-
paarungen und die Nukleotidbiosynthese durch Inhibition der Thymidylat-Synthase [g].
Oxaliplatin ist ein durch Weiterentwicklung von Cisplatin hervorgegangener Wirkstoff, der
im Vergleich zu seinem seit den 1960er Jahren bekannten Vorgénger geringere Nebenwir-
kungen zeigt. Platinderivate entfalten ihre antineoplastische Wirkung durch die Bildung
von DNA-Addukten, die Replikation und Transkription hemmen und dadurch zum Zelltod
fithren [9]. Irinotecan ist ein halbsynthetischer Wirkstoff, welcher aus dem in Rinde, Holz
und Samen des Baumes Camptotheca acuminata enthaltenen Naturstoffes Camptothecin

hergestellt wird. Dieser Wirkstoff wird intrazelluldr zu SN-38, einem Toposiomeraseinhibi-
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tor, hydrolysiert, der durch seine Wirkung ebenfalls zum Zelltod fiihrt [10, [11].

Die von der UICC empfohlenen Chemotherapeutika der FOLFOX- und FOLFIRI Re-
gimes haben damit essentielle zelluldre Prozesse als therapeutische Angriffspunkte. Damit
verbunden sind signifikante Nebenwirkungen, die sich insbesondere bei schnell proliferie-
renden Zellen wie beispielsweise denen des Blutes, des Darmes und des Immunsystems
bemerkbar machen [12]. In der Folge sind An#&mien, Infektionen und Magen-Darm as-
soziierte Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen, Appetitverlust und Durchfall hiufige

Symptome, die durch chemotherapeutische Intervention ausgelost werden.

3.3 Das Darmepithel und molekulare Grundlagen des KRK

Der Aufbau des Kolonepithels

Das Darmepithel besteht aus Krypten und Villi, Einstiilpungen bzw. Ausstiilpungen des
Darmes (Siehe Abb. . Die beiden Strukturen dienen der Oberflichenvergroferung der
Darmschleimhaut und sind in unterschiedlichen Darmabschnitten morphologisch unter-
schiedlich ausgeprégt: So finden sich in den Diinndarmabschnitten Zotten, fingerférmige
Ausstiilpungen, an denen sich wiederum Krypten und Villi befinden. Diese werden von Duo-
denum (Zwolffingerdarm) nach Jejunum (Leerdarm) und Ileum (Krummdarm) zunéchst
diinner und dann kleiner. Im Kolon finden sich schlieklich keine Zotten mehr, sondern
lediglich eng aneinander stehende Krypten und Villi ([13]).

Unabhéngig von diesen morphologischen Aspekten finden sich entlang einer Krypte-
Villus-Achse jeweils eine Stammzellnische am Grund der Krypte, gefolgt von einer Proli-
ferationszone (transient amplifying compartment) im mittleren Bereich der Krypte. Diese
geht wiederum in eine Differenzierungszone iiber, welche bis zur Spitze des Villus reicht
[15]. Die Stammzellnische wird durch die Anwesenheit von Paneth-Zellen generiert. Ne-
ben ihrer wichtigen Funktion in der Immunabwehr des Verdauungsapparates sekretieren
diese Zellen in den Darmkrypten die Faktoren EGF, Wnt3, und den Notch-Liganden D114
[16]. Hierdurch entsteht ein fiir die Erhaltung der Stammezellidentitdt der Zellen nétiges
Mikromilieu. Die Stammzellen des Kolons sind durch ihre Position innerhalb dieser Nische
definiert und teilen sich symmetrisch, das heifft beide Tochterzellen haben das Potential
Stammzellen zu sein und lediglich die Présenz der Zellen innerhalb der Nische oder der
Proliferationszone bestimmt ihr weiteres Schicksal [I7, I8]. Innerhalb einer Krypte befin-
den sich beim Menschen circa fiinf bis sechs funktionelle Stammzellen. Tochterzellen einer
Stammzelle haben eine statistische Chance von circa 20%, die komplette Stammzellnische
zu libernehmnen, ein Vorgang, der als neutral drift in murinen Modellen gut beschrieben ist
[19]. Die Wahrscheinlichkeit, dass diese Ubernahme der Stammzellnische zustande kommt,
steigt durch Mutationen von Tumorsuppressoren und Onkogenen stark an [19, 20]. Dieje-
nigen Zellen, welche aus der Stammzellnische in die Proliferationszone verdringt werden,

teilen sich einige Male rapide, bevor sie schlieklich die Differenzierungszone erreichen. Hier
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Abbildung 3.1: Das Kolonepithel

Das Kolonepithel kann in drei Zonen eingeteilt werden, die Stammzellnische am Boden der Krypte, der
sich anschlieffenden Proliferationszone, die etwa bis zu der Halfte der Krypte reicht, sowie der Differen-
zierungszone, welche bis zu der Spitze des Villus reicht. Paneth- und mesenchymale Zellen sekretieren
Wnt und generieren damit einen Gradienten mit der groften Wnt-Konzentration in der Stammzellnische.
Proximal des Villus sekretieren mesenchymale Zellen BMP, welches einen Gradienten spiegelbildlich des
Wnt-Gradienten bildet. Die Identitét der Stammzelle wandelt sich in Abhéngigkeit dieser beiden Gradien-
ten von Stammzelle zu transient amplifizierender Zelle zu terminal differenzierter Zelle. Modifiziert nach
Krausova and Korinek [14].

angekommen differenzieren die Zellen zu Enterozyten, Becherzellen und enteroendokrinen
Zellen, die auf Nahrstoffaufnahme, Mukusproduktion bzw. Hormonproduktion speziali-
siert sind [14]. Entlang der Krypte-Villus-Achse entsteht durch die Wnt-Sekretion (der
Paneth-Zellen, aber auch der mesenchymalen Zellen) ein Gradient, der das Migrations-
, Proliferations- und Differenzierungsverhalten der Darmepithelzellen steuert (Siehe
[14]). Die terminal differenzierten Zellen erreichen schlieflich die Spitze des Villus, werden

dort apoptotisch und in das Darmlumen abgestofen [21].

Molekulare Charakterisierung des KRK

Bei der Mehrheit der KRK handelt es sich um Adenokarzinome, welche normalerweise aus
Adenomen entstehen. Bereits vor anndhernd 30 Jahren wurde dieser, als Adenom-Karzinom
Sequenz bekannt gewordene Ablauf, von Vogelstein et al. [22] beschrieben. Durch Mutation
des APC-Gens in einem Allel und Mutation oder den Verlust des zweiten Allels durch loss
of heterozygosity (siehe Seite kommt es zur der Bildung benigner Adenome. Es folgen
weitere Mutationen, beispielsweise in den Genen TP53, KRAS oder TGF-, durch die die
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APC KRAS 18q Verlust
TP53

Normales Adenom Adenokarzinom
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Abbildung 3.2: Die Adenom-Karzinom-Sequenz
Nach Fearon and Vogelstein [23] 1990, siehe auch [7] [24]: Nach dem von Fearon und Vogelstein vorgeschla-
genen Modell bilden sich KRK in einer Adenom-Karzinom-Sequenz. Durch Mutation oder Verlust von
APC kommt es zur Bildung von benignen Adenomen (siehe Seite [I5]). Es folgen weitere Mutationen, die
beispielsweise KRAS aktivieren, p53 inaktivieren oder den Verlust des Apoptose-induzierenden Rezeptors
Deleted in Colorectal Cancer (DCC) nach sich ziehen. Es kommt schlieflich zur Ausbildung eines malignen
Tumors.

zuvor benignen Adenome zu malignen Adenokarzinomen werden.

Die somatische Mutationsrate in gesunden Zellen wurde auf etwa 10 pro Nukleotid
und (Zell-)Generation bestimmt und es erscheint unwahrscheinlich, dass die zahlreichen
Mutationen, welche in KRK auffindbar sind ohne eine zusétzliche Form von genetischer
Instabilitdt zustande kommen [25]. In der Tat sind die allermeisten Tumore genetisch insta-
bil, wobei eine zusétzliche Einteilung der Tumore aufgrund dem der Instabilitdt zu Grunde

liegenden Mechanismus in drei Kategorien iiblich ist:

Chromosomale Instabilitit (CIN): Etwa 65-70% aller KRK sind chromosomal
instabil. Infolgedessen finden sich bei diesen Tumoren Chromosomenanomalien wie An-
euploidien, Amplifikationen und Allelverluste [26]. Mutationen in Genen mit Funktionen
bei der DNA-Reparatur (ATM, ATR), Telomerregulation (TERT) und Chromosomense-
gregation (BUBI, AURKA, PLK1, APC) sowie Mutationen von TP53 konnen urséchlich
fiir diese Instabilitdt sein. Da sich diese Mutationen im Verlauf der Karzinogenese anhiu-
fen, nimmt die chromosomale Instabilitit im Krankheitsverlauf zu. Es wurde eine weitere
Subkategorisierung von CIN-positiven Tumoren in stark und schwach chromosomal insta-
bile (CIN-high, CIN-low) Tumore vorgeschlagen [27]. Ob diese Kategorien eine klinische
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Relevanz besitzen, konnte jedoch bisher nicht klar gezeigt werden.

Mikrosatelliten-Instabilitdt (MSI): Eine weitere Quelle genomischer Instabilitéit
sind Mutationen in DNA-Reparaturgenen, beispielsweise MLH1, welche fiir die Reparatur
von fehlerhaften Basenpaarungen benétigt werden. In der Folge werden Mutationen vor
allem in stark repetitiven Sequenzen akkumuliert, da die DNA-Replikation hier fehleran-
falliger ist [28]. Wahrend MSI bei fast allen Fillen des Lynch-Syndroms vorhanden ist,
findet sie sich bei KRK hingegen lediglich in circa. 15-20% aller Fille [29]. MSI Tumo-
re sind hiufiger im proximalen Kolon vorhanden, weniger invasiv und haben eine bessere
Prognose als Mikrosatelliten-stabile (MSS) Tumore [30].

CpG Methylierender Phinotyp (CIMP): Dieser Phénotyp zeichnet sich durch
epigenetische Instabilitdt aus, bei der Cytosin-Guanin-Dinukleotid repeat-Sequenzen (CpG-
Inseln) an der Cytosin Base zu 5’-Methylcytosin methyliert werden. In Promotorregionen
von Genen fiihrt dies zur Inaktivierung des betroffenen Gens [31]. CIMP+ Tumore haben
eine hohe Wahrscheinlichkeit durch die Promotor CpG-Methylierung von MLH1 auch einen
MSI-Phénotyp zu generieren [32] und tatséchlich entsteht die Mehrzahl MSI+ Tumore
durch diesen Mechanismus [33]. Patienten mit CIMP+ aber MSS Tumoren haben eine
schlechte Prognose [34]. Die globale Methylierung von Genen nimmt mit dem Alter zu
und dies scheint mitverantwortlich fiir die altersabhéngige Pradisposition fiir KRK zu sein
[33H35].

Der exakte Ursprungsort kolorektaler Karzinogenese ist Gegenstand intensiver Diskus-
sionen: Es gibt die Beobachtung, dass Zellen mit priméren genetischen Lésionen im APC-
Gen die Stammzellnische analog der Beobachtungen im Mausmodell auch im Menschen
iibernehmen kénnen [36]. Krypten mit APC-mutierten Zellen enthalten mehr Stammzellen
als eine normale Krypte und es kommt zu hiufigen Fusionen mit benachbarten Krypten.
Die betroffenen Zellen werden durch die oben beschriebenen Mechanismen genetisch insta-
bil und es entsteht ein Adenom, welches in die Proliferationszone infiltriert. Dieser Weg der
Adenom-Entstehung wird als Bottom-Up-Hypothese in der Literatur beschrieben. Solche
dysplastischen Krypten kénnen hauptséichlich in Personen mit FAP nachgewiesen werden,
bei spontanen Adenomen hingegen selten. Hiufiger scheint sich bei diesen Tumorerkran-
kungen der Ursprung der Karzinogenese in der Proliferationszone oder der Differenzierungs-
zone zu befinden. Dysplastische Zellen kénnen bei histologischen Analysen von Adenomen
zumeist an der luminalen Seite des Kolon nachgewiesen werden. Unter ihnen befinden sich
normale Krypten ohne Mutationen im APC-Gen [37]. Diese Beobachtungen sind konsistent
mit dem Top-Down Modell der Kolonkarzinogenese, nach dem sich die primiren Adenome
zunichst lateral und erst spéter zum Grund der Krypten ausbreiten. Unabhéngig von dem
genauen Ort der Krebsentstehung ist in allen Modellen konsistent beschrieben, dass das

APC-Gen das am haufigsten mutierte Gen in der frithen Kolonkarzinogenese ist.
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3.4 Adenomatous Polyposis Coli und der Wnt-Signalweg

Das Adenomatous Polyposis Coli (APC) Gen besteht aus 8535 bp, die iiber 21 Exons
verteilt sind. Das kodierte Protein besteht aus 2843 Aminosduren (AS) und hat ein Mo-
lekulargewicht von 311 kDa. Durch APC werden zahlreiche pleiotrope zelluldre Prozesse
reguliert: Im Wnt-Signalweg beeinflusst es die Konzentration und Lokalisierung des Tran-
skriptionsfaktors 3-CATENIN. Beim aktivierten Signalweg, beispielsweise physiologisch
durch die Prisenz eines Wnt-Liganden, kann dieser Faktor in den Zellkern translozieren
und reguliert dort die Genexpression, u.a von CCND1, AXIN2 und MY C (weitere Zielgene
siche: The Wnt Homepage). Dies wiederum erméglicht eine Transition des Zellzyklus von
GO0/G1 in die S-Phase. Eine Interaktion von APC mit dem humanen discs large Prote-
in (hDLG) kontrolliert den Zellzyklus ebenfalls an dieser Stelle [38]. Durch APC werden
auferdem Zelldifferenzierung (s.o. und [14]), Migrations- und Adhésionsverhalten [39, [40],
Embryogenese [41], [42], Mitose [43], 44] und Zellpolaritét [45] direkt oder indirekt reguliert.
In den folgenden Abschnitten sollen zunéchst die Domé&nenstruktur des APC-Proteins und
anschlieffend die Regulation einiger der genannten Prozesse detaillierter beschrieben wer-

den.

Die Dominenstruktur des APC-Proteins ist in Abbildung [3.3] dargestellt: Pro-
ximal des N-Terminus befindet sich eine Oligomerisierungsdoméne, welche aus Wieder-
holungen von sieben Aminosduren (heptad repeats) besteht und die Bildung von APC-
Oligomeren erlaubt.

Es schliefst sich die Armadillo-Region des Proteins an. Diese ist stark homolog zu dem
Protein Armadillo, dem Drosophila melanogaster Homolog von 3-CATENIN [46], und er-
laubt Interaktionen mit der Protein Phosphatase 2A (PP2A) und dem APC-stimulierten
Guaninnukleotid-Austauschfaktor ASEF1 [47]. ASEF1 vermittelt Interaktionen zum Zy-
toskelett durch seine Funktion als GTP-Austauschfaktor fiir das kleine G-Protein CDC42
[40]. PP2A kann iiber seine katalytische Untereinheit zudem auch an AXIN [48] binden
und eine Rolle dieser Phosphatase in der Degradation von 3-CATENIN wird diskutiert
(siche Seite [17). Des Weiteren konnte eine direkte Interaktion mit Intermediérfilamenten,
welche von der Armadillo-Region ausgeht, gezeigt werden [49].

Der zentrale Teil des APC-Proteins beinhaltet Interaktionsdomé#nen, welche an der Bin-
dung und Regulation von B-CATENIN beteiligt sind [50]. Im kanonischen Wnt-Signalweg
ermoglicht APC im Degradationskomplex den proteasomalen Abbau von B-CATENIN.
Auf der N-Terminalen Seite des zentralen Bereiches befinden sich zunéchst vier 15 AS
Wiederholungen zwischen den AS 1020 und 1169 (15R A-D, siehe Abb. [3.3)). Diese er-
moglichen eine Bindung von APC an B-CATENIN [51I]. Die Bindung von B-CATENIN
mit jeder, auber der letzten (15R-D) der Wiederholungen ist suffizient fiir eine effektive
Degradation [52]. Es folgen Wiederholungen von 20 Aminosduren, 20R1 - 20R8, die sich in
ihrer Féhigkeit 3-CATENIN zu binden und ihrer Beteiligung an dessen Degradation un-
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Abbildung 3.3: Doménenstruktur des APC-Proteins
Modifiziert nach [39] und Kohler et al. [50]. Proximal zum N-Terminus befindet sich die Oligomerisierungs-
domine des Proteins. Zwischen den Aminosduren 453 und 767 befinden sich Armadillo repeats, gefolgt von
15 und 20 Aminosiure-Sequenz-Wiederholungen, SAMP repeats und der CID in der Mitte der AS-Sequenz.
Im Anschluss daran befindet sich eine basische Doméne und schlieflich am C-Terminus zwei Bindedoménen
fiir die Proteine hDLG und EB1.

terscheiden. Einige dieser Wiederholungen wurden diesbeziiglich in Studien mit mutierten
20R-Regionen untersucht [52), 53]. Hiernach bindet 20R1 B-CATENIN nach Phosphory-
lierung effizient, scheint jedoch nicht direkt an dessen Abbau beteiligt zu sein. 20R2 ist
nicht in der Lage, B-CATENIN zu binden, wihrend 20R3 suffizient fiir eine 3-CATENIN-
Bindung und dessen Degradation ist. Zwischen den 20 AS-Wiederholungen eingeschlossen
sind drei Wiederholungen der AS-Sequenz Ser-Ala-Met-Pro (SAMP repeats) [54]. Diese
vermitteln die Bindung von APC an AXIN/CONDUCTIN und fiihren ebenfalls zur pro-
teasomalen Degradation von B-CATENIN [54]. Diese Degradation ist ohne eine direkte
Bindung von B-CATENIN an APC moglich [52]. Eine weitere 3-CATENIN-regulatorische
Proteindoméne wurde zwischen den AS 1417 und 1429 (zwischen 20R2 und 20R3) kar-
tiert und als B-CATENIN inhibitory domain (CID) beschrieben. APC-Fragmente, welche
die CID aber keine SAMP repeats enthalten, sind in der Lage eine Degradation von f3-
CATENIN einzuleiten [53]. Nahe dem C-Terminus befinden sich eine basische Doméne
und je eine Bindestelle fiir das Protein End-Binding 1 (EB1) und hDLG. Die basische Do-
méne ist zwischen den AS 2200 und 2400 gelegen und enthilt zahlreiche Arginin-, Lysin-
und Prolinreste [46]. Sie ermdoglichen eine direkte Interaktion mit Aktin und Mikrotubuli
55, 56]. EB1 kann die Bindung von APC zu Mikrotubuli und Aktin inhibieren [55]. Die
Bindung von hDLG1 an APC wird durch dessen PDZ-Doméne vermittelt. Es wurde zudem
ein terndrer Komplex mit dem Tumorsuppressor Phosphatase and tensin homolog (PTEN)

gezeigt, dieser Komplex wurde jedoch bisher nicht funktionell untersucht [57].
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Der Wnt-Signalweg

Der Wnt-Signalweg lésst sich in drei verschiedene Signalwege einteilen: Den viel beschrie-
benen kanonischen Wnt-Signalweg und die zwei, als nicht-kanonische Wnt-Signalwege be-
schriebene Signalkaskaden, Cell Polarity Pathway (PCP) und Wnt/Ca?" Signalweg [14].
Die Beschreibung der beiden nicht-kanonischen Signalwege geht {iber den Fokus dieser

Arbeit hinaus, es sei hierfiir auf die aktuelle Literatur verwiesen [14] [5§].

Der kanonische Wnt-Signalweg hat 3-CATENIN als Effektormolekiil. In der Ab-
wesenheit eines Wnt-Liganden wird 3-CATENIN durch den Degradationskomplex kontinu-
ierlich ubiquitiniert und proteasomal abgebaut. Dieser stetige Abbau wird durch die Bin-
dung eines Wnt-Liganden and den Rezeptor Frizzled gestoppt, was eine Akkumulation von
-CATENIN im Zytoplasma und Nukleus zur Folge hat [59]. 3-CATENIN kann im Nukleus
zusammen mit Transkriptionsfaktoren wie TCF und LEF1 interagieren und damit Genex-
pression regulieren [60, [61]. Zum Degradationskomplex gehoren neben 3-CATENIN und
APC auch die beiden Kinasen Glykogen-Synthase-Kinase 3 (GSK3) und Casein-Kinase 1
(CK1) sowie die Geriistproteine AXIN, AXIN/CONDUCTIN und die E3-Ubiquitin-Ligase
B-TrCP. Der Abbau von B-CATENIN wird durch die Phosphorylierung an S45 durch
CK1 eingeleitet. P-S45-B-CATENIN wird nun von GSK3 erkannt und zunéchst an T41
und danach an S33 und S37 phosphoryliert. Hierdurch wird 3-CATENIN zum Substrat
fiir B-TrCP, durch dieses ubiqutiniert und anschliefend proteasomal degradiert [59]. Diese
Phosphorylierungssequenz wird durch das Protein AXIN ermoglicht, welches die Kinasen
im Degradationskomplex proximal zu 3-CATENIN bindet [62]. Das durch 3-CATENIN
induzierte Protein AXIN/CONDUCTIN fiihrt zu einer weitaus effizienteren Degradation
von 3-CATENIN und stellt einen negativen Riickkopplungsmechanismus dar [54) [63].

Die Rolle von PP2A bei der 3-CATENIN-Degradation ist Gegenstand von Diskussio-
nen. PP2A kann sowohl APC als auch AXIN binden [48], [64] und die Phosphorylierung von
APC beeinflussen [65]. Nach einem von Kielmann und Xu vorgeschlagenen Modell der (3-
CATENIN-Degradation durch den Degradationskomplex phosphorylieren CK1 und GSK-3
neben B-CATENIN auch APC in der 20AS-Wiederholungsregion, nachdem -CATENIN
bereits phosphoryliert wurde [66]. Diese Phosphorylierung fiihrt zur Dissoziation von (-
CATENIN von AXIN und Bindung an APC, wodurch AXIN wiederum zur Aufnahme eines
neues Molekiils 3-CATENIN frei wire. 3-CATENIN-gebundenes APC kann hiernach durch
PP2A dephosphoryliert werden. Dies verringert die Affinitét des Proteins zu 3-CATENIN.
3-CATENIN ist nun in der Lage zu dissoziieren und ein neuer Zyklus von B-CATENIN-
und APC-Phosphorylierung kann starten.

Weitere APC-Funktionen

APC und EBI1 sind an der chromosomalen Segregation wihrend der Mito-

se beteiligt. Beide Proteine {iben ihren Einfluss hier {iber die dynamische Steuerung von
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Mikrotubuli aus und RNA-Interferenzexperimente mit einem oder beiden der genannten
Faktoren fithren zu fehlerhaften Chromosomensegregationen [43, [67]. Interessanterweise
sind diese Effekte bei einem gleichzeitigen knockdown beider Proteine nicht additiv. Auch
l6sen sie, im Gegensatz zu RNA-Interferenzexperimenten mit anderen an dem gleichen
Prozess beteiligten Proteinen, wie CLIP170 und LIS1, keinen mitotischen Zellzyklusarrest
aus. EB1 hat einen die Mikrotubulidynamik steuernden antipausing-Effekt. Dieser wird
durch eine Interaktion mit APC reguliert und ist fiir die richtige Verkniipfung von Mikro-
tubuli mit den Chromosomen von Bedeutung, was durch den dominant-negativen Effekt
von APC-Mutationen deutlich wird (Siehe

APC beeinflusst das Migrationsverhalten von Zellen durch seine Interaktionen
mit Zytoskelett-reorganisierendem GEF ASEF1 ([68]). ASEF1 iibt seine Kontrolle auf die-
sen Prozess aus, indem es die GTPasen RHO, RAC1 und CDC43 aktiviert, deren Rolle
in der Migration von Zellen gut beschrieben ist [69]. APC lokalisiert in Membranprotru-
sionen und kann hier, durch seine Fahigkeit die ASEF1 Aktivitdt zu regulieren, Einfluss
auf den Migrationsprozess nehmen [68, [70]. Migration ist ein ATP-abhéngiger Prozess und
fiir die effiziente Migration von Epithelzellen bedarf es der Lokalisation von Mitochon-
drien in Membranndhe ([71]). APC scheint neben den beschriebenen Effekten auch die
Verfiigbarkeit von ATP in Membrannéhe zu erhéhen, indem es in einem Komplex mit Mi-
ro, Milton und KIF5 den anterograden (zur Plasmamembran hin gerichteten) Transport
von Mitochondrien verstirkt [72]. Milton agiert hier als ein Adapter zwischen dem mit-
ochondrialen Membranprotein Miro und dem Kinesin KIF5. APC-Mutationen fiihren zu
geringerer Assoziation von Mitochondrien mit der Plasmamembran und die Expression von

vollstindigem APC in Zelllinien mit trunkierten A PC-Allelen verstirken diese Assoziation.

3.5 Die Wirkung APC-trunkierender Mutationen

Bei der absoluten Mehrzahl aller KRK liegen Mutationen in APC vor [73]. Diese Mu-
tationen sind normalerweise kleine Insertionen oder Deletionen, die das Leseraster der
proteinkodierenden mRNA-Sequenz verschieben, oder Substitutionen, die zu einer nonsen-
se-Mutation fithren. Besonders gehduft treten Mutationen innerhalb der ersten drei 20 AS
Wiederholungsregionen des Proteins auf - einer Region, die aufgrund dessen als mutation
cluster region bezeichnet wird (Siehe Abbildung und [50]). Durch die beschriebenen
Mechanismen, oder durch eine bereits in der Keimbahn vorhandene Mutation, kommt es
zunichst zu einem heterozygoten Allel mit einem wildtypischen und einem fehlerhaften
APC-Gen. Das zweite Allel kann nun ebenfalls durch eine der beschriebenen Mutationen
trunkieren. Wahrscheinlicher ist jedoch, dass es durch fehlerhafte chromosomale Segregati-
on wahrend der Mitose oder Genkonversion (Weinberg [74] S. 218 f.) zu einem Verlust des
zweiten, intakten Allels kommt(loss of heterozygosity, LOH)([75]). Welcher Mechanismus

fiir diesen zweiten "hit"verantwortlich ist, wird von einem starken selektiven Druck beein-
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flusst. Dieser fiihrt einerseits in wenigstens einem der trunkierten APC-Allele zur Erhal-
tung der ersten 20 AS Wiederholung, ldsst aber anderseits in keinem Allel SAMP repeats zu
[50]. Dieses Modell ist kompatibel mit der Beobachtung, dass ein durch RNA-Interferenz-
vermittelter Verlust des trunkierten APC-Proteins einen Proliferationsnachteil fiir die be-
troffenen Zellen nach sich zieht [76]. Zudem erleben Tiere des Mausmodells APC638T it
trunkierender Mutation in der AS 1638 in beiden Allelen des APC-Gens, welche den ers-
ten SAMP repeat enthilt, ohne die Entstehung von KRK ihr gesamtes erwachsenes Leben
(I77) und Abbildung [3.3). FAP-Patienten mit einer trunkierenden Mutation vor der ersten
20 AS Wiederholung neigen dazu, im zweiten Allel ebenfalls eine trunkierende Mutation
zu erleiden, welche sich dann innerhalb des oben beschriebenen Bereiches befindet. Hin-
gegen zeigen FAP-Patienten mit Mutationen innerhalb der MCR zumeist eine LOH [50].
Die B-CATENIN-regulatorische Funktion, welche von CID ausgeht, wird von N-terminalen
Fragmenten, welche die CID nicht enthalten, inhibiert. Entsprechend gibt es hier ebenfalls
einen Selektionsdruck, der zum Verlust dieser Doméne in wenigstens einem der beiden
APC-Allele fiihrt [53].

KRK heben durch die APC-Trunkierung ihre Fahigkeit, die B-CATENIN-Protein-
konzentration zu regulieren, nicht vollstindig auf. Sie sind vielmehr in der Lage, den
Wnt-Signalweg konstitutiv aktiviert zu belassen, aber dennoch kein iiberschiefendes Wnt-
Signal zu generieren, welches einen selektiven Nachteil hervorrufen wiirde (just right si-
gnaling, [78]). Mutationen im APC-Gen fithren zu einer weniger effizienten 3-CATENIN-
Degradation und verlangern die Halbwertszeit von 3-CATENIN von circa 50 Minuten auf
etwa 3 Stunden [79)]. Dies zieht deutlich hohere zelluldre Konzentrationen von 3-CATENIN
nach sich. Experimentell konnte gezeigt werden, dass RNA-Interferenz des trunkierten APC
zu einer weiteren Erhohung dieser Konzentration fiihrt und einen Wachstumsnachteil in
vitro und in vivo nach sich zieht [7§].

APC-trunkierende Mutationen fithren sowohl im APC™™ als auch im APC!638T Maus-
modell zu chromosomaler Instabilitidt. Fodde et al. [80] haben beschrieben, dass durch die
APC-Mutation die Interaktion von APC mit EB1 unterbrochen wird (siehe auch Abb.
. In embryonalen Stammzellen der angesprochenen Mausmodelle ist EB1 nicht wie in
wildtypischen Zellen am Kinetochor lokalisiert, was impliziert, dass Volllingen-APC fiir
diese Lokalisierung notwendig ist. Bereits die Expression von nur einem trunkierten APC-
Allel in Hek293-Zellen kann einen dominant-negativen Effekt auf mitotische Zellzyklusar-
retierung nach Spindelfaserfehlzuordnungen haben und so einen CIN-Phénotyp ausldsen
[67, [81]. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass APC-Trunkierungen demnach auch im Men-
schen CIN verursachen, deren Auswirkungen jedoch zunichst noch durch die Wirkung des
Tumorsuppressors pb3 grofteils unterdriickt werden kénnen.

Auch das Migrationsverhalten von Epithelzellen wird duch APC gesteuert (siche Seite
und APC-Mutationen stéren die gerichtete Migration in vielen Modellsystemen [82].

Bereits heterozygote Systeme zeigen Fehler bei der gerichteten Zellmigration ohne eine
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Beeinflussung der Geschwindigkeit und Motilitat [82]. Migrationsdefekte in APC-mutierten
KRK-Zelllinien werden haufig durch die APC-Interaktion mit ASEF1 und die dadurch
gesteuerte Zytoskelett-Reorganisation erklart. Da ASEF1 jedoch nahe des N-Terminus von
APC bindet, ist die Interaktion auch bei N-terminalen APC-Fragmenten vorhanden und
folglich sollte ein Effekt hier durch eine veriinderte Regulation erfolgen (siehe Abb. [B.3).

3.6 Das Protein Myc

Sowohl die Mutation von APC als auch andere, hdufig in kolorektalen Karzinomen auftre-
tende Mutationen wie beispielsweise in KRAS oder PI3K haben die Gemeinsamkeit, dass
durch sie die MY C-Proteinmengen ansteigen [73]. Das Protein Myelocytomatosis Viral On-
cogene Homolog (MYC) ist ein Transkriptionsfaktor, der in den meisten humanen Tumoren
iiberexprimiert wird. Neben den bereits beschriebenen (siehe Seite Signalwegsmuta-
tionen konnen auch Amplifikationen des MYC-Gens (bei Magenkarzinomen) oder Trans-
lokationen zu einer Uberexpression von MYC fiihren. Translokationen des MY C-Gens sind
haufig in leukdmischen Tumorerkrankungen zu finden. Der open reading frame (ORF) des
MYC-Gens gelangt hierbei unter die Kontrolle eines stark aktiven Promotors wie beispiels-
weise dem T-Zell-Rezeptor bei akuten Leukdmien oder des Immunglobulin-Promotors in
Burkitt-Lymphomen [83] 84]. Kolorektale Tumore sind von der Uberexpression von MYC
abhéngig: Die Deletion des MYC-Gens in Mausmodellen kolorektaler Karzinome, ausgelost
durch APC-Verlust, fiihrt zur Regression entstandener Tumore [85]. Neben der Regulation
des MYC-Proteins durch Beeinflussung der MYC-mRNA ist auch extensiv die Beeinflus-
sung von MY C-Proteinmengen durch Regulation der MYC-Degradation gezeigt. MY C wird
nach Ubiquitinierung, beispielsweise durch die Ubiquitin-E3-Ligase FBXW7, proteasomal
degradiert. Die FBXW7-abhéngige Degradation von MYC wird durch Phosphorylierung
der AS S62 eingeleitet. P-S62 MYC wird anschliefsend durch GSK3 erkannt, welches MYC
wiederum an T58 phosphoryliert. Nach Dephosphorylierung von S62 durch PP2A wird
MYC schlieflich als Substrat von FBXW7 erkannt und ubiquitiniert [86]. Ubiquitiniertes
MY C kann von USP28 deubiqutiniert und so vor der proteasomalen Degradation bewahrt
werden. Sowohl eine Uberexpression von USP28 als auch FBXW7-Mutationen fithren somit
zu einer Akkumulation von MYC. Beides ist fir KRK beschrieben worden [87, [88].

MYC entfaltet seine Wirkung durch die Modulation von Genexpression. Hierfiir bin-
det es an DNA-Sequenzen mit der Konsensus-Sequenz CACGTG (Ebox). Zusammen mit
Dimerisierungspartnern wie MAX (MY C-activated-protein X) beeinflusst MYC die Ak-
tivitdt von Promotoren. Die Affinitdt, mit der MYC an verschiedene Promotoren bin-
det, unterscheidet sich hierbei fiir unterschiedliche Gene. Promotoren mit hoher Affini-
tdt zu MYC werden bereits bei sehr niedrigen zelluliren MYC-Proteinmengen besetzt.
DNA-Sequenzen mit geringer Affinitédt zu MYC bediirfen entsprechend héherer MYC-

Konzentrationen um besetzt, und damit von MYC beeinflusst zu werden. Wenn es zu
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Abbildung 3.4: Proteasomale Degradation von MYC (aus [86])
Die proteasomale Degradation von MYC wird durch Phosphorylierung des AS-Restes S62 durch die Kinase
ERK eingeleitet. Diese Phosphorylierung macht den Rest T58 zu einem Substrat fiir GSK3; Es kommt zu

Ubiquitin

einer Phosphorylierung des Selben. Die Peptidyl-Prolyl cis-trans Isomerase PIN1 isomerisiert daraufhin das
MY C-Peptidriickgrat. MYC wird nun von der Phosphatase PP2A als Substrat erkannt und an S62 wieder
dephosphoryliert. Das so modifizierte MYC kann in der Folge von der Ubiquitinligase FBW7 ubiquitiniert
und anschlieffend proteasomal degradiert werden.
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einer sehr starken Aktivierung des MY(C-Gens kommt, werden schliefflich auch Promo-
toren mit nicht-Konsensussequenzen von MYC besetzt. Dies ist beispielsweise bei onko-
gener Aktivierung, aber auch physiologischen Prozessen wie der exponentiellen Expansi-
on aktivierter Lymphozyten der Fall [89-91]. Im Komplex mit DNA-gebundenem MIZ1
(MY C-interacting zinc finger 1) reprimiert MYC die Expression von Genen. Die Bedeu-
tung des MY C-Proteins fiir kolorektale (und andere) Karzinome wird bei der Betrachtung
der typischerweise mutierten Gene deutlich: KRK erhéhen nicht nur durch Mutationen im
Wnat-Singalweg (siehe die zelluldren MY C-Konzentrationen sondern auch durch andere
Mutationen, beispielsweise in den Genen SMAD/, ARID1A und FBWX?7 [73].

Das Potential einer MY C-Inhibition konnte in mehreren genetischen Modellen gezeigt
werden und es wurden zahlreiche Versuche unternommen, das Protein direkt oder indi-
rekt zu inhibieren [85, [92] 93]. Eine direkte Inhibition hat sich auch nach jahrzentelangen
Versuchen als schwierig erwiesen. Da das MYC-Protein eine grofse Interaktionsfliche zu
seinen Dimerisierungspartnern wie MAX hat und als Transkriptionsfaktor kein definiertes
aktives Zentrum besitzt, wurde das Protein gemeinhin als undruggable (nicht-inhibierbar)
eingestuft [94]. Einer der wenigen erfolgreich entwickelten direkten MY C-Inhibitoren ist
das Molekiil 10058-F4, dass die Interaktion von MYC und MAX inhibiert [95]. Folgen-
de Studien konnten jedoch nur eine geringe Effektivitdt in wvivo aufzeigen [96]. Einen
weiteren Weg, MYC zu inhibieren stellen indirekte Strategien, wie die Destabilisierung,
Transkriptions- oder Translationsinhibition des Proteins dar. BRD4 ist ein transkriptio-
neller Koaktivator des MY (C-Gens und eine Inhibition fiihrt zu einer Reduktion zelluldrer
MY C-Proteinkonzentrationen [97, 98]. Eine Moglichkeit, das MY C-Protein in Neuroblasto-
men zu destabilisieren ist die Inhibition seines Interaktionspartners Aurora-A. Die Interak-
tion verhindert eine proteasomale Degradation des Proteins. Die Inhibition von Aurora-A
mit MLN8054 hebt diese Interaktion auf und fithrt so zur Destabilisierung des Proteins
[99, 100]. Ein weiterer Ansatzpunkt fiir eine indirekte Intervention mit MY C-Aktivitat ist
die Inhibition der Ubiquitin-Ligase HUWEL [I01]. Diese ist in KRK fiir den Abbau von
MIZ-1 essentiell und folglich kommt es durch HUWEI1-Inhibition zu einer Akkumulati-
on von MIZ-1. In der Folge werden MY C-Zielgene inhibiert und MY C-abhéngige Zellen

werden an weiterer Proliferation gehindert [101].

3.7 Proteintranslation und ER-Stress

Proteintranslation ldsst sich in drei Schritte unterteilen, Initiation, Elongation und Termi-
nation. Im Folgenden soll dieser Prozess kurz erlautert werden.

Die Translationsinitiation ist unter den meisten Umsténden der limitierende Schritt der
Translation [102]. Sie beginnt mit der Rekrutierung der 40S ribosomalen Untereinheit an
die 5'untranslatierte Region (5’'UTR) der mRNA [103]. Diese Reaktion wird durch Proteine
der eukaryotic initiation factor Familie 4 katalysiert: Zunichst bindet elF4E an die CAP-
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Struktur (5’-5" Phosphodiesterbindung des terminalen Guaninnukleotids) der mRNA. Dies
erlaubt die Bindung von elF4A, welches Sekundérstrukturen innerhalb des 5’"UTRs mittels
seiner Helikasefunktion auflést. Die Proteine elF4B und elF4H vermitteln ein Scannen der
mRNA durch die kleine ribosomale Untereinheit, bis diese das Startcodon erreicht. Es folgt
eine durch elF3-vermittelte Bindung des ternéren Faktors elF2-GTP-Met-tRNA, gefolgt
von durch elF5 katalysierter Hydrolyse des GTP. An elF5 gebundenes elF2-GDP dissoziiert
und die Elongation beginnt nach der Rekrutierung der 60S ribosomalen Untereinheit [104].

Der dissoziierte Faktor elF5-elF2-GDP wird durch die elF5-Dissoziations- und guanine
nucleotide exchange (GEF)-Funktionen von elF2B wieder zu GTP-elF2B recycled, was ei-
ne erneute Rekrutierung von Met-tRNA und anschliefsende Translationsinitiation erlaubt.
Unter Bedingungen von physiologischem Stress, beispielsweise nach einer viralen Infektion
oder der Akkumulation von fehl-gefalteten Proteinen im endoplasmatischen Retikulum, er-
folgt eine Phosphorylierung der o-Untereinheit von elF2 an S51 durch die Kinase PERK.
So phosphoryliertes elF2 ist ein kompetitiver Inhibitor von elF2B und vermindert die glo-
bale Translationsrate unter Stressbedingungen [104]. Die Translation einiger Proteine, wie
beispielsweise acivating transactivation factor 4 (ATF4) erhoht sich jedoch unter diesen
Bedingungen [105], 106]. Dies wird durch die Prisenz von upstream open reading frames
(uORF) innerhalb des 5’'UTR der ATF4-mRNA ermdglicht. Diese reprimieren die Trans-
lation des Proteins unter physiologischen Bedingungen und unter ER-Stress-Bedingungen
wird der ORF des Proteins durch sogenanntes leaky scanning oder Reinitiation verstarkt
translatiert [107].

Die 5’ CA P-Struktur wird bei den allermeisten Proteinen zur Translationsinitation wie
oben beschrieben herangezogen. Es gibt jedoch auch internal ribosome entry sites (IRES),
die eine Bindung der kleinen ribosomalen Untereinheit und sich anschlieffende Transla-
tionsinitation unabhingig von der CAP-Struktur erlauben [I08]. Diese Strukturen sind
hauptséchlich als virale Elemente beschrieben, jedoch gibt es sie auch natiirlich vorkom-
mend in den 5’UTRs einiger humaner mRNAs, darunter der MYC-mRNA [109] 110]. Die
durch das MYC-IRES-Element vermittelte Translation ist e[F4E-unabhéngig und eIF4G-
abhingig.

3.8 Synthetische Letalitat

Synthetisch Letal beschreibt die Abhiingigkeit des Uberlebens einer Zelle (oder Organis-
mus) von der Wirkung mindestens eines aus einer Gruppe von zwei oder mehr Genen.
Daraus folgt, dass der Funktionsverlust eines der beiden Gene verkraftbar ist, bzw. durch
die Funktion des anderen Gens kompensiert werden kann (vergl. Abb. [3.5). Die erste do-
kumentierte Beobachtung dieses Phinomens gelang dem amerikanischen Genetiker Calvin
Bridges im frithen 20. Jahrhundert. Er stellte fest, dass zwei Populationen der Fruchtfliege

D. Melanogaser mit nicht-allelischen Genen nicht in der Lage sind, vitale Nachkommen zu
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Gen 1 Gen 2

WT WT —>» \Vital
WT Mut —» \Vital
Mut WT —» \Vital
Mut Mut —_— Letal

Abbildung 3.5: Synthetische Letalitit
Bei einem synthetisch letalen Zusammenhang kann ein Organismus oder eine Zelle die Mutation eines
Genes (Mut Gen 1 oder Mut Gen 2) kompensieren und ist dennoch vital, sofern das andere Gen funktionell

(wildtypisch WT) ist. Bei einer Mutation beider Gene hingegen kommt es zu einem letalen Phénotyp.

erzeugen, obwohl keine der beiden Einschrankungen in ihrer Vitalitdt aufweisen [111} 112].
Dieser Zusammenhang wurde erst 20 Jahre spiter mit dem Begriff synthetisch letal be-
schrieben [I13].

Das beschriebene Konzept kann auch fiir die Suche nach neuen therapeutischen Ziel-
strukturen bei KRK herangezogen werden, bei denen die Funktionen eines oder sogar meh-
rerer Gene bereits durch Mutationen gestort sind (siehe. So konnte z.B. gezeigt werden,
dass Zellen mit hohen MY C-Konzentrationen abhingig von der Kinase ARKS5 sind. ARK5
steuert die mitochondriale Respiration und Proteinsynthese iiber Regulation des Ener-
giesensors AMPK. In Zellen mit hohen MYC-Proteinmengen hat diese Regulation eine
essentielle protektive Wirkung - ein Knockdown von ARKSH fiithrt zu einer Energiedepletion
und schliefslich zu Apoptose, wihrend Zellen mit niedrigeren MY C-Proteinkonzentrationen
weniger abhangig von der Funktion dieses Proteins sind [I14]. In KRK spielt die Hochre-
gulation von MYC eine herausragende Rolle, weshalb diese Erkenntnis Hoffnungen auch
auf therapeutische Nutzbarkeit weckt.

Weitere synthetisch letale Zusammenhinge wurden fiir die Aktivitdt von p-CATENIN
von KRK-Zelllinien und Zellen mit mutiertem KRAS gezeigt [115], [116]: Solche Zellen, die
beispielsweise durch eine Mutation im Wnt-Signalweg eine hohe Aktivitit von f-CATENIN
haben, sind abhéingig von dem Transkriptionsregulator YAP1 und den beiden antiapopto-
tischen Genen BCL2L1 und BIRC5 (SURVIVIN). Zellen mit KRAS-Mutationen zeigen
sich sensitiv gegeniiber Inhibition der Kinase STK33.

Einige Erkenntnisse iiber synthetisch letale Interaktionen befinden sich bereits auf dem
Weg in die klinische Anwendung, wie Beijersbergen et al. [L17] berichten: Wahrend durch
BRAF-Inhibition in Melanomen in klinischen Studien therapeutische Erfolge gezeigt wer-
den konnten, blieb die gleiche Herangehensweise bei KRK mit BRAF V600E-Mutation
hinter den Erwartungen zuriick [I18, I19]. Prahallad et al. [I20] haben einen synthetisch

letalen Screen durchgefiihrt, in dem die Autoren nach synthetisch letalen Interaktionen mit
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BRAF-Inhibition in humanen Zellen suchten, die gegen diese Inhibition resistent waren.
In diesem Screen konnte eine synthetisch letale Interaktion von BRAF-Inhibition in Zellen
mit V600E Mutation zusammen mit der Inhibition des epidermal growth factor receptor
(EGFR) festgestellt werden. Die Inhibition von BRAF in KRK mit V600E Mutation fiihrt
zu einem starken, FGFR-Abhéngigen Feedback-Mechanismus, der die Resistenz der Zellen
vermittelt. In der Folge wurden erfolgreiche klinische Studien durchgefiihrt, die eine Duale
Inhibition von EGFR und BRAF in KRK testeten [121]. Dieses Beispiel demonstriert, dass
mit shRNA-Libraries durchgefiihrte synthetisch letale Screens in der Lage sind Interak-
tionen zu identifizieren, die zu neuartigen Behandlungsstrategien bei Krebserkrankungen

fihren kénnen.
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3.9 Zielsetzung der Arbeit

Wie einleitend dargestellt, sind kolorektale Tumore in der Regel APC-mutiert und von
der Aktivitdt des Proteins MYC abhingig. Im Rahmen dieser Arbeit soll die potentielle

therapeutische Nutzbarkeit dieser beiden Fakten beleuchtet werden:

i) Synthetisch letale Interaktionen mit APC-Mutationen

APC-Mutationen konnen trotz ihrer sehr zuverlissigen Prasenz in KRK bisher nicht
direkt fiir Therapien nutzbar gemacht werden. Es sollten daher Gene identifiziert werden,
von denen Zellen mit diesen Mutationen abhingig sind. Um dieses Ziel zu erreichen, soll-
te eine KRK-Zelllinie hergestellt und charakterisiert werden, die doxyzyklinabhéngig ein
Vollldingen-APC Allel exprimiert. Diese, normalerweise APC-mutierte Zelllinie sollte an-
schliefend in einem shRNA-screen genutzt werden, um shRNAs zu identifizieren, auf die
die Zelllinie mit und ohne Expression des FL-APC Allels mit einer differentiellen Vitalitét
reagiert. Gefundene shRNAs, die einen synthetisch letalen Phénotyp hervorrufen, sollten
im Anschluss validiert werden und ein Modell gefunden werden, dass diese differentiellen
Effekte erklart.

ii) Translationale Inhibition von MYC

Die meisten in KRK gefundenen Mutationen fiihren zu erhéhten, onkogenen MYC-
Proteinkonzentrationen und KRK sind von der starken Expression dieses Faktors abhéngig.
Zahlreiche Versuche einer direkten Inhibition der MY C-Aktivitdt haben sich als vergeblich
herausgestellt, und so sind es, wie eingangs dargestellt, indirekte pharmakologische Ansét-
ze, die derzeit erhoffen lassen, dass eine effiziente Reduktion der MYC-Proteinmengen in
KRK moglich ist. Ausgangspunkt dieses Teils der vorliegenden Dissertation ist die iiber-
raschende Beobachtung, dass der duale Inhibitor BEZ235 zu einer Erhohung der MYC-
Proteinkonzentration in zahlreichen KRK Zelllinien fiihrt. Dies ist unerwartet, weil BEZ235
durch die Inhibition von PISK und mTORCI einerseits den Abbau von MYC durch Ak-
tivierung der Kinase GSK3 erhéht und andererseits durch mTORC1-Inhibition die Pro-
teinsynthese von MYC verringert werden sollte. In vorangegangenen Arbeiten konnte ein
Riickkopplungsmechanismus aufgedeckt werden, der von AKT ausgehend FOXO-abhéngig
den MAPK-Signalweg aktiviert und so zu einer Verstdrkung der MYC-Expression fiihrt.
Ziel dieses Teils ist es, diesen unerwarteten Effekt weiter zu untersuchen und auf den ge-
fundenen Ergebnissen basierend eine andere erfolgversprechende Strategie zur Reduktion

der MY C-Proteinkonzentrationen zu finden.
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Ergebnisse synthetisch-letale APC-Interaktionen

4.1 Generierung einer FL-APC-induzierbaren Zelllinie

Um einen shRNA-screen auf synthetisch letale Interaktionen mit dem Verlust von vollstén-
digem APC (full length-APC, FL-APC) durchfiihren zu kénnen, wurden zunéchst SW480
Kolonkarzinomzellen hergestellt, die doxyzyklinabhéngig FL-APC exprimieren. SW480 Zel-
len wurden herangezogen, da diese ein trunkiertes APC-Allel tragen und einen Verlust des
zweiten Allels aufweisen. Zudem konnte von diesen Zellen bereits gezeigt werden, dass sie
in der Lage sind Klone hervor zu bringen, die das vollstdndige APC-Allel stabil exprimieren
kénnen und dabei vital bleiben [122]. Fiir die Generierung der gewiinschten Zelllinie waren
drei Schritte notwendig:

(1) Herstellen einer Tet-ON Zelllinie, die den Tet-Transaktivator konstitutiv exprimiert:
SW480 Zellen wurden hierfiir mittels Lipofektamin (siehe mit dem Plasmid pTET-
ON transfiziert und mit Geneticin selektioniert. Im Anschluss wurden mit Hilfe von Klonie-
rungsringen Einzelklone gewonnen (Siehe Abb. a) und [8.10.8). Mit einem Reportergen-
assay wurden die generierten Tet-ON Zellen auf ihre Fahigkeit getestet, doxyzyklinabh&n-
gig einen pTRE-Luc Reporter zu aktivieren. Bei der Auswahl der im weiteren verwendeten
Zelllinie wurde ein Klon gewé&hlt, der neben einer unauffilligen Morphologie im Vergleich
zu der Ausgangszelllinie (nicht gezeigt) auch eine gute Induzierbarkeit und eine geringe
Basalinduktion gezeigt hat (Abb. b).

(ii) Herstellen eines Plasmides mit FL-APC unter der Kontrolle des TET-Promotors
(siche [8.9.8): Das APC-Gen wurde aus dem Vektor pSAR-MT-APC (Addgene-Plasmid
16487) durch Restriktionsverdau mit BamHI gewonnen und das 8487 bp lange APC-Gen
durch Agarosegelektrophorese isoliert. Der Vektor pTRE2-Pur wurde ebenfalls mit BamHI
inkubiert und der geschnittene Vektor von 2605 bp Lénge isoliert. Der gewonnene Vektor
und das APC-Gen wurden anschliefend ligiert, in XL1-Blue transformiert und die Plasmid-
DNA nach erfolgter Validierung pripariert.

(iii) Transfektion der in (i) hergestellten Zelllinie SW480-pTET-ON mit dem in (ii)
hergestellten Plasmid pTRE-APC: Analog dem Vorgehen in (i) wurde die Zelllinie SW480-
pTet-ON aus (i) mit dem Plasmid pTRE-APC aus (ii) transfiziert und Einzelkone gewon-
nen (siehe Abb. a). Ein morphologisch unauffélliger Klon zeigte in einer quantitativen
Realtime-PCR eine Induktion der APC und Reduktion der AXIN2 mRNA. AXINZ ist ein
Wnt-Zielgen und dient hier als Indikator fiir eine erfolgreiche FL-APC-Rekonstitution. Der
hergestellte Klon wurde im Folgenden eingehender untersucht. In einer Konzentrationsreihe
mit variablen Mengen zugegebenen Doxyzyklins zeigte der Klon nach 48 h eine Induktion
der APC mRNA und Reduktion der AXIN2 mRNA ab einer Konzentration von etwa 50

27
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Abbildung 4.1: Herstellung einer SW480-TetOn Zelllinie

a) Schematische Darstellung der Herstellung der Zelllinie SW480-pTet-On. b) Luziferaseexpression der

hergestellten Zelllinie im Tre-Luc Reportergenassay. ¢) Mechanismus der Tet-induzierten Genexpression.
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ng/ml Doxyzyklin im Zellkulturmedium (Abb. b). Bei einer Doxyzyklinkonzentration
von 500 ng/ml wurde die APC mRNA auf das etwa vierfache des Ausgangswertes erhoht.
Die von Faux et al. [122] generierte konstitutiv FL-APC exprimierende Zelllinie (MF-APC)
wurde fiir dieses Experiment als Referenz genutzt. Sie hatte in etwa die zweifache Menge
APC mRNA im Vergleich zu der nicht induzierten Zelllinie pTRE-APC. Die Menge A XIN2
mRNA betragt in dieser Zelllinie 17% gegentiber pTRE-APC Zellen. Eine Induktion der
hergestellten Zelllinie reduzierte die AXIN2 mRNA auf 25% des Ausgangswertes. Bei ei-
ner Inkubation der hergestellten, induzierbaren Zelllinie mit 500 ng/ml Doxyzyklin konnte
festgestellt werden, dass im Immunoblot FL-APC nachweisbar ist und bereits nach vier
Stunden die zelluldre 3-CATENIN Konzentration stark reduziert ist (Abb. ¢). Nach
24 h hat die B-CATENIN Konzentration eine deutlich geringere Konzentration erreicht,
als bei nicht-induzierten Zellen vorhanden ist. Dieser Effekt hilt auch nach vier Tagen
kontinuierlicher APC-Induktion an. Eine Untersuchung der beiden Wnt-Zielgene A XIN2
und MYC zeigte ebenfalls die erwartete Reduktion {iber den gesamten Versuchszeitraum.
Diese Daten sind konsistent mit der Hypothese, dass durch die von Doxyzyklin induzierte
FL-APC-Restauration die Aktivitdt des Wnt-Signalweges reduziert wird.

Um diese Vermutung weiter zu validieren wurde eine Transkriptomsequenzierung (RNA-
Seq) von induzierten und nicht-induzierten Zellen durchgefiihrt. Differentiell exprimierte
Gene wurden mit DESeq2 analysiert und so eine Liste mit der durch FL-APC-Expression
induzierten differentiellen Genexpression generiert. Diese ist auf einer Log2-Skala so de-
finiert, dass durch APC-Restauration induzierte Gene einen positiven Wert haben (Siehe
Gleichung[4.1)). Die vollstéindige Liste ist im elektronischen Anhang dieser Arbeit enthalten.

10g2FC = log, ( FL-APC (DOX) )

TR-APC (ETOH) (4-1)

Unter den mit einer False Discovery Rate (FDR) von < 0,05 differentiell regulierten
Genen befinden sich unter Anderen die Wnt-Zielgene APC, MYC, LEF1 und AXIN2 (Siehe

Tab. .

Gen ‘ log2FC ‘ g-Wert

APC 1,82 | 2,84E-02
MYC | 1,52 | 327E-08
LEF1 | -088 | 3,52E-2

AXIN2 | 0,70 | 2,71E-2

Tabelle 4.1: Regulation von APC und Wnt-Zielgenen im RNA-Seq (n=3)

Die generierte Liste mit log2FC wurde als néchstes verwendet, um eine Geneset En-
richment Analysis (GSEA) durchzufiihren. Als vergleichende Sammlung Gensets diente
hierbei C2 der Molecular Signatures Databasel In dieser Sammlung befinden sich Gensets,

deren Gene durch genetische oder chemische Manipulationen differentiell reguliert sind, so-
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Abbildung 4.2: Die Expression von FL-APC reguliert Wnt-Zielgene
a) Schematischer Ablauf der Herstellung der Zelllinie SW480 pTRE-APC. b) gRT-PCR Messung von APC
(Inkludiert die endogene, mutierte mRNA) sowie des Wnt-Zielgens AXIN2 nach 48 h Inkubation mit den
angegebenen Mengen Doxyzyklin (n=2). ¢) Immunoblot von APC, sowie 3-CATENIN nach Inkubation
mit den angegebenen Zeiten mit 500 ng/ml Doxyzyklin (n=1). d) qRT-PCR Messung der RNA von APC,
sowie den Wnt-Zielgenen AXIN2 und MY C nach Inkubation von 500 ng/ml Doxyzyklin mit den angegeben
Zeiten (n=3). In den qRT-PCRs sind jeweils Mittelwert +/- SD (Standardabweichung) dargestellt.
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Genset NES | FDR Referenz
SANSOM_APC_TARGETS DN 1,79 | 0,016 Sansom et al. [123]
FEVR_CTNNB1_TARGETS UP 1,69 | 0,003 Fevr et al. [124]

YU MYC_ TARGETS DN 1,89 | 0,004 Yu et al. [125]
WILLERT WNT SIGNALING -1,59 | 0,228 Willert et al. [126]
FEVR_CTNNB1 TARGETS DN 1,38 | 0,023 Fevr et al. [124]
SCHUMACHER_MYC_TARGETS_UP | -1,87 | 0,023 | Schuhmacher et al. [127]

Tabelle 4.2: Regulation von APC und Wnt-Zielgenen im RNA-Seq
GSEA der durch FL-APC regulierten Gene nach 48 h Induktion mit 500 ng/ml Doxyzyklin (n=3)

wie Gensets, die aus in Signalwegen vorhandenden Genen der Datenbanken KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), BioCarta und Reactome bestehen.

Unter den gefundenen Gensets befinden sich mit einem positiven Normalised Enrich-
ment Score (NES) solche Sets, deren Gene mit durch FL-APC Expression verstarkt expri-
mierten Genen korreliert sind. Hierunter sind mit einer FDR von < 0,25 die Gensets SAN-
SOM_APC_TARGETS_DN, FEVR_CTNNB1_TARGETS UP und YU_MYC_TARGETS-
_DN (siehe Tab. 4.2] 1-3 und [123}125]).

Im Genset SANSOM APC_ TARGETS DN sind Gene, die nach akuter CRE-LOX in-
duzierter, Kolon-spezifischer APC-Deletion im Mausmodell reprimiert werden. FEVR,_ -
CTNNB1_TARGETS_UP beinhaltet Gene, die in dem Mausmodell villin-creERT2-3-CA-
TENIN-/19% nach Zugabe von Tamoxifen Kolon-spezifisch verstirkt exprimiert werden und
YU _MYC_TARGETS DN beinhaltet Gene, welche nach Aktivierung von MYC-ER (ein
MY C-Estrogenrezeptor Fusionsprotein) mit Tamoxifen reprimiert werden. Wenn MYC in-
aktiviert wird, kommt es folglich zu einer Aktivierung dieser Gene [124, 125]. Es konn-
ten also Gensets gefunden werden, deren Gene durch Beeinflussung von APC, dem Wnt-
Signalwegsmediator 3-CATENIN und dem Wnt-Zielgen MY reguliert werden und die-
se Gene sind mit einem positiven log2FC nach APC-Induktion korreliert (siehe Tab.
4-6). Mit einer Repression nach APC-Induktion korreliert sind Gene von Gensets mit
einem negativen NES. Hierunter fallen die Gensets WILLERT WNT SIGNALING, FE-
VR_CTNNB1_TARGETS DN und SCHUMACHER MYC_ TARGETS UP [124, 126| 127].
Die Gene des Gensets WILLERT WNT _SIGNALING sind solche, die nach Stimulation der
pluripotenten, embryonalen Karzinomzelllinie NCCIT mit WNT3A verstirkt exprimiert
werden [126].

FEVR CTNNB1_ TARGETS DN ist das zu FEVR_CTNNB1 TARGETS UP komplemen-
tdre Genset: Es enthélt Gene, welche nach 3-CATENIN Deletion reprimiert werden. Das
Genset SCHUMACHER,_MYC_ TARGETS UP schlieflich beinhaltet Gene, welche durch
MYC-Expression in einem Tet-System exprimiert werden [127]. Alle hier beschriebenen
Korrelationen sind kompatibel mit der Hypothese, dass sich durch die Expression von FL-
APC das Expressionsprofil der generierten Tet-APC Zelllinie global so veréndert, wie es

nach einer Inaktivierung des Wnt-Signalweges erwartbar ist.
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Nach Manipulationen des Wnt-Signalweges wurden bereits die Ausprigung zahlreicher
zelluldrer Phénotypen beschrieben, darunter verdnderte Proliferation, Migration, Differen-
zierung (siehe und anchorage independent growth. Letzteres beschreibt die Unabhén-
gigkeit von Zellen von Uberlebenssignalen der extrazelluliren Matrix, wie beispielsweise
Fokal Adhesion Kinase-vermittelter Repression von p53 [128]. Im Folgenden wurden fiir
eine weitere Charakterisierung der generierten Zelllinie Versuche zur Beschreibung von ver-
andertem Proliferations- und Migrationsverhaltem, sowie anchorage independent growth
durchgefiihrt. Interessanterweise konnte kein proliferativer Nachteil der FL-APC induzier-
ten Zellen gegeniiber nicht induzierten Zellen festgestellt werden (Abb. a). Auch bei
langerer Inkubation des Allels konnte in einer kumulativen Wachstumskurve kein signifikan-
ter Unterschied zwischen induzierten und nicht-induzierten Zellen gezeigt werden (Abb.
b). Wenn die Zellen jedoch daran gehindert werden, an die Zellkulturschale zu adherieren
andert sich dies jedoch: Nicht induzierte Zellen sind in der Lage in Methylzellulosesuspen-
sion 50 Kolonien pro 1000 ausgesiter Zellen hervorzubringen. Bei zeitgleicher Induktion
des FL-APC Allels mit dem Aussden der Zellen jedoch entstehen nur 20 Kolonien. Bei
einer Quantifizierung der Grofse der entstandenen Kolonien stellte sich zudem heraus, dass
FL-APC exprimierende Zellen, welche ein dreidimensionales Wachstum initiieren kénnen,
signifikant kleinere Kolonien hervorbringen. Diese Beobachtungen sind kompatibel mit in
der Literatur beschriebenen Ergebnissen [129]

Das Migrationsverhalten der generierten Zelllinie wurde im Boyden- Chamber Versuchs-
aufbau untersucht. Hierbei werden Zellen auf eine perforierte Oberfliche ausgesit. Medium
wird sowohl oberhalb als auch unterhalb der Oberfliche zugegeben, wobei durch unter-
schiedliche Konzentrationen von Fotalem Kélberserum (FKS) ein Stimulus fiir die Zellen
hergestellt wurde durch die Poren der Oberfliche zu migrieren (siehe [8.10.12)). Nach 12 h
Inkubationszeit wurden die migrierten Zellen induzierter und nicht induzierter Zellen ge-
zahlt. Hierbei stellte sich heraus, dass mehr FL-APC exprimierende Zellen migriert waren
(Abb. [4.3]f). Dies korreliert mit in der Literatur beschriebenen Beobachtungen, nach denen
die gerichtete Migration von Zellen durch APC-trunkierte Mutation gestort ist ([82], vergl.

Diskussion).

4.2 shRNA-Screen auf synthetisch letale APC-Interaktionen

Die im KRK héufig auftretenden Mutationen des APC-Proteins sind derzeit keiner direk-
ten pharmakologischen Intervention zugénglich (siehe . In der generierten Zelllinie mit
induzierbarem FL-APC sollte daher ein shRNA-Screen durchgefithrt werden, um synthe-
tisch letale Interaktionen mit dem Verlust von FL-APC zu finden. In dieser Arbeit wurde
zu diesem Zweck die Decipher shRNA |[Library Modul 1] verwendet. Diese Virusbibliothek
besteht aus 27.500 shRNAs, die mit 5.000 verschiedenen Ziel-mRNAs interferieren. Es gibt
also eine Redundanz von circa 5-6 shRNAs pro Zielgen innerhalb der Bibliothek. Modul 1


https://www.cellecta.com/products-services/cellecta-pooled-lentiviral-libraries/decipher-shrna-libraries/
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Abbildung 4.3: Expression des FL-APC Allels beeinflusst gerichtete Migration, anchorage
independent growth, aber nicht die Proliferation von SW480-pTRE-APC Zellen

a) Kristallvioletfirbung nach vier Tagen Induktion (rep. Bsp. n=3) b) Kumulative Wachstumskurve:
500.000 Zellen wurden auf 10 cm Zellkulturschalen ausgesit und alle drei Tage gesplittet, gezéhlt und
erneut ausgesit. Die kumulative Zellzahl wurde fiir die dargestellten Zeitintervalle berechnet (n=3). c)
Reprisentative Zellkolonien im anchorage independent growth-Versuch. d) Quantifizierung der Anzahl und
Grofe der entstandenen Kolonien aus c) (n=3). e) Représentative mikroskopische Aufnahme migrierter
Zellen im Boyden-Chamber Assay. Die Zellen migrierten entlang eines Fetalen Kélberserum (FKS) Gradi-
enten (1-10 % FKS). f) Quantifizierung migrierter Zellen aus e). In den Ergebnissen dargestellt sind jeweils
Mittelwert +/- SD. Die Induktion des FL-APC Allels erfolgte jeweils zum Versuchsbeginn mit 500 ng/ml
Doxyzyklin im Medium (n=3).
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der Bibliothek wurde ausgewéhlt, da dieses bevorzugt pharmazeutisch inhibierbare, sowie
Signalwegs-Gene enthilt.

Zunichst wurden Viruspartikel mit dem Library-Plasid pRSI9 hergestellt und SW480
pTRE-APC mit einer MOI (multiplicity of infection) von 0,6 - 0,7 infiziert (Abb. a).
Diese MOI wurde verwendet, da sie ein Optimum zwischen dem Anteil infizierter Zellen
einerseits und dem Anteil an Zellen mit nicht angestrebten, mehrfachen Integrationen ande-
rerseits, darstellt (siehe Abb. . Eine Infektion méglichst vieler Zellen war notwendig, da
aufgrund der bereits vorhandenen Puromycin-Resistenz der Zelllinie eine Selektionierung
nicht moglich war.

Die infizierten Zellen wurden in zwei Populationen aufgeteilt. Bei einer Population
wurde das FL-APC Allel mit 500 ng/ml Doxyzyklin induziert, die andere erhielt eine
identische Menge Ethanol als Solvenzkontrolle. Wahrend des Screens wurden die Zellen alle
drei Tage passagiert und Proben fiir RNA- und Protein-Priparationen sowie zytometrische
Untersuchungen entnommen. Nach 3 und 15 Tagen wurden zudem Zellen entnommen um
eine 800-fache Reprisentation jeder der im Screen vorhandenen shRNAs in einer gDNA-
Priparation zu ermoglichen (siehe a).

Mit Hilfe der entnommenen Proben wurde eine Qualitdtskontrolle {iber den gesam-
ten Zeitraum des Versuches durchgefiihrt. Es wurden hierbei die Proliferation, der An-
teil infizierter Zellen sowie die erfolgreiche, kontinuierliche Induktion des FL-APC Allels
untersucht (Abb. a-c). Interessanterweise proliferieren FL-APC induzierte Zellen im
Vergleich zu nicht induzierten Zellen langsamer, nachdem sie mit der shRNA-Bibliothek
infiziert wurden (Abb. a). Der fiir die Infektion genutzte Vektor pRSI9 enthilt ein
konstitutiv exprimiertes RFP-Allel. Die Fluoreszenz dieses Expressionsmarkers wurde ge-
nutzt, um den Anteil der infizierten Zellen innerhalb der Populationen zytometrisch zu
bestimmen (Abb. b). Dieser Anteil nimmt iiber den Versuchszeitraum kontinuierlich
ab und die langsamere Proliferation der FL-APC induzierten Zellen hat hier eine schnellere
Abnahme der infizierten Zellen zur Folge, als dies bei nicht-induzierten Zellen der Fall ist.
Die Induktion des FL-APC Allels wurde indirekt durch Messung der 3-CATENIN Kon-
zentration gezeigt c¢). Die deutliche Abnahme der 3-CATENIN Konzentration nach
Doxyzyklinzugabe zeigt eine kontinuierliche Expression von FL-APC iiber den gesamten
experimentellen Zeitraum.

Die angestrebte MOT von 0,6-0,7 (circa 50 % der Zellen sind zum Zeitpunkt T1 in-
fiziert) wurde im ersten Replikat des Screens nicht erreicht b). Eine Korrektur der
verwendeten Virusmenge fiithrte in den Replikaten zwei und drei zu 50-60 % infizierten
Zellen, was einer MOI von circa 0,75 entspricht. Um trotz Abnahme des prozentualen An-
teils infizierter Zellen eine 800-fache Reprisentation jeder shRNA zu gewihrleisten, wurden
zum Zeitpunkt T2 entsprechend des verbleibenden Anteils infizierter Zellen mehr Zellen
fiir die Isolation der genomischer DNA als zu dem Zeitpunkt T1 verwendet. Die préiparierte

gDNA wurde sonifiziert und aus dem erhaltenen Produkt die den shRNAs zuzuordnenden
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Abbildung 4.4: Schematische Darstellung des Screens
a) Die generierte SW480-TET-APC Zelllinie wird zunéchst mit einer lentiviralen shRNA-Bibliothek infi-
ziert und in zwei Populationen aufgespalten, wobei eine mit Doxyzyklin induziert wird (T0). Nach drei
und nach 15 Tagen Inkubationszeit werden Zellen geerntet (T1/2 ETOH/DOX); Zusitzlich werden als
Qualitétskontrolle alle drei Tage Proben fiir RNA-, Protein-, und Zytometrische Untersuchungen entnom-
men. b) Von den geernteten Zellen wird die DNA isoliert. AnschlieRend wird durch PCR die Adapter- und
Barcode-Sequenz gewonnen. Durch eine zweite PCR werden ein Index, sowie der zweite Adapter angefiigt.

Dies erlaubt ein Multiplexing der Proben in der Sequenzierung.
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Abbildung 4.5: Qualititskontrolle wihrend des Screens
a) Kumulative Zellzdhlung der Screen-Replikate zu den angegebenen Zeitpunkten (Blau=DOX,
Griin=ETOH). b) Anteil infizierter (RFP-positiver) Zellen. c¢) Funktionelle Kontrolle der APC-
Induktion anhand der 3-CATENIN Konzentrationen. d) Exemplarisches Elektropherogram der Kapillar-
Gelelektrophorese einer priparierten Barcode-Sequenzierbibliothek. e) Exemplarische Haufigkeitsverteilung

aller sequenzierten shRNAs einer Probe. f) PCA aller sequenzierten Proben.
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Barcodes mit einer PCR isoliert. In einer zweiten PCR wurden Proben-spezifische Inde-
xe eingefiigt, die eine gleichzeitige Sequenzierung aller Proben erlaubt (Multiplezing). Die
erhaltenen Sequenzierbibliotheken wurden durch Kapillar-Gelelektrophorese quantifiziert.
Hierbei konnte neben dem erwarteten PCR Produkt von 142 bp (Abb. d, bei circa.
42 sec) ein unerwartetes zweites Produkt gefunden werden. Dieses wurde durch Agarose-
gelelektrophorese aufgereinigt und in pJET1.2 ligiert. Sanger-Sequenzierung der Plasmid-
DNA aus erfolgreich transformierten Bakterienklonen zeigte, dass es sich bei dem Produkt
ebenfalls um Barcode-Sequenzen handelt. Die Produkte enthielten keine offensichtliche
Sequenz-Spezifitit und wurden folglich in die Quantifiziertung der Sequenzierbibliothek
mit einbezogen und ebenfalls sequenziert (siche [5.1). Alle Proben wurden ausreichend tief
sequenziert, um deren biologische Varianz akkurat abzubilden (4.5 e): Die Durchschnitt-
liche, 800-fache biologische Reprisentation jeder shRNA wurde mit einer circa 20-fachen
Tiefe sequenziert (Gesamtanzahl der Reads pro shRNA ca. 16.000). Entsprechend kann
davon ausgegangen werden, dass keine durch zu geringe Sequenziertiefe bedingten statis-
tischen Fehler zu erwarten sind.

Mit einer Principal-Component-Analyse wurde die Signalvarianz der biologischen Re-
plikate untersucht . Die Replikate von Zellen mit induzierter und nicht induzierter
FL-APC Expression sind nach drei Tagen kaum voneinander unterscheidbar (ETOH Tag 3
und Dox Tag 3, rot und blau). 15 Tage nach der Induktion ist eine deutliche Auftrennung
in zwei separate Gruppen zu sehen (DOX und ETOH Tag 15 R1-3).

Um Kandidaten fiir synthetisch letale Interaktionen zu identifizieren, wurde die An-
derung der Frequenz des Auftretens jeder shRNA zwischen den Zeitpunkten T1 und T2
berechnet und als Logarithmus des Quotienten angegeben (Gleichung . shRNAs, die
sich iiber den Versuchsverlauf anreichern, haben also einen positiven Log2FC und umge-
kehrt. In a) ist der Median log2FC der shRNAs der Replikate FL-APC induzierter
Zellen gegen den Median log2FC der shRNAs der Replikate kontroll-behandelter Zellen
gezeigt (Genauere Erlduterung der Auftragung siche .

log2FC = log, (3) (4.2)

Die shRNAs wurden zusétzlich in Bins dargestellt, um eine Abschétzung der Dichte zu
ermoglichen. Es zeigt sich, dass sich die Frequenz der meisten shRNAs im Laufe des Screens
nicht stark veréindert und im Bereich von y = -1; x = -1 bis y = 1; x = 1 streut (Abb.[L.6|a).
Weiterhin zeigen sich auch bei stark an- oder abgereicherten shRNAs kaum differentielle
Effekte zwischen der FI-APC-induzierten Kondition und der Kontrolle (Abweichung von der
Diagonalen y = x). shRNAs, die mit der Expression essentieller Faktoren, wie beispielsweise
der proteasomalen Untereinheit PSMBZ2 interferieren haben in beiden Konditionen einen
stark negativen log2FC (Abb.[4.6]b). Als Negativkontrollen sind in der Screen-Bibliothek 21
shRNAs gegen das nicht in humanen Zellen exprimierte Luziferase-Gen (shLUC) enthalten.
Diese sind in Abb. c) dargestellt: Die log2FC der 21 shRNA Sequenzen sind iiber dem
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Abbildung 4.6: EIF2B5 ist Top-Kandidat fiir eine synthetisch-lethale AP C-Interaktion.
a) Darstellung der log2-fachen Anderung aller im Screen verwendeter shRNAs der FL-APC und TR-
APC Zellen im Dottplot (Median aus n=3 Replikaten, auch fiir folgende). b) Wie a), mit als synthetisch
letal bewerteten shRNAs in rot. ¢) Wie a) mit individuellen shRNAs gegen das PSMB2-Gen. d) Wie a),
mit farbig dargestellten shRNAs gegen Luziferase. siRNAs mit unterschiedlichen hairpin-Sequenzen, aber

gleichen Barcodes sind in der gleichen Farbe dargestellt. ¢) Tabelle mit den Genen, deren shRNAs am
haufigsten als hit gefunden werden konnten. f) Wie a) mit farbig dargestellten shRNAs gegen EIF2B5
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in Abb. a) dargestellten Diagramm farbig iiberlagert. Die Datenpunkte, welche in einer
gleicher Farbe dargestellt sind enthalten die gleiche shRNA-Sequenz, aber unterschiedliche
Barcodes. Die Luc-shRNAs haben unterschiedlich starke Effekte auf die Proliferation der
infizierten Zellen. Diese sind jedoch nicht zwischen der induzierten und nicht-induzierten
Zelllinie differentiell (vergl. Gleichung [4.4)).

Die Berechnung der false discovery rate (FDR) der differentiellen Regulation wurde mit
dem auf EdgeR basierenden R-Paket shRNAseq durchgefiihrt ( 24860646 ). Um shRNAs
zu finden, die synthetisch letal wirken, wurden drei Kriterien verwendet, die eine shRNA

als positiv definieren:

1. Die FDR der differentiellen Regulation ist kleiner als 0,05.

2. Der differentielle Log2FC (Gleichung ist positiv und gréfer als 1,5 Log2FC-
Standardabweichungen aller Kontroll-shRNAs mal dem Median der Kontroll shR-
NAs:

Alog2FC > MedianAlog2FC|Kontrollen| + 1, 5 « SD[Kontrollen| (4.3)

3. Die Abundanz der shRNA wurde in der Population mit trunkiertem APC-Allel ver-
ringert (Zellen mit trunkiertem APC sterben).

Alog2FC = log2FC[DOX] - log2FC[ETOH] (4.4)

Die auf diese Weise gefundenen shRNAs sind in Abb. d) dargestellt. Die endgiiltigen
Kandidaten fiir eine synthetisch letale Interaktion wurden durch Anwendung eines weiteren
Filters identifiziert: Die Relevanz eines in diesem Screen gefundenen Zielgens steigt, je mehr
shRNAs gegen dieses Gen entsprechend der oben genannten Kriterien als Hit definiert
wurden (Abb. e). Durch diese Filter blieben zwei vielversprechende Kandidaten fiir
eine synthetisch letale Interaktion, die Gene EIF2B5 und BCL2L1. Depletion von BCL2L1
wurde bereits in der Literatur als synthetisch letal mit aktiven 3-CATENIN beschrieben
und wir konnten im Zuge einer Masterarbeit zeigen, dass diese Beziehung auch in der hier
hergestellten Zelllinie vorhanden ist [130] 131].

Im Rahmen dieser Disseration wurde der fiir eine erfolgreiche Validierung aussichts-
reichste Kandidat fiir eine synthetisch letale APC-Interaktion, FIF2B5 weiter charakte-
risiert. FEine erste Validierung wurde mit dem Konstrukt shEIF2B5 85 in dem Decipher-
Vektor pRSI9 durchgefiihrt (8.9.9). Diese shRNA zeigte im Screen einen deutlichen diffe-
rentiellen Effekt beim Vergleich der beiden Konditionen /- Doxyzyklin (siche Abb. [1.6]f).
Da die Resistenzkassette des Vektors Puromycin enthélt und diese Resistenz in der Zellli-
nie SW480 pTRE-APC bereits vorhanden ist, wurden die Zellen infiziert und anschliefsend
zytometrisch sortiert. Infizierte Zellen wurden mit nicht infizierten Zellen so gemischt,
dass sie 85 % der Gesamtpopulation ausmachten. Anschliefend wurden die Zellen in zwei

Populationen aufgeteilt, von denen eine mit Doxyzyklin behandelt wurde. Basierend auf
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Abbildung 4.7: FL-APC exprimierende Zellen haben einen selektiven Vorteil nach Knock-
down von EIF2B5

SW480 pTRE-APC Zellen wurden mit shEIF2B5 (85) infiziert, erfolgreich infizierte Zellen sortiert und in
zwei Populationen aufgeteilt, von denen eine mit 0,5 ug/ml Doxyzyklin FL-APC induziert wurde. Beide
Populationen wurden mit nicht infizierten Zellen zu einem Anteil von 15% gemischt und zytometrisch der

Anteil infizierter Zellen zu den angegebenen Zeitpunkten bestimmt (n=1).

der RFP-Expression der infizierten Zellen wurde dieser Anteil an der Gesamtpopulation in
regelméfigen Abstanden iiber einen dem shRNA-Screen entsprechenden Zeitraum zytome-
trisch bestimmt (Abb. . Zellen, die mit einem leeren Kontrollkonstrukt infiziert wurden,
proliferieren unabhéngig von einer APC-Induktion genauso schnell wie nicht-infizierte Zel-
len (Abb.[L.7). Die Infektion der Zellen mit einem Kontrollkonstrukt, das RNA-Interferenz
gegen das Luziferase-Gen auslésen soll, verursacht einen leichten Proliferationsnachteil
gegeniiber nicht infizierten Zellen. Die Induktion des FL-APC Allels hat bei Expression
dieser shRNA ebenfalls keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten. Zellen, in denen
das FIF2B5-Gen durch eine shRNA herunter-reguliert wird, zeigen einen starken Wach-
tumsnachteil gegeniiber nicht infizierten Zellen. Der Anteil dieser Population sinkt nach 15
Tagen Kultivierung auf 29 % der Zellen ab. Durch Induktion des FL-APC Allels wird dieser
Effekt stark verringert: Nach 15 Tagen Kultivierung sind noch 57 % der Zellen infiziert.
Nachdem ein differentieller Effekt durch FL-APC Induktion nach EIF2B5 Interferenz
bei direkter Konkurrenz gegen nicht infizierte Zellen gezeigt werden konnte, wurden in
einem weiteren Schritt weitere im shRNA-Screen verwendete shRNAs in pLeGO kloniert
(siehe . Mit den shRNA-Konstrukten shEIF2B5 85, 87, 88 und 89 infizierte Zellen
wurden selektioniert und anschliefend auf 10 cm Schalen ausgesét. Nach sechs Tagen In-
kubationszeit wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett gefirbt (Abb. a). Bei
Expression der shRNAs gegen das Luziferase- und EIF2B5-Gen (shRNA 89) gab es weder

einen absoluten, noch einen durch FL-APC Expression vermittelten differentiellen Effekt
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auf die Konfluenz der Zellen. Diese Beobachtung ist identisch mit den im shRNA-Screen
gefundenen Effekten (Es wurde eines der Luziferase-shRNA Konstrukte ohne einen Effekt
auf die Zellproliferation ausgewihlt). Die EIF2B5-shRNAs 85 und 88 reduzierten die Kon-
fluenz der Zellen deutlich. Eine Induktion des FL-APC Allels hebt diesen Effekt partiell
auf. Die shRNA FIF2B5 87 schlieklich hat einen sehr starken Effekt zur Folge, der eine
Wachstum génzlich verhindert. Dies kann durch Expression des FL-APC Allels nicht aufge-
hoben werden. Diese Ergebnisse reproduzieren ebenfalls die im shRNA Screen gemachten

Beobachtungen.

shLUC 89 85 88 87

ETOH

DOX

APC AXIN2 EIF2B5

A Jl' FITII |

Rel. Genexpression

—4-

Luc 89 85 88 87 Luc 89 85 88 87 Luc 89 85 88 87
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Abbildung 4.8: Die im shRNA-Screen gefundenen Reaktionen auf die einzelnen EIF2B5-
Knockdown-Konstrukte lassen sich in Einzelexperimenten validieren.

a) 50.000 Zellen der Zelllinie pTRE-APC wurden mit shRNAs gegen die angegebenen Gene infiziert und
selektioniert. Die Zellen wurden anschliefend auf 10 cm Schalen ausgesdt und wie angegeben mit 0,5
ug/ml Doxyzyklin oder Solvenzkontrolle sechs Tage kultiviert. Nach dem Kultivieren wurden die Zellen
fixiert und mit Kristallviolett gefarbt. (Représentatives Beispiel aus drei unabhingigen Experimenten) b)
Bestimmung der in a) erreichten Knockdown-Effizienzen von EIF2B5 sowie der erfolgten Induktion des
FL-APC Allels. 10° Zellen wurden parallel zu a) behandelt und ausgesit. Nach drei Tagen Kultivierung
wurde RNA isoliert und die angegebenen Gene in qRT-PCRs bestimmt (Mittelwert +/- SD). Dargestellt
ist ein représentatives Beispiel aus n=3 unabhéngigen Experimenten.
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Die in qRT-PCRs gemessenen Knockdown-Effizienzen passen zu den beobachteten Pro-
liferationseffekten (Abb. b). Wie erwartet wird unabhéngig von der Infektion mit
einer shRNA sowohl gegen das Luziferase-Gen als auch gegen das FIF2B5-Gen durch
Doxyzyklin-Applikation die APC mRNA induziert und die AXI/N2 mRNA reprimiert. Dies
trifft fir die shRNAs EIF2B5 89, 85 und 88 zu, eine Ausnahme stellt jedoch shEIF2BS
87 dar. Bei Expression dieser shRNA wird die APC mRNA auf 25 % gegeniiber Zellen,
die eine Luziferase shRNA exprimieren, reprimiert. Zugabe von Doxyzyklin bewirkt jedoch
unabhéngig von dieser Repression eine Induktion der APC mRNA auf eine mit den ande-
ren Infektionen vergleichbare Menge. AXIN2 wird durch Expression der shRNA FEIF2B5
87 bereits stark reprimiert und eine FL-APC Induktion bewirkt keine zusétzliche Verdnde-
rung. Eine Quantifizierung der verbleibenden EIF2B5-mRNA zeigt, dass die Knockdown-
Effizienz bei dieser shRNA mit 8 % verbeibender mRNA gegeniiber dem Ausgangswert am
stdrksten ist. Eine shRNA gegen das Luziferase-Gen verursacht erwartungsgemifs keine
RNA-Interferenz mit FI2B5. Die shRNA EIF2B5 89 hat lediglich eine schwache RNA-
Interferenz zur Folge und die beiden shRNAs EIF2B5 85 und 88 haben eine intermedidre
Knockdown-Effizienz (27, 22 und 51 % fiir die shRNAs 85, 88 und 89). Auffillig ist, dass
unabhéngig von der Infektion die EIF2B5 mRNA durch Expression des FL-APC Allels
reprimiert wird (100 % vs. 63 %, 15 % vs. 27 %, 16 % vs 22 % und 8 vs. 9 % fiir die
shRNAs 89, 85, 88 und 87). Die Ergebnisse legen nahe, dass ein Fenster fiir therapeutische
EIF2B5-Inhibition im KRK existieren konnte: Eine schwache Depletion von EIF2B5 (shR-
NA 89) hat keinen Effekt auf die Proliferationsfihigkeit der Zellen. Die shRNA EIF2B5 87
verursacht einen sehr starken Knockdown, den die Zellen nicht kompensieren kénnen. Die
beiden shRNAs EIF2B5 85 und 88 verursachen mit einem etwas schwicheren Knockdown
ebenfalls einen letalen Phinotyp, dieser kann jedoch durch Expression des FL-APC Allels
teilweise kompensiert werden.

Um eine quantitative Bestimmung des gefundenen differentiellen Wachstumseffektes
der induzierten und nicht induzierten SW480 pTRE-APC Zellen nach EIF2B5 Knockdown
zu ermoglichen wurden kumulative Wachstumskurven erstellt. Hierfiir wurden Zellen mit
shEIF2B5 88 infiziert, das FL-APC Allel induziert/nicht induziert und alle drei Tage eine
Zellzéhlung durchgefiihrt. Nicht induzierte, mit einer shRNA gegen das Luziferase-Gen
infizierte Zellen expandieren nach 15 Tagen zu einer Zellzahl von 15,1 % 10® Zellen (Abb.
a, obere blaue Wachtumskurve). Durch Expression der FIF2B5 shRNA reduziert sich
diese Zahl auf 2,55 % 107 Zellen (1,69 %, Abb. a, untere blaue Wachstumskurve). Die
Expression des FL-APC Allels verringert die Anzahl der gemessenen Zellen bereits bei
Expression einer Luziferase-shRNA leicht, so dass nach 15 Tagen eine kumulative Zellzahl
von 6,27 * 108 Zellen erreicht wird (41,5 % der nicht induzierten Zellen, Abb. a, obere
griine Wachstumskurve). Bei den induzierten Zellen hat die Expression der shRNA einen
geringeren Effekt und es wird eine kumulative Zellzahl von 8,4 107 Zellen erreicht (13,54
% der nicht infizierten, induzierten Zellen, Abb. a, untere griine Wachstumskurve). Um
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Abbildung 4.9: EFIF2B5 Interferenz verursacht einen differentiellen Proliferationsnachteil.
a) pTRE-APC Zellen wurden mit shEIF2B5 88 infiziert und vier Tage mit Hygromycin selektioniert. An-
schlieffend wurden 250.000 Zellen auf 10 cm Schalen ausgesdt und mit Doxyzyklin bzw. Ethanol kultiviert.
Alle drei Tage wurden die Zellen passagiert, gezdhlt und erneut ausgesit. b) Wie a), jedoch wurden eine
konstitutiv FL-APC exprimierende Zelllinie und Kontroll SW480 Zellen verwendet und keine Behandlung
mit Doxyzyklin oder Ethanol durchgefiihrt. Die Zellzahl ist als Mittelwert aus n=3 Versuchen +/- SD
dargestellt. Datengenerierung: Marika Haderer

die erhaltenen Ergebnisse in einem zweiten Zellsystem zu validieren wurde die in Faux et al.
[122] generierte konstitutiv FL-APC exprimierende Zelllinie verwendet. Bei dieser Zelllinie
handelt es sich ebenfalls um SW480 Zellen. Diese wurden stabil mit einem konstitutiv ak-
tiven FL-APC Allel transfiziert. Bei Infektion der Zelllinie mit einem Luziferase-shRNA
Konstrukt kann kein signifikanter Unterschied der kumulativen Zellzahl zu Kontrollzellen
nach 15 Tagen gezeigt werden (5,16 und 4,78 x 10® Zellen). Kontrollzellen, die mit der
EIF2B5-shRNA infiziert wurden, erreichen eine kumulative Zellzahl von 2,07 % 107 Zellen
(4,3 % der mit shLuziferase infizierten Zellen, Abb. b, untere blaue Wachstumskurve).
Die FL-APC exprimierenden Zellen hingegen erreichen auch bei Expression der EIF2B5-
shRNA noch eine Zellzahl von 1,41 % 108 Zellen (27,3 % der mit shLuziferase erreichten
Zellzahl, Abb. b, untere grilne Wachstumskurve). In beiden verwendeten Zellsystemen
konnte durch FL-APC Expression ein Rescue der durch FIF2B5 RNA-Interferenz verur-
sachten Verringerung der Zellzahl beobachtet werden. Dieser differentielle Effekt, welcher in
der induzierbaren Zelllinie erreicht werden konnte entspricht jedoch nicht den Erwartungen
und ist auch deutlich geringer ausgeprigt als in der konstitutiv FL-APC exprimierenden
Zelllinie. Aufgrund dessen, und aufgrund einer beobachteten schlechter werdenden FL-APC
mRNA-Induktion und A XIN2 mRNA-Repression entschlossen wir uns, eine Subklonierung

der generierten Zelllinie durchzufiihren.
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Abbildung 4.10: Knockdown von EIF2B5 induzierte Apoptose wird durch FL-APC Ex-
pression vermindert.
a) Induktion der APC- und Repression der AXIN2-mRNA nach 24 h Inkubation der Zellen mit Doxyzyklin
(n =1). b) shEIF2B5 oder shL UC-infizierte pTRE-APC Zellen wurden auf 6 cm Schalen ausgesét und mit
Doxyzyklin/ETOH behandelt. Nach 5 Tagen Inkubation wurden die Zellen fixiert und mit Kristallviolett
geférbt. Fortsetung auf der néchsten Seite.
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Fortsetzung Abbildung c) shEIF2B5 oder shLUC-infizierte Zellen wurden in Ver-
tiefungen einer 96 Well Platte ausgesidt und mit 0,5 ug/ml Doxyzyklin/ETOH behandelt. Nach 4 Tagen
Inkubation wurden die Zellen fixiert und mit Hoechst33342 gefdrbt (siehe ?7). Gezeigt ist eine exemplari-
sche Aufnahme aus einer Vertiefung. d) Quantifizierung von c) (n=12) e) shEIF2B5 oder shLUC infizierte
PTRE-APC (oben) bzw. konstitutiv APC-exprimierende (unten) Zellen wurden auf 10 cm Platten ausgesit
und drei Tage inkubiert. Die pTRE-APC Zellen wurden hierbei wie zuvor beschrieben mit Doxyzyklin oder
ETOH behandelt. Nach drei Tagen wurden die Zellen mit Annexin V und Propidiumiodid gefirbt (siehe
77) (n=3). Daten: S. Peter (a, b, e), C. Schiilein-Vélk (c, d), F. Uthe (e)

Der hierbei gewonnene Subklon 12 zeigte neben einer guten Reduktion der AXIN2
mRNA auch eine sehr robuste APC Induktion und wurde fiir die folgenden Experimente
verwendet. (Abb. a). Bei Infektion der Zellen mit sh/F2B5 88 konnte erneut gezeigt
werden, dass der durch Expression der EIF2B5 shRNA ausgeloste Proliferationsnachteil
partiell aufgehoben werden kann (Abb. b). Um erneut eine quantitative Analyse der
Proliferation zu erhalten wurden infizierte Zellen mit Ethanol oder Doxyzyklin drei Tage
vorbehandelt und anschliefend weitere drei Tage in 96 Well-Platten kultiviert. Die Zel-
len wurden fixiert, mit Hoechst 33342 gefarbt und die angefarbten Zellkerne anschliefsend
mit einem Operetta Mikroskop gezdhlt (Abb. ¢, 7?7). Die Expression der EIF2B5-
shRNA reduziert die hierbei gefundenen Zellen von 2862 Zellen/ Well auf 807 Zellen/ Well
(28 %, (Abb. d). FL-APC induzierte Zellen zeigen erneut bereits bei Infektion mit ei-
nem shLuziferase-Konstrukt einen Wachstumsnachteil und erreichen eine durchschnittliche
Zellzahl von 2462 Zellen/ Well. Diese reduziert sich bei Expression der EIF2B5-shRNA auf
2133 Zellen/ Well (86,6 %). Durch die Generierung eines Subklones konnte also ein deutlich
stiarkerer differenzieller Effekt erzielt werden.

Um die Ursache der gefundenen differentiellen Zellzahlen zu ermitteln wurde iiberpriift,
ob EIF2B5-depletierte Zellen ohne FL-APC Apoptose induzieren. Hierzu wurden erneut
das induzierbare, sowie das konstitutive FL-APC SW480 Zellsystem herangezogen. Mit
shEIF2BS infizierte Zellen wurden drei Tage kultiviert, pTRE-APC Zellen zuséitzlich drei
Tage mit Ethanol oder Doxyzyklin vorbehandelt. Die im Uberstand vorhandenen Zellen
und Zelltriimmer wurden mit trypsinierten Zellen vereint und die Apoptose anhand der
Permeabilitédt fiir Propidium lodid und Bindung von Annexin V zytometrisch untersucht
(sieche 77). Hierbei stellte sich heraus, dass durch die Expression der EIF2B5-shRNA der
Anteil vitaler Zellen der nicht induzierten pTRE-APC Population von initial 85,93 % (bei
shLuziferase infizierten Zellen) auf 52,53 % sinkt (Abb. e, obere Reihe). Entsprechend
nehmen die Anteile der Zellen in frithen und spiten Apoptose-Stadien (AnnexinV-positiv
und Pl-negative Zellen bzw. AnnexinV-positiv und PI-positiv) von initial 7,2 % und 6,5 %
auf 21,7 % und 25,3 % zu. Die Expression des FL-APC Allels verringert die Apoptosein-
duktion. Die Vitalitit der Zellen sinkt von initialen 89,9 % auf 83,1 % und der Anteil der
Zellen in friither und spéter Apoptose nimmt entsrechend von 6,5 % und 3,3 % auf 10,2
% und 6,4 % zu. Analoge Apoptosemessungen bei dem konstitutiv APC-exprimierenden

Zellsystem ergaben dhnliche Ergebnisse: Der Anteil vitaler Zellen nimmt bei Kontrollzellen
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nach 24 h Inkubationszeit bei Expression der shEIF2B5 88 von 88,3 % auf 79,5 % ab. Der
Anteil PI-positiver Zellen steigt von 9,3 % auf 18,5 % (Abb. e, untere Reihe). Die kon-
stitutiv FL-APC exprimierenden Zellen hingegen verblieben auch nach RNA-Interferenz
mit EIF2B5 bei einem Anteil vitaler Zellen von 86,1 %. Diese Ergebnisse sind kompati-
bel mit der Hypothese, dass der differentielle Wachstumsnachteil zwischen FL-APC und
TR-APC exprimierenden Zellen nach EIF2B5-Depletion durch Aptoptose verursacht ist.

Im Zuge einer Masterarbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die Depletion von
EIF2B5 die mit ER-Stress assoziierten Gene DDIT3, ATF3, SARS und TRIBS sowohl im
induzierbaren als auch im konstitutiven FL-APC induziert und die Expression des FL-APC
Allels diese Induktion stark abschwécht (Marika Haderer [131] Abb. 12, im elektronischen
Anhang dieser Arbeit enthalten). Wir konnten ebenfalls validieren, dass die ATF4 Pro-
teinmenge durch EIF2B5-Depletion erhoht wird und dieser Effekt nach APC-Induktion
verringert ist. Der ER-Stress Signalweg wird typischerweise in drei distinkte Signalkaska-
den eingeteilt [I32] Die Perzeption von ER-Stress wird durch ungefaltete Proteine im en-
doplasmatischen Reticulum ausgeldst. Diese binden Chaperone, welche normalerweise die
Aktivitdt der Proteine IRE1o, PERK und ATF6« inhibieren und 16sen dadurch deren Ak-
tivierung aus. IREl1a-Aktivierung fiihrt zu einem Splicing von XBP1. PERK-Aktivierung
fithrt zur verstirkten Translation von ATF4 und im Anschluss zur Expression von DDIT38
(CHOP). ATF6-Aktivierung schlieflich fiihrt zur Expression von Chaperonen, darunter
GRP78 (siehe [I32], Fig.2). Die Aktivierung des ER-Stress Signalweges fiihrt zunéchst zu
einer Adaption der Zelle an die Stresskondition und, bei anhaltendem, nicht mehr tolerier-
baren Stress, zu Induktion von Apoptose.

Ein Zusammenhang zwischen der Expression von FL-APC und der Depletion von
EIF2B5 einerseits sowie der Modulation von ER-Stress andererseits sollte nochmals va-
lidiert werden. Hierfiir wurden qRT-PCR Experimente von shEIF2B5 infizierten SW480
Zellen mit konstitutiver und induzierbarer FL-APC Expression durchgefiihrt (Abb. a).
In dem induzierbaren FL-APC System konnte nach Doxyzyklininduktion eine Induktion
der APC' mRNA gezeigt werden, die auch nach Expression der beiden shRNAs EIF2BS
85 und 88 unverédndert blieb (Abb. a), APC, Reihe Ind. APC). Die Expression von
AXIN2 wird durch FL-APC Expression wie erwartet verringert. Durch Depletion von
EIF2B5 kommt es interessanterweise auch ohne FL-APC bereits zu einer geringen Re-
duktion von AXIN2 (67 % und 62 % bei den shRNAs 85 bzw. 88). Die Induktion des
FL-APC Allels fiihrt, wie bereits zuvor beobachtet, zu einer Reduktion der EIF2B5 mR-
NA, sowohl nach EIF2B5-Knockdown, als auch unter Kontrollbedingungen (Abb. a,
EIF2B5, obere Reihe). Der Knockdown von EIF2B5 fiihrt zu einer verbleibenden mRNA
Menge von weniger als 25% des Ausgangswertes. Die Ergebnisse fir ein Experiment mit
dem konstitutiven FL-APC Zellsystem verhalten sich analog (Abb. a, APC, AXIN2,
EIF2B5, untere Reihe): Die FIF2B5 mRNA-Menge ist bei konstitutiv APC exprimieren-
den Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen verringert. Nach Knockdown von EIF2B5 ist in
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Abbildung 4.11: Knockdown von EIF2B5 und APC-Verlust induzieren ER-Stress Gene
a) SW480-TRE-APC oder konstitutiv APC-exprimierende und Kontrollzellen wurden mit shARNAs gegen
Luziferase oder EIF2B5 (85 und 88) infiziert und selektioniert. SW480-TRE-APC Zellen wurden fiir 48 h
mit Ethanol oder 0,5 ug/ml Doxyzyklin behandelt. RNA wurde wie zuvor beschrieben extrahiert und die
oben gezeigten Gene in qRT-PCR experimenten analysiert. b) SW480-TRE-APC Zellen wurden mit einer
shRNA gegen FIF2B5 oder Luziferase infiziert, selektioniert und anschlieftend mit 24 h 0,5 ug/ml Medium
DOX oder ETOH behandelt. 10000 Zellen wurden pro Well einer 96-Well Platte in drei Replikaten pro
Kondition ausgesit und weitere 72 h mit DOX/ETOH kultiviert. Die Zellen wurden daraufhin mit PFA
fixiert und immunhistochemisch auf CHOP-Expression untersucht (siehe ??). Als Positivkontrolle dienten
Zellen, die 24 h vor dem Fixieren mit 2.5 ug/ml Tunicamycin (TM) erhielten (n=3). Links: Exemplarische

Aufnahme innerhalb eines Wells. Rechts: Quantifizierung der erhaltenen Daten
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den FL-APC exprimierenden Zellen noch immer eine geringere Menge der FIF2B5 mR-
NA im Verleich zu Kontrollzellen vorhanden. Entsprechend den Beobachtungen bei den
induzierbaren FL-APC Zellen zeigt sich auch hier, dass die AXIN2 mRNA-Menge nach
EIF2B5 Depletion verringert ist.

Die hier betrachteten Gene DDITS3, splXPB1 (spliced XBP1) und GRP78, welche als
Indikator fiir eine Aktivierung der einzelnen ER-Stress-Signalwege verwendet wurden, wer-
den durch die Induktion des F1-APC Allels reprimiert (Abb. a). Dies gilt sowohl unter
Kontrollbedingungen als auch nach Expression einer EIF2B5-shRNA. Die Depletion von
EIF2B5 fiihrt bei den Genen DDITS und splXBP1 zu einer signifikanten Induktion der
mRNA. Dies kann erneut fiir die induzierbare, sowie die konstitutiv FL-APC exprimieren-
de Zelllinie beobachtet werden (U.11)a, DDIT3 und splXBP1). Fiir das Gen GRP78 gilt
dies jedoch nicht: EIF2B5 shRNA-Expression fiihrt zwar in dem konstitutiv FL-APC ex-
primirenden Zellsystem zu einem geringen, aber dennoch signifikanten Anstieg der GRP78
mRNA-Menge nach Expression der shRNA 88 (1,3 x facher Anstieg gegeniiber shLuzi-
ferase, p=0,003). In dem gleichen System verursacht die EIF2B5 shRNA 85 jedoch nicht
eine derartigen Verédnderung. In dem induzierbaren FL-APC system kommt es weder nach
Expression der EIF2B5 shRNAs 85 noch nach shRNA 88 zu einem signifikanten Anstieg
der GRP78 mRNA.

Das Protein CHOP wurde auf Proteinebene nachgewiesen (Abb. b). Hierfiir wur-
den pTRE-APC Zellen mit EIF2B5 (88) oder Luziferase shRNAs infiziert und nach erfolg-
ter Selektionierung mit Ethanol bzw. Doxyzyklin behandelt. 10.000 Zellen wurden nach 72
h Induktion auf 96 Well-Platten ausgesit und weitere 72 h unter den angegebenen Bedin-
gungen kultiviert. Anschliefend wurde CHOP immunhistochemisch nachgewiesen und die
Intensitét der erhaltenen Farbung quantifiziert. Tunicamycin ist ein bekannter Ausldser
von ER-Stress und wurde deshalb als Positivkontrolle verwendet. Eine Behandlung der
Zellen mit Tunicamycin fiihrt bei fast allen Zellen zu einem positiven CHOP-Signal (Abb
[4.11]b). Bei Expression einer Luziferase-shRNA sind 18,3 % der Zellen CHOP-positiv. Die-
ser Wert verringert sich auf 3,8 %, wenn zugleich das FL-APC Allel induziert wird. Nach
EIF2B5 shRNA-Expression sind 68,3 % der Zellen CHOP-positiv und dies reduziert sich
durch FL-APC Expression auf 9,6 % der Zellen. Diese Daten bestétigen einen Zusammen-
hang sowohl zwischen FL-APC/TR-APC Expression als auch zwischen der Expression von
EIF2B5 und der Induktion von ER-Stress.
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Diskussion

Synthetisch letale Interaktionen bieten eine Moglichkeit, in schwer oder gar nicht inhibier-
bare molekulare Strukturen indirekt pharmakologisch einzugreifen. Die in KRK typischer-
weise zu findenden APC-Mutationen stellen eine solche Struktur dar, weil die aufgrund
der Mutation erfolgte Trunkierung des Proteins einen Funktionsverlust, in diesem Fall die
Fahigkeit zur effizienten 3-CATENIN Degradation, zur Folge hat. Ein Ziel dieser Disser-
tation war es, Gene zu finden, von deren Funktion Zellen mit APC-Trunkierung abhéngig
sind.

Um synthetisch letale APC-Interaktionen aufzufinden wurde ein shRNA-Screen mit
27.500 unterschiedlichen shRNAs durchgefiihrt. Solche Screens haben aufgrund der o-
Fehler-Inflation (Multihypothesentest-Problem) das Problem, zahlreiche falsch -positive
und -negative Ergebnisse zu generieren [133]. Unter den Moglichkeiten dieses Problem
zu verringern sind (i) die Minimierung der biologischen Varianz, (ii) eine Reduktion der
Anzahl der verwendeten Hypothesen (Zielgene in der Screen-Bibliothek) und (iii) ein mehr-
maliges, unabhéngiges Testen der gleichen Hypothese. In dieser Arbeit wurden diese drei

Méglichkeiten ausgenutzt:

(i) Generierung einer isogenen, FL-APC induzierbaren KRK Zelllinie Der
in dieser Arbeit prisentierte sShRNA-Screen wurde in der Kolorektalkarzinomzelllinie SW480
durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit dem Tet-System FL-APC induzierbar gemacht [134].
SW480 Zellen wurden ausgewdhlt, weil von dieser Zelllinie bereits gezeigt wurde, dass sie
Klone hervorbringt, die die restaurierte Expression des vollstdndigen APC-Proteins tole-
rieren [122]. Die Entscheidung, ein induzierbares FL-APC Zellsystem zu generieren war
dadurch motiviert ein moglichst isogenes Zellsystem zu erhalten, welches erst zu einem de-
finierten Zeitpunkt das vollstindige APC-Allel durch Zugabe von Doxyzyklin exprimiert.
Da es sich bei SW480 Zellen um chromosomal instabile Zellen handelt, nahmen wir an,
dass dieser Punkt hinsichtlich des zu erwartenden o-Fehler-Inflationsproblems bei dem
shRNA-Screen besondere Relevanz hat [135].

Es ist interessant, dass die Zelllinie iiberhaupt dazu in der Lage ist, eine APC-Restau-
ration zu tollerieren. Einerseits kénnte dies daran liegen, dass eine wichtige Konsequenz
der APC-Trunkierung, ein verdndertes Migrationsverhalten ist, das die Zellen in vivo vor
einer Migration in Richtung Villus-Spitze bewahrt. Dort angekommene Zellen werden auf-
grund ihrer Umgebung schnell apoptotisch. Dieses veranderte Verhalten wiirde in Zellkul-
tur nicht zu dem gleichen Ergebnis fithren (siehe Abschnitt und [82]). Es konnte also
ein groferer Selektionsdruck fiir eine APC-Trunkierung in vivo als in wvitro bestehen und

die Zellen sind in der Folge resistent gegen eine Expression des nicht mutierten FL-APC

49
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Allels. Andererseits haben SW480 Zellen neben den hier fiir das APC-Gen beschriebenen
Mutationen noch iiber 700 weitere Mutationen, unter anderen in den Genen TP53, KRAS,
MTOR und 23 weiteren cancer-driver Genen akquiriert, die es ihnen ermdéglichen kénnten
die Revertierung der APC-Trunkierung zu iiberleben (Siehe kritische SW480-Mutationen
in COSMIC)).

Die FL-APC Expression der hergestellten Zelllinie war Doxyzyklinkonzentrations- und
zeitabhéngig (Abb. [1.2). Die Konzentration der gemessenen APC mRNA erreichte bei ei-
ner Doxyzyklinkonzentration von 500 ng/ml nach 24h ein Maximum von dem Vierfachen
des Ausgangswertes, nahm im weiteren Zeitverlauf jedoch wieder langsam ab. Messungen
von B-CATENIN im Immunoblot wahrend des Screens (und auch zuvor, nicht gezeigt)
zeigten jedoch, dass die Induktion des FL-APC Allels auch {iber zwei Wochen ausreichend
ist, um Wnt-Signalweg-Effektormolekiile zu regulieren (Abb. ¢). Durch einen RNA-Seq
Versuch konnten umfangreiche Verinderungen in der globalen Genexpression nach Induk-
tion des FL-APC Allels festgestellt werden. Neben weiteren Gensets konnten auch solche
gefunden werden, die darauf hindeuten, dass diese Verdnderung mit einer Regulation im
Wnat-Signalweg zusammenhéngt (Tab. . Dass auch zahlreiche Gensets gefunden wer-
den konnten, deren Zusammenhang mit dem Wnt-Signalweg nicht offensichtlich ist, liegt
vermutlich an der langen Induktionszeit des FL-APC Allels von 48 h. Diese Zeitspanne er-
laubt es auch anderen durch FL-APC Expression modulierten Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise MYC und seinen Zielgenen die Genexpression zu beeinflussen. Eine starke
Regulation von 3-CATENIN und den Wnt-Zielgenen AXIN2 und MY C war aber auch be-
reits nach 4h APC-Induktion nachweisbar (Abb. [£.2). Ein RNA-Seq Versuch nach dieser
Zeit kénnte diese indirekten Effekte verringern, wodurch eine noch eindeutigere Assozia-
tion zu Wnt-Gensets ermoglicht werden sollte. Moglicherweise konnte die Induktionszeit
fiir einen solchen Versuch noch weiter verringert werden. Die optimale Zeitdauer der FL-
APC induktion wire beispielsweise anhand einer Zeitreihe in der die AXIN2-Regulation
bereits nach kleinen Intervallen gemessen wird bestimmbar. Auf diesen Versuch wurde hier
verzichtet, da die Zellen auch phinotypisch in der Literatur beschriebene Effekte nach FL-
APC Restauration zeigten und somit die Expression des FL-APC Allels als gegeben und
funktional angesehen wurde.

Es konnte kein durch FL-APC Expression ausgeloster Proliferationsdefekt beobachtet
werden (Abb. a,b). Faux et al. [I22] hingegen beschreiben einen Proliferationseffekt
durch FL-APC Expression in SW480 Zellen. Der Konflikt zu den beschriebenen Daten
kénnte durch mehrere Faktoren erklart werden: In Faux et al. [122] wurden die Zellen aus-
gesit und liber den gesamten Versuchszeitraum kultiviert, wihrend hier eine kumulative
Wachtumskurve erstellt wurde, bei der die Zellen alle drei Tage passagiert wurden. Die in
Faux et al. [122] generierten Zellen zeigen einen sehr starken adhésiven Phénotyp. Paren-
tale SW480 Zellen sind in der Lage, sich von der Zellkulturschale zu 16sen und an anderer
Stelle wieder zu adherieren [I36HI38|. Einerseits sind also TR-APC Zellen in der Lage
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die Anzahl der Foci, von denen ausgehend die Zellen expandieren kénnen, durch Ablésen
und erneute Adhé#sion zu erhdhen. Andererseits sind die von Faux et al. [122] konstitutiv
FL-APC exprimierenden Zellen durch ihre starke Adhésion auf die Orte beschrinkt, an
denen sie zu Beginn eines Versuches ausgesiat wurden. Die TR-APC Zellen haben also einen
Proliferationsvorteil, der nur bei langer Kultivierung mit niedrigen initialen Zellzahlen zu
tragen kommt. Bei Faux et al. [122] ist dies der Fall. In der hier gezeigten kumulativen Pro-
liferationsmessung hingegen nicht - es wurden jeweils 500.000 Zellen 72 Stunden kultiviert.
Wenn diese Vermutungen zutreffen, sollte bei der Generierung einer kumulativen Wach-
tumskurve mit dem konstitutiven FL-APC Zellsystem ein deutlich geringerer Unterschied
zu Kontrollzellen zu sehen sein, als dies in Faux et al. [122] der Fall war. In der Tat konnten
wir dies hier beobachten (Abb. b, blaue vs. griine kurve mit Punkten). Einschriankend
ist hierbei jedoch zu benennen, dass das angesprochene Experiment mit Zellen ausgefiihrt
wurde, die eine shRNA gegen das Luziferase-Gen exprimieren. Dass dies bereits einen Ef-
fekt auf die Viabilitdt von Zellen haben kann, konnte hier ebenfalls beobachtet werden
(siche unten). Es kann daher nicht vollkommen ausgeschlossen werden, dass beispielsweise
ein differentieller Effekt vorliegt, der die Viabilitdt der normalwerweise schneller proli-
ferierenden TR-APC Zellen stérker beeinflusst als APC-restaurierte Zellen. Andererseits
scheint dies aber zumindest in dem induzierbaren Zellsystem nicht der Fall zu sein (Abb.
. Bei der hier generierten Zelllinie handelt es sich um Zellen klonaler Herkunft. Durch
eine eventuell auch nur direkt nach der Transfektion vorhandene Basalexpression konnte
der gewonnene Klon bereits eine Selektion durchlaufen haben, die eine normale Prolife-
ration bei FL-APC Expression erlaubt. Zusammengefasst zeigt sich in pTRE-APC Zellen
nach Induktion des FL-APC Allels also vor allem im Hinblick auf Literatur mit einem ver-
gleichbaren System iiberraschenderweise keinen Proliferationsnachteil. Dieser scheinbare
Widerspruch 16st sich jedoch bei genauer Untersuchung der experimentellen Konditionen
auf.

Unter Bedingungen, bei denen den Zellen die Moglichkeit zur Adhédion genommmen
wird, zeigte sich ein deutlicher Uberlebensnachteil fiir APC-trunkierte Zellen (Abb.|4.3|c,d).
Die Relevanz des aktiven Wnt-Signalweges fiir das Uberleben unter solchen Konditionen
wurde bereits in zahlreichen Studien gezeigt [I39-141].

Ein weiterer erwarteter Phinotyp konnte bei der Untersuchung des Migrationsphé-
notyps gesehen werden. FL-APC Zellen waren deutlich besser dazu in der Lage einem
hergestellten FKS-Gradienten zu folgen als Zellen ohne das FL-APC Allel (Abb. e,f).
Dieses Verhalten kann erwartet werden, bereits gezeigt wurde, das FL-APC fiir eine ge-
richtete Migrationsbewegung von Zellen benttigt wird [82]. Interessanterweise wurden bei
Versuchen, FL-APC in SW480 zu restaurieren auch Daten erzeugt, die mit den hier gezeig-
ten Daten in Konflikt zu stehen scheinen. Das Migrationsverhalten von TR-APC Zellen in
Wound-healing assays wurde von Faux et al. [122] als stérker beschrieben als das von FL-

APC Zellen. Der in diesem Versuch ermittelte Effekt beschreibt jedoch eine ungerichteten
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Migration, da kein Migrations-stimulierender Gradient hergestellt wurde. Damit ist dieser
Versuch nicht mit den hier dargestellten Daten nicht vergleichbar, bei denen die Zellen
einen solchen Gradienten zur Verfiigung hatten.

Die gesammelte Evidenz fiir das erwartungsgeméfe Verhalten der generierten Zellli-
nie validierte somit die Durchfiihrbarkeit des angestrebten shRNA-Screens. Als shRNA-
Bibliothek wurde Modul I des Decipher-Projektes ausgewihlt. Diese Bibliothek enthielt
shRNAs gegen 5.000 Zielgene und reduzierte damit im Vergleich zu genomweiten shRNA-
Bibliotheken die Anzahl der getesteten Hypothesen wesentlich, was eine weitere Reduktion
des a-Fehlers bewirken sollte (ii). Zusétzlich enthielt die Bibliothek 5-6 shRNAs gegen jedes
Zielgen, wodurch mehrere unabhéngige Tests innerhalb eines Screen-Replikates durchge-

fithrt wurden (iii).

ShRNA Screen auf synthetisch letale APC-Interaktionen FEin Nachteil der
verwendeten Bibliothek war, dass diese zur Selektionierung infizierter Zellen eine Puromycin-
resistenzkasette hatte. Eine Puromycinresistenz wurder aber bereits bei der Generierung
der FL-APC induzierbaren Zelllinie verwendet. Hierdurch war eine Selektionierung infizier-
ter Zellen bei der Verwendung dieser shRNA Bibliothek nicht méglich und folglich wurde
angestrebt, moglichst viele Zellen zu infizieren. Andererseits erhoht sich durch dieses Vor-
gehen zwangsldufig auch der Anteil der Zellen, welcher durch mehr als ein Viruspartikel
infiziert wird. Diese Gesetzméfigkeit kann mit der Poisson-Verteilung beschrieben werden
(siche Abb. [8.1)). Da ab einer MOI von 0,7 der Anteil an Zellen mit mehrfachen Integra-
tionen schneller zunimmt als der mit einer einfachen Integration, wurde diese MOI bei der
Infektion der Zellen als ein Optimum angestrebt.

Im Verlauf des Secreens nahm der Anteil infizierter Zellen kontinuierlich ab. Die ver-
wendete shRNA-Bibliothek enthélt bevorzugt shRNAs, deren Aktivitéit eine Depletion von
Signalwegsproteinen nach sich ziehen soll. Diese sind hiufig essentiell fiir das Uberleben
einer Zelle und es kann daher ein Wachstumsnachteil infizierter- gegeniiber nicht-infizierten
Zellen erwartet werden. Es zeigte sich jedoch auch, dass eine Infektion mit einer Kontroll-
shRNA wie beispielsweise der gegen das Luziferase-Gen bereits Wachstumsnachteile fiir
infizierte Zellen entstehen (siehe Abb. [£.7, shLUC). Andererseits entstehen jedoch keine
Wachstumsnachteile, wenn ein Vektor ohne shRNA-Insert infiziert wird (siehe Abb.
EV). Die Virusinfektion an sich ruft diesen Effekt also nicht hervor. Moglicherweise fiihrt
die exogen erzwungene Expression einer siRNA unabhéngig von ihrem spezifischen Zielmo-
lekiil bereits zu einer kompetitiven Inhibition des DICER/RISC Komplexes, der shRNAs
prozessiert. Solche Effekte wurden bereits beschrieben [I142]. Um eine Redundanz von 800-
facher Uberreprisentation jeder shRNA beim Sequenzieren zu gewihrleisten, wurde die
beobachtete Abnahme infizierter Zellen ausgeglichen, indem mehr Zellen fiir Sequenzie-
rung verwendet wurden.

Bei der Préparation der Sequenzierbibliothek (Abb. [4.4/b) wurde ein unerwartetes Pro-
dukt durch die Index-PCR erzeugt d). Dieses Produkt zeigte in der Chip-Gelelektro-
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phorese das Laufverhalten eines zu grofen, uneinheitlichen Produktes (PCR-Peak bei 43
Sek und ein weiteres, breites Produkt bei 48 Sek). Sangersequenzierungen von Isolaten
dieser Produkte zeigten, dass es sich um korrekte Produkte aus der shRNA-Bibliothek
handelte (nicht gezeigt). Es wurde folglich angenommen, dass es sich bei dem Produkt um
DNA-Doppelstriange handelt, deren Barcode-Sequenz nicht identisch ist, die aber aufgrund
ausreichender komplementérer Basen an den 5" und 3’ Enden dennoch annealen (Abb.[5.1)).
Eine solche, partiell nicht komplementire DNA, kénnte ein verindertes Laufverhalten zei-
gen und derartige Produkte wurde bereits in anderen Studien beschrieben [143]. Es steht
zu befiirchten, dass die Quantifizierung der Sequenzierbibliotheken durch diesen Effekt
ungenau werden kénnte. Dieses potentielle Problem wurde jedoch ignoriert, da alle gene-
rierten Bibliotheken einen dhnlichen Anteil des beschriebenen Nebenproduktes enthielten.
Die Sequenzierung der normalisierten und vereinten Bibliotheken erzeugten vergleichbare

Sequenzread-Zahlen (nicht gezeigt).

a) b) Barcode1
Barcode1 ( z« ./)
X
[ e o e B B B B e i BT B e O B R e |
e —— — * —_—

rev. comp. Barcode1

konstanter Bereich

Abbildung 5.1: reannealed partial duplex
a) In frithen PCR-Zyklen verlaufen die Barcode- und Index-PCRs mit hoher Effektivitat. Anndhernd jedes
Edukt wird amplifiziert und ein DNA-Doppelstrang mit der perfekt revers-komplementiren Basensequenz
bildet sich. Bei weiteren Zyklen nimmt die PCR-Effizienz ab und nicht-amplifizierte Edukte konnen wieder
renaturieren. b) Da die Sequenzen aller amplifizierten Barcodes an 5’ und 3’ zu einem grofen Teil identisch
sind, ist die Wahrscheinlichkeit grof (circa 1:27.500, der Anzahl vorhandender unterschiedlicher shRNAs),
dass zwei unterschiedliche shRNA Konstrukte eine partielle Doppelhelix generieren. Der Bereich, in dem
keine komplementire Basenpaarung moglich ist, kdnnte in der Lage sein, mehr interkalierenden Farbstoff

zu inkorporieren (durch rote Sterne dargestellt).

In der dem shRNA-Screen folgenden Qualititskontrolle konnte eine kontinuierliche Ex-
pression des FL-APC Allels indirekt durch Messung der 3-CATENIN Proteinmengen be-
stitigt werden (4.5 c¢). Es zeigte sich bei der Sequenzierreaktion, dass jede shRNA der
Bibliothek circa 10.000-30.000 mal sequenziert wurde. Da es innerhalb der Zellpopulation
lediglich 800 unabhingige Infektionen gab ist mit dieser Sequenziertiefe eine ausreichen-
de Abbildung der biologischen Varianz gegeben. Die durchgefiihrten Mafnahmen um eine
geringe Varianz zu erreichen fiihrten zum Erfolg, wie eine PCA der drei unabhéngigen
Screen-Replikate zeigte (Abb. 4.5 f und Tab. [5.1)).

Uberraschenderweise ergab die Auswertung des shRNA-Screens lediglich zwei Kandi-
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Reduktion biologischer Varianz (i) Nutzung eines isogenen Zellsystems
Reduktion getesteter Hypothesen (ii) Test von lediglich 5.000 inhibierbaren Genen
Mehrmaliges unabhéngiges Testen 5-6 unabhingige shRNA pro Gen

der gleichen Hypothese (iii)
Vermeidung experimenteller Nadelohre | 800-fache Uberreprisentation aller
shRNAs, 20-fache Sequenziertiefe

Tabelle 5.1: Mafknahmen zur Vermeidung falsch-positiver und -negativer Screen-
Ergebnisse

daten fiir eine synthetisch letale APC-Interaktion, BCL2L1 und EIF2B5. Im Zuge einer
Masterarbeit konnten wir bestéitigen, dass BCL2L1 diese synthetisch letale Interaktion mit
dem Verlust von FL-APC zeigt [131]). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die Depletion
dieses Gens synthetisch letal mit hyperaktivem B-CATENIN ist [115]. Mechanistisch liegt
dies laut Rosenbluh et al. [I15] an einem Komplex begriindet, den 3-CATENIN zusammen
mit YAP1 und TBX5 bildet. Dieser fiihrt zur Expression und damit Erhéhung von BCL2L1,
von dem Zellen mit hoher 3-CATENIN-Aktivitdt abhéngen. Zahlreiche der in dieser Studie
verwendeten Zellen haben APC-Mutationen, die zu der erhohten B-CATENIN-Aktivitit
fithren. Es ist daher naheliegend, dass dieser Mechanismus auch fiir die Abhéngigkeit der
generierten Zelllinie von BCL2L1 ist.

Die weiteren Untereinheiten von EIF2B, FIF2B1-EIF2B4 waren in dem shRNA Screen
nicht positiv. Dies trifft jedoch auch fiir die Gene YAP! und BIRC5 zu, von denen in Ro-
senbluh et al. [I15] ebenfalls gezeigt wurde, dass diese einen synthetischen Effekt zeigen mit
aktiven 3-CATENIN haben [115]. Die beiden Faktoren sollten demnach auch einen syn-
thetisch letalen Effekt mit trunkiertem APC verursachen und folglich positive Ergebnisse
in dem shRNA-Screen ergeben. Die Durchfithrung und Auswertung des shRNA-Screens
hat also zu Ergebnissen mit einem hohen Anteil falsch negativer- und korrekt positiver
Ergebnisse gefiihrt. Dies zeigt, dass negativen Ergebnisse in dem vorliegendem Versuch

keine Aussagekraft beigemessen werden kann.

EIF2B5-Depletion fiihrt zu einem synthetisch-letalen Phinotyp Die EIF2B5-
shRNAs wurden mit unterschiedlichen Vektorsystemen validiert und das im shRNA-Screen
gesehene Verhalten konnte bestétigt werden (Abb. f, Abb. und [£.8). Die Untersu-
chung des differentiellen Effektes unterschiedlicher shRNAs ldsst dariiber hinaus die Exis-
tenz eines therapeutischen Fensters fiir die Interferenz von EIF2B5 vermuten: Die shRNA
mit einer geringen Knockdown-Effizienz (shEIF2B5 89) hatte keinen Effekt auf die Pro-
liferation der infizierten Zellen. Die shRNA mit der stirksten Effizienz (shEIF2B5 87)
fiihrte unabhingig von der FL-APC Expression zu einen letalen Phénotyp und die beiden
shRNAs, welche intermedidre Knockdown-Effizienzen besaken (shEIF2B5 85 und 88) ver-
ursachten einen differentiellen Effekt zwischen induzierten und nicht induzierten Zellen. Um

diesen Sachverhalt quantitativ zu untersuchen wire eine doxyzyklin-induzierbare shRNA
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gegen das EIF2B5-Gen ein gutes Werkzeug. Solche weiterfithrenden Versuche kénnten je-
doch nicht in dem hier hergestellten Zellsystem durchgefiihrt werden, da dieses bereits
mit Doxyzyklin induzierbar ist. Auf Versuche mit der siRNA EIF2B5 86 wurde aufgrund
technischer Probleme verzichtet.

Die Proliferation FIF2B5-depletierter Zellen wurde quantitativ bestimmt, um die Stér-
ke des differentiellen Effektes abzuschétzen. Diese Versuche wurden sowohl mit dem indu-
zierbaren FL-APC System durchgefiihrt, als auch mit dem konstitutiv FL-APC expri-
mierenden Zellsystem. Es konnte hierbei nur ein milder synthetisch letaler Effekt gezeigt
werden (Abb. . Die Zellzahl EIF2B5-depletierter Zellen ohne Expression eines FL-APC
Allels vergréfert sich in dem Versuch - wenn auch deutlich langsamer als bei FL-APC expri-
mierenden Zellen (Abb. a,b). Der differentielle Effekt war bei dem FL-APC Zellsystem
markanter als bei dem induzierbaren Zellsystem. Dass neben dem hier generierten, indu-
zierbaren Zellsystem noch ein weiteres, unabhéingiges FL-APC KRK Zellmodell den glei-
chen Effekt zeigt validiert FIF2B5 nochmals zusdtzlich, denn es ist sehr unwahrscheinlich,
dass ein positioneller Effekt der Genomintegration des Transgens in zwei unterschiedlichen
Zellsystemen das gezeigte differentielle Verhalten hervorruft. Auch andere klonale Effekte
sind als Erkldrungsmodell sehr unwahrscheinlich, nachdem eine zweite, von SW480 Zellen
abgeleitete Zelllinie die gefundenen Effekte bestétigt.

Bei der APC-Induktion der TRE-APC Zelllinie fiel mit der Zeit eine geringer werden-
de Repression des Wnt-Zielgens AXIN2 und eine geringer werdende FL-APC Induktion
auf. Die Vermutung lag nahe, dass es sich um einen Selektionsprozess in der Zelllinie han-
delt, der die Induktion des FL-APC Allels oder dessen Aktivitdt auf direkte oder indirekte
Weise verringert. Dies konnte beispielsweise durch methylierungsinduzierte Chromatinkom-
paktierung verursacht sein. Ein solcher Prozess wurde bereits bei tetrazyklin-induzierbaren
Systemen beschrieben [144]. Es wurde daher eine Subklonierung der Zelllinie durchgefiihrt.
Hierbei konnten Klone gewonnen werden, deren A XIN2-Repression nach FL-APC Indukti-
on deutlich stirker war als zuvor (Abb.[£.10]a). Durch die Subklonierung konnte tatséchlich
ein deutlich stirkerer differentieller Effekt gezeigt werden, wie anhand von Kristallviolett-
Férbungen und Zellkernzéhlungen mit dem Operetta-System zu sehen ist (Abb. b, ¢,
d). Diese Ergebnisse zeigen jedoch nicht, ob der gefundene Effekt stark genug ist, um insge-
samt zu einer Abnahme der Zellzahl bei nicht-induzierten Zellen mit EIF2B5-Knockdown
zu fithren. Hierfiir wire zusétzlich die erneute Messung der kumulativen Proliferation notig.

Bei der Messung von AnnexinV /PI Farbungen konnten wir eine differentielle Induktion
von Apoptose durch EIF2B5 shRNA-Expression unter TR- versus FL-APC Konditionen
sehen (Abb. d). Die gezeigten Apoptosemessungen validieren, dass es sich tatséch-
lich um einen synthetisch letalen Phanotyp handelt. Die Expression des nicht trunkierten
Tumorsupressors nach EIF2B5-Depletion verursacht einen antiapoptotischen Effekt. Typi-
scherweise wird jedoch von antiapoptotischen Effekten berichtet, wenn das APC-Allel durch
Mutationen trunkiert wird bzw. von Apoptoseinduktion nach Re-Expression des FL-APC
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Allels [145], [146]. Umso erstaunlicher erscheint auf den ersten Blick eine antiapoptotische
Wirkung von APC nach teilweise Depletion eines essentiellen Translationsfaktors. Die fiir
eine endgiiltige Aufklidrung des hier gezeigten synthetisch letalen Mechanismus notwendi-
gen Daten konnten im zeitlichen Rahmen dieser Dissertation nicht gewonnen werden. Im
Folgenden sollen anhand der verfiigbaren Datenlage moégliche Erklarungsmodelle entworfen

und experimentelle Herangehensweisen fiir deren Uberpriifung dargestellt werden.

Die Expression von FL-APC reprimiert FIF2B5 auf mRNA- und Proteine-
bene (Abb. b, a und [I31]). Die EIF2B5-mRNA hat eine Bindestelle fiir MYC
in der Promotorregion, welche in ChIP-Seq Experimenten in unterschiedlichen Modell-
systemen nachgewiesen wurde [90}, 147HI49]. Eine APC-induzierte Repression von MYC
kénnte also zu der beobachteten Repression von FEIF2B5 fihren. Ein direkter Zusam-
menhang zwischen der Trunkierung von APC und der Induktion globaler Proteinsynthese
konnte im Mausmodell bereits verifiziert werden [I50]. Faller et al. [I50] zeigen, dass die
gesteigerte globale Proteinsynthese infolge der APC-Trunkierung von der Aktivitdt des ne-
gativen Translations-Elongationsfaktors eEF2-Kinase (eEF2K) abhéngt. Als Mechanismus
beschreiben die Autoren eine mTORC1-abhéngige Inaktivierung von eEF2K. Dies hat zur
Folge, dass die Aktivitdt von eEF2 und somit auch die Transations-Elongation gesteigert
wird. Die Autoren argumentieren, dass die Translations-Elongation, der limitierende Faktor
fiir globale Proteinsynthese nach Wnt-Aktivierung ist. Im Zuge einer Masterarbeit konn-
ten wir im TRE-APC Modell eine Abnahme der globalen Proteinsyntheserate nach APC-
Induktion bestétigen [I31]. Umgekehrt bedeutet dies im Sinne einer APC-Trunkierung
wahrend der Kanzerogenese also eine gesteigerte Syntheserate. Mechanistisch kdnnte die-
se wie im Mausmodell auf der mTORCI1-S6K-eEF2K Achse beruhen (vergl. Faller et al.
[150]). Vermutlich stellt die gesteigerte globale Proteinsynthese auch eine erhéhte Anfor-
derung an die Présenz des Translations-Initiationsfaktors ETF2B5. Die Expression dieses
Faktors ist bei TR-APC Zellen stirker als bei ihrem FL-APC Pendant (Abb. [£.11)). Man
kénnte vermuten, dass die Proteinsyntheseleistung nach einem FIF2B5 Knockdown ledig-
lich wieder heruntergefahren wird, selbst wenn EIF2B5 bei TR-APC Zellen limitierender
sein sollte als bei FL-APC Zellen. Letzten Endes handelt es sich bei EIF2B5 um einen
Initiationsfaktor der Translation und eine Reduzierung der Translations-Initiation fiir die
Regulation der Protein-Neusynthese wurde bereits hdufig beschrieben [104]. Wieso kommt
es also hier zu einem durch Apoptose getriebenen synthetisch letalen Phénotyp?

Zellen mit dem TR-APC Allel haben deutlich héhere MYC-Proteinmengen als Zel-
len mit rekonstituierten FL-APC [122]. Interessanterweise steigt die MY C-Proteinmenge
nach einem FEIF2B5-Knockdown bei TR-APC Zellen an, wihrend sie bei FL-APC Zel-
len konstant bleibt (Daten Stefanie Peter, nicht gezeigt). Moglicherweise fithrt die erhohte
MY C-Expression zu einem erhéhten Bedarf an neu synthetisierten Proteinen. Dieser wird
iiber die mTORCI1-S6K-eEF2K Achse bedient (Faller et al. [I50]), was aber gleichzei-
tig EIF2B5 anstelle von eEF2 zum limitierenden Faktor der Proteinsynthese macht. Ein
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Knockdown von EIF2B5 fiihrt nun zu einer abnehmenden Proteinsyntheseleistung, die
den erhdhten Bedarf der TR-APC Zellen nicht mehr decken kann. Es kommt schlieflich zu
MY C-getriebener Apoptose (Abb. .
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Abbildung 5.2: Modell der EIF2B5-abhingigen synthetischen Letalitdt 1
In diesem Modell der synthetischen Letalitit von TR-APC und EIF2B5-Knockdown kommt es zu ei-
ner MYC-induzierten Apoptose. Durch APC-Trunkierung wird das Protein MYC induziert. Dies verur-
sacht einen erhohten Bedarf an Proteinsynthese (Mitte). Diese wird durch eine verstirkte Translations-
Elongation nach Inhibition von eEF2K erreicht. EIF2B5 wird hierdurch fiir die gesteigerte Translation
limitierend (Oben). Durch einen Knockdown des Gens wird die Translationsleistung wieder gesenkt und

erfiillt nicht mehr den gesteigerten Bedarf. Es kommt zu einer MY C-induzierten Apoptose.

Falls diese Hypothese zutrifft sollte ein Knockdown von MYC den Synthetisch leta-
len Effekt des EIF2B5-Knockdowns wieder autheben kénnen und auch dies konnte inzwi-
schen gezeigt werden (Daten Stefanie Peter). Zudem sollten alle Inhibitoren mit denen
sich die Proteinbiosynthese verringern ldsst ohne dabei die TR-APC getriebene starke
MYC-Aktivitdt zu reduzieren ebenfalls einen synthetisch letalen Effekt bewirken. Fiir den
mTORC1-Inhibitor Rapamycin trifft dies zu [150].

Die Expression des FL-APC Allel reprimiert die ER-Stress Markergene
DDIT3, splXBP1 und GRP78 (Abb. . Umgekehrt kann dies als eine ER-Stress In-
duktion infolge der APC-Trunkierung gedeutet werden. TR-APC Zellen zeigen gegeniiber
FL-APC Zellen eine erhéhte Proteinsyntheseleistung (s.0) und moglicherweise fiihrt dies

zur Induktion von ER-Stress. Eine erhohte Proteintranslation wurde bereits zuvor als kau-
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sale Ursache fiir eine Induktion von ER-Stress vorgeschlagen [I51]. Die Gene DDITS3 und
spXBP1 aber nicht GRP78 werden nach dem Knockdown von EIF2B5 induziert. Ein Zu-
sammenhang zwischen der Aktivitdt von EIF2B5 und ER-Stress konnte bereits frither ge-
zeigt werden: Sidrauski et al. [I52] zeigen, dass durch eine pharmakologische Dimerisierung
und Aktivierung von EIF2B ER-Stress reduziert wird. Andererseits fiihren Punktmutatio-
nen im EIF2B5-Gen, die die Aktivitdt von EIF2Be verringern (s.u), zu einer Induktion
von ER-Stress [I53]. Es ist also zu erwarten, dass auch ein Knockdown von EIF2B5 einen
solchen Effekt bewirkt.

Ob die beobachtete Zunahme der ER-Stress Marker infolge der FIF2B5-Depletion tat-
séchlich zu einer physiologisch signifikanten Zunahme von ER-Stress fithrt, konnte durch
direkte Beobachtung von Stress-Granula untersucht werden. Diese Granula entstehen infol-
ge der UPR und bestehen aus angehaltenen Translations-Initiationskomplexen [154]. Ty-
pischerweise werden fiir den Nachweis dieser Granula Immunfluoreszenzen mit den Mar-
kergenen TIA-1 und G3BPI1 durchgefiihrt. Falls hierbei ein differenzieller Effekt durch
EIF2B5-Depletion zwischen FL- und TR-APC Zellen zu sehen sein sollte, wiirde dies die
Hypothese, dass differenzieller ER-Stress zu dem beschriebenen synthetisch letalen Effekt
beitragt, stiitzen. In der Folge konnte durch Modulation von ER-Stress auch eine Induktion
oder ein Rescue des synthetisch letalen Effektes mdglich sein. Eine Aktivierung von UPR
durch Inhibitoren wie Thapsigargin oder Tunicamycin wurden bereits vielfach beschrieben
[I55] 156]. Diese Inhibitoren l6sen UPR durch die Induktion von ER-Stress aus: Thap-
sigargin durch die Inhibition der Ca?t-ATPase SERCA, was wiederum verhindert, dass
Ca?*-abhingige Chaperone wie Grp78 und Grp94 die UPR-mediatoren IRE-1, PERK und
ATF6 inhibieren [I57]. Tunicamycin verursacht durch Inhibition der Proteinglycosilierung
Fehlfaltungen in naszenten Proteinen [I58]. In der Folge kommt es ebenfalls zur Aktivie-
rung von UPR. IPA 16st UPR direkt durch Aktivierung von PERK und IRE-1 aus [159].
Tolfenamic acid wurde ebenfalls als UPR-induzierend beschrieben [160]. Bis auf den rela-
tiv neuen Inhibitor TPA wurde fiir die beschriebenen Substanzen bereits validiert, dass sie
Apoptose in kolorektalen Zelllinien auslésen [I60H162]. Wenn eine durch UPR induzierte
Apoptose synthetisch letal mit dem Verlust von FL-APC urséchlich fiir die beschriebene
Toxizitat ist sollte eine vorsichtige Titration der Stoffe in induzierten und nicht induzierten
TRE-APC Zellen unterschiedliche IC50-Konzentrationen erbringen.

EIF2B5-Mutationen fiihren beim Menschen zu der Ausprigung einer metachro-
matischen Leukodystrophie (vanishing white matter disease, VWM). Diese Krankheit fiihrt
nach Monaten bis hin zu Jahren zum Tod der Patienten. Dies zeigt, dass eine Inhibition
von EIF2B zeitweise toleriert werden kann und entsprechend ein therapeutisches Fenster
fiir eine solche Vorgehensweise existiert [I63-165]. Es gibt zahlreiche FIF2B5-Mutationen,
die bei VWM beschrieben wurden [166]. Li et al. [I66] haben die Auswirkung von zehn die-
ser Mutationen auf die Aktivitdt des EIF2B-Proteins untersucht. Diese Mutationen hatten
Proteintrunkierungen von EIF2Be, eine Reduktion der GEF-Aktivitiat von EIF2B oder eine
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Verdnderung der Substrataffinitit des Enzyms zur Folge. Es kam interessanterweise jedoch
bei keiner der untersuchten Mutationen zu einem vollstdndigen Verlust der Enzymaktivitat
von EIF2B. Die Nutzung eines shRNA-basierten Knockdown-Systems imitiert den Effekt
einer EIF2B5-Mutation, da ein shRNA-Knockdown je nach Effizienz der shRNA eine Rest-
aktivitdt von EIF2B5 zulassen kann. Die Mutation R195H hatte in der Studie von Li et al.
[166] eine besonders starke Reduktion der EIF2B5-Aktivitédt zur Folge und diese Mutation
fithrt zu einem besonders drastischen Krankheitsverlauf [167]. Dies und die Beobachtung,
dass ein besonders starker EIF2B5-Knockdown zu einem letalen Phanotyp fithrt (Abb.
ldsst vermuten, dass es eine Korrelation zwischen der Abnahme der EIF2B5-Aktivitit
und der Schwere von VWM geben konnte. Ein Zusammenhang zwischen der verbleiben-
den EIF2B-Aktivitit und dem Zeitpunkt der Manifestation von VWM ist bereits klar
gezeigt ([168]) Zudem ldsst die erwihnte Beobachtung vermuten, dass ein vollstédndiger
Funktionsverlust von EIF2B nicht zur Ausprigung von VWM sondern zu einem prinatal-
letalen Phénotyp fiithrt. Ein formaler Nachweis, dass der Knockdown von EIF2B5 zu einer
Verringerung der GEF-Aktivitdt von EIF2B fithrt konnte mittels eines GEF-Aktivitéts
Assays erbracht werden. Eine ggf. gemessene Reduktion der GEF-Aktivitdt konnte ne-
ben der geringeren Verfligbarketi der katalytisch aktiven EIF2Be-Untereinheit auch durch
eine verdnderte stochiometrische Zusammensetzung des EIF2B-Holoenzyms bedingt sein
[152, 169]. Um dies zu untersuchen wiren Massenspektrometrische Untersuchungen des
isolierten Proteinkomplexes eine Moglichkeit.

Da die Struktur des EIF2B-Komplexes gelost werden konnte, ist eine gezielte Entwick-
lung von Inhibitoren, die in dessen Aktivitat eingreifen moglich [152]. Es ist also durchaus
denkbar, dass eine auf EIF2B5 basierende Therapie durchgefiihrt werden kénnte. Fiir pré-
klinische Studien stehen bereits verschiedene Mausmodelle mit Mutationen und Deletionen
im EIF2B5-Gen zur Verfiigung [170, 171]. Mit solchen Modellen konnte ein synthetisch le-
taler Effekt auch in vivo demonstriert werden und erste Kreuzungen mit konditionalen
APC-Knockout-Méausen wurden zu diesem Zwecke bereits durchgefiihrt (persénliche Mit-

teilung Owen Samson).
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Ergebnisse II Inhibition von MY C-Translation

Die im folgenden dargestellten Ergebnisse wurden bereits im Rahmen einer Publikation

veroffentlicht:

Armin Wiegering*, Friedrich Wilhelm Uthe*, Thomas Jamieson, et al.
Cancer Discovery 2015;5;768-781.

*Geteilte Erstautorenschaft

Wie eingangs beschrieben fithrt die Behandlung unterschiedlicher KRK-Zelllinien mit
dem dualen PI3K- und mTORCI- Inhibitor BEZ235 entgegen den Erwartungen zu ei-
ner Erhohung zelluldrer MYC-Proteinmengen (siche und [109]). Eine Reduktion der
MYC-Konzentration durch Applikation von BEZ235 wurde aus zwei Griinden erwartet:
Erstens sollte die Inhibition von mTORC1 zur Dephosphorylierung des Translationsre-
pressors 4EBP1 fiihren, diesen damit aktivieren und folglich die Translation von MYC
vermindern. Zweitens sollte die Inhibition von PI3K die Aktivitdt der Kinase AKT ver-
mindern. AKT phosphoryliert GSK3, welches fiir die MY C-Degradation bendtigt wird, und
verringert dadurch dessen Aktivitat. Folglich sollte eine Inhibition von PI3K eine verstérkte
MYC-Degradation nach sich ziehen (vergl. Abb. [7.1]).

Wir konnten von vier beschriebenen mTORC1-modifizierten 4EBP1-Phosphorylierungs-
stellen zeigen, dass sie nach Applikation von BEZ235 tatsdchlich nicht mehr phosphory-
liert werden [109]. Es kann also vermutet werden, dass BEZ235 die Translationinitiation
inhibiert. Um dies zu zeigen wurden Cap-Affinitdtsaufreinigungen durchgefiihrt. Hierbei
wurden Cap-bindende Komplexe mittels m7G-Sepharose isoliert (siehe . Fine Be-
handlung von SW480 Zellen mit BEZ235 hat keinen Einfluss auf die Bindung von elF4E
an die 5’-Cap Struktur (Abb. a). Die Bindung von elF4A und elF4G an diese Kom-
plexe ist nach BEZ235-Behandlung jedoch deutlich reduziert und die Bindung von 4EBP1
verstarkt. Dies ist vereinbar mit dem Modell der Translationsinitiation, nach dem 4EBP1
durch kompetitive Inhibition um eIF4E-Bindung seine Wirkung entfaltet [172]. Das vor-
liegende Ergebnis ist mit zwei moglichen Interpretationen kompatibel: Entweder ist die
Translationsinitiation von MYC nicht von elF4E oder elF4A abhingig, oder die Menge
an verfiigbarem 4EBP1 reicht nicht aus, um elF4E vollstindig zu sequestrieren, obgleich
dieses dephosphoryliert ist.

Um zu testen, ob die MYC-Expression von elF4E abhéngt, haben wir ein Doxyzyklin-
induzierbares, dominant-negatives Allel von 4EBP1 in SW480 Zellen exprimiert, welches
durch Mutationen an den mTORC1-Phosphorylierungsstellen mTORC1-unabhingig elF4E
inhibiert (4EBP1(4A)). Die Expression dieses Allels hat die Expression von MYC auch bei
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gleichzeitiger Applikation von BEZ235 suffizient inhibiert (Abb. b)). Die Cap-Bindung
von elF4A und elF4G war unter diesen Bedingungen zudem stérker vermindert als das
nach BEZ235-Behandlung beobachtbar war (Abb. a). Da die Menge von exogenem
4EBP1(4A) die des endogenen 4EBP1 iiberstieg, nahmen wir an, dass tatséchlich die ver-
fligbare Menge an endogenem 4EBP1 limitierend ist, und elF4F in KRK Zellen nicht
vollstdndig sequestriert werden kann. Mit dieser Hypothese vereinbar ist, dass bei nur
geringer Uberexpression des eIF4E(4A)-Allels, durch die mit endogenem 4EBP1-Protein
vergleichbare Mengen erzeugt wurden, keine Vermindung von MYC festgestellt werden
konnte [109].

Als alternative Strategie, die MY C-Translation zu inhibieren haben wir Silvestrol, einen
Inhibitor der Helikase eIF4A genutzt [109]. Bereits nanomolare Mengen Silvestrol hatten ei-
ne deutliche Reduktion der MY C-Proteinmenge zur Folge, wihrend die MY C-mRNA nicht
betroffen war [109]. Silvestrol hemmte signifikant die Proliferation von KRK-Zelllinien, je-
doch ohne Apoptose zu induzieren [109]. Die globale Proteintranslation, gemessen durch
35§_Methioninkorporation, war von Silvestrol und BEZ235 #hnlich stark reduziert, was die
Frage aufwirft, weshalb MY C-Proteinkonzentrationen andererseits so stark unterschiedlich
betroffen sind [109]. Um dies zu untersuchen haben wir Polysomenprofile (siche er-
stellt. Hierzu wurde zunichst die RNA aus Zelllysaten inhibitor- oder kontrollbehandelter
Zellen auf einem Saccharose-Dichtegradienten aufgetrennt und diese anschliefsend fraktio-
niert (Abb. a)). Schlieklich wurden die Fraktionen mittels quantitativer realtime-PCR
untersucht: Die Expression des 4EBP1(4A) Allels bewirkte eine starke Reduktion der Asso-
ziation der zwei als Kontrolle benutzten ACTB und TUBBS RNAs mit Polysomen (Abb.
b)). BEZ235 bewirkt bei diesen mRNAs einen moderaten Riickgang der Besetzung
mit Ribosomen. Im Gegensatz dazu bewirkt die Induktion des 4EBP1(4A)-Allels bei der
MYC-mRNA nur eine geringe Minderbesetzung mit Ribosomen, wihrend BEZ235 bei der
Beladung dieser mRNA mit Ribosomen keinerlei Effekt zeigt. Das 5’UTR der MYC-mRNA
enthélt ein JRES-Element (siehe , welches elF4A-abhingige, aber el[F4E-unabhingige
Translation von MYC erlaubt [I73]. Daher haben wir ebenfalls den Effekt von Silvestrol
auf die Besetzung der beschriebenen mRNAs mit Ribosomen untersucht (Abb. a). So-
wohl die MYC-mRNA als auch die mRNAs der Gene ACTB und TUBBS3 zeigten einen
deutlich geringeren Anteil stark beladender mRNAs im Vergleich zur DMSO behandelten
Kontrolle (Abb. b). Als weitere Kontrolle haben wir die mRNA des PFN2 Gens unter-
sucht. Dieses wurde als wenig elF4A abhingig beschrieben und Silvestrol hatte hier einen
geringeren Einfluss als bei den anderen beschriebenen Genen (Abb. b)).

Zusatzlich konnten wir im Rahmen einer Masterarbeit zeigen, dass in Reportergen-
assays die Translation von Luziferase unter der Kontrolle eines MY(C-5-UTR durch Sil-
vestrol im Vergleich zur Cap-abhéngigen Translation einer Kontroll-mRNA reduziert ist
(Abb. b, Daten Yvonne Rouss). Silvestrol inhibierte auferdem die Translation von

Luziferase unter der Kontrolle eines MYC-IRES-Elementes, von dem bekannt ist, dass
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Abbildung 6.1: Cap-Pulldown von Translationsinitiationsfaktoren
a) Cap-Pulldown von SW480 Zellen nach 24 h Inkubation mit BEZ235 (200 nM), Silvestrol (25 nM),
Induktion des 4EBP1(4A)-Allels mit 1 ug/ml Doxyzyklin oder Solvenzkontrolle. Cap-Bindende Komplexe
wurden durch Affinitidtsaufreinigung mit m7G-Sepharose isoliert. Anschlieftend wurden die dargestellten
Proteine im Immunoblot (rechts) nachgewiesen und quantifiziert (Zahlen unter dem Immunoblot "Pull-
down'"rel. zur Solvenzkontrolle). Eine Inputkontrolle (links) wurde ebenfalls im Immunoblot auf die Prisenz
der gleichen Proteine untersucht (n=3). b) SW480 Zellen wurden wie in a behandelt und die indizierten

Proteine im Immunoblot nachgewiesen (n=3).
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Abbildung 6.2: Silvestrol inhibiert die MYC-Translation
a) Polysomenfraktionierung (Absorption: 254 nm) von SW480 Zellen nach Behandlung mit BEZ235 (200
nM), Doxyzyklin, Silvestrol oder Solvenzkontrolle nach 24 h Inkubation. (n=3). b) RNA der gezeigten
Fraktionen wurde isoliert, und der relative Anteil der MYC-, ACTB-, TUBB3- und PFN2-mRNA in den
Fraktionen durch RQ-PCR bestimmt (n=2).
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es von elF4A abhingt (Abb. c) und [I73]). Andererseits wurde die Translation des
elF4A-unabhingigen Hepatitis C Virus-IRES nicht durch Silvestrol verringert (Abb.
d).

Diese Daten zeigen, dass die elF4A-abhingige, aber e[F4E-unabhingige Translation,
die vom MYC-IRES ausgeht, die MYC-mRNA Assoziation mit Polysomen erhilt, wenn
die Cap-abhingige Translation inhibiert wird.

Um diese Annahme zu bestitigen, haben wir Cymarin, einen Inhibitor MYC IRFES-
Element-abhéngiger Translation benutzt [I74]. Cymarin hat im Reportergenassay die Trans-
lation von Luziferase unter der Kontrolle des MYC-5-UTR reduziert. Des Weiteren phé-
nokopierte Cymarin den Silvestrol-Effekt auf die MYC-Expression [109].

Um die Existenz eines therapeutischen Fensters fiir die Inhibition der Translationsini-
tiation zu eruieren haben wir 6ffentlich zugingliche Expressionsdatenbanken untersucht.
Die Expression der PDCD/-, aber nicht die der elF4A, elF4FE, JEBP1 und 4EBP2-mRNA
war in KRK im Vergleich zu normalen Gewebe stark reprimiert [L09]. Dies konnten wir
auch in histologischen Untersuchungen von 10 humanen KRK Proben im Vergleich zu nor-
maler Kolon-Mucosa feststellen, was konsistent mit fritheren Beobachtungen ist [109} [175].
Dies legt nahe, dass die Aktivitdt von elF4A durch die Repression seines negativen Regu-
lators PDCD4 verstérkt ist, und die Inhibition von elF4A daher eine valide Strategie fiir
eine Therapie KRK sein konnte.

Um diese Moglichkeit zu untersuchen haben wir gepriift, ob Silvestrol eine durch
APC-Deletion induzierte Hyperproliferation von Krypten in einem VilinCre®RAP(580s flox
Mausmodell unterdriicken kann [109]: Durch Applikation von 2 mg Tamoxifen iiber zwei
Tage konnte die Deletion von APC herbeigefithrt werden. Nach einer zusdtzlichen Be-
handlung der Mause mit 1 mg/kg Silvestrol, 45 mg/kg BEZ235 oder Solvenzkontrol-
le (intraperitoneal) wurden die Tiere getotet und die Kolon-Hyperproliferation unter-
sucht. BEZ235 hatte keinen signifikanten Effekt auf die durch APC-Verlust induzierte
Hyperproliferation: Sowohl durchschnittliche Groke, BrdU-Inkorporation, Ki67-Farbung
als auch MYC-Proteinkonzentration zeigten keine signifikanten Unterschiede BEZ235- und
Solvenzkontroll-behandelter Tiere. Die in vivo-Aktivitdt von BEZ235 konnte durch eine
erh6hte Expression der CDKN1A-mRNA gezeigt werden. Im Gegensatz dazu unterdriickte
die Behandlung mit Silvestrol die APC-Verlust induzierte Hyperproliferation: Untersuch-
te Krypten Silvestrol-behandelter Tiere waren kleiner, zeigten eine Reduktion der BrdU-
Inkorporation, geringere Ki67-positive Féarbung und eine Reduktion der MY C-Proteinkon-
zentration im Vergleich zu Solvenz-behandelten Tieren. Des weiteren konnten wir zeigen,
dass die MYC-mRNA durch Silvestrol-Behandlung der Tiere unbeeinflusst ist, was zeigt,
dass die MYC-Proteinkonzentration wie erwartet post-transkriptionell reguliert ist. Eine
quantitative Untersuchung zeigte, dass MYC in der unteren Héilfte der Krypten reduziert
ist. Dies legt nahe, dass die von Silvestrol verhinderte Hyperproliferation kein indirekter,

durch Differenzierung hervorgerufener Effekt ist.
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Abbildung 6.3: Silvestrol inhibiert die Translation des M YC-IRES
a) Schematische Illustration der in b), ¢) und d) genutzten Luziferase-Reportersysteme. b) SW480 Zellen

wurden mit pmF transfiziert und 24 h mit BEZ235 (200 nM), Doxyzyklin, Silvestrol (25 nM), Cymarin
(100 nM) oder Solvenzkontrolle inkubiert. Die Luziferaseaktivitét ist relativ zu einem kotransfizierten f3-

Gal-Reporter gezeigt (n=3). ¢) SW480 Zellen wurden mit dem pRmF Luziferase-Reporter transfiziert und
mit Silvestrol (25 nM) oder Solvenzkontrolle behandelt. Die relative Luziferase- Aktivitét ist als Verhéltnis
der Photinus zur Renilla Luziferaseaktivitit dargestellt (n=3). d) SW480 Zellen wurden mit dem pRhcvF

Reporterkonstrukt transfiziert und analog c) behandelt und analysiert (n=3). Die Daten wurden von

Yvonne Rouss erhoben.
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Diskussion 11

Die im folgenden dargelegte Diskussion wurde zum Grofteil in Wiegering et al. [I09] ver-
offentlicht.

Dereguliertes MYC trigt erheblich zur Entstehung kolorektaler Karzinome bei. Phar-
makologische Ansitze, die diese Deregulation ausnutzen, konnten jedoch bisher nicht erfolg-
reich therapeutisch umgesetzt werden. Es war daher ein Ziel dieser Dissertation die Mog-
lichkeit zu untersuchen, MY C-Degradation und -Translation als molekulare Ziele zu nutzen,
um MYC-Expression zu vermindern. Hierfiir wurden die beiden Inhibitoren BEZ235 und

Silvestrol herangezogen, die den PISK-mTOR Signalweg bzw. elF4A inhibieren.

7.1 BEZ235 fiihrt zu einer Erhohung der zelluliren MY C-

Proteinkonzentration

Initial wurde erwartet, dass der PI3K/mTOR-Inhibitor BEZ235 MY C-Proteinkonzentra-
tionen durch FBXW7-abhéingige Degradation, sowie die Inhibition elF4F-abhingiger Trans-
lationsinitiation veringert. Wir konnten bestétigen, dass die MYC-Degradation in KRK von
der Ubiquitin-Ligase FBXW7 abhéngt [176]. Die Inhibition von PI3K oder AKT kann die
MY C-Degradation verstirken, weil AKT GSK3 an S9 phosphoryliert und inhibiert [177].
AKT-Inhibtion kann daher zu einer verstirkten, GSK3-abhéingigen Phosphorylierung von
MYC an T58 fithren. Uberraschenderweise ist die Phosphorylierung von GSK3 an S9 in
KRK-Zellen nicht von der Aktivitdt der beiden Kinagsen PI3K und AKT abhingig, was
nahelegt, dass eine AKT-unabhingige Kinase (wie beispielsweise Aurora-A oder p90RSK
), die diese AS phosphorylieren kann, die Phosphorylierung bei Inhibition von PI3K oder
AKT aufrecht erhalt [I78] [179].

Anstatt die Degradation zu verstérken, hat die Inhibition von PI3K in mehreren KRK-
Zelllinien durch FOXO-abhingige transkriptionelle Expression von Wachstumsfaktorrezep-
toren und damit durch deren Aktivitét indirekt zu erhéhten MY C-Konzentrationen gefiihrt
[24] (Abb. [7.1). Ein &hnlicher crosstalk-Mechanismus wurde bereits in Brustkrebszellen
identifiziert [I80]. Dies kénnte ein evolutiondr konservierter regulatorischer Mechanismus

sein, der die Expression von Oberflichenrezeptoren an die Aktivitét von PI3K koppelt[181].
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7.2 Proteintranslation als therapeutisches Interventionsziel

Die Inhibition der Proteintranslation ist als mogliche therapeutische Strategie fiir die Be-
handlung MY C-abhéingiger Tumore in Erscheinung getreten, weil die Translationsinitiation
in MYC-abhéngiger Lymphome dereguliert ist, und supraphysiologische Proteinsynthese-
raten fiir ihr Uberleben eine conditio sine qua non darstellen|[182]. In MYC-getriebenen
Lymphomen hat Translationsinhibition durch Hemmung von mTORC1 und mTORC2 the-
rapeutische Wirksamkeit, weil zwei Inhibitoren elF4F-abhingiger Translationsinitiation,
4FEBP1 und PDCD4 durch mTORC1 abhinge Phosphorylierung inaktiviert werden und
im Falle von PDCD4 anschliefend proteasomal degradiert werden [I83HISH].

Die Expression von PDCD4 ist stark reprimiert in KRK. Nach Behandlung mit BEZ235
wird 4EBP1 an mTORC1 Phosphorylierungsstellen dephosphoryliert. Dies fiihrt jedoch
nicht zu einer suffizienten Inhibition der MY C-Translation. Wir haben zwei Ursachen fiir
diesen Effekt identifiziert: Zum einen wird die Cap-Bindung von eIF4A und elF4E durch
BEZ235 nur partiell geghemmt, vermutlich weil die Menge an verfiigbaren 4EBPs nicht fiir
eine vollstdndige Sequestrierung elF4E ausreicht. Zum anderen bleibt die MYC-mRNA
auch dann mit Ribosomen beladen, wenn die Cap-Bindung durch ein nicht phosphorylier-
bares 4EBP1 Allel vollstéindig unterdriickt wird. Dies ist vermutlich der Fall, weil durch
ein IRES-Element im MYC-5-UTR elF4E-unabhéngige Translation erméglicht wird [173].
Unsere Resultate sind konsistent mit kiirzlichen Beobachtungen, die zeigen, dass 4EBP-
Proteine nicht die kritischen Effektoren des mTORCI-Inhibitors Rapamycin sind, und
sogar eine genetische Ablation von mTORCI nicht die MYC-Expression im Mausmo-
dell verringert [150]. Die Daten zeigen, dass die duale Inhibition von PI3K/mTOR kei-
ne effektive therapeutische Strategie fiir KRK darstellt, weil BEZ235 nur geringe Effekte
auf MYC-Proteinkonzentrationen- und keinen Effekt auf Proliferation und die Zellzahl im
APC-getriebenen KRK Mausmodell hat. Die Inhibition von mTORC1 durch Rapamycin
zeigt hier hingegen Wirkung und inhibiert das Wachstum von KRK [I50]. Wir vermuten,
dass BEZ235- aber nicht Rapamycin-anhingige Inhibition von mTORC1 durch FOXO-
abhingige MAPK-Aktivierung die therapeutische Effizienz in diesem System limitiert.

7.3 Silvestrol als mogliches Reagenz fiir eine therapeutische

Intervention

Im Gegensatz zu BEZ235 hat Silvestrol die Expression von MYC in KRK-Zelllinien bereits
bei nanomolaren Konzentrationen inhibiert. Des Weiteren reduzierte Silvestrol die Proli-
feration und Zellzahl in KRK in vivo, was dafiir spricht, dass die Inhibition von elF4A
suffizient fiir eine Inhibition der MYC-Expression in KRK ist. Ahnliche Beobachtungen
wurden in einem NOTCH-getriebenen T-Zell-Leukdmiemodell gemacht. Wolfe et al. [186]

konnten nach Inhibition von elF4A mit Silvestrol eine Translationsinhibition zahlreicher



Kapitel 7. Diskussion 1I 68

MYC

Transcription |

iz

1
elF4A

elF4E{ 4EBP elF4E |[elF4G
m'G-CAP T’ @

AAAA 4EBP AAAA

|

Translation

Abbildung 7.1: Model der Wirkung von BEZ235 und Silvestrol in KRK Zelllinien (Aus
[109])
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Onkogene beobachten, darunter auch MYC. Die Autoren fithren dies auf Quadruplex-
Strukturen innerhalb des 5’UTR der RNA zuriick. 2003 konnte gezeigt werden, dass eine
Quadruplex-Struktur fiir die IRES-abhéingige Expression der FGF2-mRNA in humanen
Fibroblasten ist [187], und eine dhnlicher Beziehung kénnte auch innerhalb des MYC-5'-
UTR die IRES-getriebene Translation determinieren.

Uberraschenderweise sind die durch Silvestrol vermittelten Effekte im normalen Kolon
schwach und die fiir eine MY C-Inhibition und Proliferationsreduktion von KRK-Zelllinien
notwendige Silvestrolkonzentrationen werden in vivo tolleriert. (Wiegering et al. [109], in
vivo-Effekte Abb. 6).

Die MYC-Translation wird durch mTOR-Inhibition in murinen Fibroblasten nicht be-
einflusst, was dafiir spricht, dass die Abhéngigkeit der MYC-Translation von elF4A und
elF4G in unterschiedlichen Geweben nicht uniform ist [I88].

Quadruplex-Strukturen kénnen auch von anderen Helikasen als eIF4A, beispielsweise
von RHAU erkannt werden [189]. Es ist mdoglich, dass es fiir die Behandlung von KRK mit-
tels Translationsinhibition von MYC durch eine Inhibtion von elF4A ein therapeutisches
Fenster gibt, da diese Funktion im normalen Kolon von anderen Helikasen iibernommen

wird.
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Materialien und Methoden

8.1 Materialien

Bakterienstdmme und Zelllinien

DH5x Escherichia coli ; chromosomaler Genotyp: F-, $p80dlacZdM15, é(lacZYAargF)-
U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk-, mk+), phoA, supE44, y-, thi-1, gyrA96, relAl;

verwendet zur Herstellung und Amplifikation von Plasmiden

XL1blue Escherichia coli ; chromosomaler Genotyp: recAl, endAl, gyrA96, thi-1,
hsdR17, supE44, relAl, lac [F’ proAB laclqZdM15 Tnl0 (Tetr)]; verwendet zur Amplifika-

tion von Plasmiden auf der Basis von pLKO-Vektoren
HEK293T humane embryonale Nierenzelllinie (ATCC)

SW480 humane Kolonkarzinomzelllinie (ATCC)

8.2 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders angegeben von Merck, Roth, Sigma-Aldrich,
oder Thermo-Fisher Scientific bestellt.

Antibiotika und Zellkulturzusatze

Zur Selektion infizierter Zellen wurden folgende Antibiotika verwendet:
Puromycin (InvivoGen) 2 ug/ml
Geniticin (Thermo Fisher Scientific) 400 ug/ml

Zusétze fiir Experimente:

Polybrene (Sigma) 4 ug/ml in aqua dest. - fiir Infektion von Séugerzellen genutzt (s.u.)
Cycloheximid (CHX, Sigma) 100 ug/ml in EtOH - Zur Translationsinhibition genutzt
Doxyzyklin (Sigma) 1 ug/m in EtOH - Zur Induktion von TET-Promotoren genutzt

8.3 Nucleinsauren

Die in dieser Arbeit verwendete shRNA-Library enthilt 37.500 unterschiedliche shRNA-

Sequenzen. Diese, sowie deren Targets sind im elektronischen Anhang dieser Arbeit ent-

70
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halten. Primer fiir die Kontruktion von Vektoren und quantitative Realtime-PCRs wurden

von Sigma synthetisiert. Diese waren:

Tabelle 8.1: gPCR Primer

Primer Name Zielgen Sequenz
APCfor APC tgctgageggeagaatgaaggtc
APCrev APC tcagecttegaggtgeagagtg
AS-myc-RTfor MYC caccagcagcgactctga
AS-myc-RTrev MYC gatccagactetgaccttttge
CS-RTmAxin2for AXIN2 ccatgacggacagtagegta
CS-RTmAxin2rev AXIN2 gecattggectteacact
FU-EIF2B5-for-RT EIF2B5 cagggcagtagtgatggagtg
FU-EIF2B5-rev-RT EIF2B5 gttgtgccacctgaggagaac
SS_DDIT3for DDIT3 cagagctggaacctgaggag
SS_DDIT3rev DDIT3 tgtttatggctgetttggty
SS_sXBPlfor spXBP1 ctgagtccgaatcaggtgcag
SS_sXBPlrev spXBP1 atccatggggagatgttctgg
MH GRP78 forward | GRP78 tgacattgaagacttcaaagcet
MH GRP78 reverse | GRP78 ctgctgtatcctettcaccagt
8.4 Antikorper
Antigen Hersteller Artikelnummer | Host
APC Cell Signaling 2504 Rabbat
3-CATENIN | Cell Signaling 9581 Rabbit
VINCULIN Santa Cruz sc-25336 Mouse
CHOP Cell Signaling 2895 Mouse
4E-BP1 Cell Signaling 9452 Rabbat
elF4A Cell Signaling 2013S Rabbit
elF4E Cell Signaling 2067 Rabbat
elF4G Cell Signaling 2498 Rabbit
MYC Santa Cruz sc-764 Rabbit

8.5 Chemikalien

e GeneRuler 1kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific)

e HiMark Pre-Stained HMW Protein Standard (Thermo Fisher Scientific)
e Protein Marker PageRuler Prestained Protein Laddeer (Thermo Fisher Scientific)

e Immobilon Western Substrat (Millipore)
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Tabelle 8.2: Oligonucleotide fiir Klonierungen

Oligo Name Zweck Sequenz
APC1 Generierung eines | TEST  TATATATATATAG-
FL-APC Fra- | CGCGCGCGCG
gementes aus
pYF-APC
CA-decipherPCR-1-f | Decipher-Library | caagcaaaagacggcatacgag*a
Generierung
CA-decipherPCR-1- | Decipher-Library | ggttcagagttctacagtccgaaac*c
T Generierung
CA-decipherPCR-2-f | Decipher-Library | caagcagaagacggcatacgag*a
Generierung
CA-decipherMP-r- Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaCTG-
CTG Generierung gettcagagttetacagtecgaaac*c
CA-decipherMP-r- Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaGAC-
GAC Generierung ggttcagagttctacagtecgaaac*c
CA-decipherMP-r- Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaAGT-
AGT Generierung ggttcagagttctacagtecgaaac*c
CA-decipherMP-r- Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaTCA-
TCA Generierung gettcagagttetacagtecgaaac*c
CA-decipher-r-ACC | Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaACC-
Generierung ggttcagagttctacagtecgaaac™c
CA-decipher-r-GGA | Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaGGA-
Generierung ggttcagagttctacagtecgaaac™ce
CA-decipher-r-TTT | Decipher-Library | aatgatacggcgaccaccgagaTTT-
Generierung ggttcagagttctacagtecgaaac™ce
FU eIF2B5 16262 | Klonierung von | tcgaggcagattgagaattattgga-
FOR shEIF2B5 85 agttaatattcatagcttccaataa-
ttctcagtetgettttta
FU elF2B5 16262 | Klonierung von | cgcgtaaaaagcagactgagaatta-
REV shEIF2B5 85 ttggaagctatgaatattaacttee-
aataattctcaatctgee
AvT pRSI9 fwdLU(Q Klonierung von | accgcttcgaaatatcagtteggtt-
shLLUC gttaatattcatagcaaccgaacgg-
acatttcgaagtttttt
AvT pRSI9 revLUC| Klonierung von | cgaaaaaaaacttcgaaatgtccgt-
shLUC teggttgetatgaatattaacaace-

8.6 Puffer

gaacggacatttcgaag

Blockierungslésung fiir PVDF-Membranen: 5 % (w/v) Milchpulver oder BSA in TBS-T
Bradford-Reagenz 0,01 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue G-250; 4,7 % (w/v) Ethanol 95

%: 8,5 % ortho-Phosphorsiure

Kristallviolettlosung 0,1 % (w/v) Kristallviolett in 20 % (v/v) Ethanol
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PBS (1 x) 137 mM NaCl; 2,7 mM KCI; 10,1 mM Na2HPO4; 1,76 mM KH2PO4

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

PEI-Transfektionslosung 450 ul PEI (10 %, MW 25.000 g/mol, Sigma); 150 ul; HCI (2 N);
49,5 ml aqua bidest

RIPA-Lysepuffer 50 mM Tris; pH 7,4; 150 mM NaCl; 1 % (v/v) NP-40; 0,5 % (w/v) DOC;
0,1 % (w/v) SDS

Sammelgel 4 % 4 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 30 (37,5:1); 125 mM Tris-HCI; pH 6,8;
0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,1% (v/v) TEMED

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

SDS-Probenpuffer (3 x) 187,5 mM Tris; pH 6,8; 30 % (v/v) Glycerin; 6 % SDS; 0,03 %
Bromphenolblau; 2 M B-Mercaptoethanol Stripping-Puffer 200 mM Glycin; 0,1 % SDS; 1
% Tween-20; pH 2,3 mit HCI

Phosphatpuffer; pH 8,0 1 M Na2HPO4; pH 8,0 mit 1 M NaH2PO4 einstellen

TAE (50 x) 2 M Tris; pH 8,0; 5,7 % Essigséure; 50 mM EDTA

10 x Tank-Blot-Puffer 1,9 M Glycin; 250 mM Tris-Base; 0,05 % SDS; pH 8,0

TBS (20 x) 500 mM Tris-Base; pH 7,4; 2,8 M NaCl

TBS-T 1 x TBS; 0,2 % Tween-20

TE 10 mM Tris; pH 8,0; 1 mM EDTA

TNN-Lysepuffer 50 mM Tris-HC1; pH 7,5; 120 mM NaCl; 5 mM EDTA; 0,5 % NP-40; 10
mM Na4P207; 100 mM NaF; 2 mM Na3VO4

Trenngel 7,5 - 15 % 7,5 - 15 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid 30 (37,5:1); 375 mM Tris-
HCI; pH 8,8; 0,1 % (w/v) SDS; 0,1 % (w/v) APS; 0,1 % (v/v) TEMED

Trypsinlosung 0,25 % Trypsin; 5 mM EDTA; 22,3 mM Tris; pH 7,4; 125 mM NaCl
In-House PCR-Puffer (Tyler Jacks Rezept) 500mM KCI1; 100mM Tris pH 8,3; 15 mM
MgCl2 in dH20. Autoklavieren und nach dem Autoklavieren 1 mg/ml BSA zugeben.

8.7 Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien wie Reaktionsgefifse, Handschuhe und sonstiges Zellkultur- und Plas-
tikmaterial wurden von den Firmen Applied Biosystems, Eppendorf, Greiner, Kimberley-
Clark, Nunc, Sarstedt und VWR, International bezogen.

8.8 Gerate und Membranen
e Blottingapparatur Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad)
o PerfectBlue Tank Electro Blotter Web S (Peqglab)
e Durchflusszytometer BD FACS CantoTM II (BD Biosciences)

e Entwicklermaschine LAS-4000 (Fujifilm Global)
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Westernblot Scanner Odyssey (Licor)

Heizblock Dry Bath System (Starlab)

Thermomixer®) comfort (Eppendorf)

Mikroskop Axiovert 40CFL (Zeiss)

qRT-PCR-Gerét Step One Plus(Thermo Fisher Scientific)
Spektralphotometer NanoDrop 3000 (Thermo Scientific)
PVDF-Transfermembran Immobilon-P-Transfermembran (Millipore)
PCR Gerdt S1000 (Biorad)

Schiittelinkubator Model G25 (New Brunswick Scientific)
SDS-PAGE-Apparatur Minigel (Bio-Rad)

Sonifiziergerét Digital Sonifier® W-250 D (Branson)
Spannungsquellen Power Pac (Bio-Rad)

Sterilwerkbank HeraSafe (Heraeus)

Universalschiittler SM-30 (Edmund Biihler GmbH)
UV-Tisch Maxi-UV-Leuchttisch (Peqlab)

Wasserbad Julabo 5M-5M Bad/Umwélzthermostat (Julabo)
Whatman-Filterpapier Gel-Blotting Papier (Schleicher und Schuell)
Zellkulturinkubator BBD 6220 (Heraeus)

Zellzéhler CASY Zellzéhler (Innovatis)

Zentrifugen Galaxy MiniStar (VWR International)
Eppendorf 5417 R (Eppendorf)

Eppendorf 5425 (Eppendorf)

Eppendorf 5430 (Eppendorf)

Multifuge 1S-R (Heraeus)

Avanti J-26 XP (Beckman Coulter)
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Medien fiir Kultivierung von Siugerzellen

Zur Kultivierung von SW480 Zellen wurde RMPT verwendet (Thermo Fisher Scientific).
Fiir HEK293T Zellen wurde DMEM (Dulbecco‘s Modified Eagle Medium) verwendet (Ther-
mo Fisher Scientific). Zu den Medien wurde Fetales Kalberserum (FBS, Biochrom AG) zu-
gegeben, welches zuvor fiir 30 Min bei 56 °C hitzeinaktiviert wurde. Dem Medium wurde

zusitzlich Gentamycin zugesetzt (10 ug/ml, Thermo Fisher Scientific)

8.9 Molekularbiologische Methoden

8.9.1 Transformation von E. coli-Bakterien mit Plasmid-DNA und Plas-
midamplifikation

Zum Einschleusen von Plasmid-DNA in Bakterien wurden chemisch kompetente Bakterien
auf Eis aufgetaut und mit 1 ug Plasmid-DNA gemischt. Nach 30-miniitiger Inkubation auf
Eis erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C fiir 45 s. Es wurde 1 ml LB-Medium zugegeben und
der Ansatz 30 min bei 37 °C geschiittelt. Im Anschluss wurde die Bakteriensuspension
abzentrifugiert, das Pellet in 100 ul LB-Medium resuspendiert und auf eine LB-Agarplatte
mit entsprechendem Antibiotikum ausgestrichen. Zur Plasmidaufreinigung in gréfierem
Mafsstab wurde die Bakteriensuspension direkt in 200 ml antibiotikahaltiges LB-Medium
gegeben. Die LB-Agarplatten oder der Fliissigansatz wurden iiber Nacht bei 37 °C inku-
biert.

8.9.2 Aufreinigung von Plasmid-DNA aus E. col:

Fiir die Aufreinigung kleiner Mengen Plasmid-DNA (Mini-Praparation) wurden 4 ml an-
tibiotikahaltiges LB-Medium mit einem Bakterien-Einzelklon angeimpft und tber Nacht
schiittelnd bei 37 °C inkubiert. 1,5 ml der Kultur wurden abzentrifugiert und das Bakteri-
enpellet in 200 ul Resuspensionspuffer aufgenommen. Anschliefsend wurden nacheinander
200 ul Lysepuffer und 200 ul Prézipitationspuffer zugegeben. Nach Zentrifugation (5 min,
20.000 x g, 4 °C) wurde der DNA-haltige Uberstand in ein neues Reaktionsgefi# iiberfiihrt
und 500 ul Isopropanol beigemischt. Es erfolgte eine 20-miniitige Zentrifugation bei 20.000
x g, 4 °C zur Fillung der DNA. Das DNA-Pellet wurde mit 75 % (v/v) Ethanol gewa-
schen und anschliefend in 30 ul aqua bidest geldst. Die Aufreinigung von Plasmid-DNA in
grokem Mafstab (Maxi-Priparation) wurde mit dem PureLink HiPure Plasmid Maxiprep
Kit (Invitrogen) gemif den Herstellerangaben durchgefiihrt. Die gleichen Puffer wurden
auch fiir die Mini-Praparation verwendet (s. oben). Die aufgereinigte DNA wurde in aqua

bidest gelost, die Konzentration auf 1 ug/ul eingestellt und bei -20 °C gelagert.
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8.9.3 Messung von Nukleinsdurekonzentrationen

Die Bestimmung der Konzentration von DNA oder RNA erfolgte durch Messung der Ab-
sorption mit einem Spektralphotometer (NanoDrop, ThermoScientific) bei einer Wellenlan-
ge von 260 nm. Hieriiber konnte auch die Reinheit der jeweiligen Nukleinsdure kontrolliert

werden.

8.9.4 Gelelektrophoretische Auftrennung von DNA

Zur Auftrennung von DNA-Fragmenten oder Chromatin wurde je nach Gréfe eine 0,8 -
2 % (w/v) Agaroselosung in TAE-Puffer aufgekocht, mit 0,3 ug/ml Ethidiumbromid ver-
setzt und zum Polymerisieren in einen Geltriger mit Kamm gegossen. Ethidiumbromid ist
ein interkalierender Farbstoff, mit dessen Hilfe DNA unter UV-Licht nachgewiesen werden
kann. Die jeweiligen DNA-Proben wurden mit DNA-Ladepuffer gemischt und in die Gelta-
schen des polymerisierten Agarosegels pipettiert. Parallel wurde zum Groéfenvergleich ein
DNA-Grokenstandard (GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, Thermo Scientific) aufgetragen.
Nach etwa einstiindiger Auftrennung bei 120 V konnte die DNA auf einem UV-Leuchttisch

sichtbar gemacht werden.

8.9.5 Isolation von RNA

Die Extraktion von Gesamt-RNA aus Sdugerzellen erfolgte standardméfig mit peqGOLD
TriFast (Peqlab). Dafiir wurde ein Zellpellet in 1 ml TriFast resuspendiert und anschliefend
200 ul Chloroform zugegeben. Nach kraftigem Mischen wurde 10 min zentrifugiert (20.000
x g, 4 °C), worauf sich zwei Phasen bildeten. Die obere Phase (etwa 500 ul), welche die
RNA enthilt, wurde in ein neues Reaktionsgeféift iiberfiihrt und mit 500 ul Isopropanol
versetzt. Der Ansatz wurde mehrmals invertiert und zur Fillung der RNA 15 min auf
Eis inkubiert. Nach anschliefender Zentrifugation (10 min, 20.000 x g, 4 °C) wurde der
Uberstand verworfen und das RNA-Pellet zweimal mit 70 % (v/v) Ethanol gewaschen.
Sobald das Pellet trocken war, wurde es in 10 - 30 ul aqua bidest geldst.

Alternativ wurde RNA, die fiir eine RNA-Seq Analyse eingesetzt werden sollte, mit
dem RNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Hierbei erfolgte auf der

Saule zusatzlich ein DNase I-Verdau.

8.9.6 cDNA-Synthese

Zur Analyse der Expression einzelner Gene wurde die extrahierte RNA mittels Zufallshexa-
nukleotid-Primern und einer reversen Transkriptase in komplementidre DNA (cDNA) um-
geschrieben. Dafiir wurden 0,5 - 2 ug RNA in 10 ul aqua bidest verdiinnt. Zur Auflésung
der Sekundérstrukturen wurde der RNA-Ansatz fiir 2 min bei 65 °C inkubiert und an-
schliefsend sofort 1 min auf 4 °C abgekiihlt. Nach Zugabe von 40 ul cDNASyntheseansatz
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wurde 10 min bei Raumtemperatur, 50 min bei 37 °C und 15 min bei 70 °C inkubiert.

¢DNA-Syntheseansatz:

e 10 ul M-MLV RT 5 x Puffer (Promega)

5 ul ANTPs (2,5 M, Roth)

2 ul Zufallshexanukleotid-Primer (Roche)

e 0,2 ul RiboLock™ RNase Inhibitor (Fermentas)

1 ul M-MLV Reverse Transkriptase (Promega)

e ad 40 ul aqua bidest

8.9.7 Quantitative Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (qRT-
PCR)

Die quantitative PCR wurde zur Analyse der Genexpression verwendet. Hierbei wird die
jeweilige DNA amplifiziert und dies durch Zugabe eines interkalierenden Farbstoffs (SY-
BRGreen) in Echtzeit quantifiziert (Deepak et al, 2007). Dafiir wurden 19 ul des qRT-
PCR-Reaktionsansatzes in entsprechende Reaktionsgefdfe vorgelegt und 1 ul der cDNA
zugegeben.

qRT-PCR-Reaktionsansatz:

e 5 ul SYBRGreen Mix (ThermoScientific)
e 0,5 ul Primer 1 (10 uM)

e 0,5 ul Primer 2 (10 uM)

e 13 ul aqua bidest (4 ul fur ChIP)
PCR-Temperaturprofil:

e 1 Zyklus 95 °C 15 min

38 Zyklen 95 °C 60 s

60 °C 20 s

e 72°C 155

1 Zyklus 95 °C 60 s

60 °C 30 s

95 °C 30 s
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8.9.8 Herstellung eines Tet-induzierbaren FL-APC Vektors

Herstellen eines Plasmides mit FL-APC unter der Kontrolle des TET-Promotors: Das
APC-Gen wurde aus dem Vektor pSAR-MT-APC (Addgene-Plasmid 16487) durch Re-
striktionsverdau mit BamHI gewonnen und das 8487 bp lange APC-Gen durch Agaro-
segelektrophorese isoliert. Der Vektor pTRE2-Pur wurde ebenfalls mit BamHI inkubiert
und der geschnittene Vektor von 2605 bp Lénge ebenfalls durch Agarosegelelektrophorese
gewonnen. Der gewonnene Vektor und das APC-Gen wurden anschliefsend ligiert und in
XL1-Blue transformiert. Die korrekte Sequenz und Orientierung des Inserts im hergestell-
ten Plasmid wurde durch Sanger-Sequenzierung validiert. Die vollstindige Sequenz des

hergestellten Vektors ist im elektronischen Anhang dieser Arbeit enthalten.

8.9.9 Klonierung von shRNAs in pRSI9

Das Originalprotokol wurde von Anne von Thun erstellt und ist im elektronischen Anhang
dieser Arbeit enthalten.

1. shRNA Design: Die genutzten shRNA-Sequenzen wurden aus der Decipher shRNA-
Bibliothek entnommen. Die Sequenzen bestehen aus jeweils Oligol: ACCG-Sense(21-
GT)-GTTAATATTCATAGC-Antisense-TTTTTT und Oligo2:CGAA-AAAAAA-Sen-
se-GCTATGAATATTAAC- Antisense. Die Sequenzen enthalten mehrere nicht kom-
plementéiire Basen, die die Effizienz der shRNA erhéhen sollen. Die verwendeten Se-
quenzen sind im Text durch zwei Ziffern bezeichnet. Diese sind die letzten beiden
Ziffern des Identifiers der jeweiligen shRNA.

2. Annealing: Um dsDNA zu erhalten wurden Oligol und Oligo2 mit 2xAnnealing-
Puffer (100 mM HEPES-NaOH (pH 7,4), 200 nM KAc, 4mM MgAc) in einem Ther-

mocycler inkubiert:
e 25 ul 2xAnnealing Puffer
5 ul Oligo 1 (100 uM Stock)

5 ul Oligo 2 (100 uM Stock)
15 ul Wasser

Thermocycler-Programm:

(a) 95°C  10s

(b) 85°C - x* 22°C  10min (x=Anzahl der bereits durchgefiithrten Durchldufe)
(¢) Zuriick zu 2 bis 25°C erreicht sind.

3. Klonierung: 5 ug des pRSI9 Vektors wurden mit der Restriktionsendonuklease Bbsl
fiir 1,5 h inkubiert, mittels Agarose-Gelektrophorese getrennt und isoliert. 100 ng


http://www.decipherproject.net/support/
http://www.decipherproject.net/support/
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linearisiertes Plasmid wurden mit 2 ul Annealed Oligos mit T4 DNA Ligase (Ther-
mo Fisher Scientific) nach Anleitung des Herstellers 1h bei Raumteperatur ligiert.
Das Ligationsprodukt wurde anschliefend in XL1Blue transformiert. Die Plasmid
DNA eines Einzelklones wurde isoliert und durch Sanger-Sequenzierung die korrekte

Sequenz validiert.

8.9.10 Klonierung von shRNAs in pLeGO

1. shRNA Design: Die herzustellende Insert-Sequenz darf am 5’ Ende keinen Uberhang
haben und muss am 3’ Ende einen Xhol kompatiblen Uberhang haben (TCGA). Um
den Promotor nach dem Restriktionsverdaus des Zielvektors zu rekonstituieren muss
zusétzlich ein T:A Basenpaar am 5 ’ Ende der generierten dsDNA angefiigt werden.
Die shRNA-Sequenzen wurden aus dem Decipher-Projekt (siehe entnommen
und wie bereits erwdhnt benannt. Fiir die ssDNA Oligomere ergibt sich danach fol-

gendes Muster:

e Oligol: 5" T-Sence-Loop-Antisence-TTTTTT-TCGA 3’
e Oligo2: 3’ A-Sence-Loop-Antisence-AAAAAA-AGCT 5’

Die ssDNA Oligomere wurden an 5’ phosphoryliert bestellt (Sigma)

2. Annealing und Klonierung: Das Annealing der ssDNA Oligomere sowie die Klonie-
rung erfolgte wie in beschrieben.

Kultivierungsmedien

Medien fiir Bakterienkultivierungen

LB-Medium 1 % (w/v) Baktotrypton, 0,5 % (w/v) Hefeextrakt, 1 % (w/v) NaCl

LB-Agar LB-Medium mit 1,2 % (w/v) Bakto-Agar; nach dem Autoklavieren wurde
der LB-Agar auf 50 °C abgekiihlt und 20 ml auf eine 10 cm Schale gegossen. Antibiotika
Abhéngig vom Resistenzgen des Plasmids wurden dem LB-Medium oder dem LB-Agar 100
ug/ml Ampicillin oder 30 ug/ml Kanamycin hinzugefiigt.

8.9.11 Sequenzierungen

Sangersequenzierungen wurden bei dem externen Dienstleister LGC-Genomics durchge-
fithrt. Die Sequenzierung der RNA-Seq und Screen-Daten erfolgte auf einem Illumina GAI-
Ix.

Die Priparation der RNA-Seq Libraries erfolgte mit dem NEBNext® Ultra™ RNA
Library Prep Kit for lllumina®-Kit von New England Biolabs nach den Beschreibungen

des Herstellers..
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8.9.12 shRNA-Screen und Auswertung

Fiir die Durchfiihrung des shRNA-Screen wurden 4,5 * 10° Zellen pro Platte in 7 ml Zell-
kulturmedium auf 20 * 15 cm Zellkulturplatten mit der shRNA Bibliothek infiziert. Das
Medium enthielt ausreichend Virus (in Vorexperimenten getestet) um die angestrebte MOI
von 0,7 nach drei Tagen Inkubation zu erreichen. Zeitgleich mit der Infektion wurde das
FL-APC Allel durch Zugabe von Doxyzyklin induziert (10 Platten) bzw. die Zellen mit
Ethanol kontrollbehandelt (10 Platten). Nach 12 h Inkubation wurde das Medium mit nor-
malen Kulturmedium mit Doxyzyklin/Ethanol ausgetauscht und das Volumen auf 15 ml
erh6ht. Die MOI von 0,7 wurde als Ziel gewihlt, weil diese eine Optimum zwischen zahl-
reichen infizierten Zellen und der Vermeidung von Mehrfachintegrationen darstellt. Auf
diese Weise wurden 4, 5210° Zellen * 10 Platten % 0, 5 Infektionseffizienz = 22,5 % 10% Zellen
infiziert. Dies reicht aus, um die im Screen enthaltenden shRNAs mit durchschnittlich
800-facher Redundanz zu enthalten: 27.500 shRNAs * 800 erstrebte Redundanz = 22210°

benotigte Infektionen

1.00-
— Nicht infiziert
0.75 - — Infiziert
Infektionen
0.50-

[ B

0.25- 2
Tl 3
0.00-

0.00 0. 25 0. 50 0. 75 .00
MOI

Infizierte Zellen [%]

Abbildung 8.1: Theoretische Anzahl an Infektionen mit steigender MOI
Der Anteil der nicht infizierten Zellen nimmt bei steigender MOI ab und der der insgesamt infizierten Zellen
entsprechend zu. Unter den insgesamt infizierten Zellen ist als Balkendiagramm angegeben der Anteil der
infizierten Zellen mit 0 - 4 Infektionen Die dargestellten Wahrscheinlichkeiten ergeben sich aus der Poisson
verteilung: P(k) = < kfm mit k = Anzahl Infektionen und m = MOI

Nach drei Tagen (T1) wurde das Medium gewechselt, 50 % der Zellen fiir die spétere
DNA-Préparation pelletiert und bei —80°C eingefroren und weitere Proben fiir spéitere
Untersuchungen fixiert bzw. eingefroren. 54210° Zellen wurden erneut bei einer Dichte von
4,5 % 10% Zellen /Platte ausgesit, nach 24h das Medium gewechselt und nach weiteren 48 h
erneut passagiert. Bis zum Erreichen von T2 wurden die Zellen auf diese Weise behandelt
und dabei bei jedem Passagieren mehr Zellen ausgesét, so dass bei einem linearen Anstieg
der verwendeten Zellkulturplatten am Ende des Experimentes 20 Zellkulturschalen pro
Kondition erreicht waren. Auf diese Weise wurde dem schrumpfenden Anteil infizierter

Zellen Rechnung getragen. Zum Zeitpunkt T2 wurden alle Zellen eingefroren.
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Die Zellpellets der aller Konditionen (T1/2 und +/- Dox) wurden in 5 ml Puffer P1
aufgenommen. 250 ul 10% SDS wurden hinzugegeben und die Losung 5 Minuten bei Raum-
temperatur inkubiert. Anschliefsend wurden die Lésungen in 1 ml Aliquots aufgeteilt und
auf Eis bei 20% Amplitute 5 Sekunden mit Ultraschall behandelt. Zu den Losungen wurde
5 ml Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (24:24:1) gegeben und die resultierende Losung
gemischt. Die Phasen der Losung wurden durch 60 miniitige Zentrifugation bei 8700rpm
und 20 °C getrennt und die obere Phase abgenommen in ein neues Reaktionsgefifs tiber-
fithrt (ca.4 ml). Zu dieser wurde wurde 0,5 ml 3M Natriumacetat und Glycoblue (finale
Konzentration von 50 ug/ul) zugegeben. Anschliefend wurde mit einem Volumen Isopro-
panol iiber Nacht bei 4 °C gefillt. Die Mischung wurde bei 8700rpm 30 Minuten bei 4
°C zentrifugiert und anschliefend drei Mal mit 70 % EtOH gewaschen. Schlieklich wurde
das Pellet luftgetrocknet und in Injektionswasser aufgenommen. Eine Konzentration von 2
mg/ml wurde hergestellt.

Aus der fragmentierten, genomischen DNA (die gesamte DNA) wurde mittels PCR
mit den Primern CA-decipherPCR-1-f und CA-decipherPCR-1-r die Decipher-Barcodes

amplifiziert:

Genomische DNA 2.5-5 ug
MgCl2 2,5 mM finale Konzentration
CA-decipherPCR-1-f 2,5 ul(10 uM Stammlésung)
CA-decipherPCR-1-r 2,5 ul(10 uM Stammlésung)
dNTPs (10 mM) 1 ul
10x In-House PCR-Puffer 5ul
dH20 ad 50 ul
In-House Taq Pol (C.Séder Batch #16) 0,5 ul

Die PCR-Reaktionen wurden mit dem Program 95°C, 3 Minuten / (95 °C 30 Sekunden,
65 °C 20 Sekunden, 72 °C 20 Sekunden) x 24 / 68 °C, 2 Minuten durchgefiihrt.

Die PCR-~Produkte einer Kondition wurden zusammengefiihrt und mit zwei ul der Lo-
sung wurde eine weitere PCR durchgefiihrt. Mit dieser wurden probenspezifische Barcodes,
sowie Adaptoren fiir die Illumina NGS-Flowcell angefiigt. Verwendet wurden die Primer
CA-decipherMP-r-XXX (siehe S. und CA-decipherPCR-2-f sowie die Phusion Polyme-

rase (Thermo Fisher Scientific)
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Produkt aus PCR1 2ul
MgCl12 2,5 mM Endkonzentration
CA-decipherPCR-2-f 2,5 ul of 10 uM stock
CA-decipherMP-r-XXX 2,5 ul of 10 uM stock
dNTPs (10 mM) 1 ul
5x HF Puffer 10 ul
dH20 ad 50 ul
Phusion Pol 0,5 ul

Pro Kondition wurden zwei PCRs nach diesem Rezept durchgefiihrt und anschlieffend
wieder vereint. Das PCR-Produkt wurde auf einem 2% Agarose-Gel auftrennt und das
142 bp groke Produkt insoliert. Anschliefend wurde auf dem Illumina GAx II nach den
Anweisungen des Herstellers sequenziert (siehe

Das Alignment der Barcode-Sequenzen und Zihlen der jeweils zugeordneten Reads
wurde mit dem Decipher Barcode Deconvoluter nach den Vorgaben des Entwicklers durch-
gefiihrt.

Die Statistik fiir den differenziellen Effekt einer shRNA zwischen den Konditionen wur-
de mit shRNA-seq berechnet [I90]. Um dieses zu verwenden wurde zunédchst ein Gala-
xy-Server eingerichtet, der die benétigten Pakete sowie Abhéngigkeiten enthélt. In der
folgenden Galaxy-Analyse wurde als Contrasts of Interest logQ(DOX%) — logQ(ETOH%)

8.10 Zellbiologische Methoden

Saugerzellen wurden in einem Zellkulturinkubator bei 37 °C, 5 % CO2 und 95 % relativer
Luftfeuchte kultiviert.

8.10.1 Passagieren von Zellen

Adhérente Zellen wurden je nach Proliferationsrate mehrmals wochentlich vor Erreichen
der Konfluenz passagiert. Dafiir wurde das Kulturmedium abgenommen, die Zellen mit
PBS gewaschen und eine entsprechende Menge Trypsin-Losung auf die Zellen gegeben.
Nach wenigen Minuten Inkubation bei 37 °C wurde die Aktivitdt des Trypsins durch Zu-
gabe von Medium gestoppt, die Zellen durch mehrmaliges auf- und abpipettieren verein-
zelt und von der Schale gelost. Ein Teil der Zellen wurde zur weiteren Kultivierung in
eine neue Kulturschale iiberfiithrt, der Rest wurde verworfen. Sollten die Zellen fiir einen
Versuch ausgesit werden, konnte die Zellzahl mit Hilfe einer Neubauer-Zahlkammer oder
eines Zellzdhlers (CASY) Methoden 43 bestimmt werden. Dabei variierte die verwendete
Zellzahl je nach Art und Dauer des Experiments. Es wurde immer darauf geachtet, dass

die Zellen zum Ende des Versuchs nicht konfluent wurden.


http://www.decipherproject.net/software/
http://bioinf.wehi.edu.au/shRNAseq/galaxy.html
http://bioinf.wehi.edu.au/shRNAseq/galaxy.html
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8.10.2 Auftauen von Zellen

Zum Auftauen von Zellen aus dem Stickstofftank wurden die Kryoréhrchen im Wasser-
bad bei 37 °C aufgetaut, in ein Reaktionsgefif mit 30 ml Kulturmedium {iberfithrt und
mehrfach invertiert. Um das DMSO aus dem Einfriermedium zu entfernen, wurden die
Zellen fiir 5 min bei 400 x g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde in einer entsprechenden
Menge frischen Mediums aufgenommen und die Zellsuspension auf eine neue Kulturschale

zur Kultivierung gegeben.

8.10.3 Einfrieren von Zellen

Um Zellen in Fliissigstickstoff fiir eine langere Zeit aufzubewahren, wurden diese wie be-
reits beschrieben mit Trypsin-Losung von der Kulturschale abgelést und in Medium auf-
genommen. Die Zellsuspension wurde in ein Reaktionsgefals gegeben und 5 min bei 400 x
g abzentrifugiert. Das Zellpellet wurde daraufhin in einem addquaten Volumen Einfrier-
medium resuspendiert und jeweils 1 ml der Suspension in ein Kryoréhrchen pipettiert.
Dieses wurde in einem Einfrierbehélter einen Tag bei -80 °C gelagert und anschliefend in
Fliissigstickstoff {iberfiihrt.

8.10.4 Transfektion von Sidugerzellen mit Polyethylenimin (PEI

Die Transfektion von Sdugerzellen mit Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe von Polyethylenimin
(PEI, Sigma). Dafiir wurden Zellen 24 h vor Transfektion ausplattiert und kurz vorher ein
Mediumwechsel auf Transfektionsmedium (2 % FBS, ohne Antibiotika) durchgefiihrt. Es
wurden folgende zwei Transfektionsansétze vorbereitet: Methoden 44 x ug DNA x ul PEI
500 ul PBS 500 ul PBS Dabei wurde ein DNA:PEI-Verhiltnis von 1:2 verwendet. Beide
Ansétze wurden im Anschluss gemischt, 15 min bei Raumtemperatur inkubiert und die
DNA-PEI-Mischung daraufthin direkt auf die Zellen gegeben. Nach 4 - 12 h wurden die
Zellen mit PBS gewaschen und das Transfektionsmedium durch normales Kulturmedium

ersetzt. 24 - 48 h nach Transfektion wurden die Zellen fiir die weitere Analyse geerntet.

8.10.5 Transfektion von Sdugerzellen mit Lipofectamine 2000

Alternativ zur Transfektion mit PEI wurde fiir bestimmte Plasmide und Zelllinien eine
Lipidbasierte Transfektion durchgefiihrt. Hierfiir wurden Zellen auf 10 cm Kulturschalen
in Antibiotika-freiem Medium ausplattiert. Fiir die Transfektion wurden 10 - 20 ug DNA
bzw. die entsprechende Menge Transfektionsreagenz LipofectamineTM 2000 (Invitrogen) in
jeweils 500 ul Opti-MEM (Life Technologies) verdiinnt. Beide Ansétze wurden miteinander
gemischt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Mischung wurde anschlieffend auf

die Zellen gegeben und 24 - 30 h nach Transfektion wurden die Zellen geerntet.
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8.10.6 Herstellung von Lentiviren in HEK293T-Zellen

Alternativ zur retroviralen Infektion wurden fiir die Depletion von Proteinen auch Len-
tiviren benutzt, da diese eine wesentlich hohere Infektionseffizienz besitzen und fiir die
Infektion humaner Zellen kein ekotropher Rezeptor nétig ist. Hierbei mussten zusétzlich
die zur Virusverpackung nétigen Plasmide (psAX.2 und pMD2.G) transfiziert werden. Fiir
die Lentivirusproduktion wurden pro 10 cm Kulturschale 4,5 Mio. HEK293T-Zellen aus-
plattiert und diese mittels PEI transfiziert. Dafiir wurde folgender Transfektionsansatz
vorbereitet: 11,1 ug Plasmid-DNA (pLKO.1-Vektor) 2,4 ul psAX.2 1,2 ul pMD2.G Metho-
den 46 500 ul Opti-MEM® Ein Mediumwechsel erfolgte 16 h nach Transfektion auf 6 ml
normales Kulturmedium. Es wurde insgesamt dreimal der Virusiiberstand abgenommen
(36 h, 48 h und 60 h nach Transfektion), wonach jeweils 6 ml neues Medium zugegeben
wurde. Der komplette Virusiiberstand wurde anschliefsend filtriert und entweder sofort ver-
wendet oder bei -80 °C zur langfristigen Lagerung eingefroren. 3.2.9 Lentivirale Infektion
von Saugerzellen Fiir die lentivirale Infektion wurde das Medium von ausgesiten Zellen
abgenommen. Pro 10 cm Kulturschale wurden 3,5 ml Medium, 500 ul Virusiiberstand und
4 ug/ml Polybren auf die Zellen gegeben. Nach 16 - 24 h erfolgte eine zweite Infektion.
48 h nach der ersten Infektion konnte durch Zugabe von 2 ug/ml Puromycin mit der Se-
lektion begonnen werden. Eine erfolgreiche Selektion wurde durch Puromycin-Behandlung
von nicht-infizierten Zellen kontrolliert. Nach 1 - 2 Tagen Selektion wurden die infizierten

Zellen geerntet oder fiir weiterfilhrende Experimente ausplattiert.

8.10.7 Transfektion, Virusproduktion und Infektion

Transfektionen wurden, wenn nicht anders angegeben mit PEI (Polyethylenimin) durchge-
fithrt. Fiir die Transfektion wurden Zellen auf 10 cm Schalen so ausgesit, dass am néchsten
Tag eine Konfluenz von 70 - 80 % erreicht wurde (Beispielsweise 4 * 10° Hek293T Zellen).
Am n#chsten Tag wurden die Zellen 30 min starviert. 10 pg DNA wurden in 500 pl Optimem
(Thermo-Fisher-Scientific) aufgenommen. 20 ul PEI wurden ebenfalls in 500 pl Optimem
aufgenommen. Beide Optimem-Losungen wurden vereint und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die starvierten Zellen erhielten wieder 5ul Vollmedium und die Transfektions-
16sung wurde tropchenweise iiber die ganze Zellkulturschalenoberfliche verteilt. Transfek-
tionen in anderen Mafstdben wurden nach der verdnderten Zellkulturfliche skaliert.

Transfetkionen mit Lipofektamin 2000 (Thermo-Fisher-Scientific) wurden nach den An-
gaben des Herstellers durchgefiihrt.

Fiir Virusproduktionen wurden die Packaging-Plasmide pMD2G und psPAX2 mit dem
jeweiligen Expressionsvektor kotransfiziert. Hierbei wurden 2.5 pg der beiden Packaging-
Plasmide und 10png des Expressionsplasmides mit PEI wie oben beschrieben transfiziert.
Nach vier Stunden Inkubationszeit erfolgte ein Medienwechsel mit anschliefender Rege-
nerationszeit iiber Nacht. Virale Partikel wurden iiber drei Tage hinweg geerntet: Hierzu

wurden 6 ml Vollmedium auf die Zellen gegeben und dieses nach Inkubation fiir 7 Stunden
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in einem 50 ml Reaktionsgefif gesammelt. Um die viralen Partikel in dem Medium intakt
zu halten wurde das Reaktionsgefdfs bis zu der letzten Virusernte bei 4°C gehalten. Im
Anschluss an die letzte Ernte wurden die infizierten Zellen vernichtet. Der abgesammelte
Virus wurde durch einen 0,4 um Filter sterilfiltriert, in Einfriergefafsen aliquotiert und in
fliissigen Stickstoff eingefroren. Eine Lagerung erfolgte bis zur Verwendung bei —80°C
Um Zellen zu mit den viralen Partikeln zu infizieren wurden 4.500.000 Zellen in 9 ml
Medium ausgesidt. Es wurde ausreichend virale Partikel enthaltendes Medium in diesem
Volumen anteilig verwendet, so dass nach drei Tagen Inkubationszeit zwischen 10 und 60
% der Zellen infiziert waren. Um eine verbesserte Infektionseffizienz zu erhalten wurde dem
Medium zuséitzlich XXXX zugefiigt. Infektionen wurden stets abends durchgefiihrt und am

néchsten Morgen erfolgte ein Medienwechsel.

8.10.8 Gewinnung von Einzelklonen

Einzelklone wurden mittels Klonierungsringen gewonnen. Die zu subklonierenden Zellen
wurden sehr diinn (Beispielsweise 500 Zellen auf eine 15cm Schale) ausgesét, so dass
Kolonien klonaler Herkunft entstanden. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und an-
schlielsend das Medium vollstdndig abgesaugt. Klonierungsringe mit 8§ mm Durchmesser
(Einzelanfertigung) wurden mit einer Seite mit Vaseline abgedichtet und anschliefend an

der Zellkulturschale so angebracht, dass sie die zu isolierende Kolonie einschliefsen.

8.10.9 Wachstumskurven

Um die Proliferation unterschiedlich behandelter Zellen zu vergleichen, wurden fiir jeden
Tag der Zellzdhlung jeweils 10.000 Zellen in Triplikaten in 6-well-Platten ausgesdt. Die
Zellen wurden anschlieffend mit Trypsin-Lésung abgelést und mittels Neubauer-Kammer

die Zellzahl bestimmt. Dies erfolgte je nach Experiment iiber 4 oder 5 Tage.

8.10.10 BrdU-Propidiumiodid-Durchflusszytometrie (BrdU-PI-FACS)

Zur Zellzyklusanalyse wurde die Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell sorting,
FACS) angewendet. Hierbei kann der DNA-Gehalt (N) der Zellen mit Hilfe eines interkalie-
renden, fluoreszierenden Farbstoffs wie Propidiumiodid (PI) analysiert werden. Der DNA-
Gehalt wiederum ermdglicht eine Unterscheidung der Zellzyklusphasen G1/G0 (2 N), S (>
2 N, < 4 N) und G2/M (4 N). Dariiber hinaus kénnen sowohl polyploide Zellen (> 4 N) als
auch apoptotische Zellen (SubG1l, < 2 N) identifiziert werden. Vor der Ernte wurden die
Zellen 1 h mit 5 ug/ml Bromdesoxyuridin (BrdU) behandelt. Als Thymidin-Analogon wird
dieses in neu synthetisierte DNA eingebaut und dient damit als Maf fiir die Proliferations-
rate der Zellen. Zur Analyse bereits abgeldster, apoptotischer Zellen wurde das Medium
in 15 ml Reaktionsgefifsen gesammelt und die adhérenten Zellen mit Trypsin-Losung von

der Kulturschale gel6st. Die Zellen wurden im vorher gesammelten Mediumiiberstand auf-
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genommen und zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4 °C). Nach einmaligem Waschen mit 10
ml PBS und erneuter Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde anschliefend langsam unter Vortexen in 4 ml eiskaltes Ethanol abs.
getropft. Die so fixierten Zellen wurden mindestens 24 h bei -20 °C gelagert. Am Tag der
FACS-Analyse wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4 °C), mit PBS gewaschen
und anschliefend in 1 ml 2 M HC1/0,5 % (v/v) Triton X-100 aufgenommen. Es folgte eine
30-miniitige Inkubation bei Raumtemperatur zur Denaturierung der DNA, woraufhin die
Zellen pelletiert wurden (10 min, 400 x g, 4 °C). Das Pellet wurde in 1 ml 0,1 M Na2B407
(pH 8,5) resuspendiert und die Suspension erneut zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4 °C).
Nach Zugabe von 100 ul 1 % (w/v) BSA in PBS-T wurden 20 ul BrdU-FITC-Antikérper
zugegeben und 30 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Anschlieliend wurden die Zellen
zentrifugiert (5 min, 400 x g, 4 °C), mit 200 ul 1 % (w/v) BSA in PBS-T gewaschen und
in 400 ul Natriumcitrat (38 mM) aufgenommen. Es wurden 15 ul Propidiumiodid-Lésung
(1 mg/ml) und 1 ul RNase A (10 mg/ml) hinzugefiigt und diese Mischung 30 min bei
37 °C im Dunkeln inkubiert. Nach Uberfiihrung in FACS-Rohrchen wurden die Proben
am Durchflusszytometer (FACSCanto 11, BD Biosciences) bei einer Anregungswellenléinge
von 488 nm und mit einem 556 nm Langpass- und einem 585/42 nm Bandpassfilter fiir
Propidiumiodid (Emission 617 nm) gemessen. Die Analyse der Zellzyklusverteilung wurde
mit dem Programm BD FACSDiva 6.1.2 durchgefiihrt.

8.10.11 Kristallviolettfirbung

Zur Farbung von adhédrenten Zellen auf einer Kulturschale wurde das Medium abgesaugt
und die Zellen einmal mit PBS gewaschen. Es folgte eine Fixierung mit 70 % (v/v) Ethanol
fiir 10 min, worauthin das Ethanol entfernt wurde. Nach Trocknung der Zellen wurden
diese mit Kristallviolettlosung (2 ml pro 6 cm Kulturschale) fiir 30 min gefiarbt. Danach
wurde die Farbelosung verworfen, die Zellen mit aqua bidest gewaschen und anschliefsend

getrocknet.

8.10.12 Boyden-Chamber Migrations assay

250.000 Zellen mit Vorbehandlung wie angeben wurden auf der oberen Seite eines Cell Cul-
ture Insert mit 8 um Porengrofe (Corning, REF:353097) in 250 pl Medium mit 1 % FKS
ausgesit. Die Zellkultureinsitze wurde vorsichtig in eine Companion Plate (BD, 3504) ein-
gesetzt und in diese 750 pl Medium mit 10 % FKS gegeben. Die Zellen wurden fiir 48 h
inkubiert und anschliefsend mit 3,7 % Formaldehyd fixiert. Die Zellen wurden dannach
gewaschen, mit Kristallviolett gefirbt und die nicht migrierten Zellen mit Hilfe von Wat-

testdbchen entfernt. Die migrierten Zellen wurden gezdhlt.
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8.11 Proteinbiochemische Methoden

8.11.1 Herstellung von Gesamtzellproteinlysaten

Fir die Isolation von Proteinen aus adhérenten Sdugerzellen wurden diese mit PBS gewa-
schen und von der Kulturschale geschabt. Nach Zentrifugation (4 min, 800 x g, 4 °C)wurde
das Zellpellet in einer entsprechenden Menge RIPA-Lysepuffer (versetzt mit Proteaseinhibi-
toren, 1:1.000) resuspendiert und diese Suspension 30 min auf Eis inkubiert. Die Suspension
wurde daraufhin zentrifugiert (10 min, 20.000 x g, 4 °C) und der Proteintiberstand in ein
neues Reaktionsgefaft iiberfiihrt. Anschliefend wurde die Proteinkonzentration bestimmt
(s. Abschnitt 3.3.3) und das Lysat entweder direkt fiir eine weitere Analyse eingesetzt oder
in Fliissigstickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert.

8.11.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen wurde mit der Bradford-Methode durch-
gefithrt (Bradford, 1976). Dazu wurde ein Gemisch aus 500 ul aqua bidest und 500 ul
BradfordL6sung in eine Kiivette vorgelegt. Es wurde 1 ul des Proteinlysates hinzugegeben,
kréftig gemischt und die Absorption im Photometer bei 595 nm gemessen. Als Leerwert
diente ein Ansatz mit 1 ul des jeweiligen Lysepuffers. Die erhaltenen Absorptionswerte
konnten mit einer Eichgerade verglichen und somit die Proteinkonzentration bestimmt
werden. Methoden 50

8.11.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) dient der Auf-
trennung von Proteinlysaten Laemmli [I91]. Dazu wurden 10 - 20 ug Proteinlysat auf
ein einheitliches Volumen mit dem jeweiligen Lysepuffer aufgefiillt und ein halbes Volu-
men 3 x SDS-Probenpuffer hinzugefiigt. Alternativ wurde eine entsprechende Menge ei-
nes Eluates einer Immunprézipitation oder einer Ubiquitinierungsuntersuchung eingesetzt.
Der Ansatz wurde 10 min bei 95 °C inkubiert und direkt in die Geltaschen eines SDS-
Polyacrylamid-Gels gefiillt. Das Gel bestand aus einem 4 %igen Sammelgel und je nach
Groke der aufzutrennenden Proteine aus einem 7,5 - 15 %igen Trenngel. Als Grokenver-
gleich diente ein Grokenstandard (PageRulerTM Prestained Protein Ladder, Fermentas
oder HiMarkTM PreStained HMW Protein Standard, Invitrogen), welcher parallel aufge-
tragen wurde. Die Gelelektrophorese wurde in einer mit SDS-Laufpuffer befiillten SDS-
PAGE-Apparatur durchgefithrt. Bis zum Erreichen des Trenngels erfolgte dies bei 80 V,

die Auftrennung der Proteine anschlieftend bei 130 V fiir etwa 90 min.
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8.11.4 Western Blot

Im Western Blot werden die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran transferiert, mit der anschliefsend spezifische Farbungen durchgefiihrt werden
konnen. Dies erfolgte mittels Tank-Blot-Verfahren. Dazu wurde die Membran 1 min in
Methanol inkubiert, in aqua bidest gewaschen und darauf in Tank-Blot-Puffer dquilibriert.
Die Membran wurde auf das Polyacrylamid-Gel gelegt und zwischen Filterpapieren und
Schwimmen in die Tank-Blot-Apparatur gespannt. Der Transfer erfolgte je nach Protein-
grofe bei 250 - 350 mA fiir 3 h bei 4 °C. Im Anschluss wurde die Membran in Blockie-
rungslosung fiir 1 h bei Raumtemperatur geschwenkt, bevor sie iiber Nacht bei 4 °C in
einer entsprechenden Verdiinnung des Primdrantikérpers in Blockierungslosung rotierend
inkubiert wurde. Nach dreimaligem Waschen fiir je 10 min in 1 x TBS-T wurde die Mem-
bran fiir 1 h in Sekundérantikorper inkubiert (1:5.000 in 1 x TBS-T'), worauthin nochmals
drei Waschschritte in 1 x TBS-T folgten. Die Detektion der Proteine erfolgte durch Chemi-
lumineszenz mittels Immobilon Western Substrat (Millipore) nach Herstellerangaben. Die
Signale wurden mit dem LAS-4000 (Fujifilm Global) oder Odyssey (Licor) visualisiert und

konnten gegebenenfalls mit der MultiGauge Software bearbeitet und quantifiziert werden.

8.11.5 CAP-Pulldown

CAP Pulldowns wurden wie in Balgi et al. [192] beschrieben, jedoch mit einigen Modifika-
tionen durchgefiihrt:

Zu 200 ug Zelllysat in 500 ul CAP-Lysepuffer wurden 15 ul y-Amminophenyl-m?GTP-
Agarose C1g (AC-155S Jena Bioscience) zugegeben und die Mischung rotierend 90 min bei
4°C inkubiert. Anschlieffend wurde die Reaktion zentrifugiert und zwei mal mit CAP-
Lysepuffer gewaschen. Die verbliebenen Proteine wurden direkt in SDS-Lysepuffer aufge-
nommen, 10min bei 95°C inkubiert und schlieflich die angegebenen Proteine im Immu-

noblot visualisiert.

8.11.6 Polysomenanalyse

16 % 106 SW480 Zellen wurden auf 15 cm Zellkulturschalen ausgesit und 16 h Inkubert.
Anschliefsend wurden die Zellen wie beschrieben 24 h behandelt. Die Zelllyse wurde in
400 ul Gradientenpuffer (1 mM DTT, 100 mM KCI, 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 5 mM Mg-
Cl12, 0,5 % NP40, 20 ul 0,1 mg/ml cycloheximid, Protease und RNAse Inhibitoren (Sigma,
Thermo-Fisher-Scientific). Die Lysate wurden 10 min bei 21.000 * g zentrifugiert und der
Uberstand in ein neues Reaktionsgefif iiberfiihrt. Mit Hilfe einer Bradford-Bestimmung
wurden die Konzentrationen der Proben ermittelt und diese darauthin normalisiert. Die
Proben wurden auf einen 5 - 45 % Saccharose-Gradienten geladen und bei 34.500 rpm 1 h
bei 4°C in einem SW41-Ti Rotor zentrifugiert. Die zentrifugierten Proben wurden mittels

einem Gradienten Fraktionierer fraktioniert (BioComp). Jeweils zwei der erhaltenen Frak-
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tionen wurden 1:1 vereint und RNA durch phenol-chloroform isolation gewonnen. Mit den
so gewonnen Proben wurde mittels gRT-PCR die relative Konzentration der angegebenen

Gene bestimmt. Fin ausfiihrliches Protokoll ist im elektronischen Anhang dieser Arbeit
enthalten.
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