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1 Einleitung

Kolorektale Karzinome (KRK) gehodren zu den Tumorentitaten mit einer der
hochsten Inzidenz in beiden Geschlechtern, welche an unterschiedlichen
Lokalisationen im Darm entstehen kdnnen. Bei Diagnosestellung prasentieren
sich KRK zum Teil als lokalisierte, chirurgisch heilbare Erkrankungen, jedoch
ebenso als bereits metastasierte Tumore mit schlechter Prognose. Sowohl die
hohen Erkrankungs- als auch Sterberaten fordern Arzte und Wissenschaftler
verschiedener Fachrichtungen heraus und bedingen ein weitreichendes
Verstandnis der Tumorpathogenese, um geeignete Behandlungsmoglichkeiten

ZU entwickeln.

Bereits seit seiner erstmaligen Beschreibung 1979 wird dem
Tumorsuppressorprotein 53 (p53) eine zentrale Rolle in der Tumorgenese
zugewiesen und die Erforschung des TP53-Signalnetzwerks ist seitdem
wichtiger Bestandteil der Tumorforschung. Die Inaktivierung des Proteins ist
hierbei ein Schliisselereignis bei der Krebsentstehung und in einer Vielzahl von
Tumoren nachweisbar. Durch intensive Forschung in den letzten Jahrzehnten
ist es gelungen zahlreiche Interaktionspartner im Funktionsspektrum von TP53
zu entdecken. Hierunter auch die Familie der Apoptose stimulierenden Proteine
von p53 (ASPP), welche erheblichen Einfluss auf die Transkriptionsinduktion
von proapoptotische Effektorgenen besitzt. 2019 wurde in unserer
Forschungsgruppe eine Spleil3variante von ASPP2, namens ASPP2k entdeckt,
das onkogenes Potenzial besitzt und zu einem aggressiveren Phanotyp der

Tumorzellen fihrt.

In der vorliegenden Arbeit wird ASPP2k erstmals im KRK nachgewiesen und
untersucht, welchen Einfluss die Expression auf zentrale
Tumorzelleigenschaften besitzt. Einleitend werden die epidemiologischen und
pathologischen Grundlagen sowie Therapieoptionen des KRK aufgezeigt, sowie
die aktuelle Studienlage der ASPP2k Forschung erlautert. Im Anschluss werden

die zugrundeliegenden Untersuchungsmethoden und Forschungsergebnisse
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dieser Dissertationsarbeit beschrieben. Zuletzt werden die Studienergebnisse

diskutiert, interpretiert sowie in den aktuellen Forschungskontext eingeordnet.

Wahrend der Arbeit an dieser Dissertation wurden die Ergebnisse sowie Ideen
der Forschung bereits in einer renommierten Fachzeitschrift durch unsere
Forschungsgruppe verdffentlicht [1]. Entsprechende Passagen dieser
Veroffentlichung sind in der Dissertation enthalten und werden mit
entsprechender Quellenangabe gekennzeichnet.



Ingmar Rieger Einleitung

1.1 Das Kolorektale Karzinom

In einem gemeinsamen Bericht ,Krebs in Deutschland fur 2017/2018" referiert
das Robert-Koch-Institut (RKI) und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. Uber ca. 498.000 erstmalig diagnostizierte
Krebserkrankungen, welche mit 229.065 Todesfallen nach Erkrankungen des

Herzkreislaufsystems die zweithdufigste Todesursache in der deutschen

Bevodlkerung darstellt [2]. Bei genauerer Betrachtung der erhobenen Zahlen ist

eine geschlechtsabhangige Inzidenzrate sowie Organmanifestation zu

beobachten. Manner erkranken hierbei zahlreicher an Krebs als Frauen und die
haufigsten Lokalisationen fir Krebs sind bei Mannern die Prostata, gefolgt von
der Lunge und dem Darm. Die haufigsten Tumorlokalisationen bei Frauen sind

hingegen die Brustdriise, gefolgt von Darm und Lunge [2].

Manner

I 24,6 % Prostata
N 13,3% Lunge
N 12,8% Darm

I 5,1% Harnblase

I 4,5% Malignes Melanom der Haut
I 3 ,39% Non-Hodgkin-Lymphome
I 3,79% Bauchspeicheldrose

I 3,79 Mundhshle und Rachen
I 359 Niere

I 3,5% Magen

Il 2,6% Leukimien

I 2,5% Leber

Bl 22% Speisershre

B 1,6% Hoden

M 1,5% Zentrales Nervensystem

M 1,3% Multiples Myelom

B 1,0% Kehlkopf

B 0,9% Gallenblase und Gallenwege

B 0,8% Weichteilgewebe ohne Mesotheliom
I 0,7% Schilddruse

I 0,6% Donndarm

I 0,5% Morbus Hodgkin

Frauen

Brustdrose 30,0% NI
Darm 11,5% [N

Lunge 9,4% NN

Malignes Melanom der Haut 4,7 % [N
Gebirmutterksrper 4,7% R
Bauchspeicheldrise 3,9% I
Non-Hodgkin-Lymphome 3,6% [l
Eierstocke 3,1% [N

Magen 2,4% Il

Niere 2,4% [l

Leukimien 2,3% [l

Hamblase 2,09% Il

Mundhshle und Rachen 1,9% Il
Gebarmutterhals 1,9% [l

Schilddruse 1,8% Il

Vulva1,4% H

Zentrales Nervensystem 1,3% | |
Leber1,2% M

Multiples Myelom 1,2% W

Gallenblase und Gallenwege 1,2% W
Weichteilgewebe ohne Mesotheliom 0,9% [ |
Speisershre 0,8% 1

Anus 0,7% I

I 0,5% Mesotheliom

Dunndarm 0,5% 1 | 0,4% Penis
Morbus Hodgkin 0,5% I | 0,3% Anus
36 30 24 13 12 6 00 6 12 18 24 30 36
Abbildung 1: Prozentualer Anteil der héaufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebserkrankungen in Deutschland 2018 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs).

Abbildung aus [2].

Somit betrifft etwa jede achte Krebsneuerkrankung den Dickdarm (Kolon) bzw.

den Mastdarm (Rektum). Dies entspricht etwa 33.920 Erstdiagnosen eines KRK
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bei Mannern und 26.710 Erstdiagnosen bei Frauen. Mit ca. 25.000
krebsassoziierten Todesféallen pro Jahr, welche auf eine Neoplasie im Darm
zurtckzufiuhren sind, ist das KRK in beiden Geschlechtern an dritter Stelle aller
Krebssterbefélle in Deutschland gelistet [2, 3].

Betrachtet man die Faktoren, welche fir die Prognosebestimmung bei
Erstdiagnose von Bedeutung sind, so ist vor allem der Diagnosezeitpunkt sowie
die Lokalisation und Ausbreitung in umliegende Organe und Lymphknoten des
Tumors entscheidend fir den weiteren Verlauf der Tumorerkrankung.
Entsprechend der Ausdehnung des Primartumors (T), dem Befall regionarer
Lymphknoten (N) sowie dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M) teilt die
Union Internationale Contre le Cancer (UICC) KRK in die Tumorstadien 0- IV
ein [4, 5]. Das bei Diagnosestellung ermittelte UICC-Stadium bestimmt dabei
den weiteren Behandlungsverlauf und gibt Auskunft Uber die prognostizierte 5-

Jahres-Uberlebensrate [5].

Trotz intensiver Forschung im Bereich der Friherkennung und Therapie des
KRK ist das kumulative 5-Jahres-Uberleben aller Patientinnen und Patienten in
den letzten Jahren nur auf 63% bzw. 62% gestiegen und weiterhin erkranken in
Deutschland einer von 17 Mannern sowie eine von 20 Frauen im Laufe ihres
Lebens an Darmkrebs [2, 6]. Die Behandlung des KRK umfasst die drei Saulen
der Tumortherapie, bestehend aus der operativen Resektion, der Radiotherapie
und der Chemotherapie, wobei die chirurgische Intervention mit Abtragung von
Polypen und Resektion des Tumors im Vordergrund der Behandlung steht.
Liegt bei Diagnosestellung kein lokalisiertes Tumorstadium vor, wird
unterstitzend eine Radio- und/ oder Polychemotherapie praoperativ-

neoadjuvant, adjuvant oder in der palliativen Therapie unterstiitzend eingesetzt
[5].

Pradiktive Faktoren, welche zuverldassig und routinemafig das potenzielle
Therapieansprechen des KRK auf die Chemotherapie voraussagen, existieren
bisher nur bedingt. Ein Biomarker, dem schon in vielen Tumorentitaten ein
solches Potenzial zugeschrieben wurde, ist das Tumorsuppressorgen TP53. Es

stellt das am haufigsten mutierte Gen bei menschlichem Krebs mit
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nachgewiesenen Mutationen in tUber 50% aller Malignome dar. Das Vorliegen
einer solchen Mutation ist in vielen Tumorentitaten, unter anderem im KRK, mit
einem schlechteren Therapieansprechen assoziiert [7-10]. Im KRK ist eine
TP53-Genmutationsrate von bis zu 45% beschrieben. Neben Mutationen kann
der p53-Signalweg auch durch andere Mechanismen beeinflusst werden,
sodass aufgrund seiner zentralen Rolle in der Tumorsuppression die
Erforschung der inaktivierenden Mechanismen des Tumorproteins p53 eine
wichtige Bedeutung fur die zukinftige Behandlung von Krebspatienten darstellt
[11]. In diesem Zusammenhang wurde die Rolle der Familie der Apoptose
stimulierenden Proteine von p53 (ASPP) in Tumoren erforscht und ihr eine
entscheidende Rolle in der Tumorgenese zugeschrieben. Fir die in unserer
Arbeitsgruppe, urspringlich in der Akuten Myeloischen Leukamie (AML) neu
entdeckten, onkogenen SpleiRvariante von ASPP2, genannt ASPP2kappa
(ASPP2k), lagen bis zum Beginn dieser Forschungsarbeit keinerlei

Erkenntnisse fiir das KRK vor.

In der vorliegenden Arbeit wurde daher untersucht, ob ASPP2k im KRK
nachweisbar und funktionell aktiv ist. Zur Bearbeitung dieser Fragestellung
wurden vier ASPP2k modifizierte isogene kolorektale Zellmodelle etabliert und
der Einfluss von ASPP2k auf Tumorzelleigenschaften wie

Proliferationsverhalten, Migration und Apoptoseinduktion untersucht.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen als Grundlage zur weiteren Erforschung von
ASPP2k im KRK dienen und das Potenzial von ASPP2k als pradiktiven

Biomarker sowie mdgliches Ziel einer Therapie ergrtinden.
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1.1.1 Atiologie und Risikofaktoren des KRK

Trotz intensiver wissenschaftlicher Bemihungen ist es, mit Ausnahme einiger
viral ausgeltster Neoplasien, bisher kaum gelungen die krebsauslésenden
Faktoren der meisten Tumorentitdten festzustellen. Vor allem durch
retrospektive Studien ist es jedoch mdglich geworden fur viele Tumoren
Risikofaktoren zu definieren, deren Vorhandensein potenziell zum Entstehen
eines Tumors fihrt. Beispielsweise ist bekannt, dass Ubermaliige Exposition
von UV-Strahlen kutane Neoplasien und Noxen wie Teerstoffe aus
Zigarettenrauch oder Asbest, Tumore des Bronchialsystems bedingen kénnen
[12-14]. Im Gegensatz zu anderen Tumorentitaten, wie beispielsweise dem
Lungenkarzinom, gibt es keinen singularen Risikofaktor, der fur die Mehrheit
der Darmkrebsfélle verantwortlich ist. Vielmehr wurde eine Vielzahl von
Risikofaktoren ermittelt, welche nebeneinander und im Zusammenspiel fur die
Pathogenese des KRK verantwortlich sind. In epidemiologischen Studien
wurden hierbei neben dem Alter und mannlichen Geschlecht, auch eine positive
Familienanamnese fur KRK, der ibermaflige Konsum von Alkohol und Nikotin,
ungesunde Erndhrungsgewohnheiten mit einem hohen Anteil an prozessiertem
und rotem Fleisch, Ubergewicht sowie Stoffwechselkrankheiten wie Diabetes
mellitus identifiziert [15-20]. Weitere Erkenntnisse deuten darauf hin, dass fur
die Entstehung von KRK auch begleitende Erkrankungen wie Infektionen mit
Helicobacter pylori oder Fusobakterien, ebenso wie chronisch entziindliche
Darmerkrankungen mit einem erhdohten Risiko fur die Ausbildung von
intraepithelialen Neoplasien des Darms verbunden sind [21-24]. Demgegenuber
stehen protektive Faktoren wie korperliche Aktivitdt und praventive
MaflRnahmen, wie die endoskopische Abtragung von prakanzerotischen

Lasionen zur Verringerung des Erkrankungsrisikos [25, 26].

Obwohl die Tumorklassifizierung nach dem TNM- und UICC-Stadium sowie die
etablierten molekularen Biomarker wertvolle prognostische Informationen liefern
und als Leitfaden fur die Therapieentscheidung dienen, lasst sich das
Ansprechen und Ergebnis der Tumortherapie bei einer Vielzahl von Patienten

noch nicht zufriedenstellend vorhersagen. Um das Ansprechen auf eine
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Chemotherapie besser prognostizieren zu kdnnen ist ein tiefgreifendes und
weiterfihrendes Verstandnis der vorliegenden Pathomechanismen essenziell,
da die molekulare Charakterisierung des KRK entscheidenden Einfluss auf die
Behandlung und klinische Prognose hat [27, 28].

Allgemein wird in der Karzinogenese des KRK zwischen Tumoren, welche aus
einer spontan auftretenden Adenom-Karzinom-Sequenz resultieren und erblich
bedingten Tumoren unterschieden [29]. Die zwei bedeutsamsten
Erscheinungsformen des erblichen KRK ist das ,hereditare nicht-polyptse
Kolorektale Karzinom* (HNPCC) bzw. Lynch-Syndrom sowie die ,Familiare
adenomatdése Polyposis“ (FAP). Beiden Syndromen liegt eine autosomal-
dominat vererbte Keimbahnmutation zugrunde [30]. Wahrend HNPCC-
assoziierten Tumoren ein Defekt im Mismatch-Repair-System zugrunde liegt,
weisen FAP-assoziierte Tumore eine Mutation im Tumorsuppressorgen APC
(Adenomatose Polyposis coli) auf und bilden eine Vielzahl von Polypen mit sehr

hohem Entartungspotenzial [31, 32].

1.1.2 Die Tumorgenese des KRK

Die Entstehung des Darmkrebses lasst sich in die Initial-, Promotions- und
Progressionsphase unterteilen. Die Karzinogenese beginnt mit der Phase der
Initiation, in der es durch genetische Mutationen zur Entstehung von
intraepithelialen Neoplasien kommt. Dieser Phase folgt eine mehrjahrige
praneoplastische Latenzperiode bis zur klinischen Manifestation eines
Karzinoms, in welcher die noch gutartigen Tumore durch langsame Zellteilung
charakterisiert sind. Durch weitere Mutationen in  Onkogenen oder
Tumorsuppressorgenen kann diese Latenzzeit beschleunigt werden und die
Tumorgenese in die anschlielende Progressionsphase Ubergehen. Hierbei
erlangen die Tumorzellen u.a. mesenchymale Eigenschaften, welche ihnen
ermoglichen andere Gewebe zu infiltrieren. Nach Erlangen dieses invasiven
Potenzials sind die kennzeichnenden Malignitatskriterien von
Krebserkrankungen erfillt [33-35]. Nachfolgend wird die kolorektale

Karzinogenese anhand der etablierten Modelle von Fearon und Vogelstein
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sowie Jass et al. dargestellt.

Die Adenom-Karzinom-Sequenz

Nach dem von Fearon und Vogelstein etablierten Modell entstehen die Mehrheit
der KRK sporadisch durch eine Anhaufung spontaner Mutationen [36]. In einer
mehrstufigen Adenom-Karzinom-Sequenz, dargestellt in Abbildung 2,
entwickeln sich demnach maligne Tumore aus benignen Vorlauferlasionen
durch die Akkumulierung von genetischen Mutationen in einer einzelnen Zelle
[37]. Dieser meist langwierige Prozess von einer epithelialen Dysplasie bis zur
Manifestation eines KRK erfahrt in der Regel eine Jahre bis Jahrzehnte
dauernde Entwicklungszeit. Die erste Mutation in dieser Abfolge verschafft einer
normalen Epithelzelle einen selektiven Wachstumsvorteil, der es ihr ermdglicht,
Uber die sie umgebenden Zellen hinauszuwachsen und einen mikroskopischen
Klon zu bilden. In mehr als 80% dieser Adenome ist hierbei als Haupttreiber
eine inaktivierende Mutation des Tumorsuppressorgens APC nachweisbar [38].
Das entstehende Adenom weist ein nur langsames Wachstum auf, jedoch kann
eine zweite Mutation, wie beispielsweise die aktivierende Mutation des K-RAS
(Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene homolog) Onkogens eine Potenzierung
des klonales Wachstums auslosen. Tumorzellen in diesem Stadium sind nun zu
einer verstarkten Proliferation, mit gestorter DNA-Reparatur und Umgehung der
Zellseneszenz sowie einer Neovaskularisation des Tumorgewebes befahigt [39,
40]. Zellen mit nur APC-Mutation kénnen weiter persistieren, ihre Zellzahl ist
jedoch im Vergleich zu den Tumorzellen mit Mutationen in beiden Genen
deutlich geringer. Dieser Prozess der klonalen Expansion setzt sich fort und
durch weitere Mutationen in Genen wie TGF-3, PIK3CA und TP53 entsteht
schlie8lich ein bdsartiger Tumor, welcher invasiv durch die Basalmembran

dringt und in umliegende Lymphknoten und Organe metastasieren kann [41].
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Chromosome 5q 12p 18q 17p
Alteration Loss Activation Loss Loss
Gene APC k-ras bcc p53
DNA Clth_er
hypomethylation alterations
Marmal Hyperproliferative Early Intermediate | > Late inoma | Metastasis
epithelium 1 epithelium | adenomal ™| adenoma adenoma Carcino

Abbildung 2: Adenom-Karzinom-Sequenz nach dem Modell von Fearon und Vogelstein.
Nach diesem Modell der Karzinogenese entsteht aus gesundem Gewebe (ber gutartige
Zwischenformen, sogenannte Adenome, ein bdsartiges Karzinom. Abbildung aus [35].

Das beschriebene Modell nach Fearon und Vogelstein bietet die Moglichkeit je
nach Zwischenform, in der die Entartung entdeckt wird, eine Prognose Uber das
KRK zu treffen sowie eine entsprechende Therapie einzuleiten. So sind im
Rahmen der Krebsvorsorge abgetragene Polypen mogliche Vorstufen einer
Krebserkrankung mit nur geringer potenzieller maligner Kompetenz. Eine
komplette Entfernung der Polypen kann die spéatere maligne Entartung
verhindern und zu einer vollstandigen Remission flhren. Symptomatische
Patienten hingegen sind haufig schon in einem fortgeschritteneren Stadium im
Sinne der Progressionsphase, was entsprechend die Prognose verschlechtern
kann [42].

Mismatch-repair-Versagen und Mikrosatelliten-Instabilitéat

Man geht davon aus, dass sich etwa 85% der Darmkrebserkrankungen aus
konventionellen Adenomen nach der oben beschriebenen Adenom-Karzinom-
Sequenz entwickeln. Eine Minderheit von ungefahr 15% entsteht hingegen
durch eine Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI-H) [43]. Hierbei kommt es durch
eine, meist sporadisch erworbene, fehlgesteuerte Methylierung der MLH1-
Promotorsequenz zu einem nachfolgenden ,Gene Silencing® des MLH1-
Reparaturgens und anschlie3end haufig zu einem Verlust der DNA-Mismatch-
Reparaturaktivitat (mismatch repair deficiency, dMMR) [44-46]. Bei einer

gleichzeitig bestehenden BRAF (v-Raf Murine Sarkoma Viral Oncogene
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Homolog B1) Onkogen-Mutation kommt es zu einem hypermutablen
pramalignen Phanotyp der kolorektalen Zellen [43]. Klinisch zeichnen sie sich

durch charakteristische serratierte Adenome im proximalen Kolon aus [44].

1.1.3 Molekulare Marker fir Prognose und Therapieansprechen

Initial sollte vor der Therapieeinleitung neben der UICC Stadieneinteilung auch
eine molekularpathologische Diagnostik des Tumors erfolgen, da eine Reihe
von molekularen Faktoren entscheidende pradiktive Informationen hinsichtlich
Prognose und Therapieansprechen liefern. Die molekularpathologische
Charakterisierung umfasst hierbei die Analyse des Mutationszustandes des
RAS-Gens (rat sarcoma), des BRAF-Gens sowie den Status der
Mikrosatellitenstabilitat [5].

RAS-Mutationen sind in etwa 50% der metastasierten KRK nachweisbar und
haben einen direkten Einfluss auf das Therapieansprechen [47]. Die intakte
Signalubertragung der RAS-Proteine ist die Voraussetzung fur die Wirksamkeit
der Anti-EGFR-Antikérper Panitumumab und Cetuximab. Studien konnten
zeigen, dass das Vorliegen von RAS-Mutation nicht nur mit einer Resistenz
gegen Anti-EGFR-Antikérper verbunden ist, sondern deren Zugabe zu einer
FOLFOX-Chemotherapie sogar zu einem ungtinstigeren Therapieergebnis fuhrt
als eine alleinige FOLFOX-Chemotherapie [48, 49]. Hingegen bringt bei
definierten RAS-Mutationen die Kombination aus Bevacizumab und
Chemotherapie einen signifikanten Therapievorteil und wird regelhaft in der
Erstlinientherapie eingesetzt [50].

In ca. einem Zehntel der metastasierten KRK werden aktivierende Mutationen
im BRAF-Gen beschrieben. Diese sind haufig kombiniert mit einer MSI-H und
besitzen auf Grund von hohen Raten an peritonealen und lymphogenen
Metastasen eine schlechte Prognose [51]. Nachdem in Phase-Ill-Studien
nachgewiesen wurde, dass die Kombinationstherapie mit dem BRAF-Inhibitor
Encorafenib und dem EGFR-Inhibitor Cetuximab bessere

Behandlungsergebnisse im Vergleich zur Standardchemotherapie bei weniger

10
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Nebenwirkungen bringt, wurde anschlieRend die Kombinationstherapie als

Erstlinientherapie bei metastasierten und BRAF mutierten KRK zugelassen [52].

Ebenso wurde nach positiven Studienergebnissen der PD-1-Inhibitor
Pembrolizumab als Monotherapie in der Erstlinie fur Patienten mit
metastasiertem KRK und Mikrosatelliten-Instabilitdt (MSI-H) oder Defekt der
DNA-Mismatch-Reparaturaktivitat anerkannt [53].

1.1.4 Stadieneinteilung und Therapieschema des KRK

Die optimale Behandlungsstrategie des KRK ergibt sich aus dem
Allgemeinzustand des Patienten, der Krankheitsausdehnung nach dem UICC-
Stadium sowie der Molekularpathologie des Tumors und ist abhangig von der
Resektabilitat des Primarius und seiner Metastasen potenziell in jedem
Tumorstadium kurativ [5, 54]. Wird in einem frilhen Tumorstadium UICC-I (T1-2,
NO, MO) der Tumor durch eine radikale Resektion vollstandig entfernt, ist dies
als alleinige Behandlungsmaflinahme ausreichend und eine adjuvante
medikamentdse Therapie bringt prognostisch keinen Vorteil und wird
entsprechend nicht empfohlen [55]. Eine 5-Fluorouracil (5FU) und haufig mit
Oxaliplatin eskalierte adjuvante Chemotherapie wird in den UICC-Stadien llI
(T1-4, N>1, MO) und IV (T1-4, N>1, M>1) sowie in klinisch risikobehafteten
Konstellationen auch im UICC-Il Stadium (T1-4, NO, MO) eingesetzt. Zusatzlich
kann bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen zur Verkleinerung des Tumors
eine neoadjuvante Radiochemotherapie oder eine Kurzzeit-Radiotherapie

erfolgen [4, 5].

11



Ingmar Rieger Einleitung

1.2 Das Tumorsuppressorprotein p53

Fir die normale Zellfunktion in einem gesunden Organismus ist die Integritat
des Erbguts eine Grundvoraussetzung. Die Zellen sind so programmiert, dass
sie auch unter Stressbedingungen durch anpassungsfahige Mechanismen in
der Lage sind ihre Erbinformation zu schiitzen [56]. Das
Tumorsuppressorprotein p53 wird auf Grund seiner aul3erordentlichen Funktion
in diesem Schutzmechanismus als ,Wachter des Genoms* bezeichnet [57]. Die
Bezeichnung fur p53 ergab sich aus der Molekilmasse von 53 kDa und wurde

1979 als erster entdeckter Tumorsuppressor dokumentiert [58].

1.2.1 Aktivierung von p53

Zur Aufrechterhaltung der Zellintegritat ist eine Reaktionsfahigkeit der Zelle auf
verschiedene auflere und innere Stressfaktoren unabdingbar. P53 nimmt
hierbei eine Schlisselrolle ein und leitet, als Reaktion auf die jeweiligen
Stressreize, das weiterfihrende Schicksal der Zelle ein. Daher steht das p53-
Netzwerk mit seiner komplexen Funktionsweise und Aktivierungskaskade seit
Jahren im Zentrum der Tumorforschung [59]. Neben direkten Schadigungen der
DNA oder fehlregulierten Replikationsprozessen resultieren auch weitere
Stresssignale, wie hyperproliferative Einflisse durch Onkogenaktivierung,
Hypoxie oder Nahrstoffmangel in einer Aktivierung von p53 und nachfolgender

Initiierung des p53-Signalnetzwerkes. [60].

1.2.2 Funktionen von p53

Zum Schutz des Erbguts und des Organismus vor den beschriebenen
Zellstressoren besitzt p53 ein breites Interaktions- und Funktionsspektrum, um
entsprechende zellulare Reaktionsmechanismen einzuleiten. Als eine der
bedeutendsten tumorsuppressiven Mechanismen von aktiviertem p53 gilt die
Mdglichkeit durch die zentrale DNA-Bindungsdomane als Transkriptionsfaktor
im Zellkern die Expression von spezifischen Effektorgenen zu regulieren. Vor

allem Gene des Zellzyklus (Reprimo, p21) und der Apoptoseregulation (Puma,

12
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Bax, Apaf-1, NOXA) konnen durch ihre p53-spezifischen Promotorsequenzen
aktiviert werden [61, 62].

Neben der Transaktivierungsfunktion wirkt p53 im Zellkern auch als
Transkriptionsrepressor. Dies geschieht einerseits, indem es mit zahlreichen
Transkriptionsgenen interferiert und beispielsweise die Funktion von DNA-
bindenden Transkriptionsaktivatoren beeintrachtigt oder andererseits indem es
direkt Veranderung der Chromatinstruktur bestimmter DNA-Abschnitte initiiert,

sodass die Transkription wachstumsfordernder Gene gehemmt wird [63].

Daruiber hinaus liegen Erkenntnisse vor, dass zusatzlich zur komplexen
Funktion als nuklearer Transkriptionsfaktor, p53 auch

transkriptionsunabhangige Mechanismen zur Tumorsuppression fordert [64].

Zellzyklusarrest

Als eine der ersten Auswirkungen einer erhdhten Expression von p53 kommt es
bei potenziell reversiblen DNA-Schadigungen zu einem vorribergehenden
Zellzyklusarrest. Durch die Transaktivierungsfunktion von stimuliertem p53
sorgt dieses dabei fur die gesteigerte Expression von p21, einem Inhibitor der
Cyklin-abhéangigen Kinase CDK1 und CDK2, wodurch ein reversibler Arrest der
betroffenen Zelle in der Gi- Phase stattfindet. Bei geringen Schaden am Erbgut
kann die resultierende Blockade zur Reparatur der beschadigten DNA-

Abschnitte genutzt werden [65].

Apoptose

Bei irreparablen genomischen Schaden wird die betroffene Zelle zum Schutz
des Gesamtorganismus durch einen p53-vermittelten und kontrollierten
Zelluntergang, genannt Apoptose eliminiert [66]. Bei der Initiierung dieser
programmierten Signalkaskade spielt p53 erneut als Transkriptionsfaktor im
Zellkern eine zentrale Rolle und sorgt fur die Aktivierung von zahlreichen p53-
responsiven Zielgenen. Unter diesen proapoptotischen Zielgenen befinden sich

unter anderem Apafl (,apoptotic peptidase activating factor 1), Bax (,BCL-2-

13
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associated X protein“), PUMA (,p53 upredulated modulator of apoptosis®), PIDD
(,p53-induced death domain protein”), PIG-3 (,p53 inducible gene 3“) und
NOXA welche alle eine p53-Bindungsdoméane in ihrer Promotorsequenz
aufweisen und direkt durch p53 heraufreguliert werden konnen [60]. Durch
diese vielfaltigen Transkriptionsprozesse kommt es in der Folge zur Einleitung
einer komplexen Apoptosekaskade und dem kontrollierten Abbau der

entartungsgefahrdeten Zelle [67].

1.2.3 Die Rolle von p53in Tumorerkrankungen

Wie oben beschrieben ist ein funktionierendes p53-Netzwerk integraler
Bestandteil der Zellhomdostase und besitzt existenziellen Einfluss bei der
Pravention von Tumorentstehung. Kommt es zu einem Ausfall von p53 hat dies
erheblichen Einfluss auf die Zelle und kann fatale Folgen fir den Organismus
haben. Damit sich Tumorzellen erst entwickeln konnen, stellt die Uberwindung
der p53-abhangigen Apoptoseinduktion ein universelles Ereignis fur
Tumorzellwachstum dar [61]. Das p53-Gen ist hierbei das am hé&ufigsten
veranderte Einzelgen bei menschlichen Krebserkrankungen und in mehr als
50% aller invasiven Tumoren nachweisbar [68]. Am haufigsten treten Missense-
Mutationen mit Veranderungen der DNA-Bindungsdoméne auf, wodurch die
Transkriptionsfahigkeit von p53 herabgesetzt ist [69]. Durch Ausschaltung der
p53-mediierten Apoptoseregulation besteht in der Folge eine gesteigerte
Anfalligkeit far zellulare Entartungsprozesse sowie ein reduziertes
Therapieansprechen in einer Vielzahl von Tumoren [70-72]. Jedoch konnten
auch in Tumoren mit erhaltener p53-Funktion alternative Vorgange identifiziert
werden, die ebenfalls zu einer Verminderung der p53-Aktivitat fihren [61, 73].
Einer dieser alternativen Mechanismen der Inaktivierung des p53-Signalweges,
dem eine essenzielle Bedeutung im Regulationsmechanismus von p53
zugeschrieben wird, sind die Apoptose stimulierenden Proteine von p53, kurz
ASPP.

14
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1.3 Die Familie der Apoptose stimulierenden Proteine von p53
(ASPP)

Auf der Suche nach alternativen Regulationsmechanismen fur die Steuerung
des p53-Signalnetzwerks, richtete sich der Fokus unserer Forschungsgruppe
auf die Proteinfamilie der ASPP. Gerade in Tumoren, ohne eine p53-
Genmutation drangte sich die Frage auf, ob alternative Modulatoren der

Apoptose in diesen Fallen fehlreguliert sind.

Durch Regulation der p53-abhéngigen Transkriptionsinduktion proapoptotischer
Effektorgene besitzen speziell die ASPP eine essenzielle Rolle im p53-
Netzwerk. Eine Deregulation dieser Proteine konnte, selbst bei
funktionsfahigem p53, zu einer partiellen Inaktivierung des Apoptosesignalwegs
fuhren und héatte damit erheblichen Einfluss auf die ersten Schritte der

Tumorentstehung [74].

1.3.1 Mitglieder der ASPP

Die Familie der ASPP besteht aus drei Mitgliedern: den beiden
proapoptotischen Proteinen ASPP1 und ASPP2 sowie dem anti-apoptotische
Gegenspieler (inhibitory) iIASPP. Die ASPP-Proteinfamilie zeichnet sich durch
einen evolutionar konservierten C-Terminus aus, der vier repetitive Ankyrin-
Sequenzen, eine SH3-Doméne und eine prolinreiche Region beinhaltet
(Abbildung 3) [75, 76]. Dieser C-Terminus ist die bevorzugte Bindungsstelle der
ASPP Proteine mit ihren Interaktionspartnern, insbesondere dem

Tumorsuppressorprotein p53 [77].
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AspP1l a2 | [Prol| Ank | [SH8 | 1091

aspp2l x| 1Pl Ank | [SHE | 1128

... |Prol|l Ank | |SHS |828

Abbildung 3: Struktur der ASPP-Familie. Darstellung der Strukturgemeinsamkeiten der
ASPP-Familie mit gemeinsamer prolinreicher Region (Pro), Ankyrin-Wiederholungen (Ank) und
einer SH3-Doméane. Abbildung aus [75].

iIASPP

Die bisher bekannteste Funktion der ASPP-Proteinfamilie ist die Regulierung
der durch p53 und seinen Familienmitglieder p63 und p73 vermittelten
Apoptose [78]. Bei Auftreten von zellularem Stress kommt es zur Expression
und Stabilisierung von p53 und konsekutiv entweder zum Zellzyklusarrest oder
der Induktion von Apoptose. Die Bindung von ASPP1 und ASPP2 an p53 flhrt
spezifisch zu einer erhohten Affinitdt der DNA-Bindungsdoméne von p53 fur
proapoptotische Promotorregionen an Genen wie Bax und PIG3, jedoch nicht
zu einer erhdhten Affinitat fir die Promotoren der Gene fir Zellzyklusarrest
CDK1A oder MDM2. Durch die nachfolgend vermehrte Transkription von
proapoptotischen Genen kommt es daher zur Einleitung der Apoptose
(Abbildung 4) [74, 79, 80].

stabilisation

@ Bax, PIG3 etc.
- b e S e
apoptosis Up-regulation of pro-

apoptotic genes

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Apoptoseinduktion durch ASPP1/2 und p53
Interaktion. Abbildung aus [79].
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Bei Uberexpression von iASPP wird die Bindung von ASPP1 und ASPP2 an
p53 verhindert und es kann auf diesem Weg keine Induktion der Apoptose
erfolgen (Abbildung 5). Diese Eigenschaft der Hemmung von p53, macht IASPP
zu einem Onkoprotein und Gegenspieler von ASPP1 und ASPP2 [81].

ASPP family
ASPPI1, ASPP2 iASPP
(activator of p53) (inhibitor of p53)
pS3 pS3
Apoptosis 1 Apoplosis ¥

Abbildung 5: Regulation der p53-abhéngigen Apoptose durch die ASPP Mitglieder.
Abbildung aus [82].

Obwohl vermutet werden kénnte, dass besonders in p53 Wildtyp (WT) Tumoren
die ASPP-Proteine ein logisches Ziel fir Mutationen sein muissten, zeigten
genomische Analysen der ASPP-Gene keine relevanten genetischen
Veranderungen [83, 84]. Interessanterweise konnte dennoch in einer Vielzahl
von humanen Tumoren eine deregulierte Expression der ASPP-Familie
nachgewiesen werden [74, 75, 85-88]. So konnte beispielsweise unsere
Arbeitsgruppe eine verminderte Expression fiur ASPP2 auf Grund einer

Hypermethylierung im Bereich der Promotorregion nachweisen [87].

Neben dem besseren Verstandnis der Tumorpathogenese liefern ASPP-
Screenings auch neue Erkenntnisse tUber Prognose und Therapieansprechen.
So konnte gezeigt werden, dass Tumorzellen mit einem hohen
Expressionslevel fur ASPP1 und ASPP2 besser auf eine Behandlung mit

Chemotherapeutika ansprechen als Zellen mit niedriger Expression [87, 89].
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1.3.2 ASPP2

Das Apoptose stimulierende Protein von p53-2 (ASPP2), oder auch 53BP2L,
kodiert durch das Gen TP53BP2, ist ein wichtiges Mitglied der Familie der
ASPP-Proteinfamilie [90]. Alle Mitglieder dieser Familie zeichnet repetitive
Ankyrin-Sequenzen, eine SH3-Domane sowie eine prolinreiche Sequenz an
ihrem C-Terminus aus [74, 91, 92]. Im Jahr 1994 entdeckten Iwabuchi et al. den
C-Terminus von ASPP2, den sie urspringlich 53BP2 nannten [91]. Spater
konnte nachgewiesen werden, dass die 53BP2-Bindungsstelle in der p53-
Kerndomane aus einer evolutionar konservierten Region besteht und dass die
bei menschlichen Krebsarten gefundenen p53-,Hotspot‘-Mutationen die
53BP2/p53-Interaktion stéren [77, 93, 94]. Dies deutete darauf hin, dass
Wechselbeziehungen zwischen beiden Proteinen eine wichtige Rolle fur die
p53-Funktion spielen. Im Jahr 1996 entdeckten Naumovski und Cleary eine
langere Version von 53BP2 mit 1005 Aminosauren und einer Bindungsfunktion
an Bcl-2 und bezeichneten es Bbp (Bcl-2 Bindungsprotein). Dieses Protein
fuhrte bei einer Uberexpression zur Hemmung des Zellwachstums [95]. In der
Folge konnte in weiteren Studien gezeigt werden, dass Bbp/ 53BP2 das
Zellwachstum inhibiert und die Apoptose stimuliert [96, 97]. Im Jahr 2001
zeigten Samuels-Lev et al.,, dass 53BP2 und Bbp beide Fragmente eines
langeren Proteins sind, welches sie ASPP2 nannten [74]. ASPP2 und Bbp/
53BP2 sind demnach Spleil3isoformen, die aus 1128 Aminosauren bestehen
und vom demselben Genabschnitt kodiert werden [92]. Neben der
Beschreibung dieser langen Version zeigten weitere Versuche, dass ASPP2
nur in voller Ladnge und bei intakter p53-Kerndomane optimal Apoptose
auslosen kann, wahrend die kirzeren Varianten nur eingeschréankt dazu in der
Lage sind [74]. Die Expression von ASPP2 verstarkt aul3erdem die
apoptotische Funktion von p63 und p73, indem es selektiv die Expression
endogener p53-Zielgene, wie PIG3 und PUMA induziert. Daher ist ASPP2 ein
Aktivator mehrerer p53-Familienmitglieder und die genannten
Interaktionsmdglichkeiten deuten auf die zentrale Rolle im p53-Netzwerk hin
[78].
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Interessanterweise konnte ebenfalls gezeigt werden, dass die ASPP2-
Expression bei einer Vielzahl menschlicher Tumoren regelhaft verandert ist und
mit Therapieresistenzen und einem schlechteren klinischen Verlauf der
Patienten assoziiert ist [74, 83, 87, 98-101].

In diesem Rahmen konnten Kampa et al. nachweisen, dass ASPP2 ein in vivo
Tumorsuppressor ist. So waren untersuchte ASPP2”- Mause auf Grund eines
frihen embryonalen Ereignisses nicht Uberlebensfahig. Obwohl sich ASPP2*"
Mause phanotypisch unaufféllig zeigten, waren sie signifikant tumoranfalliger
als ASPP2 WT Mause und wiesen mit zunehmendem Lebensalter eine erhéhte
Inzidenz spontaner Tumoren auf. DartUber hinaus entwickelten y-bestrahlte
ASPP2*- Mause im Vergleich zu ASPP2** deutlich haufiger ein hochgradiges
T-Zell-Lymphom [102].

Mit jeder Studie wird die Komplexitat des funktionellen Spektrums von ASPP2
ersichtlicher. ASPP2 fordert nicht nur die p53 vermittelte Apoptose nach
Zellstress oder DNA-Zerstorung, sondern hat offensichtlich auch weitere,
gegebenenfalls p53 unabhéngige Funktionen wie Inhibierung des
Zellwachstums sowie Beeinflussung der Gene des Zellzyklus, der Autophagie
und vieler weiterer Signalwege [75, 83, 90, 102-105]. All diese Erkenntnisse
deuten auf ein sehr komplexes Funktionsspektrum von ASPP2 hin, dessen
zentrale Rolle in der Tumorentstehung und Therapieresistenz weiter

Gegenstand der aktuellen Forschung ist.

1.3.3 ASPP2k

Um den zugrundeliegenden Mechanismus der ASPP2-Fehlregulation,
insbesondere in p53 WT Tumoren zu verstehen, wurde in unserem Labor das
ASPP2-Gen auf genomische Verédnderungen hin untersucht. Wie Dbereits
erwahnt, wurden interessanterweise keine relevanten Mutationen gefunden.
Anstelle dieser wurde, zunéchst in akuten Leuk&mien, eine am C-Terminus
trunkierte SpleiBvariante von ASPP2, genannt ASPP2kappa (ASPP2k)
entdeckt. Mittels mRNA-Analysen konnte nachgewiesen werden, dass dieser
SpleiRvariante Exon 17 fehlt. Durch den Exon-Verlust verschiebt sich das
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Leseraster und es resultiert ein verfrihter Stopp der Translation. Dies fihrt
dazu, dass der grofdte Teil des C-Terminus, welcher die p53-Bindungsstelle
enthdalt, trunkiert wird und fehlt (Abbildung 6). Dass diese Spleil3variante auch
tatsachlich in ein Protein translatiert wird, wurde mittels in unserer
Arbeitsgruppe eigens entwickelten isoformen  Antikérpern im  Co-
Immunprazipitationsverfahren nachgewiesen. In zunachst funktionellen
Beobachtungen konnte dargestellt werden, dass betroffene Zellen ein
gesteigertes Proliferations- und reduziertes Apoptoseverhalten aufzeigen.
Durch diese Forschungsergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass
bedingt durch eine gestorte Interaktion zwischen ASPP2k und p53 vermehrt
Mutationen in einer Zelle akkumulieren und Tumorentstehung begunstigt wird
[84, 106].

Schematic of ASPP2 exon skipping

Exon 16 Exon Exon 18
TGCTGCT GATAGTGATG GATG GA GTTCAGGAGA AGATGGGCAT AATGAATAAA
ACGACGA CTATCACTAC CTAC CT CAAGTCCTCT TCTACCCGTA TTACTTATTT g
M L L I VM D G S S G E D G H N E * 7]
cC Cc » * * W M STOP § g
N A A D S D G _W GV Q E K M G I M N K }-

E F R R R W A *~ *~ STOP

Abbildung 6: Das Fehlen von Exon 17 fuhrt zu einem fritheren Translationsstopp mit
trunkiertem C-Terminus. Abbildung aus [84].

Weiter wurde gezeigt, dass 30- 50% der Leukémiepatienten sowie
Rhabdomyosarkompatientenproben ASPP2k exprimieren und ASPP2k
funktionell aktiv ist. Zuletzt konnte in in vitro Zellmodellen herausgefunden
werden, dass die Expression von ASPP2k stressinduzierbar ist und ASPP2«k die
Sensibilitat gegenuber Chemotherapie sowie die Zellproliferation beeinflusst
[84, 101].

Zusammenfassend wurde von Schittenhelm et al. eine neue dynamische
SpleilRvariante von ASPP2 mit onkogenem Potenzial beschrieben, die neben

Leukamien auch in einer Reihe anderer Tumoren zu detektieren ist [84, 101].
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1.4 Ziel der Arbeit

Aufgrund der hohen Inzidenz und Mortalitat von kolorektalen Karzinomen ist ein
weiteres Verstandnis der Tumorgenese und die Entwicklung von neuen

Therapiemoglichkeiten eine wichtige Herausforderung fur die Zukunft [2, 3, 6].

Aktuelle Forschungsergebnisse zeigen, dass nur 40— 50% der Patienten mit
KRK p53-Mutationen aufweisen, weshalb auch hier die Suche nach alternativen

inaktivierenden Mechanismen der p53-induzierten Apoptose angezeigt ist [11].

Die hier vorliegende Arbeit hatte zum Ziel die Rolle von ASPP2k beim KRK
systematisch zu erforschen. Fur den in vivo Nachweis von ASPP2k im KRK
wurden die mRNA-Level von ASPP2k in Patientenproben quantifiziert und mit
den RNA-Level aus gesundem Gewebe verglichen. Um weiter die funktionelle
Aktivitat von ASPP2k im KRK zu untersuchen, wurden ASPP2k
Uberexprimierende und supprimierende Modelle in zwei unabhangigen
isogenen KRK-Zelllinien, jeweils mit TP53 WT Hintergrund, etabliert. In diesen
Modellen wurde der Einfluss von ASPP2k auf die Proliferation, die Apoptose
und die Migration der kolorektalen Karzinomzellen untersucht.

Die gewonnenen Ergebnisse und Erkenntnisse dieser Arbeit wurden am 05.
November 2021 im Fachjournal Frontiers in Molecular Biosience veréffentlicht
und konnen die Grundlage fir eine verbesserte Diagnostik und
Prognoseabschéatzung, sowie langfristig die Maoglichkeit flir eine neuartige,
zielgerichtete Tumortherapie beim KRK darstellen.
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2 Material und Methoden

2.1 Bezugsquellennachweis

Material und Methoden

Im Folgenden werden die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Materialien

aufgelistet.

2.1.1 Verbrauchsmaterialien
12-Lochplatte
(Corning® CellBIND® 12 well plates)

6-Lochplatte

(Corning® Costar® Transwell™ permeable Supports)

6-Lochplatten
(Corning® CellBIND® 6 well plates)

96-Well-PCR-Platte (FrameStar® 480)
Dichtungshaftfolie 96-Well-PCR-Platte
Einweg-Skalpell (B Braun™ Aesculap™ CUTFIX)
Eppendorf Tubes® (Safe Lock Tubes 0,5ml, 1,5ml)

FACS-Rohrchen (BD Falcon™ Round-Bottom Tubes)

Falcon-Rohrchen (BD Falcon™ Conical Tubes; 15ml, 50ml)

Glaspipetten (2,5ml, 5ml, 10ml, 25ml, 50ml)
Handschuhe (unsteril)

Kryorohrchen (CryoTube™ Vials)
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Corning Incorporated

Corning Incorporated

Corning Incorporated

Genaxxon
Genaxxon

B Braun

3810X Eppendorf
BD Falcon™

BD Falcon™

BD Falcon™
Kimberly-Clark

Thermo Scientific
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Kulturflaschen, beltftet (250ml/75¢cm?, 70ml/25cm?)
Pipetten (verstellbar 10ul, 100ul, 2001, 1000pl)
Pipettenspitzen (10ul, 20ul, 100ul, 200ul, 1000ul)

Pipettenspitzen mit Filter (10ul, 20pl, 100pl, 200pl, 1000pl)

RNeasy spin column

2.1.2 Geréate

Absaugsystem Vacusafe
Begasungsbrutschrank (HERAcell 240i COz2)
Deckglas 22 x 22 mm

FACS Calibur

- Angeschlossene Hardware

- Auswertungssoftware Cell Quest
Fotomikroskop (Nikon Eclipse TS100)

- Fluoreszenz (Nikon Intensilight C-HGFI)

- Auswertungssoftware NIS Elements
Kuhlschrank 6°C
LightCycler® 480
Mikroskop (Olympus 1X51)
Mini-Zentrifuge (ROTILABO®)

Zahlkammer nach Neubauer
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BD Falcon™
Eppendorf
Eppendorf
Nerbe Plus

Quiagen

Integra
Thermo Scientific
Menzel
Becton Dickinson

Apple

Becton Dickinson
Nikon

Nikon
Nikon

Liebherr
Roche
Olympus
Carl Roth

Hecht Assistent
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Pipettierhilfe (Pipetboy)

Schuttler

Sicherheitswerkbank (HERAsafe)
Spectrophotometer (NanoDrop™ 2000)
ThermoCycler (Mastercycler® gradient)
Vortexer

- Reaxtop
- Vortexer Genie 2

Wasserbad
Zentrifugen

- Varifuge 3.0 ORS
- Centrifuge 5415R

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

0,05% Trypsin/ EDTA

10x Annexin V Binding Buffer

7- Aminoactinomycin D (7-AAD)
Allophycocyanin (APC) -Annexin V
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Ethanol (EMSURE®)

FACS-Flow
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Integra Biosciences
GFL

Thermo Scientific
Thermo Fischer

Eppendorf

Heidolph
Scientific industries

Kottermann

Heraeus
Eppendorf

Biochrom

BD Biosciences
BD Biosciences
BD Biosciences
Sigma-Aldrich
Merck Milipore

BD Biosciences
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Festales Kalberserum (fetal bovine serum FBS)
Fluoresceinisothiocyanat (FITC) -Annexin V
Giemsas Azur-Eosin-Methylenblaulésung
HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)

Hyclone-Dulbecco’s

(DMEM)

HyClone-McCoy’s 5A Medium

L- Glutamin (200 mM)

LB Broth Medium

McCoy’s 5A modified Medium

Natrium-Pyruvat

Nicht-essentielle Aminosauren (NEAA)

Oxaliplatin

Penicillin/Streptomycin (10000ug/ml)

Polybrene

Propidiumiodid (PI)

Puromycin (#3812)

Zeocin™

Minimum Essentials
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Kulturmedium

Material und Methoden

Gibco
BD Biosciences
Merck Millipore
Gibco

Gibco

Gibco

Thermo Fischer
Invitrogen

Gibco

Life Technologies
Biochrom
Sigma-Aldrich
Biochrom
Sigma-Aldrich
Life Technologie
Gibco

Thermo Fischer
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2.1.4 Primer
18s vorwaérts 5-ATCCCTGAAAAGTTC-3 Eurofins
18s riickwarts 5-CACACCCTTAATGGC-3 Eurofins

ASPP2k vorwarts 5-CTGCTGATAGTGATGGATGGAG-3' Eurofins

ASPP2k rickwarts 5-CCCAAAGCGCATAAATGACT-3 Eurofins
2.1.5 Probes

18s Universal ProbeLibrary Probe #70 Roche
ASPP2k Universal ProbeLibrary Probe #02 Roche

2.1.6 Reagenzien-Kits

dNTPs Thermo Fischer
LightCycler Master® 480 SYBR Green | Master Kit Roche
Lipofectamine 2000 Invitrogen
OPTI-MEM® Medium Gibco
Packaging Plasmid Mix Dharmacon
pcDNA4/HisMax®/LacZ Vektor Invitrogen
pcDNA4/HisMax®-TOPO®/LacZ Vektor Invitrogen
pGFP-C-shLenti Vektor Origene
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PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit

Random Primers

Reverse Transkriptase Puffer

RLT Plus Lyse Puffer

RNAse Inhibitor

RNeasy® Mini Kit

Transcriptor Reverse Transcriptase Kit

Trans-Lentiviral packaging mix

2.2 Zelllinien

Material und Methoden

Thermo Fischer

Invitrogen

Roche

Qiagen

Roche

Qiagen

Roche

Dharmacon

Tabelle 1: Eigenschaften der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Zelltyp und Zelleigenschaften Bezug/ Referenz
DLD-1 Humane Dukes'C Typ Dr. Vogelstein,
p53 ** Adenokarzinom Zellen (KRK mit John-Hopkins-Universitat,

Lymphknotenmetastasen) mit p53

Wildtypstatus

HCT-116 Humane kolorektale
p53 WT Karzinomzellen

HEK293T Humane embryonale

Nierenzellen, Expression des
.oV40 large T-Antigens®, fur

Transfektion geeignet

Baltimore, MD; [107, 108]

Dr. Vogelstein,
John-Hopkins-Universitat,
Baltimore, MD; [109, 110]

DSMZ*; [111]

*Deutsche Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen
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2.3 Patientenkollektiv

Als Zellmaterial fur diese Arbeit wurde jeweils eine Tumorbiospie und als
Kontrolle eine Probe mit gesundem kolorektalem Gewebe von 15 Patienten mit
Erstdiagnose eines kolorektalen Karzinoms asserviert. Nach individueller
Aufklarung Uber die Konservierung und wissenschaftliche Verwendung des
Zellgewebes wurde die schriftliche Einverstandniserklarung eingeholt und die
Proben vom Comprehensive Cancer Center Tubingen-Stuttgart fir diese Arbeit
zur Verfugung gestellt. Eine Genehmigung fiur das vorliegende
Forschungsprojekt liegt von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat
Tlbingen vor (Projektnummer: 188/2018B0O2).
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Tabelle 2: Patientenproben

Material und Methoden

Pat.-  Alter Geschlecht Histologischer Gradin Tumor- Tumor- Tumor- sa'\t/lglzlgfe-n- RAS/RAF  TP53
ID (Jahre) Subtyp 9 gréRe (cm) lokalisation stadium stabilitat Mutation Status
C1 68 mannlich  Adenokarzinom G3 9,2x6,2x2,7 Fles)i(ﬁir;'r;o" pT4bN1aMO instabil KRAS WT
Cc2 62 mannlich  Adenokarzinom G2 k.A. k.A. pTxN1bM1lb stabil k.A. k.A.
C3 53 weiblich Adenokarzinom G2 6,2x5,1x2,3 C.ascendes pT3N2aMO0 stabil k.A. k.A.

A . C.

C4 83 mannlich  Adenokarzinom G2 350 ascendens pT3N1bMO k.A. k.A. k.A.

C5 63 weiblich Adenokarzinom G2 1,9x1,5x0,6 . C pT3N1aMO stabil BRAF k.A.
sigmoideum

C6 77 weiblich Adenokarzinom G2 55x4,9x3,2 Caecum pT2NOM1la k.A. k.A. k.A.

Cc7 65 mannlich  Adenokarzinom  G3 5x4 C. pT3N1bMO k.A. k.A. k.A.
ascendens

c8 60 weiblich Adenokarzinom G2 5x3x2 c. pT2NOMO stabil k.A. k.A.
ascendens

C9 77 weiblich Adenokarzinom G2 1159 C. pT3NOMO stabil k.A. k.A.
ascendens

Cl0 69 mannlich  Adenokarzinom G3 ~ 123X53x c. PT4aN2bMO;RL KA. BRAF ~ PG24

25 descendens 5S

Cl1 79 mannlich  Adenokarzinom G2 69 Kolorektal pT3NOMO stabil k.A. k.A.

C12 65 weiblich Adenokarzinom G2 79 Kolorektal pT3NlaMla stabil KRAS plg\/%

C13 65 mannlich  Adenokarzinom G2 3,5x2,3 k.A. pT4aN1bMO stabil BRAF WT

C14 85 weiblich Adenokarzinom G2 42x32x1 k.A. pT3N2bMO stabil k.A. k.A.

C15 k.A. k.A. Adenokarzinom k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A.
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2.4 Zellkultivierung

Die beiden kolorektalen Zelllinien wurden in 10ml McCoy’s 5A-Kulturmedium
nach Zugabe von 10% (v/v) fetalem Kalberserum (FBS), 1% (v/v) Penicillin/
Streptomycin (10000ug/ml), 1% (v/v) Natrium-Pyruvat und 1% nicht-essentieller
Aminosauren (NEAA) kultiviert. Fur die virale Transduktion wurden HEK293T
Zellen in  Hyclone-Dulbecco’s Minimum Essentials (Hyclone-DMEM)
Kulturmedium, welches mit 10% FBS und 200uM L-Glutaminen versetzt wurde,
kultiviert. Alle Zellen wurden in bellifteten Zellkulturflaschen in einem
Begasungsbrutschrank bei 37°C, 5% CO2- und H20-Gehalt aufbewahrt. Die
Zellkulturen wurden alle 2-3 Tage, in Abhangigkeit ihrer Verdopplungszeit und
bei einer Zelldichte von 80- 90%, im Verhaltnis 1:5 oder 1:10 verdiinnt und neu
kultiviert. Die adharenten Zellen wurden hierfir mit Phosphat-gepufferter
Salzlésung (PBS) gewaschen und mit 2,5ml 0,05% Trypsin bis zur Ablésung
inkubiert.

2.5 Zellkryokonservierung und Auftauen

Zur Etablierung eines Zellvorrats wurden nicht benétigte Zellen kryokonserviert.
Hierfir wurden die entsprechenden Zellen mit PBS gewaschen, trypsiniert und
die Zellsuspension anschlieend bei 1200U/min fur 5min zentrifugiert. Nach
Entfernung des Uberstands wurde das  Zellpellet mit  1ml
Konservierungsmedium, bestehend aus 50% McCoy’s 5A-Kulturmedium, 40%
FBS und 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) resuspendiert. Anschliel3end wurde die
Suspension in ein Konservierungsrohrchen gegeben und in einem
Kryokonservierungscontainer dber 24h langsam auf -80°C gekihlt und zur

langfristigen Aufbewahrung in einem -80°C Gefrierschrank gelagert.

Um konservierte Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden diese nach
zugigem Auftauen in einem 37°C warmen Wasserbad zusammen mit 5ml
Kulturmedium in ein 15ml Falcon-Rdhrchen gegeben. Dieses wurde 5min bei

1200U/min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das ubrige Zellpellet mit
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20% FBS-Kulturmedium resuspendiert sowie anschlieRend im Brutschrank

kultiviert.

2.6 Erstellung von ASPP2k uiberexprimierenden Zellen

Um die in vitro Auswirkungen von ASPP2k untersuchen zu kénnen, wurden
zwei ASPP2k knock-in Zellmodelle etabliert. Fur die Erstellung von dauerhaft
ASPP2k uberexprimierenden Zellen wurde ein spezieller Plasmid-DNA Vektor
angefertigt, welcher neben der Gensequenz fur das Protein ASPP2k auch zwei
Gensequenzen fur Antibiotikaresistenzen enthielt. Zum Vergleich wurde ein
Plasmid-DNA Vektor mit einer leeren DNA-Sequenz (Empty-Vektor Kontrolle,
EV) anstatt der ASPP2k DNA-Sequenz erstellt. Fur eine spatere Selektion der
erfolgreich modifizierten Zellen enthielt die Plasmid-DNA einen DNA-
Genabschnitt, welcher fir eine Antibiotikaresistenz gegen Ampicillin und
Phleomycin D1 (Zeocin®) kodiert.

2.6.1 Transformation von ASPP2k knock-in DNA-Plasmiden in Bakterien

und Plasmidisolation

Mit Hilfe des High Efficiency Transformation Protokolls (BioLabs®) wurde der
ASPP2k knock-in Plasmid-DNA Vektor pcDNA4/HisMax®-TOPO®/LacZ bzw.
der EV Plasmid-DNA Vektor pcDNA4/HisMax®/LacZ jeweils in E. coli Bakterien
transformiert. AnschlieRend wurde die gesamte Transformationssuspension auf
eine Selektionsplatte mit Ampicillin ausplattiert und Uber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am darauffolgenden Tag erhielt man einzelne Bakterienkolonien,

welche erfolgreich transformiert wurden.

Zur Amplifizierung der transformierten E. coli Bakterien wurden diese in einem
Erlenmeyerkolben mit 3ml 2x LB-Broth Medium mit Ampicillin 100ug/ml gel6st
und fir 12-16 Stunden (h) bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert.

Mittels des PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit wurde die Plasmid-DNA

aus den transformierten E. coli Bakterien isoliert. Die gewonnene Plasmid-DNA
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wurde anschlieBend mit einem Spektralphotometer auf Qualitdt und Quantitat

geprift.

2.6.2 Transfektion von ASPP2k knock-in DNA-Plasmid in kolorektale

Tumorzellen

Um eine dauerhafte Uberexpression von ASPP2k zu erreichen, wurde in 2
Wells einer 6-Well-Platte DLD-1 p53** Zellen vorgelegt und die Zellen am
Folgetag bei einer Zelldichte von 80% transfiziert. Hierzu wurde mittels dem
Lipofectamine® 2000 DNA Transfektions Protokoll (Thermo Fischer) 14ug
ASPP2k knock-in bzw. EV-Kontroll- Plasmid-DNA zusammen mit 9l
Lipofectamine® 2000 und OPTI-MEM® Medium auf die DLD-1 p53** Zellen
gegeben und fur 3 Tage bei 37°C inkubiert.

2.6.3 Selektion und Transfektionskontrolle der ASPP2k knock-in Zellen

Um die erfolgreich transfizierten Zellen zu selektieren, wurde eine 5- tagige
Behandlung der Zellen mit Phleomycin D1 (Zeocin®) durchgefihrt. Hierfar
wurden die transfizierten ASPP2k knock-in und EV-Zellen in je 3 Wells einer 6-
Well-Platte Gberfihrt und am darauffolgenden Tag mit 100pg/ml, 200ug/ml und
300pg/ml Zeocin® behandelt. Nach 5 Tagen wurden die Zellen mikroskopisch
beurteilt und die selektierten Zellen nach 200ug/ml Zeocin® Behandlung

expandiert und fur weitere Versuche in Zellkultur genommen.

Eine anschlieBende Verifikation des ASPP2k knock-in erfolgte mittels
quantitativer Echtzeit-PCR (gRT-PCR).

32



Ingmar Rieger Material und Methoden

2.7 Erstellung von ASPP2k herunterregulierten Zellen

Um einen vollstandigeren Einblick in die in vitro Auswirkungen von ASPP2k zu
erlangen, wurden ASPP2k knock-down Zellmodelle erstellt. Hierfir wurde ein
spezieller Plasmid-DNA Vektor angefertigt, welcher neben einer short-hairpin
RNA (shRNA) mit ASPP2k- bzw. EV-Sequenz zwei Genabschnitte mit einer

Resistenz gegen die Antibiotika Chloramphenicol und Puromycin enthielt.

2.7.1 Transformation von ASPP2k knock-down DNA-Plasmiden in

Bakterien und Plasmidisolation

Fir die Transformation des DNA-Plasmids in E. coli Bakterien wurde das High
Efficiency Transformation Protokoll (BioLabs®) und der pGFP-C-shLenti sShRNA
DNA-Plasmid Vektor verwendet. Dieser Vektor enthielt eine shRNA ASPP2k-
bzw. EV-Kassette, eine Puromycin- und Chloramphenicol-Resistenz sowie eine
tGFP-Sequenz. Nach abgeschlossener Transformation wurde die gesamte
Transformationssuspension fir eine Nacht bei 37°C auf eine Selektionsplatte
mit Chloramphenicol gegeben. Nach erfolgter Inkubation und Selektion erhielt

man einzelne erfolgreich transformierte Bakterienkolonien.

Zur Vervielfaltigung der zuvor gewonnen E. coli Bakterienkolonien, wurden
diese in 3ml 2x LB-Broth Medium mit Chloramphenicol 25ug/ml gelést und in
einem Erlenmeyerkolben fur 12-16h bei 37°C auf einem Schiittler inkubiert.

Zur Isolierung der Plasmid-DNA aus den transformierten E. coli Bakterien
wurde das PureLink™ HiPure Plasmid Midiprep Kit verwendet und die Plasmid-

DNA mittels eines Spektralphotometers auf Qualitat und Quantitat tberprift.

2.7.2 Transfektion von ASPP2k knock-down DNA-Plasmiden in HEK293T

Zellen und Produktion von Lentiviren

Zur Herstellung von Lentiviren fur die spatere Transduktion der kolorektalen
Zielzellen wurden HEK293T Zellen in 4 Wells einer 6-Well-Platte vorgelegt und
am darauffolgenden Tag bei einer Zelldichte von 50% transfiziert. Hierflr wurde
6ug Plasmid-DNA der isolierten shASPP2k- bzw. EV-Kontroll- Vektoren
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zusammen mit 4,3ul Trans-Lentiviral packaging mix, sterilem Wasser, 15pl
Calciumchlorid (CaCL2) und 150ul 2x HBSS gemischt und tropfchenweise auf
die HEK293T Zellen gegeben. Nach 12h Inkubation wurde das Medium entfernt
und durch 2ml Serum Reduced Medium, bestehend aus HyClone-McCoy's 5A
Medium, 2mM L-Glutamine, 5% FBS und 1x Penicillin/ Streptomycin, ersetzt.
Die 6-Well-Platte wurde mit Parafilm versiegelt und fir 48h bei 37°C inkubiert.
Um die Lentiviren zu isolieren, wurde nach 24h das Medium der Wells
gesammelt, zentrifugiert und mittels einem 0,45um Filter filtriert.

2.7.3 Lentivirale Transduktion von ASPP2k knock-down DNA-Plasmiden
in DLD-1 p53**bzw. HCT-116 p53WT

Um eine dauerhafte Herunterregulierung von ASPP2k in DLD-1 p53** bzw.
HCT-116 p53WT zu erreichen, wurden beide Zelllinien je doppelt in einer 6-
Well-Platte ausgelegt. Am Folgetag wurden die Zellen bei einer Zelldichte von
60- 80% transduziert. Hierfir wurde je 200yl der shASPP2k- bzw.
EV.shASPP2k- Lentiviren zusammen mit 1,6yl Polybrene auf die Zellen
gegeben und fur 24h bei 37°C inkubiert. Anschlieend wurde das Medium

durch komplettes McCoy’s 5A-Kulturmedium ersetzt.

2.7.4 Selektion der erfolgreich transduzierten Zellen und

Transduktionskontrolle

Durch eine 5- tagige Behandlung mit 1ug/ml Puromycin wurden die erfolgreich
transduzierten Zellen selektiert und konnten anschlielend expandiert und fur
darauffolgende Versuche in Zellkultur Gbernommen werden. Die zur Selektion
erforderliche Puromycinkonzentration wurde zuvor mit einer Verdinnungsreihe

ermittelt.

Die Aufnahme des Plasmid-DNA Vektors wurde durch Nachweis des
Fluoreszenz-Reporter-Proteins TurboGFP (tGFP), tberprift und mittels gRT-
PCR verifiziert.
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2.8 Genexpressionsanalyse der Zelllinien mittels gRT-PCR

Fir die Analyse des ASPP2k-Levels in den Zelllinien wurde eine
Quantifizierung der ASPP2k mRNA- Expression durchgefiuhrt. Hierfur wurde die
RNA der Zellen mit Hilfe des RNeasy® Mini-Kits aus den Zellen extrahiert. Die
RNA wurde mittels Reverse Transkriptase Kit in cDNA umgewandelt.
Anschliel3end wurde mit dem Light Cycler 480 Probes Master Kit in einer gRT-
PCR die Expression von ASPP2k im Verhdaltnis zur Expression des

Haushaltsgens 18s ermittelt.

2.8.1 RNA Extraktion sowie Quantitats- und Qualitatsbestimmung

Um ein Zellpellet zu erhalten, wurden die entsprechenden Zellen trypsiniert, in
einem 15ml Roéhrchen gesammelt und fur 5min bei 1200U/min zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 350ul RLT
Plus Lyse Puffer gelost und mit 350ul 70% Ethanol gemischt, wodurch die
Zellstruktur aufgelost und die gesamte RNA der Zellen extrahiert wurde. Das
gesamte Volumen wurde auf ein RNeasy spin column gegeben und 30sek bei
10.000 U/min zentrifugiert und der Durchfluss mit allen nicht benétigten Anteilen
der Zelle verworfen. Nach weiteren Reinigungsschritten wurde die RNA mit
500ul 80% Ethanol fixiert und mit 30l RNAse freiem Wasser in einem 1,5ml

Sammelréhrchen gesammelt und bei -20°C gelagert.

Mit dem Spektralphotometer wurde abschliel3end die Reinheit und Menge der
RNA bestimmt. Dies diente als Grundlage fiir die darauffolgende Umschreibung
der RNA in cDNA.

2.8.2 cDNA Herstellung

Mit dem Enzym Reverse Transkriptase wurde mit Hilfe einer Reverse-
Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) aus der gewonnen RNA

die dazu komplementare cDNA hergestellt.

Hierflr wurde 1ug RNA mit 2ul Random Primers versetzt und das Gemisch auf

26ul Gesamtvolumen mit Wasser aufgefillt und 10min bei 65°C inkubiert.
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Danach wurden 12ul eins PCR-Mastermix, bestehend aus 8ul RT Puffer, 1pl
RNAse Inhibitor, 2ul dNTPs und 1pl RT, hinzugegeben und in einen
Thermocycler mit folgendem Programm inkubiert: 10min 25°C, 30min 55°C und
5min 85°C. Die erstellte cDNA wurde im Anschluss bei -20°C fiir die spatere

Verwendung aufbewahrt.

2.8.3 Die Quantitative Echtzeit-PCR (QRT-PCR)

Die gRT-PCR ist eine Vervielfaltigungsmethode fir Nukleinsauren, die auf dem
Prinzip der PCR basiert und zusatzlich eine Quantifizierung der gewonnen DNA
ermdglicht. Wahrend eines PCR-Zyklus wird die Quantifizierung in Echtzeit
durch eine Fluoreszenz-Messung durchgefiihrt. Dabei ist die Fluoreszenz-
Messung proportional zur Menge der PCR-Produkte.

Im experimentellen Ansatz wurden 0,8ul Wasser, 2ul Vorwarts- und
Ruckwartsprimer (7,5umol), 0,2ul #70 Universal Probe fiur 18s bzw. #02
Universal Probe fur ASPP2k (0,75umol) und 10pl 2x LC 480 MasterMix
gemischt. Das gesamte Volumen wurde zu 5ul der entsprechenden cDNA
gegeben. Die Experimente wurden in Triplikaten durchgefiihrt, wobei 18s als

Referenzgen diente.

Das auf dem Light Cycler 480 vorinstallierte Programm ,Mono Color
Hysdrolysis UPL® wurde zur Quantifizierung genutzt und die Rohdaten mit Hilfe
der LightCycler 480 Software analysiert. Um die Genexpression des Zielgens
zu bestimmen, wurde die relative Quantifizierung mittels der AACt-Methode

angewendet.
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2.9 Genexpressionsanalyse des Patientenmaterials mittels
Zelllyse und qRT-PCR

Fir einen in vivo Nachweis von ASPP2k im KRK wurde das mRNA-Level von
ASPP2k in kolorektalen Karzinomgewebeproben von Patienten quantifiziert und
mit dem mMRNA-Level aus gesundem kolorektalen Gewebe verglichen.

Hierfiir wurden die Gewebeproben auf Eis gelagert und mit einem Skalpell in
diinne Scheiben geschnitten. Das Gewebe wurde mit Hilfe des Skalpells weiter
homogenisiert und mit 600ul RLT Plus Lyse Puffer geldst. Um die nicht geldsten
Zellbestandteile zu filtrieren, wurde das gesamte Volumen auf einen QIA
Schredder Column gegeben und 2min bei 10.000 U/min zentrifugiert. Der
Durchfluss wurde fur die weiteren Schritte verwendet und mit 600ul 70%
Ethanol versetzt. In zwei Durchgangen wurde das gesamte Volumen auf ein
RNA Column gegeben und jeweils 30sek bei 10.000 U/min zentrifugiert.
Anschliel3end folgten, wie oben beschrieben, dieselben Schritte zur Isolierung
der mRNA mit anschlieRender Uberschreibung in cDNA. Die Analyse der
Genexpression von ASPP2k wurde mittels gRT-PCR durchgefuhrt und als

Referenzgen diente auch hier das Haushaltsgen 18s.

2.10Proliferationsanalyse und zytologische Ermittlung der

Verdopplungszeit

Fir die Quantifizierung des Proliferationsverhaltens der ASPP2k
Uberexprimierenden oder supprimierten Zellen und der entsprechenden EV-
Kontroll- Zellen Uber einen langeren Zeitraum, wurden 7.5*10* Zellen/ Well in
einer 6-Well-Platte in Kulturmedium Uber insgesamt 96h im Brutschrank
inkubiert und zu definierten Zeitpunkten ausgezéhlt. Fir jeden auszuzéhlenden
Zeitpunkt wurde eine 6-Well-Platte vorbereitet. Nach 24h, 48h und 72h wurden
die Zellen der entsprechenden 6-Well-Platte trypsiniert, gesammelt und mittels

Vitalfarbung mit Trypanblau und einer Zahlkammer nach Neubauer die absolute
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Zellzahl im Well bestimmt. Nach 24h und 48h wurden hierfir die Zellen in einer

1,5ml Lésung gesammelt und nach 72h und 96h in einer 3ml Losung.

Die totale Zellpopulation je Well wurde wie folgt berechnet:

N 4 N = gezahlte Zellzahl

2" 107 = Vg Vs = Volumen der verwendeten
Zellsuspension (1,5 bzw. 3ml, je
nach Zeitpunkt)

Das Zeitintervall, welches fur die Verdopplung der Zellzahl in einer Kultur
bendtigt wird, bezeichnet man als Populationsverdopplungszeit. [112]

Um diese zu berechnen, wurde zunachst die Wachstumskonstante p nach
Formel 1 ermittelt und anschliel3end die Verdopplungszeit t¢« nach Formel 2

ermittelt.

In(x;) —In (xg) t = beobachteter Zeitpunkt  [h]
= t— to to = Zeitpunkt O [h]
tq = Verdopplungszeit [h]
Xo = Zellzahl zum Zeitpunkt O
Xt = Zellzahl zum Zeitpunkt t
m = Wachstumskonstante [h]

Formel 1. Berechnung der Wachstumskonstanten p.

@)
T

Formel 2: Berechnung der Verdopplungszeit tg.

B In(2) =t

e X — Xo

Formel 3: Integrierte Formel zur Berechnung der Verdopplungszeit tg.
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2.11 Apoptosebestimmung mittels FACS- Analyse

2.11.1 FACS

Das fluoresence activated cell sorting (FACS) oder die Durchflusszytometrie ist
ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung und Identifikation von
Zellpopulationen. Hierzu werden die physikalischen und molekularen
Zelleigenschaften wie Gro3e und Granularitat der Zelle sowie Expression von
Antigenen auf der Zelloberflache zur Analyse genutzt. Die Zellen werden in
einer Einzelzellsuspension vom Gerat so angesaugt, dass sie einzeln und
nacheinander den Messbereich eines Laserstrahls passieren. Das dabei
entstehende Streulicht wird von Detektoren erfasst und ausgewertet. Das in
Richtung Lichtquelle gemessene Vorwartsstreulicht (FSC= Forward light
scatter) ist hierbei ein Mal3 fir das Volumen der Zelle, wohingegen das
senkrecht zur Lichtquelle gemessene Seitwartsstreulicht (SSC= Sideward
scatter) Informationen tber die innere Zellmorphologie wie Zellgranularitat oder
Struktur des Zellkerns liefert [113].

Durch den Einsatz von Fluoreszenzfarbstoffen kann Fluoreszenzlicht detektiert
und gemessen werden. Hierflr verwendet man Farbstoffe, die entweder direkt
an Zellbestandteile wie bsp. Propidiumiodid (Pl) binden oder die
antikdrpergebunden bestimmte Zielproteine auf der Zelloberflache markieren
und deren Expression sichtbar machen. Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe
besitzen dabei charakteristische Absorptions- und Emissionsspektren.

Durch die Kombination von zellspezifischen Parametern, wie Grof3e und
Granularitat sowie Fluoreszenzmarkierung von Antigenen, kann jede Zelle
individuell analysiert und entsprechende Zellpopulationen voneinander separiert
werden [113].

In den hier durchgefuihrten Analysen wurden den untersuchten Zellen zwei
Untersuchungsparameter zugeordnet und zur Darstellung der Zellpopulationen
ein zweiachsiges Punktdiagramm gewéhlt. Jede Achse im Punktdiagramm
entspricht dabei einem Untersuchungsparameter und ein Punkt im Diagramm

stellt eine gemessene Zelle dar [113].
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2.11.2 Apoptosebestimmung mittels FITC/ Pl und APC/ 7-AAD

Als Apoptose bezeichnet man den aktiven Stoffwechselprozess, welcher einem
zelleigenen Mechanismus folgt und als physiologischer Abschnitt der
Zellentwicklung letztlich im programmierten Zelltod mindet. Im Gegensatz zur
Nekrose oder dem unbeabsichtigten Zelltod kommt es im Verlauf der Apoptose
zu charakteristischen morphologischen und biochemischen Veranderungen der
Zelle mit Fragmentierung des Zellkerns, Kondensierung des Erbguts und
Zytoplasmas sowie Verlust der Zellmembranintegritat [114, 115].

In lebenden Zellen ist Phosphatidylserin (PS) auf der zytoplasmatischen
Zellmembranseite lokalisiert. Im Rahmen der Apoptose kommt es zur
charakteristischen Translokation von PS auf die Aul3enseite der Zellmembran,
wodurch die apoptotische Zelle durch Makrophagen erkannt und phagozytiert
werden kann [116]. An dieses externalisierte PS kann sich Annexin V, ein
Kalzium (Ca?*)- abhangiger Phospolipid-Bindungspartner, anlagern und bei
Kopplung eines Farbstoffes die apoptotische Zelle in der FACS-Analyse
markieren [117, 118]. Bei ASPP2«k tiberexprimierenden Zellen wurde hierfur der
grun fluoreszierende Farbstoff Fluorescein-5-isothiocyanat (FITC) an Annexin V
gekoppelt. Fur die Suppression von ASPP2k wurde ein grun fluoreszierender
ASPP2k knock-down Plasmid (tGFP) verwendet, weshalb in diesen Zelllinien
die apoptotischen Zellen im FASC mittels rot fluoreszierendem Allophycocyanin
(APC) gekoppeltem Annexin V detektiert wurden.

Abgestorbene oder tote Zellen verlieren ihre Zellmembranintegritat, wodurch Pl
bzw. 7-Aminoactinomycin (7-AAD) in den Zellkern eindringen kann und an die
DNA der Zelle bindet. In der Durchflusszytometrie leuchten diese Zellen bei

fluoreszierendem Licht rot.

Nach Farbung der ASPP2k (berexprimierenden Zellen mit der
Farbstoffkombination FITC Annexin V/ Pl (Protokoll gemal Invitrogen®) zeigen
sich apoptotische Zellen griin und abgestorbene Zellen rot fluoreszierend in der
FACS-Analyse. Hingegen sind apoptotische und abgestorbene ASPP2k
supprimierte Zellen nach Farbstoffkombination APC Annexin V/ 7-AAD

(Protokoll gemald BioLegend®) in durchflusszytometrisch unterschiedlichen
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Wellenlangen jeweils rot fluoreszierend und lassen sich hierdurch den

entsprechenden Zellpopulationen zuteilen.

2.11.3 Behandlung der Zellen und Messung des Apoptoseverhaltens

Zur Untersuchung des Einflusses von ASPP2k auf die Induktion von Apoptose
wurden die Zellen mit dem Standardchemotherapeutikum Oxaliplatin fir 48h

behandelt und anschlie3end mittels FACS Durchflusszytometrie analysiert.

Oxaliplatin ist ein Zytostatikum, welches durch Quervernetzungen in und
zwischen den DNA-Strangen zu einer Hemmung der DNA-Synthese fihrt. In
Kombination mit bsp. 5-FU/ Folinsdure oder Capecitabine ist es Teil des
Therapieschemas bei der Behandlung fortgeschrittener KRK [5].

Nach vorangegangener Ermittlung der Sensitivitat der Zellen wurde im
experimentellen Ansatz eine Behandlung der Zellen mit Oxaliplatin in den
Konzentrationen 10uM, 20uM, 30uM, 40uM und 50uM vorgenommen. Hierfar
wurden in einer 12-Well-Platte 150.000 Zellen/ Well vorgelegt und am
darauffolgenden Tag, bei einer Zelldichte von 70- 80%, mit Oxaliplatin in der
gewunschten Konzentration behandelt. Eine unbehandelte Probe diente als
Kontrolle. Nach 48h Inkubationszeit im Brutschrank wurde fir die Analyse der
gesamte Inhalt eines Wells in ein FACS-R6hrchen dberfuhrt. Das Kulturmedium
sowie 500ul PBS zum Spulen der Zellen wurden in ein FACS-Ro6hrchen
pipettiert. AnschlieRend wurden die adhéarenten Zellen mit 500ul 0,05% Trypsin
geldst und mit weiteren 500ul Kulturmedium gespult und im selben FACS-
Rohrchen gesammelt. Die gesamte Zellsuspension wurde bei 1200U/min 5min
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. AnschlieRend wurde das Zellpellet
mit 100ul 1x Annexin V Binding Buffer resuspendiert sowie entweder mit 2pl
FITC Annexin V und 5ul Pl oder 2ul APC Annexin V und 5ul 7-AAD geféarbt. Zur
Zellanalyse wurde nach 30min Inkubation im Dunkeln das Gemisch mit
weiteren 300ul 1x Annexin V Binding Buffer verdinnt und die FACS-
Messungen innerhalb von 60min durchgefihrt.

Von jeder Probe wurden 20.000 Zellen durchflusszytometrisch analysiert und
mit der Analysesoftware CellQuest der Anteil apoptotischer Zellen ermittelt und
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ausgewertet. AnschlieRend wurde die Dosis-Wirkungs-Kurve in GraphPad
Prism erstellt und der ICso- Wert der induzierten Apoptose durch Oxaliplatin

berechnet.

2.12Migrationsanalyse

Um den Einfluss von ASPP2k auf das Migrationsverhalten der kolorektalen
Karzinomzelllinien zu untersuchen, wurde eine Analyse der Zellmigration

durchgefuhrt.

2.12.1 Transwell Migrationsassay

Um das Migrationspotenzial der vier kolorektalen Zelllinien und ihrer
entsprechenden EV-Kontrollen untersuchen zu kénnen, wurde ein Transwell
Migrationsassay durchgefiihrt. Hierfir wurden 2*10° Zellen in 1,5ml purem
McCoy’s 5A-Kulturmedium in die obere Kammer des 0,33cm? groRen
Transwells mit einer Membran mit 8um Poren gegeben. Um ein
Konzentrationsgefalle herzustellen und die Zellen zur Migration durch die Poren
anzuregen, wurde in die untere Kammer 2,5ml McCoy’s 5A-Kulturmedium mit
20% FBS gegeben. Nach 16h Inkubationszeit im Brutschrank wurde das
gesamte Medium aus der oberen und unteren Kammer entfernt. Mittels
Wattestabchen wurden die Zellen auf der Oberseite der Membran, die nicht
durch die Poren migriert waren, entfernt. Die migrierten Zellen auf der
Unterseite der Membran wurden mit Ethanol fixiert. Hierzu wurde 1,5ml 70%
Ethanol in die untere Kammer gegeben und die Membran wieder eingesetzt.
Nach 10min wurde das Ethanol entfernt und die Membran 15min getrocknet
sowie anschlieBend die migrierten Zellen mittels Giemsa-Losung (1:10 in
Wasser) gefarbt. Uberschiissige Farbreste wurden abgewaschen und die
Membran weitere 15min getrocknet. FlUr eine quantitative Analyse wurden
mittels Fotomikroskop in einer 20-fachen VergréRerung 5 zuféllige Felder auf
der Membran ausgezahlt und die migrierte Zellzahl der ASPP2k modifizierten

Zellen mit den entsprechenden EV-Kontrollen verglichen.
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2.12.2 Wundheilungsassay

Fur die Untersuchung der DLD-1 ASPP2k Uberexprimierenden sowie
herunterregulierten Zelllinien und ihrer entsprechenden EV- Kontrolle wurde in 6
Wells einer 6-Well-Platte je 6*10° Zellen/ Well mit komplettem McCoy's 5A-
Kulturmedium angesetzt. Am darauffolgenden Tag, als die Zellen eine
Zelldichte von 100% erreicht hatten, wurde unter sterilen Bedingungen das
Medium entfernt. Zur Beseitigung von toten oder nicht adharenten Zellen wurde
die Zelloberflache mit PBS gespult. AnschlieBend wurde mit einer 200ul
Pipettenspitze eine Wunde in der Zelloberflache erzeugt. Um die Wundrander
klar darzustellen und die gelésten Zellen zu beseitigen, wurden die Zellen
erneut mit PBS gespult und in komplettem McCoy’s 5A-Kulturmedium mit 10%
FBS im Brutschrank kultiviert. Um das Migrationsverhalten der Zellen sichtbar
zu machen, wurde direkt nach der Erzeugung der Wunde sowie in einen
Zeitraum von 12h alle 2h und abschlieBend nach 24h ein Foto mit 10-facher
VergroRerung von derselben Stelle der Wunde aufgenommen. Zur
Quantifizierung der Zellmigration wurde der Abstand der Wundrander mit Hilfe
der NIS Elemtents Software ausgemessen und anschlieRend mittels linearer

Regressionsanalyse die Wundheilungsgeschwindigkeit verglichen.
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2.13 Statistische Analyse

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte, je nach Indikation, mittels
ungepaartem Student’s t-Test bzw. zweifaktorieller Varianzanalyse, wobei p<
0,05 als statistisch signifikant angenommen wurde. Die graphische
Aufarbeitung sowie statistische Auswertung erfolgte mit der Computersoftware

Microsoft Excel® und GraphPad Prism Version 9.0.0 fur Windows.
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3 Ergebnisse

3.1 Kolorektale Karzinome weisen eine erhdhte ASPP2k

Expression im Vergleich zum tumorfreien Gewebe auf

Um die in vivo Expression von ASPP2k in Patienten mit KRK nachzuweisen,
wurden die mRNA-Level von ASPP2k in 15 kolorektalen Adenokarzinom
Gewebeproben (G2/G3) quantifiziert und mit den durchschnittichen ASPP2k
MRNA-Leveln aus gesundem kolorektalen Geweben (n= 14) verglichen.

*k%k

207

15+

Relative ASPP2k Expression
(x-fold)
H
o
1

5 i
5 7
P "
0 ssiaas T —
Benachbartes Tumor-
tumorfreies gewebe

Gewebe

Abbildung 7: ASPP2k spezifische qRT-PCR zeigt signifikant erhdhte ASPP2k mRNA-
Expressionslevel in kolorektalem Tumorgewebe im Vergleich zu gesundem
Kolongewebe. Abgebildet sind die durchschnittlichen relativen ASPP2k-Expressionslevel der
tumorfreien Gewebeproben neben denen der Karzinomgewebeproben als Box-Whisker-Plot,
wobei die horizontale Linie jeweils den Mittelwert dargestellt. Statistischer Test: ungepaarter
Student’s t-Test, ***p< 0,001. Abbildung modifiziert aus [1].

Die Analyse der gRT-PCR Daten zeigte, dass ASPP2k in kolorektalen

Tumorgewebe im Vergleich zum benachbarten tumorfreien Gewebe signifikant

erhoht exprimiert ist. Betrachtet man den Durchschnittswert des relativen
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ASPP2k-Expressionslevels, so ist dieser im Tumorgewebe um das 3-fache
hoher als im benachbarten tumorfreien Darmgewebe (p< 0,001) [1]. Auffallig
war aul3erdem, dass die relativen Expressionsniveaus sehr stark variierten und
von Nicht-Expressoren bis hin zu einer 17-fach hoheren ASPP2k-Expression in

einigen Tumorproben reichten.

Um die groRe Variation genauer zu betrachten, wurde anschlieRend die
ASPP2k-Expression von Tumorgewebe im Vergleich zum umliegenden
tumorfreien Gewebe im selben Patienten analysiert. Zu diesem Zweck wurden
die ASPP2k mRNA-Level der kolorektalen Tumorgewebe mit den ASPP2k
MRNA-Level der benachbarten gesunden kolorektalen Gewebe verglichen. In
Abbildung 8 und Tabelle 3 sind die individuellen ASPP2k-Expressionslevel der

Patienten dargestellt.
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Abbildung 8: ASPP2k spezifische qRT-PCR zeigt in 45% der Félle eine signifikant erhdhte
ASPP2k-Expression der kolorektalen Tumorgewebeproben im Vergleich zum
benachbarten tumorfreien Gewebe. Von 12 Patienten wurde jeweils das ASPP2k-
Expressionslevel des kolorektalen Tumorgewebes mit dem benachbarten tumorfreien
Kolongewebe verglichen. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der dreifach durchgefuhrten
Messungen sowie der entsprechende Standardfehler. Statistischer Test: zweifaktorielle
Varianzanalyse, ns= nicht signifikant, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p< 0,001, ****p< 0,0001. Abbildung
modifiziert aus [1].
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Beim individuellen Vergleich der ASPP2k-Expression in Patienten mit KRK
zeigte sich bei 5 von 11 Patienten (45%) ein signifikant erhdhtes ASPP2k-
Expressionslevel im Tumorgewebe im Vergleich zum benachbarten tumorfreien
Kolongewebe mit groRer Variabilitdt der Differenz der jeweiligen
Expressionslevel [1]. Patient C10 wurde aus der Analyse ausgeschlossen, da

hier ein R1 Resektionsstatus vorlag.

Tabelle 3: Relative ASPP2k-Expression der kolorektalen Tumorproben im
Vergleich zur ASPP2k-Expression des gesunden kolorektalen Gewebes
desselben Patienten.

ASPP2k-

Expressionslevel ASPP2x-
Patient b ) Expressionslevel Differenz  Signifikanz
tumorfreies
Tumorgewebe
Gewebe
C1 3,0 12,2 9,2 Hkkok
C2 0,3 0,8 0,5 ns
C3 2,2 2,4 0,2 ns
C4 1,0 3,7 2,7 ns
C5 1,2 9,6 8,4 Kokkk
C6 1,2 0,3 -0,9 ns
C7 1,0 0,4 -0,6 ns
Cc8 0,0 3,2 3,2 *
C9 2,3 8,0 5,7 ok
C1l1 1,0 0,4 -0,6 ns
C12 1,0 5,3 4.3 *k
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3.2 ASPP2k-Expression ist stressinduzierbar im KRK

Um zu zeigen, dass ASPP2k stressinduzierbar ist, wurden fir die Zelllinien
DLD-1 p53 ** und HCT-116 p53 WT die Konditionen der Zellkultur geandert
und anschlieBend mittels gRT-PCR die ASPP2k-Expressionslevel bestimmt.
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Abbildung 9: ASPP2k spezifische qRT-PCR von zwei kolorektalen Zelllinien zeigt eine
signifikant erhohte ASPP2k-Expression nach 24h Inkubation bei RT. Verglichen wurde das
ASPP2k-Experssionslevel von DLD-1 p53 ** sowie HCT-116 p53 WT, die entweder 24h im
Brutschrank oder 24h bei RT inkubiert wurden. Dargestellt sind jeweils die Mittelwerte der
dreifach durchgefihrten Messungen mit entsprechendem Standardfehler. Statistischer Test:
zweifaktorielle Varianzanalyse, ***p< 0,001, *p< 0,01. Abbildung modifiziert aus [1].

Nach 24h Inkubation in Raumtemperatur (RT), zeigte sich in beiden Zelllinien
eine deutliche Stressinduzierbarkeit von ASPP2k (Abbildung 9). So wurde ein
signifikant erhdhtes ASPP2k-Expressionslevel nach 24h Inkubation bei RT in
beiden untersuchten Zelllinien im Vergleich zu ihrer jeweiligen Kontrolle

nachgewiesen [1].

HCT-116 wiesen nach 24h Inkubation bei RT ein 7,7-fach hdéheres ASPP2k-
Level auf als ihre Kontrolle, welche unter optimalen Bedingungen inkubiert

wurde.
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In der zweiten kolorektalen Zelllinie DLD-1 zeigte sich nach 24h Inkubation bei

RT ein 6,2-fach hoheres ASPP2k-Expressionslevel.

3.3 Etablierung und Validierung der isoformspezifischen

ASPP2k Uberexprimierenden und attenuierten Zellmodelle

Nachdem ein erhdhtes ASPP2k-Level in kolorektalen Karzinompatientenproben
nachgewiesen und eine Stressinduzierbarkeit der ASPP2k-Expression
beobachtet werden konnte, wurde anschlieBend die Funktion und Rolle von
ASPP2k im KRK untersucht. Als Ausgangszellmodelle dienten wiederum die
kolorektalen Karzinomzelllinien DLD-1 und HCT-116, die durch einen p53
Wildtyp gekennzeichnet sind.

Fir die Erstellung von ASPP2k Uberexprimierenden Zellmodellen wurden die
entsprechenden Zelllinien mit einem ASPP2k Plasmid-DNA-Vektor bzw. einem
Empty-Vector-Kontrollplasmid transfiziert. Nach anschlielender Phleomycin D1
(Zeocin®)- Selektion der erfolgreich transfizierten Zellen, erfolgte der Nachweis
der ASPP2k-Uberexpression durch die Quantifizierung der relativen ASPP2k
MRNA-Expression mittels spezifischer gRT-PCR. In Abbildung 10 werden die
relativen ASPP2k mRNA-Expressionslevel der ASPP2k tberexprimierten DLD-
1 und HCT-116 im Vergleich zur Empty-Vector-Kontrolle veranschaulicht.
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Abbildung 10: Nach erfolgreicher Transfektion zeigen ASPP2k.DLD-1 und ASPP2k.HCT-
116 im Vergleich zur jeweiligen EV-Kontrolle eine signifikant erhdhte Expression von
ASPP2k. Die relative ASPP2k-mRNA-Expression der ASPP2k.DLD-1 und ASPP2k.HCT wurde
in Bezug zu ihrer entsprechenden Empty-Vektor-Zelllinie ermittelt. Als Referenzgen diente 18s.
Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der dreifach durchgefiihrten gRT-PCR Messung sowie der
entsprechende Standardfehler. Statistischer Test: zweifaktorielle Varianzanalyse, *p< 0,05, **p<
0,01. Abbildung modifiziert aus [1].

Das mittlere ASPP2k-Expressionsniveau der ASPP2k Uberexprimierenden
DLD-1 war im Vergleich zu EV.DLD-1 Zellen mit einer relativen Expression von
2,02 mehr als verdoppelt (p< 0,01). In HCT-116 konnte eine relative ASPP2k-
Uberexpression im Vergleich zur EV-Kontrolle von 1,20 und entsprechend 20%
erzielt werden (p< 0,05) [1].

Um die funktionelle Rolle von ASPP2k im KRK zu untersuchen, wurden zudem
zwei Zellmodelle mit supprimierter ASPP2k-Expression etabliert.

Die Transduktion erfolgte, wie im Kapitel 2.7 beschrieben und mittels
Fluoreszenzmikroskopie wurde vor Selektion mittels Puromycin die

Transduktionseffizienz Gberprift (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskopieaufnahmen der erfolgreich
transduzierten Zellen. A-1, B-1, C-1 und D-1 zeigen Hellfeldmikroskopieaufnahmen (BF) (10-
fache VergroRBerung) der transduzierten Zellen. A-2, B-2, C-2 und D-2 zeigen die
transduzierten, GFP-positiven Zellen im jeweils dazugehérigen Fluoreszenzmikrokopiebild des
gleichen Bildausschnitts.

Um auf mRNA-Ebene die tatsachliche ASPP2k-Suppression in beiden
Zellmodellen nachzuweisen, wurde die relative ASPP2k-mRNA-Expression
mittels gqRT-PCR bestimmt. Abbildung 12 stellt die relative ASPP2k mRNA-
Expression der ASPP2k supprimierten Zellen im Vergleich zu ihrer EV-Kontrolle

dar.
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Abbildung 12: Nach erfolgreicher Transduktion zeigen shASPP2k.DLD-1 und
shASPP2k.HCT-116 eine signifikant verminderte ASPP2k-Expression im Vergleich zur
jeweiligen EV-Kontrolle. Verglichen wurde das ASPP2k-Expressionslevel der shEV.DLD-1
und shEV.HCT-116-Zellen und der ASPP2k attenuierten DLD-1 und HCT-116 Zellen mittels
gRT-PCR fiir ASPP2k. Dargestellt ist jeweils der Mittelwert der dreifach durchgefiihrten qRT-
PCR mit dem entsprechenden Standardfehler. Statistischer Test: zweifaktorielle
Varianzanalyse, ***p< 0,001, ****p< 0,0001. Abbildung modifiziert aus [1].

In beiden Zellmodellen zeigte sich eine signifikant verminderte ASPP2k mRNA-

Expression in den ASPP2k-supprimierten Zelllinien.

So war im DLD-1 Zellmodell das mittlere ASPP2k-Expressionsniveau der
ASPP2k supprimierten DLD-1 im Vergleich zur Leervektorkontrolle 0,73 und
damit um 27% reduziert (p< 0,0001), sowie das mittlere ASPP2k-
Expressionsniveau der ASPP2k supprimierten HCT-116 Zellen 0,79 im
Vergleich shEV.HCT-116 und entsprechend die relative Expression um 21%
vermindert (p< 0,001) [1].
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3.4 ASPP2k moduliert die Sensitivitat gegenuber
Chemotherapie-induzierter Apoptose im kolorektalen

Tumorzellmodell

Die Auswirkung der ASPP2k-Expression in kolorektalen Tumorzellen auf die
Therapiesensitivitdt gegentber Standardchemotherapeutika sollte anhand der
etablierten ASPP2k Uberexprimierten und ASPP2k attenuierten Zellmodelle
untersucht werden. Hierfur wurden die Zellen fur 48h in ansteigenden
Konzentrationen mit dem in der Therapie des KRK standardmalig eingesetzten
Chemotherapeutikums Oxaliplatin behandelt und anschlielend die Induktion
der Apoptose, wie in Kapitel 2.11 beschrieben, nach standardisiertem Protokoll

gemessen.
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3.4.1 Uberexpression von ASPP2k fiihrt zu gesteigerter Resistenz

gegenltber Oxaliplatin
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Abbildung 13: Reduzierte Apoptoseinduktion nach Behandlung mit Oxaliplatin bei
heraufregulierter ASPP2k-Expression. ASPP2k uberexprimierende DLD-1 (A) und HCT-116
(B) wurden uber 48h mit steigender Konzentration Oxaliplatin behandelt und anschlie3end
durchflusszytometrisch die Apoptoserate mittels Annexin V/ Pl Testverfahrens ermittelt.
Abgebildet ist jeweils der Mittelwert mit entsprechendem Standardfehler der dreifach
durchgefiihrten Experimente. Statistischer Test: zweifaktorielle Varianzanalyse, *p< 0,05, **p<
0,01, ****p< 0,0001. Abbildung modifiziert aus [1].
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In Abbildung 13 sind die durchflusszytometrisch ermittelten prozentualen
Anteile der apoptotischen ASPP2k uberexprimierenden DLD-1 und HCT-116
Zellen jeweils im Vergleich zu ihrer EV-Kontrolle und in Abhangigkeit der
eingesetzten Oxaliplatin-Konzentration dargestellt. Es zeigt sich, dass in beiden
untersuchten Zellmodellen eine erhohte ASPP2k-Expression mit einer
verminderten Oxaliplatin abh&ngigen Induktion der Apoptose einhergeht [1].
Zwischen ASPP2k.DLD-1 und EV.DLD-1 konnten signifikante Unterschiede in
der Apoptoseinduktion nach 48h Oxaliplatin-Behandlung mit 10pm, 20um,
30um und 40um nachgewiesen werden. Die Behandlung mit 50um zeigte
ebenso den Trend zu einer reduzierten Apoptoseinduktion, was allerdings
statistisch nicht signifikant war. ASPP2k.HCT-116 zeigten in jeder untersuchten
Dosierung von Oxaliplatin eine signifikant reduzierte Apoptoseinduktion im
Verglich zu ihrer EV-Kontrolle [1].

Als weiteren Parameter zur Veranschaulichung des Apoptoseverhaltens wurde
der ICso-Wert fur beide Zellmodelle berechnet und in Tabelle 4 dargestellit.

Hierbei zeigte sich, dass zur halbomaximalen Induktion der Apoptose in ASPP2k
Uberexprimierten Zellen im Vergleich zu ihrer EV-Kontrolle eine deutlich héhere
Behandlungskonzentration von Oxaliplatin notwendig ist. In ASPP2k.DLD-1
wurde hierfir eine 1,9- und in ASPP2k.HCT-116 eine 2,7-fach hdhere

Oxaliplatinkonzentration im Vergleich zur jeweiligen EV-Kontrolle berechnet.

Tabelle 4: Ermittelte IC50- Konzentrationen nach Oxaliplatinbehandlung in
ASPP2k.DLD-1 und EV.DLD-1 sowie ASPP2k.HCT-116 und EV.HCT-116.

ICso Oxaliplatin [uM]

Zelllinie DLD-1 HCT-116
EV-Kontrolle 15,5 28,1
ASPP2k-Uberexpression 29,6 75,3
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3.4.2 Suppression der ASPP2k-Expression fuhrt zu gesteigerter

Apoptoseinduktion nach Behandlung mit Oxaliplatin
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Abbildung 14: Suppression der ASPP2k-Expression fuhrt zu hdheren Apoptoseraten
nach Behandlung mit Oxaliplatin. Nach 48h Behandlung wurde mittels Annexin V/ 7-AAD-
Assay der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen gemessen und mit auf der x-Achse
ansteigender Oxaliplatinkonzentration dargestellt. Abgebildet ist jeweils der Mittelwert der
dreifach durchgefihrten Experimente mit zugehorigem Standardfehler. Statistischer Test:
zweifaktorielle Varianzanalyse, *p< 0,05, ***p< 0,01, ****p< 0,0001. Abbildung modifiziert aus

[1].
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Abbildung 14 zeigt, dass nach Behandlung und Ermittlung des Anteils an
apoptotischen Zellen in allen untersuchten Behandlungsdosierungen von
Oxaliplatin  ASPP2k supprimierte DLD-1 und HCT-116 eine erhohte
Apoptoseinduktion im Vergleich zur jeweiligen EV-Zelllinie aufweisen [1].

Analog wurde auch hier der ICso-Wert fur beide Zellmodelle berechnet und in
Tabelle 5 dargestellt. So fuhrte ASPP2k-Suppression in DLD-1 zu einer 45%
niedrigeren ICso und in HCT-116 zu einer 72% niedrigeren I1Cso fur Oxaliplatin.

Tabelle 5: Ermittelte IC50- Konzentrationen fir Oxaliplatinbehandlung in
shASPP2k.DLD-1 und shEV.DLD-1 sowie shASPP2k.HCT-116 und
shEV.HCT-116.

ICs0 Oxaliplatin [uM]

Zelllinie DLD-1 HCT-116
shEV-Kontrolle 58,0 55,0
ASPP2k-Suppression 26,0 40,1

3.5 ASPP2k beeinflusst die Zellproliferation in kolorektalen

Tumorzellen

Um das Wachstumsverhalten der kolorektalen Karzinomzellen in Abhangigkeit
der ASPP2k-Expression zu untersuchen, wurde das Proliferationsverhalten von
ASPP2k Uberexprimierenden als auch ASPP2k supprimierten Zellmodellen
untersucht. Hierzu dienten ebenfalls die ASPP2k modifizierten und etablierten
DLD-1 und HCT-116 Zellmodelle.
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3.5.1 Uberexpression von ASPP2k resultiert in gesteigerter Proliferation
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Abbildung 15: ASPP2k iiberexprimierende Zellen zeigen im Proliferationsassay eine
signifikant erhéhte Proliferationsrate im Vergleich zu ihren EV-Kontrollen. DLD-1 und
HCT-116 ASPP2k Zellen und ihre EV-Kontrollzellen wurden nach Ansetzen von 7,510 Zellen
in 24h-Inkubationsintervallen fir 96h mittels Z&hlkammer und nach Trypanblaufarbung
lichtmikroskopisch ausgezahlt und ausgewertet. Abgebildet sind die Mittelwerte der dreifach
durchgefiuihrten Experimente mit zugehdrigem Standardfehler in  Abh&angigkeit des
Messzeitpunktes. Statistischer Test: zweifaktorielle Varianzanalyse, *p< 0,05, **p< 0,01, ***p<
0,001. Abbildung modifiziert aus [1].
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Wie in Abbildung 15 dargestellt fihrte Uberexprimierte ASPP2k-Expression
sowohl in DLD-1 als auch in HCT-116 zu einer signifikant gesteigerten

Proliferationskapazitat im Vergleich zu den EV-Kontrollen [1].

ASPP2k.DLD-1 wiesen nach 72h und 96h eine signifikant erhohte
PopulationsgrofRe im Vergleich zu EV.DLD-1 auf [1]. HCT-116 ASPP2k zeigten
im Vergleich zu ihrer EV-Kontrolle einen signifikanten Unterschied in der
Populationsgrof3e bereits nach 24h [1].

3.5.2 Suppression der ASPP2k-Expression resultiert in signifikant

attenuierter Proliferation

Wie zu erwarten, zeigte sich analog zur Uberexpression von ASPP2k, bei der
ASPP2k-Suppression eine Abnahme der Proliferationskapazitat (Abbildung 16).
In beiden ASPP2k supprimierten Zelllinien DLD-1 und HCT-116 zeigten
shASPP2k Zellen nach lichtmikroskopischer Auszahlung und Analyse im
Vergleich zu EV-Kontrollzellen eine abgeschwéachte Proliferationskapazitat. Die
gemessenen signifikanten Unterschiede zwischen shASPP2k Zellen und EV-

Kontrollzellen ergaben sich in beiden Zellmodellen nach 72h und 96h [1].
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Abbildung 16: Suppression der ASPP2k-Expression resultiert in einer abgeschwéchten
Proliferationskapazitat. Mittels Zahlkammer wurde lichtmikroskopisch, Uber einen Zeitraum
von 4 Tagen in 24h-Intervallen, die Zellzahl der proliferierten shASPP2k DLD-1 und HCT-116
sowie ihrer EV-Kontrollen bestimmt. Dargestellt ist der Mittelwert der dreifach durchgefiihrten
Messung mit Standardfehler in Abhangigkeit des Beobachtungszeitpunkts. Statistischer Test:
zweifaktorielle Varianzanalyse, **p< 0,01, ***p< 0,001. Abbildung modifiziert aus [1].
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3.5.3 ASPP2k-Expression beeinflusst die Verdopplungszeit

Zur weiteren Quantifizierung des Einflusses von ASPP2k auf das
Proliferationsverhalten wurde fur die ASPP2k heraufregulierten sowie ASPP2k
knock-down Zellmodelle die Verdopplungszeit ta« berechnet (siehe Kapitel 3.7).
Innerhalb der Verdopplungszeit dupliziert sich eine Population und ist somit
reprasentatives Mal fur die Proliferationskapazitat eines Zellmodells. In Tabelle
6 sind die Verdopplungszeiten t¢« der ASPP2k modifizierten DLD-1 und HCT-
116 Zellmodelle aufgefiuhrt.

Tabelle 6: Verdopplungszeit t« der ASPP2k modifizierten Zelllinien im
Vergleich zu den EV-Kontrollen.

Verdopplungszeit tq [h]

Zelllinie DLD-1 HCT-116
EV-Kontrolle 26,4 19,7
ASPP2k-Uberexpression 22,3 17,0
shEV-Kontrolle 24,4 19,5
ASPP2k-Suppression 26,9 21,2

Die Uberexpression von ASPP2k fiihrte in DLD-1 zu einer um 16% und in HCT-
116 zu einer um 14% schnelleren Zellverdopplungszeit im Vergleich zur
jeweiligen EV-Kontrolle [1]. Im Gegensatz dazu zeigten ASPP2k supprimierte
DLD-1 eine 10% und HCT-116 9% verlangerte Verdopplungszeit verglichen mit
ihren EV-Kontrollen [1].
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3.6 ASPP2k beeinflusst das Migrationsverhalten von

kolorektalen Tumorzellen

Die Auswirkungen von ASPP2k auf die Zellmigration wurde mittels der
etablierten ASPP2k  Uberexprimierenden und ASPP2k  supprimierten
Zellmodellen in Migrationsassays untersucht.

Fur die Untersuchung des Migrationspotenzials standen, wie in Kapitel 3.9
beschrieben, der Transwell Migrationsassay sowie Wundheilungsassay zur
Verfligung.

3.6.1 Uberexpression von ASPP2k resultiert in gesteigerter Migration

In Abbildung 17 sind die migrierten Zellen der ASPP2k Zelllinien im Vergleich
zur EV-Kontrolle im Transwell Migrationsassay aufgezeigt. In beiden
untersuchten  Zellmodellen lie3 sich ein signifikant  gesteigertes
Migrationsverhalten der ASPP2k Zellen nachweisen. So zeigten DLD-1
ASPP2k eine 36% (p< 0,01) und HCT-116 ASPP2k eine um 58% (p< 0,0001)
gesteigerte Migrationsrate im Vergleich zu den respektiven EV-Kontrollen [1].
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Abbildung 17: Uberexpression von ASPP2k fiihrt in kolorektalen Karzinomzellen zu
einem signifikant erhdhten Migrationspotenzial. Der Mittelwert an absolut migrierten DLD-1
ASPP2k (A) und HCT ASPP2k Zellen (B) sowie ihren entsprechenden EV-Kontrollzellen sind
als waagrechte Linien im Streudiagramm dargestellt. Statistischer Test: ungepaarter Student’s
t-Test, ***p< 0,01, ****p< 0,0001. Abbildung modifiziert aus [1].
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3.6.2 Suppression von ASPP2k resultiert in attenuierter Migration

Analog zur Uberexpression von ASPP2k zeigen ASPP2k supprimierte Zellen
eine eingeschrankte Fahigkeit zur Migration im Transwell Migrationsassay
(Abbildung 18). Hierbei zeigten shASPP2k DLD-1 37% und shASPP2k HCT-
116 30% signifikant geringere Migrationsraten als ihre EV-Kontrollen (p<
0,0001) [1].
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Abbildung 18: ASPP2k-Suppression fihrt in kolorektalen Tumorzellen zu einer
signifikant reduzierten Migrationsfahigkeit im Transwell Migrationsassay. Im
Streudiagramm wurde der durchschnittliche Wert an migrierten DLD-1 ASPP2k knock-down (A)
und HCT-116 ASPP2k knock-down (B) sowie ihren EV-Kontrollzellen als waagrechte Linie
abgebildet. Statistischer Test: ungepaarter Student’s t-Test, ****p< 0,0001. Abbildung
modifiziert aus [1].
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3.6.3 Uberexpression von ASPP2k bestatigt im Wundheilungsassay das
erhdohte Migrationspotenzial

Um den Einfluss von ASPP2k auf die Zellmigration in kolorektalen Tumorzellen
eingehender zu untersuchen, wurde die Migration in DLD-1 mittels
Wundheilungsassay ausfihrlich untersucht. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse

der linearen Regressionsanalyse der DLD-1 ASPP2k Zellen im Vergleich zur

Leervektorkontrolle.
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Abbildung 19: ASPP2k iiberexprimierende Zellen zeigen im Wundheilungsassay ein
gesteigertes Migrationsverhalten. Nach Erzeugung der Wunde in der Zelloberflache wurde
Uber einen Zeitraum von 24h zu definierten Zeitpunkten der Abstand der Wundrénder bestimmt
und anschlieBend mittels linearer Regressionsanalyse die Wundheilungsrate ermittelt (A).
Beispielhafte Aufnahmeserie des Wundheilungsexperiments der DLD-1 ASPP2k und ihrer EV-
Kontrolle (B). Abbildung modifiziert aus [1].
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Wie erwartet zeigen DLD-1 ASPP2k Uberexprimierende Zellen im Vergleich zur
EV-Kontrolle hohere Wundheilungsraten im Wundheilungsassay. So verschloss
sich die Wunde der DLD-1 ASPP2k Uberexprimierten Zellen im Durchschnitt um
3,3%/h wohingegen sich die Wunde der DLD-1 EV-Kontrollzellen nur um
2,7%/h verkleinerte [1].
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3.6.4 Suppression von ASPP2k resultiert in verzdégertem

Wundverschluss

Abbildung 20 zeigt die Wundheilungsfahigkeit der ASPP2k supprimierten DLD-1
Zellen im Vergleich zu ihren EV-Kontrollzellen. Eine verminderte ASPP2k-
Expression fihrt auch in diesem Versuchsansatz zu einer reduzierten
Zellmobilitatsrate. So wurde fir shASPP2k DLD-1 eine Wundheilungsrate von
2,7%/h und fur die EV-Kontrolle von 3,2%/h kalkuliert [1].
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Abbildung 20: ASPP2k-Suppression fuhrt in kolorektalen Karzinomzellen zu einer
reduzierten Migrationskapazitat im Wundheilungsassay. Nach Wundetablierung in der
Zelloberflache, Ausmessung der Wundrander zu definierten Zeitpunkten und linearer
Regressionsanalyse zeigen shASPP2k DLD-1 im Vergleich zur EV-Kontrolle eine verminderte

Wundheilungsrate (A). (B) zeigt eine beispielhafte Fotodokumentationsreihe aus dem
Beobachtungszeitraum. Abbildung modifiziert aus [1].
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4 Diskussion

Trotz enormer Bemuhungen im Bereich der Krebsvorsorge und Therapie bleibt
das KRK in Deutschland und weltweit weiterhin eine der tddlichsten
Krebserkrankungen. Durch die demographische Entwicklung hin zu einer
alternden Bevolkerung und das Inkaufnehmen allgemeiner Risikofaktoren wie
ungesunder Ernahrungsgewohnheiten, Ubergewicht oder Rauchen, kommt es
zu einer stetig zunehmenden Inzidenz des KRK. Zwar konnten erhebliche
Fortschritte im Bereich des pathophysiologischen Verstandnisses sowie der
Therapie des KRK erzielt werden, jedoch gehen Schatzungen davon aus, dass
bis in das Jahr 2030 die Inzidenz der KRK um 60% ansteigt. Dies wirde zu
einem weltweiten Patientenaufkommen von mehr als 2,2 Millionen KRK-Féllen
und 1,1 Millionen Todesféllen fihren [119]. Wahrend Frihstadien durch
chirurgische Interventionen meist kurativ behandelt werden kdnnen, sind
fortgeschrittenere Stadien mit einem erhéhten Mortalitatsrisiko verbunden und
spatestens die Metastasierung des KRK ist ein limitierender Faktor fur die
erfolgreiche Behandlung.

In den fortgeschrittenen Tumorstadien ist neben der radikalen Resektion des
Tumorgewebes eine adjuvante oder neoadjuvante Polychemotherapie,
gegebenenfalls in Kombination mit einer Radiotherapie, ein fester Bestandteil
des Therapieschemas. In den letzten Jahren wurde dieses
Behandlungsschema durch verschiedene Antikérper gegen molekulare
Zielstrukturen wie BRAF, EGFR oder PD-1 erweitert. Vor der Therapieeinleitung
sollte jedoch eine molekulargenetische Charakterisierung des Tumors erfolgen.
So hat der Mutationszustand des RAS-Gens entscheidenden Einfluss auf die
Therapieauswahl, da bei positivem Nachweis eine zielgerichtete Therapie
ineffektiv ist [120].

Die ASPP-Familie ist als zentraler Mediator der p53-abhangigen
Apoptoseinduktion in einer Vielzahl von Tumorentitaten fehlreguliert und fihrt in
der Folge zu aggressiveren Tumoren und Therapieresistenzen. Zielsetzung der
vorliegenden Arbeit war es die neu entdeckte onkogene Spleil3variante ASPP2k

im KRK nachzuweisen und den Stellenwert im KRK hinsichtlich des Einflusses
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auf die Apoptoseinduktion, das Proliferationsverhalten sowie das

Migrationspotenzial zu untersuchen.

Hierbei erfolgte der Nachweis im KRK mittels Screenings von ASPP2k-mRNA
in kolorektalen Karzinomgewebeproben. Fur die anschlieBende
Charakterisierung der Rolle von ASPP2k wurden vier isogene kolorektale
Karzinomzellmodelle etabliert, zwei mit ASPP2k-Uberexpression sowie zwei mit

supprimierter Expression von ASPP2k.

AnschlieBend wurde die Sensitivitdt gegentuber Chemotherapie, das
Proliferationsverhalten sowie das Migrationspotenzial der Zelllinien im Vergleich

zu ihrer jeweiligen EV-Kontrolle untersucht.

Fir den in vivo Nachweis von ASPP2k im KRK wurde die ASPP2k-mRNA-
Expression von 15 kolorektalen Karzinomgewebeproben analysiert und mit der
ASPP2k-Expression von gesundem Kolongewebe verglichen. Hierbei liel3 sich
eine durchschnittlich 3-fach hohere ASPP2k-Expression in Tumorgewebe im
Vergleich zu benachbartem tumorfreien Kolongewebe feststellen. Diese
Ergebnisse stehen im Einklang mit den Arbeiten von Schittenhelm et al. sowie
Tsintari et al., in welchen erstmalig Uber eine ASPP2k-Uberexpression in
Leukamien sowie Rhabdomyosarkomen berichtet wurde [84, 101]. Schittenhelm
et al. wiesen dabei ASPP2k in 30- 50% der Leukamiepatientenproben nach
[84]. In den analogen Untersuchungen dieser Arbeit wurde eine signifikant
hohere ASPP2k-Expression im Vergleich zu gesundem Kolongewebe in 5 von
11 Proben (45%) gefunden. Allerdings ist die Anzahl der untersuchten

Kolonproben zu gering, um allgemeine Aussagen treffen zu kénnen.

Betrachtet man die ASPP2k-Expression zwischen verschiedenen Patienten mit
diagnostiziertem KRK, so ergibt sich eine enorme Varianz der ASPP2k-Level.
Dieses reicht von bis zu 10-fach hoheren ASPP2k-Expressionsleveln im
kolorektalen Tumorgewebe im Vergleich zum benachbarten tumorfreien
Gewebe bis hin zu Nicht-Expressoren fur ASPP2k. Allerdings mag auch die

Beschreibung ,tumorfreies Gewebe“ zu Fehlinterpretationen flihren. Die von
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uns nachgewiesene Stressinduzierbarkeit kénnte im benachbarten, tumorfreien
noch gesunden Gewebe eventuell durch Entziindungsreaktion zu erhoéhten

ASPP2k-Leveln fihren und so die direkte Beurteilbarkeit erschweren.

Da fur die Entstehung von fortgeschritteneren Tumorstadien mit Metastasen
das Uberwinden der p53-Signalkaskade ein Schliisselereignis darstellt und
Uberexpression von ASPP2k unseren Untersuchungen zufolge méglicherweise
zu einer Inaktivierung von p53 fuhrt, liefern die hier gewonnen Daten Hinweise
fur eine entscheidende Rolle von ASPP2k in der Tumorprogression [121]. Die
Patientendaten sind dabei ein Anhaltspunkt, dass erhdhte ASPP2k-Expression
zu einem aggressiveren Tumor fuhren kann und wir vermuten, dass dies auch
mit einer schlechteren klinischen Prognose fir die Patienten verbunden ist.
Jedoch sind hier weiterfilhrende klinische Studien mit hoheren Patientenzahlen

notwendig.

Nachdem in einigen unabhéngigen Studien bereits gezeigt werden konnte, dass
die Expression des proapoptotischen Proteins ASPP2 durch zellulare
Stressoren induziert wird, konnte Schittenhelm et al. sowie Tsintari et al. zeigen,
dass auch die Expression der onkogenen SpleiRvariante ASPP2k
stressinduzierbar ist [84, 101, 103, 122]. So wurde in leukdmischen
Zellmodellen sowohl nach Behandlung mit Chemotherapie als auch nach
Behandlung mit Radiotherapie ein erhdhtes ASPP2k-Expressionslevel
nachgewiesen [84]. Um zu Uberprifen, ob die Expression von ASPP2k auch im
KRK abhéngig von DNA-Stressoren ist, wurden zwei Kkolorektale
Karzinomzelllinien Gber 24h bei RT inkubiert und anschlieBend die ASPP2k-
Expressionslevel bestimmt. Im Anschluss zeigten beide Zelllinien nach 24h
Inkubation bei RT ein vielfach erhdhtes ASPP2k-Level im Vergleich zu den
jeweiligen Kontrollen. Obwohl im Vergleich zu Schittenhelm et al. ein anderer
Zellstressor angewendet wurde, erganzen und bestétigen die gewonnen
Ergebnisse die Beobachtungen aus Leukamieerkrankungen und decken sich
mit den Erkenntnissen von Tsintari et al. in Weichteilsarkomen [84, 101].
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Nachdem wir den Nachweis, dass ASPP2k auch im KRK exprimiert wird
erbracht haben, wurde in der Folge die funktionelle Rolle einer ASPP2k-
Expression in KRK-Zellmodellen untersucht. Hierfir wurden zwei isogene
ASPP2k Uberexprimierende Modelle (namentlich DLD-1 ASPP2k und HCT-116
ASPP2k) als auch zwei Zellmodelle mit supprimierter ASPP2k-Expression
(shASPP2k.DLD-1 und shASPP2k.HCT-116) etabliert.

Um den Einfluss von ASPP2k auf die Chemotherapie induzierte Induktion der
Apoptose zu analysieren wurden die ASPP2k modifizierten Zellmodelle 48h mit
Oxaliplatin behandelt und anschlieBend mittels Durchflusszytometrie die
Apoptoserate bestimmt. Oxaliplatin, als etabliertes Chemotherapeutikum des
FOLFOX Therapieschemas bei fortgeschrittenem KRK, gehort zu der
Wirkstoffklasse der Crosslinker und fuhrt durch Induktion von DNA-
Quervernetzungen zur Hemmung der Replikation und folglich zur Apoptose
[123-125].

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Apoptoseuntersuchungen zeigen hierbei,
dass die Expression von ASPP2k grol3en Einfluss auf die Induktion der
Apoptose und somit Therapieresistenz gegen Oxaliplatin besitzt. Die hier
erhobenen Daten bestéatigen unsere Hypothese, dass ASPP2k das Ansprechen
auf Therapie beeinflusst. Dies ist zumindest zum Teil auf das Fehlen der p53-
Bindungsstelle dieser trunkierten Variante und die somit geringere Aktivierung
von p53 zuriickzufiihren. Ahnliches konnten bereits Schittenhelm et al. mittels
silencing-RNA in HCT-116 sowie spater Tsintari et al. mittels ShRNA gegen
ASPP2k in Sarkomen nachweisen. Auch hier fihrte eine signifikante
Suppression von ASPP2k mittels silencing-RNA zu einer erhéhten Sensibilitat

gegenuber Chemotherapeutika [84, 101].

Zur weiteren Spezifizierung der Rolle von ASPP2k im KRK wurde mit Hilfe der
etablierten ASPP2k Zellmodelle die Proliferationskapazitat unter Einfluss von
ASPP2k untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Verdopplungszeit von
ASPP2k uberexprimierenden Zellen im Mittel 14- 16% verkirzt ist im Vergleich
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zur EV-Kontrolle. Stimmig hierzu lasst sich in beiden Zelllinien mit
supprimiertem ASPP2k eine prolongierte Verdopplungszeit von 9- 10%
nachweisen. Hierbei stimmen die Verdopplungszeiten beider EV-
Kontrollzelllinien der DLD-1 mit der Verdopplungszeit bei Etablierung der DLD-1
p53 ** Zelllinie Gberein [126]. Auch die ermittelte Verdopplungszeit der EV-
Kontrollen von HCT-116 entsprechen den Literaturwerten der HCT-116 p53 WT
[109]. Die gewonnen Ergebnisse, sowohl der Proliferationsanalyse mit ASPP2k
Uberexpression als auch mit ASPP2k Suppression, bestatigen die bisherigen
Erkenntnisse von Schittenhelm et al. sowie Tsintari et al. Uber ASPP2k in
Leukdmien sowie Weichteilsarkomen und zeigen, dass ASPP2k erheblichen
Einfluss auf das Proliferationsbestreben der kolorektalen Tumorzellen besitzt
[84, 101]. Uber welche zugrundeliegenden Mechanismen die Proliferation im
Detail durch ASPP2k reguliert wird, lasst sich zum aktuellen Zeitpunkt noch
nicht abschlieRend beurteilen und weitere Untersuchungen sind in der Zukunft

notwendig.

Auf Grund der Erkenntnisse, dass ASPP2k einen erheblichen Einfluss auf
sowohl die Induktion der Apoptose als auch auf das Proliferationsverhalten in
kolorektalen Karzinomzellen innehat, wurde in einem weiteren Schritt das
Migrationsverhalten der kolorektalen Tumorzellen in Abhéngigkeit von ASPP2k
untersucht.

Um die Zellmigration entlang eines Chemogradienten zu untersuchen, wurde
mit den etablierten Zellmodellen zunachst ein Transwell Migrationsassay
durchgefiihrt. Eine Uberexpression von ASPP2k fiihrte hierbei zu einem
signifikant gesteigerten Bestreben zur Migration durch die Transwell Membran.
Entsprechend bestatigte eine Suppression von ASPP2k in beiden Zellmodellen
ein attenuiertes Migrationsbestreben.

Zur weiteren Verifikation wurde in einem zweiten Versuchsaufbau die
Zellmigration mittels eines Wundheilungsassays untersucht. Auch in diesem
Ansatz konnte bestatigt werden, dass ASPP2k bei Uberexpression zu einer
schnelleren WundschlieBung und dementsprechend zu einem aggressiveren

Migrationsverhalten beitragt. Konsistent hierzu wiesen DLD-1 Zellen mit
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supprimiertem ASPP2k eine verlangsamte WundschlieBung und folglich ein
geringeres Migrationsbestreben auf. Stimmig hierzu wurde auch in Sarkomen
mit herunterreguliertem ASPP2k eine reduzierte Wundheilung beschrieben
[101].

Die Auswertung der Wundheilungsassays wurde unter Bertcksichtigung der
Zellverdopplungszeit durchgefiihrt. Die berechneten Migrationsraten sind somit
als Ergéanzung zu den Erkenntnissen des Transwell Migrationsassays zu sehen
und ein erneuter Hinweis dafir, dass ASPP2k im KRK zu einem aggressiveren

Tumorwachstum mit erhéhtem Bestreben zur Migration fuhrt.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass ASPP2k in kolorektalen
Karzinomen nachweisbar ist und im Vergleich zu gesundem Gewebe signifikant
Uberexprimiert wird. Einzelfallanalysen zeigten dabei grof3e interindividuelle
Schwankungen. Bei ca. 45% der Tumorproben liel sich eine signifikante
Uberexpression nachweisen. Hier sind zukiinftig Screenings an definierten
Patientenkollektiven notwendig, um ein umfassenderes Bild zu erlangen. Weiter
konnten wir auch nachweisen, dass die ASPP2k-Expression in vitro dynamisch
und stressinduzierbar ist. Funktionelle Untersuchungen von ASPP2k zeigten,
dass ASPP2k in den untersuchten kolorektalen Karzinomzellmodellen zu einem
Uberlebensvorteil bei der Behandlung mit Chemotherapeutika fiihrt,
proliferationssteigernd wirkt und die Tumorzellen ein verstarktes Bestreben zur
Migration aufweisen. Dem gegenuber fuhrt die effektive Suppression von
ASPP2k zu einer Reduktion der Proliferations- und Migrationsfahigkeit sowie zu
einem verbesserten Therapieansprechen bei Behandlung mit

Chemotherapeutika.

Da ASPP2k die C-terminale p53-Bindungsdoméne fehlt, welche von Ahn et al.
bzw. Rotem und Kollegen als fundamental fur die Interaktion zwischen ASPP2
WT und p53 beschrieben wird, scheint es wahrscheinlich, dass hierdurch die
proproliferative und -migratorische sowie antiapoptotische Funktion von
ASPP2k durch eine gestorte Interaktion mit p53 bedingt ist [127, 128]. Dies
wulrde implizieren, dass hohe Level von ASPP2k die ASPP2—p53 Interaktion,
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welche normalerweise zur Apoptose flhrt, antagonisieren kénnten. Gestltzt
wird unsere Annahme, durch die oben beschriebenen Daten. Eine erhohte
ASPP2k-Expression schwacht die Chemotherapie- induzierte Apoptose und ein
ASPP2k spezifischer knock-down fuhrt zu einer erhéhten Sensitivitat gegeniber
Chemotherapie- induzierter Apoptose. Diese Ergebnisse, erweitert durch die
Erkenntnisse der Proliferations- und Migrationsanalysen, lassen vermuten, dass
ASPP2k ein wichtiger inhibitorischer Mechanismus im p53-Signalweg sein
konnte und so zu einem aggressiveren Tumor mit schlechterem klinischem
Verlauf fuhrt. Der zugrundeliegende Mechanismus, wie ASPP2k die p53-
Signalkaskade beeinflusst, bleibt weiterhin unklar und ist aktuell Gegenstand
unserer weiterfihrenden Untersuchungen. Ein potenzieller Wirkmechanismus
besteht darin, dass ASPP2k an ASPP2 WT bindet und hierdurch eine
Interaktion von ASPP2 WT mit p53 unterbindet. Hinweise fur diese mogliche
ASPP2k- ASPP2 Interaktion liefern die Strukturanalysen von Rotem et al.,
welche eine ASPP2- ASPP2 Interaktion und Bindung beschreiben und unseren
Untersuchungen nach ASPP2k diese potenziellen Bindungsdomanen weiterhin
aufweist [129, 130]. Es ist aullerdem denkbar, dass ASPP2k weitere
Bindungsmadglichkeiten zu anderen Proteinen besitzt und hierdurch eine
indirekte Beeinflussung der p53-Signalkasakade mdglich ist. Hervorzuheben ist
hierbei die Interaktion zwischen ASPP2 WT und den antiapoptotischen
Proteinen Bcl-2 und Bcl-x, welche zu einer Balance zwischen pro- und
antiapoptotischer Aktivitat der Proteine fihrt [131]. Bei ASPP2k ist jedoch die
hierfir notwendige Interaktionsstruktur hochstens noch teilweise vorhanden und
weitere strukturelle Untersuchungen sind notwendig, um ein vollstandigeres Bild

Uber die regulatorische Funktionsweise von ASPP2k zu erhalten.

Interessanterweise konnten in dieser Arbeit die Erkenntnisse von Schittenhelm
et al. sowie Tsintari et al. Uber die Stressinduzierbarkeit der ASPP2k-
Expression in Leukdmien und Sarkomen auch in KRK bestatigt werden [84,
101]. AuRerdem konnte gezeigt werden, dass eine ASPP2k-Uberexpression zu
einer erhdhten Resistenz gegen Chemotherapie fuhrt. Werden diese beiden
Erkenntnisse gemeinsam betrachtet, ergibt sich hieraus die Mdglichkeit, dass

der alternative Splicingvorgang von ASPP2 ein potenzieller Mechanismus bei
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der Entstehung von Resistenzen im Verlauf einer Therapie ist, welcher

unabhangig von genomischen Mutationen ist.

Durch die hohe Pravalenz von ASPP2k in kolorektalen Karzinomgewebeproben
und der proproliferativen, promigratorischen und antiapoptotischen Eigenschaft
der Tumorzellen bei ASPP2k-Uberexpression, ergibt sich die Chance ASPP2k
zukunftig als klinisch wertvollen prognostischen Marker zu etablieren. Die
erhobenen Daten demonstrieren dabei, dass eine Erganzung der bisherig
etablierten Mutationsanalysen um Screenings auf ASPP2k, weitere wichtige
Informationen fur die Prognoseabschatzung bei Patienten mit KRK liefern

konnte.

Schlief3lich besteht die Mdglichkeit ASPP2k zukinftig als molekulares Ziel einer
individualisierten und zielgerichteten Therapie zu etablieren. Grund zu dieser
Annahme liefern die Ergebnisse dieser Arbeit, da im Zellmodell durch eine
suffiziente Suppression von ASPP2k ein antiproliferativer und antimigratorischer
Effekt nachgewiesen werden konnte sowie ASPP2k knock-down Zellen eine
erhohte Sensibilitat gegentber einer Behandlung mit Chemotherapie
aufwiesen. Durch Reduzierung der ASPP2k-Expression oder Proteinlevels
durch beispielsweise Gensilencing oder silencing-RNA ware eine neue
Behandlungsform beim KRK denkbar.

Im Rahmen dieser Forschungsarbeit konnten vielversprechende Daten
gewonnen werden, welche erstmals am 05. November 2021 in Frontiers in
Molecular Biosiences veroffentlicht wurden. Die Ergebnisse dieser Arbeit
definieren dabei die Rolle der onkongen SpleiRvariante ASPP2k im KRK und
liefern hierbei richtungsweisende Erkenntnisse, welche den Grundstein fur
weiterfihrende experimentelle sowie klinische Studien an definierten

Patientenkohorten legen.
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5 Zusammenfassung

Das KRK st trotz immenser Bemihungen und Fortschritte im Bereich der
Vorsorge und Therapie weiterhin eine der haufigsten Krebserkrankungen des
Menschen. Das Erkrankungsrisiko steigt dabei mit zunehmendem Alter an, was
unter Bericksichtigung der demographischen Entwicklung zu einer stetig
steigenden Inzidenz des KRK fiuihrt. Nur etwa 50% der Tumoren weisen dabei
eine Mutation im Tumorsuppressor p53 nach, weshalb die Suche nach weiteren
inaktivierenden Mechanismen angezeigt ist. Einen wichtigen Stellenwert in der
Regulation der p53-Signalkaskade besitzt hierbei die ASPP-Proteinfamilie,
welche aus zwei proapototischen Regulationsproteinen ASPP1 und ASPP2 und
einem antiapoptotischen Mitglied IASPP besteht. Mit der Entdeckung der
SpleilRvariante von ASPP2, ASPP2k wurde in Leuk&mien ein weiteres

Regulationsprotein, jedoch mit onkogenem Potenzial, beschrieben.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte zum einen ASPP2k im KRK nachgewiesen und

zum anderen die Rolle von ASPP2k im KRK charakterisiert werden.

Fir einen in vivo Nachweis von ASPP2k im KRK wurden Kkolorektale
Karzinomgewebeproben auf eine ASPP2k-Expression untersucht und
gesunden Kolonproben gegenubergestellt. Im weiteren Verlauf wurden fur die in
vitro Charakterisierung der Rolle von ASPP2k im KRK vier isogene kolorektale
Karzinomzellmodelle, zwei mit Gberexprimiertem ASPP2k und zwei mit ASPP2k
Suppression, etabliert und anschlieBend die Auswirkung der ASPP2k-
Expression auf die Apoptoseinduktion, die Proliferation und die Migration
untersucht. Weiter erfolgte eine ASPP2k spezifische Expressionsanalyse zur

Untersuchung der dynamischen Stressinduzierbarkeit von ASPP2k im KRK.

Bei den Analysen der kolorektalen Karzinomgewebeproben von Patienten
konnte in 45% der kolorektalen Tumorgewebeprobe eine heraufregulierte
ASPP2k-Expression nachgewiesen werden. Ferner konnte gezeigt werden,

dass die ASPP2k-Expression hohen interindividuellen Schwankungen aufweist.
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Zudem liel3 sich bestétigen, dass die ASPP2k-Expression im KRK dynamisch

und durch Zellstressoren induzierbar ist.

Weiter konnten wir zeigen, dass ASPP2k einen erheblichen Einfluss auf die
Aggressivitat der Tumorerkrankung hat. So fiihrte eine ASPP2k-Uberexpression
zu einer abnorm gesteigerten Proliferationsfahigkeit, einer Resistenz gegeniber
der Behandlung mit Chemotherapeutika sowie zu einem deutlich erhdhten
Migrationsbestreben.

Analysen der ASPP2k defizienten kolorektalen Tumorzellen zeigten kontrar
hierzu eine verminderte Proliferationsrate, eine gesteigerte Sensitivitat

gegenuber Chemotherapie sowie ein abgeschwéchtes Migrationspotenzial.

Mit unseren Untersuchungen konnten wir somit zeigen, dass ASPP2k an der
Regulation von Proliferation, Apoptose und Migration im KRK mal3geblich
beteiligt ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass ASPP2k im KRK nachweisbar ist und
durch sein onkogenes Potenzial in vielerlei Hinsicht gro3en Einfluss auf die
Aggressivitat des KRK besitzt. Diese Erkenntnisse bilden den Grundstein fur

zukunftige experimentelle sowie klinische Studien.
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