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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom — Inzidenz und Pathogenese

Krebs ist nach den Herz-Kreislauferkrankungen die haufigste Todesursache in Deutschland.
Jahrlich erkranken etwa 500.000 Menschen neu. Dabei ist Darmkrebs bei Mannern als auch
bei Frauen eine der drei haufigsten tumordsen Erkrankungen. Das Risiko einer Neuerkran-
kung steigt ab der fiinften Lebensdekade, jedoch liegt das mittlere Erkrankungsalter bei
Mannern bei 72 Jahren, bei Frauen bei 75 Jahren. In den vergangenen Jahren hat sich die
Mortalitat aufgrund verbesserter Behandlungsmoglichkeiten und friherer Erkennung re-
duziert, so dass die heutige relative 5-Jahres-Uberlebensrate bei 63% liegt (ACS 2014,
Kaatsch et al. 2015). So haben Patienten, bei denen die Erkrankung in einem friihen Sta-
dium, in dem die Tumorzellen noch nicht metastasiert sind oder nur regionale Lymphkno-
ten befallen haben, eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 90% bzw. 71%. Die Rate sinkt rapide,
wenn bereits eine Metastasierung in distante Gewebe eingesetzt hat (NCI 2006-2012).
Hauptursachen fiir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms (KRK) kdnnen Tabakkon-
sum oder ein ungesunder Lebenswandel sein. Hierzu zdhlen eine ballaststoffarme Erndh-
rung, sowie der (ibermiRige Konsum von rotem Fleisch und Alkohol. Auch Ubergewicht
und mangelnde Bewegung sind ein wichtiger Aspekt der Pathogenese. Daher wird in der
S3-Leitlinie fiir das KRK empfohlen, praventiv auf eine ausgewogene Erndhrung zu achten,
Ubergewicht zu vermeiden und sich sportlich zu betitigen (Pox et al. 2013).

Die hauptsachliche Todesursache einer Krebserkrankung ist jedoch bis heute die Entwick-
lung von Fernmetastasen auch Jahre nach der vollstandigen Tumorentfernung (Fidler
1990). Ca. 35%-45% der Patienten mit einem Kolonkarzinom entwickeln innerhalb von finf
Jahren Fernmetastasen (Hofheinz et al. 2016), primar in der Leber, aber auch in anderen
Organen wie Lunge, Peritoneum oder in den intra-abdominalen Lymphknoten (Wolpin et

al. 2008).
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1.2 Karzinogenese des Kolonkarzinoms

85% der KRK sind sporadische Karzinome und entstehen nach Mutationen von Tumorsup-
pressorgenen und Onkogenen (Strum 2016). Aus molekularbiologischer Sicht muss es zur
Dysregulation mehrerer Faktoren kommen, bevor ein Tumor entsteht. Hierbei dient das
Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz als Grundlage zur Darstellung des Verlaufs der Tu-
morprogression und deren wichtigster Faktoren (Abb. 1) (Vogelstein et al. 1988, Fearon et

al. 1990).

Weitere
APC- K-Ras- DCC-, Smad2/4- p53- genetische
Funktionsverlust Aktivierung Funktionsverlust Funktionsverlust Veranderungen

Normal- Frihes Intermediares
Mucosa Adenom Adenom

Chromosomale Instabilitat Verlust von 1p, 8p LOH von 5q, 17p, 18p

Mikrosatelliten-Instabilitat MLH1, MSH1, MSH6
Abb. 1 Die Adenom-Karzinom-Sequenz. Die Entwicklung eines Karzinoms erfolgt in mehreren Schritten unter Funk-
tionsverlust oder Hyperaktivierung von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. AuBerdem tragen der Erwerb von

chromosomalen und Mikrosatelliten-Instabilitdt zur Tumorgenese bei. Abbildung modifiziert nach Kinzler und Vo-
gelstein (Tanaka et al. 1991, Kinzler et al. 1996)

Fearon und Vogelstein stellten 1990 fest, dass der Verlust des Adenomatose polyposis coli
(APC)-Tumorsuppressorgens zur Initiation der Karzinogenese fiihrt. Da APC fiir die Stabilitat
des Spindelapparats verantwortlich ist und somit einen Einfluss auf die korrekte Separie-
rung der Chromosomen wahrend der Zellteilung besitzt, flihrt ein Verlust zu chromosoma-
ler Instabilitat in der betroffenen Zelle (Fodde et al. 2001) und begiinstigt somit das Fort-
schreiten der Karzinogenese. In weiterer Folge kommt es zu mutationsbedingter Hyperak-
tivierung von Proto-Onkogenen wie Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (KRAS),
phosphoinositide-3-kinase (PI3KCA), neuroblastoma RAS viral oncogene homolog (NRAS)
und v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1 (BRAF) und zu inaktivierenden Mu-
tationen in Tumorsuppressor-Genen wie p53, transforming growth factor beta (TGF-B), de-
leted in colorectal cancer (DCC) und SMAD family member 2/4 (Smad2 und 4). Die Mutati-
onen dieser Gene treten in einem, teilweise Jahre andauernden Zeitraum sukzessive auf.

Hier greift das sogenannte ,,Two-hit Konzept®, welches 1971 von Knudson postuliert wurde
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(Knudson 1971, Koyama et al. 1999, Knudson 2001). Demzufolge verliert ein Allel des Gens
durch chromosomale Instabilitat (CIN), Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI), CpG island me-
thylator phenotype (CIMP) -Hypermethylierung oder defekte DNA mismatch Reparaturpro-
teine (MMP) seine Funktionsfahigkeit. Ist in dem verbleibenden Allel bereits eine intrinsi-
sche, vererbte Mutation vorhanden, kommt es zur vollstandigen Inaktivierung des Tumor-
suppressor-Gens. Die chromosomale Instabilitdt in Karzinomzellen ist daher eine wichtige
Komponente, die zur Tumorentwicklung beitragt. 84% der sporadischen KRK weisen chro-
mosomale Instabilitdten auf, die haufig durch somatic copy number alterations (SCNA)
deutlich werden. Besonders haufig sind Deletionen der Chromosomenarme 17p und 18q
vertreten. Mehr als 70% der Kolonkarzinome enthalten diese genetischen Veranderungen
(Vogelstein et al. 1988, Tanaka et al. 1991) .

Lediglich 13-16% der sporadischen KRK besitzen hingegen eine Mikrosatelliten-Instabilitat.
Damit einhergehend sind defekte DNA mismatch repair Gene wie MLH1 und MSH2 (Muller
et al. 2016). Eine MSI kommt primar in hereditdaren KRK vor. Hierbei sind insbesondere die
familidare adenomatose Polyposis (FAP) und das Lynch Syndrom (LS) zu nennen. Auch chro-
nisch-entziindliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa und Morbus Crohn kdénnen
Darmkrebs begtlinstigen.

Kirzlich entwickelten Uchi und Kollegen eine erweiterte Hypothese zur Entwicklung des
Kolonkarzinoms. Sie zeigten, dass sogenannte Griinder-Mutationen wie die des APC-,
KRAS- und FBWX7-Gens sowie die Anderung von DNA-Methylierungsmustern vom steigen-
den Alter der Patienten abhdngig waren. Die lineare Akkumulation mehrerer dieser Muta-
tionen lasst die Zellen zu einem Ursprungsklon (,,parental clone”) heranreifen. Ab diesem
Punkt geschieht die Entwicklung der Tumorzellen nicht mehr linear wie im Modell der Ade-
nom-Karzinom-Sequenz dargestellt, sondern verzweigt durch eine neutrale Evolution so-
matischer Mutationen, was zu in Tumoren haufig beobachteter genetischer Heterogenitat
fuhrt (Uchi et al. 2016).

Durch die so entstandenen Mutationen kommt es zur Verhinderung der Apoptose und ver-
starkter Proliferation. Die Tumorzellen beginnen Wachstumsfaktoren auszuschutten, die
die Angiogenese induzieren. Durch das vermehrte Zellwachstum kommt es zu starker

Raumforderung, die Zellen verlieren ihren epithelialen Charakter und die Zell-Zell-Kontakte



Einleitung

werden aufgeldst. Die Tumorzellen kénnen nun invasiv in die umliegenden Gewebe ein-
dringen. Im fortgeschrittenen Stadium der Tumorgenese kommt es dann zu Metastasen-

bildung (Hanahan et al. 2000).

1.3 Die Histologie des Dickdarms

Der Dickdarm gliedert sich in mehrere Abschnitte. An den Blinddarm (Caecum) mit seinem
Wurmfortsatz angrenzend liegt das Colon ascendens, das in das Colon transversum uber-
geht. Der darauffolgende absteigende Ast des Dickdarms (Colon descendens) geht in das
Colon Sigmoideum iber und endet mit dem Rektum (Mastdarm).

Der zellulare Aufbau des Dickdarms besteht aus einem hochprismatischen Epithel mit vie-
len Becher- und vereinzelten endokrinen Zellen. Die Epithelzellen am Rande des Lumens
tragen zur VergroRRerung ihrer Oberflache einen Birstensaum. Im Gegensatz zum Dinn-
darm gibt es hier keine Zotten, jedoch sehr viele Krypten. Die Hauptaufgabe des Dickdarms
ist die Resorption von Wasser und die Schleimabsonderung. Der Schleim wird durch die
Becherzellen produziert und wirkt als Gleitschleim fiir den Weitertransport der Nahrung
und somit als Schutz des Darms vor mechanischen Verletzungen. Eine weitere Funktion
Ubernimmt die Schleimschicht als Barriere gegen pathogene Bakterien. In ihrer duBeren
Schicht leben dennoch kommensale Mikroorganismen (Kiihnel 2008, Lillmann-Rauch
2012).

Neue Zellen entstehen nur an der Kryptenbasis. Hier sind Stammzellen vorhanden, die
samtliche, fiir den Darmaufbau notige Zellen bilden. Wahrend ihrer Entwicklung wandern
die neu entstandenen Zellen in Richtung des Darmlumens. Auf ihrem Weg differenzieren
sie sich zu Colonozyten, Becherzellen und endokrinen Zellen. Am Oberflachenepithel ange-
kommen sterben sie ab und werden in das Darmlumen abgestoRen (Weinberg 2007,

Lillmann-Rauch 2012).

1.4 TNM-Klassifizierung und UICC-Stadien

Die Klassifikation von Tumoren erfolgt durch das histopathologische TNM-Modell, welches

urspringlich von Denoix zwischen 1943 und 1952 entwickelt wurde (Denoix 1950). Die UICC
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(Union internationale contre le cancer) legte um 1950 dann die allgemein giltigen Richtli-
nien fest, die standig aktualisiert werden und nach denen heute die Einteilung erfolgt (Tab.
1 und Tab. 2) (Ito et al. 2012). Die TNM-Klassifikation umfasst die klinische und histopatho-

logische Charakterisierung der Krebserkrankung.

St:Idclﬁ-m TNM-Klassifikation
T N M
0 Tis 0 0
| 1,2 0 0
A 3 0 0
IIB 4a 0 0
lc 4b 0 0
]| Jedes T 1,2 0
A 1,2 1a 0
1 2a 0
3,4a 1 0
1]:] 2,3 2a 0
1,2 2b 0
43 2a 0
nc 3,4b 2b 0
4b 1,2 0
IVA Jedes T Jedes N la
IVB Jedes T Jedes N 1b

Tab. 1 UICC-Stadien und TNM-Klassifikation fiir das Kolon- und Rektumkarzinom (Tannapfel et al. 2010)

Dabei werden die Ausdehnung des Tumors in umliegendes Gewebe (T), eventuell vorhan-
dene Lymphknotenmetastasen (N) sowie die gebildeten Fernmetastasen in distante Ge-
webe (M) bestimmt. Zusatzlich werden Ziffern hinzugefiigt, die die Progression der Tumo-
rerkrankung naher definieren. Auf der Grundlage der TNM-Klassifikation kann die Tumorer-

krankung des Patienten in die UICC-Stadien eingeteilt werden (Wittekind et al. 2010).
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TNM Beschreibung
TO Kein Anhalt fiir Primdrtumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert Submucosa
T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria
3 Tumor infiltriert bis in die Subserosa oder in nicht peritonealisiertes perikolisches
oder perirektales Gewebe
T4 Tumor infiltriert Nachbarorgane und/oder perforiert das viszerale Peritoneum
T4a Tumor infiltriert Peritoneum
T4b Tumor infiltriert oder grenzt an andere Organe oder Strukturen
NO Keine regiondren Lymphknoten befallen
N1 Metastasen in 1-3 regiondren Lymphknoten
N1la Metastase in 1 regionarem Lymphknoten
N1b Metastasen in 2-3 regiondren Lymphknoten
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten
MO Keine Fernmetastasen vorhanden
M1 Fernmetastasen vorhanden
M1la Metastasen auf ein Organ oder eine Region beschrankt
M1b Metastasen in mehr als einem Organ oder Region oder Peritoneum

Tab. 2 Abkiirzungserkldrung der TNM-Stadien des Kolonkarzinoms (Wittekind et al. 2010)

1.5 Therapien des Kolonkarzinoms

Die radikal-chirurgische Entfernung des Tumorgewebes ist zurzeit der Goldstandard in der
kurativen Therapie des Kolonkarzinoms. Patienten mit Karzinomen der UICC-Stadien | und
Il besitzen sehr gute Uberlebenschancen und eine vollstindige Resektion des Tumors mit
stadienadaptiertem Sicherheitsabstand ist hdufig ausreichend fiir die vollstédndige Heilung
(Boland et al. 2000, Majek et al. 2012). Bei den Rektumkarzinomen im Stadium Il bis IV wird
eine neoadjuvante Radio- oder Radiochemotherapie empfohlen. Abhdngig vom histopa-
thologisch ermittelten UICC-Stadium wird bei den Kolonkarzinomen postoperativ eine ad-
juvante Chemotherapie oder eine spezifische Antikorpertherapie eingeleitet (Pox et al.
2013). Das haufigste angewandte Chemotherapeutikum gegen Kolonkarzinome ist 5-Flu-

orouracil (5-FU). Teilweise wird es in Kombination mit Leucovorin gegeben, das die 5-FU-
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Aktivitat unterstitzt. Weiter genutzte Chemotherapeutika sind Oxaliplatin und Irinotecan
(Wolpin et al. 2008).

Auf dem Vormarsch sind mittlerweile auch sogenannte , targeted therapy” Agenzien fir die
Behandlung von metastasierten Karzinomen. Dies sind spezifische, auf individuell im Tumor
exprimierte Proteine abgestimmte Antikorper oder kleine Molekdle. Sie besitzen antiangi-
ogenetische, EGFR- oder VEGF-Rezeptor-inhibierende Effekte und wirken so auf die Prolife-
ration oder das Uberleben der Tumorzellen ein. Fiir den Erfolg der Therapie ist im Kolon-
karzinom ein Wildtypstatus der RAS-Gene KRAS (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homo-
log) und NRAS (neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene homolog) entscheidend, da bei
der Behandlung von Tumoren mit Mutationen in diesen Genen keine Wirksamkeit nachge-
wiesen werden konnte und sogar eine Verschlechterung der Gesamtiiberlebenszeit eintrat
(Amado et al. 2008, Lievre et al. 2008, Cannon et al. 2015, Hofheinz et al. 2016). Aktuell
gibt es sieben verschiedene monoklonale Antikorper, die fiir die Therapie von Patienten
eingesetzt werden dirfen. Diese werden haufig in Kombination mit den herkdmmlichen
Chemotherapeutika 5-FU, Oxaliplatin oder Irinotecan verwendet. In vergleichenden Stu-
dien konnte gezeigt werden, dass sich die zusatzliche Gabe eines Antikdrpers positiv auf
das Gesamtiberleben der Patienten auswirkte (Garrett et al. 2011, Petrelli et al. 2013,
Stein et al. 2015).

Neben den EGFR-inhibierenden Antikdrpern gibt es sogenannte Tyrosin-Kinase-Inhibito-
ren. Dies sind kleine Molekiile, die an die ATP-Bindestelle der katalytischen Doméne ver-
schiedener Tyrosin-Kinasen binden und somit deren Aktivitat inhibieren. Diese Inhibitoren
sind in der Therapie bei einer Vielzahl von Tumorentitdten wirksam. Insbesondere werden
sie fir die Behandlung der chronisch myeloischen Leukamie und gastrointestinaler Stroma-
tumore eingesetzt. Jedoch gibt es bisher keine wirksamen und klinisch zugelassenen Inhi-
bitoren zur Behandlung des KRK. Viele der kleinen Molekiile befinden sich daher in klini-
schen Studien; darunter Imatinib, Erlotinib, Gefitinib und Sunitinib (Townsley et al. 20086,
Fisher et al. 2008, Bajetta et al. 2009, Starling et al. 2012, Falchook et al. 2014, Pierobon et
al. 2014).
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Die aktuell angewandten Therapien dienen hauptsachlich der Bekampfung des Primartu-
mors und sind somit an dessen Eigenschaften angepasst. Jedoch geht eine viel gréRere Ge-
fahr von den spater auftretenden Metastasen aus, die nicht nur im KRK die Hauptursache
krebsbedingter Tode sind (NCI 2006-2012). Metastasen weisen haufig durch die Ansamm-
lung weiterer, u.a. durch die Primdrtherapie erworbener Mutationen veranderte geneti-
sche Eigenschaften auf und kénnen somit nicht mit dem urspriinglichen Therapieansatz
behandelt werden. Ein tiefergehendes Verstandnis fir die molekuarbiologischen Vorgange

wahrend der Metastasierung ist daher fiir eine addquate Therapie unabdingbar.

1.6 Molekulare Mechanismen der Metastasierung

Fir den Vorgang der Metastasierung gibt es zum aktuellen Zeitpunkt verschiedene Mo-
delle. Das lineare Metastasierungsmodell postuliert die Metastasierung am Ende der Tu-
morentwicklung (Fearon et al. 1990). Im Gegensatz dazu besagt das Modell der parallelen
Tumorentwicklung, dass bereits im Stadium eines benignen Tumors einzelne Tumorzellen
in entfernte Organe migrieren kénnen, um sich dort anzusiedeln und haufig noch Jahre
nach der chirurgischen Beseitigung des Primartumors Metastasen zu bilden. Es konnte ge-
zeigt werden, dass Primartumor und Metastasen haufig unterschiedliche genetische Muta-
tionen aufweisen, was auf eine friihe Streuung der Tumorzellen hinweist (Klein 2009).

Ob eine Tumorzelle dann im Zielgewebe anwachsen kann, hangt nicht nur von ihren gene-
tischen Mutationen ab, sondern auch welches Umfeld sie im Zielgewebe vorfindet (Seed-
and-soil-Hypothese)(Paget 1989). Ewing und Kollegen erarbeiteten 1928 eine anatomisch-
mechanistische Grundlage der Metastasenbildung, nach der das am nachsten am Primar-
tumor lokalisierte Organ Metastasen ausbildet, da sich die zirkulierenden Tumorzellen dort
zuerst in den KapillargefaBen ansammeln (Ewing 1928, Langley et al. 2011).

Leonard Weiss zeigte dann 1992 in einer Studie, dass die beiden vorgenannten Theorien
nicht alleinstehend zu betrachten sind, sondern vielmehr zusammenwirken. Weiss bewies
anhand von Autopsien, dass 66% der in seiner Studie entdeckten Metastasen durch den
Blutfluss gesteuert wurden, 20% durch eine spezielle Mikroumgebung im Zielorgan und in

14% der Falle konnten Abwehrreaktionen des umliegenden Gewebes gegen die Tumorzel-
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len detektiert werden, sodass die dort entstandenen Metastasen kleiner waren als erwar-
tet. Dariiber hinaus scheint auch die Anzahl der zirkulierenden Tumorzellen, die andere
Gewebe erreichen die Wahrscheinlichkeit einer Metastasenbildung zu erhéhen (Weiss
1992).

Der Prozess der Metastasierung ist sehr ineffizient. Aus weniger als 0,01% der im Korper
zirkulierenden Tumorzellen entsteht eine Metastase (Fidler 1970, Langley et al. 2011). Da-
mit es zu einer Metastasierung kommt, ist zundchst ein invasives Wachstum in das umge-
bende Gewebe vorausgesetzt. Dazu missen die Krebszellen verschiedene Kriterien erfil-
len, die Hanahan als die ,,Hallmarks of Cancer” beschreibt (Hanahan et al. 2000, Hanahan

et al. 2011) (Abb. 2):

Sustaining Evading Abb. 2 Die Kennzeichen einer Krebszelle. Eine
proliferative growth . . . .
signaling suppressors Krebszelle entwickelt im Verlauf ihrer Entwicklung
verschiedene Merkmale, die essentiell fur ihre
Deregulating Avoiding . -
cellular immune Entstehung sind. Dazu gehoren der Erhalt der Ex-

pression proliferativer Signale, die Umgehung von
Wachstumssuppressoren, sowie die Umgehung
der Immunantwort, eine unendliche Teilungsfa-

Resisting Enabling
cell replicative higkeit, die Induktion von tumorfordernden Ent-
coaty MTTIOFENRY ziindungsreaktionen, die Fahigkeit zu Invasion
und Metastasierung, die Induktion von Angioge-
GoRGi Tumor- nese, genomischer Instabilitdit und Mutation,
in::jg:::)vn& m‘,’,fr:‘r:!:gn Apoptoseresistenz und die Deregulation zellul-
rer Energien. Abbildung modifiziert nach Hanahan

Inducing Activating und Weinberg, 2011 (Hanahan et al. 2011).
angiogenesis invasion &

metastasis

Eine Krebszelle entwickelt im Verlauf ihrer Entstehung Fahigkeiten, die sie von normalen
somatischen Zellen unterscheidet. Dazu gehort die Ausbildung einer Apoptose-Resistenz,
die Expression bestimmter Wachstumsfaktoren und die Resistenz gegeniliber wachstums-
hemmenden Signalen. Weiterhin erlangt die Tumorzelle die Fahigkeit sich unendlich zu tei-
len und zur Versorgung mit Ndhrstoffen Angiogenese zu induzieren. Es ist bislang nicht ge-
klart, ob alle Tumorzellen alle diese Faktoren besitzen miissen oder ob nur einige Faktoren
ausreichen um die Invasion und Metastasierung voranzutreiben.

Eine weitere Entwicklung von Tumorzellen ist die Fahigkeit invasiv in das umliegende Ge-
webe einzuwachsen und Metastasen in weiter entfernten Organen anzusiedeln. Dazu ist

eine verdanderte Genexpression und der Vorgang der Epithelialen-Mesenchymalen-Transi-
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tion (EMT) notig, wodurch die epitheliale Zelle einen beweglichen, mesenchymalen Phéno-
typ annimmt (Nieto 2009). Durch die EMT kommt es in den jeweiligen Zellen zum Verlust
epithelialer Marker wie etwa E-Cadherin und verschiedenen fir die Zelladhasion wichtigen
Zytokinen. Dafir werden mesenchymale Marker wie N-Cadherin und Vimentin vermehrt
exprimiert. Diese Veranderung fuhrt zum Verlust von Zell-Zell-Kontakten und einer erhéh-
ten Mobilitat der Zellen (Serrano-Gomez et al. 2016). Durch die enzymatische Degradation
und den Umbau der extrazelluldren Gewebematrix wird die Mobilitat der Krebszelle weiter
erhoht und fiihrt gegebenenfalls durch eine aktive Bewegung der Krebszelle zur Intravasa-
tion der Zellen lber die Basalmembran in die Lymph- oder BlutgefdRe (Lamouille et al.
2014). Auch eine kavitare Metastasierung lGber die in den Kérperhdhlen enthaltenen Flis-
sigkeiten ist moglich (Bocker 2012).

In den GefaRen sind die Krebszellen dem Angriff von Immunzellen ausgesetzt. Doch auf-
grund der vielfdltigen Mutationen, die die Krebszellen erworben haben, exprimieren sie
haufig keine tumorspezifischen Oberflachenproteine, sezernieren fiir das Immunsystem
supprimierende Zytokine oder prasentieren auf ihrer Oberflache Marker weiRer Blutkor-
perchen oder Rezeptoren, die die Aktivitat der Immunantwort abschwachen. Durch diese
Mechanismen kann die Tumorzelle nicht mehr vom Immunsystem erkannt und beseitigt
werden. Die Zellen kdnnen sich so ungehindert in den Lymph- und Blutbahnen bewegen.
Dieser Anpassungsprozess wird Immuneditierung, bzw. Immunescape genannt (Dunn et al.
2002, Bose et al. 2015). Die Extravasation, der Austritt der Tumorzellen aus den GefaRen,
erfolgt dann mittels sogenannter Invadopodien und ist ein sehr effizienter Prozess, der bis
heute noch nicht genau verstanden ist (Chambers et al. 2002, Nguyen et al. 2009, Stoletov
et al. 2010, Leong et al. 2014).

1.7 Inflammation als Promotor von Tumorentstehung und Metastasie-

rung
Das Immunsystem ist einerseits fiir die Bekampfung und Eliminierung entarteter Zellen zu-
standig, kann aber auch das Tumorwachstum beglinstigen. Etwa 25% aller Tumore entste-
hen durch eine chronische Entziindung (Hussain et al. 2007). Wird eine entartete Zelle ent-

deckt, so wird das angeborene Immunsystem aktiviert und in einer ersten Immunantwort
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werden Mastzellen, basophile, eosinophile und neutrophile Granulozyten sowie dendriti-
sche Zellen, natirliche Killerzellen und Makrophagen zur entsprechenden Stelle rekrutiert
(Geering et al. 2013, Cardamone et al. 2016). Diese Zellen initiieren eine Entziindungsreak-
tion und schiitten Chemokine, Zytokine und andere Botenstoffe aus, die weitere Makro-
phagen anlocken, die die entarteten Zellen letztendlich eliminieren. Werden diese Zellen
jedoch nicht vollstandig erfasst, so kdnnen Tumorzellen mit unterschiedlichsten Mutatio-
nen entstehen, die vom Immunsystem nicht mehr erkannt werden kénnen und es kommt
zu der in Kapitel 1.6 beschriebenen Immuneditierung, bzw. zum Immunescape (Dunn et al.
2002, Bose et al. 2015, Teng et al. 2015).

Die von den Immunzellen sezernierten Zytokine stimulieren zwar die Bekdampfung der Tu-
morzellen, jedoch kann auch das den Tumor umgebende Gewebe beschadigt und das Mik-
romillieu fiir das Tumorwachstum optimiert werden, indem die extrazellulare Matrix mo-
difiziert und Angiogenese induziert wird. Diese Faktoren kénnen das Tumorwachstum und
die Invasivitat der Tumorzellen unterstiitzen. Daher ist die Immunantwort nicht nur fiir die
Bekampfung von Tumorzellen verantwortlich, sondern kann gleichzeitig auch als Promotor
des Tumorwachstums dienen (Mantovani et al. 1992, Balkwill et al. 2001). So weisen Pati-
enten mit chronischen Entziindungen der Darmschleimhaut wie etwa bei der chronisch-
entzindlichen Darmentziindung Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn ein erhdhtes Krebsri-
siko auf (Bernstein et al. 2001, Eaden et al. 2001, Reynolds et al. 2017).

Ein weiterer Faktor der Tumorgenese ist der standige Kontakt mit einer Vielzahl unter-
schiedlicher Mikroorganismen der Darmflora. Ist die Darmschleimhaut nicht mehr intakt,
so kénnen die Mikroorganismen an die Zellen der Mukosa adhéarieren und sogar in sie ein-
dringen wodurch weitere Entziindungsreaktionen hervorgerufen werden (Swidsinski et al.
2009, Schwabe et al. 2013). Hinweise auf den Einfluss von Mikroben bei der Tumorgenese
des Kolonkarzinoms wurden in den letzten Jahren vielfach publiziert (Shen et al. 2010,
Sobhani et al. 2011, Zackular et al. 2013, Peters et al. 2016). Gleichzeitig konnte gezeigt
werden, dass Tumorzellen unterschiedlicher Entitdten eine erhohte Expression der zur Fa-
milie der Pattern Recognition Rezeptoren (PRR) gehdrenden TLR-Rezeptoren aufweisen,
die fur die Aktivierung von NF-kB und die damit verbundene vermehrte Ausschiittung von

Zytokinen und anderen Mediatoren verantwortlich sind (Fukata et al. 2007, He et al. 2007,
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Sato et al. 2009). Auch Uber die sogenannten NOD-Rezeptoren, die ebenfalls zur Familie
der PRRs gehoren, wird NF-kB im Zuge dieser Entziindungsreaktion aktiviert, was zu einer
vermehrten Ausschiittung von Zytokinen und Chemokinen fiihrt (Ogura et al. 2001, Philpott
et al. 2014).

1.8 Pattern Recognition Receptors — TLRs, NLRs und ihre Rolle bei der Tu-

morgenese

Die Rezeptoren, die zur Induktion einer ersten Immunantwort fiihren, sind die sogenann-
ten Mustererkennungs-Rezeptoren (engl. Pattern Recognition Receptors, PRR). Sie geho-
ren zum angeborenen Immunsystem und erkennen Pathogen-assoziierte molekulare Mus-
ter (engl. Pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), die sich auf den Oberflachen
eindringender Bakterien, Viren und Pilze befinden. Diese Muster sind evolutiondr konser-
viert und kénnen als Lipopolysaccharide (LPS), Peptidoglycan (PGN), im GeifRelprotein Fla-
gellin oder als mikrobielle Nukleinsduren auftreten (Chen et al. 2009). Des Weiteren wer-
den von den PRRs sogenannte damage-associated molecular patterns (DAMPs) erkannt,
die von gestressten oder sterbenden korpereigenen Zellen ausgehen und haufig durch
chronische Entziindungen entstehen (Tang et al. 2012).

Die PRRs umfassen verschiedene Rezeptorklassen. Es wird zwischen membranstandigen
und zytoplasmatischen Rezeptoren unterschieden. Zu den membranstdandigen Rezeptoren
gehoren die C-Typ Lectin-Rezeptoren (CLRs) und die Toll-like Rezeptoren (TLR).

Die TLR-Familie kann in mehrere Unterfamilien aufgeteilt werden und ist die am starksten
untersuchte Rezeptorfamilie. Sie ist in den letzten Jahren besonders in den Fokus der Wis-
senschaft getreten, da die unterschiedlichen Rezeptoren der Familie nicht nur fiir die Ho-
moostase im Darm zustandig sind, sondern auch inflammatorische Prozesse initiieren. Sie
besitzen ein breites Erkennungsspektrum von Liganden, die hauptsachlich Bestandteile der
Zellwande pathogener Bakterien und viraler Partikel sind (Abreu et al. 2003, Rakoff-
Nahoum et al. 2004, Akira et al. 2006, Uematsu et al. 2006, Takeda et al. 2015). Nach der
Bindung eines Liganden an den Rezeptor wird u.a. die Zytokinausschiittung reguliert und

somit die angeborene und adaptive Immunantwort angeregt. Eine Dysregulation kann da-
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bei zu dauerhaften Entziindungsreaktionen und der damit einhergehenden méglichen Ent-
stehung von Tumoren fiihren. So wurde u.a. in Zellen des Kolonkarzinoms eine vermehrte
Expression verschiedener TLR-Rezeptoren nachgewiesen durch die eine Apoptoseresistenz
und die Tumorprogression unterstiitzt werden (Lu et al. 2014, Tchorzewski et al. 2014). Die
durch die TLR-Aktivitat ausgeschitteten Zyto- und Chemokine kdnnen hier zur Initiation
von Metastasierung und Angiogenese beitragen (vgl. auch Kapitel 1.13). Aus diesem Grund
gelten die TLR-Rezeptoren als ein interessantes Ziel fir mogliche Therapieansatze (Cario et
al. 2000, Fukata et al. 2007, Grimm et al. 2010, Dunne et al. 2011).

Die mit den TLRs verwandten zytoplasmatisch lokalisierten sogenannten ,nucleotide-bin-
ding and oligomerization domain containing (NOD)- Like Receptors” (NLRs) besitzen eine
dhnliche Funktion. Auch sie erkennen Bestandteile der Zellwdande eindringender Bakterien.
Die durch die NLR-Rezeptoren initiierte Signalkaskade stimuliert eine pro-inflammatorische
Immunreaktion unter Ausschittung von Zytokinen, Chemokinen, Zelladhdsionsmolekiilen
und Immunrezeptoren (Inohara et al. 2005, Mogensen 2009, Sahdo et al. 2013). Bis heute
sind 22 Mitglieder der NLR-Familie bekannt (Proell et al. 2008). Eine Subfamilie der NLRs
sind die NOD-Rezeptoren, wozu auch die in dieser Familie am besten charakterisierten Re-
zeptoren NOD1/CARD4 und NOD2/CARD15 gehoren. NOD1 wurde erstmals 1999, NOD2
im Jahr 2001 beschrieben (Bertin et al. 1999, Ogura et al. 2001). Beide Rezeptoren bestehen
aus einer zentralen NAIP (neuronal apoptosis inhibitory protein), CITA (MHC class |
transcription activator), HET-E (incompatibility locus protein from Podospora anserina) und
TP1 (telomerase associated protein) (NACHT) Domane, einer C-terminalen Leucin-reichen
Region (engl. Leucin-rich repeat (LRR)-Region) sowie einer (bei NOD1) bzw. zwei (bei NOD2)
Caspase rekrutierenden Domanen (engl. Caspase recruiting domain; CARD) (Abb. 3).

- CARD
[ i NOD1

NACHT

e - NOD2 LRR

Abb. 3 Proteinstruktur des NOD1- und NOD2-Rezeptors. Beide besitzen eine NACHT-Domane, sowie eine CARD-Domane
und neun LRRs (NOD1) bzw. zwei CARD-Domdnen und sechs LRRs (NOD2). Abbildung modifiziert nach Saxena et al.
(Saxena et al. 2014)
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Wahrend NOD1 ubiquitar in vielen verschiedenen Zellarten exprimiert wird, ist die Expres-
sion von NOD2 hauptsachlich auf hdamatopoetische Zellen wie Makrophagen und dendriti-
sche Zellen sowie einige Epithelzellen beschrankt. Dazu zahlen Zellen des Verdauungs-
trakts, des Lungen- und oralen Epithels (Ogura et al. 2001, Tada et al. 2005, Uehara et al.
2005, Uehara et al. 2007). Des Weiteren wurde eine Expression von NOD2 in Paneth Zellen
nachgewiesen. Hier kommt der NOD1-Rezeptor nicht vor (Lala et al. 2003, Ogura et al.
2003).

Beide Rezeptoren erkennen Bestandteile der bakteriellen Zellwand: NOD1 bindet spezifisch
an Dipeptid-y-D-glutamyl-meso-Diaminopimelinsaure (iE-DAP), NOD2 an Muramyl-Dipep-
tid (MDP) (Girardin et al. 2003, Girardin et al. 2003). iE-DAP ist hierbei mehrheitlich ein
Bestandteil gram negativer Bakterien, MDP sowohl in gram positiven als auch in gram ne-
gativen Bakterien vorhanden. Wahrend die weiteren Rezeptoren der NLR-Klasse haupt-
sachlich Caspasen aktivieren, werden durch die Aktivitdt von NOD1 und NOD?2 verstarkt
proinflammatorische Gene exprimiert (Kanneganti et al. 2007). Eine Dysregulation der Re-
zeptoren kann daher zu einer permanenten Entziindungsreaktion fiihren und die Entste-
hung von Tumoren beglinstigen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass verschiedene Po-
lymorphismen in den NOD1- und NOD2-Genen zu chronischen Entziindungsreaktionen und
zur Entstehung verschiedener Krebsarten fiihren konnen. Bekannt ist dieses Phanomen fir
eine Vielzahl unterschiedlicher Tumorentitdaten wie Magen-, Brust- und Ovarialkarzinome
sowie fir kolorektale Karzinome (Hugot et al. 2001, Kutikhin 2011).

Aufgrund ihrer vorgenannten Eigenschaften, der funktionellen Ahnlichkeit zu den Toll-like
Rezeptoren und nicht zuletzt durch die Entdeckung, dass das urspriinglich als anti-apopto-
tisch wirkend eingestufte , Inhibitor of Apoptosis Protein” XIAP, welches zudem als prog-
nostischer Faktor im Kolonkarzinom gilt (Xiang et al. 2009), in die NOD-Signalkaskade invol-
viert ist (Krieg et al. 2009), sind die NOD-Rezeptor-Signalwege ein interessanter Ansatz-

punkt flir onkologische Forschungsvorhaben im Kolonkarzinom.
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1.9 Die Funktion des X-linked Inhibitor of Apoptosis Proteins in inflamm-

atorischen Signalwegen

Die Proteine der sogenannten , Inhibitor of Apoptosis“-Protein (IAP)-Familie sind in der In-
duktion von Apoptose, Zellzykluskontrolle, inflammatorischen Prozessen und Immunitat
als auch bei der Zellmigration und der Regulation des Kupfer-Metabolismus involviert
(Levkau et al. 2001, Burstein et al. 2004, Vaux et al. 2005, Mufti et al. 2006, Li et al. 2007,
Dogan et al. 2008). Die IAP-Familie umfasst bisher acht beschriebene humane IAPs (Abb. 4).
Dazu gehoren ,X-linked IAP“ (XIAP), die beiden Proteine ,cellular IAP1/2“ (clAP1, clAP2),
»NLR family apoptosis inhibitory protein“ (NAIP), Survivin, ,,BIR repeat-containing ubiquitin-
conjugating enzyme” (BRUCE), ,melanoma inhibitor of apoptosis protein” (ML-IAP) und
»Inhibitor of apoptosis-like Protein 2“ (ILP2). Diesen Proteinen sind baculovirus IAP Repeat
(BIR)-Domaéanen, von denen jedes IAP mindestens eine und maximal drei besitzt, gemein.

NAIP besitzt auRerdem eine NACHT- sowie eine LRR-Domane.

BIR1 -{ BRZ 4  BIR3 —  usc —1 ] L ]f ]] - NAIP/BIRC1

| BRL ﬁ BIR2 k BIR3 cIAP1/BIRC2
‘ BIR1 { BIR2 +- BIR3 clAP2/BIRC3
‘ BIR1 ﬂ BIR2 f BIR3 XIAP/BIRCA

‘ BiR1  — coiled_ Survivin/BIRCS
coil
" BRI UBC —  Apollon/BRUCE/BIRC6
BIR1 ‘ ML-IAP/BIRC7
BIR1 }— UBA ILP-2/BIRC8

Abb. 4 Schematische Darstellung der Proteine der humanen IAP-Familie. Alle Proteine besitzen mindestens eine, maxi-
mal drei BIR-Domanen. NAIP besitzt zudem eine UBC- sowie eine LRR-Doméane und gehort damit auch zur Familie der
PRRs. clAP1 und clAP2 besitzen neben drei BIR-Doméanen eine UBA-, sowie eine CARD- und eine RING-Domane. Strukturell
sehr dhnlich ist XIAP, das drei BIR-Domanen, eine UBA- und eine RING-Domane besitzt. Survivin, BRUCE, ML-IAP und ILP-
2 besitzen jeweils eine BIR-Domane. Survivin enthédlt des Weiteren eine coiled coil Struktur, BRUCE besitzt eine UBC-
Domaéne. ML-IAP besitzt neben der BIR-Domane eine RING-Domane und ILP-2 eine UBA- und eine RING-Domaéne. BIR =
baculo-repeat Domain, UBC = Ubiquitin-konjugierende Domane, UBA = Ubiquitin-assoziierte Doméane, CARD = Caspase
Aktivierende und Rekrutierende Domaéne, RING = Really Interesting New Gene. Abbildung modifiziert nach de Almagro
et al. (de Almagro et al. 2012)
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Es bildet damit eine Unterfamilie der NLR-Rezeptor-Familie und ist direkt in die Vermittlung
inflammatorischer Prozesse involviert.

XIAP, clAP1, clAP2, ML-IAP und ILP2 besitzen jeweils eine RING (Really Interesting New
Gene)-Domane, der eine E3-Ligase-Funktion zugesprochen wird, wodurch eine Au-
toubiquitinierung oder die Ubiquitinierung anderer Proteine vermittelt wird (Silke et al.
2014).

XIAP ist in dieser Gruppe das am besten beschriebene Protein. Es besitzt drei BIR-Domanen,
eine ubiquitin-assoziierte Doméane (UBA) und eine RING-Doméne. Mit der BIR1-Domane
kann das TAK1-bindende Protein (TAB1) interagieren, so dass es zur Aktivierung von NF-kB
durch XIAP kommt. Auch der XIAP-Inhibitor ARTS bindet an dieser Domane, inhibiert so die
Interaktion mit TAB1 und fihrt XIAP der Degradation zu (Garrison et al. 2011). Kommt es
jedoch an der BIR1- bzw. der BIR3-Domane zur Interaktion mit dem ebenfalls der IAP-Fa-
milie angehdrenden Survivin, wird XIAP stabilisiert und vor Ubiquitinierung und der damit
einhergehenden proteasomalen Degradation geschitzt (Dohi et al. 2004). An die BIR2-Do-
maéane binden die Caspasen 3/7, die BIR3-Domane kann mit Caspase 9 interagieren. Diese
Caspasen sind Komponenten der intrinsischen und extrinsischen Apoptose-Signalwege, die
durch die Bindung mit XIAP inhibiert werden und die Apoptose somit nicht initiieren kon-
nen. Mit den BIR2- und BIR3-Doméanen kann ebenfalls der XIAP-Inhibitor Smac/DIABLO in-
teragieren. Diese Interaktion fiihrt zur vollstandigen Inhibition von XIAP, zur Einleitung der
Apoptose sowie der Blockade der BIR1-Domane von XIAP. Hierdurch wird die Bindung von
XIAP mit TAB1 ebenfalls gehemmt, wodurch eine TAB1-vermittelte NF-kB-Aktivierung nicht
stattfinden kann (Lu et al. 2007). Ein weiterer Bindungspartner an der BIR2-Doméne ist RIP2
(Krieg et al. 2009). Dieses Protein ist wie TAB1 an der Aktivierung von NF-kB beteiligt.

Im Jahr 2009 konnten verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass clAP1, clAP2 und XIAP bei
der Regulation der NF-kB-Aktivitdt innerhalb des NOD-Signalwegs eine bedeutende Rolle
spielen (Bauler et al. 2008, Bertrand et al. 2009, Krieg et al. 2009). Krieg und Kollegen zeig-
ten hier, dass XIAP im NOD-Signalweg als Plattform zur Rekrutierung von RIP2 und TAB1
dient (Krieg et al. 2009). Durch die Bindung dieser beiden Proteine kommen sie in direkte
Nadhe zueinander, wodurch die Interaktion und Aktivierung von NF-kB gewdhrleistet wer-

den kann (Krieg et al. 2010).
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Auch beeinflusst XIAP die Tumorprogression und Zellmotilitat. In vielen Tumorentitaten
konnte eine verstarkte XIAP-Expression nachgewiesen werden, die u.a. durch die Entwick-
lung einer Chemoresistenz zu einer verschlechterten Prognose der Patienten fihrte
(Nemoto et al. 2004, Ramp et al. 2004, Akyurek et al. 2006, Kluger et al. 2007, Nagi et al.
2007, Xu et al. 2014). In vitro und in vivo Versuche zeigten zudem, dass die verstarkte Ex-
pression von XIAP und dessen Interaktion mit Survivin die Motilitdt und Invasivitat der Tu-
morzellen positiv beeinflusst und so die Metastasierung unterstitzt (Dohi et al. 2007,

Mehrotra et al. 2010, Liu et al. 2011, Liu et al. 2012).

1.10 Die Rezeptor-interagierende Serin-Threonin-Kinase 2 (RIP2)

Die Rezeptor-interagierende Serin-Threonin-Kinase 2 (RIP2, RICK, CARDIAK) ist ein Protein
aus der Familie der Rezeptor-interagierenden Proteine (RIP) (Inohara et al. 1998, McCarthy
et al. 1998, Thome et al. 1998). Diese Familie umfasst insgesamt sieben Mitglieder, denen
allen eine amino-terminale (N-terminale) Kinase-Domane gemein ist. Die jeweiligen unter-
schiedlichen Domadnen am carboxy-terminalen Ende (C-Terminus) bestimmen die verschie-
denen Funktionen der Proteine (Zhang et al. 2010). Ausnahmen sind hier die Proteine RIP6
(LRRK1) und RIP7 (LRRK2), bei denen die Kinase-Domane zentral gelegen ist und deren wei-
tere funktionellen Domadnen amino-terminal zu finden sind (Abb. 5). Wahrend Uber die
Funktionen von RIP4, RIP5, RIP6 und RIP7 bisher wenig bekannt ist, sind RIP1-3 sehr gut
untersucht. Dabei ist RIP1 die am intensivsten untersuchte Kinase der Familie. Das Protein
besitzt eine C-terminale Todesdomane (engl. Death domain; DD), mit der es an verschie-
dene Todesrezeptoren binden kann. Des Weiteren interagiert RIP1 mit einer Vielzahl ver-
schiedener Adapterproteine und Kinasen, so auch mit RIP3. Diese beiden Proteine bilden
ein Nekrosom, das zur Nekroptose der Zelle fuhrt (Festjens et al. 2007, Cho et al. 2009, He
et al. 2009, Zhang et al. 2009).

RIP2 besitzt als einziges Protein der Familie eine C-terminale CAR-Doméne und ist an der
Aktivierung von NF-kB, den MAP-Kinasen JNK, ERK und p38 (Thome et al. 1998, Navas et al.
1999, Jacquet et al. 2008) sowie der Regulation der angeborenen Immunantwort innerhalb
des NOD-Signalwegs beteiligt, durch den Zellzyklus, Proliferation und Apoptose beeinflusst
werden (Chin et al. 2002, Kobayashi et al. 2002, Park et al. 2007). Die Regulation der oben
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genannten MAP-Kinasen geschieht durch die Interaktion von RIP2 mit verschiedenen Mit-
gliedern der TNFR-assoziierter-Faktoren (TRAF)-Familie wie TRAF1, TRAF5 und TRAF6
(McCarthy et al. 1998). Hingegen fiihrt die Bindung von TRAF3 an RIP2 zur Inhibition der
NF-kB-Aktivierung (Cai et al. 2013). Ein weiterer Interaktionspartner ist der sogenannte
»Thyroid Hormone Receptor Interactor 6“ (TRIP6), durch den es ebenfalls zur Aktivierung

von ERK und NF-kB kommt (Li et al. 2005).

RIP2/RICK/CARDIAK

g
-— D — - - ANK - - RIP4/DIK/PKK

-— ID — - - ANK - - RIP5/SgK288

ANK

11 ...... Roc/COR RIP6/LRR1
L A Roctcon — wou ——

Abb. 5 Schematische Darstellung der Proteine der RIP-Familie. Den Proteinen ist eine Kinase-Doméane gemein, die bei
allen Proteinen auRer bei RIP6 und RIP7 N-terminal vorliegt. RIP1 besitzt am C-Terminus eine Todesdomane, RIP2 eine
CAR-Domaéne. RIP1 und RIP3 besitzen ein RIP homotypisches Interaktionsmotiv (RHIM). RIP4, RIP5 und RIP6 besitzen meh-
rere Ankyrin Repeat (ANK) Domanen. Des Weiteren sind mehrere LRR-Motive in RIP6 und RIP7 zu finden. Diese beiden
Proteine besitzen auch eine sogenannte ,,Ros of complex proteins/C-terminal of Roc (Roc/COR)-Domane. RIP7 besitzt au-
Rerdem ein Tryptophan-Aspartamsaure Dipeptid (WD40)- Motiv am C-Terminus. Abbilddung modifiziert nach Zhang et al.
(Zhang et al. 2010)

Eine wichtige Rolle spielt RIP2 auch bei der Regulation der Immunantwort. Hier interagiert
es mit den NOD-Rezeptoren NOD1 und NOD?2 liber die jeweiligen CAR-Domaénen, ohne die
die Kaskade des Signalwegs nicht fortgefiihrt werden kann. Wichtige Prozesse zur Signal-
weiterleitung sind die Phosphorylierung und Ubiquitinierung von RIP2, die teilweise durch
die Kinasefunktion des Proteins selbst vermittelt wird (Dorsch et al. 2006, Hasegawa et al.

2008, Tigno-Aranjuez et al. 2010, Yang et al. 2013).

1.11 Das TAK1-Binding Protein 1 (TAB1) im NOD-Signalweg

TAB1 ist ein Aktivatorprotein flr die TGF-B-aktivierte Kinase 1 (TAK1/MAP3K7), die in den
TGF-beta-, IL1-, WNT-1- und NOD-Signalwegen die NF-kB-Aktivierung induziert (Sakurai et
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al. 1998). Der TAK1/TAB1-Komplex liegt im Zytoplasma vor und wir durch die Bindung von
TAB2, einem weiteren Aktivatorprotein, zusatzlich stimuliert. TAK1 treibt nun die Degrada-
tion des NF-kB-Inhibitors IkBa voran.

Im Detail bindet TAB1 mit seiner C-terminal gelegenen Aktivierungsdomane (AS437-504)
an den N-Terminus des TAK1-Proteins, wodurch es zu einer Autophosphorylierung von
TAK1 und der damit einhergehenden Aktivierung kommt (Shibuya et al. 1996, Kishimoto et
al. 2000, Sakurai et al. 2000). TAB2, ein weiteres TAK1-Aktivatorprotein, interagiert mit der
C-terminalen Domane von TAK1, was ebenfalls zur Aktivierung der JN-Kinase und NF-kB
innerhalb des IL1-Signalwegs fiihrt. TAB2 agiert hierbei als Adapterprotein, welches TRAF6
und den TAK1/TAB1-Komplex verbindet. (Takaesu et al. 2000). Durch die Aktivierung von
TAK1 werden die NF-kB-Inhibitor-Proteine IkBa und IkBB degradiert, was zu einer nukle-
aren Translokation von NF-kB flihrt (Sakurai et al. 1999). Des Weiteren wurde gezeigt, dass
das N-terminale Ende von TAB1 an die BIR1-Region eines XIAP-Dimers binden kann (Lu et
al. 2007). XIAP dient hier als Bindeglied zwischen TAB1 und den sogenannten , Bone Mor-
phogenetic Protein” (BMP)-Rezeptoren Typ | und Typ Il. Somit kann eine Verbindung zwi-
schen den Rezeptoren und dem TAB1-TAK1-Komplex hergestellt werden, der eine Signal-
kaskade in Gang bringt (Yamaguchi et al. 1999), die den NF-kB und JNK-Signalweg aktiviert.
Auch innerhalb des NOD-Signalwegs scheint TAB/TAK durch eine Briickenfunktion von XIAP

in direkte Nahe zu anderen Proteinen gebracht zu werden (Krieg et al. 2010).

1.12 Der Transkriptionsfaktor NF-kB und seine Funktion in der Signalver-

mittlung

NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der an der Aktivierung von mehr als 150 Zielgenen be-
teiligt ist (Mishra et al. 2013), die Immun- und Entziindungsreaktionen, das Zellwachstum
und die Apoptose beeinflussen (Sha et al. 1995, Baldwin 2001, Dutta et al. 2006). Daher
wird NF-kB als Zielstruktur in verschiedensten Signalwegen aktiviert.

Die NF-kB-Familie lasst sich in zwei Untergruppen einteilen: in die ,Rel-Proteine”
(RelA/p65, RelB, c-Rel) und die NF-kB-Proteine (p105/p50 (NF-kB1) und p100/p52 (NF-kB2))
(Gilmore 2006). In der haufigsten Form liegt NF-kB als Heterodimer aus den Proteinen p50

und RelB vor. Abhdngig von der Zellart bilden sich aber auch andere Dimere aus, da alle
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Proteine, aulBer RelB, welches ausschlieRlich als Heterodimer auftritt, sowohl Hetero- als
auch Homodimere ausbilden kénnen (Bonizzi et al. 2004, Hayden et al. 2004). Allen Prote-
inen der Familie ist eine Rel-homologie-Domane (RHD) gemein, mit der sie an DNA binden,
dimerisieren oder mit verschiedenen NF-kB-Inhibitoren interagieren kénnen (Baldwin
1996). Diese Inhibitoren (IkBa, IkBB, IkBy oder IkBe) binden mit einer Ankyrin-Repeat-Do-
mane (ARD) an die RHD der NF-kB-Proteine (Oeckinghaus et al. 2009). Auch die NF-kB-Vor-
l[auferproteine p105 und p100 besitzen eine ARD-Domane und kdnnen somit ebenfalls zu
den NF-kB-Inhibitoren gezahlt werden (Rice et al. 1992, Mercurio et al. 1993, Naumann et
al. 1993, Oeckinghaus et al. 2009). Durch die Bindung mit den Inhibitoren werden die nuk-
ledren Lokalisierungssequenzen (NLS) der NF-kB-Dimere maskiert, wodurch diese in einer
nicht-aktiven Form im Zytoplasma der Zellen gehalten werden. Dabei besitzen die verschie-
denen Inhibitoren Praferenzen fir bestimmte NF-kB-Dimere. So bindet IkBa bevorzugt das
p50/RelB-Dimer, IkBa und IkBp inhibieren praferiert c-Rel und p65-haltige-Dimere (Malek
et al. 2003).

Die Aktivierung der NF-kB-Signalkaskade kann durch externe Stresssignale wie den Einfluss
von bakteriellen oder viralen Partikeln, Chemikalien oder UV-Strahlung, aber auch durch
die Freisetzung zelluldrer Botenstoffe wie Zytokinen und Wachstumsfaktoren sowie oxida-
tiven Stress der Zelle hervorgerufen werden (Baeuerle et al. 1994, Baldwin 1996). Es wird
zwischen dem kanonischen und nicht-kanonischen Signalweg unterschieden. Durch den ka-
nonischen Signalweg wird u.a. die angeborene Immunantwort stimuliert. Dies geschieht,
indem die NF-kB-Inhibitor-Proteine durch den IkB-Kinase (IKK)-Komplex phosphoryliert und
in Folge dessen ubiquitiniert werden, was zu einer zligigen Degradation fuhrt (Karin et al.
2000, Bonizzi et al. 2004). Damit wird das im Zytoplasma latent inaktiv vorliegende NF-kB-
Dimer freigesetzt, so dass es nun in den Zellkern translozieren kann, an die Erkennungsse-
quenz seiner Zielgene bindet und deren Transkription initiiert. Zielgene sind hierbei haupt-
sachlich Chemokine, Zytokine, Zelloberflachenrezeptoren, Adhdsionsmolekiile und Immun-
modulatoren (Pahl 1999, Tang et al. 2001).

Durch den nicht-kanonischen Signalweg wird die adaptive Immunantwort iber verschie-
dene Rezeptorklassen wie CD40, TNFR2 und ,,Rezeptor Aktivator fir NF-kB“ (RANK) stimu-

liert (Sun 2011). Dieser Prozess lauft Gber RelB und die Prozessierung von p100 zum p52-
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Protein. Da die Proteine nicht bereits als inaktives Dimer im Zytoplasma vorliegen, ist die
Aktivierung hier unabhéangig von den NF-kB-Inhibitoren (NEMO-unabhangige Aktivierung)
(Dejardin et al. 2002). Diese Form der NF-kB-Aktivierung verlauft jedoch bedeutend lang-
samer als die des kanonischen Signalwegs und ist im Gegensatz zu diesem irreversibel (Shih
et al. 2011).

NF-kB besitzt jedoch kontrare Funktionen. Wahrend es im Tumormikromillieu die Immun-
antwort stimuliert, werden innerhalb von Tumorzellen durch NF-kB anti-apoptotisch wir-
kende Zielgene aktiviert (Hoesel et al. 2013). Zudem werden durch die NF-kB-Aktivierung
Angiogenese sowie das Invasions- und Migrationsverhalten der Zellen gefordert, sodass
eine in Tumoren oft beobachtete permanente NF-kB-Aktivitat die Tumorentstehung und -

progression beginstigt (Huang et al. 2001, Karin et al. 2002, Xiao et al. 2011).

1.13 Chemokine und ihre Rolle in der Tumorgenese

Die Chemokine gehoren zur Gruppe der Zytokine (Zlotnik et al. 2000). Werden sie sezer-
niert, kommt es zu chemotaktischen Reaktionen der umliegenden Zellen. Diese migrieren
entlang des Konzentrationsgradienten und werden so zu den entsprechenden Zielstruktu-
ren geleitet. So kdnnen beispielsweise Zellen des Immunsystems aktiviert und geleitet wer-
den (Sokol et al. 2015).

Bislang gibt es 50 bekannte Chemokine, die in vier Familien aufgeteilt werden (Rollins 1997,
Zlotnik et al. 2012). Die einzelnen Chemokine werden aufgrund ihres chemischen Aufbaus
in CC-Chemokine, CXC-Chemokine sowie in C-Chemokine und CX3C-Chemokine unterschie-
den. Diese Familienbezeichnungen sind auf die Anordnung der vier konservierter Cystein-
Aminosduren innerhalb der Proteine zuriickzufiihren. Die Familie der CC-Chemokine besitzt
somit zwei Cysteinreste, die direkt nebeneinander vorliegen. Hingegen befindet sich bei
der CXC-Familie eine weitere Aminosaure zwischen diesen beiden konservierten Cystein-
resten, die diese voneinander trennt. Die C-Familie besitzt lediglich einen konservierten
Cysteinrest und die CX3C-Familie besitzt drei weitere Aminosduren durch die die beiden
ersten Cysteinreste separiert werden (Bacon et al. 2002). Weiterhin sind die Chemokine
entsprechend ihrer Funktion in zwei Klassen aufgeteilt. So gibt es inflammatorisch und

homeostatisch wirkende Chemokine (Zlotnik et al. 2000).
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In den letzten Jahren wurde zudem deutlich, dass Chemokine eine wichtige Rolle bei der
Tumorgenese spielen (vgl. Tab. 3). Sie sind sowohl am Wachstum des Tumors, dessen Pro-
gression und Metastasierung sowie der Angiogenese beteiligt (Koch et al. 1992, Strieter et
al. 1995, Tanaka et al. 2005, Wang et al. 2006). Auch sind sie bereits in vielen inflammato-

rischen Erkrankungen heraufreguliert (Mahida et al. 1992).

Funktion Zytokine

Angiogenese IL1, IL6, IL8, IL17a, CXCL1 CXCL12, TGFB, TNFa, GM-CSF
Inflammation IL1, IL6, IL18, IL20, CXCL1, TNFa

Migration IL8, CXCL3, CCL20, MIF

Proliferation IL2, IL4, IL5, IL11, 1L23, CCL20

Tab. 3 Ubersicht der Funktionen einer Auswahl verschiedener Zytokine. IL: Interleukin, TGF: tranforming growth factor
beta, TNF: Tumornekrosefaktor, GM-CSF: Granulozyten-Monozyten-Kolonie-stimulierender Faktor, MIF: Macrophage
migration inhibitory factor, CCL: CC chemokine ligand, CXCL: chemokine (C-X-C motif) ligand. (Aharonov et al. 1993,
Neufeld et al. 2006, Tato et al. 2008, Marsigliante et al. 2013)

1.14 Die Regulation der angeborenen Immunantwort durch die Aktivie-

rung von NF-kB und dem NOD-Signalweg

Nach der Ligandenbindung an die LRR-Region der NOD1 oder NOD2-Rezeptoren kommt es
zu einer Konformationsanderung und der anschlieBenden NACHT-Domanen-vermittelten
Oligomerisierung des jeweiligen Rezeptors (Inohara et al. 2005, Moreno et al. 2013). Hier-
durch wird RIP2 an das Rezeptor-Oligomer rekrutiert und bindet mit seiner CARD an die
CARD der Rezeptoren (Abb. 6). Dadurch kommt es zur Aktivierung der RIP2-Kinase-Domane
und zur Autophosphorylierung eines Tyrosins an der Position 474 (Y474) (Lecine et al. 2007,
Tigno-Aranjuez et al. 2010) sowie zur Ubiquitinierung des Proteins Uber ein in der Ubiquitin-
kette vorhandenes Lysin an der Position 63 (K63). Diese wird durch die Ubiquitin-E3-Ligasen
clAP1, clAP2 oder XIAP vermittelt (Bertrand et al. 2009, Bertrand et al. 2011, Damgaard et
al. 2012). Die Bildung einer K63-Ubiquitinkette flihrt zur Rekrutierung des Linearen-
Ubiquitinketten-Herstellungs-Komplex (engl. linear ubiquitin chain assembly complex;
LUBAC)-Komplexes an RIP2 (Damgaard et al. 2012). Dieser ubiquitiniert RIP2 am N-termi-
nalen Methionin (M1) und bildet somit eine sogenannte lineare Ubiquitinierung. Der

LUBAC-Komplex besteht aus den Proteinen SHARPIN, heme-oxidized IRP2 ligase-1 (HOI-IL)
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und HOIP und ist der einzige bisher bekannte E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex, der eine lineare
Ubiquitinierung von Proteinen vermittelt (Tokunaga et al. 2012). Die Rekrutierung von
LUBAC als auch der E3-Ligasen clAP1, clAP2 oder XIAP ist flr die NF-kB-Aktivierung essen-
tiell. Durch die IAP-vermittelte K63-Ubiquitinierung von RIP2 wird zusatzlich der TAK/TAB-

Komplex rekrutiert.

NOD1/2-Oligomer

()
=)

RIP2
Zellkern

o X

Abb. 6 Schematische Darstellung des NOD-Signalwegs und der anschlieBenden NFkB-Aktivierung. Der NOD1/2-Rezep-
tor oligomerisiert nach der Bindung des spezifischen Liganden und rekrutiert so RIP2 an seine CAR-Domane. RIP2 wird
autoubiquitiniert wodurch der LUBAC-Komplex, bestehend aus den Proteinen Sharpin, HOIL und HOIP binden kann. Des
Weiteren wird XIAP an die Kinase-Domane von RIP2 rekrutiert. Gleichzeitig bindet XIAP TAB1, welches im Komplex mit
TAK1 vorliegt, an seiner BIR1-Domaéne und fungiert so als Plattform um die beiden Proteine RIP2 und TAB1 in unmittelbare
Nahe zueinander zu bringen. Durch die rdumliche Ndhe von LUBAC, RIP2 und dem TAB/TAK-Komplex kann der IKK-Kom-
plex phosphoryliert und ubiquitiniert werden. Nun wird der NFkB-Inhibitor IkBa durch den aktiven IKK-Komplex phospho-
ryliert, was zu einer Freisetzung des NFkB-Molekiils fihrt. Dieses transloziert in den Zellkern und aktiviert verschiedene
Zielgene. Modell modifiziert nach Mehrotra et al., Krieg und Reed und Damgaard et al. (Krieg et al. 2010, Mehrotra et al.
2010, Damgaard et al. 2012)

XIAP

Dabei bindet TAB1 an die BIR1-Domane von XIAP, wahrend RIP2 an der BIR2-Domane ge-
bunden ist. Somit gelangt der TAK1/TAB1-Komplex in unmittelbare Ndhe zum NOD/RIP2-
Signalosom. Sind die IAPs clAP1 und clAP2 in die Signaltransduktion involviert, ist es wahr-
scheinlich, dass der TAK1/TAB1-Komplex an die Ubiquitinkette von RIP2 rekrutiert wird, da
die BIR1-Domanen von clAP1/2 den Komplex nicht binden (Hasegawa et al. 2008, Krieg et
al. 2009, Krieg et al. 2010). TAK1 phosphoryliert den IkB-Kinase-Komplex (IKK), der ebenfalls

an die K63-Ubiquitinkette von RIP2 gebunden ist (Wu et al. 2006), was zu einer Aktivierung
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des IKK fiihrt. Der IKK besteht aus den Serin-Threonin Kinasen IKKa und IKKB sowie aus
IKKy/NEMO. NEMO ist die regulatorische Untereinheit des IKK und wird nach der Phospho-
rylierung von IKKB ubiquitiniert (Hinz et al. 2014). Der aktive IKK-Komplex phosphoryliert
nun die NF-kB-Inhibitoren IkB, die dann anschlieRend polyubiquitiniert und degradiert wer-
den, wodurch NF-kB freigesetzt wird und vom Zytoplasma in den Zellkern translozieren
kann. Dort bindet der Transkriptionsfaktor an verschiedene Zielgene, welche Einfluss auf
die Zellproliferation, Apoptose, den Zellzyklus und die angeborene und adaptive Immunan-

twort nehmen.
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1.15 Zielsetzung dieser Arbeit

Inflammatorische Prozesse des Korpers sind wichtige Faktoren bei der Tumorgenese und
der Progression des Kolonkarzinoms. In den letzten Jahren haben sich die membranstandi-
gen sogenannten ,Toll-like (TLR) Rezeptoren” als interessante Ziele einer moglichen Be-
handlung herauskristallisiert, da sie nicht nur die Homoostase des Darmtrakts regulieren,
sondern auch eine erste Immunantwort auf eindringende Bakterien initiieren. Zudem
konnte gezeigt werden, dass die TLRs in Kolonkarzinomen haufig Gberexprimiert sind.
Durch ihre Aktivitat werden vermehrt Zytokine und Chemokine freigesetzt, die die Migra-
tion und Angiogenese der Zellen erhéhen. Die mit den TLR-Rezeptoren eng verwandten,
zytosolisch vorliegenden NOD-Rezeptoren sind aufgrund ihrer dhnlichen Funktion ein wei-
teres Ziel wissenschaftlicher Untersuchungen. Im Gegensatz zu den TLRs gibt es hierfir je-
doch bislang keine wesentlichen Daten im Kolonkarzinom. Untersuchungen zeigen, dass
das Protein XIAP als Mitglied der Inhibitor of Apoptosis Protein-Familie ein wichtiger Medi-
ator bei der Signaltransduktion innerhalb des NOD-Signalwegs ist und durch seine E3-
Ligase-Funktion zur NF-kB-Aktivierung beitragt. XIAP ist zudem als Tumorpromotor be-
kannt und gilt als prognostischer Faktor im Kolonkarzinom. Aufgrund dessen ist die Unter-
suchung der XIAP-Funktion innerhalb des NOD-Signalwegs im Kolonkarzinom von beson-
derem Interesse. Vor einiger Zeit konnte gezeigt werden, dass XIAP mit der Kinase RIP2
interagiert, die ihrerseits auch an der Signaltransduktion innerhalb der NOD-Signalkaskade
beteiligt ist. Viele Details der Interaktion zwischen XIAP, RIP2 und dem Adapterprotein
TAB1 sind bisher jedoch nicht ausreichend geklart. So publizierten Lu und Kollegen im Jahr
2007 eine essentielle Funktion der Interaktion zwischen XIAP und TAB1 fiir die Signaltrans-
duktion. Detaillierte Untersuchungen zum Einfluss der Interaktion zwischen XIAP und RIP2
auf die Signaltransduktion im NOD-Signalweg gibt es bisher jedoch wenige. Ziel dieser Ar-
beit war daher zunéchst die Ermittlung einer méglichen prognostischen Bedeutung der im
NOD-Signalweg beteiligten Proteine NOD1, NOD2, XIAP, RIP2 und TAB1 fiir das Kolonkarzi-
nom unter Zuhilfenahme von histologischem Patientengewebe.

Des Weiteren sollte der Einfluss von XIAP mit dessen Interaktionspartner RIP2 auf die Akti-

vierung von NF-kB untersucht werden, da bisher nicht geklart ist, ob die NF-kB-Aktivierung
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und eine dadurch bedingte Invasion von Tumorzellen nicht nur von der Interaktion zwi-
schen XIAP und TAB1, sondern auch von RIP2 abhéangt.

Fir die beschriebene Zielsetzung sollte zunachst ein RNA-Expressionsarray durchgefiihrt
werden um XIAP-abhangige NF-kB-Zielgene zu ermitteln, die dann als ,Read-Out-System*”
fir die weiteren Untersuchungen fungieren sollten. Weiterhin sollten verschiedene Knock
Out Klone fiir die Gene RIP2 und TAB1 in der Kolonkarzinomzelllinie HCT116 hergestellt
werden. Mit Hilfe dieser Klone sollte nun untersucht werden welchen Einfluss insbeson-
dere RIP2, aber auch TAB1 auf die Invasivitat der Zelllinie besaRen und ob eine Interaktion
mit XIAP von essentieller Wichtigkeit war. Dies sollte durch unterschiedliche funktionelle

in vitro-Versuche evaluiert werden.
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2 Materialien

2.1

2.1.1  Zelllinie
Bezeichnung
Colo205
Colo206F

HT29

SW480
DLD-1SIB
LoVo

CaCO-2
HCT116 SIB

HCT116 XIAP/Y

HCT116 SIB RIP2/-

HCT116 SIB TAB/-

HCT116 WT

HCT116 RIP2/-

HCT116 TAB/-

NIH/3T3

Organismus

Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens
Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Homo sapiens

Mus musculus

Zelllinien und Bakterienstamme

Herkunft
MAZ
MAZ

PT

PT

PT

LKM

PT

PT

PT

PT

PT

PT

PT

PT

Ethnie
Kaukasier
Kaukasier
Kaukasier
Kaukasier
unbekannt
Kaukasier
Kaukasier
Kaukasier

Kaukasier

Kaukasier

Kaukasier

Kaukasier

Kaukasier

Kaukasier

Quelle

ECACC

DMSZ

ATCC

DMSZ

B. Vogelstein

DMSZ

DMSZ

B. Vogelstein

B. Vogelstein

Knock out in dieser
Arbeit generiert
Knock out in dieser
Arbeit generiert

PD Dr. C. Mahotka,
Institut fur Patholo-
gie, Uniklinik Dussel-
dorf

Knock out in dieser

Arbeit generiert
Knock out in dieser
Arbeit generiert

DMSZ

Tab. 4 Ubersicht iiber die verwendeten Zelllinien. MAZ= Maligne Aszites Fliissigkeit, PT= Primartumor, LKM= Lymphkno-
tenmetastasen, SIB = sibelin, ECACC= European Collection of Cell Cultures, ATCC= American Type Culture Collection,
DSMZ= Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
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2.1.2 Bakterienstamme
Stamm Genotyp Bezugsquelle

Univ.-Prof. Dr. med.

Pfeffer, Institut fir
E. coliDH5a  endAl hsdR17 (rk—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 pedizinische Mikro-

F— ®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recAl

gyrA96 relAl biologie, Heinrich-
Heine-Universitat

Tab. 5 Darstellung der verwendeten Bakterienstimme

2.2 Liganden

MDP (Muramyldipeptid) Invivogen
iE-DAP (D-gamma-Glu-mDAP) Invivogen
LPS aus E. coli 055:B5 (10 mg) Sigma

Humanes TNFa (10 pg) Peprotech

2.3 Antibiotika

Ampicillin [1mg/ml] ThermoFisher
Geneticin/G418 [50mg/ml] Gibco
Penicillin/Streptomycin [10000U/ml] Millipore
Puromycin [10mg/ml] Sigma

2.4 Verbrauchsmaterialien

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien wurden von folgenden Firmen bezogen:

BD Bioscience (Heidelberg), Bio-Rad (Miinchen), Biozym (Hessisch Oldendorf), Braun
(Melsungen), Corning (Wiesbaden), Eppendorf (Hamburg), Falcon/BD (Heidelberg), Greiner
Bio-One (Frickenhausen), Merck Millipore (Darmstadt), Sarstedt (Nimbrecht), Starlab
(Ahrensberg), ThermoFisher Scientific (Oberhausen), Whatman (Dassel), VWR (Darmstadt).

Parafilm wurde von der Firma Bemis bezogen.
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2.5 Chemikalien

Alle Chemikalien wurden, wenn nicht anders genannt, von den Firmen Sigma-Aldrich,

Merck, Bio-Rad und Millipore bezogen. Gel Red™ wurde von der Firma Biotium, cOmplete

Protease Inhibitor Cocktail Tablets, EDTA-free von Roche bezogen.

2.6 Medien, Puffer und Losungen

2.6.1 Medien

1x RPMI 1640 + GlutaMAX™

DMEM Medium + 4,5g/I Glukose + GlutaMAX™

McCoy’s 5A (Modified) Medium + 4,5g/1 Glukose + GlutaMAX™
Opti-MEM (Reduced Serum Medium)

FBS (Fotales Kalberserum)

DMSO

2.6.2 LB-Medium
5 g/l Hefeektrakt
10 g/l Trypton

10 g/l Natriumchlorid

2.6.3 LB-Agar

5g/l Hefeektrakt
10 g/l Trypton

10 g/l Natriumchlorid
8 g/l Agar

11 H;0

100 pg/ml Ampicillin

Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Gibco
Sigma-Aldrich

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

BD Biosciences

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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2.6.4 Puffer
1xPBS

Trypsin-EDTA (0,05%)
RIPA-Puffer

1,5 M Tris-Puffer, pH 8,8
1,5 M Tris
Ad 11dH;0
pH 8,8 mit HCl einstellen

1,0 M Tris, pH 6,8
1,0 M Tris
Ad 11dH;0

pH 6,8 mit HCl einstellen

SDS-Losung (10% (w/v))
1 g SDS-Pulver
Ad 10 ml dH,0

Ammoniumpersulfat-Losung (10% (w/v))

1 g Ammoniumpersulfat-Pulver

Ad 10 ml dH.0

10x SDS-Elektrophoresepuffer
250 mM Tris
1,9M Glycin
0,1% (w/v)  SDS

Materialien

Gibco
Gibco
Sigma-Aldrich
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10x Transferpuffer

192 mM
25 mM

Glycin

Tris

10x Tris-Buffered-Saline (TBS)

1,5M
100 mM

1x TBS-T-Puffer
10%
90%
0,01% (v/v)

Ponceau S-Lésung
0,5% (w/v)
1% (v/v)
Ad 500 ml

6x Laemmli-Puffer
100 mM
1mM
12,5% (v/v)
2% (w/v)
2% (v/v)
0,1% (w/v)

NaCl
Tris/HCI (pH 7,5)

10x TBS
dH,0

Tween 20

Ponceau S-Pulver
Eisessig

dH,0

Tris/HCI (pH 8,0)
EDTA

Glycerin

SDS
B-Mercaptoethanol

Bromphenolblau

5x Tris-Borat-EDTA-Puffer (TBE)

50% TBE (10x)

50% dH»0

Materialien
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2.7 Farbelosung

GelRed™-Losung (3%)
15 ul GelRed™ Stocklosung (10.000x)
50 ml dH»0

Materialien

2.8 Transfektionsreagenzien, Reaktionsmixe und Enzyme

2.8.1 Transfektionsreagenzien

Lipofectamine2000

2.8.2 cDNA-Synthese- und PCR-Losungen
FastStart TagMan Probe Master Mix
DreamTaq Green PCR Master Mix (2x)
Protector RNase Inhibitor

dNTP-Mix (10mM)

Oligo-dT-Primer-Mix

2.8.3 Enzyme
RNase-Free DNase Set
Transcriptor Reverse Transcriptase (20 U/pul)

Expand High Fidelity?'Y> Polymerase

2.9 GroRenstandards

2.9.1 DNA-Leiter
GeneRuler™ 50 bp Ladder
GeneRuler™ 100 bp Ladder
GeneRuler™ 1 kb Ladder

ThermoFisher

Roche
ThermoFisher Scientific
Roche
Roche

Invitrogen

Qiagen
Roche

Roche

Fermentas
Fermentas

Fermentas
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2.9.2

Vektorriickrad

pcDNA-3-6myc

pcDNA-3-6myc

pcDNA-3-6myc

pcDNA-3-6myc

pcDNA-3-6myc

pEGFP-C2

pEBB-FLAG

pCR3.V72-Met-
VsV

pNFkB-LUC

pRL-TK

Protein-Leiter

Precision Plus Protein WesternC Standards

Gen

-NOD1

-NOD2

-XIAP

-TAB1

-Leervektor

-XIAP

-Leervektor

-XIAP

-RIP2

NFkB-Luciferase

Thymidin-Kinase

(Renilla)

Materialien

Bio-RAD

2.10 Vektoren und Expressionskonstrukte

Beschreibung Bezugsquelle

Expressionsplasmid fiir NOD1,

enthalt ein myc-Vektorriickrad

Expressionsplasmid fiir NOD2,
enthalt ein myc-Vektorriickrad
Expressionsplasmid fiir XIAP,

John C. Reed,
enthalt ein myc-Vektorriickrad

Burnham In-
Expressionsplasmid fiir TAB1
stitute for
enthalt ein myc-Vektorriickrad
Medical Re-
myc-Vektorriickrad
search, La
Expressionsplasmid fiir XIAP,
Jolla
enthalt ein EGFP-Vektorrickrad
EGFP-Vektorriickrad
Expressionsplasmid fiir XIAP,
enthalt einen FLAG-tag
Expressionsplasmid fiir RIP2,
enthalt einen VSV-tag
Expressionsplasmid, Einbringung
eines Luciferase-gekoppelten Clontech
NF-kBs in die Zelle
Expressionsplasmid, Einbringung
einer Thymidin-Kinase in die Promega

Zelle
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pZFN RIP2
pZFN TAB1
pUC57-Amp RIP2
pUC57-Amp TAB1

Expressionsplasmid, enthalt die
Sequenz fiir die RIP2-spezifische
Zinkfinger-Nuklease
Expressionsplasmid, enthalt die
Sequenz fir die TAB1-spezifi-
sche Zinkfinger-Nuklease
Donor-Vektor, enthalt eine mu-
tierte Sequenz fur RIP2 mit
Triple-Stoppcodon, Ampicil-
lin/Puromycin-Resistenz
Donor-Vektor, enthalt eine mu-
tierte Sequenz fiir TAB1 mit
Triple-Stoppcodon, Ampicil-

lin/Puromycin-Resistenz

Tab. 6 Ubersicht iiber die in dieser Arbeit verwendete Plasmid-DNA

2.11 Antikorper

2.11.1 Western Blot

2.11.1.1 Primarantikorper

Masse
Antikoérper Wirt
(kD]
clAP2 68
GAPDH 36
RIP2 64

Kaninchen

Maus

Maus

Verdiin-
Puffer Zeit
nung
5% Milch + 16-18
1:1000
TBST-T Std
5% Milch + 40
1:8000
TBST-T Min
5% Milch + 16-18
1:1000
TBST-T Std

Materialien

Sigma-

Aldrich

Sigma-

Aldrich

GENEWIZ

GENEWIZ

Firma

Novus Biologi-

cals

Abcam

BD

Biosciences
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5% Milch+ 16-18 Novus Biologi-

TAB1 55 Maus 1:1000
TBST-T Std cals
XIAP, 2,5% Milch + 60 BD
57 Maus 1:1000
Klon 28 TBST-T Min Biosciences

Tab. 7 Ubersicht der im Western Blot verwendeten Priméarantikorper

2.11.1.2 Sekundarantikérper

Anti-Maus IgG-HRP Keine Angaben Ziege 1/1000-1/8000 Sigma-Aldrich

Anti-Kaninchen IgG-HRP  Keine Angaben Ziege 1/1000-1/8000 Cell Signalling

Tab. 8 Ubersicht der im Western Blot verwendeten Sekundéarantikérper

2.11.2 Immunhistochemie

2.11.2.1 Primarantikorper

NOD1 95 Kaninchen 1:1000 Cell Signaling
NOD2 110 Maus 1:25 Millipore
RIP2 64 Maus 1:1000 BD Biosciences
TAB1 55 Kaninchen 1:100 Abcam
hILP/XIAP, Klon 48 57 Maus 1:100 BD Biosciences

Tab. 9 Ubersicht der fiir die immunhistochemischen Firbungen verwendeten Priméarantikorper

2.11.2.2 Isotypkontrollen

Maus IgG2B MOPC-21 Maus 2 ug/ml Sigma-Aldrich

Kaninchen IgG X0903 Kaninchen 0,8 mg/ml Dako

Tab. 10 Ubersicht der fiir die immunhistochemischen Farbungen verwendeten Sekundarantikorper



2.12 Oligonukleotide

2.12.1 RealTime-PCR-Primer

Name

NOD1 fw
NOD1 rv

RIP2 fw
RIP2 rv

TAB1 fw
TAB1 rv

XIAP fw
XIAP rv

IL8 fw
IL8 rv

clAP2 fw
clAP2 rv

CCL20 fw
CCL20 rv

CXCL1 fw
CXCL1rv

GAPDH fw
GAPDH rv

Tab. 11 Ubersicht der in der Real Time PCR verwendeten Oligonukleotide. Fw = forward, rv = reverse

Sequenz (5 - 3Y)

ATC CTG GAT GAATGC AAA GG
CAG CCA GGG CGAGATACTT

TCC ACT CTC AACTGC AGG AA
GGA TCC ACT GCT GGG CTA

ACCCTCTCCCTTGTCATGC
GTTAAGGTCGGG CTTTGG T

ACTTTT GGG ACATGG ATATACTCAG
AGCACT TTACTT TAT CACCTT CACC

AGA CAG CAG GGCACACAAGC
AGG AAG GCT GCCAAGAGAG

AGA TGA AAATGC AGA GTC ATC AAT
CAT GATTGCATCTTTGAATG G

GCT GCTTTG ATG TCAGTG CT
GCAGTCAAAGTTGCTTGC TG

TCCTGC ATC CCC CAT AGTTA
CTT CAG GAACAG CCACCAGT

AGCCACATCGCTCAGACAC
GCC CAATACGACCAAATCC

Tm
59,0

60,0

59,0
59,0

60,0
59,0

59,7
59,7

59,0
59,0

59,0
60,0

59,0
59,0

60,0
60,0

60,0
60,0

TagMan-

Sonde

48

64

81

68

72

80

39

52

60

Materialien

Amplikon
(nt)

88

62

110

91

119

70

69

105

66
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2.12.2 PCR-Primer
ZFN-Primer

RIP2 fw (Sigma) #1
RIP2 rv (Sigma) #1

TAB1 fw (Sigma) #1
TAB1 rv (Sigma) #1

Materialien

Sequenz (5 - 3Y) Tm Amplikon (nt)
CCACCATTCCCT ACCACAAA
56,0 349
CTC CAG AGAAGCCTGTGCTC
GCCTGCTAGGTTTTTGTTGC
56,0 301
GTCGGTGTCTTTCCTTGCTT

Tab. 12 Ubersicht der in der PCR verwendeten Oligonukleotide. Fw = forward, rv = reverse

2.12.3 Sequenzierprimer

ZFN-Primer

T7 fw

SP6 fw

pEGFP_C2 fw
PEGFP_C2rv

RIP2 fw
RIP2 rv

TAB1 fw
TAB1 rv

Sequenz (5 - 3Y) Bezugsquelle
TAATACGACTCACTATAGGG GATC
ATTTAGGTGACACTATAGAA GATC

GATCACATGGTCCTGCTG GATC

TTTAAAGCAAGTAAAACCTC GATC
CCACCATTCCCT ACCACA AA Sigma-Aldrich
CTCCAG AGAAGCCTGTGCTC Sigma-Aldrich
GCCTGCTAGGTTTTTGTTGC Sigma-Aldrich
GTCGGTGTCTTTCCTTGCTT Sigma-Aldrich

Tab. 13 Ubersicht der zur Sequenzierung verwendeten Primer. Fw = forward, rv = reverse

2.13 Kit-Systeme

Clarity Western ECL Substrate Kit Bio-Rad

CompoZr® Custom Zinc Finger Nuclease (ZFN) Sigma-Aldrich
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Gel Extraction Kit

Human IL-8 ELISA Ready-SET-Go! 2" generation Kit
Identifier-1 Kit

QlAamp DNA Blood & Tissue Mini Kit

QlAquick Gel Extraction Kits

PCR Mycoplasma Test Kit I/C

PowerPlex® ESI-17 Kit

RNeasy Mini Kit

Transgenomic SURVEYOR Kit

ZytoChem-Plus HRP-Kit, Broad Spectrum

2.14 Laborgerite

2.14.1 Thermocycler
C1000 Thermal Cycler
$1000 Thermal Cycler

Chromo4 Real-Time PCR Detector

2.14.2 Sterilbanke und Inkubatoren
Brutschrank 6000

Sterilbank

2.14.3 Zentrifugen
PlateFuge

Micro6
MiniSpin®Plus
Mulitfuge 4 KR
Universal 30RF
5417R

Centrifuge 5810R

Materialien

Qiagen

eBioscience

ABI

Qiagen

Qiagen

Promokine

Promega

Qiagen

Integrated DNA Technologies
ZytoMed

Bio-Rad
Bio-Rad
Bio-Rad

Heraeus Instruments

Thermo Electron Corporation

Benchmark
Quick-Pak
Eppendorf

Heraeus Instruments
Hettich

Eppendorf
Eppendorf
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Fresco 17 Centrifuge
Megafuge 1.0R

LabDancer

2.14.4 Kiihl- und Gefrierschrianke
Comfort
Sparkfree Laboratory Freezer

Premium Biofresh

2.14.5 Heizblocke und Wasserbader

Thermostatic Water bath WBS

Wasserbad

2.14.6 Waagen
Analysewaage

Feinwaage Voyager®Pro

2.14.7 Mikroskope
Axiovert 200
Axioplan-2 Imaging

DMIL

2.14.8 Sonstiges

Autoklav

BioPhotometer

Criterion Blotter™

Dispenser Pipetten
Elektrophoresekammer GENEMate
IKA Vortex Mixer

Magnetriihrer

Materialien

Thermo Heraeus
Heraeus Instruments

VWR

Liebherr
Thermo Fisher

Liebherr

Fried Electric

Neolab

Kern & Sohn GmbH
Pro Ohaus

Carl Zeiss
Carl Zeiss

Leica

D-65 Systec
Eppendorf
Bio-Rad
Eppendorf
Starlab

IKA Labortechnik
IKA Labortechnik
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Mini-PROTEAN Elektrophorese System
Mr. Frosty™ Freezing Container
Neubauer Zahlkammer
Orbitalschittler

pH-Meter 211

Pipetten

Pipettierhilfen

Power Pac 300

PowerPac Basic

Stickstofftank

Tecan Infinite M200 Spektrometer
Thermomixer Comfort
Thermoblock

VersaDoc Imaging System MP 4000

Vortex Mixer

2.15 Software

GeneSpring GX Software, Version 10.5
GraphPad Prism V5

i-control™ V1.9

Quantity One V 4.5.0

Opticon Monitor V 3.1.32

Microsoft Office

SPSS Version 23

Universal Probe Library-

System Assay Design

Materialien

Bio-Rad

Thermo Scientific
Brand

VELP Scientifica
HANNA Instruments
Eppendorf
Eppendorf; Integra Biosciences
Bio-Rad

Bio-Rad

Cryotherm

Tecan

Eppendorf

HLC

Bio-Rad

Neolab

Agilent

GraphPad Software
Tecan

Bio-Rad

Bio-Rad

Microsoft

IBM

Roche
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3 Methoden

3.1 Molekularbiologische Methoden

3.1.1 DNA-Isolation aus Zellkultur

Die DNA-Isolation erfolgte mit Hilfe des DNeasy Blood & Tissue Kits von Qiagen nach den
Angaben des Herstellers. Fiir die DNA-Isolation wurden dazu etwa 3x10°8 Zellen einer Kul-
turflasche durch eine Zentrifugation fiir 5 Minuten bei 300 x g und Raumtemperatur pelle-
tiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 200 pl DPBS (im Folgenden PBS
genannt) resuspendiert. Anschliefend wurden 20 pl Proteinase K und nach kurzem Durch-
mischen weitere 4 pl RNase [100 mg/ml] zur Probe zugegeben. Nach einer weiteren Durch-
mischung der Probe durch den Vortexmischer wurden 200 ul des Denaturierungspuffers AL
zugegeben, abermals stark gemischt und der Ansatz bei 56°C fur 10 Minuten inkubiert. Die
DNA-Prazipitation erfolgte durch Zugabe von 200 ul 96%igem Ethanol und starkem Mi-
schen. Die gesamte L6sung wurde nun auf die DNeasy Mini Sdule gegeben und bei 6000 x g
fir eine Minute zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und 500 pul des Waschpuffers
AW1 auf die Saule pipettiert. Es schloss sich eine Zentrifugation bei 6000 x g fiir eine Mi-
nute an. Nach Zugabe von 500 ul des Puffers AW2 auf die Sdule und einer weiteren Zentri-
fugation bei 17.000 x g fiir 3 Minuten, wurde der Durchfluss verworfen, die Saule in ein
neues 1,5 ml Reaktionsgefall Gberfihrt und die gebundene DNA mit 100-200 ul dH,0 fir
eine Minute bei RT inkubiert. Nach einer ein-minitigen Zentrifugation bei 6000 x g wurde
die DNA-Konzentration des Eluats mit dem Tecan InfinteM200 bestimmt und die DNA bis

zur Weiterverwendung bei -20°C gelagert.

3.1.2 Aufreinigung von Gesamt-RNA aus humanen Karzinom-Zelllinien

Fur die Isolation von RNA wurden etwa 5x10° Zellen verwendet. Die Isolation erfolgte nach
Angaben des Herstellers. Dazu wurde das Zellpellet in 350 ul Lysepuffer aufgenommen und
durch Aufziehen in einer 1 ml Spritze vollstéandig lysiert. AnschlieRend wurden 350 ul 70%i-
gen Ethanols zugegeben, die Lésung vermischt und auf die RNA bindende ,,RNeasy“-Saule

gegeben. Nach einer 15-sekiindigen Zentrifugation bei 8000 x g wurde der Durchfluss ver-
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worfen und 350 ul Bindungspuffer auf die Saule gegeben. Die Zentrifugation wurde wie-
derholt, der Durchfluss abermals verworfen und auf der Saule befindliche DNA mittels 15-
minitigem DNase-Verdau (30 U) entfernt. Daraufhin wurden erneut 350 ul Bindepuffer auf
die Saule gegeben und unter den Standardkonditionen zentrifugiert. AnschlieRend erfolg-
ten zwei Waschschritte mit je 500 pl Waschpuffer fir 15 Sekunden bzw. 2 Minuten bei
8000 x g. Die Trocknung der Saule erfolgte mit einer Zentrifugation bei 17.000 x g fiir eine
Minute. Anschlielend wurde die RNA mit 40 ul dH20 aus der Saule in ein frisches 1,5 ml
Reaktionsgefal’ eluiert und die Konzentration durch eine photometrische Messung mittels

Tecan InfiniteM200 ermittelt.

3.1.3  Aufreinigung von PCR-Produkten aus einem Agarosegel

Die Aufreinigung von PCR-Produkten aus einem Agarosegel erfolgte unter Zuhilfenahme
des QlAquick Gel Extraction Kits der Firma Qiagen nach den Angaben des Herstellers. Dazu
wurden die aufzureinigenden PCR-Amplifikate unter UV-Bestrahlung mit Hilfe eines Skal-
pells aus dem Agarosegel ausgeschnitten und in ein 2 ml Reaktionsgefall tGberfihrt. Die
Probe wurde gewogen und das dreifache Volumen (100 mg = 100 ul) des Puffers QG zu
einem Volumen des Gels gegeben. Die Probe wurde fir 10 Minuten bei 50°C im Heizblock
inkubiert und alle 2-3 Minuten auf dem Vortexmischer geschittelt bis sich das Gel vollstan-
dig aufgeldst hatte. Dann wurde 1 Volumen Isopropanol zu jeder Probe zugegeben und
vermischt. Die Losung wurde auf eine QIAquick Sdule gegeben und fiir 1 Minute bei
17.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und es wurden 500 ul QG-Puffer
auf die Sdule gegeben. Nach einer Zentrifugation von 1 Minute bei 17.000 x g wurde der
Durchfluss abermals verworfen, 750 ul des Waschpuffers PE auf die Sdule gegeben und die
Zentrifugation wiederholt. Anschliefend wurde der Durchfluss verworfen und die Saule er-
neut zentrifugiert. Nun wurde die Saule in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaR liberfiihrt und
die gebundene DNA mit 50 ul dH;O eluiert. AnschlieBend wurde das Eluat erneut auf die
Séule gegeben, fiir eine Minute bei RT inkubiert und wiederum fiir 1 Minute bei 17.000 x g

zentrifugiert. Die Konzentrationsmessung erfolgte photometrisch.
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3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die jeweiligen Konzentrationen von DNA- und RNA-Losungen wurden mit Hilfe eines Spekt-
ralphotometers (InfiniteM200, Tecan) ermittelt. Dazu wurde das Gerat zundchst mit destil-
liertem RNase- und DNase-freiem Wasser kalibriert. Anschliefend wurden 1,5 pl der Nuk-
leinsdure-Losungen auf die Messfelder des Gerates gegeben und die optische Dichte (OD)
bei einer Wellenlange von 260 nm und 280 nm bestimmt. Dabei sollten die erhaltenen
Werte im linearen Bereich zwischen 0,5 und 1 liegen. Proteine lassen sich bei einer Wellen-
lange von 280 nm, Nukleinsduren bei einer Wellenldnge von 260 nm detektieren. Durch die
Berechnung des Quotienten konnte so die Reinheit der Nukleinsdure-Probe ermittelt wer-

den. Der Quotient OD2e0/230 sollte bei 1,8 flir DNA-Proben, bei 1,9 fiir RNA-Proben liegen.

3.1.5 cDNA-Synthese durch Reverse Transkription
Die reverse Transkription wurde eingesetzt um aus isolierter RNA komplementare DNA
(cDNA) herzustellen. Hierzu wurde das Enzym Transcriptor Reverse Transkriptase (Roche)
verwendet. Die reverse Transkription wurde nach dem Standardprotokoll der Firma Roche
durchgefihrt. Pro Ansatz wurden 2 ug Matrizen-RNA verwendet. Das Restvolumen wurde
mit destilliertem RNase- und DNase-freiem Wasser zu einem Gesamtvolumen von 11 pl
aufgefillt. AnschlieBend wurden 0,5 pg ,oligo (dT)“-Primer eingesetzt. Der Ansatz wurde
nach kurzem Durchmischen fiir zehn Minuten bei 65°C inkubiert um lineare RNA-Einzel-
strdnge zu garantieren und die Bindung der Oligonukleotide zu ermdoglichen. AnschlieRend
wurde der Ansatz mit folgendem Reaktionsmix und einem Gesamtvolumen von 20 pl kom-
plettiert:

4 pl Transcriptor RT Reaction Buffer (5x)
20 nmol dNTP-Mix [je 10mM dATP, dTTP, dGTP, dCTP)
20 U RNase Inhibitor [40 U/ul]
10 U M-MulLV Reverse Transkriptase [20 U/ul]

Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Zugabe von RNA mitgefiihrt. Nach kurzer

Durchmischung und Zentrifugation wurden die Anséatze fiir 30 Minuten bei 55°C inkubiert.
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Die Inaktivierung der Reversen Transkriptase erfolgte anschliefend durch eine 5-minitige

Inkubation bei 85°C. Die entstandene cDNA konnte bei -20°C gelagert werden.

3.1.6 Messung der RNA-Expression mittels Real-Time PCR

Zur quantitativen Bestimmung der RNA-Expression wurde die Real-Time-PCR (gRT-PCR)
durchgeflhrt. Hierbei wurden TagMan-Sonden der Firma Roche verwendet. TagMan-Son-
den besitzen an ihrem 3‘-Ende einen Reporter-FAM-Fluoreszenzfarbstoff, an ihrem 5-Ende
einen sogenannten Quencher. Die direkte Ndahe des Quenchers zum Reporter neutralisiert
die Fluoreszenz des FAM-Farbstoffs. Nachdem die Sonde wahrend des PCR-Laufs eingebaut
wurde, spaltet die Tag-Polymerase mittels ihrer 5-3‘-Exonukleaseaktivitdit den Quencher
ab und die Fluoreszenz des Reporter-FAM-Farbstoffes kann gemessen werden. Dabei ist
die Fluoreszenz proportional zur Menge des entstandenen PCR-Produkts.

Zur Durchfiihrung der RealTime PCR wurde der FastStart TagMan Probe Master Mix und
die entsprechenden Sonden von Roche verwendet. Pro Ansatz wurden 12,5 pl des 2-fach
konzentrierten Master Mixes, 2,5 pmol der jeweiligen Sonde sowie jeweils 2,5 pmol 5'-3°
und 3‘-5‘-Primer eingesetzt. Das Gesamtvolumen des Ansatzes betrug 25 pl und wurde mit
Nuklease-freiem Wasser aufgefillt. Je nach zu untersuchender RNA wurden 10 bis 100 ng
cDNA eingesetzt. Die verwendeten Oligonukleotide kdnnen der Tab. 11 entnommen wer-
den. Als interne Kontrolle diente GAPDH. Die qRT-PCRs wurden als Triplikate im 96-well-
Format durchgefiihrt. Als Negativkontrollen dienten eine ,,No Template” Kontrolle, die den
Reaktionsmix ohne cDNA enthielt, sowie eine ,,No Amplification” Kontrolle, in die wahrend
der cDNA-Synthese keine RNA zugegeben worden war. Die qPCR erfolgte unter folgenden

Bedingungen:

95°C 10 Minuten
95°C 15 Sekunden
39 |
Zyklen 60 °C 60 Sekunden

Fluoreszenzmessung
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Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Anwendung der 2"22¢-Methode nach
Livak (Livak et al. 2001). Hierbei wurde die n-fache Expression der Ziel-RNA in Relation zur
Expression eines in derselben Probe vorhanden sogenannten Housekeeping-Gens ermit-

telt. Dabei waren

AACt = ((Ct(Zielgen)' Ct(MW Zielgen)) - (Ct(Referenzgen) - Ct(MW Referenzgen)))

3.1.7  Uberpriifung der Bindungseffizienz erstmalig verwendeter Oligonukleotide in
der qRT-PCR

Um die effiziente Bindung neuer qPCR-Primer zu testen, wurden Effizienzkurven herge-

stellt. Dazu wurde die cDNA aller im Projekt genutzter Proben zusammengefiihrt und eine

Standardkonzentration von 100 ng/ul angesetzt. Diese wurde dann in Verdiinnungen von

1/10 bis auf eine Konzentration von 0,0001 ng/ul herabgesetzt und mit einem Volumen

von 2,5 pl in die qPCR-Reaktionen eingesetzt. Der Reaktionsmix wurde pro Ansatz aus fol-

genden Komponenten zusammengesetzt:

12,5 pl FastStart TagMan Probe Master Mix (2x)

2,5 pmol der jeweiligen Primer-spezifischen Sonde sowie jeweils
2,5 pmol 5‘-3‘-Primer

2,5 pmol 3‘-5-Primer

2,5 ul cDNA

Ad 25 pl dH.0

Die Ansatze wurden als Triplikate durchgefihrt. Als Negativkontrolle dienten Ansatze mit
0 ug cDNA. Die PCR-Konditionen folgten dem Standardprotokoll wie in Kapitel 3.1.6 be-
schrieben.

Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit Hilfe der Erstellung einer Geraden aus den er-
mittelten Ct-Werten der einzelnen cDNA-Verdiinnungsstufen und der Ermittlung ihrer Stei-
gung. Die Effizienz (E) der Primer wurde dann mit folgender Formel berechnet, wobei R?

der Korrelationskoeffizient ist und X die Steigung anzeigt:
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RZ

E =10%
R? sollte > 0,98 sein, die Effizienz im besten Fall bei einem Wert von 2 liegen, also eine
Verdopplung des PCR-Produkts pro Zyklus anzeigen. Bis zu einer Effizienz von 1,8 wurden

die Primer dann fiir den Einsatz in den unterschiedlichen Versuchen freigegeben.

3.1.8 Short-Tandem-Repeat (STR)-Analyse

Um die korrekte Identitdt der verwendeten Zelllinien zu gewahrleisten und Kreuzkontami-
nationen mit anderen Zelllinien auszuschlieBen, wurden STR-Analysen durchgefiihrt.
Hierzu wurden das Identifier-1 Kit der Firma ABI und das PowerPlex® ESI-17 Kit der Firma
Promega mit insgesamt 16 zu untersuchenden Systemen verwendet. Die STR-Analysen
wurden in Kooperation mit PD Dr. med. Wolfgang Huckenbeck am Institut fiir Rechtsmedi-

zin der Universitatsklinik Disseldorf durchgefiihrt.

3.1.9 Polymerase-Kettenreaktion zur Amplifikation von RIP2 und TAB1

Die Gesamt-DNA wurde mit dem DNeasy Blood & Tissue Mini Kit (Qiagen, Hilden) nach dem
Standardprotokoll wie unter 3.1.1 beschrieben aus den unterschiedlichen Zellkulturen iso-
liert und in 50 pl A. dest aufgenommen. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte nach dem
Standardprotokoll (Kapitel 3.1.4). Anschliefend wurde die DNA in eine Polymerase-Ketten-
reaktion (PCR) eingesetzt, in der RIP2 bzw. TAB1 amplifiziert wurden. Fiir die PCR-Reaktion
wurde das Roche Expand High Fidelity?'Y> PCR System (Roche) verwendet. 200 ng DNA wur-
den auf ein Gesamtvolumen von 36,5 ul mit A. dest aufgefillt. Der PCR Master Mix bestand
aus 10 pl 5 x PCR-Puffer, 10 nmol dNTPs, 2,5 U High Fidelity Polymerase und je 25 pmol 5'-
>3“und 3‘-> 5 RIP2- bzw. TAB1-Primer. Die Sequenzen sind der Tab. 12 zu entnehmen. Die

PCR wurde unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt:
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95°C 5 Minuten
95°C 30 Sekunden
30 56 °C 30 Sekunden
Zyklen 1
72°C 30 Sekunden
72°C 5 Minuten
4°C oo

3.1.10 Denaturierung und Wiederanlagerung der PCR-Amplifikate

10 pl des Reaktionsgemischs aus der PCR wurden in ein neues PCR-GefaR uberfihrt, die
darin enthaltenen PCR-Amplifikate wurden denaturiert und durch langsame Temperatur-
abklhlung wieder aneinandergelagert. Die Denaturierung und Wiederanlagerung erfolgte

durch folgendes PCR-Protokoll:

95°C 10 Minuten
95°C bis 85°C -2°C/Sek
85°C bis 25°C -0,1°C/Sek
4°C oo

Durch dieses Vorgehen entstanden Heteroduplexe aus wildtypischen und mit Basenmodi-

fikationen mutierten DNA-Fragmenten (vgl. Abb. 7).

3.1.11 Fragmentierung erhaltener PCR-Produkte mittels Cel-1 Assay

Der Cel-lI Assay (Transgenomic SURVEYOR® Mutation Detection Kit, Transgenomic) wurde
zur Fragmentierung der erhaltenen PCR-Produkte genutzt. Es besteht aus dem Enzym Nu-
clease S und einem Enhancer. Beide Komponenten wurden zu den denaturierten und wie-
der aneinander angelagerten PCR-Amplifikaten gegeben. Die durch die wahrend der Wie-
deranlagerung der PCR-Amplifikate entstandenen ,Blasen” wurden hier als Erkennungs-

stellen genutzt. Hier wurden die Amplifikate dann durch die Nuclease S gespalten wodurch
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es zu DNA-Fragmenten spezifischer Langen kam. Es wurden jeweils 1 pl Nuklease S und

1 wl Enhancer zu der PCR-Reaktion zugegeben und fiir 40 Minuten bei 42°C inkubiert.

3.1.12 Durchfiihrung einer PAGE-TBE-Gelelektrophorese und Bestimmung der Zinkfin-
gernuklease-Aktivitét

Zur Bestimmung der Zinkfingernuklease-Aktivitat wurden 8 pl des Reaktionsansatzes aus

dem Cel-I Assay auf ein 10%iges PAGE-TBE-Gel aufgetragen. Dazu wurden die Proben zuvor

mit 2 pl DNA-Ladepuffer vermischt.

PAGE-TBE-Gel (10%ig)

A. dest 5,6 ml
30% Acrylamid/Bis 4,0 ml
5xTBE 2,4 ml
10% APS 0,2 ml
TEMED 0,01 ml

Der Gellauf wurde im Mini-PROTEAN Elektrophorese System von Bio-Rad mit einer Span-
nung von 80 V und 30 Minuten durchgefiihrt. Im Anschluss wurden die Banden durch die
Inkubation des Gels in einer 3%igen Gel-Red-Lésung fiir 30 Minuten bei RT gefarbt und
durch UV-Bestrahlung im VersaDoc 4000 System von Bio-Rad ausgewertet. Das wildtypi-
sche DNA-Amplifikat fiir RIP2 besal’ eine Lange von 349 bp. Waren Mutationen durch die
Zinkfinger-Nukleasen entstanden, so wurden DNA-Fragmente mit 210 bp und 139 bp Lange
auf dem Gel erkennbar. DieTAB1-Amplifikate besalRen Liangen von 301 bp, 175 bp und
126 bp.

3.1.13 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle der PCR-Produkte wurden entsprechend der erwarteten Produktgrofie 1-
2%ige Agarosegele hergestellt. Zur Sichtbarmachung der Banden wurde Gel Red™ in das
Gel gegeben. Dieses interkaliert in die DNA und macht sie unter UV-Bestrahlung sichtbar.

6 ul der PCR-Probe und 2 pl DNA-Ladepuffer wurden vermischt und in die Taschen des Gels
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pipettiert. Zusatzlich wurden GroRenstandards von Fermentas aufgetragen (,,50 bp Lad-
der”, ,,100 bp Ladder” oder ,,1 kb Ladder®). Je nach GrolRe des Gels wurde eine Spannung
zwischen 80 und 110 Volt fiir ca. 1 Stunde angelegt. Die Auswertung erfolgte unter UV-

Bestrahlung mit dem VersaDoc 4000 System von Bio-Rad.

3.1.14 Transformation von E. coli DH5a

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurde diese in der Bakterienart E. coli transformiert.
Nach der Kultivierungszeit Gber Nacht wurden die Bakterien geerntet, aufgeschlossen und
die Plasmid-DNA aufgereinigt.

Zur Transformation wurden kompetente E. coli-Zellen des Stammes DH5a verwendet. Die
Zellen wurden durch die Medizinische Mikrobiologie, Universitdt Diisseldorf, kompetent
gemacht und zur Verfliigung gestellt. Zu 1 pg verdinnter Plasmid-DNA wurden 50 pl Bakte-
riensuspension gegeben. Die Suspension wurde vermischt und 20 Minuten im Eisbad inku-
biert. Es folgte ein Hitzeschock fiir 45 Sekunden bei 42°C. AnschlieRend wurden die Zellen
flr 2 Minuten im Eisbad abgekiihlt. Dann wurden 500 pl LB-Medium ohne Selektionsmar-
ker hinzugegeben und die Zellen fiir 1 Stunde bei 37°C im Inkubator geschittelt. Anschlie-
Rend wurden 100 — 200 pul der Bakteriensuspension auf bereits vorgewarmten LB-Agarplat-
ten, supplementiert mit Ampicillin [10pg/ml], ausplattiert und Gber Nacht bei 37°C im Brut-

schrank inkubiert.

3.1.15 Isolierung von Plasmid-DNA durch Mini- bzw. Maxiprdparation

Eine Einzelkolonie der Uber Nacht auf Selektionsagar gewachsenen Kolonien wurde ent-
nommen und zur Anreicherung in 5 ml Selektionsmedium Uberfiihrt. Nach der Inkubation
Uber Nacht bei 37°C wurde diese Vorkultur in 200 ml Selektionsmedium tberfiihrt und ver-
mehrt. Die in E. coli DH5a transformierte und vervielfaltigte Plasmid-DNA wurde wahlweise
mit Hilfe eines kommerziell erhéltlichen Mini- oder Maxipraparationskits nach Angaben des
Herstellers (Qiagen, Hilden) extrahiert und aufgereinigt. Diese Kits wirken nach dem Prinzip
der alkalischen Lyse, bei dem ein mit RNase A versetzter NaOH/SDS-Puffer die bakteriellen

Zellen lysiert und Nukleinsdauren und Proteine denaturiert. AnschlieRend wird die Plasmid-
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DNA an eine Anionen-Austauscher-Saule gebunden. Proteine, RNA und andere Verunreini-
gungen werden abgewaschen. AnschlieBend wird die an die Sdule gebundene DNA mittels
eines Puffers mit erh6htem pH-Wert eluiert. Durch anschlieRende Zugabe von Isopropanol
wird die DNA prazipitiert. Danach wird die DNA mit 70% Ethanol gereinigt und in destillier-
tem Wasser aufgenommen. Das Volumen richtete sich nach der GréRe des erhaltenen
DNA-Pellets und betrug 150 bis 400 pl.

Die Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde von der Firma GATC durchgefiihrt. Die Sequen-

zen der verwendeten Sequenzierprimer sind in Tab. 13 aufgefihrt.

3.1.16 Genexpressionsanalyse in der Zelllinie HCT116

Um einen Uberblick iber differentiell regulierte Gene in HCT116 Wildtyp- und XIAP/V-Zel-
len zu erhalten, wurde ein RNA-Genexpressions-Array durchgefihrt. Dazu wurden zunachst
Zellen der beiden Klone mit MDP bzw. iE-DAP stimuliert. Als Negativkontrolle dienten nicht
stimulierte Zellen. Fir die Stimulation wurden 500.000 Zellen in 6-well-Platten ausgesat
und am nachsten Tag mit 20 pg/ml MDP bzw. iE-DAP fir drei Stunden inkubiert. Anschlie-
Rend wurde die RNA mit Hilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) wie unter 3.1.2 beschrieben,
isoliert. Die erfolgreiche Stimulation der Zellen wurde durch eine qRT-PCR fiir eine IL8-Ex-
pression verifiziert. Im Anschluss wurde RNA mit einer Konzentration von 10 ng/ul zur wei-
teren Analyse an Dr. René Deenen, Biologisch-medizinische Forschungszentrum Dusseldorf
(BMFZ), Ubergeben. Die RNA-Integritat (engl. RNA integrity number, RIN) wurde fiir die ein-
zelnen Proben mit Hilfe des , Agilent 2100 Bioanalyzers” bestimmt. Die RIN-Werte besitzen
eine Skala von 1 bis 10, wobei 1 stark degradierte und 10 vollstandig intakte RNA be-
schreibt. AusschlieBlich Proben mit Werten zwischen 8 und 10 wurden fiir den Expressions-
array verwendet. Die Synthese der bendétigten cRNA, sowie die Fluoreszenzmarkierung der
verwendeten Proben erfolgte nach Angaben des Herstellers (One-Color Microarray-Based
Gene Expression Analysis, Low Input Quick Amp Labeling, Vers. 6.5, Agilent). Die durch die
Vorbehandlung entstandene cRNA wurde nun nach einem Fragmentierungsschritt auf die
Oligonukleotid Microarrays hybridisiert (Agilent Human 8x60K High Density Oligonukleo-

tide Microarrays). Alle Arrays konnten durch eine Qualitdtskontrolle zu weiteren Analysen
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zugelassen werden, wodurch sich fir jede Versuchskondition jeweils vier Replikate erga-
ben. Die Auswertung der erhaltenen Daten erfolgte dann mittels ,GeneSpring GX Soft-
ware”, Version 10.5 (Agilent). Die Rohdaten wurden Quantil-normalisiert und die Proben
paarweise verglichen:

HCT116 XIAP/Y vs. HCT116 WT (SIB)

HCT116 XIAP/Y MDP-behandelt vs. HCT116 WT (SIB) MDP-behandelt

HCT116 XIAP/Y DAP-behandelt vs. HCT116 WT (SIB) DAP-behandelt
Die statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe des Welch-Tests und einem Cut-off von

0,05.

3.2 Proteinbiochemische Methoden

3.2.1 Praparation von Proteinlysaten aus humanen Kolonkarzinom-Zelllinien

Zur Herstellung von Gesamtzelllysaten wurden die Zelllinien bis zu einer Konfluenz von 90%
kultiviert. Die Zellen wurden durch Trypsinierung geerntet und mittels Zentrifugation bei
110 x g und vier Minuten pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in
2 mL PBS gewaschen. Im Anschluss wurde die Zentrifugation wiederholt und das PBS voll-
standig vom Pellet entfernt. Die Zellen wurden je nach Menge in 100-400 pl, mit Pro-
teinase-Inhibitoren komplettiertem RIPA-Puffer aufgenommen. Es erfolgte eine 15-mini-
tige Inkubation im Eisbad, wahrend der das Lysat jede fiinf Minuten resuspendiert wurde.
Bei der anschlieBenden 30-minttigen Zentrifugation bei 17.000 x g fiir 30 Minuten bei 4°C
wurde der Zelldebris pelletiert. Das Proteinlysat im Uberstand wurde in ein neues Reakti-
onsgefal Gberfihrt und die Proteinkonzentration mittels Bradford-Farbung bestimmt. Die
Lagerung nicht verwendeter Proteinlysate fand bei -80°C statt. Waren die Proteinproben

bereits durch Erhitzung denaturiert, konnten sie bei -20°C aufbewahrt werden.

3.2.2  Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford
Die Farbemethode nach Bradford wird zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen ge-
nutzt. Hierbei nutzt man den Farbstoff Coomassie Brilliantblau G-250, der an die basischen

Seitenketten von Proteinen bindet. Dadurch verschiebt sich dessen Absorption von 465 nm
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auf 595 nm. Dies ermdoglicht es, gebundenen von nicht gebundenem Farbstoff zu unter-
scheiden.

Zur Proteinmessung wurde das Bio-Rad Protein Assay Reagenz (Bio-Rad) im Verhaltnis 1/5
mit A. dest verdinnt. Davon wurden 998 ul in eine Kivette gegeben und mit 2 pl Protein-
lysat vermischt. Nach 5-minitiger Inkubation konnte mit Hilfe eines Photometers (Eppen-
dorf) die Absorption des gebundenen Coomassie-Farbstoffes bei 595 nm gemessen wer-
den.

Um die unbekannte Proteinkonzentration einer Probe bestimmten zu kdnnen, wurde zu-
nachst eine Eichgerade angelegt, die mit definierten BSA-Konzentrationen (1- 20 pug/ml) er-

stellt wurde.

3.2.3  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Fir die Auftrennung der Proteine nach ihrer GroRe wurde eine SDS-PAGE mit 5%igen Sam-
mel- und 10%igen Trenngelen verwendet. Die Prozentigkeit der Trenngele richtete sich
nach der GroRe der zu detektierenden Proteine. Die verwendeten Proteinproben bestan-
den aus 15-25 ug Gesamtproteinlysat das mit 6-fach konzentriertem Laemmli-Puffer ver-
setzt und auf 18-36 puL Gesamtvolumen mit destilliertem Wasser aufgefillt wurde. An-
schlieRend wurden die Proben bei 95°C fiir 5 Minuten erhitzt, so dass die Proteine in dena-
turierter, linearer Form vorlagen. Durch das im Probenpuffer enthaltene B-Mercaptoetha-
nol wurden Disulfitbriicken reduziert und die Proteine in ihrer denaturierten Form erhal-
ten. Durch das ebenfalls im Probenpuffer enthaltene SDS wurde die Eigenladung der Pro-
teine neutralisiert, so dass die Proteine wahrend der Elektrophorese ausschlielRlich in Ab-
hangigkeit ihrer molekularen GroRe linear aufgetrennt wurden. Die Zusammensetzung von

Sammel- und Trenngel geschah wie in den folgenden Tabellen dargestellt:
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Sammelgel (5%ig):

A. dest 68% (v/v) 2,7 ml
30% Acrylamid/Bis 17% (v/v) 0,67 ml
1,0 M Tris pH 6,8 125 Mm 0,5 ml
10% SDS 0,1% (w/v) 0,04 ml
10% APS 0,1% (w/v) 0,04 ml
TEMED 0,01% (w/v) 0,004 ml

Trenngel (10%ig):

A. dest 25% (v/v) 4,0 ml
30% Acrylamid/Bis 30% (v/v) 3,3 ml
1,0 M Tris pH 6,8 375 Mm 2,5ml
10% SDS 0,1% (w/v) 0,1 ml
10% APS 0,1% (w/v) 0,1 ml
TEMED 0,0001% (v/v) 0,004 ml

3.24 Western Blot

Beim Western Blot werden die Proteine durch das Anlegen einer elektrischen Spannung
vom SDS-Gel auf eine Nitrocellulose-Membran (berfiihrt. Dort werden sie durch hydro-
phobe Wechselwirkungen und Wasserstoffbriicken-Bindungen gebunden und immobili-
siert. Die Anordnung der Proteine auf dem Gel wird auf die Membran Gbernommen. Zur
Ubertragung wurden die mit Transferpuffer getrankte Membran mit einer PorengréRe von
0,45 um (Whatman) und das SDS-Gel zwischen jeweils zwei ebenfalls getrankte Filterpa-
piere (Whatman) in eine sogenannte ,Blottingkassette” gelegt. Die Kassette wurde in eine
mit Transferpuffer gefiillte Kammer Uberfiihrt. In dieser Arbeit wurde dazu das Criterion
Blotter Set von Bio-Rad genutzt. Der Ubertragungsvorgang der Proteine auf die Membran
dauerte bei einer konstanten Spannung von 100 V eine Stunde. Dabei wurden die negativ
geladenen Proteine in Richtung der Anode auf die Membran Ubertragen. Die erfolgreiche

Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde mittels Ponceau-Rot-Farbung Giberpriift.
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Dazu wurden die Membranen fiir zwei Minuten in der Farbeldsung inkubiert und anschlie-
Rend teilweise mit A. dest entfarbt, bis ausschlieRlich die Proteinbanden zu erkennen wa-

ren. Die vollstandige Entfarbung geschah durch die Zugabe von TBS-T fiir mehrere Minuten.

3.2.5 Immunbiologische Proteindetektion mittels ECL-System

Die immunbiologische Detektion von Proteinen erfolgte auf der Nitrocellulose-Membran,
wozu fiir die zu detektierenden Proteine spezifische Primarantikorper genutzt wurden, die
in Tab. 7 aufgefiihrt sind. Die verwendeten Sekundarantikérper waren mit Meerrettich-
Peroxidase (HRP, engl. horseradish peroxidase) gekoppelt (Tab. 8). Um unspezifische Bin-
dungen durch die Antikorper auf der Membran abzudecken wurde diese 60 Minuten in ei-
ner Blockierldsung bei Raumtemperatur inkubiert. Die Blockierlésung bestand je nach ver-
wendetem Antikorper aus 5% BSA (w/v), oder 3% bzw. 5% (w/v) Milchpulver geldst in TBS-
T. AnschlieBend wurde der entsprechende Primarantikdrper in drei Millilitern der Blockier-
[6sung verdiinnt und die Membran damit je nach Protokoll bei Raumtemperatur oder bei
4°Cinkubiert. Die Antikorper-spezifischen Konditionen sind in den Tabellen 4 und 5 aufge-
fuhrt.

Nach der Inkubation mit dem Primarantikérper wurde die Membran zweimal 5 Minuten
mit dem TBS-T-Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde der Teil der Membran, der den Gro-
Renstandard beinhaltete von den Proben abgetrennt und in ein neues Gefal$ Gberfihrt. Zu
der Membran mit dem GroRenstandard wurden 3 ml Blockierldsung mit zuséatzlich 1 pl
Strep-Tactin-HRP Konjugat (Precision Protein™ StrepTactin-HRP Conjugate, Bio-Rad) zuge-
flgt, welches zur Sichtbarmachung der Banden verwendet wurde. Die Membranen mit ge-
bundenen Proteinproben wurden fiir eine Stunde mit dem Sekundéarantikérper in der be-
reits zuvor gewahlten Blockierlésung bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden
die Membranen nochmals fiir 5 und 10 Minuten mit TBS-T gewaschen und die Proteine
anschliefend detektiert. Die Proteindetektion erfolgte mit dem Clarity Western ECL Sub-
strate Kit von Bio-Rad. Die beiden im Kit enthaltenen Komponenten, eine Luminollésung
und eine Peroxidaseldsung, wurden im Verhaltnis 1:1 vermischt und dann fir zwei bis flnf

Minuten auf die Membran gegeben. Durch die an den Sekundarantikdrper gekoppelte
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Meerrettich-Peroxidase wurde das Luminol oxidiert, wodurch Lumineszenz entstand, die

mit Hilfe des VersaDoc 4000 Systems von Bio-Rad detektiert werden konnte.

3.2.6 Detektion der IL8-Sekretion von HCT116 Zellen mittels Enzyme Linked Immuno-
sorbent Assay (ELISA)
Zur Messung der IL8-Sekretion in der humanen Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 wurde zu-
nachst der Zellkulturiberstand der zu untersuchenden Zelllinien aus der Kultur entnom-
men und bei 100 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dann in ein neues Reakti-
onsgefaR tberflhrt und sofort bei -80°C bis zur Weiterverwendung gelagert. Zur Detektion
von IL8 wurde dann das IL8 ELISA Ready-SET-go! Kit der zweiten Generation von e-
Bioscience verwendet. Es wurde mit der sogenannten Sandwich-Methode gearbeitet. Dazu
wurden zunachst die Vertiefungen einer 96-well-Zellkulturplatte mit 100 ul eines ersten
Antikorpers (engl. ,,Capture antibody“) beschichtet und tGber Nacht bei 4°C inkubiert. Am
nachsten Tag wurden die Vertiefungen mit jeweils 250 ul Waschpuffer, bestehend aus PBS
+0,05% Tween20 fiinfmal gewaschen. Unspezifische Bindestellen wurden dann mit 200 pl
vom Hersteller vorgefertigter Blockierlosung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inku-
biert. Die Losung wurde anschliefend entfernt und die Vertiefungen flinfmal mit Wasch-
puffer gewaschen. Zunachst wurde nun ein Konzentrationsgradient eines IL-8-Standards in
die Vertiefungen gegeben, dessen hochste Konzentration 250 ng/ml betrug. Die weiteren
Verdinnungen waren zweifach und reichten bis 1,95 ng/ml. Des Weiteren wurden jeweils
100 ul des zu untersuchenden Zellkulturiiberstands als Triplikate in die Vertiefungen gege-
ben und fir zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. In dieser Zeit wurde IL8 von den
,Capture“-Antikorpern gebunden. AnschlieRend wurden die Standards und Proben aus den
Vertiefungen entfernt und diese wiederum fiinfmal mit Waschpuffer gewaschen. 100 pl
Detektions-Antikorper wurden dann in die Vertiefungen gegeben und fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Waschvorgange wurden wiederholt und 100 pl eines Avi-
din-HRP-Reagenzes in die Vertiefungen gegeben. Nach einer 30-minitigen Inkubationszeit
bei Raumtemperatur wurde das Reagenz entfernt und die Vertiefungen siebenmal mit
250 pl Waschpuffer gewaschen. Um die Farbereaktion zu veranlassen wurden 100 pl TMB

(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin)-Losung in die Vertiefungen gegeben und fiir 15 Minuten
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bei Raumtemperatur inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 50 pl 1IN H2SO4 zu
den Vertiefungen gegeben. Die entstandene Lumineszenz wurde dann bei 450 nm im Lu-
minometer (Tecan infinteM200) gemessen. Die Referenzwellenlange lag bei 570 nm. Die
Auswertung der Ergebnisse erfolgte durch die Ermittlung der Differenz zwischen Mess- und
Referenzdaten. Aus den jeweiligen Triplikaten wurde der Mittelwert gebildet. Aus den ge-
messenen Standards wurde nun eine Gerade erstellt und die IL8-Konzentration aus der
Verrechnung der ermittelten Probenwerte (x) mit den Werten von Steigung (y) und Ach-
senabschnitt (z) der Standardgerade bestimmt:

IL8-Konzentration [pg/ml] = (x-z)/y

3.3 Zellbiologische Methoden

3.3.1 Passagieren von humanen Kolonkarzinom-Zelllinien

In dieser Arbeit wurden die adharenten Kolonkarzinom-Zelllinien HCT116, DLD-1, HT29,
CaC02, SW480 und LoVo, sowie die semi-adhdrenten Kolonkarzinom-Zelllinien Colo205
und Colo206F verwendet (vgl. Tab. 4). Zur Herstellung von konditioniertem Medium wurde
auBerdem die murine Fibroblasten-Zelllinie NIH/3T3 kultiviert. Die genutzten Zelllinien
wurden mit 170 pl Medium/cm? Kulturflasche kultiviert. Zweimal pro Woche wurden die
Zelllinien einmal in PBS gewaschen und mit 40-80 pL/cm? Wachstumsflache Trypsin/EDTA-
Losung (GIBCO) von der Kultivierungsflache abgelost. Der Vorgang wurde durch Zugabe der
gleichen Menge Medium neutralisiert. Durch zweimaliges Passagieren der Zellen pro Wo-
che konnten die Zellen permanent in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten wer-
den.

HCT116 und DLD-1 wurden in McCoy’s 5A-Medium + GlutaMAX™, komplettiert mit
10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin, die weiteren Kolonkarzinom-Zelllinien in RPMI
1640-Medium + GlutaMAX™ + 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin gehalten. Zur Kul-
tivierung der Zelllinie NIH/3T3 wurde DMEM + GlutaMAX™ mit 10% FBS und 1% Penicil-

lin/Streptomycin verwendet.
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Wahrend der Generierung der verschiedenen HCT116 Knock Out Klone wurde zusatzlich
Puromycin mit einer Endkonzentration von 2 ug/ml als Selektionsmarker zum Kulturme-
dium gegeben.

Die Kultivierung aller verwendeter Zelllinien erfolgte bei 37°C und einer Atmosphare mit

5% CO,-Gehalt.

3.3.2 Gefrierkonservierung von humanen Zelllinien

Zur langerfristigen Aufbewahrung der Zelllinien wurden diese gefrierkonserviert und bei
-196°C in flissigem Stickstoff gelagert.

Hierzu wurden die Zellen wie unter Kapitel 3.3.1 beschrieben, durch Trypsinierung von ih-
rer Wachstumsfldache abgeldst und in ein 15 ml Polystyrenrohrchen Gberfihrt. Die Zellsus-
pension wurde bei 110 x g fiir 4 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Anschliefend
wurde der Uberstand vollstindig entfernt und das Zellpellet in Gefriermedium aufgenom-
men. Dieses bestand aus 90% FBS und 10% DMSO. Pro Gefrieransatz wurde das Zellpellet
in 1 ml Gefriermedium aufgenommen und in ein Gefrierréhrchen Gberfiihrt. Die Réhrchen
wurden in ein KiihlgefaR Gberfihrt und sofort bei -80°C liber Nacht eingefroren. Am nachs-

ten Tag wurden die Rohrchen in flissigen Stickstoff zur dauerhaften Lagerung tberfihrt.

3.3.3  Auftauen von Gefrierkulturen

In ein 15 ml Reaktionsgefald wurden 5 ml den Zellen entsprechendes Medium vorgelegt.
Die gefrorenen Zellen wurden im 37°C warmen Wasserbad aufgetaut und anschliefend zi-
gig in das jeweilige ReaktionsgefaRR Uberfiihrt. Um das im Gefriermedium vorhandene
DMSO zu entfernen wurden die Zellen 10 Minuten bei 110 x g und Raumtemperatur zent-
rifugiert.

AnschlieRend wurde der Uberstand verworfen, die Zellpellets in 5 ml frischem Medium auf-
genommen und vorsichtig resuspendiert. Dieses Volumen wurde nun in eine Zellkulturfla-
sche (25cm?) Gberfiihrt und auf 10 ml mit Zellkulturmedium aufgefullt. Die Kultivierung ge-
schah unter Standardbedingungen tGber Nacht. Am ndchsten Tag wurde das Kulturmedium
gewechselt um verbliebende DMSO-Riickstande und abgestorbene Zellen aus der Zellkul-

tur zu entfernen.
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3.3.4 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Trypanblau-Farbung

Die Lebendzellzahl wurde durch Trypanblau-Farbung der Zellen und anschlieBender licht-
mikroskopischer Auszdahlung ermittelt. Der verwendete Farbstoff farbt tote und sterbende
Zellen blau an, da diese ihre Membranundurchlassigkeit verlieren und der Farbstoff somit
in die Zelle eindringen kann. Vitale Zellen hingegen erscheinen im Mikroskop weil3. Fiir die
Zahlung wurde ein Aliquot aus der Zellsuspension entnommen und je nach Zellmenge im
Verhiltnis 1/4 bis 1/10 mit Trypanblau verdiinnt. AnschlieBend wurden ca. 10 pl der Sus-
pension in die Zdhlkammer eingebracht. Die vitalen, ungefarbten Zellen konnten nun in den
vier GroBquadraten einer Neubauer-Zahlkammer gezahlt werden. Die Zellzahl konnte an-

schlieBend mit Hilfe der folgenden Formel berechnet werden:

Zellen/ml = (%) * Verdinnungsfaktor x Kammerfaktor

Zellzahl
* Gesamtvolumen

Gesamtzellzahl =

Hierbei ist ,,n“ die Menge der gezdhlten Zellen, die Zahl 4 steht fiir die Anzahl der gezahlten
GroRquadrate. Der Verdinnungsfaktor ergibt sich aus der hergestellten Verdiinnung der
Zellen mit Trypanblau. Der Kammerfaktor ergibt sich aus der Flache eines GroRquadrates

(1 mm?), dessen Tiefe von 0,1 mm und einem sich daraus ergebenden Volumen von 0,1 pl.

3.3.5 Titration der Puromycin-Konzentration zur Selektion von genetisch verdnderten
Zelllinien
Die Selektion von Zelllinien mit Puromycin-haltigem Medium setzte eine Titration der kor-
rekten Selektionskonzentration voraus. Hierzu wurden 80.000 Zellen der Linie HCT116 in
24-Lochplatten ausgesat, sodass sie am nachsten Tag eine Konfluenz von 80% aufwiesen.
Das Standardmedium wurde dann durch je 1 ml Selektionsmedium pro Vertiefung ersetzt.
Die Puromycin-Konzentrationen lagen zwischen 1 pg/ml und 10 pg/ml. Nach jeweils
24 Stunden wurde die Menge lebender Zellen anhand ihrer Konfluenz prozentual be-
stimmt. Fiir weitere Versuche wurde die niedrigste Konzentration gewahlt, bei der 100%

der Zellen nach 48 Stunden abgestorben waren.
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3.3.6  PCR zur Detektion von Mycoplasmen in Zellkulturiiberstanden

In regelmaRigen Abstanden wurden die kultivierten Zelllinien auf Mycoplasmenbefall ge-
testet. Dazu wurde das PCR Mycoplasma Test Kit I/C von Promokine verwendet. Durch die
im Reaktionsansatz enthaltenen Primer wird in einer PCR-Reaktion die 16S-rRNA potentiell
enthaltener Mycoplasmen-DNA amplifiziert, wodurch eine nicht sichtbare Infektion identi-
fiziert werden kann.

Zur Durchfiihrung der PCR wurde 1 ml des Zellkulturiiberstands in ein 1,5 ml Reaktionsge-
faR Uberfiihrt und bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten bei 500 x g zentrifugiert. Der Uber-
stand wurde in ein neues Reaktionsgefal} Giberfiihrt und bei 14.000 x g fir 15 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand wiederum vollstindig
entfernt und das erhaltene Pellet in 100 pul DNase-freiem Wasser aufgenommen. Der An-
satz wurde nun fir 10 Minuten bei 95°C gekocht. Die PCR-Komponenten wie Primer, dNTPs
und Hot-Start Taq Polymerase lagen in den mitgelieferten PCR-Reaktionsgefalien in lyophi-
lisierter Form vor und wurden mit 23 pl Rehydratisierungspuffer aus dem Kit geldst. An-
schlieBend wurden 2 pl der Probe zu den Reaktionsansatzen hinzugegeben. Mit den mitge-
lieferten lyophilisierten Positiv- bzw. Negativkontrollen wurde in gleicher Weise verfahren.
Anstelle der Probe wurden hier jeweils 2 ul DNA-freies Wasser zugefiigt. Die DNA-Amplifi-

kation erfolgte nach nachstehendem Schema:

95°C 2 Minuten
94°C 30 Sekunden
39 1 |
Zykleng 55 °C 30 Sekunden
72°C 40 Sekunden
4°C oo

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarose-Gelelektrophorese analysiert. Die BandengrofRe

der Positivkontrolle betrug 270 Basenpaare, die der Negativkontrolle 479 Basenpaare.
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3.3.7 DAPI-Farbung zur Detektion einer Mycoplasmenkontamination der Zellkultur

Um die Ergebnisse der Mycoplasmen-PCR zu verifizieren, wurde ein Teil der kultivierten
Zellen mit DAPI angefarbt. DAPI interkaliert mit der DNA und macht somit nicht nur die
Kerne der kultivierten Zellen, sondern auch die der Mycoplasmen unter Fluoreszenzlicht
sichtbar. Fir die Farbung wurde ein steriles Deckglas in eine 6-well-Vertiefung gelegt und
500.000 Zellen ausgesat. Diese wurden bis zu einer 100%igen Konfluenz kultiviert. Anschlie-
Rend wurde das Zellkulturmedium aus den Schalen abgenommen und die Zellen zweimal
mit jeweils 2 ml PBS fir 5 Minuten gewaschen. Dann wurde das PBS entfernt und 1 ml
3,7%ige Formaldehyd-Losung in die Vertiefung pipettiert. Die Zellen wurden damit 10 Mi-
nuten bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Lésung abgenommen und abermals zwei
Waschschritte mit PBS angeschlossen wurden. Das PBS wurde anschliefend entfernt und
2 ml DAPI-Lésung (0,2 pug/ml in SSC) auf die Zellen gegeben. Die Inkubation erfolgte flr
10 Minuten unter Lichtausschluss. Nun wurde die DAPI-Losung wieder entfernt und ein 5-
mindtiger Waschschritt mit PBS angeschlossen. Das PBS wurde dann vollstandig entfernt
und die Zellen auf dem Deckglas mit Vectashield auf einem Objekttrager fixiert. Die Aus-

wertung erfolgte mit einem Axioplan (Zeiss) unter Fluoreszenzlicht.

3.3.8 Einbringung von Fremd-DNA in humane Zelllinien

3.3.8.1 Transiente Transfektion

Durch eine transiente Transfektion erfolgt die Aufnahme von DNA oder RNA in die lebende
Zelle fur eine bestimmte Zeitspanne. Hierzu gibt es verschiedene Methoden. In dieser Ar-
beit wurde die Lipofektion verwendet. Dabei wurde die gewlinschte einzubringende Nuk-
leinsdure in einem Lipidtropfen aufgenommen und durch die Zellmembran transportiert.
Als Transfektionsreagenz wurde Lipofectamine2000 von Invitrogen verwendet und die
Transfektion nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Fir eine Transfektion in einem
24-well-Format mit einer Wachstumsfliache von 2 cm? wurden 100.000 Zellen ausgesét, so-
dass die Konfluenz nach 24 Stunden 90% betrug. Das Kulturmedium wurde entfernt und
500 pl frisches Medium ohne Antibiotikazusatz zugegeben. Je 50 pl serumfreies Transfek-
tionsmedium, sogenanntes Opti-MEM (GIBCO), wurden in zwei 1,5 ml Reaktionsgefilie ge-

geben. In eines der Gefdlle wurde eine Gesamtmenge von 0,8 ug Plasmid-DNA pipettiert,
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in das zweite GefaR 2,0 ul Lipofectamine2000. Nach 5-minutiger Inkubation wurde die Sus-
pension, die das Transfektionsreagenz enthielt, in das Gefals mit der DNA-L6sung Gberfihrt
und vorsichtig durch auf- und abpipettieren gemischt. Nach einer weiteren Inkubation von
20 Minuten bei RT wurde der Transfektionsansatz tropfenweise zu der Zellkultur gegeben.
Nach 4-6 Stunden wurde ein Mediumswechsel durchgefiihrt, bei dem wieder das Standard-
medium mit Antibiotikasupplement benutzt werden konnte. Fiir Transfektionsansatze in
groBeren oder kleineren Mal3staiben wurden DNA-Menge und Lipofectamine2000 nach

den Angaben des Herstellers angepasst.

3.3.8.2 Stabile Transfektion von Plasmid-DNA mittels Lipofektion

Fur die stabile Transfektion der Plasmid-DNA in die Zelllinie HCT116 wurde mit demselben
Protokoll wie unter 3.3.8.1 beschrieben gearbeitet. 24 Stunden nach der Transfektion wur-
den die erfolgreich transfizierten Zellen mit 1 mg/ml Genetecin/G418 selektioniert. Die Se-
lektion wurde fiir die Dauer von 5 Tagen durchgefiihrt um den stabilen Einbau der Plasmid-
DNA zu gewahrleisten. Die Expression der Plasmid-DNA wurde anschlieBend mittels qRT-

PCR und Western Blot nachgewiesen.

3.3.9 Generierung von genetischen Knock Outs mittels spezifischen Zinkfinger-Nukle-
asen
Zur Generierung von genetischen Knock Outs wurden Zinkfinger-Nukleasen der Firma
Sigma-Aldrich genutzt. Die Zinkfinger-Nukleasen bestehen aus vier bis sechs Zinkfingermo-
tiven und einer Endonuklease-Domane der Fokl-Nuklease aus dem Flavobacterium okeano-
koites. Mit den Zinkfingermotiven werden spezifische Sequenzen aus 12-18 Basen erkannt,
die die 5-7 Basenpaare lange Schnittstelle flankieren. Die Fokl-Nuklease wurde zudem mo-
difiziert, sodass sie ausschlieRlich als Heterodimer aktiv wird. Daher wird immer ein Paar
der ZFN-Nukleasen fiir die DNA-Spaltung bendtigt, wodurch der Vorgang spezifischer wird.
Innerhalb von etwa drei Tagen geschieht die Modifikation des Gens. Die Enzyme werden
mittels Transfektion in Form von Plasmid-DNA oder mRNA in die Zielzelle eingebracht, wo

sie dann exprimiert werden. mRNA bietet den Vorteil, dass sie bereits im Zytoplasma trans-
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latiert wird, wahrend Plasmid-DNA zunachst in den Nukleus gelangen muss um transkri-
biert zu werden. Der Vorteil einer Plasmid-Transfektion liegt in der dauerhafteren Expres-

sion von mRNA und ist somit fiir Zelllinien interessant, in denen geringe
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Abb. 7 Darstellung des Nachweisprinzips erfolgreicher Genmutationen durch Zinkfingernukleasen. (A) Zunachst wer-
den Zellen einer Zellkultur mit den ZFN transfiziert. (B) AnschlieBend wird die Gesamt-DNA isoliert und durch eine (C)
PCR-Reaktion amplifiziert. (D) Die PCR-Produkte bestehen aus wildtypischen und mutierten (x) Sequenzen. (F) Nach ei-
nem Denaturierungsschritt liegen die PCR-Produkte einzelstrangig vor. (F) AnschlieBend lagern sie sich zu Doppelstran-
gen zusammen, wobei es zur Paarung von wildtypischen und mutierten Sequenzen kommen kann. Die dadurch entstan-
denen Blasen werden nun von einem (G) Cel-l—Enzym erkannt und an diesen Positionen geschnitten. Dadurch entstehen
charakteristische DNA-Fragmente, die sich auf einem (H) TBE-Gel nachweisen lassen und die Aktivitat der ZFN in den
Zellen bestatigen. U = ungeschnitten, G = geschnitten. Darstellung modifiziert nach Technical Bulletin CompoZr Custom
ZFN, Sigma-Aldrich

Aktivitatsraten der Zinkfinger-Nukleasen beobachtet werden. Die mRNA-Transfektion bie-
tet sich fur Zelllinien an, in denen der CMV-Promotor, den die ZFN-Plasmide enthalten,
nicht sehr aktiv ist. Zusatzlich zu den ZFN kann ein sogenannter Donor-Vektor transfiziert
werden. Dieser Vektor kann Selektionsmarker wie GFP oder eine Antibiotikaresistenz ent-

halten, besitzt aber hauptsachlich eine zu der ZFN-Schnittstelle komplementadre Sequenz,
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die an ein bis zwei Positionen verandert ist. Nachdem das Zielgen durch die Nukleasen ge-
schnitten und ein DNA-Doppelstrangbruch (DSB) generiert wurde, kann die Donorsequenz
als Template fiir die DNA-Reparatur dienen und in das Gen eingebaut werden. Die Nutzung
eines Donor-Vektors soll so die Effizienz fir Genmutationen verbessern. Im Falle einer kor-
rekten DNA-Reparatur durch die Reparaturmechanismen der nicht-homologen Endver-
kntpfung (engl. NHEJ) oder der homologen Rekombination (HR) kdnnen dennoch Mutati-
onen durch den Einbau der Donorvorlage generiert werden. Bei der NHEJ werden die freien
DNA-Enden ohne Zuhilfenahme einer Vorlage miteinander verbunden, wodurch die Repa-
ratur sehr fehleranfallig ist. Wahrend der homologen Rekombination wird die DNA mit Hilfe
einer DNA-Vorlage aus dem Schwesterchromosom repariert. Dieser Reparaturmechanis-
mus ist sehr viel genauer, dennoch kénnen fehlerhafte Sequenzen entstehen. Durch die
Mutationen kommt es zumeist zu einer Leserasterverschiebung durch Baseninsertionen o-

der -deletionen wodurch keine intakte mRNA bzw. Protein mehr gebildet werden kénnen.

Fir die Herstellung von RIP2- bzw. TAB1-Knock Out Zellen wurde die Zelllinie HCT116 (SIB)
genutzt. 500.000 Zellen wurden in eine 6-well Schale ausgesat und iber Nacht unter Stan-
dardbedingungen kultiviert. Am nachsten Tag wurde das Zellkulturmedium durch 2 ml Zell-
kulturmedium angereichert mit 10% FBS und ohne Penicillin/Streptomycin ersetzt. Pro
Transfektionsansatz wurden 250 ul des Transfektionsmediums OptiMEM vorgelegt. Es
wurde eine DNA-Gesamtmenge von 4 ug transfiziert. Dazu wurde Lipofectamine2000
(ThermoFisher) nach Angaben des Herstellers verwendet. Die DNA-Gesamtmenge setzte
sich aus der unterschiedlichen Plasmid-DNA zusammen. In den ersten Transfektionsansatz
wurden jeweils 1,3 pg der Plasmid-DNA ,,ZFN1“ und ,,ZFN2“ sowie des Donor-Vektors ein-
gesetzt. In einen weiteren Ansatz wurden 4 pg Donorvektor, sowie 5 pl mRNA (= 2 ug
MRNA pro ZFN) transfiziert. Fir die Kontrollansatze wurden die Zellen mit 4 ug pEGFP-C2,
mit 4 ug Donorvektor allein transfiziert oder es wurde nur das Transfektionsreagenz zuge-
geben. Finf Stunden nach der Transfektion wurde das Medium gewechselt und die Zellen
Uber Nacht unter Standardkonditionen kultiviert. Am nachsten Tag wurde ein Teil der Zel-
len in 25 cm? Flaschen (berfiihrt, der Rest pelletiert und fiir eine DNA-Isolation bei -20°C

aufbewahrt. Weitere 24 Stunden spater wurde Puromycin (2 ug/ml) als Selektionsmarker
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zu der Zellkultur gegeben. Nur Zellen, in denen das Donorplasmid exprimiert wurde, waren
Puromycin-resistent. Die Kontrollzellen, die mit pEGFP-C2 transfiziert waren oder nur mit
dem Transfektionsreagenz behandelt wurden, starben nach zwei bis drei Tagen. Nachdem
die Kontrollzellen abgestorben waren, wurde aus den lberlebenden Zellen wiederum ein
Pellet fir die DNA-Isolation bei -80°C eingelagert.

Die DNA-Isolierung erfolgte wie unter 3.1.1 beschrieben. Anschliefend wurden in einer
PCR-Reaktion RIP2 und TAB1 mittels spezifischer Primer (vgl. Tab. 12) amplifiziert (Kap.
3.1.9). Anschliefend kam es zu einer Denaturierung und Wiederanlagerung der PCR-Amp-
lifikate (Kapitel 3.1.10) und einem Nuclease S-Verdau, der die PCR-Amplifikate in Frag-
mente spezifischer GréRe teilte (Kapitel 3.1.11). Konnte so nachgewiesen werden, dass die
ZFN aktiv waren, wurde eine Einzelzellablage mittels Durchflusszytometrie, wie unter Kapi-
tel 3.3.10 beschrieben, durchgefiihrt. Eine einzelne Zelle wurde hier in eine Vertiefung ei-
ner 96-Lochplatte mit 80 pl Kulturmedium ausgebracht und darin kultiviert bis eine Kolonie
entstand. Anschliefend wurden die Zellen in eine 24-Lochplatte Uberfihrt. Ein Teil dieser
Zellen wurde dann fiir die DNA-Isolierung eingefroren, der andere Teil weiterkultiviert und
anschlielend als Gefrierkultur gelagert.

Die Gene von Interesse (hier RIP2 und TAB1) aus diesen Einzelzellen wurden durch eine PCR
amplifiziert und auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen (Kap. 3.1.13). Die entsprechende
DNA-Bande wurde dann mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten, mit Hilfe des
QlAquick Gel Extraction Kits (Qiagen) wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben aufgereinigt und an
die Firma GATC zur Sequenzierung verschickt. Hierbei wurden die von der Firma Sigma-

Aldrich synthetisierten und im ZFN-Kit mitgelieferten Primer verwendet.

3.3.10 Sortieren von Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie (FACS)

Zur Vorbereitung auf die Sortierung wurden 100.000 Zellen in 500 pl PBS aufgenommen
und mittels eines 45um Sterilfilters (Merck Millipore) vereinzelt. Anschliefend wurden im
Filter verbliebene Zellen mit weiteren 500 pl PBS ausgespiilt.

Die Sortierung der transfizierten Zellen wurde durch Frau Raba im Institut fiir Transplanta-
tionsdiagnostik und Zelltherapeutika (ITZ) des Universitatsklinikums mit Hilfe des MoFlo

XDP Gerats von Beckman Coulter durchgefiihrt. Es wurden Einzelzellen in 96-Lochplatten
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mit 80 ul Zellkulturmedium abgelegt und dort bis zur Bildung von Kolonien unter Standard-

bedingungen kultviert.

3.3.11 Rekonstitution von RIP2 und TAB1 in Knock Out Zellen

Zur Rekonstitution von RIP2 bzw. TAB1 in den entsprechenden Knock Out Klonen wurden
die Plasmide pcDNA-3-6myc-TAB1 (myc-TAB1) und pCR3.V72-Met-VSV-RIP2 (VSV-RIP2)
mittels Lipofektion nach dem Standardprotokoll in die entsprechenden Knock Out Klone
transfiziert. Als mock-Kontrolle diente das Plasmid pcDNA-3-6myc-Leervektor (myc-LV). Zu-
nachst wurde durch die Transfektion verschiedener Plasmid-Mengen die optimale DNA-
Menge titriert, die zu einer dem Wildtyp dhnlichen Expression von RIP2 und TAB1 fihrte.
Hierzu wurden 100.000 Zellen der Zelllinien HCT116 WT (SIB), HCT116 (SIB) RIP27/-, HCT116
(SIB) TAB1”- und HCT116 XIAP™Y in ein 24 well Format ausgesat und Giber Nacht unter Stan-
dardkonditionen bis zu einer Konfluenz von 90% kultiviert. Die Transfektion erfolgte mittels
Lipofectamine2000 wie unter Kapitel 3.3.8.1 beschrieben. Es wurden 10, 25, 75, 100 und
200 ng VSV-RIP2- oder myc-TAB1-Plasmid-DNA in die Zellen transfiziert. Um die zu transfi-
zierende Gesamtmenge von 800 ng DNA pro Transfektionsansatz zu vervollstandigen,
wurde der myc-LV co-transfiziert. Als Negativkontrolle wurden jeweils 800 ng myc-LV-Plas-
mid in die verschiedenen Klone transfiziert. Am nachsten Tag wurde das Medium von den
Zellen entfernt und diese mit 500 pl PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen in
350 pl Lyse-Puffer aus dem RNeasy Mini Kit der Firma Qiagen lysiert und die RNA nach An-
gaben des Herstellers wie in Kapitel 3.1.2 isoliert. Nun wurden 2 ug RNA und cDNA umge-
schrieben und hiervon 50 ng in die Real Time PCR-Reaktion eingesetzt. Diese wurde nach
dem Standardvorgehen wie in Kapitel 3.1.5 beschrieben durchgefiihrt. Um die Rekonstitu-
tion von RIP2 und TAB1 zu untersuchen, wurden die jeweils entsprechenden Primer ge-
nutzt. Die Sequenzen und die dazugehorigen TagMan-Sonden sind der Tab. 11 zu entneh-

men.
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3.3.12 Rekonstitution von RIP2 und TAB1 in Knock Out Zellen mit gleichzeitiger Uber-
expression von XIAP

Um den Einfluss der Interaktion von RIP2 und TAB1 mit XIAP darzustellen, wurden HCT116
WT (SIB), HCT116 (SIB) RIP27-, HCT116 (SIB) TAB17- und HCT116 XIAP/Y im 24 well-Platten-
format mit 600 ng des pEBB-FLAG-XIAP-Vektor (FLAG-XIAP) transfiziert. Dies flihrte zu einer
XIAP-Uberexpression in den Zellen. Gleichzeitig wurden in den RIP27--Zellen RIP2 mittels
Transfektion von 75 ng und 100 ng VSV-RIP2-Plasmid-DNA rekonstituiert. In TAB17/-Zellen
wurden 10 ng und 25 ng des myc-TAB1-Plasmids zur Rekonstitution eingesetzt. Als Kontrol-
len dienten jeweils Zellen in denen statt des FLAG-XIAP-Plasmids das myc-Leervektor-Plas-
mid transfiziert wurde, sowie Zellen jedes Klons in denen ausschlief§lich das myc-Leervek-
tor-Plasmid ohne die Rekonstitution von RIP2 oder TAB1 exprimiert wurde. Als Positivkon-
trolle diente die HCT116 (SIB) WT Zelllinie, sowie als Negativkontrolle der HCT116 XIAP7/Y-
Klon. Die gesamte zu transfizierende DNA-Menge betrug 800 ng. Differenzen zwischen die-
ser Menge und den Plasmidmengen wurde durch Transfektion mit dem myc-Leervektor
ausgeglichen. 24 Stunden nach der Transfektion wurden die Zellen vom Zellkulturmedium
befreit, gewaschen und in 350 pl des Lysepuffers aus dem RNeasy Mini Kit von Qiagen auf-
geldst und die RNA isoliert. Wie unter Kapitel 3.1.5 beschrieben wurde nun aus 2 ug RNA
cDNA synthetisiert und die Proben in einer Real Time PCR-Reaktion bezliglich der RIP2-,
XIAP- und TAB1-Expression analysiert.

Um den Einfluss der Rekonstitution und XIAP-Uberexpression auf die NF-kB-Aktivitat zu
Uberprifen, wurde ein Dual Luciferase Assay (Promega) nach den Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Weitere Details sind dem Kapitel 3.3.15 zu entnehmen. Hierzu wurden die
20.000 Zellen in vierfach Ansatzen in 96 well Zellkulturplatten ausgesat und am nachsten
Tag transfiziert. Hierzu wurden pro well 50 ng des Reporterplasmids pNF-kB-LUC (Clontech)
und 5 ng des Renilla-Luciferase-Plasmids pRL-TK (Promega) pro well eingesetzt. Des Weite-
ren wurden die Mengen des VSV-RIP2-, myc-TAB1-, FLAG-XIAP- und myc-LV-Plasmide her-
abskaliert, sodass 19, bzw. 25 ng VSV-RIP2-Plasmid, 2,5, bzw. 6,3 ng myc-TAB1-Plasmid, so-

wie 120 ng FLAG-XIAP transfiziert wurde. Die Differenz zur zu transfizierenden Gesamt-
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DNA-Menge von 200 ng wurde abermals mit dem myc-Leervektor ausgeglichen. Die Mes-
sung der Luciferase-Aktivitat erfolgte nach 24 Stunden dem Standardprotokoll entspre-

chend.

3.3.13 Gewinnung von konditioniertem Medium

Als konditioniertes Medium wird der Zellkulturiiberstand einer Zelllinie bezeichnet. Neben
den Komponenten, die sich standardisiert im Zellkulturmedium befinden, beinhaltet kon-
ditioniertes Medium daher verschiedene Stoffwechselprodukte der darin wachsenden Zell-
linie, beispielsweise Wachstumsfaktoren. Es kann in verschiedenen Versuchen als
Chemoattraktant fiir andere Zelllinien eingesetzt werden. Zur Gewinnung des konditionier-
ten Mediums wurde die Fibroblastenzelllinie NIH/3T3 unter Standardkonditionen in einer
Zellkulturflasche mit einer Fliche von 75 cm? ausgesét und bis zu einer Konfluenz von 90%
im Brutschrank kultiviert. Das Kulturmedium wurde abgenommen und durch frisches er-
setzt. Nach einer 24-stiindigen Inkubation wurde das Medium aus der Kulturflasche ent-
fernt und mittels eines 45 um Sterilfilters filtriert. Bis zur Verwendung, maximal aber drei

Tage, wurde das konditionierte Medium bei 4°C gelagert.

3.3.14 Bestimmung der Zellinvasivitdt mittels Matrigel Invasionskammer

Das Invasionspotential der verschiedenen Zelllinien wurde mit Hilfe eines Invasionsassays
bestimmt. Der auf dem Boyden-Kammer-System basierende Versuchssaufbau beruht auf
zwei mit Medium gefillten Kammern. In der oberen Kammer befindet sich eine definierte
Anzahl von Zellen, die eine Matrigelmatrix durchwachsen missen. Die Fahigkeit die Matrix

zu durchqueren setzt ein invasives Potential der untersuchten Zelllinie voraus. In dieser
Arbeit wurden Corning® BioCoat™ Matrigel® Invasion Chamber Assays der Firma BD

Biosciences mit einer PorengrofRe von 8 um genutzt. Der Versuch wurde in einem 24-well-
Format durchgefiihrt. Da die Platten bei -20°C gelagert wurden, mussten sie zunachst bei
Raumtemperatur aufgetaut werden. Um die Matrigelmatrix anschlieBend zu rehydrieren,
wurden 500 pl serumfreies McCoy’s 5A Medium (Gibco) in die freien Vertiefungen pipet-
tiert und die Filtereinsatze eingehdngt. Nun wurden weitere 500 pl in jeden Einsatz pipet-

tiert und die Platte fir zwei Stunden bei 37°C im Inkubator ruhen gelassen. AnschlieRend
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wurde das serumfreie Medium aus den Einsatzen entfernt und diese in mit 750 pl konditi-
oniertem NIH/3T3-Zellkulturmedium befullten 24-well-Vertiefungen gehangt. Das konditi-
onierte Medium im unteren Teil der wells diente hierbei als Chemoattraktant fur die Tu-
morzellen. Diese wurden 24 Stunden vor Versuchsbeginn in serumfreiem Medium kultiviert
und somit ausgehungert. In die Filtereinsatze wurden 25.000 Zellen in 500 pl McCoy’s 5A-
Medium supplementiert mit 0,25% BSA ausgesat und fir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO
im Brutschrank gelagert. Anschlieend wurden die Filtereinsdtze entnommen, das enthal-
tene Medium entfernt und die Zellen fir 10 Minuten in 100%igem Methanol bei Raumtem-
peratur fixiert. Nach der Fixierung wurden die Einsatze in PBS gewaschen und die Zellkerne
far zwei Minuten mit einer DAPI-Losung [200ng/ml] gefarbt. Nach einem anschlieBenden
Waschschritt mit PBS wurde das Matrigel mit einem Wattestdbchen von der Filtermembran
entfernt, diese herausgeschnitten und auf einem Objekttrager mit Vectashield konserviert.
Die dauerhafte Lagerung erfolge bei 4°C unter Lichtausschluss. Zur Ergebnisauswertung
wurden die Zellen der gesamten Membran mit dem Axioplan2-Mikroskop (Zeiss) bei 20-

facher VergrofRerung ausgezahlt.

3.3.15 Nachweis der NF-kB-Aktivitdt mittels Dual Luciferase-Reporter Assay

Das Prinzip des Dual Luciferase Reporter Assays (DLR) beruht auf der Messung der Biolumi-
neszenz zweier Luciferasen, die zuvor durch transiente Transfektion in die zu testende Zell-
kultur eingebracht wurden. Die sogenannte Firefly-Luciferase stammt aus dem Glihwirm-
chen (Photinus pyralis). Diese ist an ein Zielprotein, hier NF-kB, gekoppelt welches durch
Transfektion eines DNA-Vektors in die Zellen eingebracht wird. Zur Auswertung wird das
sogenannte LAR II-Reagenz zu den Proben gegeben. In diesem Reagenz ist das Luciferase-

spezifische Substrat enthalten welches durch die Luciferase umgesetzt wird. Die entstan-
dene Biolumineszenz kann mittels Luminometer (Tecan infinite®200) gemessen werden.

Als interne Kontrolle wird eine weitere Luciferase co-transfiziert. Diese entstammt der Ko-
rallenart Renilla reniformis. Aufgrund ihrer unterschiedlichen Herkunft benétigen beide Lu-
ciferasen verschiedene Substrate, sodass ihre Aktivitat unabhangig voneinander induziert
werden kann. Die Aktivitat der Renilla-Luciferase wird durch das Stop&Glo-Reagenz des

DLR-Kits initiiert. Durch das Reagenz wird gleichzeitig die zuvor gemessene Aktivitat der
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Firefly-Luciferase gestoppt. Nach der Messung kénnen die Werte der Renilla-Luciferase zur
Normalisierung der Messdaten herangezogen werden, sodass Schwankungen innerhalb
der einzelnen Proben, etwa durch unterschiedliche Zellvitalitat oder Transfektionseffizienz
minimiert werden kénnen.

Fir die durchgefiihrten Versuche wurden zunachst je 20.000 Zellen in die benétigte Anzahl
96-well-Platten ausgesat. AnschlieBRend wurden die Zellen tiber Nacht unter den normalen
Kulturbedingungen gehalten. Am nachsten Tag wurden die Zellen dann mit einer Gesamt-
DNA-Menge von 200 ng nach dem Lipofectamine2000 Standardprotokoll transfiziert (siehe
Kapitel 3.3.8.1). Im Einzelnen wurden 50 ng des Reporterplasmids pNF-kB-LUC (Clontech)
und 5 ng des Renilla-Luciferase-Plasmids pRL-TK (Promega) sowie 145 ng des gewiinschten
Zielplasmids oder eines Leervektors eingesetzt. Nach 24 Stunden wurde das Kulturmedium
vollstandig mit einer Vakuumpumpe abgesaugt und 25 pl eines 1-fachen Lysepuffers aus
dem DLR-Assay-Kit in jedes well gegeben. Die Kulturplatte wurde mit Parafilm abgedichtet
und bei Raumtemperatur fiir 20 Minuten bei 3000 rpm auf einem Horizontalschittler in-
kubiert.

Wahrenddessen wurden die Substrat-Reagenzien fiir den Assay vorbereitet. Dazu wurde
nach dem Standardprotokoll von Promega vorgegangen: Die einzelnen Komponenten wur-
den aufgetaut und auf Raumtemperatur eingestellt. Das LAR II-Substrat in Tablettenform
wurde anschliefend in 10 ml LAR II-Puffer aufgel6st, das Stop&Glo-Substrat mit 10 ml

Stop&Glo-Puffer vermischt und jeweils in lichtundurchlassigen GefaRen aufbewahrt.
Die Messungen wurden mit einem Tecan Infinite®200 durchgefiihrt. Zunachst wurden die

Pumpenschldauche des Geradtes mit 3 ml 70%igen Ethanols und nachfolgend mit 3 ml destil-
liertem Wasser gesdubert. Dann wurden die Pumpen mit den beiden benétigten Puffern

LAR Il bzw. Stop&Glo gefiillt. Die Lumineszenz wurde mit folgenden Parametern gemessen:

Well-weise Messung

Kanal A Injizieren (Standard)
Volumen 100 ul
Geschwindigkeit 200 ul/sec
Nachfiillgeschwindigkeit 100 ul/sec
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Warten (Zeit)

Lumineszenz

Kanal B

Volumen
Geschwindigkeit
Nachfiillgeschwindigkeit
Warten (Zeit)

Lumineszenz

2 Labels

Modus

Labell: Abschwachung
Labell: Integrationszeit
Ruhezeit

Label2: Abschwachung
Label2: Integrationszeit

Ruhezeit:

Injizieren
100
200
100

10000

10000

Methoden

00:00:02
Labell

(Standard)
pl

ul/sec
ul/sec
00:00:02
Labell

Lumineszenz
NONE

ms

ms

NONE

ms

ms

Aus den gemessenen Werten von Firefly- und Renilla-Luciferase-Aktivitat wurden die Ver-

hadltnisse gebildet. Die Messungen wurden als Vierfachbestimmungen durchgefiihrt. Die

Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism Version 5.

Zur Kontrolle wurden parallel Zellen in 24 Loch Platten nach gleichem Schema transfiziert

und mittels Western Blot und qPCR ausgewertet.

3.3.16 Behandlung der Zellkultur mit stimulierenden Agenzien

Zur Verifizierung der funktionellen Aktivitat der verschiedenen Knock Outs, wurden die

Zelllinien HCT116 WT (SIB), HCT116 WT, HCT116 XIAP/Y, HCT116 RIP2 7~ und HCT116

TAB17" mit Muramyl-dipeptid (MDP), Diaminopimelinsdure (iE-DAP) und TNFa behandelt.
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MDP und iE-DAP wurden mit Endkonzentrationen von 20ug/ml eingesetzt, TNFa mit einer
Endkonzentration von 20 ng/ul.

Fir das Ansetzen der Stocklésungen wurden MDP [10 mg/ml], iE-DAP [10 mg/ml], und
TNFa [0,1 pg/ul] in sterilem dH,0 rehydratisiert. Alle Arbeitslésungen wurden mit sterilem
Zellkulturmedium + FCS und Penicillin/Streptomycin-Zusatz hergestellt.

Die Inkubationsdauer von MDP und iE-DAP mit den Zelllinien lag, wenn nicht anders ange-
geben, bei 3 Stunden fiir RNA-Expressionsexperimente und bei 12 und 24 Stunden fir Un-
tersuchungen der Proteinexpression. TNFa wurde jeweils fiir 0, 30, 60 und 360 Minuten

mit den Zelllinien inkubiert bevor eine RNA-Isolation durchgefiihrt wurde.

34 Immunhistochemische Methoden

3.4.1 Herstellung von Gewebeschnitten aus Tissue-Microarrays (TMAs)

Fir den immunhistochemischen Nachweis der Proteinexpression im Tumorgewebe wur-
den 4 um dicke Paraffinschnitte von Praparaten aus Kolonkarzinom und Normalmucosa des
Kolons angefertigt. Die Gewebe lagen in Form von TMAs vor, die im Labor der Chirurgischen
Forschung bereits vorhanden waren. Die Schnitte wurden iber Nacht bei 56°C auf Objekt-

tragern fixiert und anschlieBend bei -20°C bis zur weiteren Verwendung gelagert.

3.4.2 Horseradish-Peroxidase (HRP)-Farbung von Paraffinschnitten

Das Prinzip der HRP-Farbung beruht auf der Bindung spezifischer Antikérper an das ge-
winschte Protein im untersuchten Gewebe. Ein sekundéarer, mit HRP-gekoppelter Antikor-
per bindet an den Priméarantikodrper. In einer chemischen Reaktion der Peroxidase mit dem
zugegebenen Substrat 3,3‘-Diaminobenzidin (DAB) kommt es zur Entwicklung eines braun-
lichen Farbstoffes, der somit das Protein indirekt anfarbt.

Die Farbung wurde mit Hilfe des ZytoChem-Plus HRP-Kits, Broad Spectrum nach Angaben
des Herstellers durchgefihrt. Zunachst wurden die zu farbenden Praparate aufgetaut, mit
Xylol deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Die Demaskierung
erfolgte fiir 30 Minuten bei 800 Watt in der Mikrowelle. Dazu wurden die Schnitte vollstan-

dig mit einem Natrium-Citrat-Puffer, pH 6.0 bedeckt. Anschlieend wurden die Praparate
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flr 20 Minuten in dem Puffer stehend bei Raumtemperatur abgekuhlt. Die folgenden Ar-
beitsschritte wurden nun ebenfalls bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Die Schnitte wur-
den fiir 5 Minuten in PBS + 0,1% Tween20 Uberflihrt, anschliefend abgetrocknet und das
Gewebe mit einem Fettstift ,,Super Pap Pen Mini“ umrandet. Die endogene Peroxidase
wurde durch Inkubation der Schnitte mit 3,0%iger H,0>-Losung fir 10 Minuten inhibiert.
Nach zwei Waschschritten mit PBS + Tween20 wurden unspezifische Bindungsstellen mit-
tels einer im Kit enthaltenden Blockierlésung fiir 10 Minuten blockiert und der Primaranti-
korper nach zweimaligem Waschen fiir 60 Minuten inkubiert (die verwendeten Antikorper
und entsprechende Verdiinnungen kénnen den Tabellen 8 und 9 entnommen werden).
Nach zweimaligem Waschen wurde der Sekundarantikorper fiir 15 Minuten inkubiert und
die Waschschritte anschliefend wiederholt. Das Enzymkonjugat wurde dann fiir einen Zeit-
raum von 30 Minuten inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte und die Zugabe des DAB
Substrates fur 5-15 Minuten im Dunkeln. Die Proben wurden fiir 5 Minuten in destilliertem
Wasser gewaschen worauf eine Kernfarbung mit Mayers Hamalaun folgte. Dazu wurden
die Praparate 15 Sekunden mit dem Farbstoff gefarbt und danach fiir 15 Minuten flieBend
gewadssert. Nach der Dehydrierung durch eine aufsteigende Alkoholreihe und eine 2-min-
tige Inkubation in Xylol wurden die Schnitte in Corbit eingefasst und unter dem Abzug ge-
trocknet. Die Auswertung der Farbung erfolgte mit dem DM IL LED-Durchlichtmikroskop
von Leica. Die einzelnen Gewebestanzen wurden nach dem sogenannten Immunreaktiven
Score (IRS) bewertet. Dazu wurde sowohl die Intensitdt der Farbung sowie die Flache bei

der Bewertung bericksichtigt (Remmele et al. 1987).
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Farbe- Keine Schwache MaRige Starke
Intensitat Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion
Prozentsatz
positiver Zellen = 0 Punkte = 1 Punkt = 2 Punkte = 3 Punkte
Keine positiven Zell-
IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
kerne = 0 Punkte
<10% positive Zell-
IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS=3
kerne = 1 Punkt
10-50% positive
IRS=0 IRS=2 IRS=4 IRS=6
Zellkerne = 2 Punkte
51-80% positive
IRS=0 IRS=3 IRS=6 IRS=9
Zellkerne = 3 Punkte
>80% positive Zell-
IRS=0 IRS=4 IRS =8 IRS =12

kerne = 4 Punkte

Tab. 14 Immunreaktiver Score nach Remmele und Stegner (Remmele et al. 1987)

3.5 Statistik

Die in dieser Arbeit durchgefihrten statistischen Tests wurden unter Zuhilfenahme des
Programms Graph Pad Prism V5 und SPSS vs. 23 durchgefiihrt. Wenn nicht anders aufge-
flhrt, wurden die Experimente in drei voneinander unabhangigen Versuchen durchgefiihrt
und die Ergebnisse als Mittelwerte und Standardabweichung dargestellt. Dazu wurde ein
t-Test angewandt.

Die statistische Auswertung der Proteinexpression in Tumor- und Normalgewebe erfolgte
mittels Mann-Whitney-Test. Fiir die Analyse des Gesamtiiberlebens wurden Kaplan-Meyer-
Kurven angefertigt und mit Hilfe des log-Rang- (Mantel Cox) Tests ausgewertet. Die univa-
riaten und multivariaten Uberlebensanalysen wurden mittels Cox-Regressionstest evalu-
iert. In die mulitvariate Anayse wurden ausschlieRRlich die Faktoren eingesetzt, die bereits
eine Signifikanz in den univariaten Analysen aufwiesen. Die Ergebnisse wurden als Hazard
Ratio (HR) mit den dazugehorigen Konfidenzintervallen (KI) dargestellt. Das Gesamtiiberle-
ben wurde als Zeit von der Operation bis zur letzten Beobachtung oder dem Tod definiert.
Patienten, die innerhalb eines Monats nach der Operation verstarben oder Rezidive oder
Metastasen aufwiesen, wurden aus der Analyse ausgeschlossen. Als starke Proteinexpres-

sion wurden IRS-Werte von 23 definiert. Eine niedrige Proteinexpression lag somit bei IRS-
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Werten <3 vor. Fir die klinikopathologischen Analysen wurde der Fishers-Exact-Test (two-

tailed) angewendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Die Korrelation der Expression von Proteinen des NOD-Signalwegs

mit dem Gesamtiiberleben von Patienten mit Kolonkarzinom

Um die Bedeutung der NLRs als weitere Mitglieder der PRR-Familie fiir die Tumorprogres-
sion zu evaluieren, wurde der NOD-Signalweg mit seinen Komponenten NOD1, NOD2, RIP2,
XIAP und TAB1 durch immunhistologische Farbungen an Tumor- und Normalgeweben an
einem Kollektiv von insgesamt 273 Kolonkarzinom-Patienten untersucht.

Bei der Evaluierung der Farbungen wurde zudem zwischen der Proteinexpression im Tu-
morzentrum und der Invasionsfront unterschieden. Hierflir waren jeweils zwei Stanzen pro
Patient vorhanden. Die Auswertung geschah mittels Bestimmung der Farbungsintensitat
und der Ermittlung des IRS (Immunreaktiver Score) - Wertes. Abb. 8 stellt reprasentative
Farbungen der unterschiedlichen Proteine dar. Gezeigt werden Normal- und Tumorge-

webe.

ebe

NOD1 ¥

NOD2

XIAP

RIP2

TAB1

Abb. 8 Reprasentative Abbildungen der immunhistologischen TMA-Farbungen fiir die untersuchten Proteine in Tumor-
und Normalgewebe. Die Abbildungen stellen die Préparate in 10-facher VergréBerung dar. Skalierung: 100 um
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Die differentielle Expression der verschiedenen Proteine des NOD-Signalwegs im Tumorge-
webe im Vergleich zum Normalgewebe wurde anhand des vorgenannten Patientenkollek-
tivs untersucht. Die Anzahl der auswertbaren Patientenproben fiir die Analysen des jewei-

ligen Proteins ist in Tabelle 15 dargestellt.

Protein Anzahl Tumorgewebe Anzahl Normalgewebe
NOD1 204 134
NOD2 193 134
XIAP 246 181
RIP2 176 176
TAB1 169 169

Tab. 15 Ubersicht iiber die Anzahl der auswertbaren Patientenproben fiir die Analyse der Proteinexpression in Tumor-
vs. Normalgewebe.

Die erhaltenen Daten wurden in einer allgemeinen vergleichenden (Abb. 9) sowie in einer
gepaarten Expressionsanalyse (Abb. 10) ausgewertet. Hier wurde deutlich, dass die Expres-
sion des NOD2-Rezeptors sowie die von XIAP, RIP2 und TAB1 im Tumorgewebe im Vergleich
zum Normalgewebe signifikant erhoht waren (alle p = <0,001) (Abb. 9 B-E). So lag der Me-
dian der NOD2-Expression im Tumorgewebe bei einem IRS-Wert von 3,4. Im Gegensatz
dazu zeigte sich im Normalgewebe ein medianer NOD2 IRS-Wert von 1,9. Die Gewebepro-
ben in denen RIP2 angefarbt wurde, wiesen einen IRS-Wert von 3,7 im Tumorgewebe, und
einen IRS-Wert von 1,6 im Normalgewebe auf.

Die Auswertung von TAB1 ergab hier einen IRS-Wert von 1,7. Demgegeniiber wurde in den
untersuchten Tumoren ein medianer IRS-Wert von 2,8 ermittelt. Besonders deutlich waren
die Expressionsunterschiede zwischen Tumor- und Normalgeweben bei der Analyse der
XIAP-Expression. Hier lagen die IRS-Werte im Median des Tumorgewebes bei 3,2; im Nor-
malgewebe bei einem IRS von 0,9. Allein die NOD1-Rezeptorexpression wies keine signifi-
kant unterschiedliche Wer auf (Abb. 9A). Die erhaltenen Ergebnisse wurden im Sinne einer
gepaarten Analyse auch im direkten Vergleich der verschiedenen Gewebe jeweils eines Pa-

tienten verifiziert (Abb. 10). Auch in dieser Analyse zeigte sich eine signifikant verstarkte
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Expression von NOD2, XIAP und TAB1 im Tumorgewebe (alle p = <0,001)( Abb. 10B, C, F).

Hingegen konnten die Ergebnisse der allgemeinen Analyse von Tumor- und Normalgewebe

fir die RIP2-Expression in der gepaarten Analyse nicht wiederholt werden. Hier lag keine

signifikant erhéhte RIP2-Expression im Tumor- im Vergleich zum Normalgewebe vor (Abb.

10 D).
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Abb. 9.Vergleich der Expressionsstdrke der im NOD-Signalweg wichtigen Proteine in Tumor- und Normalgewebe. Ver-

gleich der Expressionen im gesamten Kollektiv (A) NOD1, (B) NOD2, (C) XIAP, (D) RIP2 und (E) TAB1.

IRS = Immunreaktiver Score, TG = Tumorgewebe, NG = Normalwebe. Dargestellt sind die jeweiligen Mediane. p=0,05.

Patienten mit Fernmetastasen und/oder mindestens einem Rezidiv wurden von der Bewertung ausgeschlossen.
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A NOD1 B NOD2
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Abb. 10 Gepaarte Analyse der Expressionsstarke der im NOD-Signalweg wichtigen Proteine in Tumor- und Normalge-
webe. (A) NOD1, (B) NOD2, (C) XIAP, (D) RIP2 und (E) TAB1). IRS = Immunreaktiver Score, TG = Tumorgewebe, NG =
Normalwebe. Dargestellt sind die Mediane. p = 0,05. Patienten mit mindestens einer Fernmetastase und/oder mindes-
tens einem Rezidiv wurden von der Bewertung ausgeschlossen.
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Fir die Uberlebensanalysen des gewahlten Kollektivs galten folgende klinikopathologische
Parameter: Das mediane Alter lag bei 70 Jahren. Dabei waren 131 (48%) Patienten 70 Jahre
alt oder jinger, 141 (52%) Patienten wiesen ein hoheres Alter auf. In die Analysen einbe-
zogen wurden 155 mannliche (43%) und 117 weibliche (57%) Patienten. Die Tumore wur-
den bei 194 Patienten (71%) in die T-Stadien 3 und 4 eingeordnet. 112 Patienten (41%)
wiesen Lymphknotenmetastasen auf. Im gesamten Kollektiv befand sich ein Patient, der
Fernmetastasen besal3. Alle weiteren Patienten zeigten diesbeziiglich einen negativen Be-
fund (99,6%). 226 Tumore (83%) wurden als G1 oder G2-Stadium definiert. 159 Tumore
wurden den UICC-Stadien | oder Il (58%) zugewiesen, 113 Tumore den UICC-Stadien Ill und

IV (41%).
Variablen Anzahl Anteil
[n] [%]
Geschlecht
Mannlich 155 43
Weiblich 117 57

Alter (Median)

<70 Jahre 131 48
> 70 Jahre 141 52
T-Stadium
T1+T2 79 29
T3+T4 194 71

Lymphknotenmetastasen
Negativ 161 59
Positiv 112 41

Systemische Metastasierung

negativ 272 99,6
positiv 1 0,4
Grading
G1+G2 226 83
G3 46 17
uicc
1+l 159 58
n+1v 113 41

Tab. 16 Klinisch-pathologische Variablen des untersuchten Patientenkollektivs
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Die Tab. 16 stellt die Charakterisierung des Patientenkollektivs in einer Ubersicht dar. Fiir
die Uberlebensanalysen wurden Patienten aus der Untersuchung ausgeschlossen, die Re-
zidive (n =9 Patienten) oder Fernmetastasen (n = 1 Patient) aufwiesen oder innerhalb eines
Monats nach der durchgefiihrten Operation verstarben (n=7 Patienten). Die Auswertung
der Farbung der im NOD-Signalweg beteiligten Proteine geschah mittels Ermittlung des Im-
munreaktiven Scores (IRS). Der Schwellenwert fir eine starke Farbung wurde bei einem

IRS-Wert von 23 definiert. Niedrigere Werte galten somit als schwache Proteinexpression.

Die Korrelation der Proteinexpression mit den klinikopathologischen Parametern zeigte ei-
nen Zusammenhang zwischen einer erh6hten NOD1-Expression und dem Geschlecht der
Patienten (p = 0,01) auf (Tab. 17). Weitere signifikante Korrelationen konnten fiir NOD1
nicht erkannt werden. Eine starke NOD2-Expression korrelierte mit gut und maRig differen-
zierten Tumoren der G-Stufen 1 und 2 (p = 0,05) (Tab. 18). Diese Beobachtung galt nur fir
die Proteinexpression im Tumorzentrum. An der Invasionsfront wurden diese Ergebnisse
nicht erzielt.

Die klinikopathologische Korrelation mit der Expression von XIAP im Tumorzentrum zeigte
signifikante Werte bei Patienten mit Lymphknotenmetastasen (p = 0,02) sowie in erhohten
UICC-Stadien Il und IV (p = 0,03) (Tab. 19). Die RIP2-Expression korrelierte mit dem Ge-
schlecht der Patienten (p = 0,0002) (Tab. 20). Die TAB1-Expression korrelierte mit keinem

der untersuchten Parameter (Tab. 21).
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Variablen

Geschlecht
Mannlich
Weiblich

T-Stadium
T1+T2
T34+T4

NOD1
(Tumorzentrum)
Niedrig Hoch
(IRS<3) (IRS=3)

36 (74%) 75 (52%)

13 (27%) 69 (48%)

13 (24%) 36 (25%)
37(76%) 107 (74%)

Lymphknotenmetastasen

Negativ
Positiv

Grading
G1+G2
G3

UICcC
I+
HI+IV

29 (59%) 83 (58%)
20 (41%) 60 (42%)

41 (84%) 121 (84%)
8(16%) 21 (15%)

29 (59%) 81 (56%)
20 (41%) 61 (42%)

p-Wert

0,01

1,00

1,00

0,82

0,87

Niedrig
(IRS < 3)

26 (28%)

10 (72%)

7 (19%)
29 (81%)

23 (64%)
13 (36%)

31 (86%)
5 (14%)

22 (61%)
13 (36%)

NOD1
(Invasionsfront)
Hoch
(IRS = 3)

79 (45%)

66 (54%)

33 (23%)
112 (77%)

80 (55%)
65 (45%)

118 (81%)
26 (18%)

80 (55%)
65 (45%)

Ergebnisse

p-Wert

0,06

0,82

0,45

0,63

0,45

Tab. 17 Analyse der klinikopathologischen Daten unter Einbeziehung der NOD1-Rezeptorexpres-
sion im Tumorzentrum und der Invasionsfront. Statistische Berechnung mittels Fisher‘s Exact Test,

p=0,05

Variablen

Geschlecht
Mannlich
Weiblich

T-Stadium
T1+T2
T3+T4

NOD2
(Tumorzentrum)
Niedrig Hoch

p-Wert

(IRS<3) (IRS 2 3)
47 (60%) 61 (58%)

31(40%) 44 (42%)

23 (29%) 28 (27%)
55(71%) 77 (73%)

Lymphknotenmetastasen

Negativ
Positiv

Grading
G1+G2
G3

UICC
I+l
HI+IV

47 (60%) 67 (64%)
31(40%) 38 (36%)

62 (79%) 94 (90%)
16 (51%) 10 (10%)

47 (60%) 65 (62%)
31(40%) 39 (37%)

0,88

0,74

0,65

0,05

0,76

(
Niedrig
(IRS<3)

42 (35%)

23 (65%)

22 (34%)
43 (66%)

39 (60%)
26 (40%)

52 (80%)
13 (20%)

39 (60%)
26 (40%)

NOD2
Invasionsfront)
Hoch
(IRS = 3)

58 (45%)

49 (54%)

25 (23%)
82 (76%)

65 (60%)
42 (39%)

94 (87%)
12 (11%)

64 (59%)
42 (39%)

p-Wert

0,20

0,16

1,00

0,13

1,00

Tab. 18 Analyse der klinikopathologischen Daten unter Einbeziehung der NOD2-Rezeptorex-
pression im Tumorzentrum und der Invasionsfront. Statistische Berechnung mittels Fisher’s
Exact Test, p=0,05
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) XIAP
Variablen
(Tumorzentrum)
Niedrig Hoch
(IRS<3) (IRS = 3)
Geschlecht
Mannlich 45 (61%) 73 (56%)
Weiblich 29 (39%) 80 (44%)
T-Stadium
T1+T2 27 (36%) 45 (25%)
T3+T4 47 (64%) 134 (75%)

Lymphknotenmetastasen

Negativ 53 (72%)
Positiv 21 (28%)

Grading
G1+G2 64 (87%)
G3 10 (14%)

uicc

1+l 51 (69%)
HI+IV 22 (30%)

98 (54%)
81 (45%)

149 (83%)
29 (16%)

98 (54%)
81 (45%)

p-Wert

0,07

0,09

0,02

0,70

0,03

Niedrig
(IRS < 3)

35 (60%)
23 (40%)

19 (33%)
39 (67%)

39 (67%)
19 (33%)

47 (81%)
11 (19%)

38 (66%)
19 (33%)

Ergebnisse

XIAP

(Invasionsfront)

Hoch Wert
(Rs=3) P
103 (59%) 1,0
70 (41%)

45 (26%) 0,32
128 (74%)

96 (55%) 0,13
77 (44%)

147 (85%) 0,41
25 (14%)

96 (55%) 0,16
77 (44%)

Tab. 19 Analyse der klinikopathologischen Daten unter Einbeziehung der XIAP-Expression im Tu-
morzentrum und der Invasionsfront. Statistische Berechnung mittels Fisher‘s Exact Test, p=0,05

) RIP2
Variablen
(Tumorzentrum)
Niedrig Hoch
(IRS < 3) (IRS=3)
Geschlecht
Mannlich 28 (47%) 114 (60%)
Weiblich 32(53%) 76 (40%)
T-Stadium
T1+T2 13 (22%) 60 (32%)
T3+T4 47 (78%) 129 (68%)
Lymphknotenmetastasen
Negativ 33 (55%) 116 (61%)
Positiv 27 (45%) 73 (38%)
Grading
G1+G2 50 (83%) 158 (83%)
G3 10 (17%) 31 (16%)
uicC
1411 33 (55%) 114 (60%)
N+v 27 (45%) 74 (39%)

p-Wert

0,0002

0,15

0,45

1,0

0,45

Niedrig
(IRS < 3)

29 (56%)

23 (44%)

12 (23%)
40 (77%)

30 (58%)
22 (42%)

43 (83%)
9 (17%)

29 (56%)
22 (42%)

RIP2

(Invasionsfront)

Hoch Wert
(Rs=3) P
106 (61%)
68 (39%)

0,0002

50 (29%) 0,48
124 (71%)

106 (61%) 0,75
68 (39%)

150 (86%) 0,51
24 (14%)

106 (61%) 0,63
68 (39%)

Tab. 20 Analyse der klinikopathologischen Daten unter Einbeziehung der RIP2-Expression im
Tumorzentrum und der Invasionsfront. Statistische Berechnung mittels Fisher’s Exact Test,

p=0,05
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Variablen

Geschlecht
Mannlich
Weiblich

T-Stadium
T1+T2
T3+T4

Lymphknotenmetastasen

Negativ
Positiv

Grading
G1+G2
G3

UICC
1+l
H+V

TAB1
(Tumorzentrum)

Niedrig Hoch
(IRS<3) (IRS23)
61(41%) 83 (43%)
42 (59%) 62 (57%)
28 (27%) 43 (30%)
75(73%)  101(70%)
60 (58%) 87 (60%)
43 (42%) 57 (39%)
88 (85%) 120 (83%)
15 (15%) 23 (16%)
60 (58%) 86 (59%)
43 (42%) 57 (39%)

p-Wert

0,79

0,57

0,79

0,86

0,79

Niedrig
(IRS < 3)

62 (43%)

46 (57%)

31 (29%)
77 (71%)

60 (56%)
48 (44%)

93 (86%)
15 14%)

59 (55%)
48 (44%)

TAB1
(Invasionsfront)
Hoch
(IRS 2 3)

66 (43%)

49 (57%)

31 (27%)
83 (72%)

74 (64%)
40 (35%)

94 (81%)
19 (17%)

74 (64%)
40 (35%)

p-Wert

1,00

0,88

0,17

0,58

0,17

Ergebnisse

Tab. 21 Analyse der klinikopathologischen Daten unter Einbeziehung der TAB1-Expression im
Tumorzentrum und der Invasionsfront. Statistische Berechnung mittels Fisher’s Exact Test,

p=0,05

Die anschlieende Korrelation der Gesamtiiberlebenszeit mit der Proteinexpression von

NOD1, NOD2, XIAP, RIP2 oder TAB1 zeigte eine signifikante Verschlechterung des Gesamt-

Uberlebens bei einer erhohten Expression von XIAP (p = 0,013) oder RIP2 (p = 0,053) im

Tumorzentrum (Abb. 11 C + D). Jedoch konnten signifikante Unterschiede ausschlieBlich

hier gefunden werden, nicht aber an der Invasionsfront der Tumore (XIAP: p = 0,37, RIP2:

p=0,774) (Abb. 11 H +1). Eine verstarkte Expression der NOD-Rezeptoren NOD1 und NOD2

sowie von TAB1 war weder im Tumorzentrum noch in der Invasionsfront mit einer Veran-

derung der Gesamtiiberlebenszeit assoziiert (Abb. 11).
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Abb. 11 Relation zwischen der Gesamtiiberlebensdauer von Patienten mit Kolonkarzinom
und der Expressionsstédrke der NOD-Rezeptoren NOD1 (A + F) und NOD2 (B + G) sowie XIAP
(C + H), RIP2 (D + 1) und TAB1 (E + J). Expression im Tumorzentrum (A-E) und Expression in
der Invasionsfront (F - J). Die Gesamtiiberlebensdauer ist in Prozent dargestellt, die Zeit in

Monaten
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Die durchgefiihrte univariate Analyse mit allen zur Verfliigung stehenden Parametern des
Kollektivs (Tab. 22) zeigte einen signifikanten Einfluss verschiedener Faktoren auf das Ge-
samtiberleben der Patienten. Dabei korrelierten das Lebensalter des Patienten signifikant
mit dem Gesamtliberleben (p = <0,001). Aufféllig war hier, dass die Patienten < 70 Jahren
durchschnittlich schneller verstarben als Patienten, die das 70. Lebensjahr bereits Gber-
schritten hatten. Auch das Vorhandensein von Tumoren mit hohen T- und N-Stadien fiihrte
zu einer signifikanten Verminderung des medianen Uberlebens. Dieses lag bei Patienten
mit Tumoren der T-Stadien 1 und 2 bei 58 Monaten, in hoheren Stadien bei 53 Monaten
(p =0,012). Das Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen war ebenfalls mit einer Re-
duktion der Uberlebenszeit assoziiert (p = <0,001). Lag ein schlecht- (G3-Stadium) oder un-
differenzierter (G4-Stadium) Tumor vor, war die mediane Uberlebensdauer mit 32 Mona-
ten, gegeniber den 57 Monaten bei gut und maRig differenzierten Tumoren, deutlich re-
duziert (p =0,001). Ebenfalls bedeutete ein hohes UICC-Stadium eine verminderte mediane
Uberlebensdauer: von 62 Monaten in UICC | und UICC II-Stadien auf 39 Monate in den UICC
Stadien Il und IV (p= <0,001). Das Geschlecht besaR hingegen keinen Einfluss auf die Uber-
lebensdauer der Patienten.

Eine vermehrte XIAP-Expression im Tumorzentrum fuhrte in dem hier vorliegenden Kollek-
tiv zu einer Verkiirzung der Uberlebenszeit um sieben Monate (p = 0,013). In der Invasions-
front konnten diese Ergebnisse nicht bestatigt werden.

Ahnlich wie bei XIAP nahm die RIP2-Expression im Tumorzentrum Einfluss auf das Uberle-
ben (p = 0,053), wahrend die RIP2-Expression an der Invasionsfront keinen signifikanten
Einfluss aufwies (p = 0,774). Auch die Expression der Proteine TAB1 und der Rezeptorpro-
teine NOD1 und NOD?2 zeigten keine signifikanten Verdnderungen fiir das Uberleben der
Patienten auf (Tab. 22).

Eine weiterfihrende multivariate Analyse, in die alle univariat signifikanten Faktoren ein-
flossen, bestatigte neben den klinisch-pathologischen Faktoren (Alter, G- und N-Stadien)
XIAP als unabhdngigen prognostischen Faktor im dem hier untersuchten Kollektiv

(p = 0,028).
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medianes Alter
<701J).vs.>701.

Geschlecht

T-Stadien
T1/2vs. T3/4
N-Stadien
NOvs. N
G-Stadien
1/2 vs.3/4
UICC-Stadien
I/1vs 1l
XIAP
Zentrum
XIAP
Invasionsfront
RIP2
Zentrum
RIP2
Invasionsfront
TAB1
Zentrum
TAB1
Invasionsfront
NOD1
Zentrum
NOD1
Invasionsfront
NOD2
Zentrum
NOD2
Invasionsfront

63 vs.

n.s.

58 vs.

62 vs.

57 vs.

62 vs.

58 vs.

n.s.

57 vs.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

77

53

43

32

39

51

53

<0,001

0,636

0,012

<0,001

0,001

<0,001

0,013

0,370

0,053

0,774

0,270

0,649

0,246

0,694

0,736

0,637

3,031 (1,988-4,542)

2,151 (1,451-3,188)

2,026 (1,277-3,214)

1,696 (1,058-2,721)

n.s.

<0,001

n.e.

n.s.

<0,001

0,003

n.s.

0,028

n.e.

n.s.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

n.e.

Tab. 22 Uberlebensanalyse der Patienten des vorliegenden Kollektivs in uni- und multivariater Analyse. Fiir die Stirke
der Proteinexpression lag der Schwellenwert bei einem IRS von 23. p = 0,05; n.s. = nicht signifikant; n.e. = nicht in die
Analyse eingesetzt. HR = Hazard Ratio (Relatives Risiko), Cl = Confidence Intervall, Fett: in univariater Analyse signifikant
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4.2 RNA-Expressionsanalyse mittels Microarray in stimulierten HCT116

WT und HCT116 XIAP/Y

Die immunhistologischen Ergebnisse zeigten eine starke Expression der Komponenten des
NOD-Signalwegs im Kolonkarzinom. Insbesondere zeigte die Starke der Expression von
XIAP und RIP2 eine Relevanz fiir das Uberleben der Patienten. XIAP wurde dabei als prog-
nostisch relevanter Faktor bestatigt. Da seine Rolle als Apoptoseinhibitor und Induktor der
Metastasierung in Tumoren bereits bekannt ist, sollten die immunhistologischen Ergeb-
nisse als nachstes auf molekularer Ebene weiter untersucht werden. Um einen ersten Ge-
samtuberblick tGber eine XIAP-abhangige Regulation des NOD-Signalwegs in Bezug auf
krebsrelevante Gene im Kolonkarzinom zu erhalten, wurde ein RNA-Microarray durchge-
fiihrt. Dazu wurden zunéchst XIAP7Y-Klone und wildtypische Zellen der Kolonkarzinom-Zell-
linie HCT116 (Cummins et al. 2004) mit den NOD-Rezeptor-Liganden iE-DAP (y-D-glutamyl-
meso-diamino-Pimelinsdure) bzw. MDP (Muramyl-dipeptid) fiir drei Stunden stimuliert, die
RNA isoliert und mittels RNA Integritatsnummer (RIN) qualitativ bewertet. Bei der Auswer-
tung der erhaltenen Arraydaten wurde das Verhiltnis der jeweiligen RNA von XIAP7Y zu
wildtypischen Zellen ermittelt. Dabei zeigte der Wert 1 die basale Genexpression an. Werte
dariiber wiesen auf eine Uberexpression des jeweiligen Gens in Zellen mit XIAPY hin, klei-
nere Werte zeigten eine Herabregulation an. Die verglichenen Zellen unterschieden sich
ausschlieBlich in dem genetischen Knock Out von XIAP. Daher konnte davon ausgegangen
werden, dass die detektierte differentielle Expression verschiedener Gene nach der Stimu-
lation in XIAP-Abhangigkeit reguliert wurde. Die Abbildungen 11A und C zeigen eine Uber-
sicht Gber die durch die Stimulation aktivierten Signalwege. Insbesondere wurden Chemo-
kin-abhangige Signalwege, sowie Apoptose-induzierende und NOD-Rezeptor dhnliche Sig-
nalwege in Abhangigkeit von XIAP stimuliert. Die Stimulation von HCT116 mittels MDP be-
traf im Gegensatz zu iE-DAP-stimulierten Zellen eine Vielzahl weiterer Signalwege (Abb.
12C). Insgesamt wurden durch die Stimulation der Zellen mit MDP 379 Gene differentiell
reguliert. Davon wurden 195 Gene herauf- und 184 Gene in Abhangigkeit von XIAP herab-
reguliert. Durch die DAP-Stimulation wurden insgesamt 205 Gene differentiell reguliert,

davon wurden 104 Gene herauf- und 101 Gene herabreguliert.
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Von besonderem Interesse waren fiir diese Arbeit die Gene, die mit Tumorwachstum,
Proliferation, Metastasierung und Migration assoziiert werden. Abbildungen 11B und D zei-
gen die zwanzig, durch iE-DAP (im Folgenden ,DAP“ genannt) bzw. MDP-Stimulation am
starksten regulierten Gene. Hierzu zdhlen insbesondere nach MDP-Stimulation verschie-
dene Zytokine und das Transkript des Inhibitor of Apoptosis-Gens BIRC3/cIAP2. Aufgrund
der starken differentiellen Regulation und ihrer Funktion in den fiir dieses Projekt interes-
santen Bereichen, wurden die Gene /L8, CXCL1, CCL20 und BIRC3/clAP2 fiir die weiteren
Analysen ausgewahlt. Die Expression von IL8 stieg im Wildtyp nach DAP-Stimulation um das
19,2-fache (p = 0,028), nach MDP-Stimulation sogar um das 50,3-fache (p = 0,032). Die Ex-
pression von CXCL1 war 5,2- (p = 0,035, DAP) bzw. 39,6-fach (p = 0,036, MDP) erh6ht. CCL20
zeigte eine vermehrte Expression um das 27,6-fache nach MPD-Stimulation (p = 0,015),
wahrend die BIRC3/clAP2-Expression nach MDP-Stimulation um das 20,8-fache (p = 0,02)

erhoht war.
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L8 19,21 Up 0,027911289
VSNL1 13,99 Up 0,012661666
SLC2A3 12,57 Down 0,045215316
FXYD3 7,14 Up 0,018771809
EHF 5,83 Up 0,010974247
CXCL1 5,23 Up 0,034746174
CCK 4,27 Down 0,048909187
FABP6 3,69 Up 0,037376493
NF2 3,67 Up 0,04381289
lincRNA 3,63 Up 0,012720587
MYL2 3,55 Down 0,0475937
CcD83 3,53 Up 0,01203897
TMEM125 3,51 Up 0,012041106
XLOC_012568 3,37 Up 0,009109736
PLA2G7 3,36 Up 0,032655615
PRKACB 3,32 Up 0,025415404
CXCL2 3,31 Up 0,037376493
PLAU 3,28 Up 0,028257053
NFKBIA 3,27 Up 0,00494579
CALB2 3,05 Up 0,040572826

Epithelial cell signaling i
Helicobacter pylori
receptor signaling
hway

L8 50,30 Up 0,031752516

cxcL1 39,57 Up 0,035772175

ccL20 27,64 Up 0,014587915

BIRC3 20,80 Up 0,020027734

cxcL3 20,43 Up 0,020027734

SYK 17,07 Up 0,03875159

VSNLL 15,19 Up 0,030385248

LOC388553 12,60 Up 0,044970386

ETV1 11,37 Up 0,026673177

NCRNA00326 11,08 Up 0,035719287

FXYD3 9,73 Up 0,020027734

CX3CR1 9,64 Down 0,040901676

XDH 9,52 Up 0,018703967

SLC2A14 8,12 Down 0,008070958

by LTB 7,50 Up 0,036220044
Ncer TGFB2 7,28 Down 0,021851696
lincRNA 6,95 Up 0,047308173

MGAT4C 6,33 Down 0,043624807

lincRNA 5,94 Up 0,016491702

Abb. 12 Expression differentiell regulierter Gene in Abhédngigkeit von XIAP nach Stimulation mit DAP (A + B) bzw. MDP
(C+D). Ubersicht tiber XIAP-abhingige regulierte Signalwege nach (A) DAP- und (C) MDP-Stimulation von HCT116-Zellen.
(B) Tabelle der starksten differentiell regulierten Gene nach DAP-Stimulation. (D) Tabelle mit den 20 am starksten von
der differentiellen Regulation betroffenen Genen nach MDP-Stimulation. Griin: Heraufregulierte Gene. Rot: Herabregu-
lierte Gene. Fett: Ausgewdhlte Zielgene. Die Tabellen stellen die Gensymbole, deren n-fache differentielle Expression, die

Herauf- oder Herabregulation sowie die Signifikanz der Ergebnisse (p=0,05) dar.
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4.3 Validierung der Microarray-Ergebnisse mittels qRT-PCR

Die Expression der ausgewahlten Zielgene IL8, CXCL1, CCL20 und BIRC3/clAP2 wurde mit-
tels qRT-PCR in einem Panel verschiedener Kolonkarzinom-Zelllinien validiert. Dazu wurden
die semi-adhéarenten Zelllinien Colo205, Colo206F, sowie die adharenten Zelllinien SW480,
CaC0-2, HT29, LoVo, DLD-1 (SIB) und HCT116 (SIB) mit MDP bzw. DAP fiir jeweils drei Stun-
den behandelt. Der Zusatz ,SIB“ bei den Zellen DLD-1 und HCT116 weist auf das Vorhan-
densein eines zuféllig in das Genom inserierten mock-Vektors hin. Diese Klone dienen als
Negativkontrollen fiir die entsprechenden XIAPV-Klone.

Nach der Behandlung der Zellen wurde die Gesamt-RNA isoliert und die Expression der
Zielgene nach einer cDNA-Synthese durch eine semi-quantitative Real-Time-PCR analysiert.
Hierbei zeigte sich, dass alle acht getesteten Zelllinien auf die Stimulationen reagierten und
die Expression der untersuchten Zielgene nach der Stimulation durch die NOD-Liganden
DAP und MDP erh6ht waren. Die Zellllinien SW480, CaCO-2 und HT29 zeigten im Gegensatz
zu den weiteren untersuchten Zelllinien allein nach DAP-Stimulation eine verstarkte Ex-
pression von IL8, CXCL1 und CCL20. Eine differentielle Regulierung von clAP2 konnte hier
nur bei der Zelllinie HT29 beobachtet werden. Am starksten reagierten die Zelllinien
Colo205, Colo206F, LoVo, HT29 und HCT116 (SIB) auf die Stimulation durch den jeweiligen
Liganden: Die IL8-Expression in den semiadhéarenten Zelllinien Colo205 und Colo206F war
nach MDP-Stimulation im Vergleich zur unstimulierten Zelllinie um das 600-fache erhoht.
Auch stieg die Expression des Zytokins CXCL1 in Colo205 um das 360-fache, in Colo206F um
das 80-fache an. Auch die Expression von CCL20 (3000-, bzw. 400-fach) sowie die clAP2-
Expression (24-, bzw. 14-fach) waren stark erhoht. Die RNA-Expression nach DAP-Stimula-
tion war in diesen Zelllinien nicht so stark ausgepragt, zeigte aber die gleichen Tendenzen
(Abb. 13). Ein deutlicher Unterschied konnte bei der clAP2-Expression in der Zelllinie
Colo206F (Abb. 13D) detektiert werden. Hier war die Expression nach MDP-Stimulation
stark erhoht, wahrend die DAP-Stimulation zu keiner vermehrten Expression fiihrte (Abb.

13).
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Abb. 13 Validierung der Daten des Microarrays auf RNA-Ebene mittels qRT-PCR. Expression verschiedener XIAP-abhan-
giger Zielgene des NOD-Signalwegs in acht verschiedenen Kolonkarzinom-Zelllinien: (A) IL8; (B) CXCL1; (C) CCL20; (D)
clAP2. Weil’: unstimuliert, hellgrau: MDP-stimuliert, dunkelgrau: DAP-stimuliert

Die adharenten Zellllinien LoVo, HT29 und HCT116 (SIB) zeigten im Vergleich zu den semi-
adhdrenten Zelllinien Colo205 und Colo206F eine moderatere Expression der untersuchten
Gene nach der Stimulation. Dennoch zeigten sich starke Expressionsunterschiede nach der
Stimulation mit MDP oder DAP innerhalb der einzelnen Zelllinien. Die Expression von ILS,
CXCL1 und CCL20 war in Zellen der Linie LoVo nach der Stimulation mit DAP starker ausge-
pragt als nach der Stimulation mit MDP, wahrend die Expression der untersuchten Zielgene
in der Linie HCT116 (SIB) nach der MDP-Stimulation besonders stark anstieg (Abb. 13).
Diese Zelllinie zeigte in den hier dargestellten Versuchen im Vergleich mit den anderen un-

tersuchten Zelllinien insgesamt die starkste Reaktion auf die Stimulation mit DAP und MDP.
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4.4 clAP2-Expression in HCT116 WT und XIAP”- -Klonen nach Stimulation
des NOD-Signalwegs mittels MDP und DAP

In Kapitel 4.3 konnte gezeigt werden, dass clAP2 in HCT116 (SIB) nach Stimulation mit den
NOD-Rezeptor-Liganden stark exprimiert wird. Die Expression war nach MDP-Stimulation
im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen 127-fach und nach DAP-Stimulation 61-fach er-
hoht. Um nun die XIAP-abhangige Expression von clAP2 in dieser Zelllinie darzustellen, wur-
den HCT116 WT (SIB) und XIAP7Y Klone fiir drei Stunden mit MDP bzw. DAP stimuliert. Hier-
bei zeigte eine Quantifizierung der mRNA- sowie der Protein-Expression mittels gRT-PCR
und Western Blot, dass sich die clAP2-Expression in den stimulierten Wildtyp-Zellen signi-
fikant erhohte, in den Knock Out-Zellen jedoch keine signifikante Veranderung in Bezug auf

den unbehandelten Wildtyp auftrat. (Abb. 14).
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Abb. 14 cIAP2-Expression auf (A) RNA- und (B) Proteinebene nach MDP und DAP-Stimulation nach 3 (RNA) bzw. 12 und
24 Stunden (Proteine) in HCT116 WT und XIAP7Y. HCT116 WT und XIAPY wurden mit MDP und DAP stimuliert. Nach drei
Stunden Inkubation wurde die RNA, nach 24 Stunden wurden die Proteine der Zellen isoliert und mittels qRT-PCR und
Western Blot die clAP2-Expression bestimmt. Die qRT-PCR wurde mit einer Haufigkeit von n=3 durchgefiihrt, der Western
Blot mit n=1. (A) weilk: unbehandelt, hellgrau: MDP-stimuliert, dunkelgrau: DAP-stimuliert. (B) *= unspezifische Bande,
unbeh = unbehandelte Probe, DAP =iE-DAP

So war die RNA-Expression von clAP2 nach der Stimulation mit MDP um das 8,93-fache,
nach Stimulation mit DAP um das 2,72-fache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle er-
hoht. Hingegen konnte kein signifikanter Anstieg der clAP2-Expression nach der Stimula-
tion des XIAPY-Klons im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle nachgewiesen werden
(Abb. 14A). Der Proteinnachweis mittels Western Blot unterstiitzte diese Ergebnisse. Hier
konnte ein Anstieg von clAP2 auf Proteinebene nach 12 und nach 24-stiindiger Inkubation
mit MDP und DAP in wildtypischen HCT116-Zellen nachgewiesen werden. Dabei waren die

beobachteten Effekte nach 24 Stunden am deutlichsten zu erkennen (Abb. 14B).
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Die hier erhaltenen Ergebnisse zeigen demnach sowohl auf RNA- als auch auf Proteinebene
eine gleiche clAP2-Expression in unstimulierten HCT116 Wildtyp und XIAP7Y-Zellen. Erst
eine Stimulation des NOD-Signalwegs mittels MDP oder DAP fiihrte ausschlieBlich in wild-
typischen Zellen zu einer Zunahme von clAP2-RNA und -Protein. Diese Beobachtungen ver-
deutlich abermals die Sensitivitat der Zelllinie HCT116 hinsichtlich der Stimulation mit MDP

bzw. DAP.

4.5 Etablierung stabiler RIP2- und TAB- Knock Out Klone der Zelllinie
HCT116 (SIB)

Wie XIAP, so sind auch RIP2 und TAB1 von zentraler funktioneller Bedeutung innerhalb der
NOD-Signalkaskade. Um die potentielle Funktion dieser Proteine fiir die Aktivierung des
NOD-Signalwegs im Rahmen der Tumorprogression darzustellen, wurden mittels der Zink-
finger-Nuklease (ZFN)-Technologie spezifische, geninaktivierende Mutationen in das RIP2-
bzw. TAB1-Gen der Zelllinie HCT116 (SIB) eingefiigt. Die Abbildung 15A zeigt die spezifische
Fokl-Nuklease-Schnittstelle mit der Erkennungssequenz acagg und ihre Lokalisation am
Ende des Exons 1 innerhalb des RIP2-Gens. Flankiert wird die Nuklease von 5-6 Zinkfinger-
proteinen. Jedes dieser Proteine erkennt eine zuvor definierte Sequenz von drei Basenpaa-
ren und spezifiziert somit die Bindung des ZFN-Komplexes. Zur Aktivierung der Nuklease
muss diese zunachst ein Heterodimer bilden. Daher sind zwei ZFN-Proteine fir die Spaltung
des DNA-Doppelstrangs notwendig. Die Aktivitdt der ZFN wurde mittels PCR von genomi-
scher DNA und anschlieBendem enzymatischem Verdau lGberprift (Abb. 15C). Die standar-
disierte Positivkontrolle (Spur 2) wies wie zu erwarten drei DNA-Banden der GréRen
349 bp, 210 bp und 139 bp auf. Wildtypische DNA aus der Zelllinie HCT116 (SIB) (Spur 3)
zeigt zwei Banden der GroRen 349 bp und 250 bp. Die DNAs aus mit ZFN-mRNA (Spur 4)
bzw. mit ZFN-Plasmid-DNA (Spur 5) transfizierten Zellen zeigen jeweils alle vier Banden,
wodurch die Aktivitat der ZFN in den transfizierten Zellen nachgewiesen werden konnte.

Durch den Einsatz der ZFN konnte ein homozygoter RIP2 Knock Out (/) Klon generiert wer-

den (Abb. 15B). Der Klon P5.6 enthélt eine Deletion eines Guanins am Ende von Exon 1.
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Hierdurch entstand eine Leserasterverschiebung, die die Translation des RIP2-Proteins ver-
hindert. Im Western Blot ist in wildtypischen Proteinlysaten eine spezifische RIP2-Bande zu
erkennen, wobei im Knock Out Klon nur eine unspezifische Proteinbande sichtbar ist (Abb.
15D).

Abb. 15E zeigt die Lokalisation und die Erkennungssequenz der TAB1-spezifischen ZFN.
Diese befindet sich in Exon 2 des Gens. Die Basenfolge der Schnittsequenz dieser ZFN lautet
tctgct. Auch hier konnte die Aktivitat der ZFN mittels PCR und enzymatischer DNA-Spaltung
nachgewiesen werden (Abb. 15G). Die PCR-Fragmentlangen lagen hier bei 301 bp fiir das
wildtypische Produkt und bei 175 bp bzw. 126 bp fiir die gespaltenen DNA-Fragmente.
Durch die ZFN-Aktivitat konnte ebenfalls ein TAB17- -Klon generiert werden. Der Klon P19
enthalt eine homozygote Insertion von zwei Basen (Abb. 15F), was zu einer Leserasterver-
schiebung fiihrt und die Bildung eines intakten Proteins nicht mehr moglich macht. In der
Proteinexpressionskontrolle (Abb. 15H) ist nur im wildtypischen Proteinlysat eine spezifi-
sche TAB1-Bande erkennbar. Im Knock Out Klon konnte hingegen keine TAB1-Bande mehr

detektiert werden.
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Abb. 15 Schema der Generierung von genetischen Knock Out Klonen der Zelllinien HCT116. Darstellung des genetischen
RIP2 (A-D) bzw. TAB1-Knock Outs (E-H) in der Zelllinie HCT116. Schematische Darstellung der Nuklease-Schnittstellen
(rot), sowie deren Sequenzverdanderungen (B + F) innerhalb der verschiedenen Klone. Nachweis der ZFN-Nuklease-Akti-
vitat mittels PCR (C + G). Der Knock Out wurde zudem auf Proteinebene mittels Western Blot verifiziert (D + H).

(C): 1= DNA-Leiter, 2 = Positivkontrolle,3= HCT116 WT, 4= ZFN-mRNA + Donor, 5 = ZFN-Plasmide + Donor (G): 1= DNA-
Leiter, 2 = HCT116, 3= Positivkontrolle WT, 4= ZFN-mRNA + Donor, 5 = ZFN-Plasmide + Donor. unterstrichen: inserierte

Basen
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4.6 Funktionelle Kontrolle der generierten HCT116 Knock Out Klone mit-

tels Dual-Luciferase-Assay und quantitativer Real Time-PCR

Um die Funktionalitat der generierten HCT116 (SIB) RIP27-- und HCT116 (SIB) TAB17- -Klone
zu Uberprifen, wurde der NOD-Signalweg in den Zellen wie in den zuvor durchgefiihrten
Versuchen mittels MDP und DAP stimuliert. Die Aktivitat des im Signalweg stromabwarts
von RIP2 und TAB1 liegenden NFkB wurde dann unter Verwendung des Dual-Luciferase-
Assays (Promega) gemessen. Zusatzlich zu den verschiedenen Luciferase-Plasmiden wur-
den in einem ersten Versuch die NOD-Rezeptoren NOD1 und NOD2 mittels Lipofektion in
die verschiedenen Zellklone eingebracht und dort Gberexprimiert. Abb. 16A zeigt in wildty-
pischen HCT116 eine starke Luciferase-Aktivitit nach der Uberexpression des NOD1-
(p =0,004) bzw. NOD2-Rezeptors (p = < 0,0001). Als Negativkontrolle diente der HCT116
XIAP7Y Klon, da die NFkB-Aktivierung in diesem Signalweg nur in Abhingigkeit und dem
Vorhandensein von XIAP geschehen kann. Bei einem XIAP-Verlust kann somit keine Aktivi-
tat induziert werden. Die erhaltenen Daten zeigten, dass es bei einem Knock Out von RIP2
ahnlich wie beim XIAP Knock Out zu keiner erhdhten Luciferase-Aktivitat kam. In Zellen mit
TAB1 Knock Out konnte hingegen eine signifikant erhéhte Luciferase-Aktivitat um das 8,3-
fache nach MDP-Stimulation (p = 0,0003) und um das 7,2-fache nach DAP-Stimulation
(p =0,0022) im Vergleich zu unbehandelten Zellen gemessen werden. Im Vergleich mit der
dquivalenten Behandlung im Wildtyp war die Luciferase-Aktivitat der TAB17--Zellen den-
noch signifikant vermindert (NOD1: p = 0,0018; NOD2: p = < 0,0001).

In einem nachsten Schritt wurden die verschiedenen Klone mit den spezifischen NOD-Lig-
anden MDP und DAP stimuliert (Abb. 16B). Auch hier zeigte sich eine starke Luciferase-
Aktivitat in wildtypischen Zellen. Diese verstarkte sich nach MDP-Stimulation um das 93,6-
fache (p = 0,0024), nach DAP-Stimulation um das 54,1-fache (p = 0,0129). Hingegen konnte
fur den RIP27-Klon im Vergleich zu den entsprechenden unbehandelten Zellen sowohl
nach MDP- (p = 0,2054) als auch nach DAP-Stimulation (p = 0,0954) keine vermehrte Luci-
ferase-Aktivitat erkannt werden. Die Stimulation in den TAB17/-Klonen durch MDP bzw.
DAP zeigte eine signifikant verstarkte Luciferase-Aktivitat im Vergleich zu entsprechenden

unbehandelten Klonen. Hier stieg die Aktivitdit nach MDP-Stimulation um das 76,9-fache
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(p =0,0001), nach DAP-Stimulation um das 37-fache (p = 0,0105) an. Diese Beobachtungen

entsprechen den durch die NOD-Rezeptor-Uberexpression enthaltenen Ergebnissen.
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Abb. 16 Luciferase-Aktivitit nach (A) Uberexpression von myc-NOD1 und myc-NOD2 sowie nach (B) MDP- und DAP-
Stimulation. (A) Die verschiedenen Knock Out Zellen wurden zunachst mit einem Luciferase gebundenen NF-kB-Plasmid
und einer Renilla-Luciferase transfiziert. Zusatzlich wurden myc-NOD1 bzw. myc-NOD2-Plasmide transfiziert. 24 Stunden
nach der Transfektion wurde die Luciferase-Aktivitdt mittels Dual-Luciferase-Reporter-Assay bestimmt. (B) Die Knock Out
Zellen wurden wie in (A) mit NF-kB-gekoppelter Luciferase und der Renilla-Luciferase transfiziert. 24 Stunden nach der
Transfektion wurden die Zellen mit 20 pg/ml MDP bzw. iE-DAP behandelt. Weitere 24 Stunden spater wurde die Luciferase-
Aktivitat luminometrisch bestimmt. Dargestellt sind die absolut gemessenen Werte inkl. der Standardabweichungen. Als
Positivkontrolle diente die Zelllinie HCT116 WT (SIB). p < 0,05, n.s. = nicht signifikant

Insgesamt hatte die Stimulation der NOD-Signalwege durch die rezeptorspezifischen Ligan-
den MDP und DAP einen stirken Aktivierungseffekt als die Uberexpression der Rezeptoren
selbst. Dieser lag in wildtypischen Zellen nach MDP-Stimulation bei 93,54-facher, nach DAP-
Stimulation bei 54,18-facher Aktivitdt. Hingegen erreichte die Luciferase-Aktivitat nach der
Uberexpression der Rezeptoren Werte von 18,09 nach NOD1-Uberexpression und einen
Wert von 21,83 nach NOD2-Uberexpression. Daher wurde die Stimulation des NOD-Signal-
wegs in den weiteren Versuchen ausschlieRlich durch die Zellstimulation mittels Liganden
durchgefihrt.

Weiterhin sollte die funktionelle Spezifitdt der genetischen Knock Outs fiir den NOD-Signal-
weg dargestellt werden. Dazu wurden die RIP27-, TAB17/- und XIAP/-Klone, sowie die
wildtypische HCT116 (SIB) Zelllinie mit 20 ng/ml Tumornekrosefaktor a (TNFa) Giber Zeit-
radume von 0, 30, 60 und 360 Minuten stimuliert. Durch TNFa wird NF-kB Gber den TNF-

Rezeptor-Signalweg aktiviert und ist somit unabhangig von der im NOD-Signalweg wirken-
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den RIP2-TAB1-XIAP-Achse. Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass die NF-kB-Aktivie-
rung in HCT116 XIAP/Y-Zellen nach der Zugabe von TNFa unabhéngig von XIAP stimuliert
werden konnte (Krieg et al. 2009). Daher wurde in diesen Versuchen der XIAP7Y-Klon als
Positivkontrolle mitgefiihrt. Nach der Stimulation wurde die RNA aus den Zellen extrahiert

und die Expression der NF-kB-Zielgene IL8- und clAP2 durch eine qRT-PCR-Reaktion be-

stimmt.
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Abb. 17 Nachweis der Spezifitdt der verschiedenen Knock Outs fiir die NOD-Signalwege. Die verschiedenen Zellen
wurde durch die Zugabe von TNF-a stimuliert und die Gesamt-RNA nach 0, 30, 60 und 360 Minuten isoliert. Mittels qRT-
PCR wurden dann die IL8- und clAP2-Expression als indirekter Marker fur die NF-kB-Aktivitat nachgewiesen. (A) IL8- und
(B) clAP2-Expression nach TNFa-Stimulation. Fir die statistischen Berechnungen wurden die Werte der jeweils unbehan-

delten Klone als Referenz genutzt.

Dabei zeigte sich, dass die Expression in Abhangigkeit von der Behandlungsdauer anstieg.
Die jeweils starkste IL8-Expression in den verschiedenen Klonen war bereits nach 30-mini-
tiger TNFa-Stimulation erreicht (Abb. 17A), die maximale Expression von clAP2 nach 360-
mindtiger Stimulation (Abb. 17B). Dabei wiesen die Expressionswerte der verschiedenen

Knock Out Klone keine signifikanten Unterschiede zur wildtypischen Expression auf.

4.7 Expressionskontrolle verschiedener NFkB-Zielgene mit Hilfe semi-

guantitativer RealTime-PCR
Durch die Aktivierung von NFkB innerhalb des NOD-Signalwegs werden verschiedenste
Zielgene exprimiert (vgl. Kapitel 4.2). Um den vollstandigen Ablauf des NOD-Signalwegs in
den etablierten RIP2- und TAB1-Knock Out Klonen und Wildtypen nach MDP- und DAP-

Stimulation zu untersuchen, wurde die Expression von IL8, CXCL1, CCL20 und clAP2 mittels
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gRT-PCR untersucht. Dazu wurden die entsprechenden Klone mit MDP und DAP erneut sti-
muliert. Die Daten zeigten einen Anstieg der Expression der Zytokine IL8 (Abb. 18A), CXCL1
(Abb. 18B) und CCL20 (Abb. 18C) sowie des Inhibitor of Apoptosis Proteins clAP2 (Abb. 18D)
in stimulierten wildtypischen HCT116.
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Abb. 18 RNA-Expression der NF-kB-Zielgene (A) IL8, (B) CXCL1, (C) CCL20 und (D) clAP2. Die verschiedenen Knock
Out Klone sowie die wildtypische Zelllinie wurden mit MDP bzw. iE-DAP fiir 24 Stunden behandelt. AnschlieRend
wurde die RNA isoliert und die Expression der verschiedenen NF-kB-Zielgene mittels gRT-PCR bestimmt. Die Berech-
nungen bezogen sich auf die unbehandelte Probe des jeweiligen Klons. Dargestellt sind die Mittelwerte + Stan-
dardabweichung.

Im Detail stieg die IL8-Expression nach MDP-Stimulation um das 3,61-fache (p = 0,0001) an,
die CXCL1-Expression um das 2,8- fache (p = 0,0002). CCL20 wurde um das 7,6-fache starker
exprimiert (p = 0,0034), clAP2 um das 6,44-fache (p = 0,0024). Nach DAP-Stimulation war
die IL8-Expression im HCT116 Wildtyp um das 1,8-fache (p = 0,0018) im Vergleich zur un-
behandelten Kontrolle erhoht. Die CXCL1-Expression steigerte sich auf die 2,16- fache Ex-
pression (p = 0,0043) und eine um das 2,52-fache Erhéhung der Expression wurde fiir CCL20
ermittelt (p = 0,0015). Die clAP2-Expression war hier verdoppelt (p = 0,2007).
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In HCT116 RIP27/-Zellen konnte nach MDP-Stimulation eine leicht erhéhte CXCL1-Expres-
sion festgestellt werden, die hier um das 0,5-fache (p = 0,0335) gestiegen war. Die Expres-
sion der anderen untersuchten Zielgene konnte durch die Stimulationen nicht gesteigert
werden. In den TAB17" - und XIAP7Y — Klonen konnten ebenfalls keine signifikanten Veran-
derungen der Expressionsraten im Vergleich zu den jeweiligen unbehandelten Kontrollzel-
len gefunden werden. Zudem waren die Expressionsraten der verschiedenen Knock Out
Klone im Vergleich zu denen der wildtypischen Zelllinie insgesamt signifikant vermindert
(Abb. 18A-C). Allein die clAP2-Expression in DAP-stimulierten wildtypischen Zellen und

Knock Out Klonen zeigte keine signifikanten Unterschiede (Abb. 18D).

4.8 Nachweis der IL8-Sekretion in Knock Out Zellen nach MDP und DAP-

Stimulation mittels ELISA

Das Zytokin IL8 wird von Zellen sekretiert und befindet sich in der Zellkultur im Ndahrme-
dium. Als weiteren Nachweis zur Auswirkungen der RIP2-, TAB1 und XIAP-Knock Outs auf
die Signalweiterleitung und NFkB-Aktivierung innerhalb des NOD-Signalwegs, wurde die
IL8-Sekretion dieser verschiedenen HCT116 Klone unter Zuhilfenahme der ELISA-Methode
untersucht. Hierzu wurden die Zellkulturiiberstande der zuvor mit 20 ug/ml MDP bzw. DAP-
behandelten Zellen verwendet. Wie die graphische Darstellung der n-fachen IL8-Sekretion
durch ein Balkendiagramm zeigt, war die IL8-Konzentration im Zellkulturiiberstand der
wildtypischen Zelllinie nach MDP- bzw. DAP-Stimulation 2- bzw. 1,8-fach erhéht (Abb. 19).
Im Gegensatz dazu konnte im RIP27-Klon keine vermehrte IL8-Sekretion nachgewiesen
werden. Die IL8-Sekretion des TAB17-Klons war nach MDP-Stimulation um das 2,7-fache
erhoht, nach DAP-Stimulation um das 1,4-fache. Der als Negativkontrolle genutzte HCT116
XIAPY-Klon zeigte eine minimale Reaktion auf die Stimulationen.

Im Vergleich zum entsprechenden wildtypischen Ansatz war die Starke der IL8-Sekretion in
den RIP27- und XIAPY-Klonen verringert, nach MDP-Stimulation zeigte sich eine schwach
signifikante 1,2-fache Erhdhung der IL8-Konzentration im Zellkulturiiberstand des TAB17--

Klons im Vergleich zur wildtypischen Zelllinie.
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Abb. 19 IL8-Sekretion von Knock Out Zellen nach Stimulation mit MDP bzw. iE-DAP. Zellkulturiiberstande wurden nach

24-stiindiger MDP-bzw. DAP-Stimulation abgenommen, der Zelldebris herabzentrifugiert und die IL-8 Konzentration mit-
tels ELISA bestimmt. p < 0,05. ns = nicht signifikant

4.9 Rekonstitution von RIP2 und TAB1 in HCT116 Knock Out Klonen und
Ermittlung der Auswirkungen auf die Aktivitiat der NF-kB-Zielgene in

Abhingigkeit der Uberexpression von XIAP

In den in diesem Kapitel dargestellten Versuchen sollte nun untersucht werden ob nicht
nur, wie von Lu und Kollegen beschrieben, die Interaktion von XIAP mit TAB1 fiir die Akti-
vierung von NF-kB vonnoten ist (Lu et al. 2007), sondern auch die Interaktion von RIP2 mit
XIAP eine essentielle Rolle bei der Aktivierung von NF-kB spielt.

Fur diese Versuche sollte als Positivkontrolle eine RIP2- bzw. TAB1-Rekonstitution in den
jeweiligen Knock Out Klonen genutzt werden. Daflir wurden zunachst in Vorversuchen RIP2
und TAB1 in den entsprechenden RIP2- und TAB1-Knock out Zellen mittels Transfektion auf
ein wildtypisches Level rekonstituiert. Zur Bestimmung der zu transfizierenden Plasmid-
Menge wurden 10 — 200 ng des VSV-RIP2- bzw. des myc-TAB1-Plasmids in die RIP27 und
TAB17 -Klone transfiziert. AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA aus den Zellen isoliert und
die RNA-Level von RIP2 (Abb. 20A) bzw. TAB1 (Abb. 20B) mittels qRT-PCR bestimmt. Als
Referenz diente hier der nur mit einem Leervektor transfizierte HCT116 Wildtyp. Abbildung

20 A stellt die RIP2-Expression dar und zeigt, dass fur eine Rekonstitution von RIP2 auf das
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Wildtypniveau 25 bis 100 ng Plasmid-DNA transfiziert werden mussten. Um TAB1 zu rekon-

stituieren waren 10 bis 25 ng DNA ausreichend.
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Abb. 20 Rekonstitution von (A) RIP2 und (B) TAB1 in Knock Out Klonen der Zelllinie HCT116. Es wurden verschiedene
Mengen der RIP2 bzw. TAB1-Plasmid-DNA transfiziert um die optimale DNA-Menge zu bestimmen, bei der die entspre-
chende mRNA wieder auf einem wildtypischen Niveau exprimiert wird. Es wurde eine Gesamt-DNA-Menge von 800 ng
eingesetzt. Die Ziel-DNA wurde in Mengen von 10; 25; 75; 100 und 200 ng transfiziert. Die Differenz wurde durch einen
mock-Vektor (myc-LV) ausgeglichen. Die Auswertung der Daten erfolgte mittels der 2-22¢t-Methode nach Livak et al. (Livak

etal. 2001), n=1

Aufgrund dieser Vorversuche wurden die zu verwendenden Plasmid-DNA-Mengen auf
75 ng fir die Rekonstitution von RIP2 und auf 25 ng fir die Rekonstitution von TAB1 in den
entsprechenden Knock Out Klonen festgelegt.

Um den Einfluss der Interaktion zwischen XIAP und RIP2 sowie zwischen XIAP und TAB1 bei
der Aktivierung von NF-kB zu Uberpriifen, wurden parallel zur Rekonstitution der Knock
Outs 600 ng einer XIAP-Plasmid-DNA cotransfiziert. Dies fiihrte zu einer starken XIAP-Uber-
expression in den jeweiligen Zellen, die auf Proteinebene mittels Western Blot nachgewie-
sen wurde (Abb. 21). Die Expression der rekonstituierten Proteine RIP2 (Abb. 21 A), TAB1
(Abb. 21 B) und XIAP (Abb. 21 C) wurden sowohl mittels qRT-PCR als auch mit Hilfe der
Western Blot Analyse Uberpruft.

Um die RIP2- bzw. TAB1-Abhangigkeit der XIAP-induzierten NF-kB Aktivierung quantitativ
zu verifizieren, wurde die Expression der NF-kB-Zielgene IL8, clAP2, CXCL1, und CCL20 mit-

tels qRT-PCR bestimmt.
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Abb. 21 Rekonstitution von RIP2 bzw. TAB1 und gleichzeitige Uberexpression von XIAP in HCT116-Zellen. (A) Expressi-
onskontrolle von (A) RIP2 in HCT116 RIP2/-, (B) TAB1 in HCT116 TAB17-, und (C) XIAP in HCT116 XIAP-Y, sowie die Expres-
sionskontrolle der XIAP-Uberexpression in den jeweiligen Zellen auf Protein- und RNA-Ebene. Die qRT-PCR-Ergebnisse
wurden mit Hilfe der 2-22¢t-Methode ausgewertet und zeigen die n-fache Expression in Bezug auf die jeweils unbehandel-

ten Zellen. p =0,05

Die Expression von IL8 (Abb. 22A) konnte nach der Rekonstitution von RIP2 bzw. von TAB1
und gleichzeitiger XIAP-Uberexpression stimuliert werden. Im rekonstituierten RIP27/-Klon
mit XIAP-Uberexpression stieg die IL8-Expression um das 2,85-fache (p= 0,001), nach der
Rekonstitution von TAB war sie im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen um das
4,18-fache (p= 0,003) erhéht. Die alleinige XIAP-Uberexpression fiihrte in den verschiede-
nen Knock Out Klonen zu keinem signifikanten Anstieg der IL8-Expression im Vergleich zu
den entsprechenden unbehandelten Zellen.

Auch die verstarkte Expression von CXCL1 (Abb. 22C) konnte nur in Kombination mit einer
XIAP-Uberexpression und der Rekonstitution von RIP2 (1,72-fach, p= 0,0006) detektiert
werden. Ferner zeigten die Ergebnisse, dass das Vorhandensein von TAB1 in den Zellen fir
die CXCL1-Expression notig war. Hierbei war auffillig, dass die alleinige Rekonstitution zu
einem signifikanten Anstieg der CXCL1-Expression fiihrte (p= 0,001). Die gleichzeitige Uber-
expression von XIAP in den Zellen fiihrte zu keinem weiteren Anstieg der CXCL1-Expression

(p= 0,004).
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Abb. 22 RNA-Expression der XIAP-abhingigen NFkB-Zielgene nach Rekonstitution und paralleler XIAP-Uberexpression.
(A) IL8, (B) clAP2, (C) CXCL1, (D) CCL20, (E) IkBa. Die n-fache Expression der mRNA wurde mittels 2-22¢t-Methode ermittelt.
p=0,05

Der Einfluss der Interaktion zwischen RIP2 und XIAP wurde weiterhin durch die Messung
der CCL20-Expression (Abb. 22D) unterstitzt. Hier zeigte sich eine signifikante Steigerung
der Genexpression erst nach der RIP2-Rekonstitution und gleichzeitiger XIAP-Uberexpres-
sion. Diese war um das 2,58-fache im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle erhéht
(p = 0,043). Im TAB17/-Klon war jedoch bereits die alleinige XIAP-Uberexpression ausrei-
chend um die CCL20-Expression zu stimulieren und um das 5,19-fache zu erhohen
(p =0,014). Eine dhnlich starke Erhohung gab es auch nach der Rekonstitution von TAB1
ohne zusatzliche XIAP-Stimulation (5,7-fach, p = 0,053).

Bei der Kontrolle der clAP2-Expression (Abb. 22B) im RIP27/-Klon konnte keine signifikant
verstirkte Expression nach der Rekonstitution von RIP2 und gleichzeitiger XIAP-Uberex-

pression festgestellt werden. Im TAB17-Klon kam es hingegen bereits nach alleiniger XIAP-
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Uberexpression ohne TAB1-Rekonstitution zu einer starken clAP2-Expression (7,69-fache
Expression, p = 0,035). Die zusatzliche Rekonstitution von TAB1 zeigt jedoch keinen weite-
ren verstarkenden Effekt auf die clAP2-Expression (7,89-fache Expression, p = 0,046). Auf-
grund der hohen Standardabweichungen wahrend dieser Messung kann keine definitive

Aussage Uber den Effekt gemacht, sondern nur eine Tendenz festgestellt werden.

4.10 Vergleich der Invasionsfahigkeit zwischen Knock Out und wildtypi-

schen Zellen im Boyden Chamber Assay

Da durch XIAP (iber eine Aktivierung von NF-kB Metastasierung induziert wird (Mehrotra
et al. 2010) und die vorliegende Arbeit zeigen konnte, dass XIAP-vermittelte NF-kB-Aktivie-
rung von RIP2 und teilweise von TAB1 abhangig war, sollte nun die Invasionsfahigkeit des
RIP27/- Klons bzw. TAB17-Klons mit der Invasivitit des HCT116 (SIB) Wildtyps verglichen
werden. Dazu wurde ein Boyden-Chamber-basierter Invasionsassay durchgefihrt. Fir je-
den Klon wurden drei Invasionskammern in jeweils drei unabhangigen Versuchen ausge-
wertet und anschlieBend die Mittelwerte und Standardabweichungen berechnet. Hierbei
zeigte sich, dass die Invasivitat bei Zellen mit RIP2 Knock Out deutlich reduziert war. Die
Anzahl der wildtypischen invadierten Zellen lag im Mittel bei 163, die des RIP27-Klons bei
29 (p = 0,0006). Fiir die TAB17-Zellen konnte in keinem Versuch eine verminderte Invasi-
onsfahigkeit beobachtet werden. Im dargestellten Versuch lag die Anzahl invadierter Zellen
bei 259 (Mittelwert) (p = 0,0722) (Abb. 23). Hier gab es keinen signifikanten Unterschied
zur wildtypischen Kontrolle. Als Negativkontrolle diente der HCT116 XIAP7Y-Klon. Hier lag
die Anzahl der invadierten Zellen im Mittel bei 44 Zellen (p = 0,0007).
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Abb. 23 Uberpriifung der Invasionsfihigkeit von HCT116 nach einem genetischen Knock Out von RIP2, TAB1 oder XIAP.
Die Zellkerne wurden mit DAPI angefarbt und die invadierten Zellen mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops bei 20-facher
VergréRerung ausgezahlt. Die Invasion des RIP27/-Klons war signifikant reduziert (p = 0,0006). Hingegen wies der TAB1/-
-Klon keinen signifikanten Unterschied zur wildtypischen Zelllinie auf (p = 0,0722). Auch die Invasivitit des XIAP¥-Klons
war im Vergleich zur wildtypischen Zelllinie signifikant reduziert (p = 0,0007). Es wurden jeweils drei Invasionskammern
pro Zelllinie eingesetzt.

4.11 Generierung und Etablierung weiterer RIP27/-- und TAB17"-Klone

Um die Interaktion zwischen XIAP und RIP2 sowie TAB1 zu untersuchen, musste fir die
folgenden Versuche eine stabile XIAP-Uberexpression in HCT116 Knock Out Klonen herge-
stellt werden. Die bisher verwendeten RIP27- und TAB17- Klone P5.6 bzw. P19 besaRen aus
einer friiheren Behandlung eine Neomycin-Resistenz. Diese ist bei der stabilen Transfektion
des Vektors pEBB-FLAG-XIAP jedoch nétig um eine Selektion der erfolgreich transfizierten
Zellen vornehmen zu kénnen. Daher mussten neue RIP2- und TAB1-Knock Out Klone gene-
riert werden, die keine bereits vorhandene Neomycin-Resistenz besaBen. Die Zelllinie
HCT116 WT wurde mit der Plasmid-DNA flr RIP2 bzw. TAB1-spezifische ZFN transfiziert
(Abb. 24A + E). Die Generierung der Knock Out Klone erfolgte dann wie in Kapitel 3.3.9
beschrieben. Die Aktivitatskontrolle der ZFN wurde durch den CEL-I-Verdau liberprift und
fiel positiv fur alle Nukleasen aus (Abb. 24C + F).

Nach der Einzelzellablage standen folgende Klone fir weitere Versuche zur Verfligung: Der

RIP27/-Klon P70, sowie die TAB1”/-Klone P54, P55 und P60.
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Der RIP27-Klon besaR zwei verschiedene Mutationen: Ein Allel enthielt eine Deletion eines
Guanins in der ZFN-Schnittstelle (Abb. 24B). Dies war die gleiche Mutation, die der zuvor
generierte Knock Out Klon P5.6 aufwies. Durch diese Mutation konnte keine intakte mRNA
gebildet werden, da die dort vorhandene SpleiRdonorstelle nicht mehr intakt war. Das
zweite Allel besal} eine Insertion eines Teils des cotransfizierten Donor-Vektors. Diese
166 bp lange Sequenz beinhaltete ein 87 bp langes Segment des wildtypischen RIP2 Gens,
sowie ein 79 bp langes Segment des sich anschlieBenden Donor-Vektor-Riickgrats. Hier
wurde eine mRNA transkribiert, jedoch kein Protein translatiert (Abb. 24D).

Der TAB17-Klon P54 besaR eine homozygote Deletion von 64 Basenpaaren innerhalb des
Exons 2. Hierdurch konnte ausschlieRlich eine verkiirzte mRNA gebildet werden. TAB17-
Klon P55 enthielt eine Insertion eines groBen DNA-Fragments aus dem cotransfizierten Do-
nor-Vektor-Riickgrats. In die Gensequenz des TAB1”- Klons P60 wurden vier Basenpaare
innerhalb der Schnittsequenz der ZFN inseriert, was zu einer Leserasterverschiebung fihrte
(Abb. 24F). Alle TAB17/-Klone bildeten eine mRNA, aus der jedoch keine Proteinsequenz
entstehen konnte (Abb. 24H).
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Abb. 24 Schema der Generierung von genetischen Knock Out Klonen der Zelllinien HCT116. Darstellung des genetischen
RIP2- (A-D) bzw. TAB1- (E-H) Knock Outs in HCT116. (A+E) Schematische Darstellung der RIP2 bzw. TAB1-spezifischen
Nuklease-Schnittstellen, sowie deren Sequenzverdanderungen (B+F) innerhalb der verschiedenen Klone. (C+G) Nachweis
der ZFN-Nuklease-Aktivitat mittels Cell-Verdau und anschlieBender PCR. 1= DNA-Leiter, 2 = HCT116, 3= Positivkontrolle
WT, 4= ZFN-Plasmid-DNA + Donor. (D+H) Der Knock Out wurde zudem auf Proteinebene mittels Western Blot verifiziert.
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4.12 Funktionalitdtskontrolle der neu generierten Klone nach MDP-Stimu-

lation mittels gRT-PCR und Western Blot

Die Funktionalitat der generierten Knock Outs wurde mittels gRT-PCR (berprift. Die ver-
schiedenen Klone sowie die wildtypische Zelllinie wurden fiir 3 Stunden mit MDP stimuliert.
AnschlieBend wurde die Gesamt-RNA aus jedem Ansatz isoliert. Mittels qRT-PCR wurde die
Expression der NFkB-Zielgene IL8 und clAP2 untersucht. Es zeigte sich, dass die IL8-Expres-
sion nach MDP-Stimulation in wildtypischen Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kon-
trolle um das 96-fache anstieg. Im Gegensatz dazu blieb die IL8-Expression im RIP27/-Klon
P70 nach MDP-Stimulation aus (p = 0,0004). In den TAB17/-Klonen P54 und P55 stieg die
IL8-Expression nach Stimulation um das 15,05- (p = 0,0014) bzw. 14,27-fache (p = 0,0007)
an. Im TAB17-Klon P60 war die IL8-Menge nach MDP-Zugabe 47,92-fach (p = 0,0066) er-
hoht. Im Vergleich zur IL8-Expression im Wildtyp war die Expression nach MDP-Stimulation

in allen Knock Out Klonen signifikant vermindert (Abb. 25A).
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Abb. 25 Expressionskontrolle der NF-kB-Zielgene IL8 und clAP2 in neu generierten HCT116 Knock Out Zellen. Die ver-
schiedenen Klone (TAB17/-Klone P54, P55, P60 und RIP27/-Klon P70) wurden fiir drei Stunden mit MDP stimuliert. An-
schlieBend wurde die Gesamt-RNA isoliert und die Expression von (A) IL8 und (B) clAP2 mittels qRT-PCR bestimmt. Als
Positivkontrolle diente die wildtypische HCT116 Zelllinie.

Ahnliche Ergebnisse der Expressionsanalyse zeigten sich fiir clAP2. Hier war die RNA-Ex-
pression in wildtypischen HCT116 nach MDP-Stimulation 27,25-fach (p < 0,0001) erhoht.
Im Gegensatz dazu zeigte der RIP2 Knock Out keine Expressionssteigerung von clAP2

(p = 0,0001). Die clAP2-Expression in den verschiedenen TAB17/-Klonen zeigte hingegen
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eine Erhohung um das 10,28- bis 20,47-fache, die jedoch weiterhin unterhalb der des Wild-
typs lag (Abb. 25B). Aufgrund der hohen Standardabweichung in den TAB17-Klonen P54
und P55 war die clAP2-Expression hier im Vergleich zu den behandelten wildtypischen Zel-

len nicht bzw. schwach signifikant vermindert (Klon P54: p = 0,0167; Klon P55: p = 0,2463).

Um die Inaktivierung des NOD-Signalwegs durch die verschiedenen Gen-Knock Outs auch
auf Proteinlevel nachzuweisen, wurden Western Blot Analysen durchgefiihrt. Fir die wei-
teren Versuche wurden der RIP27-Klon P70 und der TAB17/-Klon P55 ausgewihlt, da diese
Klone auf RNA-Ebene die geringste Stimulationsfahigkeit zeigten. Ein Western Blot mit Pro-
teinlysaten der Klone RIP27- P70 und TAB1”- P55 zum Nachweis der clAP2-Expression auf
Proteinlevel bestétigte die verminderte clAP2-Expression nach einer MDP-Stimulation der
Zellen. Dieses Ergebnis bestatigte die bereits auf RNA-Ebene nachgewiesene Aktivitat der
genetischen Knock Outs. Als Positivkontrolle wurden hier wieder Proteinlysate des HCT116

Wildtyps mitgefiihrt (Abb. 26).
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Abb. 26 Expressionskontrolle von clAP2 auf Proteinebene in Knock Out Klonen. Es wurden jeweils 20 ug der Proteinly-
sate der wildtypischen HCT116 Zelllinie, sowie des TAB17/--Klon P55 und des RIP27--Klons P70 auf das Proteingel aufge-
tragen. U = unbehandelt, M = MDP-behandelt

4.13 Etablierung stabil XIAP-iiberexprimierender HCT116 Zellen und Un-
tersuchung der XIAP-induzierten Invasion in Abhangigkeit von RIP2

und TAB1 mittels Boyden Chamber Assay

Zur stabilen Uberexpression von XIAP wurden die Zelllinien HCT116 WT, HCT116 RIP27--
Klon P70 und HCT116 TAB17/-Klon P55 mit dem der pcDNA3.1-6myc-XIAP-Plasmid (myc-
XIAP) nach der Standardmethode transfiziert. Als mock-Kontrolle wurde der pcDNA3.1-

6myc-Leervektor (LV) transfiziert. Um die Bedeutung der fiir die Invasion von Tumorzellen
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bendtigten Interaktion zwischen RIP2 und XIAP bzw. zwischen TAB1 und XIAP darzustellen,
wurden die transfizierten Knock Out Klone sowie die wildtypischen Zellen in einen Invasi-
onsassay eingebracht. Als Kontrolle dienten die jeweils mit einem Leervektor transfizierten
Zellen. Die Experimente zeigten, dass die stabile Uberexpression von XIAP in wildtypischen
Zellen zu einem signifikanten und starken Anstieg des Invasionspotenzials fiihrte (Abb.

27A).

1000+

s O myc-LV
800+ 3 myc-XIAP

600+

400

il o

WT RIP2" TAB1"

Invasion
(Gesamtzellzahl)

B XA - + - + C xiap - + - +
RIP? s TAB1
GAPDH e v s s GAPDH == =
c c
2 2 @ myc-LV
8 = g = [ myc-XIAP
s g a8
X X
we uc
o o
= <
> x
WT RIP2™ WT RIP2"

Abb. 27 XIAP-abhingige Invasivitit von HCT116 WT, sowie RIP27/- und TAB1/-- Klonen im Boyden-Chamber-Invasion-As-
say System. (A) Gesamtzellzahl der invadierten Zellen. Die Zellkerne der invadierten Zellen wurden mittels DAPI gefarbt und
unter dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 20-fachen VergréRerung ausgezahlt. Es wurde jeweils die gesamte Filtermemb-
ran ausgezahlt. Dargestellt sind die absoluten Zellzahlen. (B+C) XIAP-Expressionskontrolle mittels qRT-PCR und Proteinex-
pressionskontrolle von RIP2 (B) und TAB1 (C) mittels Western Blot Analyse. Western Blot: * = unspezifische Bande, qRT-
PCR: Signifikanz p= 0,05

Im Mittel invadierten 229 mit dem Leervektor transfizierte Zellendurch die Membran des
Assays. Nach Uberexpression von XIAP stieg die Zahl auf 666 invadierte Zellen. Damit stieg
die Zahl der invadierten Zellen um das 2,91-fache (p= 0,0005) an. Hingegen konnte in RIP2-
Knock Out Zellen kein signifikanter Anstieg der Invasivitdt nach XIAP-Uberexpression be-

stimmt werden. Hier waren im Mittel 112 mit Leervektor transfizierte Zellen und 163 Zellen

111



Ergebnisse

mit XIAP-Uberexpression invadiert. Auch war die Gesamtzellmenge im Vergleich zu der ent-
sprechenden wildtypischen Kontrolle signifikant verringert. Zellen mit TAB1 Knock Out be-
sallen interessanterweise ein grofReres Invasionspotenzial als die wildtypische Kontrolle,
jedoch konnte die Zahl invadierter Zellen durch eine XIAP-Uberexpression nicht mehr sig-
nifikant gesteigert werden (370 zu 418 invadierte Zellen). Die Abbildungen Abb. 27B + C
stellen die XIAP-Expression zum Zeitpunkt der Durchfiihrung des Invasionsassays dar. So
war XIAP im Wildtyp 2,2-fach (p = 0,0169) liberexprimiert. Im RIP27/-Klon war XIAP 3-fach
(p = 0,0002), im TAB17/-Klon 1,7-fach (p = 0,0095) im Vergleich zur entsprechenden
Leervektor-Kontrolle exprimiert. Die Knock Out Kontrollen auf Proteinebene zeigt keine

Proteinexpression von RIP2 und TAB1 in den entsprechenden Klonen.
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5 Diskussion

Darmkrebs ist die zweithdufigste krebsbedingte Todesursache in Europa und den USA (NCI
2006-2012, ACS 2014, Kaatsch et al. 2015). Wahrend friihe Stadien des Kolonkarzinoms gut
durch eine vollstandige Resektion des Tumors behandelt werden kénnen, ist die Behand-
lung bereits metastasierter Tumore kompliziert, da weiterhin auch noch Jahre nach der er-
folgreichen Resektion des Primartumors Rezidive und Metastasen entstehen kénnen, wel-
che die Haupttodesursache der Patienten mit der Diagnose Kolonkarzinom sind (Fidler
1990). In der Regel werden neben der chirurgischen Resektion systemische Therapien wie
eine Radio- oder Chemotherapie angewandt (Pox et al. 2013). In den letzten Jahren hat die
Verwendung spezifischer, gegen den Tumor gerichteter Antikorper oder spezieller Inhi-
bitormolekiile, sogenannte ,.Small Molecule“-Inhibitoren, groRere Bedeutung bei der Be-
handlung der Patienten mit unterschiedlichsten Tumorentitaten gewonnen (Silver et al.
2009, Hojjat-Farsangi 2014, Mulet-Margalef et al. 2016). Diese Inhibitoren greifen in die
Signalwege der Tumorzellen ein und kénnen so die Tumorprogression vermindern. Jedoch
gibt es bis heute keine zugelassenen Small Molecule Inhibitoren fir die Behandlung des
kolorektalen Karzinoms. Um solche molekularen Zielstrukturen zu identifizieren, ist zu-
nachst unbedingt eine detaillierte Untersuchung der im Tumor ablaufenden Signalwege,
die die Progression und Metastasierung regulieren, nétig.

Im Kolonkarzinom besitzen die Toll-like-Rezeptoren (TLRs) eine wichtige Funktion bei der
Regulation der angeborenen Immunantwort. Sie erkennen pathogen-assoziierte moleku-
lare Muster auf den Oberflachen eindringender Bakterien oder Viren und stimulieren eine
erste Immunreaktion durch die Aktivierung von NF-kB (Takeuchi et al. 2010). Die nun se-
zernierten Chemokine und proinflammatorischen Zytokine férdern neben der Bekdampfung
der Eindringlinge die Angiogenese, Migration und Proliferation der betroffenen Zellen,
wodurch es zur Entstehung von Tumoren kommen kann. Wahrend der letzten Jahre konnte
die Bedeutung der TLRs als Onkogene des Kolonkarzinoms manifestiert werden (Tanaka et
al. 2005, Cammarota et al. 2010).

Eine weitere Proteingruppe, die sogenannten ,Inhibitor of Apoptosis Proteine” (I1AP) spie-

len ebenfalls eine unerwartete Rolle in entziindlichen Prozessen. Die Proteine clAP1 und
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clAP2 sowie das X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein (XIAP) besitzen nicht nur einen re-
gulatorischen Einfluss auf die Apoptose, sondern spielen auch eine wichtige Rolle bei der
NF-kB-Aktivierung. So fungiert XIAP beispielsweise als E3-Ligase innerhalb des NOD-Signal-
wegs. Die sogenannten NOD-Rezeptoren sind eng verwandt mit den TLRs und liegen zyto-
plasmatisch vor. Es konnte gezeigt werden, dass XIAP innerhalb des NOD-Signalwegs zur
Signaltransduktion und der damit einhergehenden NF-kB-Aktivierung bendtigt wird
(Yamaguchi et al. 1999, Hofer-Warbinek et al. 2000, Krieg et al. 2009). Da XIAP auch als
prognostischer Faktor im Kolonkarzinom gilt, ist die Untersuchung des NOD-Signalwegs in-
nerhalb dieser Tumorentitat von besonderem Interesse.

Um die Relevanz der ebenfalls in diesem Signalweg involvierten Proteine RIP2 und TAB1 im
Zusammenspiel mit XIAP auf die Aktivierung von NF-kB speziell im Kolonkarzinom detail-
liert zu untersuchen, wurde in dieser Arbeit zunachst die Expression der im NOD-Signalweg
beteiligten Proteine in Gewebeproben von Patienten mit Kolonkarzinom Uberprift. Die
Proteinexpression wurde im Anschluss mit der Uberlebenswahrscheinlichkeit der Patien-
ten korreliert und Proteinexpressionsstarken zwischen Tumor- und Normalgewebe vergli-
chen. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden dann die molekularen Mechanismen der
XIAP-vermittelten Signaltransduktion innerhalb des NOD-Signalwegs mittels genetischer
Knock Outs in der Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 detailliert untersucht um einen mogli-

chen Angriffspunkt fiir therapeutische MaBnahmen des Kolonkarzinoms zu evaluieren.

5.1 Einfluss der Proteine des NOD-Signalwegs auf die Tumorprogression

bei Kolonkarzinompatienten
Um den Einfluss der NOD-Rezeptoren NOD1 und NOD2 auf die Progression maligner Tu-
moren des Kolons zu untersuchen, wurden zunachst immunhistochemische Farbungen
durchgefihrt. Liu und Kollegen zeigten durch die Analyse einer Datenbank des Onlinepor-
tals ,, The Cancer Genome Atlas” (TCGA), dass beide Rezeptoren in Kolonkarzinomen ver-
starkt exprimiert wurden. Jedoch konnten sie diese Beobachtung bei der Analyse einer ei-
genen FFPE-Kohorte nicht verifizieren (Liu et al. 2015). Auch in der hier vorliegenden Arbeit
zeigte die immunhistochemische Farbung von Tumor- und Normalgewebsproben von

273 Kolonkarzinom-Patienten eine signifikant erhohte Expression des NOD2-Rezeptors
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(p =0,0001) im Tumorgewebe im Vergleich zu den untersuchten Normalgeweben (Abb.
9 B). Dieses Ergebnis wurde auch im direkten Vergleich der Gewebeproben jeweils eines
Patienten unterstitzt (p= 0,0001) (Abb. 10 B). Jedoch besal® die Expressionsstirke des
NOD2-Rezeptors keinen Einfluss auf die Gesamtiiberlebensdauer der Patienten des unter-
suchten Kollektivs (Abb. 11). Auch die Expression des NOD1-Rezeptors sowie des TAB1-
Proteins zeigten keine prognostische Relevanz auf. Gleichzeitig konnte fir NOD1 keine ver-
starkte Rezeptorexpression in tumordsem Gewebe beobachtet werden, die TAB1-Expres-
sion in Tumorgewebe war hingegen signifikant erhoht (Abb. 9 + Abb. 10).

Der Vergleich der Starke der RIP2-Expression im Tumor- und Normalgewebe zeigte deut-
lich, dass RIP2 in Tumorzellen verstarkt exprimiert wird und zudem einen Einfluss auf das
Uberleben der Patienten besitzt. Patienten mit einer geringen RIP2-Expression wiesen im
Durchschnitt ein verldngertes Uberleben um vier Monate auf (Tab. 22). Eine Studie unter
Einbeziehung der Daten des ,Cancer Genome Atlas” und 6ffentlich zuganglicher Expressi-
onsarray-Daten aus tripple-negativen Brustkrebsproben konnte ebenfalls den negativen Ef-
fekt einer starken RIP2-Expression auf das progressionsfreie Uberleben nachweisen. Je-
doch konnten die Autoren hier keine signifikanten Korrelationen bezlglich des Gesamt-
Uberlebens der Patienten in Verbindung mit einer verstarkten Expression von RIP2 im
Mammakarzinom erkennen (Singel et al. 2014).

In der hier vorliegenden Arbeit konnte insbesondere fiir die XIAP-Expression im Tumorzent-
rum, nicht aber fiir die der Invasionsfront, ein signifikanter Unterschied (p = 0,013) in der
Starke der Proteinexpression in Korrelation mit dem Gesamtiiberleben erkannt werden
(Abb. 11). Ahnliche Beobachtungen machte die Gruppe um Xiang in Patientenproben kolo-
rektaler Karzinome. Auch sie konnte eine Korrelation zwischen einer starken XIAP-Expres-
sion und der Gesamtiberlebensrate der erkrankten Patienten nachweisen (Xiang et al.
2009). 2011 zeigten Lee und Kollegen zudem, dass eine hohe XIAP-Expression in Zellen des
Kolonkarzinoms mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben vergesellschaftet war
(p=0,041). Jedoch konnte hier kein Einfluss einer verstarkten XIAP-Expression auf das Ge-
samtiberleben der Patienten erkannt werden (Lee 2011). Des Weiteren gibt es eine Viel-
zahl wissenschaftlicher Untersuchungen, die die in der hier vorliegenden Dissertations-

schrift gemachten Beobachtungen beziiglich der erhéhten XIAP-Expression in tumordsem
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Gewebe und dem Einfluss auf das Gesamtiiberleben der Patienten unterstiitzen. Dabei fin-
den sich diese Erkenntnisse in verschiedenen Tumorentitaten (Kluger et al. 2007, Burstein
et al. 2008, Werner et al. 2016).

Eine multivariate Analyse der verfligbaren klinikopathologischen Variablen sowie XIAP und
RIP2 verdeutlichte zudem den Einfluss von XIAP als prognostischen Faktor fiir das Kolon-
karzinom. Fiir RIP2 konnte kein signifikanter Einfluss in der multivariaten Analyse bestatigt
werden, obwohl die Ergebnisse der univariaten Analyse flr RIP2 einen signifikanten Einfluss
auf das Gesamtiiberleben zeigten.

Die in dieser Arbeit erhaltenen immunhistologischen Daten unterstiitzen und erweitern
bereits publizierte Analysen in Bezug auf den Einfluss der Expression des Rezeptors NOD2
und XIAP auf die Tumorprogression und das Gesamtiiberleben der Patienten. Des Weiteren
wurde deutlich, dass RIP2 als ein moglicher prognostischer Faktor flr das Kolonkarzinom in
Betracht gezogen werden kann, da es im Tumorgewebe verstarkt exprimiert wird und Ein-
fluss auf das Uberleben der Patienten nimmt. Eine detaillierte molekularbiologische Ana-
lyse des NOD-Signalwegs und dessen Einfluss auf die Tumorprogression im Kolonkarzinom

ist daher von grolRem Interesse.

5.2 Bestimmung der XIAP-abhangigen NF-kB-Zielgene nach Stimulation

des NOD-Signalwegs in humanen Kolonkarzinom-Zelllinien
Mit Hilfe eines Oligonukleotid-Arrays sollten nun die NF-kB-Zielgene detektiert werden, de-
ren Transkription innerhalb des NOD-Signalwegs und in Abhdngigkeit von XIAP differentiell
reguliert wurden. Dazu wurde die Genexpression der Zelllinie HCT116 WT (SIB) und XIAP/Y
nach Stimulation mit den NOD-Rezeptorliganden MDP bzw. DAP mit Hilfe des Microarrays
analysiert. Durch eine KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) -Analyse der er-
haltenen Rohdaten wurde deutlich, dass die MDP induzierte Stimulation des NOD2-Signal-
wegs Gene aktivierte, die in insgesamt 17 unterschiedlichen Signalwegen aktiv waren (Abb.
12C+D). Im Gegensatz dazu wurden durch die Stimulation des NOD1-Signalwegs mittels
DAP lediglich sieben verschiedene Signalwege stimuliert (Abb. 12A+B). Erwartungsgemaf
waren die meisten Gene in Chemokin-, interessanterweise aber auch in Krebs-assoziierten

Signalwegen aktiv. Des Weiteren wurden u.a. Apoptose- induzierende Signalwege sowie
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NOD-dhnliche Rezeptor-Signalwege stimuliert. Insbesondere nach der MDP-Stimulation
wurden auch MAPK-Signalwege aktiv.

Die detaillierte Auswertung der XIAP-abhdngigen Genexpression zeigte deutlich, dass die
am starksten differentiell regulierten Gene /L8, CXCL1, CCL20 und BIRC3/clAP2 waren. Da-
bei waren diese nach MDP-Stimulation um ein Vielfaches starker exprimiert als nach DAP-
Stimulation (Abb. 12B+D). Eine differentielle Regulierung von CCL20 und BIRC3/clAP2
konnte im Microarray sogar ausschlief§lich nach der Stimulation der HCT116-Zellen mit
MDP nachgewiesen werden. Fir diese Arbeit waren die NF-kB-Zielgene relevant, die in
XIAP-Abhangigkeit Funktionen in migratorischen, invasiven oder angiogenetischen Aktivi-
taten einer Tumorzelle besaRen. Daher wurden die in dieser Gruppe am starksten regulier-
ten Gene /L8, CXCL1, CCL20 und BIRC3/clAP2 fur die weiteren Untersuchungen als ,Read
Out System” gewahlt. Interleukin 8 (IL8) besitzt eine Vielzahl von Funktionen und wurde
zunachst im malignen Melanom als Komponente der Tumorprogression und Metastasie-
rung bestimmt (Schadendorf et al. 1993). Es wird zudem in Verbindung mit der Induktion
von Angiogenese, Migration und EMT gebracht (Brew et al. 2000, Bates et al. 2004, Ning et
al. 2011). Auch das Chemokin CXCL1 besitzt Einfluss auf die Proliferation, Invasivitat und
Angiogenese verschiedener Tumorentitaten (Wang et al. 2006, Vandercappellen et al.
2008, Cheng et al. 2011, Miyake et al. 2013). Eine starke CXCL1-Expression im Kolonkarzi-
nom ist zudem mit einem reduzierten Gesamtiiberleben der Patienten korreliert (Oladipo
et al. 2011, le Rolle et al. 2015). Als weiteres Chemokin wurde CCL20 ausgewahlt. Es wird
in Zusammenhang mit entziindlichen Darmerkrankungen gebracht. Neuere Untersuchun-
gen zeigen zudem dessen Aktivierung durch Toll-like Rezeptoren (TLR) und somit einen Ein-
fluss in entziindlichen Prozessen des Gastrointestinaltrakts (Sugiura et al. 2013). CCL20 be-
sitzt zusammen mit seinem Rezeptor CCR6 eine wichtige Funktion bei der Organisation von
Strukturen des intestinalen Immunsystems (Williams 2006). Dariiber hinaus konnte in zwei
neueren Studien gezeigt werden, dass CCL20 sowohl EMT als auch Metastasierung, Prolife-
ration und Invasion von Zellen stimuliert (Cheng et al. 2014, lkeda et al. 2016).

clAP2 wurde als Zielgen ausgewahlt, da es wie XIAP ein Mitglied der IAP-Familie ist und
modulierende Funktionen sowohl innerhalb des Zellzyklus (Jin et al. 2006) als auch wah-

rend des Ablaufs apoptotischer Prozesse besitzt (Roy et al. 1997). Weiterhin ist es bei der
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Signalweiterleitung innerhalb inflammatorischer Prozesse aktiv, in denen es als E3-
Ubiquitin-Protein Ligase fungiert (Bertrand et al. 2009). Insbesondere aufgrund seiner
XIAP-ahnlichen Funktion, der Ubiquitinierung von RIP2 innerhalb es NOD-Signalwegs, ist es
fir diese Arbeit als NF-kB-Zielgen interessant.

Fir die Verifikation der Microarray-Ergebnisse wurden unterschiedliche Kolonkarzinom-
Zelllinien, die sowohl aus Primartumoren als auch aus Metastasen etabliert wurden, mit
MDP und DAP stimuliert und die mRNA-Expression mittels qRT-PCR bestimmt (Abb. 13).
Die semi-adhédrenten Zelllinien Colo205 und Colo206F, die aus demselben Patienten stam-
men, zeigten die starksten Reaktionen auf die Stimulationen. Beispielsweise stieg hier die
IL8-Expression nach MDP-Stimulation um das 576-fache bei Colo205 und auf das 553-fache
in der Zelllinie Colo206F an. Die Expression nach DAP-Stimulation fiel mit 29-facher bzw.
13-facher Expression weitaus geringer aus. Unter den adhdrenten Zelllinien zeigten LoVo
und HCT116 siblin (SIB) die starkste IL8-Expression nach MDP und DAP-Stimulation. Nach
MDP-Zugabe stieg die Expression bei LoVo auf das 14-fache, nach DAP-Stimulation auf das
162-fache. Die Zelllinie HCT116 (SIB) exprimierte IL8 156-fach (MDP) und 39-fach (DAP).
Ahnlich verhielten sich die unterschiedlichen Zelllinien bei der Expression der anderen Ziel-
gene des untersuchten Panels. Die Ergebnisse des Microarrays fiir die vier ausgewahlten
XIAP-abhdngigen NF-kB-Zielgene /L8, CXCL1, CCL20 und clAP2 konnten anschlieBend mit-
tels qRT-PCR auch auf mRNA-Ebene bestatigt werden. Zusatzlich zu der Validierung mittels
gRT-PCR konnte die Abhdngigkeit der clAP2-Expression von XIAP in der Zelllinie HCT116
auch auf Poteinebene verifiziert werden (Abb. 14). clAP2 wurde hier ausschlieBlich in wild-
typischen, stimulierten Zellen heraufreguliert, nicht aber in Zellen mit XIAP Knock Out.

Die Auswertung und Interpretation der mittels Oligonukleotid-Array, Real Time PCR und
Western Blot erhaltenen Ergebnisse zeigte eine deutliche Abhangigkeit der NF-kB-Zielgene
IL8, CXCL1, CCL20 und BIRC3/cIAP2 von der XIAP-Aktivitat innerhalb des NOD-Signalwegs.
Somit konnte dieses Gen-Panel als valides Read-Out-System in weiteren Versuchen heran-

gezogen werden, um die Aktivitdat von NF-kB zu tGberprifen.
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5.3 Etablierung von genetischen RIP2 und TAB1-Knock Outs in der Zellli-
nie HCT116

Um den Einfluss von RIP2 und TAB1 auf die XIAP-vermittelte NF-kB-Aktivierung in der Zell-
linie HCT116 genauer zu untersuchen, wurden zunachst genetische Knock Out-Klone dieser
Zelllinie hergestellt (Abb. 15 + Abb. 24). Es konnten jeweils mehrere Klone mit einem RIP2
oder einem TAB1-Knock Out etabliert werden. Dazu wurde die Zelllinien HCT116 Wildtyp
(SIB) und HCT116 WT genutzt. Die Zelllinie HCT116 WT (SIB) diente als mock-Kontrolle des
HCT116 XIAP7Y-Klons und besaR ein zufillig inseriertes Knock Out Konstrukt. Dieses Kon-
strukt war im HCT116 XIAPY-Klon gezielt in das Exon 2 des XIAP-Gens inseriert und fiihrte
zum Knock Out. Beide Zelllinien enthielten zudem eine Geneticin-Resistenz, die sich nicht
auf die Funktionalitat der Zelllinien auswirkte. Die Zelllinien wurden von Bert Vogelstein zur
Verfiigung gestellt (Cummins et al. 2004).

Der wihrend des hier prasentierten Projekts etablierte RIP27/-Klon P5.6 enthielt eine Ba-
sendeletion in der Spleifsequenz des Exons 1, wodurch kein intaktes Protein mehr gebildet
werden konnte. Der TAB17/-Klon P19 besaR eine Duplikation zweier Basen in Exon 2. Hier-
durch kam es zu einer Leserasterverschiebung und infolgedessen zum Knock Out des Gens.
Diese Knock Out Klone, die aus der Zelllinie HCT116 WT (SIB) hervorgingen, konnten auf-
grund der Geneticin-Resistenz nicht fiir eine stabile XIAP-Uberexpression verwendet wer-
den, da hier Geneticin zur Selektion der XIAP-Uberexprimierenden Zellen verwendet wer-
den sollte. Daher wurden fiir diese Versuche zundchst RIP2- und TAB1-Knock Out Klone in
der Zelllinie HCT116 WT generiert. Hier entstanden die Knock Out Klone RIP27- Klon P70
sowie die TAB17-Klone P54, P55 und P60. Der RIP27-Klon P70 enthielt wie der RIP27-Klon
P5.6 eine Deletion eines Guanins am Ende des Exons 1 sowie die Insertion eines 166 bp
langen DNA-Fragments an der gleichen Stelle des zweiten Allels. Der TAB17--Klon P54 ent-
hielt eine Deletion im Exon 2, wahrend die Klone P55 und P60 jeweils Insertionen mehrerer
Basen in Exon 2 aufwiesen. Die Expressionskontrollen mittels Western Blot zeigten wie er-
wartet keine RIP2- bzw. TAB1-Proteinexpression in allen generierten Knock Out Klonen, so
dass die angestrebten Experimente zur Untersuchung eventuell veranderter Zellprolifera-

tion und Invasionsfahigkeit durchgefiihrt werden konnten.
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5.4 Nachweis der Spezifitat des RIP2- bzw. TAB1-Knock Outs in HCT116

Kolonkarzinom-Zelllinien auf den NOD-Signalweg

Um die Spezifitat des RIP2- und TAB1-Knock Outs fiir den NOD-Signalweg zu untersuchen,
wurden die unterschiedlichen Knock Out-Klone mit TNFa stimuliert. Durch die Behandlung
der Zellen (Abb. 17) wurde deutlich, dass durch die Insertion der verschiedenen geneti-
schen Knock Outs in die Zelllinie eine NF-kB-Aktivierung weiterhin moglich war und die
Knock Outs von RIP2, TAB1 und XIAP spezifisch in den NOD-Signalwegen wirken. Die IL8-
Expression erreichte nach 60-minttiger Stimulation ihren H6hepunkt, wahrend clAP2 erst
nach 360 Minuten am starksten exprimiert war. Die Expressionsstarke war hierbei in wild-
typischen sowie in RIP27/- und TAB17/-Klonen &dhnlich stark und wies keine statistisch signi-
fikanten Unterschiede auf. Lediglich die IL8- und clAP2-Expression im XIAPY-Klon wies eine
stark erhohte Expressionsrate auf. Die verstarkte Expression dieser Proteine legte die Ver-
mutung nahe, dass diese Effekte auf Kompensationsmechanismen der Zelle zuriickzufiih-
ren sein konnten. Einen Anhaltspunkt zeigte die Arbeitsgruppe um Harlin. Sie konnte in
XIAP-defizienten Mausen beobachten, dass bei einem Verlust von XIAP vermehrt die Pro-
teine clAP1 und clAP2 exprimiert wurden (Harlin et al. 2001). Es gibt jedoch weitere Arbei-
ten mit clAP1-, clAP2- und XIAP-defizienten murinen und humanen Zellen, die keine kom-
pensatorischen Mechanismen nachweisen konnten (Conze et al. 2005, Conte et al. 2006).
Damit Ubereinstimmend sind Ergebnisse einer weiteren Arbeitsgruppe, die mittels Chip
Microarray zeigte, dass ein Knockdown von XIAP in der Zelllinie HCT116 keinen kompensa-
torischen Effekt durch andere IAPs auslost (Connolly et al. 2009). Auch in den in dieser Ar-
beit durchgefiihrten Western Blot Experimenten mit MDP- und DAP-stimulierten HCT116
WT (SIB) und HCT116 XIAP/Y-Zellen konnte keine vermehrte clAP2-Expression in den XIAP-
defizienten Zellen nachgewiesen werden. Daher hat die in der qRT-PCR gemessene starkere
clAP2- und IL8-Expression in XIAP/V-Zellen wahrscheinlich keinen kompensatorischen
Grund, sondern besitzt eine andere Ursache, die mit der hier vorliegenden Datenlage nicht

naher definiert werden kann. Hierzu missten weitere Versuche durchgefiihrt werden.

Die generelle Aktivitat von NF-kB war durch die verschiedenen genetischen Knock Outs

nicht beeinflusst. Dies zeigte eine TNFa-Stimulation der verschiedenen HCT116 (SIB)-Klone.
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Hier konnte gezeigt werden, dass der Knock Out von XIAP, RIP2 oder TAB1 keinen Einfluss
auf die generelle Aktivierbarkeit von NF-kB und dessen Zielgenen hat. Somit kénnen die in
den weiteren Untersuchungen erhaltenen Ergebnisse auf Effekte der Inaktivierung des

NOD-Signalwegs zurlickgefihrt werden.

5.5 Effekte des RIP2- und TAB1-Knock Outs auf die Signalweiterleitung
innerhalb des NOD-Signalwegs und die damit verbundene Expression
NF-kB-abhdngiger Zielgene

Durch die funktionelle Uberpriifung der generierten HCT116 (SIB) Knock Out Klone durch

NOD1- und NOD2-Uberexpressionen sowie der Stimulation mit den Liganden MDP und DAP

konnte bestatigt werden, dass die jeweiligen genetischen Knock Outs die Signalweiterlei-

tung innerhalb der NOD-Signalwege unterbrachen (Abb. 16). Wie erwartet kam es durch
den Knock Out von RIP2 zu einer vollstandigen Stérung der Signalkaskade. RIP2 fungiert
hier als Aktivator des TAB/TAK-Komplexes, wodurch im weiteren Verlauf NF-kB aktiviert
werden kann. Weder nach NOD-Rezeptor-Uberexpression noch nach der Stimulation mit

MDP oder DAP konnten erhéhte NF-kB-Aktivitaten gemessen werden. Auffallig war jedoch,

dass sowohl die Uberexpression der NOD-Rezeptoren als auch deren Stimulation mit re-

zeptorspezifischen Liganden MDP und DAP zu einer signifikant messbaren Verstarkung der

NF-kB-Aktivitat in HCT116 TAB17/--Zellen fiihrten. Aufgrund der vorliegenden Proteinex-

pressionskontrollen mittels Western Blot konnte die NF-kB-Aktivitat nicht auf das Vorhan-

densein des TAB1-Proteins in den Zellen zuriickgefiihrt werden, da dieses nicht mehr ex-
primiert wurde. Vielmehr war es wahrscheinlich, dass der Knock Out von TAB1 in der Zell-
linie HCT116 zwar zu einer im Vergleich zur wildtypischen Kontrolle verminderten NF-kB-

Aktivitat fiihrte, jedoch die Signaltransduktion nicht vollstdndig unterbrechen konnte. Lu

und Kollegen zeigten in der murinen Fibroblasten-Zelllinie MEF, dass der Knock-Down von

TAB1 mittels siRNA in XIAP-Gberexprimierenden Zellen zu einer verminderten NF-kB-Akti-

vitat fihrte, die sich auch nicht nach Steigerung der XIAP-Expression verstarkte. Diese Er-

gebnisse konnten die Interaktion von XIAP mit TAB1 als einen essentiellen Faktor in der

Aktivierung von NF-kB darstellen (Lu et al. 2007). Jedoch konnte auch gezeigt werden, dass

das Fehlen von TAB1 fir verschiedene Signalwege der inflammatorischen Immunantwort
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wie den TNF-a oder IL-1 Signalweg unerheblich ist (Inagaki et al. 2008). Hier wurden nach
Stimulation gleiche oder hohere NF-kB-Aktivitaten im Vergleich zu wildtypischen Zellen
nachgewiesen (Shim et al. 2005). Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit legen eben-
falls nahe, dass die NF-kB-Aktivitit in TAB17-Zellen nach Stimulation des NOD-Signalwegs
weiterhin, wenn auch in einem geringeren MaRe als im Wildtyp, ohne die Mitwirkung von
TAB1 vermittelt werden kann. Ein Grund dafir kdnnte sein, dass TAB1 zwar dauerhaft an
TAK1 gebunden und fir die Erhaltung der Basalaktivitat des Enzyms verantwortlich ist, es
jedoch keinen direkten Einfluss auf die Aktivierung von TAK1 innerhalb einer Signalkaskade
besitzt (Omori et al. 2012). Allerdings interagiert TAB1 auch direkt mit der BIR1-Domane
von XIAP (Lu et al. 2007), wodurch es TAK1 in direkte Nahe zu RIP2 und dem LUBAC-Kom-
plex bringt (Krieg et al. 2010, Damgaard et al. 2012). Durch diese beiden Proteine bzw. Pro-
teinkomplexe wird TAK1 dann mittels Phosphorylierung aktiviert. Durch das Fehlen von
TAB1 ist es wahrscheinlich, dass der TAB1-TAK-Komplex nun nicht mehr aktiv durch die
Bindung mit XIAP in die Nahe zu RIP2 und dem LUBAC-Komplex gebracht werden kann,
wodurch im folgenden Verlauf die NF-kB-Aktivitit in TAB17-Zellen sinkt. Dass jedoch wei-
terhin eine, wenn auch verminderte NF-kB-Aktivitdt in diesen Knock Out Zellen messbar ist,
liegt wahrscheinlich an den TAK1-Adapterproteinen TAB2 und/oder TAB3. TAK1 liegt zu-
meist im Heterotrimer mit TAB1 und entweder TAB2 oder TAB3 vor (Cheung et al. 2004).
TAB2 und TAB3 binden an die Polyubiquitinketten, die sich am Lysin an Position 63 (K63)
eines Proteins, u.a. den RIP-Proteinen, befinden (Kanayama et al. 2004, Sato et al. 2009).
Aus diesen Griinden liegt die Vermutung nahe, dass TAB2/TAB3 an die K63-Ubiquitinkette
von RIP2 binden und es somit zu einer TAB1-unabhangigen Aktivierung durch Autophos-
phorlierung von TAK1 kommt. Die Bindung von TAB1 an XIAP wiirde somit die Phosphory-
lierung von TAK1 unterstitzend fordern, wodurch es zu einer starkeren NF-kB-Aktivierung
kommt, die ohne TAB1 schwacher ausfallen wiirde. Ist TAB1 nun durch den Knock Out nicht
mehr vorhanden, wird die Starke der NF-kB-Aktivitat dadurch lediglich verringert, ist aber
immer noch moglich. Unterstiitzt wird diese Erkenntnis durch das Wissen, dass der
TAB1/TAK1-Komplex bei der Signalweiterleitung durch clAP1 oder clAP2 innerhalb des
NOD-Signalwegs vermutlich nicht direkt an diese beiden IAP-Proteine gebunden wird. Den-

noch kommt es zu einer TAK1-induzierten NF-kB-Aktivierung (Bertrand et al. 2009, Krieg et
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al. 2010). Die Theorie der TAB2/TAB3-vermittelten Signalweiterleitung innerhalb des NOD-
Signalwegs muss jedoch noch in der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinie verifiziert wer-
den, da Ori und Kollegen 2013 zeigten, dass die NF-kB-aktivierende Funktion von
TAB2/TAB3 Zelltyp-spezifisch zu sein scheint (Ori et al. 2013).

Unterstiitzt werden die oben genannten Beobachtungen durch die Expressionsmessung
des ausgewahlten NF-kB Zielgen-Panels auf mRNA-Ebene nach MDP- und DAP-Stimulation.
Auch hier konnten in den verschiedenen Knock Out Klonen keine signifikanten Verdande-
rungen im Expressionsverhalten der Zielgene als Reaktion auf die Stimulationen beobach-
tet werden (Abb. 18). Eine Ausnahme war der HCT116 TAB17-Klon P19, der in einer von
drei Wiederholungsversuchen eine erhdhte Zielgen-Expression aufwies. Auch in den
HCT116 TAB17/-Klonen P54, P55 und P60 war zu beobachten, dass es nach MDP-Stimula-
tion zu deutlichen Expressionsanstiegen der Zielgene IL8 und clAP2 kam. Dieser Anstieg war
allerdings weiterhin geringer als in den wildtypischen Kontrollzellen (Abb. 25). Auch die
Messung der IL8-Sekretion in das umgebende Zellkulturmedium der verschiedenen
HCT116 (SIB)-Klone bestatigte die zuvor erhaltenen Ergebnisse (Abb. 19). Hier zeigte sich
nach MDP- und DAP-Stimulation der Zellen lediglich eine verstarkte Sekretion in wildtypi-
schen und im mit MDP behandelten HCT116 (SIB) TAB17- Klon, nicht aber nach DAP-Stimu-
lation. Die uneinheitlichen Ergebnisse bezliglich des TAB1 Knock Outs in HCT116 Zellen
stlitzen die These einer additiven, aber keiner essentiellen Funktion von TAB1 bei der Akti-
vierung von NF-kB innerhalb des NOD-Signalwegs. Die Funktion von TAB2/TAB3 muss in
diesem Zusammenhang noch Uberprift werden. Gleichzeitig verdeutlichen die hier durch-
gefiihrten Untersuchungen die essentielle Bedeutung von RIP2 bei der Signalweiterleitung
innerhalb des NOD-Signalwegs. In HCT116 RIP27-Zellen konnte nach Stimulation des NOD-
Signalwegs weder eine NF-kB-Aktivierung noch eine erhohte Expression der Zielgene ILS,

clAP2, CXCL1 und CCL20 beobachtet werden (vgl. Abb. 16 und Abb. 18).
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5.6 Reaktivierungsversuche des NOD-Signalwegs durch die Rekonstitu-

tion von RIP2 und TAB1

Um die Reaktivierungsfahigkeit des NOD-Signalwegs durch Rekonstitution der ausgeknock-
ten Gene zu Uberprifen, wurden zundchst unterschiedliche Mengen RIP2- und TAB1-Plas-
mid-DNA in die entsprechenden Knock Out Zellen transfiziert. Mit Hilfe einer gRT-PCR
konnten Mengen von 75 ng bis 100 ng fiir eine erfolgreiche RIP2-Rekonstitution und der
RIP2-Expression auf wildtypischem Niveau ermittelt werden. Fiir die Rekonstitution von
TAB1 lag die zu transfizierende DNA-Menge bei 10 bzw. 25 ng (Abb. 20).

Die Mengen von 75 ng RIP2-Plasmid-DNA und 25 ng TAB1-Plasmid-DNA wurden dann in
weiteren Versuchen eingesetzt. Mittels Expressionsanalyse des NF-kB Zielgen-Panels sollte
nun nicht nur die Rekonstitutionsfahigkeit nachgewiesen, sondern vor allem die Bedeutung
der Interaktion von TAB1 sowie RIP2 mit XIAP fiir die Signaltransduktion tGberprift und dar-
gestellt werden. Dazu wurden RIP2 und TAB1 in den jeweiligen Knock Out Klonen rekonsti-
tuiert und gleichzeitig XIAP in den Zellen liberexprimiert (Abb. 22). Hier zeigte sich, dass die
Interaktion von RIP2 mit XIAP ein essentieller Faktor bei der XIAP-vermittelten Signalwei-
terleitung innerhalb des NOD-Signalwegs ist. Die Expression der NF-kB-Zielgene IL8, CXCL1
und CCL20 war erst dann signifikant erhéht, nachdem RIP2 in den Zellen rekonstituiert war
und gleichzeitig eine XIAP-Uberexpression stattgefunden hatte.

Fiir TAB1 wurden bereits Effekte nach alleiniger Rekonstitution von TAB1 deutlich, die un-
abhingig von einer XIAP-Uberexpression waren. Eine erhéhte CCL20-Expression wurde hin-
gegen auch schon durch alleinige XIAP-Uberexpression erreicht. Diese Ergebnisse lassen
weiterhin die Vermutung zu, dass TAB1 keinen essentiellen Faktor bei der XIAP-vermittel-
ten Signalweiterleitung darstellt und eine ausschliefRlich unterstiitzende Funktion bei der

Signaltransduktion einnimmt.

5.7 Auswirkungen des Knock Outs von RIP2 oder TAB1 auf die Invasions-

fahigkeit der HCT116 Zelllinie

Die Aktivierung des NOD-Signalwegs fiihrt zur Ausschiittung von Zytokinen, die u.a. die Pro-
gression des Tumors unterstiitzen konnen. Dadurch kann es zu vermehrter Invasivitat und

Migration der Tumorzellen kommen. Um den moglichen Einfluss der generierten Knock
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Outs auf die Invasionsfahigkeit der Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 zu untersuchen, wur-
den Invasionsassays durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich, dass der alleinige Knock Out von RIP2
zu einer deutlichen, statistisch signifikanten Verminderung der Invasivitat der Zellen fihrte
(Abb. 23). Wahrend die Auswertung der wildtypischen HCT116 (SIB) Zelllinie durchschnitt-
lich 163 invadierte Zellen pro Assay ergab, konnten bei den RIP2 Knock Out-Zellen nur
durchschnittlich 29 invadierte Zellen gezihlt werden. Auch die Auswertung des XIAP/V-
Klons zeigte lediglich 44 invadierte Zellen. Hingegen hatte der Knock Out des TAB1-Gens
keine Auswirkungen auf die Invasionsfahigkeit der Zellen. Hier wurden durchschnittlich 260
Zellen pro Filter gezahlt. Somit lag die Invasivitdt tendenziell sogar (iber der des Wildtyps.
Die durch die Invasionsassays erhaltenen Ergebnisse werden durch weitere, bereits von
anderen Forschungsgruppen publizierte Daten gestiitzt. So konnte die Arbeitsgruppe um
Mehrotra 2010 zeigen, dass ein Knock Out von XIAP in der HCT116 Zelllinie die Invasivitat
der Zellen inhibierte (Mehrotra et al. 2010). In ihrer Arbeit konnten sie nachweisen, dass
die IAP-Proteine u.a. durch die Aktivierung von NF-kB sowie der Kinasen FAK und Src direkt
in die Metastasierungsfahigkeit der Tumorzellen eingreifen und diese mobilisieren. Auch
der Knock-Down von RIP2 durch shRNA-Transfektion fuhrte in verschiedenen dreifach ne-
gativen (Ostrogen-Rezeptor (ER)-, Progesteron-Rezeptor (PR)-, Humaner epidermaler
Wachstumsfaktor Rezeptor 2 (HER2)-negativ) Brustkrebszelllinien zu vermindertem invasi-
vem Wachstum, welches durch die fehlende Aktivierung von NF-kB und c-Jun-N-terminale
Kinase (JNK) zustande kam. Durch den RIP2 Knock Down kam es zu einer verminderten
Menge phosphorylierten FAKs, wodurch die Polaritat der Zellen verloren ging (Singel et al.
2014). Die Ergebnisse in der hier vorliegenden Arbeit erweitern diese publizierten Daten
auf die Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116. Auch hier ist die Untersuchung der Phosphorylie-
rungsstatus von FAK und Src interessant. Dass TAB1 hier keinen Einfluss auf die Invasions-
fahigkeit der HCT116 Zelllinie besitzt, fligt sich nahtlos in die zuvor beschriebenen Ergeb-
nisse dieser Arbeit ein und stiitzt die These, dass TAB1 lediglich eine untergeordnete Rolle
bei der Signalvermittlung durch die NOD-Rezeptoren spielt. Im Gegensatz zu diesen Ergeb-
nissen wurde kirzlich anhand eines Xenograft Mausmodells mit einer Mamakarzinom-Zell-

linie gezeigt, dass die Invasivitdt durch den Knock Down von TAB1 reduziert wurde (Huang
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et al. 2015). Aufgrund dieser und der hier erhaltenen Daten ist eine tumorspezifische Rolle
von TAB1 als invasionsforderndes Protein moglich.

Das Inhibitor of Apoptosis Protein XIAP ist ein bekannter Aktivator invasiven Verhaltens von
Tumorzellen (Mehrotra et al. 2010). Daher sollte nun durch einen weiteren Versuch in die-
ser Arbeit untersucht werden, ob die alleinige Uberexpression von XIAP in den verschiede-
nen Knock Out Klonen zu vermehrter Invasion fiihrt und die Aktivierung von NF-kB inner-
halb des NOD-Signalwegs somit allein durch XIAP stimuliert werden kdénnte. Durch die
stabile Uberexpression von XIAP (Abb. 27) in den verschiedenen Knock Out Klonen sowie
im Wildtyp konnte gezeigt werden, dass die bloBe Expression von XIAP nicht zu vermehr-
tem invasivem Verhalten der Tumorzellen fiihrte. Wahrend nach XIAP-Uberexpression im
Wildtyp eine Zunahme invadierender Zellen um das 3-fache beobachtet wurde, konnten
fiir RIP2 und TAB1 Knock Out Zellen nach XIAP-Uberexpression keine signifikant erhéhte
Invasivitdat nachgewiesen werden. Durch den Knock Out von RIP2 war die Invasionsfahigkeit
der Zellen bereits reduziert. Diese Reduktion konnte durch die Uberexpression von XIAP
nicht aufgehoben werden. Insbesondere diese Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass
eine gleichzeitige Prasenz von RIP2 und XIAP in der Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 gege-
ben sein muss, um die Invasion dieser Zellen zu ermoglichen. Fir TAB1 konnten diese Be-
obachtungen nicht gemacht werden. Hier lag die Invasivitat der Zellen bereits Giber der des
Wildtyps. Jedoch konnte diese durch eine XIAP-Uberexpression ebenfalls nicht mehr ge-
steigert werden. Es wurden pro Zelllinie und Behandlung jeweils drei Invasionsfilter ausge-
zahlt. In der Probe HCT116 TAB17- mit XIAP-Uberexpression lag einer der ermittelten Wert
aullerhalb der Norm (Filter 1: 519 Zellen, Filter 2: 512 Zellen, Filter 3: 224 Zellen). Dieser
wurde aufgrund der statistischen Berechnungsmoglichkeit in die Auswertung miteinbezo-
gen. Wurde er jedoch davon ausgeschlossen, erhielt man einen statistisch signifikanten An-
stieg der Invasivitit nach XIAP-Uberexpression in HCT116 TAB1”- (p= 0,004). Dieses Ergeb-
nis ware Ubereinstimmend mit dem eines weiteren fir diese Arbeit durchgefiihrten Invasi-
onsassays. Aufgrund der allgemein hohen Standardabweichungen innerhalb des Assays mit
TAB17/-Klonen kann jedoch keine definitive Aussage (iber den Effekt der XIAP-Uberexpres-
sion in TAB17-Zellen gemacht werden. Dennoch kann festgestellt werden, dass es eine

Tendenz hinsichtlich einer weiterhin induzierbaren Invasivitit in TAB17--Zellen gibt. Diese
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Beobachtungen stimmen mit den vorausgehenden, in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnissen
Uberein und bestarken die These, dass TAB1 in der Zelllinie HCT116 eine untergeordnete,
wahrscheinlich unterstiitzende Rolle bei der Signalweiterleitung innerhalb des NOD-Signal-

wegs spielt.

5.8 Schlussfolgerung

In dieser Arbeit wurden die molekularen Mechanismen der Signalweiterleitung innerhalb
des NOD-Signalwegs untersucht. Hierbei lag der Fokus auf der Interaktion von XIAP mit
RIP2 und TAB1 und deren Einfluss auf die Invasivitat der Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116.
Mittels Zinkfinger-Nukleasen konnten Knock Outs der Gene von Interesse etabliert werden.
Mit Hilfe dieser konnte in Rekonstitutions- und Invasionsversuchen gezeigt werden, dass
insbesondere die Interaktion der Proteine XIAP und RIP2 fiir die Funktionsfahigkeit der hier
untersuchten Zelllinie n6étig waren. War RIP2 nicht mehr aktiv, so war das invasive Wachs-
tum der Zellen gehemmt und konnte auch nicht durch eine Uberexpression von XIAP er-
hoht werden. Gestlitzt wurde diese Beobachtung durch die Ergebnisse der immunhistoche-
mischen RIP2-Farbung von Kolonkarzinom- und Normalgewebe. Hier zeigte sich eine ver-
starkte RIP2-Expression in Kolonkarzinomen gegeniiber dem Normalgewebe und eine mit
einer starken RIP2-Expression einhergehende schlechteren Prognose fiir die betroffenen
Patienten. Auch diese Ergebnisse stiitzen die These einer pathophysiologischen Bedeutung
von RIP2 in der molekularen Tumorgenese des Kolonkarzinoms.

Des Weiteren zeigte sich, dass TAB1 eine geringere Funktion bei der Signalweiterleitung
Ubernahm als zu Beginn dieser Arbeit vermutet wurde. XIAP wird als ,Briickenprotein®
bewertet, durch welches die Kinase RIP2 und das TAB1-Proteine in direkte Nahe zueinander
gelangen. Hierauf erfolgt die weitere Signaltransduktion und die Aktivierung von NF-kB. Die
hier erhaltenen Ergebnisse deuten jedoch lediglich auf einen additiven Effekt von TAB1 bei
der NF-kB Aktivierung hin. Nach einem Knock Out von TAB1 in der Zelllinie HCT116 wurde
keine reduzierte Invasivitat der Zellen beobachtet. Die Ergebnisse einer gleichzeitigen XIAP-
Uberexpression waren nicht eindeutig. Der Vergleich aller in dieser Arbeit erhaltenen Er-
gebnisse zeigte jedoch, dass eine mit dem Wildtyp vergleichbare Reaktion der HCT116

TAB17/-Klone nicht erreicht werden konnte. Zusammenfassend kann daraus geschlossen
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werden, dass die hauptsachliche Aktivierung des TAB/TAK-Komplexes nicht Giber TAB1 ver-
lduft, sondern vermutlich (ber die ebenfalls im Komplex vorhandenen Proteine
TAB2/TAB3. TAB1 kdnnte daher mit der Bindung an XIAP unterstitzend fir die Effizienz der

TAK-Aktivierung wirken.

5.9 Ausblick

Durch die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass TAB1 nicht
im Fokus der Signalweiterleitung durch XIAP und RIP2 steht. Hingegen ist RIP2 essentiell fiir
die Aktivierung von NF-kB innerhalb des NOD-Signalwegs. RIP2 kénnte somit ein mogliches
Ziel fur therapeutische MaBnahmen sein, da gezeigt werden konnte, dass eine Inaktivie-
rung von RIP2 die Aggressivitat der untersuchten Tumorzellen verminderte. In weiteren
Untersuchungen kann der Fokus nun auf eine mogliche erhohte Sensitivitdt gegentliber ei-
ner chemotherapeutischen Behandlung in Abhdngigkeit einer RIP2-Aktivitat gelegt werden.
Als Tyrosin-Kinase konnte RIP2 somit ein neuer Angriffspunkt fiir eine zielgerichtete Be-

handlung der Patienten mit spezifischen Antikérpern oder Tyrosinkinase-Inhibitoren sein.
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6 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist eine der haufigsten Krebserkrankungen in Deutschland. Ob-
wohl bereits viele Therapieansatze zur Verfiigung stehen, ist die Patientensterblichkeit wei-
terhin hoch. Dabei geht die Hauptsterblichkeit nicht vom Primartumor, sondern von auf-
tretenden Metastasen und Rezidiven aus. Jedoch sind die molekularen Mechanismen die-
ser Metastasierung bisher nicht vollstandig verstanden. Ein besonderes Augenmerk liegt
hierbei auf chronischen Entziindungsreaktionen, da deutlich wurde, dass inflammatorische
Prozesse an der Progression des Kolonkarzinoms beteiligt sind. Dabei lag der Fokus der
Wissenschaft innerhalb der letzten Jahre vermehrt auf den sogenannten , Toll-like Rezep-
toren (TLR)“. Diese sind fir die Homoostase des Darms und die Initiation einer ersten Im-
munantwort auf eindringende, pathogene Keime verantwortlich, weisen aber auch onko-
gene Effekte im Kolonkarzinom auf. Durch diese Rezeptoren wird der Transkriptionsfaktor
NF-kB aktiviert, wodurch es schlie8lich zur Ausschiittung verschiedener pro-inflammato-
risch wirkender Zytokine und Chemokine kommt. Eine konstitutive Aktivierung von NF-kB
fihrt hingegen zu einer verstarkten angiogenetischen Aktivitdat im betroffenen Gewebe,
sowie zu vermehrtem migratorischem und invasivem Verhalten der Zellen. Eine mit den
TLR verwandte Familie sind die sogenannten ,,NOD-Rezeptoren”. Diese liegen zytoplasma-
tisch vor, erkennen gleichermalien pathogene Strukturen und aktivieren ber ihren ent-
sprechenden Signalweg ebenfalls NF-kB. Innerhalb dieses Signalwegs traten verschiedene
Mitglieder der Inhibitor of Apoptosis Proteinfamilie (IAP) zunehmend in den Vordergrund.
So konnte gezeigt werden, dass XIAP eine wichtige Funktion bei der Signaltransduktion und
der Aktivierung von NF-kB einnimmt, indem es als E3-Ubiquitin-Ligase die Serin-Threonin-
Tyrosin-Kinase RIP2 ubiquitiniert und es somit zu einer Aktivierung von NF-kB kommt. Da
XIAP sowohl als Tumorpromoter als auch als prognostischer Faktor im Kolonkarzinom gilt,
soll in dieser Arbeit seine Rolle durch die Interaktion mit den Proteinen RIP2 und TAB1 bei
der Aktivierung von NF-kB innerhalb des NOD-Signalwegs untersucht werden.

Da die genauen Mechanismen der Interaktion und eine moégliche onkogene Bedeutung der
NOD-Signalkaskade noch nicht vollstandig untersucht sind, wurde in der hier vorliegenden

Arbeit die Interaktion der drei genannten Proteine innerhalb des NOD-Signalwegs in der
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Kolonkarzinom-Zelllinie HCT116 untersucht. Zunachst wurden TMA-Proben von 273 Kolon-
karzinom-Patienten hinsichtlich der Proteinexpression der im NOD-Signalweg beteiligten
Proteine NOD1, NOD2, XIAP, RIP2 und TAB1 immunhistochemisch ausgewertet. Hierbei
zeigte sich ein signifikanter Einfluss der XIAP-Expression auf das Gesamtiberleben der Pa-
tienten mit Kolonkarzinomen in der uni- und multivariaten Analyse. Auch fir RIP2 konnte
ein signifikanter Einfluss auf das Uberleben der Patienten nachgewiesen werden. Unter Zu-
hilfenahme des Zinkfingernuklease-Systems konnten anschlieend verschiedene geneti-
sche Knock Out Klone fiir die Gene RIP2 und TAB1 in der Zelllinie HCT116 generiert werden.
Mit Hilfe eines RNA-Microarrays wurde parallel ein Zielgenpanel etabliert, dessen Expres-
sion durch die XIAP-abhdngige NF-kB-Aktivierung innerhalb des NOD-Signalwegs kontrol-
liert wird. Dieses diente in den folgenden Versuchen als ein ,Read-Out-System*.

Die erhaltenen Ergebnisse auf molekularer und funktioneller Ebene weisen darauf hin, dass
TAB1 eine additive Rolle bei der Signaltransduktion spielt. In den durchgefihrten Stimula-
tionsversuchen sowie in funktionellen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die
Signalweiterleitung auch wahrend eines TAB1 Knock Outs weiterhin, wenn auch in vermin-
derter Intensitat, gegeben war.

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass die NF-kB Aktivitdt sowie die Expression der
entsprechenden Zielgene nach einem RIP2 Knock Out auch nach Stimulation der NOD-Sig-
nalkaskade mit spezifischen Liganden nicht mehr gegeben war. Weiterhin wiesen diese Zel-
len eine verminderte Invasionsfihigkeit auf, die auch durch eine stabile XIAP-Uberexpres-
sion nicht verstarkt werden konnte. In Rekonstitutionsversuchen wurde deutlich, dass die
Interaktion von RIP2 mit XIAP fiir die NF-kB Aktivierung von essentieller Bedeutung ist.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass RIP2 ein essentieller Fak-
tor der XIAP-abhangigen Signalweiterleitung im NOD-Signalweg ist, die Invasivitdt von Tu-
morzellen in vitro reguliert und mit dem Gesamtiiberleben von Patienten mit Kolonkarzi-
nom assoziiert ist. Daher sollte es als potentielle therapeutische Zielstruktur verstarkt be-

trachtet und untersucht werden.
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7 Abstract

Colorectal cancer is one of the top three cancerous diseases in Germany. Although many
therapies are available for these patients, the mortality rate remains high. This is mainly
due to metastasis and recurrence of the disease, while the primary tumors have less effect
on survival rates. Even now, molecular mechanisms of metastasis are not completely un-
derstood.

Special attention needs to be drawn to chronic inflammation, which is one of the main
aspects of tumorigenesis of gastro-intestinal carcinomas. Within the last years, research
was focused on so-called “Toll-like receptors (TLR)”, which are responsible for homeostasis
of the gut, for initiation of the innate immune response in regard of cell-invading patho-
genic microbes, as well as for oncogenic effects in colon carcinomas. Through activation of
these receptors, NF-kB is released from its inhibitors and migrates into the nucleus of the
cell, where it activates target genes, leading to secretion of several inflammatory cytokines
and chemokines. In contrast, a constitutive activation of NF-kB leads to enhanced angio-
genic activity in the affected tissue, as well as to migratory and invasive behavior of the
cells.

The NOD-receptor family is related to TLRs. While TLR-receptors are membrane-bound,
NOD-receptors are found in the cytoplasm of cells. They also recognize pathogenic struc-
tures of microbes and viruses, and activate NF-kB via their special signaling pathway. Within
this pathway, several members of the “inhibitor of apoptosis protein” (IAP) family, which
participate in signal transduction, have come to the fore. It was shown that XIAP holds an
important function in signal transduction and in activation of NF-kB, by using its E3-ubiqui-
tin-ligase-activity to ubiquitinize and therefore activate serine-threonine-tyrosine kinase
RIP2. Since XIAP is known to be a tumor promoting protein and furthermore serves as a
prognostic factor in colorectal carcinomas, it is of great interest to investigate its role in
NOD signal transduction and to elucidate its need to interact with RIP2 and TAB1.

Because the detailed mechanisms of this interaction and the potential oncogenic impact of

the NOD-signaling pathway have not yet been investigated in detail, this doctoral thesis
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Abstract

focuses on the analysis of the protein interactions between XIAP and RIP2, as well as be-
tween XIAP and TAB1, an adapter protein of the TAB/TAK-complex in the colon carcinoma
cell line HCT116. Initially, TMA-samples of 273 colon carcinoma patients were immuno-
histochemically evaluated regarding the expression of proteins involved in NOD-signaling
pathways such as NOD1, NOD2, XIAP, RIP2 and TAB1. Here, a significant impact of XIAP
expression on overall patient survival was found in uni- and multivariate analysis. Addi-
tionally, RIP2 displayed a significant impact on the overall survival of patients. By using a
zinkfinger-nuclease system, several genetic HCT116 knock out clones for the genes of RIP2
and TAB1 could be established. In parallel, through the use of RNA-microarray, XIAP-de-
pendent NF-kB target genes were detected, then taken as “read-out system” for further
experiments.

Through these results obtained on molecular and functional basis it could be concluded
that TAB1 only has an additive role in signal transduction of the NOD-signaling cascade. In
stimulation studies, as well as in functional tests, signal transduction was shown to be still
present in HCT116 TAB17 clones, though in a reduced capacity.

Furthermore, the results of this thesis show that NF-kB expression, as well as the expression
of the target gene panel was inactivated after the knock out of RIP2 in the HCT116 cell line,
and also couldn’t be reactivated by ligand specific stimulation of the NOD-receptors. Also,
RIP27/ cells displayed reduced invasiveness. Moreover, invasiveness could not be enhanced
by XIAP overexpression in RIP2 knock out cells. In reconstitution trials it became clear that
interaction between RIP2 and XIAP is of essential relevance for NF-kB activation.

In this work, it was demonstrated that RIP2 is an essential factor of XIAP-dependent signal
transduction in the NOD-signaling pathway. It regulates tumor invasion in vitro, and is cor-
related with overall survival in patients with colon cancer. Hence, RIP2 would be an inter-

esting target of cancer therapy and is worth further investigation.
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