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1.1 Epidemiologie und Atiologie

Das kolorektale Karzinom stellt mit rund 63.000 Neuerkrankungen in Deutschland im Jahr
2010 ein groBes gesundheitspolitisches und sozioGkonomisches Problem dar
(Krebs in Deutschland 2013). In der Statistik der Sterbefallzahlen bei Krebserkrankungen
steht Dickdarmkrebs bei Mannern an zweiter und bei Frauen an dritter Stelle, die relative
5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei rund 65 % (Krebs in Deutschland 2013).

Faktoren, die mit einem deutlich erhéhten Risiko fur kolorektale Karzinome assoziiert
wurden, sind chronisch entzlindliche Darmerkrankungen und das Auftreten von kolorektalen
Karzinomen bei Verwandten ersten Grades. Weitere Risikofaktoren sind ein erhdhter body
mass index (BMI), Zigarettenrauchen, geringe korperliche Aktivitat, hoher Konsum roten
Fleisches sowie zu geringer Konsum von Friichten und Gemuse (Johnson et al. 2013).

Etwa 5 % der Erkrankungen sind auf ein famili&res genetisches Syndrom zurlickzufthren.
Hierzu zahlen das hereditdre non-polypdse kolorektale Karzinomsyndrom (HNPCC), auch
Lynch-Syndrom genannt, die familiare adenomattse Polyposis (FAP) und seltenere
Syndrome wie zum Beispiel (z.B.) das hyperplastische Polyposis-Syndrom (HPS), das
juvenile Polyposis-Syndrom (JPS) und das Peutz-Jeghers-Syndrom (PJS) (Emons et al. 2013,
Gala und Chung 2011).

1.2 Grundlagen der Entstehung kolorektaler Karzinome

Die Entstehung maligner Tumoren im Allgemeinen ist dul3erst komplex und bedarf nach
Hanahan und Weinberg sechs Grundvoraussetzungen: Unabhangigkeit von externen
Wachstumsfaktoren, Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden Faktoren, Umgehung der
Apoptose, Fahigkeit zur unendlichen Teilung, Blutversorgung durch (Neo-)Angiogenese
sowie Gewebeinvasion und Metastasierung (Hanahan und Weinberg 2000). Als wichtige
Voraussetzungen hierflr werden genomische Instabilitat, genetische Mutationen sowie
chronische Entziindung betrachtet. Als erganzende unabdingbare Faktoren der Karzinogenese
gelten die Anpassung des Energiemetabolismus der Zellen, die Deregulation von
Signalwegen sowie das Verhindern einer Immunreaktion (Hanahan und Weinberg 2000,
Hanahan und Weinberg 2011).
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Fiur das kolorektale Karzinom ist das Modell der 1978 erstmalig beschriebenen Adenom-
Karzinom-Sequenz allgemein anerkannt und Grundlage der heutigen Praventionsprogramme
(siehe Kapitel 1.5.1) (Day und Morson 1978). Das hieraus entwickelte genetische
Progressionsmodell besagt, dass ein Karzinom Uber Zwischenschritte in Jahren bis
Jahrzehnten aus einem Adenom entsteht, wofiir verschiedene genetische Veranderungen
zusammenkommen miussen. Sowohl die Reihenfolge als auch die Vollstandigkeit der
Mutationen unterliegen dabei gewissen Variationen (Emons et al. 2013, Fearon 2011, Fearon
und Vogelstein 1990).

APC
Funktionsverlust

Normales
Epithel

K-ras
Aktivierung

Friihes
Adenom

DCC/SMAD4
Funktionsverlust

Intermedidres
Adenom

ps3
Funktionsverlust

Spates
Adenom

 ——

Kolorektales
Karzinom

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz mit den wesentlichen genetischen Verénderungen in der Entwicklung eines
Karzinoms aus normalem Epithel (modifiziert nach Fearon 2011, S. 499). Fur Details und Abkurzungen siehe Text.

In Abbildung 1 ist die Adenom-Karzinom-Sequenz stark vereinfacht und schematisch
dargestellt. Der Funktionsverlust des adenomatous polyposis coli-Gens (APC) flihrt zu einer
Aktivierung des Wnt-Signalwegs mit daraus folgender Steigerung der Proliferation. Einen
ahnlichen Effekt hat auch die Aktivierung des Kirsten rat sarcoma-Gens (k-ras). Mutation
beziehungsweise (bzw.) Deletion des deleted in colorectal cancer-Gens (DCC) bzw. SMAD4
fuhren zur Inhibierung der Apoptose und der Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden
Faktoren. Der p53-Funktionsverlust begiinstigt das Uberleben der mutierten Zellen (Fearon
2011). Weiteres Charakteristikum kolorektaler Karzinome ist das Auftreten typischer
chromosomaler Veranderungen wahrend der Karzinogenese (Cancer-Genome-Atlas-Network
2012). Dazu zahlen sowohl ein Zugewinn (+7, +20q, +8q, +13q) als auch ein Verlust (-4q,
-8p, -18q) von ganzen Chromosomen bzw. chromosomalen Abschnitten (Grade et al. 2006a).
Die Anzahl der Chromosomenabschnitte und die Expression der jeweiligen Gene, die auf
betroffenen Chromosomenabschnitten liegen, korrelieren dabei zumeist positiv miteinander
(Grade et al. 2006b, Grade et al. 2007).

1.3 Lokalisation des kolorektalen Karzinoms

Das Auftreten kolorektaler Karzinome ist ungleichmaRig auf die jeweiligen Organabschnitte
verteilt. Gut 60 % liegen aboral der linken Kolonflexur, hiervon circa (ca.) die Halfte im
Rektum und dem rektosigmoidalen Ubergang (Phipps et al. 2013). Das Rektum ist dabei
definiert als die letzten 16 cm des Enddarms, gemessen mit einem starren Rektoskop von der

Anokutanlinie (Leitlinienprogramm Onkologie 2013). Die genaue Verteilung zeigt Tabelle 1.
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Tumorlokalisation Anteil in %
Zakum 15

Kolon ascendens 11

Rechte Kolonflexur 3

Kolon transversum 6

Linke Kolonflexur 3

Kolon descendens 4

Kolon sigmoideum 25
Rektosigmoidaler Ubergang 10

Rektum 23

Tabelle 1: Anatomische und prozentuale Verteilung kolorektaler Karzinome (Daten aus Phipps et al. 2013, S. 3142).

1.4 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung des kolorektalen
Karzinoms
Die klinische Einteilung des kolorektalen Karzinoms erfolgt nach der TNM-Klassifikation der

Union internationale contre le cancer (UICC). Das Akronym TNM steht dabei flr

T - Tumorinfiltration, N - Lymphknotenbefall (engl.: node) und M - Metastasen.

T - Infiltrationstiefe des Primdrtumors N — Regionidre Lymphknoten (LK) M - Fernmetastasen
X Beurteilung nicht moglich NX Beurteilung nicht moglich
10 Kein Anhalt fir Primartumor NO Keine regiondren LK-Metastasen MO  Keine Fernmetastasen

Tis Carcinoma in situ: intraepithelial
oder Infiltration der Lamina propria,
Muscularis mucosae nicht
durchbrochen

=
=
=
ey
(N

=
=
o

T1 Infiltration der Submucosa Metastase in 1 regiondrem M1 Metastase(n) auf ein Organ

LK beschrankt

z
=
o
=
=
53

Metastasen in > 1 Organ
regionaren LK oder Peritoneum

Metastasen in 2-3

P
=
23

Satelliten in Subserosa oder
perirektalem Fettgewebe
ohne regionére LK-
Metastasen

=
N
LY

Metastasen in 4-6
regionaren LK

T2 Infiltration der Muscularis propria N2

2
N
o

Metastasen in 2 7
regionaren LK

13 Infiltration durch Muscularis propria
in Subserosa oder nicht
peritonealisiertes, perikolisches
oder perirektales Gewebe

T4 T4a Perforation des Peritoneum
viscerale
T4b Infiltration anderer Organe

oder Strukturen

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms (modifiziert nach Wittekind und Meyer 2010, S. 96-98).
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Nach einer Operation wird die klinische Einteilung pathologisch reevaluiert und dann mit
dem Zusatz ,p“ bezeichnet (Wittekind und Meyer 2010). Fir eine aussagekréftige
Beurteilung des N-Status wird die Beurteilung von mindestens 12 Lymphknoten gefordert
(Leitlinienprogramm Onkologie 2013). Tabelle 2 zeigt die Kriterien der TNM-Klassifikation.
AnschlieBend erfolgt die Stadieneinteilung nach der Klassifikation der UICC (siehe Tabelle

3). Diese ist Grundlage fur eine Prognoseabschdtzung und die Entscheidung Uber die

Therapie.
UICC-Stadium T N M
0 Tis NO MO
1 T1,T2 NO MO
HA T3 NO MO
1B T4a NO MO
1c T4b NO MO
A T1,T2 Nla MO
T1 N2a MO
HiB T3, T4a N1 MO
T2,T3 N2a MO
T1,T2 N2b MO
nmc T4a N2a MO
T3, T4b N2b MO
T4b N1, N2 MO
VA Jedes T Jedes N M1la
VB Jedes T Jedes N M1b

Tabelle 3: Stadieneinteilung der UICC fur das kolorektale Karzinom nach dem TNM-KIlassifikationssystem
(modifiziert nach Wittekind und Meyer 2010, S. 96-98).

1.5 Pravention und Therapie des kolorektalen Karzinoms

Die Vorgaben des Leitlinienprogramms Onkologie 2013 zur Therapie des kolorektalen
Karzinoms sind komplex, entsprechend sollte die Festlegung der Therapie in der
interdisziplindren Tumorkonferenz erfolgen. Im Folgenden wird daher lediglich ein stark

vereinfachter Uberblick tiber die Therapiestrategien gegeben.

1.5.1 Pravention

Aufgrund der unter Kapitel 1.1 aufgefiihrten hohen Fallzahlen und der sozioékonomischen
Bedeutung der Erkrankung gibt es ein Praventionsprogramm zur Vorsorge (Priméar-) und
Friherkennung (Sekundarpravention) des kolorektalen Karzinoms. Danach wird ab

Vollendung des 50. Lebensjahres eine komplette Koloskopie fur alle Menschen empfohlen.
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Bei unauffalligem Befund sollte eine Wiederholung nach 10 Jahren erfolgen. Alternativ kann
ein jahrlicher Test auf fékales okkultes Blut (FOBT) durchgefihrt werden, falls eine
Koloskopie nicht moglich ist. Bei Patienten, die Risikofaktoren fir ein kolorektales Karzinom
aufweisen, erfolgt eine engmaschigere Kontrolle. Wird bei einer Koloskopie ein Polyp
entdeckt, sollte dieser abgetragen und anschlieend histologisch untersucht werden. Sind in
der Histologie keine Neoplasiekriterien zu erkennen, so braucht keine besondere Nachsorge
zu erfolgen. Werden ein oder mehrere Adenome diagnostiziert, so sollte in Abhangigkeit von
deren  Anzahl eine  Kontrollkoloskopie nach 3 bis 5 Jahren erfolgen
(Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

1.5.2 Therapie des Kolonkarzinoms

Grundlage der Therapie des Kolonkarzinoms ist in der Regel die chirurgische Entfernung des
Primértumors, gegebenenfalls (ggf.) en-bloc mit anderen Organen. Dabei ist die RO-Resektion
(Resektionsrander sind mikroskopisch tumorfrei) stets anzustreben. Die Entscheidung tber
eine weitere postoperative Therapie erfolgt nach den UICC-Stadien. Im UICC-Stadium I wird
keine adjuvante Therapie empfohlen, ab Stadium Il kann je nach Risikoprofil eine adjuvante
Chemotherapie erwogen werden. Im Stadium 111 ist eine adjuvante Chemotherapie indiziert.
Grundsatzlich gibt es keine Altersbeschrankung fur eine adjuvante Chemotherapie, es sind

jedoch einige Kontraindikationen zu beachten (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).

1.5.3 Therapie des Rektumkarzinoms

Auch beim Rektumkarzinom erfolgt die Therapie stadienabhangig. Anhand der
Hohenlokalisation entscheidet sich das chirurgische VVorgehen. In den unteren zwei Dritteln
des Rektums erfolgt eine tiefe anteriore Rektumresektion mit totaler mesorektaler Exzision
(TME), bei Sphinkterinfiltration eine Rektumexstirpation. Im oberen Drittel kann eine tiefe
anteriore Rektumresektion mit TME oder eine anteriore Rektumresektion mit partieller
mesorektaler Exzision (PME) durchgefiihrt werden (Leitlinienprogramm Onkologie 2013).
Im UICC-Stadium 1 besteht die Behandlung aus einer reinen chirurgischen Resektion
(Leitlinienprogramm Onkologie 2013). Die Therapie der lokal fortgeschrittenen Stadien 1l
und Il war Gegenstand der CAO/ARO/AIO-94-Phase-Il1-Studie der Deutschen
Rektumkarzinom-Studiengruppe. Hierin wurden randomisiert pra- und postoperative
Radiochemotherapie miteinander verglichen (Sauer et al. 2004, Sauer et al. 2012), und die

Ergebnisse hieraus bestimmen malRgeblich die aktuelle Leitlinie fir diese Stadien
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(Leitlinienprogramm Onkologie 2013). Laut Leitlinie sollte der chirurgischen Resektion in
den Stadien Il und Il eine neoadjuvante (=préoperative) Radiochemotherapie vorangestellt
werden. Diese senkt signifikant das Risiko fir Lokalrezidive gegenliber einem adjuvanten
(=postoperativen) Therapieansatz (Sauer et al. 2004, Sauer et al. 2012). Zusatzlich ist die
neoadjuvante der adjuvanten Radiochemotherapie in der Compliance, der Toxizitat und der
Rate an sphinktererhaltenden Operationen bei tiefem Rektumkarzinom uberlegen (Sauer et al.
2004, Sauer et al. 2012). Uberraschenderweise ist das tumorfreie Uberleben im Vergleich
beider Gruppen nicht signifikant unterschiedlich. Geméal Leitlinie ist im Abstand von 4 - 6
Wochen nach der Operation eine adjuvante Chemotherapie indiziert. Abbildung 2 gibt einen
Uberblick tber die Therapieabfolge bei den UICC-Stadien I1 und I1I.

Neocadjuvante . . .
" ) . Operation Adjuvante Chemotherapie
Radiochemotherapie
[ 28x1,8 Gy, 5x/Wo ]
5-FU 5-FU 5-FU 5-FU
5-FU 5-FU . i - ,.
sscamo sscamef g g gty g
Dauerinfusian Dauerinfusian
| | 1 | 1 | ]
| 1 | | | | 1
| R | | A A A J
i I I L I L
I 4 -6 Wochen I I 4 Wochen I I 4 Wochen I I 4 Wochen I

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms UICC-
Stadium II/111 mit den Hauptkomponenten neoadjuvante Radiochemotherapie, Operation und adjuvante
Chemotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie 2013, Sauer et al. 2004). Die detaillierte Erlduterung findet sich im
Text.

In einer Situation mit Fernmetastasen (Stadium 1V) ist das therapeutische Vorgehen beim
Kolon- wie beim Rektumkarzinom komplex und muss an die individuelle Situation des
Patienten angepasst werden. Im interdisziplindren Tumorboard wird eine Therapiestrategie
erarbeitet. Diese kann, sollte eine R0O-Resektion mdglich sein, die primédre Resektion der
Metastasen beinhalten. In einigen Féllen kann auch eine zusatzliche Chemotherapie oder
Bestrahlung notwendig sein (Leitlinienprogramm Onkologie 2013). Die Behandlung des
kolorektalen Karzinoms ist auch weiterhin Gegenstand aktueller Untersuchungen (Gaedcke et
al. 2011, Rddel et al. 2012, Rddel et al. 2014).
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1.6 Klinische Problematik und VVorarbeiten

Wie in Kapitel 1.5.3 erlautert, ist beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinom die
neoadjuvante Radiochemotherapie entscheidender Bestandteil des Behandlungsplans. Das
klinische Ansprechen der Karzinome hierauf ist jedoch duflRerst heterogen. Es reicht von
kompletter Regression (Responder) bis zu kompletter Resistenz (Nonresponder) mit
Tumorwachstum unter der Radiochemotherapie (Grade et al. 2012). Klinische Bedeutsamkeit
erlangt dies unter anderem (u.a.) dadurch, dass ein niedriger histopathologischer
Regressionsgrad nach neoadjuvanter Radiochemotherapie (Nonresponder) mit einem
geringeren tumorfreien Uberleben der Patienten einhergeht als ein hoher Regressionsgrad
(Fokas et al. 2014, Rodel et al. 2005). Zudem werden einige Patienten so einer
nebenwirkungsreichen Therapie zugefihrt, ohne dass sie hiervon profitieren (Grade et al.
2012). Die beschriebene Heterogenitat des klinischen Ansprechens auf die neoadjuvante
Radiochemotherapie macht es notwendig, die Therapieregime entsprechend zu
individualisieren, um flr jeden Patienten das Optimum zu erreichen (Liersch et al. 2010).
Wichtige Schritte hierfur sind die ldentifikation préadiktiver Marker fiir das klinische
Ansprechen sowie neuer therapeutischer Zielstrukturen fur eine optimierte Therapie (Grade et
al. 2012).

In einem ersten Schritt hierbei wurden von unserer Arbeitsgruppe Genexpressionsanalysen
aus Gewebeproben von Rektumkarzinomen (Stadium 11 und I11) durchgefihrt, die im Rahmen
der préatherapeutischen Diagnostik gewonnen wurden. Nachdem das Ansprechen der
Karzinome auf die neoadjuvante Radiochemotherapie postoperativ histopathologisch beurteilt
worden war, wurden die Genexpressionsprofile von Respondern und Nonrespondern
verglichen. Es fanden sich 54 zwischen diesen zwei Gruppen differentiell exprimierte Gene
(Ghadimi et al. 2005). An prominenter Stelle fand sich der T-cell specific transcription
factor 4 (TCF4), ein Schliisseltranskriptionsfaktor im Wnt/B-Catenin-Signalweg (siehe
Kapitel 1.7), welcher in resistenten Tumoren hochreguliert war. In einem nachsten Schritt
wurden zur Etablierung eines in-vitro-Modells 12 humane kolorektale Karzinomzelllinien mit
3 UM 5-FU und einer Bestrahlungsdosis von 2 Gy behandelt (Spitzner et al. 2010). Diese
Kombination ist eng an das klinische Radiochemotherapieregime angelehnt (siehe
Kapitel 1.5.3). AnschlieRend wurden die Uberlebensfraktionen der Zelllinien bestimmt und
mit dem préatherapeutischen Genexpressionsprofil korreliert (Anhangsabbildung 1 zeigt die
Uberlebensfraktionen aller 12 Zelllinien). Da die Verfiigbarkeit immortalisierter

Rektumkarzinomzelllinien begrenzt ist, wurden auch Zelllinien von Kolonkarzinomen
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verwendet. Dabei sei jedoch auf die groBe Ahnlichkeit der transkriptionellen und
chromosomalen Deregulation von Kolon- und Rektumkarzinomen verwiesen (Grade et al.
2006b, Grade et al. 2007). In der Analyse der 12 Zelllinien fanden sich u.a. Hinweise auf eine
Bedeutung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fir die Radiochemotherapiesensibilitadt der
Zelllinien (Spitzner et al. 2010). Nachfolgend konnte fir den in resistenten
Rektumkarzinomen uberexprimierten Transkriptionsfaktor TCF4 (der Genlokus wird auch als
TCF7L2 bezeichnet) von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass eine Inhibierung mittels
RNA-Interferenz zu einer Radiotherapiesensibilisierung von kolorektalen Karzinomzellen
fuhrte (Kendziorra et al. 2011). Da TCF4 ein elementarer Bestandteil des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs ist (Li et al. 2012), deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass eine gezielte
Modulation des Wnt/p-Catenin-Signalwegs eine Mdoglichkeit darstellen koénnte, um die

Radiotherapieresistenz der Nonresponder in Zukunft Gberwinden zu kénnen.

1.7 Der Wnt/p-Catenin-Signalweg

Der Wnt/B-Catenin-Signalweg ist in vielen Bereichen der embryonalen Entwicklung
bedeutend. Zum Beispiel wird er als elementarer Bestandteil in der Entwicklung der
anterioren bzw. posterioren Korperpole von achsensymmetrischen Vielzellern gesehen
(Petersen und Reddien 2009). Mutationen in diesem in (fast) allen Spezies vorhandenen
Signalweg werden ferner flr die Entwicklung von Karzinomen des Darmes und vieler anderer
Gewebe sowie das Entstehen hereditarer Erkrankungen verantwortlich gemacht (Clevers
2006, Markowitz und Bertagnolli 2009). Erste Beschreibungen des Gens wingless zeigten
dessen Bedeutung fiir die Segmentpolaritat in der Entwicklung der Drosophilalarve (Nusslein-
Volhard und Wieschaus 1980). Das Gen int-1 wurde kurze Zeit spater als Onkogen in
Mammakarzinomen der Maus entdeckt, induziert durch das mouse mammary tumor virus
(MMTYV), (Nusse und Varmus 1982). Spater stellte sich heraus, dass das homologe Onkogen
der Drosophila, Dint-1, und wingless identisch sind, woraus der fusionierte Name , Wnt*
entstand (Rijsewijk et al. 1987). In den letzten Jahrzehnten z&hlt der Wnt/p-Catenin-
Signalweg zu den am meisten erforschten Signalwegen tberhaupt (Clevers und Nusse 2012).

Abbildung 3 zeigt eine schematische Ubersicht des Wnt/B-Catenin-Signalwegs im ON- und
OFF-Status. Im Ruhezustand sorgt der B-Catenin-Destruktionskomplex, bestehend aus Axin,
APC sowie den Serin-/Threoninkinasen Glykogen-Synthase-Kinase 3 o/f (GSK3) und Casein
Kinase 1 (CK1), fur einen permanenten Abbau von B-Catenin und verhindert somit eine

Signaltransduktion (Clevers und Nusse 2012).
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Abbildung 3: Wnt/p-Catenin-Signalweg im ON- und OFF-Status. Ohne Wnt-Ligand wird p-Catenin abgebaut, es
erfolgt keine Signalweiterleitung. Bei Bindung eines Wnt-Liganden an den Rezeptor erfolgt eine Signaltransduktion
mit Transkription von Wnt-Effektorgenen (modifiziert nach Li et al. 2012, S. 1251). Fir Details und Abkurzungen
siehe Text.

Die Degradation erfolgt proteasomal, abhdngig von Phosphorylierungen von B-Catenin durch
die Kinasen und daraus resultierender Polyubiquitinylierung durch das g-Transducin-repeat-
containing protein (B-TrCP) (Clevers und Nusse 2012). Gleichzeitig wird durch den
proteasomalen Abbau der B-Catenin-Destruktionskomplex wieder frei und kann weitere
B-Catenin Proteine dem Abbau zufuhren (Li et al. 2012). Zusétzlich wverhindert der
Transkriptionssuppressor Groucho im Nukleus Uber eine Interaktion mit Mitgliedern der
TCF-Familie ein Ablesen von Wnt-Effektorgenen (Cavallo et al. 1998). Bindet ein Wnt-
Ligand an den heterodimeren Rezeptor aus Frizzled (Fz) und low-density-lipoprotein-related
protein 5/6 (LRP5/6), so bindet Axin aus dem [-Catenin-Destruktionskomplex an den
Rezeptor. Dies wird vermittelt durch Phosphorylierung von LRP5/6 (He et al. 2004, Mao et
al. 2001), wofir Dishevelled (Dvl) ein wichtiger Kofaktor ist (Bilic et al. 2007). Zusatzlich
dissoziiert B-TrCP vom [-Catenin-Destruktionskomplex. B-Catenin wird nun zwar noch
phosphoryliert, aber nicht mehr durch B-TrCP vermittelt polyubiquitinyliert und somit nicht
proteasomal abgebaut. Durch eine Sittigung des [-Catenin-Destruktionskomplexes
akkumuliert unphosphoryliertes (aktives) -Catenin und kann in den Kern translozieren (Li et
al. 2012). Dort fihrt es ber die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktorkomplex T-cell
specific transcription factor/Lymphoid enhancer-binding factor-1 (TCF/LEF) zur
Transkription einer groRen Zahl von Wnt-Zielgenen (Li et al. 2012, Nusse 2013). Ein haufig
verwendeter Indikator fiir eine hohe Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-Signalwegs ist Axin2,

welches Bestandteil eines negativen Rickkopplungsregelkreises ist (Lustig et al. 2002).
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1.8 Fragestellung

Wie oben ausfiihrlich dargestellt, stellt die Resistenz vieler Rektumkarzinome gegentiber der
neoadjuvanten Radiochemotherapie ein grofRes Klinisches Problem dar. Fur den
Transkriptionsfaktor TCF4 konnte von unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass dessen
Inhibition zu einer Radiotherapiesensibilisierung in kolorektalen Karzinomzelllinien fuhrt
(Kendziorra et al. 2011). Interessanterweise ist TCF4 ein Schlusseltranskriptionsfaktor des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Li et al. 2012), und dieser ist elementarer Bestandteil der
kolorektalen Karzinogenese (Cancer-Genome-Atlas-Network 2012, Markowitz und
Bertagnolli 2009). Somit beschrieb unsere Arbeitsgruppe als erste einen madglichen
Zusammenhang zwischen dem Wnt/B-Catenin-Signalweg und der Radio(chemo)therapie-
resistenz von Kkolorektalen Karzinomen (Kendziorra et al. 2011). Es werden jedoch
gleichzeitig -Catenin-unabhéngige und zelltypabhéngige Funktionen von
Transkriptionsfaktoren der TCF-Familie beschrieben (Grumolato et al. 2013, Wallmen et al.
2012). Daher blieb bisher ungeklart, ob es sich bei der Resistenzvermittlung um eine TCF4-
spezifische Funktion handelt oder ob der Wnt/B-Catenin-Signalweg entscheidenden Einfluss

hat. Fur diese Arbeit ergaben sich hieraus folgende Fragen:

e Handelt es sich bei der Vermittlung der Radiotherapieresistenz um eine TCF4-
spezifische Beobachtung oder eine Funktion des Wnt/B-Catenin-Signalwegs?
e Stellt die Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalwegs eine zukunftige Therapieoption

zur Sensibilisierung radiotherapieresistenter Rektumkarzinome dar?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

Auslaufpipetten, serologisch
Einfrierréhrchen

Einmalreagenzreservoirs, steril

Filterpapier, Chromatography Paper 3SMM
Chr.

Flussigkeitsreservoirs, Rotilabo® PVC

Pasteurpipetten, Glas

Pipettenspitzen (10 ml), fiir Multipette®
Stream

Pipettenspitzen, Safe Seal-Tips® professional

Pipettenspitzen, Tip One®

Pipettenspitzen, Tip One®, steril

Platten, 12-Well, Cellstar®, steril

Platten, 6-Well, Cyto One®, steril

Platten, 96-Well, Cyto One®, steril
Reagiergefale Biosphere® Safe Seal (1,5 ml)
Reaktionsgefale (1,5 ml)

Reaktionsgefalie (2 ml)

Réhrchen, Falcon Tube (15 und 50 ml)
Transfermembran, Immobilon®-P Membran,
Polyvinylidenfluorid (PVDF),
FilterporengroRe 0,45 um

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland
TPP, Trasadingen, Schweiz

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Whatman™ GE Healthcare UK Limited,
Buckinghamshire, United Kingdom

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland
STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland
Greiner Bio-One, Solingen, Deutschland
STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland
STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland
Merck Millipore, Billerica, MA, USA
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Transferpipetten (3,5 ml)
Vakuumfiltersystem rapid, PES Membrane
0,22 UM, 250 ml

Zellkulturflaschen Cyto One® (25, 75 und
225 cm?)

Zellschaber, 300 mm

Zellspachtel, 195 mm

2.1.2 Chemikalien

1,4-Dithio-DL-threit(ol) (DTT)
2-Propanol

Ammoniumpersulfat (APS)
Bovines Serumalbumin (BSA)
Brilliant Blau R250 Tabletten
Bromphenolblau-Ldsung
Essigsaure 100 % Ph. Eur., reinst

Ethanol, ROTIPURAN® >99.8 %

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA),
0,5M,pH=8,0

Glyzin

Mayers Hamalaun

Kaliumchlorid

Luminata™ Forte, Western horse raddish
peroxidase (HRP) Substrate

Marker, Magic Mark™ XP Western Standard
Marker, Spectra™ Multicolour Broad Range
Protein Ladder

Methanol, ROTIPURAN® >99,9 %

Milchpulver Blotting grade, pulver, fettarm

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz

STARLAB GmbH, Hamburg Deutschland

TPP, Trasadingen, Schweiz
TPP, Trasadingen, Schweiz

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Quality Biological Inc., Gaithersburg, MD,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland
Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland
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Natrium Deoxycholat >97 %
Natriumazid (NaNs), reinst
Natriumchlorid (NaCl) >99,5 %

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Ldsung 10 %
fur die Molekularbiologie
Natriumhydroxid (NaOH) Platzchen
Nonidet® P40 (NP40)
Phosphatase-Inhibitor Cocktail Tabletten,
PhosSTOP

Protease-Inhibitor Cocktail, Protease
Block™

Roti®-Quant 5x Konzentrat

Rotiphorese® Gel30 Lésung

Salzsaure (HCI) 5 M

N, N, N', N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tris ultrapure

Tween® 20

XAV939

2.1.3 Gerate

Autoklav, HST 32/25

Bestrahlungsgeréat, Xstrahl RS225 X-Ray
irradiator

Charge-coupled device (CCD) Kamera,
ImageQuant LAS 4000 mini

Colony Counter, eCount™

Elektroblotter, semi-dry

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Tocris Bioscience, Bristol, United Kingdom

Zirbus technology GmbH, Bad Grund/ Harz,
Deutschland

Gulmay Medical Itd., Camberley (Surray),
United Kingdom

GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Schweden

Heathrow Scientific® LLC, Nottingham,
United Kingdom

Biometra GmbH, Go6ttingen, Deutschland
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Freezing Container, 5100 Cryo 1 °C, ,,Mr.
Frosty"

Gelelektrophoresekammer, Minigel-Twin
Glasplatte, ausgeschnitten, fur Minigele

Glasplatte, fixe Spacer, 1,0 mm, fur Minigele

HeilRluftsterilisator, Heraeus ST6060

Inkubator CO, Incubator C200

Inkubator, Water-Jacketed Incubator 3250
Kamme (10- und 16-zahnig), fur Minigele
Magnetruhrer

Membranpumpe, Miniport

Mikroskop, invers, Leica DM IL
Mikroskop, Leica S6 E
Mikroskopkamera, High-speed Leica EC3
Multilabel Plate Reader, Victor™ X4
Netzgerat, PowerPac 3000

Netzgeréat, Standard Power Pack P25
pH-Meter, PB-11

Pipette, elektrisch, 8-Kanal Research pro 50-

1200 pl
Pipette, Multipette® Stream
Pipetten, Eppendorf Reference

Pipettierhelfer, accu-jet®
Préazisionswaage, BP 610
Préazisionswaage, ED224S

Schttler, MS 3 digital

Silikonabdichtung, 1,0 mm, fir Minigel

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Biometra GmbH, Go6ttingen, Deutschland
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Labotect GmbH, Gottingen, Deutschland
Forma Scientific Inc., Marietta, OH, USA
Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

KNF Neuberger GmbH, Freiburg,
Deutschland

Leica AG, Wetzlar, Deutschland

Leica AG, Wetzlar, Deutschland

Leica AG, Wetzlar, Deutschland
PerkinElmer, Waltham, MA, USA
Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Germany

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland
IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Biometra GmbH, Go6ttingen, Deutschland
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Sterilbank, SterilGARD Hood Class 1l Typ The Baker Company, Sanford, ME, USA
A/B3

Thermomixer comfort Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
Transfektionsgerét, Nucleofector™ 2b Lonza Cologne GmbH, Kdéln, Deutschland
Device

Ultraschallhomogenisator SONOPULS HD ~ BANDELIN electronic GmbH & Co. KG
3100

Vortexer, IKA® MS1 Shaker IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Deutschland

Wasserbad, GFL 1003 Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel, Deutschland

Water Purification System, Milli-Q Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Reference Ultrapure

Wippschdttler, WS42 A. Hartenstein Gesellschaft fur
Labor- und Medizintechnik mbH,
Wirzburg/ Versbach, Deutschland

Zahlkammer, Neubauer improved Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland

Zentrifuge, Heraeus Fresco 17 Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Zentrifuge, Heraeus Labofuge 400 R Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Zentrifuge, Mini, Rotilabo® Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

2.1.4 Zellkulturreagenzien

0,25 % Trypsin -EDTA (1x) Gibco® by life technologies™, Carlsbad, CA,
USA

Antibiotikum, G 418-BC (Genitizin) Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Bad Stabil Konzentrat neoLab Migge Laborbedarf-Vertriebs
GmbH, Heidelberg, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Fetal Bovines Serum (FBS) Biochrom AG, Berlin, Deutschland
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L-Glutamine 200 mM in 0,85 % NaCl
Solution

Né&hrmedium, (1:1) Dulbecco’s Modified
Eagle Medium : F-12 Nutrient Mixture
(Ham) (DMEM/F-12)

Né&hrmedium, Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM)

Néhrmedium, Leibovitz’s L-15-Medium

Nahrmedium, RPMI-1640-Medium

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH 7,2

Trypan Blue Solution 0,4 %

2.1.5 Transfektionsreagenzien

Amaxa™ Cell Line Nucleofector™ Kit V
(25 RCT)

Enthalt:

Nucleofector-Solution
Elektroporationskiivetten

Pipetten

2.1.6 SsiRNAs

SiRNA gegen B-Catenin (# 1)
siRNA gegen B-Catenin (# 2)

siRNA gegen B-Catenin (# 3)

siAllStarsNEG

Boehringer Ingelheim GmbH & Co.KG,
Ingelheim, Deutschland

Gibco® by life technologies™, Carlsbad, CA,
USA

Gibco® by life technologies™, Carlsbad, CA,
USA
Gibco® by life technologies™, Carlsbad, CA,
USA
Gibco® by life technologies™, Carlsbad, CA,
USA
Gibco® by life technologies™, Carlsbad, CA,
USA

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Lonza Cologne GmbH, KéIn, Deutschland

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland
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2.1.7 Puffer und Lésungen

Tris buffered saline-Puffer (TBS)

Reagenzien Endkonzentration Fir 1000 ml
Tris ultrapure 50 mM 6,057 g
NaCl 150 mM 8,766 g

Reagenzien in doppelt destilliertem Wasser (ddH,0) I6sen und pH-Wert auf 7,5 einstellen, dann ddH,O hinzufiigen, bis das
Zielvolumen von 1000 ml erreicht ist.

Tris buffered saline + 0,1 % Tween® 20-Puffer (TBS-T)

Reagenzien Endkonzentration Fir 1000 ml
TBS 999 ml
Tween® 20 0,1% 1ml

Nonidet® P40-Zelllysepuffer (NP40)

Reagenzien Endkonzentration Fur 100 ml
1 M Tris ultrapure 50 mM 5 mi
5 M NaCl 150 mM 3 mi
Nonidet® P40 (NP40) 1% 1 ml

Reagenzien in ddH,O lésen und pH-Wert auf 7,8 einstellen, dann ddH,O hinzufiigen, bis das Zielvolumen von 100 mi
erreicht ist.

Radio Immuno Precipitation Assay-Zelllysepuffer (RIPA)

Reagenzien Endkonzentration Fdr 100 ml
Tris ultrapure 50 mM 606 mg
NaCl 150 mM 877 mg
Natrium Deoxycholat 0,5% 500 mg
Nonidet® P40 1% 1ml

0,5 MEDTA, pH =80 2mM 400 pl

Reagenzien in ddH,0 l6sen und pH-Wert auf 8,0 einstellen, dann ddH,O hinzufiigen, bis das Zielvolumen von 100 ml
erreicht ist.

SDS-PAGE-Sammelgelpuffer

Reagenzien Endkonzentration Fiir 250 ml
Tris ultrapure 1M 30,29 g

Reagenzien in ddH,0 l6sen und pH-Wert auf 6,8 einstellen, dann ddH,O hinzufiigen, bis das Zielvolumen von 250 ml
erreicht ist.
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SDS-PAGE-Trenngelpuffer

Reagenzien Endkonzentration Fir 250 ml
Tris ultrapure 15M 45,43 ¢

Reagenzien in ddH,0O l6sen und pH-Wert auf 8,8 einstellen, dann ddH,O hinzufiigen, bis das Zielvolumen von 250 ml
erreicht ist.

4x SDS-PAGE-Ladepuffer

Reagenzien Endkonzentration Fur 10 ml
0,5 M Tris-HCI, pH = 6,8 250 mM 5 mi
Glycerin 40 % 4 ml
B-Mercaptoethanol 8 % 0,8 ml
Bromphenol Blau 0,4 % 0,049
SDS 8 % 0,89
ddH,0 0,2 ml

In 1 ml Aliquots bei -20 °C einfrieren.

SDS-PAGE-Laufpuffer

Reagenzien Endkonzentration Fir 1000 ml
Tris ultrapure 25 mM 3,039
Glyzin 192 mM 14419

Reagenzien in ddH,O l6sen und pH-Wert auf 8,3 einstellen, dann ddH,O hinzufiigen, bis das Zielvolumen von 1000 ml
erreicht ist.

Western Blot-Transferpuffer

Reagenzien Endkonzentration Fdr 1000 ml
Tris ultrapure 48 mM 58¢g

Glyzin 39 mM 29¢
SDS-L6sung, 10 % 0,037 % 3,7ml
Methanol 20 % 200 ml

ddH,0 hinzufiigen, bis das Zielvolumen von 1000 ml erreicht ist.

Blockierpuffer fur Western Blot-Membranen, Losungspuffer fir Antikorper

Reagenzien Endkonzentration Fiir 100 ml
TBS-T 100 ml

Milchpulver Blotting grade, Pulver, fettarm 5% 509
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Losungspuffer fur Antikérper
Reagenzien
TBS-T

Bovines Serum Albumin

Coomassie-Fixierlosung fur Gele
Reagenzien

Methanol

Eisessig

ddH,0

Coomassie-Farbelosung fur Gele
Reagenzien

Methanol

Coomassie Brilliant Blue

Eisessig

ddH,0

Coomassie-Entfarbelésung fur Gele

Reagenzien
Methanol

Eisessig
ddH,0

2.1.8 Kits

Pierce® Bicinchoninic Acid Assay (BCA)
Protein Assay Kit

Enthalt:

BCA Reagent A

BCA Reagent B

Albumin Standard Ampullen, 2 mg/ml

Endkonzentration

5%

Endkonzentration
50 %
10 %
40 %

Endkonzentration
50 %

0,05 %

10 %

40 %

Endkonzentration
5%

7%

88 %

Fiur 10 ml
10 ml
0549

Fur 1000 ml
500 mi
100 ml
400 ml

Fur 1000 ml
500 ml
500 mg
100 ml
400 ml

Fdr 1000 ml

50 ml
70 ml
880 ml

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,

MA, USA
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2.1.9 Computer-Software

Grapher™ § Golden Software Inc., Golden, CO, USA
Microsoft Office 2007 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA
EndNote X4 Thomson Reuters, New York, NY, USA
KaleidaGraph Vers. 4.1.0 Synergy Software, Reading, PA, USA

Adobe Reader X Adobe, San Jose, CA, USA
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2.1.10 Antikorper

Primarantikdrper Hersteller Ursprung | Proteingewicht | Verdinnung | Ldsungspuffer Inkubationszeit (h) | Temperatur
kDa [&®)]
Anti-Actin (A2066) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, Kaninchen | 42 1:2000 5 % Milch-TBS-T | 2 Raum-
USA temperatur
Anti-Active-B-Catenin (Anti- Merck Millipore, Billerica, MA, | Maus 92 1:4000 5 % Milch-TBS-T | uber Nacht 4
ABC), clone 8E7 USA
Anti-Axin 2 (76G6) Cell Signaling Technology, Kaninchen | 95/98 1:1000 5 % Milch-TBS-T | uber Nacht 4
Danvers, MA, USA
Anti-B-Catenin (Carboxy- Cell Signaling Technology, Kaninchen | 92 1:2000 5 % Milch-TBS-T | Uber Nacht 4
Terminal Antigen) Danvers, MA, USA
Sekundarantikdrper Hersteller Ursprung | Proteingewicht | Verdinnung | Lésungspuffer Inkubationszeit (h) | Temperatur
kDa [&®)]
Polyclonal Antibody to Mouse | Acris Antibodies GmbH, Kaninchen 1:30.000 5 % Milch-TBS-T | 2 Raum-
19G (H&L) - HRP, R1253HRP | Herford, Deutschland temperatur
Polyclonal Antibody to Rabbit | Acris Antibodies GmbH, Ziege 1:30.000 5 % Milch-TBS-T | 2 Raum-
19G (H&L) - HRP, R1364HRP | Herford, Deutschland temperatur

Tabelle 4: Verwendete Antikérper mit Verdiinnungen und Inkubationsbedingungen.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Alle Zellen wurden in den von der American Type Culture Collection (ATCC) empfohlenen
Medien bei 37 °C, gegebenenfalls mit 5 % Kohlenstoffdioxid (CO,), kultiviert und in
Anlehnung an die empfohlenen Protokolle behandelt. Die genauen Wachstumsbedingungen
der einzelnen Zelllinien sind in Tabelle 5 aufgefiihrt. Alle Medien wurden mit 10 % fetalem
bovinem Serum (FBS) und 1 % Glutamin versetzt und vor der Verwendung, genau wie das
phosphate buffered saline (PBS), auf 37 °C vorgewdarmt. Bei Abweichungen vom
empfohlenen Medium wird explizit darauf hingewiesen. Sadmtliche Zellkulturarbeit wurde an
einer Sterilbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden dreimal pro Woche mikroskopisch beurteilt
und je nach Wachstumsdichte das Medium gewechselt oder die Zellen gesplittet. Dadurch

wurden die Zellen stets in einer logarithmischen Wachstumsphase gehalten.

Zelllinie Ursprung | Organ 319 Medium CO, ATCC Nr.
SwW480 Mensch Kolon 4 Leibovitz’s L-15 | Raumluft | CCL-228
LS1034 Mensch Zakum 4 RPMI-1640 5% CO, | CRL-2158
SW837 Mensch Rektum 4 Leibovitz‘s L-15 | Raumluft | CCL-235
. DMEM:F-12 +
hTERT RPE-1 | Mensch Retina Q 5% CO, | CRL-4000
0,35 % NaHCO;
L-Cells Maus Fibroblast | & DMEM 5% CO2 | CRL-2648
_ DMEM + G 418
L-Cells Wnt3a | Maus Fibroblast | & 5% CO2 | CRL-2647
(0,4 mg/ml)

Tabelle 5: Verwendete Zelllinien mit einigen Charakteristika und ihren Wachstumsbedingungen (ATCC 2007, ATCC
2011, ATCC 2012, ATCC 2013a, ATCC 2013b, ATCC 2013c)

2211 Zellen auftauen

Zur Langzeitasservation wurden alle Zelllinien bei -150 °C gelagert. Aufgetaut wurden sie in
einem Wasserbad mit 37 °C und im direkten Anschluss mithilfe einer Transferpipette in ein
15-ml-Réhrchen mit 10 ml Medium Uberfiihrt. Anschlieend wurden die Zellen fiir 5 min bei
800 U/min zentrifugiert. Nach dem Absaugen des Uberstandes wurde das Zellpellet vorsichtig
in 5 ml Medium resuspendiert und in eine T25er Flasche tberfihrt.

Nach einem Tag wurden die Zellen mikroskopisch beurteilt und in Abhangigkeit von der
Konfluenz entweder das Medium gewechselt, um tote Zellen zu entfernen oder die Zellen
gesplittet. Das genaue VVorgehen hierbei wird im Folgenden beschrieben. Bevor die Zellen fiir

Experimente verwendet wurden, wurden sie mindestens dreimal passagiert.
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2212 Mediumwechsel

Die Né&hrstoffbestandteile, die im Medium enthalten sind, werden von den Zellen mit der Zeit
verbraucht und Stoffwechselendprodukte akkumulieren, folglich muss regelmaRig frisches
Medium auf die Zellen in Kultur gegeben werden (Lindl 2002).

Sofern bei der mikroskopischen Beurteilung der Zellen die Konfluenz bei maximal 50 % lag
und die Erfahrung zeigte, dass die Zellen bis zur nachsten Beurteilung 2-3 Tage spater nicht
uber 80 % konfluent sein wirden, so wurde nur das Medium gewechselt.

Bei den adhé&renten Zellen wurde dazu das alte Medium abgesaugt und in Abhéngigkeit von
der Kulturgefaligrofie zwischen 0,1 ml und 30 ml frisches Medium hinzugefgt.

Die genaue Auflistung der Medienvolumen in Abhéangigkeit von der FlaschengroRe ist in
Tabelle 6 aufgefiihrt.

KulturgefaRgroRe (cm?) Medium/PBS Volumen (ml) | 0,25 % Trypsin-EDTA Volumen (ml)
0,32 (96-Well-Platte (WP)) | 0,1 0,01-0,02

3,8 (12-WP) 1 0,1-0,2

9,6 (6-WP) 3 0,5

25 5 0,5

75 10 1

225 30 3

Tabelle 6: Verwendetes Medium/PBS-Volumen und Trypsin-EDTA-Volumen flr verschiedene KulturgefalgréRen.

2.2.1.3 Subkultivierung

Erreichten die Zellen eine Konfluenz von ca. 70-80 %, wurden sie gesplittet. Hintergrund ist,
dass es bei zu dichtem Kontakt zwischen den Zellen zu Zell-Zell-Interaktionen mit
Verdnderung der Morphologie und Wachstumseigenschaften, Kontaktinhibition sowie zur
Konkurrenz um Wachstumsfaktoren und Nahrstoffe kommen kann (Lindl 2002).

Zunéchst wurde das alte Medium mittels Absaugen entfernt und im Anschluss die Zellen mit
PBS ohne Kalzium und Magnesium gewaschen, um freie Magnesium- und Kalziumionen
sowie Serumreste zu entfernen. AnschlieBend wurde das PBS wieder abgesaugt. Geringste
Serumreste kdnnen durch darin enthaltene Proteaseinhibitoren das Trypsin, eine
Endopeptidase, inaktivieren. Zusétzlich filhren Proteine aus dem Serum zu einer kompetitiven
Inhibition des Enzyms (Lindl 2002). Nun erfolgte eine Inkubation mit 0,25 % Trypsin-
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA) fir ca. 5 min, um die adhdrenten Zellen zu lésen.
Dabei komplexiert das EDTA die verbliebene Kalzium- und Magnesiumionen, die Trypsin
inhibieren kdnnen und wichtig fir Zell-Zellkontakte sind. Nach visueller Kontrolle des

Loslosens der Zellen aus dem Verband wurden die Zellen in Medium suspendiert und
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anschlieBend eine dem Wachstumsverhalten der Zellen angepasste Fraktion in ein 15-ml-
Rohrchen uberfiihrt. Hiernach wurde die Zellsuspension fiir 5 min bei 800 U/min zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Es folgte die Resuspension der Zellen in Medium und das
Ruckfihren in die Kulturflasche.

2214 Zellen einfrieren

Grundsétzlich wurden nur Zellen eingefroren, die seit ihrem eigenen Auftauen nicht ofter als
sieben Mal passagiert wurden.

Zunachst wurde die Einfrierbox mit 100 % Isopropanol gefullt. Dieses hat die Eigenschaft, in
der -80 °C-Tiefkuhltruhe relativ gleichmaRig mit ca. 1 °C pro min abzukihlen. Zusatzlich
wurde das Einfriermedium vorbereitet. Hierzu wurde das normale Kulturmedium fiur die
jeweilige Zelllinie verwendet und mit 1 % Glutamin, 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) und
20 % FBS versetzt. Das DMSO reduziert dabei die Eiskristallbildung und verhindert eine
teilweise Austrocknung der Zelle durch die niedrigen Temperaturen, indem es sich mit dem
Zytoplasma mischt. Das Serum hat ebenfalls einen Schutzeffekt fir die Zellen (Lindl 2002).
Nach den Vorbereitungen wurden die Zellen zunéchst mithilfe von 0,25 % Trypsin-EDTA in
Suspension gebracht (siehe Kapitel 2.2.1.3), anschlieBend bei 800 U/min fur 5 min
zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und dann mit dem vorbereiteten Einfriermedium
resuspendiert. Aus einer ca. 70-90 % konfluenten T75er Flasche wurden die Zellen auf 3-4
Einfrierréhrchen aufgeteilt. Pro Einfrierrohrchen wurde dann 1 ml Zellsuspension verwendet.
Um toxische Effekte des DMSO bei Raumtemperatur gering zu halten, wurden die
verschlossenen Rohrchen schnellstmdglich in die Einfrierbox gestellt, danach die Zellen fir
24 h im -80 °C-Kihlschrank herunter gekiihlt und am néchsten Tag in die -150 °C-Kuhltruhe
uberfuhrt.

Einige Tage nach dem Einfrieren wurden die Zellen aus einem Einfrierréhrchen als Kontrolle
wieder aufgetaut. Es wurde das Anwachsverhalten (ber einige Tage beobachtet, um
sicherzustellen, dass die Zellen ihr Wachstumsverhalten nicht geéndert haben oder

untergegangen waren.

2.2.15 Zellzahlbestimmung

Zunéchst erfolgte eine Suspension der Zellen mithilfe von 0,25 % Trypsin-EDTA, wie unter
Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, dann die Zentrifugation, das Absaugen des Uberstandes und

schlieBlich die Resuspension der Zellen in Medium.
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Die gelosten Zellen wurden 1:10 in Trypanblau verdinnt und anschlieBend 10 pl pro
Kammerfenster in die Neubauerzahlkammer gegeben. Danach wurde das arithmetische Mittel
der 8 Leukozytenzihlfelder gebildet und mit dem Faktor 10° auf Zellzahl pro Milliliter
hochgerechnet, mit der dann, je nach Bedarf, weitergearbeitet werden konnte.

2.2.2 Herstellung von Medium mit I6slichem Wnt3a

Ziel der Medienkonditionierung war es, Medienuberstand mit dem Idslichen Signalprotein
Whnt3a zu gewinnen. Wnt3a kann an den heterodimeren Oberflachenrezeptor aus Frizzled und
LRP5/6 binden und somit eine Signalkaskade initiieren (siehe Abbildung 3) (Shibamoto et al.
1998). Zur Herstellung von Wnt3a-haltigem Medium wurden murine Fibroblastenzellen
(L-Cells) genutzt, die durch einen stabil integrierten Vektor Wnt3a produzieren und ins
Medium sezernieren ((+) Wnt3a Medium) (ATCC 2007). Als Kontrolle wurde stets
Medientberstand von unverdnderten L-Cells verwendet ((-) Wnt3a Medium) (ATCC 2007).
Es wurde Wnt3a-haltiges Medium basierend auf den N&hrmedien DMEM-F12 und RPMI-
1640 hergestellt.

Der gesamte Konditionierungsvorgang dauerte ca. 6-8 Tage. Die im Folgenden beschriebene
Prozedur erfolgte parallel fur Wildtyp-L-Cells und L-Cells Wnt3a und wurde zum Teil
gleichzeitig in mehreren Kulturflaschen durchgefuhrt, um das Volumen des gewonnenen
Medientberstandes zu erhthen.

Am ersten Tag wurden die Zellen im Verhaltnis 1:10 gesplittet und in Kulturflaschen mit
225 cm? Wachstumsflache (T225er) in DMEM ausgesat. Unter normalen Kulturbedingungen
befinden sich die L-Cells Wnt3a in einem mit Genitizin (G-418) versetzten
Selektionskulturmedium (siehe Tabelle 5). Dieses kann zur Selektion der vektortragenden
L-Cells genutzt werden, da der Vektor auch ein Resistenzgen gegen Genitizin enthélt (ATCC
2007). Ab dem genannten Schritt befanden sich die L-Cells Wnt3a nicht mehr in Selektion
durch Genitizin, da dieses aufgrund mangelnder Resistenz bei den spater behandelten Zellen
nicht in den hergestellten Medientberstand gelangen durfte. Nach einem Tag wurde ein
Mediumwechsel vorgenommen und 50 ml des zu konditionierenden Mediums auf die Zellen
gegeben. Nun folgte eine 2 - 4 tdgige Inkubation, bis der Zellrasen eine Konfluenz von
nahezu 100 % erlangte. Zu diesem Zeitpunkt wurde das Medium mittels Uberfiihren in ein
steriles Rohrchen gewonnen, durch 50 ml frisches Medium ersetzt und die Zellen wurden
erneut inkubiert. Das gewonnene Medium wurde 5 min bei 2000 U/min zentrifugiert, der
Uberstand abgenommen und das Zellpellet verworfen. Die so gewonnene Charge | des

konditionierten Mediums wurde zunéchst bei 4 °C gelagert und 3 Tage spater mit Charge I
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weiterverwendet. Charge Il wurde analog zu Charge | drei Tage hiernach gewonnen und die
Zellen wurden im Anschluss verworfen. Die so gewonnenen Chargen | und Il wurden
gemischt, mithilfe eines Vakuumfiltrationssystems filtriert und bei 4 °C gelagert. So
entstanden insgesamt je 100 ml Medium (-)/(+) Wnt3a.

Bei der spéateren Verwendung wurden die konditionierten Medien stets im Verhaltnis 1:1 mit
frischem Medium gemischt, da sich das Medium (-)/(+) Wnt3a bereits ca. 3 Tage mit Zellen
in Kultur befand und somit Néhrstoffe fehlten bzw. Stoffwechselendprodukte akkumulierten.

2.2.3 SDS-PAGE, Western Blot und Immunfarbung

Bei Gelelektrophorese, Western Blot und der Immunfarbung erfolgt eine Auftrennung von
Proteinen nach GroRe und anschlieBende Visualisierung. Dabei dient die Intensitat eines
Chemilumineszenzsignals als semiquantitatives Mal3 fur die Proteinmenge. VVorangestellt ist

diesem Prozess die Zellgewinnung, Zelllyse und Proteinisolation.

2.2.3.1 Zellgewinnung, Zelllyse und Proteinisolation

Den Zellen wurde zunéchst in einem Waschschritt PBS hinzugegeben um Mediumreste zu
entfernen und anschlielend wurden sie durch Zugabe von 100 - 200 ul Lysepuffer und
mechanisches Abkratzen mit dem Zellkulturspachtel direkt im Zellkulturgefa3 lysiert. Das
gewonnene Lysat wurde in ein 1,5 ml Eppendorf Reagiergefal? tberfuhrt.

In dieser Arbeit wurden zwei verschiedene Lysepuffer verwendet, das weitere Vorgehen
erfolgte wie unter Kapitel Nonidet® P40-Lysepuffer und Kapitel Radio Immuno Precipitation

Assay-Lysepuffer beschrieben.

Nonidet® P40-Lysepuffer
Zur Vorbereitung des Nonidet® P40 (NP40) -Lysepuffers wurden diesem die in Tabelle 7

aufgefuhrten Komponenten zugesetzt.

Reagenz Im Verhéltnis
Dithiothreitol (DTT) 1:10
PhosSTOP 1:10
Proteinaseinhibitorcocktail 1:100

Tabelle 7: Zuséatze fur NP40-Lysepuffer.

Die zugegebenen Reagenzien dienen dem Schutz vor Proteinabbau durch Phosphatasen und
Proteasen sowie der Reduktion von Disulfidbriicken (DTT) innerhalb der Proteine (Cleland

1964), die ein entscheidender Bestandteil der Tertidrstruktur sind. Nachdem die Zellen
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mithilfe des Lysepuffers vom GefaBboden geldst wurden, folgte eine 45-60 mindtige
Inkubation auf Eis. Anschlielend wurde die Suspension fur 10 min bei 10.000 U/min und
4 °C zentrifugiert, der Uberstand in ein neues ReagiergefaR uberfiihrt und das Pellet
verworfen. Die so gewonnene Proteinsuspension konnte dann bei -80 °C gelagert oder direkt
weiter verwendet werden.

Bei Verwendung des NP40-Lysepuffers erfolgte die Proteinkonzentrationsbestimmung
mithilfe des Verfahrens nach Bradford (Compton und Jones 1985). Hierbei wurden Triplikate
einer Standardkurve von je 50 pl mit definierten Konzentrationen einer Lésung mit bovinem
Serumalbumin (BSA) sowie Triplikate von Verdinnungen (1:100 und 1:200) der zu
messenden Proben auf eine 96-Well-Platte pipettiert. Anschlielfend wurde ihnen 200 pl einer
kommerziellen Roti® Quant-Reagenz zugegeben und fir 5 min inkubiert. Es folgte die
photometrische Messung der Extinktion der jeweiligen Proben bei 595 nm. Hintergrund ist
hierbei die Umwandlung des Coomassie Blau Farbstoffes aus der Roti® Quant Reagenz von
der kationischen in die anionische Form durch Interaktion mit Proteinen. Dies bewirkt eine
Verschiebung des Absorptionsmaximums des Farbstoffes von 470 nm auf 595 nm (Compton
und Jones 1985). Mithilfe der Extinktionswerte der Standardkurve mit bekannter
Proteinkonzentration - nach Subtraktion des Leerwertes - konnte unter der Annahme eines
linearen Zusammenhanges in diesem Wertebereich mittels linearer Regression eine Steigung
ermittelt werden. Anhand dieser konnten nach der linearen Steigungsformel die
Konzentrationen der Proteinsuspensionen berechnet werden. Durch die Verwendung von
Triplikaten sowohl der Standardkurve als auch der Proteinverdiinnungen und Bestimmung der
Mittelwerte, konnten Abweichungen durch Pipettierungenauigkeiten sowie Messfehler des
Gerates deutlich reduziert werden. Mithilfe der so bestimmten Proteinkonzentrationen konnte
das Suspensionsvolumen berechnet werden, das flr eine definierte Proteinmasse von 10 ug

bzw. 20 ug flr die Gelelektrophorese auf das Gel aufgetragen werden musste.

Radio Immuno Precipitation Assay-Lysepuffer
Bei Verwendung des Radio Immuno Precipitation Assay (RIPA) -Lysepuffers wurden

zunéchst die Zusatze in Tabelle 8 hinzugegeben.

Reagenz Im Verhéltnis
PhosSTOP 1:10
Proteinaseinhibitorcocktail 1:100

Tabelle 8: Zusétze fur RIPA-Lysepuffer.
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Nach dem Ldsen der Zellen mit RIPA-Lysepuffer wurde die Suspension 20 min auf Eis
inkubiert.  AnschlieBend erfolgte eine  mechanische  Zelllyse  mithilfe  eines
Ultraschallhomogenisators, gefolgt von einer weiteren Inkubation auf Eis fur 20 min.
Schlie3lich wurde die Suspension fir 20 min bei 13.300 U/min und 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand als Proteinsuspension gewonnen und das Pellet verworfen. Zur
Proteinkonzentrationsbestimmung der einzelnen Proben wurde nun eine bicinchoninic acid
assay (BCA) Messung durchgefiihrt, da im RIPA-Puffer Natriumdodecylsulfat (SDS)
enthalten ist. SDS stort die Nachweisreaktion im Bradfordtest, sodass dieser nicht verwendet
werden konnte (Compton und Jones 1985). Im Unterschied zum beschriebenen Bradford-
Verfahren wurden 200 pl eines BCA-Reagenz statt der Roti® Quant-Reagenz sowie eine
Wellenlange von 544 nm fiir die photometrische Messung verwendet. Fur die Absorption sind
bei diesem Verfahren zwei Reaktionen noétig. Zuerst reagieren zweifach positiv geladene
Kupferionen mit den Peptidbindungen der Proteine in alkalischem Milieu zu einfach positiv
geladenen Kupferionen. Diese Reaktion wird Biuret-Reaktion genannt. Die einfach positiv
geladenen Kupferionen werden dann von der Bicinchoninsdure komplexiert und es entsteht
ein stabiler, farbiger Komplex mit einem Absorptionsmaximum von 562 nm (Smith et al.
1985). Aus Praktikabilitatsgrinden wurde die Absorption bei 544 nm gemessen, was nach den
Angaben des Herstellers kein Problem darstellt (Thermo-Scientific 2011).

Die Berechnung des Ladevolumens der Proteinsuspension erfolgte wie unter Kapitel Nonidet®

P40-Lysepuffer bereits beschrieben.

Proteindenaturierung

Zur Denaturierung der Proteine wurden diese bei 95 °C fiir 5 min erhitzt. Um die Proteine bei
der anschlielenden Gelelektrophorese nur nach dem Molekulargewicht zu separieren, wurden
sie vor dem Erhitzen mit einem SDS-haltigen Ladepuffer im Verhédltnis 1:4 (ein Teil
Ladepuffer auf 3 Teile Protein) versetzt. Dieser sorgt durch das anionische Tensid flr eine
gleichsinnige negative Ladung aller Proteine, die proportional zur Lange und somit zum
Molekulargewicht des Proteins ist. Zusétzlich spaltet das SDS nicht kovalente Bindungen und
hat somit denaturierende Eigenschaften (Shapiro et al. 1967).

Die so vorbereiteten, linearisierten Proteine konnten nun bei -80 °C gelagert oder mittels einer

Gelelektrophorese aufgetrennt werden.
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2.2.3.2 SDS-PAGE

Es wurde das Verfahren der eindimensionalen, diskontinuierlichen Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) angewendet. Durch die verschiedenen pH-
Werte in Sammel- und Trenngel ergeben sich scharfe Banden vor dem Eintritt der Proteine in
das Trenngel. Da das Molekulargewicht der zu analysierenden Proteine im Bereich von 42 bis

98 kDa lag, wurde ein 8 % Gel gewahlt. Fur die genaue Zusammensetzung siehe Tabelle 9.

Reagenzien Trenngel 8 % Sammelgel

ddH,O 9,3ml 3,4 mi

Rotiphorese® Gel30 | 5,3 ml 830 pl
Trenngelpuffer (1,5 M Tris, pH | Sammelgelpuffer (1,0 M Tris,
=8,8) pH = 6,8)
50ml 630 pl

SDS-L6sung, 10 % 200 pl 50 pl

APS, 10 % 200 pl 50 pl

TEMED 20 ul 5l

Tabelle 9: Rezept fur 2 Minigele, bestehend aus Trenn- und Sammelgel. Optional kénnen zum Sammelgel 75 pl
Bromphenolblau-Lésung hinzugefligt werden, um die Beladung des Gels zu erleichtern.

Das Gel wurde in eine Gelelektrophoresekammer eingespannt und der Laufpuffer
hinzugegeben. Anschlieend wurden die Geltaschen vorsichtig ausgespult, um etwaige
Gelreste zu entfernen. Die durch das Aufkochen und den Ladepuffer denaturierten Proteine
wurden in einer Masse von 10 - 20 ug in die Geltaschen geladen. Zum Abschétzen der
ProteingroRe und des Fortschritts der Auftrennung wurde ein farbiger Standard-Marker
(Broad Range) mit geladen. AnschlieRend wurde ein konstanter Strom von 20 - 30 mA pro
Gel bei variabler Spannung angelegt, sodass die negativ geladenen Proteine von der Kathode
zur Anode mit vom Molekulargewicht abhéngiger Geschwindigkeit wanderten. Der
Elektrophoreseprozess wurde beendet, sobald die durch den blauen Ladepuffer bedingte
Lauffront an der Unterkante des Gels herauslief.

2.23.3 Western Blot

Bevor die Proteine mittels Immunfarbung und Chemilumineszenz sichtbar gemacht werden
konnten, mussten sie aus dem Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF) -Membran
ubertragen werden. Im Gel wirden die Proteine innerhalb kiirzester Zeit eluieren, was auf der

Membran nicht passiert.
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Dazu wurde das Verfahren des semi-dry transfer angewendet. Die Schichtung ist in
Abbildung 4 zu sehen.

Kathode (-)
3x Filterpapier
Gel
PVDF-Membran

3x Filterpapier
Anode (+)

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Schichtung zwischen Kathode und Anode beim Western Blot.

Bevor der Transfer begonnen werden konnte, musste die PVDF-Membran mit Methanol fr
10 s aktiviert, danach 5 min in ddH,O gewaschen und anschlielend, genau wie das Gel, fur
15 min in Transferpuffer inkubiert werden. Das Methanol im Transferpuffer und bei der
Membranaktivierung dient dazu, die Dissoziation des SDS von den Proteinen zu beglnstigen
und dadurch die Affinitat der PVDF-Membran fiir Proteine zu erhthen (Mozdzanowski et al.
1992). Das Filterpapier dient als Austrocknungsschutz wéhrend des Transfervorgangs und
wurde ebenfalls fur 15 min in Transferpuffer benetzt.

Fir den Proteintransfer wurde ein konstanter Strom von 100 mA pro Stapel bei variabler
Spannung fir eine Stunde angelegt. Dabei folgen die negativ geladenen Proteine dem
elektrischen Feld auf die Membran.

Nach dem Transfervorgang wurde die Membran zundchst fiir 5 min in Tris buffered saline-
Puffer (TBS) gewaschen und anschlieRend fir 1 Stunde bei Raumtemperatur, bzw. Uber
Nacht bei 4 °C, mit 5 % Milch TBS-T inkubiert, um freie Bindungsstellen zu blockieren. Dies

reduziert unspezifische Bindungen der Antikorper.

2234 Gel-Farben

Waéhrend des Proteintransfers wurden nicht alle Proteine aus dem Gel geldst. Die auf dem Gel
verbliebenen Proteine wurden mit dem Farbstoff Coomassie Brilliant Blau auf dem Gel
gefarbt, um den Erfolg des Transferprozesses und die Beladung zu kontrollieren. Dazu
wurden die Proteine zunachst auf dem Gel fir 30 min mit einer Fixierlésung am Eluieren
gehindert und anschlieBend Gber Nacht gefarbt. Am ndchsten Tag folgten zwei
Waschvorgange zu je 15 min in der Fixierldsung und eine anschliefende Inkubation in einer
Entfarbelosung, bis sich die Proteinbanden deutlich vor dem hellen Hintergrund
kontrastierten. Die Zusammensetzungen der verwendeten Lésungen sind unter Kapitel 2.1.7

zu finden.
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2.2.35 Immunfarbung

Nach dem Blockiervorgang wurde die Membran in Abh&ngigkeit davon, welche Proteine
untersucht werden sollten, in Streifen geschnitten. Diese enthielten jeweils die Banden eines
ProteingroRenbereiches von ca. 10-15 kDa (z.B. 30-45 und 75-90 kDa). Der bereits erwéhnte
Broad Range-Marker diente dabei als Orientierungshilfe. Hintergrund ist, dass je
Membranstreifen stets nur ein Antikorper verwendet wurde. Nach dem Schneiden wurde die
Membran tber Nacht bei 4 °C bzw. fur 2 Stunden bei Raumtemperatur mit dem primdren
Antikorper inkubiert, der spezifische Epitope mit seinem Fab-Teil auf dem Protein von
Interesse bindet. Diese Antikorper wurden vom Hersteller durch eine in einem Wirtstier
provozierte Immunreaktion gegen das spezifische Epitop gewonnen. Eine genaue Auflistung
der verwendeten Antikorper findet sich im Materialteil in Tabelle 4.

AnschlieBend wurde die Membran 3 x 5 min in TBS-T gewaschen, um nicht gebundene
Antikorper zu entfernen und schliellich fur 2 Stunden bei Raumtemperatur mit einem
Sekundarantikorper inkubiert. Dieser zweite Antikorper ist gegen den wirtsspezifischen
Fc-Teil des Primarantikdrpers gerichtet und mit einer Meerrettichperoxidase (HRP)
gekoppelt. Nach der Inkubation mit dem Zweitantikdrper erfolgte wieder ein Waschschritt fur
3 X 5 min in TBS-T und danach eine Zwischenlagerung der Membran in TBS bis zur
Detektion.

Die Detektion der Proteinbanden erfolgte nun mithilfe einer charge-coupled device (CCD) -
Kamera vom Typ LAS 4000 und dem Luminata™ Forte Western HRP Substrate. Dazu
wurde auf die Membran mit dem Protein, dem Primér- und Sekundarantikérper ca. 200 pl der
Luminata™-L&sung gegeben. Die am Sekundarantikérper gebundene Meerrettichperoxidase
bewirkt hierbei tber mehrere Zwischenschritte die Oxidation von Luminol. Dies bewirkt eine
Lumineszenz, die mithilfe der Kamera erkannt wird. Dieser Effekt wird durch variable
Zusatze des Herstellers massiv verstarkt (Thorpe et al. 1985).

Sollten zwei Proteine sehr ahnlicher GroRe, beispielsweise Axin2 (95/98 kDa) und aktives
B-Catenin (92 kDa) gefarbt werden, die auf demselben Membranstiick lagen, so wurde nach
der Detektion des Signals fur das erste Protein das Membranstick fir 5 min mit 1 molarer
Natronlauge inkubiert und danach fir 3 x 5 min in TBS-T gewaschen. Die Natronlauge
bewirkt das Ldsen der Primar- und Sekundérantikdrper von ihren Epitopen. Der Erfolg wurde
durch erneute Signalbestimmung mit der Chemilumineszenzkamera bestatigt, indem kein
Signal mehr detektierbar war. Danach konnte eine erneute Inkubation mit einem zweiten
Primérantikorper erfolgen (siehe oben, (s.0.)). In allen Immunfarbungen wurde Aktin als

Proteinladekontrolle geféarbt.
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2.2.4 RNA-Interferenz

Bei Experimenten mit small interfering RNAs (siRNA) wird ein naturlicher,
posttranskriptioneller Regulations- und Schutzmechanismus der Zelle genutzt. Die RNAse
Dicer spaltet aus doppelstrangiger RNA Fragmente von ca. 21 Nukleotiden Lénge,
sogenannte siRNAs. Diese sind charakterisiert durch einen 2-Nukleotid-Uberhang am
3’-Ende sowie eine 5°-Phosphatgruppe und koénnen zusammen mit dem RNA-induced
silencing complex (RISC) an komplementére messenger RNA (mMRNA) -Sequenzen binden.
Die gebundene mRNA wird uber die Endonukleaseaktivitit des RISC etwa in der Mitte der
gebundenen Sequenz gespalten. Durch diese Spaltung der mRNA und den anschlieRenden
Abbau der RNA-Fragmente wird eine Translation verhindert (Caplen und Mousses 2003).
Kommerziell angebotene siRNAs, wie die hier verwendeten siRNAs gegen B-Catenin, binden
ebenfalls an den RISC, fithren zu einem Abbau ihrer komplementdaren mRNA-Sequenz und
bewirken hierdurch eine effektive Herunterregulation dieses Genproduktes (Caplen und
Mousses 2003).

Als Kontrolle diente eine in ihrer Basenabfolge nicht-komplementére siRNA-
Negativkontrolle (siAllStarsNEG), die an keine mRNA bindet. Die siRNAs wurden per
Elektroporation in die Zelle gebracht (siehe Kapitel 2.2.4.1). Anschliefend wurden die Zellen
wieder bei 37 °C inkubiert und konnten nach mindestens 24 h Inkubation fur weitere

Versuche verwendet werden.

2241 Transfektion der siRNAs

Ziel einer Transfektion ist es, Genexpressionsvektoren oder siRNAs transient in eine Zelle zu
bringen. Dazu wurde ein chemisch-physikalisches Verfahren, die Elektroporation, verwendet.
Bei der Elektroporation wird durch eine kurzzeitige, hohe Spannung die Zellmembran
durchgangig gemacht und so einem DNA-Fragment oder anderen Kleinstpartikeln der Eintritt
in den Zellkern ermdglicht (Potter et al. 1984). Fur die Zelllinien SW480, SW837 und
LS1034 wurden im Labor bereits etablierte Protokolle aus friiheren Versuchen verwendet. Es
wurden das Amaxa Cell Line Nucleofector Kit V und das vorinstallierte Programm T30
eingesetzt (Spitzner et al. 2014). Fur die Versuche wurden ausschlieBlich sterile, DNAse und
RNAse freie Pipettenspitzen, ReagiergefalRe usw. verwendet und die Arbeit erfolgte unter der
Sterilbank.

Die Zellen wurden, wie unter Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, in Suspension gebracht und pro

geplante Elektroporation 1x10° bzw. 4x10° (LS1034) Zellen in ein 50-ml-Réhrchen gegeben.



33 Material und Methoden

Nun wurden die Zellen bei 700 U/min fiir 5 min zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und
die Zellen in 100 pl Nucleofector® Solution resuspendiert. Wahrend des Zentrifugierens
waren 2,5 pul bzw. 5 pl (LS1034) SiRNA je geplante Elektroporation in ein 1,5-ml-
ReagiergefaR vorgelegt worden. Die Zellsuspension in 100 ul Nucleofector® Solution wurde
nun zur SiRNA in das Reagiergefal gegeben, kurz gemischt und anschlieBend blasenfrei in
die Elektroporationskiivette Uberfihrt. Es erfolgte die Elektroporation mit dem T30-
Programm. Hiernach wurden die transfizierten Zellen vorsichtig, ohne den an der Oberflache
schwimmenden Zelldetritus, in 1 ml vorgewarmtem RPMI-1640-Medium aufgenommen und
fur 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschlielend wurde erneut fir 5 min mit 700 U/min
zentrifugiert, der Uberstand entfernt und die Zellen wurden in L-15 bzw. RPMI-Medium in
eine 6-Well-Platte Uberfihrt. Nach vorsichtigen Schwenkbewegungen zum Verteilen der
Zellen wurden diese im Brutschrank inkubiert. Es war zu beachten, dass die Zellen sich nicht
langer als 15 min in der reinen Nucleofector® Solution befanden (Lonza 2006).

2.2.4.2 Vorversuche mit sip-Catenin

Zunéchst erfolgten VVorversuche, um den Zeitpunkt mit der minimalen Proteinexpression von
aktivem [-Catenin nach der Transfektion mit einer siRNA zu finden. Es wurden drei
verschiedene siRNAs gegen B-Catenin eingesetzt, wovon zwei aus experimentellen Griinden
in einem ,,pool“ kombiniert wurden (siehe Anhangstabelle 1). Die Verwendung mehrerer
SiRNAs mit verschiedenen Zielsequenzen auf der selben Ziel mRNA diente dabei der
Reduktion des Risikos, dass das Ergebnis ein Resultat von ungewollten Effekten, sogenannten
off-target Effekten, ist (Pei und Tuschl 2006). Konkret kdnnen einzelne Sequenzen einer
MRNA (teilweise) homolog zu Sequenzen anderer mMRNAS sein. Werden mehrere sSiRNAs mit
verschiedenen Zielsequenzen gegen eine mMRNA verwendet und beobachtet man
vergleichbare Effekte, so senkt dies die Wahrscheinlichkeit, dass der Effekt durch off-target
Effekte auf genannten (teilweise) homologen mRNAs verursacht wurde (Cullen 2006, Pei und
Tuschl 2006). Als Negativkontrolle diente siAllStarsNEG, die an keine mRNA bindet. Fir die
Vorversuche wurden 1x10° bzw. 4x10° Zellen der Zelllinien SW480, SW837 und LS1034,
wie unter Kapitel 2.2.4.1 beschrieben, transfiziert, anschliefend in 6-Well-Platten gesetzt, bei
37 °C inkubiert und nach 24 h, 48 h, 72 h, und 96 h Proteine der Zellen isoliert. AnschlieRend
wurde nach einer SDS-PAGE und einem Western Blot eine Immunfarbung von aktivem

B-Catenin, Axin2 und Aktin durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Kapitel 3.1 dargestelit.
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2.2.5 Der kleinmolekulare Inhibitor XAV939

XAV939 ist ein kleinmolekularer Inhibitor und kommt prinzipiell einem therapeutischen
Ansatz ndher als die RNA-Interferenzversuche. Er inhibiert die Tankyrasen 1 und 2, die unter
Normalbedingungen fir einen ubiquitinvermittelten Abbau von Axin im Proteasom sorgen.
Durch Inhibition der Tankyrase kommt es im Umkehrschluss zu einer Stabilisierung von Axin
(Huang et al. 2009). Axin als dosislimitierender Bestandteil des sogenannten B-Catenin-
Destruktionskomplexes sorgt zusammen mit APC und GSK3p fur eine Phosphorylierung von
B-Catenin und fuhrt damit zur Polyubiquitinylierung und zum proteasomalen Abbau hiervon
(Nakamura et al. 1998, Salic et al. 2000).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des XAV939-Wirkungsmechanismus mit Strukturformel von XAV939
(Tocris 2012). a) Proteasomaler Abbau von Axin unter Normalbedingungen, vermittelt durch die Tankyrasen.
Aktives B-Catenin kann in den Kern translozieren und eine Signaltransduktion bewirken. b) Axin-Stabilisierung
durch die XAV939-vermittelte Inhibition der Tankyrasen. Der Destruktionskomplex phosphoryliert p-Catenin und
dieses wird proteasomal abgebaut (modifiziert nach Huang et al. 2009, Nakamura et al. 1998). Fir Details und
Abkirzungen siehe Text.

Insgesamt flihrt XAV939, wie in Abbildung 5 zu sehen, zu einer Stabilisierung von Axin
durch Abbauhemmung und zu einer verstirkten Degradation von -Catenin durch Zunahme
des proteasomalen Abbaus (Huang et al. 2009). Der verstirkte Abbau von B-Catenin fiihrt zu
einer Unterbrechung der Signaltransduktion im Wnt/B-Catenin-Signalweg (siehe Abbildung
5) (Huang et al. 2009).

2251 Vorversuche mit XAV939

Zunéchst erfolgte bei den Versuchen mit XAV939 eine Bestimmung des optimalen
Zeitpunkts und der wirksamsten Dosis. Als Kriterien fiir einen guten Zeitpunkt und eine gute
Konzentration wurden ein moglichst deutlich sichtbarer Anstieg des Axins bzw. Absinken des
B-Catenins in der Immunfarbung und gleichzeitig eine positive Korrelation zwischen Dosis

und Wirkung festgelegt. Da der Tankyraseinhibitor in DMSO geldst wird und dieses in



35 Material und Methoden

hoheren Konzentrationen zelltoxisch sein kann, sollte eine mdglichst niedrige XAV939-
Konzentration gefunden werden, bei der jedoch trotzdem ein moglichst guter Effekt
erkennbar ist.

Dazu wurden definierte Zellzahlen der zu untersuchenden Zelllinie in XAV939- bzw. DMSO-
haltiges Medium mit verschiedenen Konzentrationen gesetzt und das Gesamtprotein der
Zellen nach verschiedenen Inkubationszeiten isoliert. AnschlieBend wurde nach einer SDS-
PAGE und einem Western Blot eine Immunfarbung von aktivem B-Catenin, Axin2 und Aktin
durchgefiihrt. DMSO ist das Losungsmittel fir XAV939 (Tocris 2012) und somit als
Negativkontrolle geeignet um zu zeigen, dass ein Effekt nicht auf einer Wirkung des
Losungsmittels beruht. Die genauen Versuchsdurchfiihrungen variierten fur die verschiedenen
Zelllinien leicht und sind im Folgenden detailliert aufgefuhrt.

Fir alle Versuche mit SW480 mit dem Ziel der Zellisolation zur Proteingewinnung wurden
1x10° SW480-Zellen je Well in eine 6-Well-Platte gesetzt. Zunéchst erfolgte die Isolation
nach 6 h, 24 h und 48 h Inkubation, und es wurde mit einer Konzentration von 10 uM
XAV939 und einer DMSO-Kontrolle begonnen. AnschlieBend erfolgte noch eine
Konzentrationsfindung mit 0,25 - 20 uM XAV939 bei einer Inkubationszeit von 48 h. Die
Ergebnisse sind unter Kapitel 3.2.1 zu finden. Bei den Versuchen mit SW837 wurden fur die
Zellisolation stets 1x10° Zellen pro Well in eine 6-Well-Platte gesetzt. Hier wurden direkt
Konzentrationsreihen von 4 - 20 uM XAV939 mit den Inkubationszeiten 48 h, 72 h und 96 h
durchgefuhrt. AnschlieRend erfolgte noch eine Konzentrationsreihe mit 0,25 - 5 uM XAV939
zum Zeitpunkt 96 h. Die Ergebnisse sind unter Kapitel 3.2.2 zu finden. Flr die VVorversuche
mit LS1034 wurden 5x10° Zellen je Well in eine 6-Well-Platte gesetzt. Es erfolgten
Konzentrationsreihen mit 0,25 - 20 uM XAV939 bei Inkubationszeiten von 24 - 96 h. Die
Ergebnisse sind unter Kapitel 3.2.3 zu finden.

Zur Optimierung bei retinalen Pigmentepithelzellen (RPE) wurden 3x10° Zellen pro Well in
eine 6-Well-Platte gesetzt. Es wurden relativ kurze Inkubationszeiten von 10 h, 24 h und 48 h
mit den Konditionen 0,5 uM, 4 uM und 10 upM XAV939 und DMSO als Kontrolle getestet.

Die Ergebnisse sind unter Kapitel 3.2.4 zu finden.

2.2.6 Das losliche Signalprotein Wnt3a

Das l6sliche Signalprotein Wnt3a gehort zu den Wnt/B-Catenin-Signalweg-stimulierenden
Liganden des heterodimeren Oberflachenrezeptors aus Frizzled und LRP5/6 (siehe Abbildung

3) (MacDonald et al. 2009). Janneke Mdller konnte in ihrer Doktorarbeit bereits zeigen, dass
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eine Stimulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mit Wnt3a zu einer Zunahme der
Radiotherapieresistenz der Normalzelllinie RPE fuhrt. Mithilfe von Wnt3a-sezernierenden
L-Cells wurde RPMI-1640-Medium hergestellt, dass Wnt3a enthalt (siehe Kapitel 2.2.2).
Damit wurde im Umkehrversuch zu den Inhibitionsexperimenten die Auswirkung einer
externen Stimulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs auf die Radiotherapieresistenz der

Karzinomzelllinie LS1034 untersucht.

2.26.1 Test des konditionierten Mediums

Zunéchst musste nachgewiesen werden, dass das hergestellte RPMI-1640-Medium Wnt3a
enthélt. Hierzu wurden die Wildtyp-L-Cells verwendet (siehe Kapitel 2.2.2). Eine Inkubation
mit Wnt3a fiihrt zu einer gesteigerten Expression von aktivem [-Catenin in diesen Zellen
(Shibamoto et al. 1998). Es wurden 3,5x10° Wildtyp-L-Cells pro Well in eine 6-Well-Platte
gesetzt und fir 10 h bzw. 24 h mit dem konditionierten Medium (+ Wnt3a) bzw. mit dem
Kontrollmedium (- Wnt3a) inkubiert. AnschlieBend wurde nach einer SDS-PAGE und einem
Western Blot eine Immunfirbung von aktivem B-Catenin und Aktin durchgefiihrt. Das

Ergebnis ist in Kapitel 3.3.1 dargestellt.

2.26.2 Vorversuche mit Wnt3a

Zundchst sollte untersucht werden, ob eine Inkubation der LS1034-Zellen mit Wnt3a-
enthaltendem Medium zu einer Stimulation der Proteinexpression von Axin2 und aktivem
B-Catenin fiihrt. Fir den Versuch wurden 5x10° LS1034-Zellen je Well in eine 6-Well-Platte
gesetzt und flr 24 bis 96 h mit RPMI (-)/(+) Wnt3a inkubiert. AnschlieBend wurden aktives
B-Catenin, Axin2 und Aktin im Western Blot bestimmt. Das Ergebnis ist in Kapitel 3.3.2
dargestellt.

2.2.7 Koloniebildungstest

Um die Fahigkeit von Zellen, Bestrahlungsschaden zu uberwinden und anschlieRend
Kolonien zu bilden, zu messen und zu quantifizieren, wurde ein sogenannter
Koloniebildungstest (KBT) durchgeflhrt. Die Fahigkeit von Einzelzellen Kolonien zu bilden,
gilt als gutes MalR fur ihre Fahigkeit, jegliche Art von Manipulation oder Stress, wie zum
Beispiel eine Bestrahlung, zu tberwinden (Puck und Marcus 1955). In den durchgefiihrten

KBTs wurden stets eine oder mehrere behandelte Zellpopulation(en) mit einer Kontrolle
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verglichen, um die Auswirkung der Behandlung auf die Radiotherapieresistenz der Zellen zu
bestimmen. Es wurden Zellzahlen zwischen 200 und 12000 Zellen je Well (siehe Tabelle 10)
als Einzelzellen in 3 ml Medium, gegebenenfalls unter Behandlungsbedingungen, in eine
6-Well-Platte gesetzt.

Zellzahl/Well
SW480 SW837 LS1034 RPE
0 250 - 400 500 - 800 500 - 3000 200
1 250 - 400 500 - 800 500 - 3000 200
_ 2 250 - 400 500 - 800 500 - 3000 400
Bosis (Gy) 4 500 - 800 1000 - 1600 750 - 6000 600
6 750 - 1200 1500 - 2400 1000 - 9000 800
8 1000 - 1600 2000 - 3200 1250 - 12000 1000
Verdopplungszeit (h) 32 64 25 19
KBT-Wachstumszeit (d) 9-11 15-17 10 6

Tabelle 10: Zellzahlen fiir den Koloniebildungstest, Verdopplungszeiten und KBT-Wachstumszeiten fur die Zelllinien
SW480, LS1034, SW837 und RPE.

Die optimalen Zellzahlen und Wachstumszeiten fir die jeweiligen Zelllinien sind in Tabelle
10 dargestellt und wurden von unserer Arbeitsgruppe in der Vergangenheit etabliert. Die
Verdopplungszeiten stammen aus der Literatur (ATCC 2013c, Spitzner et al. 2010).

Nach 24 h Adhérenzzeit wurden die Zellen mit Dosen von 0 bis 8 Gy bei einer Dosisleistung
von 2 Gy/min bestrahlt (Gerateeinstellungen: 200 kV, 15 mA, Filter: 0,5 mm Kupfer,
Tischhéhe: 351 mm). Einen Tag danach erfolgte gegebenenfalls ein Mediumwechsel. Da sich
die Zellen innerhalb der Adharenzzeit noch nicht wieder teilen konnten, handelte es sich in
der Regel um Kolonien aus Einzelzellen. Nach dem Bestrahlen wurden die Zellen zwischen 6
und 17 Tagen (siehe Tabelle 10) unter optimalen Wachstumsbedingungen inkubiert (Franken
et al. 2006). Bei Inkubationszeiten ber sieben Tage wurde nach der Halfte der Zeit 1 ml
Né&hrmedium/Well hinzugegeben, um optimale Wachstumsbedingungen zu garantieren.
SchlieBlich wurden die gewachsenen Kolonien nach Absaugen des Nahrmediums durch
Zugabe von 70 % Ethanol fir 20 min fixiert, das Ethanol wurde wieder entfernt und die
Platten wurden getrocknet. Zum Féarben mit Hamalaunblau (bei SW480 Kristallviolett)
wurden die Kolonien fir 5 min mit der Farbelésung bedeckt, anschliefend gespult und
getrocknet (Rave-Frank et al. 2007). Fur die verschiedenen Zelllinien und Behandlungen
variierten die genauen Bedingungen jeweils leicht. Sie sind im Folgenden fir jede einzelne

Kombination detailliert dargestellt.
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2.2.7.1 Koloniebildungstest nach Transfektion

Bei den siRNA-Versuchen mit SW480, SW837 und LS1034 war der Ablauf wie in Abbildung

6 zu sehen.

SW480

SW837

RT

LS1034 %
|
1

1 1 ] >I
1
| ransektion | 24h HED 9-17 dabRT
inzelzell KBT abstoppen

Eir
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Abbildung 6: Zeitlicher Ablauf des KBT fur die Zelllinien SW480, SW837 und LS1034 nach Transfektion mit siRNA.

Die Zellen wurden transfiziert (siehe Kapitel 2.2.4), nach 24 h als Einzelzellen gesetzt und
wiederum nach einem Tag Adharenzzeit erfolgte die Bestrahlung (RT=Radiotherapie). Der
weitere Ablauf erfolgte wie oben beschrieben.

2.2.7.2 Koloniebildungstest unter der Behandlung mit XAV939 bzw. Wnt3a

Im Folgenden sind die Versuchsprotokolle fir die Behandlung der Zelllinien mit XAV939
bzw. Wnt3a kurz erlautert. In Abbildung 7 ist der beschriebene Versuchsablauf fur die
Zelllinie RPE und die Behandlung mit XAV939 schematisch dargestellt. Die Zellen wurden
als Einzelzellen in Medium mit XAV939 ausgesetzt, nach 24 h bestrahlt und der KBT nach
6 Tagen abgestoppt. Zum Zeitpunkt 48 h erfolgte ein Mediumwechsel um das XAV939 zu

entfernen.

Behandlung
mit XAV939

-

KBT abstoppen
Abbildung 7: Zeitlicher Ablauf des KBT fur die Zelllinie RPE bei der Behandlung mit XAV939.

Bei den Zelllinien SW837 und LS1034 waren fur die Behandlung mit XAV939 bzw. Wnt3a
(LS1034) Zeitraume von Uber 24 h bis zum Bestrahlungszeitpunkt nétig (siehe Kapitel 3.2.2,
Kapitel 3.2.3 und Kapitel 3.3.2), weswegen zunachst 3 Millionen Zellen in einer T75er
Flasche fur 48 bis 72h vorbehandelt wurden. AnschlieBend wurden diese unter
Behandlungs-/Kontrollbedingungen in die 6-Well-Platten gesetzt und 24 h spater bestrahlt
(s.0.). Einen Tag nach der Bestrahlung erfolgte gegebenenfalls ein Mediumwechsel auf

normales Nahrmedium (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8: Zeitlicher Ablauf des KBT fur die Zelllinien LS1034 und SW837 bei der Behandlung mit XAV939 bzw.
mit Wnt3a.

Der Ablauf fir die Zelllinie SW480 war etwas anders. Der etablierte optimale
Bestrahlungszeitpunkt fir die Behandlung mit XAV939 (siehe Kapitel 3.2.1) war 48 h nach
Behandlungsbeginn. Waére die Adhérenzzeit in den 6-Well-Platten auf 48 h erhdht worden,
ware es zu einer Teilung der Zellen vor der Bestrahlung gekommen, was eine
Vergleichbarkeit mit anderen Versuchen erschweren wirde. Gleichzeitig war es bei diesem
Versuch aber auch nicht moglich, die Zellen nach nur 24 h Behandlung wieder aus dem
Zellverband zu l6sen und in die 6-Well-Platten zu setzen, da hierbei die Gefahr bestand, dass
zu viele Zellen untergehen. Aus diesen Griinden wurde folgendes Protokoll etabliert:

Die Zellen wurden fur 48 h analog zum Protokoll fir SW837 und LS1034 mit XAV939
behandelt. Anschlielend wurden sie, wie unter Kapitel 2.2.1.3 beschrieben, aus dem
Zellverband geldst, und eine Zellsuspension mit definierter Konzentration wurde hergestellt.
Nun erfolgte eine schrittweise Bestrahlung der im 15-ml-Rohrchen befindlichen Zellen. Dies
bedeutete, dass zunéchst die Zellen fir die 0-Gy-Platte gesetzt wurden und die restlichen mit
1 Gy bestrahlt wurden. Danach wurden die bestimmten Zellzahlen in die 1-Gy-Platte gesetzt
und anschlieend die noch im Réhrchen befindlichen Zellen wieder mit 1 Gy bestrahlt, die
Zellen in die 2-Gy-Platte gesetzt usw. (gesamtes Protokoll siehe Abbildung 9). Dabei wurde
ein kumulativer Effekt die Einzelstrahlendosen bei kurzem Intervall zwischen den

Bestrahlungszeitpunkten vorausgesetzt (Warren und Whipple 1923).
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Abbildung 9: Zeitlicher Ablauf des KBT fur die Zelllinie SW480 bei der Behandlung mit XAV939.

2.2.7.3 Auswertung eines Koloniebildungstests

Bei der mikroskopischen Auswertung wurden Zellverbande von mindestens 50 Einzelzellen

als Kolonien gewertet (Franken et al. 2006), was 5-6 Teilungszyklen entspricht. Dies wird als
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Marker fur die F&higkeit zur unbegrenzten Teilung angesehen und unterscheidet somit valide
zwischen Uberlebenden Zellen und stark geschadigten Zellen (Franken et al. 2006). Zur
Berechnung der Uberlebensfraktion wurde wie folgt vorgegangen:

Zunachst wurde die Anwachseffektivitat (AE) fir jede Kondition berechnet (Formel 1).

_ Mittelwert(Anzahl der Kolonien in der 0 Gy Platte,n = 3)

AE
gesetzte Zellzahl bei 0 Gy

Formel 1: Berechnung der Anwachseffektivitat (Franken et al. 2006).

Fir jede einzelne Bestrahlungsdosis und Kondition wurde nun die normalisierte
Uberlebensfraktion (nUF) berechnet (Formel 2).

Mittelwert(Anzahl der Kolonien in der x Gy Platte,n = 3)
gesetzte Zellzahl bei x Gy

Anwachsef fektivitat

nUF =

Formel 2: Berechnung der normalisierten Uberlebensfraktion (Franken et al. 2006).

Durch die Normalisierung mithilfe der Anwachseffektivitat wurden Ungenauigkeiten beim
Zellen einzahlen minimiert und die Uberlebensfraktion ohne Bestrahlung (0 Gy) wurde als 1
gesetzt. Dabei war es wichtig, dass die gesetzten Zellen fiir die Platten von 0 - 8 Gy aus einem
Réhrchen je Kondition mit einer Zellsuspension einer definierten Konzentration stammten.
Zum Zeitpunkt der Bestrahlung erfolgte eine Zellisolation aus den zu vergleichenden
Gruppen, um mittels Immunfarbung den Behandlungseffekt zum Zeitpunkt der Bestrahlung
zu bestétigen. Diese Versuche wurden als technische Triplikate und biologische Replikate
(n>3) durchgefihrt. Von den normalisierten Uberlebensfraktionen der biologischen
Replikate wurde nun der Mittelwert berechnet. Die statistische Auswertung erfolgte mit
Unterstitzung durch Dr. Frank Kramer, Institut fur Medizinische Statistik, Universitét
Gottingen. Hierbei wurde ein multiples lineares Regressionsmodell herangezogen. Dabei war
die normalisierte Uberlebensfraktion die abhangige Variable, mit den unabhingigen
Variablen Bestrahlungsdosis, Behandlungsgruppe (behandelt oder Kontrolle) und
biologisches Replikat. Mithilfe einer Varianzanalyse wurden zwei verschiedene Modelle
verglichen. Das erste enthielt die Bestrahlungsdosis und das Replikat und das zweite
zusétzlich einen Behandlungseffekt und eine Behandlungs- Bestrahlungsdosisinteraktion. Es

wurde ein Signifikanzniveau von p<0,05 angenommen (Kendziorra et al. 2011).
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3 Ergebnisse

Die Radiochemotherapieresistenz des Rektumkarzinoms stellt ein groRes klinisches Problem
dar. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Inhibition des Transkriptionsfaktors TCF4
zu einer Sensibilisierung kolorektaler Karzinomzelllinien gegentiber einer Radiotherapie fiihrt
(Kendziorra et al. 2011). TCF4 ist ein Haupttranskriptionsfaktor des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs, es werden aber auch andere Funktionen beschrieben.

In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob der Wnt/B-Catenin-Signalweg eine
Radiotherapieresistenz in kolorektalen Karzinomzelllinien vermittelt, und ob die Inhibition
dieses Signalwegs eine zukunftige Therapieoption darstellt. Dazu wurde zundchst die
Aktivitdt des Wnt/pB-Catenin-Signalwegs selektiv per RNA-Interferenz gegen p-Catenin
inhibiert. AnschlieBend wurden Zellen mit dem kleinmolekularen Wnt/B-Catenin-Inhibitor
XAV939 behandelt. Im Umkehrexperiment wurden Zellen zur Stimulation des

Wnt/B-Catenin-Signalwegs mit Wnt3a behandelt.

3.1 siRNA gegen p-Catenin

Das Protein B-Catenin ist ein entscheidender Bestandteil des kanonischen Wnt/B-Catenin-
Signalwegs. Durch eine Hemmung der Translation von B-Catenin mittels RNA-Interferenz
(siehe Kapitel 2.2.4) wird die Signaltransduktion an einer Schlusselstelle unterbrochen und
die Transkription der Zielgene dieses Signalwegs wird eingeschrénkt (siehe Abbildung 3).
Die Versuche wurden in den Zelllinien SW480, SW837 und LS1034 durchgefuhrt. SW480 ist
eine humane Kolonkarzinomzelllinie und gilt als Prototyp einer Wnt/B-Catenin-aktiven
Zelllinie (de la Roche et al. 2014, Kohler et al. 2009, Korinek et al. 1997, Sadot et al. 2002).
SW837 ist eine relativ radiotherapieresistente, humane Rektumkarzinomzelllinie mit aktivem
Wnt/B-Catenin-Signalweg (siehe Tabelle 5 und Anhangsabbildung 1). Diese beiden Zelllinien
wurden bereits in friheren Experimenten erfolgreich verwendet und sind mit ihren
Eigenschaften und Wachstumsbedingungen in unserer Arbeitsgruppe gut etabliert (Camps et
al. 2013, Grade et al. 2011, Kendziorra et al. 2011, Spitzner et al. 2014). Zudem weisen beide
Zelllinien die typischen chromosomalen und transkriptionellen Veranderungen kolorektaler
Karzinome auf (Camps et al. 2009, Camps et al. 2013, Grade et al. 2007). Als dritte Zelllinie
wurde die Kolonkarzinomzelllinie LS1034 gewéhlt, die im Vergleich zu SW480 und SW837

eine hohe Proteinexpression von Axin2 besitzt (siehe Anhangsabbildung 2). Ein hohes



42 Ergebnisse

Expressionslevel von Axin2 (Bestandteil eines negativen Ruckkopplungsregelkreises des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs) weist auf eine relativ hohe Grundaktivitat des Signalwegs hin.
LS1034 eignet sich zudem aufgrund ihres Wachstumsverhaltens und der Verdopplungszeit
(siehe Tabelle 10) gut fir die durchgefuhrten Versuche. Die Zelllinie weist im Vergleich zu
den anderen Karzinomzelllinien eine mittlere Radiotherapieresistenz auf (vergleichbar mit
SW480, siehe Anhangsabbildung 1) und ist somit prinzipiell far Stimulations- und
Inhibitionsexperimente geeignet.

3.1.1 siRNA gegen p-Catenin in SW480

Die Vorversuche zur Findung des optimalen Zeitpunktes wurden, wie unter Kapitel 2.2.4.2
beschrieben, durchgefuhrt. Abbildung 10 zeigt, dass nach siRNA-Transfektion die
Proteinexpression von aktivem [-Catenin und Axin2 deutlich geringer ist als bei der Kontrolle

siNeg. Der Effekt ist zu allen Zeitpunkten vergleichbar stark erkennbar.

SW480
24h 48h 72h 96 h
siNeg siB-Cat  sif-Cat siNeg siB-Cat sip-Cat siNeg sip-Cat sip-Cat siNeg sip-Cat siB-Cat
#1 pool #1 pool #1 pool #1 pool
I s R e e G w— e — | in2
— — - @ -_— Aktives B-Catenin
m Aktin

Abbildung 10: Zeitreihe SW480 mit sif-Catenin (si-Cat). Immunfirbung von Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin
aus Zelllysaten 24 - 96 h nach Transfektion der siRNAs. Zu jedem Zeitpunkt ist eine deutliche Abnahme von Axin2
und aktivem B-Catenin beim Vergleich siNeg gegen sif-Catenin #1 bzw. pool zu sehen.

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Abnahme der Proteinexpression von aktivem
B-Catenin auch zu einer Veranderung der Radiotherapiesensibilitat flihrt. Dazu wurde ein
Koloniebildungstest, wie unter Kapitel 2.2.7.1 beschrieben, durchgefuhrt. Als Zeitpunkt fir
die Radiotherapie wurde 48 h nach Transfektion gewéhlt. Der KBT wurde fur die
Konditionen sip-Catenin #1, si-Catenin pool und siNeg durchgefiihrt. Abbildung 11 a zeigt,
dass zu diesem Zeitpunkt die Proteinexpression von aktivem [-Catenin und AXin2 im
Vergleich mit der Kontrolle (siNeg) deutlich erniedrigt ist. Abbildung 11 b zeigt in den
sif-Catenin-Gruppen eine deutlich starkere Abnahme der Uberlebensfraktion mit steigender

Bestrahlungsdosis als in der siNeg Kontrolle.
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Abbildung 11: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes der siRNA auf Proteinebene 48 h nach
Transfektion. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie SW480 in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis mit den
Konditionen siNeg (Kontrolle, schwarz), sip-Catenin #1 (sif-Cat #1, rot gestrichelt) und sif-Catenin pool (sip-Cat
pool, rot) (n=3).

Die statistische Auswertung ergab fiir sip-Catenin #1 einen p-Wert von 0,00372 im Vergleich
mit der Kontrolle, fiir sip-Catenin pool ergab sich ein p-Wert von 0,0063. Zusatzlich wurden
beide experimentellen Gruppen zusammengefasst und im Vergleich mit der Kontrolle
betrachtet. Hier ergab sich fiir den Vergleich si-Catenin gegen siNeg ein p-Wert von
2,73x10”. Die Herunterregulation von aktivem B-Catenin mittels siRNA fiihrt somit zu einer

signifikanten Radiotherapiesensibilisierung von SW480.

3.1.2 siRNA gegen pg-Catenin in SW837

Die Zeitreihe fiir die Zelllinie SW837 wurde analog zum Experiment mit SW480 (siehe oben)
durchgefuhrt. Abbildung 12 zeigt, dass nach Transfektion der siRNAs gegen -Catenin die
Proteinexpression von aktivem [-Catenin und Axin2 deutlich geringer ist, als bei der

Kontrolle siNeg. Der Effekt ist zu allen Zeitpunkten vergleichbar stark erkennbar.

SW837
24h 48h 72h 96 h
siNeg siB-Cat siB-Cat siNeg siB-Cat  sip-Cat siNeg sip-Cat siB-Cat siNeg sip-Cat siB-Cat
#1 pool #1 pool #1 pool #1 pool
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—
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Abbildung 12: Zeitreihe SW837 mit sip-Catenin (sip-Cat). Immunfirbung von Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin
aus Zelllysaten 24 - 96 h nach Transfektion der siRNAs. Zu jedem Zeitpunkt ist eine deutliche Abnahme von Axin2
und aktivem B-Catenin beim Vergleich siNeg gegen sif-Catenin #1 bzw. pool zu sehen.
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Im Anschluss wurde analog zum vorigen Experiment mit SW480 ein KBT mit den gleichen
Eckdaten durchgefiihrt. Abbildung 13 a bestatigt die Abnahme der Proteinexpression von
aktivem B-Catenin und Axin2 48 h nach Transfektion von sif-Catenin im Vergleich zur
Kontrollgruppe. Abbildung 13 b lasst erkennen, dass die Uberlebensfraktion mit steigender
Bestrahlungsdosis in den sip-Catenin-Gruppen deutlich starker abnimmt als in der siNeg

Kontrolle.
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Abbildung 13: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes der siRNA auf Proteinebene 48 h nach
Transfektion. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie SW837 in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis mit den
Konditionen siNeg (Kontrolle, schwarz), sif-Catenin #1 (sip-Cat #1, rot gestrichelt) und sip-Catenin pool (sif-Cat
pool, rot) (n=3).

Die statistische Auswertung erfolgte analog zum vorigen Experiment, es wurden je eine
sif-Catenin-Gruppe mit der Kontrolle und einmal zusammengefasst sif-Catenin mit der
Kontrolle verglichen. Fiir sif-Catenin #1 ergab sich ein p-Wert von 0,00115, fiir sip-Catenin
pool war p = 1,75x10°. Bei der zusammengefassten Berechnung betrug der p-Wert 2,76x10°®.
Die Herunterregulation von aktivem p-Catenin mit sif-Catenin filhrt somit zu einer

signifikanten Radiotherapiesensibilisierung von SW837.

3.1.3 siRNA gegen p-Catenin in LS1034

Um den Einfluss der Herunterregulation von aktivem [B-Catenin auf die
Radiotherapiesensibilitat kolorektaler Karzinomzelllinien weiter zu validieren wurde der
Versuch in einer dritten Zelllinie durchgefihrt.

Die Zeitreihe fir die Zelllinie LS1034 erfolgte analog zu den Experimenten mit SW480 und
SW837 (siehe oben). Abbildung 14 zeigt, dass nach Transfektion der siRNAs gegen
B-Catenin die Proteinexpression von aktivem B-Catenin und Axin2 deutlich geringer ist, als

bei der Kontrolle siNeg. Der Effekt ist zu allen Zeitpunkten vergleichbar.
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LS1034
24h 48h 72h 96 h
siNeg sip-Cat siB-Cat siNeg siB-Cat  sip-Cat siNeg siB-Cat  sip-Cat siNeg siB-Cat siB-Cat
#1 pool #1 pool #1 pool #1 pool
_—— - S —— Axin2
-’ > - — — Aktives B-Catenin
T : Aktin

Abbildung 14: Zeitreihe LS1034 mit sip-Catenin (sip-Cat). Immunfirbung von Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin
aus Zelllysaten 24 - 96 h nach Transfektion der siRNAs. Zu jedem Zeitpunkt ist eine deutliche Abnahme von Axin2
und aktivem f-Catenin beim Vergleich siNeg gegen sif-Catenin #1 bzw. pool zu sehen.

AnschlieBend wurde untersucht, ob die Abnahme der Proteinexpression von aktivem
B-Catenin  durch  die  RNA-Interferenz  auch zu einer Veradnderung  der
Radiotherapiesensibilitat fuhrt. Dazu wurde analog zu den vorigen Experimenten ein
Koloniebildungstest durchgefiihrt. Als Zeitpunkt fur die Radiotherapie wurde 48 h nach
Transfektion gewdhlt. Der KBT wurde fiir die Konditionen sif-Catenin #1, sip-Catenin pool
und siNeg durchgefiihrt. Abbildung 15 a zeigt, dass zu diesem Zeitpunkt die
Proteinexpression von aktivem B-Catenin und Axin2 im Vergleich mit der Kontrolle (siNeg)
deutlich erniedrigt ist. Abbildung 15 b zeigt in den sip-Catenin-Gruppen eine deutlich starkere
Abnahme der Uberlebensfraktion mit steigender Bestrahlungsdosis als in der siNeg Kontrolle.
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—=—siR-Cat pool

0,1 T T T T
0 2 4 6 8
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Abbildung 15: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes der siRNA auf Proteinebene 48 h nach
Transfektion. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie LS1034 in Abhé&ngigkeit von der Bestrahlungsdosis mit den
Konditionen siNeg (Kontrolle, schwarz), si-Catenin #1 (sip-Cat #1, rot gestrichelt) und sip-Catenin pool (sif-Cat
pool, rot) (n =3).

Die statistische Auswertung erfolgte wieder fiir sif-Catenin #1, sip-Catenin pool und die
zusammengefasste Gruppe jeweils im Vergleich mit der Kontrolle. Fiir sif-Catenin #1 ergab
sich ein p-Wert von 0,000169, fiir sip-Catenin pool ein p-Wert von 0,00985 und flr die

zusammengefasste Gruppe ergab sich ein p-Wert von 0,000119. Die Herunterregulation von
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aktivem B-Catenin mit si-Catenin in der Zelllinie LS1034 fuhrt somit zu einer signifikanten

Radiotherapiesensibilisierung.

3.2 Behandlung mit XAV939

Die siRNA-Versuche bestatigten die Relevanz des Wnt/p-Catenin-Signalwegs fir die
Radiotherapieresistenz. Allerdings ist der klinische Einsatz von siRNAs bisher noch
schwierig und problematisch. Daher war das néachste Ziel, die Ergebnisse mithilfe des
kleinmolekularen Inhibitors XAV939 zu uberprifen, da dieser potentiell klinisch einsetzbar
ist. Der Tankyraseinhibitor XAV939 flhrt, wie in Abbildung 5 zu sehen, durch
Abbauhemmung zu einer Stabilisierung von Axin und durch Zunahme des proteasomalen
Abbaus zu einer verstirkten Degradation von B-Catenin (Huang et al. 2009). Somit wird der
Wnt/B-Catenin-Signalweg durch XAV939 inhibiert.

3.2.1 Behandlung von SW480 mit XAV939

Bei den Versuchen mit XAV939 wurde ebenfalls mit der Zelllinie SW480 begonnen.
Zunéchst erfolgte eine Zeitpunkts- und Dosisfindung (siehe Kapitel 2.2.5.1). In Abbildung 16
ist zu erkennen, dass zum Zeitpunkt 6 h weder Proteinlevel von Axin2 noch von aktivem
B-Catenin zu detektieren sind. Nach 24 h Inkubation mit XAV939 ist eine Zunahme der
Proteinlevel von Axin2 und eine leichte Abnahme der Proteinlevel von aktivem B-Catenin im

Vergleich zur Kontrolle zu erkennen.

SW480
DMSO-Kontrolle XAV93910 uM
6h 24h 48 h 6h 24h 48 h
—— T W s | Aktives B-Catenin

W e e B S e | At

Abbildung 16: Zeitreihe SW480 mit XAV939. Immunfirbung von Aktin, Axin2 und aktivem p-Catenin aus
Zelllysaten nach 6 - 48 h Inkubation mit XAV939. Nach 48 h ist eine deutliche Stabilisierung von Axin2 und ein
Abnahme von aktivem B-Catenin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu sehen.

Nach 48 h erfolgt eine deutliche Stabilisierung von Axin2 bei gleichzeitiger deutlicher
Abnahme von aktivem B-Catenin. Somit ist die erwartete Wirkung des XAV939 bei der
Zelllinie SW480 nach 48 h Inkubation mit XAV939 zu erkennen. Als néchstes erfolgte eine
Optimierung der XAV939-Konzentration. Dazu wurde die bereits etablierte Inkubationszeit
von 48 h verwendet und die XAV939-Konzentration von 0,25 bis 20 uM variiert. Als
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Kontrolle diente wieder eine Inkubation mit DMSO. Wie in Abbildung 17 zu erkennen,
erfolgt ab einer Konzentration von 1 pM XAV939 eine Stabilisierung von Axin2 und eine
Abnahme von aktivem B-Catenin im Vergleich zur Kontrolle.

SW480, 48 h Inkubation

XAV939 (uM)
DMSO 0,25 0,5 1 2,5 4
Am— - - Axin2
WY W W e — Aktives B-Catenin
W e W W W W
SW480, 48 h Inkubation
XAV939 (uM)
DMSO 4 6 8 10 20
B A D e i
W . —— - - " | Aktives B-Catenin
T S—  CE— C— C— — |7

Abbildung 17: Konzentrationsreihe SW480 mit XAV939. Immunfirbung von Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin
aus Zelllysaten nach 48 h. Inkubation mit XAV939-Konzentrationen von 0,25 - 4 uM und von 4 - 20 uM. Ab einer
Konzentration von 1 uM XAV939 ist eine Stabilisierung von Axin2 und eine Abnahme von aktivem B-Catenin im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu erkennen.

Ab 10 uM XAV939 ist kein weiterer Anstieg der Proteinlevel von Axin2 mit steigender
XAV939-Konzentration erkennbar, und auch die p-Catenin-Level verandern sich nicht mehr.
Damit konnte gezeigt werden, dass durch die Behandlung von SW480 mit XAV939 eine
Stabilisierung von Axin2 und Degradation von aktivem B-Catenin erfolgt.

Im Anschluss wurde untersucht, ob diese Abnahme von aktivem B-Catenin auch zu einer
Verdnderung der Radiotherapiesensibilitat fiihrt. Dazu wurde analog zu den Experimenten mit
SiRNAs ein Koloniebildungstest durchgefiihrt (genaues Protokoll siehe Kapitel 2.2.7.2). Als
Konditionen wurden 1 pM und 4 puM XAV939 sowie eine DMSO-Kontrolle gewéhlt. In
Abbildung 18 ist zu erkennen, dass die Behandlung mit XAV939 zu einer Abnahme der
Uberlebensfraktion von SW480 im Vergleich zur Inkubation mit DMSO fiihrt. Gleichzeitig
ist der Effekt bei der Behandlung mit 4 uM XAV939 etwas starker als bei 1 uM. Die
statistische Auswertung mit dem multiplen linearen Regressionsmodell ergab fir die
Behandlung von SW480 mit 1 uM XAV939 im Vergleich mit der Kontrolle einen p-Wert von
0,0116 und fiir die Behandlung mit 4 uM XAV939 einen p-Wert von 0,0112. Somit ist eine

geringe, dosisabhangige und signifikante Radiotherapiesensibilisierung zu erkennen.
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Abbildung 18: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes von XAV939 auf Proteinebene zum
Zeitpunkt der Bestrahlung. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie SW480 in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdosis
mit den Konditionen DMSO (Kontrolle, schwarz), 1 uM XAV939 (rot gestrichelt) und 4 uM XAV939 (rot) (n = 4).

Es ist Abbildung 18 zu entnehmen, dass die Radiotherapiesensibilisierung in diesem
Experiment deutlich geringer ausfallt als bei den Versuchen mit siRNAs gegen B-Catenin
(siehe Abbildung 11). Ferner zeigt Abbildung 18, dass die Kurven fir die
Uberlebensfraktionen der behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe erst ab

Bestrahlungsdosen von 4-6 Gy differieren.

3.2.2 Behandlung von SW837 mit XAV939

Als nachstes erfolgten die Versuche mit XAV939 mit der Zelllinie SW837. Es wurde
zunéchst erneut nach einem optimalen Zeitpunkt und einer optimalen XAV939-Konzentration
gesucht. Mit der Erfahrung aus den SW480-Versuchen und dem Wissen, dass es sich bei
SW837 um eine relativ langsam wachsende Zelllinie handelt (siehe Tabelle 10), wurden
dieses Mal direkt Konzentrationsreihen von 4 bis 20 uM XAV939 mit den Inkubationszeiten
48 h, 72 h und 96 h durchgefuhrt. Aus Abbildung 19 a geht hervor, dass zum Zeitpunkt 48 h
die Proteinlevel von Axin2 mit der XAV939-Konzentration ansteigen. Die Proteinlevel des
aktiven B-Catenins sinken im Vergleich zur Kontrolle fir die XAV939-Konzentrationen von

4 bis 10 uM. Bei 20 uM sind sie héher als bei niedrigeren Konzentrationen.
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Abbildung 19: Konzentrationsreihe SW837 mit XAV939-Konzentrationen von 4 - 20 uM. Immunfarbung von Aktin,
Axin2 und aktivem B-Catenin aus Zelllysaten nach Inkubation mit XAV939. a) Zum Zeitpunkt 48 h ist eine XAV939-
Dosis abhiingige Stabilisierung von Axin2 zu erkennen. Fiir aktives B-Catenin ist eine Abnahme der Proteinlevel im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle fur die Konzentrationen 4 - 10 uM zu erkennen, bei 20 uM steigt das aktive p-Catenin
wieder. b), ¢) Zu den Zeitpunkten 72 und 96 h ist eine Stabilisierung von Axin2 und eine Abnahme von aktivem
B-Catenin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit steigender XAV939-Konzentration zu erkennen.

In Abbildung 19 b und c ist eine Stabilisierung von Axin2 mit einer konsekutiven Reduktion
der Level von aktivem B-Catenin mit steigender XAV939-Konzentration zu erkennen. Zum
Zeitpunkt 96 h ist die Dosisabhéngigkeit des Effekts am deutlichsten zu erkennen. Es erfolgte
daher zur Bestimmung der optimalen XAV939-Dosis eine weitere Konzentrationsreihe mit
0,25 bis 5 uM XAV939 zu diesem Zeitpunkt.

SW837, 96 h Inkubation
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Abbildung 20: Konzentrationsreihe SW837 mit XAV939-Konzentrationen von 0,25 - 5 M. Immunférbung von
Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin aus Zelllysaten nach 96 h Inkubation mit XAV939. Es ist eine Stabilisierung von
Axin2 und eine Abnahme von aktivem B-Catenin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle mit steigender XAV939-
Konzentration zu erkennen.

In Abbildung 20 ist zu erkennen, dass auch bei niedrigen Konzentrationen von XAV939 eine

leicht zunehmende Stabilisierung von Axin2 mit steigender Konzentration erfolgt. Die

Proteinlevel von aktivem B-Catenin sind gegenuber der DMSO-Kontrolle reduziert.
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Somit wurde auch fir die Zelllinie SW837 gezeigt, dass XAV939 zu einer Stabilisierung von
AXxin2 und zu einem verstiarkten Abbau von [3-Catenin flhrt.

Nach der Optimierung sollte der Effekt der XAV939-Behandlung auf die
Radiotherapiesensibilitat untersucht werden. Dazu wurde wieder ein Koloniebildungstest
durchgefiihrt (siehe Protokoll unter Kapitel 2.2.7.2). Als Konditionen wurden 5 puM und
10 uM  XAV939 sowie eine DMSO-Kontrolle gewdhlt. In Abbildung 21 sind die
Uberlebensfraktionen fir die Behandlung mit den XAV939-Konzentrationen 5 uM und
10 uM sowie fir die Kontrolle dargestellt. Die Abbildung zeigt, dass die Behandlung mit
XAV939 im Vergleich mit der DMSO-Kontrolle zu einer Abnahme der Uberlebensfraktion

mit steigender Bestrahlungsdosis fuihrt.
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Abbildung 21: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes von XAV939 auf Proteinebene zum
Zeitpunkt der Bestrahlung. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie SW837 in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdosis
mit den Konditionen DMSO (Kontrolle, schwarz), 5 uM (rot gestrichelt) und 10 pM XAV939 (rot) (n = 3).

Die statistische Auswertung der Uberlebensfraktionen ergab fiir die Behandlung von SW837
mit 5 pM XAV939 im Vergleich mit der Kontrolle einen p-Wert von 0,0223. Fir den
Vergleich der mit 10 uM XAV939 behandelten Gruppe mit der Kontrolle ergab sich ein
p-Wert von 0,000264. Die Behandlung von SW837 mit XAV939 flhrt somit zu einer
signifikanten Radiotherapiesensibilisierung der Zelllinie. Allerdings ist auch hier, wie bei
SW480, der Effekt der Radiotherapiesensibilisierung deutlich geringer als bei den siRNA-
Versuchen (siehe Abbildung 13). Eine deutliche Differenz in den Uberlebensfraktionen
zwischen den behandelten Gruppen und der Kontrollgruppe ist lediglich bei

Bestrahlungsdosen von 4 Gy und 8 Gy zu erkennen.
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3.2.3 Behandlung von LS1034 mit XAV939

Wie bei den siRNA-Versuchen wurde auch bei der Behandlung mit XAV939 als drittes die
Zelllinie LS1034 gewahlt. Fir LS1034 wurden, wie fur SW480 und SW837 auch, zunédchst
eine optimale Inkubationszeit und eine optimale XAV939-Konzentration etabliert.
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Abbildung 22: Konzentrationsreihen LS1034 mit XAV939-Konzentrationen von 4 - 20 uM. Immunfarbung von Aktin,
Axin2 und aktivem f-Catenin aus Zelllysaten nach Inkubation mit XAV939. a) Nach 24 h ist eine Stabilisierung von
Axin2, aber noch keine Abnahme von aktivem f-Catenin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu erkennen. b), ¢) Nach
48 und 72 h ist sowohl eine Axin2-Stabilisierung als auch eine Abnahme von aktivem B-Catenin zu sehen. d) Die
Inkubationszeit von 96 h zeigt noch eine Stabilisierung von Axin2, aber keine Abnahme von aktivem p-Catenin mehr.

Abbildung 22 zeigt die Konzentrationsreihen mit 4 bis 20 uM XAV939 fiur Inkubationszeiten
von 24 bis 96 h. Die Abbauhemmung von Axin2 ist zu allen betrachteten Zeitpunkten und mit
allen Konzentrationen von XAV939 zu erkennen. Eine deutliche Abnahme der Proteinlevel
von aktivem B-Catenin gegenuber der DMSO-Kontrolle ist bei den Inkubationszeiten 48 h
und 72 h zu sehen. Um wieder die geringste Konzentration zu finden, bei der eine Inhibition
sichtbar ist, wurden Konzentrationsreihen mit 0,25 bis 4 uM XAV939 mit den
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Inkubationszeiten 48 h, 72 h und 96 h durchgefihrt (siehe Abbildung 23). Es bestétigte sich
auch bei den niedrigeren XAV939-Konzentrationen das Bild aus den vorherigen Versuchen:
Eine Inkubation der LS1034-Zellen mit XAV939 fir 72 h zeigte die besten, dosisabhéngigen
Effekte des XAV939. Nach 96 h Inkubation wurde aktives B-Catenin durch die Behandlung
mit XAV939 nicht mehr deutlich verstérkt abgebaut.
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Abbildung 23: Konzentrationsreihen LS1034 mit XAV939-Konzentrationen von 0,25 - 4 pM. Immunférbung von
Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin aus Zelllysaten nach Inkubation mit XAV939. a), b) Nach 48 und 72 h ist sowohl
eine Axin2-Stabilisierung als auch eine Abnahme von aktivem B-Catenin im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu sehen.
¢) Die Inkubationszeit von 96 h zeigt noch eine Stabilisierung von Axin2, aber eine weniger deutliche Abnahme von
aktivem B-Catenin.

Somit wurde auch flr die Zelllinie LS1034 gezeigt, dass XAV939 zu einer Stabilisierung von
AXin2 und zu einem verstarkten Abbau von -Catenin fiihrt. Wie bei den Experimenten mit
SW480 und SW837 wurde auch mit LS1034 ein Koloniebildungstest durchgefihrt. Als
Konditionen fir den KBT wurden 0,5 uM und 4 uM XAV939 und eine DMSO-Kontrolle
gewahlt (siehe Protokoll unter Kapitel 2.2.7.2). Abbildung 24 zeigt, dass sich die
Uberlebensfraktion bei Behandlung der Zelllinie LS1034 mit XAV939 im Vergleich mit der
DMSO-Kontrolle kaum andert. Die Immunfarbung bestatigt die dosisabhéngige
Stabilisierung von Axin2 und Abnahme der Proteinlevel von aktivem B-Catenin zum

Bestrahlungszeitpunkt.
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Abbildung 24: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes von XAV939 auf Proteinebene zum
Zeitpunkt der Bestrahlung. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie LS1034 in Abh&ngigkeit von der Bestrahlungsdosis
mit den Konditionen DMSO (Kontrolle, schwarz) 0,5 UM (rot, gestrichelt) und 4 uM XAV939 (rot) (n = 3) (n.s. = nicht
signifikant).

Die statistischne  Auswertung ergab keinen signifikanten Unterschied in der
Koloniebildungsféhigkeit zwischen den mit 0,5uM bzw. 4 pM XAV939 behandelten
Gruppen und der Kontrolle (0,5 puM: p=0,999; 4 uM: p =0,883). Die Behandlung mit
XAV939 flhrt also zu keiner Radiotherapiesensibilisierung von LS1034.

3.2.4 Behandlung von RPE mit XAV939

Um die generelle Bedeutung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fiir die Radiotherapiesensitivitét
von Zellen zu untersuchen, wurden die Versuche mit XAV939 auch in retinalen
Pigmentepithelzellen (RPE) durchgefiihrt. Diese immortalisierte, nicht maligne Zelllinie
wurde gewdhlt, da derzeit keine allgemein zugangliche, transfizierbare, nicht maligne,
immortalisierte Dickdarmmukosazelllinie verfugbar ist.

Die Vorversuche waren vergleichbar mit denen fur SW480, SW837 und LS1034. Es wurden
fur verschiedene Inkubationszeiten (10 h, 24 h, 48 h) verschiedene XAV939-Konzentrationen
(0,5uM, 4 uM, 10 uM) mit einer DMSO-Kontrolle verglichen. In Abbildung 25 wird
deutlich, dass trotz Behandlung mit dem Axin2-stabilisierenden Tankyraseinhibitor XAV939
zu keinem Zeitpunkt Proteinlevel von Axin2 zu detektieren sind. Die Proteinlevel von
aktivem B-Catenin sind zum Zeitpunkt 10 h gegenuber der DMSO-Kontrolle nicht veréndert,
unabhéngig von der XAV939-Konzentration.
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Abbildung 25: Konzentrationsreihen RPE mit XAV939. Immunféarbung von Aktin, Axin2 und aktivem p-Catenin aus
Zelllysaten nach Inkubation mit XAV939-Konzentrationen von 0,5 uM, 4 uM und 10 uM. a), b), ¢) Unabhéngig von
der Inkubationszeit und der XAV939-Konzentration ist kein Axin2 detektierbar. a) Nach 10 h ist keine Veranderung
in den Proteinlevel von aktivem B-Catenin erkennbar. b), ¢) Nach 24 h und 48 h ist eine dezente Abnahme des aktiven
B-Catenins mit steigender XAV939-Konzentration im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu erkennen.

Zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h ist mit steigender XAV939-Konzentration eine schwache
Abnahme der Proteinlevel von aktivem B-Catenin im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen.
Problematisch war, dass in der Immunfarbung kein Axin2 detektierbar war, dieses fur den
Wirkmechanismus von XAV939 aber essenziell ist (vergleiche Kapitel 2.2.5). Somit konnte
keine verlassliche Aussage darlber gemacht werden, ob das beobachtete Absinken der
Proteinlevel von aktivem B-Catenin (siehe Abbildung 25) auf einer direkten Wirkung des
XAV939 beruht. Um die Axin-pB-Catenin-Achse weiter zu untersuchen, erfolgte ein
Kombinationsversuch. Dabei wurde auf Erkenntnisse der Doktorarbeit von Janneke Mdller
aus unserer Arbeitsgruppe zuruickgegriffen. Sie konnte zeigen, dass eine Inkubation von RPE-
Zellen mit dem I6slichen Signalprotein Wnt3a zu einer Stimulation des Wnt/p-Catenin-
Signalwegs fuhrt und damit auch zu einer Zunahme der Proteinexpression von Axin2 (néheres
zum Wirkmechanismus von Wnt3a unter Kapitel 2.2.6). Die Idee zur Durchfihrung des
Kombinationsversuches war nun folgende: RPE-Zellen werden mit Wnt3a behandelt, so dass
sie Axin2 exprimieren. In einem zweiten Schritt werden diese Zellen mit XAV939 behandelt.
Sofern sich nach Behandlung mit XAV939 einen Anstieg von Axin2 durch die
degradationshemmende Wirkung von XAV939 sowie ein Absinken der Proteinlevel von
aktivem B-Catenin zeigt, wére bestétigt, dass XAV939 auch in der Zelllinie RPE wirken kann.
Konkret wurde wie folgt vorgegangen: 3x10°> RPE-Zellen wurden in einer 6-Well-Platte
zunachst fur 24 h mit (-)/(+) Wnt3a-Medium inkubiert. Nach 24 h wurde DMSO/4 uM

XAV939 hinzugegeben bzw. die Zellen so belassen und wieder 24 h inkubiert. So entstanden
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6 verschiedene Konditionen. Anschlielend erfolgte die Zellisolation fir die Immunféarbung.
Der Versuchsablauf ist in Abbildung 26 a detailliert dargestellt.
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Abbildung 26: Kombination Wnt3a und XAV939. a) Versuchsablauf: RPE-Zellen wurden zunéchst mit (-)/(+) Wnt3a-
Medium inkubiert und anschlieend mit DMSO/4 uM XAV939 behandelt. b) Immunoblot: Die Inkubation mit
(+) Wnt3a fuhrt zu einem Anstieg der Proteinlevel von Axin2 und aktivem B-Catenin im Vergleich zu (-) Wnt3a. Die
Zugabe von 4 pM XAV939 flihrt zu einer weiteren Zunahme der Axin2-Level und hebt die Wnt3a Wirkung auf das
aktive p-Catenin auf.

Abbildung 26 b zeigt: Der Vergleich der Konditionen 1 und 2 sowie 3 und 4 zeigt eine
Zunahme der Proteinexpression von Axin2 und eine leichte Zunahme des aktiven -Catenins
bei Inkubation mit Wnt3a. Somit wurde der Wnt/B-Catenin-Signalweg in RPE durch
Inkubation mit Wnt3a stimuliert (Bestatigung der Ergebnisse von Janneke Mdller). DMSO
hat keinen Einfluss hierauf. Werden die Konditionen 5 und 6 betrachtet, so ist auch hier eine
Zunahme der Proteinlevel von Axin2 bei Inkubation mit Wnt3a zu erkennen. Gleichzeitig
besteht hier kein Unterschied der Proteinlevel von aktivem B-Catenin. Der Wnt/p-Catenin-
Signalweg stimulierende Effekt des Wnt3a wird durch die Inkubation mit XAV939
aufgehoben. Der Vergleich der Konditionspaare 5/6 mit den Paaren 1/2 und 3/4 zeigt, dass bei
Inkubation mit XAV939 (zusétzlich zum Wnt3a) die Proteinlevel von Axin2 starker ansteigen
als ohne. Der Axin2-stimulierende Effekt von Wnt3a und der Axin2-stabilisierende Effekt
von XAV939 addieren sich. Beim Vergleich der Konditionen 3 und 5 ist zu erkennen, dass
bei Inkubation mit XAV939 die Proteinlevel von aktivem B-Catenin im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle abnehmen. Dies bestatigt die Beobachtungen aus Abbildung 25. Der Vergleich der
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Konditionen 4 und 6 zeigt, dass mit Wnt3a vorbehandelte RPE-Zellen unter Inkubation mit
XAV939 vermehrt Axin2 exprimieren und die Level des aktiven B-Catenins sinken. Diese
Ergebnisse bestatigen die theoretischen Uberlegungen zu diesem Kombinationsversuch (s.0.)
und zeigen somit, dass XAV939 den stimulierenden Effekt des Wnt3a auf den
Wnt/B-Catenin-Signalweg aufheben kann, und dass der kleinmolekulare Inhibitor somit auch
in der nicht malignen Zelllinie RPE wirkt.

Um zu untersuchen, ob sich die Inkubation von RPE mit XAV939 auf die
Radiotherapiesensibilitat dieser Zellen auswirkt, wurde erneut ein KBT durchgefiihrt. Es
wurde eine Inkubationszeit von 24 h und eine XAV939-Konzentration von 4 pM im
Vergleich mit der tiblichen DMSO-Kontrolle gewahlt (siehe Protokoll in Kapitel 2.2.7.2).
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Abbildung 27: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes von XAV939 auf Proteinebene zum
Zeitpunkt der Bestrahlung. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie RPE in Abhéngigkeit von der Bestrahlungsdosis mit
den Konditionen DMSO (Kontrolle, schwarz) und 4 pM XAV939 (rot) (n = 3).

Die Immunfarbung in Abbildung 27 a bestétigt das Absinken der Proteinlevel von -Catenin
nach Zugabe von XAV939. Abbildung 27 b zeigt, dass die Uberlebensfraktion bei den mit
XAV939 behandelten Zellen mit steigender Bestrahlungsdosis deutlich schneller sinkt als bei
der DMSO-Kontrolle (siehe Abbildung 27). Die statistische Auswertung ergab einen p-Wert
von 0,0232. Die Behandlung mit 4 uM XAV939 filhrt damit zu einer signifikanten

Radiotherapiesensibilisierung der Normalzelllinie RPE.
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3.3 Behandlung mit Wnt3a

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob sich die Radiotherapiesensibilitat kolorektaler
Karzinomzelllinien bei einer externen Stimulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs &ndert.
Janneke Moller konnte in ihrer Doktorarbeit bereits zeigen, dass durch eine Stimulation des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs mit Wnt3a die Radiotherapieresistenz der Zelllinie RPE deutlich
zunimmt.

Zunéchst wurde ein Medium hergestellt, welches das Signalmolekil Wnt3a enthdlt (siehe
Kapitel 2.2.2). Wnt3a ist als loslicher Ligand des heterodimeren Rezeptors aus Frizzled und
LRP5/6 in der Lage, eine Signaltransduktion im Wnt/B-Catenin-Signalweg auszultsen (siehe
Abbildung 3) (MacDonald et al. 2009). Das Resultat ist eine Erhdhung der transkriptionellen
Aktivitdt des TCF/LEF-Komplexes, was zu einer erhdhten Produktion der Wnt-Zielgene
fuhrt. Als Indikator fir eine erhéhte Wnt-Aktivitat wurde eine Erhéhung der Expressionslevel
von Axin2 und aktivem B-Catenin in der Immunfarbung gewahlt (Lustig et al. 2002, Polakis
2007).

In den im Folgenden dargestellten Versuchen wurde nun versucht, diese erfolgreiche
Stimulation des Wnt/p-Catenin-Signalwegs von der Normalzelllinie RPE auf die bereits im
vorherigen Versuch verwendete Karzinomzelllinie LS1034 zu bertragen. LS1034 wurde aus
folgenden Griinden verwendet: Zur Vergleichbarkeit mit vorherigen Versuchen sollte eine
bereits verwendete Zelllinie gewahlt werden. SW480 exprimiert im Vergleich mit den
anderen Zelllinien viel aktives B-Catenin (siehe Anhangsabbildung 2), weswegen eine weitere
externe Stimulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mit Erhdhung der Expression dieses
Proteins nicht sinnvoll erschien. SW837 ist bereits vergleichsweise radiotherapieresistent
(sieche Anhangsabbildung 1), weswegen auch hier eine Stimulation des Wnt/B-Catenin-
Signalweg mit der Erwartung einer Radioresistenzzunahme nicht sinnvoll erschien. LS1034
weist eine mittlere Radiotherapieresistenz auf (vergleichbar mit SW480) und exprimiert

deutlich weniger aktives p-Catenin als SW480.

3.3.1 Test des konditionierten RPM1-1640 Mediums

Wie in Kapitel 2.2.6.1 bereits erlautert, sind Wildtyp-L-Cells geeignet, um das hergestellte
Medium auf Wnt3a-Gehalt zu untersuchen. Unter Einfluss von Wnt3a exprimieren die Zellen
verstarkt aktives B-Catenin, was sich in der Immunférbung nachweisen lasst (Shibamoto et al.
1998).
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Abbildung 28: Wildtyp-L-Cells in RPMI-1640 (-)/(+) Wnt3a. Immunfarbung von Aktin und aktivem p-Catenin aus
Zelllysaten nach Inkubation fir 10 h und 24 h. Aktives B-Catenin ist unter Inkubation mit Wnt3a gegentber der
Kontrolle deutlich erhéht.

Abbildung 28 zeigt, dass unter Einwirkung des Wnt3a die Proteinexpression von aktivem
B-Catenin deutlich ansteigt. Die Proteinexpressionslevel von Axin2 wurden in diesem Fall
nicht untersucht, da diese Zellen kein Axin2 exprimieren (Shibamoto et al. 1998). Somit
konnte gezeigt werden, dass das hergestellte Medium Wnt3a enthalt.

3.3.2 Behandlung von LS1034 mit Wnt3a

Nachdem fiir das konditionierte RPMI-1640-Medium erfolgreich nachgewiesen worden war,
dass es Wnt3a enthélt und hierdurch der Wnt/p-Catenin-Signalweg stimuliert werden kann,
sollte nun der Wnt/B-Catenin-Signalweg in LS1034 mit diesem stimuliert werden (siehe
Kapitel 3.2.3). Die Durchfuhrung ist in Kapitel 2.2.6.2 beschrieben.

LS1034 in RPMI-1640 (-)/(+) Wnt3a
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Abbildung 29: LS1034 in RPMI-1640 (-)/(+) Wnt3a. Immunfirbung von Aktin, Axin2 und aktivem B-Catenin aus
Zelllysaten nach Inkubation fur 24 - 96 h. Zu keinem Zeitpunkt lasst sich ein deutlicher Unterschied in der
Proteinexpression von Axin2 und aktivem B-Catenin in Abhangigkeit vom Medium erkennen.

Bei den Immunfarbungen in Abbildung 29 ist zu keinem Zeitpunkt eine eindeutige Induktion
von Axin2 oder aktivem B-Catenin durch die Behandlung mit Wnt3a-haltigem Medium zu
erkennen, obwohl die Féahigkeit des Mediums zur Stimulation des Signalwegs nachgewiesen
wurde (siehe Kapitel 3.3.1). Somit lieR sich fur LS1034 auf diesem Wege keine Stimulation
des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mit Wnt3a nachweisen. Im nachfolgenden KBT zeigte sich
daher erwartungsgemal kein Unterschied in der Radiotherapiesensibilitat der mit Wnt3a
behandelten Zellen und der Kontrolle (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: a) Immunfarbung zur Bestatigung des beschriebenen Effektes von Wnt3a auf Proteinebene zum
Zeitpunkt der Bestrahlung. b) Uberlebensfraktion der Zelllinie LS1034 in Abhangigkeit von der Bestrahlungsdosis
mit den Konditionen (-) Wnt3a (Kontrolle, schwarz) und (+) Wnt3a (rot) (n = 3).

3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mittels
RNA-Interferenz zu einer signifikanten Radiotherapiesensibilisierung der kolorektalen
Karzinomzelllinien SW480, SW837 und LS1034 flihrt.

Unter einer Behandlung mit dem kleinmolekularen Inhibitor XAV939 kommt es sowohl in
kolorektalen Karzinomzelllinien (SW480, SW837 und LS1034) als auch in einer
Normalzelllinie (RPE) zu einem Absinken der Proteinlevel von aktivem p-Catenin. Dies
fuhrt in den kolorektalen Karzinomzelllinien zu einer geringen, aber teilweise
signifikanten Radiotherapiesensibilisierung. In der Normalzelllinie RPE fihrt die
Behandlung mit XAV939 zu einer signifikanten Radiotherapiesensibilisierung.

Durch eine Behandlung mit dem léslichen Signalprotein Wnt3a lasst sich der

Whnt/B-Catenin-Signalweg in der Zelllinie LS1034 nicht stimulieren.



60 Diskussion

4 Diskussion

4.1 Klinische Problematik

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms, insbesondere des lokal fortgeschrittenen
Rektumkarzinoms, hat sich in den letzten zwanzig Jahren drastisch verandert. Einen grof3en
Beitrag hierzu haben die Studien der Deutschen Rektumkarzinom-Studiengruppe geleistet,
insbesondere die CAO/ARO/AIO-94-Studie (Leitlinienprogramm Onkologie 2013, Sauer et
al. 2012). Die Konsequenz aus diesen Untersuchungen war die Implementierung neuer
Leitlinien fur die Behandlung von Rektumkarzinomen der UICC-Stadien Il und Ill. Das
multimodale Therapiekonzept besteht heute aus einer 5-FU-basierten neoadjuvanten
Radiochemotherapie, gefolgt von der chirurgischen Resektion und einer adjuvanten
Chemotherapie (Leitlinienprogramm Onkologie 2013, Sauer et al. 2004). Es zeigte sich
jedoch, dass das klinische Ansprechen auf diese neoadjuvante Radiochemotherapie auf3erst
heterogen ist. Es reicht von kompletter Regression (Responder) bis zu kompletter Resistenz
(Nonresponder). Der Regressionsgrad bestimmt dabei maRgeblich die Prognose des Patienten
(Fokas et al. 2014, Rodel et al. 2005). Somit stellt die Resistenz gegeniiber der
Radiochemotherapie ein bedeutendes klinisches Problem dar, das es im Rahmen einer
Individualisierung der Therapieregime zu Uberwinden gilt (Liersch et al. 2010). Wesentliche
Schritte des Konzepts der individuellen Tumortherapie sind die Identifikation pradiktiver
Marker fir das Kklinische Ansprechen sowie neuer therapeutischer Ziele, um die
Radiochemotherapieresistenz der Karzinome in Zukunft tberwinden zu kénnen (Grade et al.
2012).

In einer ersten Studie unserer Arbeitsgruppe hierzu wurden Genexpressionsanalysen aus
Gewebeproben von Rektumkarzinomen durchgefiihrt, die im Rahmen der pratherapeutischen
Diagnostik gewonnen wurden. Nach der durchgefiihrten Therapie wurde das Ansprechen der
Karzinome histopathologisch beurteilt, zwei Gruppen (Responder und Nonresponder)
gebildet und die pratherapeutische Genexpression dieser Gruppen verglichen (Ghadimi et al.
2005). Hierbei fanden sich 54 zwischen Respondern und Nonrespondern differentiell
exprimierte Gene. Differentiell exprimiert war u.a. TCF4, welches in resistenten Karzinomen
hochreguliert war (Ghadimi et al. 2005). TCF4 ist, neben weiteren Funktionen, ein
Schliisseltranskriptionsfaktor des Wnt/pB-Catenin-Signalwegs (Li et al. 2012). In einer

weiteren Studie wurden 12 kolorektale Karzinomzelllinien mit einer aus der Klinik
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adaptierten Radiochemotherapie (3 UM 5-FU und 2 Gy) behandelt, die Uberlebensfraktion
bestimmt und diese mit dem pratherapeutischen Genexpressionsprofil korreliert. Wieder
fanden sich Hinweise fiir eine Bedeutung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fir die
Radiochemotherapiesensibilitat (Spitzner et al. 2010). AnschlieBend wurde TCF4 mittels
RNA-Interferenz in kolorektalen Karzinomzelllinien inhibiert. Es konnte gezeigt werden, dass
dies zu einer signifikanten Radiotherapiesensibilisierung fuhrte (Kendziorra et al. 2011).
TCF4 gilt wie erwahnt als Schlisseltranskriptionsfaktor des Wnt/B-Catenin-Signalwegs, es
werden aber auch B-Catenin-unabhéngige Funktionen beschrieben (Grumolato et al. 2013,
Wallmen et al. 2012). Aus diesem Grund galt es zu untersuchen, ob die beobachtete
Vermittlung der Radiotherapieresistenz eine TCF4 spezifische Funktion ist, oder ob der
Wnt/B-Catenin-Signalweg hier eine entscheidende Rolle inne hat. Dieser ist, neben vielen
Funktionen in der Embryonalentwicklung, bereits als elementarer Bestandteil der kolorektalen
Karzinogenese etabliert (Cancer-Genome-Atlas-Network 2012, Markowitz und Bertagnolli
2009). Somit war die zweite Frage, ob die Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalwegs eine
zukiinftige Therapieoption zur Sensibilisierung a priori resistenter Karzinome darstellt.

Zur Untersuchung der genannten Fragen wurde zundchst ein Schlusselprotein des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs, p-Catenin, in kolorektalen Karzinomzelllinien mittels RNA-
Interferenz gezielt inhibiert und daraufhin die Radiotherapiesensibilitat der Zellen untersucht.
In einem zweiten Schritt wurden die Zellen mit dem kleinmolekularen Wnt/B-Catenin-
Signalwegs-Inhibitor XAV939 behandelt. Als drittes erfolgte eine Behandlung einer
kolorektalen  Karzinomzelllinie mit dem  Wnt/B-Catenin-Signalweg stimulierenden

Signalprotein Wnt3a.

4.2 siRNA-vermittelte Inhibition von B-Catenin fUhrt zu einer

Radiotherapiesensibilisierung in kolorektalen Karzinomzellen

Um die Bedeutung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fir die Radiotherapiesensibilitat zu
untersuchen, wurde B-Catenin in den kolorektalen Karzinomzelllinien SW480, SW837 und
LS1034 mittels RNA-Interferenz inhibiert. Zundachst wurden Immunfarbungen von Proteinen
der transfizierten Zellen angefertigt, um den Erfolg der Inhibition von B-Catenin zu
bestétigen. Im nachsten Versuchsschritt wurden Koloniebildungstests durchgefiihrt, um die
Radiotherapiesensibilitat der behandelten Zellen mit der Kontrollgruppe zu vergleichen (siehe
Kapitel 3.1). Die Immunférbungen zeigten fir alle Zelllinien deutlich, dass die Transfektion

der siRNAs zu einer Abnahme der Proteinexpressionslevel von aktivem-p-Catenin fiihrte.
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Dies ist entscheidender Signaltransduktor des Wnt/B-Catenin-Signalwegs (Behrens et al.
1996, Molenaar et al. 1996). Auch Axin2 als wichtiger Indikator fur die Aktivitat des
Signalwegs (Lustig et al. 2002) wurde vermindert exprimiert (vergleiche Abbildung 10 und
Abbildung 12). Die angeschlossenen Koloniebildungstests ergaben in allen drei Zelllinien
eine signifikante Abnahme der Radiotherapieresistenz der mit sip-Catenin behandelten Zellen
(vergleiche Abbildung 11, Abbildung 13 und Abbildung 15). Der beschriebene Effekt der
Radiotherapiesensibilisierung bei der Herunterregulation von TCF4 (Kendziorra et al. 2011)
lasst sich also mittels einer Inhibition an einer anderen Schliisselstelle des Wnt/pB-Catenin-
Signalwegs nachvollziehen und bestédtigen. Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass der
Wnt/B-Catenin-Signalweg an der Vermittlung der Radiotherapieresistenz in kolorektalen
Karzinomzelllinien beteiligt ist und einen mdglichen therapeutischen Angriffspunkt darstellt.
Diese Annahme deckt sich mit Beobachtungen anderer Autoren in anderen Tumorentitaten.
So beobachteten Kim et al. 2012, dass auch in Glioblastomen durch eine Inhibition des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs die Radiotherapiesensibilitat der Tumorzellen signifikant erhoht
werden kann (Kim et al. 2012). Ahnliches berichteten Lee et al. 2013. Sie fanden heraus, dass
die Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalwegs in einer Zelllinie aus einem nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinom (A549) ebenfalls zu einer signifikanten Radiotherapiesensibilisierung
hiervon fiihrte (Lee et al. 2013). Auch in Progenitorzellen in murinem Brustgewebe scheint
der Wnt/B-Catenin-Signalweg an der Vermittlung von Radiotherapieresistenz beteiligt zu sein
(Woodward et al. 2007).

4.3 XAV939 inhibiert die Expression von aktivem p-Catenin und

fuhrt teilweise zu einer Radiotherapiesensibilisierung

Der klinische Einsatz von siRNAs ist bisher noch schwierig und problematisch. Daher war
das néchste Ziel, die Ergebnisse mithilfe des kleinmolekularen Inhibitors XAV939 zu
Uberprifen, der potentiell klinisch einsetzbar ist. Mithilfe von XAV939 wurden die
Proteinlevel von aktivem B-Catenin in den Zelllinien SW480, SW837, LS1034 und RPE
gesenkt, die Effekte anhand von Immunfarbungen bestdtigt und anschlieBend
Koloniebildungstests durchgefuhrt (siehe Kapitel 3.2). XAV939 bewirkt dabei als
Tankyraseinhibitor Uber eine Abbauhemmung von Axin die vermehrte Degradation von
B-Catenin (siehe Abbildung 5) (Huang et al. 2009).

Die Immunfarbungen bestétigten fur alle vier verwendeten Zelllinien, dass eine Inkubation

mit XAV939 die Proteinlevel von Axin2 steigert und die von -Catenin senkt. Dabei stiegen



63 Diskussion

die beobachteten Effekte groRtenteils mit der verwendeten Dosis bis zum Erreichen eines
Plateaus.

4.3.1 Deutung der Ergebnisse mit kolorektalen Karzinomzelllinien

Der beobachtete Effekt ist besonders interessant, da es sich bei SW480 (APC "*%%), Sw837
(APC % und LS1034 (APC %) um Zelllinien mit Mutationen im APC-Gen handel.
Durch die Mutation bricht das veranderte APC-Protein an der benannten Aminosdureposition
ab (Rowan et al. 2000). Laut Literatur ist die sogenannte fp-Catenin inhibitory domain (CID),
die Aminosduren 1404 - 1466 des APCs, notwendig fiir die Degradation des 3-Catenins durch
den B-Catenin-Destruktionskomplex (Kohler et al. 2009). Von den drei Zelllinien weif3t
jedoch keine die CID vollstandig auf, trotzdem erfolgt durch Abbauhemmung von Axin ein
Abbau von [-Catenin. Dies konnte entweder fiir eine Restaktivitit des [-Catenin-
Destruktionskomplexes auch ohne vollstdndige CID oder einen alternativen Abbauweg
sprechen. Kongruent hierzu ist die Beobachtung von Nakamura et al., dass eine
Uberexpression von Axin in SW480 zu einem massiven Abbau von B-Catenin flhrt
(Nakamura et al. 1998). Eine B-Catenin modulierende Funktion von verkirzten APC-
Proteinen bezlglich Expressionslevel und transkriptioneller Aktivitat, wurde ebenfalls von
anderen Autoren beschrieben (Chandra et al. 2012, Voloshanenko et al. 2013). Die von uns in
den Immunférbungen beobachtete Degradation von -Catenin nach Behandlung von SW480
(APC "33) mit XAV939 deckt sich mit den Ergebnissen zweier anderer Arbeitsgruppen (de
la Roche et al. 2014, Huang et al. 2009). Trotz Mutationen in mindestens einem Bestandteil
des pB-Catenin-Destruktionskomplexes ist dieser also in der Lage, p-Catenin der
Phosphorylierung, Polyubiquitinylierung und der folgenden proteasomalen Degradation
zuzufihren.

Die unter Behandlung mit XAV939 durchgefiihrten Koloniebildungstests zur Bestimmung
der Radiotherapieresistenz der Zellen im Vergleich mit einer Kontrolle zeigten heterogene
Ergebnisse. Fur SW480 und SW837 zeigte sich, dass die Behandlung mit XAV939 die
Radiotherapiesensibilitat der Zellen signifikant erhoht. Allerdings waren die beobachteten
Effekte nicht so deutlich wie die Ergebnisse aus den Versuchen mit den siRNAs gegen
B-Catenin. Erst bei Bestrahlungsdosen ab 4 - 6 Gy zeigte sich eine leichte Differenz in der
Uberlebensfraktion zwischen behandelter und nicht behandelter Gruppe. Da bei beiden

Experimenten aktives [B-Catenin herunter reguliert wurde, waren vergleichbare Effekte
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erwartet worden. Fur LS1034 fihrte die Behandlung mit XAV939 zu keiner signifikanten

Anderung der Uberlebensfraktion bei Bestrahlung.

Diese Beobachtungen lassen mehrere moégliche Erklarungsansatze zu:

1. Da Tankyrasen nicht ausschlieBlich im Wnt/B-Catenin-Signalweg eine regulatorische
Funktion haben, sondern eine Vielzahl anderer Signalwege beeinflussen (Guettler et al.
2011, Voronkov und Krauss 2013), konnte es sich um Wnt/B-Catenin-unabhangige
Wirkungen von XAV939 handeln. Diese kdnnten mit der Inhibition des Wnt/p-Catenin-
Signalwegs interferieren und dadurch den Effekt der Radiotherapiesensibilisierung in
den Koloniebildungstests verringern.

2. Einen zweiten Erklarungsansatz liefert eine aktuelle Arbeit von de la Roche et al. Hierin
wird berichtet, dass bei der Inkubation von SW480 mit XAV939 - analog zu unseren
Ergebnissen - eine deutliche Reduktion der Proteinlevel von aktivem p-Catenin,
vermittelt durch die Abbauhemmung von Axin, zu sehen ist. Allerdings war nur ein sehr
geringes Absinken der transkriptionellen Aktivitdt des B-Catenins zu beobachten (de la
Roche et al. 2014). Die Autoren zeigten, dass dies auf die Aktivitat von LEF1 und BOL
zuruckzufuhren ist, die beide in ihrer Expression stark vom Wnt/B-Catenin-Signalweg
abhéngig sind. Sie bewirken die Translokation von aktivem B-Catenin in den Kern
(Behrens et al. 1996, Brembeck et al. 2004) und schiitzen es vor proteasomalem Abbau.
Diese Abbauhemmung ist kompetitiv, da LEF1 zusammen mit BOL in einer &hnlichen
Region an aktives B-Catenin bindet wie Axin und APC, jedoch mit einer deutlich
héheren Affinitat (Choi et al. 2006, Sampietro et al. 2006). Die Differenz zwischen
sinkenden Proteinleveln von aktivem B-Catenin und gleichzeitig nahezu konstanter
transkriptioneller Aktivitat hiervon fanden de la Roche et al. jedoch nur flr die
Inkubation der chronisch Wnt/B-Catenin-Signalweg-aktiven, APC-mutierten Zelllinie
SW480 mit XAV939. Bei der Behandlung der APC-Wildtyp-Zelllinie HEK293T
(stimuliert mit Wnt3a) mit XAV939 sank auch die transkriptionelle Aktivitat des aktiven
B-Catenins. Die beschriebene Publikation liefert eine naheliegende Begriindung flr die
von uns beobachtete Inkongruenz zwischen niedrigen Proteinleveln des aktiven
B-Catenins und nur leichter Radiotherapiesensibilisierung fur die Zelllinie SW480. Der
Erklarungsansatz von de la Roche et al. 2014, dass chronische Wnt/B-Catenin-
Signalweg-Aktivitdt zu einer erhdhten Expression von LEF1 und BOL fiihrt, legt die
Ubertragung des Ansatzes auf die ebenfalls APC-mutierten Zelllinien SW837 und
LS1034 nahe. Die Annahme einer nur geringen Senkung der transkriptionellen Aktivitét

des aktiven [-Catenins unter der Behandlung mit XAV939 kann die von uns
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beobachteten geringen Effekte der Radiotherapiesensibilisierung mit nur teilweise

signifikanten Ergebnissen gut erklaren.
Der Erklarungsansatz uber den LEF1/BI9L-vermittelten Abbauschutz von aktivem [-Catenin
widerspricht nicht den Beobachtungen und Schlussfolgerungen aus den RNA-
Interferenzversuchen. Im Unterschied zur abbauférdernden Wirkung von XAV939 kommt es
durch sif-Catenin nicht zur Translation von B-Catenin. Somit ist hierbei ein Abbauschutz
durch LEF1/BIL nicht relevant. Eine verringerte Proteinexpression von Axin2 ist Indikator
fur eine verringerte Aktivitdit des Wnt/B-Catenin-Signalwegs. Folglich kann fur die
sif-Catenin-Experimente weiterhin davon ausgegangen werden, dass eine verminderte
Proteinexpression von aktivem [-Catenin mit einer Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalwegs
gleichzusetzen ist. Die beschriebenen Ergebnisse passen somit gut zu der Hypothese, dass der
Wnt/B-Catenin-Signalweg die Radiotherapieresistenz  kolorektaler ~Karzinomzelllinien
signifikant beeinflusst. Problematisch ist, dass Axin2 als Indikator fiir die Wnt/p-Catenin-
Signalweg-Aktivitat durch die Abbauhemmung von Axin mittels XAV939 nicht zu
Verfligung steht. Konkret wird ein Absinken der Proteinlevel von Axin2, als Hinweis auf eine
verminderte B-Catenin/TCF/LEF-Interaktion, durch den XAV939-vermittelten Anstieg der
Proteinlevel Uberlagert. Die Annahme, dass das Absinken der Proteinlevel von aktivem
B-Catenin unter Einfluss von XAV939 gleichbedeutend mit einer Inhibition des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs ist, wie es auch andere Autoren bisher beschrieben (Bao et al.
2012, Busch et al. 2013, Huang et al. 2009), muss kritisch Gberdacht werden. Hierbei kdnnte
ein genauerer Vergleich der Proteinfraktionen von aktivem B-Catenin in Zytosol und Kern
hilfreich sein. Eine weitere experimentelle Uberpriifung, z.B. mittels real-time-polymerase
chain reaction (rtPCR) von Whnt-Indikatorgenen steht zudem in weiteren Versuchen in naher
Zukunft an.

4.3.2 Deutung der Ergebnisse mit der Normalzelllinie RPE

Fur die Normalzelllinie RPE ergab sich eine signifikante Radiotherapiesensibilisierung unter
Behandlung mit 4 uM XAV939. Die Beobachtung, dass die Proteinlevel des aktiven
B-Catenins unter Behandlung mit XAV939 ohne eine messbare Stabilisierung von Axin
sinken, war zundchst nur schwer mit dem bekannten Wirkmechanismus des kleinmolekularen
Inhibitors vereinbar (siehe Abbildung 5). Der Kombinationsversuch mit einer Stimulierung
des Wnt/B-Catenin-Signalwegs durch Wnt3a und anschlieender Behandlung mit XAV939

zeigte jedoch den erwarteten Anstieg der Proteinlevel von Axin2 (siehe Abbildung 26),
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sodass beim ersten Versuch von einem sehr geringen Effekt auf das Axin2 unterhalb der
Nachweisgrenze der Immunférbung ausgegangen werden kann.

Da es sich bei RPE um eine Zelllinie mit geringer Aktivitat des Wnt/p-Catenin-Signalwegs
handelt (Chen et al. 2012), ist auch der von de la Roche et al. gezeigte Effekt von LEF1/B9L
an dieser Stelle vermutlich nicht relevant (siehe oben). Evidenz hierfur liefert eine Studie zur
Untersuchung der epithelial-mesenchymalen Transition von RPE, welche zeigte, dass
XAV939 erfolgreich den Wnt/p-Catenin-Signalweg nach Stimulation wieder hemmen kann
(Chen et al. 2012). Dies entspricht auch unseren Ergebnissen. In Zusammenschau mit unseren
Beobachtungen l&sst sich also sagen, dass trotz sehr niedriger Basisaktivitat des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs die Inhibition hiervon mit XAV939 die Proteinlevel von aktivem
B-Catenin weiter senkt und die ohnehin schon hohe Radiotherapiesensibilitat der Zelllinie
noch weiter steigert. Die Beobachtung einer Radiotherapiesensibilisierung nach
Wnt/B-Catenin-Signalwegs-Inhibition in einer nicht-malignen Zelllinie untermauert die
Annahme, dass der Wnt/B-Catenin-Signalweg eine Radiotherapieresistenz vermittelt. Diese
Ergebnisse liefern auBerdem Hinweise, dass es sich um einen generellen Mechanismus
handelt. Es besteht also die Mdglichkeit, dass diese Radiotherapieresistenzvermittlung auch in
anderen Tumorentitaten sowie in normalem, nicht mutiertem Gewebe eine Rolle spielt. Dies
deckt sich mit der Beobachtung anderer Autoren, dass eine transiente Aktivierung des
Wnt/B-Catenin-Signalwegs waéhrend der Bestrahlung einen protektiven Effekt auf

Speicheldrisen in einem Mausmodell hat (Hai et al. 2012).

4.4 Der Wnt/p-Catenin-Signalweg ist in LS1034 nicht durch

Wnt3a zu stimulieren

In friheren Experimenten unserer Arbeitsgruppe wurde der Wnt/B-Catenin-Signalweg in der
Normalzelllinie RPE mit Wnt3a stimuliert. Hier zeigte sich durch die Inkubation mit Wnt3a
ein Anstieg der Proteinexpression von Axin2 und aktivem [-Catenin (vergleiche auch
Abbildung 26) sowie eine deutliche Zunahme der Radiotherapieresistenz im durchgefiihrten
KBT.

Im né&chsten Schritt wurde nun die kolorektale Karzinomzelllinie LS1034 mit Wnt3a-haltigem
Medium inkubiert, um den Wnt/B-Catenin-Signalweg zu stimulieren. Dabei zeigte sich in der
Proteinexpression von Axin2 und aktivem B-Catenin - unabhé@ngig von der Inkubationszeit -
keine  Anderung. Im anschlieBend durchgefiihrten KBT &nderte sich die
Radiotherapiesensibilitat nicht (vergleiche Kapitel 3.3.2). Fir das im Versuch mit LS1034
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verwendete Medium mit Wnt3a konnte vorher gezeigt werden, dass es grundsatzlich in der

Lage ist, den Wnt/p-Catenin-Signalweg zu stimulieren (siehe Kapitel 3.3.1).

Die Beobachtungen aus dem Versuch mit LS1034 und Wnt3a lassen darauf schliel3en, dass in

der kolorektalen Karzinomzelllinie eine externe Stimulation des Wnt/B-Catenin-Signalwegs

mit Wnt3a nicht méglich ist. Hierflr gibt es zwei Erklarungsansétze:

1. Die Zelllinie LS1034 tragt eine Punktmutation im fir das Protein Dishevelled
kodierenden Gen DVL-1, welche zu einer Missense-Mutation (p.M312T) fuhrt (The-
Broad-Institute 2013). Dishevelled ist ein wichtiges Signalprotein im Wnt/p-Catenin-
Signalweg, das flir die Signaltransduktion bei Bindung eines Wnt-Liganden an den
Oberflachenrezeptor bedeutend ist (Bilic et al. 2007) (siehe auch Abbildung 3). In
Versuchen mit siRNA gegen DVL konnte von einer anderen Arbeitsgruppe gezeigt
werden, dass in den kolorektalen Karzinomzelllinien HCT116 und DLD1 die
Herunterregulation von Dishevelled zu einer Abnahme der Wnt/B-Catenin-Signalwegs-
Aktivitat fuhrt (Voloshanenko et al. 2013). Dies unterstreicht, dass Dishevelled fiir eine
intakte Signaltransduktion notwendig zu sein scheint. Bei einer Mutation im DVL-1-Gen
wird somit ggf. diese Signaltransduktion gestort. Dies wirde erklaren, warum trotz
Inkubation von LS1034 mit Wnt3a keine Veranderung der Proteinexpression von Axin2
und aktivem B-Catenin zu beobachten war. Der Wnt/B-Catenin-Signalweg wurde also
nicht stimuliert, und folglich &anderte sich durch Wnt3a-Behandlung auch das
Ansprechen der Zelllinie auf die Radiotherapie nicht.

2. Einen weiteren Erklarungsansatz liefert erneut die Publikation von Voloshanenko et al.
(2013). Hierin postulieren die Autoren, dass kolorektale Karzinomzelllinien neben ihren
aktivierenden Mutationen im Wnt/B-Catenin-Signalweg, zum Beispiel von APC oder
B-Catenin, zusatzlich Wnt-Liganden (u.a. Wnt3a) benétigen und diese permanent
exprimieren (Voloshanenko et al. 2013). Die Arbeitsgruppe belegt dies durch
Inhibitionsexperimente, in denen siRNAs gegen Wnt3a die Aktivitdt des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs deutlich senken (Moloshanenko et al. 2013). Diese Beobachtung fiihrt zu der
Uberlegung, dass durch eine permanente endogene Produktion von Wnt3a eine weitere
exogene Zufuhrung hiervon Uber ein konditioniertes Medium keinen weiteren
aktivierenden Effekt mehr haben kann, da die Oberflachenrezeptoren bereits geséattigt
sind. Dies wirde unsere Beobachtung erkléaren, dass die Inkubation von LS1034 mit
Whnt3a-haltigem Medium zu keiner Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs fiihrt
(siehe oben). Ahnliche, aber gleichzeitig inkongruente Erkenntnisse publizierte eine

andere Arbeitsgruppe. Sie inkubierten ebenfalls kolorektale Karzinomzelllinien mit
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Wnt3a, konkret DLD1, LS174T und HCT116 (Li et al. 2012). Bei allen drei Zelllinien
beobachteten sie bei Zugabe von Wnt3a einen Anstieg der Proteinlevel von
phosphoryliertem LRP6, ein Hinweis fiir eine Aktivierung der Wnt/B-Catenin-
Signalkaskade (siehe Kapitel 1.7). In der Aktivitditsmessung des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs zeigte sich jedoch lediglich in HCT116 ein Aktivitatsanstieg, nicht in DLD1
und LS174T (Li et al. 2012). Diese Beobachtungen korrelieren nicht mit dem APC- oder
B-Catenin-Mutationsstatus, da sowohl HCT116 als auch LS174T keine APC-Mutation
sowie eine B-Catenin-Mutation im Codon 45 tragen (Rowan et al. 2000).

Beide Erklarungsansdatze liefern begriindete Hinweise, dass eine Stimulation des

Wnt/B-Catenin-Signalwegs in LS1034 mit Wnt3a nicht funktionieren kann und folglich auch

keine erhohte Radiotherapieresistenz induziert werden kann.

4.5 Klinische Bedeutung und Ausblick

In der Karzinogenese des kolorektalen Karzinoms ist der Wnt/B-Catenin-Signalweg als
entscheidender Faktor bekannt. APC, Bestandteil des B-Catenin-Destruktionskomplexes, ist
einer der wichtigen Mutationsorte der Adenom-Karzinom-Sequenz (siehe Abbildung 1)
(Fearon 2011) und 85 bis 94 % der kolorektalen Karzinome tragen Mutationen im
Wnt/B-Catenin-Signalweg (Cancer-Genome-Atlas-Network 2012, Markowitz und Bertagnolli
2009). Neu ist allerdings, dass dieser eine Radiotherapieresistenz in kolorektalen
Karzinomzellen vermittelt. Somit wurde durch unsere Untersuchungen dem Wnt/B-Catenin-
Signalweg eine weitere biologische Bedeutung zugeordnet.

Neue Studien zeigen, dass die Anwendung des kleinmolekularen Inhibitors XAV939 in
kolorektalen  Karzinomzelllinien problematisch ist. Die Wnt/pB-Catenin-Signalweg-
inhibierende Wirkung scheint nicht direkt mit der Reduktion der Proteinlevel von aktivem
B-Catenin zu korrelieren (de la Roche et al. 2014). In aktuellen Arbeiten werden von unserer
Arbeitsgruppe weitere kleinmolekulare Inhibitoren des Wnt/B-Catenin-Signalwegs auf ihre
Wirksamkeit und ihren Einfluss auf die Radiotherapieresistenz von kolorektalen
Karzinomzelllinien getestet. Diese sollen wirksamer sein (JW55 und GO007-LK, inhibieren
Tankyrasen) oder haben andere Wirkmechanismen (LGK974, inhibiert Porcupine). Zudem
sind sie oral bioverfiigbar und somit fiir in-vivo-Versuche geeignet (Lau et al. 2013, Liu et al.
2013, Waaler et al. 2012). Es erscheint sinnvoll, die Aktivitit des Wnt/p-Catenin-Signalwegs
beim Einsatz solcher Inhibitoren genauer zu untersuchen, z.B. mittels rtPCR-Analyse der

Expression einer Reihe von Wnt-Effektorgenen, allen voran Axin2. Ferner kdnnte eine
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Aktivitdtsmessung des Wnt/pB-Catenin-Signalwegs mittels TOP-FLASH/FOP-FLASH dual
luciferase reporter assay weitere niitzliche Informationen liefern. Auch die Ubertragung der
vielversprechenden in-vitro Ergebnisse auf in-vivo-Studien ist dringend notwendig und flr die
nahe Zukunft geplant.

Insgesamt scheint der Wnt/B-Catenin-Signalweg durch seine entscheidende Rolle in der
Vermittlung von Radiotherapieresistenz in  kolorektalen Karzinomzelllinien einen
potentiellen, vielversprechenden neuen therapeutischen Angriffspunkt in einem Konzept der
personalisierten Tumortherapie darzustellen. Ein solches Konzept setzt die genaue Analyse
von pratherapeutischem Material (Karzinom und normales Gewebe) voraus, um fundierte
Entscheidungen fir ein individuelles Vorgehen zu treffen (Grade et al. 2012). Bis zur
klinischen Anwendung von Verfahren, die den Wnt/B-Catenin-Signalweg modulieren und
z.B. a opriori resistente kolorektale Karzinome sensibler fir die neoadjuvante
Radiochemotherapie machen, bedarf es aber weiterhin intensiver Forschung und die
Ermittlung der genauen zu Grunde liegenden Mechanismen. Problematisch ist zudem, dass 85
bis 94% der kolorektalen Karzinome eine signalwegaktivierende Mutation im
Wnt/B-Catenin-Signalweg tragen (Cancer-Genome-Atlas-Network 2012, Markowitz und
Bertagnolli 2009), aber nur rund 23 % den resistenten Nonrespondern zugeordnet werden
koénnen (rund 77 % zeigen einen mittleren bis hohen Tumorregressionsgrad) (Fokas et al.
2014). Somit ist eine hohe Aktivitat des Wnt/pB-Catenin-Signalwegs anscheinend nicht der
einzige Grund fir die Radiotherapieresistenz kolorektaler Karzinome. Das Ziel zukunftiger

Bemiihungen muss daher sein, weitere potentielle therapeutische Angriffspunkte zu finden.
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5 Zusammenfassung

Das Ansprechen primérer Rektumkarzinome auf eine préoperative Radiochemotherapie ist
aulRerst heterogen. Resistente Karzinome stellen aufgrund der schlechteren Prognose ein
grolRes klinisches Problem dar. Ziel ist daher eine Individualisierung der Therapie und die
Identifikation neuer therapeutischer Angriffspunkte, um resistente Tumoren fur die Therapie
zu sensibilisieren. In vorangegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass zwischen
Respondern und Nonrespondern TCF4, ein Transkriptionsfaktor des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs, differentiell exprimiert ist. Zudem fuhrt die Herunterregulation von TCF4 in

kolorektalen Karzinomzelllinien zu einer Radiotherapiesensibilisierung.

Um zu untersuchen, ob es sich um eine TCF4-spezifische Beobachtung handelt oder ob der
Wnt/B-Catenin-Signalweg Radiotherapieresistenz vermittelt, wurde dieser Signalweg in den
Zelllinien SwW480, SW837, LS1034 und RPE inhibiert. AnschlieBend wurde die

Radiotherapieresistenz der Zellen untersucht.

Die Inhibition des Wnt/B-Catenin-Signalwegs mittels SiRNA gegen B-Catenin flhrte zu einer
signifikanten Radiotherapiesensibilisierung von SW480, SW837 und LS1034. Die
Behandlung von kolorektalen Karzinomzelllinien und der Normalzelllinie RPE mit dem
kleinmolekularen Wnt/B-Catenin-Signalweg-Inhibitor XAV939 fihrte zum Teil zu einer

Radiotherapiesensibilisierung.

Insgesamt scheint der Wnt/pB-Catenin-Signalweg eine entscheidende Rolle in der Entstehung
der Radio(chemo)resistenz zu spielen und stellt somit ein potentielles therapeutisches Ziel flr
zukunftige Therapieansatze des Rektumkarzinoms dar. Zudem wurde dem Wnt/p-Catenin-
Signalweg eine weitere biologische Bedeutung zugeordnet. Ziel zukinftiger Bemuhungen ist
die weitere Validierung dieser Ergebnisse, die Aufdeckung der zugrunde liegenden

Mechanismen und die Ubertragung in ein in-vivo-Modell.
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6 Anhang

Zielsequenzen der verwendeten sSiRNAs

SiRNA Zielsequenz Hersteller Notiz
sif-Catenin#1 | CTCGGGATGTTCACAACCGAA | Qiagen N.V.
sif-Catenin # 2 | CAUCCUAGCUAUCGUUCUU Thermo Fisher

Scientific Inc. | verwendet
sif-Catenin # 3 | GGUACGAGCUGCUAUGUUC Thermo Fisher | als pool

Scientific Inc.
siAllStarsNEG | CAGGGTATCGACGATTACAAA | Qiagen N.V.

Anhangstabelle 1: Verwendete siRNAs, Zielsequenzen und Hersteller.

Uberlebensfraktionen der 12 kolorektalen Karzinomzelllinien

Uberlebensfraktion bei 2 Gy + 3uM 5-FU
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Anhangsabbildung 1: Uberlebensfraktion nach Behandlung mit 3 uM 5-Fluoruracil und Bestrahlung mit 2 Gy. Das
orange Quadrat stellt den Median aus drei unabhdngigen Experimentensatzen dar. Die Zelllinien zeigen starke
Unterschiede in der Antwort auf die Radiochemotherapie (modifiziert nach Spitzner et al. 2010).

In dieser Arbeit verwendete Zelllinien

Axin2

Aktives [3-Catenin

Gesamtes 3-Catenin

Anhangsabbildung 2: In dieser Arbeit verwendete Zelllinien. Immunfarbung von Aktin, gesamtem pB-Catenin,
aktivem B-Catenin und Axin2.
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