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Einleitung und Fragestellung

1 Einleitung und Fragestellung

1.1 Klinische Bedeutung des kolorektalen Karzinoms

1.1.1 Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom ist eines der haufigsten Malignome weltweit. Die héchste
Inzidenz findet sich in den westlichen industrialisierten Landern, die niedrigste
Inzidenz fur kolorektale Tumoren ist in den armeren afrikanischen und asiatischen
Landern. In Deutschland erkranken jahrlich ca. 64000/Jahr (2013).(Fuchs et al. 2011;
Kaatsch et al. 2012; Robert-Koch-Institut 2016).

Das mittlere Erkrankungsalter ist bei Frauen respektive Mannern 68,3 Jahre und 69,3
Jahre (2013). Im Jahr 2013 war das kolorektale Karzinom nach dem Mamma-
karzinom die zweithaufigste Tumorentitat in Deutschland (Robert-Koch-Institut 2016).
Die Inzidenz von kolorektalen Tumoren ist seit den 1980er Jahren bis zur
Jahrtausendwende bei Frauen um 25 % und bei Mannern um 45 % gestiegen. Der
starkste Anstieg bei Frauen ist in einem Alter Uber 80 Jahren, bei den Mannern in
einem Alter von 60 bis 79 Jahren zu verzeichnen. Das relative 5-Jahres-Uberleben
hat sich durch die besseren Therapiemdglichkeiten und die eingeflhrten
Vorsorgeuntersuchungen in demselben Zeitraum von 45 % auf 60 % verbessert
(Fuchs et al. 2011). Die Angaben bezlglich der Verteilung der Malignome auf Colon
und Rektum variieren. Nach den Angaben des Robert Koch-Institutes sind etwa zwei
Drittel im Colon, 30 % im Rektum und die Ubrigen Karzinome im rektosigmoidalen
Ubergang sowie im Analkanal lokalisiert (Kaatsch et al. 2012; Robert-Koch-Institut
2015).

1.1.2 Atiologie

Die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms ist multifaktoriell, spezifische
Risikofaktoren konnen in endogene und exogene Faktoren unterteilt werden. Zu den
relevanten exogenen Risikofaktoren zahlen der UbermafRige Konsum von dunklem
Fleisch, fettreiche Kost und Alkohol. Eine verminderte Aufnahme von Vitaminen und
Spurenelemente wie beispielsweise Selen wird ebenfalls diskutiert. Auch die

Zubereitungsart von Speisen kann sich negativ auswirken, wie beispielsweise
1
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scharfes Anbraten oder Grillen. Adipositas, Rauchen, Asbestbelastung und
korperliche Inaktivitat gelten ebenfalls als exogene Risikofaktoren (Friedenreich
2001; Fuchs et al. 2011; Kaatsch et al. 2012; Liersch et al. 2007).

Atiologisch relevante endogene Ursachen fiir die Entstehung eines kolorektalen
Karzinoms sind genetische Pradispositionen wie die familiare adenomattse
Polyposis (FAP), MUTYH-assoziierte Polypose (MAP), das hereditar nicht-polypdse
kolorektale Karzinom (HNPCC), adenomatése Polypen, Colitis ulcerosa oder die
Verwandschaft ersten Grades zu einem Betroffenen. Insgesamt treten in 5 % der
Falle hereditare Karzinome auf. Die Mikrosatelliteninstabilitdt (MSI), bedingt durch
DNA-Mismatch-Reparatur-Gen-Defekte, spielt hier ebenfalls eine Rolle (Fuchs et al.
2011; Kaatsch et al. 2012; Liersch et al. 2007).

Die Entstehung erworbener kolorektaler Karzinome basiert auf der Annahme der
sogenannten ,Adenom-Karzinom-Sequenz“ nach Fearon und Vogelstein (Kinzler und
Vogelstein 2002). Diese Sequenz beschreibt die Entwicklung vom Adenom Uber die
Dysplasie hin zur Neoplasie. Das Karzinom entsteht aus einer epithelialen
Proliferation, einer damit einhergehenden Hyperplasie und konsekutivem
Differenzierungsverlust eines benignen Adenoms, welches in den meisten Fallen
exophytisch in das Darmlumen wachst. Wird das Adenom nicht im Rahmen einer
Vorsorgekoloskopie entfernt, besteht ein nicht unerhebliches Risiko, dass das
Adenom weitere zellzyklische Kontrollmechanismen verliert und sich zu einem
Karzinom weiterentwickelt. Ein Adenom > 1 cm wird innerhalb von 20 Jahren mit
einer Wahrscheinlichkeit von 35% ein kolorektales Karzinom (Fuchs et al. 2011;
Kinzler und Vogelstein 2002).

Neben der Entstehung gemald der Adenom-Karzinom-Sequenz koénnen sich
Karzinome auch Uber den sogenannten serrated pathway aus hyperplastischen
Polypen entwickeln. Hierbei fihren ebenfalls mehrere Mutationen gemeinsam Uber
sogenannte sessile serratierte Adenome (SSA) und traditionell serratierte Adenome
(TSA) zu dem serratierten Adenokarzinom (Makinen 2007; Pox et al. 2014).

1.1.3 Klinik und Diagnostik

Die Symptome sind in der Regel unspezifisch; meist treten veranderte
Stuhlgewohnheiten wie Frequenz und Konsistenz, Blutauflagerungen auf dem Stuhl

oder Schmerzen bei der Defakation auf. Auch ein positiver fakaler okkulter Bluttest
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(FOBT) kann Hinweis auf einen gastrointestinalen Tumor geben. Die Zeichen einer
B-Symptomatik wie Gewichtsverlust (mehr als 10 % des Korpergewichts in 6
Monaten), Nachtschweily und Fieber kdnnen bei Vorhandensein eines kolorektalen
Karzinoms auftreten, ebenso Tenesmus und Pruritus. In einem fortgeschrittenen
Stadium ist auch das Auftreten eines mechanischen lleus oder einer rektalen oder
abdominellen tastbaren Raumforderung méglich (Hamilton und Sharp 2004).

Das klinische Staging umfasst eine ausfihrliche Anamnese mit besonderer
Berucksichtigung der Familienanamnese, die klinische wund rektal-digitale
Untersuchung sowie die Durchfihrung einer starren Rektoskopie mit rektaler
Endosonographie. Die Diagnose des kolorektalen Karzinoms wird durch die
Endoskopie mit histologischer Sicherung gestellt(Ghadimi und Becker 2006). Zur
Bestimmung der Tiefeninfiltration sowie zur Einschatzung des Nodalstatus bei lokal
begrenzten Tumoren sollte die Diagnostik um eine rektale Endosonographie erganzt
werden. Bei ausgedehnteren Tumoren ist zur Beurteilung des kleinen Beckens und
der Tiefeninfiltration ein MRT notwendig. Als wichtiger laborchemischer
Verlaufsparameter sollte schon praoperativ das CEA (carcinoembryonales Antigen)

bestimmt werden (Pox et al. 2014).

1.1.4 Klassifikation und Staging

Die Klassifikation richtet sich nach der anatomischen Ausbreitung, im Speziellen
nach der Ausbreitung des Primartumors (T), nach dem Befall von Lymphknoten (N)
und nach dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M) (Wittekind und Meyer 2010).
Diese TNM-Klassifikation wird erganzt durch eine klinische Klassifikation (CTNM),
welche pratherapeutisch anhand von klinischer Untersuchung, Bildgebung,
Endoskopie und Biopsie erstellt wird. Die postoperative pathologische Klassifikation
(pTNM), die anhand von exzidiertem Tumor und Proben durch den Pathologen
bestimmt wird, wird nach stattgehabter neoadjuvanter System- oder Strahlentherapie
und nach adaquatem Re-Staging mit yTN(M) vervollstandigt. Einen weiteren
wichtigen Parameter stellt das Grading (G) dar, welches den Differenzierungsstatus
des Tumors angibt (Wittekind und Meyer 2010). Eine Ubersicht bietet Tabelle 1:
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T — Primartumor:

Tx | Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO | Kein Anhalt fur Primartumor

Tis | Carcinoma in situ

T1 | Tumor infiltriert Submukosa

T2 | Tumor infiltriert Muscolaris propria

T3 | Tumor infiltriert durch die Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirektalisches Gewebe

T4 | Tumor Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen und/oder
perforiert das viszerale Peritoneum

T4a | Tumor perforiert viszerales Peritoneum

T4b | Tumor infiltriert direkt in andere Organe oder Strukturen

N — regionare Lymphknoten:

Nx | Regionare Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden

NO | Keine regionaren Lymphknotenmeteastasen

N1 | Metastase(n) in 1 bis 3 Lymphknoten

N1a | Metastase in 1 regionarem Lymphknoten

N1b | Metastasen in 2 bis 3 regionare Lymphknoten

N1c | Tumorkndtchen bzw. Satellit(en) im Fettgewebe der Subserosa oder im nicht-
peritonealisierten perikolischen/ perirektalen Fettgewebe ohne regionare
Lymphknotenmetastasen

N2 | Metastasen in 4 oder mehr Regionaren Lymphknoten

N2a | Metastasen in 4 bis 6 Lymphknoten

N2b | Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen:

MO

Keine Fernmetastasen

M1

Fernmetastasen

M1a

Metastase(n) auf ein Organ beschrankt (Leber, Lunge, Ovar, nicht-regionare

Lymphknoten)

M1b

Metastasen in mehr als einem Organ oder im Peritoneum

Tabelle 1: TNM-Klassifikation nach UICC 2010 (Wittekind und Meyer 2010)
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Tumoren unterschiedlicher TNM-Stadien, die dasselbe Therapieschema erfahren,
werden im selben Stadium nach der Union internationale contre le cancer (UICC)
eingeteilt. Dieses dient als Grundlage fiur die Therapieentscheidung und Prognose
(Tabelle 2).

T
1-4,
is 1 2 3 da ab M1
0 0 ! ! 1A s nC
1a A A ns ne e
1b HA A me ne nc
N v
1c HIA HIA s s nc
2a HIA ns ne nc nc
2b e g inc ne nc

Tabelle 2: TNM-Klassifikation und UICC-Stadien (Storch 2016)

1.1.5 Stadien-adaptierte Therapie

Die Therapie des kolorektalen Karzinoms erfolgt multimodal und adaptiert an das
Erkrankungsstadium. Die Praparation umfasst eine no-touch-Technik sowie eine En-
bloc-Resektion. Liegen bei einem Kolonkarzinom Tumorkonglomerate vor, welche in
Nachbarorgane infiltieren (in ca.10 % der Falle), so kann eine multiviszerale En-bloc-
Resektion mit dem Ziel einer RO0-Resektion wund der dazugehdrigen
Lymphadenektomie angestrebt werden (Fuchs et al. 2011).

Patienten, bei denen ein Kolonkarzinom mit dem UICC-Stadium | onkochirurgisch RO
reseziert wurde, sollten keiner adjuvanten Chemotherapie zugeflhrt werden. Eine
klare Indikation zur adjuvanten Chemotherapie liegt bei Patienten mit einem Tumor
im Stadium Il vor. In diesem Fall wird eine Kombinationstherapie mit Oxaliplatin und
5-Fluroruracil empfohlen. Liegt ein Tumorstadium Il vor, ist eine adjuvante
Chemotherapie moglich, aussagekraftige Daten hierzu fehlen jedoch. Hier ist eine
individuelle Nutzen-Risiko-Abwagung notwendig, da der absolute Nutzen bei lediglich
2-5 % liegt (Fuchs et al. 2011). Ist das Tumorstadium Il von Risikofaktoren (z. B.

Tumorperforation, Tumoreinriss, Operation unter Notfallbedingungen, Anzahl
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untersuchter Lymphknoten zu gering) vorhanden, so steht die Indikation fur eine
adjuvante Chemotherapie. Bei Patienten mit Stadium-ll-Tumoren wird eine 5-
Fluroruracil-Monotherapie empfohlen (Fuchs et al. 2011).

Liegt ein kolorektales Karzinom im Tumorstadium IV vor, so kann eine praoperative
Radio- oder Radiochemotherapie zum Downsizing in kurativer Intention durchgefuhrt
werden (Pox et al. 2014).

Bei der Therapie des Rektumkarzinoms muss generell zwischen Tumoren des
unteren bzw. mittleren Rektumdrittels (0-12 cm ab Anokutanlinie) und Tumoren des
oberen Rektumdrittels (12-16 cm ab Anokutanlinie) unterschieden werden. Liegt ein
Rektumkarzinom im UICC-Stadium | vor, so wird eine alleinige operative Therapie im
Sinne einer Resektion des Primartumors im Gesunden und einer radikalen En-Bloc-
Lymphknotendissektion empfohlen, im unteren und mittleren Rektumrittel kombiniert
mit einer totalen mesorektalen Exzision (TME), im oberen Rektumdrittel kombiniert
mit einer partiellen mesorektalen Exzision (PME) (Fuchs et al. 2011).

Bei einem Karzinom der UICC-Stadien Il/lll der unteren beiden Rektumdrittel sollte
eine neoadjuvante Radio- oder kombinierte Radio-/Chemotherapie durchgefuhrt
werden. Ist der Tumor im oberen Rektumdrittel lokalisiert, kann eine adjuvante
Therapie ahnlich dem des Kolonkarzinoms oder eine perioperative Radio-
/Chemotherapie durchgefliihrt werden. Im Rahmen der neoadjuvanten Radio-
/Chemotherapie sollte eine 5-Fluorouracil-Monotherapie mit oder ohne Folinsaure

angewandt werden (Fuchs et al. 2011).

1.2 Molekularbiologie des kolorektalen Karzinoms

1.2.1 Tumorgenese

Die intrazellularen Ursachen der Tumorentstehung sind zahlreich und auf vielen
Ebenen der Zellbiologie zu finden. In der Regel fihrt die Akkumulation von
Veranderungen gemeinsam zu einer Dedifferenzierung und einer unkontrollierten
Zellteilung. Dies betrifft sowohl die Tumorgenetik als auch Stérungen der
enzymatischen Funktionen.

Die Mechanismen, die hierbei zur Dysregulation flihren, reichen von chromosomaler
Instabilitat (Lengauer et al. 1997) uber Defekte von DNA-Reparaturmechanismen
(Bronner et al. 1994), aberranter DNA-Methylierung (Issa 2004) und

mutationsbedingter Inaktivierung von Tumorsupressorgenen (Goss und Groden
6
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2000) bis hin zur Aktivierung von onkogenen Signaltransduktionskaskaden (Bos et
al. 1987).

Die haufigsten Formen der chromosomalen Instabilitat beim kolorektalen Karzinom
sind Instabilitdten, mit denen mehrere Veranderungen bezuglich Kopienzahl der
Chromosomen und Chromosomenstruktur einhergehen (Barber et al. 2008;
Lengauer et al. 1997). Chromosomale Instabilitdt geht mit einem Verlust von
Tumorsupressorgenen wie APC, P53 oder SMAD4 einher. Tumorsupressorgene
konnen den malignen Phanotyp unterdricken (Fearon und Bommer 2008; Grady
2008; Kinzler und Vogelstein 2002). In kolorektalen Karzinomen gibt es eine Vielzahl
von inaktivierenden Mutationen in Genen, die in ihrer physiologischen Funktion eine
chromosomale Stabilitat wahrend der Replikation gewahrleisten und durch Mutation
die Tumorgenese durch Instabilitat beglnstigen (Barber et al. 2008). Im Gegensatz
zu vielen anderen Karzinomen stellt beim kolorektalen Karzinom die Amplifikation
von Genkopien eine eher untergeordnete Rolle bei der Entstehung der
chromosomalen Instabilitat (Leary et al. 2008) dar. Insgesamt sind bei 85 % der
sporadischen und bei allen FAP-assoziierten kolorektalen Karzinomen
chromosomale Instabilitaten zu finden (Schulmann und Schmiegel 2002).

Welchen Stellenwert die Defekte von DNA-Reparaturmechanismen in der
Tumorgenese spielen, lasst sich an dem hereditarem non-polyposen kolorektalen
Karzinom (HNPCC) erkennen. HNPCC-Patienten mit einer Keimbahnmutation in den
mismatch-repair-Genen MLH1 (MutL homolog 1) und MSH2 (MutS homolog 2)
haben ein Lebenszeitrisiko von 80% bis zu ihrem 45. Lebensjahr ein kolorektales
Karzinom zu entwickeln (Boland et al. 2008; Bronner et al. 1994; Fishel et al. 1993;
Leach et al. 1993; Lynch et al. 2008; Papadopoulos et al. 1994). Sind die Mutationen
der mismatch-repair-Gene vergesellschaftet mit genomischer Instabilitat, so steigt
das Risiko einer Karzinomentstehung bei HNPCC-Patienten dramatisch. Einige
Tumoren entstehen innerhalb von 36 Monaten nach unauffalliger Koloskopie
(Jarvinen et al. 2000). Hieraus resultiert auch die Empfehlung der jahrlichen
Koloskopie bei HNPCC-Patienten (Lynch et al. 2008). Eine somatische Inaktivierung
von mismatch-repair-Genen ist bei ca. 15 % der Patienten mit nicht-familidarem
kolorektalen Karzinom zu finden. Bei diesen Patienten liegt in der Regel ein
biallelisches Silencing der Promotor-Region des MLH1-Gens durch DNA-
Methylierung vor (Herman et al. 1998; Kane et al. 1997; Veigl et al. 1998) Durch den

Verlust der mismatch-Reparaturmechanismen kommt es aullerdem als
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Begleiterscheinung zur Mikrosatelliteninstabilitat, welche in 15 % der sporadischen
und in allen hereditaren kolorektalen Karzinomen nachweisbar ist (Lynch und de la
Chapelle 2003; Thibodeau et al. 1993; Yamamoto et al. 2002). Tumoren, deren
Genese durch Defekte in den mismatch-repair-Genen charakterisiert sind, finden sich
primar als nicht-hereditare Tumoren im proximalen Kolon und sind mit hoherem
Lebensalter und weiblichem Geschlecht assoziiert (Lynch et al. 2008). Besonders
anfallig fur mismatch-repair-Defekte sind Tumorsupressorgene, deren funktionelle
Domanen mono- und dinucleotide repeats in ihren kodierenden Sequenzen
enthalten. Beispiele hierfur sind TGFBR2 (transforming growth factor 8 receptor type
II) und BAX (BCL2-associated X protein) (Fearon und Bommer 2008; Grady 2008;
Kinzler und Vogelstein 2002).

Neben den mismatch-repair-Genen spielen unter den DNA-Reparaturmechanismen
auch die base-excision-repair-Gene eine wichtige Rolle in der Tumorgenese und sind
Gegenstand der aktuellen Forschung. Als Beispiel flr eine Keimzellbahnmutation ist
das Gen MYH (mutY homologue, MUTYH) zu nennen (Al-Tassan et al. 2002;
Kastrinos und Syngal 2007).

Intakte Genstrukturen kénnen auch epigenetisch durch die Methylierungs- oder
Histonstruktur inaktiviert werden. Hier ist das epigenetische Silencing zu nennen,
welches in den meisten Fallen aus aberranter DNA-Methylierung besteht. Diese Art
des gene silencing kann auch bei kolorektalen Karzinomen beobachtet werden (Issa
2004; Kondo und Issa 2004). Bei der DNA-Methylierung wird in CpG-Dinukleotiden
das Cytosin am Cs-Atom durch DNAmethylasen mit einer Methyl-Gruppe versehen.
In nicht pathologisch verandertem Genom werden Cytosine vor allem in repetitiven
DNA-Sequenzen aulderhalb von Exonen methyliert. Werden Cytosine in CpG-rich
repeats methyliert, die oft in Promotorregionen Iokalisiert sind, kann es zu
Dysregulationen kommen. Eben diese Methylierungen von Promotor-assoziierten
CpG-rich repeats werden in kolorektalen Karzinomen gefunden (Issa 2004).

Durch  diese genetischen Veranderungen sind die nachgeschalteten
Signaltransduktionskaskaden, in die Tumorsupressor-Proteine eingebunden sind,
mitunter gestort. Die Aktivierung des Whnt signaling pathways ist als einer dieser
Signalwege etabliert und sein Stellenwert in der Tumorgenese und dem Progress
belegt (Moon 2005). Bestandteile des Whnt signalling pathways sind unter anderem
bereits aus der Tumorgenese bekannte Proteine wie 3-Catenin, TCF (T-Cell factor)

und APC (adenomatous polyposis coli) (Pez et al. 2013). Der Wnt signaling pathway
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wird aktiv, wenn das Onkoprotein [3-Catenin an seine nuklearen Partner bindet und
der Transkriptionskomplex aktiviert ist (Fearon und Bommer 2008; Goss und
Groden 2000; Kinzler und Vogelstein 2002). Ein wichtiger Gegenspieler des
Protoonkogens R-Catenin ist das APC-Tumosupressorgen, welches neben der
Degradation des [3-Catenins auch dessen Translokation in den Kern inhibiert. Wird
das APC mutationsbedingt funktionslos, entfallt ein wichtiger Regulator und der Wnt
signaling pathway wird konstitutiv aktiv. Liegt eine Keimbahnmutation im APC-Gen
vor, ensteht die FAP (familiare adenomatdse Polyposis). Trager dieser
Keimbahnmutation entwickeln bis zum 40. Lebensjahr mit einer Wahrscheinlichkeit
von nahezu 100% ein kolorektales Karzinom (Goss und Groden 2000; Kinzler und
Vogelstein 2002; Lynch et al. 2008). Der aktivierte Tumorsupressor p53 geht mit
einem Zellzyklusarrest einher (Zelltod-Checkpoint), der durch zellularen Stress
aktiviert werden kann (Vazquez et al. 2008). In den meisten Tumoren liegt eine
biallelische Inaktivierung des Gens vor. Fur gewohnlich liegt eine Kombination aus
einer missence-Mutation und einer chromosomalen 17p-Deletion vor (Baker et al.
1989; Fearon und Bommer 2008; Grady 2008; Kinzler und Vogelstein 2002). Eine
dritte  wichtige = Tumorsupressor-Signaltransduktionskaskade im  kolorektalen
Karzinom ist der TGF-3-Pathway (Transforming growth factor ). Die Inaktivierung
des TGF-R-Pathways koinzidiert mit der Transformation von Adenomen zu high-
grade-Dysplasien oder Karzinomen (Grady et al. 1998).

Weitere Protoonkogene sind RAS (rat sarcoma) und BRAF (rapidly accelerated
fibrosarcoma homolog B1), welche die mitogen-aktivierende Proteinkinase (MAPK)
aktivieren (Bos et al. 1987; Davies et al. 2002). Ein weiteres Protoonkogen stellt das
PIBKCA-Gen dar. Dieses kodiert die katalytische Untereinheit der
Phosphatidylinositol-3-kinase (PI3K) (Samuels et al. 2004). Die PI3K beeinflusst
Proliferation, Uberleben, Zellmigration und Zellmorphologie (Bader et al. 2006; Miled
et al. 2007).

1.2.2 Posttranslationale Modifikationen von Histonen

Histone sind Proteine, welche DNA organisieren, das Chromatin definieren und aus 5
Hauptgruppen (H1, H2A, H2B, H3 und H4) bestehen. Acht Histone bilden ein
Oktamer, bestehend aus 4 Paaren zwei gleicher Histone, das Nucleosom. Die DNA

ist um eben diese Nucleosomen gewunden (Luger 2003).
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Histone konnen an vielen Stellen dynamisch modifiziert werden, welche die
Chromatinfunktion bedingen. Insgesamt sind tUber 60 verschiedene Aminosaurereste
bekannt, an denen bislang Modifikationen nachgewiesen werden konnten. Folgende
Modifikationen an Histonen sind bekannt: (De-)Acetylierung (Sterner und Berger
2000; Vaquero et al. 2006), Phosphorylierung(Macdonald et al. 2005),
Lysin-(De-)Methylierung (Bannister und Kouzarides 2005; Shi et al. 2006), Arginin-
Methylierung (Lee et al. 2005), Deimination (Cuthbert et al. 2004),
(De-)Ubiquitylierung (Emre et al. 2005; Wang et al. 2006), Sumoylierung (Nathan et
al. 2006), ADP-Ribosylierung (Hassa et al. 2006) und Prolinisomerisierung (Nelson et
al. 2006).

Bezogen auf ihre Auswirkung auf die Transkription kénnen die Modifikationen in
Kategorien eingeteilt werden. Acetylierung und Phosphorylierung wirken
transkriptionsfordernd, wohingegen Deacetylierung, Sumoylierung und
Prolinisomerisierung transkriptionsinhibierend wirken. Ubiquitinierungen konnen
sowohl transkriptionsférdernd als auch transkriptionsinhibierend wirken und sind
somit bifunktional. (Kouzarides 2007; Vakoc et al. 2005). Methylierungen sind meist
an Lysinresten zu finden und wirken meist bifunktional.

Die Acetylierung von Histonen ist mit der Aktivierung der Transkription assoziiert.
Acetyltransferasen kdnnen in drei Hauptgruppen unterteilt werden (Selvi et al. 2010):
GNAT (GCNb5-Related-N-acetyltransferase), MYST (MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2, Tip60)
und CBP/p300 (CREB-binding protein). Generell modifizieren diese Enzyme mehr als
einen Lysinrest, einige sind jedoch hochspezifisch und auf einzelne Lysine
beschrankt. Die meisten Acetylierungsstellen finden sich an den N-terminalen Enden
der Histone, welche auch morphologisch am zuganglichsten sind (Sterner und
Berger 2000). Durch die Acetylierung der Histone wird die positive Ladung der
Proteine neutralisiet und die verminderte Wechselwirkung fuhrt zu einer
Auflockerung der Chromatinstruktur mit leichterem Zugang zur DNA fir die
Transkriptionsmaschinerie (Kouzarides 2007; Ruthenburg et al. 2007; Siomi und
Siomi 2009).

Im Gegensatz zur Acetylierung fuhrt die Deacetylierung zur transkriptionellen
Repression. Auch hier sind drei Familien von Histondeacetylasen (HDAC) bekannt.
Sie sind in viele Signaltransduktionskaskaden eingebunden und Bestandteil in

zahlreichen repressiven Chromatinkomplexen. Deacetyltransferasen zeigen im
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Gegensatz zu den Acetylasen eine wesentlich geringere Spezifitat bezuglich ihrer
Zielstrukturen (Kouzarides 2007; Vaquero et al. 2006).

1.2.3 CBP (CREB-binding protein) / p300

Transkriptionsaktivatoren binden an spezifische Sequenzen an Promotoren sowie
Enhancern des Zielgens und initieren die Transkription, indem sie die
Transkriptionsmaschinerie, bestehend aus den General Transcription Factors (GTFS)
(TFIIA, TFIB, TFID, TFHIE, TFIIF, TFIIH) und der RNA-Polymerase IlI, an die
Transkriptionsinitiationsstelle bringen (Ptashne und Gann 1997; Thomas und
Chiang 2006). Co-Faktoren der Transkription ermdéglichen das Chromatin-
Remodeling und modifizieren enzymatisch die Chromatinstruktur, wodurch sich diese
auflockert und die Gentranskription ermoglicht wird (Naar et al. 2001; Wang et al.
2013).

CBP (CREB-protein [cAMP-response-elemente-binding-protein binding protein]
binding protein) und dessen Homolog p300 sind beides transkriptionelle
Coaktivatoren. Sie verbinden DNA mit den GTFs und bedingen eine Auflockerung
des Chromatins durch ihre intrinsische Histonacetyltransferase(HAT)-Aktivitat
(Bannister und Kouzarides 1996; Ogryzko et al. 1996; Shiama 1997). Neben der
HAT-Funktion kdnnen CBP/p300 auch einige Transkriptionsfaktoren acetylieren und
dadurch deren Aktivitat modulieren. CBP und p300 erflllen teils unterschiedliche
Funktionen; aufgrund ihrer sowohl strukturellen als auch funktionellen Ahnlichkeit
werden beide Proteine oft zusammengefasst (Kalkhoven 2004; Wang et al. 2013).
Bei CBP sind vier Transactivation domains (TAD) bekannt: die Cysteine-Histidine-
rich region 1 (CH1), welche einen transcriptional adapter zinc finger 1 (TAZ1)
beinhaltet (Bhattacharya et al. 1999; De Guzman et al. 2000), eine CREB-
interagierende KIX-Domane unbekannter Funktion (Parker et al. 1996), eine
Cysteine-Histidine-rich region 3 (CH3) in der ein weiterer transcriptional adapter zinc
finger 2 (TAZ2) und eine ZZ-type zinc finger domain enthalten sind (Albanese et al.
1999; De Guzman et al. 2000) sowie eine nuclear receptor co-activator binding
domain (NCBD), welche auch interferon-binding domain (IBiD) genannt wird (Lin et
al. 2001; Parker et al. 1996). Diese TADs vermitteln Protein-Protein-Interaktionen mit
DNA-bindenden Transkriptionsfaktoren und helfen der Transkriptionsmaschinerie.

Dartber hinaus beinhaltet CBP noch eine Histonacetyltransferase-Aktivitat, um
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Histone und andere Proteine zu acetylieren und eine daran anschliellende
Bromodomane, welche modifizierte Histone erkennt (Ragvin et al. 2004).

Die mit CBP assoziierten Faktoren beinhalten folgende pro-proliferative und
onkogene Proteine (Wang et al. 2013): c-Myc (Vervoorts et al. 2003), c-Myb (Dai et
al. 1996), CREB (Chrivia et al. 1993), c-dJun (Bannister et al. 1995) und c-Fos
(Bannister und Kouzarides 1995). Daruber hinaus werden auch pro-apoptotische
und Tumorsupressorproteine reguliert (Wang et al. 2013): p53 (Avantaggiati et al.
1997; Lill et al. 1997), Forkhead box class O (FOXO) transcription factor 1/3a/4
(Nasrin et al. 2000; So und Cleary 2002, 2003), signal transducer and activator of
transcription (STAT) 1/2 (Bhattacharya et al. 1996; Zhang et al. 1996), Hypoxia-
inducible factors 1a (HIF-1a) (Arany et al. 1996; Kallio et al. 1998), breast cancer 1
(BRCA1) (Pao et al. 2000), SMA/MAD homology (Smad) proteins (Feng et al. 1998;
Janknecht und Nordheim 1996), Runt-related transcription factor (RUNX)
(Kitabayashi et al. 1998), E2 Transcription Factor (E2F) (Ait-Si-Ali et al. 2000) und E-
Proteine (Denis et al. 2012; Wang et al. 2013).

CBP hat durch seine vier TADs eine grof3e Fulle von Interaktionspartnern, von denen
wiederum eine Vielzahl mehrere TADs beinhalten. Diese Kombination fuhrt zu einer
enormen kombinatorischen Madoglichkeit der Komplexbildung (Teufel et al. 2007;
Wang et al. 2012).

Neben den vier TADs und der HAT-Domane fungiert CBP zusatzlich noch als
Coaktivator fur nukleare Rezeptoren. Diese Interaktionen sind durch kurze
Peptidmotive vermittelt, welche durch die activation function-2 (AF-2) region der
ligand-bindenden Domanen (LBDs) von nuklearen Rezeptoren erkannt wird (Wang et
al. 2013). Zu den Rezeptoren gehoren der Retinoid-X-Rezeptor (RXR) (Chakravarti
et al. 1996), der Androgen-Rezeptor (AR) (Fronsdal et al. 1998) und der Estrogen-
Rezeptor (ER) (Hanstein et al. 1996; Wang et al. 2013).

Die vielen schon genannten Histonmodifikationen werden kombiniert miteinander als
histone code bezeichnet und regulieren das Expressionslevel von Genen (Jenuwein
und Allis 2001). Die von CPB enthaltene Histonacetyltransferase-Domane acetyliert
nucleosomale Histone in der Nahe der Promotorregionen. Diese HAT-Funktion oder
die Adapterfunktion von CBP spielt eine entscheidende Rolle in der Promotor-
Aktivator-spezifischen  Transkription. Diese Histonacetylierung bewirkt eine
Auflockerung des Chromatins und erleichtert den Zugriff auf chromosomale DNA
(Bannister und Kouzarides 1996; Gorisch et al. 2005; Ogryzko et al. 1996; Wang et
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al. 2013). Zu den von CBP/p300 acetylierten Lysinresten an Histonen gehdren unter
anderem H3K14, H3K18, H3K23, H3K27, H4K5, H4K8, H4K12 und diverse
Lokalisationen an den Histonen H2A und H2B (Ding et al. 2014; Schiltz et al. 1999).
Die Struktur der HAT-Domane des CBP lasst einen katalytischen Mechanismus
vermuten, bei dem Acetyl-CoA gebunden wird und der Lysinrest des Histons im
,CBP-Tunnel“ acetyliert wird. Dieser Mechanismus unterscheidet sich von dem
anderer Histonacetyltransferasen, was die Spezifitat und Selektivitat der HAT-
Domane des CBP erklart (Liu et al. 2008; Wang et al. 2008). Die beiden Paraloge
CBP und p300 unterscheiden sich insbesondere hinsichtlich der Spezifitat einzelner
Lysinreste. Mit Hilfe massenspektrometrischer Verfahren konnte gezeigt werden,
dass p300 bei der Acetylierung der Lysinreste H3K14, H3K18 und H3K23 eine um
den Faktor 10'° erhdhte Spezifitat besitzt (Henry et al. 2013). Auch konnte gezeigt
werden, dass CBP und das Tumorsupressorgen PTEN miteinander interagieren und
deren Expressionsmuster in Prostatakarzinomen korrelieren. Im Mausmodell (CBPP®
-PTENP*) konnten erhdhte Proliferationsraten und die Entstehung von early onset
high-grade-Prostatakarzinomen nachgewiesen werden (Ding et al. 2014). Bei
bestehendem CBP-Verlust und PTEN-Defizienz findet an dem Lysinrest H3K27 ein
Wechsel von einer Acetylierung zur Trimethylierung statt, was mit einer reduzierten
Expression des Tumorsupressorgens DAB2IP einhergeht (Ding et al. 2014). Jedoch
acetyliert CBP mit seiner HAT-Domane nicht ausschliel3lich Histone. Beispielsweise
wird auch das Tumorsupressorprotein p53 modifiziert. Am c-terminalen Ende des
p53 befindet sich eine unspezifische DNA-bindende Domane, welche mit der
sequenzspezifischen DNA-bindenden Doméane desselben Proteins interferiert. Wird
die unspezifische DNA-Bindungsstelle durch das CBP acetyliert, fuhrt dies zur
Inaktivierung und zur Trennung von der sequenzspezifischen DNA-Bindungsstelle.
Diese wird nun frei, erh6ht dessen Aktivitat und die Spezifitat des p53 (Gu et al.
1997)
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1.3 Zielsetzung

CBP ist als Histonacetyltransferase ein Coaktivator der Transkription. Es ermdglicht
durch enzymatische Modifizierung am Chromatin und anderen Proteinen eine
Umstrukturierung des Chromatins, wodurch eine Vielzahl regulativer Prozesse
inklusive Mechanismen der Zellreparatur beeinflusst werden konnen. CBP ist in
vielen pro-apoptotischen und pro-proliferativen Prozessen involviert, und ein

Zusammenhang mit malignen Erkrankungen konnte bereits gezeigt werden.

Ziel der Arbeit war es, eine vermutete CBP-vermittelte Modulation der
Tumorproliferation und den etwaigen Einfluss auf die Resistenzentwicklung am
Beispiel des Rektumkarzinoms zu untersuchen. Hierzu wurde drei wesentliche

experimentelle Schritte geplant.

Zunachst sollte mit Hilfe immunhistochemischer Methoden untersucht werden, ob
und inwieweit Zusammenhange zwischen der CBP-Expression in Tumoren und den
klinischen Parametern von Patienten mit rektalen Karzinomen existieren.

In einem zweiten Schritt wurden molekularbiologische Aspekte eines CBP-
knockdowns auf die Tumorproliferation anhand CBP-relevanter Signalkaskaden
Uberpruft.

Zuletzt wollten wir mit Hilfe genetischer Repression in Karzinomzelllinien eine
etwaige Relevanz von CBP in der Resistenzbildung bei Strahlen- und

Chemotherapien analysieren.
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2 Methoden und Patientenkollektiv

2.1 Immunhistochemische Methoden

2.1.1 Herstellen von Paraffinschnitten

Bevor mit der immunhistochemischen Farbung begonnen werden kann, mussen
Gewebeschnitte von den in Paraffin eingebetteten Praparaten hergestellt werden.
Hierzu werden die Paraffinblocke mit einem Schlittenmikrotom in 2 pm starke
mikroskopische Praparate geschnitten. Diese Schnitte werden mit Hilfe eines
Wasserbades auf einen Glasobjekttrager gebracht, auf einer Heizplatte gestreckt und

Uber Nacht in einem Warmeschrank bei 40 °C getrocknet.

2.1.2 Immunhistochemische Farbung

Die immunhistochemische Farbung erfolgt automatisiert mit dem Farbeautomaten
BenchMark XT von Roche. Das Praparat wird zunachst mit einer wassrigen
Entparaffinierungslosung (EZ Prep) behandelt. Anschlielend erfolgt eine Antigen-
Demaskierung durch eine Hitzevorbehandlung bei 100 °C uber 90 Minuten. Das
Praparat wird fur diesen Schritt mit einem Tris-Borat-EDTA (pH 7,6)-Puffer bedeckt.
Die folgende Antikorper-Inkubation (CBP-Antikérper 1:50-Verdinnung) dauert 88
Minuten bei Raumtemperatur. Der flr die Farbung verwendete Zweitantikdrper ist mit
Meerrettichperoxidase konjugiert und wird mit einem Farbekit (Fast Red Kit)
angewendet. Die Gegenfarbung des Gewebes erfolgt im letzten Schritt mit

Hamatoxilin.

2.1.3 Auswertung und Quantifizierung

Um ein moglichst reproduzierbares Ergebnis in der immunhistochemischen Analyse
zu erlangen, wurde ein standardisiertes Vorgehen angewandt. Zunachst werden in
jedem Praparat drei Areale ausgewahlt, welche an der Basis des Tumors, also an
der Grenzschicht zum gesunden Gewebe, im Zentrum des Tumors und am Apex,
also zum Lumen des Darmes, liegen. Jedes dieser Areale umfasst etwa 7500 um?2.

Zur Quantifizierung der Expressionsstarke wurde der H-Score verwendet (Goulding
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et al. 1995). Hierzu werden alle Zellen in den Arealen ausgezahlt und nach ihrem
Farbegrad eingeteilt.

0 = Nicht gefarbt

1 = Leicht gefarbt

2 = Mittel gefarbt

3 = Stark gefarbt

Nach der folgenden Formel wird der H-Score ermittelt:
% (schwach gefarbt) x 1 + % (moderat gefarbt) x 2 + % (stark gefarbt) x 3 = 0-300
Beispiel flr H-Score: 19,59*1+70,74*2+5,85*3=178,6

» T ] TN

y > ~ e - . > . l } = )
® 2 : ‘.( . - ‘ “"‘:'..’* A
’ '.: gt \ » : '“' g ". A,
v l: ol . " ) . ’). . .ﬁ{}
. & , - @ .;q;:s’ 4 .{\
2002 o SO AURE " R A TR
_ ) - ik 2 - "4?"‘- fﬁu"&l‘- I
7 106 178

Abbildung 1: Beispiel H-Score — Drei Praparate unterschiedlicher Expressions-

starke

2.2 Methoden der Zellkultur

2.2.1 Konditionen fiir Saugerzellen

Alle fur die Versuche verwendeten Zelllinien sind humanen Ursprungs und kénnen
bei der American Type Culture Collection (ATCC) kommerziell erworben werden. Die
Zellen werden bei 37 °C sowohl bei Raumluft als auch bei 5%igem CO2-Gehalt
kultiviert. Es werden die von ATCC empfohlenen Medien verwendet. Alle Medien
werden zusatzlich mit 10% FBS (fetal bovine serum), 1% L-Glutamin und 1%
Penicillin/Streptomycin versetzt. Alle verwendeten Zelllinien weisen ein adharentes

Wachstum auf.

Zelllinie Herkunft Medium Atmosphare
HEK-293T Embryonale Nierenzellen DMEM 5% COz2
PC-3 Adenokarzinom der Prostata DMEM 5% CO2
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SW480 Adenokarzinom des Colons L15 Raumluft
SW837 Adenokarzinom des Rektums L15 Raumluft
SW620 LK-Metastase Colonadenokarzinom L15 Raumluft

HT29 Adenokarzinom des Colons McCoy's 5A 5% CO2

Tabelle 3: Verwendete Zelllinien und Kultivierungskonditionen

2.2.2 Allgemeine Arbeiten mit der Zellkultur

Alle Zellen werden zur Langzeitlagerung bei -150 °C in Flussigstickstoff aufbewahrt.
Zum Auftauen werden die Zellen in ein 37 °C warmes Wasserbad gestellt. Sobald die
Zellen aufgetaut sind, werden sie in 10 ml vorgewarmtes Medium Uberfihrt und bei
800 rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet wird in frischem Medium
resuspendiert. Die Zellen kbnnen ausplattiert werden.

Bei der weiteren Kultivierung der Zellen wird angestrebt, die Zellen in der
logarithmischen Wachstumsphase zu halten. Daher ist darauf zu achten, dass die
Zellen eine Konfluenz von 80 % nicht Uberschreiten. Ein Wechsel des Mediums sollte
alle 2-3 Tage erfolgen.

Haben die Zellen eine Konfluenz von 50-80 % erreicht, konnen diese gesplittet, d. h.
in mehrere Petrischalen aufgeteilt werden. Hierzu wird zunachst das Medium
verworfen und mit PBS gewaschen. Anschlie3end erfolgt ein Ablésen der Zellen mit
einer 0,25 %igen Trypsin-EDTA-Lésung. Der Lysevorgang wird durch die Zugabe
von Medium gestoppt. Es folgt eine Zentrifugation, Resuspendierung und das
Ausplattieren in neue Kultivierungsschalen.

Zur Ermittlung der genauen Zellkonzentration der Zellsuspension wird eine
Neubauerzahlkammer verwendet. Um abgestorbene Zellen bei der Zahlung
identifizieren zu kénnen wird die Suspension in dem Verhaltnis 1:10 mit Trypanblau

versetzt.

2.2.3 Plating Efficiency-Test

Bei dem Plating Efficiency Test soll die optimale Zellzahl fir eine Zelllinie, in diesem
Fall PC-3, bestimmt werden, die flr einen CFA (Colony Forming Assay) eingesetzt
wird. Hierzu werden die Zellen in bestimmter Zahl (200, 400, 600, 800, 1000 und
1200 Zellen je well) in Duplikaten in 6-well-plates ausplattiert. Ziel ist es, die Zellzahl
zu finden, bei der nach einer bestimmten Zeit ungefahr 200 Kolonien je well mit

mindestens 50 Zellen wachsen.
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2.2.4 Gen-Silencing mit RNA-Interferenz (RNAI)

Bei der RNA-Interferenz handelt es sich um einen bei allen eukaryoten Lebewesen
vorkommenden Mechanismus, der u.a. dazu dient, die Genexpression auf mRNA-
Ebene zu regulieren. Der Organismus hat mit dieser Methode die Mdglichkeit, auch
posttranskriptionell auf die Expression einzuwirken und ein Gen-Silencing, also die
Verminderung der Expressionsstarke eines Gens, zu ermoéglichen (Kurreck 2009).
Bei dem Mechanismus der RNA-Interferenz sind mehrere Strukturen beteiligt. Das
zentrale Biomolekul stellt eine doppelstrangige RNA (dsRNA) mit einer Lange von ca.
20-30 Basenpaaren dar. Aulderdem sind die Proteine Dicer und RISC (RNA-induced
silencing complex) beteiligt. Die dsRNA wird durch die Endoribonuklease Dicer
geschnitten und anschlieRend an den RISC angelagert, welcher die dsRNA in
Einzelstrange teilt. (Bagasra und Prilliman 2004; Siomi und Siomi 2009) Der
Komplex aus ssRNA (single-stranded RNA) und RISC bindet die komplementare
mRNA, welche darauf hin abgebaut wird (Liu et al. 2004).

Dieses Phanomen des posttranskriptionellen Gen-Silencing kann experimentell

genutzt werden.

2.2.41 Gen-Silencing mit siRNA

Eine Moglichkeit, diesen Mechanismus zu nutzen, bieten die siRNAs (small
interfering RNA). Diese stellen kleine dsRNA Molekile dar, welche die Kodierung der
Komplementarsequenz der mRNA des Gens enthalten, das supprimiert werden soll.
Uber verschiedene Wege wie Elektroporation oder Lipofektion kénnen die siRNAs in
das Zellinnere eingebracht werden und dort durch den oben beschriebenen
Mechanismus das Gen-Silencing bewirken. Jedoch ist dieser knockdown nur von
passagerer Dauer, da die siRNAs degradiert werden.

2.2.4.2 Lentivirale Integration von shRNAi in Saugerzellen

Eine weitere Moglichkeit, RNA-Interferenz experimentell einzusetzen, ist die
Verwendung von shRNA (small hairpin RNA) durch lentivirale Integration. Hierzu
werden lentivirale Partikel hergestellt, welche einen Expressionsvektor in die
Wirtszelle einbringen. Der Vektor enthalt die Kodierungen der shRNA flr das
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Zielmolekul, welches herunterreguliert werden soll, von Promotoren und eines

Resistenzgens.

'RRE |

$

RSV/S5'LTR

ué hPGK

(shRNA | (Purot

pLKO.1

311 NIS €

SV 40 ori

Abbildung 2: Ubersicht iiber den pLKO.1 Puromycin-resistenten shRNAi-Vektor

(modifiziert nach OpenBiosystems); Abklirzungen siehe unten

Vektorelement

Funktion

ué Promotor; sorgt fir Expression des Zielgens in den Zielzellen

shRNA knockdown des entsprechenden Zielmolekiils

hPGK Humaner Phosphoglyceratekinase-Promotor fiir die Expression des Puromycin-
Resistenzgens

PuroR Puromycin-Resistenzgen

3'SINLTR 3’self-inactivating long terminal repeat fir mehr lentivirale Sicherheit

SV 40 ori Promotor flr stetige Expression

RSV/5°LTR RSV Promotor / 5°long terminal repeat fir eine starke lentivirale Transkription

W Psi packing sequence fir lentivirales “Genompacking”

RRE Rev response element fur effizienteres Packing®

Tabelle 4: Abkiirzungen der Vektorelemente des pLKO.1 Puromycin-resistenten

shRNAi-Vektors

Ist der Vektor durch das Viruspartikel in die Wirtszelle eingeschleust, werden die

Gene uber lentivirale Mechanismen in das Genom der Zelle integriert. Die shRNA

wird nun von der Wirtszelle selbst synthetisiert und ist dauerhaft auch nach weiteren

Zellteilungen vorhanden. Wie die siRNA wird auch die shRNA durch Dicer und den

RISC weiterverarbeitet.
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2.2.4.3 Amplifikation von shRNAi-Vektoren

Die fur diese Arbeit verwendeten Vektoren wurden in bereits transformierten E.coli-
Stammen (Escherichia coli) bereitgestellt. Mit den E.coli-Stammen, welche mit einer
Carbenicillinresistenz ausgestattet sind, werden jeweils 250 ml LB-Medium
angeimpft. Das Medium ist carbenicillinhaltig (100 pg/ml). Am Folgetag werden die
Bakteriensuspensionen entsprechend dem Versuchsprotokoll (HiPure Plasmid Filter
Midiprep  Kit) bearbeitet. Mit den aufgereinigten Plasmiden kdnnen nun

Transfektionen durchgefiihrt werden.

2.2.4.4 Transfektion und Herstellung lentiviraler Uberstinde

Um Viruspartikel herzustellen, welche den shRNAi-Vektor tragen und Ubermitteln
kdnnen, mussen zunachst diese shRNAi-Vektoren zusammen mit sogenannten
Helfervektoren, die unter anderem fur lentivirale Hullproteine kodieren, in eine Zelle
eingebracht werden. Hierzu wird die Modellzelllinie HEK-293T verwendet.

FUr die Transfektion sollten die Zellen eine Konfluenz von 60-70 % in einer P10-
Petrischale erreicht haben. In einem Eppendorfgefaly werden 30 pl TransIT®-293
vorsichtig mit 900 pl Opti-MEM vermischt. In einem weiteren Gefall werden 2 ug
Helfervektor-Mix (0,8 ug pHDM-VSVG, 0,4 yg pHDM-tat1b, 0,4 pg pHDM-HgPM2
und 0,4 pg pRC-CMV-Rall) und 8 pg shRNAi-Vektor zu 100 pl Opti-MEM
hinzugegeben und vermengt. Beide Losungen werden nun miteinander vermischt
und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Anschlieltend werden 10 ml frisches Medium auf die Zellen gegeben und die Vektor-
Mixtur darauf getraufelt. Die Zellen werden dann unter entsprechenden
zellspezifischen Konditionen circa. 48 Stunden inkubiert. In diesem Zeitraum
produzieren die Zellen Viruspartikel, welche in das Medium abgegeben werden. Das
Medium wird entnommen, durch einen Filter (PorengréfRe 0,45 pm) gepresst und

anschlieend frisch verwendet oder bei -80 °C eingefroren.

2.2.4.5 Lentivirale Infektion von Zellen

Mit den zuvor hergestellten Viruspartikeln kénnen nun diverse Zelllinien infiziert und
somit der shRNAi-Vektor integriert werden. Hierzu werden die Zellen in einer

bestimmten Zellzahl in 6-well-Platten ausplattiert. Die Zellzahl ist abhangig von
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Zellreihe und Versuchsaufbau und variiert zwischen 1*10° bis 5*10° Zellen je well.
Am Folgetag wird das alte Medium verworfen und 1ml frisches Medium auf die Zellen
gegeben. Hinzu kommt ein 1 ml lentiviraler Uberstand. Das Medium wird mit
Polybrene (10 pg/ml Endkonzentration) versetzt. Dieses kationische Polymer
reduziert die ladungsbedingten Wechselwirkungen zwischen Viruspartikel und
Zelloberflache und soll so das Eindringen in die Zelle erleichtern. Das mit
Viruspartikeln angereicherte Medium wird nach ca. 12 Stunden durch frisches
Medium ersetzt.

Nach weiteren 24 Stunden kdnnen die Zellen in eine P10-Schale Uberfihrt werden.
Da jene Zellen, bei denen die Integration der shRNA erfolgreich war, auch ein
Resistenzgen gegen Puromycin integriert haben, kann nun eine Selektion mit

Puromycin begonnen werden.

2.2.4.6 Puromycintitration

Da jede Zelllinie unterschiedlich sensibel auf Puromycin reagieren kann, wird fur die
verwendeten Zelllinien eine Puromycintitration durchgeftihrt. Hierfir missen die
Zellen wie in den vorherigen Schritten mit einem Leervektor (shEmpty) versehen
werden, welcher keine Kodierung fur eine Suppression enthalt. Anschliel3end werden
verschiedene Puromycinkonzentrationen getestet. Die hochste nicht letal wirkende
Puromycinkonzentration ist zu wahlen. In den Versuchen zeigten sich folgende

optimale Puromycinkonzentrationen:

- HEK-293T 2,0 yg/mi
- SW480 2,5 ug/ml
- SW620 2,5 ug/mi
- Swa837 5,0 pg/mi
- PC-3 1,5 pg/mi

2.2.4.7 Elektroporation

Eine weitere Methode, siRNA in das Zellinnere zu befdrdern, ist die Elektroporation.
Das Prinzip dieses Verfahrens besteht darin, mit Hilfe eines elektrischen Feldes eine
permeable Zellmembran zu erhalten. In der Phase der erhdhten Permeabilitat kann

die siRNA die Zellmembran passieren. Fur diese Arbeiten wurde das Lonza Amaxa
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Cell Line Nucleofector Kit V verwendet. Die Versuche wurden nach dem
Versuchsprotokoll durchgefihrt.

Der starkste knockdown von CBP kann 24-48 h nach der Elektroporation erreicht
werden. Dies ist der optimale Zeitpunkt, um die Zellen weiter zu analysieren oder

einem Colony Forming Assay zuzufuhren.

2.3 Klonierung

2.3.1 Gelelektrophorese von DNA

Mit der Gelelektrophorese werden DNA-Fragmente der Grol3e nach aufgetrennt. Die
DNA-Proben und ein Grolkenmarker werden auf ein Agarosegel aufgetragen, das in
einer Elektrophoresekammer liegt und mit 1xXTAE-Puffer tGberschichtet. Die Proben
werden zuvor mit 6x LoadingDye versetzt, welches durch den Glycerolgehalt das
Absinken der DNA in die Taschen des Gels bewirkt.

Anschlieltend wird Spannung an die Kammer angelegt. Da die DNA negativ geladen
ist, wandert diese zum Pluspol. Die Wanderungsgeschwindigkeit ist umgekehrt
proportional zu der Grolke der DNA-Fragmente. Die Elektrophorese lauft bei 80-120
V. Die Agarosekonzentration des Gels ist abhangig von der GroRe der
aufzutrennenden DNA-Fragmente. Bei kleinen Fragmenten wird eine hohere
Konzentration verwendet als bei groRen. Um die DNA sichtbar zu machen, wird das
Gel mit einer DNA-interkalierenden Substanz (Biotium GelRed) versetzt. Die Banden
werden danach unter UV-Licht deutlich erkennbar.

Fir ein 1 %iges Agarosegel werden 100 ml 1xTAE-Puffer und 1 g Agarose
vermischt. Zusatzlich werden 10 uyl GelRed hinzugefigt. Diese Losung wird in der
Mikrowelle mehrfach aufgekocht, bis sich die gesamte Agarose geldst hat.
Anschliel3end lasst man die Agarose leicht abkuhlen. Nun kénnen die Gelkammern

beflllt werden.

2.3.2 Transformation von chemisch kompetenten Bakterien mittels heat

shock

Bei einer Transformation wird ein verandertes Plasmid wieder in ein Bakterium
eingebracht. Mochte man ein unverandertes Plasmid wieder in ein Bakterium
einfugen, spricht man von einer Retransformation. Fur eine Transformation werden
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10 — 500 ng Plasmid-DNA und 50 pl kompetente Bakterien vermischt und 30 min auf
Eis inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien fur 30 sec dem Heat shock in
einem 42 °C warmen Wasserbad ausgesetzt und direkt darauf fur weitere 2 min auf
Eis gelegt. Nun wird das SOC-Medium hinzugegeben. Die Bakterien werden 1 h bei
37 °C auf dem Schuttler inkubiert. AnschlieBend werden die Bakterien auf
Agarplatten ausplattiert. In der Regel wird je eine Platte mit 10 % und eine mit 90 %

der Bakterien ausplattiert. Die Platten werden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert.

2.3.3 Gewinnung von Plasmid-DNA aus Bakterien

Fir die Gewinnung von Plasmid-DNA macht man sich die klonale Vermehrung von
Bakterien zunutze. Von den am Vortag praparierten Agarplatten der Transformation
wird jeweils eine Kolonie mit einem Zahnstocher gepickt und 200 ml LB-Medium, das
mit Ampicillin oder Kanamycin versetzt ist (1:1000), angeimpft. Die Kultur wird Uber
Nacht bei 37 °C auf einem Schuttler inkubiert.

Die nachsten Arbeitsschritte bis zum isolierten Plasmid sind in dem von Invitrogen

mitgeliefertem Versuchsprotokoll (HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit) nachzulesen.

2.3.4 Gewinnung von chromosomaler DNA aus Zellkulturen

Um chromosomale DNA aus Zellkulturen zu gewinnen, muss eine ausreichende
Menge Zellen (5 x 106 Zellen) zentrifugiert werden. Das Zellpellet wird anschlieftend
mit PBS gewaschen und nochmals zentrifugiert.

Die folgende Praparation wird nach dem von QIAGEN mitgelieferten
Versuchsprotokoll (QIAGEN DNeasy Blood and Tissue Kit) durchgefihrt.

24 Analyseverfahren

2.4.1 Zelllyse und Proteinextraktion

Um die Proteine der Zellen untersuchen zu konnen, mussen die Zellen zunachst
lysiert und die Proteine extrahiert werden. Zunachst werden die Zellen mit PBS
gewaschen, mit Trypsin aus der Petrischale gel6st und anschlielend ein weiteres
Mal mit PBS gewaschen. Nun wird der Lysepuffer hinzugegeben. Der Lysepuffer
(Nonidet P40) wird mit Proteaseinhibitor (1:100), Phospho-Stopp (1:10) und DTT
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(1:10) versetzt, um Dephosphorylierung und Proteinabbau zu verhindern und die
Tertiarstruktur der Proteine aufrecht zu erhalten.

Mit dem Lysepuffer erfolgt eine Inkubation auf Eis (45-60 Minuten). Die Suspension
wird anschlieend zentrifugiert. Der Uberstand enthalt die Proteine und kann bei

-80 °C gelagert werden.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wird das Verfahren nach Bradford
verwendet. Hierzu werden in einer 96-well-Plate in Triplikaten 50 pl der Proteinldsung
vorgelegt. Als Standard wird eine Verduinnungsreihe einer Losung mit fest definierter
Konzentration von bovinem Serumalbumin (BSA) verwendet. Anschlielend wird je
well 200 pl Roti Quant-Reagenz hinzugegeben, ein kommerziell erhaltliches
Reagenz, bei dem eine Umwandlung des Coomassie-Blau-Farbstoffes durch die
Interaktion mit den Proteinen zustande kommt. Dieser Farbumschlag kann nach 5

Minuten Inkubation photometrisch bei 595 nm gemessen werden.

2.4.2 Proteinauftrennung mittels Gelelektrophorese

Um die zuvor isolierten Proteine weiter analysieren zu kdnnen, werden diese mit Hilfe
einer Gelelektrophorese ihrer GrolRe nach aufgetrennt. Hierzu wird ein Bis-Tris-
Gradientengel (4-12 %) der Firma Invitrogen verwendet. Die Verwendung eines
Gradientengel ermdglicht die Auftrennung eines besonders groflen Spektrums von
Proteinen. Fir die Elektrophorese wird ein MES-SDS-Laufpuffer verwendet. Es
werden etwa 8-15 ug Protein je Probe aufgetragen. AnschlieRend wird eine
Spannungsquelle an die Gelkammer angeschlossen. Die negativ geladenen Proteine
wandern nun in Richtung Anode. Um die Proben zu sammeln und spater scharf
begrenzte Banden zu bekommen, lauft das Gel die ersten Minuten mit 100 Volt,
anschlieRend wird die Spannung auf 150 Volt erhdht.

2.4.3 Western Blot

Um die aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen, mussen diese von dem Gel auf
eine Membran Ubertragen werden. Fur diese Arbeit wird ein Wet-Blot mit einer Mini-
Trans-Blot-Cell von Bio-Rad verwendet. Es wird eine Polyvinylidendifluorid-Membran
(PVDF) verwendet, welche vor dem Transfer in Methanol getrankt wird um diese fur

die Proteine aufnahmefahig zu machen.
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Das Gel wird auf die PVDF-Membran gelegt. Auf beiden Seiten werden drei Lagen
Filterpapier aufgelegt. Dieses Paket wird wiederum zwischen zwei Schwammen in
den Einspannrahmen der Blot-Kammer eingespannt und in die Blot-Kammer gestellt.
Es ist darauf zu achten, dass die Membran zur Kathode und das Gel zur Anode
gerichtet ist, damit die Proteine korrekt Ubertragen werden: Anschlielend wird die
Kammer mit Transferpuffer aufgeflllt. Der Transferpuffer besteht aus 100 ml
Transferpuffer (10x), 700 ml H20 und 200 ml Methanol. Das Blotten erfolgt Gber 3 h
bei 260 mA.

2.4.4 Immunfarbung

Im Anschluss sind die Proteine auf die Membran zu Ubertragen, und es kann mit der
Immunfarbung begonnen werden. Zunachst missen auf der Membran unspezifische
Proteinbindestellen geblockt werden. Hierdurch erhodht sich die Sensitivitat des
Western-Blots. Dies geschient bei einer 30-mindtigen Inkubation bei
Raumtemperatur mit einer 5 %igen Milchpulver-L6sung auf der Basis eines PBS-
Puffers. Nach dem Blocken wird die Membran fur 5 Minuten mit PBST (PBS mit
0,05 % Tween versetzt) gewaschen.

Die spezifische Detektion von Proteinen erfolgt durch die sog. Primarantikorper.
Inkubationszeit, Konzentration und Losungsmittel (5 % Milchpulver oder 5 % BSA)
variieren bei den unterschiedlichen Antikérpern und sind der unten aufgefihrten
Tabelle (siehe Tabelle 5) zu entnehmen. Nach der Inkubation mit dem
Primarantikorper wird die Membran wieder dreimal fir 5 Minuten mit PBST
gewaschen. Es folgt die zweistundige Inkubation mit dem Sekundarantikorper,
welcher gegen die jeweilige Spezies des Primarantikérpers (Kaninchen oder Maus)
gerichtet ist. Nach der Inkubation wird die Membran wieder dreimal fir 5 Minuten
gewaschen. Die Sekundarantikérper sind mit dem Enzym Meerrettichperoxidase
konjugiert, welches nun zur Visualisierung der Proteinbanden auf der Membran
bendtigt wird. HierfUr wird ein Substrat flr die Meerrettichperoxidase, das Luminata
forte, auf die Membran gegeben, welches nun Uber mehrere Schritte zu Luminol
oxidiert wird, welches wiederum luminesziert. Diese Lumineszenz kann nun durch
eine sensitive Kamera aufgenommen werden.

In allen Immunfarbungen wurde das Histon H3 als Proteinladekontrolle gefarbt.
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Antikorper GroRe Verdiinnung Losungs- | Inkubations- | Sekundar-

Zielprotein mittel zeit antikorper

CBP 265 kDa 1:2000 Milchpulver 2h Kaninchen

R-cat 92 kDa 1:1000 BSA Uber Nacht Kaninchen
act-R-cat 92 kDa 1:4000 Milchpulver Uber Nacht Maus

c-myc 57-65 kDa 1:1000 BSA Uber Nacht Kaninchen

c-jun 43-48 kDa 1:1000 BSA Uber Nacht Kaninchen

p53 53 kDa 1:2000 Milchpulver Uber Nacht konjugiert
p21 21 kDa 1:500 Milchpulver | Uber Nacht Maus

H3 17 kDa 1:3333 Milchpulver 30 min Kaninchen

Tabelle 5: Benutzte Antikorper und verwendete Konditionen

2.4.5 Visueller Letalitatstest nach shRNA-knockdown

Um den Einfluss eines knockdowns auf die Vitalitat zu Uberprifen wurde dieser Test
durchgefuhrt. Zur Veranschaulichung werden in einer Versuchsanordnung nach
festen Zeitpunkten Fotoaufnahmen gemacht um den Zelluntergang zu
dokumentieren. Hierzu wird die Zelllinie HEK-293T verwendet. Es werden erstens
Wildtypzellen wachsen gelassen, zweitens Zellen mit einem Leervektor und drittens
Zellen, die mit einer gegen CBP gerichteten shRNA infiziert sind.

Zur Uberprifung des knockdowns wird mit den Proteinen der toten Zellen ein

Western Blot durchgefihrt.

2.4.6 Colony Forming Assay (CFA)

Der Colony Forming Assay misst, wie stark die Resistenz der Zellen zu einem
bestimmten Zeitpunkt gegenuber einer Radio- oder Radiochemotherapie sind. Dazu
wird eine bestimmte Zellzahl, die je nach Zelllinie variiert, in Triplikaten in einer 6-
well-Plate ausgesat. Nach einer Adharenzzeit von 24 h kann mit der Bestrahlung
begonnen werden. Die Zellen werden mit 1, 2, 4, 6 und 8 Gray (Gy) bestrahlt
(Gerateeinstellung: 200 kV, 15 mA, Filter: 0,5 mm Kupfer, Tischhéhe: 351 mm). Die
Behandlung mit 5-FU (100 pM/ml) beginnt 12 h nach dem Setzen der Zellen und halt
24h an; danach wird das Medium gegen ein Frisches ausgetauscht.

Werden fur den Versuch Zellen mit einem knockdown eingesetzt, so wird ein Teil der

Zellen weiter kultiviert, um zum Zeitpunkt der Bestrahlung eine Proteinextraktion
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vorzunehmen. Damit kann sichergestellt werden, dass wahrend der
Schadenssetzung (Bestrahlung) auch tatsachlich ein knockdown vorgelegen hat.
Sobald die Zellen die Bestrahlung und Chemotherapie erfahren haben, werden sie
zu den Ublichen Konditionen weiter kultiviert, bis sie Kolonien von mindestens 50
Zellen gebildet haben. Dies entspricht in etwa 5-6 Teilungszyklen. Daraus kann man
schlussfolgern, dass Zellen, die eine ebensolche Kolonie bilden, den gesetzten
Schaden adaquat kompensieren konnten.

Um die Zellen zu fixieren und zu farben wird zunachst das Medium verworfen, der
Boden mit 70 %igem Ethanol bedeckt und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlielend wird das Ethanol verworfen und fur 5 Minuten Hamalaunblau
(bei SW480 Kristallviolett) auf die Zellen gegeben. Nach dem Spulen mit Wasser

konnen die Platten getrocknet werden.

Zellzahl je well
HEK-283T SW480 SwW837
0 400 250 750
1 400 250 750
Dosis 2 400 250 750
(Gy) 4 800 500 1500
6 1200 750 2250
8 2000 1000 3000

Tabelle 6: Einzusetzende Zellzahlen bei CFA

2.5 Patientenkollektiv

Bei dem Patientenkollektiv handelt es sich um Teilnehmer einer prospektiv
randomisierten und multizentrischen Phase |I-Studie (GAST-05-Studie | ISRCTN
35198481), in der die Therapie des lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinoms im
oberen Rektumdrittel untersucht wurde. Die beiden randomisierten Versuchsarme
unterscheiden sich in der gewahlten Operationsart. Patienten in Versuchsarm A
erhielten begleitend zu der TARR/ARR eine TME, Patienten in Versuchsarm B eine
PME. Vor dem operativen Eingriff erhielten alle Patienten dieselben diagnostischen
Voruntersuchungen. Da keine neoadjuvante Chemotherapie vorgesehen war,
unterlag der Tumor keinen Selektionseinflissen. 4-5 Wochen nach der Operation
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erhielten die Patienten ggf. die adjuvante Chemotherapie. Die Nachsorge fand

gemall den Leitlinien der

Deutschen Krebsgesellschaft statt. Das flr die

immmunhistochemische Untersuchung verwendete Patientenkollektiv bestand aus

30 Frauen und 63 Mannern. Der jungste Patient des Kollektivs war 38 Jahre alt, der

alteste Patient war 88 Jahre alt. Im Median betrug das Patientenalter 70 Jahre.

Parameter Patientenanzahl absolut (Prozent)
Frauen 30 (32,3%)
Manner 63 (67,7%)

Altersmedian 70
ARR 37 (39,8%)
TARR 53 (57%)
TME 38 (40,9%)
PME 52 (55,9%)
Adjuvante Therapie 61 (65,6%)
pT1 3 (3,2%)
pT2 18 (19,4%)
pT3 61 (65,6%)
pT4 11 (11,8%)
pNO 53 (57%)
PN1 22 (23,7%)
pN2 18 (19,4%)
LO 68 (73,1%)
L1 23 (24,7%)
VO 80 (86%)
VA1 12 (12,9%)
G1 0 (0%)
G2 67 (72%)
G3 25 (26,9%)
pUICC | 13 (14%)
pUICC Il 39 (41,9%)
pUICC llI 38 (40,9%)
pUICC IV 2 (2,2%)

Tabelle 7: Patientenkollektiv
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2.6 Statistische Analysen

Die statistischen Auswertungen erfolgten in Zusammenarbeit mit Herrn Prof. Dr. Tim
BeiRbarth vom Institut fir Medizinische Statistik Gottingen.

Bei der Berechnung der Verteilung der CBP-Expression in basalen, apikalen und
zentralen Bereichen wurde der Pearson-Korrelationskoeffizient verwendet. Der
Pearson-Korrelationskoeffizient 1asst Aussagen uUber statistische Zusammenhange
zu, sofern die Daten dichotom und intervallskaliert sind. Es ist notwendig, dass die
Variablen normalverteilt sind.

Die Korrelation des CBP-Status mit den klinischen Parametern (pT, pN, L, V, grade,
pUICC) wurde nach Kendall's Tau berechnet und die Signifikanz bestimmt.

Bei den Analysen bezuglich des TTR (time to any recurrence), TTLR (time to local
recurrence) und CSS (cancer specific survival) wurden Kaplan-Meier Kurven erstellt.
Hier sind der p-Wert und die Hazard Ratio aus dem Cox Proportional Hazards Model
bestimmt worden. Bei samtlichen Analysen wurde das Signifikanznivau auf a = 5 %
(p < 0.05) festgelegt. Fur die statistischen Berechnungen wurde das Programm R (R
Core Team 2013) verwendet. In dhnlicher Weise wurden die statistischen Analysen
in der Arbeit von L.-C. Conradi verwendet (Conradi et al. 2011).

Um die Daten Uber die Expressionsstarke in den immunhistochemischen Schnitten
zu erhalten, wurde der H-Score verwendet (Goulding et al. 1995).

Dieser wurde wie folgt berechnet:

% (schwach gefarbt) x 1 + % (moderat gefarbt) x 2 + % (stark gefarbt) x 3 = 0-300
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3 Ergebnisse

3.1 Immunhistochemische Auswertung

3.1.1 Korrelation zwischen CBP-Expression und Tumorregion

Bei den Analysen der CBP-Expression bezogen auf die Lokalisierung innerhalb des
Tumors, namlich die basalen, zentralen und apikalen Bereiche, lasst sich ein Trend

erkennen.

Abbildung 3: CBP-Verteilung innerhalb des Tumors

Es zeigt sich, dass in den basalen Bereichen des Tumors die geringste CBP-
Expression vorliegt. In den apikalen Bereichen ist die hochste Konzentration von
CBP zu finden (Abbildung 3). Setzt man die CBP-Expressionen zueinander in
Beziehung, ist dieser Trend ebenfalls klar erkennbar (Abbildung 4).

Nach statistischer Auswertung zeigt sich dieser Trend zwar bestatigt, ist jedoch nicht
signifikant (p-Wert >0,05).
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Abbildung 4: Korrelation der CBP-Verteilung innerhalb des Tumors

3.1.2 Korrelationen zwischen CBP-Expression und pathologischen
Parametern

Neben der Verteilung des CBP innerhalb des Tumors wurden die Praparate auch auf
einen Zusammenhang zwischen der Expressionsstarke von CBP und pathologischen
Parametern hin untersucht. Zu den untersuchten Parametern gehorten die
Tumorausdehnung (T), der Lymphknotenstatus (N), Lymphgefal3status (L),
Tumoreinbruch in Venen (V), das UICC-Stadium und das Grading (G). Bei keinem
dieser Parameter konnte eine signifikante Korrelation festgestellt werden (Abb.5-10).
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Abbildung 5: Korrelation von CBP Abbildung 6: Korrelation von CBP
mit T-Stadium mit N-Stadium
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3.1.3 Korrelation zwischen CBP-Expression und Tumorrezidivrate

Neben den pathologischen Parametern wurden auch Faktoren wie beispielsweise die
Rezidivraten und das Uberleben (berprift. Bei diesen Analysen ist der Trend zu
erkennen, dass sowohl bei der time to recurrence (TTR) als auch bei der time to local
recurrence (TTLR) eine hohe Expression von CBP sich zeitlich positiv auf das
Auftreten von Rezidiv und lokalem Rezidiv auswirkt (Abbildung 11).

Unter der TTR ist die Zeit zwischen der Operation und dem Auftreten eines

Lokalrezidivs oder einer Metastase zu verstehen.
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Abbildung 11: CBP und TTR/ TTLR
Eine klare statistische Signifikanz ist nicht gegeben (TTR: p=0,171; TTLR: p=0,637).

3.1.4 Korrelation zwischen CBP-Expression und tumorspezifischem

Uberleben

Bei der Korrelation der CBP-Expression mit klinischen Daten konnte eine hohe
statistische Signifikanz zwischen der Expressionsstarke von CBP und dem
tumorspezifischen Uberleben (CSS) festgestellt werden. Patienten, deren Tumoren
eine hohe oder mittlere CBP-Expression aufweisen, zeigen ein verlangertes
tumorbezogenes Uberleben (p=0,00278) (Abbildung 12).
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3 o

Abbildung 12: Korrelation von CBP-Expression und CSS

Das 5-Jahres-Uberleben ist fiir Patienten mit niedriger CBP-Expression im Tumor

Uber 30 % geringer als fur Patienten mit mittlerer bis hoher CBP-Expression. Die

Einteilung der Patienten nach Tumoren mit niedriger, mittlerer und hoher CBP-

Expression wurde so gewahlt, dass drei gleich gro3e Gruppen zustande kommen.

Anzahl CBP-Expression
Variable p-Wert
Patienten Niedrig Mittel Hoch
Total 93 28 (30,1%) | 33(35,5%) | 32 (34,4%)
Tumorausdehnung
pT1 3 2 (66,7%) 0 (0%) 1 (33,3%)
pT2 18 6 (33,3%) 5 (27,8%) 7 (38,9%) 0,444
pT3 61 18 (29,5%) | 23 (37,7%) | 20 (32,8%)
pT4 11 2 (18,2%) 5 (45,5%) 4 (36,3%)
Lymphknotenstatus
pNO 53 15 (28,3%) 18 (34%) 20 (37,7%) 0.286
pN1 22 7 (31,8%) 9 (40,9%) 6 (27,3%)
pN2 18 6 (33,3%) 6 (33,3%) 6 (33,3%)
Lymphgefalistatus
LO 68 20 (29,4%) | 24 (35,3%) | 24 (35,3%) 0,603
L1 23 7 (30,4%) 9 (39,1%) 7 (30,4)
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Venenstatus
VO 80 24 (30%) 27 (33,8%) | 29 (36,2%) 0,603
V1 12 4 (33,3%) 6 (50%) 2 (16,7%)
Grading
G1 0 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0742
G2 67 20 (30%) 25 (37,2%) | 22 (32,8%)
G3 25 8 (32%) 8 (32%) 9 (36%)
UICC-Stadium
pUICC | 14 6 (42,9%) 1(7,1%) 7 (50%)
pUICC Il 39 9 (23%) 17 (43,7%) 13 (33,3%) 0,427
pUICC IlI 38 13 (34,2%) 14 (36,9%) 11 (28,9%)
pUICC IV 2 0 (0%) 1 (50%) 1 (50%)
Tabelle 8: Zusammenfassung: Korrelation CBP-Expression und pathologische
Parameter
3.2 Molekularbiologische Auswertung

3.2.1 Einfluss von CBP-knockdown auf die Letalitat

Knockdown-Versuche mit shRNA in verschiedenen Konstellationen haben gezeigt,
dass ein dauerhaftes Herunterregulieren des CBP flur Zellen in vitro letal ist. Es
wurden unterschiedliche Zeitreihen und Zelllinien getestet. Zu den getesteten
Zelllinien gehoren sowohl Rektum-, Colon-, Prostata als auch Nieren-Zelllinien:
SW480, SW837, SW620, PC-3, HEK-293T.

Sowohl der Wildtyp als auch die mit dem Leervektor infizierten Zellen wachsen
gleichermalen zu einem dichten ,Zellrasen®. Lediglich die Zellen mit einem CBP-
knockdown sterben (Abbildung 14). Um den knockdown nachzuweisen, wurde das
Protein fiir den Western Blot aus dem Uberstand, also den bereits toten Zellen
gewonnen (Abbildung 13).

WT sh72i
265kDa == «. CBP

17kDa = P H3

Abbildung 13: Western Blot sh-knockdown-Uberstand (HEK-293T)
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Wildtyp

shEmpty

shCBP#72

Abbildung 14: Zelluntergang nach CBP-knockdown mit shRNA.I
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3.2.2 Der knockdown von CBP induziert eine erhohte Strahlensensibilitat

Bei dem folgenden Versuch wurde ein passagerer knockdown mittels siRNA erreicht.

Fur den Versuch wurden die Rektumzelllinie SW837 verwendet.

Abbildung 15: WB des CBP-KD der SW837 vom CFA

Anschlielend wurde ein CFA durchgefthrt. In Abbildung 16 ist die Tendenz
erkennbar, dass sowohl bei der Radiotherapie als auch bei der kombinierten
Radiochemotherapie durch den knockdown eine gesteigerte Strahlensensibilitat

erreicht werden konnte.

SWE37 - 08P - RT SWB37 - sICBP - RCT
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- SiICBP #¢ o-SICEP #5
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
Irradiation dose (Gy) Irradiation dose (Gy)

Abbildung 16: CFA mit RT (Radiotherapie) und RCT (Radiochemotherapie) von
SW837 mit si-knockdown von CBP (3 Versuchsreihen)

Der Effekt des knockdown bei reiner Radiotherapie ist jedoch bei genauer
Betrachtung des dose reduction factor nicht besonders ausgepragt. Ein starkerer
Effekt kann bei der kombinierten Radiochemotherapie erzielt werden (Tabelle 9). Der

grollte DRF kann bei niedrigerer Strahlendosis beobachtet werden. So erzielt man
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mit dem CBP-knockdown sowohl bei der Radio- als auch bei der kombinierten

Radiochemotherapie den starksten Effekt bei einer LD (letalen Dosis) von 25 %.

Dose reduction factor (DRF)

Radiotherapie Radiochemotherapie
LD2s LDso LD7s LD2s LDso LD7s
siCBP#6 1,16 1,08 1,05 1,51 1,28 1,20
siCBP#7 1,21 1,14 1,11 1,54 1,24 1,14

Tabelle 9: DRF der SW837 mit CBP-KD bei LD25/50/75; DFR: Dose reduction
factor; LDa2s/s0/75: Letale Dosis mit Letalitat bei 25/50/75% der Zellen

3.2.3 Der CBP-knockdown wirkt sich direkt auf Interaktionspartner aus

Neben der Strahlen- und Chemosensibilitdt wurde Uberprift, ob und inwieweit sich

der knockdown des CBP auch auf Proteinebene auswirkt. Hierzu wurden Proteine

von HEK-293T-Zellen mit einem shRNA-knockdown verwendet. Die ausgewahlten

Proteine spielen in der Onkogenese eine wichtige Rolle und sind direkte oder

indirekte Interaktionspartner von CBP.

WT sh70i sh73i

265 kDa

92 kDa

57 kDa

43 kDa

17 kDa

-——

-_—p w-=

Abbildung 17: WB von Interaktionspartnern bei CBP-KD in HEK-293T
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Wie in Abbildung 17 zu sehen ist, wurde bei dem CBP-knockdown mit sh73i ein
ganzlicher knockout von 3-Catenin, c-myc und c-jun induziert. Bei dem knockdown
mit sh70i wurde zumindest ein knockout von (3-Catenin und ein knockdown von c-
myc erreicht. Diese Auswirkungen auf die Interaktionspartner konnten nicht
reproduziert werden. Vermutlich ist es aufgrund der hohen Letalitat bei einem
effizienten und konstanten knockdown von CBP schwierig, den Versuch am richtigen
Zeitpunkt abzustoppen. Ein passagerer knockdown mit siRNA ist nicht ausreichend,

um die oben gezeigten Effekte hervorzurufen.
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4 Diskussion

4.1 Auswirkung von CBP auf Tumorwachstum und Morphologie

Wie in den Ergebnissen gezeigt, wirkt sich die CBP-Konzentration des Tumors nicht
signifikant auf dessen Wachstumsverhalten und Morphologie aus. Alle kliniko-
pathologischen Parameter (Absatz 3.1.2) wie Tumorausdehnung (T), der
Lymphknotenstatus (N), Lymphgefaldinfiltration (L), Tumoreinbruch in Venen (V), das
UICC-Stadium und das Grading (G) zeigen keinerlei Zusammenhang. Beziglich der
Tumormorphologie ist jedoch auffallig, wenn auch nicht signifikant (p=0,541), dass in
den apikalen Tumorbereichen tendenziell eine hohere CBP-Konzentration vorliegt als
in den basalen Tumorbereichen (Abbildung 4). Eine mdgliche Erklarung ist, dass die
Zellschichten, die apikal und somit am weitesten entfernt von der Basis liegen, sich
tumorbiologisch im Vergleich zu den urspringlichen Tumorzellen an der Basis
progredient entwickelt haben bzw. entartet sind. Das konnte ein Hinweis auf das
Entwicklungsstadium des Tumors sein. Eigentlich ware in diesem Fall zu erwarten,
dass bei Tumoren, die CBP in einem besonders hohen Malde exprimieren, auch die

Malignitatskriterien wie das Grading signifikant verandert waren.

4.2 Korrelation von CBP Expression des Tumors und Uberleben

Mit hoher Signifikanz (p=0,00278) besteht jedoch ein Zusammenhang zwischen der
CBP-Expressionsstarke und dem cancer specific survival (Abbildung 12). Warum die
Patienten, die an einem Tumor mit hoher CBP-Expression leiden, langer Uberleben,
l&sst sich unterschiedlich erklaren. CBP spielt in vielen zellbiologischen Prozessen
eine wichtige Rolle, sowohl bei pro-proliferativen (Bannister und Kouzarides 1995;
Bannister et al. 1995; Chrivia et al. 1993; Dai et al. 1996; Vervoorts et al. 2003; Wang
et al. 2013) als auch bei pro-apoptotischen (Ait-Si-Ali et al. 2000; Arany et al. 1996;
Avantaggiati et al. 1997; Bhattacharya et al. 1996; Denis et al. 2012; Feng et al.
1998; Janknecht und Nordheim 1996; Kallio et al. 1998; Kitabayashi et al. 1998; Lill
et al. 1997; Nasrin et al. 2000; Pao et al. 2000; So und Cleary 2002, 2003; Wang et
al. 2013; Zhang et al. 1996) Signaltransduktionskaskaden. Exprimiert ein Tumor im
hohen MalRe CBP und ist auf dessen regulatorisches Potential angewiesen, konnte
das fur eine insgesamt sehr hohe molekularbiologische Aktivitat in der Tumorzelle

sprechen. Ein derart hyperaktives System liel3e sich wesentlich schneller aus dem
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Gleichgewicht bringen als ein System mit vergleichsweise niedrigerer Aktivitat. Ein
madglicher Storfaktor flr ein so fragiles System ware beispielsweise eine adjuvante
Chemotherapie. Dies kdnnte bedeuten, dass ein Tumor durch eine erhdhte CBP-
Expression eine groliere Sensibilitat bezuglich einer Strahlen- oder Chemotherapie
aufweist.

Basierend auf diesen Uberlegungen lassen sich auch die Zusammenhénge von
CBP-Expression und Rezidivrate erklaren (Abbildung 11). Zwar sind diese
Beobachtungen nicht statistisch relevant, jedoch ist ein Trend dahingehend zu
erkennen, dass Patienten mit einem Tumor, welcher eine starke CBP-Expression
aufweist, tendenziell langer tumorrezidiv frei sind.

Um diese Zusammenhange besser verstehen zu konnen, haben wir experimentell
die Auswirkungen des CBP auf die Strahlen- und Chemosensibilitat und den
Zusammenhang zu den in der Onkogenese wichtigen Proteinen wie c-myc, c-jun und
R-Catenin untersucht. Einen Zusammenhang zwischen CBP-knockdown und
Expression von MYC konnte in der Arbeit von H. Ogiwara gezeigt werden. Eine
Herunterregulierung von p300 in einem CBP-defizienten Tumor fuhrte zu einer

Supression von MYC (Ogiwara et al. 2016).

4.3 CBP ist ein stark regulatorisches Protein

Dass CBP eine regulatorische Funktion in vielen Signaltransduktionskaskaden
innehat, konnte bereits in einigen Publikationen gezeigt werden. Nicht zuletzt
aufgrund des direkten Bezuges zu pro-proliferativen und onkogenen Proteinen wie
¢_Myc, c-myb, CREB, c-jun und c-fos (Bannister und Kouzarides 1995; Chrivia et al.
1993; Dai et al. 1996; Vervoorts et al. 2003; Wang et al. 2013) und der EinfluBnahme
auf 3-Catenin und somit die wnt-Signaltransduktionskaskade (Teo und Kahn 2010)
war es zu erwarten, dass sich der KD auf die Proliferation auswirkt. Das konnte
besonders nach dem KD mit der shRNA beobachtet werden (Abbildung 14), der
dauerhafte KD fuhrt zum Zelltod. CBP besitzt offenbar eine enorme
Regulationsfahigkeit und fuhrt bei einigen der direkt interagierenden Proteine, in
diesem Fall bei B-Catenin, c-myc und c-jun gezeigt (Abbildung 17), nicht nur zu einer
Aktivierung/Deaktivierung, sondern auch zu einer Beeinflussung der Transkription.
Daher ist es nachvollziehbar, dass ein gelungener und dauerhafter KD, wie es bei

der shRNA der Fall ist, zum Untergang der Zellen fuhrt und sich eine Reproduktion
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der Ergebnisse als schwierig gestaltet. Dass ein ganzlicher knockout des CBP fur die
Zellen letal ist, wird durch die Tatsache gestutzt, dass die Embryonen der Mause, bei
denen ein homozygoter knockout fir CBP besteht, nicht Uberlebensfahig sind
(Kasper et al. 2006). Es erklart auch, warum eine Zellreihe mit einem stabilen KD
nicht moglich war, sodass die weiteren Arbeiten auf einem passageren KD mittels

siRNA basieren.

4.4 Der Resistenzverlust ist multifaktoriell bedingt

Da es uns experimentell nicht gelungen ist, die Zellen am Leben zu erhalten, bei
denen mittels shRNA ein dauerhafter KD des CBP durchgeflihrt wurde, musste die
Methodik gewechselt werden. Flr den Colony forming assay (Absatz 3.2.2) wurde
ein passagerer KD mittels siRNA verwendet.

In dem CFA ist der Trend erkennbar, dass vor allem in einer kombinierten
Radiochemotherapie die Zellen mit CBP-KD sensitiver auf die Behandlung reagieren
(Abbildung 16). Eine Erklarung daflr ist eine Reduktion der Reparaturfahigkeit der
durch die Strahlen- und Chemotherapie zugefligten DNA-Schaden, wie DNA-Einzel-
und Doppelstrangbriiche. Dieser Funktionsverlust kdnnte mdglicherweise auf einer
verminderten HAT-Aktivitat des supprimierten CBP beruhen. Die direkte Wirkung der
Acetylierung von Histonen auf die Reparatur von DNA-Strangbriichen konnten (Bird
et al. 2002) in ihren Arbeiten nachweisen. Robert et al. (Robert et al. 2016) zeigten
im Zusammenhang mit Leukamien, dass es mit dem HDAC-Inhibitor Trichostatin A
zu einer differenzierten Acetylierung von DNA-Reparatur-Faktoren wie Ku70/Ku80
und poly ADP-ribose polymerase-1 kommt. Ebendieser positive Reparatureffekt
konnte durch die Inhibierung von p300/CBP mit dem Inhibitor C646 rickgéangig
gemacht werden.

Das ware eine Erklarung fur die erhdhte Strahlensensibilitat von Zellen mit einem
supprimierten CBP, verursacht durch die verminderten acetylierungsbedingten
Reparaturmechanismen.

Da CBP neben der HAT-Aktivitat Uber viele weitere in der Einleitung erlauterte
funktionelle Domanen verfugt, ist ein monokausaler Ruckschluss nicht moglich. Nicht
zuletzt die Interaktionen mit den zahlreichen pro-proliferativen, onkogenen, pro-
apoptotischen und Tumorsupressorproteinen (Ait-Si-Ali et al. 2000; Arany et al. 1996;
Avantaggiati et al. 1997; Bannister und Kouzarides 1995; Bannister et al. 1995;
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Chrivia et al. 1993; Dai et al. 1996; Denis et al. 2012; Feng et al. 1998; Janknecht
und Nordheim 1996; Kallio et al. 1998; Kitabayashi et al. 1998; Lill et al. 1997; Pao
et al. 2000; Vervoorts et al. 2003; Wang et al. 2013; Zhang et al. 1996) lassen eine
Vielzahl von Erklarungen zu. Beispielsweise konnten Cui, F. et al (Cui et al. 2015) in
ihren Arbeiten nachweisen, dass HelLa-Zellen nach einem KD von c-Myc (Abbildung
17) einen starken Resistenzverlust gegenuber einer Radiotherapie erfahren,
basierend auf einer verminderten Fahigkeit, DNA-Doppelstrangbriiche zu reparieren.
Auch in Bezug auf die Sensibilisierung bezlglich einer Chemotherapie liel3 sich ein
Zusammenhang mit CBP und [3-Catenin herstellen (Zhao et al. 2015). Zhao, Y. et al
konnten mit dem Inhibitor ICG-001, welcher die Interaktion zwischen CBP und f3-
Catenin hemmt, zeigen, dass bei resistenten CML-Zellen durch die Inhibition dieser
Interaktion wieder eine Sensibilisierung gegenuber Tyrosinkinase-Inhibitoren erreicht
werden konnte (Zhao et al. 2015).

Insgesamt lasst sich vermuten, dass hier ein Zusammenspiel mehrerer Faktoren zu
einer verminderten Kompensationsfahigkeit des Strahlen- und Chemotherapie-

schadens nach CBP-KD eine Rolle spielt.

4.5 Diskrepanz zwischen klinischen und molekularbiologischen
Ergebnissen?

Einerseits lieRen die molekularbiologischen Ergebnisse erwarten, dass Tumoren mit
einer hohen CBP-Expression widerstandsfahiger waren. Andererseits konnte bei
einer antitumordsen Therapie erwartet werden, dass ein Tumor die Schaden
effektiver kompensiert mit einer negativen Auswirkung auf die Prognose des
Patienten.

Jedoch stellt es sich bei der Korrelation der CBP-Expression mit den klinischen
Parametern entgegengesetzt dar. Patienten, die eine erhdéhte CBP-Expression im
Tumor aufwiesen, zeigten ein signifikant langeres Uberleben. Auf die Griinde hierfir
wurde in Absatz 4.2 eingegangen.

Bei diesen scheinbar diskrepanten Ergebnissen sollte kritisch hinterfragt werden, ob
eine nachgewiesene erhohte CBP-Expression zugleich auch eine erhdohte Aktivitat
bedeutet? Falls man davon ausgeht, dass es aufgrund der verstarkten Expression
auch zu einer erhohten Aktivitdt kommt, lasst dieses noch keinen Ruckschluss

dariber zu, ob alle funktionellen Domanen in gleichem Malde aktiv sind oder ob es
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aufgrund von anderen regulatorischen Mechanismen zu einer verstarkten Aktivitat
einzelner Domanen kommt. Sollte dies der Fall sein, ist es beispielsweise durchaus
denkbar, dass ein Tumor mit erhohter CBP-Expression ein Gleichgewicht der
onkogenen pro-proliferativen und der anti-proliferativen apoptotischen Singaltrans-
duktionskaskaden hergestellt hat. Fihrt man diesen Gedanken weiter, ist es sogar
vorstellbar, dass es aufgrund eines Missverhaltnisses zugunsten der anti-
proliferativen und apoptotischen Aktivitat des CBP zu einer Stabilisierung des
Tumorwachstums kommt und es sich somit durchaus positiv auf die Malignitat und

somit auf das Uberleben der Patienten auswirken kann.

4.6 Ausblick

Diese Arbeit untersucht den Einfluss von CBP im kolorektalen Karzinom in vitro wie
in vivo. Da CBP mit multiplen Interaktionspartnern agiert und offensichtlich auch im
Hinblick auf das kolorektale Karzinom eine Rolle zu spielen scheint, sollte die
Bedeutung von CBP im kolorektalen Karzinom weiter untersucht werden.

Bezuglich der klinischen Daten ist es zu uberlegen, das Patientenkollektiv zu
erweitern. Sicherlich ware es auch interessant, Patienten, die eine neoadjuvante
oder adjuvante Therapie erhalten haben, vermehrt in die Untersuchungen mit
einzubeziehen. Hierdurch kdnnten vor allem weitere klinische Erkenntnisse Uber den
Zusammenhang von CBP und Resistenzbildung gewonnen werden. Auch andere
Karzinome kdnnten diesbezuglich untersucht werden.

Immunhistochemisch ware es interessant zu wissen, ob die CBP-Expression bei
Tumoren mit der Expression direkt interagierender pro-proliferativer und onkogener
Proteine wie c-myc, c-jun und [3-Catenin korreliert.

Auf molekularbiologischer Ebene gibt es ebenfalls eine Vielzahl von Ansatzpunkten.
Zum einen sollte weiterhin versucht werden, die von uns gezeigten Effekte eines
CBP-knockdown auf die Interaktionspartner zu verifizieren. Ein weiterer
interessanterer Ansatz ist die Mdglichkeit, CBP mit Hilfe eines Uberexpressions-
vektors in den Zellen verstarkt exprimieren zu lassen und die Effekte auf
Interaktionspartner und Strahlen-/Chemosensibilitat zu Uberprifen. Darlber hinaus

kobnnte man bei Zellen mit hoher CBP-Expression mittels einer Co-
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Immunoprazipitation Uberprufen, welche Proteine hier tatsachlich gebunden und
somit tatsachlich mit dem CBP interagieren.

Die nachsten Schritte waren Analysen auf genomischer Ebene, beispielsweise mit
einem DNA-Microarray. Hierdurch lieBe sich ein direkter quantitativer
Expressionsnachweis durchfuhrten.

Sollten sich in weiteren Experimenten die Hinweise verdichten, dass CBP tatsachlich
eine entscheidende Rolle in der Onkogenese spielt, waren auch Versuche in
Tiermodellen denkbar. Da ein homozygoter knockout bei Mausen letal endet (Kasper
et al. 2006), waren andere knockout-Systeme vorstellbar. Zum Beispiel kdnnte ein
Liganden-aktivierbares Cre/loxP-System zur Anwendung kommen, in dem ein

knockout gezielt getriggert werden kann.
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5 Zusammenfassung

Die vorgelegte Arbeit befasst sich mit dem Protein CBP (CREB-binding protein) im
kolorektalen Karzinom. CBP ist eine Histonacetyltransferaseaktivitat mit 4
transactivation domains und acetyliert eine Vielzahl von Eiweillen. Biologisch-
funktionell ist CBP ein multifunktionales Protein, welches eine Vielzahl von pro-
proliferativen onkogenen und pro-apoptotischen anti-proliferativen Signaltrans-
duktionskaskaden beeinflusst, auch in Tumoren.

Ziel der Arbeit war es, die vermutete CBP-vermittelte Modulation der
Tumorproliferation und den etwaigen Einfluss auf die Resistenzentwicklung am
Beispiel des Rektumkarzinoms zu untersuchen.

Zunachst haben wir mit Hilfe immunhistochemischer Methoden untersucht, ob und
inwieweit Zusammenhange zwischen der CBP-Expression in Tumoren und den
klinischen Parametern bei Patienten mit rektalen Karzinomen existieren. Wir konnten
feststellen, dass sich eine hohe CBP-Expression in Tumoren positiv auf das
Uberleben von Patienten auswirkt. Das 5-Jahres-Uberleben ist fir Patienten mit
niedriger CBP-Expression im Tumor Uber 30 % geringer als fur Patienten mit mittlerer
bis hoher CBP-Expression. Dartiber hinaus ist zumindest in der Tendenz ein positiver
Einfluss von erhdohter CBP-Expression auf das Rezidiv-Verhalten von Tumoren
erkennbar.

Als zweiter Schritt wurden molekularbiologische Aspekte eines CBP-knockdowns auf
die Tumorproliferation anhand CBP-relevanter Signalkaskaden uberpruft. Auf
zellbiologischer Ebene konnten wir zeigen, dass CBP ein Uberlebensnotwendiges
Protein fur den Organismus darstellt und ein vollstandiger knockdown sich letal
auswirkt. Wir konnten zeigen, dass, wenn auch sehr dynamisch, CBP an der
Regulation einiger Signalmolekile, welche wichtig fur die Tumorproliferation sind,
beteiligt ist. Ein ganzlicher knockout von CBP hat aullerdem einen Einfluss auf die
Expression von Interaktionspartnern zur Folge. Es war begleitend ein knockout der
onkogenen Proteinen c-myc, c-jun und R-Catenin nachweisbar. Daruber hinaus
haben wir die biologisch funktionelle Rolle von CBP bei der Resistenzentwicklung
untersucht und konnten zeigen, dass eine Suppression tendenziell zu einer
Sensibilisierung  gegenuber  einer  Strahlen- und  Chemotherapie in

Rektumkarzinomen fiihrt.
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Betrachtet man diese Ergebnisse in ihrer Gesamtheit, wird deutlich, dass das Protein
CBP eine zentrale Schaltstelle im Organismus darstellt und eine wichtige Rolle bei
der Tumorzellproliferation spielen kann. Die Folgen einer Dysregulation der CBP-
Expression kdnnen vielfaltig sein. Um die tatsachliche Bedeutung dieses vielseitigen
Proteins in der Entstehung und Progression maligner Erkrankungen abschatzen zu

kénnen, bedarf es jedoch noch weiterer funktioneller Analysen.
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7 Anhang

7.1 Material

7.1.1 Verbrauchsmaterialien

0,2um Filter, Rotilabo R-Spritzenfilter

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

4-12% NuPAGE Bis-Tris Gele 1.0mm

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

Auslaufpipetten, serologisch

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

Einfrierrohrchen

TPP, Trasadingen, Schweiz

Einmalreagenzreservoirs, steril

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Filterpapier, Chromatography Paper
3MM Chr.

Whatman™ GE Healthcare UK Limited,

Amersham, United Kingdom

Flussigkeitsreservoirs, Rotilabo® PVC

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Glasobjekttrager

Engelbrecht, Medizin und Labortechnik
GmbH, Edermiinde, Deutschland

Mini Trans-Blot Filter Papier

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,

Germany

Pasteurpipetten, Glas

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,

Deutschland

Petrischalen (P10, P15)

Sarstedt AG & Co,, NUmbrecht,

Deutschland

Pipettenspitze (10 ml), fur Multipette®

Stream

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, Safe Seal-Tips®

professional

Biozym  Scientific  GmbH, Hessisch
Oldendorf, Deutschland

Pipettenspitzen, Tip One®

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen, Tip One®, steril

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

Platten, 6-Well, Cyto One®, steril

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

Platten, 96-Well, Cyto One®, steril

STARLAB GmbH, Hamburg, Deutschland

63




Anhang

Reagiergefalle Biosphere® Safe Seal
(1,5 ml)

Sarstedt AG &

Deutschland

Co., NuUmbrecht,

ReaktionsgefalRe (1,5 ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Reaktionsgefale (2 ml)

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Rohrchen, Falcon Tube (15 und 50 ml)

Sarstedt AG & Co,

Deutschland

NUmbrecht,

Transfermembran, Immobilon®-P
Membran, Polyvinylidenfluorid (PVDF),

FilterporengrofRe 0,45 um

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Transferpipetten (3,5 ml)

Sarstedt AG &

Deutschland

Co., NUimbrecht,

Zellkulturflaschen Cyto One® (25, 75
und 225 cm2)

STARLAB GmbH, Hamburg Deutschland

Zellschaber, 300 mm

TPP, Trasadingen, Schweiz

Zellspachtel, 195 mm

TPP, Trasadingen, Schweiz

7.1.2 Gerate

Autoklav, HST 32/25

Zirbus technology GmbH, Bad Grund/

Harz, Deutschland

Bestrahlungsgerat, Xstrahl RS225 X-

Ray irradiator

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

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

GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,

Schweden

Freezing Container, 5100 Cryo 1 °C,
»Mr. Frosty"

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Gelelektrophoresekammer, Minigel-

Twin

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

Glasplatte, ausgeschnitten, fur Minigele

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

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

Biometra GmbH, Goéttingen, Deutschland

HeilRluftsterilisator, Heraeus ST6060

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA
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Inkubator CO2, Incubator C200

Labotect GmbH, Géttingen, Deutschland

Inkubator, Water-Jacketed Incubator | Forma Scientific Inc., Marietta, OH, USA
3250

Kamme (10- und 16-zahnig), fur | Biometra GmbH, Gottingen, Deutschland
Minigele

Magnetruhrer IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Membranpumpe, Miniport

KNF

Deutschland

Neuberger =~ GmbH,  Freiburg,

Mikroskop, invers, Leica DM IL

Leica AG, Wetzlar, Deutschland

Mikroskop, Leica S6 E

Leica AG, Wetzlar, Deutschland

Mikroskopkamera,
EC3

High-speed Leica

Leica AG, Wetzlar, Deutschland

Mini Trans-Blot-Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mdunchen,

Germany

Multilabel Plate Reader, Victor™ X4

PerkinElmer, Waltham, MA, USA

Netzgerat, PowerPac 3000

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mdunchen,

Germany

Netzgerat, Standard Power Pack P25

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland

pH-Meter, PB-11

Sartorius AG, Gaéttingen, Deutschland

Pipette, elektrisch, 8-Kanal Research
pro 50-1200 pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipette, Multipette® Stream

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipetten, Eppendorf Reference

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettierhelfer, accu-jet®

Brand GmbH & Co. KG, Wertheim,
Deutschland

Prazisionswaage, BP 610

Sartorius AG, Gaéttingen, Deutschland

Prazisionswaage, ED224S

Sartorius AG, Goéttingen, Deutschland

Schlittenmikrotom, Microm HM 430

MICROM International, Walldorf,

Deutschland

Schuttler, MS 3 digital

IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,

Deutschland

Silikonabdichtung, 1,0 mm, fir Minigel

Biometra GmbH, Géttingen, Deutschland
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Spektrophotometer NanoDrop 1000

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
MA, USA

Sterilbank, SterilGARD Hood Class |l
Typ A/B3

The Baker Company, Sanford, ME, USA

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Transfektionsgerat, Nucleofector™ 2b

Device

Lonza Cologne GmbH, Kaln, Deutschland

Ultraschallhomogenisator SONOPULS

HD 3100

BANDELIN electronic GmbH & Co. KG

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

Reference Ultrapure

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Wippschuttler, WS42

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

Deutschland

Zahlkammer, Neubauer improved

Brand GmbH & Co.

Deutschland

KG, Wertheim,

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

7.1.3 Chemikalien

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

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

2-Propanol

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

AppliChem GmbH, Darmstadt,
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Deutschland

Brilliant Blau R250 Tabletten

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Bromphenolblau-L6sung

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Essigsaure 100 % Ph. Eur., reinst

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethanol, ROTIPURAN® 299,8 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure
0,5M,pH=28,0

(EDTA),

Quality Biological Inc., Gaithersburg, MD,
USA

Glyzin

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Hamalaun, Mayers

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Hexadimethrine bromide (Polybrene)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Luminata™ Forte, Western horse

raddish peroxidase (HRP) Substrate

Merck Millipore, Billerica, MA, USA

Marker, Magic MarkTM XP Western
Standard

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Marker, Spectra™ Multicolour Broad

Range Protein Ladder

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,

Deutschland

Methanol, ROTIPURAN® 299,9 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Milchpulver Blotting grade, pulver,

fettarm

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Natriumchlorid (NaCl) 299,5 %

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Natriumdodecylsulfat (SDS)-Lésung 10

% fur die Molekularbiologie

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Natriumhydroxid (NaOH) Platzchen

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Nonidet® P40 (NP40)

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Phosphatase-Inhibitor Cocktail

Tabletten, PhosSTOP

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Deutschland
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Protease-Inhibitor Cocktail, Protease

Block™

Fermentas GmbH, St. Leon-Rot,

Deutschland

Roti® - Quant 5x Konzentrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,

Deutschland

Salzsaure (HCI) 5 M

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland

Tris ultrapure

AppliChem GmbH, Darmstadt,

Deutschland

Tween® 20

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

7.1.4 Puffer und Losungen

PBS (Phosphat buffered saline) (10x) NaCl 80 g
KCI 2g
NazHPO4 14, 29
NazHPO4¢ 2 H20 17, 8g
KH2PO4 2,749
H20 Ad 1000 ml
WB-Transferpuffer (10x) Glycin 29,3 ¢
Tris base 58,1¢g
SDS 3,74
H20 Ad 1000 ml

7.1.5 Zellkultur und Bakterienkultur

0,25 % Trypsin -EDTA (1x)

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

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

L-Glutamine 200 mM in 0,85 % NaCl

Solution

Boehringer Ingelhneim GmbH & Co.KG,

Ingelheim, Deutschland

Nahrmedium, (1:1) Dulbecco’s Modified

Gibco® by life technologies™, Carlsbad,
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Eagle Medium: F-12 Nutrient Mixture | CA, USA

(Ham) (DMEM/F-12)

Nahrmedium, Dulbecco’s Modified | Gibco® by life technologies™, Carlsbad,

Eagle Medium (DMEM) CA, USA

Nahrmedium, Leibovitz's L-15 Medium | Gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Nahrmedium, McCoy's 5A Gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Nahrmedium, RPMI-1640 Medium Gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Opti-MEM Reduced Serum Medium Gibco® by life technologies™, Carlsbad,
CA, USA

Phosphate Buffered Saline (PBS), pH | Gibco® by life technologies™, Carlsbad,

7,2 CA, USA

Puromycin-Dihydrochlorid

life technologies™, Carlsbad, CA, USA

TransIT®-293 Transfection Reagent

Mirus Bio LLC, Madison, WI, USA

Trypan Blue Solution 0,4 %

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA

Trypsin-EDTA 0.05%

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

7.1.6 Zelllinien
HEK-293T | Embryonale Nierenzellen American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA, USA
HT29 Adenokarzinom des Colons American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA, USA
PC-3 Adenokarzinom der Prostata American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA, USA
SW480 Adenokarzinom des Colons American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA, USA
SW620 Lymphknotenmetastase eines | American Type Culture Collection
Colorektalen Karzinoms (ATCC) Manassas, VA, USA
SW837 Adenokarzinom des Rektums | American Type Culture Collection
(ATCC) Manassas, VA, USA
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71.7 Kits

Fast Red Kit Ventana Medical Systems, Inc.,
Tucson, AZ, USA

Lonza Amaxa Cell line Nucleofector Kit V Lonza Cologne GmbH, Koln,

Deutschland

QIAGEN DNeasy Blood and Tissue Kit

Qiagen N.V., Hilde

n, Deutschland

7.1.8 Vektoren

Helper Vector pHDM-Hg-PM2 Yang Shi Lab, Harvard University,
Boston, USA

Helper Vector pHDM-tat1b Yang Shi Lab, Harvard University,
Boston, USA

Helper Vector pHDM-VSVG Yang Shi Lab, Harvard University,
Boston, USA

Helper Vector pPRC-CMV-Rall Yang Shi Lab, Harvard University,
Boston, USA

TRC Lentiviral pLKO.1 Empty Vector | Whatman™ GE Healthcare UK

Control Limited, Amersham, UK

7.1.9 shRNAis

TRC Human PAG1 shRNA antiCBP #69 - | Whatman™ GE Healthcare UK

Clone ID: TRCN0000123269 Limited, Amersham, UK

TRC Human PAG1 shRNA antiCBP #70 - | Whatman™  GE Healthcare UK

Clone ID: TRCN0000123270 Limited, Amersham, UK

TRC Human PAG1 shRNA antiCBP #71 - | Whatman™ GE Healthcare UK

Clone ID: TRCN0000123271 Limited, Amersham, UK

TRC Human PAG1 shRNA antiCBP #72 - | Whatman™ GE  Healthcare UK

Clone ID: TRCN0000123272 Limited, Amersham, UK

TRC Human PAG1 shRNA antiCBP #73 - | Whatman™ GE Healthcare UK

Clone ID: TRCN0000123273 Limited, Amersham, UK

TRC Lentiviral eGFP shRNA positive control | Whatman™  GE  Healthcare UK

Limited, Amersham, UK
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7.1.10 siRNAs

siAllStarsNEG

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Hs_CREBBP_2 FlexiTube siRNA (#2)

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Hs_CREBBP_6 FlexiTube siRNA (#6)

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Hs_CREBBP_7 FlexiTube siRNA (#7)

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

Hs_CREBBP_8 FlexiTube siRNA (#8)

Qiagen N.V., Hilden, Deutschland

7.1.11 Antikorper
Antikorper Ursprung Katalog- Hersteller
nummer

Polyclonal Antibody to | Kaninchen R1253HRP | Acris Antibodies GmbH,

Mouse 1gG (H&L) - HRP Herford, Deutschland

Polyclonal Antibody to | Ziege R1364HRP | Acris Antibodies GmbH,

Rabbit IgG (H&L) - HRP Herford, Deutschland

Anti-CBP (WB) Kaninchen ab2832 Abcam, Cambridge, MA,
USA

Anti-CBP (IHC) Kaninchen IHC-00023 | Bethyl Laboratories Inc.,
TX, 77356

Anti-active-3-Catenin Maus 05-665 Merck Millipore, Billerica,
MA, USA

Anti-B-Catenin (Carboxy- | Kaninchen #9587 Cell Signaling Technology,

Terminal Antigen) Inc., Danvers, MA, USA

Anti-c-Myc Kaninchen #5605S Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, MA, USA

Anti-c-jun Kaninchen #9165 Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, MA, USA

Anti-p21 Maus #OP64 Merck Millipore, Billerica,
MA, USA

Anti-p53 HRP-Konj. SC126HRP | Santa Cruz Biotechnology,
Inc., Dallas, Texas, USA

Anti-H3 Kaninchen ab1791 Abcam, Cambridge, USA
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7.1.12 Programme

Adobe Acrobat XI Pro

Adobe, San Jose, CA, USA

EndNote X7 Thomson Reuters, New York, NY, USA
KaleidaGraph V.4.1.0 Synergy Software, Reading, PA, USA
Microsoft Office 2016 Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA

Program R V. 3.1.2

R Foundation, Wien, Osterreich
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