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1 Literaturubersicht

1.1 Das humane kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologie und klinische Symptome

Das humane kolorektale Karzinom (KRK) ist in den letzten Jahrzehnten zu einer
pravalenten Krebserkrankung geworden und es wird eine weitere Zunahme der
Inzidenz prognostiziert [1]. Im Jahr 2018 wurde verzeichnet, dass das KRK weltweit
die zweithaufigste Krebserkrankung bei Frauen und die dritthaufigste bei Mannern
darstellt. Daruber hinaus wurden im Jahr 2018 weltweit schatzungsweise 1,8 Millionen
neue Krankheitsfalle und 881.000 Todesfalle gemeldet [2, 3].

Das KRK lIasst sich in Dickdarmkrebs (72 %) und Enddarmkrebs (28 %) unterteilen,
wohingegen die Inzidenz in der Regel zusammen angegeben wird [4]. Im Allgemeinen
kommt das Adenokarzinom mit mehr als 90 % am haufigsten vor, wahrend andere
Darmkrebstypen wie muzinése Adenokarzinome, Siegelringzellkarzinome,
Plattenepithelkarzinome, adenosquamdse Karzinome und undifferenzierte Karzinome
weniger frequent auftreten [5, 6].

Die Mehrzahl der Darmkrebsfalle (75 %) weisen keine offensichtlichen Hinweise auf
eine hereditare Komponente auf und sind in der Konsequenz sporadischer Natur. Im
Kontrast dazu geben 25 % der Patienten an, dass ein Darmkrebsleiden in der
Familiengeschichte bekannt ist. Nur 5-6 % der betroffenen Patienten mit familiarer
Vorbelastung sind auf erbliche Keimbahnmutationen in relevanten KRK-Genen
zurlckzufuhren [7]. In dieser Klasse lassen sich folgende Darmkrebserkrankungen
rubrizieren: die familiare adenomatose Polyposis (FAP) und das hereditare nicht-
polypose Kolonkarzinom (HNPCC) [8].

Darmkrebs steht in Verbindung mit einer Vielzahl von unspezifischen Symptomen, wie
beispielsweise Mudigkeit, Gewichtsverlust, Kurzatmigkeit und Bauchschmerzen.
Pragnantere Krankheitsanzeichen sind veranderte Darmgewohnheiten (Diarrhoe,
Obstipation, Tenesmus) und Stuhlveranderungen (Hamatochezie, Melana), die forciert
auf ein malignes Geschehen hindeuten [1, 9]. Etwa 20 % der betroffenen Patienten
weisen bei ihrer Vorstellung bereits Metastasen auf, mit Praferenz an folgenden

Organen: regionale Lymphknoten, Leber, Lunge und Bauchfell [10].
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1.1.2 Diagnose und Therapieoptionen

Die erste Wahl zur Diagnose von Darmkrebs ist die Darmspiegelung (Koloskopie). Ein
CT-Bildgebungsverfahren von Brust-, Bauch- und Beckenbereich mit Kontrastmittel ist
zudem relevant fur eine konkrete Einstufung des Tumors in das TNM-
Klassifizierungssystem [10]. Das von der UICC (Union internationale contre le cancer)
erarbeitete  TNM-System beschreibt das Stadium der Tumorerkrankung, unter
Verwendung zureichender diagnostischer Daten, anhand der Ausbreitung des Tumors
im Organismus [11]. MalRgeblich fur die Stadieneinteilung sind die folgenden drei
Bewertungskriterien: Grolde des Primartumors (T), Metastasierung in regionale
Lymphknoten (N), Metastasierung in entfernte Organe (M) [6, 12]. Fur die
Klassifizierung von Darmkrebs existieren vier Stadien, wobei sich einzelne Stadien in
verschiedene Unterstadien unterteilen lassen (I, IIA, 1IB, llIA, 1B, IlIC, IVA, IVB). Die
Stadien | und Il definieren sich lediglich Uber die lokale Ausbreitung des Primartumors,
wahrend im Stadium Il zusatzlich Metastasen in regionale Lymphknoten und im
Stadium IV Fernmetastasen auftreten [4, 13].

Demgegenuber analysiert das Grading-System der WHO (World Health Organisation)
den Differenzierungsgrad des Tumors anhand einer histologischen Untersuchung. Die
Skala fur die Tumoreinteilung erstreckt sich von G1 (gut differenziert) tber G2 (maRig
differenziert) und G3 (schlecht differenziert) bis G4 (undifferenziert). Im Allgemeinen
wird der Grad oft als ,Jow grade” (G1 oder G2) oder als ,high grade” (G3 oder G4)
vereinfacht angegeben [4, 11].

Mithilfe der Einstufungssysteme kann das KRK suffizient evaluiert werden. Darlber
hinaus bilden sie zudem eine Grundlage fur ein individualisiertes
Behandlungsverfahren und eine prognostische Einschatzung [11, 12].

Die chirurgische Entfernung des Tumorgewebes ist fur Darmkrebs-Patienten, bei
denen keine metastatische Streuung diagnostiziert wurde, die erfolgversprechendste
Therapieoption [1]. Eine konkomitierende, neoadjuvante Chemotherapie ist bei einem
lokal progressiven KRK angezeigt (Stadium | und Il). Bei Darmkrebserkrankungen,
die zudem Lymphknoten oder ferne Korperorgane betreffen (Stadium Il und 1V), ist
eine adjuvante oder palliative Chemotherapie indiziert [10].

Die Eventualitat einer Metastasierung des Primartumors wirkt sich entscheidend auf
die Prognose aus. Allgemein haben Patienten mit lokalisietem Darmkrebs im
Frihstadium (Stadium | und Il) eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 90 %.

Demgegentliber betragt die Uberlebensrate fiir Patienten mit KRK im Spatstadium (ab
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Stadium IlIl), bei dem bereits eine Ausbreitung der Krebszellen in entfernte Organe
stattgefunden hat, nur 13,1 % [9].

1.1.3 Onkogenese des kolorektalen Karzinoms

1.1.3.1 Die Adenom-Karzinom-Genese
Die Pathogenese eines KRK wird weitestgehend durch genetische- und
Umwelteinflisse definiert [10]. Einerseits potenziert die erhdhte Teilungsrate der
intestinalen Stammzellen innerhalb der DNA-Replikation die Wahrscheinlichkeit
Mutationen zu erwerben und andererseits wirken sich Umwelteinflisse wie Lebensstil
und Erndhrung auf die Transformation des Darmepithels aus [14]. Durch den
Synergismus dieser Faktoren entstehen zunachst gutartige Tumore (Adenome), die
sich zu bosartigen Tumoren (Karzinome) weiterentwickeln konnen (Adenom-
Karzinom-Sequenz) [15]. Die maligne Tumorprogression wird primar auf molekularer
Ebene durch Genmutationen und epigenetische Veranderungen vorangetrieben und
wird als ein heterogener Prozess verstanden [1]. Genetische Modifikationen, die bei
Darmkrebs zu lokalisieren sind, konnen in drei Hauptgruppen eingeteilt werden:

1) Chromosomeninstabilitat (CIN),

2) Mikrosatelliteninstabiliat (MSI),

3) CpG-Insel-Methylator-Phanotyp (CIMP) [7].
Die CIN wird in 85 % der sporadischen KRKs nachgewiesen und ist assoziiert mit
Chromosomenaberrationen, die in einem Gewinn oder in einem Verlust von ganzen
Chromosomen oder lediglich Chromosomenfragmenten resultieren [16]. Bereits 1990
beschrieben Fearon und Vogelstein, dass die CIN in Verbindung mit Mutationen in
Onkogenen und Tumorsuppressor-Genen steht [15, 17].
Die MSI tritt bei 15 % der sporadischen KRKs auf und kann in tber 90 % der erblichen
HNPCC assoziierten  Darmkrebserkrankung nachgewiesen werden [18].
Mikrosatelliten sind kurze, sich tandemartig wiederholende DNA-Motive aus 1 bis 6
Nukleotiden, die Hotspots fur Mutationen darstellen [19]. Vornehmlich werden
Transformationen von Mikrosatelliten durch das DNA-Mismatch-Reparatursystem
(MMR) Kkorrigiert. Letztlich resultiert eine Mikrosatellitenmutation aus einer
funktionellen Inaktivierung des MMR-Systems, die grundsatzlich als MSI bezeichnet
wird [18]. Eine Mikrosatellitenmutation wird Uberwiegend durch eine Insertion oder

Deletion von ein oder zwei Basenpaaren determiniert [20]. Als Konsequenz dieser
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Mutation wird eine translationale Leserasterverschiebung (Frameshift) erzeugt,
sodass die normale Proteinfunktion liquidiert oder stark transformiert wird [21]. Fur die
Standardisierung von MSI-positivem Krebs wurde 1997 in einem Workshop des
National Cancer Institute (NCl) das sogenannte Bethesda-Panel konzipiert. Durch
dieses System werden unter Verwendung von spezifischen Mikrosatelliten-Markern
Tumorerkrankungen folgendermallen kategorisiert:

- MSS: (Mikrosatellitenstabilitat) keine Geninstabilitat,

- MSI-niedrig: Instabilitdt an einem Genlocus,

- MSI-hoch: Instabilitdt an zwei oder mehr Genloci [22].
Grundsatzlich kann MSI als ein selektiver Prozess verstanden werden, in welchem die
Inaktivierung bestimmter Zielgene im Zusammenhang mit Wachstumsvorteilen
zugunsten der Tumorzellprogression steht [23]. Um ein umfassenderes Verstandnis
der Onkogenese zu erlangen und im Hinblick auf neue therapeutische MalRnahmen,
zentriert die Krebsforschung ihren Blick auf die Identifizierung derartiger Zielgene [18].
MSI-positiver Krebs spricht beispielsweise weniger auf eine adjuvante 5-Fluorouracil-
basierte Chemotherapie an, was die Forschungsrelevanz fur MSI-positive Tumore
untermauert [22]. Woerner und seine Mitarbeiter erstellten unter Verwendung von
Regressionsberechnungen eine Target-Datenbank, welche stetig aktualisiert wird und
die Konstatierung von Hauptakteuren der MSI-Tumorentstehung ermoglicht [18].
Die Art und das Spektrum von Genmutationen sind bei CIN- und MSI-Tumoren deutlich
inkomparabel, was auf unterschiedliche, aber sich nicht gegenseitig prohibierende
Prozesse der Onkogenese schliel3en lasst [23, 24].
Bei CIMP handelt es sich um einen epigenetischen Mechanismus, der vermutlich von
20-30 % aller KRK reprasentiert wird. CpG-Inseln sind Nukleinsaure-Bereiche, die eine
hohe Frequenz von Cytosin-Guanin-Dinukleotiden enthalten und sich in der Nahe von
Promotor-Regionen befinden [4]. Im Fall von CIMP erfahren die CpG-Inseln durch
Methyltransferasen eine kovalente Addition von Methylgruppen (CH3). Diese
biochemische Modifikation resultiert in einer inhibierenden Genexpression und wird in

Bezug auf die Onkogenese mit Tumorsuppressor-Genen assoziiert [17].
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1.1.3.2 Die epitheliale-mesenchymale-Transition
Die maligne Progression von Darmkrebs impliziert, sekundar zur Adenom-Karzinom-
Genese, die metastatische Ausbreitung von Krebszellen in umliegendes Gewebe und
entfernte Organe [25]. Es wird geschatzt, dass 90 % der Krebstoten aufgrund der
Folgen von Metastasen sterben, weshalb Metastasen als Hauptakteure fur Morbiditat
und Mortalitdt von Krebs angesehen werden. Die Metastasierung kann als ein
kaskadenartiger Prozess definiert werden, der die folgenden Schritte beinhaltet (s.
Abb.1):

- Dissoziation der Krebszellen aus dem Tumorverband,

- Intravasation in das Kreislauf- und Lymphsystem,

- Extravasation an einer entfernten Endstrombahn,

- Zellmigration und Zellproliferation an einem entfernten Organ [26].
Bei der metastatischen Expansion spielt die epitheliale-mesenchymale-Transition
(EMT) eine fundamentale Rolle [27]. Die Krebszellen verlieren bei dem EMT-Prozess
ihre epithelialen Eigenschaften, mitsamt ihrer Zellpolaritat und hochspezialisierten Zell-
Zell-Kontakte. Im Gegenzug entwickeln sie einen mesenchymalen Phanotyp,
einschlieBlich der Fahigkeit zu einem mesenchymalen Migrationsverhalten. In diesem
Zusammenhang wird den Krebszellen eine lokale und systemische Ausbreitung im
Organismus ermoglicht [28-30]. Sobald die mesenchymale Krebszelle ihr entferntes
Zielorgan erreicht hat, konvertiert sie zurick zum epithelialen Phanotyp und proliferiert
zu einem Sekundartumor (mensenchymale-epitheliale-Transition, MET) [31]. Der
MET-Prozess wird durch komplexe regulatorische Netzwerke determiniert, die im
Hinblick auf ihre Funktion in drei Gruppen kategorisiert werden:

- die Effektormolekule, die den EMT-Prozess ausfuhren (EMT-Effektoren),

- die Transkriptionsfaktoren, die den EMT-Prozess koordinieren (EMT-

Kernregulatoren), und
- die extrazellularen Indikatoren, die den EMT-Prozess aktivieren (EMT-
Induktoren) [32, 33].
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Abbildung 1: Schematisches Modell der epithelial-mesenchymalen-Transition (EMT)
bei der Metastasierung von Tumoren

Durch lokale Zellproliferation entsteht aus einem physiologischen Epithel ein Adenom. Genetische und
epigenetische Veranderungen fiihren zu einer Progression des Adenoms zu einem Adenokarzinom in
situ (Adenom-Karzinom-Sequenz). Weitere Mutationen kénnen eine Ausbreitung von Krebszellen
induzieren, mdglicherweise durch eine EMT, bei dem die Zellen unter anderem Fahigkeiten wie
Zelldissoziation und Zellmigration erlangen. Die Zellen penetrieren die Basalmembran und gelangen
intravasal in die Blut-und Lymphgefafle. Es erfolgt ein passiver Transport und anschlieBend die
Extravasation und Zellmigration in ein entferntes Organ. Unter Verwendung der MET kdnnen die
solitdren Krebszellen epitheliale Sekundartumore ausbilden [27].
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1.2 Epitheliale Zell-Zell-Kontakte

1.2.1 Allgemeiner Aufbau und Funktionen von Zell-Zell-Kontakten

In mehrzelligen Organismen sind Epithelien omniprasent und stellen eine funktionelle
Barriere dar, die unsere Organe und Gewebe von der duf3eren Umgebung trennen
[34]. Grundsatzlich bilden Epithelzellen organisierte und polarisierte Zellschichten mit
charakteristischen Zellmorphologien und Gewebearchitekturen [35]. Jede einzelne
Epithelzelle steht Uber hochspezialisierte Zell-Zell-Kontakte, welche entlang der
seitlichen Zellmembran lokalisiert sind, in engem Kontakt mit ihren benachbarten
Zellen [36]. Die Zell-Zell-Kontakte bilden einerseits extrazellulare Verbindungen
zwischen Nachbarzellen und andererseits intrazellulare Verbindungen mit
verschiedenen Zytoskelettkomponenten. Dadurch adharieren die Zellen fest
aneinander und es wird ein integriertes, strukturelles Kontinuum Uber das gesamte
Epithelgewebe erzeugt [37]. Neben der Zelladhasion definieren die Zell-Zell-Kontakte
eine klare Grenze zwischen der apikalen Zellmembran (der Umgebung zugewandt)
und der basalen Zellmembran (der Basalmembran zugewandt), wodurch sie der
Epithelzelle eine intrinsische Zellpolaritat verleihen [38]. Daruber hinaus fungieren die
Zell-Zell-Kontakte als bidirektionale Signalknotenpunkte und koordinieren mehrere
essentielle Zellprozesse wie Homdostase, Proliferation und Migration [35, 37]. Zu der
Gruppe der Zell-Zell-Kontakte gehdren tight junctions (TJ), adherens junctions (AJ),
Desmosomen und gap junctions, wobei letzteres im Speziellen fur die interzellulare
Kommunikation von Epithelzellen sorgen (s. Abb. 2) [39].

Die tight junctions (TJ) sind das apikalste Zellverbindungselement an der seitlichen
Zellmembran und anlasslich ihrer Lokalisation wesentlich an der Etablierung und
Aufrechterhaltung der Zellpolaritat beteiligt [40]. Zum einen trennen die TJ die apikale
und die basolaterale Membran physikalisch voneinander (sogenannte Zaunfunktion)
und zum anderen generieren TJ durch den Interzellularraum eine selektiv-durchlassige
Diffusionsbarriere  (sogenannte Barrierefunktion) [41]. Die architektonische
Organisation von TJ umfasst einerseits Transmembranproteine, die entweder als
Adhasionsrezeptoren oder als parazellulare Kanale amtieren, und andererseits
zytoplasmatische Proteine [42]. Die Transmembranproteine lassen sich rubrizieren in:
tetraspan Transmembranproteine und single-span Transmembranproteine. Zu den
tetraspan Proteinen zahlen Claudin, Occludin und Tricellulin. Sie sind fur die Bildung

und selektive Steuerung der parazellularen Diffusionsbarriere verantwortlich. Die
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single-span Proteine setzten sich zusammen aus: Adhasionsproteinen der
Immunglobulin-Superfamilie (JAM-A, -B, -C) und dem apikalen Polaritatsprotein,
Crumbs3 (Crb3). Die JAM-Proteine regulieren die parazellulare Transmigration von
Leukozyten durch das Endothel und haben einen entscheidenden Einfluss auf die
Zellpolaritat, indem sie mit Komponenten des Par-Komplexes interagieren [37, 43].
Die zytoplasmatischen Proteine fungieren als ein komplexes Proteinnetzwerk, wobei
Adaptorproteine, welche Uber mehrere Protein-Protein-Interaktionsmotive verfugen,
die Hauptstrukturkomponente darstellen [44]. Zu den elementaren Adaptorproteinen
zahlen zum einen Mitglieder der membranassoziierten Guanylatkinasen (MAGUKSs),
wie Zona-Occludens-Proteine (Z0O-1, ZO-2, ZO-3) und Pals1 (protein associated with
Lin Seven) und zum anderen Multi-PDZ-Proteine, wie PATJ (Pals1-associated tight
Junction protein) und Par3/ Par6 (partitioning deficient protein 3/6) [45]. Indem einige
Adaptorproteine einerseits mit den intrazellularen Domanen der
Transmembranproteine assoziieren und andererseits mit F-Actin und Mikrotubuli
interagieren, wird eine direkte Vernetzung der TJ mit dem Actin-Zytoskletett
organisiert. Daruber hinaus rekrutieren die Adaptorproteine verschiedene Arten von
Signalproteinen. Zu den Signalproteinen lassen sich einerseits unterschiedliche
Kinasen, Phosphatasen und Guanosintriphosphatasen (GTPasen) kategorisieren und
andererseits transkriptionelle und post-transkriptionelle Regulatoren [46]. Dieses
zytoplasmatische Proteinnetzwerk transmittiert Signale aus dem Zellinneren, um den
Zusammenbau und die Funktion der Verbindungselemente zu regulieren. Des
Weiteren Ubertragen sie Signale von den Zell-Zell-Kontakten, welche fur die Steuerung
von verschiedenen zellularen Prozessen, wie Zellproliferation, Zellmigration,
Differenzierung und Genexpression essentiell sind, in das Zellinnere [43, 46].
Unmittelbar unter den TJ sind die adherens junctions (AJ) lokalisiert [40]. Die AJ
werden durch integrale Membranproteine der Cadherin-Familie charakterisiert, wobei
das E-Cadherin in Epithelzellen am haufigsten vorkommt [47, 48]. Generell initiieren
Cadherine eine starke Zelladhasion, indem sie Transpaarungen mit Cadherin-
Proteinen der gegenuberliegenden Zellen vermitteln. Daruber hinaus interagieren
Cadherine mit zytoplasmatischen Proteine, insbesondere mit Mitgliedern der
Cateninfamilie (p120-Catenin, B-Catenin, a-Catenin), welche die Organisation des
Aktin-Zytoskeletts, die Cadherinstabilitat und einige intrazellulare Signalwege
regulieren [48].
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Die Desmosomen sind an der gesamten seitlichen Zellmembran lokalisiert und werden
als das starkste Zellverbindungselement eingestuft [49, 50]. Insgesamt werden
Desmosomen als Calcium-abhangige Haftpunkte definiert, die zur Zelladhasion
beitragen, indem Transmembran-Cadherine (Desmogleine, Desmocolline) uber
Desmoplakine (Plakophilin, Plakoglobin) an Zwischenfilamente des Zytoskeletts
gebunden werden [47].

Ivanov et al. beschreiben, dass insbesondere die TJ eine exzeptionelle Bedeutung bei
der Instandhaltung der funktionsfahigen Epithelbarriere aufweisen, gleichwohl auch
andere Verbindungselemente wie die AJ und die Desmosomen Zelladhdsionen
vermitteln [51].

Gap junctions stellen zellulare Kanale dar, die Uber die gesamte seitliche Zellmembran
verteilt sind. Zwischen benachbarten Zellen ermoglichen diese Kanale den Durchtritt
von lonen und kleinen Molekulen [49]. Die Zell-Zell-Kkommunikation, welche von den
gap junctions realisiert wird, ist essentiell fur die elektrische Transduktion,
Signaltransmission und Erndhrung. Die Kanale werden grundsatzlich von Connexinen
gebildet, von denen inzwischen Uber 20 Mitglieder beim Menschen identifiziert wurden,

wobei Connexin43 das am haufigsten exprimierte Connexin darstellt [47].

1.2.2 Die Steuerung der Zellpolaritat

Die Zellpolaritat wird durch die asymmetrische Verteilung der Membrandomanen
entlang der Zellachse determiniert [52, 53]. Ein Erkennungszeichen von Epithelzellen
ist die apiko-basale Zell-Orientierung, die — wie bereits angeschnitten —
folgendermalden konstituiert ist:

- die apikale Membran ist dem Organlumen oder der &auferen Umwelt

zugewandt,

- die laterale Membran steht in Kontakt mit der Nachbarzelle und versiegelt den

Interzellularraum,

- die basale Membran beruhrt die extrazellulare Matrix (ECM) [41].
Demgegenuber sind mesenchymale Zellen nicht polarisiert, berihren die Nachbarzelle
nur fokal und sind nicht mit der Basalmembran assoziiert [36]. Die Akquisition der
apiko-basalen Polaritat von Epithelzellen ist fur die physiologische Zellform,
Zellproliferation und Zellfunktion, sowie fur die Aufrechterhaltung der gesamten

Gewebearchitektur von wesentlicher Bedeutung. In der Konsequenz stehen
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Polaritatsdefekte in Verbindung mit pathologischen Erkrankungen, vornehmlich mit
Krebs [52].

Es existieren drei grol3e evolutionar konservierte Proteinkomplexe, die als zentrale
Akteure fur die Etablierung und Aufrechterhaltung der apiko-basalen Polaritat eine
fundamentale Rolle spielen. Die Polaritatskomplexe wurden urspringlich in Drosophila
melanogaster und Caenorhabditis elegans identifiziert und dazu zahlen: der Crb3-
Komplex (Crb3, Pals1, PATJ), der Par-Komplex (Par3, Par6, aPKC) und der Scribble-
Komplex (Scrib, Lgl, DIg) (s. Abb. 2) [54]. Wie bereits beschrieben, zahlt Crb3 zu den
single-span Transmembranproteinen, wahrend Pals1 und PATJ zu den
zytoplasmatischen Proteinen der TJ rekrutieren. Die Komponenten des Par-
Komplexes gehdren ebenfalls zu den zytoplasmatischen Proteinen der TJ und binden
an die JAM-Proteine. Die Komplexe werden als dynamische Strukturen der TJ
verstanden und interagieren einerseits miteinander und anderseits mit weiteren
Elementen der Zell-Zell-Kontakte [43, 45].
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Abbildung 2: Komposition der epithelialen Zell-Zell-Kontakte

Die Zellkonnektivitdt wird durch diverse Zellverbindungselemente reprasentiert, dazu zahlen tight
junctions, adherens junctions, Desmosomen und gap junctions [35]. Insgesamt verfligt eine Epithelzelle
Uber folgende Kontaktstellen: die apikale Membran, die mit der Umgebung in Kontakt steht, die laterale
Membran, welche parazellulare Rdume versiegelt und die basale Membran, die an der ECM verankert
ist [54]. Es existieren drei evolutionar konservierte Hauptmultiproteinkomplexe, die fiir die Herstellung
einer epithelialen Polarisation verantwortlich sind. Der Crumbs3-Pals1-PATJ-Komplex ist fur die
Herstellung der Zellpolaritat im apikalen Membranbereich verantwortlich, wohingegen der Par3-Par6-
aPKC-Komplex die Etablierung der apiko-lateralen Membran generiert. Der Scrib-DIg-Lgl-Komplex
fungiert als Determinante der baso-lateralen Membrandomane [55]. Verwendete Abkiirzungen: aPKC:
atypical protein kinase C, Scrib: scribble, DIg: discs large 1, Lgl: lethal giant larvae protein

1.2.3 Pals1 ist ein essentielles Adaptorprotein der tight junctions

In Epithelzellen ist das Adaptorprotein Pals1 an den TJ lokalisiert, um den Crb3-Pals1-
PATJ-Komplex zu konstituieren [56]. Pals1 ist evolutionar konserviert und seine
Orthologen in Drosophila (Stardust, Sdt) und im Zebrafisch (Nagie Oko, Nok)
regulieren gleichermalien die epitheliale Zellpolaritat [57]. Des Weiteren ist das Pal1-
Protein der MPP-Familie (membrane palmitoylated protein) angeschlossen und wird
durch das MPP5-Gen (membrane palmitoylated protein 5) kodiert. Die MPP-Familie
ist ferner bekannt als p55-Unterfamilie der MAGUKSs [58, 59]. Pals1 besteht aus 675
Aminosauren, die in den folgenden funktionellen Domanen organisiert sind: eine GUK-
Domane (Guanylatekinase), eine 4.1-Bindedoméane (4.1. BD), eine SH3-Domane (Src
Homology 3), eine PDZ-Domane und zwei L27-Domanen. Die NHx.terminale Region
mit 125 Aminosauren verfugt tber keine Ahnlichkeit mit anderen Protein-Motiven und
wird daher als U1-Domane deklariert (unbekannte Doméane 1) [60, 61]. Das integrale
Membranprotein Crb3 umfasst eine extrazellulare Domane (ECD), eine
Transmembranregion (TM) und eine intrazellulare Domane (ICD). Die ICD-Doméane
beinhaltet ebenfalls eine PDZ-Domane, welche an die Pals1-PDZ-Doméane bindet.
Durch diese direkte Interaktion wird Pals1 an die apikale Membran rekrutiert, wobei
Crb3 abermals von Pals1 stabilisiert wird [58]. Die L27-Domane von Pals1
heterodimerisiert mit der L27-Domane von PATJ, sodass eine Konnektivitat von PATJ
an die TJ gegeben ist (s. Abb. 3) [62]. Dartuber hinaus assoziiert die N-terminale U1-
Region von Pals1 mit der PDZ-Domane von Par6, wodurch eine unmittelbare
Verbindung zwischen dem Crb3- und dem Par-Komplex realisiert wird [57, 58].
Durchgefuhrte Knockdown-Studien in Saugetier-Epithelzellen illustrierten, dass ein
Pals1-Defizit zu einer gestorten TJ-Bildung in Kombination mit schwerwiegenden

Polaritatsdefekten fuhrt [63, 64]. Zugleich beschrieben Wang et al. eine abweichende
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E-Cadherin-Lokalisation, da ein Pals1-Verlust den Transport von E-Cadherin zur
Zellperipherie stort, sodass infolgedessen auch die AJ-Bildung obstruiert wird [64].
Zusammenfassend kann asseriert werden, dass Pals1 eine essentielle Rolle bei der
Etablierung und Regulierung von TJ und AJ spielt. Dennoch sind weitere
physiologische Funktionen und mogliche Auswirkungen bei einer Deregulation oder

einem Verlust von Pals1 relativ unbekannt.

Pals1
(MPP5)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Crb3-Pals1-PATJ-Komplexes in
Verbindung mit den unterschiedlichen funktionellen Bindungsdomanen

Das Transmembranprotein Crb3 verfligt Uber eine extrazellulare Domane (ECD), eine
Transmembranregion (TM) und eine intrazelluldre Domane (ICD). Crb3 interagiert mit seiner
intrazellularen PDZ-Domane mit der Pals1-PDZ-Domane, sodass Pals1 an die apikale Membran
rekrutiert wird. Die L27-Doméane von Pals1 bindet wiederum an das L27-Motiv von PATJ, wodurch PATJ
ebenfalls an die TJ assoziiert ist. Darliber hinaus interagiert die U1-Domane von Pals1 mit Par6,
wodurch Pals1 eine direkte Verbindung zwischen dem Crb3- und dem Par-Komplex realisiert.
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1.2.4 Die Bedeutung von tight junctions in Bezug auf die

Karzinogenese

Epithelzellen stellen mit circa 90 % das Uuberwiegende Ursprungsgewebe der meisten
Krebserkrankungen dar. In der Regel ist Krebs gekennzeichnet von einem
ungebremsten Zellwachstum, einer Gewebedesorganisation und einem Verlust der
Zellpolaritat [65, 66]. Generell sind dezimierte epitheliale Zell-Zell-Kontakte fur
neoplastische Epithelzellen charakteristisch. Aus diesem Grund und angesichts der
elementaren Bedeutung von Polaritatsproteinen bei der Herstellung der Zellpolaritat in
Epithelgeweben, wird speziell diesen Determinanten eine tumorsupprimierende
Funktion zugesprochen [65].

Lin et al erstellten Polaritats-Expressionsprofile, welche aufzeigten, dass
Polaritatsproteine Uber krebsspezifische Genexpressionsmodifikationen verfugen, die
eine Tumorprogression suggestiv beeinflussen konnen und zudem mit der
Tumormalignitat korrelieren [67]. Eine weitere Studie belegt, dass deregulierte TJ
wichtige Signalwege bei der Onkogenese, entweder direkt oder indirekt durch die
Rekrutierung von Signalproteinen, steuern. Bei Mamma-, Prostata-, Ovarien-,
Endometrium-, Bronchial-, hepatozellularen und kolorektalen Karzinomen konnte eine
Dysregulation von TJ eruiert werden [68]. Die Dysregulation der TJ resultiert aus
verschiedensten Modifikationsmoglichkeiten. Dazu zahlen: Mutationen,
Proteinuberexpression, Proteinunterexpression, alternatives SpleiBen und fehlerhafte
Proteinlokalisation [69]. Es gibt Hinweise, dass einige Krebserkrankungen mit
expliziten Expressions- und Lokalisationsveranderungen von Adaptorproteinen der TJ
assoziiert sind [34]. In diesem Zusammenhang berichten Bell und Thompson, dass
die maligne Transformation von einem intestinalen Adenom zu einem Adenokarzinom
im Verbindung steht, mit einem progredienten Verlust von Mitgliedern des apikalen
Crb3-Pals1-PATJ-Komplexes [70].

Des Weiteren werden TJ eine Rolle bei der Metastasierung zugesprochen, indem sie
die EMT instruieren [68]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass der E-Cadherin-
Repressor ZEB1 verschiedene Polaritatsproteine unter anderem Crb3 und PATJ
herunterreguliert, wodurch eine Tumorprogression in Assoziation mit einer EMT
verstarkt wurde [71]. Insgesamt deuten die literaturbasierten Daten darauf hin, dass
eine TJ-Fehlfunktion bzw. Dysregulation einen Einfluss auf die Tumorentstehung hat

und zusatzlich eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung spielt [72].
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Zusammengenommen konnen TJ-Proteine als zellulare Ziel-Onkogene angesehen

werden.
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1.3 Die Rolle von GTPasen

1.3.1 Die Organisation und der Aktivierungszyklus der kleinen
GTPasen

Die Ras-Superfamilie kleiner GTPasen umfasst eine Gruppe molekularer Schalter, die
an nahezu allen biologischen Zellbereichen beteiligt sind und somit eine exorbitante
Relevanz in der Wissenschaft einnehmen [73]. Die Ras-Superfamilie Iasst sich im
Hinblick auf die Sequenz und die funktionelle Ahnlichkeit der GTPasen in fiinf
Hauptgruppen einteilen: Ras, Rho, Rab, Ran und Arf [74]. Die Proteine besitzen alle
eine GTP-Bindungsdoméane von circa 20 kDa, welche auch als G-Domane bekannt ist
[75]. Mitglieder der Ras-Superfamilie sind Schllusselregulatoren fur zahlreiche
Zellprozesse wie Steuerung des Zytoskeletts, Zelldifferenzierung, Zellproliferation,
Vesikel- /Organellendynamik und -transport [73]. Die GTPasen liegen entweder in
einem inaktiven GDP-gebundenen Zustand vor oder existieren in einem aktiven GTP-
gebundenen Zustand, in dem die GTPasen mit nachgeschalteten Effektoren
interagieren [76]. Im Allgemeinen wird die Schaltfunktion der GTPasen durch GTPase-
aktivierende-Proteine (GAPs), Guanin-Nukleotidaustauschfaktoren (GEFs) und
Guanin-Nukleotid-Dissoziationsinhibitoren (GDls) katalysiert [77]. Die Hydrolyse von
GTP und damit die Inaktivierung der GTPasen wird durch GAPs gefordert.
Demgegenuber realisieren GEFs die GTPasen-Aktivierung, indem sie die Freisetzung
von GDP in Assoziation mit einer GTP-Bindung stimulieren [42]. Die GIDs
sequestrieren die kleinen GTPasen in einen inaktiven Komplex, welcher bei einem
bestimmten Stimulus dissoziiert, sodass die GTPasen freigesetzt werden und
anschlie3end durch GEFs aktiviert werden konnen [78]. Fur Arfs wurden im Gegensatz
zu den Rab- und Rho GTPasen keine GDlIs identifiziert [79].
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Abbildung 4: Der Aktivierungszyklus der GTPasen am Beispiel von Arf6

GTPasen wechseln zwischen einer inaktiven GDP-gebundenen und einer aktiven GTP-gebundenen
Konformation. Dieser Zyklus wird einerseits durch GEFs reguliert, die das GDP gegen GTP
austauschen und somit Arf6 aktivieren. Demgegenuber férdern GAPs die Hydrolyse von gebundenem
GTP zu GDP und induzieren folglich eine Inaktivierung [42]. Aktivierte GTPasen interagieren mit den
nachgeschalteten Effektorproteinen und stimulieren nachfolgend eine Vielzahl von Zellprozessen [77].
Die Dynamik der GEFs und GAPs wird durch extrazellulare Signale wie Wachstumsfaktoren, bioaktiven
Lipiden und Chemokinen gesteuert [80].

1.3.2 Rac1 und Arf6 als maRgebliche Akteure bei der Zellmigration
Die Ras-homologe Familie (Rho) ist eine Untergruppe der Ras-Superfamilie und
umfasst 20 verschiedene intrazellulare Schlusselmolekule, wobei Rac1, RhoA und
Cdc42 derzeit die am besten untersuchten Proteine darstellen [42]. Grundsatzlich
fungieren Rho-GTPasen als Regulatoren fur samtliche Zellaufgaben, einschlieBlich
Zellform, Zellmotilitat, Endozytose, Exozytose, Zell-Zell-Adhasion und Zytokinese [81].
Das Rac1-Protein wird ubiquitar exprimiert und wurde erstmalig als Ras-related C3
botulinum toxin substrate 1 im Jahre 1989 entdeckt [77, 82]. GTP-gebundenes Rac1
assoziiert mit der Plasmamembran, wohingegen inaktives zytosolisch pravaliert [83].
Zu den zellularen Funktionen von Rac1 gehort im Speziellen die Initiierung der
Zellmigration, aber auch die Stimulation der Zellproliferation, die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und die Partizipation bei der TJ-Regulation und bei der
Cadherin-vermittelten Zelladhasion [84].

Generell handelt es sich bei der Zellmigration um eine aktive Zellbewegung gemaf

einer Lokomotionsveranderung, die physiologisch (Embryogenese, Wundheilung)
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oder auch pathologisch (Onkogenese) sein kann [52]. Um zu migrieren, muss die Zelle
ihre physiologische Form und Starrheit modifizieren und die ECM als Barriere
passieren [85]. Die Zellmigration beginnt mit der Verlangerung der Zellvorderkante, die
durch eine Actin-Polymerisation vermittelt wird, wobei sogenannte Pseudopodien (z.B.
Lamellipodien, Filopodien) transient gebildet werden [30]. Im Anschluss erfolgt eine
Zellkorperkontraktion, woraus eine Zugkraft resultiert, die das sukzessive
Vorwartsgleiten des Zellkorpers realisiert [85]. Rac1 spielt eine essentielle Rolle bei
der Lamellipodien-Bildung, indem sich Rac1-GTP an der Zell-Vorderkante lokalisiert
und dort die Actin-Polymerisation stimuliert [86]. Des Weiteren steuert Rac1 die
Expression von verschiedenen Matrixmetalloproteinasen, die fur den proteolytischen
Abbau der ECM erforderlich sind [87].

Die Adenosyl-Ribosylierungs-Faktor-Familie (Arf) gehort ebenfalls der Ras-
Superfamilie an und inkludiert sechs verschiedene Arf-Proteine, die anhand ihrer
Aminosaurensequenz in drei Klassen eingeteilt werden: Klasse | (Arf1, Arf2 und
Arf3), Klasse Il (Arf4, Arf5) und Klasse Il (Arf6) [88]. Der ADP-Ribosylierungsfaktor 6
(Arfé) wird omniprasent exprimiert, ist auf der Plasmamembran und im endozytischen
System lokalisiert und operiert in einer Vielzahl von Zellsignalwegen [89]. Dazu gehort
die Steuerung von Aktin-Zytosklettveranderungen, als auch die Endozytose von
Vesikeln aus der Plasmamembran und das Recycling von Endosomen zur Membran
[90, 91]. Durch die Rekrutierung und das Recycling von Endosomen, werden wichtige
Proteine rehabilitiert, die fur die Zell-Zell-Adhasion und Zellmigration bendtigt werden
[79].

Eine Vielzahl von Daten belegen, dass Rac1 und Arf6 haufig bei malignen Neoplasien
uberexprimiert sind und eine essentielle Rolle bei der unkontrollierten Zellmigration
und -invasion spielen [89, 92, 93]. In diesem Kontext fanden Sanger et al. heraus, dass
in  Mammakarzinomen und Melanomen die aktive Arf6-Menge mit der
Tumoraggressivitat korreliert, was den Einfluss von Arf6é bei der Tumorprogression
asseriert [94]. Weitere Studien zeigen zudem, dass die Uberexpression von Rac1 und
Arf6 nicht im Zusammenhang mit einer verstarkten Transkription steht, sondern auf
einen posttranskriptionellen Effekt zurtckzufuhren ist [30, 93, 95]. Bosco et al.
beschreiben, dass dereguliertes Rac1 die Lamellipodien-Bildung in Krebszellen
verstarkt, wodurch die Krebszell-Migration gefordert wird. Des Weiteren verandert

Rac1 die Transkriptionsaktivitat von Matrixmetalloproteinasen, sodass die Krebszellen



Literaturtbersicht 22

in das Blut- oder LymphgefalRsystem invasieren und sich metastatisch ausbreiten
konnen [86].

Daruber hinaus verzeichnen mehrere bereits veroffentlichte Daten eine dynamische
Protektion zwischen Arf6 und Rac1 [83, 96, 97]. Anhand von Pulldown-Assays und
Koimmunoprazipitation veranschaulichten Cotton et al., dass Arf6-GTP vornehmlich
direkt mit Rac1-GDP interagiert [97]. Wie oben erwahnt, reguliert Arf6 den
endosomalen Membranhandel und miteingeschlossen ist die polarisierte Abgabe von
Rac1 an die Vorderkante von migrierenden Zellen [79, 92]. Radhakrishna und seine
Mitarbeiter beschreiben, dass eine Kolokalisation von Arf6 und Rac1 an der
Plasmamembran existiert. Des Weiteren zeigten sie in Ubereinstimmung mit anderen
Veroffentlichungen, dass Arf6 die Rac1-vermittelte protrusive Aktivitat verstarken und
eigenstandig durch die Interaktion mit Aktin-regulierenden Proteinen die kortikale
Aktin-Struktur verandern kann. Dementsprechend ist Arf6 ein elementarer upstream-
Regulator fur eine Rac1 bedingte Zellmigration [83, 98]. Letztlich hat die isolierte
Funktion und insbesondere die strategische Zusammenarbeit der GTPasen eine
exorbitante Bedeutung auf die Karzinogenese, mit Augenmerk auf eine verstarkte

Zellmigration und -invasion.

1.3.3 SMAP1 ist eine spezifische GAP von Arf6

Das stromal membrane associated protein 1 (SMAP1) besteht aus einer konservierten
Arf-GAP-Domane, einem Zinkfinger vom Typ C4, einer Clathrin-Domane und einer
CALM- (Clathrin Assembly Lymphoid Myeloid Leukamie) Domane [88, 94]. Tanabe et
al. konnten zeigen, dass SMAP1 als eine spezifische GAP fur Arf6é fungiert [99]. Das
SMAP1-Protein kann direkt mit Clathrin interagieren und reguliert die Clathrin-
abhangige Endozytose von E-Cadherin und des Transferrin-Rezeptors [100, 101].
E-Cadherin ist ein zentrales Element der AJ, wohingegen Transferrin einen
zellwachstumsfordernden Faktor darstellt. Zusammengenommen kann eine Rolle von
SMAP1 bei Zellwachstum, -differenzierung und -organisation manifestiert werden.
Uberdies konstatierten Kon et al., dass in MDCK-Zellen eine SMAP1-Uberexpression
eine inhibitorische Wirkungskraft auf die Zellmigration und die EMT hat [100].

Das SMAP1-Gen verfugt Uber eine kodierende 10-Adenin-Wiederholung, die aufgrund
der Mononukleotid-Wiederholungen pradisponiert fur MSI ist [94]. In 1.1.3. wurde

bereits die Target-Datenbank von Woerner et al. aufgefuhrt, die anhand von
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Regressionsberechnungen mogliche Akteure der MSI-Tumorentstehung verzeichnet
[18]. In Bezug auf das SMAP1-Protein validiert die Datenbank, dass von 223
Darmkrebsproben insgesamt 107 Proben eine SMAP1-Mutation im 10-Adenin-Trakt
aufweisen, was auf eine Mutationshaufigkeit von 48 % schliel3en lasst. Darlber hinaus
besitzen 56 % von 23 etablierten Krebszelllinien eine SMAP1-Mutation im besagten
Wiederholungstrakt [102].

Sanger et al. fuhrten eine Studie des SMAP1-Gens durch, die 46 etablierte
Krebszelllinien beinhaltete, welche ihren Ursprung aus unterschiedlichen Geweben
hatten (Gaster, Kolon, Endometrium, Lymphom). Die Analyse zeigte, dass SMAP1-
Mutationen ausschlieB3lich in MSI-Tumoren zu lokalisieren sind und daruber hinaus am
haufigsten in Kolonkarzinomzellen vorkommen. Des Weiteren handelt es sich lediglich
um kurze Insertionen oder Deletionen in dem 10-Adenin-Trakt, die monoallelisch oder
Uberwiegend biallelisch determiniert sind. Die HCT116-Zelllinie ist ein Beispiel fur eine
Kolonkarzinomzelllinie mit einer biallelischen SMAP1-Mutation. Western Blot Analysen
und Proteasom-Inhibitor-Versuche mit der HCT116-Zelllinie verifizierten, dass eine
SMAP1-Mutation mit einem vollstandigen Protein-Funktionsverlust assoziiert ist.

Des Weiteren analysierten Sanger et al. die Bedeutung von SMAP1 auf die
Onkogenese, indem sie die HCT116-Zelllinie in Kooperation mit der Etablierung von
drei SMAP1-komplementierten Klonen untersuchten, bei denen die SMAP1-
Expression wiederhergestellt werden konnte. Mit den HCT116 SMAP1-Klonen und der
HCT116 Wildtyp (WT)-Zelllinie wurden verschiedene in-vivo und in-vitro Experimente
im Hinblick auf die Zellproliferation durchgefuhrt. Die Versuche illustrierten allesamt,
dass die SMAP1-defiziente HCT116 WT-Zelllinie signifikant schneller proliferierte als
die HCT116 SMAP1-Klone. AbschlieBend erwahnten Sanger et al., dass ihre
Ergebnisse mit dem evidentesten Charakteristikum von MSI-Tumoren koinzidieren,
denn MSI-Tumore sind insgesamt grol3wuchsiger als MSS-Neoplasien [94].
ResuUmierend deuten mehrere Daten auf eine Rolle von SMAP1 als Tumorsuppressor
hin [94, 103].
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1.4 Das kolorektale Karzinom in der Tiermedizin

In der Kleintiermedizin ist Darmkrebs ebenfalls prasent, dabei gehort das KRK zu den
haufigsten gastrointestinalen Tumoren beim Hund. Insgesamt sind beim Hund bis zu
60 % der Tumore im Kolon und Rektum lokalisiert, wo insbesondere Adenokarzinome
frequent vorkommen [104].

Katzen erkranken im Vergleich zum Hund seltener an KRK. Wahrend die Inzidenzen
von Adenomen bei Riden und Hundinnen identisch sind, treten Kolonkarzinome zwei-
bis dreimal haufiger bei Ruden auf. Das Durchschnittsalter von Hunden der mit
Darmkrebs erkrankten Hunde betragt bei Adenomen 7 Jahre und fur Adenokarzinome
8 bis 9 Jahre. Die Symptome des KRK und die diagnostischen Methoden entsprechen
denen der Humanmedizin. Des Weiteren ist bei Darmkrebs die operative Resektion
des Tumorgewebes auch in der Veterinarmedizin die erste Therapieoption der Wahl.
Eine kurative BehandlungsmaRnahme wird erreicht, wenn eine vollstandige
chirurgische Exzision des Tumors gelingt. Im Gegenzug ist die Prognose des
Patienten sehr ungunstig, wenn der Tumor aufgrund lokaler Infiltration und
metastatischer Ausbreitung nicht in foto entfernt werden kann [105].

Grundsatzlich weisen spontan auftretende Neoplasien von Hunden und anderen
Tieren klinische und biologische Ubereinstimmungen mit Krebserkrankungen der
Menschen auf [106]. Dartber hinaus veranschaulichen mehrere Studien, dass beim
sporadischen KRK eine starke genetische Homologie zwischen Menschen und
Hunden vorliegt. Es sind genetisch identische Signalwege betroffen, die bei der
Tumorinitiation und -progression von KRK eine Rolle spielen [107-109]. In einer
weiteren Studie analysierten Tang et al. mehrere Darmkrebs-Gewebeproben von
Menschen und Hunden im Hinblick auf den Einfluss von Zellpolaritatsproteinen auf die
Tumorgenese. Die Studie zeigt, dass in sporadischen KRKs beider Spezies
Polaritatsproteine nicht nur zur Verhinderung der Invasion und Metastasierung von
Krebszellen beitragen, sondern wahrscheinlich auch als Tumorsuppressoren dienen,
indem sie das Zellwachstum modulieren. Letztlich untermauert diese Studie die
Annahme, dass bei verschiedenen Spezies Veranderungen von Polaritatsproteinen
und der damit einhergehende Verlust der Zellpolaritat zu den Hauptakteuren der KRK-
Karzinogenese gehdren [110].

Insgesamt ist der Literatur vielfach zu entnehmen, dass insbesondere im Bereich der

Onkologie eine starke Assoziation zwischen Mensch und Tier vorliegt [111].
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Angesichts dieser Tatsache wurde das Canine Comparative Oncology and Genomics
Consortium (CCOGC) ins Leben gerufen, um in der Krebsforschung eine Bricke
zwischen Human- und Veterindrmedizin zu schaffen, sodass im Hinblick auf neue

therapeutische Interventionen hiervon beide Seiten profitieren konnen [112].
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1.5 Ziel dieser Arbeit

Das humane kolorektale Karzinom ist eine pravalente und verlustreiche
Krebserkrankung, die trotz umfangreicher Forschungsarbeiten und
Therapiefortschritten eine Mortalitatsrate von 40-50 % aufweist [1]. Die Hauptursache
fur einen krebsassoziierten Tod ist die Migration und Invasion von Krebszellen, die
letztlich eine metastatische Dissemination im Organismus ermadglicht [66]. Im
Umkehrschluss bedeutet dies, dass wissenschaftliche Untersuchungen in diesem
Bereich intensiviert werden mussen, damit spezifische karzinogene Prozesse
entschlusselt und verstanden werden. Infolgedessen kdnnen krebsassoziierte Gene
bzw. Signalwege identifiziert werden, sodass anknupfend neue prognostische Marker
oder gezielte Krebsmedikamente entwickelt werden kdnnen.

Es gibt Hinweise, dass TJ-Komponenten in Zusammenarbeit mit kleinen GTPasen
einen entscheidenden Einfluss auf die Onkogenese haben [34, 52]. Pals1 fungiert als
ein zentrales Kernpolaritatsprotein der TJ, allerdings ist die Funktion und der
Stellenwert von Pals1 in Bezug auf die maligne Tumorprogression noch vollig unklar.
Im Vorfeld dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass ein Pals1-Verlust in einer
etablierten Kolonkarzinomzelllinie in eine exorbitant verstarkte Zellmigration und
Zellinvasion resultiert [113, 114]. In diesem Zusammenhang besteht die Vermutung,
dass Pals1 als ein potentieller Tumorsuppressor agiert.

Diese Arbeit baut auf die Ergebnisse der Vorarbeiten auf und konzentriert sich darauf,
ein tiefgrundiges Verstandnis von Pals1 im Hinblick auf die Tumorgenese zu erlangen.
Im Allgemeinen werden in dieser Arbeit zwei Hauptziele verfolgt:

1. Welche Auswirkungen hat ein Pals1-Verlust in  verschiedenen
Kolonkarzinomzelllinien und kann in diesem Zusammenhang die Hypothese
verifiziert werden, dass Pals1 eine essentielle Rolle bei der Suppression von
Darmkrebs spielt?

2. Analyse des spezifischen Signalweges und moglicher Kooperationspartner von
Pals1 in Bezug auf die Zellmotilitat

FUr die Realisierung der Ziele wurden weitere Kolonkarzinomzelllinien etabliert, bei
denen gleichermalien ein Pals1-Knockout mithilfe der CRISPR/Cas9-Methode
generiert wurde. Des Weiteren sollen GST-Pulldown Assays und Western Blot
Analysen dazu beitragen, diskutable Interaktionspartner von Pals1 zu identifizieren

und deren Bedeutung auf die Pals1-induzierte Zellmotilitat zu evaluieren.
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Die onkologische Thematik, die in dieser Arbeit behandelt wird, kann als
Grundlagenforschung deklariert werden und findet dementsprechend auch in der
Veterinarmedizin Anwendung. Auf molekularer Ebene ist eine weitlaufige Homologie
zwischen Menschen und Tieren vor allem in Bezug auf die Onkologie gegeben.
Insbesondere das sporadische KRK beim Hund weist die gleichen Entstehungs- und
Progressionsmuster wie beim Menschen auf [109, 110].

Neue Erkenntnisse von Pals1 und dessen Relevanz bei der Onkogenese kdnnen
moglicherweise bei der Entwicklung neuer prognostischer oder therapeutischer

Strategien im Kampf gegen den Krebs Anwendung finden.
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2 Material

2.1 Gerate und Gebrauchsgegenstande

Tabelle 1: Gerate und Gebrauchsgegenstande

Bezeichnung

Geratetyp

Hersteller, Standort

Abzug

Abzug Waldner

Waldner Laboreinrichtungen GmbH
& Co. KG, Wangen, DE

Autoklav

Systec VX-95

Systec GmbH, Linden, DE

Brutschrank (Bakterien)

Heratherm Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Chemilumineszenz-
Detektor

Azure Biosystems c600
Azure Biosystems c150

Azure Biosystems, Dublin, IRL

Eismaschine

Ziegra ZBE 70-35

Ziegra Eismaschinen
Isernhagen, DE

Elektrophorese-Apparatur
(SDS- PAGE)

Mini-PROTEAN Tetra Cell for Mini
precast gels

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, DE

Elektrophoresekammer
(Agarosegele)

Model B1

PEQLAB Biotechnologies GmbH,
Erlangen, DE

Mr. Frosty Gefrierbehalter

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Mikrotiterplattenreader

Kryogefrierbehalter Massachusetts, USA
Maanetriihrer FisherbrandTM ZX3 Vortex Mixer | Thermo Fisher Scientific, Waltham,
. Massachusetts, USA
Mikrosko Observer Z1, Apotome, Zeiss AG, Jena, DE
P HXP120, Axiocam MRm
Mikroskop (Zellkultur) AE31E Motic GmbH, Wetzlar, DE
Infinite® M200 Tecan Trading AG, Mannerdorf, DE

exquisit Mikrowelle MW 2700

GGV Handelsgesellschaft mbH &

20-200 pL, 100- 1000 pL

Mikrowelle Co. KG, Kaarst, DE
PCR-Cycler Biometra TProfessional TRIO Analytik Jena AG, Jena, DE

Thermocycler
pH-Meter inoLab WTW, Weilheim, DE

Smart SpecTM 3000 Bio-Rad Laboratories GmbH,
Photometer .

Minchen, DE

Eppendorf Research® plus, 0.1-2.5 | Eppendorf AG, Hamburg, DE

Pipette pL, 0.5-10 yL, 2-20 uL, 10-100 pL,

Pipettierhilfe

INTEGRA pipetboy

INTEGRA Biosciences Ltd-,
Thatcham, UK
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Rocker 25 Labnet International, Edison, NJ,
USA
Schiittler
WT 17 Biometra GmbH - Analytik Jena

AG, Jena, DE

Schiittelinkubator

Multitron Pro

INFORS GmbH, Einsbach, DE

Innova® 40

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Sicherheitswerkbanke
(Zellkultur)

MSC-Advantage

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Biologische Sicherheitswerkbank
SC-BHC-IIA2

Clean Air Technik B.V., Woerden,
NL

Stereomikroskop

Leica MZ10 F

Leica Biosystems Nussloch GmbH,
Nussloch, DE

Stromversorgungsgerat
(fiir Western Blot und
Elektrophoresen)

Standard Power Pack P25
Standard Power Pack P25T

Biometra GmbH — Analytik Jena
AG, Jena, DE

Thermomixer

Thermomixer comfort

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Thermoblock

TB1 Thermoblock

Biometra GmbH — Analytik Jena
AG, Jena, DE

VWR® Digital Heatblock

VWR International GmbH,
Darmstadt, DE

Tischzentrifuge

Mini Star silverline, Galaxy Mini
centrifuge

VWR International, Radnor,
Pennsylvania, USA

Ultraschall-Bad

Sonorex TK30

BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, DE

Ultraschall-
Homogenisator

Sonoplus HD 2070

BANDELIN electronic GmbH & Co.
KG, Berlin, DE

UV-Transilluminator

IL-200-M

H-Saur Laborbedarf, Reutlingen,
DE

Bio View UV light

biostep GmbH, Burkhardtsdorf, DE

Schuett Biotec™ EcoVac

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

LU L Vakuumpumpe Massachusetts, USA
Vortex-Genie 2 Scientific Instruments, Gilching, DE
RoteRey REAX top Heidolph Instruments, Schwabach,
DE
Waage Kompaktwaage Kern 442-43 Kern & Sohn GmbH, Balingen-
9 Frommern, DE
Wasserbad WNE 45 Memmert GmbH + Co. KG,
Wasserbad

Schwabach, DE

Western Blot Apparatur

Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer
Cell

Bio-Rad Laboratories GmbH,
Minchen, DE
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Zellzdhler

LUNA™ Automated Cell Counter

Logos Biosystems, Villeneuve
d’'Ascq, FRA

Zellkultur-Inkubator

HERACELL 150i CO2 Inkubator

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Centrifuge 5810R

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Biofuge Primo
Zentrifuge

Heraceus Instruments, Hanau, DE

Heraeus Fresco 21 Centrifuge

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

2.2 Laborbedarf

Tabelle 2: Laborbedarf

Name/ Bezeichnung

Hersteller

1 kb DNA Marker

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

100 kb DNA Marker

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Blotting-Papier

Hahnemihle FineArt GmbH, Dassel, DE

Clarity/ ClarityMax

Bio-Rad Laboratories, Inc-, Hercules, USA

Culture-insert 2 well

ibidi GmbH, Grafelfing, DE

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Handschuhe Abena Classic Latex
small/ medium/ large

Abena GmbH, Zoérbig, DE

Impfschlingen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

Kantlen 20 G 1 1/2 0,9 x 40 mm Microlance™ 3

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE

Kryoréhrchen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

MaiMed® — Tip Wattestabchen

MaiMed GmbH, Neuenkirchen, DE

Nitrocellulose-Membran 0,2 ym

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, DE

PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Parafilm

Pechiney Plastic Packaging Chicago, USA

Pasteurpipetten

BRAND GMBH + CO KG, Wertheim, DE

PBS, 1x, steril

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

PCR-Reaktionsgefalie

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE

Petrischalen fiir Mikrobiologie

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

Pipettenspitzen 10 ul, 200 ul, 1000 pl

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE




Material

31

Pipettenspitzen fir Photometrie

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf, DE

Plastik-Einwegkuvetten

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

Reaktionsgefale (Safe lock) 0,5-2,0ml

Eppendorf, Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, DE

Rohrchen fur Bakterienkulturen

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

Skalpelle

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE

Spritze 1 ml Injekt-F®

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Spritzen 25 mi

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE

Sterilfilter (0,33 pum)

Millipore GmbH, Schwalbach, DE

serologische Pipette, Stripette®
1 ml, 2 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml

Corning B.V. Life Sciences, Amsterdam, NL

ThinCert™ Zellkultur Einsatze 24-well
TC, steril, PorengrofRe 8 um, transluzente
Membran aus Pet

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Transferpipetten

Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, DE

Zellkultur-Platten Cellstar®
6-well, 12-well, 24-well, 48-well, 96-well

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Zellkulturschalen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen, DE

Zellschaber, Flexi-Strip

Heinz Herenz Medizinalbedarf GmbH,
Hamburg, DE

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg, DE

2.3 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie

Hersteller

Acrylamidlésung 30% (Rotiphorese Gel 30)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Agarose

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf, DE

Ampicillin

PanReac AppliChem, Darmstadt, DE

Ammoniumperoxidisulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Aqua ad iniectabilia Braun

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

Bromphenolblau

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Coomassie Brilliant Blue R-250 Staining Solution

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE

cOmplete™ Protease Inhibitor EDTA-free

Roche, Basel, CHE

Crystal Violet

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Cultrex® Basement Membrane Extract (BME)

TREVIGEN®, Helgerman CT, Gaithersburg, USA
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Desoxynukleotidtriphosphat (dNTP) Mix,
10 mmol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Dimethylsulfoxid (DMSO)

PanReac AppliChem, Darmstadt, DE

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Eisessig

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ethanol

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Gibco™ Opti-MEM™ | Reduced Serum Medium

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Glycerol VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Glycin PanReac AppliChem, Darmstadt, DE
Isopropanol Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

AppliChem GmbH, Darmstadt, DE

Kaliumacetat (CH3COOK)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Kaliumchlorid (KCI)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

LB-Medium

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Lipofectamine™ 2000

Invitrogen Life Technologies GmbH,
Darmstadt, DE

Metafectene®

Biontex Laboratories GmbH, Miinchen/ Laim, DE

Methanol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Natriumchlorid (NaCl)

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Paraformaldehyd (PFA) 4%

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Penicillin-Streptomycin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

Protino® Glutathione Agarose 4B

Mackerey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, DE

Puromycin

InvivoGen Europe, Toulouse, FRA

Orange DNA Loading Dye (6X)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Rinderalbumin
(Bovine serum albumine, BSA)

PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

Roti® Quant 5x Konzentrat

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Salzsaure (HCI)

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Tetramethylethylendiamin (TEMED)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE
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Tris Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE
Triton X-100 PanReac AppliChem, Darmstadt, DE
Tween 20 Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE
Wasserstoffperoxid Merck KGaA, Darmstadt, DE

2.4 Puffer und Losungen

Tabelle 4: Puffer und Lésungen

Name

Zusammensetzung

BSA (5%)

2,59 BSA Pulver
50 ml TBST-Puffer

Coomassie-Losung

0,6 g Coomassie Brilliant Blue
10 ml Eisessig
100 ml H20

Destaining solutions
Waschpuffer MILD:

Waschpuffer HART:

50 ml Methanol
880 ml ddH20
7 % Eisessig

450 ml ddH20
450 ml Methanol
10 % Eisessig

Genotypisierungspuffer

100 mM Tris pH 8,0

5 mM EDTA

0,2 % SDS

200 mM NacCl

auffillen auf 250 ml mit H20

Laemmli-Puffer
2 x Stammldsung

Gebrauchslésung
1 x Stammlésung (1:10 Verdiinnung)

Gebrauchslésung

4 ml 10% SDS

2 ml Glycerol

1,2 ml 1 M Tris-Cl (pH 6,8)
2,8 ml H20

0,02% Bromphenolblau
Zugabe von 60 pl 1 M DTT

1 ml Laemmli-Puffer
9 ml H20
Zugabe von 30ul 1 M DTT

LB-Medium/ Platten
LB-Medium

LB-Platten

20 g LB-Pulver auf 1 L H20 autoklavieren

10 g LB-Pulver

10 g Agar

Mit 500 ml H20 autoklavieren
Zugabe von Antibiotika 1:1000
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Mini-/ Midipraparations-Puffer
P1 Stammldsung

P1 Gebrauchslésung

P2 Stammldsung/ Gebrauchslosung

P3 Stammldsung/ Gebrauchslésung

3,94 g Tris-HCI (pH 8,0)
1,46 g EDTA

auffillen auf 450 ml mit H20
Lagerung bei 4 °C

90 ml P1 Stockldsung
10 ml RNase A 90 U/ mg (verdiinnt 100ug/ml)

200 mM NaOH
1% SDS
auffillen auf 250 ml mit H20

3 M Kaliumacetat

auffillen auf 500 ml mit H20
pH Wert von 5,5 einstellen
Lagerung bei 4 °C

PBS-Puffer
10 x Stammldsung

Gebrauchslésung (1:10 Verdiinnung)

80 g NaCl

2 g KCl

2 g KH2PO4

7,62 g Na2HPO4

auffillen auf 1 Liter mit H20

100 ml PBS 10 x Stock
900 ml PBS H20
pH-Wert von 7,4 einstellen

SDS-Elektrophorese-Puffer
10 x Stammlésung

Gebrauchslésung (1:10 Verdiinnung)

30,3 g Tris

187,7 g Glycine

50 ml 20% SDS

auffillen auf 1 Liter mit H20

100 ml SDS-Elektrophorese-Puffer 10 x
900 ml H20

TBST-Puffer
10 x Stammldsung

Gebrauchslésung (1:10 Verdiinnung)

12,1 g Tris

87,7 g NaCl

5 ml Tween 20

auffillen auf 1 Liter mit H20
pH-Wert von 8,0 einstellen

100 ml TBST-Puffer 10 x
900 ml H20

TNT-Puffer

150 mM NaCl

50 mM Tris

1 % Triton

pH-Wert von 7,4 einstellen
auffullen auf 400 Milliliter mit H20
Lagerung bei 4 °C
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Transfer-Puffer
10 x Stammlésung

Gebrauchslésung (1:10 Verdiinnung)

144,2 g Glycin
30,4 g Tris
auffillen auf 1 Liter mit H20

100 ml Transferpuffer 10 x Stock
100 ml Ethanol 70%
800 ml H20

2.5 Enzyme

Tabelle 5: Enzyme

Enzyme

Hersteller

ACCUZYME™ DNA Polymerase 2.5 U/uL und
AccuBuffer (10 x)

Meridian Bioscience, Inc., Memphis, USA

Proteinase K > 600 U/ml

biotechrabbit GmbH, Hennigsdorf, DE

RNase A 90 U/ mg

Carl Roth GmbH & Co.KG, Karlsruhe, DE

Trypsin-EDTA (10 x)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Miinchen, DE

2.6 Kommerzielle Kits

Tabelle 6: Kommerzielle Kits

Bezeichnung

Hersteller

innuPREP DOUBLEpure Kit

Analytik Jena AG, Jena, DE

NucleoBond® PC 20

Mackerey-Nagel GmbH & Co. KG, Diren, DE

2.7 Plasmid

Tabelle 7: Plasmid

Plasmidname

Hersteller

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459) V2.0

Addgene Europe, Teddington, UK

(Plasmid #62988)
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2.8 CRISPR/Cas9 Konstrukte

Tabelle 8: CRISPR/Cas9 Konstrukte

Name Gen Sequence (5°-3") der sgRNA Referenz

hMPP5-CRISPR1 MPP5 (Pals1) GCCCTGGAGATTTGGGCACC  |AG Krahn, Minster
hSMAP1-CRISPR1 SMAP1 GTATCTGTTCTGCTGTCCAT AG Krahn, Minster
hSMAP1-CRISPR2 SMAP1 GTTATCTGTTTTCAGAGCAG AG Krahn, Minster

2.9 Vektoren fur GST-Pulldown-Assay

Tabelle 9: Vektoren fiir GST-Pulldown-Assay

E.coli

Gene ID: 23163

Spender Vektor Nukleinsaure GVO Referenz

Klonierte humane | pGEX-2T |GTPase-Bindedoméane von [E.coli: pGEX-GST-|Addgene Europe,

cDNA isoliert aus humanem PAK1 (aa 67-150) [PAK1-PBD Teddington, UK

E.coli (NM_001128620.1)

Klonierte humane |pGST1 |AG Krahn, Minster Humanes [E.coli: IAddgene Europe,

cDNA isoliert aus ARF binding (GGA3) protein pGgT1_GGA3- Teddington, UK
\VH

2.10 Sequenzierungsprimer

Tabelle 10: Sequenzierungsprimer

Name Gen Sequence (5°-3")

hMPP5 CR1 fw MPP5 (Pals1) TTTTTAGGGTGCTACAGTTCGT

hMPP5 CR1 rv MPP5 (Pals1) TTCTAGCTGCGTCAACTTACCA

hSMAP1 CR1 fw SMAP1 CTAAATTAGGTCCTCGATGGGC

hSMAP1 CR1 rv SMAP1 CCAATTTTATACGTGGCATATGCC
hSMAP1 CR2 fw SMAP1 CAGCTTTGTGGAGTGGCG

hSMAP1 CR2 rv SMAP1 GGTTTTACTTACATTTGTAATAGCTATGGC




Material 37
2.11 Antikorper
2111 Primare Antikorper
Tabelle 11: Primare Antikorper
Zielprotein Spezies Hersteller Verdiinnung
a-Actinin 4 (D7U5A) Kaninchen Cell Signaling Technology 1:1000
(#6487)
Arf6 Maus Santa Cruz (#7971) 1:500
B-Actin Maus Santa Cruz (#47778) 1:1000
Pals1 Kaninchen Proteintech (17710-1AP) 1:2000
Pals1 Maus Santa Cruz (#365411) 1:1000
Rac Maus Santa Cruz (#514583) 1:500
SMAP1 Maus Abnova (HO0060682-B01P) 1:1000
211.2 Sekundare Antikorper
Tabelle 12: Sekundare Antikorper
Antikorper Herstellungsmodell | Hersteller Verdiinnung
HRP-konjugiertes |Ziege Dako Denmark, Glostrup, 1:2000
anti- Maus IgG Danemark
HRP-konjugiertes |Ziege Dako Denmark, Glostrup, 1:2000
anti-Kaninchen IgG Danemark
2.12 Bakterienstamme
Tabelle 13: Bakterienstamme
Spezies Genotyp Hersteller
E. coli DH10B F— mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) Invitrogen Life Technologies

¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 endA1 araD139 | GmbH, Darmstadt, DE

A(ara-leu)7697 galU galK A rpsL(StrR) nupG

E. coli Rosetta™

F- ompT hsdSB(rB- mB-) gal dcm pRARE2 Merck KGaA, Darmstadt, DE

(CamR)
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2.13 Eukaryotische Zelllinien

Tabelle 14: Eukaryotische Zelllinien

Adenokarzinomzelllinie (human)
Knockout fiir Pals1

Zelllinie Beschreibung Kulturbedingungen | Referenz

DLD1 WT Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 AG Krahn, Minster
Adenokarzinomzelllinie (human)

DLD1 APals1 Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 AG Krahn, Minster

DLD1 ASMAP1

Epitheliale kolorektale
Adenokarzinomzelllinie (human)

37 °C, 5 % CO2

AG Krahn, Mlnster

Adenokarzinomzelllinie (human)

Knockout fiir SMAP1
DLD1 APals1- Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 AG Krahn, Minster
SMAP1 Adenokarzinomzelllinie (human)

Knockout fiir Pals1 und SMAP1
Caco-2 WT Epitheliale kolorektale 37 °C, 5% CO2 AG Krahn, Miinster

Caco-2 APals1

Epitheliale kolorektale
Adenokarzinomzelllinie (human)

37 °C, 5 % CO2

AG Krahn, Mlnster

Adenokarzinomzelllinie (human)
Knockout fiir Pals1

Knockout fiir Pals1

RKO WT Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 AG Krahn, Minster
Karzinomzelllinie (human)

RKO APals1 Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 AG Krahn, Minster
Karzinomzelllinie (human)
Knockout fiir Pals1

SW48 WT Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 Sigma-Aldrich
Adenokarzinomzelllinie (human) Chemie GmbH,

Minchen, DE

SW48 APals1 Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 AG Krahn, Minster
Adenokarzinomzelllinie (human)
Knockout fiir Pals1

LoVo WT Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 Onkologie, Miinster
Adenokarzinomzelllinie (human)

LoVo APals1 Epitheliale kolorektale 37 °C, 5 % CO2 Onkologie, Miinster
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2.14 Kommerzielle Zellkulturmedien

Tabelle 15: Kommerzielle Zellkulturmedien

Medium

Zellen

Hersteller

Dulbecco’s Modified Eagle's
Medium- Low glucose (1 g/L)

Caco-2, RKO

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, DE

RPMI-1640 Medium

DLD1, SW48, LoVo inklusive
der Knockout-Zellen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, DE

2.15 Software, Datenbanken, Suchmaschinen

Tabelle 16: Software, Datenbanken, Suchmaschinen

Programmname

Hersteller

Verwendung

Axiovision 4.8

Carl Zeiss Imaging Solutions
GmbH®© 2006-2009

Mikroskop-Aufnahmen und
Bearbeitung von Bildern

BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool)

NCBI (National Center for
Biotechnology Information)

Sequenz-Alignment

CorelDRAW Graphics Suite X6

Corel Corporation© 2012

Erstellen von Grafiken

Endnote

Thomson Reuters Corporation,
NY, USA

Zitierprogramm

GraphPad Prism 5

GraphPad Software, Inc.

Erstellen von Diagrammen
Statistische Auswertung

i-Control Software

byTecan Austria GmbH, Grodig/
Salzburg, AUT

Microplatten-Analyse unter
Verwendung des Tecan Infinite
M200

ImageJ

Wayne Rasband (NIH)

Auswertung der Western Blots
Auswertung des Migrationsassays

Microsoft Office 2010

Microsoft Corporation© 2010,
Redmond, USA

Word, Excel, PowerPoint

PubMed (U.S. National
Library of Medicine/ National
Institutes of Health)

NCBI, Bethesda MD, USA

Datenbank

SnapGene

GSL Biotech LLC

Analyse der CRISPR-Sequenzen
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3 Methoden

3.1 Zellbiologische Methoden

3.1.1 Kultivierung von verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien

Fir diese Arbeit wurden unterschiedliche Kolonkarzinomzelllinien verwendet. Die
Kultivierungsbedingungen der Zelllinien sind in Tabelle 14 aufgefuhrt. Alle
Zellkulturarbeiten wurden mit einer mikrobiologischen S1-Sicherheitsbank unter
sterilen Bedingungen durchgefuhrt. Zur Erhaltung wurden die Zellen in einer 10 cm
Petrischale in ihrem Medium bei 37 °C und 5 %igem CO2-Anteil in einem
Warmeschrank kultiviert. Die Zellen wurden passagiert, sobald sie eine Konfluenz von
80-100 % erreicht hatten oder fur einen Versuch bendtigt wurden. Flur das Passagieren
wurde das alte Kulturmedium durch eine Vakuumpumpe abgesaugt und die Zellen
wurden einmalig mit PBS gewaschen, damit das alte Kulturmedium vollstandig entfernt
werden konnte. AnschlieBend wurde zum Abl6sen der Zellen 1 ml Trypsin-Losung
hinzugegeben und die Zellen wurden fur 5-10 min im Warmeschrank inkubiert. Fir die
SW48- und LoVo-Zelllinien wurde das Trypsin zuvor im Verhaltnis von 1:5 mit Medium
verdunnt, damit die empfindlichen Zellen nicht zu stark geschadigt wurden. Bei den
anderen Zelllinien wurde das Trypsin unverdunnt verwendet.

Das Trypsin spaltet die Adharenzproteine, mit denen sich die Zellen als
Monolayerkulturen an den Boden der Kulturschale anhaften. Nach der Inkubationszeit
wurde das Ablosen der Zellen unter dem Lichtmikroskop kontrolliert und
gegebenenfalls durch leichtes Klopfen unterstitzt. Danach wurden 9 ml neues
Kulturmedium zu den mit Trypsin abgelosten Zellen hinzugefugt und durch
mehrmaliges Aufziehen mit der Stripette wurde die Zellsuspension homogenisiert. Die
Zugabe des mit 10 % FCS versetzten Kulturmediums stoppt die Wirkung des Trypsins.
Von der Zellsuspension wurde, in Abhangigkeit von der gewunschten Zielkonfluenz,
ein gewisser Anteil zur Weiterkultivierung auf eine neue 10 cm Petrischale Uberfuhrt.
Dabei wurde darauf geachtet, dass ein Gesamtvolumen von 10 ml in einer

Zellkulturschale erreicht werden konnte.



Methoden 41

3.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Die Kryokonservierung erlaubt es, Zellen dauerhaft aufzubewahren, um somit Uber
einen gewissen Zellbestand zu verfugen. Dafur wurden Zellen verwendet, die eine
Konfluenz von 80-100 % in einer 10 cm Petrischale erreicht hatten. Die Zellen wurden
mit Trypsin gelost (s. Abs. 4.1.1) und anschlieBend wurde die homogenisierte
Zellsuspension in einem 15 ml Falcon fur 5 min bei Raumtemperatur (RT) und 300 g
zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wird ein Zellpellet erzeugt, dass es ermdglicht,
den Uberstand vorsichtig absaugen zu kdnnen, ohne Zellen zu verlieren. Das
Zellsediment wurde mit 3 ml frischem Medium und Dimethylsulfoxid (DMSO) in einem
Verhaltnis von 1:10 resuspendiert. DMSO verhindert die intrazellulare
Eiskristallbildung, wodurch eine Zellschadigung vermieden wird.

Die Zellsuspension wurde als 1 ml Aliquot auf 3 Kryo-Rdhrchen aufgeteilt. Danach
wurden die Kryo-Roéhrchen in einen Kryogefrierbehalter im - 80 °C Gefrierschrank fur
zwei Tage gelagert, bevor sie fur eine langerfristige Aufbewahrung in den

Stickstofftank verwahrt wurden.

3.1.3 Auftauen von Zellen

Damit eine eingefrorene Zelllinie wieder in Kultur genommen werden konnte, wurde
das entsprechende Kryo-Rohrchen zugig aus dem Stickstofftank geholt und im
Wasserbad bei 37 °C aufgetaut. Anschliefend wurde die Zellsuspension mit 9 ml
Medium in ein 15 ml Falcon Uberfuhrt und 5 min bei RT und 300 g herunterzentrifugiert.
Daraufhin wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellsediment in eine 10 cm
Petrischale mit 9 ml frischem Medium ausgesat. Durch die Zentrifugation und den
Mediumwechsel konnte davon ausgegangen werden, dass die Zellen weitestgehend

von dem toxischen DMSO befreit wurden.

3.1.4 Bestimmung der Zellzahl

FUr die Bestimmung der Zellzahl wurde das LUNA™ Automated Cell Counter
Zellzahlgerat verwendet. Dazu wurden die Zellen, wie in 4.1.1 beschrieben, mit Trypsin
behandelt und mit frischem Medium homogenisiert. Danach wurden 10 pl der
Zellsuspension in einem 1:1 Verhaltnis mit Trypanblau in einem 1,5 ml Reaktionsgefal}
Uberfuhrt. Nach mehrmaliger Resuspendierung wurden anschlielend 10 ul von der

Losung in die Zellkassette uberfuhrt und in das Zellzahlgerat hineingeschoben. Das
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Gerat berechnet die gesamte Zellzahl, sowie den lebenden und toten Zellanteil,

bezogen auf einen Milliliter.

3.1.5 Herstellung von Zelllysaten

Damit das proteinbiochemische Verhalten der verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien
analysiert werden konnte, mussten die Zellen zunachst lysiert werden.

Je nach Versuch wurden die Zellen zuvor auf eine 10 cm Petrischale oder einer
Mikrotiterplatte (6-well-Platte, 24-wel-Platte) ausgesat und bis zur Zielkonfluenz von
100 % bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert.

3.1.5.1 Herstellung von Zelllysaten mit TNT-Puffer und Protease-Inhibitor

Die Art der Zelllysat-Herstellung mithilfe von TNT-Puffer und Protease-Inhibitor wurde
verwendet, um die Proteinkonzentration mittels Bradford-Messung zu validieren (s.
Abs. 4.4.1) und die parallelisierenden Zelllysate durch eine entsprechende
Verdinnung auf ein gleiches Proteinlevel zu bringen.

Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen, auf Eis gestellt und es wurde 400 pl
TNT-Puffer + Protease-Inhibitor bei einer 10 cm Petrischale hinzugefugt. Die Menge
an Puffer variierte in Abhangigkeit von der GroRe der Zellkulturschale. Mithilfe eines
Zellschabers wurde der Zellrasen abgekratzt und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal}
Ubertragen. Zum Zellaufschluss wurden die Zellen fur 7 min in einem Ultraschallbad
inkubiert. AnschlieBend erfolgte eine Zentrifugation fur 20 min bei 4 °C und
12.000 rpm. Der Uberstand wurde dann in ein neues ReaktionsgefaRR pipettiert, es
wurde eine Bradford-Messung (s. Abs. 4.1.1) durchgefuhrt und die Proben im
Anschluss angleichend mit H>O verdunnt. Danach erfolgte die Zugabe von
2xLaemmli-Puffer im Verhaltnis von 1:1, welches zuvor mit DTT (Dithiothreitol) versetzt
wurde (60 pl DTT pro 1 ml 2xLaemmli-Puffer). Zum Schluss wurden die Proben far 5
min bei 95 °C aufgekocht und entweder bei - 80 °C gelagert oder direkt fur eine

Western Blot Analyse verwendet.

3.1.5.2 Herstellung von Zelllysaten mit 1xLaemmli-Puffer

Fur die Erzeugung von Zelllysaten, bei denen das exakte Proteinlevel irrelevant war
bzw. nicht angeglichen werden musste, wurde ausschliel3lich ein 1xLaemmli-Puffer
genutzt. Vor der Nutzung wurde der 1xLaemmli-Puffer mit DTT transponiert (30 yl DTT
pro 1 ml 1xLaemmli-Puffer). Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen, der

1xLaemmli-Puffer wurde hinzugegeben und das Zelllysat in ein 1,5 ml Reaktionsgefaly
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Uberfuhrt. Far eine 6-well-Platte wurde 1 ml 1xLaemmli-Puffer verwendet, jedoch
divergierte die Menge in Bezug auf die Grol3e der Zellkulturschale. Daraufhin wurden
die Proben ebenfalls flr 5 min bei 95 °C aufgekocht und zum besseren Zellaufschluss
mehrmals durch eine Spritze mit einer Kanule von 0,9 mm Durchmesser gezogen. Die

Lagerung erfolgte wie bereits beschrieben (siehe 4.1.5.1).

3.1.6 Migrationsassay

Unter Verwendung des Migrationsassays konnten die verschiedenen
Kolonkarzinomzelllinien im Hinblick auf ihr migratorisches Verhalten, welches mit der
Malignitat der Zellen einhergeht, untersucht werden.

FUr den Assay wurden spezielle 2 well culture-inserts eingesetzt. Die culture-inserts
bestehen aus einem Silikonmaterial, besitzen zwei wells und eine klebende Unterseite.
Mithilfe einer Pinzette wurden die culture-inserts in eine 6-well-Platte mit sanftem
Druck festgeklebt, sodass ein Auslaufen wahrend der Kultivierung verhindert wurde.
Die Trennwand zwischen den zwei wells erzeugt nach Entfernung der culture-inserts
einen definierten Migrationsspalt von 500 ym. Die Lokomotion der Zellen in diesen
Spalt hinein wird in Echtzeit durch ein Mikroskop gemessen, sodass daran die
Migrationsgeschwindigkeit validiert werden kann.

Die Basis fur den Versuch stellte eine 70-100 % konfluente, mit Zellen bewachsene
10 cm Petrischale dar. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, mit Trypsin geldst und
nach zehnminudtiger Inkubation mit neuem Medium homogenisiert und in ein 15 ml
Falcon Uberfuhrt. Daraufhin wurden die Zellen 5 min bei RT und 150 g zentrifugiert und
anschliefend in 4 ml Medium resuspendiert. Die Zellen waren nun weitestgehend
vereinzelt, sodass sie durch das Zellzahlgerat gezahlt werden konnten (s. Abs. 4.1.4).
In Abhangigkeit von der jeweiligen Kolonkarzinomzelllinie wurde eine bestimmte
Zellzahl fur jedes well der culture-inserts bendtigt (s. Tab. 17). Die Zielkonzentration
wurde in die einzelnen wells der culture-inserts pipettiert und im Anschluss wurden die
Zellen fur ungefahr 24 h inkubiert. Damit der eigentliche Migrationsversuch gestartet
werden konnte, mussten die Zellen eine Konfluenz von 100 % aufweisen und es
durften keine Zellen bereits in dem Spalt migriert sein. Wurden diese Voraussetzungen
erfullt, konnte das culture-inserts vorsichtig entfernt und 1,5 ml Medium hinzugegeben
werden. Direkt im Anschluss wurden Aufnahmen des Zellmonolayers unter
Verwendung des Mikroskops angefertigt, wobei der Zellspalt im Fokus stand. Es

wurden insgesamt drei Bilder aufgenommen: ein Bild im oberen Drittel, ein Bild in der
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Mitte und ein Bild im unteren Drittel. Daraufhin wurden die unterschiedlichen Zelllinien
fur eine bestimmte Stundenzahl, unter RuUcksichtnahme ihrer entsprechenden
Migrationsfahigkeit, inkubiert. Im Anschluss wurden erneut drei Bilder von den
identischen Stellen aufgenommen (s. Tab. 17). Fir die Auswertung der

Migrationsaufnahmen wurde die Computersoftware ImagedJ verwendet.

Tabelle 17: Angabe der Zellzahl und der Inkubationszeit fiir den Migrationsassay bei
den verwendeten Zelllinien

Zelllinie Zellzahl Inkubation (Stunden)
DLD1 WT 50.000 Zellen pro Well 13,5
DLD1 APals1

DLD1 ASMAP1
DLD1 APals1-SMAP1

Caco2 WT 80.000 Zellen pro Well 24
Caco2 APals1

SW48 WT 150.000 Zellen pro Well 72
SW48 APals1

LoVo WT 150.000 Zellen pro Well 24
LoVo APals1

3.1.7 Invasionsassay

Neben der Zellmigration ist die Zellinvasion ein mehrstufiger Prozess, der eine
entscheidende Rolle im Hinblick auf die Tumorgenitat von Krebszellen spielt. Bei der
Invasion brechen Krebszellen in umliegendes Gewebe ein, wodurch betroffenes
Gewebe nicht nur zerstort, sondern zudem auch die Metastasierung ermoglicht wird.
Bei dem Invasionsassay wird dieser Mechanismus durch die Verwendung von
speziellen ThinCert™  Zellkultureinsatzen nachgeahmt. Der Boden der
Zellkultureinsatze besteht aus einer transluzenten Membran mit einem
Porendurchmesser von 8 um. Fur den Versuch wurden die Zellkultureinsatze in eine
24-well-Platte eingesetzt und anschlieRend mit einem Basalmembranextrakt (BME)
beschichtet. Das BME liegt zunachst als eine fluissige Losung vor, welche bei 37 °C zu
einer Basalmembran polymerisiert. In Abbildung 5 kann der detaillierte

Versuchsaufbau betrachtet werden. Ziel ist es, unter Verwendung eines
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chemoattraktiven Gradienten, den Zellen einen Anreiz zu geben, die Basalmembran
mittels Proteolyse abzubauen und aktiv durch diese und die anschlieRende
Porenmembran durchzudringen. Als Chemoattractant wird ein mit FCS-versetztes
Medium verwendet, da das Serum viele Wachstumsfaktoren und Zytokine enthalt,
welche die Tumorzellen anlocken sollen. Durch den Invasionsassay kann die
chemotaktische und invasive Kapazitat der Kolonkarzinomzelllinien evaluiert und
quantifiziert werden.

Zu Beginn des Experiments wurde das BME bei 4 °C im Kuhlschrank auf Eis uber
Nacht behutsam aufgetaut und im Anschluss mit serumfreiem Medium auf 2 mg/ml
verdunnt. Daraufhin wurde eine 24-well-Platte mit den entsprechenden
Zellkultureinsatzen, die zuvor im Kuhlschrank gekuhlt wurden, bestickt und auflerdem
wurden diese mit 100 pl der BME-L6sung luftblasenfrei beschichtet. Anschlief3end
wurde die 24-well-Platte fur 2 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Warmeschrank inkubiert,
damit die Basalmembran polymerisieren konnte.

FUr die Durchfuhrung des Assays wurde eine 10 cm Petrischale mit einer Zellkonfluenz
von 70-100 % bendtigt. Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, trypsinisiert, mit
serumfreiem Medium homogensiert und in ein 15 ml Falcon pipettiert. Daraufhin
erfolgte eine Zentrifugation fur 5 min bei RT und 150 g. Danach wurde der
Mediumuberstand abgesaugt und die Zellen erneut mit serumfreiem Medium
resuspendiert. Durch die Waschschritte mit serumfreiem Medium sollte erreicht
werden, dass die Zellen vollstandig von dem FCS befreit wurden, welches sich in dem
vorherigen Kulturmedium befand. AnschlieRend wurden die Zellen erneut
herunterzentrifugiert und mit 3 ml serumfreiem Medium resuspendiert. Danach wurden
die Zellen gezahlt (s. Abs. 1.1.4) und auf 5x10° Zellen/ml in 1 ml Endvolumen verdinnt.
Nach Ablauf der zweistindigen Inkubationszeit wurden 200 pl der verdunnten
Zellsuspension in den Zellkultureinsatz ausgesat. Des Weiteren wurde 1,5 ml mit FCS-
versetztes Medium in die jeweiligen wells pipettiert, sodass dadurch der
chemoattraktive Gradient erzeugt wurde. Nachdem sich die Zellen durch die
Basalmembran und die Porenmembran bewegt hatten, adharierten sie an der
Membranunterseite der Zellkultureinsatze.

Die 24-well-Platte wurde fur eine bestimmte Zeit inkubiert (s. Tab. 18), um
anschlie3end die adharierten Zellen mittels Kristallviolett anzufarben. Dazu wurden die
Zellkultureinsatze mit einer Pinzette gefasst und die Basalmembran mithilfe von

Wattestabchen entfernt. Danach wurden die Einsatze fur 10 min mit Paraformaldehyd
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(PFA) inkubiert, sodass alle durchgewanderten Zellen fixiert werden konnten, um sie
im Anschluss fur 20 min mit Kristallviolett (0,05 %) anzufarben. Nach der
Inkubationszeit wurden die Zellkultureinsatze kurz in destilliertes Wasser eingetaucht,
um sie dann zum Trocknen in einer dunklen Umgebung zu lagern. Nachdem die
Zellkultureinsatze ausreichend getrocknet waren, wurden unter Verwendung des
Mikroskops Aufnahmen angefertigt.

Fur die Auswertung wurden die Zellkultureinsatze mit 750 pl Methanol in einer
24-well-Platte fur 10 min inkubiert. Durch das Methanol 16ste sich das Kristallviolett,
sodass der Farbstoffanteii anhand der Wellenlange  mithilfe  des
Mikrotiterplattenreaders gemessen werden konnte. Dazu wurden 100 pl des geldsten
Farbstoffs in eine 96-well-Platte pipettiert, der dann photometrisch gemessen wurde
(optische Dichte, OD570).

Tabelle 18: Angabe der Inkubationszeit und prozentualer Anteil des FCS bei den
verwendeten Zelllinien fiir den Invasionsassay

Zelllinie Inkubation (Stunden) Anteil FCS
DLD1 WT 55 10% FCS
DLD1 APals1

DLD1 ASMAP1
DLD1 APals1-SMAP1

Caco2 WT 96 20% FCS
Caco2 APals1
SW48 WT 120 20% FCS
SW48 APals1
LoVo WT 72 10% FCS

LoVo APals1
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Invasionsassays

Die lllustrationen A und B zeigen den ThinCert™ Zellkultureinsatz, welcher Gber eine Porenmembran
verflgt und mit einer speziellen Basalmembran beschichtet ist. In dem Zellkultureinsatz befindet sich
Serum-freies Medium, wahrend sich in dem tiefer liegenden well ein Medium befindet, dass mit FCS
substituiert ist. Die lllustration A veranschaulicht die frisch ausgeséaten Zellen zum Zeitpunkt O.
Demgegeniber prasentiert die lllustration B das Szenario nach einer gewissen Inkubationszeit,
nachdem bereits einige Zellen durch die Basalmembran und der anschliefenden Porenmembran
invasiert sind, um an der letzteren zu adhéarieren.
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3.2Das CRISPR/Cas9 System zur Etablierung von

Knockout-Zelllinien

3.2.1 Einfuhrung in das CRISPR/Cas9-System

Die CRISPR/Cas9-Methode stellt ein revolutionares Verfahren in der Gentechnik dar,
bei der gezielte Gene punktgenau editiert, manipuliert und ausgeschaltet werden
konnen. Prokaryoten stellen den Ursprung des Systems dar, wobei feindliche Viren als
eine Art Gedachtnis abgespeichert werden, um diese nachfolgend erfolgreich
abwehren zu konnen [115, 116].

Dieses System beruht auf drei grundlegende Bausteine: die CRISPR-RNA (crRNA),
die trans-activating crRNA (tracrRNA) und die Nuklease Cas9 (CRISPR associated
protein 9) [117]. Im Anschluss einer Virusinfektion wird die Fremd-DNA in das
bakterielle oder archaologische Genom in die sogenannte CRISPR-Region (clustered
reqularly interspaced short palindromic repeats) integriert [118].

Bei einem erneuten Virusangriff wird die genetische Information der CRISPR-Region
in eine crRNA Ubersetzt. Die crRNA verbindet sich mit der tracrRNA und das
crRNA/tracrRNA-Molekul aktiviert die Nuklease Cas9. Die crRNA bindet sich
komplementar an die Zielsequenz des Virus und infolgedessen zerschneidet das
gekoppelte Enzym Cas9 die DNA, um den Angreifer gefahrlos zu machen (s. Abb. 6)
[119]. Der Schneidprozess fur die Cas9-Nuklease basiert zudem auf dem
Vorhandensein einer PAM-Sequenz (protospacer adjacent motif). Die PAM-Sequenz
besteht bei der Cas9-Nuklease aus einer NGG-Konsensussequenz (zwei Guanin-
Basen und eine beliebige Base) und tritt ein Basenpaar hinter der crRNA-
Bindungssequenz innerhalb der Ziel-DNA auf. Der DNA-Strang wird durch die Cas9-
Nuklease upstream der PAM gespalten [120]. Dabei wird ein Doppelstrangbruch
erzeugt, der entweder durch ein nicht-homologes end-joining (NHEJ) oder durch eine
homologe Rekombination (HDR) schnell repariert wird. Das NHEJ fuhrt haufig zu
kurzen oder grof3en Deletionen, Insertionen und Punktmutationen, wohingegen die
HDR spezifische Sequenzen in die Schneidstelle inkludiert [121, 122].

Das CRISPR/Cas9-System ist nicht nur grundsatzlich auf jeden Organismus
anwendbar, sondern kann auch individuell auf jedes beliebige Gen angepasst werden

[123]. Mithilfe dieser Genschere kann eine Mutagenese kunstlich induziert werden,
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wodurch die Relevanz und Tragweite einzelner Gene genauestens erforscht werden
konnen [119].

Ziel-DNA

crRNA

3
\ y
i tracrRNA

Cas9

Abbildung 6 Das CRISPR/Cas9 System

Das CRISPR/Cas9 System besteht aus drei wesentlichen Komponenten: der crRNA, die komplementar
an die Zielsequenz bindet; der tracrRNA, die fir die Stabilisierung zwischen crRNA und Cas9
verantwortlich ist und der Nuklease Cas9, welche die DNA zerschneidet. Dieser Riboproteinkomplex
identifiziert pathogene DNA in Verbindung mit der spezifischen PAM-Sequenz und generiert einen DNA-
Doppelstrangbruch, wodurch der Angreifer exterminiert wird [124, 125].

3.2.2 Guide RNA Design (sgRNA sequences)

In der Gentechnik kann durch ein gezieltes Design eine sgRNA (single-guide RNA)
generiert werden. Die sgRNA ersetzt die im Bakterium separat vorzufindenden crRNA
und tracrRNA. Es wurde fur den sgRNA-Design der Vektor PX459 ausgewahlt. Dieser
Vektor enthalt einen U6-Promotor, einen sgRNA-spacer, die Nuklease Cas9, eine
Puromycin-Resistenz und eine Ampicillin-Resistenz. Die Konstruierung der sgRNA
und die Klonierung der Sequenz in den Vektor wurde fur das Pals1-CRISPR-Konstrukt
von Anne Katrin Weber und fur das SMAP1-CRISPR1-Konstrukt bzw. SMAP1-
CRISPR2-Konstrukt von Univ.-Prof. Dr. med. vet. Dr. rer. nat. Michael Krahn
durchgefuhrt. E.coli-DH10B-Bakterien wurden zur Vervielfaltigung mit dem jeweiligen

klonierten Plasmid-Konstrukt transformiert. AnschlieBend konnte die Plasmid-DNA
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unter Verwendung einer Mini-Praparation isoliert und aufgereinigt werden
(s. Abs. 4.3.1,4.3.2).

3.2.3 Transfektion des CRISPR/Cas9-Plasmids

Als Vorbereitung wurde die zu transfizierende Zelllinie in eine 6-well-Platte mit einer
Zielkonfluenz von 50-70 % ausgesat. Pro well wurden 100 pl Opti-MEM, einmal mit
2 ug des CRISPR-Plasmids und einmal mit 6 pl Transfektionsmedium in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald transponiert. Danach wurden beide Losungen vereinigt, gevortext und
fur 20 min bei RT inkubiert. Als Transfektionsmedium wurde fur die DLD1 WT- und

DLD1 APals1-Zelllinie Metafectene® ausgewahlt und fur die schwerer zu

transfizierenden SW48- und LoVo-Kolonkarzinomzelllinien wurde LipofectaminewI
verwendet. Im Anschluss wurde der Transfektionsansatz tropfenweise auf die
Zielzellen mit frischem Medium gegeben. Um die Transfektionseffizienz sichtbar zu
kontrollieren, wurde gleichzeitig eine GFP-Kontroll-well angesetzt (GFP steht fur gran
fluoreszierendes Protein). Dafur wurde anstatt des CRISPR-Plasmids ein Plasmid
verwendet, das eine GFP-Sequenz enthielt, sodass alle transfizierten Zellen
fluoreszierten. Die Zellen wurden fur 24 h im Warmeschrank inkubiert, um dann mit

der Puromycin-Selektion fortzufahren.

3.2.4 Selektion, Isolierung und Identifizierung der Knockout-Zellen

Alle CRISPR-Plasmide enthielten ein Puromycinresistenzgen, wodurch unter
Verwendung der Puromycin-Selektion alle Zellen eliminiert werden konnten, die nicht
erfolgreich transfiziert wurden. Dazu wurden die Zellen mit PBS gewaschen, in 300 pl
Trypsin gelost, in frischem Medium resuspendiert und dann auf eine 10 cm Petrischale
ausgesat (s. Abs. 4.1.1). Fur die Selektion wurde das Kulturmedium mit 5 pl Puromycin
versetzt. Zusatzlich wurde eine Puromycin-Kontroll-Platte ohne Transfektionansatz
angelegt, um sicherzugehen, dass alle nicht behandelten Zellen absterben. Die
Selektion wurde nach zwei Tagen durch einen Mediumwechsel gestoppt. Dann
schloss sich eine Regenerationsphase der Uberlebenden Zellen fur sieben bis zehn
Tage an, wahrend fast taglich ein Mediumwechsel durchgefuhrt wurde. Nachdem
vereinzelte Zellen zu einer Kolonie herangewachsen waren, wurden sie gepickt und in
eine 48-well-Platte Uberfuhrt. Sobald die 48-well-Platte konfluent genug bewachsen

war, wurden die Zellen auf zwei 24-well-Platten ausgesat. Dabei wurde eine
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24-well-Patte fur die Weiterkultivierung der Zellen genutzt, wahrend die andere
24-well-Platte zur Erzeugung von Zelllysaten genutzt wurde (s. Abs. 4.1.5.2).

Der Nachweis der Knockout-Zellen durch die CRISPR/Cas9-Methode wurde sowonhl
auf proteinbiochemischer Ebene mittels Western Blot (siehe 4.4.3), als auch auf DNA-
Ebene durch eine Sequenzierung (siehe 4.2.9) realisiert. Dabei ermoglichte die
Western Blot Analyse es, einen ersten Eindruck uUber die Effizienz der CRISPR sgRNA
und die Anzahl der positiven Knockout-Zellklone zu bekommen. Positive Zellklone
wurden weiter kultviert, schnellstmoglich kryokonserviert und dann anschlielend
sequenziert. Die Sequenzierung wurde zusatzlich genutzt, um die genaue Mutation zu
lokalisieren bzw. zu charakterisieren und auflerdem, um heterozygote Zellklone

auszuschlielRen.

3.2.5 Gewinnung genomischer DNA

Fir die Sequenzierung musste als erster Schritt die genomische DNA gewonnen
werden. Dazu wurden die Zellen in eine 6-well-Platte mit einer Zielkonfluenz von 80-
100 % kultiviert. Die Zellen wurden mit kaltem PBS gewaschen, auf Eis gestellt und es
wurden 200 ul Genotypisierungspuffer mit 2 %iger Proteinase K > 600 U/ml (1:100
verdunnt) pro well auf die Zellen gegeben. Das Zelllysat wurde abgeschabt, in ein 1,5
ml Reaktionsgefald Uberfuhrt und anschlief3end fur 5 h bei 56 °C und 400 rpm inkubiert.
Im Anschluss erfolgte eine Erhitzung fur 5 min bei 95 °C, um die Proteinase K zu
inaktivieren. Danach erfolgte eine Zentrifugation von 15 min bei 14.000 g, wobei der
Uberstand anschlieRend in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefall pipettiert wurde. Die
genomische DNA wurde entweder direkt fur die Genotypisierungs-PCR verwendet

oder bei -20 °C eingefroren.

3.2.6 Genotypisierungs-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde genutzt, um eine gezielte Vervielfaltigung
bestimmter DNA-Bereiche zu erreichen oder in diesem Fall den durch CRISPR/Cas9
mutierten Genabschnitt. Es wurde fur die Durchfihrung ein Thermocycler und ein
Standard-Mastermix (s. Tab. 19) verwendet. Eine PCR besteht aus drei Phasen: der
Denaturierung, der Hybridisierung und der Polymerisation (s. Tab. 20).

Die PCR wurde bei den DLD1 ASMAP1- und DLD1 APals1-SMAP1-Zellklonen
zweimalig durchgefuhrt, um zu gewahrleisten, dass genugend des gewunschten

Genabschnittes amplifiziert wurde. Anstatt der Ublichen 1 yul DNA wurden 2,5 ul des
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PCR-Ansatzes verwendet. Im Gegenzug wurden nur 18 ul H20 eingesetzt, sodass das
Endvolumen gleichbleibend war. Fur die Vervielfaltigung der DNA der Pals1-Knockout-

Zellklone der SW48- und LoVo-Zelllinie genugte ein einmaliger Durchlauf.

Tabelle 19: Standard-Mastermix fiir die Genotypisierungs-PCR

Komponenten Menge
DNA 1,0 pl
Primer fw, Primer rv 0,5 ul
HoO 19,5
AccuBuffer 2,5 ul
dNTP-Mix 10mM 0,25 pl
DMSO 0,75 pl
Accuzyme Polymerase 2.5 U/uL 0,5 ul

Tabelle 20: Thermocyclerprogramm fiir die Genotypisierungs-PCR

Reaktionsschritte Temperatur | Dauer Zyklen
Inititale Denaturierung 95 °C 3 min 1x
Denaturierung 95 °C 15s
Hybridisierung 55 °C 15s 30x
Polymerisation 72 °C 2 min
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3.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Agarose-Gelelektrophorese wurde bendtigt, um die vervielfaltigten DNA-
Fragmente in Abhangigkeit von ihrer GroRe aufzutrennen. Dazu wurde ein 2 %iges
Agarose-Gel gegossen, welches vor dem Auspolymerisieren mit 2,4 ul Ethidiumbromid
versetzt wurde. Zu den Proben wurde ein 6xDNA-Ladepuffer hinzugegeben und
anschlie3end konnten die Geltaschen mit den Proben beladen werden. Danach wurde
eine elektrische Spannung von 100 V angelegt, sodass die negativ geladenen
Nukleinsauren zur Anode wanderten. Jede Base enthalt eine Phosphatgruppe, sodass
das Verhaltnis zwischen GrofRe und Ladung der Molekule proportional ist. Je kleiner
das DNA-Fragment ist, desto schneller wandert es durch das Agarosegel. Der Grund
liegt darin, dass grof3ere Molekule durch die Poren des Agarose-Gels abgebremst
werden und dadurch langsamer im elektrischen Feld wandern als kleinere Molekule.
Nach Beendigung der Elektrophorese konnten die DNA-Fragmente durch das
Ethidiumbromid unter UV-Licht sichtbar gemacht werden, da es mit den

Nukleinsaurebasen interkaliert.

3.2.8 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen

Die aufgetrennten DNA-Fragmente wurden an einem UV-Tisch mit einem Skalpell
extrahiert und in ein Reaktionsgefald uberfuhrt. Im Anschluss wurde die DNA aus dem
Gel mithilfe des innuPREP DOUBLEpure Kit eluiert.

3.2.9 Sequenzierung
Fur die Charakterisierung der Knockout-Zellen wurden 10 ul der eluierten DNA mit 3
pl Primer (10 mM) versetzt und im Zentrallabor des Universitatsklinikums Munster

sequenziert.
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3.3 Mikrobiologische Methoden

3.3.1 Transformation in Escherichia coli

Die Transformation wird als ein Gentransfer verstanden, bei der die Aufnahme von
freier DNA in ein Empfangerbakterium stattfindet. Dieser Mechanismus wird genutzt,
um ein Plasmid-Konstrukt in ein Bakterium einzuschleusen, welches dann im Zuge des
Bakterienwachstums unweigerlich vervielfaltigt wird.

FUr diese Arbeit wurden fur die Transformation 100 yl kompetente E.coli DH10B
verwendet. Die Bakterien wurden auf Eis aufgetaut und anschlie®end wurde 1 pl der
zu amplifizierenden Plasmid-DNA hinzugegeben. Der Ansatz wurde fur 30 min auf Eis
inkubiert, anschlieRend fur 45 s bei 42 °C erhitzt und darauffolgend 5 min auf Eis
abgekuhlt. Danach erfolgte eine Zugabe von 200 pl LB-Medium und eine Inkubation
der Bakterien fur 1 h bei 37 °C und 180 rpm. In Abhangigkeit von der
Antibiotikaresistenz, die durch die Plasmid-DNA kodiert, wurden die Bakterien auf eine
spezifische  Antibiotika-Selektions-LB-Agarplatte mithilfe der 3-Osen-Technik
ausgestrichen. Die Antibiotika-Selektions-LB-Agarplatte wurde tUber Nacht bei 37 °C
inkubiert.

3.3.2 Aufreinigung von Plasmid DNA

Die durch die Bakterientransformation vervielfaltigte Plasmid-DNA konnte durch eine
Mini-Praparation isoliert und aufgereinigt werden. Fur die Mini-Praparation wurde eine
Bakterienkolonie gepickt (s. Abs. 4.3.1) und in 50 ml LB-Medium mit dem
entsprechenden Antibiotikum angeimpft. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht auf dem
Schuttelinkubator bei 37 °C und 180 rpm.

Dazu wurde das NucleoBond® PC 20 Kit verwendet und nach Herstellerangaben
durchgefuhrt. Die Eluierung der Plasmid-DNA erfolgte in 50 pyl H2O. Die Konzentration

der DNA wurde im Anschluss photometrisch bei 260 nm gemessen.
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3.4 Proteinbiochemische Methoden

3.4.1 Proteinbestimmung mittels Bradford-Messung

Die Bradford-Messung erlaubt die Quantifizierung der Proteinkonzentration durch eine
photometrische Messung der Wellenlange [126]. Roti-Quant diente als Bradford-
Reagenz und wurde zuvor in einem Verhaltnis von 1:5 mit destilliertem Wasser
verdunnt. Fur jede Probe wurde 1 ml Roti-Quant in eine Plastik-Einwegkuvette
vorgelegt, mit S5ul Probe versetzt und gevortext. Als Blank-Probe wurde 1 ml 1x Roti-
Quant mit 5 pyl TNT-Puffer + Protease-Inhibitor genutzt. Nach einer Inkubation von 2
min wurde die Extinktion bei einer Wellenlange von 595 nm gemessen. Der
Proteingehalt wurde unter Verwendung einer Standardreihe berechnet und in pg

angegeben.

3.4.2 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (SDS-PAGE)

Die von Laemmli entwickelte diskontinuierliche SDS-PAGE (sodium dodecyl! sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) wurde angewendet, um Proteine nach ihrer
Molekulmasse aufzutrennen [127].

Durch die Zugabe von Laemmli-Puffer und das Aufkochen der Zelllysate (s. Abs. 4.1.5)
wurde die Denaturierung der Proteine erreicht, sodass die Faltungsstrukturen
destruiert wurden. Zudem gibt das im Laemmli vorhandene SDS den Proteinen eine
negative Gesamtladung, wodurch die Gro3enauftrennung in einem elektrischen Feld
ermoglicht wurde. Als Tragermedium wurde ein diskontinuierliches Polyacrylamidgel
verwendet, welches aus einem Sammelgel und einem Trenngel bestand (s. Tab. 21).
Die beiden Gele differenzieren sich in Bezug auf den pH-Wert und der
Acrylamidkonzentration. Im Sammelgel, welches sich durch einen neutralen pH-Wert
und einen geringen Acrylamidanteil (5 %) auszeichnet, wurden die Proben in
Geltaschen aufgetragen und nach Anlegen der Spannung auf einer Ebene fokussiert.
Das anschlieRende Trenngel weist einen basischen pH-Wert und eine feinporigere
Vernetzung auf. Im Trenngel wurden die negativ geladenen Proteine in Abhangigkeit
von ihrer Grolde, welche proportional zur Geschwindigkeit ist, dissoziiert.

Der Acrylamidanteil im Trenngel kann in Bezug auf die Moleklilmasse der zu
detektierenden Proteine variiert werden. Hierfur wird das folgende Prinzip verwendet:

Je groRer der Anteil, desto kleiner sind die Poren und desto langsamer wandern die



Methoden 56

Proteine in Richtung Anode. Fur die zu detektierenden Proteine in dieser Arbeit wurden
10 %ige und 13,5 %ige Trenngele verwendet.

Zu Beginn der SDS-PAGE wurde, bis die Lauffront die Grenzschicht zum Trenngel
erlangt hatte, eine elektrische Spannung von 100 V angelegt. Anschlielend wurde die
Spannung auf 150-170 V angehoben, bis die Proteine das Ende des Gels erreicht
hatten. In dieser Arbeit wurden 10 ul der zu analysierenden Proben aufgetragen und
es wurde parallel 3 ul Page Ruler™ Plus Prestained Protein ladder als GroRenstandard

eingesetzt.

Tabelle 21: Zusammensetzung der Sammelgele und Trenngele fiir die SDS-PAGE

Komponenten Sammelgel (5 %) | Trenngel 10 % Trenngel 13,5 %
Angaben in ml Fiar 1 Gel

H,O 1,4 2 1,4

Acrylamid 0,33 1,6875 2,25

1M Tris (pH 6,8) 0,25

1,5 M Tris (pH 8,8) 1,25 1,25

SDS (10 %) 0,02 0,05 0,05

APS 0,02 0,05 0,05

TEMED 0,002 0,001875 0,002

3.4.3 Western Blot
Im Anschluss der SDS-Page (s. Abs. 4.4.2) startete die Ubertragung der aufgetrennten

Proteine auf eine Tragermembran durch das semi-dry-Verfahren. Bei dieser Arbeit
wurde eine 0,2 ym Nitrocellulose-Membran verwendet, die zuvor kurzzeitig mit vier
Blotting-Papieren pro Gel in Transferpuffer getrankt wurde.

Die semi-dry-Apparatur wurde auf der Anodenseite wie folgt bestuckt: zwei Blotting-
Papiere, die Nitrocellulose-Membran, das Acrylamidgel und zwei weitere Blotting-
Papiere. Daraufhin wurden Luftblasen, die sich evtl. zwischen den Lagen befanden,
ausgestrichen und der Deckel der Apparatur (Kathodenseite) mit Bedacht auf den
Stapel gelegt.

Mit dem Anlegen der Spannung wanderten die Proteinbanden senkrecht aus dem
Acrylamidgel auf die Nitrocellulose-Membran, wo sie dauerhaft gebunden wurden. Fur

ein Gel wurde eine Spannung von 72 mA und eine Zeit von 1:40 h gewahlt.
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3.4.4 Immundetektion durch spezifische Antikorper

In Abhangigkeit von der ProteingroRe und den zu testenden Antikorpern, wurde die
Nitrocellulose-Membran im Anschluss an das semi-dry-Verfahren mithilfe eines
Skalpells zerschnitten. Bei dem nachfolgenden Blockierungsschritt wurden die
Membranstucke fur 1 h bei Raumtemperatur in einer 5 % BSA-LOsung, unter leichtem
Schatteln inkubiert. Die BSA-Losung wird verwendet, damit spatere unspezifische
Antikorper-Bindungsstellen auf der Membran reduziert werden. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem Primarantikorper fur 1 h bei Raumtemperatur auf dem Schuttler
und anschlieender Lagerung Uber Nacht bei 4 °C im Kuhlschrank. Der
Primarantikorper bindet sich an spezielle Epitope im gesuchten Protein und lag in einer
individuellen Verdunnungsstufe in der BSA-L6sung vor.

Nach der Inkubation wurden die Primarantikorper abgenommen, bei -20 °C gelagert
und konnten fur weitere Immundetektionen spater wiederverwendet werden. Daraufhin
wurde die Membran insgesamt dreimal fir 5 min unter Schitteln mit 1x TBST
gewaschen, um dann mit dem Sekundarantikorper fortzufahren. Dazu wurden die
entsprechenden HRP-konjugierten Sekundarantikdrper mit der BSA-Losung 1:2000
verdunnt und fur 30-60 min bei RT unter leichtem Schutteln auf die Membran gegeben.
Nach erneuten Waschschritten, die dreimal fur je 5 min durchgefuhrt wurde, konnten
die Proteinesignale schlieRlich mithilfe der Chemilumineszenzreaktion gemessen
werden.

Dazu wurde nach Herstellerangaben die Membran mit der Clarity-LOsung bzw. bei
schwachen Signalen mit der Clarity-Max-Losung behandelt. Das Enzym HRP
(Meerrettichperoxidase) katalysiert in Anwesenheit von Peroxid die Oxidation von
Luminol, welches dann Licht erzeugt. Die Auswertung erfolgte mit einem
Lumineszenzimager, der die emittierte Chemilumineszenz detektierte. Die Intensitat

der Proteinbanden wurde mithilfe der Computersoftware Imaged ermittelt.
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3.5 GST-Pulldown-Assay

3.5.1 Grundlagen des GST-Pulldown-Assays

Der GST-Pulldown-Assay wurde angewendet, um das Aktivitatslevel der kleinen
GTPasen Rac1 und Arf6 in den verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien zu eruieren.
GTPasen werden als molekulare Schalter verstanden, die im standigen Wechsel
zwischen einem GTP-gebundenen aktiven Zustand und einem GDP-gebundenen
inaktiven Zustand stehen [74]. Die Methode basiert auf der Affinitat der aktiven
GTPasen auf nachgeschaltene Effektorproteine. Die Effektorproteine werden als
sogenannte GST-Fusionsproteine im bakteriellen Expressionssystem hergestellt und
an Glutathion-Agarose immobilisiert. Durch eine Protein-Protein-Interaktion werden
die aktiven GTPasen prazipitiert und konnen mittels einer Western Blot Analyse

detektiert werden.

3.5.2 Expression und Aufreinigung von rekombinanten GST-

Fusionsproteinen in prokaryotischen Zellen

Das rekombinante GST-Fusionsprotein wird in einem Isopropyl-B-D-1-
thiogalactopyranosid (IPTG) induzierbaren Expressionsvektor mithilfe des pGex-
Vektorsystems kloniert. Der Expressionsvektor beinhaltet sowohl das Gen Glutathion-
S-Transferase (GST), als auch das Gen fur das gewunschte Effektorprotein.

FUr die Prazipitation von Rac1-GTP wurde das PAK1-Fusionsprotein verwendet,
wohingegen fur Arf6 das GGA3-Fusionsprotein genutzt wurde. Zur Amplifikation
wurden die Fusionsproteine in Rosetta-Bakterien transformiert (s. Abs. 4.3.1).
Nachdem die Bakterien uUber Nacht auf eine Antibiotika-Selektions-LB-Agarplatte
angewachsen waren, wurde eine Bakterienkolonie gepickt und in ein Bakterien-
Rohrchen transferiert, welches 5 ml LB-Medium und Ampicillin (1:1000) enthielt. Das
Bakterien-Rohrchen wurde Uber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert, sodass am
nachsten Tag 200 pl der Bakteriensuspension in einem Erlenmeyerkolben mit 100 ml
LB-Medium und Ampicllin (1:1000) Uberfuhrt werden konnte. Die Inkubation erfolgte
fur 2-3 h bei 37 °C und 180 rpm, damit ein ausreichendes Bakteriumwachstum
gewahrleistet werden konnte. Beim Erreichen einer OD von 0,6 im Wellenbereich von
600nm wurde die Inkubation gestoppt. Danach erfolgte die Zugabe von 100 pl IPTG,

welches zur Induktion der GST-Fusionsproteinproduktion fuhrte. Im Anschluss wurde
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die Bakterienkultur mit dem Arf6-Fusionsprotein Uber Nacht bei 18 °C und 180 rpm
bzw. mit dem Rac1-Fusionsprotein fur 3 h bei 37 °C und 180 rpm inkubiert.
Anschlielend wurden die Bakterien in einem 50 ml Falcon herunterzentrifugiert und
dann fur mindestens 30 min bei - 80 °C eingefroren.

Zur Freisetzung der GST-Fusionsproteine, mussten die Bakterien mittels
Ultraschallwellen lysiert werden. Dazu wurde die Bakteriensuspension auf Eis gestellt
und mit 5 ml TNT-Puffer mit Protease-Inhibitor resuspendiert. Die
Ultraschallbehandlung wurde viermal fur jeweils 30 s mit einem Sonicator
durchgefuhrt. Daraufhin wurden die Bakterien fur 4 °C und 15 min bei 10.600 rpm
zentrifugiert. Wahrenddessen wurden die Beats vorbereitet, indem 30 pl der
Glutathione-Agarose in ein Reaktionsgefal} pipettiert und einmal mit 500 yl PBS und
zweimal mit 500 yl TNT-Puffer gewaschen wurde. Nach der Zentrifugation wurde der
Uberstand der lysierten Bakteriensuspension auf die Beats gegeben, indem 1 ml auf
30 ul Beats verteilt wurde. Fur die Immobilisierung der GST-Fusionsproteine an die
Glutathione-Agarose, wurden die Beats fur 2 h bei 4 °C unter leichtem Schutteln
inkubiert. Der Inkubation schloss sich ein viermaliger Waschschritt mit TNT-Puffer an.
Zur Uberpriifung einer ausreichenden GST-Fusionsproteinkonzentration wurden 10 pl
der Beats abgenommen, mit 2xLaemmli-Puffer versetzt und auf ein 13,5 % SDS-Gel
aufgetragen (s. Abs. 4.4.2). Nach der SDS-PAGE wurde eine Coomassie-Farbung
durchgefuhrt, welche eine Standardmethode darstellt, um elektrophoretisch
aufgetrennte Proteine sichtbar zu machen. Die fertiggestellten Beats wurden bis zur

Verwendung im Kuhlschrank bei 4 °C gelagert.

3.5.3 Durchfiuhrung des Pulldown-Assays

Die Basis fur den Pulldown-Assay stellten 10 cm Petrischalen mit einer Zielkonfluenz
von 100 % dar. Die Zelllysate wurden wie in 4.1.5.1 beschrieben, hergestellt.
Anschlielend wurde das Proteinlevel Uber die Bradford-Methode bestimmt
(s. Abs. 4.4.1) und so angepasst, dass die zu parallelisierenden Zelllinien eine
identische Proteinkonzentration aufwiesen. Fur die Darstellung des endogenen totalen
Proteinlevels (Input) der zu detektierenden GTPase, wurde 40 ul des Zelllysates in ein
Reaktionsgefall Uberfuhrt, mit 2xLaemmli-Puffer (1:1) versetzt und bei - 80 °C
eingefroren. 320 pl Zelllysat wurden hingegen auf die jeweiligen Beats gegeben und
fur 2 h bei 4 °C unter leichtem Schutteln inkubiert. Im Anschluss erfolgte eine
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Zentrifugation der Beats und der nun prazipitierten aktiven GTPase fur 2 min bei 4 °C
und 5000 rpm. Dem schloss sich ein dreimaliger Waschschritt an, der mit 1 ml TNT-
Puffer durchgefuhrt wurde. Anschlie3end wurden die Beats mit 35 yl 2xLaemmli-Puffer
versetzt, bei -20 °C eingefroren oder direkt fur eine SDS-PAGE (s. Abs. 4.4.2) und

einer anschlielfenden Western Blot Analyse (s. Abs. 4.4.3, 4.4.4) verwendet.

3.6 Statistische Datenauswertung

Fir die Erstellung der Graphen und die statistische Auswertung wurde die Software
GraphPad Prism 5§ genutzt, die von GraphPad Software, Inc. erstellt wurde. Alle
Versuche wurden unabhangig voneinander mindestens dreimal durchgefuhrt (die
Anzahl der Versuche wird mit n = x angegeben). Die Ergebnisse der Migrations- und
der Invasionsversuche wurden als Mittelwert + SEM (standard error of the mean)
berechnet. Daruber hinaus wurden die Ergebnisse der Knockout-Zellen der Western
Blot Experimente als Mittelwert + SEM (standard error of the mean) bestimmit.

FUr die Statistikberechnung zweier Gruppen wurde der ungepaarte T-Test
angewendet. Fur die Statistikberechnung zwischen mehr als zwei Gruppen wurde der
One-way ANOVA-Test (Bonferroni-Compare selected pairs of columns) verwendet.
Die statistische Signifikanz wird mit den folgenden Signifikanzniveaus angegeben:
einfach signifikant: * < 0,05, zweifach signifikant: ** < 0,01, dreifach signifikant: *** <
0,001.
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4 Ergebnisse

4.1 Verlust von Pals1 fuhrt zu einer verstarkten
Zellmotilitat in-vitro und in-vivo (,,Vorarbeiten®)

Im Vorfeld dieser Arbeit wurden Gewebeproben von Darmkrebspatienten auf die
Expression von Pals1 histopathologisch untersucht. Dabei wurde festgestellt, dass die
Mehrzahl der menschlichen Kolonkarzinomproben eine verringerte Pals1-Expression
im Krebsstadium G3 aufwiesen, sodass sich das Interesse von Pals1 im Hinblick auf
die Tumorprogression intensivierte [114]. Um den Einfluss von Pals1 auf die
Karzinogenese zu validieren, wurde in der HCT116-Kolonkarzinomzelllinie mit der
CRISPR/Cas9-Methode ein Pals1-Knockout erstellt. Mit der Durchfuhrung
verschiedener Experimente konnte gezeigt werden, dass der Pals1-Knockout in den
HCT116-Zellen in einer signifikant verstarkten Zellmigration und -invasion reflektiert
wird. Dazu wurden sowohl in-vitro Versuche (Migrations-, Single-Zell-Migrations-,
Invasionsassays), als auch in-vivo Versuche (Mausmodell) durchgefuhrt [113, 114].
Mithilfe von GST-Pulldown-Assays, Inhibitor-Experimenten und
Immunfluoreszenzfarbungen konnte ein Zusammenhang zwischen Pals1 und den
GTPasen Rac1 und Arf6 eruiert werden. Bei der
HCT116 APals1-Zelllinie wurde ein erheblich hochreguliertes aktives Rac1- und Arf6-
Proteinlevel im Vergleich zu der WT-Zelllinie gemessen [113].

Mit dieser Arbeit soll die Bedeutung von Pals1 und der Phanotyp der HCT116 APals1-
Zelllinie unter Verwendung weiterer heterogener Kolonkarzinomzelllinien amplifiziert
werden. Mithilfe der CRISPR/Cas9-Methode wurden im Vorfeld dieser Arbeit bereits
folgende Zelllinien generiert: DLD1 APals1, Caco-2 APals1, RKO APals1 [128, 129].
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4.2 Charakterisierung von weiteren Pals1-Knockout
Kolonkarzinomzelllinien in Bezug auf ihr

onkogenes Potential

4.2.1 Analyse der Migrations- und Invasionskapazitat

Um die Tumorgenitat der bereits generierten Knockout-Zellen (DLD1 APals1, Caco-2
APals1, RKO APals1) zu eruieren, wurden die Zellen im direkten Vergleich mit den
WT-Zelllinien auf ihre Migrations- und Invasionskapazitat untersucht.

Der Migrationsassay wurde mithilfe von industriell entworfenen 2 well culture-inserts
durchgefuhrt, wodurch ein exakter Spalt von 500 ym geschaffen wurde (s. Abs. 4.1.6).
Eine definierte Zellzahl der WT-Kontrolle und der Knockout-Zelllinie wurde in die 2 well
culture-inserts ausgesat und fur eine bestimmte Zeit inkubiert. Die
Migrationsgeschwindigkeit wird determiniert durch die Lokomotion der Krebszellen in
den Spaltraum innerhalb der Inkubationszeit.

FUr den Invasionsassay wurden spezielle ThinCert™ Zellkultureinsatze genutzt,
welche mit einem Basalmembranextrakt (BME) beschichtet waren, das zu einer
Basalmembran polymerisiert. Angetrieben von einem chemoattraktiven Gradienten
invasierten die Krebszellen durch die Basalmembran und der nachfolgenden
Porenmembran, um schlie8lich an der Membranunterseite zu adharieren. Kristallviolett
wurde als Indikator genutzt, der die adharierten Zellen anfarbte. Die Farbintensitat
reflektiert letztendlich die Invasionsbereitschaft der Zellen (s. Abs. 4.1.7).

Der Migrationsversuch der DLD1-Zelllinien wird in Abbildung 7 A und B dargestellt. Die
Abbildung 7 A veranschaulicht exemplarische Ausziuge aus den mikroskopischen
Aufnahmen des Migrationsexperimentes, wahrend das Diagramm in Abbildung 7 B
den Assay aus drei unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchen quantifiziert.
FUr den Migrationsassay wurden die DLD1-Zellen fur 13,5 h inkubiert. Die Abbildungen
7 A und B visualisieren, dass kein signifikanter Unterschied zwischen der WT- und der
APals1-Zelllinie im Hinblick auf die Migrationsfahigkeit besteht.

Der Invasionsversuch der entsprechenden Zelllinien wird in Abbildung 7 C und D
aufgezeigt. Die DLD1-Zellen wurden fur den Invasionsassay insgesamt 56 h inkubiert
und es wurde ein 10 % FCS-haltiges Medium eingesetzt. Anhand der mikroskopischen

Aufnahmen ist zu sehen, dass die DLD1-Zellen eine konstitutive Fahigkeit zur Invasion
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besitzen. Jedoch kann den Abbildungen 7 C und D entnommen werden, dass der
Pals1-Verlust nicht zu einer erhohten Invasionsbereitschaft fuhrt.

A DLD1WT DLD1 APals1 B
o : 2.5- PR | S
2.0-
c
-.g 1.5
D 1.0
s __—..E s
0.5
0.0 : 5
N n=
\4&& ,g’
S N
Q VQ"
Q
D,
° (S 1 S
£ 150,
(]
S 00] —F—
£ 100- a
; = ==
e}
® 501
c
°
(]

g ol —,
— \ —3
,\Aé Qq}g
o >

%2
Q 0\9"

Abbildung 7: Migrationsassay und Invasionsassay von DLD1 WT/ DLD1 APais1

(A, B) Mikroskopische Ausziige (s. Abb. 7 A) und graphische Darstellung des Migrationsassays (s. Abb.
7 B). Es wurden 50.000 Zellen ausgesat und die Aufnahmen wurden zum Zeitpunkt O und nach 13,5 h
angefertigt. Die Migrationsgeschwindigkeit wurde anhand der mikroskopischen Aufnahmen unter
Verwendung der Computersoftware Imaged in ym und in Echtzeit berechnet. Die Quantifizierung der
Migrationsfahigkeit erfolgte durch die Normierung der WT-Zelllinie auf den Wert eins. Der Versuch
wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefiihrt.

(C, D) Optische Prasentation der mit Kristallviolett angefarbten Zellkultureinsatze (s. Abb. 7 C) und
graphische Darstellung des Invasionsassays (s. Abb. 7 D). Es wurden 500.000 Zellen in den
Zellkultureinsatzen ausgesat, welche anschlieend fir 56 h inkubiert wurden. Die Auswertung der
Invasionskapazitat erfolgte durch die Normierung der WT-Zelllinie auf 100 %. Der Assay wurde dreimal
unabhangig voneinander ausgefiihrt.

Der Migrations- und Invasionsversuch der Caco-2 WT- und Caco-2 APals1-Zelllinien
wird in Abbildung 8 prasentiert.
FUr den Migrationsversuch wurden die Caco-2 WT- und Caco-2 APals1-Zelllinien fur

24 h inkubiert. Die Abbildung 8 B veranschaulicht die quantifizierte Auswertung von
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drei Migrationsversuchen und veranschaulicht, dass beide Zelllinien eine nahezu
identische Migrationsgeschwindigkeit aufweisen. Dementsprechend besteht keine
Divergenz zwischen den Zelllinien in Bezug auf das Migrationsverhalten.

Durch die Verwendung einer langen Inkubationszeit (96 h) und einer erhohten FCS-
Konzentration (20 %), im Vergleich zu den DLD1-Zellen, konnte eine
Invasionsbereitschaft der Caco-2-Darmkrebszellen quantifiziert werden. Bei der
amplifizierten Darstellung lasst sich kein signifikanter Unterschied bezuglich der
Invasionskapazitat zwischen der Caco-2 WT- und der abgeleiteten Pals1-Knockout-
Zelllinie verifizieren (s. Abb. 8 D).
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Abbildung 8: Migrationsassay und Invasionsassay von Caco-2 WT/ Caco-2 APals1

(A, B) Mikroskopische Aufnahmen (s. Abb. 8 A) und graphische Darstellung des Migrationsassays
(s. Abb. 8 B). Fir den Versuch wurden 80.000 Zellen ausgesat und die Bilder wurden zum Zeitpunkt 0
und nach 24 h aufgenommen. Unter Verwendung der mikroskopischen Bilder wurde die Zellmigration
in um und in Echtzeit mit der Computersoftware ImagedJ berechnet. Die graphische Darstellung der
Migrationsfahigkeit erfolgte durch die Normierung der WT-Zelllinie auf den Wert eins. Der Versuch
wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt.

(C, D) Ubersichtsaufnahmen der mit Kristallviolett angefarbten Zellkultureinsétzen (s. Abb. 8 C) und
graphische Auffiihrung des Invasionsassays (s. Abb. 8 D). Fir den Assay wurden 500.000 Zellen
ausgesat und flur 96 h inkubiert. Als Chemoattractant wurde ein Medium gewahlt, dass mit 20 % FCS
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versetzt wurde. Die Auswertung der Invasionsfahigkeit erfolgte durch die Normierung der WT-Zelllinie
auf 100 %. Der Assay wurde fiinfmal unabhangig voneinander ausgefihrt.

In Vorarbeiten wurde der Migrations- und Invasionsassay gleichermalen in den RKO
WT- und RKO APals1-Zelllinien durchgefuhrt [128]. Beide Assays manifestierten, dass
keine signifikante Differenz, zwischen der WT- und der Pals1-Knockout-Zelllinie
besteht. Die in dem Abschnitt aufgefuhrten Experimente authentifizieren, dass der
Pals1-Verlust in den DLD1-, Caco-2- und RKO-Zellen nicht in eine verstarkte
Zellmotilitat reflektiert wird.

4.2.2 Rolle von Rac1 und Arf6 unter Verwendung des GST-Pulldown-

Assays

Der GST-Pulldown-Assay basiert auf einer Protein-Protein-Interaktion, bei dem eine
aktive GTPase von einem rekombinanten GST-Fusionsprotein immobilisiert wird.
Letztlich kann das aktive, prazipitierte Protein mittels Western Blot Analyse gemessen
werden. Das GTPase-Gesamtproteinlevel differenziert nicht zwischen aktivem und
inaktivem Zustand und wird parallel zum aktiven, prazipitierten Protein betrachtet und
diesem gegenubergestellt.

Wie bereits beschrieben, wird die hochregulierte Rac1- und Arf6-Proteinexpression in
den HCT116 APals1-Zellen im Zusammenhang mit der verstarkten Zellmotilitat
vermutet (s. Abs. 5.1). Durch die Verwendung des GST-Pulldown-Assays soll
untersucht werden, ob der Pals1-Verlust in den DLD1-, RKO- und Caco-2-Zellen
ebenfalls einen Effekt auf die Rac1- und/oder Arf6-Aktivitat hat. Die Zellen wurden fur
den Assay auf eine 10 cm Petrischale bis zur Zielkonfluenz von 100 % kultiviert und
mit  TNT-Puffer +  Protease-Inhibitor lysiert (s. Abs. 4.1.5.1). Die
Proteinkonzentrationen der Proben wurden durch die Bradford-Messmethode
angleichend eingestellt, sodass ein direkter Vergleich der Zelllinien untereinander
realisierbar ist (s. Abs. 4.4.1).

Als erstes wurden die DLD1-, RKO- und Caco-2-Zellen auf ihr totales und aktives
Rac1-Level untersucht. Der exemplarische Western Blot Auszug (s. Abb. 9 A)
veranschaulicht, dass kein Rac1-Expressionsunterschied zwischen den WT-Zellen
und den Deletionsmutanten vorliegt, sowohl im endogenen Level als auch im
Aktivitatszustand. Bei den RKO WT- und der ableitenden Knockout-Zelllinie wurde

insgesamt nur ein sehr schwach aktives Rac1-Signal detektiert. Die densitometrische
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Quantifizierung der Proteinintensitat gibt das relative Verhaltnis von totalem Rac1 und
aktivem Rac1 aus drei unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchen wieder
(s. Abb. 9 B, C). Die Grafiken verdeutlichen allesamt, dass keine relevante Abweichung

zwischen den WT- und den Knockout-Zellen besteht.
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Abbildung 9: Nachweis des totalen und aktiven Rac1-Levels via GST-Pulldown-Assay
bei DLD1 WT/ APals1, RKO WT/ APals1, Caco-2 WT/ APals1

(A) Die Expression von endogenem Rac1 (obere Spur) und aktivem Rac1 (mittlere Spur) wurde durch
die Western Blot Analyse untersucht. Als Primarantikdrper wurde ein panRac-Antikdrper verwendet und
als Ladekontrolle wurde -Actin genutzt. Fir die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges Gel ausgewahlt.

(B, C) Die Proteinintensitat wurde durch eine densitometrische Analyse unter Verwendung von ImageJ
quantifiziert. Veranschaulicht wird die Quantifizierung des totalen Rac1-Levels (s. Abb. 9 B) und des
aktiven Rac1-Levels (s. Abb. 9 C). Die Rac1-Expression wurde in Bezug auf B-Actin standardisiert. Das
relative Rac1-Verhaltnis der WT-Zelllinie wurde auf den Wert eins normiert, damit eine direkte
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Abweichung der Deletionsmutanten betrachtet werden kann. Der Western Blot wurde dreimal
unabhangig voneinander durchgefihrt.

Im Anschluss an den Rac1 GST-Pulldown-Assay wurden die DLD1-, RKO -und
Caco-2-Zellen auf ihr gesamtes und aktives Arf6-Level getestet. In Abbildung 10 A wird
ein reprasentativer Western Blot des Arf6 GST-Pulldown-Assays dargestellt, welcher
erkennen lasst, dass die Deletionsmutanten kein verstarktes exprimiertes totales bzw.
aktives Arf6-Level aufweisen. Wahrend ein deutliches totales Arf6-Signal demarkiert
werden kann, ist augenscheinlich kaum aktives Arf6 in den verschiedenen
Darmkrebszelllinien zu lokalisieren.

Die quantitativen Amplifikationen in Abbildung 10 B und C spiegeln das relative
Verhaltnis von totalem Arf6 und aktivem Arf6 aus sechs bzw. acht unabhangig
voneinander durchgefuhrten Versuchen wider. Die Abbildung 10 B veranschaulicht die
Quantifizierung der Arf6-Proteingesamtmenge, wohingegen die Abbildung 10 C die
Quantifizierung des aktiven Arf6-Levels signalisiert. Den verschiedenen Graphen kann
entnommen werden, dass kein Expressionsunterschied zwischen WT und Pals1-
Knockout vorliegt. Dieser Kenntnisstand trifft auf alle Kolonkarzinomzelllinien zu. Die
DLD1 APals1-Zelllinie zeigt insgesamt eine schwankende Expression von aktivem
Arf6 (s. Abb. 10 C). Allerdings zeigt das relative Verhaltnis der acht Versuche auf, dass

keine Hoch- oder Herunterregulation von aktivem Arf6é vorhanden ist.
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Abbildung 10: Nachweis von totalen und aktiven Arf6-Levels via GST-Pulldown-Assay
bei DLD1 WT/ APals1, RKO WT/ APals1, Caco-2 WT/ APals1

(A) Unter Verwendung einer Western Blot Analyse wurden die Expression von totalem Arf6 (obere Spur)
und aktivem Arf6 (mittlere Spur) analysiert. Als Primarantikérper wurde ein Arf6-Antikorper ausgewahit
und B-Actin wurde als Ladungskontrolle verwendet. Fir die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges Gel
verwendet.

(B, C) Dargestellt wird die densitometrische Quantifizierung der Proteinintensitat von dem enodgenen
Arfé-Level (s. Abb. 10 B) und dem aktiven Arfé-Level (s. Abb. 10 C). Das Arf6-Level wurde in Bezug auf
B-Actin standardisiert. Das relative Arf6-Verhaltnis der WT-Zelllinie wurde auf den Wert eins normiert,
damit eine direkte Abweichung der Deletionsmutanten betrachtet werden kann. Der Western Blot wurde
achtmal bei den DLD1-Zelllinien und sechsmal bei den RKO- und Caco-2-Zelllinien unabhangig
voneinander durchgefihrt.
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4.3 Die Bedeutung von SMAP1 in Pals1-defizienten
Zellen

Wie in Abschnitt 5.2 dargestellt wurde, korreliert der Pals1-Verlustin den DLD1-, RKO-
und Caco-2-Krebszellen nicht mit einer erhdhten Zellmotilitat bzw. Hoch- oder
Herunterregulation von aktivem Rac1 und Arf6. Resumierend zeigen diese Pals1-
Knockout-Zelllinien ein inkomparables Verhalten zu der HCT116 APals1-Zelllinie. Eine
Literaturrecherche manifestiert mogliche Hinweise auf den Einfluss einer spezifischen
ArfGAP namens SMAP1, welche fur die spezifische Inaktivierung von Arf6 zustandig
ist [94, 102]. Sangar et al. fuhrten eine umfangreiche Studie des SMAP1-Gens durch,
wobei insbesondere in Kolonkarzinomzelllinien SMAP1-Mutationen identifiziert
wurden. Es konnten sowohl biallelische SMAP1-Mutationen (HCT116, LoVo, SW48,
etc.), als auch monoallelische Mutationen (RKO etc.) lokalisiert werden [94]. Die DLD1-
und die Caco-2-Zelllinien verfugen hingegen Uber ein SMAP1-Gen mit WT-Allelen.
Angesichts dieser Informationen besteht die Annahme, dass der additionale SMAP1-
Verlust in den HCT116 APals1-Zellen die Explikation fur eine erhohte Zellmigration
und -invasion darstellt.

Um die Rolle von SMAP1 in den DLD1 APals1, RKO APals1 und Caco-2 APals1 zu
eruieren, wurde eine Western Blot Analyse in Zusammenhang mit den WT-Zelllinien
durchgefuhrt (s. Abb. 11). Die Zellen wurden fur die Analyse auf eine 10 cm Petrischale
bis zur Zielkonfluenz von 100 % kultiviert und mit TNT-Puffer + Protease-Inhibitor
lysiert (s. Abs. 4.1.5.1). Mithilfe der Bradford-Messung wurde die Proteinkonzentration
von den zu parallelisierenden Zelllinien analog eingestellt (s. Abs. 4.4.1).

Der exemplarische Western Blot veranschaulicht maligebliche Unterschiede in der
SMAP1-Expression (s. Abb 11 A). Im Vergleich zu den WT-Zellen konnte in allen
APals1-Zelllinien ein erhdhtes SMAP1-Level detektiert werden. Die Grafiken in
Abbildung 11 B verdeutlichen die Diskrepanz zwischen den WT- und Pals1-Knockout-
Zellen aus drei bzw. vier unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchen.
Insbesondere die DLD1 APals1-Zelllinie visualisiert eine mittlere SMAP1-
Hochregulation Uber das Zweifache, wahrend die RKO APals1-Zelllinie eine 1,7-fache
SMAP1-Uberexprimierung veranschaulicht (s. Abb. 11 B). Demgegeniiber wurde bei

der Caco-2 APals1-Zelllinie, im Vergleich zu den anderen Zelllinien, der niedrigste
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SMAP1-Anstieg gemessen (circa 1,3-fach, s. Abb. 11 B). Allerdings ist der SMAP1-
Anstieg in der Caco-2 APals1-Zelllinie visuell flagrant zu lokalisieren (s. Abb. 11 A).

> N &
& o o O &F
S LF S
N N \% ‘;\’ ’
S99 £ £
Q'Y ¢ g kDa
SMAP1 [ S [ == | [ S M8 | - 55
Q-ACtnin [ A | ——| a—| - 104
B
£ 35, £ 35 £ 35
B 3.0 " B 3.0 B 3.0
?s 25 — < 25 ?; 2.5-
= 2.01 e = 2.01 L = 2.01
5 - ==
1.5 " 1.51 = 1.5+ $
% 1.0 % 1.0 —eeo— % 1.04 —eoe—
E 0.51 E 0.5 E 0.5-
° 00 . . - 2 00 - \- _3 S 00 . ; -
R \‘g\ &"\ n=4 R é\ . %) n= ; 4‘& 'b\"\ n=3
0\9 ,\§ & oV g qu
0\9 Q* < ,bod
¥

Abbildung 11: Vergleichende Western Blot Analyse der WT-Zelllinien DLD1, RKO- und
Caco-2 mit den abgeleiteten Pals1-Knockout-Zellen

(A) Exemplarischer Western Blot durchgefiihrt mit einem Primarantikérper gegen SMAP1, um eine
unterschiedliche Proteinexpression zu ermitteln. Als Ladungskontrolle wurde a-Actinin verwendet. Fir
die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges Gel verwendet.

(B) Quantitative Amplifikation der SMAP1-Proteinintensitat, welche in Bezug zur Ladekontrolle
standardisiert wurde. Das relative SMAP1-Verhaltnis der WT-Zelllinie wurde auf den Wert eins normiert,
damit eine unmittelbare Abweichung der ableitenden Knockout-Zellen demarkiert werden kann. Der
Western Blot wurde viermal bei den DLD1-Zellen und dreimal bei den RKO- und Caco-2-Zellen
unabhangig voneinander durchgefiihrt.
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4.4 Anwendung der CRISPR/Cas9-Mutagenese zur
Analyse der Relevanz von Pals1 und SMAP1 auf
die Tumorprogression

Bei dem CRISPR/Cas9-System handelt es sich um eine revolutionare
Genomeditierungsmethode, mit der spezielle Veranderungen am Genom, unter
anderem ein Gen-Knockout, erzeugt werden konnen (s. Abs. 4.2.1).

Um das Verstandnis von Pals1 und SMAP1 zu vertiefen, wurden verschiedene
Knockout-Zelllinien mithilfe der CRISPR/Cas9-Technologie generiert. Dabei wurde
das Ziel verfolgt, Zelllinien zu etablieren, die Uber ein Pals1- und ein SMAP1-Defizit
verfugen, in Assoziation zu der HCT116 APals1-Zelllinie.

Die Zelllinien wurden mit den CRISPR/Cas9-Konstrukten transfiziert und im Anschluss
mit Puromycin selektioniert (s. Abs. 4.2.3, 4.2.4). Herangewachsene Zellklone wurden
vereinzelt, weiterkultiviert und unter Verwendung einer Western Blot Analyse (s. Abs.
4.4.3) und einer Genotypisierung (s. Abs. 4.2.5 bis 4.2.9) charakterisiert. Primar wurde
eine Western Blot Analyse praktiziert, mithilfe der Herstellung von Zelllysaten mit
1xLaemmli-Puffer (s. Abs. 5.4.1.1), um eine erste Vorstellung Uber die Anzahl positiver
Knockout-Zellklone zu erlangen. Das Fehlen der klassischen Proteinbande
manifestiert einen positiven Knockout auf Proteinebene. Sekundar wurde eine
Sequenzierung potentieller Knockout-Zellen durchgefuhrt, damit eine evitl.
stattgefundene strukturelle Chromosomenaberration eruiert werden konnte. Mittels
speziell designter Sequenzierungsprimer (s. Abs. 3.9) wird der Bereich um die
CRISPR-Bindungsstellen gezielt amplifiziert, welcher im Anschluss detailliert evaluiert

werden kann.

4.4.1 Inaktivierung von SMAP1 in DLD1 WT, DLD1 APals1

Sowohl die DLD1 WT-Zelllinie als auch die bereits mutierte DLD1 APals1-Zelllinie
verfugen uber ein funktionsfahiges SMAP1-Gen. Mittels der CRISPR/Cas9-Methode
wurde das SMAP1-Gen in den beiden Zelllinien ausgeschaltet. Das Endresultat
symbolisiert zum einen die DLD1 ASMAP1- und zum anderen die Doppel-Knockout-
Zelllinie (APals1-SMAP1). Fur die Inaktivierung des SMAP1-Gens wurden die
Konstrukte hSMAP1-CRISPR1 und hSMAP1-CRISPR2 verwendet (s. Abs. 3.8). DLD1
WT und DLD1 APals1 wurden in unterschiedlichen Ansatzen mit den Konstrukten
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durch das Transfektionsreagenz Metafectene® transfiziert. Im Anschluss an die
Puromycin-Selektion wurden zwolf Zellklone von DLD1 ASMAP1 (CR1: 9; CR2: 3) und
24 Zellklone von DLD1 APals1-SMAP1 (CR1:12; CR2:12) isoliert. Mit der primaren
Western Blot Analyse konnten acht DLD1 ASMAP1 (CR1: 5; CR2: 3) und
24 DLD1 APals1-SMAP1 (CR1:12; CR2:12) positive Knockout-Zellklone identifiziert
werden. Fur die Genotypisierung wurden die jeweiligen Zellklone entsprechend
vorbereitet und anschlieend in ein Fremdlabor eingeschickt (s. Abs. 4.2.5 bis 4.2.9).
Nach Erhalt der Sequenzierungsdaten wurden folgende Knockout-Zelllinien
ausgewahlt:

Fur die DLD1 ASMAP1-Zelllinie wurde Klon A4 mit einer Deletion von drei Basen
(Tyrosin, Guanin, Guanin) ausgewahlt (s. Abb. 12 A). Durch den Verlust der drei Basen
kann die Aminosaure Tryptophan im Zuge der SMAP1-Translation nicht inkludiert
werden. Klon E7 wurde fur die DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie verwendet, welcher
mehrere Deletionen und Insertionen von Basen beinhaltet (s. Abb. 12 B). Der
exemplarische Western Blot in Abbildung 12 C veranschaulicht die generierten
DLD1 ASMAP1- und DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinien in Verbindung mit den
Ursprungszelllinien. Es konnte auf Proteinebene in beiden SMAP1-Knockout-Zellen

kein SMAP1-Signal gemessen werden.
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A DLD1 A SMAP1
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Abbildung 12: Sequenzierungsdaten und Western Blot Analyse der etablierten SMAP1-
Knockout-Zelllinien

(A) DNA-Sequenz der generierten DLD1 ASMAP1-Zelllinie (Zellklon A4). Der Zellklon A4 zeigt eine
Deletion von drei Basenpaaren (TGG). Diese Knockout-Zelllinie wurde von dem hSMAP1-CRISPR1-
Konstrukt editiert.
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(B) Sequenzierungsdaten der etablierten DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie (Zellklon E7). Der Zellklon E7
verfugt Uber Deletionen und Insertionen von mehreren Basenpaaren. Diese Knockout-Zelllinie wurde
von dem hSMAP1-CRISPR2-Konstrukt editiert.

(C) Exemplarischer Western Blot, welcher die etablierten SMAP1-Knockout-Zelllinien in
Zusammenhang mit den Ursprungszellen veranschaulicht. Es wurde ein SMAP1-Primarantikorper
verwendet und a-Actinin wurde als Ladungskontrolle genutzt. Fiir die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges
Gel verwendet. Der Western Blot Versuch wurde einmalig durchgefihrt.

4.4.2 Inaktivierung von Pals1 in SW48 WT, LoVo WT

Die SW48- und die LoVo-Kolonkarzinomzelllinie wurden ausgewahlt, um weitere
Pals1-Knockout-Zelllinien zu konstruieren, die analog zu der HCT116-Zelllinie Uber
eine biallelische SMAP1-Mutation verfugen [94].

In Abbildung 13 A wird eine exemplarische Western Blot Analyse dargestellt, welche
die SMAP1-Expression in den folgenden WT-Zelllinien analysiert: DLD1, Caco-2,
RKO, SW48 und LoVo. Die Zellen wurden zuvor auf eine 10 cm Petrischale bis zur
vollstandigen Konfluenz kultiviert und mittels TNT-Puffer + Protease-Inhibitor lysiert (s.
Abs. 4.1.5.1). Im Anschluss wurde die Proteinkonzentration der Zelllysate bestimmt
und angleichend eingestellt (s. Abs. 4.4.1).

Das Zelllysat der DLD1-Zelllinie visualisiert die starkste SMAP1-Expression, gefolgt
von der Caco-2-Zelllinie. Allerdings besitzen Caco-2 und RKO ein verwandtes SMAP1-
Signal, sodass die Diskrepanz zwischen DLD1- und den Caco-2-, RKO-Zellen am
grofldten ist. Des Weiteren zeigt der Western Blot, dass in den SW48- und LoVo-
Zelllinien kein SMAP1-Signal gemessen werden konnte.

SMAP1 (M &8 - 55

a-Actinin I-— T - 104
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Abbildung 13: Vergleichende Western Blot Analyse von den folgenden WT-Zelllinien:
DLD1, Caco-2, RKO, SW48, LoVo

(A) Reprasentativer Western Blot, der die SMAP1-Expression in den verschiedenen WT-Zelllinien
darstellt. Es wurde ein Primarantikbrper gegen SMAP1 verwendet und als Ladungskontrolle diente a-
Actinin. Fur die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges Gel verwendet. Die Proteinkonzentration wurde bei
den zu vergleichenden Zelllinien analog eingestellt, sodass alle Zelllysate den gleichen Proteinstatus
besalien. Der Western Blot Versuch wurde einmalig durchgefiihrt.

Fir die Durchfuhrung der CRISPR/Cas9-Methode bei den SW48- und den LoVo-
Zellen wurde das Konstrukt hMPP5-CRISPR1 genutzt. Als Transfektionsreagenz
wurde Lipofectamine™ 2000 verwendet, da sich die Zelllinien diffiziler transfizieren
lassen. Im Anschluss an die Puromycin-Selektion waren zehn SW48- und drei LoVo-
Zellklone angewachsen, die daraufhin isoliert und weiterkultiviert wurden. Im
Anschluss an die primare Western Blot Analyse erubrigten sich nur funf mogliche
SW48 APals1-Zellklone und lediglich ein potentieller LoVo APals1-Zellklon. Die
Sequenzierungsergebnisse authentifizieren, dass sowohl ein SW48-Zellklon (Z3), als
auch der einzige LoVo-Zellklon (A3) eine Pals1-Deletion aufweisen. Die Mutation
betrifft bei den Knockout-Zelllinien das gleiche Adenin-Nukleotid, welches sich
upstream der PAM-Sequenz befindet (s. Abb. 14 B). Abbildung 14 B zeigt einen
exemplarischen Western Blot mit den Ursprungszelllinien und den abgeleitenden
Pals1-Knockout-Zellen. Bei den WT-Zelllinien lassen sich die klassische Pals1-
Doppelbanden identifizieren, wahrend keine Pals1-Signale bei den Pals1-Knockout-
Zellen zu lokalisieren sind. Zusammengenommen bestatigen die
Sequenzierungsdaten und die Western Blot Analyse einvernehmlich, dass jeweils in

der SW48- und in der LoVo-Zelllinie ein Pals1-Knockout generiert wurde.
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Abbildung 14: Sequenzierungsdaten und Western Blot Analyse der etablierten Pals1-
Knockout-Zelllinien

(B) Sequenzierungsdaten der generierten LoVo APals1-Zelllinie (Zellklon A3) und SW48 APals1-
Zelllinie (Zellklon Z3). Beide Zelllinien verfligen tber eine Deletion der Adenin-Base upstream der PAM-
Sequenz. Die Knockout-Zelllinien wurden von dem hMPP5-CRISPR1-Konstrukt editiert.

(C) Reprasentativer Western Blot, der die WT-Zelllinien mit den entsprechenden Pals1-Knockout-Zellen
visualisiert. Der Western Blot wurde mit einem Primarantikérper gegen Pals1 durchgefiihrt und als
Ladungskontrolle wurde B-Actin verwendet. Fir die SDS-Page wurde ein 10 %iges Gel genutzt. Der
Western Blot Versuch wurde einmalig durchgefiihrt.
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4.5 Untersuchung der etablierten DLD1-Knockout-
Derivate

Um die Bedeutung einer gleichzeitigen Pals1- und SMAP1-Deletion in den DLD1-
Zellen zu verifizieren, wurden Migrations- und Invasionsversuche und gleichermalien
Rac1 und Arf6é Pulldown-Assays durchgefuhrt, welche in diesem Abschnitt dargestellt
werden. Die unterschiedlichen Experimente der DLD1 ASMAP1- und
DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinien wurden in Anlehnung mit den Ursprungszelllinien
(DLD1 WT/ DLD1 APals1) durchgefuhrt.

4.5.1 Analyse der Migrations- und Invasionsbereitschaft

Der Migrationsversuch der DLD1 WT-, DLD1 APals1-, DLD1 ASMAP1- und
DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie wird in Abbildung 15 A und B veranschaulicht. Fur die
Charakterisierung der Zellmigrationskapazitat wurden mikroskopische Bilder zum
Zeitpunkt 0 und nach 13,5 h angefertigt. Die Zeitangabe ist assoziiert mit der
Zeitspanne aus dem Versuch 5.2.1, bei dem lediglich die DLD1 WT- mit der
entsprechenden Pals1-Knockout-Zelllinie verglichen wurde. In Abbildung 15 A werden
Auszuge aus den mikroskopischen Aufnahmen des Migrationsversuches dargestellt.
Die DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie verfugt uber die Fahigkeit den Spaltraum innerhalb
der 13,5 h vollstandig zu schlie®en und stellt dadurch eine konfluente Monoschicht
wieder her. Wahrenddessen ist die Migrationsbereitschaft bei den anderen DLD1-
Varianten wesentlich geringer ausgepragt, sodass auch nach 13,5 h ein gewisser
Spaltraum demarkiert werden kann. In der quantitativ amplifizierten Darstellung wird
deutlich, dass die DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie, im Gegensatz zu den anderen
DLD1-Zelllinien, eine signifikant hohere Zellmigration aufweist (s. Abb. 15 B).

Bei dem Invasionsassay wurden die DLD1-Varianten fur 56 h mit 10 % versetztem
FCS-Medium im Warmeschrank inkubiert. Die visuellen Aufnahmen in Abbildung 15 D
verdeutlichen die erhebliche Divergenz zwischen der Doppel-Deletionsmutante und
den anderen DLD1-Zelllinien. In der quantifizierten Grafik wurde die Invasionskapazitat
der WT-Zelllinie auf 100 % normiert (s. Abb. 15 C). Die DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie
verfugt kontrar dazu Uber eine weitaus hohere Invasionsfahigkeit, die bei circa 130 %
liegt. DLD1 APals1 und DLD1 ASMAP1 besitzen hingegen eine Invasionsmotivation,
die lediglich bei circa 90 % liegt.



Ergebnisse 78

Resiumierend illustrieren die Versuche, dass der simultane Verlust von Pals1 und
SMAP1 in den DLD1 in eine erhdhte Zellmigration und Zellinvasion resultiert.
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Abbildung 15: Migrationsassay und Invasionsassay der verschiedenen DLD1-Varianten

(A, B) Mikroskopische Aufnahmen (s. Abb. 15 A) und quantitative Amplifikation des Migrationsassays
(s. Abb. 15 B). Fir den Versuch wurden 50.000 Zellen ausgesat und Aufnahmen zum Zeitpunkt O und
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nach 13,5 h angefertigt. Mithilfe der mikroskopischen Aufnahmen wurde die Migrationsgeschwindigkeit
in um und in Echtzeit mit der Computersoftware ImagedJ berechnet. Die graphische Darstellung der
Migrationsfahigkeit erfolgte durch die Normierung der WT-Zelllinie auf den Wert eins. Der Versuch
wurde dreimal unabhéangig voneinander durchgefiihrt. Die Signifikanzen zwischen der DLD1 APals1-
SMAP1-Zelllinie und den anderen DLD1-Varianten werden detailliert an der rechten Seite aufgefihrt
und werden mit dem Signifikanzniveau *<0,05; ** < 0,01; *** < 0,001 angegeben. Die DLD1 WT und
DLD1 APals1- und ASMAP1-Derivate weisen untereinander keine signifikanten Migrationsdivergenzien
auf.

(C, D) Graphische Darstellung des Invasionsassays (s. Abb. 15 C) und visuelle Prasentation der
angefarbten Zellkultureinsatze (s. Abb. 15 D). Es wurden 500.000 Zellen in den Zellkultureinsatzen
ausgesat und fir 56 h inkubiert. Die Auswertung erfolgte durch die Normierung der Invasionskapazitat
der WT-Zelllinie auf 100 %. Der Assay wurde dreimal unabhangig voneinander ausgefiihrt. Die
Signifikanzen zwischen DLD1 APals1-SMAP1 und den zu parallelisierenden Zelllinien werden detailliert
an der rechten Seite aufgefiihrt und werden mit dem Signifikanzniveau *< 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001
angegeben. DLD1 WT und die DLD1 APals1- und ASMAP1-Derivate weisen untereinander keine
signifikanten Invasionsunterschiede auf.

4.5.2 Einfluss von Rac1 und Arf6 unter Verwendung des GST-

Pulldown-Assays
In Anbetracht der Ergebnisse aus 4.5.1. kann die Frage formuliert werden, ob die
erhohte Zellmotilitat gleichermalien mit einem hochregulierten aktiven Rac1- und Arf6-
Level zusammenhangt.
FUr den Rac1 und Arf6 GST-Pulldown-Assay wurden die Zellen auf eine 10 cm
Petrischale bis zur Zielkonfluenz von 100 % kultiviert, mit TNT-Puffer + Protease-
Inhibitor lysiert (s. Abs. 4.1.5.1) und zudem mithilfe der Bradford-Methode auf eine
analoge Proteinkonzentration angepasst (s. Abs. 4.4.1).
In Abbildung 16 A wird ein exemplarischer Western Blot veranschaulicht, welcher zum
einen das totale Rac1-Level (/Input, obere Spur) und zum anderen das aktive Rac1-
Level (mittlere Spur) visualisiert. Die densitometrische Quantifizierung des
Proteinsignals wird in Abbildung 16 B und C dargestellt und reflektiert das relative
Verhaltnis von totalem Rac1 und aktivem Rac1 aus drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Versuchen. Die totale Rac1-Expression weist keine Diskrepanz
zwischen den verschiedenen Zelllinien auf. In Hinblick auf das aktive Rac1-Level
besitzen die WT-Zelllinie und die APals1- und ASMAP1-Derivate nur ein geringfugiges,
aktives Signal, sodass bei der amplifizierten Grafik nur eine unerhebliche Abweichung
zwischen den Zelllinien besteht (s. Abb. 16 C). Demgegenuber prasentiert die Doppel-
Deletionsmutante eine bedeutsame Hochregulation der aktiven Rac1-Expression, die
bis zum Sechsfachen kontrastiv zu der WT-Zelllinie reicht (s. Abb. 16 C).
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Abbildung 16: Nachweis des totalen und aktiven Rac1-Levels via GST-Pulldown-Assay
bei DLD1 WT/ APals1/ ASMAP1/ APals1-SMAP1

(A) Unter Verwendung einer Western Blot Analyse wurde das totale Rac1 (obere Spur) und das aktive
Rac1 (mittlere Spur) in den verschiedenen DLD1-Varianten untersucht. Als Primarantikdrper wurde ein
panRac-Antikbrper verwendet und als Ladekontrolle wurde B-Actin genutzt. Fir die SDS-Page wurde
ein 13,5 % iges Gel ausgewahilt.

(B, C) Anhand einer densitometrischen Analyse wurde die Rac1-Intensitdt quantitativ amplifiziert.
Dargestellt wird zum einen das totale Rac1-Level (s. Abb. 16 B) und zum anderen das aktive Rac1-
Level (s. Abb. 16 C). Die Rac1-Expression wurde auf B-Actin rekurriert. Das relative Rac1-Verhaltnis
der WT-Zelllinie wurde auf den Wert eins normiert, damit eine unmittelbare Abweichung der
CRISPR/Cas9-Mutanten reflektiert werden kann. Der Versuch wurde dreimal unabhangig voneinander
durchgefiihrt.
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Der Arf6 GST-Pulldown-Assay wird durch einen exemplarischen Western Blot
(s. Abb. 17 A) und einer densitometrischen Amplifikation des totalen und aktiven Arf6-
Levels veranschaulicht (s. Abb. 17 B, C). Im Hinblick auf das Arf6-Gesamtprotein
prasentiert die DLD1 Doppel-Deletionsmutante bezogen auf die WT-Kontrolle bereits
eine Uberexpression um das Dreifache (s. Abb. 17 B). Dariiber hinaus visualisiert
Abbildung 17 B, dass die DLD1 APals1- und DLD1 ASMAP1-Zelllinie kontrar zur WT-
Zelllinie ein dezent erhohtes totales Arf6-Level besitzen (circa 1,5-fach). Jedoch fallt
dieser minimale Anstieg, im Vergleich zu der erheblichen totalen Arf6-Expression der
DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie, nicht ins Gewicht.

Des Weiteren illustriert Abbildung 17 C, dass die Doppel-Mutante obendrein, im
Vergleich zur WT-Zelllinie, Uber ein circa zweifach erhohtes, aktives Arf6-Protein
verfugt. Des Weiteren zeigen Abbildung 17 A und C, dass DLD1 APals1 und
DLD1 ASMAP1, im Kontrast zur WT-Zelllinie, ein geringfugig aktives Arf6-Level
besitzen. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie
sowohl ein erhohtes Arf6-Gesamtprotein als auch ein exorbitant Uberexprimiertes,
aktives Arf6-Level aufweist.
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Abbildung 17: Nachweis des totalen und aktiven Arf6-Levels via GST-Pulldown-Assay
bei DLD1 WT/ APals1/ ASMAP1/ APals1-SMAP1

(A) Reprasentative Western Blot Analyse, welche mit einem Arf6-Primarantikdrper durchgefiihrt wurde.
Dargestellt wird zum einen das totale Arf6-Level (obere Spur) und zum anderen das aktive Arf6 Level
(mittlere Spur). Als Ladekontrolle wurde B-Actin verwendet. Fir die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges
Gel ausgewahilt.

(B, C) Graphische Darstellung der densitometrischen Quantifizierung der Arf6-Intensitat. Visualisiert
wird das Arf6-Gesamtprotein (s. Abb. 17 B) und die Arf6-Expression im Aktivitdtszustand (s. Abb. 17 C).
Die Arf6-Expression wurde auf die Ladekontrolle standardisiert und das relative Arf6-Verhaltnis der WT-
Zelllinie wurde auf den Wert eins normiert. Der Versuch wurde dreimal unabhangig voneinander
durchgefiihrt.
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4.6 Charakterisierung der generierten SW48 Pals1-
Knockout-Zelllinie

In diesem Abschnitt werden die Migrations-und Invasionsversuche der SW48 WT- und
der generierten SW48 APals1-Zelllinie (s. Abs. 5.4.2) veranschaulicht. Im Anschluss
der Zellmotilitatsversuche wurden zusatzlich Rac1 und Arf6 GST-Pulldown-Assays
durchgefuhrt, um die Bedeutung von Rac1 und Arf6 in diesem Zusammenhang zu

validieren.

4.6.1 Analyse der Migrations- und Invasionsbereitschaft

In Abbildung 18 A und B wird der Migrationsassay der SW48 WT-Zelllinie und der
abgleitenden APals1-Zelllinie dargestellt. Fur den Migrationsversuch wurden die
konfluenten Zellen insgesamt 72 h inkubiert. Die mikroskopischen Aufnahmen des
Migrationsversuches visualisieren, dass die WT-Zellen Uber eine unzureichende
Migrationsfahigkeit verfugen, sodass der Spaltraum nur unwesentlich reduziert wurde
(s. Abb. 18 A). Demgegenuber prasentiert die SW48 APals1-Zelllinie eine eklatant
verstarkte Migrationsbereitschaft, sodass nach 72 h eine Rekonvaleszenz des
Spaltraumes erreicht wurde (s. Abb. 18 A). In Abbildung 18 B ist zu erkennen, dass
die SW48 Knockout-Zelllinie eine nahezu duplizierte Migrationsgeschwindigkeit
kontrar zur WT-Zelllinie aufweist. Mit einer Signifikanz von p=0,0088 verfugt der Pals1-
Knockout Uber eine hohere Migrationskapazitat.

Der Invasionsversuch wird der SW48-Zelllinien in Abbildung 18 C und D prasentiert.
Bei der Durchfuhrung des Invasionsassays wurde eine erhdhte FCS-Konzentration
gewahlt (20 %) und die Zellen wurden fur 120 h in den Zellkultureinsatzen inkubiert. In
Abbildung 18 C werden die Ubersichtsaufnahmen der angefarbten Zellkultureinsatzte
veranschaulicht. Die Auszuge illustrieren, dass nur eine marginale Zellmenge auf der
Unterseite der Zellkultureinsatze adharierten. Abbildung 18 D stellt die Quantifizierung
der verifizierbaren Zellen dar, welche aufzeigt, dass keine signifikante Differenz
zwischen der SW48 WT-Zelllinie und dem Pals1-Knockout besteht.
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Abbildung 18: Migrationsassay und Invasionsassay von SW48 WT/ SW48 APals1

(A, B) Mikroskopische Aufnahmen (s. Abb. 18 A) und graphische Auffiihrung des Migrationsassays (s.
Abb. 18 B). Fir jeden Versuch wurden 150.000 Zellen pro Well des culture-inserts ausgesat und die
mikroskopischen Aufnahmen wurden zum Zeitpunkt 0 und nach 72 h angefertigt. Mithilfe der
Computersoftware Imaged wurde anhand der mikroskopischen Bilder die Zellmigration in pm und in
Echtzeit berechnet. Die graphische Darstellung der Zellmigration erfolgte durch die Normierung der WT-
Zelllinie auf den Wert eins. Der Versuch wurde viermal unabhangig voneinander durchgefiihrt. Die
Signifikanz wird mit dem folgendem Signifikanzniveau *< 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001 aufgefihrt.

(C, D) Optische Demonstration der mit Kristallviolett angefarbten Zellkultureinsatze (s. Abb. 18 C) und
graphische Quantifizierung des Invasionsassays (s. Abb. 18 D). Es wurden 500.00 Zellen in den
Zellkultureinsatzen ausgesat und fir 120 h inkubiert. Als Chemoattractant wurde mit 20 % versetztes
FCS gewahlt. Die Auswertung erfolgte durch die Normierung der Invasionskapazitat der WT-Zelllinie
auf 100 %. Der Assay wurde finfmal unabhangig voneinander durchgefihrt.
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4.6.2 Einfluss von Rac1 und Arf6 unter Verwendung des GST-

Pulldown-Assays

Um den Einfluss der kleinen GTPasen Rac1 und Arf6 auf die Zellmigration zu eruieren,
wurden GST-Pulldown-Assays durchgefuhrt. Fir den Rac1 und Arf6 GST-Pulldown-
Assay wurden die SW48-Zelllinien auf eine 10 cm Petrischale bis zur Zielkonfluenz
von 100 % kultiviert, mit TNT-Puffer + Protease-Inhibitor lysiert (s. Abs. 4.1.5.1) und
anschlieend wurden die Zelllysate auf eine identische Proteinkonzentration
assimiliert (s. Abs. 4.4.1).

Der Rac1 Pulldown-Assay wird visualisiert, als reprasentativer Western Blot in
Abbildung 19 A und als quantifiziertes Diagramm in Abbildung 19 B und C. Im Hinblick
auf das totale Rac1-Level weisen die Zelllinien keine ausgepragte Differenz auf
(s. Abb. 19 A und B). Im Kontrast dazu veranschaulicht der exemplarische Western
Blot in Abbildung 19 A, dass die Delektionsmutante Uber eine exorbitant verstarkte
Rac1-Expression im Aktivitatszustand verfugt. Demgegenuber besitzt die WT-Zelllinie
nur ein geringfugig messbares aktives Proteinsignal (s. Abb. 19 A). In Abbildung 19 C
wird diese Divergenz unter Verwendung der densitometrischen Quantifizierung
manifestiert, indem das aktive Rac1-Level bei SW48 APals1-Zelllinie um das 2,7-fache

ansteigt.
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Abbildung 19: Nachweis des totalen und aktiven Rac1-Levels via GST-Pulldown-Assay
bei SW48 WT/ SW48 APals1

(A) Exemplarische Western Blot Analyse, bei der das Rac1-Gesamtprotein (obere Spur) und das aktive
Rac1-Protein (mittlere Spur) in den SW48-Zellen analysiert wurde. Als Primarantikérper wurde ein
panRac-Antikérper verwendet und als Ladekontrolle wurde B-Actin genutzt. Fir die SDS-Page wurde
ein 13,5 % iges Gel ausgewahilt.

(B, C) Graphische Demonstration des totalen Rac1-Levels (s. Abb. 19 B) und des aktiven Rac1-Levels
(s. Abb. 19 C). Mithilfe einer densitometrischen Quantifizierung konnte das Rac1-Signal eruiert werden
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und die Rac1-Expression wurde auf B-Actin normiert. Das relative Rac1-Verhaltnis der WT-Zelllinie
wurde auf den Wert eins normiert, damit eine unmittelbare Abweichung der CRISPR/Cas9-Mutante
reproduziert werden kann. Der Versuch wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefiihrt.

Im Folgenden wird in Abbildung 20 der Arf6 GST-Pulldown-Assay dargelegt, welcher
aufzeigt, dass eine beachtliche Hochregulation des aktiven Arf6-Proteins in den
SW48 APals1-Zellen betrachtet werden kann (s. Abb. 20 A und C). In Abbildung 20 C
ist eine Arf6-Uberexprimierung um das 3,3-fache in Bezug auf die WT-Kontrolle zu
sehen. Demgegenuber prasentiert das Arf6-Gesamtprotein ein kongruentes
Expressionsniveau im Vergleich zwischen der WT-Zelllinie und der Knockout-Mutante
(s. Abb. 20 A und B).
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Abbildung 20: Nachweis des totalen und aktiven Arf6-Levels via GST-Pulldown-Assay
bei SW48 WT/ SW48 APals1

(A) Reprasentative Western Blot Analyse der SW48-Zellen. Es wurde ein Arf6-Primarantikdrper
verwendet, der zum einen das Arf6-Gesamtprotein (obere Spur) und zum anderen das aktive Arf6-Level
(mittlere Spur) detektierte. Als Ladekontrolle wurde B-Actin genutzt. Fiir die SDS-Page wurde ein 13,5
% iges Gel ausgewahlt.

(B, C) Densitometrische Quantifizierung der Arf6-Intensitat veranschaulicht in einem Punkte-Diagramm.
Dargestellt wird das totale Arf6-Protein (s. Abb. 20 B) und die Arf6-Expression im Aktivitdtszustand
(s. Abb. 20 C). Die Arfé Expression wurde in Bezug auf B-Actin standardisiert und das relative Arf6-
Verhaltnis der WT-Zelllinie auf den Wert eins normiert. Der Versuch wurde viermal unabhéangig
voneinander durchgefihrt.
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4.7 Charakterisierung der generierten LoVo Pals1-
Knockout-Zelllinie

In diesem Abschnitt wurde die LoVo APals1-Zelllinie in Anlehnung mit ihrer
Ursprungszelllinie auf ihre Migrations- und Invasionsfahigkeit charakterisiert, um die

Malignitat dieser Pals1-Knockout-Zelllinie zu eruieren.

4.7.1 Analyse der Migrations- und Invasionsbereitschaft

Der Migrationsassay der LoVo WT- und LoVo APals1-Zelllinie wird in Abbildung 21 A
und B dargestellt. Fir den Migrationsversuch wurden die mikroskopischen Aufnahmen
der konfluenten Monozellschicht zum Zeitpunkt O und nach 24 stundiger
Inkubationszeit im Warmeschrank angefertigt. Aus den Auszugen der
mikroskopischen Bilder ist zu erkennen, dass die LoVo WT-Zelllinie eine moderate
Migrationsbereitschaft demonstriert, wahrend die Deletionsmutante nahezu ein
Unvermogen besitzt, in den Spaltraum zu migrieren (s. Abb. 21 A). Der WT-Zelllinie
kann aus Abbildung 21 B eine einfach-signifikant erhohte Migrationsgeschwindkeit
attribuiert werden, im Vergleich zu der LoVo APals1-Zelllinie.

Das Invasionsexperiment wird in Abbildung 21 C und D visualisiert. Bei dem
Invasionsassay betrug der Kultivierungszeitraum 72 h und als Chemoattractant wurde
ein Medium verwendet, welches mit 10 % FCS versetzt war. Die Abbildung 21 D
veranschaulicht, dass die LoVo WT-Zelllinie eine augenscheinlich verstarkte
Invasionskapazitat besitzt, die allerdings aufgrund der hohen Standardabweichung
nicht als signifikant deklariert werden kann. Die Ubersichtsaufnahmen der
Zellkultureinsatze in Abbildung 21 C zeigen zudem, dass keine erhebliche
Invasionsdivergenz zwischen der Ursprungszelllinie und der Deletionsmutante
besteht. AbschlieRend ist festzuhalten, dass die LoVo APals1-Zelllinie Uber keine

erhohte Fahigkeit zur Zellmigration und -invasion verfugt.
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Abbildung 21: Migrationsassay und Invasionsassay von LoVo WT/ LoVo APals1

(A,B) Mikroskopische Aufnahmen (s. Abb. 21 A) und graphisches Quantifizierung des Migrationsassays
(s. Abb. 21 B). Fir jeden Versuch wurden 150.000 Zellen ausgesat und die mikroskopischen Bilder
wurden zum Zeitpunkt 0 und nach 24 h angefertigt. Die Migrationsgeschwindkeit wurde anhand der
mikroskopischen Aufnahmen mithilfe der Computersoftware ImageJ in um und in Echtzeit berechnet.
Die quantifizierte Darstellung der Zellmigration erfolgte durch die Normierung der WT-Zelllinie auf den
Wert eins. Der Versuch wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt. Die Signifikanz wird mit
dem folgendem Signifikanzniveau *< 0,05; ** < 0,01; *** < 0,001 angegeben.

(C,D) Ubersichtsaufnahmen der Zellkultureinsatze (s. Abb. 21 C) und quantitative Auswertung des
Invasionsassays (s. Abb. 21 D). Es wurden 500.000 Zellen in den Zellkultureinsatzen ausgesat, fur 72
h kultiviert und als Chemoattractant wurde Medium verwendet, welches mit 10 % FCS versetzt war. Die
Auswertung erfolgte durch die Normierung der Invasionskapazitat der WT-Zelllinie auf 100 %. Der Assay
wurde viermal unabhangig voneinander durchgefiihrt.
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4.8 Untersuchung der Pals1-Prasenz in den

polymorphen Kolonkarzinomzelllinien

4.8.1 Analyse der Pals1-Expression in den DLD1-, RKO-, Caco-2-,
SW48- und LoVo-Krebszellen

Die Durchfuhrung einer Western Blot Analyse wurde vollzogen, um die primare
Anwesenheit von Pals1 in den Kolonkarzinomzelllinien, die fur diese Arbeit verwendet
wurden, zu validieren. Diese Analyse wurde mit Zelllysaten durchgefuhrt, die auf
100 % konfluenten 10 cm Petrischalen kultiviert und unter Verwendung von TNT-Puffer
+ Protease-Inhibitor lysiert wurden (s. Abs. 4.1.5.1). Im Anschluss konnte anhand der
Bradford-Messung die Proteinkonzentration der Zelllysate analog eingestellt werden
(s. Abs. 4.4.1).

Neben den WT-Zelllinien wurden auch die korrespondierenden Pals1-Knockout-
Mutanten fur die Veranschaulichung der abwesenden Pals1-Doppelbanden,
aufgetragen (s. Abb. 22 A). Der exemplarische Western Blot Auszug illustriert, dass
alle Kolonkarzinomzelllinien Uber eine moderate, aber unterschiedliche Pals1-
Expression verfugen und dass keinerlei Pals1-Signal bei den Knockout-Zellen zu
lokalisieren ist (s. Abb. 22 A). Die densitometrische Quantifizierung der Pals1-Intensitat
wird in Abbildung 22 B dargestellt, wo das relative Pals1-Verhaltnis auf die DLD1 WT-
Zelllinie aus drei unabhangig voneinander durchgefuhrten Versuchen normalisiert
wurde. DLD1 WT und RKO WT weisen ein aquivalentes Pals1-Level auf, wahrend die
LoVo-Zellen ein geringfugig erhohtes Pals1-Level besitzen (circa Zweifacher Anstieg).
Kontrar zu der DLD1 WT-Zelllinie verfugen die Caco-2 WT-Zellen mit einem knapp
dreifachen und die SW48 WT-Zellen mit einem circa Vierfachen Anstieg der Pals-

Expression uber eine evident erhohte Pals1-Expression.
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Abbildung 22: Vergleichende Western Blot Analyse zur Analyse der Pals1-Expression
in DLD1, Caco-2, RKO, SW48 und LoVo

(A) Reprasentativer Western Blot durchgefiihrt mit einem Primarantikérper gegen Pals1, um eine
unterschiedliche Proteinexpression zu eruieren. Als Ladungskontrolle wurde B-Actin genutzt. Fur die
SDS-Page wurde ein 13,5 % iges Gel verwendet.

(B) Densitometrische Quantifizierung der Pals1-Intensitat, die in Bezug auf $-Actin normiert wurde. Das
relative Pals1-Verhaltnis wurde auf die DLD1 WT-Zelllinie und auf den Wert eins normiert. Der Western
Blot wurde dreimal unabhangig voneinander durchgefihrt.

4.8.2 Evaluierung der Pals1-Expression in DLD1 ASMAP1

In diesem Abschnitt richtet sich die Aufmerksamkeit auf die Pals1-Expression von der
DLD1 ASMAP1-Zelllinie. Unter Verwendung einer Western Blot Analyse soll ermittelt
werden, ob der SMAP1-Verlust in den DLD1 dazu fuhrt, dass im Gegenzug das Pals1-
Protein hochreguliert ist. Die Zellen wurden fur den Versuch auf 10 cm Petrischalen
bis zu einer Zielkonfluenz von 100 % kultiviert, mit TNT-Puffer + Protease-Inhibitor
lysiert (s. Abs. 4.1.5.1) und anschlieBend anhand der Bradford-Messung auf ein
identisches Proteinlevel angepasst (s. Abs. 4.4.1).

Der exemplarische Western Blot in Abbildung 23 A visualisiert, dass die DLD1 WT-
und die SMAP1-Knockout-Zelllinie Uber konforme Pals1-Doppelbanden verfligen.
Dieser Western Blot Auszug wird durch die quantitative Amplifikation aus funf
Versuchen validiert. Dargestellt werden in Abbildung 23 B aquivalent relative Pals1-
Verhaltnisse der DLD1 WT- und DLD1 ASMAP1-Zelllinie.
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Abbildung 23: Vergleichende Western Blot Analyse zur Analyse der Pals1-Expression
in DLD1 WT/ DLD1 ASMAP1

(A) Exemplarische Western Blot Analyse, welche mit einem Pals1-Primarantikérper durchgefihrt wurde.
Als Ladungskontrolle wurde (-Actin genutzt. Fiir die SDS-Page wurde ein 13,5 % iges Gel verwendet.
(B) Densitometrische Quantifizierung des Pals1-Signals, welches auf die Ladekontrolle standardisiert
wurde. Das relative Pals1-Verhaltnis wurde auf die DLD1 WT-Zelllinie und auf den Wert eins normiert.
Fir den Western Blot wurden finf verschiedene Zelllysate verwendet.
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5 Diskussion

5.1 Die Relevanz von Pals1 auf die Onkogenese

5.1.1 Tight junctions-Komponenten sind in der malignen

Zelltransformation involviert
Tight junctions (TJ) sind, als essentielles Mitglied der Zell-Zell-Kontakte, mit
verantwortlich fur eine strukturierte Epithelzellarchitektur und koordinieren eine
Vielzahl von biologischen Zellprozessen [35]. Das evolutionar konservierte Pals1-
Protein fungiert als ein elementares Gerustprotein der TJ und ist insbesondere bei der
Herstellung der apikal-basalen Polaritat beteiligt [61]. Ein Charakteristikum von Krebs
sind Zellpolaritats-Defekte, die vermutlich eine fundamentale Rolle bei der
Tumorinitiation, als auch bei der EMT und der Metastasierung spielen [72, 130]. Eine
Vielzahl von Studien belegen, dass zahlreiche TJ-Komponenten direkt oder indirekt
durch die Rekrutierung von Signalproteinen in dem Tumorprogressionsprozess
involviert sind [68]. Zum Beispiel konnten Lin et al. veranschaulichen, dass ein Verlust
des Crb3-Transmembranproteins, welches einen direkten Interaktionspartner von
Pals1 darstellt, mit einer progredienten Tumorgenese assoziiert ist [66]. Darlber
hinaus hypothetisierten Bell und Thompson, dass die maligne Transformation von
einem intestinalen Adenom zu einem Adenokarzinom auf einen editierten Crb3-Pals1-
PATJ-Komplex zuruckzufuhren ist [70]. Erganzend dazu fuhrten Straight et al.
Polaritatsversuche in MDCK-Zellen durch, die aufzeigen, dass ein Pals1-Verlust in
spezifische Zelldefekte resultiert [63]. Allerdings liegen derzeit keine isolierten
Informationen vor, dass explizit Pals1 eine Rolle bei der Entwicklung eines
neoplastischen Phanotyps einnimmt. Aus diesem Grund soll mit dieser Arbeit die
Relevanz von Pals1 in Bezug auf die Onkogenese unter Verwendung verschiedener

Kolonkarzinomzelllinien besser verstanden werden.
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5.1.2 Ein Pals1-Verlust wird uber Arf6 in eine Rac1-induzierte

Zellmigration reflektiert
Im Allgemeinen offeriert die Verwendung von etablierten in-vitro Zelllinien ein Modell,
das eine detaillierte Analyse der Tumorprogression erlaubt [131]. In Vorarbeiten wurde
die HCT116-Kolonkarzinomzelllinie eingesetzt, um den Einfluss von Pals1 mithilfe
einer Knockout-Studie zu verifizieren. In-vivo und in-vitro Experimente manifestierten
eine signifikant erhdhte Zellmotilitat der HCT116 Pals1-Mutante kontrar zu der WT-
Kontrollzelllinie [113, 114]. Um den korrespondierenden Signalmechanismus zu
ergrunden, wurden verschiedene GTPasen in der HCT116 APals1-Zelllinie untersucht.
Grundsatzlich navigieren kleine GTPasen eine Vielzahl von elementaren
Zellprozessen innerhalb eines Organismus (z. B. Zelldifferenzierung, Proliferation und
Motilitat), weshalb es nicht Uberraschend erscheint, dass deregulierte GTPasen bei
der dysplastischen Zelltransformation vielfach involviert sind [132].
Auf Proteinebene konnte mithilfe des GST-Pulldown-Assays eine abnormale
Uberexpression von aktivem Rac1 und Arf6 in der HCT116 APals1-Zelllinie gemessen
werden. Mehrere Studien bestatigen, dass Rac1 und Arf6 in verschiedenen
Krebserkrankungen auf Proteinebene hochreguliert sind und eine entscheidende Rolle
bei der Onkogenese spielen [86, 89].
Insgesamt kann bereits verschiedenen Veroffentlichungen eine potentielle Verbindung
zwischen Pals1, Arf6 und Rac1 entnommen werden. Zum einen konstatierten Fang et
al. unter Verwendung einer massenspektrometrischen Analyse, dass Pals1 an aktivem
Arfé binden kann [98]. Jedoch wurde die massenspektrometrische Analyse lediglich
mit Arf6-GTP durchgefuhrt, sodass unklar ist, ob Pals1 zudem mit Arf6-GDP
interagieren kann. Zum anderen ist bekannt, dass Arf6 als ein upstream-Regulator fur
eine Rac1-induzierte Zellmigration fungiert [83, 96, 97].
Resumierend lassen die Versuchsergebnisse der HCT116 APals1-Zelllinie vermuten,
dass im Normalfall Arf6 durch einen Pals1-vermittelten Inhibitionsmechanismus
posttranskriptionell reguliert wird. In der Konsequenz fuhrt ein Pals1-Verlust zu einem
ubermalig aktiven Arf6-Level. Das hochregulierte Arf6-GTP induziert eigenstandig
Aktin-Strukturveranderungen und verstarkt parallel die Fahigkeit von Rac1 zur
Lamellipodien-Bildung [83, 98]. In Anbetracht dessen wird ein Pals1-Defizit in eine
Arfé-gesteuerte und Rac1-modulierende Zellmigration reflektiert. In diesem

Zusammenhang kann impliziert werden, dass ein intaktes Pals1-Protein vermutlich
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Uber eine tumorsupprimierende Funktion verfugt und im Umkehrschluss eine Pals1-
Mutation einen malignitatsfordenden Phanotyp generiert.

Um die Hypothese zu verifizieren, stellt sich die Frage, ob noch weitere Pals1-
Knockout-Krebszellen den gleichen Phanotyp zeigen. Zu diesem Zweck wurden
heterogene Darmkrebszelllinien (DLD1, Caco-2, RKO) ausgewahlt, bei denen im
Vorfeld dieser Arbeit durch die CRISPR/Cas9-Methode bereits Pals1-Knockout-
Zelllinien etabliert wurden [128, 129].

Die DLD1-, Caco-2- und RKO-Kolonkarzinomzellen werden als etablierte Krebszellen
vielfach in Versuchslaboren eingesetzt. Bei den DLD1 und RKO handelt es sich um
MSI-Tumorzellen, wahrend Caco-2 eine MSS-Kolonkarzinomzelllinie darstellt [133].

5.1.3 Eine Pals1-Deletion in den DLD1-, RKO- und Caco-2 APals1-

Zellen resultiert nicht in einer verstarkten Zellmigration

Das Fundament dieser Arbeit wurde durch die umfangreiche Charakterisierung der
generierten Pals1-Knockout-Zellen (DLD1, Caco-2, RKO) im direkten Vergleich mit
ihren Ursprungszelllinien gelegt.

Einleitend wurden die Kolonkarzinomzelllinien kompetitiv auf ihre Migrations- und
Invasionskapazitat untersucht. Fur die Analyse wurden spezielle Migrations- und
invasionsassay durchgefuhrt, welche realitatsbezogen auf den biologischen
Zellmotilitatsmechanismus konzipiert wurden. Fur die RKO-Zellen wurde der
Migrations- und invasionsassay bereits in Vorarbeiten praktiziert [128]. Gleichwohl die
DLD1- und Caco-2-Zellen hinsichtlich der Zellmotilitatsgeschwindigkeit ein
heterogenes Verhalten zeigen, verfugen beide Zelllinien Uber ein ausreichendes
Potential zur Migration und Invasion. Allerdings illustrieren die Ergebnisse, dass in den
Krebszellen keine signifikante Divergenz zwischen WT wund Pals1-Knockout
demarkiert werden kann.

Im Anschluss der Zellmotilitatversuche wurde die Rolle von Rac1 und Arf6 eingehend
analysiert. Dazu wurden GST-Pulldown-Assays ausgewertet, welche als
exemplarische Western Blot Auszige und als quantifizierte Graphen dargestellt
werden. Grundsatzlich verfugen alle Kolonkarzinomzelllinien Uber ein manifestes
Rac1- und Arf6-Proteingesamtlevel. Zudem kann bei den DLD1 und Caco-2 ein
gewisses, aktives Rac1-Level gemessen werden. Wohingegen die RKO-Zellen nur ein

schwaches Rac1-GTP-Signal aufweisen und alle Kolonkarzinomzellen
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augenscheinlich kaum aktives Arf6 besitzen. In diesem Zusammenhang kann davon
ausgegangen werden, dass in den RKO-Zellen das totale Rac1 und in allen
Krebszellen das totale Arf6 ganzlich in einem inaktiven Zustand vorliegen. Des
Weiteren authentifizieren die differierenden, quantitativen Analysen der Rac1 und Arfé
Pulldown-Assays, dass keine Hoch- oder Herunterregulationen zwischen WT und
Pals1-Knockout besteht. Diesbezuglich kann davon ausgegangen werden, dass die
kleinen GTPasen Rac1 bzw. Arf6 keine Relevanz auf einen Pals1-Verlustin den DLD1,
RKO und Caco-2 haben.

Zusammenfassend kann manifestiert werden, dass ein Pals1-Defizit in den DLD1-,
Caco-2- und RKO-Zellen nicht mit einer verstarkten Zellmigration- und invasion
assoziiert ist. Vor diesem Hintergrund erscheint die aktiv analoge Rac1- bzw. Arf6-

Expression zwischen WT und Pals1-Knockout unmittelbar einleuchtend.

5.2 Das SMAP1-Protein kompensiert den Pals1-
Verlust in den DLD1-, Caco-2-, RKO-Zelllinien

Die entscheidende Frage die sich daraufhin stellt ist, warum sich diese Knockout-
Zellen im Hinblick auf die Zellmotilitdat divergent zu der HCT116 APals1-Zelllinie
verhalten [113, 114]. Anhand der Pulldown-Assays kann prasumiert werden, dass die
Quintessenz der Motilitdtsdikrepanz auf die unterschiedliche Sensitivitat von Arfé und
Rac1 in Bezug auf eine Pals1-Deletion zurlckzufuhren ist.

Mithilfe einer ausgiebigen Literaturrecherche wurde dem SMAP1-Protein eine
potentielle Relevanz zugesprochen. Es ist bereits bekannt, dass SMAP1, als spezielle
ArfGAP, eine effektive Inaktivierung von Arf6é organisiert [99]. Daruber hinaus ist
SMAP1 pradisponiert fur eine MSI-Mutation und sein 10-Adenin-Wiederholungstrakt
ist vielfach in verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien editiert [94, 102]. Wie zuvor
beschrieben, wird vermutet, dass Arf6 von Pals1 posttranskriptionell kontrolliert wird.
In Anbetracht dessen haben sowohl SMAP1 als auch Pals1 eine restringierende
Wirkung auf Arf6. Die HCT116 APals1-Zellen verfugen aufgrund ihrer Pals1-Deletion
und ihrer additionalen biallelischen SMAP1-Mutation Uber keinen weiteren effizienten
Regulationsmechanismus, um Arf6 zu inhibieren. Dadurch wird eine
Signaltransduktion Uber Rac1 in Gang gesetzt, welche eine verstarkte Zellmigration

und -invasion zur Folge hat (s. Abb. 24).
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Im Gegensatz zu der HCT116- besitzt die RKO-Zelllinie lediglich eine monoallelische
SMAP1-Mutation, sodass noch ein funktionsfahiges Allel vorhanden ist [94, 102].
Demgegenuber verfugen die DLD1- und Caco-2-Kolonkarzinomzelllinien Gber ein
intaktes SMAP1-Gen.

Unter Verwendung einer Western Blot Analyse sollte der Einfluss von SMAP1 auf
einen Pals1-Knockout validiert werden (s. Abs. 4.3). Alle Pals1-Knockout-Zellen
zeigen eine SMAP1-Uberexpression im direkten Vergleich zu der jeweiligen WT-
Zelllinie. In diesem Zusammenhang visualisiert die quantifizierte Amplifikation, dass
die DLD1 APals1-Zelllinie die starkste SMAP1-Hochregulation (Uber das Zweifache)
aufweist, gefolgt von der RKO APals1- (1,7-fache-Uberexprimierung) und der
Caco-2 APals1-Zelllinie (1,3-fache-Uberexprimierung). Die Ergebnisse der Western
Blot Analysen implizieren, dass die Uberexpression des SMAP1-Proteins den Pals1-
Verlust in den DLD1-, RKO- und Caco2 APals1-Zellen kompensiert. In der
Konsequenz wird redundantes Arf6-GTP inaktiviert. Aus diesem Grund visualisieren
die DLD1-, RKO- und Caco2 APals1-Zellen keine verstarkte Zellmotilitat in den
Migrations- und Invasionsassays und keine Hochregulation von aktivem Arf6é und
Rac1.
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Abbildung 24 Schematische Darstellung des Zusammenspiels von Pals1, SMAP1 und
den GTPasen Arf6 und Rac1

In Abbildung 24 A wird die Inhibierung von Arf6 visualisiert. Arf6 wird einerseits von Pals1
posttranskriptionell degradiert und andererseits von SMAP1 inaktiviert. Demgegenuber zeigt Abbildung
24 B, dass aktives Arf6 aufgrund einer Mutation von Pals1 und SMAP1 nicht kontrolliert werden kann.
Infolgedessen wird eine Signaltransduktion Gber Rac1 in Gang gesetzt, die letztlich in eine erhdhte
Zellmigration und -invasion reflektiert wird. In der Konsequenz kann sich der Tumor metastatisch im
Organismus ausbreiten.
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5.3 Die Analyse der kollektiven Abwesenheit von
Pals1 und SMAP1 in Bezug auf die

Tumorprogression

5.3.1 Die Charakterisierung der etablierten CRISPR/Cas9 Mutanten

Unter Verwendung der CRISPR/Cas9-Technologie wurden weitere Knockout-
Zelllinien generiert, um ein umfassenderes Verstandnis Uuber die Bedeutung von Pals1
und SMAP1 in Bezug auf die Onkogenese zu erlangen. Im Grunde wurde dabei das
Ziel verfolgt, Mutanten zu etablieren, die genotypisch in Assoziation zu der
HCT116 APals1-Zelllinie stehen.

Zum einen wurden die DLD1 WT- und DLD1 APals1-Zelllinien verwendet, welche
beide Uber ein intaktes SMAP1-Gen verfugen, um einen CRISPR/Cas9-induzierten
SMAP1-Knockout zu induzieren. Letztlich wurden fur den SMAP1-Knockout die DLD1-
Zelllinien ausgewahlt, da die DLD1 Pals1-Mutante in der Western Blot Analyse, im
Vergleich zu den Caco-2- und RKO-Zellen, die starkste SMAP1-Uberexprimierung
veranschaulichte. Aus diesem Grund geniel3t die DLD1 APals1-Zelllinie im Hinblick auf
eine zusatzliche SMAP1-Mutation den hoéchsten Stellenwert.

Insgesamt zeigten beide CRISPR-Konstrukte fur die Etablierung von SMAP1-
Knockout-Zelllinien, in Anbetracht der hohen Anzahl positiver Knockout-Zellklone, eine
hohe Effizienz fur die Realisierung von genomischen Mutationen.

Die generierte DLD1 ASMAP1-Zelllinie (Zellklon A4) besitzt eine kurze Deletion von
drei Basenpaaren (Tyrosin, Guanin, Guanin), die allerdings keine
Leserasterverschiebung (Frameshift) zur Folge haben. Stattdessen kodieren die drei
Basenpaare fur die Aminosaure Tryptophan, sodass in der Konsequenz Tryptophan
nicht in die SMAP1-Polypeptidkette inkludiert wird. In diesem Zusammenhang ist es
durchaus fraglich, ob das SMAP1-Protein trotz fehlender Tryptophan-Aminosaure
seine Aufgaben korrekt ausuben kann. Diese Mutmaliung kann durch die Western Blot
Analyse falsifiziert werden, da in der DLD1 ASMAP1-Zelllinie keinerlei SMAP1-Signal
gemessen werden konnte. Demzufolge fuhrt der Verlust der Aminosaure Tryptophan
zu einem fehlerhaften oder falsch gefalteten Protein. Die zellulare

Proteinqualitatskontrolle identifiziert aberrante Proteine und garantiert deren
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Degradierung durch biologische Abbaumechanismen (z.B. Ubiquitin-Proteasom-Weg)
[134].

Die Doppel-Knockout-Zelllinie (APals-SMAP1) wird durch den Zellklon E7 reflektiert,
welcher uber eine Vielzahl von Nukleotidveranderungen im kodierenden Zielabschnitt
verfugt. In diesem Fall erzeugte das NHEJ-Reparatursystem im Anschluss an den
Cas9-induzierten DNA-Doppelstrangbruch Insertionen und grof3e Deletionen, wie es
in der Literatur auch unter anderem beschrieben wird [122]. Unter diesen Umstanden
kann davon ausgegangen werden, dass aufgrund der redundanten
Nukleotidmutationen das SMAP1-Gen funktionslos ist. Die Western Blot Analyse
validiert diese Aussage insofern, dass keine SMAP1-Bande in der
DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinie ermittelt werden konnte.

Zum anderen wurden die SW48- und LoVo-Kolonkarzinomzelllinien fur einen
CRISPR/Cas9-induzierten Pals1-Knockout selektioniert. Diese Krebszelllinien stellen
MSI-Tumorzellen dar und besitzen analog zu der HCT116-Zelllinie eine biallelische
SMAP1-Mutation im 10-Adenin-Wiederholungstrakt [94, 102]. Zur Uberpriifung der
fehlenden SMAP1-Expression auf Proteinebene wurde eine Western Blot Analyse
durchgefuhrt. Der exemplarische Western Blot Auszug manifestiert, dass in den
SW48- und LoVo-Zellen keine SMAP1-Banden zu lokalisieren sind. Demzufolge kann
das SMAP1-Gen aufgrund der Mutation nicht in ein Protein translatiert werden und ist
damit funktionslos. Die CRISPR/Cas9-Technologie erzeugte in beiden Zelllinien eine
identische Punktmutation. Dabei handelt es sich um eine Adenin-Deletion, welche sich
drei Basen upstream der PAM-Sequenz befindet. Es ist nicht absonderlich, dass bei
den SW48- und LoVo Pals1-Mutanten das identische Adenin-Nukleotid betroffen ist,
da die Cas9- Nuklease die DNA vornehmlich drei Basen upstream der PAM-Sequenz
schneidet [121]. Die Nukleotid-Deletion hat letztlich einen Frameshift zur Folge,
wodurch ein vorzeitiges Stopcodon entsteht. Die mutierte mRNA wird entweder in ein
verkurztes, nichtfunktionelles Protein translatiert oder durch das Nonsense-mediated
mRNA Decay System (NMD) erkannt und degradiert [135]. In der Konsequenz ist in
den SW48- und LoVo-Zellen das Pals1-Gen infolge der Punktmutation einschlief3lich
der Leserasterverschiebung defektiv.

Die DLD1 APals1-SMAP1, SW48 APals1 und LoVo APals1 stehen genetisch in
Assoziation zu der HCT116 APals1-Zelllinie. Demgegenuber wurde die

DLD1 ASMAP1-Zelllinie als Korrelatzelllinie konzipiert, damit verifiziert werden kann,
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dass mogliche Zellmotilitatsunterschiede auf das Fehlen von Pals1 und SMAP1

beruhen.

5.3.2 Der simultane Verlust von Pals1 und SMAP1 resultiert in einer
verstarkten Zellmotilitat in den DLD1-Zellen

Die Zellmotilitatsversuche und die Pulldown-Assays der etablierten DLD1 ASMAP1-
und DLD1 APals1-SMAP1-Zelllinien wurden in Kooperation mit den
Ursprungszelllinien (DLD1 WT, DLD1 APals1) durchgefihrt, um eine direkte Deviation
konstatieren zu koénnen. Dartuber hinaus wurden die Zeitangaben und die
Experimentbedingungen der Migrations- und Invasionsversuche homolog zu dem
Zellmotilitatsvergleich zwischen WT und APals1 gewahlt.

Die Migrations- und Invasionsversuche illustrieren, dass die DLD1 APals1-SMAP1-
Zelllinie eine signifikant verstarkte Zellmigration- und invasion, im direkten Vergleich
mit den anderen DLD1-Zelllinien, aufweist. Dartber hinaus verifizieren die Pulldown-
Assays, dass die erhohte Zellmotilitat der Doppel-Mutante mit einem hochregulierten
aktiven Rac1 und Arf6-Level in Assoziation steht. Die Einzel-Mutanten (DLD1 APals1,
DLD1 ASMAP1) Dbesitzen eine Zellmigration und -invasionsbereitschaft
korrespondierend zu der WT-Zelllinie. Das aktive Rac1- bzw. Arf6-Level der Einzel-
Mutanten ist lediglich minimal abweichend zu der WT-Zelllinie. Diesen geringen
Differenzen wird keine Relevanz zugeschrieben, aufgrund der kontrastiven,
exorbitanten aktiven Rac1- und Arf6-Uberexpression der DLD1 APals1-SMAP1-
Zelllinie.

Abschlielend ist anhand der gewonnenen Ergebnisse festzuhalten, dass ein
gleichzeitiger Verlust von Pals1 und SMAP1 in der DLD1-Zelllinie in eine Arf6- und
Rac1-modulierende erhohte Zellmigration und -invasion resultiert. Daruber hinaus
signalisieren die Einzel-Mutanten, dass die isolierte Anwesenheit von Pals1 oder
SMAP1 genugen, um aktives Arf6 in einem physiologischen Umfang suffizient zu

kontrollieren.
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5.3.3 In den SW48-Zelllinien fuhrt die Pals1-Deltion zu einer erhohten
Zellmigration
Innerhalb der Inkubationszeit fur den Migrationsassay organisierte die SW48 APals1-
Zelllinie nahezu eine vollstandige Wiederherstellung der konfluenten Monoschicht und
demonstrierte somit eine zufriedenstellende Migrationsbereitschaft. Im Unterschied
dazu reprasentierte die SW48 WT-Zelllinie nur eine unzulangliche Migrationskapazitat,
sodass der Pals1-Knockout in der SW48-Zelllinie zu einer signifikant verstarkten
Zellmigration fuhrte.
Der Invasionsversuch wurde mit einer Inkubationszeit von 120 h und einem 20 % FCS-
haltigem Medium als Chemoattractant durchgefuhrt. Jedoch visualisieren die
Ubersichtsaufnahmen der Zellkultureinsatze, dass nur wenige Zellen die Fahigkeit
besitzen durch die Basalmembran zu invasieren und an der Membranunterseite zu
adharieren. In der Konsequenz wurde nur eine geringe Zellanzahl mit Kristallviolett
angefarbt. Dennoch genugte der geloste Farbanteil, um die Auswertung des
Invasionsassays mithilfe des Mikrotiterplattenreaders sicherzustellen. Das
quantifizierte Diagramm in Abbildung 18 veranschaulicht, dass keine Divergenz
zwischen SW48 WT und SW48 APals1 besteht. Letztlich kann davon ausgegangen
werden, dass die SW48-Zelllinien grundsatzlich, trotz langer Inkubationszeit (120 h)
und erhdhtem Stimulus (20 % FCS), Uber eine unzulangliche Invasionsbereitschaft
verfugen. Aus diesem Grund wird dem Invasionsassay fur die Untersuchung, ob die
SW48 APals1-Zelllinie eine erhohte Zellmotilitat aufweist, keine Relevanz
zugesprochen.
Die Resultate der Rac1 und Arf6 Pulldown-Assays verdeutlichen, dass die erhdhte
Zellmigration der SW48 APals1-Zelllinie in Zusammenhang mit einer Rac1-GTP und
Arf6-GTP Hochregulation steht.
Insgesamt konnte mit der SW48 APals1-Zelllinie gezeigt werden, dass der additionale
Pals1 und SMAP1 Verlust zu einer erhohten Zellmigration fuhrt, die durch die GTPasen
Arf6 und Rac1 moduliert wird.
In diesem Kontext weisen zwei verschiedene Kolonkarzinomzelllinien (DLD1 APals1-
SMAP1 und SW48 APals1) korrespondierend zu der HCT116 APals1-Zelllinie einen

identischen Phanotyp auf.
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5.3.4 Die LoVo APals1-Zellen demonstrieren ein divergentes

Zellmotilitasverhalten
In dieser Arbeit stellt die LoVo APals1-Kolonkarzinomzelllinie eine dritte Potenzialitat
dar, um zu authentifizieren, dass ein gleichzeitiger Pals1 und SMAP1 Verlust eine
verstarkte Zellmotilitdt zur Folge hat. Die Migrations- und Invasionsassays
visualisieren, dass die LoVo-Zelllinien eine moderate Fahigkeit zur Migration und
Invasion besitzen. Die Assays manifestieren, dass die LoVo WT-Zelllinie eine
signifikante hohere Migrationsbereitschaft besitzt, wahrend bei dem Invasionsversuch
keine signifikante Divergenz zwischen WT und Pals1-Knockout vorliegt.
In der Gesamtheit kann postuliert werden, dass der Pals1-Knockout in der LoVo-
Zelllinie keine malignitatsforderndende Konsequenz impliziert. Mit diesem Verhalten
reagiert die LoVo Pals1-Mutante adversativ zu der HCT116 APals1-, DLD1 APals1-
SMAP1- und der SW48 APals1-Zelllinie [113, 114]. In diesem Zusammenhang kann
davon ausgegangen werden, dass der Signalweg von Pals1, Arf6 und Rac1 in der
LoVo APals1-Zelllinie durch andere Modulatoren interveniert wird.
Die Progression zu einem malignen Tumor, einschlieRlich der Aneignung migrierender
und invasiver Fahigkeiten, ist eine Folge der Akkumulation von genetischen
Mutationen in Tumorzellen [95]. Des Weiteren ist das KRK eine Krebserkrankung, die
durch eine hohe Heterogenitat gekennzeichnet ist und durch verschiedene Arten von
genomischen Veranderungen angetrieben wird: CIN, MSI, CIMP [136].
Grundsatzlich existieren noch weitere Interaktionspartner und Inhibitoren von Arf6 und
Rac1, die den Aktivitatsstatus beeinflussen konnen. Ein Beispiel ist die Ubiquitylierung
von Arf6, welche durch FBX8 katalysiert wird. Es ist bekannt, dass FBX8 in mehreren
Krebszelllinien vermindert ist oder fehlt [79]. Mutmalilich verfugt die LoVo-Zelllinie trotz
additionaler Pals1-Mutation Uber andere funktionsfahige Akteure, die eine Arf6-Rac1-
initierende erhohte Zellmotilitat unterbinden, welche in den anderen Zelllinien
(HCT116, DLD1, SW48) moglicherweise schon editiert, mutiert oder transformiert sind.
In dieser Arbeit wurde allerdings von weiteren Experimenten abgesehen, die einen

moglichen Beweis fur die Verhaltensdifferenz der LoVo-Zelllinie referieren wirden.
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5.4 Die Evaluierung der polaren Morphologie der
unterschiedlichen Kolonkarzinomzelllinien

Pals1 fungiert als Kernpolaritatsprotein der TJ an der apiko-basalen Membran von
Epithelzellen und stellt dadurch einen Anhaltspunkt fur die existente Auspragung der
Zellpolaritat in einer Epithelzelle dar [62]. Unter Verwendung einer Western Blot
Analyse wurde die Pals1-Expression in den verschiedenen Kolonkarzinomzelllinien,
die fur diese Arbeit verwendet wurden, charakterisiert.

Als erstes wurden alle WT-Kolonkarzinomzelllinien hinsichtlich ihrer Pals1-Expression
miteinander verglichen. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse veranschaulichen,
dass die SW48 Uber die starkste Pals1-Expression verfugt, gefolgt von der Caco-2
WT- und der LoVo WT-Zelllinie. Demgegenuber besitzen die DLD1 WT- und RKO WT-
Zellen eine uniforme Pals1-Expression, die allerdings im Kontrast zu den anderen
Kolonkarzinomzellen deutlich niedriger ist. Dementsprechend besitzen die Caco-2-
und die SWA48-Zelllinien eine manifeste polare Morphologie. Im Kontrast dazu
symbolisieren die LoVos und primar die DLD1- und RKO-Zellen zunehmend unpolare
Krebszellen.

Nachfolgend wurde die Pals1-Expression der DLD1 ASMAP1 im Zusammenhang mit
der WT-Zelllinie validiert. Es konnte bereits gezeigt werden, dass ein Pals1-Knockout
in den DLD1-, Caco-2- und RKO-Zellen mit einer SMAP1-Hochregulation assoziiert ist.
Dementsprechend stellt sich die Frage, ob im Umkehrschluss der SMAP 1-Knockout in
der DLD1-Zelllinie mit einer Pals1-Uberexpression einhergeht.

Die Ergebnisse der Pals1 Western Blot Analysen zeigen auf, dass keine Pals1-
Expressionsdifferenz  zwischen DLD1 WT wund DLD1 ASMAP1 besteht.
Interessanterweise kann daher asseriert werden, dass die Pals1-Gesamtmenge in den
DLD1 ASMAP1 ausreicht, um Arf6 ausreichend posttranskriptionell zu inhibieren.
Obwohl das Pals1-Gesamtlevel in der DLD1-Zelllinie, im Vergleich zu den anderen
Zelllinien, eher als niedrig kategorisiert werden kann, genlgt es dennoch, den
Organismus vor einer malignen Tumorprogression, einschliellich  einer
Metastasierung, zu schutzen.

Diese Beobachtungen korrelieren mit Ergebnissen aus der Literatur. Straight und seine

Mitarbeiter praktizierten Knockdown-Experimente mit Pals1 unter Verwendung eines
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Polaritatsassays mit MDCK-Zellen. Letztlich fuhrte nur die starkste Suppression von
Pals1 zu einem Phanotyp, der sich in Form von spezifischen Zelldefekten aul3erte [63].
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6 Ausblick

In dieser Arbeit wurde die Bedeutung von Pals1 und SMAP1 auf die Tumorgenese,
unter Verwendung von etablierten Kolonkarzinomzelllinien und dem CRISPR/Cas9-
System, verifiziert. Die Ergebnisse authentifizieren, dass ein simultaner Verlust von
Pals1 und SMAP1 in der DLD1- und SW48-Zelllinien zu einer Hochregulation von
aktivem Arf6 fuhrt. Diese resultiert in eine Ubermallige Rac1-Aktivierung, welche eine
verstarkte Zellmigration und bei der DLD1 APals1-SMAP1 auch eine vermehrte
Zellinvasion zur Folge hat. Resumierend bedeutet dies, dass das Fehlen eines
elementaren tight junction Adaptorproteins und einer spezifischen GAP unmittelbare
Auswirkungen auf das Signalproteinnetzwerk hat. Die resultierende Fehlregulation von
Arf6 und Rac1 induziert letztlich einen malignitatsfordernden Phanotyp.
Dementsprechend kdonnen Arf6 und Rac1 bei dem Metastasierungsmechanismus als
Schlusselregulatoren kategorisiert werden, wahrend Pals1 und SMAP1 eine

tumorsupprimierende Funktion zugesprochen werden kann.

In der Gesamtheit hat diese Arbeit in ihrer Vielfalt dazu beigetragen, die maligne
Entwicklung eines Kolonkarzinoms naher zu verstehen. Aufgrund der exorbitanten
Relevanz von Pals1 und SMAP1 im dynamischen Zusammenspiel mit den GTPasen
Arf6 und Rac1, sollte die Forschung in diesem Bereich definitiv intensiviert werden.
Aus der Literatur geht hervor, dass bisher noch kein selektives Therapeutikum
entwickelt ist, um GTPasen wie Arf6 und Rac1 erfolgreich zu liquidieren [137]. Die
Ergebnisse dieser Arbeit sollten den notigen Anlass geben, den genauen
posttranskriptionellen Arf6-Degradierungsmechanismus von Pals1 zu verstehen,

damit neue Strategien entwickelt werden, um Arf6 und Rac1 erfolgreich zu inaktivieren.

Um die Ergebnisse dieser Arbeit weiter zu untermauern, konnten die RKO- und die
Caco-2 APals1-Zelllinien fur weitere Doppel-Knockout-Zelllinien (Pals1-SMAP1)
verwendet werden. Mithilfe von Zellmotilitatsversuchen und GST-Pulldown-Assays
kann eruiert werden, ob sich das onkogene Potential mit dem additionalen SMAP1-
Verlust erhoht. Darlber hinaus veranschaulichen Sanger et al. noch weitere etablierte
Krebszellen mit unterschiedlichen Gewebeherkunften, die eine biallelische SMAP1-
Mutation aufweisen [94]. Diese Kolonkarzinomzellen kdonnen ebenfalls verwendet
werden, um die grundsatzliche Bedeutung von Pals1 und SMAP1 in malignen

Tumoren zu validieren.
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Im Vorfeld dieser Arbeit wurde anhand von menschlichen Dickdarmgewebeproben
verifiziert, dass eine verringerte Pals1-Expression im Krebsstadium G3 vorliegt [114].
In Anbetracht der Ergebnisse dieser Arbeit schlage ich vor, histopathologische
Darmkrebsproben aus verschiedenen Differenzierungsstadien auf die Expression von
Pals1 und SMAP1 zu untersuchen. In diesem Zusammenhang ist es hochspannend
zu sehen, inwiefern Pals1- und SMAP1-Mutationen gleichzeitig auftreten und ob sie
mit einem spezifischen Krankheitsstadium assoziiert sind. Wird die wesentliche
Bedeutung von Pals1 und SMAP1 als onkogene Zielgene weiterhin bestatigt und
korrelieren sie gegebenenfalls mit spezifischen Krankheitsstadien, konnten sie als

prognostische Marker eingesetzt werden.

Des Weiteren konnte die Forschung in Bezug auf die LoVo-Zelllinie intensiviert
werden, um herauszufinden, aus welchem Grund diese Zelllinie eine divergente
Verhaltensweise prasentiert. Die resultierenden Ergebnisse konnten weitere

Interaktionspartner oder Regulatoren von Pals1 und SMAP1 offenbaren.
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7 Zusammenfassung

Die Analyse des molekularen Mechanismus der Regulation der Zellmigration
durch Pals1

Das kolorektale Karzinom ist eine pravalente Krebserkrankung, die jedes Jahr weltweit
eine hohe Anzahl an Todesopfern fordert. Ein Attribut von Krebs, einschlieBlich
Darmkrebs, ist der Verlust der Zellpolaritat. Das tight junctions assoziierte Pals1-
Protein ist ein elementarer Bestandteil des evolutionar konservierten Crb3-Pals1-
PATJ-Komplexes und wesentlich an der Herstellung der apiko-basalen-Zellpolaritat
beteiligt. Eine Dysregulation von Polaritatsproteinen wird im Zusammenhang mit der
dynamischen Protektion von GTPasen eine potentielle Bedeutung bei der
Tumorgenese zugesprochen. Um den Stellenwert von Pals1 im Hinblick auf die
Tumorentwicklung zu eruieren, wurden in dieser Arbeit verschiedene etablierte
Kolonkarzinomzelllinien (DLD1, RKO, Caco-2) verwendet. Diese Krebszelllinien
fungieren als Basis fur die Generierung von Pals1-Knockout-Zelllinien, die bereits in
Vorarbeiten durch das CRISPR/Cas9-System etabliert wurden. Im Rahmen von in-
vitro Zellmigrations- und Zellinvasionsversuchen, Rac1 und Arf6 GST-Pulldown-
Assays wurden die Pals1-Knockout-Zellen mit den Ursprungszelllinien umfassend
charakterisiert. Die gewonnenen Ergebnisse der Assays zeigen eine kongruente
Verhaltensweise der WT-Zelllinien und Pals1-Mutanten.

Eine ausgiebige Literaturrecherche manifestiert eine potentielle Relevanz von SMAP1,
eine spezifische Arf6-GAP. SMAP1 verfugt tber einen 10-Adenin-Wiederholungstrakt,
welcher pradisponiert fur MSI-Mutationen ist. Eine Vielzahl von Kolonkarzinom-
Zelllinien weisen SMAP1-Mutationen auf, allerdings verfugen die DLD1-, Caco-2- und
RKO-Zelllinien Uber ein funktionsfahiges SMAP1-Protein. Eine Western Blot Analyse
verifiziert, dass in den Pals1-Knockout-Zelllinien das SMAP1-Protein exorbitant
hochreguliert ist. Mithilfe weiterer Kolonkarzinomzelllinien (SW48, LoVo) und der
Etablierung zusatzlicher CRISPR/Cas9-Mutanten (DLD1 APals1-SMAP1, SW48
APals1, LoVo APals1) konnte validiert werden, dass ein simultaner Pals1- und
SMAP1-Verlust in der DLD1- und SW48-Zelllinie zu einer verstarkten Zellmotilitat fuhrt.
Pals1 und SMAP1 induzieren komplementar die Inhibierung von Arf6, weshalb ein
additionales Pals1-SMAP1-Defizit zu einer exzessiv aktiven Arf6-Hochregulation fuhrt.
Arf6-GTP interagiert wiederum mit Rac1-GDP, wodurch ein dynamisches
Zusammenspiel dieser GTPasen in eine verstarkte Zellmigration reflektiert wird.
Resumierend verdeutlichen die erzielten Ergebnisse, dass Pals1 und SMAP1 eine
tumorsupprimierende Funktion zugesprochen werden kann und sie als mdgliche
onkogene Zielgene betrachtet werden konnen.
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8 Summary

Analysis of the molecular mechanism of cell migration regulated by Pals1

Colorectal cancer is a prevalent disease that causes a large number of people
worldwide every year. A hallmark of cancer, including colorectal cancer, is the loss of
cell polarity. The tight junction associated Pals1 protein is an elementary component
of the evolutionary conserved Crb3-Pals1-PATJ complex and is significantly involved
in the establishment of apical-basal polarity in epithelial cells. Dysregulation of core
polarity proteins is considered to play a crucial role in tumorigenesis in connection with
the involvement of special GTPases.

In order to determine the importance of Pals1 in tumor development, several
established colon carcinoma cell lines (DLD1, RKO, Caco-2) were used in this work.
These cancer cell lines were used for the generation of Pals1 knockout cell lines, which
have already been established in preliminary work by the CRISPR/ Cas9 system. In
the context of in-vitro cell migration and cell invasion experiments, Rac1 and Arfé GST
pulldown assays, the Pals1 knockout cells were sufficiently characterized in connection
with the WT cell lines. The obtained results of the assays show a similar behaviour of
WT cell lines and Pals1 mutants.

An extensive literature search manifests a potential relevance of SMAP1, a specific
Arf6-GAP. SMAP1 has a 10-adenine tract, which is predisposed to MSI mutations. A
large number of colon cancer cell lines have SMAP1 mutations, but the DLD1, Caco-
2 and RKO cell lines have a functional SMAP1 protein. A Western blot analysis verifies
that the SMAP1 protein is exorbitantly upregulated in the Pals1 knockout cell lines.
Through further colon cancer cell lines (SW48, LoVo) and the establishment of
additional CRISPR/Cas9 mutants (DLD1 APals1-SMAP1, SW48 APals1, LoVo
APals1) it could be validated that a simultaneous Pals1 and SMAP1 loss in the DLD1
and SW48 cell line leads to increased cell motility. Pals1 and SMAP1 complementarily
induce the inhibition of Arf6-GTP, therefore an additional Pals1-SMAP1 deficit leads to
excessive active Arf6é upregulation. Arf6-GTP interacts with Rac1-GDP, which is
reflected in a Rac1-induced increased cell migration. In summary, the results show that
Pals1 and SMAP1 can be assigned a tumor suppressing function and can be
considered as possible oncogenic target genes.
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