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Einleitung

1 EINLEITUNG

Maligne Neoplasien zahlen nach kardiovaskularen Krankheitsereignissen immer noch
zu den haufigsten Todesursachen in Deutschland [4] und anderen Industrienationen
[5]. Veranderungen des Metabolismus, wie sie durch einen westlichen Lebensstil
hervorgerufen werden koénnen, stellen dabei Risikofaktoren fur beide
Krankheitsgruppen dar. So Uberrascht es nicht, dass eine mehrstufige Pravention nicht
nur kardiovaskularer Erkrankungen, sondern auch karzinogener Krankheitsereignisse
mit der Vermeidung eines risikoreichen Lebensstils durch Ernahrungsumstellung,
Verzicht auf schadigende Noxen und eine adaquate (zumeist intensivierte) korperliche
Bewegung empfohlen wird. Bei bereits manifesten Tumorerkrankungen gilt es
allerdings, immer effektivere Therapiestrategien zu entwickeln, die in Form der
sogenannten ,personalisierten Tumortherapie® bereits klinische Anwendung finden.
Eine kurative Behandlung kann bei soliden Tumoren durch einen multimodalen Ansatz
aus klassischer Chemotherapie, Strahlentherapie und Chirurgie erméglicht werden.
Klassische Chemotherapeutika haben hierbei den Nachteil, dass sie meist nicht sehr
spezifisch wirken und die Behandlungserfolge haufig durch Therapie-assoziierte
Toxizitat reduziert werden. Zielgerichtete Therapien gegen tumoreigene,
regulatorische Strukturen auf der Basis von Antikérpern oder niedermolekularen
Substanzen konnten in den letzten Jahren zusatzlich zur systemischen
Chemotherapie etabliert werden und erganzen oder ersetzen diese. Ziel ist eine im
Vergleich zur systemischen Therapie verminderte Toxizitat bei gutem
Wirksamkeitsprofil. Das Gesamtliberleben bei vielen Tumorerkrankungen konnte
dadurch bereits verbessert werden [6].

Fur eine individualisierte Therapie unabdingbar war und ist die genaue
Charakterisierung von molekularen Signalwegen. Insgesamt stehen diese
zielgerichteten  Therapieansatze aufgrund tumoreigener oder erworbener
Resistenzmechanismen nur einem kleinen Teil der Patienten zur Verfligung.

In der Entstehung kolorektaler Karzinome spielen sogenannte Treibermutationen in
zentralen Signalkaskaden, wie dem RAS- und dem WNT-B-Catenin Signalweg eine
wichtige Rolle [7]. Eng mit der Hemmung des RAS-Signalweges verknlpft ist das
Myotubularin-Related  Protein-7 (MTMR7) [8]. Das Protein wurde als
Interaktionspartner des antidiabetischen Kernrezeptors Peroxisomen-Proliferator-
aktivierter Rezeptor y (PPARY) charakterisiert sowie eine hemmende Funktion auf
Insulin-vermitteltes Zellwachstum und die intrazellulare Signaltransduktion im
kolorektalen Karzinom beschrieben [9].

Im Folgenden sollte der Einfluss der Lipidphosphatase MTMR7 in kolorektalen
Tumoren vertiefend dargestellt werden. Dabei wurden verschiedene zentrale
Signalkaskaden untersucht und eine mégliche klinische Relevanz diskutiert.

1.1 Kolorektale Karzinome: Entstehung und Klassifikation

Kolorektale Karzinome gehéren zu den haufigsten Tumorerkrankungen in
Deutschland. Die beginnende Entartung wird dabei von den Betroffenen haufig nicht
bemerkt, weshalb breite Screeningprogramme zur Pravention etabliert sind [10].
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Die Karzinogenese soll im Folgenden detailliert betrachtet werden: Neben der
haufigsten Form der Tumorentstehung, der Adenom-Karzinom-Sequenz, welche in der
Literatur auch als ,klassischer® Weg beschrieben wird, gibt es eine Form, bei der
serratierte Adenome mit veranderten epigenetischen Eigenschaften und
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) zu einer invasiv malignen Tumorentitat transformieren.
AuRerdem kommen Mischformen vor [7].

Bei der haufigsten Form der Pathogenese ist eine Uber viele Jahre langsam
progrediente Transformation von benignen Polypen in kolorektale Tumoren zu
beobachten. Nach Vogelstein und Fearon fihren Ansammlungen von genetischen und
epigenetischen Veranderungen dazu, dass gesunde epitheliale Drisenzellen sich
zunachst in benigne, adenomatdse Polypen umwandeln. Anschlielend fiihren weitere
Veranderungen zu histologisch weniger differenzierten Neoplasmen, bis am Ende der
Adenom-Karzinom-Sequenz schlie3lich das invasive Karzinom steht [1, 3].

Zeitraum: Ungefahr 10 Jahre

Gesundes Epithel I Hyperproliferatives I Friihes Adenom I Spates Adenom I Karzinom

Epithel
Mutiertes APC- KRAS- 189- p53- Weitere
Gen Mutation Mutation Deletion Deletion genetische
Alterationen
Bgtroffener WNT EGFR TGF-B
Signalweg

Abbildung 1: Entstehung kolorektaler Karzinome

Die Entstehung sporadischer kolorektaler Tumoren basiert auf dem gut etablierten Modell
der Adenom-Karzinom-Sequenz nach Vogelstein [1]. Einzelne Mutationen in den
Signalwegen WNT, EGFR und TGF-f3 fiihren Uber einen Zeitraum von ungefahr 10 Jahren
Uber die Hyperproliferation von Kolonepithel zu der Entstehung von Adenomen. Der Verlust
des Tumorsupressors p53 flhrt zu einer malignen Entartung. Weitere Mutationen kénnen
auftreten und eine Metastasierung ist moglich [1-3].

Bei der genaueren Betrachtung der genetischen und epigenetischen Veranderungen,
die den Prozess der Pathogenese unterhalten, lasst sich eine Unterteilung in folgende
Untergruppen vornehmen: Chromosomale Instabilitat (CIN), Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI), nicht-MSI Hypermutualitat, aberrante DNA-Mutation und globale DNA-
Hypomethylierung.

In 80-85% der kolorektalen Karzinome kommt es zu Veranderungen auf
chromosomaler Ebene, es liegt eine chromosomale Instabilitat (CIN) vor [7]. Dabei
kommt es zu strukturellen Veranderungen von Chromosomen. Es koénnen
Aneuploidien oder Polyploidien auftreten [11]. Chromosomale Veranderungen treten
meist infolge von sporadischen Veranderungen auf, kdbnnen sich jedoch auch infolge
der heriditaren FAP entwickeln (familiare adenomatdse Polyposis coli), bei der sich
das Karzinom ebenfalls aus vorlaufigen Adenomen entwickelt. Auf molekularer Ebene
kommt es bei Kolonkarzinomen, bei denen eine CIN vorliegt, oft zu Mutationen im
gleichnamigen APC-Tumorsupressorgen (adenomatous-polyposis-coli-Protein).
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In ca. 15% der Falle liegt das kolorektale Karzinom einem serratietem Adenom zu
Grunde, welches aufgrund von Veranderungen im Mismatch-Repair-System, dem
Reparatursystem der DNA zu Mikrosatelliteninstabilitaten (MSI) fahrt. Man
unterscheidet auch zwischen MSS, bzw. MSI-L und MSI-H- Tumoren (MSI-stable, -
low, -high). Eine MSI-H tritt haufig bei alteren Patienten, vor allem Frauen auf [7].
Kolorektale Karzinome lassen sich auch aufgrund ihrer Veranderungen auf
molekularer Ebene unterscheiden: CpG-Inseln sind Abschnitte auf der DNA, die durch
Methylierung oder Hypomethylierung zu einem Ab- oder Anschalten der Trans-
skription einer nachgeschalteten Gen-Sequenz fuhren kdnnen. Bei Mikrosatelliten-
Instabilen Tumoren (MSI-H) liegen Veranderungen im Bereich der CpG-Inseln haufig
vor. Auch bei sporadisch auftretenden MSS- Tumoren sind sie zu finden [7, 11].
Aktivierende Mutationen in Protoonkogenen, die vermehrtes Zellwachstum zur Folge
haben, sind in beiden Wegen der Karzinogenese von zentraler Bedeutung [12].
Mutationen im KRAS-(Proto-)Onkogen kommen fast ausschlie3lich in Tumoren mit
intaktem DNA-Mismatch-Repair-System vor. Das hereditar auftretende Lynch-
Syndrom stellt diesbezuglich eine Ausnahme dar, weil es durch angeborene
Mutationen im Mismatch-Repair-System zu einer MSI flhrt und fir MSI Tumore sonst
untypisch, haufig molekulare Veranderungen im KRAS-Signalweg zeigt [7].

Generell sind molekulare Veranderungen flir eine adaquate Therapie von grofRer
Bedeutung: Die am besten erforschten Signalwege sind die tUber den EGF-Rezeptor
aktivierte RAS-Signalkaskade, die Uber die BRAF Kinase und die PI3Kinase (PI3K)
proliferative Effekte vermittelt [13], ebenso wie der TGFB- und WNT-B-Catenin-
Signalweg [14], welche ebenfalls proliferative Wirkungen auf molekularer Ebene
vermitteln. Diese Kaskaden sind Ansatzpunkt etablierter Antikdrper-basierter
Therapien und weiterhin Gegenstand biomedizinischer Forschung.

1.2 Der RAS-Signalweg und Mutationen in kolorektalen Karzinomen

Im Kolorektalen Karzinom nehmen Mutationen in RAS-kodierenden Genen (KRAS und
NRAS) einen wichtigen Stellenwert in der Tumorgenese ein [15-17]. Unter
physiologischen Bedingungen wird die Aktivierung von RAS-Proteinen durch eine
Kinasekaskade vermittelt. Am Anfang dieser Kaskade steht der epithelial growth factor
receptor (EGFR). Der EGFR wird extrazellular durch den epithelial growth factor (EGF)
stimuliert, dimerisiert und autophosphoryliert sich selbst. Darauf folgt eine Bindung von
Adapterproteinen: Zunachst bindet SHC, dann GRB2 und schlieBlich SOS [18]. Durch
die Adapterproteinbindung kann die weitere Signaltransduktion Uber RAS-Proteine
stattfinden. Neben der Initiation des RAS-RAF-ERK-Signals durch den EGFR bewirkt
dieser auch die Aktivierung der PI3Kinase (PI3K). Die PI3K wird neben verschiedenen
Adapterproteinen wie IRS1 auch von RAS aktiviert [16]. Dieser Prozess kann an
unterschiedlichen Stellen inhibiert werden. Durch Phosphorylierung von Phosphatidyl-
Inositol-bis-phosphat (PtinsP2) entsteht Phosphatidyl-Inositol-tris-phosphat (PtinsP3),
welches Uber Aktivierung der Phosphat-abhangigen Kinase als second messenger
fungiert. Durch Lipidphosphatasen, wie zum Beispiel PTEN, kann PtinsP3 wieder zu
PtinsP2 dephosphoryliert werden [12].

RAS-Proteine sind monomere G-Proteine. Das bedeutet, dass sie durch die
Umsetzung von GTP zu GDP Kinasekaskaden weiterleiten. Aktivierte RAS-Proteine
vermitteln Uber den PI3K-Signalweg eine Aktivierung von AKT, welches letztlich tGber
mTORC-Komplexe proliferative Prozesse initiiert [19]. Auf der anderen Seite steht ein
durch die EGFR-Adaptorproteine vermittelter Signalweg. Diese vermitteln eine
Heterodimerisierung von SOS und RAS. Eine Kinasekaskade Uber RAF, MEK1/2 und
ERK1/2 wird in Gang gesetzt, die Uber ELK1 im Zellkern den Serum response factor
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(SRF) aktiviert. Dieser bindet an DNA-Promotor-Regionen, welche ebenfalls
proliferative Effekte verstarken [16, 20]. Die Aktivierung ist in Abb. 2 abgebildet.

ERK 1/2 —

| mTORC2

Proliferation l Zellwachstum
I_’ C-myc, etc
SRE

) - —

Abbildung 2: Der EGF-RAS-Signalweg

Durch eine extrazellulére Aktivierung wird der EGF-Rezeptor aktiviert. Uber eine duale
Aktivierung von RAS wird einerseits Uber ERK1/2 die Zellproliferation tber die Transkription
angeregt. Andererseits wird das Zellwachstum durch die Aktivierung von mTORC-
Komplexen geférdert. Der EGFR wird extrazellular durch EGF stimuliert, dimerisiert,
autophosphoryliert sich selbst und aktiviert Gber Adaptorproteine die RAS-Proteine [18].
Stromabwarts des EGFR gibt es zwei tiber RAS aktivierende Wege: Die RAS-RAF-MEK1/2-
ERK1/2 Signalkaskade und die Aktivierung der PI3K. In Letzterer wird mTOR (mechanistic
target of rapamycin) durch die Kinase AKT aktiviert. Die beiden Komplexe des mTOR,
mTORC1 und mTORC2, haben grundlegende Bedeutungen in der Regulation von
Wachstum und Differenzierung [21].

Die Aktivierung der beschriebenen Signalwege ist physiologisch durch die Bindung
von EGF an den EGFR bedingt. Allerdings sind diese Signalwege auch Ursprung
zahlreicher pathologischer Veranderungen, welche fur die Karzinogenese diverser
Tumoren verantwortlich sind.

Beispielsweise lassen sich in etwa 30% aller soliden Tumorerkrankungen Mutationen
in der PI3K-AKT-mTOR-Achse finden [21].

In Bezug auf kolorektale Karzinome sollen vor allem der EGFR und RAS betrachtet
werden.

Die monoklonalen Antikérper Cetuximab und Panitumumab [13] richten sich gegen
den EGF-Rezeptor und blockieren seine extrazellulare Domane, sodass es bei KRK,
welche einen RAS-Wildtyp aufweisen, zu keiner Aktivierung mehr kommt. Bei diesen
Karzinomen kann durch die gehemmte Autophosphorylierung die Kaskade
stromabwarts nicht weiter ablaufen. Obwohl dies theoretisch vielversprechend klingt
und 85% aller KRK-Patienten einen positiven EGFR-Expressions-Status aufweisen,
zeigen Therapien mit EGFR-gerichteten Antikdrpern leider oft nicht die gewlinschte
Wirkung [13, 22]. Dies liegt meistens an Veranderungen der RAS-Gene, seltener an
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PI3K-Mutationen [12] [16, 17]. EGFR-Antikérpertherapien dirfen daher nur RAS Wild-
Typ Tumoren angewandt werden [23].

Es sind drei verschiedene RAS-Gene bekannt: KRAS, HRAS und NRAS [12, 16].
Dabei gibt es mit KRAS4A und KRAS4B zwei alternativ vorkommende
SpleiRvarianten. |hre Schllsselrolle in der Aktivierung der proliferativen Kaskaden
machen sie zu Protoonkogenen. Kolorektale Karzinome gehen besonders haufig mit
Mutationen im KRAS-Gen einher [12]. KRASG12V/D oder 13D bezeichnen eine
aktivierte Form des KRAS Proteins, welches die Proliferation des Kolonepithels
stimuliert. Des Weiteren induziert mutiertes KRAS die Expansion von
Tumorstammzellen und hemmt die Differenzierung in funktionelles Darmepithel.
Mutationen im KRAS sind haufig bereits in Krebsvorstufen zu finden [17] und sind oft
Folge einer Adenom-Karzinom-Sequenz.

Die onkogene Treibermutation liegt dabei haufig im Hydrolysezentrum von KRAS, wo
die Bindung von GTP an KRAS stattfindet. Die Treibermutationen bewirken eine
verringerte endogene GTPase-Aktivitat von KRAS, wodurch GTP langer oder
dauerhaft gebunden bleibt und KRAS durchgehend aktiv ist und dadurch die
nachgeschaltete Signalkaskade stimuliert [13].

Durch die aufgehobene Regulierbarkeit wird die Karzinogenese vorangetrieben. Dabei
zeigen unterschiedliche Mutationen verschiedene Prognosen auf: So ist die
Transformation im KRAS12D mit einer besseren Prognose als im KRAS12V assoziiert.
Durch das autonom agierende KRAS werden dessen nachgeschaltete Effektoren
Uberaktiviert. Dies bedingt schliel3lich die  Aktivierung  verschiedener
Transkriptionsfaktoren, wie FOS, serum response factor (SRF), JUN oder NFkB. Diese
Faktoren initiieren eine verstarkte Expression von Cyclin G1 und Cyclin D1 [13]. Das
Zusammenspiel von Cyclin D1 in Kombination mit onkogenen Veranderungen der
RAS-Allele resultiert in einer unkontrollierten Zellzyklusprogression.

In der Regulation des Zellzyklus greift RAS auch in die Modulation der Apoptose ein.
Abhangig von induzierten Signalwegen, kann es pro-apoptotisch und anti-apoptotisch
wirken, wobei letztere Wirkung Uberwiegt [16].

Neben KRAS-Mutationen, kommen seltener auch Mutationen von BRAF und PI3K bei
KRK vor. Sie haben eine ungunstige Prognose. Die Unabhangigkeit des RAS-
Signalweges von EGF stellt in der Therapie des KRK eine grol3e Herausforderung dar
[12].

1.2.1 Metabolische Wirkung

RAS reguliert Gber mTORC die Aktivierung von hypoxia inducible factor a (HIFa),
welcher dadurch nicht abgebaut wird und Gber Bindung an HIF u.a. fir einen Einbau
von Glukose-Transportern und der Aktivierung glykolytischer Enzyme sorgt und somit
den sogenannten ,glykolytic shift‘ erzeugt [16]. Ebenfalls wird dadurch die Expression
des vascular endothelial growth factor a (VEGFa) aktiviert. Die dadurch starkere
Gewichtung eines Wachstumsstoffwechsels férdert die Tumorprogression.
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1.2.2 Immunologische Wirkung

Onkogenes RAS vermindert die Anzahl von MHC-Molekilen an der Oberflache von
Tumorzellen, die in der Immunantwort durch T-Zellen erkannt werden konnen. Eine
Komponente stellt dabei die verminderte Expression und Funktionalitdt von
verschiedenen Transportproteinen der Antigen-prasentierenden Peptide dar. Dies
fuhrt zu einer verringerten Immunogenitat der Tumorzellen, was zur Folge hat, dass
sie schlechter durch T-Zellen erkannt werden. Zudem ist bekannt, dass in humanen
Tumoren mit RAS-Mutation die Immunantwort oft zu Gunsten des Tumors unterdrickt
wird [16]. Beispielsweise zeigt sich in gastrointestinalen KRAS-mutierten
Adenokarzinomen eine Anreicherung von immunosuppressiven Zellen und Zytokinen,
in Kombination mit einer Verringerung der 0.g. Anzahl von anti-Tumor-gerichteten T-
Zellen eine Verringerung der Immunantwort bewirken [24].

1.2.3 Metastasierung

RAS-Mutationen sind bei metastasierten soliden Tumoren haufig. Fur den Prozess der
Metastasierung ist eine Veranderung der Zell-Zell-Adhasionen verantwortlich.
Onkogen verandertes RAS beeinflusst molekulare Mechanismen, die die Struktur der
interzellularen  Adhasionsverbindungen verandert. Beispielsweise wird die
Transkription von E-Cadherin durch Suppression verringert, auch werden Komplexe
von E-Cadherin und B-Catenin destabilisiert. Die Expression von Integrin, welches mit
der extrazellularen Matrix interagiert, wird ebenfalls reduziert. Aulerdem zeigt sich in
RAS-mutierten Tumoren eine erhdhte Zellbeweglichkeit, da die zytoskelettale Struktur
so verandert wird, dass Zellmigration verstarkt ablauft. Tumorzellen, die RAS-
Mutationen aufweisen, zeigen eine erhéhte Expression von Matrix-Metallo-Proteasen,
was zu einer erschwerten Apoptose der Zellen fihrt und sie langer in intravasalen
Raumen zirkulieren lasst und die hamatogene oder lymphogene Metastasierung
wahrscheinlicher werden lasst [16].

1.3 Der PI3-Kinase-Signalweg

Phosphatidylinositol-3-Kinasen (PI3K) nehmen in dem EGFR-RAS- und auch in
anderen Signalwegen eine wichtige Rolle ein. Daher werden sie genauer beschrieben.
Das Grundgerust von Phosphatidylinositol (Ptins) ist ein sechswertiger, zyklischer
Alkohol, der auch als myo-lnositol bezeichnet wird. Er ist Uber eine
Phosphoesterbindung an einen Glycerinkérper gekoppelt, der neben dieser polaren
Phosphatgruppe auch zwei apolare Fettsdureester besitzt. Die apolaren
Fettsaurereste vermitteln die Integration an der Innenseite der Zellmembran. Die freien
Hydroxylgruppen des sechswertigen, zyklischen Alkohols kdnnen phosphoryliert
werden. Diese Eigenschaft macht Ptins zu einem geeignetem Botenstoff in
verschiedenen Kompartimenten von Zellen. Neben Funktionen im Vesikeltransport
und der Organisation des Zytoskeletts, stellen sie auch in der Vermittiung von
Signalkaskaden eine wichtige Komponente dar. Werden transmembrandse
Rezeptoren extrazellular aktiviert, wird Ptins als sogenannter second messenger
genutzt. PI3K vermitteln diesen Prozess. Es gibt drei Klassen von PI3K: Klasse 1
synthetisiert  Ptlns(3,4,5)-Phosphat und  PtIns(3,4)-Phosphat  durch  die
Phosphorylierung ihrer Substrate an der 3-Stelle des Inositolrings. Klasse 2
synthetisiert Ptins(3)P und zum Teil auch PtIns(3,4)P, Klasse 3 synthetisiert Ptins(3)P
[25].
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Fur die Betrachtung von KRK ist die PI3K Klasse 1 am wichtigsten [26, 27]. PI3K
besitzen katalytische und regulatorische Untereinheiten. Die regulatorische
Untereinheit der PI3K Klassela ist p85. Dieses Protein bindet die katalytischen
Untereinheiten p110a, p110B8 und p1108, Produkte der Gene PI3KCA, PISKCB und
PI3KCD. Eine Aktivierung der PI3K wird durch die extrazellulare Ligandenbindung an
Rezeptortyrosinkinasen (RTKs) vermittelt. Durch eine Autophosphorylierung kann die
regulatorische Untereinheit p85 an den intrazellularen Anteil der RTK binden [28].
Dadurch kénnen Adaptorproteine wie SHC und GRB2 an die RTK binden (siehe
Abb.2). Uber die Bindung von SOS wird letztlich RAS aktiviert. RAS aktiviert die
katalytischen Untereinheiten von p85. Eine Aktivierung der katalytischen, p85-
unabhangigen Untereinheit p110y kann genauso stattfinden, wie die p85-abhangige
Aktivierung der Untereinheiten p110a, p110 und p1108. Eine Mutation der PI3KCA
in der Untereinheit p110a findet sich in einigen KRK [29]. Die ebenfalls verwendete
Zelllinie HCT116 besitzt eine solche Mutation [30]. Durch die Aktivierung der PI3K wird
Ptins(3,4,5)Ps und PtIns(3,4)P2 synthetisiert (s.0.). Daraus resultiert eine Aktivierung
der PDK1 und schlieBlich AKT, was nach einer positiven Rickkopplung mit mTORC2
proliferative Prozesse fordert.

1.4 Das Serum Response Element

Das serum response element (SRE) ist eine DNA-Region, an der das oben bereits
erwahnte Protein serum response factor (SRF) bindet. Die Férderung der Transkription
aktiviert u.a. c-FOS, welches proliferativ und anti-apoptotisch wirkt. Die Aktivierung von
SRF wird Uber die Kinasekaskade, die unterhalb der RAS-ERK-Kaskade liegt,
vermittelt. Bei Mutationen des Proto-Onkogens RAS, wird auch SRF starker aktiviert.
Das nukleare Protein ELK-1 wird an seinem C-Terminus durch ERK1/2 phosphoryliert
und bindet SRF Uber seine B-Domane [31]. Diese Komplexbildung ermdglicht die
Bindung an das SRE und aktiviert die Transkription eines die Proliferation fordernden
Gen-Profils.

1.5 Der WNT-B-Catenin-Signalweg

Neben dem RAS-Signalweg gehdren Mutationen, die im WNT-B-Catenin-Signalweg
vorkommen, zu den Hauptmechanismen in der Entstehung von KRK [14]. Daher soll
dieser Signalweg genauer betrachtet werden.

WNTs sind eine Familie von extrazellularen Signalproteinen, welche als Liganden fur
den zugehorigen WNT-Signalweg fungieren. Der Name WNT ist ein Fachterminus,
welcher sich aus einem Protein der Drosophila (Wg, wingless) und INT1
zusammensetzt. Es sind bislang 19 humane Gene bekannt, die WNT-Faktoren
kodieren. Dabei aktivieren verschiedene WNT-Proteine unterschiedliche
Signalkaskaden.

Man unterscheidet grundsatzlich zwischen einer 3-Catenin-abhangigen und
-unabhangigen Signaltransduktion [32]. Somit kann man die durch WNT vermittelte
Signaltransduktion in eine kanonische (B-Catenin-abhangige) und nicht-kanonische
(B-Catenin-unabhangige) Form unterteilen.
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1.5.1 B-Catenin-abhangiger WNT-Signalweg

Die WNT-Proteine WNT1, WNT3a und WNT8 aktivieren hauptsachlich den
B-Catenin-abhangigen WNT-Signalweg. Dieser ist am besten untersucht.

In der unstimulierten Zelle bindet an p-Catenin, welches sich im Zytoplasma befindet,
ein Degradationskomplex, der dessen proteasomalen Abbau bedingt. Zu diesem
Komplex gehoéren die Caseinkinase 1a (CK1a), die Glykogensynthasekinase 3B
(GSK3pB), APC (adenomatous polyposis coli), sowie Axin. B-Catenin wird durch die
CK1a am Ser45-Rest phosphoryliert. Weiterhin finden Phosphorylierungen an den
Thr41, Ser37 und Ser33-Resten durch die GSK3p statt. Das 3-TrCP E3-Linker Protein
wird rekrutiert, B-Catenin wird poly-ubiquitinyliert und letztlich proteasomal abgebaut.
Der Abbau kann dadurch verhindert werden, dass sekretorische WNT-Liganden an
den membransténdigen Frizzled-Rezeptor (FZD) binden. LRP5 oder LRP6 (lipoprotein
receptor-related protein) dienen dabei als Co-Aktivatoren. Dies phosphoryliert und
aktiviert das zytosolische dishevelled Protein (DVL). DVL bindet an den intrazellularen
Anteil des FZD-Rezeptors. Durch die Sequestration der GSK3p kann die Bindung zu
CK1a nicht eingegangen werden und der Zerstorungskomplex wird aufgeldst, sodass
das zytosolische p-Catenin nicht mehr abgebaut wird und sich folglich anreichert. Es
wird in den Kern transloziert und bildet einen Komplex mit TCF (T-Zell
Transkriptionsfaktor) und LEF (lymphoid enhancer factor). Dies flhrt zu einer
Expression von Zielgenen, die unter anderem wichtige Funktionen in der Proliferation
und Transformation einnehmen [32].
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Abbildung 3: Der B-Catenin-abhédngige (kanonische) WNT-Signalweg

A: WNT-B-Signalweg: In der Abwesenheit eines extrazellularen WNT-Liganden bindet
B-Catenin an den B-Catenin-Zerstérungskomplex. GSK3p und CK1 phosphorylieren
-Catenin, welches wiederum Uber weitere Zielenzyme ubiquitinyliert und schlieBlich
proteasomal abgebaut wird.

B: Gibt es ein extrazelllulares WNT-Signal, so induzieren CK1a und GSK3p die
Phosphorylierung von LRP5/6. Dies bewirkt die Rekrutierung von DVL. Dessen Bindung an
Axin bewirkt die Dissoziation des Zerstérungskomplexes. Unphosphoryliertes (3-Catenin
entgeht der proteasomalen Degradierung und aktiviert proliferative Zielgene wie c-MYC,
CCND1 und andere.

C: Durch die im KRK haufig beschriebenen APC-Mutationen in der MCR-Region kommt es
zu einem unfunktionellen Zerstérungsprozess, was einen verminderten Abbau von 3-Catenin
zur Folge hat. Dadurch kommt es zu einer unkontrollierten Aktivierung seiner Zielgene [33].

11
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1.5.2 B-Catenin-unabhangige Signalwege

Als B-Catenin-unabhangige WNT-Signalwege werden diejenigen Signalwege
bezeichnet, die nicht GUber B-Catenin LEF oder TCF aktivieren. Die WNT-Proteine
WNT5a und WNT11 aktivieren hauptsachlich diese Signalwege. Ein gut beschriebener
Signalweg ist der PCP-Signalweg, der eine Kaskade von GTPasen aktiviert. Er ist zum
Beispiel fur die Zellpolaritat von Bedeutung, besonders wahrend Phasen der Fetalzeit.
Der PCP-abhangige Signalweg hemmt den p-Catenin-abhangigen Signalweg. Es sind
weitere B-Catenin-unabhangige Signalwege beschrieben, zum Beispiel der Calcium-
abhangige Signalweg. Fir die Entwicklung des KRK spielt jedoch der B-Catenin-
abhangige WNT-Signalweg eine zentrale Rolle [32].

1.6 APC-Mutationen
1.6.1 Veranderter WNT-Signalweg im KRK

80-90% aller KRK-Patienten weisen eine Mutation im APC-Gen auf [34, 35]. Das APC
Protein ist ein zentraler Bestandteil des B-Catenin-Zerstérungskomplexes, welcher die
WNT-Aktivitat durch B-Catenin-Abbau hemmt. Durch Mutationen bindet APC
schlechter an 3-Catenin. Auch die Aktivierung Axins durch Phosphorylierung ist von
dem Tumorsuppressor APC abhangig [36]. Durch die Veranderungen des
Zerstorungskomplexes wird B-Catenin auch ohne eine vorherige Aktivierung durch
WNT-Liganden angereichert, gelangt in den Kern und aktiviert dort
Proliferationszielgene. Die Tumorgenese wird dadurch geférdert.

Es sind auch Axin1- und B-Catenin-Mutationen bekannt, die mit einer Hyperaktivierung
des Signalwegs einhergehen, diese sind aber deutlich seltener [34].

Im Rahmen der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz treten bereits in friihen
Tumorvorstufen Mutationen im APC-Gen auf, welche die Pathogenese vorantreiben
[37]. Ausgenommen sind jedoch Tumore mit vielen CpG-Inseln (CIMP) und MSI-H-
Tumore mit Defekten im Mismatch-Repair-System. Keimbahnmutationen treten bei
Uber 90% der Patienten mit klassischer familiarer adenomatéser polyposis coli (FAP)
auf. Genauso, wie in sporadischen Formen des KRK entsteht auch bei der FAP die
Tumorerkrankung durch Mutationen beider Allele [38].

1.6.2 Struktur des APC Proteins

Das APC-Gen liegt auf dem Chromosom 5g21-22 und beinhaltet 15 kodierende und 3
nicht-kodierende Exons. Das Protein besteht aus 2843 Aminosauren. Das APC-
Protein wird in vielen Geweben exprimiert und nimmt dort verschiedene Funktionen
ein. Im Kolon sind APC-Proteine in den Krypten und der luminalen Oberflache
lokalisiert. Verglichen mit seiner Isoform APC2 bindet APC starker an B-Catenin, was
mit einer Sequenz von 15 unterschiedlichen Aminosduren zusammenhangt [34].
Dadurch inhibiert APC2 den WNT-Signalweg weniger stark.
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Abbildung 4: Das APC-Protein und APC-Mutationen
Haufig fGhren Mutationen in der Mutation Cluster Region des APC-Gens zu einem Abbruch
der Translation, sodass ein unfunktionelles Protein entsteht [35].

1.6.3 APC und der WNT-B-Catenin-Signalweg

Die Interaktion von APC und dem WNT-Signalweg basiert auf der Funktion der B-
Catenin-inhibitorischen Domane (CID). Diese befindet sich an der Mutation Cluster
Region (MCR), zwischen der zweiten und dritten 20aa-repeat-Domane. Durch
Mutationen in der MCR kommt es zu einem Verlust der C-terminalen Doméane [35].
Eine unkontrollierte Uberaktivierung von B-Catenin ist die Folge. Dies hat wiederum
die Uberaktivierung verschiedener proliferativer Mechanismen zur Folge. In rund 80-
85% der Falle sind oben erwahnte Mutationen mit einem Verlust der C-terminalen
APC-Sequenz eine friihe, moglicherweise initiale Veranderung in der Pathogenese
sporadischer kolorektaler Karzinome [39].
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1.6.4 Die Rolle von APC-Mutationen in zielgerichteten Therapien

Analog zu KRAS-Mutationen werden APC-Mutationen teilweise ebenfalls als
sogenannte Treibermutation in der kolorektalen Karzinogenese beschrieben [35].
Dafir spricht z.B., dass Patienten mit sehr hohem APC-Mutationsstatus ein kirzeres
Gesamtlberleben aufwiesen, was wiederum auf die Abhangigkeit der Karzinogenese
vom APC-Status hinweist [40]. Andererseits gibt es Ergebnisse, die darstellen, dass
Tumorpatienten ohne APC-Mutation eine schlechtere Prognose zeigen als Patienten
mit einer einzigen Mutation.

Die Sensitivitat von Tumoren mit positivem APC-Mutationsstatus auf konventionelle
Chemotherapeutika kdnnte herabgesetzt sein. Gezeigt werden konnte dies am
Beispiel der Alkylanzien wie Methylmethansulfonat. Die DNA-Schaden kénnen bei
verstarkter APC-Aktivierung reduziert werden, weil es zu einer Disinhibition von DNA-
Reparatursystemen kommt, woraus ein Wirkverlust der Alkylanz resultiert. Auf der
anderen Seite ist der APC-Wildtyp mit einem guten Ansprechen auf Alkylanzien
assoziiert, da in diesem Fall iber die Hemmung von DNA-Polymerasen wie Pol-§3 und
dem Single-Nucleotide-Reparatursystem wie SN-BER die Reparatur zerstorter DNA
durch Wildtyp-APC unterbunden wird [34].

1.6.4.1 HDACs

Histondeacetylasen (HDACs) steuern durch die Deacetylierung von Histonen die
Expression von Genen. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass HDAC-Inhibitoren
in der Tumortherapie verwendet werden kdnnten, da sie Apoptosemechanismen
aktivieren. Kolorektale Karzinomzellen, in denen APC mutiert ist, sprechen schlechter
auf HDAC-Inhibitoren an, da diese Zellen die Expression des ,Uberlebens-Proteins*
Survivin hemmen, ein Protein, welches in nicht APC-mutierten Krebszellen ein
Angriffspunkt fur HDACs darstellt. Eine Apoptoseinduktion durch HDACs scheint also
bei kolorektalen, APC-mutierten Karzinomen nicht moglich [41].

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die fur KRK typischen APC-Mutationen
proliferative und oft karzinogene Veranderungen verstarken. Dies macht das APC-Gen
zu einem potenziellen Biomarker aber auch zu einem spezifischen Therapieziel in der
Therapie des kolorektalen Karzinoms. APC-mutierte Tumore sind aktuell nur durch
klassische Chemotherapeutika medikamentdés behandelbar. Da es aktuell keine
zielgerichteten Therapeutika gibt, erscheint eine genauere Erforschung und Therapie
dieser Mutation sinnvoll und notwendig.
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1.6.5 Bezug des WNT-B-Catenin- und EGFR-RAS-Signalweges in KRK
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Abbildung 5: Verbindungen von WNT- und RAS-Signalweg

Der WNT-B-Signalweg und die RAS-Signalkaskade stehen in einem engen Zusammenhang
bezlglich ihrer gegenseitigen Koaktivierung. Mutationen im APC- und KRAS-Gen flihren zu
einem Fortschreiten der kolorektalen Karzinogenese [42, 43].

KRAS- und APC-Mutationen zahlen als Treiber in Pathogenese des KRK. Die beiden
Signalwege sind nicht strikt getrennt voneinander zu betrachten. Dies zeigt sich daran,
dass sich der RAS-RAF-MEK-Signalweg zusatzlich durch WNT3a stimulieren lasst
[42]. Es kann also ein Zusammenhang zwischen dem B-Catenin-abhangigen WNT-
Signalweg und der durch EGF induzierten RAS-Kaskade festgestellt werden. Die RAS-
Isoform HRAS wird durch die GSK3[ bei ausbleibendem Signal durch WNT-Proteine
an Thr-144 und Thr-148 Resten phosphoryliert und folgend durch B-Transducin
vielfach ubiquitinyliert und schlie3lich proteasomal abgebaut. Dadurch wird die
Aktivitat der RAS-abhangigen Signalkaskade reduziert und die Transformation
gehemmt. Die Thr-144- und Thr-148-Reste sind in den bekannten RAS-Isoformen
NRAS und dem fur das KRK relevante KRAS ebenfalls enthalten, was den Einfluss
der GSK3p auf den Abbau von KRAS nahelegt. Unter WNT-Stimulation dissoziiert der
B-Catenin-Zerstorungskomplex. In Analogie zum B-Catenin werden RAS-Proteine
durch die sich im Komplex befindende GSK3[ auch nicht mehr abgebaut, sodass die
stromabwarts gerichtete Kaskade Uber RAF-MEK1/2-ERK1/2 weiter ablaufen kann
[43].

Treten KRAS- und APC-Mutationen gemeinsam auf, so entstehen aggressive, rasch
progrediente Tumore [42, 43]. Einzeln auftretende APC- oder KRAS-Mutationen
bringen diese Eigenschaften nicht mit sich. In Mausmodellen konnte festgestellt
werden, dass die Kombination von Mutationen in beiden Genen zu einem signifikanten
Anstieg von den Kolonstammzell-Markern CD44, CD133, und CD166 fuhrt [42, 43].
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Des Weiteren entwickelten die Mause Lebermetastasen, die APC- und KRAS-
Mutationen aufwiesen, im Gegensatz zu denen, die z.B. nur die KRAS-Mutation
aufwiesen. Erst durch die zuséatzlich auftretende APC-Mutation wurde also die
Stammzellproliferation eingeleitet [42, 43].

1.6.6 WNT-Aktivierung durch MEK1/2-Inhibitoren

Durch den Einsatz von MEK1/2-Inhibitoren findet eine Hemmung unterhalb des KRAS-
Proteins statt. Gleichzeitig kommt es zu einer Hemmung von Axin1 und GSK3p,
woraus eine Dissoziation des B-Catenin-Zerstorungsprozesses folgt und somit die
vermehrte Aktivierung des WNT-Signalweges [44]. Wird die RAS-abhangige
Signalkaskade also gehemmt, kommt es Uber diesen Ruckkopplungsmechanismus zu
einer vermehrten Dissoziation des B-Catenin-Zerstorungskomplexes. Dies fuhrt nicht
nur zur Hemmung der Degradierung von 3-Catenin, sondern kénnte mutmalRlich als
positive Ruckkopplung auch eine verringert stattfindende Phosphorylierung von RAS
bedingen.

1.7 Peroxisomen-Proliferator-Aktivierende Rezeptoren

Peroxisomen-Proliferator-aktivierende Rezeptoren (PPARSs) sind Kernrezeptoren, die
im Glukose- und Lipidstoffwechsel komplexe modulierende Funktionen tGbernehmen.
Es sind bislang 3 verschiedene Formen von PPARs bekannt: PPARa, PPARB und
PPARYy, die von verschiedenen Genen kodiert werden. Strukturell gehéren sie zu einer
Familie, funktionell unterscheiden sie sich dennoch stark.

PPARa wird v.a. in Geweben exprimiert, in denen der Stoffwechsel von Fettsauren
einen hohen Stellenwert einnimmt. Dort vermittelt PPARa die Aufnahme oxidierter
Fettsduren in die Zellen. Zu den synthetischen Liganden von PPARa zahlen Fibrate,
welche durch dessen Aktivierung pharmakologisch zu einem Absinken von erhdhten
Triglyzeridspiegeln fuhren. Ebenso sind jedoch ihre renalen Nebenwirkungen
hervorzuheben: Sie erhdhen u.a. die den Kreatinin-Spiegel und haben in dieser
Therapieindikation keinen hohen Stellenwert mehr. PPARP spielt eine Rolle im Lipid-
und Cholesterin-Metabolismus. Er wird nahezu ubiquitar exprimiert. PPARy1 und
PPARy2 kommen vor allem in weilem und braunem Fettgewebe vor [45].

Hohe extrazellulare Spiegel von Triglyzeriden und Cholesterinen verstarken
Entziindungsreaktionen. Langfristig bestehende Entzindungen kdénnen zu
molekularen Veranderungen fiihren und letztlich eine Entartung von Geweben
bewirken [46]. Aufgrund ihrer Rolle im Metabolismus von Fetten nehmen PPARs
Funktionen in der Proliferation und Differenzierung von Zellen ein. Diese Funktionen
machen sie zu einem zentralen Element in der Tumorgenese. Besonders der PPARy
ist hierbei von Bedeutung [47].
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1.7.1 Struktur von PPARy

Aufbau von PPARs bzw PPARy

A/B E/F
A A _

N-Terminus 62 AF-1 C D AF-a C-Terminus

Abbildung 6: Aufbau von PPARYy [48]

A/B: Hypervariable Region, dort enthalten ist die AF-1-Domane, die fir die transaktivierende
Funktion des Kernrezeptors wichtig ist. Unabhangig vom Liganden wird der Kernrezeptor
hier durch ERK1/2 inhibitorisch phosphoryliert. Am N-Terminus von PPARYy?2 ist eine 30
Aminosaure langere Sequenz aufgrund der alternativen Spleil3varianten.

C: In der C-Region befindet sich die DNA-Bindungsdomane fir das PPRE.

D: In der D-Domane befinden sich allosterische Aktivierungs- und Repressorstellen, die
regulatorische Funktionen einnehmen. Wahrend der Ligandenbindung kann es hier zu
Konformationsanderungen kommen.

E/F: In der E/F-Region befindet sich die Ligandenbindungsstelle. Am C-Terminus bindet die
AF-2-Domane an den Korezeptor RXR, sofern PPARY aktiviert wird [48].

PPARs sind heterodimere Rezeptoren, die in Kombination mit Retinoid-Rezeptoren
(RXR) die Transkription von Genen induzieren. Dafur binden sie an sogenannte
PPAR-response elements (PPRE) in Enhancern oder Promotorregionen. Diese DNA-
Bindemotive befinden sich meist in der 5’-regulatorischen Region des Zielgens. PPAR
und RXR binden an das response element Uber DR1 (direct repeat) Zielsequenzen.
Die 5°-flankierenden DNA Basen sind dabei fur die spezifische Bindungsmaoglichkeit
verschiedener PPAR-Isotypen verantwortlich [45].

1.7.2 PPARy

Die Funktionen des PPARYy bestehen in der Regulation von Glucose-Homdostase und
Lipidspeicherung. Daher kommt er vor allem in weilRem und braunem Fettgewebe vor,
aber auch in Epithelzellen, wie zum Beispiel der Darmschleimhaut. Das PPARG Gen
besitzt verschiedene Promotoren und Exons, deshalb entstehen drei verschiedene
mRNAs: PPARy1, PPARy2 und PPARYy3. Die von den mRNAs translatierten Proteine
sind identisch fir PPARy1 und PPARy3. Die Isoform von PPARy2 enthalt am N-
Terminus zusatzliche 30 Aminosauren. PPARy2 wird nur im Fettgewebe exprimiert, ist
aber auch ein starkerer Transkriptionsaktivator [49, 50].

1.7.3 Antiproliferative Wirkungen von PPARy

PPARy reguliert Gene, die an dem Austausch und Transport von Fettsduren
teilnehmen, wie Lipoproteinlipase (LPL) und den Fettsduretransporter CD36. In
Gefalendothelien wirkt er modulierend auf Entziindungsprozesse. Sein inhibierender
Einfluss in der Karzinogenese wurde zunehmend erforscht. Antiproliferative
Wirkungen des PPARYy sind die Reduktion proinflammatorischer Zytokine, wie z.B.
TNFa und IL6. Im Fettgewebe kommt es zu einer Verschiebung von zytotoxischen M1
zu M2 polarisierten Makrophagen. Durch die Hemmung von AP1 und ETS
Transkriptionsfaktoren wird die Promotorregion von Cyclin D1 nicht aktiviert [45].
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Cyclin D1 bewirkt den Ubergang des Zellzyklus von der G1- in die S-Phase. Im KRK
vorkommende KRAS-Mutationen bewirken einen Anstieg von Cyclin D1. Hier wirkt
PPARy entgegen, indem er die Phosphorylierung von AKT inhibiert [51]. Auch
apoptotische Mechanismen werden durch die Aktivierung der pro-apoptotischen Gene
BAD und BAX eingeleitet.

1.7.3.1 Struktur von PPARyY

Wie alle PPARs besteht PPARy aus 6 Regionen. Am N-Terminus befinden sich die
hypervariablen A- und B-Regionen. Die DNA-Bindungsstelle befindet sich auf der C-
Region. Die D-Region besitzt regulatorische Funktionen und kann bei Dimerisierung
von PPARy mit RXR Konformationsanderungen bewirken. Von besonderer Bedeutung
sind die AF-Domanen: An der AF-1-Domane kann durch posttranslationale
Veranderung eine Regulation stattfinden und an der AF-2-Domane befindet sich die
Bindungsstelle flir den RXR. Diese Bindung erfolgt in der E/F-Region [48].

1.7.3.2 Posttranslationale Modifikation

Wird humanes PPARy1 am Ser84-Rest, bzw. PPARy2 am Ser114-Rest der AF1-
Domane phosphoryliert, so vermindert dies die Aktivitdt des Kernrezeptors.
Proteinkinase C, die Mitogen-aktivierenden Kinasen (MAPK) sowie deren Mitglieder,
die Extrazellular-regulierten Kinasen ERK1 und ERK2 kénnen PPARY an dieser Stelle
phosphorylieren und dessen Funktion dadurch hemmen. Diese Mechanismen
beschreiben den Einfluss von PPARy auf den RAS-Signalweg [48]. Wie bereits
erwahnt, bewirken die im KRK haufig vorkommenden KRAS-Mutationen eine
unkontrollierte Uberaktivierung des nachgeschalteten Signalwegs. Dies bedingt auch
eine starkere ERK1/2-Aktivierung, was schlie8lich in einer Hemmung von PPARy
resultiert.

1.7.3.3 Anderung der subzelluldren Lokalisation

Die genomische Aktivitat von PPARy wird nicht nur durch eine posttranslationale
Modifikation abgeschwacht oder aktiviert, sondern auch durch die Veranderung des
zellularen Kompartiments. Durch eine Translokation vom Kern ins Zytosol nimmt die
PPARYy-Aktivitat ab. In Folge einer Aktivierung RAS-abhangiger Signalkaskaden fuhrt
die Aktivierung von MEK1 zur Bildung eines MEK1-PPARy-Komplexes und zu dessen
Export aus dem Kern in das zytosolische Kompartiment [52]. In vielen soliden Tumoren
ist dies ein Effekt, welcher die Tumorprogression weiter vorantreibt.

1.7.4 Glitazone

Vor etwa 20 Jahren wurden PPARYy-Agonisten fur die Diabetestherapie entwickelt.
Sogenannte Glitazone, wie zum Beispiel Rosiglitazone sind pharmakologische
Liganden von PPARYy. Sie induzieren eine Adipozytenreifung [53, 54]. Durch die
Translokation von GLUT4 in Adipozyten verbessern sie die periphere
Insulinsensitivitat. Zudem verringern sie die Spiegel von freien Fettsduren und
verstarken die Adipozytenreifung [49]. Aufgrund von Nebenwirkungen, vor allem der
Entwicklung von Odemen, werden sie heutzutage jedoch kaum noch eingesetzt. Durch
das Abschwachen systemischer Entzindungsvorgange konnten sie in der Therapie
vom KRK dennoch eine interessante Rolle spielen. So induzieren sie die Expression
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des CDK-Inhibitors P21 CIP1/WAF1. Dadurch wird die Zellproliferation durch die RAS-
ERK1/2-Signalkaskade starker gehemmt. In der KRK-Zelllinie HCT15 verhindert dies
Wachstum und Zellzyklusprogression [55].

1.7.5 PPARy und WNT

In der Betrachtung der Interaktion von PPARy mit dem WNT-Signalweg lassen sich
Gemeinsamkeiten zwischen dem stoffwechselbedingten Diabetes Mellitus Typ 2
(DMT2) und dem KRK hervorheben. Beide Erkrankungen gehen mit einer verringerten
genomischen PPARy-Aktivitat und einem vermehrten Ablaufen des WNT--Catenin-
Signalwegs einher [56]. Daraus resultiert eine gesteigerte Aktivitat der
Pyruvatdehydrogenase-Kinase (PDK) [56]. Diese hemmt den Pyruvat-
dehydrogenase-Komplex durch Phosphorylierung. Dadurch kann eine aerobe
Glykolyse nicht weiter stattfinden. Dieses Phanomen wird auch als Warburg-Effekt
bezeichnet [49]. PPARy hemmt die Translation der PDK-mRNA und férdert somit die
vollstandige Aufspaltung in Acetyl-CoA im mitochondriellen Citratzyklus. Dies ist ein
dem WNT-Signalweg opponierender Effekt.

Des Weiteren bewirken PPARy-Agonisten eine Verringerung des zytoplasmatischen
Anteils an B-Catenin in verschiedenen Zellen [56]. PPARy kann dabei Uber die
Aktivierung von APC den proteasomalen Abbau zytoplasmatischen (-Catenins
bewirken. Andererseits bindet B-Catenin an eine Catenin-Binde-Domane von PPARYy.
Dadurch kdénnte eine weitere, nicht-genomische Hemmung mdglich sein [56, 57].
Gegensatzlich dazu hemmt ein Uberaktivierter WNT-Signalweg die PPARy-Aktivitat
[56].

1.8 Die PD-L1-Expression als Ausdruck der Immunevasion von Tumoren

Liganden-assoziierte Kaskaden werden haufig auch von Immunantworten beeinflusst.
Da in Tumoren Entzindungsreaktionen Teil der Prozesse sind, kann es zu einer
Immunzellinfiltration kommen. Das Entkommen einer Immunantwort ist Bestandteil
von karzinogen veranderten Geweben [58].

T-Zellen sind die Effektorzellen der erworbenen Immunitat. Sie erkennen
Peptidstrukturen als Antigene von Antigen-prasentierenden Zellen. Dabei werden die
als Antigene erkannten Peptide Uber den Major Histocompatibility Complex (MHC)
prasentiert und von T-Zell-Rezeptoren erkannt. Das Auslésen einer Immunreaktion
bendtigt jedoch noch zusatzliche Kofaktoren, die diese Reaktion entweder fordern oder
hemmen kdnnen. Sogenannte Immun-,Checkpoints® sind Oberflachenproteine, die
hierbei hemmend wirken. Der Programmed Death Ligand 1 (PD-L1) ist ein Checkpoint,
der auf Antigen-prasentierenden Zellen exprimiert wird. Er geht Bindungen mit dem
PD-1-Rezeptor ein. Der PD-1-Rezeptor wird auf T-Zellen, B-Zellen und auch auf
myeloischen Zellen exprimiert. Durch die Bindung an PD-L1 wird in Monozyten die
Interleukin-10 (IL-10) Produktion angeregt, wogegen IL-2 und damit auch die
Ausdifferenzierung potenter lymphatischer Abwehrzellen gehemmt wird. Hiermit wird
eine Immunzellinfiltration verhindert [59, 60].

Tumore, die verstarkt PD-L1 exprimieren, entgehen eher einer Immunantwort und sind
aggressiver als Tumoren, die dies nicht tun [60, 61]. In der Tumortherapie wurden
jedoch Checkpoint-Inhibitoren entwickelt, welche genau diese Tumore attackieren und
wodurch sich dadurch Tumore, welche PD-L1-positiv sind, zusatzlich therapieren
lassen. Checkpoint-Inhibitoren mit den Zielstrukturen PD-L1 und PD-1 sind in der
Tumortherapie klinisch etabliert. Wichtige Vertreter der Gruppe sind Atezolizumab und
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Pembrolizumab [60]. Fur mikrosatelliteninstabile (MSI) gastrointestinaler Tumoren
zeigte die Checkpointblockade von PD-1 klinische Erfolge [62].

/

CD80

Tumorzelle

A8~ T-Zelle Ausbleibende
Erkennung Immunzellinfiltration

o

Abbildung 7: Funktion von PD-L1

MHC-Rezeptoren befinden sich auf jeder Zelle und prasentieren Antigene, die tGber den T-
Zell-Rezeptor erkannt werden. In dem auf der Abbildung speziell gezeigten Fall ist die
Antigen-prasentierende Zelle eine Tumorzelle. Koaktivierende Signale gehen uber die
Verbindung von CD80 und CD28 aus. PD-L1 vermittelt Gber PD-1 ein inhibitorisches Signal.
Tumoren mit einem hohen PD-L1 Rezeptorstatus entkommen so der durch die T-Zellen
physiologischerweise vermittelten Immunreaktionen [60].

MHC: Major Histocompatibility Complex, TZR: T-Zell-Rezeptor, Ag: Antigen, CD: Cluster of
Differentiation, PD-L1: Programmed Death Ligand 1, PD-1 Programmed Death Cell Protein 1

1.8.1 Regulation

Es handelt sich bei PD-L1 um ein Typ1 Transmembranprotein mit einer extrazellularen
Immunoglobulinstruktur mit variabler distaler Region und proximaler Fc-Region. Am
starksten unterscheidet sich die kurze intrazellulare Domane des Proteins von den
verwandten B7-Molekiilen. Die Uberexpression von PD-L1 in Tumorzellen wird durch
die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren Giber Zytokine vermittelt. Interferon y (IFNy)
aktiviert die Janus Kinase (JAK) und den signal transducer and activator transcription
(STAT) Signalweg [58, 63]. Die transkriptionelle Aktivierung des Interferon-
regulierenden Faktors (IRF1) flihrt zu dessen Bindung an den PDL 7-Promotor [60].

1.8.2 Madgliche Interaktion von PD-L1 und PPARy

In Bezug auf das kolorektale Karzinom ist besonders die Verbindung zu den erwahnten
onkogenen Hauptachsen der EGFR-assoziierten Signalwege uber die PI3K und RAS
interessant. In experimentellen Studien konnte gezeigt werden, dass durch den
Einsatz von MEK1/2-Inhibitoren die PD-L1-Expression erhoht werden konnte. Dadurch
wiederum wurde eine Sensitivierung von KRK gegenuber Checkpoint-Inhibitoren
erreicht [64]. Die Uber PISK-AKT vermittelte mTORC-Aktivierung scheint diesem Effekt
entgegenzuwirken [58]. Die Interaktion zwischen RAS und PPARy wurde bereits
beschrieben. Aufgrund der Abschwachung der genomischen Funktion PPARys durch
MEK1 [52] (Abb. 8) erscheint eine gegenseitige Beeinflussung von PPARy und PD-L1
maoglich.
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In Studien konnte festgestellt werden, dass PPAR-Agonisten, wie Bezafibrate, zu einer
verbesserten Funktion von PD-1-Checkpoint-Inhibitoren fuhren. Dies wird durch eine
Veranderung des Metabolismus von CD8-positiven T-Zellen erklart. Es kommt zu einer
Aktivierung der oxidativen Phosphorylierung und der Glykolyse in den T-Zellen und
verbessert deren Immunfunktion [65].

Dimerisierung

‘ RAF ][ RAF ‘ RAS-Kaskade
\ hemmt PD-L1-
MEK 1/2 Aktivierung durch
PPARy
ERK 1/2 —

PPARy | — PD-L1 T

Abbildung 8: Mégliche Transduktion: RAS-Kaskade, PPARy und PD-L1
Die durch RAS aktivierten MEK 1/2 und ERK 1/2 hemmen PPARYy [52]. Dadurch kdnnte eine
durch PPARYy vermittelte PD-L1-Expression verringert sein.

Des Weiteren konnte nachgewiesen werden, dass PPARy anti-inflammatorische
Effekte auf Makrophagen hat. PPARy moduliert die Veranderung des Phanotyps von
Makrophagen vom pro-inflammatorischen M1 zum anti-inflammatorischen Typ M2
[66]. Die immuninhibierende Funktion von PPARy und die Einbindung in dieselben
intrazellularen Signalkaskaden deutet auf eine sich positiv beeinflussende Interaktion
von PPARy und PD-L1 hin [67]. Diese kdnnte eine verbesserte Effektivitat von
Checkpointinhibitoren zur Folge haben [65]. So wurde gezeigt, dass PPAR-Aktivierung
in Verbindung mit PD-1-Blockade die Effektivitat der Therapie erhoht.

Eine genauere Interaktion von PD-L1 sollte im Weiteren untersucht werden.

1.8.3 Induzierte Verstarkung der PD-L1-Expression

Antikorper gegen PD-L1 zeigten vielversprechende Ergebnisse in dem Kklinischen
Einsatz gastrointestinaler Tumoren [68]. Damit geht die Frage einher, ob sich die
Effektivitat von Checkpointinhibitoren durch eine gezielte Verstarkung der PD-L1-
Expression erhdht und sich dadurch die klinische Therapie prognostisch verbessern
lieRe. Diese Hypothese gilt es bislang noch zu klaren.

1.9 NFkB

NFkB kommt eine Schlisselrolle in immunvermittelten Antworten bezilglich des
Zelluberlebens und von Entzindungen zu. Der Bezug zu kolorektalen Karzinomen
besteht unter anderem aufgrund der Verbindung von Colitis-assoziierten Karzinomen
(CAC). Die Dysregulation des NFkB-Signalweges zahlt zu den Pathomechanismen
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von chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED). In der Entstehung
sporadischer kolorektaler Karzinome sind ebenfalls aktivierende Mutationen von
NFkB-Signalwegen zu beobachten. So bindet NFKB an den Promotor der Zellzyklus-
regulierenden Gene Cyclin D1, D2 und D3 [69]. Die Tumorgenese-fordernde Wirkung
zeigt sich auch in der Aktivierung verschiedener anti-apoptotischer Gene [70, 71]. Die
Aktivierung proliferativer Signalgene konnte ebenfalls festgestellt werden, jedoch ist
ein proliferativer Effekt durch NFkB nicht gesichert [72]. Insgesamt |asst sich allerdings
festhalten, dass NFkB aufgrund einer konstitutiven Aktivierung von rund 40% aller
kolorektalen Karzinompatienten ein relevantes Ziel in der Anti-Tumortherapie
darstellen kdnnte [73, 74].

Die proinflammatorischen Zytokine TNFa und IL-6 sind unter anderem Aktivatoren des
NFkB-Signalweges. Sie werden durch PPARy gehemmt [50]. Eine Beeinflussung des
NFkB-Signalweges durch PPARy-Agonisten oder Partialagonisten Iasst sich daher
vermuten.

1.10 Myotubularine

Diese Arbeit skizziert den Einfluss des Myotubularins MTMR7 auf die bereits
erwahnten Signalkaskaden. Myotubularine bilden eine Untergruppe der
Lipidphosphatasen. Sie dephosphorylieren Ptins(3)P und PtIns(3,5)P. Gemein ist
ihren Proteinen dieselbe Grundstruktur. Dennoch unterscheiden sich einzelne
Myotubularine in ihrer Funktion teils erheblich, was u.a. mit ihrer subzellularen
Lokalisation zusammenhangt. Es sind bislang 16 Myotubularine bekannt: Wahrend
das zuerst bekannte Protein als MTM1 abgekurzt wird, wurden die anschlie3end
entdeckten Vertreter als Myotubularin Related Protein 1-15 (MTMR1-15) bezeichnet
[75, 76]. Myotubularine beeinflussen den Vesikeltransport, proliferative
Kinasekaskaden, die Autophagie und die Funktion von lonenkanalen. Zudem werden
durch sie zentrale Signalkaskaden durch ihre Interaktion mit sekundaren Botenstoffen
beeinflusst [75, 77]. In diesem Kontext spielt die Konzentration von Phosphoinositolen
als Substrat von Myotubularinen eine wichtige Rolle.

1.10.1 Struktur der Myotubularine

Die meisten Myotubularine sind strukturell aus funf Domanen aufgebaut. Sie besitzen
eine Pleckstrin-Homology-Glucosyltransferase Rab-like GTPase Activator-Domane,
kurz PH-GRAM-Domane. Des Weiteren besitzen sie eine Rac-Induced Recruitment-
Domane (RID-Domane), eine Protein-Tyrosin-Phosphatase-Domane (PTP-Doméane)
mit katalytischem Zentrum, eine Set-Interaction-Domane (SID), sowie eine Coiled-coil-
Domane mit Heterodimerisierungsfunktion [75, 78].

Der Aufbau wird in Abbildung 9 dargestellit.
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MTM-Proteinstruktur

[ PH-Gram RID PTP SID Coiled-Coil ]
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Membranen Domane m"t mit Proteinen /Heterodimerisierungs-
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Abbildung 9: Aufbau der Myotubularine [79]

Die katalytische PTP-Domane besitzt ein CX5R-Motiv. CX5R-Motive sind typische
Merkmale von Proteinphosphatasen, wobei Myotubularine die Besonderheit
aufweisen, dass sie ausschliefldlich Phosphoinositole dephosphorylieren und keine
anderen Proteinmodifikationen [80]. Die Substratspezifitdt zu Phosphoinositolen wird
durch drei strukturelle Besonderheiten gewahrleistet: Die Oberflache der
Myotubularine weist positive Ladungen auf, dadurch kommt es zu einer unspezifischen
Kopplung an negativ geladene Phosphoinositole. Die GroRe der Substratbindetasche
von Myotubularinen ist abgestimmt auf Phosphoinositole. Aulerdem schiitzt eine
hydrophobe Helix die Substratbindetasche und garantiert so eine spezifische
Selektivitdt zu lipophilen Substraten, dadurch kommt es zu der Interaktion mit
Phosphoinositolen [80]. Die starkste Affinitdt der Substratbindetasche besteht
gegenuber der sich am Inositolring an Position 3 befindenden Phosphatgruppe. Vor
allem beim Ptins(3)P und beim Ptins(3,5)P2 trifft dies zu. Die Bindung an
Phosphoinositole wird tber die PH-GRAM-Domane vermittelt [75]. Dabei werden die
Substrate Ptins(5)P, Ptins(3,5)P2, Ptins(4)P, Ptins(3)P und Ptins(3,4,5)Ps [81] an das
Myotubularin gebunden. In der Interaktion mit verschiedenen Phosphoinositolen spielt
sie ebenfalls eine Rolle [78]. Ein zentrales Element der Regulation der Myotubularine
ist die Bildung von Homo- und Heterodimeren. Die Coiled-Coil-Domane fungiert dabei
als Homo- oder Heterodimerisierungsdomane [75]. Myotubularine bilden aber auch
Verbindungen mit Proteinen anderer Klassen, wie zum Beispiel der PI3K Klasse 3 [82].
Die SID vermittelt die Interaktion mit anderen Proteinklassen, kann allerdings auch die
durch die Coiled-Coil-Domane vermittelte Myotubularin-Dimerisierung verstarken.
Neben den oben erwahnten Substraten weisen MTMR7 und MTMR14 als
Besonderheit ebenfalls eine Aktivitat gegentber Ptins(3,4)P2 und Ptins(4,5)P2 auf [75].
Die oben erwahnte subzellulare Lokalisation der Myotubularine ist fur ihre funktionelle
Aktivitat mafgeblich entscheidend. Die Domanen SID und CX5R regulieren die
subzelluldre Lokalisation. Die inaktiven Myotubularine zeichnen sich durch einen
Austausch der sich im katalytischen Zentrum befindlichen Aminosauren Arginin oder
Cystein durch andere Aminosauren aus [79, 80] und stellen als Homo- oder
Heterodimerisierungspartner zentrale regulatorische Kofaktoren der enzymatisch
aktiven MTMs dar.
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1.10.2 Subzellulare Lokalisation und Klassifikation

Die funktionelle Einteilung der Myotubularine in verschiedene Komplexformen
erscheint am sinnvollsten. Dabei geht es um die durch die Coiled-Coil-Domane
vermittelte Dimerisierung: Aktive Myotubularine kdénnen diese Komplexe sowohl mit
anderen aktiven oder inaktive Myotubularine bilden und mit diesen in verschiedenen
subzellularen Kompartimenten interagieren. Die erste Gruppe beinhaltet als aktive
Enzyme MTM1 und MTMR2, die Komplexe mit den inaktiven Myotubularinen MTMR10
und MTMR12 und im Fall von MTMR2 zusatzlich mit MTMR13 und MTMRS bilden. Die
zweite Gruppe beinhaltet die ausschlie3lich aktiven MTMR3 und MTMRA4. Die aktiven
MTMR6, MTMR7 und MTMR8 nehmen eine Komplexform mit dem inaktiven MTMR9
ein. MTMR11 scheint ein inaktives Myotubularin zu sein, dass sich nicht eindeutig in
eine der drei genannten Gruppen einordnen lasst [75]. MTMR14 besitzt keine Coiled-
Coil-Domane, was eine Interaktion unwahrscheinlich macht. MTMR15 hingegen wird
auch als FAN1 bezeichnet und stellt in seiner Funktion als DNA-Reparaturgen eine
Besonderheit dar [80]. MTMR15 ist mit den Myotubularinen der vorherig genannten
drei Gruppen daher ebenfalls nicht vergleichbar.

1.10.3 Regulation

Die Regulation findet durch Interaktion von Myotubularinen untereinander statt. Dabei
kommt es zu einer verstarkten Aktivierung des enzymatisch aktiven Bindepartners. Die
subzellulare Lokalisation des heterodimeren Myotubularin-Komplexes wird durch die
inaktiven Myotubularine vermittelt. Weitere Interaktionspartner der Myotubularine sind
Proteine anderer Klassen, wie zum Beispiel die bereits erwdhnten Klassen der
PI3Kinase. In vorangegangenen Untersuchungen konnte bereits eine Aktivierung des
PPAR-Responsive elements (PPRE) durch MTMR7 festgestellt werden [83]. Diese
Erkenntnis Iasst die Vermutung zu, dass MTMR7 die PPARy-Aktivitat verstarkt. Auf
MTMR7 wird spater genauer Bezug genommen.

1.10.4 Zellulare Funktion und assoziierte Erkrankungen

Mutationen, die zu Defekten in Myotubularinen flihren, sind bei neuromuskularen
Erkrankungen bekannt. Aufzufihren sind hier die X-chromosomal rezessive
myotubulare Myopathie bei MTM1-Mutation sowie zwei Formen der Charcot-Marie-
Tooth Neuropathie bei MTMR2- oder MTMR13-Mutation [84-86]. Bei der genaueren
Betrachtung dieser Myopathien fallt die veranderte histologische Grundordnung in den
Myozyten auf. Es sind hauptsachlich rein oxidative Typ-I-Muskelfasern zu finden und
damit einhergehend viele Mitochondrien, insgesamt erscheint die Muskulatur
unorganisiert [87]. Die muskulare Kalziumhomoostase scheint bei diesen
Erkrankungen ebenfalls aufgrund der Myotubularin-Dysfunktion pathologisch
verandert zu sein [88]. Die Pathologie dieser Erkrankungen gibt ein klinisches Beispiel
fur die zellulare Funktion von Myotubularinen: So organisieren sie neben der
mitochondriellen Homdostase verschiedene Zellstrukturen, wie Aktin- und
Intermediarfilamente durch die Modulation ihrer Substrate, der Phosphoinositole.

Ein hoher Spiegel von Ptins(3)P und PtIns(3,5)P2 ist in endozytotischen Vesikeln
vorhanden [87]. An der Regulation des Vesikeltransports sind Myotubularine beteiligt.

24



Einleitung

Aulerdem beeinflussen Myotubularine proliferative Signalkaskaden wie den
Phosphorylierungsgrad von AKT oder die Aktivitat des RAS-stimulierenden EGFR [87,
89].

Dabei zeigen sich Myotubularine meist als Foérderer von EGFR-vermittelten
Signalkaskaden, was durch die Tatsache erklarbar ist, dass die Substrate Ptins(3)P
und PtIns(3,5)P2 genauso wie die meisten Myotubularine gemeinsam hauptsachlich
auf spaten Endosomen lokalisiert sind [90]. Bei Uberexpression verschiedener aktiver
MTMs wird der Abbau des EGFR in spaten Endosomen verringert [90]. Dies koénnte
eine Disinhibition der dem EGFR nachgeschalteten RAS-Signalkaskade zur Folge
haben. MTMR7 nimmt in diesem Kontext eine Sonderrolle ein, da seine spezifische
Aktivitat fur I6sliches Inositolphosphat (Ins(1,3)P2) als Substrat deutlich hdher ist als
die Substrataktivitat gegenuber den membrangebundenen Ptins(3,5)P2 und Ptins(3)P
[91].

Zudem sind die genannten anti-apoptotischen Effekte der Myotubularine vor allem in
neuromuskularen Geweben beobachtet worden [87]. In soliden Tumoren konnten
Untersuchungen zu MTMRS3 einen antiproliferativen Effekt auf NSCLC-Zelllinien
beschreiben [92]. Fir kolorektale Tumoren indes konnte dieser Effekt nicht
nachgewiesen werden [93].

1.10.5 MTMR7

Nach der oben beschriebenen Einteilung der Myotubularine in Komplexformen lasst
sich das aktive MTMRY in eine Gruppe mit den ebenfalls aktiven MTMR6, MTMR7 und
MTMRS8 sowie dem inaktiven MTMR9 einteilen. In dieser Komplexgruppe bilden die
erstgenannten  aktiven  Myotubularine  Heterodimere mit dem inaktiven
Interaktionspartner MTMR9. In diesem Komplex dephosphoryliet MTMR7 die
Substrate Ptlns(3)P, besonders auch das PtIns(3,5)P2 an der 3'-Position des
Inositolrings. Zudem dephosphoryliert es freie Inositolphosphate wie Ins(1,3)P2 [91].
In der Erstbeschreibung im Jahr 2003 wurde das MTMR7-Protein zunachst in murinem
Hirngewebe nachgewiesen, seine RNA fand sich auch in Hoden-, Leber- und
Nierengewebe [91]. Neben den oben genannten Geweben wird MTMR7 auch in dem
murinem und humanem Gastrointestinaltrakt exprimiert. Hier kommt es vornehmlich in
der glatten Muskulatur vor, besonders in der Muscularis Mucosae und den
perivaskularen glatten Muskelzellen der Submukosa [94].

MTMR7 wurde bisher im Rahmen von Prionen-Erkrankungen und ZNS-Infarkten
untersucht [95, 96]. In zurlckliegenden Jahren wurde MTMR7 zunachst den
sogenannten ,survival phosphatases® zugeordnet [97], zu denen auch die enzymatisch
aktiven Myotubularine MTM1, MTMR1, MTMR2, MTMR6, MTMR8 und MTMR12
aufgrund der durch sie vermittelten Apoptosehemmung durch Inhibition von Caspasen
zahlen.

Diese Einordnung sollte speziell fir MTMR7 jedoch nicht weiter vorgenommen
werden. Dies beruht auf neueren Untersuchungen, welche den Einfluss des Enzyms
im KRK untersucht haben. Hierbei zeigte sich, dass MTMRY7 eine inhibierende Wirkung
auf bereits beschriebene proliferative EGF-vermittelten Signalkaskaden hat. Weidner
et al. [94] zeigten, dass MTMRY7 die Proliferation von kolorektalen Karzinomzelllinien
inhibiert.
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Umgekehrt wurde in den Gewebeproben erkrankter Patienten haufiger ein Verlust von
MTMR7 auf den Ebenen der mRNA und des Proteins detektiert. Des Weiteren wurden
KRK-Proben von zugleich erkrankten Typ-2-Diabetikern untersucht. Hier zeigte sich
ein durch erhéhte Seruminsulinspiegel starkerer Verlust von MTMRY. Ein durch diese
metabolischen Faktoren erhdhtes Phosphorylierungsniveau von EGFR-abhangigen
Faktoren wie AKT und ERK scheint die Karzinogenese des KRK hingegen
voranzutreiben. Die Schnittstelle zwischen Metabolismus und Karzinogenese von KRK
kann am Beispiel der Hemmung der MTMR7-Expression durch Insulin gut dargestellt
werden.

MTMRY7 vermittelt jedoch die Dephosphorylierung von Ptins(3)P. Ob dies der Grund
fur einen ebenfalls durch MTMR7 verminderten Phosphorylierungsgrad von ERK1/2
ist, oder ob dies unabhangig von der Ptins(3)P-Dephosphorylierung geschieht, ist
bislang nicht eindeutig geklart. Die durch Insulin vermittelte Phosphorylierung von AKT
am Thr308-Rest, welcher Ziel von Phosphoinositolen und PI3K ist, aber auch die
Phosphorylierung des Ser273-Rests, wodurch das in der Kaskade nachgeschaltete
mTORC?2 aktiviert wird, wird durch MTMR7 vermindert. In der KRK-Zelllinie SW480
wurde MTMR7 Uberexprimiert und die Zellen wurden mit EGF stimuliert. Auch hier
zeigte sich die Inhibition des Phosphorylierungsgrades der beiden Kinasen ERK1/2
und AKT. Dieser Effekt konnte noch verstarkt werden, wenn die Zellen mit dem
PPARy-Agonist Rosiglitazone behandelt wurden [94].

MTMRY7 zeigt also eine Hemmung der KRK-fordernden RAS-Signalkaskade [94]. Die
Hemmung dieses Signalweges wird durch die =zusatzliche Aktivierung des
Kernrezeptors PPARy verstarkt. In Protein-Interaktionsexperimenten wurde eine
Komplexformation von MTMR7 und PPARYy festgestellt [94]. PPARy wird durch
Phosphorylierung inaktiviert. Das Phosphorylierungsniveau des Kernrezeptors wird
durch MTMRY7 vermindert. Die Aktivierung des Kernrezeptors durch MTMRY7 scheint
ein zentraler Bestandteil seiner Wirkungsweise zu sein.

Insgesamt deutet all dies auf die nachhaltige Hemmung des proliferativen
Signalpfades hin. Daher lassen sich neben strukturellen Gemeinsamkeiten von
MTMR7 mit anderen Myotubularinen auch funktionelle Unterschiede feststellen.

1.10.5.1 Aufbau

Das Protein hat eine GroRRe von 75,6kDa und es gibt eine alternative Splei3variante
von 53,9kDa [98]. Letztere besitzt keine N-terminale Coiled-Coil-Domane, die fur die
Dimerisierung von Myotubularinen zustandig ist (s.0.).

1.10.5.2 Mdogliche molekulare Interaktionen

MTMRY7 bildet Heterodimere mit dem Kernrezeptor PPARy und verstarkt dessen
Wirkung [99]. Die hemmende Wirkung des Kernrezeptors auf die EGFR-vermittelten
Signalkaskaden wird unter anderem durch die posttranslationale Modifikation durch
Phosphorylierung der AF-1-Domaéne [48] und die damit verbundene Anderung der
subzelluldren Lokalisation [52] vermindert. Die in KRK haufigen KRAS-Mutationen
bewirken die Uberaktivierung von MEK1 und ERK1/2, was wiederum die Uber die
genannten Mechanismen die Funktion PPARys mindert. Diesen Prozessen wirkt
MTMRY7 entgegen. In dieser Arbeit soll die verstarkte Aktivierung des Kernrezeptors
durch MTMR7 weiter untersucht werden.

PPARy hemmt zudem Aktivatoren des NFkB-Signalweges [50]. Eine Beeinflussung
von MTMR7 auf den NFkB-Signalweg lasst sich aufgrund seiner PPARy-partial-
agonistischen Funktion vermuten.
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Die Induktion von PDL1 durch den Kernrezeptor wurde bereits beschrieben [100].
MTMR7 koénnte daher als PPARy-Aktivator ebenfalls die PD-L1-Expression
beeinflussen.

Der WNT-B-Catenin-Signalweg gehort neben der EGFR-vermittelten Signalkaskade
zu den Signalwegen, in denen Mutationen fiir die Pathogenese des KRK eine zentrale
Rolle spielen [1, 35, 42]. Ahnlich wie bei dem EGFR-RAS-Signalweg wurde der
Antagonismus von PPARy zum verstarkten WNT-Signalweg und deren Interaktion
beschrieben. Die Komplexbildung des Kernrezeptors mit MTMRY7 lasst einen Einfluss
des Letzteren auf den WNT-Signalweg vermuten. Unsere Arbeitsgruppe [94] konnte
ein vermindertes Zellwachstum verschiedener KRK-Zelllinien beobachten, sofern in
diesen MTMRY7 Uberexprimiert wurde. Die verwendeten Zellen weisen neben KRAS-
auch APC-Mutationen auf, was einen Hinweis auf eine mdgliche Verbindung zu
MTMRY7 gibt [98].

In Versuchen mit dem inaktiven Bindepartner MTMR9 in Bezug auf den
Vesikeltransport vom Golgiapparat zur Zellmembranoberflache konnte festgestellt
werden, dass durch einen MTMRO9-Knockout weniger WNT3A in exkretorischen
Vesikeln zu finden war, was wiederum die WNT3A-Sekretion verminderte. Dies lielRe
eine aktivierende Funktion dieses Myotubularins vermuten. Allerdings wurde in diesen
Versuchen MTMRY7 explizit nicht mituntersucht, jedoch wurde festgestellt, dass die
Uberexpression von MTMR9 in WNT-TCF/p-Catenin-Reporterplasmid-transfizierten
HEK293T Zellen eine verringerte Reporteraktivitat zur Folge hatte, was wiederum die
modulierende Interaktion des MTMR7-Bindepartners MTMR9 im WNT-Signalweg
nahelegt [77].

Die Wirkung von MTMR7 auf die fir das KRK entscheidenden onkogenen
Treibersignalwege RAS und WNT galt es daher weiterhin zu untersuchen.

1.11 Ziel der Arbeit

Der Einfluss von MTMR7 und dem in KRK haufig mutierten RAS-Signalweg wurde
bereits beschrieben [94]. Ebenso konnte eine Verbindung zu dem Kernrezeptor
PPARYy hergestellt werden [99]. Unter Berucksichtigung des Mutationsspektrums der
in vorherigen Versuchen untersuchten Zellsysteme und bestatigter Protein-Protein-
Interaktionsdaten scheint es wahrscheinlich, dass MTMR7 nicht ausschlieRlich in den
EGFR-RAS-Signalweg eingreift.

Der WNT-B-Catenin-Signalweg ist einerseits ein zentraler Ausgangspunkt in der
Entstehung des KRK, aul3erdem ist die gegenseitige Beeinflussung des Signalweges
mit der RAS-Kaskade und PPARYy untersucht [56]. Auch andere Signalkaskaden, wie
zum Beispiel NFkB, interagieren mit der im KRK veranderten RAS-Signalkaskade
sowie dem Kernrezeptor [16, 73]. PPARy und RAS kdnnten zudem einen Einfluss auf
den durch gastrointestinale Tumoren exprimierten PD-L1 haben [64, 67, 68]. Diese fur
die Inflammation, Immunantwort und gastrointestinale Karzinogenese relevanten
Signalwege sollten daher im Folgenden auf eine mdgliche Interaktion mit MTMR7
untersucht werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

2.1.1 Allgemeine Chemikalien

Name Firma Bestellnummer
2-Propanol Merck KGaA 1096341000
Dithiothreitol (DTT) Roth GmbH 1.114.740.004
2-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich Chemie GmbH  M7522
Ammoniumperoxoddisulfat Roth GmbH 9592,3
Ethanol technisch, 96% Roth GmbH 46139

Glycin PUFFERAN =99% p.a. = Roth GmbH 3908.3
Magnesiumchlorid Merck KGaA 5833 1000
Methanol = 99,8 % (GC) Sigma-Aldrich Chemie GmbH 32213

PBS Dulbecco Merck KGaA L182-50
Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Roth GmbH 3029.1

SDS ultra pure 299,5% Roth GmbH 2326.2

fur die Elektorphorese
Natriumchlorid

TRIS PUFFERAN = 99,9%
Ultra

Tween® 20

Xylol (Isomere), ROTIPURAN®
299%, p.a., ACS, ISO

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Roth GmbH

Roth GmbH
Roth GmbH

2.1.2 Grundlegende Materialien fur die Zellkultur

Name

Firma

31434-500G-R
4855.1

9127 .1
4436.7

Bestellnummer

Dulbecco’s Modified Eagle Invitrogen GmbH 41966-052
Medium
Hyclone Fetal bovine serum Invitrogen GmbH SV 30 160.03
L-Glutamine Invitrogen GmbH 25030-024
PBS phosphate buffered saline  Invitrogen GmbH 10010-056
pH 7,4
Penicillin-Streptomycin Invitrogen GmbH 15140-122
Tryptan Blue stain (0.4 %) Invitrogen GmbH 15250-061
Trypsin-EDTA (0.25 %), Invitrogen GmbH 25200-056
phenol red

2.1.3 Zelllinien
Name Erkrankung/Eigenschaften Firma
HEK293T  Abkulrzung flir human Mikroorganismen und Zellkulturen

embryonic kidney;

Modellzelllinie

GmbH (DSMZ)
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HCT116 Humanes kolorektales
Adenokarzinom

HT29 Humanes kolorektales
Adenokarzinom

SwW480 Humanes kolorektales

Adenokarzinom

European Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC)
European Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC)
European Collection of Authenticated
Cell Cultures (ECACC)

2.1.4 Transfektionsversuche

Name

TurboFect™ Transfection
Reagent

Cell Culture Lysis 5X Reagent
H20 destilliert

Luziferase Assay Reagent
MTMR7-Full-Length-Reporter
MTMR7-A-coiled-coil-Reporter
PUC19-DNA

SRE-Reporter

PD-L1-pGL3-Reporter
Topflash-TCF4/B-Catenin-
Reporter

NFkB-Reporter
PPRE-TK-Reporter

2.1.5 Stimulantien

Firma Bestellnummer
Thermo Scientific™ R0532
Promega E1531
Promega E1483
Promega -
Promega -
Thermo Scientific #SD0061
Zur Verflgung gestellt von -
Hoffmann-La Roche

AG, Basel

Promega -
Bioscience #60500
Promega -

Zur Verfligung gestellt von
Hoffmann La Roche-AG, Basel

Name Firma Bestellnummer
Rosiglitazone Cayman Chemical 71740
MTMR7-CC-Peptid ETH Zlrich -

Scrambled MTMR7- ETH Zirich -

Peptid

Dimethylsulfoxid 299,7%  Sigma-Aldrich Chemie D2650

(DMSO) GmbH

Emsure® Iso-Ethanol Merck KGaA Darmstadt 100974
absolute for analysis

Recombinant Mouse R&D systems 1324-WN-002
WNT3a

SAR405 Hycultec GmbH HY-12481
hEGF, lyophilized Roche Diagnostics GmbH 000000011376454001
LPS Cell Signalling #14011

Human Interferon y PeproTech J2617
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2.1.6 Immunhistochemie

Name

Firma

Bestellnummer

Antigen unmasking
solution

Biotinylated Goat Anti-
Rabbit IgG Antibody
Hydrogenperoxidlésung
230%

Mayers Hamalaunldsung
Pertex® Eindeckmedium

2.1.7 Western Blot

Name

Vector Laboratories
Vector laboratories
Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Merck KGaA Darmstadt
Medite GmbH

Firma

H-3300

BP-9100

95321

109249

Bestellnummer

Bovine Serum Albumin
(BSA)
Milchpulver

WesternBright Sirius
Chemiluminescent
Detection K
Dithiothreitol (DTT)
Halt™ Protease and
Phosphatase Inhibitor
Cocktail

Roti®-Mark TRICOLOR
TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylethane-1,2-
diamin 99%
Klarsichtfolie
Window-Color
luminiszierend

2.1.8 Kits

Name

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH

Advansta Inc.

Roth GmbH
Thermo Scientific

Roth GmbH
Roth GmbH

My-toys.de

Firma

A6003-100G

T145.2

K-12043-D20

1.114.740.004
78430

8271.1
2367.3

Bestellnummer

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

DAB Peroxidase Substrat

Vectastain® ABC kit peroxidase

Rabbit IgG

Halt™ Protease and Phosphatase

Inhibitor Cocktail
Avidin/Biotin Blocking Kit

Thermo Scientific
Vector Laboratories
Vector Laboratories
Thermo Scientific

Vector laboratories

23225
SK-4100
PK-6101
78441

SP-2001
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2.1.9 Antikorper

Firma Antikorper Kataloghummer
Cell Signalling Non-phospho (Active) 3-Catenin (Ser45)  #19807
(D2U8Y) XP® Rabbit mAb
Novusbio Ki67 (SP6) anti rabbit IgG mAb NB600-1252
Cell Signalling p44/42 MAPK (Erk1/2) Antibody #9102
Santa Cruz B Tubulin (H-235) sc-9104
Cell Signalling p21 Waf1/Cip1 (12D1) Rabbit mAb #2947
Cell Signalling Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® Rabbit #4060
mAb
Cell Signalling Phospho-Akt (Thr308) (C31E5E) Rabbit #2965
mADb
Cell Signalling PD-L1 (E1L3N®) XP ® Rabbit mAb #13684
Cell Signalling Phospho-S6 Ribosomal Protein #4858
(Ser235/236) (D57.2.2E) XP® Rabbit
mADb
Cell Signalling S6 Ribosomal Protein (5G10) Rabbit mAb #2217
Santa Cruz HSP90 sc-69703
Santa Cruz Lamin A/C (H-110) sc-20681
Cell Signaling Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody 7074
GE Healthcare Anti-mouse 1gG, HRP-linked Antibody NA-931V

Europe GmbH
2.1.10 Gerate

Name

Firma

Bestellnummer

Fusion Solo Blot Imager
Axiovert 40 CFL
Mikroskop

Axio Imager A1
Mini-PROTEAN® 3 Cell

Mini Trans-Blot®
Electrophoretic Transfer
Cell

PowerPac Basic

Tecan Infinite M200
microplate reader
Zentrifuge 5810R
Zentrifuge 5415R
HERAcell® 240 Inkubator
MultiGourmet Dampfgarer
Foodsteamer FS10/FS
20, weil}

IKA® T10 basic ULTRA-
TURRAX®

Eppendorf Thermomixer
5350 Mixer

Vilber imaging systems inc.

Carl Zeiss Microlmaging GmbH

Carl Zeiss Microlmaging GmbH
Bio-Rad Laboratories GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH

TECAN Group Ltd.
Eppendorf AG
Eppendorf AG

Heraeus Holding GmbH
Braun GmbH

lka.com

Eppendorf AG

430005-9304-000
1653301
1653302
1703930

1645050

5810000420
EP-5415R
51026331

0003737000

5350 20152
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Heidolph Vortexter Reax  Heidolph Instruments -

2000

Julabo Wasserbad TW20 Profilab24.com JUL_20001>
PROMAX 2020 Heidolph Instruments 542-20020-00
Rocky® Frobel Labortechnik GmbH -

Eppendorf Multipipette® Eppendorf AG 4982000012
plus

Eppendorf Research® Eppendorf AG 3123000063
plus, Einkanal,100 —

1,000 pL, blau

Eppendorf Research® Eppendorf AG 3123000047
plus, Einkanal, 10 — 100

ML, gelb

Eppendorf Research® Eppendorf AG 3123000020

plus, Einkanal,0,5 - 10

pL, mittelgrau

Pipetus® 100-240 Volt Hirschmann Laborgerate GmbH 9907200
und Co. KG

2.1.11 Verbrauchsmaterialien im Labor

Name Firma Bestellnummer

Zellschaber 25cm rot Sarstedt Inc. 83.3950

Blue-Cap-Greiner 15 ml Greiner bio-one 188 261

Blue-Cap-Greiner 50 ml Greiner bio-one 227 261

Cellstar cell culture flask Greiner bio-one 658 175

75 mm3

Cellstar cell culture flask25 mm3 Greiner bio-one 690 175

Cellstar cell culture dishes Greiner bio-one 628 160

6 cm

Cellstar 6 Well cell culture plate Greiner bio-one 657 160

Cellstar 96 Well cell culture plate Greiner bio-one 655 180

white 96 Well non-binding Greiner bio-one 655904

Whatman™ GE Healthcare GE10600021
Lifescience

Amersham™ Protran™ 0,2um NC GE Healthcare 10600124

Nitrocellulose Blotting Membrane Lifescience

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 0,5 mL, Eppendorf AG 0030121023

Eppendorf Quality™

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1,5 mL, Eppendorf AG 0030120086

Eppendorf Quality™, farblos

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 2,0 mL, Eppendorf AG 0030120094

Eppendorf Quality™, farblos

Glass Coverslip Menzel GmbH & Co.  631-1580
KG

10 ul Spitze, graduiert Starlab S1111-3800

200 ul Spitze, gelb Starlab S1111-0806

1000 pl Spitze, blau, graduiert Starlab S1111-6801

Pipettenspitzen Filter-tip 10yl Starlab S1121-3810
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Pipettenspitzen Filter-tip 100l Starlab S1120-8810
Pipettenspitzen Filter-tip 1000l Starlab S1126-7810
5 ml serological pipette Greiner bio-one 606 180
10 ml serological pipette Greiner bio-one 607 180
25 ml serological pipette Greiner bio-one 760 180
50 ml serological pipette Greiner bio-one 768 160
Superfrost® plus microscope Slides Menzel GmbH & Co. 6310108
KG

2.1.12 Software

Software Internetseite

i-control™ Microplate Reader Software ~ www.tecan.com

image J https://imagej.nih.gov/ij/
Microsoft Office www.microsoft.com
Prism 7 www.graphpad.com

2.2 Methoden
2.2.1 Zellkultur

Fur die Durchfihrung der Experimente wurden die humanen Zelllinien HEK293T,
SW480, HCT116 und HT29 verwendet. Fir die Kultivierung wurde Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium verwendet. Es wurde angereichert mit 10% (v/v) fetal bovine
serum (FBS), 1% (v/v) L-Glutamin und 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin. Die Zellen
wurden bei 37°C mit 5% COz inkubiert.

2.2.2 Transfektion der Zellen

Die oben genannten Zellen wurden in Zellkulturplatten mit einem Durchmesser von
6cm ausgesat, sodass sie eine Konfluenz von 70% erreichten. Dann wurden sie mit
DMEM und Turbofect™ Transfection Reagent mit den oben aufgefiihrten Reporter-
Plasmiden PD-L1, SRE, NFkB, Topflash-TCF4/B-Catenin und teilweise zusatzlich mit
full length (FL)-MTMR7 oder PUC19 als negative Leervektor (empty vector, EV)
Kontrolle nach Herstellerprotokoll transfiziert. Dafir wurde von jedem Reporter-
Plasmid 2ug/ml Medium verwendet. Nach sechsstindiger Transfektion wurde das
Medium gewechselt und die Zellen in 6-Well-Platten ausgesat.

2.2.3 Luziferase Reporter Test

2.2.3.1 Behandlungen der Zellen

Die Zellen wurden mit MTMR7-CC-Peptid in den Konzentrationen 0,1; 1 und 10 uM
behandelt. Das MTMR7-CC-Peptid wurde in einigen Versuchen (PD-L1, NFkB) in
DMSO geldost. Dort wurden entsprechende Mengen an DMSO als Vehikel bzw.
Lésungsmittel-Negativkontrollen verwendet. In spateren Versuchsreihen (WNT-[3-
Catenin) wurde MTMR7-CC-Peptid in sterilem PBS pH7,4 aufgeldst und ebenfalls in
den Konzentrationen 0,1; 1 und 10 uM verwendet.
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2.2.3.2 NFkB-Reporter-transfizierte Zellen

Die Zellen wurden als Positivkontrolle mit 1 yM LPS behandelt, welches in DMSO
geldst wurde.

2.2.3.3 PD-L1 Promoter-Reporter-transfizierte Zellen

Die Zellen wurden als Positivkontrolle mit 10 uM Interferon y (IFNy) behandelt, welches
in DMSO gelost wurde. Zudem wurde in DMSO geloéstes Rosiglitazone in den
Konzentrationen 0,1; 1 und 10 uM verwendet.

2.2.3.4 Topflash-TCF4/p-Catenin- Reporter-transfizierte Zellen

HEK293T Zellen wurden mit rekombinantem Maus-WNT3a behandelt (10ng/ml).
SW480 Zellen wurden nicht zusatzlich mit WNT3a behandelt.

2.2.3.5 SRE-Reporter-transfizierte Zellen

Die mit dem SRE-Reporter-Plasmid transfizierten Zellen wurden tber 16 Stunden in
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) ohne =zuséatzliche Stimulantien
gehungert und anschlieend mit EGF oder DMEM mit 20% FBS behandelt.

Diese Experimente wurden unter einer zusatzlichen Behandlung mit dem PI3K-
Inhibitor SAR405 wiederholt. Dieser wurde zunachst in Ethanol geldst. Die Proben
wurden mit 1 yM SAR405 behandelt oder mit der entsprechenden Menge Ethanol
ohne Zusatz.

2.2.3.6 Herstellung der Zelllysate fur Luziferaseaktivitatsmessung

Nach Entfernung des Mediums aus den 6-Well-Platten wurden die Zellen mit PBS
gewaschen und in 5x Lyse Puffer in einer Verdinnung von 1/5 unter konstantem
Schutteln geldst, anschlieRend von der Oberflache gekratzt und bei 4°C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde anschlieRend fiir die Herstellung von Proben fiir den Western
Blot und fr die Messung der Luziferase-Aktivitat gemaf Herstellerprotokoll verwendet.

2.2.3.7 Auswertung der relativen Luziferaseaktivitat

Die absolut gemessenen Luziferasesignale wurden durch den Proteingehalt der
jeweiligen Probe dividiert und das fur die statistische Auswertung genutzte Ergebnis
als relative Luziferaseaktivitat angegeben.

2.2.4 Herstellung der Zelllysate fur den Nachweis von Phosphoproteinen

Nach Entfernung des Mediums, wie zuvor erwahnt, erfolgte die Lyse der Zellen fur 20
Minuten auf Eis mit 4,9mIl 50mM Tris-HCI, pH 7,4 + 50ul 1mM Dithioretiol + 50ul Halt™
Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific). Die Zelliberreste
wurden in Eppendorfgefallen mittels Ultraschall-Lyse aufgeschlossen (30x/Probe) und
fir 10 Minuten bei 4°C mit 13200 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde fiir Western
Blots verwendet.
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2.2.5 Herstellung der Lysate flr eine subzellulare Fraktionierung

Fur eine subzellulare Fraktionierung wurden die Zellen in 6cm Platten ausgesat. Nach
erfolgter Transfektion und Behandlung analog zu den bereits erwahnten Experimenten
wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen und anschliel’end hypoton lysiert
(500 pl HL-Puffer: 20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 2 mM EDTA, 2 mM MgCl2, 1 mM DTT, 1
% Halt™ Protease and Phosphatase Inhibitor Cocktail (Thermo Scientific)). Die Zellen
wurden nach 20 Minuten auf Eis von der Oberflache abgekratzt und in
Eppendorfgefal’e Uberfuhrt. Sie wurden bei 4°C mit 7000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand, welcher die zytosolische Fraktion enthielt, abgenommen und bei -80°C
tiefgefroren. Die feste Fraktion wurde mit eiskaltem HL-Puffer gewaschen. Danach
wurden 60ul HS-Puffer (HL-Puffer mit 450mM NacCl) hinzugegeben und die Proben bei
4°C und 21000 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die nukleare
Fraktion enthielt, wurde abgenommen. Das zurlckbleibende Pellet enthielt
Membranen, Zytoskelett und Matrix. Es wurde mit eiskaltem HS-Puffer gewaschen und
mit SDS-Lysepuffer versetzt (50 mM Tris HCI, pH 7.6, 2 % (w/v) SDS), bei 4°C bei
21000 rpm far 10 Minuten zentrifugiert und anschlie3end bei -80°C tiefgefroren. Aus
den Proben wurden Western Blots erstellt.

2.2.6 Western Blot

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde nach Herstellerprotokoll des Pierce™
BCA Protein Assay Kits (Thermo Scientific) bestimmt. Die Proben wurden durch
unterschiedliche Verdinnung auf dieselbe Proteinkonzentration gebracht und
anschlielend mit 20% 5x SDS-Ladepuffer (Bromphenolblau + 62,5 mM TRIS-base
pH10 + 10% (w/v) SDS + 5% (v/v) B-Mecaptoethanol + 50% (v/v) Glycerol) fur 10
Minuten bei 99°C erhitzt.

2.2.6.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Reagenz Trenngel Trenngel 12,5% Sammelgel 4%
10%

H20 3,29 ml 2,59 ml 1,53 mi

Acrylamid (30%) 2,8 ml 3,5ml 333 pl

1,5M Tris-HCI, pH 8,8 | 2,1 ml 2,1 ml -

0,5 M Tris-Hcl, pH 6,8 - - 625 pl

SDS (10%) 83 ul 83 25 yl

APS (10%) 42 ul 42 ul 12,5 pl

TEMED 2,8 ul 2,8 ul 2,5l

Nach dem Beladen liefen die Proben in den Gelen bei 30 mA konstant in dem Mini-
PROTEAN® 3 Cell system (Bio-Rad Laboratories). Dafir wurde Laufpuffer verwendet,
der 192 mM Gilycin, 25 mM TRIS-base und 0,1% (w/v) SDS enthielt.

2.2.6.2 Ubertragung und Nachweis der Proteine

Nach dem Auftrennen in einzelne Fraktionen wurden die Proteine auf eine
Nitrocellulosemembran (Whatman) transferiert. Dafir wurde eine Transferkammer
genutzt (Mini Trans-Blot® Electrophoretic Transfer Cell von Bio-Rad Laboratories), die
mit Transferpuffer befullt wurde (192 mM Glyzin, 25 mM Tris-base, 20% (v/v)
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Methanol). Der Transfer wurde bei einer konstanten Spannung von 100 V fiir eine
Stunde durchgefihrt.

Anschlie3end wurde die Nitrocellulosemembran in Ponceau Rot gefarbt und entweder
in T-PBS mit 5% BSA oder 5% Magermilchpulver je nach Antikérper-protokoll als
Blockierlésung in unter Raumtemperatur fir eine Stunde unter konstantem leichtem
Schwenken inkubiert. AnschlieRend wurde die Membran 3x fir 5 Minuten in T-PBS
gewaschen und danach mit dem Primarantikoérper in T-PBS mit 5% BSA oder Milch
Uber Nacht bei 4°C unter leichtem Schwenken inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Membranen 3x fur 5 Minuten mit T-PBS gewaschen und anschlieRend der
Sekundarantikérper in einer Verdunnung von 1:5000 in 5% (w/v) Milch oder BSA fur
eine Stunde bei Raumtemperatur unter leichtem Schwenken inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fur je 5 Minuten mit T-PBS wurden den Membranen ECL
Detektionsreagenz (Western Bright Sirius HRP substrate) nach Hersteller-protokoll
hinzugegeben.

In einer Dunkelkammer (Fusion Solo, blot imager) wurden die Membranen fir
entsprechende Zeiten belichtet. AnschlieRend wurden die Bilder digital mit dem
Programm Image J ausgewertet.

2.2.7 Immunhistochemie

2.2.7.1 Durchfihrung der Immunhistochemie

Zunachst erfolgte die Rehydrierung der Schnitte in Xylol fir 10 Minuten, anschlieRend
nochmals fur 5 Minuten. Dann wurden sie jeweils fur 6 Minuten in 96%igem Ethanol,
danach in 80%igem und 70%igem (v/v) Ethanol rehydriert. Zuletzt wurden die Schnitte
fir 2 Minuten in dH20 rehydriert. Darauf folgte die Antigendemaskierung in erhitzter
Antigendemaskierungslésung (10 mmol/L Zitratpuffer (pH 6.0)) fir 40 Minuten in einem
Dampfgarer (Braun MultiGourmet Dampfgarer Foodsteamer FS10/FS 20, weil3). Nach
dem Abkulhlen wurden die Schnitte 3x fir 2 Minuten in PBS gewaschen und fir 20
Minuten in 3% H202 inkubiert. Nach erneutem Waschen in PBS (3x fir je 2 Minuten)
wurden die Proben mit Ziegenantiserum (5% (v/v) in 1% (w/v) BSA) in PBS und 4
Tropfen Avidin (Avidin/Biotin Blocking Kit) pro ml Lésung fur eine Stunde in einer
Feuchtkammer bei Raumtemperatur geblockt. Die Proben wurden nach erneutem
Waschen (s.o.) in Ziegenantiserum (5% (v/v) in 1% (w/v) BSA) in PBS und 4 Tropfen
Biotin (Avidin/Biotin Blocking Kit) zusammen mit dem jeweiligen Primarantikorper fur
30 Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Die bei diesen
Versuchen beschriebenen monoklonalen Antikdrper sind in Tab. 2.1.9 aufgelistet.

Die Primarantikdrperkonzentration von 1:400 zeigte dabei das beste Ergebnis in der
Farbung und wurde verwendet. Nach erneutem Waschen wurden die Proben in
Ziegenantiserum (5% (v/v) in 1% (w/v) BSA) in PBS mit dem biotiniylierten
Sekundarantikorper (Biotinylated Goat Anti-Rabbit IgG Antibody, Vector Laboratories)
in einer Konzentration von 1:500 fur eine Stunde in der Feuchtkammer inkubiert. In der
Zwischenzeit wurde die ABC-Mischung (Vectastain, Vector Laboratories) nach
Herstellerangaben vorbereitet. Nach erneutem Waschen wurden die Proben mit der
ABC-Mischung fir 30 Minuten bei Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert.
Nach erneutem Waschen folgte eine Farbung mit einer Lésung, die sich nach den
Herstellerangaben des DAB-Peroxidase Substrates (Vector Laboratories) richtete.
Nach Inkubation mit der DAB-Substrat-Mischung, wurde die Farbung der Proben in
dH20 beendet. Anschlielfiend wurde eine Gegenfarbung mit Hamatoxilin fur wenige
Sekunden durchgefihrt und diese in Leitungswasser beendet. AbschlieRend wurden
die Schnitte in der umgekehrten Reihenfolge des Anfangs in 70%igem, 80%igem und
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96%igem Ethanol dehydriert und anschlie3end in Xylol reparaffinisiert. Die Schnitte
wurden mit Eindeckmedium und einem Deckglas versiegelt.

2.2.7.2 Auswertung der Immunhistochemie

Fir die Bewertung der immunhistochemischen Farbungen wurden die Proben nach
der Antikérperbehandlung gegen aktives 3-Catenin und ERK 1/2 ausgewertet, indem
die nukleare Farbung quantifiziert wurde. Bei den Proben, bei denen der Ki67-
Antikorper angewandt wurde, wurden die Ki67-positiven Zellen pro ym? gezahlt und
als Ki67-Index miteinander verglichen.

2.2.7.3 Behandlung der C57BL6/J Mause (pCEA-SV40-Tag)

Weibliche Mause eines Magentumormodels (pCEA-SV40-Tag) [101] wurden nach
Alter (2 Monate) und Gewicht (20g) randomisiert und in verschiedene
Behandlungsgruppen mit einer jeweiligen Gruppengrofle < 10 Tieren eingeteilt. Sie
wurden fir 14 Tage entweder mit der CC-Variante des MTMR7-Peptids oder mit dem
Kontrollpeptid (scrambled) behandelt. Die Vergleichsgruppe wurde mit DMSO
behandelt. Alle Tiere erhielten je 30 mg/kg der jeweiligen Behandlung an 4 Tagen in
der Woche als intraperitoneale Injektion. Die untersuchten Proben stammen aus dem
Magengewebe (Tierversuchsgenehmigung (G-188/18, Baden-Wurttemberg).

2.3 Statistische Auswertung

Die erhobenen Daten wurden mit Hilfe des Programms GraphPad Prism Version 7
statistisch ausgewertet. Es wurden Experimente einer Zelllinie stets mindestens 3x mit
verschiedenen Passagen durchgeflhrt. Zunachst wurden Tests auf Normalverteilung
durchgefuhrt, anschlielend wurde auf Signifikanz getestet. Fir normalverteilte Daten
wurden t-Tests flr verbundene oder unabhangige Stichproben verwendet, bei dem
Vorliegen mehrerer getesteter Gruppen gegeneinander wurde die ein- oder
zweifaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) angewandt. Bei nicht-normalverteilten Daten
wurden flur verbundene Stichprobenen der Wilcoxon-matched pairs t-Test bzw. der
Friedman-Test, fir unabhangige Daten wurde der Mann-Whitney-Test angewandt. Fur
die quantitative Auswertung der Western Blots wurde das Programm Image J
verwendet. Dabei wurden die Intensitaten der optischen Dichte gemessen. Verglichen
wurden dabei die optischen Dichten nach Behandlung eines Primarantikérpers und die
Behandlung mit einem Korrespondenzantikdrpers als Abgleich.
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3 ERGEBNISSE

3.1 MTMR7-CC-Peptid verstarkt die PPRE Promotoraktivitat

In vorherigen Untersuchungen [98] konnte die Interaktion von MTMR7 und PPARy
bereits gezeigt werden. In Uberexpressionsversuchen wurde eine verstarkte PPRE-
Aktivitat in MTMR7-FL transfizierten Zellen nachgewiesen [9, 98]. Die Interaktion von
PPARy und MTMTR7 wurde dadurch dargestellt. Um dieses Ergebnis zu untermauern,
wurden PPRE-transfizierte Zellen mit dem MTMR7-CC-Peptid in verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Die verstarkte Luziferase-Aktivitat konnte bei den Peptid-
behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Zellen festgestellt werden
(Abbildung 10).
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Abbildung 10: MTMR7-CC/Rosiglitazone verstiarken PPRE-Promotoraktivitat

Die Zelllinien wurden mit dem PPRE-Reportervektor transfiziert und anschliellend behandelt.
Dabei wurden 1 yM MTMR7-CC-Peptid (P) oder 1 uM Kontrollpeptid (S; scrambled)
verwendet. Zudem wurden sie mit 1 uM oder 10 yM Rosiglitazone (R) behandelt, welches als
PPARy-Agonist die PPRE-Aktivitat verstarkt [102, 103]. Es konnte eine verstarkte
Luziferaseaktivitat bei den MTMR7-CC-Peptid behandelten Proben im Vergleich zu den
unbehandelten Proben festgestellt werden. In Kombination mit 1 uM Rosiglitazone zeigte
sich die grote Aktivitatssteigerung. Die relative Luziferaseaktivitat entspricht der
Luziferaseaktivitat einer Probe bezogen auf ihren Proteingehalt.

10A: MTMR7-CC verstarkt die PPRE-Promotoraktivitat in SW480

SW480-Zellen wurden in oben beschriebener Weise behandelt. Die Luziferaseaktivitat wurde
auf das Niveau der unbehandelten Proben normalisiert, da die Daten eine Normalverteilung
aufwiesen (unbehandelt; S; P). Bei der Auswertung der normalverteilten Daten konnte in der
Gruppen-vergleichenden Analyse keine signifikante Veranderung nach Behandlung
festgestellt werden (Kruskal-Wallis-Test, P=0,0682, 9 Gruppen). Da die Gruppe der nicht
zusatzlich mit Rosiglitazone-behandelten Proben den unabhangigen Effekt von MTMR7-CC
zu den unbehandelten Proben vergleicht, wurde zusatzlich eine Subgruppenanalyse
durchgeflihrt. Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Luziferaseaktivitat im Vergleich
zwischen den unbehandelten Proben und den mit dem MTMR7-CC-Peptid behandelten
Proben (P vs. unbehandelt: n=6, P=0,0313; Wilcoxon matched-pairs signed rank t-Test).
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10B: MTMR7-CC verstarkt die PPRE-Promotoraktivitat in HCT116

HCT116-Zellen wurden derselben Behandlung unterzogen. Erneut wurde bei
normalverteilten Daten (unbehandelt; S; P) die Luziferaseaktivitat auf das Niveau der
unbehandelten Proben normalisiert. Bei der Auswertung der normalverteilten Daten konnte
in der Gruppen-vergleichenden Analyse keine signifikante Veranderung nach Behandlung
festgestellt werden (Kruskal-Wallis-Test, P=0,4542, 9 Gruppen). Da die Gruppe der nicht
zusatzlich mit Rosiglitazone-behandelten Proben den unabhangigen Effekt von MTMR7-CC
zu den unbehandelten Proben vergleicht, wurde zusatzlich eine Subgruppenanalyse
durchgeflhrt. In dem Vergleich zwischen den unbehandelten Proben und den mit dem
MTMR7-CC-Peptid behandelten Proben zeigte sich erneut ein signifikanter Anstieg der
Luziferaseaktivitat (P vs. unbehandelt: n=3; P=0,0321, one-sample t-Test).

10C: MTMR7-CC/Rosiglitazone verstarken die PPRE-Promotoraktivitat in HEK293T
Bei HEK293T-Zellen zeigte sich nach der Behandlung ein signifikanter Anstieg der
Luziferaseaktivitat (n=6, unbehandelt vs. S: P=0,0351; unbehandelt vs. R1: P=0,0137;

39



Ergebnisse

unbehandelt vs. SR1: P=0,0001; unbehandelt vs. PR1: P= 0,0065; unbehandelt vs. SR10:
P=0,0110; unbehandelt vs. PR10: P= 0,0083; Wilcoxon matched-pairs signed rank t-Tests).
Da nach der Testung auf eine Normalverteilung bei allen Proben, abgesehen von den mit
1uM Rosiglitazone behandelten (R1) normalverteilte Daten vorlagen, konnte nach
Normalisierung der Werte auf die unbehandelten Proben (unbehandelt=100) nach
Durchfiihrung einer 1Faktor-ANOVA ebenfalls signifikante Reduktionen der
Luziferaseaktivitat dargestellt werden (unbehandelt vs. SR1: P= 0,0007; unbehandelt vs.
PR1: P=0,0176; unbehandelt vs. PR10: P= 0,0450). Dargestellt in Abb. 10C sind die nicht
normalisierten Originalwerte mit den Signifikanzen nach jeweiliger Wilcoxon-t-Testung.

3.2 Rosiglitazone und MTMR7-CC steigern die PD-L1-Promotoraktivitat

PD-L1 nimmt in der heutigen Tumortherapie eine duale Rolle ein. Einerseits wird es
von Tumoren zur Immunevasion exprimiert [60] und andererseits stellt es einen
Angriffspunkt fir Checkpointinhibitoren dar. Auch kolorektale Karzinome kénnen durch
Checkpointblockade therapiert werden [104]. Eine mdgliche Beeinflussung von PD-L1
durch PPARy wurde eingangs erlautert [64, 68]. Um dies genauer zu untersuchen,
wurden HEK293T-Zellen mit einem PDL1-Promotor-Reporterplasmid [100] transfiziert.
Sie wurden mit dem PPARy-Agonist Rosiglitazone behandelt und die Luziferase-
Aktivitat gemessen. Ein signifikanter Anstieg der Luziferaseaktivitat konnte mit
steigender Konzentration von den Rosiglitazone-behandelten Proben gemessen
werden. Ebenfalls Gberprift wurde dieser Effekt in der kolorektalen Tumorzelllinie
HCT116. (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Rosiglitazone verstarkt die PD-L1-Promotoraktivitat

Die Zelllinien HEK293T und HCT116 wurden mit dem PDL71-Promotor-Reportervektor
transfiziert und anschlie®end mit dem PPARy-Agonisten Rosiglitazone in verschiedenen
Konzentrationen behandelt. Die relative Luziferaseaktivitat entspricht der Luziferaseaktivitat
einer Probe bezogen auf ihren Proteingehalt.

11A: Rosiglitazone verstarkt die PD-L1-Promotoraktivitat in HEK293T-Zellen

Bei den verwendeten HEK293T-Zellen zeigte sich eine erhdhte PD-L1-Luziferaseaktivitat bei
den Proben, die mit einer h6heren Konzentration an Rosiglitazone behandelt wurden (n=5,
2Faktor-ANOVA, normalisiert auf unbehandelte Proben (x-Fach): unbehandelt vs. 10uM
Rosiglitazone: 0,01uM vs. 10uM; 0,1uM vs. 10pM; 1uM vs. 10uM: jeweils P<0,05).

11B: Rosiglitazone verstarkt die PD-L1-Promotoraktivitiat in HCT116-Zellen

Bei den kolorektalen HCT116-Zellen zeigte sich ebenfalls bei den mit hdheren
Konzentrationen an Rosiglitazone behandelten Proben eine erhéhte PD-L1-
Luziferaseaktivitat (n=9, Normalverteilung fir DMSO- und Rosiglitazone-behandelte Proben
gegeben; 2Faktor-ANOVA, unbehandelt vs. 10uM: P= 0,0462; 0,01uM vs. 10uM: P=0,0490).
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In vorhergehenden Untersuchungen wurde die Interaktion von MTMR7 und PPARy
genauer untersucht und dabei ein positiv-regulatorischer Einfluss von MTMR7 auf die
Aktivitat des Kernrezeptors detaillierter beschrieben [83, 98].

Eine Beeinflussung der PDL1-Promotoraktivitdt durch MTMR7-CC wurde daher
nachfolgend untersucht. Dafur wurden transfizierte HEK293T- und HCT116-Zellen mit
MTMR7-CC-Peptid behandelt und anschliellend erneut die Luziferaseaktivitat
gemessen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: MTMR7-CC verstarkt die PD-L1-Promotor-Aktivitat

Die Zelllinien HEK293T undHCT 116 wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen des
MTMR7-CC-Peptids behandelt und mit der veranderten Variante (Scrambled Kontrolle) und
dem Lésungsmittel DMSO verglichen. Die relative Luziferaseaktivitat entspricht der
Luziferaseaktivitat einer Probe bezogen auf ihren Proteingehailt.
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12A: MTMR7-CC-Peptid verstarkt die PDL7-Promotoraktivitat in HEK293T-Zellen

Bei den mit MTMR7-CC-Peptid behandelten HEK293T-Zellen konnte eine verstarkte
Luziferaseaktivitat beobachtet werden (n=5, normalisiert auf unbehandelte Proben (x-Fach),
2Faktor-ANOVA: DMSO 1uM vs. Peptid 1uM: P=0,0173; Scrambled 1uM vs. Peptid 1uM:
P=0,0370).

12B: MTMR7-CC-Peptid verstarkt die PDL1-Promotoraktivitat in HCT116-Zellen

Bei den mit MTMR7-CC-Peptid behandelten HCT116-Zellen konnte ebenfalls eine verstarkte
Luziferaseaktivitat beobachtet werden (n=5, normalisiert auf unbehandelte Proben (x-Fach),
2Faktor-ANOVA: unbehandelt vs. Peptid 10uM: P= 0,0391).

Auch in diesen Experimenten konnte eine gesteigerte Luziferaseaktivitdt nach
MTMR7-CC-Peptidbehandlung beobachtet werden, was auf eine Verstarkung der PD-
L1-Expression durch MTMR?7 hindeutet.

3.3 Untersuchung zur Interaktion von MTMR7 und NFkB

MTMRY7 besitzt eine PPARYy-partial-agonistische Wirkung und PPARYy ist ein
Gegenspieler des NFkB-Signalweges [50]. Daher sollte eine mogliche Interaktion von
MTMRY7 in diesem Signalweg Uberprift werden.

Dafur wurden sowohl HEK293T- als auch SW480-Zellen mit einem NFkB-
Reportervektor transfiziert und anschlieRend die Luziferaseaktivitdt gemessen. Eine
relevante Veranderung der Reporteraktivitat konnte jedoch weder bei den mit dem
MTMR7-CC-Peptid behandelten Zellen, noch bei den MTMR7-Gberexprimierenden
Zellen beobachtet werden (SW480, n=2, n.s. nicht signifikant, Abbildung 13).

P1
(PBS)

F L -
LPS

DMSO1
s1
P14 —

unbehandelt |

0 100000 200000 300000

Luziferase pro Protein

Abbildung 13: SW480 Zellen nach Transfektion mit NFkB-Reportervektor
SW480-Zellen wurden mit einem NFkB-Reporter-Plasmid transfiziert und entweder mit 1 pM
MTMR7-CC-Peptid behandelt oder mit dem FL-MTMR7-Expressionsvektor ko-transfiziert.
Als Positivkontrolle dienten LPS-behandelte Zellen. Die Ergebnisse waren nicht signifikant
(1Faktor ANOVA) (P1: MTMR7-CC-Peptid, 1 uM, S1: scrambled MTMR7-Peptid, FL: Full-
length-MTMR7-Vektor, DMSO1: Dimethylsulfoxid, 1 uM, LPS: Lipopolysaccharid, P1 (PBS):
MTMR7-CC-Peptid, geldst in PBS; 1 uM). Die relative Luziferaseaktivitat entspricht der
Luziferaseaktivitat einer Probe bezogen auf ihren Proteingehalt.

Eine Interaktion von MTMR7 in dem NFkB-Signalweg konnte nicht ermittelt werden.
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3.4 MTMRY reduziert die Aktivitat des Serum Response Elements (SRE)

Das Serum Response Element (SRE) wird wie erwahnt durch die RAS-Kaskade
stimuliert [20]. Die inhibitorische Wirkung von MTMR7 auf Komponenten der RAS-
vermittelten Signalkaskade oberhalb des SREs war bereits bekannt [94]. Daher
wurden HEK293T-Zellen mit einem SRE-Reporter-Plasmid transfiziert (Abbildung 14)

Luziferaseaktivitat pro Protein

Abbildung 14: MTMR7-FL reduziert die SRE-Aktivitat in HEK293T-Zellen
HEK293T-Zellen wurden mit dem SRE-Reportervektor transfiziert und zusatzlich mit dem
Leervektor (LV) oder dem MTMR7-FL-Expressionsvektor (FL). Die Zellen wurden entweder
fur 16 Stunden gehungert in reinem DMEM-Medium, oder stimuliert in einem Gemisch von
80% DMEM und 20% FCS. AuRerdem wurden die Zellen mit 1 yg EGF/ml stimuliert. Die
Relative Luziferaseaktivitat wurde auf die Proteinkonzentration genormt. Die MTMR7-FL-
transfizierten Zellen wiesen eine geringere Aktivitat auf (1Faktor-ANOVA: P=0,0319,
Subgruppenanalyse: gepaarter t-Test, n=3, FL -/- vs. LV -/-: P=0,0512, FL FCS vs. LV FCS:
P=0,0216). Die relative Luziferaseaktivitat entspricht der Luziferaseaktivitat einer Probe
bezogen auf ihren Proteingehalt.

Dabei konnte eine signifikant niedrigere Luziferaseaktivitdit gemessen werden, wenn
die SRE-transfizierten Zellen zusatzlich mit dem MTMR7-FL-Vektor transfiziert
wurden. Verglichen wurden diese mit dem Leervektor PUC19 [105].

3.5 SRE Aktivitat nach PI3K-Inhibition

Da Myotubularine den PIP-Stoffwechsel beinflussen, stellt sich die Frage, ob dieser
Effekt fir die Hemmung der RAS-Signalkaskade durch MTMR7 mafgeblich ist, oder
ob dies durch eine andere, bislang ungeklarte Funktionsweise vermittelt wird. Deshalb
wurde das oben beschriebene Experiment unter Einsatz des PI3KC3-Inhibitors
SAR405 wiederholt.
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Abbildung 15: SAR405 ohne Effekt auf die SRE-Aktivitat in HEK293T-Zellen
HEK293T-Zellen wurden mit dem SRE-Reportervektor transfiziert und zusatzlich mit dem
Leervektor (LV) oder dem MTMR7-FL-Expressionsvektor (FL). Das Weiteren wurden sie mit
1uM SAR405 behandelt. Der PI3K-Inhibitor SAR405 wurde in Ethanol (EtOH) gel6st. Bei der
Auswertung der normalverteilten Daten konnte in der Gruppen-vergleichenden Analyse keine
signifikante Veranderung nach Behandlung festgestellt werden (1Faktor-ANOVA, P=0,077, 4
Gruppen). In zusatzlich durchgefiihrten Subgruppenanalysen wurde kein signifikanter
Unterschied zwischen den mit SAR405 behandelten Proben und den mit Ethanol
behandelten Kontrollen festgestellt. Hingegen wiesen die mit dem MTMR7-FL transfizierten
Behandlungs- und Kontrollgruppen einen starken Korrelationseffekt auf (n=5, gepaarter
Wilcoxon Test: LV FCS EtOH vs LV FCS SAR; FL FCS EtOH vs FL FCS SAR nicht
signifikant; Korrelation nach Pearson: FL FCS EtOH vs FL FCS SAR: 0,8985 P= 0,0382). Die
relative Luziferaseaktivitat entspricht der Luziferaseaktivitat einer Probe bezogen auf ihren
Proteingehalt.

Abgesehen von dem inhibierenden Effekt durch die MTMR7-FL-Transfektion konnte
keine zusatzliche Hemmung durch den PI3KC3-Inhibitor festgestellt werden. Auch bei
den mit dem Leervektor transfizierten Zellen wurde ein inhibierender Effekt durch
SARA405 nicht beobachtet, sodass die durch MTMR7 vermittelte Hemmung des SRE
offenbar nicht auf eine PI3K-Inhibition zurlckzuflhren ist.

3.6 Immunhistochemische Auswertung von ERK1/2 im Mausmodell.

Die Inhibition des RAS-Signalweges durch MTMR7 wurde in vorigen Arbeiten bereits
dargestellt [94]. Um diesen Einfluss zu verifizieren, wurden die ERK1/2-positiven
Zellkerne in einem C57BL6/J Mausmodell des Magenkarzinoms (Stamm: pCEA-SV40-
Tag) immunhistochemisch quantifiziert [106]. Zudem wurden die positiv gefarbten
Tumorzellen ausgewertet.

Die Hypothese, dass MTMRY7 aktives, nukledres ERK1/2 reduziert, sollte so Uberpruft
werden. Tatsachlich zeigte die Auswertung der Daten Hinweise darauf, allerdings
konnte ich bei der geringen Wiederholungszahl der Versuche zwar eine relative
Erniedrigung der ERK1/2-Konzentration feststellen, ein signifikantes, quantifizierbares
Ergebnis zeigte sich hingegen nicht (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Immunhistochemie von ERK1/2 im Mausmodell

Tumor-tragende Tiere wurden in verschiedene Behandlungsgruppen eingeteilt, die einerseits
unbehandelt blieben, mit DMSO behandelt wurden (DT), mit der MTMR7-Variante
(scrambled, ST) oder mit dem MTMR7-CC-Peptid mit Coiled-coil-Region (MTMR7-CC). Es
wurden die Zellen mit positiver nukledrer Farbereaktion fir ERK1/2 pro um? gezahlt.

16A: ERK 1/2 positive Nuklei

Bei der absoluten Anzahl positiver Kerne pro um? Flache finden sich weniger positive Kerne
bei den mit MTMR7-CC-behandelten Tieren (keine Normalverteilung, Kruskal-Wallis-Test,
n=3, P=0,0877, Mann Whitney Test. MTMR7-CC vs. unbehandelt: P=0,1000; MTMR7-CC
vs. DT: P=0,2000; MTMR7 vs. ST: P=0,1000).
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16B: Reprasenative Bilder der murinen Tumore nach ERK1/2-Farbung

Deutlich wird eine nukleare ERK1/2 Akkumulation, als Ausdruck fir eine aktive ERK1/2-
Signalkaskade in den Kontrollgruppen. Dies war in der Therapiegruppe nicht der Fall. Der
Maldstab entspricht 100 pm.

3.7 MTMR7 hemmt den WNT-Signalweg

Dass der WNT-Signalweg aufgrund von haufig auftretenden APC-Mutationen in
kolorektalen Karzinomen einen zentralen Signalweg darstellt, wurde bereits erlautert
[34]. Auf die Verbindung von proliferativen RAS- und WNT-B-Catenin-Kaskaden in der
Tumorgenese gastrointestinaler Tumoren wurde dabei Bezug genommen [42, 43].
MTMRY7 koénnte ebenfalls ein Interaktionspartner des WNT-B-Catenin-Signalweges
sein. Daher wurden zunachst HEK293T-Zellen mit einem Topflash-TCF4/3-Catenin-
Reporter transfiziert. Zudem wurden sie mit dem Leervektor PUC19 oder dem
MTMRY7-FL-Expressionsvektor ko-transfiziert. HEK293T-Zellen sind Modellzellen, die
sich besonders gut fur die Transfektion eignen. Da sie keine WNT-aktivierende
Mutation aufweisen, wurde der Signalweg durch rekombinantes WNT3a aktiviert
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: TCF/LEF-Promotoraktivitat nach MTMR7-FL-Transfektion

Nach Ko-Transfektion eines Topflash-TCF4/B3-Catenin-Reporters und MTMR7-FL (WNT FL)
oder des Leervektors PUC19 (WNT LV) von HEK293T- und SW480-Zellen wurde die
Luziferaseaktivitat gemessen und auf den Proteingehalt der Proben berechnet. Die relative
Luziferaseaktivitat entspricht der Luziferaseaktivitat einer Probe bezogen auf ihren
Proteingehalt.

17A: TCF/LEF-Promotoraktivitidt unbehandelter HEK293T-Zellen

Die unbehandelten HEK293T-Zellen zeigen sowohl mit als auch ohne MTMR7-Transfektion
nur eine geringe Luziferaseaktivitat, da diese Zellen keine aktivierende Mutation besitzen.
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17B: MTMR7-FL reduziert die TCF/LEF-Promotoraktivitat in WNT3a-stimulierten
HEK293T-Zellen

Die mit r'WNT3a behandelten HEK293T-Zellen zeigen eine erhdhte Luziferaseaktivitat, da
der WNT-Signalweg aktiviert wird. Die mit MTMR7-FL transfizierten Zellen zeigen eine
signifikante Reduktion der Luziferaseaktivitat (n=4; Mann Whitney t-Test, FL r'WNT3a vs. LV
rWNT3a; P=0,0286).

17C: MTMR7-FL reduziert die TCF/LEF-Promotoraktivitat in SW480-Zellen

Aufgrund ihrer APC-Mutation weisen SW480 Zellen eine erhdhte basale Aktivitat der WNT-
abhangigen Signalkaskade auf, was sich in den Experimenten in einer hdheren basalen
Luziferaseaktivitat widerspiegelt. MTMR7-FL reduziert diese hier ebenfalls signifikant (n=6;
Normalverteilt nach Kolmogorow-Smirnow-Test; t-Test: FL vs LV; P=0,0274).
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Da sowohl in den mit rWNT3a stimulierten HEK293T-Zellen, als auch in den SW480
Zellen das Luziferasesignal durch MTMR7-Uberexpression supprimiert war, lasst sich
eine Inhibition des Uberaktivierten WNT-B-Catenin-Signalweges durch MTMR7
vermuten.

Die Versuche mit HEK293T und SW480 Zellen wurden anschliel3end modifiziert: Nach
der Transfektion mit dem Topflash-TCF4/3-Catenin-Reporter wurden sie mit 0,1; 1
oder 10uM MTMR7-CC-Peptid behandelt. Hier zeigte sich ebenfalls eine Inhibition des
Luziferasesignals (Abbildung 18).
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Abbildung 18: TCF/LEF-Promotoraktivitat nach MTMR7-CC-Behandlung

HEK293T- und SW480-Zellen wurden mit Topflash-TCF4/B-Catenin-Reporterplasmid
transfiziert und mit unterschiedlichen Konzentrationen des MTMR7-CC-Peptids behandelt
(0,1; 1 und 10uM flr 24h). Anschlieflend wurde die Luziferaseaktivitdt gemessen. Die
relative Luziferaseaktivitat entspricht der Luziferaseaktivitat einer Probe bezogen auf ihren
Proteingehalt.

18A: MTMR7-CC verringert die TCF/LEF-Promotoraktivitiat in HEK293T-Zellen nach
Stimulation mit WNT 3a

Um den WNT-Signalweg in HEK293T-Zellen zu aktivieren, wurden diese mit r'WNT3a
behandelt (stimuliert) oder verblieben unstimuliert. Bei den MTMR7-CC-behandelten Zellen
wurde eine Reduktion der Luziferaseaktivitdt gemessen (Normalverteilung, n=3; 2Faktor-
ANOVA, unstimulierte Zellen: keine signifikanten Signalveranderungen, r'WWNT3a stimulierte
Zellen: unbehandelt vs. 0,1: P= 0,0114; unbehandelt vs. 1: P=0,0127; unbehandelt vs. 10:
P=0,0118).
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18B: MTMR7-CC verringert die TCF/LEF-Promotoraktivitat in SW480-Zellen

Die SW480-Zellen wurden mit MTMR7-CC behandelt, eine Stimulation war nicht notwendig,
da hier eine konstitutive WNT-Aktivierung vorliegt (s.0.). Die 0,1; und 1 uMolare Behandlung
mit MTMR7-CC-Peptid flihrte zu einer signifikanten Reduktion der Luziferaseaktivitat (n=>5;
nicht normalverteilt; Friedman-Test, unbehandelt vs. 0,1: Rangsummendifferenz: 10; P=
0,0430; unbehandelt vs. 1: Rangsummendifferenz: 11; P= 0,0212; unbehandelt vs. 10:
Rangsummendifferenz: 9; P= 0,0826).

3.7.1 MTMR7-FL verringert den Anteil von aktivem B-Catenin im Zellkern

In APC-mutierten KRK entgeht p-Catenin der proteasomalen Degradation [34, 35].
Aktives [(-Catenin gelangt in den Nukleus wund aktiviert dort TCF/LEF
Transkriptionsfaktoren [107]. Fir den Nachweis von aktivem B-Catenin wurde eine
subzellulare Fraktionierung durchgefiihrt und dabei die zytoplasmatische Fraktion und
die Kernfraktion per Gelelektrophorese aufgetrennt. Ziel war es, die Menge von
aktivem B-Catenin im Kern der Zellen zu quantifizieren. Die fir die Luziferase-
Experimente genutzten HEK293T-Zellen, sowie die APC-mutierten SW480-Zellen
wurden mit dem MTMR7-FL-Vektor transfiziert. Im Vergleich zu den mit dem
Leervektor PUC19-transfizierten SW480-Zellen wurden in der nuklearen Fraktion der
mit MTMR7-FL transfizierten Zellen eine niedrigere Menge an aktivem [(-Catenin
nachgewiesen (Abbildung 19). In den HEK293T-Zellen konnte hingegen kein
signifikanter Unterschied festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 19: MTMR7-FL verringert die nukleare, aktive B-Catenin-Fraktion

19A: Kernfraktion von SW480 Zellen mit Vergleich von aktivem B-Catenin / Lamin AC
normalisiert auf den Leervektor; 19B: representative Western Blots. S\WW480-Zellen
wurden entweder mit dem Leervektor PUC19 transfiziert oder mit MTMR7-FL. Anschlief3end
wurden in den subzellularen Fraktionen die Mengen von nicht-phosphoryliertem, aktiven [3-
Catenin bestimmt. In der hierflr entscheidenden Kernfraktion wurde ein Abgleich gegen die
Kernlamine A und C durchgeflhrt. Die Quantifizierung der optischen Dichte und Transfektion
war mit einer signifikant verringerten Kernfraktion von aktivem -Catenin bei den mit
MTMR7-FL transfizierten Proben assoziiert (n=3; t-Test: P=0,0141).
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3.7.2 Immunhistochemie: Nukleares, aktives B-Catenin im Mausmodell

Um einen Hinweis darauf zu erhalten, ob sich die in vitro generierten Ergebnisse auf
eine  MTMR7-CC-basierte in vivo Therapie Ubertragen lassen, erfolgte die
immunhistochemische Analyse von nicht phosphoryliertem, d.h. aktivem B-Catenin in
dem oben genannten Mausmodell [106] (siehe Abschnitt 3.6). Dabei wurde mithilfe
des active beta Catenin-Antikorpers der sich in den Kernen befindliche Anteil des 8-
Catenins in Gewebeschnitten des Magens bestimmt. Hierbei zeigte sich in den mit
MTMR7-CC Peptid behandelten Tieren bereits in dieser begrenzten GruppengrolRe
eine Reduktion der Tumorzellen mit aktivem, nuklearen p-Catenin, verglichen mit der
mit dem Kontrollpeptid (scrambled) behandelten Gruppe. Im Vergleich zu den mit
DMSO-behandelten Tieren war sich keine Veranderung festzustellen (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Mausmodell: Nukledres -Catenin nach MTMR7-CC-Behandlung

20A: Gewebeschnitte der Behandlungsgruppen wurden hinsichtlich ihres nicht
phosphorylierten 3-Catenins im Kern gefarbt. Dabei wurden die nach einer Farbung mit
nuklearem, aktivem (3-Catenin positiven Kerne pro Aufnahmefeld gezahlt. Aufgrund der
kleinen GruppengréfRen (n=3) konnten keine Normalverteilungen festgestellt werden. Im
Vergleich zu den mit DMSO behandelten Tieren konnte bei den mit MTMR7-CC behandelten
Tieren keine signifikante Veranderung der positiven Zellkerne festgestellt werden.
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Im Vergleich zu der Behandlungsgruppe mit der veranderten Peptidvariante (scrambled, ST)
konnte ein Trend fur eine Erniedrigung durch MTMR7-CC Peptid beobachtet werden,
wenngleich auch hier aufgrund der niedrigen GruppengrofRen keine Signifikanz berechnet
werden konnte (MTMR7-CC vs. ST: P=0,1000, Mann Whitney Test).

20B: In reprasentativen Bildern ist eine geringere Farbeintensitat in Gewebeschnitten der
MTMR7-CC-behandelten Tiere nach Farbung gegen aktives (3-Catenin im Vergleich zu den
mit veranderter Peptidvariante (ST) behandelten Tieren festzustellen. MalRstab 100um.

3.8 Immunhistochemische Auswertung des Ki67-Index

Das Ki67-Protein ist ein etablierter Marker flr proliferierende Zellen, da es wahrend
der G1, S, und G2-Phase des Zellzyklus exprimiert wird [108-110], in der GO-Phase
jedoch nicht detektierbar ist. Um den Einfluss des MTMR7-CC Peptids auf die
Proliferation der Tumorzellen in vivo zu untersuchen erfolgte die
immunhistochemische Analyse der Ki67 positiven Zellen im oben genannten
Mausmodell [106] (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Ki67-Index im Mausmodell nach MTMR7-CC-Behandlung

Die bereits beschriebenen verschiedenen Behandlungsgruppen wurden hinsichtlich ihres
allgemeinen Ki67-Niveaus getestet. Dafiir wurden die KI67-positiven Zellen pro um? gezanhit
und als Ki67-Index miteinander verglichen. Aufgrund der niedrigen GruppengroéfRen (n=3)
konnten keine Normalverteilungen festgestellt werden. Angegeben sind die jeweiligen
Medianwerte. Es zeigte sich keine signifikante Erniedrigung der mit MTMR7-CC behandelten
Tiere, allerdings lasst sich ein Trend fur eine verringerte Farbeintensitat erkennen (n=3,
Kruskal-Wallis Test: P=0,0745).
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Eine generelle Inhibition der Zellproliferation durch MTMRY7 l|asst sich anhand dieses
Experiments erahnen, aufgrund der mdglicherweise zu niedrigen Gruppengrolie
jedoch nicht beweisen.
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4 DISKUSSION

4.1 Methodenkritik

Bevor die in Abschnitt 3 beschriebenen Ergebnisse diskutiert werden, sollen die hierfur
verwendeten Methoden bewertet werden.

411 Zellen

Die verwendeten Zellen wurden unter dem Mikroskop mithilfe einer Zahlkammer
ausgezahlt und anhand dessen wurde die Zellzahl pro Volumen errechnet. Bei den
dadurch entstandenen Ungenauigkeiten handelt es sich um systematische Fehler,
welche statistische Gesamtauswertungen wenig beeinflussen.

4.1.2 Luziferase Reporter Tests

Durch die Messung eines Lichtsignals beim Luziferase Reporter Test wird auf die
jeweilige Aktivitat des Reporters einer Probe geschlossen. Die absolute Aktivitat wurde
auf den Proteingehalt der Probe genormt und mit einer Standardmessreihe verglichen.
Dennoch koénnte eine nicht-lineare Beziehung des Lichtsignals eines Reporters zum
Proteingehalt der Probe die Messergebnisse verfalschen, wenn verschiedene Proben
stark unterschiedliche Proteingehalte aufweisen. Der Proteingehalt der Proben wurde
durch die vorher durchgeflhrten Zellzahlung (s.0.) angeglichen, die dennoch
unterschiedlichen Proteinmengen einzelner Proben wurden bei der Auswertung in
Bezug zu der jeweiligen Signalintensitat gesetzt. So wurde die ,relative
Luziferaseaktivitat® beschrieben, die die Luziferaseaktivitdt pro Proteingehalt der
jeweiligen Probe angibt. Eine potenzielle Autophosphorisierung von Proben, die nicht
durch die Reporteraktivitat zustande kommen, verfalschen das Ergebnis betrachtlich.
Daher wurden die jeweiligen Reporter und Behandlungsstoffe einmal unabhangig von
den Experimenten auf verfalschende Lichtsignale getestet.

4.1.3 Western Blot

Die Messung der Intensitat der Banden wurde als Flache einer AUC manuell mithilfe
des Programms Image J durchgefihrt und unterliegt daher einer gewissen
Fehlerquote. Durch den Abgleich von untersuchten Proteinen mit ubiquitar
exprimierten und wahrscheinlich nicht durch Stimulation beeinflussten Proteinen
konnte eine moglicherweise, trotz vorheriger Berechnung, nicht gleiche Probenmenge
mit den entsprechenden Proteinen abgeglichen werden und somit die verschiedenen
Proben - im Rahmen der Fehleranfalligkeit der Methode (s.o0.) — verglichen werden.

4.1.4 Anzahl der Wiederholungen

Die immunhistochemischen Auswertungen der ERK1/2, der aktiven (3-Catenin sowie
der Ki67 Antikdrper basierten Farbungen lassen keine quantifizierbare Aussage Uber
eine signifikante Veranderung in den Tieren zu, die mit dem MTMR7-CC-Peptid
behandelt wurden und mit den Kontrollgruppen zu vergleichen sind. Dies ist zunachst
darauf zurlckzuflhren, dass nicht genigend Proben untersucht wurden, um ein
statistisch signifikantes Ergebnis aufzuzeigen.
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Um die moglichen Trends quantifizieren zu kdénnen, muss eine umfangreichere
Datenreihe ausgewertet werden.

4.1.5 Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung der Daten wurden diese zunachst mithilfe des
D'Agostino & Pearson Omnibus Normalverteilungs-Tests und des Shapiro-Wilk
Normalverteilungs-Tests auf eine Normalverteilung getestet. Auch der Kolmogorov-
Smirnov-Test wurde dafur genutzt. Sofern keine Normalverteilung vorlag, wurde zum
Beispiel der Wilcoxon-Test verwendet. Teilweise konnte ich bei Experimenten mit der
geringen Stichprobengrofle von n=3-6 eine Normalverteilung feststellen und habe
daher t-Tests angewandt. Hierbei wird in der Literatur jedoch eine Mindestgrofie von
n>10 fUr die Auswertung angenommen [111]. Andererseits kdnnen auch bei kleineren
Stichproben die Kriterien der Normalverteilung nach vorheriger Testung erfillt werden.
Zudem sind die Daten jeder einzelnen Probe auf das Zusammenwirken von circa
750000 Zellen zurickzufuhren, welche untereinander verschieden auf Stimulation,
Transfektion oder Behandlung reagieren und insgesamt als eine Bandbreite von
Einzelexperimenten angesehen werden kénnen. Zwar lassen sich die Zellen nicht
einzeln untersuchen, aber anhand dieser Uberlegungen erscheinen die
durchgeflihrten statistischen Tests akzeptabel.

4.1.6 Losungsmittelkontrollen bei Topflash-TCF4/B-Catenin-Reportertests

Eine Herausforderung stellten Effekte des als Losungsmittel genutzten DMSOs dar.
Sowohl in den Luziferaseexperimenten, in denen der WNT-B-Catenin-Signalweg
untersucht wurde, als auch in der immunhistochemischen Auswertung schwachte
DMSO das WNT-Signal ab, wobei es denkbar ware, dass DMSO entweder eine
generell toxische Wirkung auf die Tumorzellen hat oder tatsachlich eine partiell
antagonistische Rolle in dem WNT-Signalweg einnimmt. Letzteres ist vermutlich
unwahrscheinlich, da DMSO ein weithin akzeptiertes und haufig verwendetes
Lésungsmittel in der biologischen Forschung darstellt, wenngleich einige generelle
immunmodulatorische Effekte in Abhangigkeit von der Konzentration teilweise
beschrieben werden [112, 113]. Es zeigte sich jedoch, dass das MTMR7-CC-Peptid
auch in PBS (pH 7,4) gelost werden kann. PBS per se zeigte keine Effekte auf die
Reporteraktivitdt, sodass es bei den WNT-transfizierten Zellen als Ldsungsmittel
verwendet wurde.

4.2 Modell der MTMR7-KRAS-Interaktion

Diese Arbeit befasste sich zum groRen Teil mit RAS-assoziierten Signalwegen, da die
Inhibition dieser Kinasekaskade bereits in vorherigen Experimenten untersucht wurde
[83, 94, 98]. Die Hemmung der durch EGF-aktivierten Signalwege Uber PISK-AKT und
RAS-MEK1/2-ERK1/2 konnte darin dargestellt werden: MTMRY7-FL-transifizierte
kolorektale Tumorzellen und HEK293T-Zellen wiesen einen geringeren
Phosphorylierungsgrad von AKT auf, wobei sowohl der Thr308-Rest, welcher Ziel der
oberhalb verschalteten PI3K-abhangigen Signalkaskade ist, ein geringeres
Phosphorylierungsniveau aufwies, als auch der Ser473-Rest, durch dessen
Phosphorylierung die Aktivierung von mTORC2 vermittelt wird [94]. Zudem wurde eine
Verringerung der durch MEK1/2 vermittelten Phosphorylierung von ERK1/2 (p42/p44)
festgestellt [94] [98, 99].
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Die Experimente, bei denen die Luziferase-Aktivitdt des Serum Response Elements
aus dem cFOS Promotor bestimmt wurden, sollten die Hemmung der RAS
assoziierten Signalkaskade auf genomischer Ebene beschreiben. Es zeigte sich eine
deutliche Inhibition bei den mit MTMR7-FL-transfizierten Proben. Die Hemmung des
SRE-Reporters nach MTMR7 Uberexpression deutet dabei auf einen inhibitorischen
Effekt auf der Ebene der Zielgene der RAS-vermittelten Signalkaskade hin.

Dabei ist hervorzuheben, dass ein Ergebnis mit RAS-mutierten Zelllinien, wie der KRK-
Zelllinie SW480, welche eine KRASG 12V-Mutation aufweist, aufschlussreich gewesen
ware. Die SW480-Zellen lieflen sich jedoch nicht erfolgreich mit dem SRE-Reporter
transfizieren. Auf der anderen Seite konnten sich die in vitro generierten Ergebnisse in
vivo reproduzieren lassen. Die verminderte nukleare Lokalisation von ERK1/2 in der
immunhistochemischen Analyse der Farbung der Magengewebe aus C57BL6/J
Mausen (pCEA-SV40-Tag) deutet auf eine Hemmung der oben genannten
Signalkaskade durch MTMR7-CC in vivo hin.

4.2.1 Mechanismen der KRAS-Inhibition durch MTMR7

Inhibitoren von MEK1/2 oder BRAF, die bei KRAS-Mutationen eingesetzt werden,
aktivieren durch eine Rickkopplungswirkung die PI3K-abhangigen Abschnitte der
EGF-vermittelten Signalkaskade, genauso wie den WNT-B-Catenin-Signalweg [44].
Daraus resultiert eine sekundare Resistenz gegenlber den primar wirksamen
Therapien. Dies stellt weiterhin ein Problem in der klinischen Praxis dar.

Neben der durch Guanosinaustauschfaktoren vermittelten Wirkung, zum Beispiel die
Phosphorylierung von GDP zu GTP, welches dann durch das monomere G-Protein
RAS umgesetzt wird, spielen elektrophile Wechselwirkungen in der Aktivierung von
RAS eine Rolle. So bindet K-RAS besonders an negativ geladene PtinsP-reiche
Membranen, so wie sie in intrazellularen Vesikeln vorhanden sind [114-116].

MTMRY ist in der Nahe seiner Substrate an endosomalen Membranen lokalisiert, wo
auch der RAS-Signalweg ablauft. Ein Zusammenspiel scheint aufgrund einer
Interaktion im membranaren Kompartiment moglich, an dem RAS mit SOS oder der
PI3K interagiert.

MTMRY7 besitzt mit seiner fur Heterodimerisierung zustandigen Coiled-Coil-Domane
eine Glutamat-reiche Proteindomane [99], welche aufgrund ihrer negativen Ladungen
eine Assoziation zu positiv geladenen polybasischen Arginin- und Lysin-reichen K-
RAS-Domanen haben konnte. Diese Domanen befinden sich in der C-terminalen
hypervariablen Region von K-RAS'welche die Interaktion des post-translational
modifizierten K-RAS mit intrazellularen Membranen vermittelt [114]. Eine durch
MTMR7 vermittelte Dephosphorylierung zytoplasmatischer PtinsP, die als direkte
Konsequenz die Hemmung von Ptins-abhangigen Kinasen wie RAS zu Folge hat,
erscheint generell moglich, allerdings ist zu beachten, dass der zytoplasmatische
Gehalt an PtinsP sehr gering ist [114]. Die in Voruntersuchungen festgestellte
Dephosphorylierung von Ptins(3)P und Ptins(3,5)P2 [98] gilt es jedoch ebenfalls als
regulierendes Element zu beachten. Eine direkte Interaktion mit onkogenem K-RAS
erscheint jedoch aufgrund der breiten Hemmung der verschiedenen zentralen
Signalkaskaden (RAS-ERK1/2, RAS-AKT, WNT-B-Catenin) wahrscheinlicher.

" NRAS und HRAS besitzen C-terminal ebenfalls hypervariable Regionen, die jedoch einer etwas
anderen post-translationalen Modifikation unterliegen [108].
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Um erste Hinweise zu generieren, ob es sich bei den MTMR7-vermittelten Effekten mit
Bezug auf die RAS-Inhibition um solche handelt, die entweder durch die enzymatische
Aktivitdt der Phosphatase hervorgerufen werden oder auf Protein-Protein-
Interaktionen beruhen, wurde die Wirkung MTMR7-Uberexpression im Kontext einer
PI3KC3-Inhibition untersucht. Dabei wurde der PI3K-Inhibitor SAR405 eingesetzt, in
dessen eingesetzter Wirkstoffkonzentration eine Supprimierung des Substratpools von
MTMRY zu erwarten ist.

Dabei wiesen die mit MTMR7-FL transfizierten Proben und mit SAR405 behandelten
Proben gleichbleibende Luziferaseaktivitaten auf. Zudem zeigte sich bei den mit dem
Leervektor ko-transfizierten Proben ebenfalls keine Reduktion der SRE-Luziferase-
aktivitat durch SAR405-Behandlung. Dies spricht nicht nur gegen einen
synergistischen Effekt in der Hemmung von RAS durch die zusatzliche Hemmung der
PI3KC3, sondern generell gegen einen RAS-inhibierenden Effekt durch PI3K-
Inhibition. Aufgrund dieser Ergebnisse scheint die antiproliferative Wirkung von
MTMRY7 folglich nicht auf dessen PISBKC3-Inhibition zurtckzufuhren zu sein.

Die zentrale Wirkung des MTMR7 hangt daher wahrscheinlich mit seiner Coiled-Coil-
Doméane zusammen, die durch Dimerisierung Proteine, wie MTMR9 und PPARYy [99]
verstarkt und mogliche andere, wie RAS inhibieren kénnte (Abb. 23).

A EZR

Zytosol

Abbildung 22: Ablauf der RAS-Signalkaskade an intrazellularen Vesikeln
EGF-Rezeptoren werden durch Endozytose internalisiert. KRAS-Proteine binden mit ihren C-
terminalen positiv geladenen Domanen an vornehmlich negativ geladene Membranen, die
reich an Phosphatidyl-Serinresten und PtinsP sind [114, 116].
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Abbildung 23: Modell: MTMR7-vermittelte KRAS-Interaktion und Inhibition

23A: Durch Endozytose gelangen die aktivierten Rezeptoren in intrazellulére Vesikel, u.a.
Endosomen. Sofern die RAS-Signalkaskade nicht inhibiert wird, folgt die bereits erlauterte
Aktivierung des SRE [20]. Die Uberexpression proliferativer Zielgene ist die Folge [17, 114].
23B: Die an Glutamat reiche, vornehmlich negativ geladene Coiled-Coil-Domane von
MTMRY ist die Region, Uber welche eine Heterodimerisierung entsteht [75]. Eine Interaktion
mit der positiv geladenen K-RAS-Domane ist mdglich. Durch einen eventuellen
protasomalen Abbau von K-RAS lasst sich die nachhaltige Hemmung des Signalweges ohne
negative Ruckkopplung auf die PI3K- oder WNT-Signalwege erklaren und skizziert die
mogliche Funktion von MTMR?.
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Die exakte Funktion von MTMR?7 in der RAS- Signalkaskade sollte fiir die Uberpriifung
dieser Hypothese genauer untersucht und die Lokalisation des MTMR7-Proteins an
intrazellularen Vesikeln genauer beschrieben werden. Ein weiterer wichtiger
experimenteller Schritt ware der Nachweis einer Protein-Protein-Interaktion zwischen
MTMR7 und KRAS.

Die anfangs erwahnte Problematik der sekundaren Resistenz von MEK1/2- und BRAF-
Inhibitoren durch Ruckkopplungs-Aktivierung des PI3K-abhangigen Abschnittes der
EGF-vermittelten Signalkaskade sowie des WNT-B-Catenin-Signalweges [44] konnte
moglicherweise durch die Gabe eines MTMR7-ahnlichen Stoffes (e.g.
Peptidomimetikum) umgangen werden.

Eine genauere Untersuchung einer moglichen MTMR7-KRAS-Interaktion ist daher
erstrebenswert.

4.3 MTMR7-Lokalisation und Auswirkung auf zentrale Signalkaskaden

Die Ergebnisse sprechen fur eine nachhaltige Hemmung der RAS-Kaskade und des
WNT-B-Catenin-Signalweges durch MTMR7. Dass MTMRY7, im Gegensatz zu anderen
Inhibitoren der RAS-abhangigen Signalkaskade, keine kompensatorische Verstarkung
des WNT-Signals auf nukledrer Ebene bewirkt [44], kOnnte mit einer direkten
Interaktion zwischen MTMR7 und K-RAS zusammenhangen (s.o.).

Zwar hat MTMRY7 die fur die Gruppe der Myotubularine besondere Eigenschaft, dass
es auch im Zytosol lokalisiert sein kann, allerdings findet die Signaltransduktion von K-
RAS an intrazellularen Vesikeln, wie Endosomen statt [116]. Falls MTMR7 das K-RAS
nach der oben beschriebenen Hypothese aufgrund einer direkten Interaktion hemmt,
dann ware der Hauptort seiner Lokalisation in dem intrazellularen Vesikelnetzwerk.

In einer Arbeit [77] wurde MTMR9, der inaktive Bindepartner von MTMR7, vor allem
an Vesikeln des Golgi-Netzwerkes lokalisiert. Ein MTMR9-knock-out flihrte zu einem
verlangsamten WNT3a-Transport in den Vesikeln von dem Endoplasmatischen
Retikulum hin zu dem Golgi-Apparat [77]. In der genannten Studie wurden neben dem
inaktiven MTMR9 auch seine aktiven Bindepartner MTMR6 und MTMRS8 untersucht,
nicht jedoch MTMRY7. Die oben diskutierte Hypothese der Lokalisation von MTMRY7 an
intrazellularen Vesikeln generell, mdglicherweise Endosomen, passt zu der
Erérterung, wieso MTMRY7 sowohl die RAS-Kaskade, als auch den WNT-B-Catenin-
Signalweg inhibiert. In Analogie zu den Erkenntnissen Uber die Funktion und
Lokalisation von MTMRY9, ist die Lokalisation von MTMR7 an Vesikeln des
endoplasmatischen Retikulums, bzw. des Golgi-Netzwerkes maoglich.

4.4 Inhibition des WNT-B-Catenin-Signalweges durch MTMR7

MTMRY7 konnte den WNT Signalweg hemmen. Auf welche Weise diese Inhibition
erfolgt bleibt zu klaren, muss in weiterfihrenden Experimenten evaluiert werden. Die
Inhibition wurde zunachst durch eine verringerte Luziferaseaktivitat des Topflash-
TCF4/B-Catenin-Reporters gezeigt. Zudem wurde ein geringerer Proteingehalt von
nuklearem B-Catenin nach MTMR7-FL-Uberexpression gemessen. Die
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immunhistochemische Untersuchung des Mausmodells weist ebenfalls auf einen
geringeren nuklearen Gehalt von B-Catenin hin, lie® sich aufgrund der niedrigen
Gruppengrole jedoch nicht statistisch validieren.

Bei der Diskussion von potenziellen Wegen der WNT-Inhibition gilt es zu beachten,
dass in den dargestellten Versuchen eine Inhibition in APC-mutierten Zellsystemen
gezeigt wurde. Dies schlielt physiologische Arten der WNT-Inhibition, deren
molekulares Ziel oberhalb des B-Catenin-Zerstérungskomplexes liegt und oft auf der
genomische Aktivierung von WNT-Antagonisten basiert, aus.

Die Art der Hemmung muss daher genauer untersucht werden. Folgend sollen eine
mdgliche Rolle von PPARy sowie eine Hemmung des Signalweges aufgrund der
Funktion von MTMRY7 im Vesikeltransport in die Diskussion miteinbezogen werden.

4.4.1 Modell einer MTMR7 und PPARy-induzierten Inhibition B-Catenins

MTMRY7 aktiviert PPARy durch die Inhibition der MEK1/2-ERK1/2 Kaskade, was zu
einer geringeren Konzentration von phosphorylierten PPARYy fuhrt. Zudem ist MTMR?7
durch eine Protein-Protein-Interaktion mit PPARYy ein direkter Ko-Aktivator des
Kernrezeptors [98]. Durch einen niedrigeren Phosphorylierungsgrad von MEK1/2-
ERK1/2 wird die transkriptionelle Aktivitat des PPARYy geférdert [48, 52, 117].

Es wurden eingangs die sich gegenseitig antagonisierenden Wirkungen des WNT-[3-
Catenin-Signalweges und des Kernrezeptors PPARYy beschrieben: PPARy-Agonisten
verringern den Anteil von zytoplasmatischen B-Catenin [56]. Dieser Abbau findet Uber
die PPARy-vermittelte Aktivierung von APC statt, woraus eine proteasomale
Degradation B-Catenins folgt. MTMR7 verstarkt die genomische Aktivitat des
Kernrezeptors, was zunachst einmal dafirsprechen kénnte, dass eine Hemmung der
durch WNT-Liganden aktivierte Signalkaskade in nicht mutierten Zellen auf
transkriptioneller Ebene stattfindet. In Luziferase-Experimenten mit nicht APC-
mutierten HEK293T-Zellen wurde eine durch WNT3a-stimulierbare verstarkte
Promoteraktivitat sowohl durch die Ko-Transfektion von MTMR7-FL als auch durch die
Behandlung mit dem MTMR7-CC-Peptid unterdriickt. Dieser Effekt konnte auf der
Ebene der Proteindetektion von nuklearem, aktiven [-Catenin jedoch nicht
nachgewiesen werden.

Die durchgefiihrten Experimente in dem APC-mutierten Zellsystem SW480 zeigten bei
den Luziferase-Versuchen eine hohe Basalaktivitat des Reporters. Nach Behandlung
mit dem MTMR7-CC-Peptid oder nach Ko-Transfektion mit MTMR7-FL konnte man
eine deutliche Hemmung des Luziferase-Signals feststellen. In diesen Zellen zeigte
sich ebenfalls eine signifikant reduzierte nukledre Fraktion aktiven B-Catenins nach
Ko-Transfektion mit MTMR7-FL.

Der erwahnte Antagonismus von PPARy und WNT-B-Catenin, wie sie bei
verschiedenen Stoffwechsel-assoziierten Erkrankungen, aber auch Tumor-
erkrankungen beschrieben ist, bezieht sich unter anderem auf eine verminderte
PPARy-Aktivitat bei onkogen veranderten WNT-Signalwegen [118, 119]. Die
Hemmung des WNT-Signalweges durch verstarkte genomische PPARy-Aktivitat
beruht jedoch auf der genetischen Intaktheit des Signalweges. Die Ergebnisse der
durchgefuhrten Versuche zeigen eine WNT-Inhibition auch bei dem Vorliegen einer
APC-Mutation. Es ist bekannt, dass PPARy-Agonisten eine Verminderung des
zytoplasmatischen B-Catenins durch die Aktivierung der GSK3 vermitteln [51].
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APC befindet sich im Signalweg jedoch nach der GSK3B und verhindert dadurch den
Abbau B-Catenins. MTMRY verstarkt zwar die genomische PPARy-Aktivitat, allerdings
Iasst sich folglich nicht die WNT-Inhibition in APC-mutierten, kolorektalen Zellsystemen
erklaren.

Neben der genomisch induzierten WNT-Inhibition durch PPARYy ist jedoch noch eine
weitere Form der Hemmung beschrieben [56]: Liu et al. stellten auch eine post-
translationale Art der Inhibition fest. Dabei zeigte sich, dass -Catenin und PPARy
miteinander interagieren und die nukleare Bindung an die Effektorproteine TCF/LEF
supprimiert wird [57]. Hier wurde eine Protein-Protein-Interaktion von PPARy und B-
Catenin identifiziert. PPARYy besitzt eine sogenannte Cateninbindedomane (CBD). Die
CBD ist eine Region im PPARYy-Protein in den Helices 7 und 8 [120]. Sie bindet an der
Region im p-Catenin-Protein an, die ansonsten eine Assoziation mit TCF/LEF-eingeht.
Durch diese kompetitive Hemmung kdnnte eine Aktivierung proliferativer Zielgene wie
z.B. c-MYC verhindert werden. Eine solche Interaktion kann auch in onkogen
veranderten WNT-Signalwegen auftreten, solange die flr die PPARYy-Interaktion
wichtigen Lysinreste Lys312 und Lys435 im (-Catenin vorhanden sind. Bei
entsprechenden S37A-Mutationen, die -Catenin betreffen, ist dies nicht der Fall. Da
die SW480-Zellen jedoch eine Kolonkarzinomzelllinie reprasentieren, die eine
klassische APC-Mutation aufweist und keine der seltenen 3-Catenin-Mutationen, Iasst
sich ein post-translationaler Inhibitionsmechanismus zunachst diskutieren. MTMR7
interagiert mit PPARYy auf Proteinebene. Eine Bindung des Kernrezeptors an 3-Catenin
mit der Folge von dessen proteasomalen Degradation ist jedoch nur dann maoglich,
wenn MTMRY7 nicht selbst an die Helices 7 und 8 PPARYy bindet. Die sterische und
stéchiometrische Komplexbildung bleibt zu klaren.

Dass diese Form der Hemmung auch durch herkdmmliche PPARy-Agonisten, wie
Rosiglitazone gefoérdert wird, ist unwahrscheinlich, da fur solche bekannt ist, dass sie
als Nebeneffekt den RAS-Signalweg stimulieren kénnen [120]. Die Uberaktivierung
des RAS-Signalweges kann jedoch Uuber einen positiven RuUckkopplungs-
Mechanismus die Anreicherung B-Catenins fordern [42], was wiederum dessen Abbau
durch direkte Proteininteraktion entgegenwirken konnte. So wurde in APC-deletierten
Mausen die Tumorgenese von KRK nach Behandlung mit den eher unspezifisch
wirksamen Thiazolidinonen erkannt [121, 122]. MTMRY7 dagegen inhibiert ebenso die
RAS-Kaskade, wodurch die Anreicherung B-Catenins durch diese unwahrscheinlich
ist.

Eine Hemmung B-Catenins durch PPARYy-Ko-Aktivierung ist theoretisch mdglich,
andere Mechanismen sollten jedoch zunachst untersucht und folgend diskutiert
werden.
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Abbildung 24: Modelle der MTMR7-PPARy-B-Catenin-Interaktion in KRK

24A: In Kolonkarzinomen, welche aktivierende KRAS- und APC-Mutationen aufweisen,
phosphoryliert ERK1/2 den PPARy am Ser84-Rest. Dadurch wird PPARYy inaktiviert [48].
Zudem wird die genomische Funktion des Kernrezeptors supprimiert.
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Durch APC-Mutationen in der MCR-Region entgeht -Catenin dem proteasomalen Abbau,
akkumuliert, gelangt in den Nukleus und aktiviert dort die TCF/LEF. Dadurch werden
proliferative Signalgene Uberaktiviert.

24B: MTMR7 hemmt den durch KRAS-Mutationen oder exogen durch EGF aktivierten RAS-
Signalweg. PPARYy entgeht dadurch einerseits der Phosphorylierung, was zu seiner
verstarkten genomischen Funktion fihren konnte. Dadurch kann in nicht-mutierten Zellen die
WNT-Aktivitat gehemmt werden. In APC-mutierten KRK-Zellen Iasst sich eine WNT-Inhibition
durch die verstarkte genomische PPARy-Wirkung jedoch nicht erklaren. Die Hypothese einer
PPARYy-abhangigen B-Catenin-Hemmung in APC-mutierten KRK basiert hingegen auf einer
direkten Interaktion als Bindungspartner. Diese Bindung kann tber die Cateninbindedomane
(CBD) stattfinden, eine Region im PPARy-Protein in den Helices 7 und 8 [57]. Sie bindet an
der Region im B-Catenin-Protein an, die ansonsten eine Assoziation mit TCF/LEF-eingeht.
Dadurch konnte es zu einer kompetitiven Hemmung kommen, welche eine Aktivierung
proliferativer Zielgene wie z.B. c-MYC verhindern wirde. MTMRY ist ebenfalls ein
Bindepartner des PPARY, der dessen Funktion verstarkt. Durch vermehrte MTMR7-Aktivitat
konnte ein verstarkter proteasomaler Abbau des B-Catenins bewirkt werden, was dessen
geringere nukleare Lokalisation und die verringerte Topflash-TCF4-3-Catenin-
Reporteraktivitat erklaren konnte.

4.4.2 MTMR7-vermittelte WNT-Inhibition durch subzellulare Lokalisation

Die intrazellulare Lokalisation von MTMR?7 wurde bereits diskutiert (s.0.). In Bezug auf
die nachhaltige RAS-Inhibition durch MTMR7 ohne rickkoppelnde Aktivierung des
WNT-Signalweges, wie sie bei MEK1/2-Inhibitoren bekannt ist [44], erscheint eine
Lokalisation in der Nadhe von Endosomen mdglich. Dabei konnten die elektrostatischen
Eigenschaften der Glutamat-reichen, vielfach negativ geladenen Coiled-Coil-Domane
von MTMRY7 und die positiv geladene K-RAS-Doméane eine Rolle spielen.

In MTMR7-FL-transfizierten, APC-mutierten SW480-Zellen ist der Anteil nuklearen,
aktiven B-Catenins vermindert. Fur die Vorstellung einer durch MTMR7 vermittelten
Hemmung, die unabhangig von der Betrachtung des MTMRY7 als PPARy-Bindepartner
ist, sind zwei mogliche Gegebenheiten von zentraler Bedeutung: Erstens durfte die
Inaktivierung B-Catenins durch transkriptionelle Aktivierung des [(-Catenin-
Zerstorungskomplexes unwahrscheinlich sein, da dieser den Abbau von B-Catenin
aufgrund der in KRK-Zelllinien auftretenden APC-Mutationen vermutlich nicht mehr
verursachen kann. Zweitens ist aufgrund der moglichen Lokalisation von MTMR7 an
intrazellularen Vesikeln und der Bedeutung des Vesikeltransports flir den WNT-
Signalweg dieser in Bezug auf eine mogliche Inhibition des Signalweges genauer zu
beschreiben.

Der WNT-Signalweg beginnt (im Gesunden) Uber die extrazellulare Bindung eines
WNT-Liganden, wie WNT3a. Der Ablauf des Signalweges ist von der Clathrin-
vermittelten Endozytose des Rezeptors abhangig [123, 124]. Nach der Endozytose
wird GSK3[ in einem WNT-on-state dadurch inaktiviert, dass es in Vesikeln vom
Zytoplasma abgetrennt wird. Dadurch kann der Abbau von zytoplasmatischen [3-
Catenin nicht vorangetrieben werden [124]. Fir die Aktivierung des WNT-Signalweges
ist folglich ein endozytotischer Prozess obligat, von welchem die Inhibition des -
Catenin-Zerstérungsprozesses abhangt. In SW480-Zellen konnte indes die Hemmung
der Endozytose und die Hemmung der GSK3 keine Abschwachung des WNT-Signals
bewirken [123]. Fir den Abbau des B-Catenins scheint die Bildung von intrazellularen
Vesikeln ein entscheidender Prozess zu sein.
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Es erscheint daher mdglich, dass der WNT-Signalweg in APC-mutierten Tumorzellen
erst nach Ablaufen der initialen Endozytose durch MTMR7 gehemmt werden kdnnte.
Fur diese Theorie spricht, dass MTMRY7 in der Nahe von aufgenommenen Vesikeln
lokalisiert sein kdonnte und dass seine funktionelle Coiled-Coil-Domane mehrere
negative Ladungen aufweist (s.0.). Die zentrale Bindedomane B-Catenins fur APC,
aber auch TCF/LEF und andere wichtige Liganden besteht aus 12 sogenannten
Armadillo-Wiederholungen, welche eine Superhelix bilden [125]. Diese ist mehrfach
positiv geladen. Die Coiled-Coil-Domane von MTMR7 kénnte aufgrund ihrer negativen
Ladung das zytoplasmatisch vermehrt anfallende (B-Catenin durch elektrostatische
Wechselwirkung binden und eine Interaktion mit der zentralen Bindedomane des [3-
Catenins eingehen und dadurch dessen proteasomale Degradation bewirken.
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Abbildung 25: Modell: MTMR7-3-Catenin-Interaktion in APC-mutierten Zellen

25A: Die WNT-Signaltransduktion wird durch die Clathrin-vermittelte Internalisierung von
Vesikeln vermittelt [123, 124]. Dabei lagert sich APC nach der Endozytose an den 3-Catenin-
Zerstorungskomplex an [124]. Bei KRK-typischen APC-Mutationen in der MCR-Domane
kann B-Catenin jedoch nicht gebunden und abgebaut werden, es akkumuliert, gelangt in den
Kern und Uberaktiviert TCF/LEF, die wiederum ein proliferatives Genprofil férdern.

65



Diskussion

Endosom

Zytosol

APC-Mutation in
MCR-Region

Verstarkter
proteasomaler Abbau?

Nukledrer Import,
1 Aktivierung TCF/LEF

25B: Die zentrale Bindungsstelle B-Catenins, welche u.a. TCF/LEF bindet [57, 125], ist
mehrfach positiv geladen. Das vermutlich in der Nahe von intrazellularen Vesikeln, wie
Endosomen lokalisierte MTMRY7 besitzt eine mehrfach negativ geladene Coiled-Coil-
Domane. Das sich an die internalisierten Endosomen anlagernde APC kann durch
Mutationen nicht an B-Catenin binden, MTMR7 hingegen kénnte moglicherweise mit seiner
CC-Domane eine solche Bindung eingehen. Dadurch kénnte der nukleare Import f-Catenins
mdglicherweise gestoppt und dessen porteasomale Degradation vorangetrieben werden.

4.4.2.1 Bezug zu WNT-Inhibitoren mit Lokalisation in dem ER-Golgi-Netzwerk

Untersuchungen des MTMR7-Bindepartners MTMR9 ergaben dessen Lokalisation im
Zytoplasma, sowie am Ubergang des endoplasmatischen Retikulums zum Golgi-
Apparat [77]. Bei MTMR9-Knockout-Versuchen stellte sich heraus, dass die Sekretion
von WNT3A abhéngig von MTMRO ist. Ahnliche Ergebnisse wurden bereits fir den
aktiven Bindepartner MTMRG6 festgestellt [126]. Bei der Uberexpression von MTMR9
zeigte sich hingegen ebenfalls eine verlangsamte Vesikelpassage und eine
verminderte Sekretion von WNT3a.

In der Diskussion der oben beschriebenen Modelle hangt die Konzentration von
zytoplasmatischem -Catenin in APC-mutierten Tumorzellen allerdings nicht von der
Stimulation von WNT3a ab. In Luziferaseversuchen mit SW480-Zellen konnte nach
Stimulation durch WNT3a keine vermehrte Topflash-TCF4/3-Catenin-Reporter-
Aktivitat im Vergleich zur basalen Promotoraktivitat festgestellt werden (Daten nicht
gezeigt).
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Ein Mechanismus, der in APC-mutierten Zellen aktives B-Catenin verringert und mit
dem auch die Deregulation des exozytotischen Vesikeltransportes einhergeht, kann
dennoch prinzipiell diskutiert werden.

Dabei sind die Erkenntnisse tber den WNT-Inhibitor TASIN-1 [127] hervorzuheben,
wenngleich es neben mdglichen gemeinsamen Ubergeordneten Prinzipien ebenso klar
feststellbare Unterschiede in dem molekularen Wirkmechanismus von MTMR7 und
TASIN-1 gibt. Die Untersuchungen von TASIN-1 zeigten eine experimentell
vielversprechende Hemmung in APC-mutierten Tumorzellen. Die Funktionsweise der
Hemmung der Cholesterin-Biosynthese unterscheidet sich zwar von der des MTMR7
Enzyms, jedoch kénnte die Folge des Mechanismus Ahnlichkeiten mit der Folge der
Aktivitat von MTMR7 und seinen Bindepartnern haben: Letztlich bewirkt der Einsatz
von TASIN-1 in APC-mutierten Zellen eine Dysregulation der Homdostase des
endoplasmatischen Retikulums, dabei kommt es neben anderen Mechanismen zu
einer Reduktion der Aktivierung von AKT [127]. MTMR7 hemmt ebenfalls die
Phosphorylierung von AKT [94] und dadurch dessen Aktivierung. Eine Lokalisation
zwischen ER und Golgi erscheint aufgrund der dortigen Lokalisation seines inaktiven
Bindepartners MTMR9 maoglich. Es zeigte sich, dass das Wachstum von KRK-Zellen
durch MTMR7 gehemmt wird [94]. Ob dies ebenfalls einen Effekt auf die ER-
Homdostase haben kdnnte, ist unklar. Eine Hypothese, der sich daraus ergebenden
Hemmung APC-mutierter Zellen, lasst sich gegenwartig nicht eindeutig ableiten, ein
Ubergeordneter, Apoptose-fordernder Mechanismus, welcher mit der beschriebenen,
maoglichen Lokalisation zusammenhangen koénnte, sollte bei der weiteren
Untersuchung des Einflusses von MTMR7 auf APC-mutierte KRK-Zellen hingegen
ebenfalls in Betracht gezogen werden.

4.4.3 WNT-B-Catenin-Inhibition in APC-mutierten KRK-Zellen

Es bleibt festzuhalten, dass MTMR?7 als direkter PPARy-Bindepartner und als
mdglicher Interaktionspartner im intrazellularen Vesikeltransport Eigenschaften
aufweist, die die oben beschriebenen Mechanismen der (3-Catenin-Blockade in APC
mutierten Zellsystemen ermdglichen konnten. Diese sollten zunachst durch die
Charakterisierung einer genauen Interaktion von MTMR7 mit dem WNT-Signalweg
Uberpruft werden. Bislang lasst sich feststellen, dass MTMR7-FL in vitro eine
Verringerung des nuklearen (-Catenins bewirkt und dass MTMR7-CC-Peptid
behandelte und MTMR7-FL Uberexprimierte, APC-mutierte Zellen eine geringere
WNT-Signalweg gesteuerte Promotoraktivitat aufweisen. Des Weiteren zeigte sich in
immunhistochemischen Farbungen an einem Maus-Magenkarzinommodell bereits in
begrenzten GruppengroRe nach der Behandlung mit MTMR7-CC-Peptid eine
Reduktion der Tumorzellen mit aktiven, nuklearen B-Catenin, verglichen mit der mit
dem Kontrollpeptid behandelten Gruppe. Die oben erlauterten Hypothesen lassen sich
durch die bisherigen Versuchsergebnisse nicht abschlieRend bewerten.
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4.5 PD-L1 Induktion durch MTMR7

Im Rahmen der Luziferaseexperimente, in denen ein PDL1-Promoter-Reporter in
HEK293T- und HCT116-Zellen untersucht wurde, konnte in beiden Zellsystemen
zunachst eine verstarkte Luziferaseaktivitat nach der Behandlung mit Rosiglitazone
beobachtet werden. Die Ergebnisse dieser Voruntersuchungen verdeutlichten, dass
PD-L1 durch PPARy-Agonisten aktiviert wird [100]. Die im zweiten Schritt
durchgefuhrten Versuche mit dem MTMR7-CC-Peptid flhrten ebenfalls zu einer
verstarkten PDL1-Promotor-Aktivitat. Dabei konnte eine Dosis-Wirkungseffekt
beobachtet werden, sodass die starkste PDL1-Promotoraktivitat bei 10uM MTMRY7-
CC-Behandlung zu beobachten war. Die Ergebnisse kénnen als ein weiteres Indiz flr
die Verstarkung von PPARy durch MTMR7 gewertet werden. Andererseits kdnnte eine
andere, bislang unbekannte Form der Regulation zwischen der Lipidphosphatase mit
dem PDL1-Gen stattfinden. Die Annahme einer PPARYy-unabhangigen
Wechselwirkung von MTMR?7 und PD-L1 halte ich aktuell jedoch fiir unbegriindet, da
sie sich aus den Luziferaseexperimenten nicht ableiten lasst. Dass PPARy die PD-L1
Expression reguliert, steht dagegen in dem Kontext zu bisherigen Ergebnissen [65,
67]. MTMRY7 konnte die PDL1 Promotoraktivitat daher indirekt Gber eine Aktivierung
von PPARy erhéhen [99]. Eine mdgliche Aktivierung der PD-L1 Expression durch
MAPK-Inhibition [64], was auf MTMR?7 zutreffen konnte, unterstreicht diese
Hypothese, da durch die Inhibition von ERK1/2 die genomische PPARy-Aktivitat, wie
oben erlautert, verstarkt werden kann.

@
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ERK 1/2 /

MTMR7

Nukleus
PPARY l TPPARV — PD-L1
Verstarkte m

genomische
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Abbildung 26: Modell der MTMR7-PD-L1-Regulation

MTMRY inhibiert die Phosphorylierung von ERK1/2 [94]. ERK1/2 gelangt daher nicht in den
Nukleus und kann PPARYy nicht an dessen Ser84-Rest phosphorylieren [48], sodass PPARy
eine hohere genomische Aktivitat aufweist. Durch die verstarkte genomische Wirkung des
Kernrezeptors konnte MTMRY indirekt eine verstarkte PD-L1-Expression bewirken.
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In der modernen Tumortherapie nehmen Checkpointinhibitoren eine wichtige Rolle ein.
Oftmals bedeutet in der Kklinischen Praxis eine PD-L1-Expression eine
Therapiemdglichkeit des Tumors [104]. Sollte sich die PD-L1-Expression durch eine
auf MTMR7-Peptid-basierende Substanz erhéhen lassen, so liele sich
modglicherweise auch die Effektivitdt durch bekannte Checkpointinhibitoren
verbessern. Sollte MTMR?7 oder das in den Experimenten eingesetzte MTMR7-CC-
Peptid klinisch einen solchen Effekt aufweisen, so wirde dies jedoch im
Umkehrschluss auch eine Verstarkung der Immunevasion des Tumors bedeuten. Aus
oben genannten Grinden kdnnte eine verstarkte PD-L1-Expression als erstrebenswert
angesehen werden, andererseits zeigt die biochemische Funktion von PD-L1
Gefahren auf. So kdnnte die bessere Behandlungsmaoglichkeit durch eine starkere
Aggressivitat des Tumors erkauft sein. Yang et al. haben in einer klinischen
Metaanalyse die Prognose von Patienten mit PD-L1-exprimierenden KRK untersucht
und kamen zu dem Ergebnis, dass PD-L1 als negativer Pradiktor anzusehen sei [61].
Dabei stellten sie jedoch auch die Prognose verbessernde Behandlung mit PD-L1-
blockierenden Antikérpern dar. Die Beantwortung der Frage, ob eine durch Mimikry
vermittelte, verstarkte PD-L1-Expression in der Tumortherapie eher nutzlich oder
hinderlich ist, kann aktuell noch nicht eindeutig beantwortet werden. Unabhangig von
der Funktion des MTMR7-Proteins wird eine genauere Untersuchung in klinischen
Studien von Verstarkern der PD-L1-Expression in Kombination mit Checkpoint-
inhibitoren diese Unklarheit zuklnftig mdglicherweise bereinigen kdnnen.

Daher erscheint in jedem Fall eine genauere Untersuchung der molekularen
Beziehung von MTMR7 zu PD-L1 erstrebenswert. Eine immunhistochemische
Testung konnte dabei am einfachsten in vivo-Daten aufzeigen. Die genauere
Untersuchung der Interaktion von PPARy und PD-L1 unter MTMR7-Behandlung oder
Uberexpression kdnnte die gewonnenen Erkenntnisse bestatigen.

4.6 Beeinflussung der untersuchten Signalwegen durch MTMR7

Die vorliegenden Experimente hatten den Anspruch eine potenzielle Beteiligung von
MTMRY7 in verschiedenen Signalkaskaden zu prifen. Die Ergebnisse geben Auskunft
darliber, welche molekularen Signalwege MTMRY7 beeinflussen kénnte und daher
genauer untersucht werden kdnnten.

Dabei scheint die Interaktion von MTMR7 und PPARYy sowie die Hemmung der EGFR-
RAS-Kaskade als am besten evaluiert. Eingangs wurden die Hypothesen von
moglichen Einflissen in dem WNT-B-Catenin-Signalweg und der Expression von PD-
L1 aufgestellt. Des Weiteren schien eine Verbindung zu der NFkB-Kaskade mdglich.
Wahrend bei den erstgenannten Komponenten durchaus Verbindungen festzustellen
waren, zeigte sich dies bei Luziferase-Versuchen mit NFkB-transfizierten Zellen nicht.
Die Hypothese war, dass genomisch starker aktiviertes PPARy eine Hemmung von
NFkB bewirkt. Ein entsprechender Effekt war jedoch nicht zu beobachten, sodass
dieser eine vermutlich untergeordnete Rolle einnimmt.
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Die festgestellte Hemmung des WNT-Signales in vitro muss zweifelsohne in vivo noch
weitergehend Uberprift werden. Nimmt man die in vitro statistisch auswertbare
Beobachtung an, so stellt sich die Frage, in welcher Form MTMR7 sowohl die EGFR-
RAS-Kaskade als auch den WNT-Signalweg hemmt. Hierfir ist zunachst eine
genauere Untersuchung der Interaktion in letzterem Signalweg notwendig. Moégliche
Theorien bzw. Modelle lassen sich bereits beleuchten (s.o.), sollten aber aufgrund
einer fehlenden ausfluhrlicheren Analyse der Beeinflussung einzelner Komponenten
des WNT-Signalweges kritisch hinterfragt werden.

Die Auswirkung auf die PD-L1-Expression sollte ebenfalls in vivo weiter untersucht
werden. Sollten diese Daten die prasentierte These bestatigen, kdnnte geprift werden,
ob ein MTMR7-ahnlicher Wirkstoff eine Rationale fur ein Mimikry mit Checkpoint-
Inhibitoren darstellt.

Die nachhaltige Hemmung der RAS-Kaskade wird méglicherweise an intrazellularen
Vesikeln wie Endosomen vermittelt. Fur die Prifung und genauere Untersuchung der
Erkenntnisse hinsichtlich anderer Signalwege ist eine genauere Charakterisierung der
RAS-Inhibition jedoch zunachst unerlasslich. Die Zusammenfassung der durch
MTMRY7 beeinflussten Signalwege ist in Abb. 27 dargestellt.

KRAS

Hemmung von RAS, AKT,
ERK und SRE. Eventuell
direkte KRAS-Inhibition?

PD-L1 T

MTMR?7 kénnte indirekt
Uber eine starkere
genomische PPARy-
Aktivierung eine
vermehrte PD-L1-
Expression bewirken.

Q= s = i '

B-Catenin kénnte aufgrund einer
direkten PPARy-Interaktion an
seiner TCF/LEF-Aktivierung
gehemmt werden. In nicht APC-

mutierten Zellen bewirkt PPARy
genomisch den verstarkten Abbau
von B-Catenin.

Hemmung der Topflash-TCF4/ B-Catenin-
Aktivitat. Hemmung des nukledren
(aktiven) B-Catenin.

Eventuell direkte B-Catenin-Inhibition?

Bindepartner von MTMR7.
Disinhibition der
Phosphorylierung. Férdert
nukledre Wirkung

Die Aktivierung
von TCF/LEF
durch B-Catenin
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Abbildung 27: Mogliche und festgestellte molekulare Wechselwirkungen von PPARYy,
PD-L1, B-Catenin und KRAS mit MTMR7
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Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

5.1 Hintergrund

Die molekulare Pathologie der weit verbreiteten kolorektalen Karzinome beruht auf
Treibermutationen in den WNT-B-Catenin- und EGF-assoziierten Signalwegen. Im
Besonderen stellen KRAS-Mutationen in der Tumortherapie eine grolde
Herausforderung dar. Die Lipidphosphatase MTMR7 gehdrt zu den Myotubularinen,
eine Gruppe von Ptins-Phosphatasen, deren Funktion im Vesikeltransport
beschrieben ist. Unsere Arbeitsgruppe zeigte, dass MTMR7 in gastro-intestinalen
Tumormodellen eine Verringerung der K-RAS nachgeschalteten MEK1/2-ERK1/2 und
AKT-Phosphorylierungen bewirkt. Zudem wurde eine agonistische Aktivitdt zu dem
Peroxisomen-Proliferator-aktivierten Rezeptor y (PPARYy) gezeigt. Dadurch entfaltet
PPARYy seine genomische, antiproliferative Wirkung. In der aktuellen Arbeit wurden
neben der EGFR-RAS-Signalkaskade weitere Signalwege auf den Einfluss durch
MTMR7 untersucht.

5.2 Material und Methoden

Es wurden Luziferase-Reportergen-Tests durchgefihrt, bei denen Modell- und
kolorektale Tumorzellen mit Vektoren wichtiger Signalwege transfiziert wurden
(PPARy Response Element (PPRE), Serum Response Element (SRE), Topflash-
TCF4/B-Catenin, NFkB-responsive Reporter, PDL1 Promotor). Zudem wurden die
Zellen mit MTMR7-Expressionsplasmid kotransfiziert, oder mit MTMR7-CC-Peptid
behandelt. Des Weiteren wurden Western Blots und immun-histochemische
Farbungen eines gastrointestinalen Maus-Tumormodells durchgefihrt.

5.3 Ergebnisse

MTMR7 hemmte die Serum response element-abhangige Promotoraktivitat, sowie die
Topflash-TCF4/B-Catenin-Reporter-Aktivitat und verringerte den zellularen Gehalt von
nuklearem aktiven 3-Catenin. Die Aktivitat des PDL1 Promotors und des PPRE wurden
dagegen durch die Behandlung mit dem MTMR7-CC-Peptid verstarkt. Die Aktivitat von
NFkB wurde nicht beeinflusst. Immunhistochemische Auswertungen des Maus-
Modells zeigen eine relative Verringerung von nuklearem B-Catenin, ERK1/2 und
einen verminderten Ki67-Index.

5.4 Schlussfolgerung und Ausblick

MTMRY7 bewirkt eine Hemmung der EGFR-RAS-Signalkaskade auf der genomischen
Ebene. Diese Hemmung konnte wiederum eine verminderte Inhibition von PPARYy
bewirken. Dadurch und durch die bereits bekannte agonistische Interaktion von
MTMR7 und PPARYy kénnte die PPARy-abhangige Aktivierung des PDL1-Promotors
verstarkt werden. Die Hemmung des WNT-B-Catenin-Signalweges kdnnte durch eine
Interaktion oder Beeinflussung von PPARy und B-Catenin vermittelt sein, wodurch die
Aktivitat des Letzteren vermindert wird. Eine PPARy-unabhangige WNT-Inhibition
erscheint auch mdglich und kénnte mit der subzellularen Lokalisation von MTMR7
zusammenhangen. Zusammenfassend weisen die erhobenen Daten daraufhin, dass
MTMR7 als Tumorsuppressor wirken kann. Die molekularen Mechanismen sollten in
zukunftigen Experimenten auf eine mogliche therapeutische Relevanz im KRK geprift
werden.
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