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1.1 Zusammenfassung

In Deutschland ist etwa jeder vierte Todesfall auf Krebserkrankungen zurtckzufih-
ren, dies entspricht im Jahr 2011 einer Mortalitat von 221.591 Menschen - tendenziell
steigend. Kolorektale Karzinome stellen in diesem Zusammenhang die zweithaufigs-
te Krebstodesursache dar. FlUr Patienten in spaten Stadien kolorektaler Karzinome
ergeben sich duBerst schlechte Prognosen mit 5-Jahres-Uberlebenraten von unter
10%. Dabei sind Heilungserfolge praktisch unbekannt, was bedeutet, dass Ursachen
und Mechanismen der kolorektalen Karzinogenese noch unzureichend verstanden

sein missen.

Allerdings hangt dieses Therapieversagen maBgeblich von der Metastasierungs-
fahigkeit und der Therapieresistenz kolorektaler Krebszellen ab. Diese beiden funkti-
onellen Eigenschaften sind mit der cancer stemness verknUpft, Uber die ausschlieB3-
lich eine kleine Subpopulation aller Krebszellen charakterisiert wird, die sogenannten
Krebsstammzellen (CSC). Im Rahmen des CSC-Konzeptes wurde die funktionelle
Rolle von Biomarkern in der kolorektalen Karzinogenese, Krebsprogression sowie
Therapieresistenz untersucht. Der Fokus wurde auf den intestinalen Stammzellmar-
ker B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 (BMI1) gelegt, der mit den Stadien von

kolorektalen Karzinomen und einer geringeren 5-Jahres-Uberlebensrate korreliert.

Hierzu wurde zum einen mit langzeitkultivierten humanen kolorektalen Tumorzell-
linien gearbeitet - zum anderen mit Tumorzelllinien, die direkt aus Gewebeproben
von kolorektalen Karzinomresektaten etabliert wurden. Diese neu isolierten Primar-
tumorzelllinien geben die Situation in humanen Tumoren besser wieder als langzeit-
kultivierte Tumorzelllinien. Um eine Abhangigkeit der Tumorzelllinien von BMI1 zu
analysieren, wurde die BMI1-Expression mittels lentiviral transduzierter BMI1-
spezifischer shRNA verringert. Der daraus resultierende Aktivitatsverlust von BMI1
reduzierte die GréBe der kolorektalen CSC-Populationen und flihrte zu einer vermin-
derten cancer stemness, EMT, Metastasierungsfahigkeit und Chemoresistenz. Zu-
sammenfassend wurde die essentielle Rolle des Transkriptionsfaktors BMI1 fir die
Aufrechterhaltung des CSC-Phanotyps in kolorektalen Krebszellen und den damit
verbundenen malignen Eigenschaften demonstriert. Darauf aufbauend kénnten neue
Therapieformen und Therapiestrategien zielgerichtet gegen kolorektale CSCs entwi-

ckelt werden.

IX
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1.2 Summary

About every fourth death is caused by cancer in Germany, this correlates with a mor-
tality of 221,591 people in 2011 - with tendency to rise. In this context colorectal can-
cer is the second most common cancer death. Patients in late clinical stage of colo-
rectal cancer face bad prognoses with 5-year-survival rates of less than 10%. There-
by healing is virtually unknown, which means that causes and mechanism of colorec-

tal carcinogenesis are deficiently understood.

Though, therapeutic success depends mainly on the colorectal cancer cell ability
for metastasis and on their therapy resistance. These two functional traits are con-
nected to the cancer stemness, which characterizes exclusively a small subpopula-
tion of all colorectal cancer cells, the so called cancer stem cells (CSC). In the con-
text of CSCs, biomarkers were examined for their relevance to colorectal carcino-
genesis and cancer progression as well as to therapy resistance. The biomarker B
lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 (BMI1) was focused, which correlates with the

progression of colorectal cancer and a lower 5-year-survival.

Therefore investigations were performed with long-time cultures of colorectal
human cancer cell lines as well as with cell lines, which were established from tissue
samples of colorectal carcinoma. These newly isolated primary cell lines describe the
situation in the patient’s body better than long-time cultured cell lines. In order to ana-
lyze a dependency of the cell lines on BMI1, the BMI1 expression was reduced by
lentiviral transduced shRNA specific for BMI1. The resulting loss of BMI1 activity re-
duced the size of the CSC populations and led to reduced cancer stemness, EMT,
metastasic capacity and chemoresistance. In summary the essential role of the tran-
scription factor BMI1 was demonstrated for the maintenance of the colorectal CSC
phenotype and the herewith connected malign traits. Based on these results new
types and strategies of therapies might be developed, which are target-oriented
against colorectal CSCs.
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2. Einleitung

2.1 Kolorektale Karzinome: Eine Haupttodesursache in Deutsch-

land

Krebserkrankungen stellen eine der Haupttodesursachen in Deutschland dar. So
starb 2011 etwa jeder Vierte an deren unmittelbaren Folgen (ABB. 1), bei steigender
Tendenz.

Todesursachen Frauen Todesursachen Manner

Deutschland 2011 Deutschland 2011

Sonstige
(85.475)
19%

Sonstige
(69.515)

Unfille

Unfille (20.224)

(12.764)

Verdauungssystem

Verdauungssystem
(19.959)

(20.548)

Atmungssystem

(27.988) Atmungssystem

(32.031)

ABBILDUNG 1: HAUPTTODESURSACHEN IN DEUTSCHLAND FUR 2011 Nach Geschlecht eingeteilte
absolute und prozentuale Haupttodesursachen in Deutschland. Krebserkrankungen stellen
nach den Krankheiten des Kreislaufsystems die haufigste Todesursache in Deutschland dar.
(Quelle: Statistisches Bundesamt, www.destatis.de)

Kolorektale Karzinome sind geschlechtslibergreifend die am haufigsten auftretende
Krebserkrankung. Die Inzidenz ist stetig angestiegen und liegt in den Vergleichs-
gruppen fir Manner durchschnittlich héher als fir Frauen (ABB. 2). Fir 2011 wurde
die Inzidenz auf insgesamt 490.000 Krebsneuerkrankungen geschatzt. Dabei liegt
die Prognose fir das Gesamtiberleben vor dem Auftreten von Fernmetastasen bei
etwa 60% und sinkt durch Fernmetastasen auf circa 5%. Nur etwa 10% der Patienten
erkranken vor dem 55. Lebensjahr, dagegen Uber 50% nach dem 70. Lebensjahr.
Bei Mannern treten kolorektale Karzinome durchschnittlich im Alter von 71 Jahren
auf, bei Frauen im Alter von 75 Jahren. Die Mortalitdt von Krebserkrankungen in
Deutschland lag 2011 bei insgesamt 221.591 Todesfallen. Auf kolorektale Karzinome
entfielen dabei 25.860 (11,6%) Todesfalle, davon 13.674 (6,1%) auf Manner und
12.186 (5,5%) auf Frauen. Folglich stellen kolorektale Karzinome eine der haufigsten
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Todesursachen in Deutschland dar, mit einer schlechten Prognose fir Patienten im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium.

[Zentrum fUr Krebsregisterdaten am Robert Koch-Institut (www.rki.de); Gesellschaft
der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (www.gbe-bund.de); Statis-
tisches Bundesamt (www.destatis.de)]

3.000

Frauen

2.500

2.000

1.500

1.000

500

P _-
0-14 15-34 35-39 40-44 4549 G50-54 5559 60-64 65-69 70-74 7579 8084 85+
Alter in Jahren

1980 1990 I 2004

3.000

Manner

2.500
2.000
1.500
1.000
500

014 1534 3539 40-44 4549 5054 5559 60-64 6569 7074 7579 8084 85+

Alter in Jahren
1980 l 1990 I 2004

ABBILDUNG 2: ALTERSSPEZIFISCHE INZIDENZ IN DEUTSCHLAND Nach Geschlecht und Alters-
gruppen eingeteilte Neuerkrankungen an Krebs je 100.000 Einwohner fir 1980, 1990 und
2004. Ein weiterer Anstieg der Neuerkrankungen wird fiir 2013 prognostiziert. (Quelle: Ro-
bert Koch Institut 2010, www.rki.de)

2.2 Therapieversagen bei kolorektalen Karzinomen

Obwohl seit vielen Jahren an Verbesserungen einer Therapie kolorektaler Karzinome
geforscht wird, hat sich das Gesamtiberleben von Patienten bisher nicht deutlich
verbessert (www.krebsatlas.de). Allerdings kdnnen im Rahmen einer Koloskopie be-
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nigne Adenome identifiziert, klassifiziert und entfernt werden, bevor sie sich zu ma-
lignen Karzinomen entwickeln. Dadurch kann die Entstehung von kolorektalen Karzi-
nomen reduziert werden. Weiterhin werden kolorektale Karzinome durch klinische
und pathologische Untersuchungen klassifiziert. Eine pathologische Bewertung wird
mittels TNM-Klassifikation durchgefihrt, in der (T1-4) flr die graduelle Tiefeninfiltrati-
on des Tumors, (NO-2) fir die Zahl und Lage der durch Metastasen befallenen
Lymphknoten und (MO und M1) fir das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmeta-
stasen steht (Schmiegel et al., 2008). Eine klinische Bewertung findet beispielsweise
Uber den Ausgangszustand des Patienten mittels ECOG-Index (0 bis 4) statt. Um
anhand dieser beiden Klassifikationen das weitere Vorgehen zu bestimmen, werden
kolorektale Karzinome in vier UICC-Stadien unterteilt (TAB. 1). Dabei kann man die
Bedeutung der UICC-Klassifikation auch daran erkennen, dass sie nicht nur von der
Union for International Cancer Control (UICC) sondern auch von der World Health

Organization (WHO) verwendet wird.

TABELLE 1: UICC-KLASSIFIKATION UND 5-JAHRES-GESAMTUBERLEBEN VON PATIENTEN
MIT KOLOREKTALEN KARZINOMEN (nach www.uicc.org und www.medmedia.at)

uicc T N M ECOG 5-Jahres-0OS
Stadium | T1/T2 NO Mo 0 93%
Stadium lla T3 NO MO 85%
1 bis 4
Stadium llb T4 NO Mo 72%
Stadium llla T1/T2 N1 MO 83%
Stadium llib T2/T3 N1 Mo 1 bis 4 63%
Stadium llic Jedes T N2 MO 44%
Stadium IV Jedes T Jedes N M1 1 bis 4 8%

Fir die frihen Stadien | und Il kolorektaler Karzinome flhrten Fortschritte in chi-
rurgischen Techniken zu 5-Jahres-Uberlebensraten von tiber 90% (Stadium 1) bezie-
hungsweise Uber 70% (Stadium II). Trotzdem kann selbst bei makroskopisch voll-
stédndigen Resektionen das Auftreten von Rezidiven nicht ausgeschlossen werden.

In den fortgeschrittenen Stadien Ill und IV kolorektaler Karzinome wird neben ei-
nem operativen Eingriff eine multimodale Therapie aus Chemotherapie und/oder Ra-
diotherapie eingesetzt (Edwards et al., 2012). Obwohl diese Therapieformen stetig

13
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weiterentwickelt und durch physikalische Verfahren zur Zerstérung von Krebszellen
(Lasertherapie, Kryotherapie und Hyperthermie) erganzt werden, flihren sie aufgrund
von Therapieresistenzen im Regelfall nur zu temporaren Remissionen. Damit ist in
spaten Stadien kolorektaler Karzinome eine Heilung praktisch unbekannt (5-Jahres-
Uberlebensraten von unter 10%).

Deshalb ist es essentiell, neue Therapien fir die Behandlung kolorektaler Karzi-
nome zu entwickeln. Dabei stellt den neuesten Ansatz in Krebstherapien die perso-
nalisierte Medizin dar, bei kolorektalen Karzinomen wird beispielsweise unter ande-
rem der Antikdrper Cetuximab eingesetzt. Dieser Antikérper bindet gezielt EGFR,
wodurch die EGFR-Aktivitdt und nachfolgende Signalkaskaden blockiert werden.
Hierbei wird angenommen, dass Krebszellen abhangiger von diesen onkogen-
relevanten Signalwegen sind als normale Zellen. Dieses Konzept wurde als oncoge-
ne addiction beschrieben (Weinstein, 2002). Durch Hinzunahme von Cetuximab zu
Standardtherapien wird in der klinischen Praxis etwa ein Monat fir das Gesamtiber-
leben der Patienten gewonnen. Dabei konnte ein Ansprechen dieser targeted thera-
py mit bestimmten Mutationen im KRAS-Gen der Krebszellen assoziiert werden
(Valtorta et al., 2013; Heinemann et al., 2013). Folglich kann in der pradiktiven Medi-
zin prognostiziert werden, ob Patienten von einer Cetuximab Therapie profitieren. Fir
ein Therapieversagen von Cetuximab nach einer anfanglichen Reaktion (Misale et
al.,, 2012) kdnnten therapiebedingte Selektionseffekte auf andere Mutationen, wie
zum Beispiel NRAS, verantwortlich sein. Ebenso kénnten allerdings Neumutationen
wahrend der Therapie zu einem Therapieversagen flhren. Insgesamt scheinen
KRAS-Analysen mit anschlieBenden Cetuximab-Therapien nicht auszureichen, um
kolorektale Karzinome erfolgreich zu therapieren.

Bisher kdnnte der komplexe genetische Hintergrund bei Krebserkrankungen nicht
genlgend bertcksichtigt worden sein. Deshalb sollten vor Therapiebeginn alle flr
Krebserkrankungen relevanten Mutationsereignisse analysiert und im Falle von er-
worbenen Therapieresistenzen mittels Monitoring verfolgt werden. Dieser Ansatz
wird erst durch technische Weiterentwicklungen wie dem next generation sequencing
ermoglicht. Ein Beispiel, bei dem komplette DNA-Sequenzen und Transkriptome ei-
nes Patienten analysiert werden kénnen, ist das whole genome sequencing
(Roychowdhury et al., 2011). Daraus kdnnte in Kombination mit Informationen aus
epigenomischen Analysen eine optimale Kombination aus verfligbaren Einzelthera-
pien bioinformatisch ermittelt werden (Bock and Lengauer, 2012). Um mittels Kombi-
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nationstherapien existierende Therapieresistenzen zu Gberwinden oder durch Selek-
tion und Neumutation aufgebaute Resistenzen zu durchbrechen, wéare allerdings eine
entsprechend groBe Auswahl an Einzeltherapien nétig. Die momentane Anzahl an
wirksamen Einzeltherapien, wie beispielsweise Cetuximab, reicht hierflr nicht aus.
Demnach missen dringend neue Therapieansatze verfolgt und schnellstmdglich in
eine klinische Anwendung Uberfihrt werden. Aus den daraus resultierenden Kombi-
nationstherapien kénnten Krebserkrankungen theoretisch langfristig gestoppt, zu-

rickgedrangt oder sogar vollstandig geheilt werden.

Zusammenfassend wurde in der klinischen Forschung bisher kein nennenswerter
Heilungserfolg von kolorektalen Krebserkrankungen erreicht, trotz eines grundlegen-
den Verstandnisses der Pathogenese. Dies deutet darauf hin, dass Ursachen und
Mechanismen noch unzureichend verstanden sind und somit in Therapien nicht be-

ricksichtigt werden kénnen.

2.3 Modellsysteme zur Karzinogenese und Progression kolorekta-

ler Karzinome

Obwohl die Entstehung kolorektaler Karzinome gut untersucht und grundlegend ver-
standen ist, konnten diese Erkenntnisse bisher in keine erfolgreiche Therapie umge-
setzt werden. Ein Therapieversagen bei kolorektalen Karzinomen wird hauptséchlich
durch Resistenzen bezlglich der zugelassenen Chemotherapeutika verursacht und
bewirkt, dass Uber 90% dieser Patienten an Metastasen versterben.

Um die Prozesse der Metastasierung und Therapieresistenz zu verstehen, wur-
den verschiedenen Theorien geschaffen, auf die im Folgenden chronologisch einge-
gangen wird. Die Entstehung kolorektaler Karzinome l&sst sich histologisch durch
Veranderungen der Gewebearchitektur leicht nachverfolgen. Dabei handelt es sich
um eine stufenweise Entwicklung von Adenomen zu Karzinomen, welche als Ade-
nom-Karzinom-Sequenz beschrieben wurde (Muto et al., 1975). Da mit dieser Se-
quenz Mutationen sowohl in Onkogenen als auch in Tumorsuppresorgenen einher-
gehen, konnten im multistep colorectal carcinogenesis model (ABB. 3-A) den einzel-
nen Stufen der Adenom-Karzinom-Sequenz unterschiedliche Mutationen zugeordnet
werden (Vogelstein et al., 1988). Diese selten auftretenden Mutationsereignisse

missen akkumulieren, damit kolorektale Epithelzellen vollstdndig zu malignen Tu-
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morzellen transformieren kénnen. Hierbei adaptieren Zellen schrittweise essentielle
Eigenschaften der Karzinogenese, wie etwa unabhangiges Wachstum, Migration
oder Invasion. Folglich sind in diesem linearen Progressionsmodell alle Krebszellen
bezlglich genetischer und epigenetischer Verdnderungen monoklonal. Im Rahmen
dieses Modelles sollten deshalb nahezu alle Krebszellen in metastasierenden kolo-

rektalen Karzinomen Uber metastasierende und damit mesenchymale Eigenschaften

verflgen.
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ABBILDUNG 3: DAS MULTISTEP COLORECTAL CARCINOGENESIS MODEL (A) Schematische
Darstellung des multistep colorectal carcinogenesis mode/ als lineares Progressionsmo-
dell nach (Vogelstein et al., 1988). (B) Der Einfluss (1 Anstieg, | Abfall) von validierten
Zielgenen (grun) und identifizierten miRNAs (blau) auf progressive Zelleigenschaften im
multistep colorectal carcinogenesis model. (nach (Goel and Boland, 2012))

Allerdings wurden im Rahmen des multistep carcinogenesis model immer mehr
Mutationen identifiziert. Dadurch entstanden immer komplexere Mutationskarten
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(ABB. 3-B), in denen verschiedene Mutationsereignisse wenigen biologischen Funk-
tionen zugeordnet werden konnten. Diese Funktionen wurden zweimal in den hall-

marks of cancer beschrieben:

Hallmarks of cancer (Hanahan and Weinberg, 2000)

1) Proliferation (sustaining proliferative signaling)
2) Resistenz (evading growth suppressors)
3) Apoptose (resisting cell death)

(1)

(2)

(3)

(4) Angiogenese (inducing angiogenesis)

(5) Immortalisierung (enabling replicative immortality)
(6)

6) Metastasierung (activating invasion and metastasis)

Hallmarks of cancer: the next generation (Hanahan and Weinberg, 2011):

(7) Deregulierter Metabolismus (deregulating cellular energetics)
(8) Immunevasion (avoiding immune destruction)
(9) Genominstabilitat (genom instability and mutation)
(10

10) Inflammation (tumor promoting inflammation)

Dabei wurden die hallmarks of cancer als essentielle Eigenschaften, die gesunde
Zellen adaptieren missen, um zu malignen Krebszellen zu transformieren, ausge-
wahlt. Deshalb besteht ein entscheidender Kritikpunkt an den hallmarks of cancer
darin, nicht ausschlieBlich auf maligne Krebszellen beschrankt zu sein (Lazebnik,
2010). Zudem wachsen in kolorektalen Karzinomen sowohl unterschiedlich differen-
zierte Zelltypen als auch dedifferenzierte Zellen simultan nebeneinander. Dabei ist
der dedifferenzierte Phanotyp durch eine funktionelle Aktivierung des Wnt-
Signalweges gekennzeichnet und kann somit mittels einer nukledren Expression von
CTNNB1 identifiziert werden. Bei einer Analyse des nukledres CTNNB1 in kolorekta-
len Karzinomen befindet es sich vorwiegend am Ubergang zwischen Tumor- und
Normalgewebe und nur in geringem Umfang in zentralen Tumorarealen. Hierbei
nimmt die nukledre CTNNB1 Konzentration graduell von Invasionsfront zu Tumor-
zentrum ab (Brabletz et al., 1998). Folglich stellen dedifferenzierte Zellen mit mesen-
chymalen Eigenschaften nur einen kleinen Teil aller Tumorzellen dar. Dies wider-
spricht dem linearen Progressionsmodell, nach dem durch einen monoklonalen Ur-
sprung nahezu alle Tumorzellen mesenchymale Eigenschaften besitzen sollten. Wei-
terhin bildet sich diese histologische Heterogenitat nicht nur in Primartumoren, son-
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dern ebenso in Metastasen aus (Brabletz et al., 2001). Da ausschlieBlich Zellen mit
mesenchymalen Eigenschaften zur Metastasierung in der Lage sind und genetische
Veranderungen zu einem mesenchymalen Phénotyps irreversibel sind, missen zu-
satzliche regulatorische Mechanismen vorhanden sein. Diese kdnnten metastasie-
renden Krebszellen mit mesenchymalen Eigenschaften eine Plastizitat in die Rich-
tung von differenzierten Epithelzellen ermdglichen. Dadurch kénnten in Fernmetasta-
sen differenzierte Epithelzellen entstehen. Hier bietet weder das multistep colorectal
carcinogenesis model noch das klassische hallmark of cancer concept Erklarungs-

mdglichkeiten.

Einen Ausweg aus diesem Dilemma zeigt das klassische cancer stem cell model
auf, indem eine Tumorhierarchie vorgeschlagen wird. Hierbei steht an der Hierar-
chiespitze eine Subpopulation aller Krebszellen mit Stammzelleigenschaften, ver-
gleichbar zur Hierarchiestruktur von ASCs. Diese sogenannten CSCs kénnen sich
unbegrenzt selbst erhalten und zugleich alle differenzierten Zelltypen eines Tumors
ausbilden (ABB. 4-B). Dadurch erzeugen CSCs das heterogene und stark regulierte
Gesamtbild kolorektaler Krebszellen. Eine hierarchische Organisation wurde zu-
nachst im Kontext akuter myeloischer Leukamie entdeckt, da nur eine kleine Subpo-
pulation der entnommenen Leukdmiezellen dieselbe Krebserkrankung reproduzieren
konnte (Bonnet and Dick, 1997). Danach wurden CSCs in soliden Tumoren von
Brustkrebs (Dontu et al., 2003) und Gehirntumoren (Singh et al., 2004) nachgewie-
sen. Weiterhin konnten CSCs in Prostatakrebs (Collins et al., 2005), Eierstockkrebs
(Bapat et al., 2005), Hautkrebs (Fang et al., 2005) und kolorektalen Karzinomen
(O'Brien et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Todaro et al., 2007; Dalerba et al.,
2007) gefunden werden. Aufgrund ihrer Differenzierungsfahigkeit und ihrer hohen
Plastizitat sind CSCs experimentell schwer greifbar, weshalb sie Uber eine Reihe von
funktionellen Eigenschaften definiert wurden (Reya et al., 2001; Dick, 2008; Clevers,
2011). Dazu gehorten die klassischen CSC-Eigenschaften der in vitro Ausformung
von Spharoiden und der Tumorigenitat von Xeno-Transplantaten in immundefizienten
Mausen. Weitere Eigenschaften sind die Chemoresistenz und die Metastasierungs-
fahigkeit (ABB. 4-C).

In der Metastasierung brechen Krebszellen mittels Migration und Invasion aus
dem Verband des Primartumors aus und infiltrieren das umgebende Gewebe. Dabei
gelangen sie durch Intravasation auch in das Lymphsystem und die Blutbahn und er-
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ABBILDUNG 4: KARZINOGENESE, TUMORIGENESE UND RESISTENZ IM CANCER STEM CELL MODEL
(A) Als Ausgangspunkt einer malignen Transformation kommen sowohl adulte Stammzellen
als auch differenziertere Vorlauferzellen oder somatische Zellen in Frage. Ausloser dieser
Transformation sind Mutationsereignisse erganzt durch extrinsische Faktoren. (B) Tumori-
genitat wird maRRgeblich durch drei Eigenschaften der CSCs angetrieben, (i) Selbsterneue-
rung (ii) Differenzierungskapazitat und (iii) Immortalisierung. (C) CSCs zeigen eine erhdhte
Resistenz gegen Chemotherapien, Radiotherapien sowie Immunreaktionen. Diese resisten-
ten CSCs treiben zugleich die Tumorprogression und Metastasierung an. (nach (Frank et al.,
2010))

reichen durch Zirkulation in diesen Systemen entfernte Gewebe. Treffen Krebszell-en
dabei auf ein geeignetes Wirtsgewebe, verbleiben sie in MikrogefaBen und flhren
eine Extravasation durch. Dort bilden diese Krebszellen zun&dchst Mikrometastasen
und anschlieBend mittels einer Kolonisation sogenannte Fernmetastasen aus. Dieser
Metastasierungsvorgang erfordert eine komplexe und plastische Regulation der me-
tastasierenden CSCs. Daran beteiligt sind zum Beispiel EMT und MET. In einer EMT
adaptieren epitheliale Krebszellen Eigenschaften eines mesenchymalen Phanotyps,
der beispielsweise mit invasivem und migrativem Verhalten einhergeht (Thiery et al.,
2009; Yilmaz and Christofori, 2010). Im gegenlaufigen Prozess der MET durchlaufen
Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften eine Transdifferenzierung zu einem epithe-
lialen Phanotyp, der beispielsweise Voraussetzung flr eine Kolonisation ist. Folglich
stellt diese EMT/MET Plastizitat (Thiery et al., 2009; Schubert and Brabletz, 2011)
von CSC-Populationen eine Notwendigkeit flir Metastasierung dar. Daneben konnte
die Plastizitat von CSC-Populationen ebenfalls in einer Aktivierung des kanonischen
Whnt-Signalwegs in differenzierteren Krebszellen und der daran gekoppelten Stamm-
zelleigenschaften demonstriert werden (Vermeulen et al., 2010). Diese Aktivierung
wurde durch von Myofibroblasten sekretiertem HGF hervorgerufen. Dabei ist HGF
nicht der einzige extrinsische Faktor mit einer Wirkung auf kolorektale CSCs (ABB.
4-A), sodass die Krebsprogression von der Tumormikroumgebung durch Fibroblas-

19



Achim J. Schiffauer: Dissertation, 2013
,»Die Bedeutung von BMI1 beim Cancer-Stem-Cell-Phanotyp kolorektaler Krebszellen*

ten, ECM (Bissell and Labarge, 2005) und vielen weiteren Komponenten beeinflusst
wird. Eine dieser Komponenten ist essentiell fir die Metastasierung, namlich das
Immunsystem (Mantovani, 2009). Durch diese extrinsischen Signale unterscheiden
sich Krebszellen vor allem in ihrer rAumlichen Lage und den damit verknUpften tem-
poraren und reversiblen Signalen voneinander. Demnach hat sich das klassische
cancer stem cell model zu einem Modell der plastischen CSC-Populationen gewan-
delt.

Eine weitere Konzeption, um Heterogenitat im Rahmen von CSCs zu beschrei-
ben, ist die genetische Divergenz. So wurde eine heterogene CSC-Klonalitat in Tu-
moren demonstriert, indem aus einem parentalen kolorektalen CSC-Klon mehrere
CSC-Subklone abgeleitet wurden (Odoux et al., 2008). Eine daraus resultierende
multiple Hierarchiespitze kolorektaler Karzinome wirde aus einem einzelnen CSC-
Klon und seinen Nachkommen bestehen. Andererseits kénnten auch mehrere CSC-
Klone mit véllig unterschiedlichem genetischem Hintergrund eine Hierarchiespitze
ausbilden. Diese Koexistenz mehrerer CSC-Klone wird in nicht Gberlappenden Bio-
markerexpressionen in Brustkrebs angedeutet (Anderson et al., 2011b). In diesem
Fall kénnten voneinander unabhéangige CSC-Klone miteinander konkurrieren und
dadurch die Tumorprogression vorantreiben. (Baccelli and Trumpp, 2012). Daneben
wird diese Heterogenitat von Mutationsereignissen in Tumoren durch Untersuchun-
gen verschiedener Gewebeareale, zum Beispiel mittels Mikrodissektion, unterstitzt
(Baldus et al., 2010).

Zusammenfassend scheint es Krebserkrankungen zu geben, die einzig durch
CSCs angetrieben werden. Dabei wird das cancer stem cell model durch Plastizitat

und Heterogenitat der CSC-Populationen immer komplexer.

2.4 Kolorektale Karzinome als Krebsstammzell-Erkrankungen

Mit Hilfe des cancer stem cell model lassen sich die im Therapieversagen entstehen-
den Rezidive und Chemoresistenzen kolorektaler Karzinome erklaren (siehe 2.2).
Denn als Charakteristikum fir CSCs steht ein extrem langsamer beziehungsweise
ruhender Zellzyklus zur Diskussion. Durch diesen potentiell ruhenden Zellzyklus sind
CSCs resistent gegeniber Einfliissen von Therapien. Demnach kénnten CSCs, die
nach einer abgeschlossenen Therapie ruhen, reaktiviert werden, um daraufhin Re-
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zidive auszubilden (Aguirre-Ghiso, 2007; Pantel et al., 2009). Nach diesem Prinzip
besteht allgemein durch Therapieresistenzen ein Risiko des erneuten Ausbruchs der
Krebserkrankung aufgrund von nicht vollstédndig eliminierten CSC-Populationen. Da-
rum wurde vorgeschlagen, Therapieerfolge nicht wie bisher anhand von Tumorrtck-
bildungsraten zu bestimmen, sondern anhand der Quantifizierung von verbleibenden
CSCs (Blagosklonny, 2006). Fur eine Quantifizierung plastischer CSC-Populationen
mussen die vorhandenen CSCs bei einer Krebserkrankung mittels spezifischer Bio-
marker verfolgt werden kdnnen. Hierzu wurde zuerst bei Patienten mit AML die Exis-
tenz von CD34%/CD38 CSCs nachgewiesen (Lapidot et al., 1994; Bonnet and Dick,
1997), welche inzwischen in unterschiedliche CSC-Klone eingeteilt werden kénnen
(Gibbs, Jr. et al., 2012). In soliden Tumoren konnte erstmals bei Brustkrebs eine
ESA*/CD44*/CD24°" CSC-Population identifiziert werden (Al-Hajj et al., 2003). In-
zwischen konnten in diesen CSC-Populationen mehrere Subpopulationen nachge-
wiesen (Ginestier et al., 2007) und damit verschiedene Subklassen bestimmt werden
(Curtis et al., 2012). Daneben wurden mehrere Subklassen in primaren CSCs aus
kolorektalen Karzinomen nachgewiesen (Dieter et al., 2011) welche eine zukiinftige
Einteilung kolorektaler CSC-Populationen wahrscheinlich erscheinen lassen.

Fir eine Ausbildung von Therapieresistenzen stehen CSCs mehrere Mechanis-
men zur Verfigung. Eine erste Moglichkeit hierzu besteht in einem reduzierten
Transport von Chemotherapeutika ins Zellinnere oder durch einen aktiven Transport
aus dem Zellinnern (Tsuruo, 1990). Dieser Abtransport kann zum Beispiel durch er-
hohte Expressionen des MDR-Transporters erreicht werden (Dean et al., 2005). Ein
zweiter Ansatz zur Ausbildung von Therapieresistenzen liegt in einer gesteigerten
Aktivitdt der DNA-Reparaturmechanismen, um einer Schadigung der DNA durch
Chemotherapeutika entgegen zu wirken (Bao et al., 2006). Ein dritter Mechanismus
griindet auf Veranderungen in Signalkaskaden, beispielsweise verhindert von Tumo-
ren selbsthergestelltes 1L4 eine therapiebedingte Apoptoseinduktion durch
Chemotherapeutika (Todaro et al., 2007). Eine vierte Mdglichkeit basiert auf dem
Wegfall von Zielstrukturen zielgerichteter Therapien durch Mutationsereignisse, wie
EGFR bei Cetuximab-Therapien (Damiano et al., 2007; Misale et al., 2012; Chen et
al., 2010). Neben diesen Mechanismen wurde eine Korrelation von ALDH-AKktivitat in
Brustkrebszellen mit der Resistenz gegen Cyclophosphamide beobachtet (Sladek et
al., 2002; Douville et al., 2009). Solche ALDH-Aktivierungen wurden ebenfalls in
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mehreren anderen Krebsarten gefunden (Huang et al., 2009; Ginestier et al., 2007;
Pearce et al., 2005).

Neben dem Therapieversagen sind kolorektale CSCs ebenfalls fur die Metasta-
sierung, die die Haupttodesursache fir Patienten mit kolorektalen Karzinomen dar-
stellt, verantwortlich. Hier spielt einerseits die EMT bei der Metastasierungsfahigkeit
andererseits die Tumorigenitat bei der Kolonisationsféhigkeit eine wesentliche Rolle.
Experimentelle Metastasierung wird als Goldstandard durch in vivo imaging von iniji-
zierten Krebszellen in immundefizienten Mausen untersucht, wodurch die Ausbildung
von Fernmetastasen beobachtet werden kann (Pang et al., 2010). Tumorinitiation
und Tumorwachstum primarer Krebszellen werden durch die Goldstandards der in
vitro  Ausformungskapazitdt von Sphéaroiden und der subkutanen Xeno-
Transplantation in immundefiziente Mause analysiert (O'Brien et al., 2007; Todaro et
al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Dalerba et al., 2007). Im Rahmen dieser Experi-
mente konnten kolorektale CSCs als metastasierende Krebszellen in kolorektalen
Karzinomen identifiziert werden. Zusammenfassend verursachen und steuern kolo-
rektale CSCs somit beispielsweise durch Therapieresistenz und Metastasierung den

Krankheitsverlauf von Patienten mit kolorektalen Karzinomen.

2.5 Molekulare Funktion des Stammzell-Biomarkers BMI1 (B lym-
phoma Mo-MLV insertion region 1)

Obwohl Stammzellen schon lange bekannt sind (Spangrude et al., 1988), wurde ihr
Potential als Modellsystem erst vor Kurzen insbesondere durch Arbeiten mit embroy-
nalen Stammzellen realisiert (Boiani and Scholer, 2005). Dabei wurden mehrere
Transkriptionsfaktoren als Master-Regulatoren von pluripotenten und multipotenten
Stammzellen identifiziert (Niwa, 2007) und zudem epigenetische Modifikationen in
der Stammzellregulation diskutiert, wie beispielsweise durch Polycomb Group (PcG)
Proteine (Simon and Kingston, 2009). PcG-Proteine wurden als evolutionar konser-
vierte Regulatoren in der Entwicklungsbiologie entdeckt. Diese Proteine bilden chro-
matinmodifizierende Komplexe aus, die eine transkriptionelle Stilllegung von Genen
in Eukaryoten umsetzen. Es gibt zwei PcG-Hauptkomplexe, den Polycomb repressi-
ve complex 1 (PRC1) und den PRC2 (Schwartz and Pirrotta, 2007; Martinez and
Cavalli, 2006; Simon and Kingston, 2009).
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Bmi1 (B lymphoma Mo-MLV insertion region 1) wurde als erstes Protein der
PcG-Proteinfamilie in Sdugetieren entdeckt im Zusammenhang der Lymphombildung
als Onkogen, das mit Myc zusammenwirkte (Haupt et al., 1991; van Lohuizen M. et
al.,, 1991). Das humane BMI1-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 10
(10p11.23) lokalisiert und umfasst 10 Exon-Regionen sowie 9 Intron-Regionen. Die-
ses Gen kodiert cDNA von circa 3,4 kb Lange sowie ein Protein mit 326 Aminosau-
ren und etwa 36,8 kDa. Das BMI1-Protein enthalt eine flr seine Aktivitat entschei-
dende konservierte Ringfinger-Domane am N-terminalen Ende sowie ein zentrales
helix-turn-helix-turn Motiv. Zudem enthalt BMI1 zwei kernlokalisierende Signale
KRRR und KRMK (Siddique and Saleem, 2012).

Bmi1 ist Bestandteil des PRC1 Proteinkomplexes. In S&ugetieren kann die Zu-
sammensetzung des PRC1 variieren (Gao et al., 2012; Luis et al., 2012). Allerdings
enthalten alle PRC1-Komplexe Homologe der Drosophila-Ring-Proteine, wie die E3-
Ubiquitin-Ligasen Ring1A und Ring1B (de Napoles et al., 2004; Leeb and Wutz,
2007). Diese Ligasen markieren Lysin 119 von H2A-Histonen mit einer einzelnen
Ubiquitingruppe (H2AK119ub) und fihren schlieBlich zu einer Chromatinverdichtung
(Wang et al., 2004). Weiterhin wird durch Homologe des Drosophila-Gens Psc die
Enzymaktivitdt des PRC1-Komplexes reguliert, dazu gehért Bmi1 (Brunk et al., 1991;
Kanno et al., 1995). Bmi1 reguliert eine Vielzahl an Genen: Erstens regulierte BMI1
beispielsweise die transkriptionelle Expression des Tumorsuppressorgens PTEN
durch direkte Assoziation mit dem PTEN-Genlokus (Song et al., 2009). Zweitens,
unterdrickte BMI1 und Twist1 kooperativ die Expression von E-Cadherin und
p16™K*A (Yang et al., 2010). Drittens aktivierte BMI1 NF-kB und die Expression von
Downstream-Genen wie PARP, BCL2L1 und c-MYC (Li et al., 2010b). Viertens inhi-
bierte BMI1 den PI3K/Akt-Signalweg und vermindert die Expression und Aktivitat von
MMP-2, MMP-9 und VEGF (Li et al., 2013). Dabei gibt es immer mehr Hinweise da-

fur, dass die Deregulierung der BMI1-Expression zur Krebsentwicklung beitragt.

Der PRC2 wird durch spezifische Faktoren an genomischen Loki rekrutiert und
fOhrt wiederum zu einer Markierung fur die Rekrutierung des PRC1. Dabei wird in
Saugetieren durch die Histon-Methyltransferasen Ezh1 und Ezh2, Homologe des
Drosophila-Gens E(z), die PRC2-Aktivitat gesteuert (Margueron et al., 2008). Weitere
Drosophila-Homologe wie Suz12 und Eed sind fir die Komplexbildung und Enzymak-
tivitat von PRC2 notwendig (Cao and Zhang, 2004; Ketel et al., 2005). Die Histon-
Methyltransferasen methylieren Lysin 27 des H3 Histon mit einer Trimethylgruppe
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(H3K27me3) und erreichen dadurch eine Genstillegung. Zudem binden Cbx-Proteine
an H3K27me3 und markieren diese flir den kanonischen PRC1 (Fischle et al., 2003).

Allerdings ist H8K27me3 nicht immer ausreichend fir die Rekrutierung von PRC1
(Schoeftner et al., 2006; Tavares et al., 2012). Neben dem Zusammenspiel der ka-
nonischen PRC1/PRC2-Komplexe ist eine Rekrutierung von nicht kanonischen
PCR1-Komplexen an spezifischen unmethylieten CpG-Islands Uber die PRC1-
Untereinheit Kdm2b mdglich (Farcas et al., 2012; He et al., 2013; Wu et al., 2013).

2.6 Hypothese: Essentielle Bedeutung von BMI1 beim Krebs-

stammzell-Phanotyp kolorektaler Tumorzellen

Fur die Entwicklung des cancer stem cell model wurden starke Parallelen zum gut
verstandenen adult stem cell model genutzt. Dazu gehéren, neben einer hierarchi-
schen Organisationsform, gemeinsame Stammzellfahigkeiten der ASC- und CSC-
Populationen wie zum Beispiel Selbsterneuerung beziehungsweise Differenzie-
rungspotential sowie Plastizitdt der Zellpopulationen oder Resistenzen. Diese
Stammzellcharakteristika setzen eine duBerst sorgféltige Regulation voraus, wofir
Signalkaskaden sowohl von ASCs als auch von CSCs eingesetzt werden. Bei kolo-
rektalen Stammzellen nimmt der Wnt-Signalweg die zentrale Rolle ein. Dies zeigte
sich beispielsweise in Experimenten mit transgenen Mausen, die einen Knockdown
von CTNNB1 (Fevr et al., 2007) oder Tcf4 (Korinek et al., 1998) als zentrale Molekile
des Wnt-Signalweges aufwiesen. Beide Modelle fihrten zu einem Verlust des adul-
ten Stammzellkompartiments und als Folge zum Zusammenbruch der Kryptenarchi-
tektur. FUr kolorektale Karzinome zeigt sich die Bedeutung des Whnt-Signalweges
zum Beispiel bei FAP-Patienten mit einem angeborenen defekten APC-Gen als
Komponente des Wnt-Signalweges. Diese Patienten entwickeln bereits vor dem Er-
wachsenenalter hunderte von Darmpolypen und weiterfiihrend mit anndhernd hun-
dertprozentiger Sicherheit kolorektale Karzinome (de la Chapelle, 2004). Insgesamt
wirkt eine Vielzahl intrinsischer und extrinsischer Faktoren auf den zentralen Wnt-
Signalweg ein. Beispielsweise wurde eine Modulation der CTNNB1-TCF4 Bindungs-
aktivitat Gber NF-kB mit Auswirkungen auf den kanonischen Wnt-Signalweg nachge-
wiesen (Schwitalla et al., 2013). Zudem wurde neben dem kanonischen CTNNB1-
TCF4 Signal ein vergleichbares CTNNB1-YAP1-TBX5 vermitteltes Signal beschrie-
ben (Rosenbluh et al., 2012). Weiterhin stellen autoloops im Wnt-Signalweg eine Ak-
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tivierungsmdglichkeit dar, was man am Beispiel des HGF-Gens als CTNNB1-Zielgen
sehen kann, das wiederum durch den sekretierten Wachstumsfaktor HGF ein Wnt-
Signal bewirkt (Vermeulen et al., 2010). Kurzlich wurde eine Aktivierung des Wnt-
Signalweges tiber BMI1 beschrieben (Cho et al., 2013).

BMI1 ist in vielen ASC-Populationen essentiell fir die Aufrechterhaltung von
Stammzellcharakteristika (Molofsky et al., 2003; Lessard and Sauvageau, 2003;
Leung et al., 2004). Da das komplette Darmepithelium kontinuierlich regeneriert wird,
ist die Selbsterhaltung und Generierung von differenzierten Tochterzellen eine
Hauptaufgabe der ASCs im Darm. Dies zeigt sich in einer durchschnittlichen Le-
bensdauer der neugebildeten differenzierten Zellen von drei bis sechs Tagen
(Gregorieff and Clevers, 2005). Im Mausmodell wurden zunachst unabhangig vonei-
nander zwei ASC-Populationen im Darmepithelium identifiziert (Potten et al., 2009).
BMI1 markierte dabei eine ruhende (Sangiorgi and Capecchi, 2008), LGR5 hingegen
eine schnell-proliferierende Population (Barker et al., 2007). Um diese widersprtichli-
chen Ergebnisse aufzuklaren, wurde gezeigt, dass LGR5-Populationen aus BMI1-
Populationen hervorgehen und damit BMI1-positive ASCs in der Zellhierarchie an der
Spitze stehen (Yan et al., 2012).

Da BMI1 somit die zentrale Rolle fir ASCs des Darms spielt, verwundert es
nicht, dass bereits ein Einfluss von BMI1 auf kolorektale onkogene Eigenschaften
demonstriert werden konnte. Beispielsweise wurde ein Zusammenhang von BMI1 mit

der Proliferation aufgezeigt, indem BMI1 mit einer verminderten p14°°F BINKA

und p1
Expression in kolorektalen Karzinomen assoziiert wurde (Kim et al., 2004). Bekann-
termaBen férdert BMI1, vermittelt tiber p14°"F und p16™K*A den Zellzyklus (Dimri et
al., 2002; Park et al., 2004; Molofsky et al., 2005). Dabei induziert das Tumorsupp-
ressorgen p14°"F (Homolog des murinen p19°7F) einen (iber p53-vermittelten Zell-
zyklusarrest (Raimondi et al., 2010). Hingegen inhibiert das Tumorsuppressorgen
p16™¢“* die RB-Aktivitat und induziert zugleich ein Zellzyklusarrest (Jacobs et al.,
1999; Park et al., 2004). Insgesamt aktiviert BMI1 die Proliferation tGber Repression
von p14*"F/MDM2/p53 und/oder p16™<*/RB. Deshalb wurde BMI1 in Zusammen-

4" und p16™*A Kontrollpunkte im Zellzyklus ge-

hang mit dem Uberwinden der pf1
bracht (Raaphorst, 2005), obwohl anzunehmen ist, dass trotz dieses Zusammenhan-
ges weitere regulative Faktoren zu unterschiedlichem Wachstumsverhalten fihren

kénnten (Tian et al., 2011).
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Uberdies konnte ein Zusammenhang von BMI1 mit EMT-assoziierten Molekiilen
wie beispielsweise PTEN, SLUG, SNAIL, TWIST1 oder VIMENTIN in unterschiedli-
chen Krebsarten aufgezeigt werden (Thiery et al., 2009; Raimondi et al., 2010). Dar-
Uber hinaus induzierte BMI1 Gber PTEN eine EMT in normalen nasopharyngealen
Zellen (Song et al., 2009) und in Hals- und Kopfkrebszellen Uber eine Kooperation
mit TWIST1 (Yang et al., 2010).

AuBerdem konnte BMI1 bereits mit Chemoresistenz bei verschiedenen Krebsar-
ten assoziiert werden (Siddique and Saleem, 2012). Beispielsweise wurde in einer
Gensignatur von Patienten mit Therapieresistenzen beziehungsweise schlechten
Prognosen BMI1 als ein regulativer Hauptfaktor identifiziert (Glinsky et al., 2005).
Diese Signatur basierte auf flinf epithelialen Krebserkrankungen (Prostata-, Brust-,
Lungen-, Eierstock- und Blasenkrebs) und funf nicht-epithelialen Krebserkrankungen
(Lymphome, Mesotheliome, Medulloblastome, Gliomstammzellen und akute myeloi-
sche Leukamie). Weiterfihrend konnten Korrelationen einer hohen BMI1-Expression
mit Therapieresistenz bei mehreren Krebsarten validiert werden (Vormittag et al.,
2009; Mihic-Probst et al., 2007; Li et al., 2010b; van Kemenade et al., 2001).

In den bisherigen Untersuchungen zum Einfluss von BMI1 auf Proliferation, EMT
und Chemoresistenz wurde der Bezug von BMI1 zu CSCs nicht in den Fokus ge-
stellt, obwohl anzunehmen ist, dass deren cancer stemness letztendlich den Krank-
heitsverlauf von Darmkrebspatienten bestimmt. Dieser Zusammenhang deutete sich
auch schon in erhdéhten BMI1-Expressionen zahlreicher Krebsarten an (Bertolini et
al., 2009; Cao et al., 2011a; Oishi and Wang, 2011; Song et al., 2006; Cao et al.,
2011a) und wurde durch eine Assoziation von BMI1-Expression mit der anderer
Stammzellmarkern unterstiitzt (Bertolini et al., 2009; Song et al., 2006; Cao et al.,
2011a; Oishi and Wang, 2011; Yin et al., 2011; Raaphorst, 2005). Neben diesen Be-
obachtungen konnte zunachst in Leukdmien eine krankheitsinduzierende Wirkung
von BMI1 nachgewiesen werden (Lessard and Sauvageau, 2003). Danach wurde der
direkte Einfluss von BMI1 auf die Regulation von CSCs in Neuroblastomen demons-
triert (Cui et al., 2007). Im Darm wurde BMI1 bisher nicht nur mit ASCs, sondern
auch mit Tumoren des Gastrointestinaltraktes assoziiert (Reinisch et al., 2006). Da-
bei korrelierte BMI1 mit der Progression von kolorektalen Karzinomen (Li et al.,
2010a) und einer verringerten 5-Jahres-Uberlebenrate der Patienten (Du et al.,
2010). Allerdings wurde noch nicht untersucht, welche Funktion und damit Bedeu-
tung BMI1 fir CSCs in kolorektalen Karzinomen hat.
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Diese Arbeit basiert auf der Hypothese, dass BMI1 einen férdernden und zu-
gleich essentiellen Einfluss auf kolorektale CSC-Populationen austibt und Uber deren
cancer stemness beispielsweise zur Ausbildung der klinisch relevanten Eigenschaf-
ten Therapieresistenz und Metastasierung beitragt. Dabei wird davon ausgegangen,
dass plastische kolorektale Krebszellpopulationen durch BMI1 reguliert und aktiv in
Richtung des malignen CSC-Phanotyps verschoben werden kénnen. Aufgrund die-
ser Hypothese wurden insbesondere folgende Fragestellungen in dieser Dissertation
bearbeitet:

(1) Wirkt die Expression von BMI1 erhaltend auf kolorektale CSC-Populationen
beziehungsweise den CSC-Phanotyp kolorektaler Tumorzellen?

(2) Ist die Expression von BMI1 essentiell fir die Cancer-stemness-Eigenschaften
von kolorektalen CSC-Populationen?

(3) Beeinflusst BMI1 die EMT in kolorektalen Tumorzellen und dadurch die metas-

tasierenden Eigenschaften von kolorektalen CSC-Populationen?

(4) Beeinflusst BMI1 die Chemoresistenz kolorektaler CSC-Populationen und

tragt dadurch zum Therapieversagen bei?

(5) Kann BMI1 genutzt werden, um existierende Therapien zu verbessern oder

neue Therapien zu entwickeln?
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3. Ergebnisse

3.1 BMI1 steigert kolorektalen ‘Cancer Stem Cells‘-Anteil und

‘Cancer Stemness*

3.1.1 Etablierung von Primar-Tumorzelllinien aus humanem kolorektalen Kar-

zinomgewebe

Da die Untersuchungen zur cancer stemness in primaren Tumorzelllinien durchge-
fihrt werden sollten (O'Brien et al., 2007; Dalerba et al., 2007; Ricci-Vitiani et al.,
2007; Todaro et al., 2007), wurden Krebszellen direkt aus frischen Resektatgewebe-
proben von diagnostizierten Kolonkarzinomen isoliert und kultiviert. So konnten Pri-
mar-Tumorzelllinien etabliert werden. Es wurden insgesamt vier primare Tumorzellli-
nien (coCSC-AS1, coCSC-AS2, coCSC-AS3 und coCSC-AS4) aus 22 Gewebepro-
ben gewonnen (ABB. 6-A). Diese Primar-Tumorzelllinien ermdglichten relativ zeitna-
he Untersuchungen von Tumorzellen der dazugehérigen humanen Krebserkrankun-
gen. Zunachst wurde in den etablierten kolorektalen Primar-Tumorzelllinien Gberprift,
ob die biologische Heterogenitat des ursprtinglichen Tumors in Xeno-Transplantaten
neu ausgebildet wurde. Dazu wurden coCSC-AS1 bis coCSC-AS4 subkutan in im-
mundefiziente Mause injiziert, um die daraus resultierenden Tumore histologisch zu
untersuchen. Nach sechs bis zwolf Wochen entwickelten sich Tumore, aus denen
FFPE-Gewebe hergestellt und dieses wiederum immunhistochemisch angefarbt wur-
de. Fir die immunhistochemische Charakterisierung wurde die Markerkombination
CDX2, KRT7 und KRT20 verwendet, ausgehend von einem kolorektalen Ursprung.
Herr Dr. Dr. med. Jens Neumann (Facharzt fir Pathologie) erstellte mittels dieser
IHC-Ergebnisse Befunde zu den Xeno-Transplantaten (ABB. 5). Diese Ergebnisse
waren mit den Ergebnissen aus den Patientenbefunden vergleichbar (TAB. 2).

TABELLE 2: PATIENTENDATEN ZU DEN VIER ETABLIERTEN HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-
TUMORZELLLINIEN (HTCR-STIFTUNG ODER KOOPERATION MIT PD DR. KLAUS-PETER JANSSEN)

UICC- " Tumor- e
CSC-Kultur Geschlecht Alter Stadium Diagnose grad Lokalisation
coCSC-AS1 weiblich 77 nce Adenokarzinom G3 Coecum
coCSC-AS2 weiblich 77 ins Adenokarzinom G2 Flexura hepatica
coCSC-AS3 weiblich 88 | Adenokarzinom G2 Colon
ascendens

coCSC-AS4 mannlich 60 IVA Adenokarzinom n/a Sigma
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So konnte einerseits die kolorektale Identitat der Primar-Tumorzelllinien coCSC-AS1
bis coCSC-AS4 validiert werden. Andererseits spiegelten die Xeno-Transplantate der

coCSC-AS2 coCSC-AS3 coCSC-AS4
HE Uy ; 3 : AR

IHC-BEFUND: IHC-BEFUND: IHC-BEFUND: IHC-BEFUND:
maRig differenziertes wenig differenziertes wenig differenziertes wenig differenziertes
Adenokarzinom Karzinom Adenokarzinom Adenokarzinom

DIAGNOSE: DIAGNOSE: DIAGNOSE: DIAGNOSE:

Adenokarzinom Adenokarzinom Adenokarzinom Adenokarzinom
Tumorgrad: G3 Tumorgrad: G2 Tumorgrad: G2 Tumorgrad: N/A

ABBILDUNG 5: IMMUNHISTOCHEMIE ZU HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-TUMORZELLLINIEN
IHC-Farbungen von FFPE-Gewebeschnitten aus den xeno-transplantierten Primar-
Tumorzelllinien coCSC-AS1 bis coCSC-AS4. Bezogen auf kolorektale Karzinome wurde die
haufig verwendete Markerkombination CDX2, KRT7 und KRT20 verwendet (erganzt durch
HE). Die IHC-Befunde wurden von Herrn Dr. Dr. med. Jens Neumann (Facharzt fur Patholo-
gie) erstellt. In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt (Pfeile markie-
ren Farbungen). Die Abbildungen wurden in einer zehnfachen VergroRerung aufgenommen,
die Bildausschnitte wurden 25-fach vergroRert.
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etablierten Primar-Tumorzelllinien erwartungsgemafB die biologische Heterogenitat

der priméaren kolorektalen Karzinome wider.

Ob bekannte Mutationsereignisse aus der kolorektalen Karzinogenese fiir die
Entstehung der malignen Eigenschaften dieser Primar-Tumorzelllinien verantwortlich
waren, wurde in Mutationsanalysen untersucht. Dazu wurden der MSS- und CIMP-
Status sowie aktivierende Mutationen im Wnt-Signalweg (APC, CTNNB1 und AXIN)
und im MAPK-Signalweg (BRAF, KRAS und NRAS) bestimmt. Es zeigte sich, dass in
den Primar-Tumorzelllinien erwartungsgeman die MSS mit dem CIMP™ und die MSI-
H mit dem CIMP* korrelierten (TAB. 3). Weiterhin fanden sich in coCSC-AS1 und
coCSC-AS2 bekannte Mutationen in KRAS und in coCSC-AS2 und coCSC-AS4 in
APC. Folglich lieBen sich die Primar-Tumorzelllinien durch verbreitete kolorektale

Mutationsereignisse charakterisieren.

TABELLE 3: CHARAKTERISTIKA DER HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-TUMORZELLLINIEN

csCKultur  Jio> SIMP- APC Axin CTNNB1 BRAF  KRAS  NRAS
CoCSC-AS1  MSS  CIMP- wT wT wT WT  c.38G>A  WT
COCSC-AS2  MSS  CIMP-  c.1338C>T  WT wT WT  c.38G>A  WT
COCSC-AS3  MSKH  CIMP* wT wT wT wT wT wT
COCSC-AS4  MSS  CIMP-  c.2665A>T  WT wT wT WT wT

Da CSCs nicht nur histologisch eine Heterogenitat ausbilden sondern auch in vit-
ro, mussten flr eine Untersuchung der cancer stemness die kolorektalen CSCs aus
der Gesamtpopulation an Krebszellen angereichert werden. Dazu wurde die CSC-
Eigenschaft, erhéhte Mengen ALDH zu exprimieren, eingesetzt. Damit lassen sich
ALDH-aktive kolorektale CSCs markieren (Huang et al., 2009) und mittels grlner
Fluoreszenz im FACS heraussortieren (ABB. 6-B). Allerdings fiel der durch ALDH-
Sortierung gewonnene Anteil an kolorektalen CSCs gegentber der eingesetzten Ge-
samtzellzahl sehr gering aus. Durch die Folgeversuche potenzierten sich die benétig-
ten Zellzahlen, sodass aus ©konomischen Grinden nur mit zwei Primér-
Tumorzelllinien weitergearbeitet wurde. Zwei Charakteristika, nach denen kolorektale
Karzinome haufig unterteilt werden, sind der MSS- und der CIMP-Status, wobei MSS
in der Regel mit CIMP™ und MSI-H mit CIMP™* korreliert. Um Unterschiede in diesen
beiden Kolonkarzinomgruppen erfassen zu kénnen, wurde aus jeder Gruppe je eine
Primar-Tumorzelllinie ausgewahlt, nAmlich coCSC-AS3 (MSI-H/CIMP*) und coCSC-
AS4 (MSS/CIMP’). Aus sortierten Zellen dieser Primar-Tumorzelllinien wurde RNA
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isoliert und mittels RT-gPCR die Stammzell-Marker BMI1, MSI1, LGR5, ASCL2,
CD44 und CD133 analysiert. Es zeigte sich, dass ALDH"-Zellen diese Stammzell-
marker starker exprimierten als ALDH™-Zellen (ABB. 6-C). Dies war ein Indikator fir
einen gréBeren CSC-Anteil und gréBere cancer stemness in ALDH*-Zellen. Weiterhin
konnte der Sortierungserfolg durch die ALDH-Expression validiert werden (ABB. 6-D)

kolorektales Gewebe-
Karzinom probe Krebszellen (Sphéroide)
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ABBILDUNG 6: ETABLIERUNG VON PRIMAR-TUMORZELLLINIEN AUS HUMANEM KOLOREKTALEM
KARZINOMGEWEBE (A) Schema zur Etablierung kolorektaler Primar-Tumorzelllinien direkt aus
Kolonkarzinomproben (B) FACS-Isolierung der in P6 markierten ALDH-aktiven kolorektalen
CSCs (ALDH?) und in P5 markierten ALDH-inaktiven Kontrolizellen (ALDH’) (Durchfiihrung
an der “Flow Cytometry Core Unit“der TUM) (C) mRNA-Expression von ALDH1A1 der FACS-
isolierten Zellpopulationen (n=3) (D) mRNA-Expressionsprofil der stammzellassoziierten
Biomarker BMI1, MSI1, LGR5, ASCL2, CD44 und CD133 der FACS-isolierten Zellpopulatio-
nen (n=3) (E) Spharoidbildungskapazitat von ALDH*-Zellpopulationen, sowie Bestimmung
der CSC-Frequenz iiber ELDA (F) Tumorigenitat von ALDH*-Zellpopulationen in NOD/SCID-
Mausen (1mm-MaRstab in Fotografien) sowie Bestimmung der CSC-Frequenz tiber ELDA. In
den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt. Die statistische Signifikanz
wurde uber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).
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Folglich konnten kolorektale CSCs aus heterogenen Gesamtpopulationen von Pri-
mar-Tumorzelllinien gewonnen werden und in Versuche im Hinblick auf cancer stem-

ness eingesetzt werden.

Um die cancer stemness der isolierten kolorektalen CSCs zu untersuchen, wur-
den die Goldstandards in vitro Sphéaroidbildung und in vivo Tumorigenitat bestimmt.
Dazu wurde zuerst die in vitro Ausformung von Sphéaroiden in ALDH*-Zellen im Ver-
gleich zu ALDH™-Zellen analysiert und hierbei die CSC-Frequenz mittels Extreme Li-
miting Dilution Analysis bestimmt. Es zeigte sich, dass ALDH*-Zellen signifikant mehr
Sphéaroide ausbildeten, woraus sich eine signifikant héhere CSC-Frequenz bestim-
men lies (ABB. 6-E). Weiterhin wurde die Tumorigenitdt der ALDH" Zellfraktion in
immundefizienten Mausen untersucht und die CSC-Frequenz anhand Extreme Li-
miting Dilution Analysis bestimmt. Hierzu konnte die Versuchstierzahl minimiert wer-
den, da der Zusammenhang von kolorektalen ALDH*-CSCs und Tumorigenitat be-
reits bekannt ist (Huang et al., 2009) und die Tumorigenitat der Primar-
Tumorzelllinien bereits durch die Versuche zur biologischen Heterogenitat nachge-
wiesen wurde. Die CSC-Frequenz wurde deshalb nur in coCSC-AS3 bestimmt. Es
wuchsen signifikant mehr Tumore in ALDH*-CSCs im Vergleich zu ALDH" Zellen aus,
wodurch sich eine signifikant hdhere CSC-Frequenz in ALDH" errechnete. Weiterhin
zeigte sich eine signifikante Steigerung des Tumorgewichts bei ALDH" Zellen (ABB.
6-F). Dadurch konnte die cancer stemness der sortierten kolorektalen CSCs durch
die Goldstandards Tumorigenitat und Sphéaroidbildung bestatigt werden.

Zusammenfassend wurden vier kolorektale Primar-Tumorzelllinien direkt aus Ko-
lonkarzinomgewebe etabliert und charakterisiert. Diese Primar-Tumorzelllinien waren
durch ihre in vivo und in vitro Heterogenitat mit anderen Arbeiten vergleichbar. Dabei
gelang es, kolorektale CSCs im FACS anzureichern und deren cancer stemness an-
hand mehrerer Standards (Expressionsanalyse, Spharoidbildung und Tumorigenitat)

zu belegen.

3.1.2 Funktionsverlust von BMI1 in humanen kolorektalen Primar-

Tumorzelllinien

Um die cancer stemness in Abhangigkeit von BMI1 zu untersuchen, wurde in ange-
reicherten CSCs aus coCSC-AS3 und coCSC-AS4 die BMI1-Expression durch RNAI

ausgeschaltet. Beide Primar-Tumorzelllinien exprimierten BMI1 und waren somit fur
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einen BMI1-Knockdown geeignet (ABB. 7-A). Um die BMI1-Expression in coCSC-
AS3 und coCSC-AS4 auszuschalten, wurden BMI1-spezifische oder eGFP-
spezifische (Kontrolle) shRNA-Konstrukte eingesetzt. Dazu wurde eine Transduktion
mit infektiésen, lentiviralen Partikeln durchgefihrt. Durch eine anschlieBende kurze
Puromycin-Selektion wurde eine Mischung aus unterschiedlichen Zellklonen (siehe
ALDH-Sortierung unter 3.1.1) mit variablem BMI1-Knockdown generiert, sogenannte
Bulk-Kulturen. Die RNA-Expression von BMI1 wurde mittels RT-gPCR analysiert und
zudem als Surrogat fur die Proteinmenge eingesetzt (siehe 3.2.1). Es wurde ein sig-
nifikanter BMI1-Verlust in coCSC-AS3 und coCSC-AS4 Bulk-Kulturen erzielt (ABB.
7-B). Um einem genetischen Drift und dem plastischen Verhalten von CSC-
Populationen entgegenzuwirken, wurden mehrere Aliquote dieser Bulk-Kulturen
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ABBILDUNG 7: FUNKTIONSVERLUST VON BMI1 IN HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-
TUMORZELLLINIEN (A) Relative mRNA-Expression von BMI1 in den vier etablierten Primar-
Tumorzelllinien coCSC-AS1 bis coCSC-AS4 (n=3) (B) mRNA-Expression von BMI1 in Primar-
Tumorzelllinien bei einem BMI1-Knockdown (n=3) (C) Regulation der mRNA-Expression von
hTERT (Abnahme), p14“®F (Anstieg) und p16'N**A (Anstieg) in Primar-Tumorzelllinien bei einem
BMI1-Knockdown (n=3). In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt. Die
statistische Signifikanz wurde tiber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).
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eingefroren. Der BMI1-Knockdown konnte Uber mindestens drei Monate stabil nach-
gewiesen werden. Allerdings wurden die kultivierten Primar-Tumorzelllinien wegen
der CSC-Plastizitat nach spéatestens acht Wochen (durch eingefrorene Aliquote) er-

setzt.

Um den Verlust der BMI1-Aktivitat bei einem BMI1-Knockdown in Primar-

Tumorzelllinien nachzuweisen, wurden die RNA-Expressionen von hTERT, p14AF‘F

und p16MKA
hTERT hoch (Dimri et al., 2002) sowie p14*"" und p16™“* herunter (Kim et al.,
2004; Fan et al., 2008). Es zeigte sich, dass der BMI1-Knockdown eine signifikant

niedrigere hTERT Expression sowie hohere p14*7F und p16™A Expressionen ver-

mittels RT-gPCR untersucht. Dabei reguliert BMI1 bekanntermaBen

ursachte (ABB. 7-C). Folglich fihrte der BMI1-Knockdown zu einem Funktionsverlust
von BMI1 in den kolorektalen Primar-Tumorzelllinien coCSC-AS3 und coCSC-AS4.

3.1.3 BMI1 korreliert mit dem ‘Cancer Stem Cell‘-Phanotyp in der kolorektalen

Tumorhierarchie

Kolorektale CSCs bilden die Spitze der Tumorhierarchie und erzeugen durch ihre
Selbsterhaltung und Differenzierungskapazitat die histologische Heterogenitat in den
Krebszellpopulationen. Um die Differenzierungskapazitat der kolorektalen CSCs in
den Primar-Tumorzelllinien zu untersuchen, wurden diese zu SDAC-Kulturen ausdif-
ferenziert (Todaro et al., 2007). Daftr wurden die als Suspensionszellen kultivierten
Primar-Tumorzelllinien so lange adharenten Kulturbedingungen ausgesetzt, bis sich
eine Differenzierung einstellte. Nach etwa zwei bis drei Wochen zeigte sich eine
zellmorphologische Differenzierung. Diese war an dem spindelférmigen Phanotyp der
differenzierten SDACs, im Vergleich zu dem kugelférmigen Phanotyp der undifferen-
zierten CSCs, zu erkennen (ABB. 8-A). Weiterhin wurde die Differenzierung der
SDACs durch die RNA-Expression der kolorektalen Differenzierungsmarker CDX2,
KRT7 und KRT20 mittels RT-gPCR bestatigt. Es zeigte sich, dass SDACs im Ver-
gleich zu den parentalen Primar-Tumorzelllinien die Differenzierungsmarker starker
exprimierten (ABB. 8-B). Zugleich wurden diese Differenzierungsmarker in Relation
zu BMI1 gesetzt. Somit konnte die Differenzierungskapazitat der Primar-
Tumorzelllinien demonstriert werden und BMI1 mit dem undifferenzierten Phanotyp

der parentalen Primar-Tumorzelllinien assoziiert werden. Zudem ermdglichten
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ABBILDUNG 8: BMI1 KORRELIERT MIT DEM CSC-PHANOTYP IN DER KOLOREKTALEN TUMORHIE-
RARCHIE (A) Schema zur Ausdifferenzierung von kolorektalen, Primar-Tumorzelllinien zu
adharenten SDACs (spheroid derived adherent cell) (B) mRNA-Expression (n=3) der kolo-
rektalen Differenzierungsmarker CDX2, KRT7 und KRT20 sowie von BMI1 in parentalen
undifferenzierten coCSC-AS3 und coCSC-AS4 und korrespondierenden SDACs (Differenzie-
rungzeitraum > 14 Tage). In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt.
Die statistische Signifikanz wurde lber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** :
p<0,001).

SDACs einen Vergleich zwischen differenziertem Phanotyp und CSC-Phanotyp in

Untersuchungen zur cancer stemness.

3.1.4 BMI1 erhalt den ‘Cancer Stem Cell‘-Phanotyp in humanen kolorektalen

Primar-Tumorzelllinien

Neben der Differenzierungskapazitat, aus der alle Zelltypen eines Tumors hervorge-
hen, ist die Selbsterhaltung fiir CSC-Populationen maBgeblich. Deshalb wurde zu-
nachst die Auswirkung der BMI1-Expression auf die relative GréBe von CSC-
Populationen analysiert. Dazu wurden SDACs (niedrige BMI1-Expression) und deren
parentalen Primar-Tumorzelllinien (starke BMI1-Expression) eingesetzt und die RNA-
Expressionen mittels RT-qPCR, bezlglich der ISC-Marker BMI1, MSI1, LGR5 und
ASCL2 sowie der CSC-Marker CD44 und CD133 und des Differenzierungsmarkers
KRT20 bestimmt. Hierbei wurde die Expressionsstarke der einzelnen Stammzellmar-
ker als ein Indikator fUr die relative Anzahl der CSCs genutzt. Durch den Einsatz von
mehreren Markern aus unterschiedlichen Bereichen konnte das Ergebnis verifiziert
werden. Es zeigte sich eine niedrigere Expression der Stammzellmarker und eine
héhere Expression des Differenzierungsmarkers in SDACs der Zelllinien coCSC-AS3
und coCSC-AS4 (ABB. 9-A). Folglich korrelierte wie erwartet die BMI1-Expression
mit der relativen Populationsgr6Be an CSCs. Um die BMI1-Expression mit der relati-
ven GrdBe der CSC-Populationen in funktionellen Versuchen zu korrelieren, wurde
die Aktivitdt des Wnt-Signalweges in kolorektalen CSCs genutzt (Vermeulen et al.,
2010). Dazu wurden TOP-flash Experimente durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass in
SDACs eine signifikant kleinere CSC-Zellfraktion mit aktivem Wnt-Signalweg vorhan-
den war als in den parentalen Primar-Tumorzelllinien (ABB. 9-E). Aufgrund dieser
Ergebnisse wurden die absoluten prozentualen GréBen der CSC-Populationen be-
stimmt. Hierzu wurden ALDH"-Zellen markiert und anschlieBend mit Hilfe von griner
Fluoreszenz in der Durchflusszytometrie analysiert. Dabei entsprechen ALDH"-Zellen
den CSCs in kolorektalen Zelllinien (Huang et al., 2009). Es zeigte sich zum einen,
dass in SDACs signifikant weniger ALDH"-CSCs waren als in den parentalen Priméar-
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Tumorzelllinien (ABB. 9-D), was im Einklang mit einer niedrigeren mRNA-Expression
von ALDH1A1 stand (ABB. 9-B). Zum anderen ergab die ALDH-Analyse einen pro-
zentualen CSC-Anteil von etwa 70% in beiden parentalen Priméar-Tumorzelllinien
(ABB. 9-C). Zusammenfassend wurde in SDACs eine geringere Anzahl an kolorekta-

len CSCs nachgewiesen, die mit einer niedrigeren BMI1-Expression korrelierte.

Um weiterfihrend die Rolle von BMI1 in der Aufrechterhaltung von kolorektalen
CSC-Populationen zu untersuchen, wurden die Auswirkungen eines BMI1-
Knockdowns analog analysiert. Daflr wurden zuerst die RNA-Expressionen der Bio-
marker BMI1, MSI1, LGR5, ASCL2, CD44, CD133 und KRT20 mittels RT-qPCR be-
stimmt. Es zeigte sich, dass der BMI1-Knockdown zu einer niedrigeren Expression
der Stammzellmarker und zu einer héheren Expression des Differenzierungsmarkers
in coCSC-AS3 und coCSC-AS4 fiihrte (ABB. 10-A). Folglich bewirkte der BMI1-
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ABBILDUNG 9: BMI1 KORRELIERT MIT DEM KOLOREKTALEN CSC-PHANOTYP IN PRIMAR-
TUMORZELLLINIEN (A) mRNA-Expression der Stammzellmarker BMI1, MSI1, LGRS, ASCL2,
CD44 und CD133 sowie des Differenzierungsmarkers KRT20 in SDACs und deren parentalen
Primar-Tumorzelllinien coCSC-AS3 und coCSC-AS4 und (B) mRNA-Expression von ALDH1A1
(n=3) (C) Prozentualer Anteil der ALDH-aktiven kolorektalen CSCs (ALDH®) an der Gesamtpo-
pulation von SDACs und deren parentalen Primar-Tumorzelllinien, sowie (D) relativer Anteil
an ALDH*-CSCs, in der Durchflusszytometrie (n=4) (E) Relatives TOP/FOP-Signal in SDACs
und deren parentalen Primar-Tumorzelllinien (n=4). In den Darstellungen wurden reprasenta-
tive Ergebnisse gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde tber den t-Test bestimmt (* : p<
0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).

Knockdown bei gleichbleibender CSC-Anzahl eine Reduktion dieser Markerexpressi-
onen oder bei gleichbleibenden Markerexpressionen eine Reduktion der CSC-
PopulationsgréBe. Um auszuschlieBen, dass es sich bei diesem Ergebnis aus-
schlieBlich um eine Modulation des Expressionsprofil handelt wurden die Populati-
onsgrdéBen weiter untersucht. Die Reduktion der relativen CSC-PopulationsgréBen
wurden in TOP-flash Experimenten verifiziert. Es zeigte sich durch den Verlust von

BMI1 eine signifikant kleinere CSC-Population mit aktivem Wnt-Signalweg (ABB. 10-
E). Zuletzt wurden die absoluten, prozentualen CSC-Anteile der Gesamtpopulation in
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der Durchflusszytometrie mit Hilfe der ALDH-AKktivitat analysiert. Es zeigte sich, dass
in Primar-Tumorzelllinien bei einem BMI1-Knockdown signifikant weniger ALDH"-
Zellen bestimmt wurden (ABB. 10-D), was im Einklang mit einer niedrigeren ALDH-
Expression steht (ABB. 10-B). Dabei ergab sich erwartungsgemaR ein durchschnitt-
licher CSC-Anteil von circa 70% in beiden Primar-Tumorzelllinien (ABB. 10-C). Zu-
sammenfassend resultierte aus dem BMI1-Knockdown in kolorektalen primaren
CSC-Kulturen eine kleinere CSC-Population. Dies lasst auf eine Beeintrachtigung der
Selbsterhaltung oder Plastizitat der CSCs schlieBen.
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ABBILDUNG 10: BMI1 ERHALT DEN CSC-PHANOTYP IN HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-
TUMORZELLLINIEN (A) mRNA-Expression der Stammzellmarker BMI1, MSI1, LGR5, ASCL2,
CD44 und CD133 sowie des Differenzierungsmarkers KRT20 in coCSC-AS3 und coCSC-AS4
bei einem BMI1-Knockdown und (B) mRNA-Expression von ALDH1A1 (n=3). (C) Prozentualer
Anteil der ALDH-aktiven kolorektalen CSCs (ALDH") an der Gesamtpopulation von Primar-
Tumorzelllinien bei einem BMI1-Knockdown, sowie (D) relativer Anteil an ALDH*-CSCs, in der
Durchflusszytometrie (n=4). (E) Relatives TOP/FOP-Signal in Primar-Tumorzelllinien bei einem
BMI1-Knockdown (n=4). In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt. Die
statistische Signifikanz wurde tiber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).

3.1.5 BMI1 steigert die Spharoidausformung in humanen kolorektalen Primar-

Tumorzelllinien

Bei der in vitro Ausformung von Sphéroiden handelt es sich um eine essentielle
cancer stemness Eigenschaft, die zugleich ein Standard in der Bestimmung von
CSCs ist. Dazu wurde untersucht, ob BMI1 die cancer stemness in kolorektalen
CSCs beeinflusst. Um einen Zusammenhang der BMI1-Expression mit der Kapazitat
zur Spharoidbildung zu untersuchen, wurde die in vitro Sphéaroidbildung in SDACs
und deren parentalen Primar-Tumorzelllinien untersucht. Dabei wurde die CSC-
Frequenz mittels Extreme Limiting Dilution Analysis bestimmt. Es zeigte sich, dass
signifikant weniger Spharoide in SDACs aus coCSC-AS3 und coCSC-AS4 gebildet
wurden (ABB. 11-A). Zudem wurde eine signifikant kleinere CSC-Frequenz fur
SDACs bestimmt. Folglich konnte BMI1 mit der in vitro Sphéaroidbildung kolorektaler
CSCs assoziiert werden.

Um die Rolle von BMI1 in der in vitro Sphéaroidbildung kolorektaler CSCs zu be-
stimmen, wurde der BMI1-Knockdown in Primar-Tumorzelllinien untersucht. Dabei
wurde die CSC-Frequenz durch Extreme Limiting Dilution Analysis analysiert. Es
zeigte sich eine signifikant geringere Spharoidanzahl bei einem Knockdown von
BMI1 in coCSC-AS3 und coCSC-AS4. In Einklang damit errechnete sich eine signifi-
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kant geringere CSC-Frequenz (ABB. 11-B). Folglich vergr6Berte BMI1 die Fahigkeit

zur in vitro Ausformung von Sphéroiden

Tumorzelllinien.
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ABBILDUNG 11: BMI1 STEIGERT DIE SPHAROIDBILDUNG IN HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-
TUMORZELLLINIEN (A) Spharoidbildung in SDACs (geringe BMI1-Expression) und deren paren-

talen Primar-Tumorzelllinien (hohe BMI1-Expression),

Bestimmung der relativen CSC-

Frequenz mittels Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA) (n=4). (B) Spharoidbildung in
Primar-Tumorzelllinien bei einem BMI1-Knockdown. Bestimmung der relativen CSC-Frequenz
mittels ELDA (n=4). In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt. Die
statistische Signifikanz wurde tiber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).
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3.1.6 BMI1 steigert die Tumorigenitat in humanen kolorektalen Primar-

Tumorzelllinien

Da Tumorinitiation und Tumorwachstum tber CSCs verlaufen, handelt es sich hierbei
um eine entscheidende cancer stemness Eigenschaft. Deshalb ist die Tumorigenitat
auch ein Goldstandard in der Untersuchung von CSCs. Um einen Zusammenhang
der BMI1-Expression mit der Tumorigenitat zu analysieren, wurden SDACs und de-
ren parentalen Primdr-Tumorzelllinien subkutan in immundefiziente Mause injiziert.
Dabei wurde die CSC-Frequenz durch Extreme Limiting Dilution Analysis bestimmt.
Es wuchsen signifikant weniger Tumore in SDACs der coCSC-AS3 und coCSC-AS4
aus. Dadurch errechnete sich eine signifikant geringere CSC-Frequenz in SDACs
(ABB. 12-A). Weiterhin zeigte sich eine signifikante Reduktion im Tumorgewicht bei
SDACs. Daher konnte die Tumorigenitat kolorektaler CSCs mit der BMI1-Expression

in Korrelation gebracht werden.

Um die Rolle von BMI1 in der Tumorigenitéat kolorektaler CSCs zu untersuchen,
wurden Bulk-Kulturen der Prim&r-Tumorzelllinien subkutan in immundefiziente Mause
injiziert. Es zeigte sich, dass durch einen BMI1-Knockdown in coCSC-AS3 und
coCSC-AS4 weniger Tumore entstanden. Daraus errechnete sich eine signifikant
niedrigere CSC-Frequenz (ABB. 12-B). Weiterhin bewirkte der BMI1-Knockdown ein
signifikant geringeres Tumorgewicht. Folglich steigerte BMI1 sowohl die tumorinitiie-
renden als auch die tumorférdernden Fahigkeiten der kolorektalen CSCs. Zusam-

menfassend wurde anhand der Goldstandards Tumorigenitat und Spharoidbildung
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ABBILDUNG 12: BMI1 STEIGERT DIE TUMORIGENITAT IN HUMANEN KOLOREKTALEN PRIMAR-
TUMORZELLLINIEN (A) Tumorigenitat von SDACs (niedrige BMI1-Expression) und deren paren-
talen Primar-Tumorzelllinien (hohe BMI1-Expression) in immundefizienten NOD/SCID-Mausen
(n=6), Bestimmung der CSC-Frequenz mittels Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA) (B)
Tumorigenitat von Primar-Tumorzelllinien bei einem BMI1-Knockdown in NOD/SCID-Mausen,
Bestimmung der CSC-Frequenz mittels ELDA. In den Darstellungen wurden reprasentative
Ergebnisse gezeigt (1mm-MaRstab in den Fotografien). Die statistische Signifikanz wurde
Uber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).

(siehe 3.1.5) die essentielle Rolle von BMI1 fiir kolorektale CSCs und deren cancer

stemness belegt.

3.2 BMI1 steigert progressive kolorektale Tumoreigenschaften wie

‘Therapieresistenz‘, ‘EMT‘ und ‘Metastasierung*

3.2.1 Funktionsverlust von BMI1 in humanen kolorektalen Tumorzelllinien

Die essentielle Bedeutung von BMI1 fiir kolorektale CSCs und deren cancer stem-
ness impliziert eine zentrale Rolle in klinisch-relevanten malignen Eigenschaften, wie
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zum Beispiel dem Therapieversagen oder der Metastasierung. Um diese Eigenschaf-
ten in Abhangigkeit von BMI1 zu untersuchen, wurde die BMI1-Expression in Tumor-
zelllinien mittels RNAi ausgeschaltet. Fir einen Knockdown wurden zunéachst kolo-
rektale Tumorzelllinien mit einer BMI1-Expression gesucht. Hierfir wurden die zwolf
humanen kolorektalen Tumorzelllinien CACO2, COLO320, DLD1, HTC15, HTC116,
LS174T, RKO, SW403, SW480, SW620, SW1222 und T84 auf ihre BMI1-Expression
mittels RT-gPCR und Westernbot analysiert. Es zeigte sich, dass alle untersuchten
Tumorzelllinien BMI1 als RNA (ABB. 13-A) und als Protein (ABB. 13-B) exprimier-
ten. Da die relative RNA-Menge zudem mit der Proteinmenge stark korrelierte, konn-
te in den weiteren Versuchen die RNA-Expression als Surrogat fir die Proteinmenge
verwendet werden. Insgesamt konnte in allen untersuchten kolorektalen Tumorzellli-
nien ein BMI1-Knockdown durchgefihrt werden. Daher wurden weitere Entschei-
dungskriterien fur die Auswahl der Tumorzelllinien hinzugezogen, vergleichbar zu
den Entscheidungskriterien der Primar-Tumorzelllinien (siehe 3.1.1). Demnach wur-
den COLO320 (MSS/CIMP’) sowie DLD1 (MSI-H/CIMP™) ausgewahlt (TAB. 4). Wei-
tere Aspekte flr die Unterscheidung kolorektaler Karzinome kénnen aktivierende Mu-
tationen sein. Diese treten in der Mehrheit aller Falle von Kolonkarzinomen im Wnt-
Signalweg auf (Bienz and Clevers, 2000). Hierbei sind vor allem die Molekile
CTNNB1 oder APC als Komponenten des Wnt-Signalweges betroffen. Eine

TABELLE 4: CHARAKTERISTIKA VON ZWOLF LANGZEITKULTIVIERTEN HUMANEN KOLOREKTALEN
TUMORZELLLINIEN (nach (Bracht et al., 2010; Suter et al., 2003))

CRC-Zellinie  Ploidiegrad ~ MSS-Status  CIMP-Status ~ /klivierende

Mutation
COLO0320 aneuploid MSS CIMP Whnt-Signalweg
Caco2 aneuploid MSS CIMP’ Whnt-Signalweg
SW1222 aneuploid MSS CIMP’ Whnt-Signalweg
SW403 aneuploid MSS CIMP Whnt-Signalweg
SW480 aneuploid MSS CIMP Whnt-Signalweg
SW620 aneuploid MSS CIMP’ Whnt-Signalweg
T84 diploid MSS CIMP?* Whnt-Signalweg
DLD1 diploid MSI-H CIMP?* Whnt-Signalweg
HCT15 diploid MSI-H CIMP?* Whnt-Signalweg
HCT116 diploid MSI-H CIMP?* Whnt-Signalweg
LS174T diploid MSI-H CIMP’ Whnt-Signalweg

RKO diploid MSI-H CIMP* CDX2-Gen
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Ausnahme ist die kolorektale Tumorzelllinie RKO, die keine aktivierende Mutation im
Whnt-Signalweg sondern im CDX2-Gen tragt (Dang et al., 2001). Aufgrund dieses Al-
leinstellungsmerkmals wurde die Tumorzelllinie RKO in Auswahl der Tumorzelllinien

einbezogen.

Um die vorhandene BMI1-Expression in COLO320, DLD1 und RKO Tumorzell-
linien auszuschalten, wurden BMI1-spezifische oder eGFP-spezifische shRNA-
Konstrukte (siehe 3.1.2) eingesetzt. Dazu wurde eine Transduktion mit infektidsen,
lentiviralen Partikeln durchgefiihrt. Mittels anschlieBender kurzer Puromycin- Selekti-
on wurde eine Mischung aus Zellklonen mit variablem BMI1-Knockdown generiert,
sogenannte Bulk-Kulturen. Deren BMI1-Expression wurde mittels RT-gPCR und
Westernblot analysiert. Es zeigte sich ein signifikanter BMI1-Verlust innerhalb der
COLOS320, DLD1 und RKO Bulk-Kulturen (ABB. 13-C und ABB. 13-D). Um einen
genetischen Drift durch Langzeitkultivierung vorzubeugen, wurden mehrere Aliquote
dieser analysierten Bulk-Kulturen eingefroren. Zusatzlich wurde der BMI1-Knockown
in den kultivierten Bulk-Kulturen verfolgt. Er konnte Uber mindestens sechs Monate
stabil nachgewiesen werden. Um Veranderungen in den Bulk-Kulturen zweifellos
auszuschlieBen, wurden die kultivierten Tumorzelllinien bereits nach ungeféhr acht

Wochen (durch aufgetaute Aliquote) ersetzt.

Um einen Funktionsverlust von BMI1 in Tumorzelllinien bei einem BMI1-
Knockdown nachzuweisen, wurden die RNA-Expressionen von hTERT, p14*°F und
p16™K** mittels RT-qPCR untersucht. Dabei reguliert BMI1 bekanntermaBen hTERT
hoch (Dimri et al., 2002) sowie p14*"" und p16™ ** herunter (Kim et al., 2004; Fan et
al., 2008). Es zeigte sich, dass der BMI1-Knockdown in COLO320, DLD1 und RKO
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ABBILDUNG 13: FUNKTIONSVERLUST VON BMI1 IN HUMANEN KOLOREKTALEN TUMORZELLLINIEN
(A) Relative mRNA-Expression von BMI1 in zwolf humanen kolorektalen Tumorzelllinien (n=3)
und (B) relative Proteinmenge an BMI1 (C) Mittels RNAi ausgeschaltete RNA-Expression von
BMI1 in COLO320, DLD1 und RKO (n=3) (D) BMI1-Proteinmenge in COLO320, DLD1 und RKO
mit RNA-Knockdown (E) mRNA-Expression (n=3) von hTERT (Abnahme), p14*fF (Zunahme)
und p16"™¥*A (Zunahme) in Tumorzelllinien mit BMI1-Knockdown (in DLD1 keine messbare
p14°fF und p16'¥** Expression). In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse
gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde uber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01;
*** 1 p<0,001).

eine signifikant niedrigere Expression von hTERT sowie héhere Expressionen von
p1 4ARF
zelllinie DLD1 kein p14*7F und p16™“* aufgrund einer méglichen Inaktivierung der

und p16™“** bewirkte (ABB. 13-E). Wie zu erwarten exprimierte die Tumor-

Promoterregionen durch Methylierung (Kim et al., 2005; Zheng et al., 2000). Zusam-
menfassend konnte somit die BMI1-Expression mittels RNAi in humanen kolorekta-
len COLO320, DLD1 und RKO ausgeschaltet werden, was zu einem BMI1-
Funktionsverlust fUhrte.
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3.2.2 BMI1 erhalt den ‘Cancer Stem Cell‘-Phanotyp in humanen kolorektalen
Tumorzelllinien

Da sich in kolorektalen Primar-Tumorzelllinien die CSC-Populationen durch den
Knockdown von BMI1 verkleinerten, wurde der Vergleich zu langzeitkultivierten Tu-
morzelllinien gezogen und analog zu 3.1.4 durchgefthrt. Daflr wurde zuerst die
Auswirkung eines BMI1-Knockdowns auf die relative Gr6Be von CSC-Populationen
analysiert. Hierfir wurde die Expressionsstarke von Biomarkern als Indikator fir die
Anzahl der CSCs genutzt und die RNA-Expression der ISC-Marker BMI1, MSIA,
LGRS und ASCL2 sowie der CSC-Marker CD44 und CD133 und des Differenzie-
rungsmarker KRT20 mittels RT-gPCR bestimmt. Es zeigte sich bei einem BMI1-
Knockdown in COLO320, DLD1 und RKO eine reduzierte Expression der Stamm-
zellmarker und eine erhdhte Expression des Differenzierungsmarkers (ABB. 14-A).
Dies flihrte zu der Schlussfolgerung, dass ein BMI1-Knockdown ebenfalls kleinere
CSC-Populationen in langzeitkultivierten Tumorzelllinien bewirkte. Um diese Reduk-
tion der relativen GrdBe kolorektaler CSC-Populationen funktionell zu validieren,
wurde die erhéhte Aktivitat des Wnt-Signalweges in CSCs verwendet (Vermeulen et
al., 2010). Hierzu wurde in TOP-flash Experimenten (Molenaar et al., 1996) die
TCF4-Reporteraktivitat in den kolorektalen Bulk-Kulturen gemessen. Es ergaben sich
signifikant kleinere Zellpopulationen mit aktivem Wnt-Signalweg bei einem BMI1-
Knockdown (ABB. 14-E), welche auf die relative CSC-PopulationsgréBe schlieBen
lassen. Darauf aufbauend wurde die absolute prozentuale GréBe der CSC-
Population bestimmt. Dazu wurden die erhéhten ALDH-Expressionen in kolorektalen
CSCs genutzt, indem ALDH-aktive kolorektale CSCs markiert und anschlieBend in
der Durchflusszytometrie anhand ihrer griinen Fluoreszenz analysiert wurden (Huang
et al., 2009). Es zeigte sich zunachst, dass signifikant weniger ALDH*-CSCs in CO-
LO320, DLD1 und RKO Bulk-Kulturen nachgewiesen werden konnten (ABB. 14-D).
In Einklang mit diesem Ergebnis wurde eine verringerte ALDH-Expression in den
Bulk-Kulturen nachgewiesen (ABB. 14-B). Zudem konnte der prozentuale CSC-
Anteil in kolorektalen Zellpopulationen abgeschéatzt werden. In langzeitkultivierten
DLD1 und RKO betrug der CSC-Anteil anndhernd 5%, in COLO320 etwa 35% (ABB.
14-C). Folglich resultierte aus dem Knockdown von BMI1 eine kleinere CSC-
Population in humanen kolorektalen COLO320, DLD1 und RKO. Zusammenfassend
fihrte der BMI1-Verlust zu einer Beeintrachtigung der Selbsterhaltung oder Plastizitat
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ABBILDUNG 14: BMI1 ERHALT DEN ‘CANCER STEM CELL‘-PHANOTYPS IN HUMANEN KOLOREKTA-
LEN TUMORZELLLINIEN (A) Expressionsanalyse (mRNA) der ISC-Marker BMI1, MSI1, LGRS und
ASCL2 sowie der CSC-Marker CD44 und CD133 und des Differenzierungsmarkers KRT20 in
humanen, kolorektalen COLO320, DLD1 und RKO Bulk-Kulturen und (B) mRNA-Expression
des Stammzellmarkers ALDH1A1 (n=3). (C) Prozentualer Anteil der ALDH-aktiven kolorekta-
len CSCs (ALDH*) bezogen auf die Gesamtpopulation sowie (D) relativer Anteil an ALDH*-
CSCs , in der Durchflusszytometrie (n=4). (E) Relative CTNNB1-Aktivitat gemessen an der
TOP/FOP-Luciferaseaktivitat (n=4). In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnisse
gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde uber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01;
*** . p<0,001).

kolorektaler CSC-Populationen, sowohl in langzeitkultivierten Tumorzelllinien als
auch in Primar-Tumorzelllinien (vergleiche 3.1.4). Dabei wurde eine ungeféhr zwei-
bis vierzehnfach gréBere CSC-Population in Primar-Tumorzelllinien im Vergleich zu

langzeitkultivierten Tumorzelllinien gemessen, wodurch die Auswirkungen eines

BMI1-Verlustes in Primar-Tumorzelllinien starker ausfielen.

3.2.3 BMI1 reguliert Proliferation und Apoptose in humanen kolorektalen Tu-

morzelllinien

Mit Hilfe der Bulk-Kulturen wurde nun die Bedeutung von BMI1 fir die hallmarks of
cancer ‘Proliferation* und ‘Apoptose‘(Hanahan and Weinberg, 2011) untersucht. Um
den Gesamteffekt von BMI1 auf diese beiden hallmarks of cancer zu analysieren,
wurden die Wachstumskinetiken bestimmt. Es zeigte sich, dass der BMI1-
Knockdown zu einer signifikanten Erhdhung der Wachstumsgeschwindigkeit in hu-
manen kolorektalen COLO320, DLD1 und RKO Populationen fihrte (ABB. 15-A).
Um den Effekt von BMI1 auf ‘Proliferation’ und ‘Apoptose‘ getrennt betrachten zu
kénnen, wurden die Hauptphasen des Zellzyklus mittels des zellularen DNA-

Gehaltes (PI-Farbung) in der Durchflusszytometrie untersucht. Es zeigte sich, dass
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der BMI1-Knockdown sowohl einen signifikant kleineren sub-G1-Peak (Apoptose) als
auch eine tendenzielle VergréBerung der G1-Phase bei gleichbleibender S-Phase
(Proliferation) bewirkte (ABB. 15-B). Letzteres entspricht einem G1-Arrest, der er-

4ARF

wartungsgemaB Uber die gesteigerte p1 und p16™** Expression vermittelt wer-

den kénnte (Fan et al., 2008). Folglich regulierte der BMI1-Knockdown sowohl
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ABBILDUNG 15: BMI1 REGULIERT PROLIFERATION UND APOPTOSE IN HUMANEN KOLOREKTALEN
TUMORZELLLINIEN (A) Wachstumskinetiken bei BMI1-Knockdown in COLO320, DLD1 und RKO
Tumorzelllinien (B) Analyse der Hauptphasen des Zellzyklus G1, S (Proliferation) und G2/M
sowie sub-G1 (Apoptose) an den Endpunkten der Wachstumskinetiken (n=3), mittels PI-
Farbung des zellularen DNA-Inhaltes. In den Darstellungen wurden reprasentative Ergebnis-
se gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde tGber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** :
p<0,01; ***: p<0,001).
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‘Proliferation® als auch ‘Apoptose‘ im Zellzyklus kolorektaler COLO320, DLD1 und
RKO Tumorzelllinien und fihrte in Kombination zu einer gesteigerten Wachstumsra-

te.

3.2.4 BMI1 steigert die Chemoresistenz gegenuber 5-Fluorouracil in humanen

kolorektalen Tumorzelllinien

Cancer stemness kolorektaler CSCs ist mit Chemoresistenz gekoppelt, die maBgeb-
lich fir das Therapieversagen kolorektaler Karzinome ist. Um die Rolle von BMI1 in
der Chemoresistenz kolorektaler Krebszellen zu untersuchen, wurden COLOS320,
DLD1 und RKO in vitro so lange entweder 5-FU oder Oxaliplatin oder Irinotecan aus-
gesetzt, bis daraus chemoresistentere Zellen resultierten. Dabei konnten bei DLD1
und RKO nach ungeféhr 5-7 Tagen, bei COLO320 circa nach 10-14 Tagen Ergeb-
nisse erzielt werden. Diese chemoresistenten Zellen wurden beziglich ihrer BMI1-
Expression mittels RT-qgPCR mit den parentalen Tumorzelllinien verglichen. Es zeigte
sich, dass COLO320, DLD1 und RKO Tumorzelllinien als Reaktion auf die
Chemotherapeutika signifikant und dosisabh&ngig mehr BMI1 exprimierten (ABB.
16-A). Folglich konnte BMI1 mit chemoresistenten Zellen kolorektaler Tumorzelllinien
assoziiert werden. Da 5-FU das meist verwendete Chemotherapeutikum in den S3-
Leitlinien kolorektaler Karzinome ist (Edwards et al., 2012), wurde es in den folgen-
den Experimenten verwendet. Um die Rolle von BMI1 in der 5-FU-Resistenz kolorek-
taler CSCs zu untersuchen, wurde die Apoptose in Bulk-Kulturen wahrend einer 5-FU
Behandlung analysiert. Aufbauend auf den Ergebnissen zur Proliferation/Apoptose
(vergleiche 3.2.3) wurden die Wachstumskinetiken sowie die Hauptphasen des Zell-
zyklus bestimmt. Es ergab sich, dass der Verlust von BMI1 wahrend einer 5-FU Be-
handlung einerseits zu einer relativen Reduktion der Zellzahl fiihrte (ABB. 16-B). An-

dererseits erhdhte sich der Anteil an apoptotischen Zellen (sub-G1 Peak) (ABB. 16-
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ABBILDUNG 16: BMI1 STEIGERT DIE CHEMORESISTENZ GEGENUBER 5-FU IN HUMANEN, KOLOREK-
TALEN TUMORZELLLINIEN (A) mRNA-Expression von BMI1 in COLO320, DLD1 und RKO nach
Behandlung mit entweder 5-Fluoruracil (5-FU), oder Oxaliplatin, oder Irinotecan (n=3). (B)
Wachstumskinetiken von COLO320 Bulk-Kultur nach Zugabe von 400 uM 5-FU, DLD1 Bulk-
Kultur nach Zugabe von 150 uyM 5-FU und RKO Bulk-Kultur nach Zugabe von 50 pM 5-FU und
(C) Hauptphasen des Zellzyklus (G1, S und G2/M) sowie Anteil der apoptotischen Zellen (sub-
G1) an den Endpunkten der 5-FU Behandlung (n=3). In den Darstellungen wurden reprasen-
tative Ergebnisse gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde lUber den t-Test bestimmt (* : p<
0,05; **: p<0,01; *** : p<0,001).

C). Somit wurden die kolorektalen Tumorzelllinien COLO320, DLD1 und RKO durch
den BMI1-Knockdown chemosensitiver gegenlber 5-FU. Diese Ergebnisse wurden
durch die unter 3.1.2 angestiegene Verdopplungsrate und durch den gesunkenen
sub-G1-Peak bei einem BMI1-Knockdown unterstitzt.

3.2.5 BMI1 steigert EMT und Metastasierungsfahigkeit in humanen kolorekta-

len Tumorzelllinien

Da Uber 90% aller durch Darmkrebs verursachten Todesfalle auf Metastasen zurtck-
zuflihren sind (Christofori, 2006), kommt dem hallmark of cancer ‘Invasion und Meta-
stasierung® fir Darmkrebspatienten die zentrale Rolle zu. Dabei charakterisiert ein
reaktiviertes embryonales Transdifferenzierungsprogramm, bekannt als EMT, die
‘Invasion und Metastasierung® (Hanahan and Weinberg, 2011). Als Indikatoren fir
EMT wurden Expressionen von EMT-Biomarkern, Migrationsverhalten und Invasions-
fahigkeit analysiert. Zuerst wurden Expressionsanalysen durchgefihrt - erwartungs-
geman zeigte sich, dass ein BMI1-Knockdown in COLO320, DLD1 und RKO die Ex-
pression der EMT-assoziierten Gene SNAIL, SLUG, TWIST1, ZEB1 und VIM redu-
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zierte, hingegen die des epithelial exprimierten Gen E-CADHERIN erhdhte (ABB. 17-
A). Daraufhin wurden die Migration mittels Wundheilungsexperimenten und die damit
verknupfte Invasion in Transwellexperimenten analysiert. Es zeigte sich, dass der
Verlust an BMI1 zu einer signifikanten Verringerung der Migrationsfahigkeit (ABB.
17-B) und Invasionsfahigkeit (ABB. 17-C) fuhrte. Folglich wirkte der Verlust von
BMI1 dem EMT-Programm entgegen und reduzierte funktionelle EMT-Eigenschaften

wie Invasion und Migration.

Demnach sollte die Metastasierungsfahigkeit ebenfalls durch einen BMI1-
Knockdown beeintrachtigt werden. Dazu wurden die In-vitro-Kolonisationsfahigkeit
und die Metastasenentwicklung in immundefizienten Mausen untersucht. Die Koloni-
sationsfahigkeit wurde mit Hilfe von Transformationsexperimenten in Methylzellulose
bestimmt. Es wuchsen signifikant weniger Kolonien aus COLO320, DLD1 und RKO
bei einem BMI1-Knockdown als in den Kontrollgruppen (ABB. 17-D). Zur Bestim-
mung der Metastasierungsfahigkeit wurden Bioluminescence-imaging-Experimente
mit der kolorektalen Tumorzelllinie SW620 durchgefiihrt (Jackstadt et al., 2013). Da-
zu wurden Tumorzellen in die Schwanzvene von NOD/SCID-Mausen injiziert und die
Ausbildung von Lungenmetastasen bei einem Verlust an BMI1 mittels in vivo imaging
analysiert. Es zeigte sich, dass bei einem BMI1-Knockdown keine Metastasen aus-
gebildet wurden, hingegen in der Kontrollgruppe Metastasen in den Lungen zu finden
waren (ABB. 17-G und ABB. 17-H). Weiterhin wurden metastasierende Krebszellen
als eine unter anderem durch den Biomarker CD26 gekennzeichnete CSC-
Subpopulation beschrieben (Pang et al., 2010). Deshalb wurde die CD26-Expression
der kolorektalen Bulk-Kulturen in der Durchflusszytometrie untersucht. Es zeigte sich,
dass signifikant weniger CD26-positive Zellen innerhalb kolorektaler Zellpopulationen
bei einem BMI1-Knockdown nachgewiesen wurden (ABB. 17-E und ABB. 17-F).
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ABBILDUNG 17: BMI1 STEIGERT EMT UND METASTASIERUNGSFAHIGKEIT IN HUMANEN KOLOREK-
TALEN TUMORZELLLINIEN (A) Expressionsanalyse (mMRNA) der EMT-assoziierten Marker SNAIA1,
SNAI2, TWIST1, ZEB1 und VIM sowie des epithelialen Markers CDH1 bei einem BMI1-
Knockdown in COLO320, DLD1 und RKO (n=3). (B) Invasionsfahigkeit in Transwell-
Experimenten (n=4). (C) Migrationsfahigkeit in Wundheilung-Versuchen (n=4). (D) Ausbildung
makroskopischer Kolonien in Methylzellulose (n=4). (E) CD26" Subpopulationen an metasta-
sierenden CSCs und (F) reprasentative Durchflusszytometrie (G) Metastasierungsfahigkeit
von i. v. in die Schwanzvene von NOD/SCID-Mausen (n=8) injizierten SW620-luc Tumorzellen
in die Lunge, bei einem BMI1-Knockdown und (H) reprasentative /in vivo imaging Abbildungen
(Kooperation mit Rene Jackstadt aus der Arbeitsgruppe ,Experimentelle und Molekulare
Pathologie®). Alle Darstellungen wurden mittels Imaged Software (National Institutes of
Health) ausgewertet. Es wurden reprasentative Ergebnisse gezeigt. Die statistische Signifi-
kanz wurde lber den t-Test bestimmt (* : p< 0,05; ** : p<0,01; *** : p<0,001).

Zusammenfassend fluhrte der Aktivitatsverlust von BMI1 zu einem verringerten EMT-
Phanotyp in COLO320, DLD1 und RKO Bulk-Kulturen sowie zu einer reduzierten
Metastasierungsfahigkeit. Dabei konnte eine Reduktion der Gber CD26" charakteri-
sierten, metastasierenden CSC-Populationen nachgewiesen werden. Folglich beein-
flusst BMI1 neben der Chemoresistenz auch die Metastasierung von kolorektalen
CSCs und damit die beiden essentiellen Faktoren fir Prognosen von Patienten mit

kolorektalen Karzinomen.
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4. Diskussion

Im CSC-Modell werden Karzinogenese und Krebsprogression durch eine Subpopula-
tion von Krebszellen bestimmt, den CSCs (Lapidot et al., 1994; Visvader and
Lindeman, 2012; Bonnet and Dick, 1997). Dabei bilden diese CSCs Uber die Fahig-
keit zur Selbsterhaltung (Bruggeman et al., 2007; Chiba et al., 2010; Yu et al., 2011)
und Differenzierung eine hierarchische Tumororganisation aus und definieren sich
Uber Cancer-stemness-Eigenschaften. Daneben wurde die Rolle der EMT, eines
zellmorphologischen Transdifferenzierungsprogramms wahrend der embryonalen
Entwicklung, in der Krebsprogression diskutiert. Dieses Programm stellt in Krebszel-
len einen Hauptmechanismus flr die Metastasierung dar (Thiery et al., 2009;
Raimondi et al., 2010; Montemayor-Garcia et al., 2013; Liang et al., 2013; Zhao et
al., 2013). Allerdings kann das EMT-Programm ebenfalls Zellen mit Cancer-
stemness-Eigenschaften generieren (Wu, 2011; Hollier et al., 2013; Fan et al., 2012).
Unabhéngig davon kénnen wiederum in CSC-Populationen EMT-assoziierte Marker
identifiziert werden (Mani et al., 2008), sodass die EMT mit den CSC-Populationen
verknlpft zu sein scheint. Zudem wurden CSC-Populationen auch direkt mit Metas-
tasierung verknlpft (Hermann et al., 2007). AuBerdem werden CSCs mit der Thera-
pieresistenz in Krebserkrankungen in Verbindung gebracht (Dean et al., 2005). Zu-
sammengenommen zeichnet sich ab, dass Hauptfaktoren in der Progredienz von
Krebserkrankungen, wie Cancer-stemness-Eigenschaften, EMT, Metastasierung und
Therapieresistenz, mit CSCs zusammenh&ngen. Daneben wurde in vielen humanen
Krebserkrankungen eine hohe BMI1-Expression nachgewiesen, wie in Lymphomen,
akuter myeloischer Leukamie, Leberkrebs, Brustkrebs, Prostatakrebs, nicht-
kleinzelligem Lungenkrebs, Hals- und Kopfkrebs, Medulloblastomen, Glioblastomen
und kolorektalen Karzinomen (Hosen et al., 2007; Honig et al., 2010; Guo et al.,
2011; Tabor et al., 2011; Vrzalikova et al., 2008; Li et al., 2009; Merkerova et al.,
2007). Zudem konnte die erhdhte BMI1-Expression mit einer schlechten Prognose in
unterschiedlichen Krebsarten verknipft werden, wie beispielsweise in Leukamien,
Neuroblastomen, Glioblastomen, hepatozelluldren Karzinomen, Brustkrebs, Prosta-
takrebs, Lungenkrebs, Magenkrebs, Speicheldrisenkrebs und kolorektalen Karzino-
men (Glinsky, 2007; Vrzalikova et al., 2008; Wang et al., 2008; Li et al., 2010a; Song
et al., 2010). Zusammengenommen implizieren diese Daten in vielen Krebsarten eine

glnstige Wirkung durch die Reduktion von BMI1. In dieser Arbeit wurde die Bedeu-
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tung von BMI1 fur kolorektale CSCs im Zusammenhang mit Cancer-stemness-
Eigenschaften, EMT, Metastasierung und Chemoresistenz untersucht. Dabei konnte
der Einfluss von BMI1 auf jeden dieser Vorgange gezeigt werden.

Darlber hinaus wurden weitere biologische Funktionen von Krebszellen be-
schrieben (Hanahan and Weinberg, 2011; Hanahan and Weinberg, 2000). Da diese
Funktionen allerdings nicht auf maligne Krebszellen beschréankt sind, wurde eine Re-
levanz fir die Krebsprogression bereits in Frage gestellt (Lazebnik, 2010) (ABB. 18).

CSCs und deren cancer stemness kénnen als Ursache kolorektaler Karzinome
betrachtet werden, weshalb diese Arbeit den Einfluss von BMI1 auf den Phanotyp
humaner kolorektaler CSCs analysiert. Dabei kann die Arbeit mit frisch-isoliertem und
dissoziiertem humanen Tumorgewebe hervorragend zur Validierung von CSC-
assoziierten Genen mit Therapiepotential dienen. Diese frisch isolierten Tumorzellen
(O'Brien et al., 2007; Dalerba et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Todaro et al.,
2007) geben die Situation in humanen Tumoren sehr gut wieder. Aufgrund dessen
wurden in dieser Arbeit Primartumorzelllinien aus Gewebeproben kolorektaler Karzi-
nomresektate etabliert, um deren Abhangigkeit von BMI1 zu untersuchen. Hierflr
konnten insgesamt vier Primartumorzelllinien (coCSC-AS1 bis coCSC-AS4) generiert
werden. Hingegen wurden viele Ergebnisse in der CSC-Forschung aus Xeno-
Transplantationsexperimenten abgeleitet, in denen humane Krebszellen in immunde-
fizienten Mausen zum Wachsen gebracht wurden. Leider wurde gezeigt, dass bereits
nach zwei bis drei Passagen von xeno-transplantierten Tumoren die humane Mikro-
umgebung durch die murine Mikroumgebung ersetzt werden kann (Decaudin, 2011;
Moro et al., 2012). In dieser Arbeit wurde eine Anpassung an die murine Mikroumge-
bung umgangen, indem humane Gewebeproben nicht transplantiert, sondern direkt
in die Zellkultur Gberfihrt wurden. Hierbei konnte in vitro eine initiale Etablierungsrate
von ungefahr 20% erreicht werden. Im Vergleich wurden die initialen In-vivo-
Transplantationsraten mit unter 5% (Pretlow et al., 1993), 20% (Ginestier et al., 2007)
oder 25% (Li et al., 2007) beschrieben. Somit waren die initialen Etablierungsraten in
dieser Arbeit mit den berichteten initialen Transplantationsraten vergleichbar. Nach-
folgend wurden die Primartumorzelllinien (coCSC-AS1 bis coCSC-AS4) durch im-
munhistochemische Untersuchungen und Mutationsanalysen charakterisiert. Somit
konnten diese gewonnenen Primartumorzelllinien als geeignetes Modellsystem veri-
fiziert werden, indem zum einen die morphologische und phanotypische Heterogeni-

tat der urspriinglichen Tumore nachgewiesen wurde und zum anderen bekannte Mu-
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tationsereignisse kolorektaler Tumorzellen bestimmt wurden. Zugleich wurde in die-
ser Arbeit ein zweites unabhangiges Modellsystem in Form von langzeitkultivierten
kolorektalen Tumorzelllinien (COLO320, DLD1 und RKO) eingesetzt.

Zunéchst wurden in diesen beiden kolorektalen humanen Modellsystemen BMI1-
positive Tumorzellen nachgewiesen. Von den insgesamt vier Primartumorzelllinien
und den zwodlf getesteten langzeitkultivierten Tumorzelllinien wurden alle als BMI1-
positiv identifiziert. Dieses Ergebnis implizierte, dass wahrscheinlich ein GroBteil aller
kolorektalen Tumorzelllinien BMI1 exprimiert. BekanntermaBen wurde BMI1 in unter-
schiedlichen Krebsarten mit humanen CSCs assoziiert (Song et al., 2009; Cui et al.,
2007; Bertolini et al., 2009; Raaphorst, 2005; Oishi and Wang, 2011; Zhang et al.,
2008). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass es sich bei den BMI1-positiven Zel-
len in kolorektalen Tumorzelllinien um CSC-Populationen handelt. Um eine Abhé&n-
gigkeit dieser vermutlichen kolorektalen CSC-Populationen von BMI1 zu untersu-
chen, wurde in dieser Arbeit RNAI eingesetzt. Dies flhrte zu einer Reduktion der ab-
soluten BMI1-Expressionen sowohl in Primartumorzelllinien als auch in langzeitkulti-
vierten Tumorzelllinien. Um diese BMI1-Abnahme im Zusammenhang mit CSCs zu
analysieren, wurden die CSC-Populationen in diesen Tumorzelllinien mittels Durch-
flusszytometrie untersucht. Hieraus resultierten bei einem BMI1-Verlust verkleinerte
CSC-Populationen in kolorektalen Tumorzellpopulationen. Folglich fihrte die BMI1-
Reduktion in dieser Arbeit zu einem Verlust des CSC-Phanotyps und damit einer
Verkleinerung der CSC-Population. Da BMI1 die Pluripotenz von ESCs steuert sowie
die stemness von ASCs, ware eine vergleichbare BMI1-Regulation der cancer stem-
ness von CSCs denkbar. Dazu reguliert BMI1 die Aktivitat des PRC1, der wiederum
durch Chromatinverdichtung zu einer Genstilllegung beitragt. Somit reguliert BMI1
eine Vielzahl an Genen, die mit Krebserkrankungen in Verbindung gebracht wurden
(Siddigue and Saleem, 2012).

Um die Bedeutung von neuen Kandidatengenen in der CSC-Forschung zu ana-
lysieren, wird als Goldstandard die Induktion des Tumorwachstums nach s.c. Inokula-
tion von Einzelzellsuspensionen oder Tumorfragmenten in immundefizienten Mausen
untersucht (Skidan and Steiniger, 2014). Damit musste sich der BMI1-Einfluss auf die
Cancer-stemness-Eigenschaften beziehungsweise den CSC-Phéanotyps kolorektaler
Tumorzellen nachweisen lassen. Vorteile dieser Technik liegen in der Reproduzier-
barkeit und der Vergleichbarkeit von Experimenten sowie der einfachen Zuganglich-
keit und Auswertung der induzierten Tumore. In der CSC-Forschung sind zudem
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groBe Tumormassen fir die Isolation und Charakterisierung der darin selten vor-
kommenden CSCs vorteilhaft. Dies ist bei s.c. Tumoren in Nagetieren der Fall. Des-
halb wurden in dieser Arbeit Einzelzellsuspensionen aus den Prim&rtumorzelllinien in
NOD/SCID-Méause injiziert. Ein Nachteil der s.c. Modellsysteme liegt allerdings in der
fehlenden spezifischen Mirkoumgebung mit deren unterstitzenden Wachstumssigna-
len. Aufgrund dessen kann die Situation in humanen Tumoren nicht korrekt darge-
stellt werden. Eine Lésungsmaoglichkeit hierfir besteht darin den Tumorzellen einen
Mikroumgebungsersatz bereitzustellen, beispielsweise ber ECM-simulierendes Mat-
rigel (Fridman et al., 2012). Als eine weitere M&glichkeit kbnnen Tumorzellen zu-
sammen mit humanen Stromazellen injiziert werden, welche die In-vivo-
Mikroumgebung nachahmen (Alonso-Camino et al., 2011). In dieser Arbeit wurden
Einzelzellsuspensionen in Verbindung mit Matrigel eingesetzt, da Matrigel leicht ver-
flgbar und anwendbar ist. Es zeigte sich, dass der BMI1-Knockdown in Primartu-
morzelllinien dieser Arbeit eine verringerte Tumorigenitat in NOD/SCID-M&usen be-
wirkte. Dieses Ergebnis wurde durch die bekannte reduzierte In-vivo-Tumorigenitat
der humanen kolorektalen Tumorzelllinien HT29 und LS174T beim Verlust von BMI1
unterstitzt (Yu et al., 2012). Daneben wurde in dieser Arbeit eine verringerte Kapazi-
tat zur Spharoidbildung (Goldstandard) in den Primartumorzelllinien mit reduziertem
BMI1 gezeigt, wodurch die Tumorigenitatsergebnisse verifiziert wurden. Zusammen-
genommen erhélt BMI1 die CSC-Populationen in kolorektalen Karzinomen und kann
zur Regulation des kolorektalen CSC-Phanotyps beziehungsweise der cancer stem-
ness eingesetzt werden. In anderen Krebsarten konnte BMI1 ebenfalls mit der Erhal-
tung von CSC-Populationen (Bruggeman et al., 2007; Schuringa and Vellenga, 2010;
Chiba et al., 2010) und der cancer stemness (Yu et al., 2011) in Verbindung gebracht

werden.

Metastasierung ist die Haupttodesursache fir Patienten mit kolorektalen Karzi-
nomen. Dabei werden Krebszellen mit metastasierenden Eigenschaften als eine
Subgruppe der CSC-Populationen betrachtet (Anderson et al., 2011a; Hermann et
al., 2007). Hierflr spricht zum Beispiel die partielle Expression von EMT-Biomarkern
(als Indikator flir Metastasierung) in CSC-Populationen (Mani et al., 2008). In dieser
Arbeit wurde die BMI1-Aktivitat kolorektaler CSCs mit EMT-Biomarkern und mit den
EMT-assoziierten Zelleigenschaften Invasion und Migration verkntpft. Zur Untersu-
chung der In-vivo-Metastasenbildung sind die oben besprochenen s.c. Modellsyste-

me wegen Einschrankungen in der Blutversorgung und der Lymphdrainage nicht ge-
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eignet. Hingegen kdnnen Einzelzellsupsensionen beispielsweise i.v. oder i.c. injiziert
werden um Metastasenbildung in unterschiedlichen Organen wie etwa Lunge, Leber
(i.v.) oder Lunge, Knochen, Muskeln, Weichteilgewebe (i.c.) zu analysieren (Gupta et
al., 2009; Charafe-Jauffret et al., 2009; Kruger et al., 2006). In dieser Arbeit wurden
kolorektale Tumorzellen in die Schwanzvene von NOD/SCID-M&ausen injiziert und die
Ausbildung von Lungenmetastasen analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass
kolorektale Tumorzellen durch den Verlust von BMI1 die Fahigkeit zur Metastasen-
bildung verlieren. Um metastasierende kolorektale Tumorzellen als CSCs zu identifi-
zieren, wurde die Kombination der Biomarker CD26 und CD133 vorgeschlagen
(Pang et al., 2010). In dieser Arbeit wurde die Expressionsstarke von BMI1 mit CSC-
Populationen verknlpft und darauf aufbauend die BMI1-Expression mit CD26-
positiven Tumorzellen korreliert. Zusammengefasst beeinflusste BMI1 somit die me-
tastasierenden CSCs in kolorektalen Tumorzellen. Weiterfihrend ware eine Analyse
der kolorektalen CSC-Populationen zur Klassifizierung und Charakterisierung in wei-
tere Subpopulationen interessant, um beispielsweise metastasierende CSC-

Subpopulationen zu identifizieren.

Bislang beruht das Therapieversagen bei kolorektalen Karzinomen weitestge-
hend auf Resistenzen der Krebszellen gegenlber den Chemotherapeutika aus den
entsprechenden Leitlinien (Edwards et al., 2012). In dieser Arbeit wurde eine
Chemotherapeutikumbehandlung von kolorektalen Tumorzellen in Abhangigkeit von
BMI1 analysiert. Dazu wurde zunachst, unabhangig von einer Behandlung mit
Chemotherapeutika, das Wachstumsverhalten der humanen kolorektalen COLO320,
DLD1 und RKO bei einem BMI1-Verlust bestimmt. Hierbei zeigte sich eine erhdhte
Wachstumsgeschwindigkeit bei einer BMI1-Reduktion. Im Gegensatz zu diesen Er-
gebnissen wurde in den kolorektalen humanen Tumorzelllinien HT29 und LS174T
eine verringerte Zellteilung bei einem BMI1-Verlust gemessen (Yu et al., 2012). Dies
wurde durch die Beobachtung, dass BMI1 iber p14*7F und p16™** die Proliferation
férdert, unterstitzt (Dimri et al., 2002; Park et al., 2004; Molofsky et al., 2005). Des-
halb wurden die Ergebnisse dieser Arbeit mittels Zellzyklusanalysen nachvollzogen.
In den Zellzyklusanalysen der COLO320, DLD1 und RKO wurde eine tendenziell
vergréBerte G1-Phase (G1-Arrest) und gesenkie Apoptose bei einem BMI1-Verlust
gemessen. Hingegen wurden wahrend einer Chemotherapeutikumbehandlung eine
gesteigerte Apoptose bei einem BMI1-Verlust, sowie eine verringerte Wachstumsge-
schwindigkeit gemessen. Folglich kénnte der in dieser Arbeit durch eine BMI1-
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Reduktion herbeigefiihrte Verlust des CSC-Phéanotyps zu einer VergréBerung der
schnell-proliferierenden Tumorzellpopulationen (und damit der Wachstumsgeschwin-
digkeit) geflihrt haben. Zugleich hatten diese schnell-proliferierenden Tumorzellen
jedoch die Uber BMI1-vermittelten Resistenzen verloren, sodass durch Zugabe eines
Chemotherapeutikums die Tumorzellpopulationen insgesamt langsamer proliferierten
und sich zugleich gréBere Populationsanteile in Apoptose befanden. Damit wurde ein
férdernder Einfluss von BMI1 auf die Chemoresistenz von kolorektalen Tumorzellen
beobachtet. Letztendlich wurde ein Vergleich der oben aufgefiihrten gegensétzlichen
Wachstumsgeschwindigkeiten aufgrund der unterschiedlichen Tumorzelllinien er-
schwert. Durch die unterschiedlichen Tumorzelllinien muss eine nicht bekannte An-
zahl an weiteren regulatorischen Faktoren in Betracht gezogen werden, die zu unter-
schiedlichem Wachstumsverhalten fihren kénnten (Tian et al., 2011). Zudem kénnte
sich der unterschiedliche experimentelle und labortechnische Hintergrund ebenfalls
in den Ergebnissen niederschlagen.

Als am haufigsten verwendetes Chemotherapeutikum in den S3-Leitlinien kolo-
rektaler Karzinome wurde in dieser Arbeit das Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil (5-
FU) eingesetzt. 5-FU wird aufgrund struktureller Ahnlichkeiten mit den Pyrimidinba-
sen Cytosin, Thymin und Uracil an deren Stelle in RNA und DNA eingebaut. Hierbei
wird 5-FU in 5-Fluor-UMP umgewandelt, dieses zu 5-Fluor-UTP phosphoryliert und in
RNA eingebaut. Dies flhrt zu einer Hemmung der Proteinbiosynthese. Darlber hin-
aus hemmt 5-Fluor-dUMP die Thymidylat-Synthase und somit auch die DNA-
Synthese. Da BMI1 als Bestandteil von PRC1 zu einer Chromatinverdichtung flhrt
und damit zu einer Genstilllegung beitragt, wirkt diese BMI1-Aktivitat der wahrend der
Synthese erfolgenden RNA/DNA-Schéadigung durch 5-FU entgegen. Deshalb kénn-
ten die kolorektalen Tumorzellen im Fall einer BMI1-Reduktion angreifbarer fir 5-FU
geworden sein. Daneben reguliert BMI1 eine Vielzahl an Genen (Simon and
Kingston, 2009), die wiederum durch noch unbekannte Einfliisse ebenfalls zu einer
Resistenz gegenlber 5-FU beigetragen haben kénnten. Zusammengefasst besteht
theoretisch die Md&glichkeit, kolorektale CSC-Populationen Uber die Inhibition der

BMI1-Expression gegenliber Chemotherapien zu sensibilisieren.

Hierzu wurde bereits von einigen Pharmaka berichtet, welche die BMI1-
Expression reduzierten. Beispielsweise wurde eine reduzierte BMI1-Expression
durch den Einsatz von Histonacetylase-Inhibotoren (HDACI) wie Natriumbutyrat und
Valproinsaure in Brustkrebszellen erreicht (Bommi et al., 2010). Eine weitere Arbeit-
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gruppe berichtete von vergleichbaren Ergebnissen (Jung et al., 2010). Daneben wur-
de der inhibierende Effekt von Artimisinin auf die BMI1-Expression sowohl auf RNA-
als auch Protein-Ebene in nasopharyngealen Tumorzellen gezeigt (Wu et al., 2011).
Allerdings handelte es sich hierbei vermutlich um keine spezifische BMI1-Inhibition.
AuBerdem ware theoretisch eine direkte Inhibition der BMI1-Expression tber siRNA
maoglich, wenn eine entsprechende therapeutische Darreichungsform von siRNAs
entwickelt werden wiirde. Uberdies wird BMI1 durch einige Faktoren wie SALL4,
FoxM1, c-Myc, E2F-1, HDAC und PCGF2 reguliert (Nowak et al., 2006; Jung et al.,
2010; Li et al., 2008; Yang et al., 2007; Guo et al., 2007). Jeder dieser regulierenden
Faktoren stellt eine potentielle Einflussmdglichkeit zur Reduktion der BMI1-
Expression dar. Beispielsweise reduzierte das BMI1-Homolog PCGF2 erfolgreich die
BMI1-Expression (Guo et al., 2007) Uber die Repression von c-Myc. Dabei ist BMI1
ein Zielgen von c-Myc. Weitere Strategien, die therapeutisch auf BMI1 abzielen,
kénnten aus der post-transkriptionellen Regulation und der post-translationalen Re-
gulation von BMI1 entwickelt werden. Hierzu wurde von einer starken BMI1-
Regulation durch post-transkriptionelle Modifikationen berichtet und dabei mehrere
AREs im 3-UTR und eine starke IRES-Aktivitat im 5-UTR von BMI1 beschrieben
(Cao et al.,, 2011b). Demnach kdénnte theoretisch mit Pharmaka auf die post-
transkriptionelle Regulation von BMI1 eingewirkt werden, um die BMI1-Translation zu
reduzieren. Post-translational konnte das BMI1-Protein durch die MAPKAPK3 phos-
phoryliert werden, wodurch dessen Dissoziation vom Chromatin bewirkt wurde
(Voncken et al., 2005). Daneben wurde von einer EGF-induzierten Akt-Aktivierung
berichtet, welche das BMI1-Protein phosphorylierte und damit vor dem Abbau durch
Proteasomen schiitzte (Kim et al., 2011). So kdnnte beispielsweise in der post-
translationalen Regulation durch die Aktivitat der MAPKAPKS eine erhéhte Phospho-
rylierung von BMI1 erreicht und damit eine Dissoziation des PRC1 vom Chromatin
bewirkt werden. In Folge kénnten Tumorsuppressorgene wie zum Beispiel p14~7F
und p16™K** wieder in den Tumorzellen exprimiert werden. AuBerdem wurde die
moderate Reduktion der Proteinexpression von BMI1 als eine vielversprechende the-
rapeutische Mdglichkeit diskutiert, da Tumorzellen hierauf starker ansprechen als
normale Zellen (Liu et al., 2006). Weitere Therapiemdglichkeiten kdnnten theoretisch
durch eine Kombination dieser Therapien, wie zum Beispiel von HDACI und Artimi-
sinin entstehen. Letztendlich kénnten allerdings ASCs durch ihre Abhangigkeit von

BMI1 ebenso von therapeutischen MaBnahmen bezuglich BMI1 betroffen sein wie
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CSCs. Deshalb muss ein potentieller Nutzen solcher inhibierender Verfahren in kolo-

rektalen Karzinomtherapien noch eingehender untersucht werden.

Da Cancer-stemness-Eigenschaften, EMT, Metastasierung und Chemoresistenz
mit CSCs verbunden sind, kénnen letztendlich CSC-Populationen fir das Therapie-
versagen und das Auftreten von Rezidiven verantwortlich gemacht werden. Dabei
héangt die Progression der Krebserkrankung von der GréBe der CSC-Population ab.
Dadurch ist flr Krebspatienten eine Identifizierung und exakte Quantifizierung der
CSC-Populationen essentiell (Blagosklonny, 2006). Dabei wird meist - aufgrund der
Erfahrungen im ASC-Modell - von geringen CSC-Frequenzen ausgegangen. Aber in
dieser Arbeit wurde gezeigt, dass extreme Unterschiede in CSC-Anteilen verschie-
dener Krebszellpopulationen méglich sind. Dabei zeigten sich in DLD1 und RKO ge-
ringe CSC-Anteile (circa 5%) im Vergleich zu COLO320 mit relativ hohen CSC-
Anteilen (circa 30%). Zudem wurde im Vergleich zwischen diesen langzeitkultivierten
Tumorzelllinien und den priméaren Tumorzelllinien dieser Arbeit (circa 70% CSC-
Anteil) ein noch gréBerer Unterschied in kolorektalen CSC-Populationen aufgezeigt.
Andere Arbeiten unterstitzten dieses Ergebnis durch extrem unterschiedliche pro-
zentuale CSC-Anteile in verschiedenen Tumorzelllinien (Kelly et al., 2007; Baccelli
and Trumpp, 2012). Hier wurden CSC-Anteile von 0,2% (Li et al., 2007) bis hin zu
82,5% (Kong et al., 2008) angegeben.

Diese Arbeit demonstriert eine Regulation von kolorektalen CSC-
PopulationsgréBen Uber die BMI1-Aktivitdt. Daneben konnten variable CSC-
Frequenzen wéhrend des Krankheitsverlaufs von Brustkrebs demonstriert werden
(Pece et al., 2010). Folglich weisen CSC-Populationen eine quantitative Plastizitat
auf, die im Fall von kolorektalen CSCs essentiell Gber BMI1 beeinflusst werden kann.
Daneben waren in Krebserkrankungen auch mehrere CSC-Populationen basierend
auf unterschiedlichen CSC-Klonen mit unterschiedlichen Eigenschaften denkbar. Ei-
ne Variation in dieser klonalen Dynamik wurde in neueren Arbeiten als weiterer ent-
scheidender Faktor angefiihrt (Kreso et al.,, 2013). Demzufolge besitzen CSC-
Populationen eine Plastizitat bezlglich ihrer klonalen Zusammensetzung und sollten
zukinftig nach CSC-Klonen beziehungsweise CSC-Subpopulationen, klassifiziert
werden. Hierzu koénnte eine funktionelle Klassifizierung nach therapeutisch-
relevanten, wie beispielsweise metastasierenden und therapieresistenten, CSC-
Subpopulationen praktikabel sein. Uberdies sollte auch eine &uBerst relevante pha-
notypische Plastizitdt von Tumorzellpopulationen diskutiert werden, welche diesen
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Populationen erlaubt, ihre Eigenschaften nach Bedarf anzupassen. Dieses plastische
Verhalten von Tumorzellen bezuglich ihres Phanotyps kénnte theoretisch zu einem
erneuten Ausbruch der Krebserkrankung fihren. Dabei kdnnten therapeutisch elimi-
nierte CSC-Populationen hypothetisch nachgebildet werden, indem verbleibende
Tumorzellen durch passende Stimuli einen CSC-Phanotyp ausbilden. In dieser Arbeit
wurde BMI1 als regulativer Faktor identifiziert sowohl fir die PopulationsgréBe an
CSCs als auch den malignen Zellphanotyp kolorektaler Tumorzellen, der Eigenschaf-

ten wie cancer stemness, EMT, Metastasierung und Chemoresistenz beeinflusst
(ABB. 18).

Vielleicht liefert dieses plastische beziehungsweise dynamische CSC-Verhalten
potentielle Mdglichkeiten, gegen CSC-Populationen therapeutisch vorzugehen. Zum
Beispiel zeigten neuere Arbeiten, dass ruhende und damit chemoresistente normale
Stammzellen aktiviert werden kbénnen, um auf Chemotherapien anzusprechen

(Essers and Trumpp, 2010; Essers et al., 2009). Dieses Konzept einer pratherapeuti-

BENIGNER
ZELLPHANOTYP

MALIGNER
ZELLPHANOTYP

ABBILDUNG 18: MODELL ZUR AUSPRAGUNG EINES CSC-PHANOTYPS DURCH BMI1 Unter den
malignen Eigenschaften von Krebszellen (zum Beispiel hallmarks of cancer) sind einige es-
sentiell fur die Karzinogensese und Krebsprogression, wie ‘cancer stemness‘, ‘EMT*, ‘Metas-
tasierung‘ und ‘Therapieresistenz‘. Diese essentiellen Funktionen sind uber die plastische
Krebsstammzell-Population (CSC-Population) miteinander verbunden und somit nicht klar
voneinander abgegrenzt. Dabei konnte BMI1 sowohl auf die Erhaltung und GroRe kolorekta-
ler CSC-Population uber den plastischen Zellphanotyp regulieren als auch direkt auf die
Cancer-stemness-Eigenschaften sowie EMT, Metastasierung und Chemoresistenz einwirken.
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schen Aktivierung konnte erfolgreich auf Behandlungsschemata fiir CSCs in AML-
und CML-Mausmodellen Ubertragen werden (lto et al., 2008; Saito et al., 2010). Je-
doch stellt sich nach einer therapeutischen Behandlung von CSC-Populationen im-
mer die Frage, ob ausnahmslos alle CSCs eliminiert werden konnten oder verblei-
bende CSCs zum erneuten Ausbruch der Krebserkrankung fihren kénnten (Aguirre-
Ghiso, 2007; Pantel et al., 2009). Dabei kénnten verschiedene CSC-Klone in einer
Krebserkrankungen eine erfolgreiche Behandlung zuséatzlich erschweren (Kreso et
al., 2013), indem einzelne CSC-Klone unterschiedlich auf spezifische Therapien an-
sprechen kénnten - zum Beispiel aufgrund verschiedener Resistenzen. Demzufolge
durfte eine komplette CSC-Elimination mittels Einzeltherapien schwierig und eine auf
alle CSC-Subpopulationen einer Krebserkrankung abzielende Kombinationstherapie
vielversprechender sein. Zusammengenommen ware es sicherlich sinnvoll die Plasti-
zitat und Dynamik von CSC-Populationen zu nutzen, indem beschriebene Konzepte
zu einer pratherapeutischen Aktivierung beziehungsweise Therapiesensibilisierung
von CSCs weiterentwickelt und umgesetzt wirden. Hierzu sind eine exakte Identifika-
tion und quantitative Uberwachung der CSC-Population beziehungsweise entspre-
chender Subpopulationen einer Krebserkrankung wahrscheinlich unerlasslich. Im Fall
von kolorektalen CSC-Populationen kénnten die regulativen Eigenschaften von BMI1
genutzt werden, dessen Expression die Auspradgung vom benignen Zellph&notyp
zum malignen CSC-Phanotyp reguliert. Dabei nimmt BMI1 fir die malignen CSC-
Eigenschaften der cancer stemness, der EMT, der Metastasierung und der Therapie-
resistenz in kolorektalen Krebszellen eine zentrale Rolle ein (ABB. 18) und kdénnte
sich insgesamt als Masterregulator fir die Malignitat kolorektaler Karzinome heraus-
stellen. Allerdings wurden in der Brustkrebsforschung Hinweise gefunden, die gegen
eine onkogene Zelltransformation durch eine alleinige Uberexpression von BMI1
sprechen (Hoenerhoff et al., 2009). Hingegen wurde in Leukdmien nachgewiesen,
dass ausschlieBlich BMI1-expremierende LSCs die Fahigkeit besitzen, die Krebser-
krankung auszubilden (Lessard and Sauvageau, 2003). Aufgrund dessen muss die
Bedeutung von BMI1 flr kolorektale Karzinome weiterhin untersucht werden.
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5. Methodik

5.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Tumorzelllinien erfolgte in einem Inkubator bei 37°C, 5%-CO,
Atmosphére und gesattigter Luftfeuchtigkeit. Alle Tumorzelllinien wurden regelmanig
mit PCR Mycoplasma Test Kits (AppliChem, Katalognummer: A3744) getestet und
nur in Experimente eingesetzt, wenn keine Mykoplasmen nachgewiesen werden

konnten.

5.1.1 Langzeitkultivierte Tumorzelllinien

Die humanen kolorektalen Tumorzelllinien CACO2, COL0O320, DLD1, HTC15,
HTC116, LS174T, RKO, SW403, SW480, SW620, SW1222 und T84 wurden entwe-
der Uber DSMZ (Deutschland) oder ATCC (USA) bezogen. lhre Zellidentitat wurde
durch eine DNA-Typisierung validiert. Alle Tumorzelllinien wurden in DMEM/Ham'’s F-
12 (1:1) (Biochrom AG, Katalognummer: FG4815) kultiviert mit Ausnahme der Zellli-
nie COLO320, die in RPMI 1640 Medium (Biochrom AG, Katalognummer: FG1215)
kultiviert wurde. Beide Zellkulturmedien wurden mit je 10% (v/v) FBS (Biochrom AG,
Katalognummer: S0115) erganzt. In Abstédnden von etwa drei bis funf Tagen wurde
das Kulturmedium ausgetauscht. Die Tumorzelllinien wurden bei einer Konfluenz von
circa 80-90% mit Hilfe von Trypsin/EDTA Lésung (Biochrom AG, Katalognummer:
L2148) passagiert.

Fir eine Behandlung mit Chemotherapeutika wurden Tumorzelllinien bis zu einer
Konfluenz von etwa 40-50% kultiviert. Danach wurde entweder 5-Fluorouracil (Sig-
ma-Aldrich, Katalognummer: F6627) oder Irinotecan hydrochloride (Sigma-Aldrich,
Katalognummer: 11406) oder Oxaliplatin (Sigma-Aldrich, Katalognummer: 09512)
nach Angaben des Herstellers gelést und direkt dem Kulturmedium zugegeben (Kon-
zentrationen siehe3.2.4). In den Tumorzellen auftretende Effekte wurden nach

durchschnittlich drei bis sechs Tagen untersucht.

5.1.2 Primar-Tumorzelllinien

Primar-Tumorzelllinien wurden direkt aus Gewebeproben von kolorektalen Karzinom-
resektaten generiert mit Hilfe des Protokolls “Generating single-cell suspension from
human colon cancer tissue” (Kreso and O'Brien, 2008). Alle verwendeten Gewebe-

proben und dazugehdrigen Patientendaten stammten entweder von der gemeinnut-
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zigen Stiftung HTCR (Thasler et al., 2003) oder aus einer Kooperation mit der klini-
schen Forschergruppe "Molekulare Tumorbiologie" (PD Dr. Klaus-Peter Janssen) der
TUM. Etablierte Primar-Tumorzelllinien wurden nach dem Protokoll “Culturing colon
cancer cells as spheres” (Kreso and O'Brien, 2008) kultiviert. Dazu wurde StemPro®
hESC SFM Medium (Life Technologies, Katalognummer: A1000701) erganzt durch
0,02 pg/ml EGF (Life Technologies, Katalognummer: PHG0311) und 0,01 pg/ml
FGFb (Life Technologies, Katalognummer: PHGO0026) eingesetzt. Zudem wurden
Ultra-Low Attachment Surface KulturgefaBBe von Corning Life Sciences verwendet.

Die Ausdifferenzierung von Primar-Tumorzelllinien zu SDACs erfolgte in
DMEM/F-12 (1:1) (1x) + GlutaMAX™ (Life Technologies, Katalognummer: 32332-
028) erganzt durch 10% (v/v) FBS (Biochrom AG, Katalognummer: S0115) und
StandardkulturgefaBen fir Adharenz-Kulturen (Corning Life Sciences). Auch hier
wurde das Medium durchschnittlich alle drei bis fiunf Tage gewechselt. Ein zellmor-
phologisch sichtbarer Differenzierungserfolg stellte sich nach circa 14-21 Tagen ein.

5.2 RT-gPCR

Zur Detektion und Quantifizierung von RNA-Expressionen wurden RT-gPCRs einge-
setzt. Zunachst wurde die komplette RNA durch RNeasy mini Kits (Qiagen, Katalog-
nummer: 74104) und einem QIAcube MiniPrep Robot von Qiagen nach Anleitung
des Herstellers isoliert. Daraufhin wurden RNA-Konzentrationen mit Hilfe eines Nano
Drop Spectrophotometer ND-1000 (peglab Biotechnologie GmbH) bestimmt. An-
schlieBende RT-PCRs wurden mit RevertAid™ Reverse Transciptases (Katalog-
nummer: EP0441) und dazugehdrigen Reagenzien von Fermentas Life Sciences
nach Protokollen des Herstellers durchgefihrt. Fir gPCRs wurde die Universal Probe
Library Technik von Roche Applied Science verwendet. Entsprechende Primer wur-
den mit Hilfe des online Assay Design Center der Roche Applied Science Website
entworfen und zusammen mit empfohlenen UPL-probes verwendet (TAB. 5). Dazu
wurde ein Light-Cycler 480 von Roche Applied-Science nach Bedienungsanleitung
des Herstellers eingesetzt. Um absolute RNA-Konzentrationen innerhalb der gPCR-
Messungen zu bestimmen, wurden Standardreihen von 1x10® bis 1x10? Kopien
(cDNA des entsprechenden Gens) verwendet. Fir die statistische Auswertung wur-
den alle Messungen in Triplikaten durchgefiihrt und auf die Referenzgene B-ACTIN,
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HPRT und YWHAZ normiert. Aus den Triplikaten wurden Mittelwerte und Stan-
dardabweichungen berechnet.

TABELLE 5: PRIMER UND EMPFOHLENE UPL-PROBES FUR QPCRS MITTELS UNIVERSAL PROBE
LIBRARY TECHNIK

Genname UPL-probe | Primer (sense) Primer (antisense) Amplikon [nt]
ALDH1A1 82 CCAAAGACATTGATAAAGCCATAA | CACGCCATAGCAATTCACC 77
BMI1 54 TGTAAAACGTGTATTGTTCGTTACC | CAATATCTTGGAGAGTTTTATCTGACC 121
CD133 83 TCCACAGAAATTTACCTACATTGG | CAGCAGAGAGCAGATGACCA 77
CD166 6 GGCAGTGGAAGCGTCATAA CATTCTCTTCAGGGGAAATGA 91
CD44 39 GGTCCCATACCACTCATGGA TCCTTATAGGACCAGAGGTTGTG 90
CDX1 70 ACGCCCTACGAGTGGATG TGTCCTTGGTCCGAGTCTTAC 76
CDX2 34 ATCACCATCCGGAGGAAAG TGCGGTTCTGAAACCAGATT 82
CLAUDIN1 66 CCCTATGACCCCAGTCAATG ACCTCCCAGAAGGCAGAGA 88
CTNNB1 21 AGCTGACCAGCTCTCTCTTCA CCAATATCAAGTCCAAGATCAGC 73
E-CADHERIN 35 CCCGGGACAACGTTTATTAC GCTGGCTCAAGTCAAAGTCC 72
FIBRONECTIN 15 CTTTGGTGCAGCACAACTTC TCCTCCTCGAGTCTGAACCA 90
HPRT 73 TGACCTTGATTTATTTTGCATACC | CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 102
hTERT 16 CACGCGAAAACCTTCCTC ACCACTGTCTTCCGCAAGTT 80
KRT20 66 TGTCCTGCAAATTGATAATGCT AGACGTATTCCTCTCTCAGTCTCATA 78
LGR5 25 AATCCCCTGCCCAGTCTC CCCTTGGGAATGTATGTCAGA 74
Mmsi1 51 CCAATGGGTACCACTGAAGC ACTCGTGGTCCTCAGTCAGC 72
P14ARF 12 CCTGTGTCCTCGACTCACC CAGTAAAAGCAGGGCAAGGA 63
P16INK4A 34 GACCTGGCTGAGGAGCTG TTCAATCGGGGATGTCTGA 127
fsisnaptophvsin) 79 CCAATCAGATGTAGTCTGGTCAGT | AGGCCTTCTCCTGAGCTCTT 70
SLUG 7 TGGTTGCTTCAAGGACACAT GTTGCAGTGAGGGCAAGAA 66
SNAIL 11 GCTGCAGGACTCTAATCCAGA ATCTCCGGAGGTGGGATG 84
TWIST1 6 GGCATCACTATGGACTTTCTCTATT | GGCCAGTTTGATCCCAGTATT 95
VIMENTIN 13 TACAGGAAGCTGCTGGAAGG ACCAGAGGGAGTGAATCCAG 104
YWHAZ 30 GATCCCCAATGCTTCACAAG TGCTTGTTGTGACTGATCGAC 130
ZEB1 3 GGGAGGAGCAGTGAAAGAGA TTTCTTGCCCTTCCTTTCTG 70
B-ACTIN 64 CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG 97
5.3 Westernblot

Zum Nachweis von Proteinen wurden Westernblots basierend auf der Tank-Blotting
Technik im “Protein Blotting Guide” und einem Mini Trans-Blot Cell Blotter von Bio-
Rad Laboratories durchgefthrt. Dazu wurden die Proteinkonzentrationen von Whole
Cell Lysates durch DC Protein Assay Kits (Bio-Rad Laboratories, Katalognummer:
500-0111) bestimmt. Je 50ug eines Proteinlysates beziehungsweise 5ul des Pa-
geRuler™ Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific, Katalognum-
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mer: 26619) wurden in 10%-Polyacrylamidgelen aufgetrennt. Diese aufgetrennten
Proteine wurden auf Immun-Blot-PVDF-Membranen 0,2um (Bio-Rad Laboratories,
Katalognummer: 162-0177) transferiert. Danach wurden diese Membranen mittels
5% (w/v) Blotting Grade Blocker, Non-Fat Dry Milk (Bio-Rad Laboratories, Katalog-
nummer: 170-6404) in Puffer blockiert. Der Primarantikdrper mouse-anti-human
BMI1 (AbD SeroTec, Klonnummer: MCA3993Z7) wurde in einer 1:1.000 Verdinnung
Uber Nacht eingesetzt, der Sekundarantikérper rabbit-anti-mouse IgG (Thermo Sci-
entific, Katalognummer: 31452) in einer 1:10.000 Verdiinnung fir zwei Stunden. Als
Referenz wurde mouse-anti-B-actin Antikdrper (Sigma-Aldrich, Katalognummer:
A5441) in einer 1:1.000 Verdiinnung fir 30 Minuten und der bereits beschriebene
Sekundarantikérper 1:10.000 fir 30 Minuten eingesetzt. AnschlieBende Detektionen
wurden mittels Amersham ECL™ Prime Western Blot Reagents (GE Healthcare, Ka-
talognummer: RPN2232SK) und Amersham Hyperfilm™ ECL (GE Healthcare, Kata-
lognummer: 28906835) nach Gebrauchsanleitung des Herstellers durchgefihrt. Ab-
schlieBend wurden auf den Filmen sichtbare Banden gescannt und densitometrisch
vermessen. Diese Messwerte wurden auf B-ACTIN normiert.

5.4 RNA-interference mittels lentiviraler Transduktion

FUr eine Reduktion der BMI1-Expression in kolorektalen Tumorzelllinien wurde ein
Satz von finf RNAi MISSION® - Lentiviral Transduction Particles von Sigma-Aldrich
verwendet, der fir BMI1-spezifische shRNAs kodierte (TRCNO0000020155,
TRCNO0000020156, TRCN0000020157, TRCNO0000-20158 und TRCN0000229418).
Als Kontrolle wurden Control Transduction Particles mit eGFP-spezifischer shRNA
(SHCO005V) eingesetzt. Vor den Infektionen wurde dem Kulturmedium Polybren
(Sigma-Aldrich, Katalognummer: 107689) mit einer Endkonzentration von 8ug/ml
zugegeben. Die Tumorzellen wurden mit einer MOI von finf infiziert. Nach zwei Ta-
gen wurden die Tumorzellen passagiert und auf eine in den Transduction Particles
kodierten Puromycin-Resistenz hin selektiert. Puromycin Dihydrochloride (Calbio-
chem - Merck Chemicals, Katalognummer: 540 411) wurde in folgenden Endkonzent-
rationen eingesetzt: COLO320-3,0ug/ml, DLD1-1,0ug/ml, RKO-1,0ug/ml, coCSC-
AS3-10,0pg/ml und coCSC-AS4-10,0ug/ml.
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5.5 Zellzyklusanalysen und Wachstumskinetiken

Um Zellzyklus-Phasen (G1, S und G2/M) innerhalb kolorektaler Tumorzelllinien iden-
tifizieren zu kénnen, wurde deren DNA-Gehalt mittels Pl-Farbung untersucht. Dazu
wurden Tumorzellen nach dem Protokoll “Analysis of Cellular DNA Content by Flow
Cytometry*” (Darzynkiewicz and Huang, 2004) analysiert. Messungen wurden am Ac-
curi C6 flow cytometer von Becton, Dickinson and Company durchgefihrt und mit
Hilfe einer zugehdrigen C-Flow Plus Software ausgewertet. Im daraus resultierenden
DNA-Histogramm markiert das Minimum zwischen sub-G1 Peak und G1 Peak die
Grenze zu apoptotischen Zellen und wurde dazu genutzt, sich in Apoptose befinden-
de Populationsanteile prozentual zu bestimmen. Da aus den Zellzyklusanalysen in
der Durchflusszytometrie bereits die exakten Zellzahlen der eingesetzten Proben
hervorgehen, wurde diese Tatsache genutzt, um simultan zellspezifische Wachs-
tumskinetiken zu bestimmen. Dazu wurde in der experimentellen Planung und Um-
setzung das exakte Verhéltnis von Volumina und Tumorzellen berlcksichtigt. Veran-
derungen sowohl im Zellzyklus als auch in der Zellzahl wurden Uber einen Zeitraum
von drei bis acht Tagen mittels mehrerer Messungen verfolgt. Fir eine statistische
Auswertung der Ergebnisse wurde in Triplikaten gearbeitet.

5.6 Migration in Wundheilungsexperimenten

Um die Migrationsfahigkeit kolorektaler Tumorzellen zu bestimmen, wurde das Zu-
sammenwachsen zweier geometrisch-definierter Zellmonolayer untersucht. Die defi-
nierten Spalten zwischen den Monolayern konnten durch den Einsatz von Culture-
Inserts (ibidi GmbH, Katalognummer: 80206) nach Protokoll des Herstellers gewéhr-
leistet werden. Dazu wurden Zellen auf eine Konzentration von 7-8x10° Zellen pro ml
Kulturmedium eingestellt und jeweils 70ul pro Vertiefung eines Culture-Inserts aus-
gesat. Fur eine statistische Auswertung der Ergebnisse wurde in Quadruplikaten ge-
arbeitet. Nach der Zellanheftung (durchschnittlich 24 Stunden) wurden die Culture-
Inserts entfernt und das Kulturmedium gewechselt, um Zellen in Suspension zu ent-
fernen. Das Zusammenwachsen zweier geometrisch-definierter Zellmonolayer wurde
fotografisch dokumentiert und anschlieBend mittels der ImageJ-Software vom NIH

ausgewertet.
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5.7 Invasion in Transwell-Assays

Far Invasionsexperimente wurde die Fahigkeit kolorektaler Tumorzellen, eine ECM-
simulierende Schicht zu durchdringen, getestet. Dazu wurden ThinCert™ cell culture
inserts mit 8 um PorengréBe (Greiner Bio-One GmbH, Katalognummer: 662 638)
nach Anleitung des Herstellers und in Verbindung mit 24-Napf-Platten (Corning Life
Sciences) verwendet. Zuerst wurden die ThinCerts mit je 100ul Matrigel™ (BD
Biosciences, Katalognummer: 356234) in einer Endkonzentration von 0,5 mg/ml be-
schichtet. Fir eine statistische Auswertung der Ergebnisse wurde in Quadruplikaten
gearbeitet. Auf diese Matrigel™-Schichten wurden Zellsuspensionen aus je 100.000
Zellen in 200l Medium (ohne FBS) gegeben. In 24-Napf-Platten wurden 500ul Me-
dium erganzt durch 20% (v/v) FBS pro Napf vorgelegt. Die vorbereiteten ThinCerts
wurden in die gefullten Napfe Gberfihrt. Daraufhin migrierten die kolorektalen Tumor-
zellen in den ThinCerts in Richtung des chemischen Lockstoffs FBS und damit durch
die Matrigel™-Schicht. Nach etwa drei Tagen Inkubation wurden die ThinCerts ent-
nommen und das Medium aus der Kammer entfernt. Invasive Tumorzellen wurden
auf dem ThinCert-Filter fir zehn Minuten in Methanol (100%) fixiert. Danach wurden
die fixierten Tumorzellen fir zehn Minuten in 0,1% (w/v) Kristallviolett (gelést in 20%
Methanol) gefarbt. AnschlieBend wurden die ThinCerts mehrfach mit destilliertem
Wasser gewaschen. Von der zellbehafteten Membran wurden Fotografien angefertigt
und die gefarbten Zellen mittels ImagedJ-Software vom NIH ausgezahlt.

5.8 Kolonisationsfahigkeit in Methylzellulose-Assays

Zur Bestimmung des Transformationsstatus kolorektaler Tumorzelllinien wurde das
anchorage-independend Zellwachstum mittels Methylzellulose-Assays untersucht.
Dazu wurden Zellsuspensionen aus 500 Zellen pro ml Kulturmedium mit 0,01% (w/v)
Methocel (Sigma-Aldrich, Katalognummer: 64632) hergestellt. Je 1ml Zellsuspension
wurde pro Petrischale 35mm Durchmesser (Greiner Bio-One GmbH, Katalognum-
mer: 627 161) ausgesat. Fir die statistische Auswertung wurde in Quadruplikaten
gearbeitet. Nach circa zehn bis vierzehn Tagen Inkubationszeit wurden makroskopi-
sche Kolonien sichtbar. Um lebende Kolonien anzufarben, wurden pro Petrischale
200ul von einer 1mg/ml konzentrierter Thiazolyl Blue Tetrazolium Blue (MTT) Lésung
(Sigma-Aldrich, Katalognummer: M5655) zugegeben und Uber Nacht inkubiert. Le-
bende Zellen verstoffwechselten die gelbe MTT-Lésung zu dunkelblauem MTT-
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Formazan. Die Petrischalen wurden fotografiert und blaugefarbte lebende Kolonien
mit Hilfe der ImageJ-Software vom NIH ausgezahilt.

5.9 CD26-Immunfluoreszenzfarbungen

Zur Bestimmung des Oberflachenmarkers CD26 auf kolorektalen Tumorzellen wur-
den Immunfluoreszenzfarbungen mittels des CD26-PE (human) Antikérpers (Miltenyi
Biotec GmbH, Katalognummer: 130-093-440) nach Protokoll des Herstellers durch-
geflhrt. FOr die statistische Auswertung wurde in Triplikaten gearbeitet. Dazu wurde
ein Accuri C6 flow cytometer von Becton, Dickinson and Company eingesetzt. Aus-
wertungen erfolgten an einer zugehdérigen C-Flow Plus Software.

5.10 ALDH-AKktivitat und FACS (ALDEFLUOR™-Kit)

Zur Quantifizierung von ALDH-Aktivitat in lebenden Tumorzellen wurden ALDEFLU-
OR™ Kits (Stemmcell Technologies Inc., Katalognummer: 01700) nach Protokoll des
Herstellers eingesetzt. Dieses Protokoll wurde fir den Nachweis kolorektaler prima-
rer CSCs auf eine Zellkonzentration von 2x10° Zellen sowie 30 Minuten Inkubations-
zeit optimiert. FUr die statistische Auswertung wurde in Quadruplikaten gearbeitet.
Dabei basiert das ALDEFLUOR™ Kit auf der ALDH-Aktivitat von lebenden Zellen,
deshalb wurden tote Tumorzellen direkt vor der Messung mit Hilfe von 1pg/ml P/ So-
lution (Sigma-Aldrich, Katalognummer: P4864) markiert. Messungen erfolgten an
einem Accuri C6 flow cytometer von Becton, Dickinson and Company nach Anleitung
des ALDEFLUOR™ Kits. Fir Auswertungen wurde eine zugehérige C-Flow Plus
Software verwendet und Pl-positive Zellen aus den Ergebnissen herausgenommen.
Um ALDH-positive von ALDH-negativen Tumorzellen flr weitere funktionelle Un-
tersuchungen zu trennen, wurde eine Sortierung der im ALDEFLUOR™ Kit markier-
ten Tumorzellen mittels FACS-Technik durchgefihrt. Dies erfolgte in einer Koopera-
tion mit der “Flow Cytometry Core Unit* der TUM unter Leitung von Herrn Dr.
Matthias Schiemann. Daflir wurde ein FACS Aria Cell Sorter von Becton, Dickinson
and Company verwendet. Da kolorektale Tumorzellpopulationen eine sehr heteroge-
ne ALDH Aktivitat zeigen, wurden jeweils die 5% einer Gesamtpopulation mit der

hdchsten ALDH-Aktivitat sowie ALDH-negative Tumorzellen heraussortiert.
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5.11 TCF-Reporter-Assay (TOP-flash)

Zur Bestimmung eines aktivierten Wnt-Signalweges wurden kolorektale Tumorzellli-
nien mit Luciferasereporter-Plasmiden transfiziert. Diese Transfektionen wurden mit
Hilfe des Fugene6 Transfection Reagents (Roche Applied Science, Katalognummer:
1814443) nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt. Dazu wurden phRL-TK TBE
mut mit Super 8x TOPFlash (Addgene-Plasmid: 12456) verwendet und als FOP-
Flash Kontrolle phRL-TK TBE mut mit Super 8x FOPFlash (Addgene-Plasmid
12457). Es wurden je 2,4ug Firefly-Luciferase Plasmide mit 0,8ug Renilla-Luciferase
Plasmide gemischt und im Verhéltnis 1:4 mit Fugene6 Transfection Reagent einge-
setzt. FUr eine statistische Auswertung der Ergebnisse wurde in Quadruplikaten ge-
arbeitet. Nach 72 Stunden Inkubationszeit wurden Luciferaseaktivitaten mittels Dual-
Luciferase® Reporter Assay Systems (Promega Corporation, Katalognummer:
E1910) nach Anleitung des Herstellers detektiert. Fir diese Messungen wurde ein
Orion Il Microplate Luminometer von Berthold Detection Systems verwendet und
TOP-Flash Messwerte auf FOP-Flash Messwerte normiert.

5.12 Immunhistochemie

FOr immunhistochemische Farbungen wurden 2um dicke Schnitte von FFPE-
Tumorgewebe eingesetzt. Die Farbungen erfolgten mittels ultraView Universal DAB
Detection Kits auf einem BenchMark XT automated slide preparation system von
Ventana Medical Systems Inc. (Roche Diagnostic). Dazu wurden anti-CDX2 (BioGe-
nex, Klon: CDX2-88, Verdinnung: 1:200), anti-KRT7 (Progen, Klon: Ks7.18, Verdin-
nung: 1:200) und anti-KRT20 (Progen, Klon: IT-Ks 20.8, Verdlinnung: 1:300) einge-
setzt. Zur histopathologischen Klassifizierung des Tumorgewebes wurde zusatzlich je
ein HE-Schnitt angefertigt. Herr Dr. Dr. med. Jens Neumann (Facharzt fir Patholo-
gie) erstellte die Befunde zu den IHC-Ergebnissen.

5.13 Pyrosequenzierung (hotspot mutation regions)

Die Gene BRAF, KRAS und NRAS besitzen hotspot mutation regions, die durch be-
kannte Pyrosequenzierungs-Techniken im Hinblick auf DNA-Mutationen analysiert
wurden (Ogino et al., 2005, Poehlmann et al., 2007)). Dazu wurden PyroMark Gold
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Q24 Reagents (Qiagen, Katalognummer: 970802) und ein PyroMark Q24 von Qiagen
sowie Primer (TAB. 6) nach Anleitung des Herstellers eingesetzt. Pyrosequenzie-
rungsergebnisse wurden mittels der PyroMark Q24 Software (Qiagen) ausgewertet.

TABELLE 6: PRIMER FUR PYROSEQUENZIERUNG (nach (Ogino et al., 2005;
Poehlmann et al., 2007))

Genname Primer Primersequenz
forward BIO-CAGTGGGACAAAGAATTGGATCTG
BRAF_Exonl1l reverse CCATGCCACTTTCCCTTGTAGA

sequencing | ACTTTCCCTTGTAGACTGT

forward TGAAGACCTCACAGTAAAAATAGG
BRAF_Exon15 reverse BIO-TCCAGACAACTGTTCAAACTGAT
sequencing | GTAAAAATAGGTGATTTTGG

forward NNNGGCCTGCTGAAAATGACTGAA
KRAS_Codon12 reverse BIO-TTAGCTGTATCGTCAAGGCACTCT
sequencing | TGTGGTAGTTGGAGCT

forward BIO-TGACTGAATATAAACTTGTGGTAGTTG
KRAS_Codon13 reverse TCGTCCACAAAATGATTCTGA
sequencing | GCACTCTTGCCTACG

forward CTTGCTGGTGTGAAATGACTGAG
NRAS_Exon3 reverse BIO-TGGATTGTCAGTGCGCTTTT
sequencing | TGGTGGTGGTTGGAG

forward GAAGGATATGGGTTATAGAT
CIMP_CAGNAG1 reverse BIO-CTACTTAAACCAAAACAACC
sequencing | GAAGGATATGGGTTATAGAT

forward gGGATAGTTGGGATAGTT
CIMP_MGMT reverse BIO-ATTTGGTGAGTGTTTGGG
sequencing | GGATATGTTGGGATAGT

forward GGTATTTTTGTTTTTATTGGTT
CIMP_MLH1 reverse BIO-ACTCTATAAATTACTAAATCTCTT
sequencing | AAAAAAGAATTAATAGGAA

forward TTTTGAGTTAGGTGTGGGATATA
CIMP_LINE1 reverse BIO-AAAATCAAAAAATTCCCTTTC
sequencing | AGTTAGGTGTGGGATATAGT

forward GGGTAGTAYGGAGTAGAGGAAGTTGG
CIMP_RUNX reverse BIO-ACCTCCCTCCCCRACCTTCC
sequencing | GTGGTTAGTTAGTAAGTTTATTAT

forward GTGGGTATTTTTTITGGTG
CIMP_SOCS1 reverse BIO-ACTACCATCCAAATAAAAAC
sequencing | TGGGTATTTTTTTGGTG

BIO — Biotin Label am 5'-Primerende
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5.14 Sanger-Sequenzierung

Zum Nachweis von DNA-Mutationen im APC-, AXIN- und CTNNB1-Gen wurden be-
schriebene Sanger-Sequenzierungstechniken eingesetzt (Scheel et al., 2010). Fr
APC wurden zwei MCRs beschrieben, die erste von ¢.2237 bis ¢.2859 (Huang et al.,
1996) die zweite von ¢.3887 bis ¢.4848 (Bienz, 2002). Dabei wird die erste MCR mit-
tels Oberlappender Fragmente der Primersequenzen APC-I bis APC-IV abgedeckt
und die zweite MCR Uber APC-1 bis APC-5. Fir Axin und CTNNB1 wurden keine
Uberlappenden Primer verwendet (TAB. 7). Sequenzierungen wurden mittels Gene-
Scan™ - 500 LIZ® Size Standards (Life Technologies, Katalognummer: 4322682)
und einem 3130 Genetic Analyzer von Applied Biosystems (Life Technologies) nach
Angaben des Herstellers durchgefihrt. Sequenzierungsergebnisse wurden mit Hilfe
der GeneMapper® Software von Applied Biosystems (Life Technologies) ausgewer-
tet.

TABELLE 7: PRIMER FUR SANGER-SEQUENZIERUNG (nach (Scheel et al., 2010))

Genname PCR Primer |Primersequenz
o forward | GCTCAAGCTTGCCATCTCTT
uter
reverse | TGAAGAGGAGCTGGGTAACA
APC.I N q forward | GTAAAACGACGGCCAGTGCTCAAGCTTGCCATCTCTTCATG
- este
reverse | TAATACGACTCACTATAGGTGAAGAGGAGCTGGGTAACACTGT
forward | GTAAAACGACGGCCAGT
Sequencing
reverse | TAATACGACTCACTATAGG
o forward | CTGGCAACATGACTGTCCTT
uter
reverse | TGAGAGGTATGAATGGCTGACA
APCI N q forward | GTAAAACGACGGCCAGTCTGGCAACATGACTGTCCTTTCAC
- este
reverse | TAATACGACTCACTATAGGTGAGAGGTATGAATGGCTGACACTT
forward | GTAAAACGACGGCCAGT
Sequencing
reverse | TAATACGACTCACTATAGG
o forward | TTTGCAGATCTCCACCACTG
uter
reverse | TTTGGCATAAGGCATAGAACA
APCII N q forward | GTAAAACGACGGCCAGTTTTGCAGATCTCCACCACTGCAG
- este
reverse | TAATACGACTCACTATAGGTTTGGCATAAGGCATAGAACATGTCCTA
forward | GTAAAACGACGGCCAGT
Sequencing
reverse | TAATACGACTCACTATAGG
o forward | AAGAAGCTCTGCTGCCCATA
uter
reverse | TAGGTCGGCTGGGTATTGAC
forward | GTAAAACGACGGCCAGTAAGAAGCTCTGCTGCCCATACACA
APC-IV Nested
reverse | TAATACGACTCACTATAGGTAGGTCGGCTGGGTATTGACCATA
forward | GTAAAACGACGGCCAGT
Sequencing
reverse | TAATACGACTCACTATAGG
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o forward | CAGATTCTGCTAATACCCTGC
uter
reverse | CTAAACATGAGTGGGGTCTC
forward | CAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAG
APC-1 Nested
reverse | CTAAACATGAGTGGGGTCTCCTGAAC
forward | CAGATTCTGCTAATACCCTGCAAATAGCAGAAAT
Sequencing
reverse | TAAACATGAGTGGGGTCTCCTGAACATAG
o forward | CTTCAGGAGCGAAATCTCC
uter
reverse | AGGTGGTGGAGGTGTTTTAC
forward | TTCAGGAGCGAAATCTCCCTCC
APC-2 Nested
reverse | AGGTGGTGGAGGTGTTTTACTTC
forward | CAGGAGCGAAATCTCCCTCCAAAAG
Sequencing
reverse | AGGTGGTGGAGGTGTTTTACTTCTGCT
o forward | CCCAGTGATCTTCCAGATAG
uter
reverse | CAAGAAAATCCATCTGGAGTAC
forward | CCCAGTGATCTTCCAGATAGCCC
APC-3 Nested
reverse | CAAGAAAATCCATCTGGAGTACTTTCCG
forward | CAGTGATCTTCCAGATAGCCCTGGA
Sequencing
reverse | AAGAAAATCCATCTGGAGTACTTTCCGTGG
o forward | GGTTCTTCCAGATGCTGATAC
uter
reverse | TAATAGGTCCTTTTCAGAATCAATAG
forward | GGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTAC
APC-4 Nested
reverse | TAATAGGTCCTTTTCAGAATCAATAGTTTTTTCTG
forward | GGTTCTTCCAGATGCTGATACTTTATTACATT
Sequencing
reverse | TAATAGGTCCTTTTCAGAATCAATAGTTTTTTCTGCCT
o forward | CAGAATCAGAGCAGCCTAAAG
uter
reverse | TTTGTACACAGGCAGCTGAC
forward | CAGAATCAGAGCAGCCTAAAGAATC
APC-5 Nested
reverse | TTTGTACACAGGCAGCTGACTTG
forward | CAGAATCAGAGCAGCCTAAAGAATCAAATG
Sequencing
reverse | TTTGTACACAGGCAGCTGACTTGGTTTC
o forward | CCTACCCCTTGGAGTCTGC
uter
reverse | GGACCCTTCACTTCCACTCA
forward | GTAAAACGACGGCCAGTCCTACCCCTTGGAGTCTGC
AXIN2 Nested
reverse | TAATACGACTCACTATAGGGCCTCAACCTAGGACCCTTC
forward | GTAAAACGACGGCCAGT
Sequencing
reverse | TAATACGACTCACTATAGG
o forward | CTGACTTTCAGTAAGGCAATG
uter
reverse | TAATACTCTTACCAGCTACTTG
forward | GTAAAACGACGGCCAGTGCCAATCTACTAATGCTAATACT
CTNNB1 Nested
reverse | TAATACGACTCACTATAGGTAATACTCTTACCAGCTACTTG
forward | GTAAAACGACGGCCAGT
Sequencing
reverse | TAATACGACTCACTATAGG
forward | FAM-TCGCCTCCAAGAATGTAAGT
MSI_BAT25 Sequencing
reverse | TCTGCATTTTAACTATGGCTC
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forward | TET-TGACTACTTTTGACTTCAGCC

MSI_BAT26
reverse | AACCATTCAACATTTTTAACCC

Sequencing

FAM — 6-Carboxyfluorescein Label am 5'-Primerende
TET — 6-carboxy-1,4-dichloro-2’,7’-dichloro-fluorescein Label am 5'-Primerende

5.15 In vitro Ausformung von Spharoiden

Untersuchungen zur Ausformungskapazitat von Spharoiden in kolorektalen Primar-
Tumorzelllinien erfolgten im Einklang mit bereits beschriebenen Arbeiten (Ricci-
Vitiani et al., 2007; Todaro et al., 2007). Um CSC-Frequenzen innerhalb der Tumor-
zelllinien zu bestimmen, wurden Extreme Limiting Dilution Analysis (ELDA)genutzt.
Dazu wurden Verdinnungsreihen aus Einzelzellen (1, 10, 100, 500, 1.000, 5.000 und
10.000 Zellen pro Napf) in 96-Napf Platten eingesetzt und unter nicht adharenten
Kulturbedingungen inkubiert. FUr eine statistische Auswertung der Ergebnisse wurde
in Quadruplikaten gearbeitet. Nach etwa sechs bis neun Tagen wurde die
Spharoidbildung fotografisch dokumentiert und die CSC-Frequenzen mittels der onli-
ne ELDA-Software des WEHI (Walter and Eliza Hall institute) bestimmt.

5.16 Tumorigenitat in NOD/SCID-Mausen

Zur Bestimmung der Tumorigenitat von kolorektalen Primé&r-Tumorzelllinien wurde
deren Wachstum als Xeno-Transplantate in immundefizienten Mausen untersucht
(O'Brien et al., 2007; Todaro et al., 2007; Ricci-Vitiani et al., 2007; Dalerba et al.,
2007). Um dabei die CSC-Frequenzen der Priméar-Tumorzelllinien zu bestimmen,
wurden Verdinnungsreihen (12.500, 25.000, 50.000, 100.000 und 200.000 Zellen
pro Injektion) generiert. Um diese Zellsuspensionen einerseits am Injektionsort zu
fixieren und um andererseits eine komplexe extrazellulare Umgebung zu prasentie-
ren, wurde Matrigel™ (BD Biosciences, Katalognummer: 356234) eingesetzt. Jeder
Verdinnungsschritt wurde zu gleichen Teilen mit Matrigel™ gemischt. Fir eine sta-
tistische Auswertung der Tierversuche wurde in Gruppen zu sechs Tieren gearbeitet.
Vor den Injektionen wurden weibliche NOD/SCID-Mause im Alter von sechs bis neun
Wochen mittels Inhalations-Narkose (Isofloran) betaubt. Die Injektionen wurden sub-
kutan in die dorsalen Flanken der Tiere gesetzt. In Abhangigkeit von der Wachs-
tumsgeschwindigkeit der verwendeten Primar-Tumorzelllinie konnten die Versuche

nach circa funf bis neun Wochen beendet werden. Dabei bestimmte das schnellere
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Tumorwachstum in den Kontrollgruppen verglichen mit den Versuchsgruppen (BMI1-
Knockdown) den Abbruchzeitpunkt. Dazu wurde die Tumorigenitéat der injizierten Xe-
no-Transplantate Uberprift und die entstandenen Tumore entnommen. Diese Tumo-
re wurden gewogen, fotografisch dokumentiert und als FFPE-Gewebe konserviert.
Die CSC-Frequenz der eingesetzten Primar-Tumorzelllinien wurde mit Hilfe der onli-

ne Software des WEHI bestimmt.

5.17 Metastasierung in NOD/SCID-Mausen

Zur Bestimmung der Metastasierungsfahigkeit von kolorektalen Tumorzellen wurden
die Versuche wie beschrieben durchgefiihrt (Jackstadt et al., 2013). In diesem Meta-
stasenmodell wurden Injektionen in die Schwanzvene von immundefizienten Mausen
eingesetzt, um eine Metastasenbildung in den Lungen zu untersuchen. Die experi-
mentelle Umsetzung erfolgte in Kooperation mit Rene Jackstadt, Arbeitsgruppe ,Ex-
perimentelle und Molekulare Pathologie“ (Prof. Dr. Heiko Hermeking) des Pathologi-
schen Instituts der LMU. Aufgrund seiner Erfahrung mit diesem Metastasenmodell
wurden die Experimente maBgeblich von ihm durchgefihrt. Fir die Experimente
wurde die kolorektale Tumorzelllinie SW620-luc eingesetzt, die konstitutiv Luciferase
exprimiert, sodass diese mit Hilfe eines in vivo imaging Systems im lebenden Tier
nachgewiesen werden kann. Diese Zelllinie wurde von Prof. Dr. Heiko Hermeking zur
Verfliigung gestellt. In den Versuchen wurden weibliche NOD/SCID-Méause im Alter
von sechs bis neun Wochen eingesetzt. Fir eine statistische Auswertung der Tier-
versuche wurde in Gruppen zu acht Tieren gearbeitet. Nach circa neun Wochen
konnten die Versuche beendet werden. Dazu wurde die mittels Biolumineszenz auf-
gezeichnete Metastenbildung in den Lungen Uberprift sowie die Lungen enthom-
men, fotografiert und als FFPE-Gewebe konserviert.

5.18 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden in Multiplikaten durchgefihrt, aus denen der Mittelwert und
die Standardabweichung berechnet wurden. Dabei ermdglichten Referenzmessun-
gen die Normierung der Messwerte. Unterschiede zwischen Messwerten zweier Ver-
suchsgruppen wurden, unter Annahme einer Normalverteilung, mittels eines zweisei-

tigen t-Tests auf statistische Signifikanz getestet. Dabei wurde das maximal zuléassi-
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ge Signifikanzniveau auf a=0,05 festgelegt. Damit betragt die Wahrscheinlichkeit,
Unterschiede korrekt als signifikant zu bestatigen, mindestens 95%.
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7. Anhang

7.1 Eidesstattliche Versicherung

Ich erklare hiermit an Eides statt, dass ich die vorliegende Dissertation mit dem The-
ma ,Die Bedeutung von BMI1 beim Cancer-Stem-Cell-Phanotyp kolorektaler Krebs-
zellen“ selbstandig verfasst, mich auBer der angegebenen keiner weiteren Hilfsmittel
bedient und alle Erkenntnisse, die aus dem Schrifttum ganz oder annahernd Uber-
nommen sind, als solche kenntlich gemacht und nach ihrer Herkunft unter Bezeich-

nung der Fundstelle einzeln nachgewiesen habe.

Ich erklare des Weiteren, dass die hier vorgelegte Dissertation nicht in gleicher oder
in ahnlicher Form bei einer anderen Stelle zur Erlangung eines akademischen Gra-

des eingereicht wurde.

Ort, Datum Unterschrift Doktorand
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