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1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Epidemiologische Uberlegungen

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eine maligne Erkrankung, die trotz intensiver
Forschungsbemiihungen der vergangenen Jahrzehnte eine erhebliche Krankheitslast darstellt,
gepragt durch hohe Mortalitdt und Pravalenz. Weltweit steht das KRK an zweiter Stelle der
krebsassoziierten Todesfélle [1]. Allein in den USA werden fiir das Jahr 2025 Gber 154.000
Neuerkrankungen und Uber 52.000 Todesfalle erwartet [2]. Diese Herausforderung spiegelt
sich auch auf globaler Ebene mit einer aktuellen geschatzten Jahresinzidenz von ca. 1,9
Millionen Neuerkrankungen und knapp 0,9 Millionen Todesfdllen wider [1,3,4]. Auch in
Zukunft wird dieser Trend durch ungebrochen steigende Fallzahlen gekennzeichnet sein. So
prognostizieren Morgan et al. zwischen 2020 und 2040 einen Inzidenzanstieg um 63 % [3].
Wahrend vor allem soziodkonomisch starkere Liander eine stagnierende bis fallende
Entwicklung bezlglich Inzidenz und Mortalitat alterer Patientengruppen aufweisen, steigen
insbesondere in strukturell schwacheren Regionen diese Kennzahlen jedoch in den letzten
Jahrzehnten an [5]. AuBerdem ist eine zunehmende Inzidenz des early-onset' KRK zu
verzeichnen. Hierbei handelt es sich definitionsgemall um ein kolorektales Karzinom, welches
sich vor dem 50. Lebensjahr manifestiert [1]. Der Anteil der Patienten? unter 55 Jahren mit
diagnostiziertem KRK stieg von 11 % im Jahr 1995 auf 20 % im Jahr 2019 [6]. Dies ist vermutlich
auf eine erhdhte Exposition gegenliber diversen Risikofaktoren sowie auf ein vermindertes
protektives Verhalten in dieser jlingeren Bevolkerungsgruppe zurlickzufiihren [1].
Insbesondere mangelnde korperliche Aktivitat, ein unglinstiges Erndhrungsverhalten und die
zunehmende Pravalenz von Adipositas im Rahmen eines metabolischen Syndroms werden
hiermit in Verbindung gebracht [2,6—8]. Neben der zunehmenden Bedeutung des early-onset
KRK zeigt sich seit etwa 2010 eine Tendenz hin zu einer Diagnosestellung in
fortgeschritteneren Stadien, was mit einer herausfordernden Therapie einhergeht [9].

Diese epidemiologischen Beobachtungen verdeutlichen die Notwendigkeit, neben

primarpraventiven MaRBnahmen neuartige Therapieansatze sowie effizientere und einfach

L Fiir etablierte Fachbegriffe wird ebenso wie fiir die Bezeichnungen von Genen der englische Begriff
beibehalten.

2 |n dieser Arbeit wird zur besseren Leserlichkeit das generische Maskulin verwendet. Sofern nicht explizit
erwahnt, werden hiermit samtliche Geschlechter angesprochen.



anwendbare Screening-Methoden zu etablieren [6]. Meester et al. prognostizieren, dass durch
regelmafige Vorsorgeuntersuchungen bei 80 % der lber 50-Jdhrigen allein in den USA

innerhalb von 20 Jahren bis zu 200.000 Todesfalle verhindert werden kénnten [10].

1.1.2 Pathogenese und Atiologie

Beim KRK liegt histologisch in tiber 90 % der Falle ein Adenokarzinom vor, das vom intestinalen
Epithel ausgeht [11,12]. Verglichen mit anderen Organen ist der Verdauungstrakt relativ
anfallig fliir maligne Entartung, da die rasche Epithelerneuerung alle 3-5 Tage durch haufige
Zellteilung zahlreiche Gelegenheiten fiir die Einflihrung onkogener Mutationen bietet [13].
Weitere Tumoren des Kolons und Rektums umfassen Siegelringkarzinome, Sarkome,
neuroendokrine Tumoren, Plattenepithelkarzinome sowie Lymphome [11]. In dieser Arbeit

liegt der Fokus auf dem haufigsten Subtyp, dem Adenokarzinom.
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Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz und Risikofaktoren des KRK. Die Entwicklung des KRK erfolgt
typischerweise liber mehrere Jahre hinweg aus gesundem Epithel Giber benigne Adenome und prakanzerése
Lasionen. Im Laufe der Karzinogenese kommt es durch diverse genetische sowie epigenetische Mutationen zur
Repression von Tumorsuppressorproteinen. Die Entstehung des KRK wird durch zahlreiche Risikofaktoren
beglinstigt. Diese Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.

Krebs entsteht durch die Transformation gesunder Zellen in atypische, maligne Zellen. Diese
sind durch ungehemmte Proliferation, Gewebeinvasion und metastatische Absiedlungen
gekennzeichnet [14]. Der Ubergang zu atypischen Zellen wird als Karzinogenese bezeichnet
und durch Schadigung zellularer DNA initiiert [11]. Genetische und epigenetische
Veranderungen spielen hierbei eine zentrale Rolle, indem sie Onkogene verstarkt aktivieren
und Tumorsuppressorgene deaktivieren, was zu einem unregulierten Zellzyklus und

verringerter Apoptose maligner Zellen flihrt [14,15]. Auf die Einfiihrung von Mutationen folgt



die Proliferation und schlieBlich die Metastasierung von Krebszellen [11]. Der
Entartungsprozess von gesundem Gewebe hin zum KRK fiihrt Uber prakanzerose
Zwischenstufen wie Adenome hin zum invasiven Adenokarzinom, was in einem Zeitraum von
10-15 Jahren geschieht [16,17]. Wahrend dieses Zeitraums akkumulieren entsprechend der
multiple-hit These verschiedene genetische und epigenetische Mutationen und fiihren so
letztlich zur Entwicklung eines malignen Tumors [11,18]. Das KRK weist die typischen
Charakteristika von Malignomen auf, wie durch Hanahan & Weinberg beschrieben: konstante
Proliferationsreize, Invasivitat, permanente Replikationsfahigkeit, verstarkte Angiogenese,
Resistenz gegeniber Zelltod, tumorsuppressiven Einflliissen und Immunreaktion sowie ein
veranderter zelluldrer Energiemetabolismus [19].

Neben der histologischen Klassifizierung lasst sich das KRK anhand der molekularen
Pathomechanismen einteilen, die wahrend der Tumorgenese ablaufen [11]. Hierbei handelt
es sich um chromosomale Instabilitat (CIN), fehlerhafte Mismatch-Reparatur (MMR) sowie
den CpG-island methylator phenotype (CIMP) [17]. Diese Prozesse sind jedoch nicht als strikt
voneinander getrennte Konstrukte zu verstehen, sondern besitzen oftmals Uberlappungen
und treten in Mischformen auf [11].

Der CIN-Signalweg wird durch das Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz beschrieben und
spielt eine zentrale Rolle bei ca. 80 % aller KRK-Erkrankungen [20]. Hierbei wird durch
genetische Mutationen die Balance zwischen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen
gestort. Oftmals beginnt dieser Prozess mit einer Mutation des APC-Gens [11,17]. Unter
physiologischen Bedingungen dient es als Tumorsuppressorprotein, indem es durch Bindung
an B-Catenin den Wnt-Signalweg und somit die Zellproliferation reguliert. Ein Funktionsverlust
von APC geht entsprechend mit unkontrollierter Zellproliferation einher [21]. Weiterhin
mutieren wahrend der CIN-Karzinogenese sowohl die Onkogene KRAS & PIK3CA als auch die
Tumorsuppressorgene TGF-B & TP53 [20,22—-24]. Insbesondere TP53 ist in seiner Funktion als
»Wachter des Genoms” fiir die Kontrolle des Zellzyklus bekannt und kann bei Stérungen
tumorproliferativ wirken [22-29]. Durch Mutationen des TGF-B-Signalwegs kénnen entartete
Zellen der Apoptose entgehen und somit ihre Uberlebensfihigkeit steigern [11].

Eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) kann bei Mutationen der Mismatch-Reparatur-Gene
festgestellt werden [17]. Mikrosatelliten sind kurze Sequenzen, die etwa 3% des
menschlichen Genoms ausmachen [11]. Aufgrund der Sequenzwiederholungen innerhalb der

Mikrosatelliten, fiihrt der Verlust einer effizienten Mismatch-Reparatur bevorzugt in diesen
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Regionen zu einer Akkumulation von Mutationen. Der MSI-Status eines Tumors besitzt auch
therapeutische Implikationen: Bei hochgradigem MSI-Status weisen sie ein schlechteres
Ansprechen auf das Chemotherapeutikum 5-FU auf [17,30].

Sporadisch auftretende KRK erwerben eine MSI beispielsweise durch Methylierung des MMR-
Gens MLH1, wie sie unter anderem bei Karzinomen des CIMP auftritt [30]. Der CIMP ist durch
aberrante Hypermethylierung von CpG-Inseln gekennzeichnet. Solche CpG-Inseln befinden
sich bevorzugt in Promotorregionen und besitzen bei Uber 50% der Gene einen
regulatorischen Einfluss auf deren Expression [11,20]. Tumorsuppressorgene werden durch
Hypermethylierung im Rahmen des epigenetischen Gene Silencing herunterreguliert, was zur
Tumorproliferation fuhrt [31,32]. Auf epigenetische DNA-Methylierung wird in Kapitel 1.2
naher eingegangen.

Bei Vorliegen hereditarer Syndrome tritt das KRK teils stark gehauft auf. Solche Syndrome
sollten insbesondere bei Erstdiagnose eines Karzinoms bei jungen Patienten in Betracht
gezogen werden, wenngleich die meisten early-onset Karzinome sporadisch entstehen [9]. Bei
etwa 9,9 % der KRK-Patienten besteht eine Pradisposition in Form genetischer Mutationen.
Das autosomal-dominant vererbbare Lynch-Syndrom (LS) findet sich bei etwa 3 % der
Patienten [33]. Pathophysiologisch konnen hierbei Keimbahnmutationen der MMR-Gene (u.a.
MLH1, MSH2) oder eine Deletion innerhalb von EpCAM vorliegen [33,34]. Da typischerweise
initial nur ein Allel die Mutation tragt, muss fiir den Funktionsverlust des MMR-Systems auch
das zweite Allel geschadigt werden. Dies geschieht in Form eines second hit meist somatisch
durch Mutationen oder epigenetische Methylierung [34,35]. Aufgrund der defizitiren DNA-
Mismatch-Reparatur findet sich bei Tumoren im Rahmen eines LS meist eine MSI. Diese
Eigenschaft kann im Rahmen der Diagnostik bei Verdacht auf einen LS-assoziierten Tumor
eingesetzt werden [34]. Da die Lebenszeitpravalenz fiir die Entwicklung eines KRK beim Lynch
Syndrom je nach Mutation bei bis zu 50 % liegt, wird gemafl} der S3-Leitlinie Kolorektales
Karzinom eine humangenetische Beratung und Diagnostik von Familienangehorigen
empfohlen [36,37].

Neben dem LS gilt auch die familidare adenomatdse Polyposis coli (FAP) als autosomal-
dominant vererbbare Krankheit, welche fir etwa 1% der kolorektalen Karzinome
verantwortlich ist [38]. Bei der FAP kénnen diverse Mutationen innerhalb des APC-Gens
vorliegen, die nach somatischer Mutation des zweiten Allels letztlich einen Funktionsverlust

des Tumorsuppressors zur Folge haben [21,38]. In Folge fihrt die UberschieBende
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Zellproliferation zur Bildung von hunderten Adenomen, die wiederum entarten kdnnen. Die
Schwere dieses Gendefekts wird durch eine Lebenszeitpravalenz von 100 % fur die Entstehung
eines KRK bei unbehandelter FAP verdeutlicht [38]. Aufgrund dieser Prognose ist eine
engmaschige Uberwachung durch Koloskopien indiziert. Derzeit wird eine maoglichst
kontinenzerhaltende Proktokolektomie zur Prophylaxe kolorektaler Karzinome bei FAP
empfohlen [37].

Neben genetischer Pradisposition wird das Risiko fiir die Entwicklung eines sporadischen KRK
durch diverse Faktoren beeinflusst [1,11]. Hierzu zahlt unter anderem das metabolische
Syndrom und die Adipositas, die ab einem BMI>30 mit einer um 41 % erhdhten
Erkrankungswahrscheinlichkeit einhergeht [39]. Ein Erklarungsansatz fir den Zusammenhang
zwischen Ubergewicht und erhéhter KRK-Inzidenz liegt in der vermehrten Freisetzung
proinflammatorischer Mediatoren und Insulin [1]. Oftmals tritt Adipositas zusammen mit
einem Bewegungsmangel auf [40]. RegelmaRige korperliche Aktivitat flihrt hingegen zu einer
Reduktion des relativen Risikos um 30 % bis 50 % [1]. Dieser protektive Effekt fallt bei einem
Uberwiegend sitzenden Lebensstil, wie er in der westlichen Welt zunehmend zu beobachten
ist, weg und flhrt somit zu einer erhohten KRK-Inzidenz [40,41]. Auch nutritive Gewohnheiten
sind fliir die Entwicklung maligner Entartung des Verdauungstrakts von zentraler
Bedeutung [1]. Demnach stellt die vermehrte Zufuhr verarbeiteter, ballaststoffarmer
Lebensmittel einen Risikofaktor dar [42]. Rauchen bewirkt mit einer relativen Risikosteigerung
um 20 % ebenso wie der Alkoholkonsum bereits in geringen Mengen eine erhdhte
Erkrankungsanfalligkeit [43,44]. Bei taglicher Zufuhr von > 4 alkoholischen Getranken erhoht
sich das KRK-Risiko um 52 % [44]. Dieser Effekt wird nach Untersuchungen von Zhou et al.
unter anderem durch Hypermethylierung von CpG-Inseln vermittelt [45].

Zusatzlich zu den genannten modifizierbaren Risikofaktoren konnen weitere nicht
beeinflussbare GréRen identifiziert werden. So geht das mannliche Geschlecht mit einem um
40 % erhohten Risiko einher [1,4]. Auch hoheres Alter, eine positive Familienanamnese,
Zustand nach abdomineller Strahlentherapie, chronisch inflammatorische Darmerkrankungen
sowie die individuelle Zusammensetzung des Mikrobioms gehéren zu den nicht
modifizierbaren EinflussgroBen [1].

Praventive MaBnahmen sowie Programme zur friihzeitigen Detektion prakanzerdser Lasionen

bei der asymptomatischen Bevoélkerung werden in den folgenden Abschnitten erlautert. Sie
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konnen bei konsequenter Umsetzung zu einer signifikanten Reduktion der Mortalitat und

Inzidenz fihren [46].

1.1.3 Diagnostik und Friherkennung

Die klinische Prasentation des kolorektalen Karzinoms hangt malgeblich von der
Tumorlokalisation, Grole sowie dem Metastasierungsstatus ab. Insbesondere in friihen
Stadien treten unspezifische Symptome auf. Plétzliche Anderungen der Stuhlgewohnheiten,
Blutbeimengungen, Anamie und eine allgemeine Leistungsminderung mit moglicher
B-Symptomatik sollten eine weiterflihrende Diagnostik veranlassen. Mit zunehmender
TumorgrofRe kann eine lleussymptomatik sowie eine tastbare abdominelle Resistenz
hinzukommen [16,17,47]. Bei klinischem Verdacht auf ein KRK soll zunadchst eine Koloskopie
des gesamten Kolons bis zum Cacum durchgefiihrt werden. Bei unvollstandiger Durchfiihrung
(beispielsweise aufgrund von Stenosen) soll sie durch eine Computertomografie erganzt
werden [37]. Im Rahmen endoskopischer Untersuchungen kénnen aufgefundene Adenome in
gleicher Sitzung entfernt und aus suspekten Arealen Biopsien gewonnen werden [17,37].
Nach histologischer Sicherung eines KRK erfolgen bildgebende Staging-Untersuchungen zur
Ausbreitungsdiagnostik sowie die Bestimmung des Tumormarkers CEA [37]. Dieser ist oftmals
bereits bei Erstdiagnose erhoht und ermoglicht durch Verlaufskontrollen die friihzeitige
Detektion eines Rezidivs [48].

Da das KRK oftmals aus gesundem Gewebe liber Adenome oder sessile Lasionen wahrend
eines mehrjahrigen Zeitraums entsteht, bietet dieses Intervall die Maoglichkeit der
Friherkennung auch bei asymptomatischen Patienten [49]. Die Wirksamkeit verschiedener
Screening-Methoden hinsichtlich der Mortalitatsreduktion wurde durch eine Metaanalyse
belegt, was die Chancen einer weiterfihrenden Verbesserung dieser Programme
verdeutlicht [50]. In Deutschland wird leitliniengerecht fiir die asymptomatische Bevolkerung
eine strukturierte KRK-Friiherkennung ab einem Alter von 50 Jahren empfohlen, wobei die
qualitatsgesicherte Koloskopie weiterhin als Goldstandard gilt [37]. Kirzlich konnte eine
randomisierte kontrollierte Studie von Bretthauer et al. eine relative Risikoreduktion bei
angenommener 100 %-iger Screening-Adhdrenz von RR = 0,69 beziiglich der KRK-Inzidenz und
von RR =0,5 beziiglich der KRK-assoziierten Mortalitat zeigen [51]. In der Realitdt wird die
Koloskopie allerdings nicht durch alle Patienten angenommen, was zu einer geringeren

Teilnahmequote und somit einer verminderten Screening-Effizienz fihrt [50,52]. Eine
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Optimierung der Adhdrenz kann unter anderem durch den Einsatz nicht-invasiver
diagnostischer Verfahren erreicht werden, die durch etliche Patienten bevorzugt
werden [50,53].

Der Test auf okkultes Blut im Stuhl (FOBT) zahlt zu diesen nicht-invasiven Methoden. Hierbei
wird makroskopisch unsichtbares Blut detektiert, das von Adenomen und Karzinomen
abgegeben wird [1]. Kirzlich konnte eine prospektive schwedische Studie eine statistisch
signifikante Mortalitatsreduktion von 14 % nachweisen, wenn Patienten alle zwei Jahre zum
Stuhltest eingeladen wurden [54]. AuRerdem ermoglicht die DNA-Isolierung aus entarteten
Kolonepithelzellen in Stuhlproben den Nachweis charakteristischer Mutationen wie
Hypermethylierung [46]. Die Kombination mehrerer DNA-Marker mit dem Nachweis von
okkultem Blut verbessert die Aussagekraft dieser Screening-Methoden [1,55]. Genetische
Biomarker werden in der aktuellen S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom jedoch aufgrund eines
unglnstigen Kosten-Nutzen-Verhaltnis nicht fiir das Screening der asymptomatischen
Bevolkerung empfohlen [37]. Diesbeziiglich bleibt die zukiinftige Entwicklung jedoch
abzuwarten, da die Etablierung neuer Genpanels mit einer stetigen Verbesserung der
Sensitivitdat und Spezifitat einhergeht [56]. Neben der aufgefiihrten stuhlbasierten Verfahren
besitzen auch Bluttests vielversprechende Ansatze, wie etwa die Bestimmung des
Methylierungsstatus der Gene SEPT9 (Epi proColon, Epigenomics AG), SDC2 oder BCAT1 aus
isolierter DNA [55,57].

Zukunftig konnten individualisierte Konzepte mit risikoadaptierten Intervallen zwischen
Screening-Untersuchungen deren Effektivitat und Effizienz optimieren [1]. Eine Verbesserung
nicht-invasiver Testverfahren ist vonnéten, um auch jene Teile der Bevélkerung zu erreichen,
die eine Vorsorgekoloskopie ablehnen. AuBerdem kdnnte angesichts der Zunahme von early-
onset Karzinomen ein friiherer Beginn der Vorsorgeuntersuchungen ab einem Alter von

45 Jahren zu einer weiteren Mortalitatsreduktion fiihren [50].

1.1.4 Prdvention und Therapiestrategien

Zu den wichtigsten primarpraventiven MaBnahmen zahlt die Optimierung modifizierbarer
Risikofaktoren. Entsprechend senken didtetische MaRnahmen wie die ausreichende Zufuhr
von Ballaststoffen, eine Alkohol- und Nikotinkarenz sowie vermehrte Bewegung das
Erkrankungsrisiko [40,41]. Eine ausflhrlichere Erlduterung der Risikofaktoren findet sich in

Abschnitt 1.1.2. Zudem vermitteln einige Medikamente praventive Effekte. Die groRte Evidenz
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liegt fiir Acetylsalicylsdaure vor, wobei die langfristige Einnahme von > 75 mg pro Tag mit einer
Inzidenzreduktion von 24 % und einer Verminderung der KRK-spezifischen Mortalitdt um 40 %
einhergeht [58]. Aufgrund einer unzureichenden Beurteilung des Nutzen-Risiko-Verhaltnisses
wird aktuell allerdings keine Chemopravention empfohlen [37]. Etablierte Screening-
Programme tragen neben der friihzeitigen Detektion des KRK im Rahmen der
Sekundarpravention auch zur Primarpravention bei, wenn prdkanzerése Lasionen wie

Adenome entdeckt und entfernt werden [6,50].
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Abbildung 2: Therapiealgorithmus des Kolonkarzinoms. Je nach UICC-Stadium kommen verschiedene
Therapiestrategien zur Behandlung des Kolonkarzinoms in Betracht. Die Stadien I-lll werden primar in kurativer
Intention therapiert, wobei die chirurgische Resektion des Tumors von zentraler Bedeutung ist. Im
metastasierten Stadium IV werden die malignen Absiedlungen bei vorhandener Operabilitdt reseziert oder
andernfalls eine Systemtherapie durchgefiihrt, um sie in Remission zu bringen und somit eine sekundare
Resektabilitdt zu erreichen. T und N entsprechen der Einteilung gemaR der TNM-Klassifikation fir das KRK.
Dargestellt wird hier die Therapie des Kolonkarzinoms, die sich von der des Rektumkarzinoms unterscheidet.
Die Systemtherapie beinhaltet je nach molekulargenetischen Eigenschaften des Tumors zahlreiche
zielgerichtete Therapien: u.a. Pembrolizumab (Anti-PD-1), Bevacizumab (Anti-VEGF), Cetuximab (Anti-EGFR),
Encorafenib (BRAF-Inhibitor), Ipilimumab (Anti-CTLA-4) sowie Tyrosinkinaseinhibitoren.

(RF = Risikofaktoren; FP = Fluoropyrimidin; Cap = Capecitabin; Ox = Oxaliplatin; FOLFOX = 5-FU, Folsdure &
Oxaliplatin) Diese Grafik wurde mit Biorender.com erstellt, angepasst an den Onkopedia-Therapiealgorithmus
entsprechend der S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom [37,59].

Die Therapie des Kolonkarzinoms erfolgt in den UICC-Stadien I-lIl in kurativer Intention, wobei
die radikale chirurgische Resektion des Tumors mit entsprechendem Sicherheitsabstand und

Lymphknotenexzision eine wichtige Sdule einnimmt. Im Rahmen dieser Ubersicht wird auf die
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Therapie des Kolonkarzinoms eingegangen, welche sich von der des Rektumkarzinoms unter
anderem durch die untergeordnete Rolle der Strahlentherapie unterscheidet. Ab UICC-
Stadium Il wird je nach Risikostratifizierung eine adjuvante Chemotherapie erwogen,
gegebenenfalls erganzt durch eine neoadjuvante Vorbehandlung des Karzinoms. Als klassische
Chemotherapeutika werden primar Fluoropyrimidine wie 5-FU/Folinsdure und Capecitabin
sowie Platinderivate eingesetzt. Zielgerichtete Antikérpertherapien werden vor allem im
metastasierten Stadium IV verwendet. In Abhdngigkeit von der molekulargenetischen
Mutationsanalyse kommen beispielsweise Cetuximab (Anti-EGFR), Bevacizumab (Anti-VEGF)
oder der Immuncheckpointinhibitor Pembrolizumab (Anti-PD-1) zum Einsatz. Zur
Qualitatssicherung der Therapie sollen alle Patienten mit KRK in einer interdisziplindren
Tumorkonferenz vorgestellt werden [16,17,37]. Hierbei sollten auch Erkenntnisse aktueller
Studien, etwa der BREAKWATER-Studie, in die individuelle Therapieempfehlung fiir definierte
Subgruppen einflieBen [37,60]. Klassische Chemotherapeutika weisen zahlreiche
Nebenwirkungen auf, weil sie aufgrund ihres unspezifischen Wirkmechanismus alle sich
teilenden Zellen des Korpers angreifen und dort zu Schaden fiihren. Zu den unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen gehéren Mukositis, Stérungen des Verdauungstrakts mit Ubelkeit und
Erbrechen, Neutropenie im Rahmen einer Myelosuppression sowie eine Neuropathie, die

dosislimitierend und persistierend sein kann [61,62].

1.2 Methylierung
1.2.1 Grundlagen

Die Epigenetik beschaftigt sich mit Veranderungen der Genfunktion und -Expression, die nicht
durch Mutationen der Gensequenz sondern durch andere Mechanismen zustande
kommen [63]. Die DNA-Methylierung ist Gegenstand intensiver Forschung auf diesem Gebiet
der Epigenetik und weist krebsassoziierte Charakteristika auf, welche bereits 1983 durch
Feinberg & Vogelstein beschrieben wurden [64]. Diese Modifikation erfolgt durch die
kovalente Anlagerung von Methylgruppen des Donors S-Adenosylmethionin an Cytosinbasen
und wird durch die Familie der DNA-Methyltransferasen (Dnmt) vermittelt [63]. Bei
Saugetieren betrifft die Methylierung primar jene Cytosinbasen, auf die ein Guanin folgt
(sogenannte CpG-Loci). Bei Betrachtung des gesamten Genoms liegt der GroRteil dieser CpG-

Loci in methylierter Form vor, wobei der Anteil von 5-Methylcytosin (5mC) im Gehirn mit 1 %
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am hochsten ist [65,66]. Dieses verhaltnismaRig seltene Vorkommen von 5mC ist auf die
Depletion des Genoms von CpG-Loci zurlickzufiihren, da 5mC durch Deaminierung zu Thymin
mutagenes Potenzial besitzt [63].

CpG-Inseln sind genomische Regionen mit hoher CpG-Dichte und wenigen Kilobasenpaaren
Lange, die bevorzugt innerhalb von Promotorregionen lokalisiert sind. Dort sind Cytosinbasen
meist unmethyliert, was sie von den Uberwiegend methylierten CpG-Loci in anderen
genomischen Regionen unterscheidet [31,63]. Unmethylierte CpG-Inseln wirken Uber eine
Beeinflussung der Chromatinstruktur und die Bindung von Transkriptionsfaktoren zugunsten
der Genexpression [63]. Im Gegensatz dazu fiihren hypermethylierte CpG-Inseln im Rahmen
des epigenetischen Gene Silencing zu einer reduzierten Genexpression [31]. Zusammen mit
weiteren epigenetischen Mechanismen ist die DNA-Methylierung fir das genomische
Imprinting, die X-Chromosom-Inaktivierung, das silencing retroviraler Elemente und die
Embryonalentwicklung von zentraler Bedeutung [63]. In der Umgebung von CpG-Inseln
befinden sich CpG-Shores mit dhnlichen Eigenschaften, die durch differenzielle Methylierung
zur Auspragung von gewebsspezifischen Genexpressionsmustern fihren [31,32]. Abhdngig
von der Lokalisation kann die Methylierung auch mit gesteigerter Genexpression einhergehen,
beispielsweise bei Auftreten nach dem ersten Exon eines Gens [63].

Letztlich wird die Transkription durch das Zusammenspiel mehrerer epigenetischer
Mechanismen reguliert. In hypermethylierten Regionen werden Enzyme zur
Histonmodifikation rekrutiert, wobei Histondeacetylasen sowie Histonmethyltransferasen zu
einer stabilen Expressionsrepression fiihren. Auch Polycomb-Proteine sowie nichtkodierende
RNA tragen zur weiteren Konsolidierung des Gene Silencing bei [31,63]. Abschnitte mit aktiver
Transkription werden hingegen vor Cytosinmethylierung geschitzt und bestehende
Methylierung kann unter anderem durch die Ten-Eleven-Translokase 1 (TET1) abgebaut
werden [31,67].

Aberrante Methylierungsmuster spielen eine Rolle in der Pathogenese diverser Krankheiten
und Tumoren, wodurch sich innovative Moglichkeiten fiir diagnostische Methoden und

zielgerichtete Therapien er6ffnen [63].

1.2.2 Mechanismen der (De-)Methylierung
Im Folgenden wird die enzymatische DNA-Methylierung durch Dnmt1, Dnmt3a und Dnmt3b

erlautert. Dnmt1 dient dabei priméar der Aufrechterhaltung bestehender Methylierung, indem
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es sich wadhrend der DNA-Replikation an die Replikationsgabel anlagert und das
Methylierungsmuster auf den neu synthetisierten Tochterstrang Gbertragt [31]. AuRerdem ist
Dnmt1 durch die Praferenz fiir hemimethylierte DNA in der Lage, an einseitig spontan
demethylierten CpG-Loci das urspriingliche Methylierungsmuster wiederherzustellen [63].
Die Einfihrung neuer Methylierung wird in differenzierten Zellen von Dnmt3a katalysiert und
ebenfalls von Dnmt3b, die vor allem wahrend der Embryonalentwicklung exprimiert
wird [31,63]. Die essentielle Rolle von Dnmt1 sowie Dnmt3b im Rahmen der Entwicklung wird
durch die fehlende embryonale Uberlebensfihigkeit entsprechender Knockout-Maiuse
unterstrichen [68,69]. Zwar ist noch nicht abschlieBend geklart, wie genomische Regionen fiir
die de novo Methylierung gezielt ausgewahlt werden, jedoch handelt es sich vermutlich um
verschiedene  Mechanismen. Transkriptionsfaktoren  kénnen die Bindung der
Methyltransferasen beeinflussen und dadurch zu regionaler Methylierung fliihren. Auf diese
Weise werden auch CpG-Inseln vor Methylierung geschiitzt [70]. Ebenso kann die Interaktion
mit weiteren epigenetischen Prozessen zur Dnmt-Rekrutierung beitragen [31,63].

Im Gegensatz zum Methylierungsprozess erfolgt die Demethylierung sowohl aktiv auf
verschiedenen Wegen als auch passiv. Passive Demethylierung geschieht im Rahmen der DNA-
Replikation bei verminderter Dnmt1-Aktivitat, sodass der neu synthetisierte Strang weniger
5mC enthalt und das Methylierungsniveau im Laufe der Zeit sinkt [63]. Aktive Demethylierung
fuhrt Gber verschiedene Prozesse letztlich zu einem Basen-Mismatch, der mithilfe der Basen-
Exzisionsreparatur zum Einbau eines unmethylierten Cytosins fihrt [71]. Ein G/T-Mismatch
entsteht beispielsweise bei der Umwandlung von 5mC zu Thymin durch AID/APOBEC. Auch
TET-Enzyme kénnen durch das Hinzufligen einer Hydroxylgruppe an 5mC und anschlieRender
Oxidation Produkte erzeugen, die durch die Basen-Exzisionsreparatur erkannt werden [63,71].
Die Prozesse der Methylierung und Demethylierung lassen sich zusammenfassend als
dynamisches Konstrukt verstehen, das sich in Abhangigkeit externer Faktoren stdndig im

Wandel befindet [63].

1.2.3 Methylierung und das kolorektale Karzinom

Neben globaler Hypomethylierung sind bei malignen Tumorerkrankungen auch
Hypermethylierungen  charakteristischer ~ CpG-Inseln in Promotorregionen  zu
beobachten [64,72]. Hypomethylierung betrifft dabei primar retrovirale Elemente der DNA

sowie repetitive Satelliten-DNA, was zu genomischer Instabilitdt mit der Aktivierung von
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Onkogenen fihrt [31]. Hypermethylierung von CpG-Inseln vermindert hingegen direkt und
indirekt die Expression von Tumorsuppressorgenen [32]. Normalerweise wird die
Methylierung von CpG-Inseln durch die Bindung von Proteinen und Transkriptionsfaktoren,
die einer Dnmt-Bindung entgegenwirken, verhindert. Dieser Schutz kann jedoch im Rahmen
der Karzinogenese entfallen [63]. Dieser epigenetische Prozess tritt zu Beginn der
Tumorentwicklung auf und fiihrt zur reduzierten Expression von Tumorsuppressorgenen [31].
Die Entdeckung hypermethylierter Gene beim KRK fiihrte zur deren Evaluation als
prognostische und diagnostische Biomarker [73]. Zu den bekanntesten hypermethylierten
Genen zahlen APC, MLH1 und SEPT9. So fiihrt die Inaktivierung des MMR-Gens MLH1 durch
Hypermethylierung bei Tumoren mit CIMP zur MSI und ist damit treibende Kraft der
genetischen Instabilitat [65,74]. AuRerdem wurde durch Guinney et al. eine
molekularbiologische Klassifizierung des KRK etabliert, die auch den Methylierungszustand
berlcksichtigt [75]. Demnach weisen proximale Tumoren des Kolon in bis zu 40 % der Falle
einen CIMP auf [65]. Auf Basis der molekulargenetischen KRK-Einteilung kénnen prognostisch
die Ansprechraten auf 5-FU-haltige Chemotherapien abgeschatzt werden, wenngleich
derartige Scores bisher keinen Eingang in die klinische Praxis gefunden haben [65,73]. Mit
SEPT9 befindet sich bereits ein Biomarker zur KRK-Friiherkennung in klinischer Anwendung.
Dieser Marker kann prospektiv auch zur Evaluation des chirurgischen Therapieerfolgs sowie
zur Rezidiverkennung eingesetzt werden, wobei die Sensitivitat dem bisher etablierten CEA
wohl Uberlegen ist[76]. Auch weitere Marker zeigen insbesondere in Kombination
vielversprechende Ergebnisse hinsichtlich ihrer diagnostischen Eignung [56,73].

Bereits seit etwa 20 Jahren sind demethylierende Wirkstoffe zur Therapie
hamatoonkologischer Erkrankungen wie der akuten myeloischen Leukdmie und des
myelodysplastischen Syndroms zugelassen. Azacitidin (Vidaza, Celgene) fungiert als Pyrimidin-
Analogon und wird nach entsprechender Metabolisierung sowohl in die RNA als auch DNA
eingebaut. Dies flhrt zur Reduktion der Proteinsynthese und zur Hemmung der
Methyltransferasen. Hieraus resultiert ein demethylierender Effekt, welcher das gesamte
Genom betrifft und letztlich die Re-Expression zuvor durch Promotormethylierung
inaktivierter Gene bewirkt [65]. Nachdem es sich jedoch um keinen zielgerichteten Ansatz
handelt, knnen auch Onkogene verstarkt exprimiert werden und somit tumorproliferative
Eigenschaften vermitteln. Daher werden zielgerichtete Strategien erforscht, die mittels dCas9

an spezifischen genetischen Regionen Uber lokale Methylierung oder Demethylierung die
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Genexpression verandern [77]. Beispielsweise konnte Li et al. durch Demethylierung des
SLC5A7-Promotors sowohl in vitro als auch in vivo ein reduziertes Tumorwachstum durch p53-
Stabilisierung demonstrieren [28,78]. Bisherige Phase-2-Studien fir den Einsatz
demethylierender Wirkstoffe beim KRK konnten jedoch keine befriedigenden Verbesserungen
des Outcomes zeigen, weshalb sie derzeit nicht zur Therapie etabliert sind [79].

Zusammenfassend ldsst sich die Bedeutung der spezifischen Hypermethylierung bei malignen
Erkrankungen wie dem KRK fir die Verwendung als Biomarker und potenzielles

therapeutisches Ziel feststellen.

1.3 Reportersystem zur Detektion hypermethylierter Regionen

Die spezifische Friherkennung von Krebszellen ermoglicht sowohl diagnostische
Anwendungen als auch perspektivisch Ansdtze zur zielgerichteten Therapie. Zur
Unterscheidung maligner von gesunden Zellen anhand charakteristisch hypermethylierter
CpG-Inseln hat unsere Arbeitsgruppe ein neues Reportersystem entwickelt [80].

Dieses Reportersystem besteht aus zwei Konstrukten, wobei Konstrukt 1 (,,dCas9-Konstrukt”)
spezifisch an festgelegte Genloci bindet und sich Konstrukt 2 (,MBD-Konstrukt”) an
hypermethylierte CpG-Loci anlagert. Die spezifische Bindung des ersten Konstrukts wird Giber
ein deadCas9-Protein vermittelt, welches einer Cas9 ohne Endonukleaseaktivitdt entspricht
und demnach keine Anderungen im Genom verursacht [81]. Eine single guide RNA (sgRNA)
formt mit dCas9 einen Komplex und bindet Uber Wasserstoffbriickenbildung an die
entsprechend festgelegte DNA-Sequenz [82]. Die Bindungsspezifitat wird durch die sgRNA-
DNA-Interaktion determiniert, wobei bei der Auswahl der Zielsequenz auf eine Reduktion
sogenannter off-target Effekte geachtet werden muss [81]. Das zweite Konstrukt bindet durch
die Methyl-Binding-Domain (MBD) des MBD1-Proteins an symmetrisch methylierte CpG-Loci,
wobei diese Bindung bevorzugt in Regionen mit hoher Dichte an methylierten CpG-
Dinukleotiden erfolgt, beispielsweise in CpG-Inseln [83]. MBD-Proteine dienen in Zellen
physiologisch der Rekrutierung expressionshemmender Proteine zur Verstarkung des Gene
Silencing [63]. Die DNA-Bindekomponenten beider Konstrukte sind jeweils Gber ein Cage-
Latch-Key-System mit dem N- bzw. C-Terminus des split-Inteins gp41-1 verbunden. Das Cage-
Latch-Key-System reduziert unspezifische Interaktionen zwischen den split-Inteinen, indem es

ein effektives Intein-Splicing erst nach Konformitatsanderung bei Vorliegen beider Konstrukte
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in raumlicher Ndhe erméglicht [84]. Nach Offnung des Cage-Latch-Elements rekonstituieren
sich N- und C-Intein zu einem funktionellen Komplex, der durch posttranslationales Intein-
Splicing unter Ligation der Exteine (hier: Key & Latch) freigesetzt wird [85]. An beide Intein-
Termini ist jeweils ein Fragment der splitTEV-Protease (N-TEVp 3-70aa & C-TEVp 61-242aa)
kovalent gebunden, welche nach Freisetzung des rekonstituierten splitTEVp-Intein-Komplexes
katalytisch aktiv sind [86,87]. Die TEVp kann durch enzymatische Spaltung innerhalb ihrer
Erkennungssequenz ENLYFQS weitere Effekte induzieren, beispielsweise die Aktivierung von
Lumineszenzproteinen [87].

Um die Funktion des Reportersystems zu Uberprifen, wurde eine induzierbare Luciferase
(flipNluc) auf Basis der Nano Luciferase entwickelt, die durch Umsatz ihres Substrats Furimazin
Lumineszenz mit Aem = 462 nm emittiert [88—90]. Hierflir wurde in die Nluc zwischen Large Bit
und Small Bit ein Flip-Mechanismus mit der TEV-Erkennungssequenz eingebracht, der vormals
durch Zhang et al. fir das Design der flipGFP genutzt wurde [80,91]. Im nicht-induzierten
Zustand liegt der B-Strang des Small Bit in paralleler Ausrichtung vor, wodurch das aktive
Zentrum der Nluc inaktiv ist. Sobald die TEV-Protease an der Erkennungssequenz schneidet,
»flippt“ der B-Strang des Small Bit in die Nluc-typische antiparallele Konformation zuriick und
stellt somit das aktive Zentrum wieder her (vgl. Abbildung 3 F) [80]. Durch oxidative
Decarboxylierung des Nluc-Substrats entsteht dann ein messbares Signal [89]. In unseren
Vorarbeiten zeigte die flipNluc eine bis zu 40-fache Lumineszenzinduktion durch die TEV-
Protease [80]. Der Flip-Mechanismus erhéht das Molekulargewicht von 19 kDa bei der Nluc
auf etwa 32 kDa bei der flipNluc.

Das Reportersystem lasst sich demnach wie folgt zusammenfassend beschreiben: Befindet
sich eine methylierte CpG-Insel in raumlicher Nahe zur definierten dCas9-Bindestelle, kommt
es zu einer Konformationsanderung im Cage-Latch-Key-System, sodass die split-Inteine
interagieren und einen rekonstituierten splitTVEp-Intein-Komplex freisetzen. Die TEV-
Protease induziert dann durch Aktivierung der flipNluc Lumineszenz (vgl. Abbildung 3). Damit
das System maligne von gesunden Zellen unterscheiden kann, missen die CpG-Inseln in der
Nahe der untersuchten dCas9-Binderegion bei KRK-Zellen hypermethyliert sein. Um keine
physiologischen Zellen zu erkennen, sollten die CpG-Inseln dort moglichst vollstandig
unmethyliert sein, sodass die MBD nicht bindet. Die von unserer Arbeitsgruppe in Vorarbeiten
durchgefihrte Evaluation des Reportersystems anhand der hypermethylierten Gene EN1 und

SCTR zeigte eine statistisch signifikante Induktion, allerdings bei hohen unspezifischen
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Abbildung 3: Reportersystem zur Detektion maligner Zellen anhand von Hypermethylierung. (A) Der Komplex
aus dCas9 und Sequenz-spezifischer sgRNA lagert sich an die genomische Zielregion an, die in der Ndhe einer
beim KRK hypermethylierten CpG-Insel lokalisiert ist. Auerdem bindet das MBD-Konstrukt selektiv an
methylierte CpG-Inseln. (B) Durch die Bindung beider Konstrukte in rdumlicher Nihe resultiert die Offnung des
Cage-Latch-Systems durch Interaktion von Cage und Key. (C) Mittels Intein-Splicing wird der rekonstituierte
splitTEVp-Intein-Komplex unter Ligation von Key und Cage freigesetzt. (D) In gesundem Gewebe liegt die CpG-
Insel unmethyliert vor, weshalb das MBD-Konstrukt nicht effizient bindet und nur das dCas9-Konstrukt
vorhanden ist. (E) Daher kommt es zu keiner Freisetzung des splitTEVp-Intein-Komplexes. (F) Die flipNluc wird
durch die TEV-Protease geschnitten, sodass der B-Strang des Small Bit in die antiparallele Ausrichtung ,flippt”
und die Luciferase aktiviert wird. Unter Substratumsatz kommt es zur Lumineszenzemission. Diese Grafik wurde
mit Biorender.com erstellt.

Hintergrundsignalen der flipNluc [80]. Ziel dieser Dissertationsschrift und der weiteren
Untersuchungen ist daher die Weiterentwicklung und Validierung des Reportersystems.
Hierfir mussten vorhandene Konstrukte nach vorhergehenden Experimenten zur
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Optimierung umgebaut und neu kloniert werden, um eine verbesserte Aktivierung des
Luciferase-Reporters (flipNluc) zu erzielen. Zudem wurde das Reportersystem gezielt auf
weitere, neue hypermethylierte Biomarker des KRK angepasst, was die Spezifitat weiter

erhohen soll.

1.4 Analyse der Caspase-Aktivitat im Verlauf der Apoptose

Ein weiterer Anwendungsfall fiir induzierbare Reporterproteine liegt in der Quantifizierung
und Differenzierung zelluldrer Signalwege. Bei der Apoptose handelt es sich um einen Prozess,
der fir die physiologische Zellregulierung und Differenzierung von zentraler Bedeutung
ist [92]. Eine Dysregulation dieser Signalkaskade ist in der Entwicklung etlicher Erkrankungen
wie bei Autoimmunkrankheiten sowie wahrend der Karzinogenese von Bedeutung [93,94].
AulRerdem wirken diverse Medikamente durch proapoptotische Signale zytotoxisch, sodass
Methoden zur real-time Quantifizierung der Apoptose in der Wirkstofferforschung benétigt
werden. Vor allem Chemotherapeutika flihren durch DNA-Schadigung zum programmierten
Zelltod und wirken dadurch tumorreduktiv [93].

Bei den sogenannten Caspasen handelt es sich um Proteasen, die durch ihre Aktivierung die
Effekte der Apoptose vermitteln. Sie flihren zur hydrolytischen Spaltung ihrer Substrate
innerhalb der jeweiligen Erkennungssequenz nach Aspartatresten [94]. Je nach Ausldser wird
hierbei zwischen extrinsischem und intrinsischem Apoptose-Signalweg unterschieden. Der
intrinsische Weg wird durch die Bcl-2 Proteinfamilie reguliert und fiihrt bei zellularem Stress
zur Freisetzung von Cytochrom C, das in Kombination mit dem Apoptose-auslésenden Faktor-
1 (APAF1) das Apoptosom bildet und letztlich zur Aktivierung von Caspase-9 fihrt [93,95].
Caspase-9 aktiviert dann Effektor-Caspasen wie Caspase-3 [95]. Demgegeniiber wird die
extrinsische Apoptose durch Bindung externer Liganden (z. B. Fas-Ligand) an Rezeptoren der
TNF-Familie vermittelt, was zur Aktivierung der Caspase-8 fiihrt [93,95]. Uber die Spaltung von
Bid zu tBid durch Caspase-8 besteht zudem eine Verbindung zwischen extrinsischem und
intrinsischem Pfad (vgl. Abbildung 4) [96—98]. Demnach kann es auch nach extrinsischer
Apoptose-Induktion zur Zerstérung von Mitochondrien, einer Freisetzung von Cytochrom C
und damit einhergehend einer Aktivierung von Caspase-9 kommen [98,99].

In dieser Arbeit soll durch Kombination mehrerer Reporterproteine, die durch die
Proteasenaktivitdt der Caspasen induziert werden, ein System zur Differenzierung der
Apoptosewege etabliert werden. Hierfiir wird die TEV-Erkennungssequenz der flipNluc durch
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Abbildung 4: Extrinsische und intrinsische Apoptose. Die Apoptose dient als zentraler regulierender Signalweg
fir die Aufrechterhaltung einer physiologischen Zellhomd&ostase. Diese schematische Abbildung zeigt die
Bedeutung der Caspase-8 fur die extrinsische sowie der Caspase-9 fiir die intrinsische Apoptose. Die Effektor-
Caspasen-3/7 stellen die gemeinsame Apoptose-Induktion beider Wege dar.

APAF1 = Apoptotic Protease Activating Factor 1; BAK = Bcl-2 Antagonist/Killer; BAX = Bcl-2-Associated X Protein;
Bcl-2 = B-Cell Lymphoma 2; Bid = BH3 interacting-domain death agonist; FADD = Fas-Associated Death Domain
Protein; Mcl-1 = Myeloid Cell Leukemia Sequence 1; MOMP = Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization;
ROS = Reactive Oxygen Species; tBid = Truncated Bid; TRADD = TNFR-Associated Death Domain Protein. Diese
Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.

diejenige der jeweiligen Caspase ersetzt. Um drei Caspasen parallel zu detektieren, werden
zwei zusatzliche Reporter bendtigt. Zum einen kommt die induzierbare CP234-Luc zum Einsatz
(CPFluc). Sie wurde auf Basis der Firefly Luciferase von Wigdal et al. entwickelt und emittiert
nach ihrer Aktivierung durch eine Protease unter Substratumsatz Lumineszenz mit
Aem(Fluc) = 562 nm [90,100]. Die Detektion der Caspase-3 erfolgt durch flip-mNG3A, eine
modifizierte Variante des Fluoreszenzproteins mNeonGreen 3A, bei der analog zur flipNluc ein
Flip-Mechanismus inseriert wurde [91,101]. Nach Anregung bei Aex =506 nm kann fir die
aktivierte flip-mNG3A ein Signal bei Aem =517 nm gemessen werden [102]. Da sich die
Erkennungssequenz (DEVDG) von Caspase-3 und Caspase-7 nicht unterscheidet, ist mit
vorliegendem System keine Differenzierung dieser beiden Caspasen moglich [103]. Durch den
Einsatz der drei Reporter, die spezifisch durch eine Caspase aktiviert werden und unter
verschiedenen Bedingungen Signale emittieren, kann eine Unterscheidung der Caspasen

erfolgen. Nachdem die beiden Luciferasen (flipNluc & CPFluc) eine unterschiedliche
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Substratspezifitdit besitzen, entscheidet die Substratauswahl dariliber, welches Signal
gemessen wird. Aufgrund der unterschiedlichen Emissionsspektren ist vermutlich auch die
parallele Quantifizierung unter Einsatz entsprechender Emissionsfilter moglich. Die
Fluoreszenz des flip-mNG3A wird ohnehin separat erfasst, da hierflir eine Anregung mit
definierter Wellenlange erfolgen muss.

Der Einsatz molekulargenetischer Caspasen-Sensoren zur Apoptose-Detektion in Echtzeit wird

als vielversprechende Methode in der Grundlagenforschung und Medikamentenentwicklung

5 % c m
I .

Aem =517 nm
flipNluc CPFluc Substrat flip-mNG3A Aex = 506 Nm

Abbildung 5: Reporterproteine des TCA. Die Regionen, in denen sich die charakteristischen Caspasen-
Erkennungssequenzen befinden, sind jeweils durch das Scherensymbol und einen roten Pfeil markiert. Oben im
Bild ist jeweils die inaktive, unten die aktive Form des Proteins abgebildet. (A) Die flipNluc besitzt innerhalb ihres
Flip-Mechanismus eine spezifische Caspasen-Erkennungssequenz, welche durch aktive Caspasen gespalten wird.
Dadurch kommt es zu einem "B-Strang-Flip", wodurch die flipNluc in ihre aktive Form Gberfihrt wird und bei
vorhandenem Substrat Lumineszenz emittiert. (B) Die CPFluc basiert auf der CP234-Luc und befindet sich
zunachst in der inaktiven (offenen) Konformation. Spaltet eine Caspase an ihrer entsprechenden
Erkennungssequenz, geht die Luciferase in ihre aktive (geschlossene) Form Gber und kann unter Substratumsatz
Lumineszenz emittieren. (C) Das Fluoreszenzprotein flip-mNG3A enthdlt analog zur flipNluc einen Flip-
Mechanismus, der nach Cleavage der entsprechenden Caspasen-Erkennungssequenz zur Konformitatsanderung
flhrt. Ein Fluoreszenzsignal kann nach Anregung detektiert werden. Diese Grafik wurde mit Biorender.com
erstellt.

angesehen [104].

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Diese Arbeit verfolgt zwei zentrale Ziele: Zum einen soll ein neuer Ansatz zur frihzeitigen
Diagnose und potenziellen Therapie des KRK anhand epigenetischer Verdanderungen etabliert
werden. Durch die Identifikation neuer Biomarker konnten diagnostische Verfahren
verbessert und damit sowohl Screening-Mallnahmen als auch gezielte Therapien optimiert
werden. Langfristig kdonnte dies zur Senkung der Inzidenz und Mortalitdit des KRK

beitragen [9,105].
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Zudem wird ein Echtzeit-Reportersystem zur friihzeitigen Detektion der Apoptose entwickelt,

das eine prazise Analyse relevanter Signalwege ermoglicht. Es basiert ebenso wie das

Methylierungsreportersystem auf der flipNluc, wobei die Luciferase hierbei durch Caspasen

anstelle der TEV-Protease aktiviert wird. Der Einsatz weiterer induzierbarer Caspasen-

spezifischer Reporterproteine ermoglicht die Differenzierung verschiedener Apoptose-

Signalwege. Somit entsteht ein neues Werkzeug zur Analyse von Wirkmechanismen

unterschiedlicher therapeutischer Substanzen im Kontext des programmierten Zelltods.

Beide in dieser Dissertation verfolgten Ansadtze tragen zur Weiterentwicklung sensitiver

Diagnostik- und Analysesysteme bei, die sowohl fir die friihzeitige Diagnostik kolorektaler

Karzinome als auch fir die Wirkstoffentwicklung von Relevanz sind.

Ansatz 1: Etablierung eines Reportersystems zur Detektion hypermethylierter CpG-Inseln

>

Etablierung eines neuartigen Reportersystems basierend auf einer durch die TEV-
Protease induzierbaren Luciferase zur Detektion hypermethylierter CpG-Inseln.
Hierfiir wird ein dCas9-Konstrukt kloniert, welches gezielt an Genloci bindet, sowie ein
weiteres Konstrukt, das sich selektivan methylierte CpG-Loci anlagert.

Vergleich der Methylierungsmuster maligner Zellen mit gesundem Gewebe unter
Verwendung von Krebszelllinien, Organoiden sowie primarer Patientenproben aus
Kolonbiopsien.

Analyse charakteristischer differenzieller Methylierung zur Identifikation neuer
diagnostischer Biomarker-Kandidaten.

Auswahl geeigneter sgRNAs zur gezielten Detektion dieser Regionen bei gleichzeitiger
Minimierung potenzieller off-target Effekte.

Optimierung des splitTEVp-Konstrukts zur verbesserten flipNluc-Induktion, um das

Hintergrundsignal zu reduzieren und die Sensitivitdt zu erhdhen.

Ansatz 2: Echtzeit-Detektion der Apoptose-Induktion

>

>
>

Entwicklung eines Reportersystems zur parallelen, real-time Aktivitatsbestimmung der
Caspasen-3, -8 und -9, um apoptotische Signalwege zu analysieren. Hierfir erfolgt die
Klonierung spezifischer Caspase-Schnittstellen in induzierbare Reporterproteine.
Evaluation der Reporterproteine, sowohl einzeln als auch in Kombination.

Stabile Integration des Triple Caspase Assays in die Zelllinie HCT116 mittels lentiviraler

Transduktion zur langfristigen Nutzung.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Technische Gerate
Tabelle 1: Verwendete technische Gerate

Produkt

Analysewaage XA105 Dual Range
Axiovert 25 C

Bioanalyzer Agilent 2100

Biometra® Trio Kombi

Certomat® H Inkubationshaube
Certomat® R Schittler

ChemiDoc™ XRS+ System
CO5-Inkubator

Covaris Instrument S2

Easypet Pipettierhilfe

Elektrophorese Netzteil EPS 301
Elektrophorese Netzteil EV 261
Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN® Tetra
Cell

Elektrophoresekammer Multigel
EMax Plus Microplate Reader
Eppendorf Research Pipetten

Gene Pulser® 2, Gene Pulser® 2 RF Module,
Pulse Controller Plus

HERAsafe® KS 12 Sicherheitswerkbank
KS260 Basic Schittler

Laborwaage L2200P

LG100-UV-G Quartz Kuvette

Light Cycler® 480 Real-time PCR System
Mikrowelle

MS2 S8 Minishaker

MTS 2/4 digital Schittler

Multipette M4

NanoPhotometer

NextSeq 550 System

pH-Meter SevenCompact™ / lon S220
Qubit™ 2.0 Fluorometer

T3 Thermocycler

TC20™ automatischer Zellzahler
TE77XP Semi-Dry Transfergerat
Thermomixer compact

TriStar? LB 942 Multimode Reader
Vortex Genie 2

VOYAGER Il 12-Kanal 12,5 pl
VOYAGER Il 8-Kanal 50 pl

Hersteller

Mettler-Toledo, Schweiz

Carl Zeiss Microscopy GmbH, Deutschland
Agilent Technologies Inc., USA

Analytik Jena GmbH & Co KG, Deutschland

Satorius AG, Deutschland

Satorius AG, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Binder Inc., USA

Covaris, USA

Eppendorf AG, Deutschland
Amersham Pharmacia Biotech Inc., UK
Consort bvba, Belgien

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Biometra GmbH, Deutschland
Molecular Devices, USA
Eppendorf AG, Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Thermo Fisher Scientific, USA
IKA-Werke GmbH & Co KG, Deutschland
Sartorius AG, Deutschland

Implen GmbH, Deutschland

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Panasonic, Japan

IKA-Werke GmbH & Co KG, Deutschland
IKA-Werke GmbH & Co KG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Implen GmbH, Deutschland

llumina, USA

Mettler-Toledo, Schweiz

Thermo Fisher Scientific, USA

Biometra GmbH, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Hoefer Inc., USA

Eppendorf AG, Deutschland

Berthold Technologies, Deutschland
Scientific Industries Inc., USA

Integra Biosciences GmbH, Deutschland
Integra Biosciences GmbH, Deutschland
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Wasseraufbereitungsanlage Milli-Q Q-POD
Wasserbad, beheizbar

Zentrifuge, Biofuge Fresco

Zentrifuge, Heraeus Megafuge 16R
Zentrifuge, Megafuge 1.0 R

Zentrifuge, myFUGE mini

Zentrifuge, Pico 17

Zentrifuge, Sorvall® RC6 Plus

ZOE Flourescent Cell Imager

2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verwendete Verbrauchsmaterialien.

Produkt

96-Well Platten (weil® & schwarz, klarer Boden)

Aspirationspipette 2 ml

costar® 6-Well, 12-Well, 24-Well
Zellkulturplatte

costar® Stripette® 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml
CryoTube®

DNA-Chips 1000

DNA-Chips High Sensitivity

Drigalskispatel Delta™ HS8151
Elektroporationskiivetten

Falcon Tube 14 ml, 15 ml, 50 ml

gestopfte Pipettenspitzen 10 ul, 20 pl, 100 pl,
200 pl, 1250 pl

GripTip Filter 12,5 pl, 125 pl

Light Cycler 480, 384-Well Platte

Light Cycler 480, Sealing Folie

Millex® Sterilfilter 0,2 um PTFE-Membran
Mini PROTEAN TGX-Gel (4-20% Gradient, 10
Wells)

PCR-Tubes 0,2 ml

Pipettierreservoirs 10 ml, 25 ml

PVDF Transfermembran

Safe-Lock Eppendorf-Tubes 1,5 ml, 2 ml, 5 ml
Slide-A-Lyzer Dialysiereinheit 3.500 MWCO
Sterilfilter Vakuumfiltration 0,22 um, PES-
Membran

Whatman-Paper 3MM

Zahlkammern fiir TC20™

Zellkultur TC-Schale 100, Cell+
Zellkulturflasche T25, T75, T175

Zellschaber

Merck Millipore, USA

Gesellschaft fur Labortechnik mbH, Deutschland

Heraeus, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA
Heraeus, Deutschland
Benchmark Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Hersteller

Berthold Technologies, Deutschland
Sarstedt AG & Co KG, Deutschland
Corning, USA

Corning, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Agilent Technologies Inc., USA

Agilent Technologies Inc., USA

Sigma Aldrich, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Deutschland
Corning, USA

nerbe plus GmbH & Co KG, Deutschland

Integra Biosciences GmbH, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Merck Millipore, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Kisker Biotech GmbH & Co KG, Deutschland
Integra Biosciences GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Eppendorf AG, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA

TPP Techno Plastic Products AG, Schweiz

GE Healthcare, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Sarstedt AG & Co KG, Deutschland
Sarstedt AG & Co KG, Deutschland
Sarstedt AG & Co KG, Deutschland
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2.1.3 Chemikalien und sonstige Reagenzien

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien & sonstige Reagenzien.

Produkt

1,4-Dithiothreitol (DTT)

10x Re-Blot Plus Strong Stripping Losung
10x RIPA Lysepuffer

10x TBS Loésung

1x DMEM

1x DPBS

1x TE Puffer, pH 8,0

20% SDS

2-Propanol, 2 99,8%

2x Pierce™ Luciferase Lysepuffer
6x Lammli SDS Probenpuffer
Accutase®

Aminocapronsaure

anti-polyHistidin, His Tag Antikérper (AD1.1.10)
Brilliant 11l Ultra-Fast SYBR® Green Mastermix

Carbenicillin Dinatriumsalz 288%
Cas9 Antikorper (7A9-3A3)

cOmplete™ Mini EDTA-freier Proteaseinhibitor

D-(+)-Glucose, MW 180,6
Dimethylsulfoxid (DMS0O), 299,5%
D-Luciferin-Ethylester (ab275489)
Essigsaure, Rotipuran 100%

Ethanol, > 99,8%

fetales Kalberserum

Formaldehyd 16% w/v, Methanol-frei
Gel Loading Dye, Purple 6x
GeneRuler™ 1kb DNA Ladder 0,1 %

Gibco OptiMem™ Medium

Glycerin, Rotipuran ® 299,5%

LB-Agar (Luria/Miller), granuliert
LB-Medium (Luria/Miller), granuliert

LE Agarose

Lenti-X™ Concentrator

Luminol Natriumsalz

Magermilchpulver, Blotting Grade
McCoy’s 5A

Methanol, 299,9%, Blotting Grade
Nano-Glo® Endurazin™

Natronlauge 1 M

NEB® 10-beta/Stable Outgrowth Medium
NEBNext® Sample Purification Beads
NEBuilder® HiFi DNA Assembly Master Mix
nukleasefreies Wasser

Hersteller

Merck Millipore, USA

Merck Millipore, USA

Merck Millipore, USA

Merck Millipore, USA

Life Technologies Limited, USA

Sigma Aldrich, USA

AppliChem GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Sigma Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma Aldrich, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
R&D Systems, USA

Agilent Technologies Inc., USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Active Motif, USA

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Sigma Aldrich, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Abcam, UK

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Sigma Aldrich, USA

Bio&Sell, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA

New England Biolabs, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fischer Scientific, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Biozym Scientific GmbH, Deutschland
Takara Bio USA Inc., USA

Merck Millipore, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Sigma Aldrich, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Promega, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA

New England Biolabs, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
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PageRuler™ Plus 10 — 250 kDa
Panobinostat (LBH589)
p-Cumarsdure

Penicillin (10.000 E) — Streptomycin (10 %)
PhosSTOP™

Puromycin (10 %)

Q5® Hot Start High-Fidelety Master Mix
rCutSmart™ Puffer
Restriktionsenzyme

Avr2

BamH1-HF®

EcoR1-HF®

Mlul-HF®

Pacl

Sall-HF®

Xbal

rhFas-Ligand

rhTNF-a

Salzsdure 1 M

SOB-Medium

Staurosporin (AM-2282)

SYBR™ Safe

TRIS (M = 121,14 miol)

Trypanblau 0,4%

Tween® 20

UltraPure™ 0,5 M EDTA, pH 8,0
Venetoclax (ABT-199)
Wasserstoffperoxid, Rotipuran 30%
X-tremeGENE™ HP DNA

VVVVVYVYVYYVY

2.1.4 Kits
Tabelle 4: Verwendete Kits.

Produkt

DNA 1000 Reagenzien

DNA High Sensitivity Reagenzien
Monarch® PCR & DNA Cleanup Kit
Nano-Glo® Live Cell Assay System
NEBNext® Enzymatic Methyl-seq Kit
NextSeq 500/550 High Output Kit v2.5 (150
Cycles)

Pierce™ Magnetic ChIP

QlAfilter Plasmid Maxi Kit

QlAprep® Spin Miniprep Kit
QlAquick Gel Extraction Kit

Qubit™ dsDNA HS-Assay Kit

Thermo Fisher Scientific, USA

Selleck Chemicals GmbH, Deutschland
Merck Millipore, USA

Sigma Aldrich, USA

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
InvivoGen, USA

New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA

R&D Systems, USA

R&D Systems, USA

Sigma Aldrich, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Selleck Chemicals GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Merck Millipore, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Selleck Chemicals GmbH, Deutschland
Carl Roth GmbH & Co KG, Deutschland
Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Hersteller

Agilent Technologies Inc., USA
Agilent Technologies Inc., USA
New England Biolabs, USA
Promega, USA

New England Biolabs, USA
llumina, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Qiagen GmbH, Deutschland
Qiagen GmbH, Deutschland
Qiagen GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA
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2.1.5 Bakterien, Zellen und Organoide

Tabelle 5: Bakterien, Zellen & gekaufte Organoide.

3dGRO™ human iPSC Derived Merck Millipore, USA
Colon Organoids

Caco-2 [Caco2] (ATCC HTB-37) ATCC, USA
HCM-SANG-0269-C18 (ATCC PDM-46) ATCC, USA

HCT 116 (ATCC CCL-247) ATCC, USA

HEK 293T (ATCC CRL-3216) ATCC, USA

NEB® 10-beta Competent E. coli New England Biolabs, USA
NEB® 10-beta Electrocompetent E. coli New England Biolabs, USA
NEB® Turbo Electrocompetent E. coli New England Biolabs, USA

2.1.6 Software und Tools

Tabelle 6: Verwendete Software & Tools.

‘ Name Entwickler Referenz \
annotatr v1.24.0 Cavalcante & Sartor [106,107]
Biorender.com Biorender, Kanada
Bismark v0.22.3 Babraham Institute, UK [108]
CRISPOR TEFOR Paris-Saclay, Frankreich [109]
Cutadapt v4.1 National Bioinformatics Infrastructure, [110]

Schweden
DSS v2.46.0 Wu & Feng [111,112]
Excel, PowerPoint, Word 365 Microsoft, USA
FastQCv0.11.9 Babraham Institute, UK [113]
Geneious Prime v2023.0.4 Dotmatics, USA
GraphPad Prism v8.0.1 GraphPad Software Inc., USA

ICE Software Multimode Reader Berthold Technologies GmbH & Co KG,
Deutschland

Image Lab v6.0.1 Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Inkscape ---

LightCycler 480 Software, v1.5 SP4 | Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Python v3.10.6 Python Software Foundation, USA

RStudio Posit PBC, USA

Segmonk v1.48.1 Babraham Institute, UK

Tm Calculator New England Biolabs, USA

Trim Galore! v0.6.7 Babraham Institute, UK [114]

2.1.7 Zusammensetzung der Puffer und Zellkulturmedien

50x TAE-Puffer 242 g Tris
100 ml EDTA (0,5 M)
57,1 ml Essigsdure
auf 1.000 ml mit Millipore-Wasser auffiillen
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1x TAE-Puffer 200 ml 50x TAE-Puffer
auf 10 L mit Millipore-Wasser auffiillen

1x TBS-T-Puffer 100 ml 10x TBS
900 ml Millipore-Wasser
0,5 ml Tween® 20

Anodenpuffer A 18,2 g TRIS
100 ml Methanol
auf 500 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

Anodenpuffer B 1,5 g TRIS
100 ml Methanol
auf 500 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

Blocking-Puffer 100 ml 1x TBS-T Puffer
5 g Magermilchpulver

ECL-L6sung 1 ml Luminol (250 mM, in DMSO geldst)
440 pl p-Cumarsaure (90 mM, in DMSO gelost)
10 mlI TRIS (1 M)
auf 100 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

Einfriermedium McCoy’s 5A bzw. DMEM
20 % (v/v) FCS
10 % (v/v) DMSO

HCT116-Kulturmedium 500 ml McCoy’s 5A Medium
50 ml fetales Kalberserum (hitzeinaktiviert)

5 ml Penicillin-Streptomycin (Endkonzentration: 100 ;—gl)

HEK293T-Kulturmedium 500 ml DMEM-Medium

50 ml fetales Kalberserum (hitzeinaktiviert)

5 ml Penicillin-Streptomycin (Endkonzentration: 100 ;—gl)

Kathodenpuffer C 1,5 g TRIS
100 ml Methanol
2,6 g Aminocapronsaure
auf 500 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

LB-Medium 25 g LB-Medium (Luria/Miller)
auf 1.000 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

LB-Selektionsagarplatten 20 g LB-Agar (Luria/Miller), granuliert
1 ml Carbenicillin (cstock = 50 %
auf 500 ml mit Millipore-Wasser auffiillen
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RIPA-Puffer 10 ml RIPA-Puffer
1 Tablette PhosSTOP
1 Tablette cOmplete Mini EDTA-freier Proteaseinhibitor

SDS-Puffer 25 mM Tris
250 mM Glycin
5 ml SDS (20 %)
auf 1.000 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

SOC-Medium 26,64 g SOB-Medium
auf 1.000 ml mit Millipore-Wasser auffiillen

2.2 Zellkultur

2.2.1 Kultivieren und Passagieren von Zellen

HCT116 Wildtyp (WT), HEK293T sowie genetisch modifizierte Zellen werden in Nahrmedium
bei einer Temperatur von 37 °C und einem CO,-Gehalt von 5% kultiviert. Bei ca. 80 %
Konfluenz werden sie unter sterilen Bedingungen passagiert. Hierflir werden die Zellen nach
Absaugen des Uberstehenden Mediums durch Zugabe von 7 ml 1x DPBS gewaschen, um
Uberreste abgestorbener Zellen zu entfernen. Die Zellen werden anschlieBend mit 3 ml
Accutase vom Boden der Flaschen gel6st. Fir den Stopp der enzymatischen Reaktion wird 7 ml
frisches, auf 37 °C vorgewarmtes Nahrmedium zugegeben und die Zellen darin resuspendiert.
Eine Fraktion dieser Zellsuspension wird in eine frische T75-Kulturflasche Uberfihrt und mit
Nihrmedium auf ein Gesamtvolumen von 10 ml aufgefiillt. Ubrige Zellen werden entweder
fir nachfolgende Experimente ausgesat oder verworfen.

Fir die Zelllinie HCT116 wird das Nahrmedium McCoy’s 5A verwendet, wahrend fiir HEK293T
DMEM genutzt wird. Die genaue Zusammensetzung der Kulturmedien ist in Abschnitt 2.1.7
aufgefihrt. Fetales Kalberserum wird vor Zugabe zum Medium im Wasserbad fiir 30 min auf
56 °C erhitzt, um ungewiinschte Komplementsysteme zu denaturieren. Vor
Therapieinduktion, Passagieren oder Aussaat erfolgt eine durchlichtmikroskopische

Beurteilung der Zellen.

2.2.2 Auftauen und Einfrieren der Zellen
Zur Langzeitlagerung werden die adhdrenten Zellen analog zum Passagieren vom
Flaschenboden abgeldst, in 8 ml Nahrmedium aufgenommen und in ein 15 ml Gefal} gegeben.

Die Zellsuspension wird fiir 3 min bei 300 x g zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
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Zellpellet in 3 ml Einfriermedium resuspendiert. Diese wird dann in Kryoréhrchen aliquotiert.
Die Aliquots werden zunachst tGber 24 h bei —80 °C eingefroren und anschlieBend in fllssigen
Stickstoff uberfihrt.

Dort gelagerte Zellen werden unmittelbar nach Entnahme aus der Kiihlung im Wasserbad bei
37 °Caufgetaut undin ein 15 ml Gefald mit 3 ml Nahrmedium Gberfiihrt. Nach der 3-mintigen
Zentrifugation bei 300xg wird der Uberstand verworfen, das mit 4 ml Medium

resuspendierte Zellpellet in eine T25-Zellkulturflasche lGberfihrt und kultiviert.

2.2.3 Aussaen von Zellen

Fir die Zellaussaat wird die im Zuge des Passagierens verbleibende Zellsuspension verwendet.

Diese wird zunachst in ein 50 ml Falcon Gberfihrt und deren Konzentration [zin%] mithilfe des

automatischen Zellzdhlers bestimmt. Hierfiir werden 20 pl entnommen und vorsichtig im
Verhdltnis 1:1 mit Trypanblau zur Unterscheidung toter und lebendiger Zellen vermischt.

Basierend auf dem Mittelwert zweier Messungen der Anzahl lebender Zellen wird die

05 Zellen

Suspension auf eine Konzentration von 2 X 1 verdinnt. Pro Well erfolgt die Aussaat

auf einer 96-Well Platte mit 20.000 Zellen in 100 pl, auf einer 48-Well Platte mit 75.000 Zellen
in 500 pl, auf einer 24-Well Platte mit 1 X 10° Zellen in 1 ml und auf einer 6-Well Platte mit
4 % 10° Zellen in 3ml. In eine Zellkulturschale TC100 werden 2,5 X 10° Zellen in 5 ml
Medium ausgesat. Anschliefend werden Zellen fiir 24 h im Brutschrank bei 37 °Cund 5 % CO>

kultiviert, bevor sie weiterverwendet werden.

2.2.4 Transiente Transfektion von Plasmiden (Lipofektion)
Plasmide werden durch Lipofektion in ausgesate Zellen eingebracht. Hierfiir wird zunachst die

DNA-Stammlésung mit sterilem Nuklease-freiem Wasser auf 100% verdliinnt und das

Lipofektionsmittel X-tremeGENE HP auf Raumtemperatur erwarmt. Fiir jede Vertiefung einer
96-Well Platte, in der eine Lipofektion erfolgen soll, wird 1 ul verdiinnte Plasmidlosung (0,1 ug
DNA entsprechend) mit 9 ul OptiMEM gemischt. Nachfolgend wird pro 1 pug DNA das
Lipofektionsreagenz im Verhaltnis 3:1 zugegeben und nach Durchmischung fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, sodass sich mit DNA gefiillte Liposomen bilden kénnen. Hiervon
wird 10 pl pro Well auf das bereits enthaltene Nahrmedium gegeben und durch Schwenken

gleichmaRig verteilt. Die Transfektion auf 6-Well Platten erfolgt analog unter Einsatz von 1 ug
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DNA pro Well. In den Zellkulturschalen TC100 werden 100 pug DNA eingesetzt. Nach Inkubation
der Platten fur 24 h bei 37°C und 5% CO, wird fir optimales Zellwachstum und
Plasmidexpression ein Nahrmedienwechsel durchgefiihrt. 48 h nach Lipofektion werden die

Zellen fir nachfolgende Experimente verwendet.

2.2.5 Apoptose-Induktion in HCT116 Zellen

Die Apoptose-Induktion von Zellen auf 96-Well Platten erfolgt 48 h nach Plasmidtransfektion.
Bei Durchfiihrung des Triple Caspase Assays (TCA) werden Reportersignale vor
Therapieinduktion zum Zeitpunkt t =0 h gemessen (vgl. Kapitel 2.4). Zur primaren Induktion
der Caspase-3 wird Staurosporin, zur Aktivierung von Caspase-8 der Fas-Ligand in
Kombination mit Anti-polyHistidin verwendet. Caspase-9 wird durch Panobinostat oder
Venetoclax (ABT-199) induziert. Zusatzlich wird eine Kontrollbedingung angesetzt, bei der
keine Wirkstoffzugabe erfolgt. Zwischen einzelnen Messzeitpunkten werden die Platten

weiter bei 37 °Cund 5 % CO; inkubiert.

2.2.6 Herstellung von Lentiviren

Fir die Produktion von Lentiviren werden 2,1 X 10° HEK293T Zellen in einer Zellkulturflasche
(75 cm?) ausgesat und ca. 24 h bis zu einer Konfluenz von 70 % bei 37 °Cund 5 % CO- inkubiert.
AnschlieBend erfolgt die Lipofektion des kombinierten TCA-Konstrukts als Donor-Plasmid
(vgl. Anhang 1) zusammen mit den lentiviralen Verpackungsplasmiden pVSVG, pRSV-Rev und
pMDLg im Verhaltnis 4:1:3:3 (DNA-Menge in ug).

Die Ernte produzierter Lentiviren erfolgt 24 h, 48 h und 72 h nach Transfektion. Hierzu wird
unter S2-Bedingungen das virenhaltige Medium in ein 15 ml GefaR lberfihrt und fir 10 min
bei 500 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird in einem frischen GefiR mit dem Lenti-X
Konzentrator im Verhaltnis 3:1 vermischt und nach mehrfachem Invertieren fir 30 min auf Eis
inkubiert. AnschlieBend wird das Gemisch 45 min bei 1.500 x g und 4 °C zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wird in 400 ul DMEM resuspendiert und in 50 ul Aliquots auf Trockeneis
eingefroren. Viren werden bei —80 °C gelagert und lediglich fiir die Transduktion aufgetaut.
Nach allen Arbeitsschritten wird entstandener Abfall in der Sicherheitsbank fur 1 h mit UV-

Licht bestrahlt und anschlielend autoklaviert.

33



2.2.7 Transduktion

Flr einen stabilen Knock-In werden HCT116 WT Zellen auf 6-Well Platten ausgesat und fir ca.

24 h im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Bei einer Konfluenz von 70 % werden in

jedes Well 200 ul einer zuvor auf Eis aufgetaute Virensuspension hinzugegeben. Nach weiterer

Inkubation {ber 3 Tage im Brutschrank wird der Uberstand abgenommen und durch ein

Selektionsnahrmedium, versetzt mit Puromycin, ersetzt. Die initiale Puromycindosis liegt bei
ug

10% und wird bei jedem Medienwechsel (2x wdchentlich) in SE—Schritten bis auf 255

gesteigert. Nach zwei Wochen werden noch lebende Zellen isoliert und separat auf 96-Well

Platten ausgesat. Hierflir werden sie mit Accutase vom Boden der 6-Well Platte abgel6st und

Zellen

in Nahrmedium aufgenommen. Von der mit Ndhrmedium auf 5 — verdiinnten
Zellsuspension werden 100 pl in jede Vertiefung der 96-Well Platten gegeben (0,5 Z\fvl:r ). Nach

Wachstum der Kolonien Uber eine Woche im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, werden
weitere 100 pl Nahrmedium zugegeben. Nach Erreichen einer ca. 60 %-igen Konfluenz werden
die Zellen fir weiteres Wachstum auf eine 48-Well Platte (iberfiihrt. Analog hierzu werden die
monoklonalisierten Zellen auf 24-Well Platten transferiert.

Die Genotypisierung erfolgt mit extrahierter DNA (vgl. Kapitel 2.7.1) mithilfe einer PCR,
wodurch die integrierte genomische Sequenz mit flankierenden Primern amplifiziert wird. Das
entstandene Fragment (4.003 bp) kann mittels Gelelektrophorese analytisch nachgewiesen
werden. AnschlieBend wird das extrahierte PCR-Amplikon sequenziert. Die Genexpression
einzelner Reporter wird zudem mit einem Western-Blot nachgewiesen: CPFluc (anti c-Myc-

Tag), flipNluc (anti OLLAS-Tag) & flip-mNG3A (anti-VSV-G-Tag).

2.3 Molekulargenetische Methoden

2.3.1 Erstellen von Primern und Genfragmenten
Genfragmente in Form von gBlocks werden ebenso wie die mit Geneious Prime entworfenen
Primer von Integrated DNA Technologies (IDT, Belgien) bezogen. Die Primer in Form eines

Lyophilisats werden zunadchst zentrifugiert und mit Nuklease-freiem Wasser auf eine

Konzentration von 100 uM gebracht. Analog werden gBlocks auf 10% gebracht und mittels

Vortexer aufgelost. Nach erneutem Zentrifugieren werden sowohl geloste Primer als auch
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gBlocks im Thermomixer fiir 10 min bei 65 °C und 400 x rpm inkubiert. Die Lagerung erfolgt

bei —20 °C.

2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
Die PCR wird als 50 pul Ansatz mit 25 pl des DNA Q5 Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix, 5 pl

eines Primer-Mix, 19 ul Nuklease-freiem Wasser und 1 pl Template-DNA (1 %) durchgefiihrt.

Der Primer-Mix wird aus je 1 ul Forward- & Reverse-Primer sowie 18 ul Nuklease-freiem
Wasser hergestellt. Bei Verwendung genomischer DNA als Template werden 500 ng als
Material in die PCR eingesetzt. Das verwendete PCR-Programm des Thermocyclers findet sich

in Tabelle 7. Die Annealing-Temperatur wird mithilfe des Tm Calculator (New England Biolabs,

Lénge Fragment [bp]

1000bp X 30 s+ 15 s. PCR-Produkte

USA) berechnet, die Elongationszeit entspricht

werden mittels Gelelektrophorese in 1 % Agarose aufgetrennt und mithilfe des QlAquick Gel

Extraction Kit extrahiert (vgl. Kapitel 2.3.6 & 2.3.7).

Tabelle 7: Verwendete Standardeinstellungen fiir die PCR.

Schritt Temperatur Zeit Anzahl Zyklen
initiale Denaturierung 98 °C 3 min

Denaturierung 98 °C 15s

Annealing variabel 30s 35 Zyklen
Elongation 72°C variabel

finale Elongation 72 °C 4 min

2.3.3 Overlap-PCR

Um mehrere amplifizierte Fragmente zu verbinden, wird eine Overlap-PCR durchgefiihrt.
Hierflir werden zunachst aquimolare Mengen aufgereinigter PCR-Produkte zu 25 ul DNA Q5
Hot Start High-Fidelity 2x Master Mix gegeben und mit Nuklease-freiem Wasser auf ein
Gesamtvolumen von 48 ul aufgefiillt. Es folgt das erste Programm im Thermocycler, das bis
auf eine angepasste Zykluszahl von 15 Wiederholungen analog zu Tabelle 7 ist. Nach Zugabe
von jeweils 1 pl einer 1:2 Verdiinnung der Primer, die das gewiinschte Overlap-PCR-Produkt
flankieren, folgt das zweite Thermocycler-Programm. In diesem werden 30 Zyklen
durchgefihrt. PCR-Produkte werden mittels Gelelektrophorese in 1 % Agarose aufgetrennt

und mithilfe des QlAquick Gel Extraction Kits extrahiert.

35



2.3.4 Plasmide und Restriktionsverdau

Die Plasmide enthalten einen CAG-Promotor zur Expression der kodierten Proteine sowie ein
Resistenzgen fiir Ampicillin. Sie basieren auf dem pCAGGS-Vektor. Zur Transkription der sgRNA
wird ein U6 Promotor verwendet. Zur Durchfiihrung eines Restriktionsverdaus von Plasmiden
wird 2-3ug Plasmid-DNA in 4 ul rCutSmart-Puffer mit 1ul der verwendeten
Restriktionsenzyme verdaut. Das Gesamtvolumen des Ansatzes wird durch Nuklease-freies
Wasser auf 40 ul gebracht. Die Inkubation folgt im Thermomixer fir mindestens 1 h gemald
dem Herstellerprotokoll der Enzyme. Anschliefend werden die Fragmente im Rahmen einer
Gelelektrophorese aufgetrennt und die DNA mithilfe des QlAquick Gel Extraction Kits
extrahiert. AbschlieRend wird die Konzentration mithilfe des Nano-Photometers bestimmt.

Die Produkte des Restriktionsverdaus werden bei —20 °C gelagert.

2.3.5 Assemblierung von Plasmiden mittels Gibson Assembly

DNA-Fragmente mit entsprechenden Uberlappungen werden durch die Gibson Assembly
zusammengefiihrt. Hierfir werden gemall dem Herstellerprotokoll dquimolare Mengen der
Fragmente auf Eis zu 10 pl HiFi DNA Assembly Master Mix gegeben. Der Ansatz wird mit
Nuklease-freiem Wasser auf ein Volumen von 20 pl aufgefillt und fir 60 min bei 50 °C im
Thermocycler inkubiert. Das resultierende Produkt wird entweder unmittelbar
weiterverwendet oder bei —20 °C gelagert. Vor Transformation in elektrokompetente E. coli
Bakterien werden 7 pl des assemblierten Produkts fir 10 min mit destilliertem Wasser

dialysiert.

2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Ein 1 %-Agarosegel wird aus Agarosepulver in 1x TAE-Puffer hergestellt und mit SYBR-Safe als
DNA-Farbemittel im Verhaltnis 1:15.000 versetzt. Die Proben werden mit 6x Gel Loading Dye
im Verhaltnis 1:6 gemischt, um das Gel zu beladen. Zusatzlich werden bei jedem Gel 6 pl des
GeneRuler 1 kb als DNA-Referenz in die erste Tasche gegeben. Fiir einen analytischen Lauf
werden flir 60 min 400 mA bei einer Spannung von 120V angelegt, wahrend fir einen
guantitativen Lauf 100V Uber 80 min verwendet werden. Die Banden enthaltener DNA-

Fragmente werden anschliefend mittels ChemiDoc XRS+ abgebildet. Um DNA zu extrahieren,

36



werden die entsprechenden Banden aus dem Gel mechanisch ausgeschnitten und

aufgereinigt (vgl. Kapitel 2.3.7).

2.3.7 DNA-Extraktion aus Agarosegel

Die DNA-Extraktion aus zuvor ausgeschnittenem Agarosegel erfolgt mittels QlAquick Gel
Extraction Kit. Abweichend vom Herstellerprotokoll wird lediglich 35 pl Nuklease-freies
Wasser zur Elution der DNA verwendet. Ferner wird das Auslésen der DNA aus der Spin
Column durch Inkubation bei 37 °C fir 3 min im Thermomixer maximiert. AbschlieBend wird
die DNA-Konzentration mithilfe des Nano-Photometers bestimmt und die extrahierte DNA bei

—20 °C gelagert.

2.3.8 Transformation von Plasmiden in Bakterien und Bakterienkultur
Zusammengesetzte Plasmide mit einer GroRRe > 10 kb werden in chemokompetente, kleinere
Plasmide (< 10 kb) in elektrokompetente E. coli gemall dem jeweiligen Herstellerprotokoll
transformiert. Alle verwendeten Plasmide enthalten eine Ampicillin-Resistenzkassette. Vor
der Transformation in elektrokompetente Bakterien wird die DNA zunachst fir 10 min
dialysiert. AnschlieRend werden 5 pl hiervon zu 50 pul der zuvor auf Eis aufgetauten
elektrokompetenten E. coli gegeben und in gekihlte Elektroporationskiivetten (2 mm)
transferiert. Nach Abgabe eines 2,5 kV Pulses (25 uF) wird die Bakteriensuspension
unmittelbar in 950 pl vorgewarmtes SOC-Medium (37 °C) liberfiihrt und im Thermomixer bei
37°C und 300rpm fir 1h inkubiert. Die Transformation von Plasmiden in 10-beta
chemokompetente E. coli erfolgt durch Zugabe von 5 ul des assemblierten Plasmids zu 50 pl
Bakterien. Nach 30 min Inkubation auf Eis folgt ein Hitzeschock bei 42 °C tiber 30s und
unmittelbar danach eine Inkubation auf Eis fiir 5 min. Nach Zugabe von 950 ul vorgewarmtem
10-beta Wachstumsmedium (37 °C) wird die Bakteriensuspension ebenfalls tiber 1 h bei 37 °C
und 300 rpm inkubiert.

Sowohl chemo- als auch elektrokompetente Bakterien werden auf LB-Selektionsagarplatten
ausgestrichen und anschlieBend fiir mindestens 12 h bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Die

Agarplatten enthalten Carbenicillin mit einer Endkonzentration von 100 % zur Selektion der

Bakterien, die durch erfolgreiche Plasmid-Transformation antibiotikaresistent geworden sind.
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2.3.9 Plasmidpraparation aus Bakterien und Sequenzierung
Sobald Bakterienkolonien auf den inkubierten Agarplatten sichtbar sind, werden einzelne
Kolonien mit sterilen 10 pl Pipettenspitzen aufgenommen und in ein 14 ml Falcon Uberfihrt.

Hierzu werden 3 ml LBo-Medium, versetzt mit Carbenicillin (100%, zugegeben. Die

Inkubation der Rohrchen erfolgt im Schiittler fir 6 h bei 37 °Cund 200 rpm. AnschlieBend wird
aus 2 ml Bakteriensuspension die Plasmid-DNA mithilfe des QlAprep Spin Miniprep Kits gemaR
den Herstellerangaben extrahiert. Die Validierung der Plasmid-Sequenzen erfolgt durch
Sanger Sequencing (Eurofins) mit geeigneten Primern.

Nach Kontrolle der Sequenzen werden 200 ul der entsprechenden Bakteriensuspension zu

200 ml LBo-Medium mit Carbenicillin (100 ﬁ) gegeben. Es folgt die Inkubation tGber Nacht (ca.

16 h) bei 37 °C und 180 rpm im Schittler. Die Plasmid-Extraktion wird mithilfe des QlAfilter
Plasmid Maxi Kits gemaR den Herstelleranweisungen durchgefiihrt. Aufgereinigte DNA-Pellets
werden mit Nuklease-freiem Wasser geldst. Zur optimalen Resuspension der DNA erfolgt eine
Inkubation bei 65 °C und 300 rpm Uber 1 h im Thermomixer. Neben der photometrischen
Bestimmung der Plasmid-Konzentration wird die Reinheit des gewonnenen Produkts anhand
der Absorptionskoeffizienten Azeo/Azs0 und Azso/Azzo Uberprift. Die DNA wird bei —20 °C

gelagert.

2.4 Quantifizierung von Fluoreszenz und Lumineszenz

Messungen von Fluoreszenz und Lumineszenz im Rahmen der Echtzeit-Detektion der
Caspasen-Reporter erfolgen auf 96-Well Platten mit durchsichtigem Boden. Verwendete
Luciferasen setzen spezifische Substrate zur Emission der Lumineszenz um. Fir die Nano
Luciferase (Nluc) wird das zellmembranpermeable Endurazin eingesetzt, wahrend fir die
Firefly Luciferase (Fluc) ebenfalls zellmembranpermeables D-Luciferinethylester verwendet
wird. Zunichst wird der Uberstand einzelner Wells verworfen und anschlieRend durch 100 pl
einer Mischung aus Zellmedium und jeweiligem Substrat ersetzt. Endurazin wird im Verhaltnis
1:100 eingesetzt, wahrend D-Luciferinethylester in einer Endkonzentration von 100 uM
vorliegt. Nach 20 min Inkubationszeit bei 37 °Cund 5 % CO; zur Internalisierung der Substrate
werden die Signale bei t=0h gemessen, was primar der Berechnung von
Normalisierungsfaktoren dient. Vor Apoptose-Induktion wird der Uberstand erneut

verworfen und durch ein Gemisch aus Ndhrmedium, Substraten in oben genannter
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Konzentration sowie entsprechender Wirkstoffe ersetzt. Die Platten werden zwischen
einzelnen Messungen bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert. Da im Rahmen des Triple Caspase
Assays Nluc und Fluc parallel in einem Well gemessen werden, werden sowohl Endurazin als
auch D-Luciferinethylester in obiger Konzentration zugegeben. Um die Konzentration
aufrechtzuerhalten, wird alle 12 h frisches D-Luciferinethylester zugegeben. Die Messung des
Methylierungsreportersystems erfolgt entweder mittels Nano Glo Live Cell Assay gemaR den
Herstellerangaben oder mit Endurazin.

Alle Lumineszenz- und Fluoreszenzmessungen werden mit dem TriStar? LB 942 Multimode
Reader durchgefiihrt. Bei Quantifizierung einer Luciferase allein wird kein Emissionsfilter
verwendet, bei parallelen Messungen wird fiir Nluc der Filter F460 und fir Fluc 560/10
genutzt. Die Fluoreszenzproteine mNG & flipEGFP werden mit Licht angeregt, das durch die
Filter 500/10 (mNG) bzw. F485 (flipEGFP) geleitet wird. Die Messung erfolgt mittels der
Emissionsfilter F535 (mMNG) bzw. CT520/10 (flipEGFP). flip-mNG3A sowie mNG3A werden

analog zu mNG detektiert.

2.5 Chromatin-Immunoprazipitation (ChlIP)

Die Bindung zwischen dCas9 und DNA wird durch eine Chromatin-Immunoprazipitation
detektiert, die mit dem Pierce Magnetic ChIP Kit durchgefiihrt wird. HCT116 Zellen werden in
TC100-Schalen mit den entsprechenden Plasmiden transfiziert und zunachst fiir 48 h bei 37 °C
und 5 % CO> inkubiert. Die ChIP wird gemall dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Fir das
Crosslinking wird dem Nahrmedium der Zellen Methanol-freies Formaldehyd fiir eine
Endkonzentration von 1% (v/v) zugesetzt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es
werden 2 pl MNase pro 4 X 10° Zellen fir den DNA-Verdau eingesetzt. Die Linge der
verdauten Fragmente wird mittels Gelelektrophorese untersucht. Fiir alle durchgefiihrten
Versuche weisen sie eine inhomogene GroRenverteilung mit Peaks > 4 kb auf, was lber der
geforderten Liange von <1kb liegt und Ergebnisse somit potenziell beeinflusst. Jede
Immunoprazipitation wird mit 4 X 10° Zellen und 5 pg Antikdrper (Cas9 7A9-3A3, Active
Motif) fir 14 h bei 4 °C inkubiert. Fir die (ChIP)-qPCR wird der Brilliant 1ll Ultra-Fast SYBR
Green gPCR Master Mix entsprechend den Herstellerangaben verwendet. Die verwendeten
Primer fiir untersuchte Genloci sind in Anhang 3 aufgefiihrt. Vor der qPCR im LightCycler wird

die 384-Well-Platte flir 1 min bei 1.000 x g zentrifugiert, um den Reaktionsansatz am Boden
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zu sammeln. Die Relativierung der DNA-Protein-Interaktion gegen die Positivkontrolle erfolgt

nach Normalisierung auf die eingesetzte DNA-Menge.
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Abbildung 6: Prinzip der Chromatin-Immunoprazipitation. Die gebundene dCas9 wird zunachst mit
Formaldehyd fixiert, woraufhin das Chromatin fragmentiert wird. Nach Inkubation mit dem Cas9-AK werden
Fragmente ohne gebundenen Antikdrper gewaschen und nach Aufhebung der Quervernetzung mittels qPCR
analysiert. Diese Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.

2.6 Western-Blot zur Proteinanalyse

2.6.1 Herstellung von Zelllysaten

Adhdrente Zellen werden durch Zugabe von 3 ml Accutase-Losung vom Boden der T75-
Zellkulturflasche gelost. Anschliefend werden 7 ml Nahrmedium hinzugefiigt und 1,5 ml der
Zellsuspension in ein Eppendorf-GefaR tberfiihrt. Nach Zentrifugation fiir 30 s bei 13.000 x g
wird der Uberstand verworfen und das Zellpellet in 100 ul RIPA-Puffer mit zugesetzten
Protease- und Phosphataseinhibitoren lysiert. Nach 20 min Inkubation auf Eis werden die
Proben fiir weitere 20 min bei 13.000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der proteinhaltige Uberstand
wird in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal} Gberfihrt und entweder direkt weiterverarbeitet

oder bei —80 °C gelagert.

2.6.2 SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Die Auftrennung der Proteine nach deren Molekulargewicht erfolgt mittels SDS-PAGE. Dazu
werden 100 pul Zelllysat mit 20 pl 6x Limmli-Puffer und 50 uM DTT versetzt und fiir 10 min im
Thermomixer bei 95 °C und 300 rpm inkubiert. Die SDS-PAGE-Kammern werden mit SDS-
Puffer befillt und mit Mini PROTEAN TGX Gele (4-20 % Gradient, 10 Wells) beladen. Nachdem
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die Proben sowie der Proteinmarker PageRuler auf das Gel geladen wurden, erfolgt die

Elektrophorese fiir 40 min bei 150 V.

2.6.3 Transfer der Proteine (Immunoblot)
Die durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden mittels Semi-Dry Blot auf eine PVDF-
Transfermembran Ubertragen. Um den Immunoblot zu erstellen, werden zugeschnittene
PVDF-Membranen sowie Whatman-Paper in der folgenden Reihenfolge angeordnet:

1. Whatman-Paper, benetzt mit Anodenpuffer A

2. zwei Whatman-Paper, benetzt mit Anodenpuffer B

3. PVDF-Membran, benetzt mit Methanol

4. SDS-Gel (siehe oben)

5. drei Whatman-Paper, benetzt mit Kathodenpuffer C
Der Transfer erfolgt mit 80 mA pro WB fiir 50 min, wonach die PVDF-Membran fir 1 h in
Blocking-Puffer bei Raumtemperatur unter stiandigem Schwenken blockiert wird. Die
Primarantikorper (vgl. Tabelle 8) werden mit demselben Blocking-Puffer verdiinnt und auf
den Immunoblot gegeben. Die Inkubation des Antikérpers erfolgt auf dem Blotschittler fir
2 h bei Raumtemperatur. AnschlieRend werden fiinf Waschgange mit 1x TBS-T-Puffer a 5 min
durchgefiihrt. Die korrespondierenden Sekundarantikérper (HRP-konjugiert) werden
ebenfalls mit Blocking-Puffer verdiinnt und auf der Membran fiir 2 h bei Raumtemperatur

inkubiert. Als Positivkontrolle dient ein HRP-konjugierter Beta-Aktin-Antikdrper.

Tabelle 8: Verwendete Western-Blot Antikorper mit Verdiinnungen.

Antikérper Hersteller Art Verdiinnungsfaktor

anti-VSV G Tag (#PA1-30138) Invitrogen Kaninchen IgG, 1:5.000
polyklonal

anti-OLLAS Tag (NBP1-06713) Novus Biologicals Ratten IgG, 1:5.000
monoklonal

anti-Myc Tag (ab32) Abcam Maus IgG, 1:1.000
monoklonal

anti-Beta-Aktin HRP-konjugiert | Abcam Maus IgG, 1:10.000

(ab49900) monoklonal

anti-rabbit IgG HRP-konjugiert = Thermo Fisher Ziege IgG, polyklonal 1:20.000

(31460) Scientific

anti-rat IgG HRP-konjugiert Abcam Ziege IgG, polyklonal = 1:5.000

(ab97057)

anti-mouse IgG HRP-konjugiert Abcam Kaninchen IgG, 1:2.500

(ab6728) polyklonal
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Zur Detektion der HRP-Signale wird eine ECL-Losung mit 0,01 % (v/v) Wasserstoffperoxid auf
die Membran gegeben. Die Belichtung erfolgt mithilfe des ChemiDoc XRS+. Um die
Blotmembran fiir die Analyse weiterer Proteine wiederzuverwenden, werden gebundene
Antikorper durch die Strong Re-Blot-Losung entfernt und die Membran anschlieBend
zweimalig mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach erneuter Zugabe von Blocking-Puffer

und einstiindiger Inkubation wird der nachste Primarantikdrper zugegeben.

2.7 Herstellung von Methylierungslibraries

Gewebe der gesunden Kontrollen stammen aus Fibroblasten sowie Organoiden, welche aus
entsprechenden Biopsien von Patienten des Universitatsklinikums Regensburg hergestellt
wurden (Ethikvotum 00/14 und 18-982-101). Zusatzlich werden pluripotente Stammzellen
(iPSC) verwendet, die zu Kolon-Organoiden ausdifferenziert sind. Die Gruppe maligner Zellen
wird sowohl durch Krebszelllinien als auch durch kommerziell erhiltliche Organoide gebildet.
Alle Arbeiten werden gemal lokaler ethischer Richtlinien sowie vereinbar mit der Deklaration
von Helsinki durchgefiihrt. Eine genauere Charakterisierung des Kollektivs findet sich in

Kapitel 3.1.1.

] T
Kultivierung von Isolation .

Zellen & Organoiden genomischer DNA Fragmentation \
T e HOAMu0ANANHA
Bioinformatische Sequenzierung PCR-Amplifikation enzymatische Konversion

Auswertung (NextSeq550) konvertierter DNA- unmethylierter Cytosine
Fragmente

Abbildung 7: Experimenteller Workflow zur Generierung einer Methylierungslibrary. Aus kultivierten Zellen
und Organoiden wird die genomische DNA extrahiert. Fiir das NGS muss die DNA mittels Ultraschall zu 250 bp
langen Fragmenten gespalten werden. In diesen werden unmethylierte Cytosinbasen enzymatisch zu Thymin
konvertiert und die Fragmente vor der Sequenzierung mittels PCR amplifiziert. Diese Grafik wurde mit
Biorender.com erstellt.
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2.7.1 lIsolation genomischer DNA

Die Extraktion genomischer DNA wird mit dem Wizard Genomic DNA Purification Kit
durchgefihrt. Daflir werden die Zellen in einem 1,5 ml Eppendorf-Gefal} bei 13.000 rpm fiir
15 s zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Zellpellet zweimal mit 300 ul 1x DPBS
gewaschen. AnschlieBend folgt die DNA-Isolation und Aufreinigung gemadR dem
Herstellerprotokoll. Die Elution der DNA-Pellets erfolgt in 30 ul Nuklease-freiem Wasser. Nach
einstlindiger Inkubation bei 65 °C und 300 rpm im Thermomixer wird die DNA-Konzentration

photometrisch gemessen. Proben werden bei —20 °C gelagert.

2.7.2 Fragmentierung der DNA

Fir die Sequenzierung muss die isolierte DNA in Fragmente mit einer durchschnittlichen Lange
von 250 bp fragmentiert werden. Dazu werden 500 ng DNA zusammen mit jeweils 2 pl des
methylierten Kontrollplasmids pUC19 und der unmethylierten A-Phage-DNA in ein PCR-Gefal3
gegeben und mit 0,1x TE-Puffer auf 110 ul aufgefillt. Die Fragmentierung erfolgt durch
Ultraschall unter Verwendung des Covaris S2 gemal} dem Herstellerprotokoll mit folgenden
Einstellungen: Duty Cycle 10 %, Intensitat 5, Cycles per Burst 200, Dauer 180 s. AnschlieRend
wird 1 ul der behandelten DNA-Losung mit dem Agilent Bioanalyzer 2100 und dem High
Sensitivity DNA Kit gemal Herstelleranweisungen analysiert. Sofern die GrofBe der

fragmentierten DNA im Zielbereich liegt, wird mit der Praparation der Library fortgefahren.

2.7.3 Erstellung der Methylierungslibrary

Fiir die Erstellung einer Methylierungslibrary wird das NEBNext Enzymatic Methyl-seq Kit
verwendet. Es wandelt unmethylierte Cytosinbasen durch enzymatische Konversion in Thymin
um, anstelle die aggressivere und weniger erfolgversprechende Bisulfitmethode
anzuwenden [115]. Die Library wird gemals dem Herstellerprotokoll aufbereitet, wobei die
Denaturierung der DNA mit Natriumhydroxid (0,1 M) durchgefiihrt wird. Die fertige Library
wird erneut mit dem Agilent Bioanalyzer 2100 analysiert und die DNA-Konzentration mithilfe

des Qubit™ 2.0 Fluorometer bestimmt.
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2.7.4 Next Generation Sequencing

Die Sequenzierung der Libraries erfolgt auf der NextSeq 550 Plattform unter Verwendung des
NextSeq 500/550 High Output Kits gemdR dem Herstellerprotokoll. Fir eine bessere
Genomrekonstruktion wird die paired-end Einstellung gewahlt. Die demultiplexierten
Rohdaten im *.fastg-Format werden nach bioinformatischer Aufarbeitung flir nachfolgende

Analysen verwendet.

2.8 Bioinformatische Analyse der WGS-Daten

Die Programme und Skripte werden in der Linux-Umgebung Ubuntu 22.04 LTS ausgefiihrt.
Sofern nicht gesondert beschrieben, werden sie entsprechend der jeweiligen GitHub-
Dokumentation mit Standardparametern genutzt. Die Rohdaten aus der Sequenzierung im
* fastg-Format werden zundchst einzeln mit FastQC auf ihre Sequenzierqualitat untersucht.
AnschlieBend werden mit TrimGalore! aus den Reads diejenigen Basen vom 3‘-Ende entfernt,
die aufgrund eines Phred-Scores < 30 eine zu geringe Basenerkennungsqualitdt aufweisen.
AulRerdem werden sowohl die Illumina-Adaptersequenzen als auch Fragmente mit einer
Gesamtlange von <20bp getrimmt, um eine zuverldssige Genomrekonstruktion zu
gewadhrleisten. Aufgrund der Verwendung des Methyl-seq Kits werden zusatzlich je 10 bp vom

5‘- und 3‘-Ende getrimmt.

trim_galore -j 4 --paired --q 30 --illumina --clip_r1 10 --clip_r2 10 --three_prime_clip_r1 10
--three_prime_clip_r2 10 --gzip --fastqc_args "--o //Ausgabepfad/QC-Report " Rohdaten.fastq
-0 /Ausgabepfad/getrimmt

Befehl zum Ausfiihren des Trimming.

Nach erneuter Qualitatskontrolle verbleibender Reads mittels FastQC erfolgt das Alignment
gegen das Referenzgenom GRCh38.p13 (bezogen von Ensembl.org) sowie gegen die
Methylierungskontrollen pUC19 und A-Phage-DNA. Hierflir wird Bismark verwendet.
Abweichend von den Standardparametern wird fiir die Reportinggrenze des Alignment-Scores
»--score_min L,0,-0.4“ definiert. Die ausgegebene *.bam-Datei wird mittels Bismark
dedupliziert, wodurch Reads entfernt werden, die sich an exakt gleicher Position und
Ausrichtung am Referenzgenom befinden. Dies dient der Entfernung von PCR-Duplikaten, die
einen Bias verursachen kénnen. Um die Methylierung einzelner Cytosinbasen der Proben zu

extrahieren, wird mittels bismark_methylation_extractor eine Coverage-Datei (*.cov) erstellt.
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Auf Basis der CpG-Methylierungsniveaus aus dem Bismark Alignment Report wird die
Konversionseffizienz unmethylierter Cytosinbasen berechnet. Die Visualisierung der
Methylierung sowie die Berechnung der Genom-Abdeckung durch die Sequenzierung erfolgt
mit Segmonk. Zur Identifikation differenzieller Methylierung wird das R-Paket DSS verwendet.
Im Rahmen des DML-Tests werden Methylierungsniveaus unter Verwendung eines gleitenden
Durchschnitts geglattet. Die Annotation differenziell methylierter Regionen wird mit dem R-

Paket annotatr entsprechend Ensembl Version 106 von GRCh38.p13 durchgefiihrt [116].
g Ui

Qualitatskontrolle

N NF |
«— L) ) e
\

\ if Alignment

NH, NH;

Auswertung & Cytosinmethylierung PCR-Duplikate
Visualisierung bestimmen entfernen

Abbildung 8: Bioinformatischer Workflow der Sequenzierdaten. Die Reads werden nach Prifung sequenzierter
Rohdaten auf ihre Basenerkennungsqualitdt getrimmt. Anschliefend erfolgt nach erneuter Qualitdtskontrolle
(hier nicht dargestellt) mit dem Alignment die Genomrekonstruktion. PCR-Duplikate werden entfernt und der
Methylierungszustand aller Cytosinbasen extrahiert. SchlieBlich werden die Daten visualisiert und hinsichtlich
ihrer differenziellen Methylierung ausgewertet. Diese Grafik wurde mit Biorender.com erstellt, die Darstellung
des Alignment-Algorithmus wurde von Krueger et al. ibernommen [108].

2.9 Statistische Analyse

Statistische Analysen werden fir die Identifikation differenziell methylierter Loci und
Regionen mithilfe von DSS durchgefiihrt. Andere statistische Berechnungen erfolgen mit
GraphPad Prism. StandardmaRig erfolgt die Berechnung von Signifikanzniveaus mittels
Welch’s t-Test. P-Werte ab p < 0,05 gelten als statistisch signifikant. Sofern nicht anders

angegeben, werden die Experimente in Triplikaten durchgefihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Methylierungsmuster des kolorektalen Karzinoms

3.1.1 Evaluation der Sequenzierungsdaten zur Identifikation spezifischer
Methylierungsmuster im kolorektalen Karzinom

Zur Bestimmung von spezifischen Methylierungsmustern des KRK wird die DNA der in
Tabelle 9 aufgefiihrten Zellen bzw. Gewebe extrahiert. Es folgt die enzymatische
Konvertierung von den unmethyliert vorliegenden Cytosinbasen in Thyminbasen wahrend der
Library-Vorbereitung. Samtliche Proben werden in technischen Duplikaten aufbereitet und
anschliefend mittels WGS (Whole Genome Sequencing) sequenziert. Die Probe F7 wird von
weitergehenden bioinformatischen Analysen zur Identifikation von DMR (differenziell
methylierte Regionen) ausgeschlossen, da es sich um die Probe eines Patienten mit
diagnostiziertem Rektumkarzinom handelt. Zwar stammt das Biopsat aus endoskopisch
unauffalligem Areal, ein potenzieller Bias soll jedoch durch die Exklusion vermieden werden.
Andere Proben werden den Gruppen maligne (n = 3) und gesund (n = 7) zugeordnet. Bei zwei
der drei malignen Proben handelt es sich um KRK-Zelllinien, bei einer der Proben um ein
Tumororganoid. Als gesundes Kontrollgewebe dienen neben einem Organoid aus zu
Kolongewebe differenzierten pluripotenten Stammzellen (iPSC) auch sechs Organoide aus
biopsiertem Patientengewebe. Hiervon sind 4 Patienten bzw. 67 % mannlich, 2 Patienten bzw.
33 % weiblich, wobei das Alter im Median bei 54 Jahren liegt. Alle untersuchten Biopsien

stammen aus dem Sigma.

Tabelle 9: Ubersicht analysierter Proben.

Bezeichnung Typ Alter / Geschlecht Anmerkung
Diagnose / Entnahmeort
HCT116 WT Krebszelllinie 48 Jahre / mannlich vgl. Tabelle 5
Adeno-CA / Colon ascendens
CaCo2 Krebszelllinie 72 Jahre / mannlich vgl. Tabelle 5
Adeno-CA / ---
C18 Tumororganoid 88 Jahre / ménnlich vgl. Tabelle 5
Adeno-CA (l1A) / Sigma
iPSC gesundes Organoid --- vgl. Tabelle 5
F1 gesundes 51 Jahre / mannlich
Patientenorganoid M. Crohn / Sigma
F2 gesundes 57 Jahre / mannlich
Patientenorganoid M. Crohn / Sigma
F3 gesundes 72 Jahre / mannlich
Patientenorganoid Colitis ulcerosa / Sigma
F4 gesundes 59 Jahre / weiblich

Patientenorganoid

Kontrolle / Sigma
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F5 gesundes 43 Jahre / mannlich

Patientenorganoid Colitis ulcerosa / Sigma

F6 gesundes 36 Jahre / weiblich
Patientenorganoid M. Crohn / Sigma

F7 gesundes 66 Jahre / méannlich ausgeschlossen?
Patientenorganoid Rektum-CA / aus gesundem Rektum

Sequenzierte  Rohdaten werden zur Qualitatskontrolle zunachst auf deren
Basenerkennungsqualitat geprift. Im Durchschnitt Gber alle sequenzierten DNA-Fragmente
zeigt sich ein Phred33-Score von > 20. Dies entspricht einer Wahrscheinlichkeit von > 99 % fiir
eine korrekte Basenerkennung beim WGS.

Zusatzlich wird der Konversionserfolg der unmethylierten Cytosinbasen evaluiert. Hierfiir
werden die von Bismark ausgegebenen B-Scores* der DNA-Kontrollen pUC19 sowie A-Phage
mit ihren tatsdchlichen CpG-Methylierungsniveaus verglichen. Die Kontrolle pUC19 soll
vollstandig methyliert, die A-Phagen-DNA vollstandig unmethyliert vorliegen. Samtliche
Proben zeigen fir pUC19 eine hohe (Bmean = 94,36 % / SD = 4,48 %), fur die A-Phagen-DNA eine
niedrige relative Anzahl methylierter CpG (Bmean = 0,29 % / SD = 0,16 %) (vgl. Abbildung 9 A).
Bmean(pUC19) wird als ausreichend angesehen, da das Plasmid laut Herstellerinformationen
durch enzymatische Methylierung lediglich eine 96-98 %-ige CpG-Methylierung erreicht [117].
Anhand von PBmean(A-Phage) = 0,29 % lasst sich eine durchschnittliche Konversionsrate
K=100% —0,29 % = 99,71 % liber alle Proben bestimmen. Fiir keine gemessene Probe ergibt
die Kontrolle des Bmean(A-Phage) > 0,7 %. Es wird also eine erfolgreiche Konversion fiir die
untersuchten Proben angenommen, weswegen kein Datensatz verworfen werden muss.

Um die Aussagekraft der B-Werte auf CpG-Ebene einzelner Proben bewerten zu kénnen, wird
die durchschnittliche Coverage auf das gesamte Genom bezogen betrachtet
(vgl. Abbildung 9 B). Hierbei handelt es sich um die durchschnittliche Anzahl an Reads®, die
einen CpG-Locus abdecken. Fir die Zelllinien HCT116 WT & CaCo2 betragt die
durchschnittliche Coverage 2,99 (SD=0,24), fir Proben aus Patientenmaterial bzw.

Organoiden 0,96 (SD = 0,59).

3 Daten der Probe F7 wurden von der Bestimmung differenzieller Methylierung ausgeschlossen, um
Beeinflussungen durch eventuell bestehende Methylierungsalterationen von endoskopisch unauffalligem
Gewebe bei einem an KRK erkrankten Patienten zu verhindern.

4 Beim B-Score handelt es sich um einen Wert zwischen 0 und 1, welcher das Methylierungsniveau eines CpG-
Locus oder eines Genomabschnittes darstellt. Hier entspricht der B-Score der relativen Frequenz von
methylierten CpG-Loci innerhalb der Kontroll-DNA.

5> Ein Read entspricht einem einzelnen DNA-Fragment, das wihrend des NGS sequenziert wird.
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Abbildung 9: Konversion unmethylierter Cytosinbasen & Coverage von Sequenzierungen. (A) Relative
Haufigkeit methylierter CpG-Loci innerhalb der Kontroll-DNA pUC19 sowie A-Phage gemal Bismark Alignment
Report. (B) Durchschnittliche Genom-Coverage nach Durchfiihrung des bioinformatischen Workflows mit
Trimming & PCR-Deduplikation. Fehlerbalken reprdsentieren das 95 %-Konfidenzintervall. Die Proben werden
jeweils in technischen Duplikaten aufgearbeitet und sequenziert.

3.1.2 Epigenetisches Profil: Globale Methylierungsmuster im gesunden und
malignen Genom

Zur Darstellung globaler Methylierungsmuster erfolgt mithilfe des ,Bisulfite Pipeline“-
Algorithmus (Segqmonk) die Berechnung von B-Scores fiir definierte Abschnitte innerhalb des
humanen Referenzgenoms. Hierflr wird das Genom zundchst in Abschnitte mit einer Lange
von jeweils 10 kb unterteilt. Im Scatterplot (vgl. Abbildung 10 A) stellen sich diejenigen 10 kb
Abschnitte auf einer Diagonalen dar, welche sowohl fiir maligne als auch fiir Kontrollproben
gleiche B-Scores aufweisen. Es zeigt sich eine Haufung hoher Methylierungsniveaus bei
malignen Zellen im Vergleich zu gesunden Kontrollproben. Zugleich besteht bei Betrachtung
der 10 kb Segmente eine erh6hte Variabilitat der B-Scores fir malignes Gewebe, wobei auch
hypomethylierte Elemente zahlreich auftreten (vgl. Abbildung 10 B). Aufgrund des
Methylierungs-Shifts sowohl nach rechts als auch nach links in Abbildung 10 A ist im
untersuchten Probenkollektiv von differenziellen Methylierungsmustern zwischen gesunden
und malignen Proben auszugehen.

Um die Methylierung innerhalb der CpG-Inseln zu untersuchen, werden auch deren B-Scores
bestimmt. Hierflir werden ausschlielRlich die Genregionen betrachtet, die CpG-Inseln
umfassen (gemdR Ensembl v.106 von GRCh38.p13). Insgesamt zeigen maligne Proben auch
hier eine gehdufte Hypermethylierung (vgl. Abbildung 11 A). Sowohl in malignem als auch in
gesundem Gewebe liegt die Mehrheit der CpG-Inseln entweder unmethyliert oder nahezu

vollstandig methyliert vor (vgl. Abbildung 11 B).
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Abbildung 10: Methylierungsmuster von 10 kb langen Genabschnitten. (A) Im Scatterplot reprasentiert jeder
Punkt einen 10 kb Abschnitt. Punkte, die auf der gepunkteten Linie (y = x) verlaufen, weisen innerhalb des
betrachteten Genomsegments gleiche B-Scores fiir malignes und gesundes Gewebe auf. Korrelationskoeffizient
nach Bravais-Pearson r = 0,694. (B) Die Breite des Beanplots tragt qualitativ die Anzahl der 10 kb Elemente mit
den jeweiligen B-Scores auf.
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Abbildung 11: Methylierung innerhalb von CpG-Inseln. (A) Ein Punkt reprasentiert eine CpG-Insel unabhéangig
von ihrer Lange. Datenpunkte, welche auf der gepunkteten Linie (y = x) verlaufen, weisen flr die betrachtete
Region gleiche B-Scores fiir malignes und gesundes Gewebe auf. Korrelationskoeffizient nach Bravais-Pearson
r = 0,614. (B) Die Breite des Beanplots zeigt die relative Haufigkeit von CpG-Inseln mit jeweils aufgetragenen B-
Scores.
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3.1.3 Identifikation differenziell methylierter CpG-Loci

Um Regionen mit signifikanten Methylierungsunterschieden zu identifizieren, erfolgt zunachst
die Analyse auf CpG-Ebene. Mithilfe der Funktion callDML (DSS) werden differenziell
methylierte Cytosinbasen im CpG-Kontext, sogenannte DML (differenziell methylierte Loci),
und deren statistische Signifikanz ermittelt. Die Signifikanzniveaus werden durch DSS mittels
t-Test berechnet und nach Benjamini-Hochberg korrigiert. Folgend werden diese adjustierten
p-Werte als fdr bezeichnet. Die Zuteilung der Proben in maligne und gesunde Kontrollen zur
Identifikation der DML erfolgt gemaR Tabelle 10.

Insgesamt werden 976.239 DML (fdr < 0,001) gefunden. Hiervon weisen 971.483 bzw. 99,51 %
eine Hypermethylierung maligner Proben gegeniiber den Kontrollen auf, 4.756 bzw. 0,49 %

eine Hypomethylierung.

Tabelle 10: Zuteilung verwendeter Datensétze. Es handelt sich jeweils um Daten im *.cov-Format, welche durch
Bismark ausgegeben und zur Ermittlung der DML mittels DSS verwendet werden.

gesunde Kontrolle maligne
F1.1 F3.1 F5_1 iPSC_1 HCT116_1 C18_ 1
F1.2 F3.2 F5_2 IPSC_2 HCT116_2 C18 2
F2_1 F4 1 F6_1 CaCo2_1
F2_2 F4 2 F6_2 CaCo2_2

3.1.4 Zusammenfassung zu differenziell methylierten Regionen

Basierend auf den DML werden DMR variabler Lange ermittelt. Diese Kalkulation erfolgt mit
verschiedenen Werten fir den Parameter delta (folgend als & bezeichnet) der Funktion
callDMR (DSS). Nur diejenigen DML werden in die Ermittlung der DMR einbezogen, deren a
posteriori Wahrscheinlichkeit (pp) fir eine unterschiedliche Methylierung mit |AB| > 6§

pp < 0,001 entspricht.

Tabelle 11: Anzahl identifizierter DMR in Abhangigkeit von 6.

gesamt davon hypermethyliert davon hypomethyliert
6>0,0 81.656 63.786 17.870
6>0,1 37.534 32.217 5.317
6>0,2 15.693 14.683 1.010
6>03 6914 6.778 136
6>04 3.488 3.475 13
6>0,5 1.417 1.415 2
6§>0,6 111 111 0

Tabelle 11 zeigt die Anzahl identifizierter DMR in Abhdngigkeit von 6. Hohere Werte gehen
hierbei lberwiegend mit hypermethylierten DMR einher. Ab 6 > 0,4 liegt die relative
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Haufigkeit von in malignem Gewebe hypomethylierten DMR unter 1 % (vgl. Abbildung 12 A).
Exemplarisch fiir 6 > 0,0 wird in Abbildung 12 B die Anzahl identifizierter DMR in
Abhéangigkeit der differenziellen Methylierung in Form eines Histogramms aufgetragen.
Sowohl fiir den Bereich relativer Hypermethylierung als auch relativer Hypomethylierung zeigt

sich ein Peak. Dieser liegt im Bin —0,275 < A3 < —0,225 bzw. bei 0,325 < AB < 0,375.
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Abbildung 12: Verteilung identifizierter DMR. (A) Verteilung in hyper- und hypomethylierte DMR filr
unterschiedliche 6. Rot symbolisiert die im malignen Gewebe hypermethylierten, blau die hypomethylierten
DMR. (B) Histogramm mit absoluter Haufigkeit der DMR (fir & > 0,0), welche die Methylierungsunterschiede AR
aufweisen. Die konstante Breite der Bins betragt 0,05. Negative Werte flur AB entsprechen einer
Hypermethylierung, positive einer Hypomethylierung maligner Proben.

Die Lange einzelner DMR liegt im Median zwischen 158 bp fir & > 0,6 und 405 bp fir
6 > 0,4 (vgl. Abbildung 13 A). Die Anzahl der CpG-Loci innerhalb der Regionen liegt im

Median zwischen 16 fir 6 > 0,0 und 64 fir § > 0,4 (vgl. Abbildung 13 B). Der Quotient

Anzahl CpG-Loci

Tange DVR wird als Mal} des CpG-Anteils innerhalb der DMR bestimmt. Ein hoher Wert

kommt beispielsweise durch CpG-Inseln zustande. In diesen kann die Methyl-Binding-Domain
des Reportersystems binden (vgl. Kapitel 1.3). Strengere Werte fir & korrelieren
(r = 0,986 /95% Cl [0,9038-0,9980]) mit einem héheren Median dieses Quotienten
(vgl. Abbildung 13 C).

Um anhand differenziell methylierter Regionen bestimmte Gene als potenzielle Biomarker des
KRK zu identifizieren, werden die DMR entsprechend annotiert. Hierflir werden sie in der Nahe
liegenden genomischen Merkmalen (Promotor, Intron, Exon, CpG-Insel sowie CpG-Shore)
sowie den jeweiligen Genen zugeordnet. Aufgrund von Uberlappungen erhilt eine DMR

oftmals eine Vielzahl an Annotationen (vgl. Tabelle 12). Nachfolgend werden Gene als
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differenziell methyliert betrachtet, wenn sie mindestens eine DMR innerhalb ihres Promotors

aufweisen.
A B C
8>0,0 HI1T 1+ 5>0,0{[}——— 5>0,04 HI}F—
5>0,1 HT 5>01F—— 5>014 HI
8>0,2 H 1 5>02{ _F——— 5§>024 HI}H—
5>0,34 — T §>03H 1_FH——1 5§>034 HI
§>0,4 — TH §>04H [ }F—— 5§>04- {1}
5>0,5- — 1 H 5>05H [ H—— 5>0,5 e
§>0,6 HTH 5>0,6H[ — 0>0,6 HT
1 1 1 1 I 1 I I 1 1
10 100 1000 10000 0 100 200 300 00 01 02 03 04
DMR-Lange [bp] Anzahl CpG-Loci CpG-Loci / DMR-Lange

Abbildung 13: Charakterisierung differenziell methylierter Regionen hinsichtlich (A) ihrer Ldnge sowie (B) der
Anzahl der CpG-Loci innerhalb der Regionen. (C) stellt mit dem Quotienten Anzahl CpG-Loci pro DMR-Lange die
durchschnittliche CpG-Dichte innerhalb der DMR dar. Die Fehlerbalken entsprechen den 5-95 Perzentilen.

Zur ldentifikation von DMR, die fiir das Methylierungsreportersystem geeignet sind, wird
primar auf die Liste der DMR mit § > 0,3 zurlickgegriffen. Diese stellt gemalR obiger
Charakterisierung einen geeigneten Kompromiss aus Regionen ausreichender Linge bei
entsprechender CpG-Dichte und Methylierungsunterschieden dar. Gleichzeitig werden durch
den Algorithmus nicht zu viele potenzielle Biomarker verworfen, die den Anforderungen nicht
genligen. Zur Ubersichtlicheren Darstellung werden jedoch in folgenden Graphen lediglich die
DMR mit 6 > 0,0 dargestellt. Sie umfassen fiir die ausgewahlten Regionen in der Regel

mehrere der strenger kalkulierten DMR und bieten somit einen hinreichenden Uberblick.

Tabelle 12: Anzahl an Annotationen fiir ermittelte DMR.

Promotor Intron Exon CpG-Insel CpG-Shore
6>0,0 60.707 319.860 86.141 13.990 23.784
6>0,1 29.432 155.315 44,944 8.670 14.601
6>0,2 16.841 65.042 24.826 6.138 8.586
6>0,3 9.376 28.340 13.823 4.201 4.632
6>0,4 5.333 1.2727 7.230 2.701 2.100
6>0,5 2.091 4.732 2.658 1.251 464
6>0,6 124 333 193 100 14

3.1.5 Insilico identifizierte hypermethylierte Biomarker
Aus den differenziell methylierten Genen werden fir die Implementierung des
Reportersystems geeignete potenzielle hypermethylierte Biomarker ausgewdahlt. Die

Auswahlkriterien beinhalten eine ausgepragte Methylierungsdifferenz zwischen malignem
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und gesundem Gewebe sowie einen hohen areaStat-Wert® der DMR als MaR statistischer
Signifikanz. Zudem wird ein Overlap zwischen der DMR und einer CpG-Insel als
Bindemoglichkeit fiir die MBD des Reporters vorausgesetzt. Weiterflihrend untersuchte Gene,
deren Promotorregionen DMR enthalten, finden sich in Tabelle 13. Als Kontrollen werden die

Housekeeping-Gene GAPDH, GPI, UBC, PPIA und B2M verwendet.

Tabelle 13: Hypermethylierte Biomarker-Kandidaten des kolorektalen Karzinoms. Werte flir AB entsprechen
der Berechnung (diff_Meth) durch DSS. Angegeben sind jeweils die Charakteristika der DMR fiir & > 0,0. Negative
Werte fur AR bedeuten eine Hypermethylierung zugunsten maligner Proben.

AB innerhalb DMR (6 > 0) Ldnge DMR Anzahl CpG

ALX3 -0,52 3.109 445
DLX4 -0,63 3.320 287
EN1 -0,47 14.358 1.153
EN2 -0,51 7.931 626
FOXC2 -0,6 4.199 576
GAD2 -0,54 3.885 452
GATAS -0,6 5.654 480
IKZF1 -0,56 4.306 437
IRF4 -0,57 2.820 421
LONRF2 -0,62 1.365 318
MNX1 -0,61 8.287 612
MSX1 -0,53 3.391 183
NKX1-1 -0,57 6.532 1.029
PCDH7 -0,5 4.490 610
PCDHS8 -0,57 3.342 567
PDX1 -0,54 6.006 312
RASAL3 -0,64 6.465 280
SALL3 -0,55 9.329 1.210
SCTR -0,56 5.710 164
SDC2 -0,31 1.228 179
SIX1 -0,38 956 140
SOX1 -0,41 7.763 1.073
TFPI2 -0,53 595 36
TP73 -0,53 1.402 214
VWC2 -0,47 2.998 530

Bereits auf Gen-Ebene zeigt sich eine teils signifikante Differenz der B-Scores
(vgl. Abbildung 14 A-C). Bei spezifischer Betrachtung der identifizierten DMR ist dieser
Unterschied noch ausgepragter (vgl. Abbildung 14 D-E). Hier werdem lediglich die DMR fir

6 > 0,0 dargestellt. Fiir die ausgewahlten Bereiche gilt, dass bei strengerem &6 mehrere

6 Bei areaStat handelt es sich um einen Wert, der durch DSS fiir jede DMR berechnet wird. Hierfiir wird die
Summe der t-Statistiken aller enthaltenen CpG-Loci gebildet und entsprechend der Anzahl enthaltener CpG-
Dinukleotide gewichtet.
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Abbildung 14: Differenzielle Methylierung der Biomarker-Kandidaten. (A)-(C) Methylierung innerhalb

ausgewdhlter Gene. (D)-(E) Methylierung innerhalb der DMR (fiir 6 > 0,0) der zugehdrigen Gene. Fehlerbalken
reprasentieren die 5-95 Perzentilen. (G) verdeutlicht in Form eines Volcano-Plots die statistisch signifikante
differenzielle Methylierung auf Ebene einzelner Gene und (H) auf Ebene der DMR (ftir 6 > 0,0). (1) demonstriert
die differenziell methylierten DMR der Probe F7 (verglichen mit gesunder Kontrolle). Die gepunktete Linie auf
y = -log(0,05) stellt jeweils den Cutoff fiir signifikante Ergebnisse dar. Die senkrechte Linie markiert x = 0. Negative
Werte flir AP zeigen eine Hypermethylierung malignen Gewebes, positive Werte eine Hypomethylierung an.
Signifikanzniveaus bzw. korrigierte P-Werte werden mittels Holm-Sidak t-Test berechnet (ns = nicht signifikant;
*=p<0,05; *** =p<0,001; **** =p <0,0001). Verwendete B-Scores entstammen dem Bisulfite-Algorithmus
(Segmonk).

kleinere Regionen identifiziert werden, welche sich innerhalb der hier abgebildeten DMR

(6 > 0) befinden. Somit bietet diese Art der Darstellung einer grofRer gefassten Region einen
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Uberblick, wenngleich AB bei strenger gewéhltem & groRer ausfillt. AuRerdem steigt der

Anzahl CpG-Loci

Quotient —
Lange DMR

flr hohere 6, was durch einen erhéhten Anteil von CpG-Inseln an diesen

strikter kalkulieren DMR bedingt wird (vgl. Kapitel 3.1.4).

Die deutliche differenzielle Methylierung wird auch anhand eines Volcano-Plots verdeutlicht
(vgl. Abbildung 14 G-H). Alle vorher ausgewahlten hypermethylierten Gene (vgl. Tabelle 13)
weisen insbesondere auf DMR-Ebene anhand von A eine signifikante Methylierungsdifferenz
auf. Sie werden fir die Implementierung in das Reportersystem verwendet.
Interessanterweise zeigt auch die Probe F7, die aus einem gesunden Kolonabschnitt eines
Patienten mit KRK stammt, eine signifikante differenzielle Methylierung innerhalb der DMR

der Gene EN1, GAD2, IKZF1 & NKX1-1 (vgl. Abbildung 14 1).

3.1.6 Schllsselrolle differenziell methylierter Gene als Regulatoren der Zelle
Zur weiteren Charakterisierung differenziell methylierter Gene erfolgt eine Analyse auf Basis
der Gene Ontology. Hierbei wird untersucht, inwieweit innerhalb der DMR-Genliste fiir 6 > 0,3
Gene bestimmter biologischer Prozesse verglichen mit der Gesamtheit des humanen Genoms
Uberreprasentiert vorliegen.
Bezliglich der ,Panther Pathways” zeigen sich in unserem vorliegenden Datensatz unter
anderem Ulberreprasentiert (vgl. Abbildung 15 A):

> Wht signaling (PO0057, 2,44-fach, fdr = 4,32 x 1072%)

> Cadherin signaling (P00012, 3,12-fach, fdr = 1,95 x 1072°)

» Endothelin signaling (P00019, 2,34-fach, fdr = 7,72 x 107°)

Auch bei Betrachtung der detaillierteren Annotationen ,Panther GO-Slim Biological Process”
ist neben den regulatorischen Prozessen ebenfalls der Wnt Signalweg innerhalb vorliegender
Genliste statistisch signifikant tiberreprasentiert (vgl. Abbildung 15 B):

> developmental process (GO:0032502, 2,24-fach, fdr = 6,63 x 10~79)
regulation of cellular process (GO:0050794, 1,45-fach, fdr = 3,94 x 1079?)
biological requlation (GO:0065007, 1,39-fach, fdr = 1,41 x 107°8)
cell fate commitment (GO:0045165, 3,72-fach, fdr = 7,57 x 10~ 14)

YV V V VY

Whnt signaling pathway (GO:0016055, 3,18-fach, fdr = 6,21 x 10~°)
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Abbildung 15: Gene Ontology Analyse differenziell methylierter Gene. Untersucht wird die Zugehorigkeit zu (A)
,Panther Pathways” bzw. (B) ,,Panther GO-Slim Biological Process”. Signifikanzen sind mithilfe des Fisher Exact
Tests bestimmt und korrigiert nach Benjamini-Hochberg als fdr angegeben. Die senkrechte Linie markiert jeweils
x =0, die horizontal gepunktete Linie zeigt bei y = -log(0,05) den Cutoff statistisch signifikanter Ergebnisse.

3.2 Etablierung eines Methylierungsreportersystems

3.2.1 Evaluation des Reportersystems anhand hypermethylierter Biomarker

Fir die weitere Etablierung des Reportersystems zur Detektion hypermethylierter Regionen
werden die in Abschnitt 3.1.5 identifizierten Biomarker-Kandidaten herangezogen. Fir sie
werden sgRNA erstellt, die innerhalb der DMR (6 > 0,3) liegen und dabei randstidndig
differenziell methylierte CpG-Inseln flankieren. Untersuchte Gene werden von bis zu drei
sgRNA erfasst (vgl. Anhang 2). Um mehrere Gene parallel zu untersuchen, werden diese zu
Biomarkerpanels mit zwei bis vier Markern zusammengefihrt.

Um neben der Signalinduktion im Vergleich mit unmethylierten Housekeeping-Genen auch
die signifikante Aktivierung der flipNluc durch die rekonstituierte splitTEV-Protease zu zeigen,
werden zwei Plasmide verwendet. Plasmid 1 enthdlt neben dem MBD-Konstrukt mit TEVp3-
70aa auch die flipNluc sowie sechs sgRNA, welche an die untersuchten genomischen Regionen
binden. Im Folgenden wird dieses Plasmid jeweils nach den Zielgenen (bspw. ,EN1_SCTR")
benannt. Als zusatzliche Kontrolle wird mit empty guide eine Variation bezeichnet, die in der
sgRNA keine Zielsequenz besitzt. Plasmid 2 beinhaltet das dCas9-Konstrukt mit TEVp61-242aa.
Eine schematische Darstellung der Funktionsweise des Reportersystems findet sich in

Kapitel 1.3.
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Bei Ko-Transfektion von Plasmid 1 mit hypermethylierten Zielgenen der sgRNA in Kombination
mit Plasmid 2 entsteht Lumineszenz aufgrund der flipNluc, die durch die freiwerdende TEV-
Protease induziert wird. Tatsachlich zeigt sich in Abbildung 16 ein signifikant gesteigertes
Signal im Vergleich zur Negativkontrolle UBC_PPIA_B2M. Allerdings ist auch bei Solo-
Transfektion von Plasmid 1 ein Signal messbar, welches sich fiur DLX4 _NKX1-1_GATAS5,
IKZF1_MNX1_VWC2 sowie RASAL3 TP73 SIX1 nicht signifikant von dem des
zusammengesetzten Reportersystems unterscheidet. Auch empty guide weist in Kombination
mit dem dCas9-Konstrukt Lumineszenz auf. Flir die Biomarkerpanel FOXC2_LONRF2 _PCDH7,
GAD2_IRF4_SOX1 und EN1_SCTR ist hingegen bei Ko-Transfektion eine Induktion verglichen

mit fehlendem Plasmid 2 zu erkennen.
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dCas9 + + + + + + + + + +
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DLX4_NKX1-1_GATAS + o+

FOXC2_LONRF2_PCDHY + +
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IKZF1_MNX1_VWC2 + 4+

RASAL3_TP73_SIX3 + +

EN2_MSX1_PDX1 ALX3 + 4+

Abbildung 16: Implementierung hypermethylierter Biomarker-Kandidaten in das Reportersystem.
Angegebene Plasmide werden auf weien 96-Well Platten in HCT116 WT transfiziert. Messung der
Biolumineszenz erfolgt 48 h nach Transfektion, 20 min nach Substratzugabe (Promega Live Cell Assay). Die oben
aufgefiihrten Konstrukte werden wie folgt verkiirzt benannt: dCas9 = dCas9_Key_N-Intein_TEVp61-242aa; die
Genpanels (z.B. ENI_SCTR) = MBD_Cage_Latch_C-Intein_TEVp3-70aa&flipNluc&sgRNA. Signifikanzniveaus
werden jeweils verglichen mit der Ko-Transfektion der Konstrukte dCas9 & UBC_PPIA_B2M (unmethylierte
Kontrolle) angegeben (* = p < 0,05; ** = p < 0,01). Fehlerbalken reprdsentieren die SD.
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Aufgrund dieser Ergebnisse soll untersucht werden, inwieweit die flipNluc bereits durch das
MBD-Konstrukt allein oder durch einzelne splitTEVp-Bestandteile aktiviert werden kann. Dies
konnte ein Erklarungsansatz fiir die nicht konstante Induktion bei Kombination beider

Konstrukte und damit einhergehender Hintergrundlumineszenz der flipNluc sein.

3.2.2 Keine unspezifische Aktivierung der flipNluc durch das MBD-Konstrukt

Im Folgenden wird untersucht, ob durch das MBD-Konstrukt allein (mit TEVp3-70aa)
Lumineszenz der flipNluc induziert wird. Die entsprechenden Plasmide werden hierflr in
HCT116 WT transfiziert. Sie enthalten keine sgRNA, sodass dCas9 keine spezifische DNA-
Bindung eingehen kann.

Wie aus Abbildung 17 A ersichtlich, erfolgt keine Aktivierung der flipNluc durch das MBD-
Einzelkonstrukt. Die Kombination aus MBD- und dCas9-Konstrukt weist im Vergleich mit der
Hintergrundlumineszenz sogar ein eher geringeres Signal auf (p = 0,14). Ein dhnliches Bild zeigt
sich erwartungsgemaR bei Verwendung des kombinierten Plasmids, das neben dem MBD-
Konstrukt auch die flipNluc kodiert, wie es bei dem vorgestellten Reportersystem zum Einsatz

kommt. Auch hier ist keine Signalinduktion vorhanden (vgl. Abbildung 17 B).

A B
150000 150000
100000 100000 T
3 3 T
foa) oD
50000 50000
0 T T T T T 0 T T T T
Mock + Mock +
MBD_TEVp3-70aa + + + flipNluc_cMyc-NLS +
flipNluc_cMyc-NLS + + + MBD_TEVp3-70aa_
+ +
dCas9_TEVp61-242aa + flipNluc_cMyc-NLS
dCas9_TEVp61-242aa +

Abbildung 17: Induktion der flipNluc durch das MBD-Konstrukt. (A) Induktion der flipNluc durch das MBD-
Konstrukt allein sowie in Kombination mit dCas9-Konstrukt. (B) Hintergrundlumineszenz des kombinierten MBD-
flipNluc-Konstrukts verglichen mit flipNluc und ausbleibende Induktion bei Kombination mit dCas9-Konstrukt.
Plasmide werden auf weiRen 96-Well Platten in HCT116 WT transfiziert. Die Lumineszenzmessung erfolgt 48 h
nach Transfektion, 20 min nach Substratzugabe (Promega Live Cell Assay). Fehlerbalken reprasentieren die SD
(n=1).

58



3.2.3 Freisetzung der splitTEV-Protease durch Intein-Splicing

Die oben demonstrierte schwache Induktion trotz Vorhandensein beider Konstrukte (MBD &
dCas9) und somit beider splitTEVp-Fragmente konnte auf insuffizientes Intein-Splicing
zurtickzufiihren sein. Damit wirde eine rekonstituierte, aktive TEV-Protease fehlen, sodass
keine Spaltung und demnach keine Aktivierung der flipNluc erfolgen kann. Daher wird die
Effizienz dieses Prozesses untersucht. Hierflir erhalten die Plasmide der splitTEVp-Fragmente
anstelle des MBD- bzw. dCas9-Konstrukts im Reportersystem den N- bzw. C-terminalen Teil
des Fluoreszenzproteins mNG (mNeonGreen). Sie fungieren als Exteine und werden bei
erfolgreichem Intein-Splicing zu intaktem mNG ligiert. Dieses kann durch Fluoreszenz nach
Anregung mit Aex =500 nm bei Aem_max =517 nm detektiert werden. Unterbleibt das Intein-
Splicing hingegen, liegt kein funktionsfahiges mNG vor. Gemessene Fluoreszenz ermoglicht
daher die Abschadtzung des erfolgten Intein-Splicing-Prozesses. Dieses Prinzip wird in
Abbildung 18 A schematisch dargestellt.

Die Messung ergibt eine signifikante Fluoreszenz beim Einsatz von TEVp61-242aa_NLS_C-
Intein41-1_C-mNG und TEVp3-70aa_NLS_N-Intein41-1_N-mNG (vgl. Abbildung 18 B). Ebenso
wird die Ligation des mNG durch fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der transfizierten
HCT116 WT Zellen verdeutlicht. Im Vergleich zur Kontrolle, bei der lediglich TEVp61-
242aa_NLS C-Intein41-1_C-mNG transfiziert wird (vgl. Abbildung 18 C), weisen Zellen nach
Ko-Transfektion von TEVp61-242aa_NLS C-Intein41-1_C-mNG und TEVp3-70aa_NLS N-
Intein41-1_N-mNG eine deutliche Fluoreszenz auf (vgl. Abbildung 18 D). Aufgrund dieser
Daten ist demnach von einem erfolgreichen Intein-Splicing auszugehen, wodurch der
rekonstituierte Komplex aus splitTEVp-Intein freigesetzt wird. Die Funktionstilichtigkeit dieser
zusammengesetzten splitTEV-Protease muss in nachfolgenden Versuchen noch bestatigt

werden.
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Abbildung 18: Intein-Splicing fiihrt zur Freisetzung der splitTEV-Protease. (A) Prinzip Intein-Splicing: Sind beide
Konstrukte (sowohl C-Intein als auch N-Intein) in rdumlicher Ndhe vorhanden, kommt es zum Intein-Splicing. Die
Exteine (hier: C- & N-Terminus des mNeonGreen) werden abgespalten und ligiert. Mittels Fluoreszenzmessung
kann nun das Signal von mNG detektiert werden. Diese Grafik wurde mit Biorender.com erstellt. (B) Fluoreszenz
von mNG, gemessen 48 h nach Transfektion der Plasmide in HCT116 WT auf schwarzen 96-Well Platten.
Fehlerbalken reprasentieren die SD (*=p<0,05; **=p<0,01). (C) Fluoreszenzmikroskopie 48 h nach
Transfektion von TEVp61-242aa_NLS_C-Intein41-1_C-mNG in HCT116 WT zeigt im Vergleich zur Ko-Transfektion
(D) von TEVp61-242aa_NLS_C-Intein41-1_C-mNG & TEVp3-70aa_NLS_N-Intein41-1_N-mNG keine Fluoreszenz,
da kein vollstandiges mNeonGreen vorliegt.
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3.2.4 Modifiziertes splitTEVp-Intein-Konstrukt induziert flipNluc effizienter

In einem weiteren Schritt wird zunachst geprift, inwieweit Einzelteile der splitTEV-Protease
(TEVp3-70aa & TEVp61-242aa) in der Lage sind, flipNluc an der TEV-Erkennungssequenz zu
spalten. Tatsachlich wird durch die Bestandteile TEVp3-70aa (1,51-faches Signal; SD =0,17)
respektive TEVp61-242aa (2,21-fach; SD =0,18) allein bereits Lumineszenz induziert
(vgl. Abbildung 19). Auch die Kombination beider splitTEVp-Fragmente zeigt eine Aktivierung
der flipNluc (2,21-fach; SD =0,17). Diese ist damit jedoch nicht starker als diejenige der
TEVp61-242aa allein. Somit zeigt sich insbesondere im Vergleich zur 35,15-fachen Induktion
(SD =1,15) der vollstandigen Protease (TEVp1-242aa) keine suffiziente Aktivierung der
flipNluc. Ebenfalls wird hiermit untersucht, ob die Position des kovalent gebundenen split-
Inteins an TEVp die Funktion der Protease beeintrachtigen kann. Die Kombination aus

splitTEVp und Intein (Variante 1) bietet diesbezlglich nur eine schwache Induktion der

flipNluc.
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Abbildung 19: Induktion der flipNluc durch splitTEVp-Intein (Variante 1). (A) Absolute Biolumineszenz der
flipNluc bei Induktion mittels splitTEVp-Intein-Konstrukt (Variante 1). (B) Relative Induktion angegeben als
Vielfaches des flipNluc-Hintergrundsignals. Gepunktete Linie bei y = 1 dient als Referenz. Plasmide werden auf
schwarzen 96-Well Platten in HCT116 WT transfiziert. Die Lumineszenzmessung erfolgt 48 h nach Transfektion,
20 min nach Substratzugabe (Promega Live Cell Assay). Fehlerbalken reprdsentieren die SD (ns = nicht signifikant;
**=p<0,01; *** =p <0,001).

Um die Effizienz der flipNluc-Induktion durch die splitTEVp-Intein-Einheit zu optimieren,
erfolgte ein Umbau des Konstrukts. In Variante 2 ist der Linker zum Intein mit dem C-Terminus

der TEVp3-70aa statt mit dem N-Terminus verbunden. An TEVp61-242aa befindet sich der
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Linker in Variante 2 hingegen N- statt C-terminal. Lediglich die Kernlokalisierungssignale SV40
& cMyc sind noch am C-Terminus positioniert. Ausschnitte der Plasmidkarten sowie eine

schematische Darstellung der Konstruktvariation findet sich in Abbildung 20.

A
 — C

N-mNeonGreen N-Intein gp41-1 Linker TEVp3-70a TEVp3-70aa
—_—

C-mNeonGreen

TEVp61-242aa C-Intein gp41-1

—>
TEVp3-70aa Linker C-Intein gp41-1 C-mNeonGreen

—

N-mNeonGreen N-Intein gp41-1 Linker TEVp61-242aa

Abbildung 20: splitTEVp-Intein-Variation. Ausschnitt der Plasmidkarten von (A) Variante 1 sowie (B) Variante 2
der splitTEVp-Intein-Konstrukte. Der Pfeil gibt jeweils die Syntheserichtung an. (C) Schematische Darstellung der
splitTEV-Protease und der Bindestellen des restlichen Konstrukts (-R) von Variante 1 und (D) Variante 2. Diese
Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.

Die Messergebnisse des modifizierten Systems belegen fur die Kombination beider splitTEVp-
Intein-Bestandteile eine hochsignifikante Induktion der flipNluc (vgl. Abbildung 21 A-B). Es
handelt sich um einen 22,99-fachen relativen Signalzuwachs (SD = 1,74). Dieser Signalzuwachs
entspricht ungefahr dem der vollstandigen TEVp1-242aa. Das Einzelfragment TEVp61-242aa
flihrt in Variante 2 zu einem 2,17-fachen (SD =0,18), TEVp3-70aa zu einem 1,5-fachen
(SD =0,27) relativen Signalanstieg. Die Modifikation des Konstrukts ermoglicht bei Ko-
Transfektion somit eine effizientere Spaltung der flipNluc und damit die spezifische Induktion
von Lumineszenz. Dabei liegt die Signalintensitit sowohl deutlich Gber der
Hintergrundaktivitat von flipNluc als auch tber der unspezifischen Induktion durch splitTEVp-
Einzelfragmente. Ferner wird analog zu Abschnitt 3.2.3 bestatigt, dass auch fiir Variante 2 von
splitTEVp-Intein ein erfolgreiches Intein-Splicing gegeben ist (vgl. Abbildung 21 C). Hierbei
wird das rekonstituierte splitTEVp-Intein freigesetzt und ermdglicht die oben beschriebene

signifikante Aktivierung der flipNluc.
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Abbildung 21: Induktion der flipNluc durch splitTEVp-Intein (Variante 2). (A) Absolute Biolumineszenz der
flipNluc bei Induktion mittels splitTEVp-Intein-Konstrukt (Variante 2). (B) Relative Induktion angegeben als
Vielfaches des flipNluc-Hintergrundsignals. Gepunktete Linie bei y = 1 dient als Referenz. (C) Fluoreszenz von
mMmNG zeigt erfolgreiches Intein-Splicing. Plasmide werden auf schwarzen 96-Well Platten in HCT116 WT
transfiziert. Die Messung erfolgt 48 h nach Transfektion und bei flipNluc 20 min nach Substratzugabe (Promega
Live Cell Assay). Fehlerbalken reprasentieren die SD (ns = nicht signifikant; ** = p < 0,01, *** = p < 0,001).

3.2.5 Modifiziertes splitTEVp-Intein-Konstrukt zur Optimierung des Reportersystems
Aufgrund der deutlich verbesserten Fahigkeit, die flipNluc zu induzieren, soll das modifizierte
splitTEVp-Intein-Konstrukt auch fiir das Methylierungsreportersystem genutzt werden.
Hierfir wird zunachst die Bindestelle des restlichen MBD-Konstrukts von Position 3aa der TEV-
Protease durch Position 70aa ersetzt und beispielhaft fiir einige hypermethylierte Gene
umkloniert. Nach dieser Anderung fiihrt die gleichzeitige Transfektion sowohl des dCas9- als

auch des MBD-Konstrukts in die Krebszelllinie HCT116 WT verglichen mit alleiniger
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Abbildung 22: Optimiertes Reportersystem detektiert hypermethylierte Biomarker. (A) Absolute Lumineszenz
der flipNluc ist innerhalb des kombinierten Reportersystems gegeniiber dem Hintergrundsignal der flipNluc
signifikant erhoht. (B) Relatives Signal hypermethylierter Biomarkerpanels im Verhéltnis zur unmethylierten
Kontrolle UBC_PPIA_B2M. (C) Relative Induktion der flipNluc durch das Reportersystem bzw. die freiwerdende
splitTEV-Protease. Angegebene Plasmide werden auf weiBen 96-Well Platten in HCT116 WT transfiziert.
Messung der Biolumineszenz erfolgt 48 h nach Transfektion, 1h nach Substratzugabe (Endurazin).
Versuchsdurchfiihrung mit sechs technischen Replikaten (n = 1). Die oben aufgefiihrten Konstrukte werden wie
folgt verkirzt benannt: dCas9 = dCas9_Key_N-Intein_TEVp61-242aa; die Genpanels (z. B. ENI_SCTR) =

TEVp3-70aa_C-Intein_Latch_Cage_MBD&flipNluc&sgRNA. Fehlerbalken reprasentieren die SD (* =p <0,05;
*** = p<0,001; **** = p <0,0001).

Transfektion des MBD-Plasmids zu deutlich starkeren Signalen (vgl. Abbildung 22 A). Dieses
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Ergebnis stellt eine deutliche Verbesserung gegeniiber der urspriinglichen Variante des
Reportersystems dar, bei welcher die im MBD-Konstrukt enthaltene flipNluc ein signifikantes
Hintergrundsignal ausweist (vgl. Kapitel 3.2.1). Die relative Induktion bei Ko-Transfektion wird
fir EN1_SCTR, IKZF1_MNX1_VWC2, FOXC2_LONRF2_PCDH7 sowie die Kontrollgruppe
UBC _PPIA_B2M in Tabelle 14 gegeniibergestellt. Die rekonstituierte splitTEV-Protease in

Variante 2 ist demnach in der Lage, die flipNluc deutlich effizienter zu induzieren.

Tabelle 14: Relative Induktion der flipNluc bei Ko-Transfektion von MBD- & dCas9-Konstrukt. Angegeben wird
jeweils der relative Unterschied zwischen der Lumineszenz bei alleiniger Transfektion des MBD-Konstrukts mit
enthaltener flipNluc und der Ko-Transfektion bei Kombination mit dCas9-Konstrukt.

Variante 1 [relative BLU] Variante 2 [relative BLU]
EN1_SCTR 3,44 (SD =0,3) 17,91 (SD =0,85)
IKZF1_MNX1_VWC2 0,79 (SD=0,2) 8,49 (SD =0,97)
FOXC2_LONRF2_PCDH7 3,06 (SD = 0,24) 4,89 (SD=0,42)
UBC_PPIA_B2M 2,39(SD=0,17) 5,28 (SD =0,52)

Dariber hinaus weisen die untersuchten hypermethylierten Genloci bei Detektion durch das
optimierte Reportersystem auch im Vergleich mit der unmethylierten Kontrolle
UBC_PPIA_B2M ein signifikant hoheres Signal auf (vgl. Abbildung 22 B). Dies ermoglicht die
Differenzierung von malignem Gewebe anhand unterschiedlicher Methylierungsniveaus.
Ebenso lasst sich zeigen, dass die gemessene Lumineszenz bei Verwendung des
Reportersystems deutlich Giber dem Hintergrundsignal einer allein transfizierten flipNluc liegt

(vgl. Abbildung 22 C).

3.3 Bindet dCas9 bevorzugt innerhalb unmethylierter Regionen?

Die Funktion des Methylierungsreportersystems erfordert eine effektive und spezifische
Bindung des dCas9-Konstrukts an den vorgesehenen DNA-Locus. Daher wird mithilfe einer
Chromatin Immunoprazipitation (ChIP) Uberprift, inwieweit die Interaktion zwischen dCas9
und DNA vom Methylierungsstatus der genomischen Region abhangig ist. Hierfiir wird ein
Antikorper eingesetzt, welcher gegen Cas9 gerichtet ist (vgl. Kapitel 2.5). Hypermethylierte
Loci werden am Beispiel der Gene EN1 & SCTR, unmethylierte Regionen am Beispiel von
GAPDH & GPI untersucht. Fir jede der drei durch die sgRNA vorgesehenen dCas9-Bindestellen
pro Zielgen wird ein qPCR-Primerpaar eingesetzt. 48 h nach transienter Transfektion der
Plasmide wird die DNA der KRK-Zelllinie HCT116 extrahiert. Im Folgenden wird das Plasmid,
welches neben dem MBD-Konstrukt auch die sgRNA (von EN1 & SCTR bzw. GAPDH & GPI)
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sowie die flipNluc enthalt, verkiirzt als ,sgRNA“ bezeichnet. , dCas9“ steht flir das dCas9-
Konstrukt des Reportersystems. Bei der Evaluation der Fragmentlange mittels PCR nach
Chromatinfragmentierung zeigt sich fiir samtliche Proben ein inhomogenes Bild mit Peaks bei
> 4 kb, was eine Abweichung von den im Herstellerprotokoll geforderten Bedingungen (Lange
< 1 kb) darstellt. Obwohl dies das Auflésungsvermogen beeintrachtigen kann, werden folgend
die Ergebnisse der ChIP dargestellt.

Bei Einzelbetrachtung untersuchter Genregionen féallt das Hintergrundsignal der
Solo-Transfektion von sgRNA auf. Obwohl hierbei kein dCas9-Plasmid eingebracht wird, kann
im Rahmen der ChIP eine Protein-DNA-Interaktion registriert werden. Ferner wird in
methylierten Regionen eine starkere relative Bindung fir die unspezifische dCas9-Interaktion
gemessen als flr die Ko-Transfektion von sgRNA und dCas9 (vgl. Abbildung 23 A-B). Prinzipiell
ware das Gegenteil zu erwarten, da nur bei Vorhandensein beider Konstrukte von einer
stabilen Protein-DNA-Interaktion ausgegangen wird. Aufgrund von AusreiRern wird zudem bei
Ko-Transfektion der Konstrukte jeweils ein Wert fir die untersuchten Genloci SCTR_2, SCTR_3

sowie GAPDH_3 ausgeschlossen.
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Abbildung 23: Bindung der dCas9 an Genloci SCTR, EN1, GPI & GAPDH. (A)-(D) zeigen die Bindung der dCas9
jeweils innerhalb dreier Loci der Gene SCTR, EN1, GPl und GAPDH. Die relative Bindung ist jeweils fiir die alleinige
Transfektion von sgRNA (ohne dCas9-Konstrukt), die Ko-Transfektion von sgRNA und dCas9 sowie fir die
alleinige Transfektion von dCas9 angegeben. Die Ernte der Zellen HCT116 WT erfolgt 48 h nach Transfektion der
Plasmide. Ergebnisse der (ChIP-)gPCR werden auf die Menge des eingesetzten Materials normalisiert und
beziglich einer Positivkontrolle relativiert. Aufgrund von Ausreifern wird fiir die Genloci SCTR_2, SCTR_3 &
GAPDH_3 jeweils ein Wert der Ko-Transfektion ,,sgRNA & dCas9“ ausgeschlossen. Fehlerbalken zeigen den SEM.

Fiir die unspezifische dCas9-DNA-Bindung, also bei Einzeltransfektion des dCas9-Konstrukts
ohne sgRNA, betragt der Mittelwert der relativen Protein-DNA-Interaktion fiir methylierte
Regionen 0,21 (SD =0,12), fir unmethylierte 0,27 (SD =0,12). Es zeigt sich demnach kein
statistisch signifikanter Unterschied (p = 0,2) hinsichtlich einer Bevorzugung unmethylierter

DNA-Abschnitte im Rahmen unspezifischer dCas9-Bindung (vgl. Abbildung 24 A).
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Bei Ko-Transfektion von sgRNA weisen methylierte Loci eine relative Protein-DNA-Bindung
von 0,09 (SD =0,03), unmethylierte eine relative Protein-DNA-Bindung von 0,27 (SD =0,26)
fir die spezifische dCas9-DNA-Interaktion auf. Zwar entspricht dies formal einer statistisch
signifikanten Differenz (p = 0,01), jedoch ist die groRe SD insbesondere fiir unmethylierte
Regionen zu beriicksichtigen (vgl. Abbildung 24 B). Auch hier wird bei der Ko-Transfektion von
SgRNA und dCas9 jeweils ein Wert flir die untersuchten Genloci SCTR_2, SCTR_3 sowie
GAPDH_3 ausgeschlossen.
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Abbildung 24: Bindung der dCas9 an methylierte & unmethylierte Genloci. (A) Zeigt die unspezifische Bindung
der dCas9 ohne Vorhandensein einer sgRNA nach Solo-Transfektion des dCas9-Konstrukts, (B) die spezifische
Bindung der dCas9 nach Ko-Transfektion mit sgRNA. Die Subgruppe ,, methyliert” schlieRt jeweils drei Genloci
innerhalb der Gene SCTR sowie EN1, die Subgruppe ,,unmethyliert” drei Loci innerhalb von GPI und GAPDH ein.
Hierbei handelt es sich um die Zielregionen der sgRNA des Methylierungsreporters. Die Ernte der Zellen
HCT116 WT erfolgt 48 h nach Transfektion der Plasmide. Ergebnisse der (ChIP-)gPCR werden auf die Menge des
eingesetzten Materials normalisiert und beziglich einer Positivkontrolle relativiert. Mit n ist jeweils die Anzahl
der enthaltenen Werte angegeben. Fehlerbalken reprasentieren die SD (ns = nicht signifikant; * = p < 0,05).

3.4 Triple Caspase Aktivitatsassay

3.4.1 Transfektion der Einzelsysteme zur real-time Detektion der Caspasen-3, -8 & -9
Vor der Etablierung eines Triple Caspase (Aktivitdits-)Assays (TCA) werden zunéachst einzelne
Reporter auf ihre Fahigkeit geprift, die Caspasen-3, -8 und -9 zu detektieren. Hierfiir erfolgt
die Klonierung der jeweiligen Cleavage Site (vgl. Tabelle 15) in Einzelreporter. Entsprechende
Plasmide werden in HCT116 WT transfiziert und der Zelltod mittels Wirkstoffzugabe induziert.
Zur Einleitung der Apoptose werden der Fas-Ligand, Panobinostat, ABT-199 sowie

Staurosporin in angegebenen Konzentrationen verwendet.

Tabelle 15: Erkennungssequenz zur Detektion der Caspasen.

Erkennungssequenz \
Caspase-3 DEVDG
Caspase-8 IETD
Caspase-9 LEHD
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Sowohl bei Detektion der Caspase-3 (vgl. Abbildung 25 A) als auch der Caspase-8
(vgl. Abbildung 25 B) weist die flipNluc verglichen mit der Kontrollbedingung ohne
Therapieinduktion einen relativen Signalanstieg auf. Dieser reprasentiert die hohe Caspasen-
Aktivitat im Rahmen der Apoptose vor allem innerhalb der ersten 8,5 h nach Wirkstoffzugabe.
Beide Reporter scheinen daher fiir die Verwendung innerhalb des TCA geeignet. Nachfolgend

wird die flipNluc zur Messung der Caspase-8 eingesetzt.
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Abbildung 25: flipNluc als Caspase-Reporter. (A) Caspase-3 induziert durch Cleavage von flipNluc (Casp3), (B)
Caspase-8 durch Cleavage von flipNluc (Casp8) Lumineszenz. Die Therapieinduktion mit rekombinantem Fas-
Liganden (10 %) erfolgt in Kombination mit Anti-polyHistidin (10 ”F’;) 48 h nach Transfektion der Reporterplasmide

m
in HCT116 WT auf weien 96-Well Platten. Vor Zugabe der Therapeutika wird zum Zeitpunkt t=0h ein
Normalisierungsfaktor ermittelt. Zu jedem Messzeitpunkt werden Werte entsprechend normalisiert sowie
bezogen auf den Mittelwert der Kontrollbedingung ohne erfolgte Therapieinduktion relativiert. Die gepunktete
Linie y = 1 gilt als Referenz fiir diese Kontrollbedingung. Fehlerbalken reprasentieren die SD, bei Graphen mit
mehreren Therapeutika werden sie zur besseren Ubersichtlichkeit nur nach oben angegeben. Durchfiihrung in
sechs technischen Replikaten (n = 1).

Zur Aktivitatsbestimmung der Caspasen-3 und -9, werden die induzierbaren
Fluoreszenzproteine flipEGFP und flip-mNG3A sowie die Luciferase CPFluc herangezogen. Um
Caspase-3 zu induzieren und die resultierende Fluoreszenz von flipEGFP (vgl. Abbildung 26 A)
sowie flip-mNG3A (vgl. Abbildung 26 B) zu messen, wird Staurosporin verwendet. Die
Induktion von Caspase-9 erfolgt mittels Panobinostat sowie ABT-199 und wird durch die
CPFluc (Casp9) detektiert (vgl. Abbildung 26 C). Alle drei untersuchten Reporter weisen nach
der Apoptose-Induktion einen relativen Signalanstieg auf. Als Kandidaten zur
Implementierung eines TCA wird flip-mNG3A fiir Caspase-3 sowie CPFluc fiir Caspase-9

herangezogen.
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Abbildung 26: Weitere Caspase-Reporter zur Implementierung eines Triple Caspase Assay. Caspase-3 wird in
(A) mithilfe des Fluoreszenzproteins flipEGFP (Casp3) gemessen, in (B) mithilfe von flip-mNG3A (Casp3). Der
rekombinante Fas-Ligand (10 %) wird in Kombination mit Anti-polyHistidin (10 %) verwendet. Zur Detektion von

Caspase-9 (C) wird die CPFluc (Casp9) induziert. Die Therapieinduktion erfolgt 48 h nach Transfektion der
Reporterplasmide in HCT116 WT auf (A) & (B) schwarzen bzw. (C) weiBen 96-Well Platten. Fir Messwerte wird
vor der Zugabe von Therapeutika zum Zeitpunkt t=0h ein Normalisierungsfaktor ermittelt. Zu jedem
Messzeitpunkt werden Werte entsprechend normalisiert sowie bezogen auf den Mittelwert der
Kontrollbedingung ohne erfolgte Therapieinduktion relativiert. Die gepunktete Linie y = 1 gilt als Referenz fur
diese Kontrollbedingung. Fehlerbalken reprasentieren die SD, bei Graphen mit mehreren Induktionen werden
sie zur besseren Ubersichtlichkeit nur nach oben angegeben. Durchfithrung in sechs technischen Replikaten
(n=1).

3.4.2 Proof of Concept Triple Caspase Aktivitdatsassay

Zur Evaluation des TCA werden die Reporter flip-mNG3A (Casp3), flipNluc (Casp8) und CPFluc
(Casp9) in HCT116 WT ko-transfiziert. Die Messung beider Luciferasen erfolgt zusammen in
einem Well nach Zugabe der Substrate, wahrend die Fluoreszenz von flip-mNG3A in einem
separaten Well gemessen wird.

Bei Apoptose-Induktion mittels Fas-Liganden steigt initial vor allem das relative Signal der
flipNluc, was auf eine Aktivitat von Caspase-8 hinweist. Im zeitlichen Verlauf zeigt sich zudem
ein Anstieg der Fluoreszenz von flip-mNG3A, welche Caspase-3 reprasentiert
(vgl. Abbildung 27 A). Wird Staurosporin als Therapeutikum eingesetzt, weist bereits ab
Messpunktt = 1 h flip-mNG3A und somit Caspase-3 das hochste relative Signal bzw. die grofSte
Aktivitat auf (vgl. Abbildung 27 B). Wahrend der ersten 10 h nach Zugabe von Panobinostat
bzw. ABT-199 ist ein leichter Anstieg von flipNluc (Casp8) und CPFluc (Casp9) zu verzeichnen.
Ab t =26 h zeigt sich ein deutliches Signal fiir flip-mNG3A (Casp3) (vgl. Abbildung 27 C-D).
Zusammenfassend scheint das TCA auch in ko-transfizierter Form plausible Messergebnisse

zu liefern. Allerdings ist verglichen mit einer Einzeltransfektion der Reporter beispielsweise fiir
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Abbildung 27: Proof of Concept des Triple Caspase Assays. Dargestellt ist das relative Signal der Reportersysteme
CPFluc (Casp9, blau), flipNluc (Casp8, grin) sowie flip-mNG3A (Casp3, rot) im zeitlichen Verlauf nach
Wirkstoffzugabe. Zur Induktion der Apoptose verwendet werden (A) Fas-Ligand (10 %) in Kombination mit Anti-
polyHistidin (10 %), (B) Staurosporin (1 uM), (C) Panobinostat (10 uM) und (D) ABT-199 (10 uM). Sie erfolgt 48 h
nach Transfektion der Reporterplasmide in HCT116 WT auf schwarzen 96-Well Platten. Fiir Messwerte wird vor
der Zugabe von Therapeutika zum Zeitpunkt t = 0 h ein Normalisierungsfaktor ermittelt. Zu jedem Messzeitpunkt
werden Werte entsprechend normalisiert sowie bezogen auf den Mittelwert der Kontrollbedingung ohne erfolgte
Therapieinduktion relativiert. Die gepunktete Linie y=1 gilt als Referenz fiir diese Kontrollbedingung.
Fehlerbalken, zur besseren Ubersichtlichkeit nur nach oben angegeben, reprédsentieren die SD. Durchfiihrung in
sechs technischen Replikaten (n = 1).

CPFluc (Casp9) kein eindeutiger Signalanstieg nach Apoptose-Induktion durch Panobinostat
sowie ABT-199 festzustellen (siehe insbesondere t=14h in Abbildung 26 C sowie
Abbildung 27 C-D).

Um den Hintergrundzelltod, der auch ohne Zugabe von Wirkstoffen auftritt, als mogliche
Ursache des geringen relativen Anstiegs abschatzen zu konnen, wird die Kontrollbedingung
ohne Therapiezugabe betrachtet. Da das Signal der Reporter jeweils auf diese Kontrolle
relativiert wird, konnten hier hohe Signale (ausgel6st durch Apoptose der Zellen) zu

niedrigeren relativen Werten fihren. Hinsichtlich relativer Signalsteigerung (t=1h zu
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t = 8,5 h) der CPFluc (Casp9) ergibt sich fiir die Einzeltransfektion der Reporter ein 1,27-facher,
fir das kombinierte TCA ein 1,87-facher Anstieg. Die flipNluc (Casp8) zeigt ein dahnliches Bild
mit 1,8-fachem (Einzelreporter) bzw. 2,1-fachem (TCA) Signalanstieg (vgl. Abbildung 28).

Aus diesen Ergebnissen lasst sich zwar nicht der absolut auftretende Zelltod ermitteln, jedoch
deutet die erhohte relative Aktivitdt der Caspase-8 & -9 bei Ko-Transfektion des TCA im
Vergleich zur Einzeltransfektion unabhangig von der Wirkstoffzugabe auf eine gesteigerte

Apoptoserate hin.

Hkokk *%

3 Einzeltransfektion

2,0 T 3 kombiniertes TCA

relative BLU

0,0 T T
CPFluc {Casp9) flipNluc (Casp8)

Abbildung 28: Apoptose transfizierter Zellen ohne Wirkstoffzugabe. Darstellung der relativen Signalanderung
von t=1h auf t=8,5h fir die Kontrollbedingung ,keine Wirkstoffzugabe” bei der Einzeltransfektion von
Reportern sowie innerhalb des ko-transfizierten Triple Caspase Assays. Relative Werte ergeben sich durch
Division der Messungen bei t=8,5h durch die Werte bei t=1h. Fehlerbalken reprasentieren die SD
(**=p<0,01; **** =p <0,0001).

Damit die parallele Messung beider Luciferasen ohne komplexe Nachberechnungen maoglich
ist, dirfen verwendete Emissionsfilter nur das Signal eines der Reporter erfassen. Zur

Validierung wird das Signal einer permanent aktiven Nluc und Fluc mithilfe der Emissionsfilter

FLU(Filter)
FLU(kein Filter)

F460 bzw. 560/10 gemessen. Hieraus wird fiir die Reporter die Transmission k =
fur beide Filter ermittelt, um potenzielle Uberlappungen der detektierten Spektren zu
identifizieren. Die Transmission des emittierten Spektrums der Nluc durch den Filter 560/10
liegt bei 0,27 %, die der Fluc durch den Filter 460/10 bei 0,19 % (vgl. Tabelle 16). Somit ist
lediglich ein geringer, vermutlich vernachlassigbarer Effekt auf die Messung des jeweils

anderen Reporters zu erwarten.

Tabelle 16: Transmission der Emissionsspektren von Nluc bzw. Fluc.

Nluc Fluc
K460/10 0,1954 0,0019
K560/10 0,0027 0,1406
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3.4.3 Stabiler Knock-In des Triple Caspase Assays in HCT116

Um den zelluldren Stress durch Lipofektion zu reduzieren und gleichzeitig die Durchfiihrung
von Messungen zu vereinfachen, wird die stabile Zelllinie HCT116 TCA etabliert. Hierfiir erfolgt
mittels lentiviraler Transduktion die Integration der kombinierten Konstrukte flip-mNG3A
(Casp3), flipNluc (Casp8) sowie CPFluc (Casp9) in das Genom der Zellen. Die integrierte
Gensequenz mit einer Lange von ca. 4 kb wird zunachst zur Erfolgskontrolle mittels PCR
nachgewiesen. Hierfiir wird die DNA aus den transduzierten und selektionierten Zellen
extrahiert. Die Klone TCA9 sowie TCA11l zeigen das entsprechende amplifizierte Segment
(vgl. Abbildung 29 A). AuBerdem erfolgt nach der Sequenzierung ein Western-Blot zur
Prifung der Proteinexpression. Detektiert werden die integrierten Tags: VSV-G-Tag an flip-
MNG3A (Casp3), OLLAS-Tag an flipNluc (Casp8) sowie cMyc-Tag an CPFluc (Casp9). Fur die
Klone TCA9 und TCA11 erfolgt der Expressionsnachweis fir flip-mNG3A (Casp3) sowie fir
flipNluc (Casp8). Der cMyc-Tag an CPFluc (Casp9) mit einer GrolRe von = 62 kDa kann aufgrund
einer Uberlagerung mit dem physiologisch in Zellen vorkommenden Myc Protein (= 62 kDa)

nicht eindeutig detektiert werden (vgl. Abbildung 29 B).

A L TCA9 TCAl10 TCAll B M wt TCAS TCAll
e—— flip-mNG3A (Casp3)
6 KB —St f \
L Ry —my W— [—
3KB —[S— 35 kDa

Lk — 35 kDa flipNluc {Casp8}

25 kDa

70 kDa

“- 55 kDa

CPFluc (Casp9)

B-Aktin

35 kDa

Abbildung 29: Validierung der stabilen Zelllinie HCT116 TCA. (A) PCR zur Amplifikation des integrierten
Reporterpanels im Rahmen der Genotypisierung transduzierter Zellen (L = DNA-Leiter; TCA = Triple Caspase
Assay; die Zahl hinter TCA gibt jeweils die Nummer des Klons an). (B) Western-Blot zur Kontrolle der
Genexpression. Zelllysate werden aus den kultivierten Zellen wéahrend des Splittens gewonnen (M = Protein-
Marker; WT = HCT116 WT; TCA = Triple Caspase Assay).
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4 Diskussion

Das KRK stellt heutzutage in Industrienationen die zweithdufigste krebsbedingte
Todesursache dar [9]. Morgan et al. prognostizieren fir das Jahr 2040 eine weltweite Inzidenz
von 3,2 Millionen und eine Mortalitat von 1,6 Millionen Fallen [3]. Im Vergleich zu aktuellen
Daten ist demnach mit einem deutlichen Anstieg zu rechnen [118]. Dies bedeutet nicht zuletzt
auch eine 6konomische Belastung fiir die Gesellschaft durch direkte Krankheitskosten und den
resultierenden Produktivitatsverlust [119]. So werden die Gesamtkosten des KRK in Europa
fir das Jahr 2018 auf 19 Mrd. Euro geschatzt [119,120]. Etablierte Friherkennungsprogramme
zum Screening der asymptomatischen Bevolkerung fiihren zu einer signifikanten
Mortalitatsreduktion, sind dabei kosteneffizient und reduzieren somit die KRK-assoziierte
wirtschaftliche Belastung [50,52,121]. Zwar empfiehlt die S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom
die Koloskopie als Standardmethode zum Screening der asymptomatischen Bevdlkerung,
diese Untersuchung geht jedoch laut Wu et al. mit einer Adharenz von lediglich 76,6 % einher,
was ihre Effektivitat verringert [37,50,122]. Der Einsatz nicht-invasiver Tests wird hingegen
laut einer deutschen Studie von Adler et al. von Patienten bevorzugt. 97 % der Patienten
haben hierbei einer nicht-invasiven Untersuchung nach vorheriger Ablehnung einer
Koloskopie zugestimmt [53]. Fiir die flichendeckende Etablierung solcher Methoden zum
primdren Screening fordert die CMS (Centers for Medicare & Medicaid Services) eine
Sensitivitdt von 274 % und eine Spezifitdit 290 %, was derzeit durch keinen zugelassenen
blutbasierten Test erreicht wird [123]. Daher werden neue Biomarker und innovative
diagnostische Tools bendtigt. Im Rahmen dieser Arbeit wird ein neuartiger Ansatz zur
Detektion malignen Gewebes anhand spezifischer Methylierungsalterationen vorgestellt.
Differenzielle Methylierung zeigt sich bereits im Rahmen etlicher Studien als
vielversprechender Biomarker [55,124].

Zusatzlich konnte ein System, welches maligne Zellen des KRK zuverldssig anhand
charakteristischer Muster identifiziert, unerwiinschte Arzneimittelwirkungen reduzieren,
indem Therapeutika erst gezielt innerhalb dieser Zellen freigesetzt oder aktiviert werden.
Insbesondere klassische Chemotherapeutika wie Platinderivate gehen mit unerwiinschter
systemischer Toxizitat einher, die teilweise das Absetzen der Wirkstoffe erforderlich macht

und die Lebensqualitat der Patienten langfristig beeintrachtigt [61,62].
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4.1 Methylierungsmuster maligner Zellen und Identifikation neuer

hypermethylierter Biomarker-Kandidaten

Neben der Hypermethylierung spezifischer CpG-Inseln zeigen sich klassischerweise beim KRK
auch hypomethylierte DNA-Abschnitte [64,125]. In dieser Arbeit werden zunachst
Methylierungsniveaus von 10 kb langen Genomfragmenten zwischen malignem und
gesundem Gewebe verglichen (vgl. Kapitel 3.1.2). Bei globaler Betrachtung fallen neben einer
Haufung hypermethylierter Regionen auch zahlreiche 10 kb Elemente mit geringerer
Methylierung in malignen Zellen auf. Diese Beobachtung steht im Einklang mit der von
Feinberg & Vogelstein beschriebenen genomweiten Hypomethylierung [64]. Sie tritt
bevorzugt in definierten Regionen wie beispielsweise in repetitiven DNA-Sequenzen auf,
weshalb sie durch die gewahlte Betrachtung starr definierter 10 kb Fragmente nicht vollends
dargestellt wird [126]. Die verstarkte Methylierung untersuchter Genabschnitte kommt in
KRK-Proben durch enthaltene hypermethylierte CpG-Inseln zustande, die vor allem im
Promotor charakteristischer Gene liegen [32,72].

Fiir den hier untersuchten Datensatz zeigt die Methylierung der CpG-Inseln eine bimodale
Verteilung (vgl. Kapitel 3.1.2): Sie sind entweder nahezu komplett unmethyliert oder fast
vollstandig methyliert. Diese Verteilung, bei der in gesundem Gewebe ungefahr 30 % der CpG-
Inseln methyliert vorliegen, entspricht bisherigen Erkenntnissen [127,128]. Zahlreiche CpG-
Inseln sind jedoch in malighem Gewebe hypermethyliert und kénnen somit durch ihre
regulatorische Funktion im Promotor zu einer verminderten Genexpression (u.a. von
Tumorsuppressorgenen) fihren [73,129,130]. Dadurch tragen sie zur Karzinogenese und
Tumorproliferation des KRK bei [49,73].

Wir identifizieren hypermethylierte Biomarker mithilfe des WGS. Wahrend bisherige Studien
DMR meist durch Sequenzierung von Methylierungsarrays ermitteln und somit nur eine kleine
Anzahl der vorhandenen CpG-Loci erfassen, stellt unsere Methode eine unbiased Moglichkeit
zur ldentifikation weiterer DMR dar, die bisher nicht detektiert werden [131]. Durch die
insgesamt geringere Genom-Coverage unserer Sequenzierungen, sollten sie als Grundlage fiir
weitere Untersuchungen dienen. So kann beispielsweise die Validierung entdeckter DMR
anhand bestehender WGS-Datensatze oder durch gezielte methylierungsspezifische PCR
erfolgen [131,132]. Diese Arbeit bietet einen wertvollen Beitrag zur Erforschung neuer

Biomarker. Die Berechnung der differenziellen Methylierung erfolgt mittels DSS, einem
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Algorithmus der auch zur Analyse bei entsprechend geringer Coverage geeignet
ist [111,112,133].

Tabelle 17: In silico identifizierte hypermethylierte Biomarker und bereits publizierte Arbeiten. Ein Gen wird
als erstbeschrieben klassifiziert, sofern es durch keine Publikation als im KRK hypermethyliert beschrieben wird
(Stand: Juli 2025).

Gen Beschrieben von Referenz
ALX3 Morietal., 2011 [134]
EN1 & SCTR Frigola et al., 2006 [135,136]
EN2, MSX1 & PDX1 Lee et al., 2022 [137]
GAD2 Lietal, 2011 [138]
GATA5 Hellebrekers et al., 2009 [139]
IKZF1 Javierre et al., 2011 [140,141]
IRF4 @ster et al., 2011 [142]
LONRF2 Hua et al., 2017 [143]
NKX1-1 Molndr et al., 2018 [144]
SALL3 Zhang et al., 2015 [145]
SDC2 Ohetal., 2013 [146]
SOX1 Huang et al., 2017 [147]
TFPI2 Glockner et al., 2009 [148]
TP73 Molndr et al., 2018 [144]
VWC2 Cheng et al., 2022 [149]
DLX4 Erstbeschreibung fir das KRK

FOXC2 Erstbeschreibung fir das KRK

MNX1 Erstbeschreibung fir das KRK

PCDH7 Erstbeschreibung fir das KRK

PCDHS8 Erstbeschreibung fir das KRK

RASAL3 Erstbeschreibung fir das KRK

SIX1 Erstbeschreibung fir das KRK

Neben den hypermethylierten Genen SCTR und ENI, welche 2006 durch Frigola et al.
beschrieben und in einer vorherigen Arbeit zur Entwicklung des Reportersystems eingesetzt
werden, konnen weitere  hypermethylierte  Biomarker-Kandidaten identifiziert
werden [80,135,136]. Etliche dieser DMR (berlappen sich mit Erkenntnissen bereits
publizierter Arbeiten. So weist /KZF1 im KRK eine hohe Methylierung auf, wodurch maligne
Zellen die Fahigkeit der Zellregulierung und Differenzierung verlieren [140,141]. Die Rolle von
VWC2 wird von Cheng et al. dargestellt: Die Hypermethylierung fiihrt durch Gene Silencing zu
einer geringeren VWC(C2-Expression und damit einhergehend zu einem beschleunigten
Tumorwachstum. Die erneute Expression des Proteins hemmt hingegen das
Zellwachstum [149]. Unsere Analyse bestatigt zudem weitere Biomarker, die erst innerhalb
einzelner Studien publiziert wurden. So stellen beispielsweise SDC2 und TFPI2
hochsignifikante Hits dar. Sie sind bereits als Methylierungsmarker etabliert und weisen im
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Rahmen von Studien mittels Stuhltest eine hohe Sensitivitat und Spezifitat fir die Detektion
des KRK auf — insbesondere bei kombinierter Verwendung [146,148,150]. Eine Auflistung der
weiterfihrend untersuchten Methylierungsmarker mit jeweiligen Referenzen ihrer
Erstbeschreibung, sofern vorhanden, findet sich in Tabelle 17.

In vorliegender Arbeit wird MNX1 unseres Wissens erstmalig (Stand: Juli 2025) als beim KRK
hypermethyliert beschrieben. Li et al. zeigen in untersuchten KRK-Proben eine hohere
Expression fir das Homoobox-Gen MNX1 und eine Korrelation mit einer langeren
durchschnittlichen Uberlebenszeit [151]. In weiteren Untersuchungen kénnte daher die Frage
geklart werden, inwieweit MNXI1-Hypermethylierung zu Gene Silencing fiihrt, mit
schlechterem Outcome assoziiert und somit als prognostischer Biomarker geeignet ist. Auch
fir FOXC2 st bisher keine Hypermethylierung beim KRK bekannt. Erhohte
Methylierungsniveaus von PCDH7 und PCDHS8, die fir Regulatoren von Zell-Zell-Kontakten
kodieren, sind bisher lediglich fur das Blasenkarzinom beschrieben, wobei PCDH8 zusatzlich
im klarzelligen Nierenzellkarzinom sowie im hepatozellularen Karzinom als hypermethylierter
Marker fungieren kann [152—155]. Eine Hypermethylierung des Homdobox-Gens DLX4 dient
zwar bereits als prognostischer Marker im Kontext hamatologischer Erkrankungen, wird
hiermit jedoch erstmalig im KRK identifiziert [156,157]. Beim KRK wird SIX1 haufig verstarkt
exprimiert, was zu Tumorproliferation und verstarkter Metastasierung fiihrt. In vorliegender
Untersuchung weist der Promotor jedoch eine Hypermethylierung auf, die durch Gene
Silencing eher einen gegenteiligen Effekt vermuten ldsst. Daher konnte fiir unser
Probenkollektiv eine Expressionskontrolle beispielsweise mittels Western-Blot erfolgen und
der Methylierungsstatus von SIX1 als protektiver Biomarker evaluiert werden [158].
Interessanterweise weist auch die Probe F7, die aus endoskopisch unauffilligem Gewebe
eines Patienten mit Rektumkarzinom stammt, in den DMR der Gene EN1, GAD2, IKZF1 &
NKX1-1 eine statistisch signifikante Hypermethylierung auf (vgl. Abbildung 14 1). Dies kénnte
ein Hinweis auf epigenetische Veranderungen der vermeintlich gesunden Tumorumgebung
sein. Ahnliche Effekte sind bereits fiir somatische Mutationen bekannt [159].

Die in Kapitel 3.1.6 aufgefiihrte Gene Ontology Analyse zeigt, dass innerhalb der
hypermethylierten Gene bestimmte biologische Prozesse Uberreprasentiert sind. Hierzu
gehoren neben regulatorischen Prozessen auch Entwicklungsprozesse sowie der Wnt-
Signalweg. Der aktivierte Wnt-Signalweg reguliert die Expression abhdngiger Gene und ist

neben der friihen Embryogenese auch im Rahmen der Tumorentwicklung von Bedeutung —
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unter anderem durch Inhibition der Apoptose [160,161]. Wahrend der Karzinogenese des KRK
wird durch die Hypermethylierung von Genen extrazellularer Wnt-Inhibitoren (z. B. Gene der
SFRP-Familie & WIF-1) der Wnt-Signalweg verstarkt aktiviert [160,162-164]. Dies fihrt zu
einer erhohten Zellproliferation und somit zur Tumorprogredienz [162,165].

Auch Gene des Cadherin-Signalwegs sind unter den hypermethylierten Genen
Uberreprasentiert. Der Verlust des Adhasionsproteins E-Cadherin fuhrt iber verschiedene
Mechanismen zur Invasion maligner Zellen und zur Tumorprogression [166,167]. In der
Literatur wird die verringerte Expression von E-Cadherin primar auf Gene Silencing durch
Hypermethylierung und nicht auf somatische Genmutationen zurlickgefiihrt [168,169]. Auch
die in dieser Arbeit durchgefiihrte Gene Ontology Analyse deutet auf diese Art der
Inaktivierung hin.

Durch unsere Arbeit wurden DLX4, FOXC2, MNX1, PCDH7, PCDH8, RASAL3 sowie SIX1 als
potenzielle neue hypermethylierte Biomarker-Kandidaten fiir das KRK beschrieben. Neben der
Eignung flir das entwickelte Methylierungsreportersystem kénnen diese Gene hinsichtlich
ihrer Detektionsfahigkeit fir das KRK und seiner Vorstufen mittels Stuhltest evaluiert werden.
Die Bedeutung solcher Methylierungsmarker fiir hochsensitive diagnostische Methoden zur

Erkennung von (Pra-)kanzerosen wurde zuletzt 2024 durch Imperiale et al. bestatigt [56].

4.2 Etablierung eines Systems zur Detektion hypermethylierter CpG-Inseln

Zundachst erfolgt die Anpassung des in Vorarbeiten beschriebenen Systems zur Detektion
maligner Zellen anhand hypermethylierter CpG-Inseln, sodass die zuvor identifizierten
Biomarker-Kandidaten (vgl. Kapitel 4.1) in Genpanels untersucht werden kénnen. Fir diese
Biomarker zeigt die Messung der induzierten flipNluc ein erhéhtes Signal. Die
Promotorregionen der als Kontrolle eingesetzten Housekeeping-Gene B2M, PPIA & UBC liegen
im KRK typischerweise unmethyliert vor und dienen in Studien verbreitet als
Expressionskontrollen [170,171]. Entgegen der urspriinglichen Annahme wird durch das
Reportersystem auch ein Signal fiir die Ko-Transfektion von empty guide mit dem dCas9-
Konstrukt sowie fir die Einzeltransfektion der MBD-Konstrukte detektiert. Hierbei ist zu
beachten, dass das Plasmid des MBD-Konstrukts auch die flipNluc kodiert (vgl. Kapitel 1.3).
Bereits wahrend der Etablierung der flipNluc zeigte sich im inaktiven, nicht induzierten
Zustand eine diskrete Hintergrundlumineszenz [80]. Zusatzlich kann eine quantitativ
unterschiedliche Genexpression fiir das teils héhere Signal bei Einzeltransfektion des MBD-
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Konstrukts (und damit der flipNluc) mitverantwortlich sein. Da Zellen laut Frei et al. nur
begrenzte Ressourcen fiir die Transkription und Translation transfizierter Plasmide haben,
liegt bei der Einzeltransfektion vermutlich mehr flipNluc vor [172,173]. Dies fihrt potenziell
zu einem starkeren Hintergrundsignal des inaktiven Reporterproteins. Weiterhin wird mit
dem Plasmid (ca. 10,2 kb), welches fir das dCas9-Konstrukt kodiert, ein verglichen mit dem
des MBD-Konstrukts (ca. 8,8 kb) langerer Vektor eingesetzt. Wie durch Boye et al.
beschrieben, sinkt die Genexpression mit der GroRe der Plasmide [174]. AuRerdem kann
durch Transfektion zellularer Stress entstehen, der durch Toxizitdt zu einer verminderten
Zellzahl und damit zu einem geringeren flipNluc-Signal fiihrt [175]. Auch die simultane
Verwendung des CAG-Promotors flr beide Plasmide kdnnte durch Wechselwirkungen zu einer
geringeren Expression der flipNluc fiihren. Fir die Ko-Transfektion verschiedener Promotoren
ist ein solcher Effekt durch Hulidgk et al. nachgewiesen [172,176]. Zuletzt kann die
Expressionseffizienz auch dann variieren, wenn sich die Zellen in verschiedenen Phasen des
Zellzyklus befinden [177]. Diese Erklarungsansatze scheinen jedoch die bei Einzeltransfektion
des MBD-Konstrukts messbaren Signale nur zum Teil zu erklaren, da fir die unmethylierten
Kontrollen replizierbar eine signifikant geringere Lumineszenz detektiert wird.

Daher wird zusatzlich untersucht, ob die Einzelkonstrukte des Reportersystems die flipNluc
induzieren kénnen (vgl. Kapitel 3.2.2). Hierbei zeigt sich, dass das MBD-Konstrukt weder allein
noch in Kombination mit dem dCas9-Konstrukt zu einer signifikanten Aktivierung der flipNluc
durch Spaltung der TEV-Erkennungssequenz ENLYFQS fiihrt (vgl. Abbildung 17) [178]. Zudem
werden die splitTEVp-Fragmente isoliert auf eine mogliche katalytische Restaktivitat
Uberprift. Obwohl die katalytische Triade (aktives Zentrum) der splitTEV-Protease auf beide
Fragmente geteilt wird (His46 auf TEVp3-70aa; Asp81 & Cys151 auf TEVp61-242aa), kann in
dieser Arbeit eine statistisch signifikante Induktion der flipNluc durch TEVp61-242aa
demonstriert werden (vgl. Abbildung 19) [87]. Diese Beobachtung ist tGberraschend, da fir
eine effiziente Proteasenfunktion alle Bestandteile im aktiven Zentrum des Enzyms vorhanden
sein missen. Mit dem Histidin fehlt entsprechend die Base, die ein Proton des Cysteins
aufnimmt und damit zur Bildung eines nukleophilen Rests fihrt [179]. Zwar besitzt das
Einzelfragment eine geringe Restaktivitat, die rekonstituierte TEV-Protease sollte jedoch eine
deutlich gesteigerte Aktivitdt (laut Wehr et al. ca. 35 % von TEVp1-242aa) aufweisen und

damit zu einer eindeutigen Induktion von flipNluc fiihren [80,87]. Dieser erwartete
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Signalanstieg kann allerdings auch bei Ko-Transfektion beider splitTEVp-Intein-Konstrukte
nicht gezeigt werden (vgl. Abbildung 19).

Daher wird untersucht, inwieweit das Intein-Splicing im vorliegenden System mit kovalenter
Bindung der splitTEVp-Fragmente an den C- bzw. N-Terminus des split-Inteins erfolgreich ist.
Dies konnte beispielsweise durch sterische Hemmung der Inteine durch die angehangten TEV-
Bestandteile unterbleiben. Somit kdnnte weder eine rekonstituierte splitTEV-Protease
entstehen noch Lumineszenz induziert werden. Die Abhdngigkeit der Splicing-Effizienz von
den Exteinen wird fur gp41-1 durch Beyer et al. beschrieben [180]. Aufgrund der gemessenen
Fluoreszenz nach Rekonstitution eines gespaltenen mNG im Rahmen des Intein-Splicing, kann

diese These jedoch verworfen werden.

N-Intein

A N-Intein éﬂ/ v

Abbildung 30: 3D-Struktur der TEV-Protease und sterische Hemmung durch Intein. (A) Variante 1 sowie (B)
Variante 2 der splitTEVp-Intein-Konstrukte. Das aktive Zentrum bzw. die katalytische Triade ist rot markiert, die
Aminosauren, an die die Inteine binden, sind blau markiert und mit Pfeilen bezeichnet.

3aa

Nachdem das Intein-Splicing im vorliegenden System offenbar effizient erfolgt, wird mithilfe
der in Kapitel 3.2.4 beschriebenen Modifikation des splitTEVp-Intein-Konstrukts eine
deutliche Induktion der flipNluc erzielt. Diese Optimierung konnte durch sterische Effekte zu
erklaren sein: Der zusammengesetzte Komplex aus splitTEVp und Intein verhindert durch das
N-Intein an Position 3aa in der urspriinglichen Konfiguration, dass die ca. 32 kDa grofRe
flipNluc das aktive Zentrum der Protease erreicht. Sie wird demnach nicht in ihre aktive Form
Uberfihrt. Durch die Verlagerung der Bindestelle des restlichen Konstrukts, schematisch
dargestellt in Abbildung 20 C-D, wird der Zugang zur katalytischen Triade wieder ermoglicht
(vgl. Abbildung 30). Eine verschlechterte Cleavage durch sterische Hemmung bei kovalenter
Bindung von weiteren Proteinen an die TEV-Protease wird in der Literatur bereits mehrfach

aufgefihrt [181,182].
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Die vielversprechenden Ergebnisse hinsichtlich einer effizienteren flipNluc-Induktion mithilfe
der optimierten Variante des splitTEVp-Intein-Konstrukts konnten auch bei Implementierung
in das MBD-Konstrukt des  Methylierungsreportersystems  bestitigt  werden
(vgl. Kapitel 3.2.5). Die Modifikation des MBD-Konstrukts ist in Abbildung 31 dargestellt. Die
urspriinglich unbefriedigende Induktion der flipNluc liegt auf Basis der durchgefiihrten
Untersuchungen demnach am ehesten an der sterischen Hemmung der TEV-Protease durch
das split-Intein an TEVp3aa. Nach Anderung der Bindungsstelle auf TEVp70aa wird die
effektive Proteasenfunktion wiederhergestellt. Im Rahmen dieser Arbeit wird durch eine
deutlich verbesserte Induktion der flipNluc aufgrund der rekonstituierten splitTEV-Protease
die Signalspezifitat des Reportersystems gesteigert. Das Hintergrundrauschen der inaktiven
Luciferase wird dadurch relativ betrachtet um ein Vielfaches kleiner, was den Einfluss auf
Messungen reduziert. Eine deutliche Diskriminierung zwischen Einzeltransfektion des MBD-
bzw. des dCas9-Konstrukts und deren Kombination ist nun méglich. Zudem ist das kombinierte
System in der Lage, hypermethylierte CpG-Inseln von unmethylierten Kontrollen statistisch
signifikant zu differenzieren. Allerdings ist hierbei der relative Signalunterschied geringer als
bei der urspriinglichen Variante. Die Lange der Linker innerhalb des Konstrukts ist von
zentraler Bedeutung fir deren Flexibilitdat und kdnnte auch unspezifische Interaktionen
zwischen N- und C-Intein bzw. N- und C-TEVp ermoglichen, sofern sie zu grol? ist [84,183].
Daher kdnnte eine zukiinftige Anpassung dieser Linker zu einer Reduktion der unspezifischen
Freisetzung der splitTEV-Protease fiihren, was den Signalunterschied zwischen hypo- und

hypermethylierten CpG-Inseln steigert.

A —
MBD Cage Latch C-Intein gp41-1 -
B —

- C-Intein gp41-1 Latch Cage MBD

Abbildung 31: Modifikation des MBD-Konstrukts. Vereinfachter Ausschnitt der Plasmidkarten des (A)
urspriinglichen sowie (B) optimierten MBD-Konstrukts des Methylierungsreportersystems. Der Pfeil gibt die
Syntheserichtung an. Diese Grafik wurde mit Biorender.com erstellt.

Insgesamt wird in dieser Arbeit die Entwicklung eines Reportersystems zur Detektion
malignen Gewebes anhand spezifischer Hypermethylierung von CpG-Inseln weiter

vorangetrieben.
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4.3 Hangt die Affinitat der dCas9 vom Methylierungsgrad der genomischen

Zielstruktur ab?

Durch die in Kapitel 3.3 beschriebene ChIP wird untersucht, inwieweit das dCas9-Konstrukt
bevorzugt in unmethylierten Zielregionen bindet. Trifft diese Hypothese zu, fiihrt dies zu einer
verringerten Effizienz des Methylierungsreportersystems. Trotz vorhandenem MBD-Konstrukt
in hypermethylierten Regionen bindet dann unter Umstanden kein dCas9-Konstrukt, wodurch
keine splitTEV-Protease freigesetzt werden kann und das detektierbare Signal geringer
ausfallt. Hinsichtlich der spezifischen dCas9-DNA-Interaktion wird tatsachlich eine statistisch
signifikante Praferenz fur unmethylierte Genloci nachgewiesen. Dies steht im Kontrast zu
bisherigen Studien. So zeigen Hsu et al., dass die Nukleaseaktivitat der SpCas9 auch fir
methylierte DNA gegeben ist [184]. Demnach ware von keiner Beeinflussung der dCas9-DNA-
Interaktion auszugehen, bei der es sich lediglich um eine katalytisch inaktive Form der SpCas9
handelt [81]. Die Validitdit unserer Ergebnisse ist jedoch im Kontext der hohen
Standardabweichung und der weiteren Versuchsbedingungen zu sehen, die folgend diskutiert
werden.

Da die Aussagekraft einer ChIP maRgeblich von der Spezifitdat des verwendeten Antikérpers
abhangt, besteht durch die Wahl des Cas9-AK eine mogliche Storanfalligkeit [185]. Laut
Datenblatt des Herstellers Active Motif ist der verwendete Cas9-Antikorper fiir eine ChIP
validiert und ,sollte” auch die dCas9 erkennen [186]. Inwieweit er jedoch die dCas9 auch im
Kontext des verwendeten Gesamtkonstrukts detektieren kann, wird in vorliegender Arbeit
nicht untersucht. Eine entsprechende Validierung des Antikérpers kann beispielsweise mittels
Western-Blot erfolgen. Zudem kdnnte eine unspezifische Antikorper-Bindung das detektierte
Signal ohne Transfektion des dCas9-Konstrukts erklaren. Des Weiteren ist das
Auflosungsvermogen der hier durchgefiihrten ChIP suboptimal, da die eingesetzten
Chromatinfragmente mit einer Lange von teilweise >4 kb gréRBer als vom Hersteller
empfohlen (<1 kb) sind (vgl. Kapitel 2.5) [185,187]. Bei einer erneuten Durchfiihrung des
Versuchs sollte dies durch veranderte experimentelle Bedingungen verbessert werden.
Friihere Untersuchungen zeigen, dass die SpCas9 auch ohne Vorhandensein einer sgRNA an
die PAM-Sequenz innerhalb der DNA binden kann [188,189]. Diese unspezifische Interaktion
erklart gemessene Signale trotz Solotransfektion des dCas9-Konstrukts, welches vermutlich

zufallig in den analysierten Regionen eine Bindung eingeht. Zu beachten ist hierbei, dass durch
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diesen Effekt auch im Methylierungsreportersystem ein unspezifisches Signal induziert
werden konnte, sofern das dCas9-Konstrukt ungezielt an einer Stelle in raumlicher Nahe zum

MBD-Konstrukt bindet und dadurch die splitTEV-Protease freigesetzt wird.

4.4 Einblicke in Apoptose-Signalwege durch real-time Caspasen-Detektion

Die Apoptose spielt eine zentrale Rolle fir die Zellregulation wahrend der Entwicklung und
dient der Aufrechterhaltung physiologischer Zellhomoéostase [92]. Auch im Rahmen
immunologischer Prozesse sowie bei Zellschadigung durch Einwirkung toxischer Substanzen
dient sie als Abwehrmechanismus [92,190]. Eine fehlerhafte Regulation ist an der
Pathogenese diverser Krankheiten beteiligt und kann im Rahmen der Karzinogenese auch zu
Malignomen fiihren [92,191]. Die Apoptose wird durch die Aktivierung von Caspasen
induziert [93,192]. Sie werden in zwei Gruppen unterteilt: Zu den Initiatoren gehdren
Caspase-8 & -9, zu den Effektoren Caspase-3 & -7 [92,94]. Eine Unterscheidung zwischen
extrinsischer und intrinsischer Apoptose kann anhand der Differenzierung der Caspasen-8
und -9 vorgenommen werden [93,94]. Durch sie wird letztlich die Effektor-Caspase-3 aktiviert,
mit der bisher ein ,,point of no return” definiert wurde [93,193,194].

Eine Messung der Caspasen-Aktivitat in Echtzeit und in lebenden Zellen ermdéglicht Einblicke
in zellulare Ablaufe der Apoptose, die nicht zuletzt flir die Entwicklung neuer Therapeutika
vonnoten sind [195]. Bisherige Assays zur parallelen Caspasen-Detektion basieren meist auf
Fluoreszenzreportern, wobei fiir die Messung einzelner Caspasen bereits Luciferasen
eingesetzt werden [195,196]. In dieser Arbeit wird ein Ansatz zur gleichzeitigen Bestimmung
dreier Caspasen (3, 8 & 9) mithilfe von zwei induzierbaren Luciferasen sowie flip-mNG3A
vorgestellt.

Mittels Apoptose-Induktion durch verschiedene gut charakterisierte Wirkstoffe wird
nachgewiesen, dass die klonierten Reportersysteme tatsachlich durch Caspasen induziert
werden konnen (vgl. Kapitel 3.4.1). So zeigt die flipNluc (Casp8) einen Signalanstieg nach
Zugabe des CD95/Fas-Liganden, der Uber Caspase-8 zur Einleitung des extrinsischen
Apoptosewegs fiihrt [197].

Auch die getesteten Reportersysteme zur Detektion der Caspase-3 verdeutlichen ihre
Funktionsfahigkeit durch einen signifikanten Signalanstieg nach Induktion mittels
Staurosporin, das durch die Aktivierung der Caspase-3 zum Zelltod fiihrt [198]. Hierbei ist
jedoch zu beachten, dass Caspase-3 durch die eingesetzten Reporter nicht von Caspase-7
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unterschieden werden kann, da beide Proteasen die gleiche Erkennungssequenz
aufweisen [95]. Eine verstarkte Aktivitat der Caspase-9 im Rahmen der intrinsischen Apoptose
wird durch die bereits etablierte Luciferase CPFluc (Casp9) nach Zugabe von ABT-199 sowie
Panobinostat gemessen [100]. Beide Wirkstoffe setzen durch Aktivierung der Caspase-9 die
intrinsische Apoptose in Gang, wobei insbesondere fiir den HDAC-Inhibitor Panobinostat auch
eine Mitbeteiligung der Caspase-8 bekannt ist [199,200].

Im Rahmen eines Proof of Concept werden Reporterproteine fiir die parallele Detektion der
Caspasen-3, -8 und -9 ko-transfiziert, um die aktivierten Signalwege der oben genannten
Apoptose-Induktoren zu untersuchen. Der diskrete Anstieg der CPFluc (Casp9) nach Induktion
mittels CD95/Fas-Liganden deutet auf eine Beteiligung des intrinsischen Apoptosewegs hin.
Dieses Signal kommt vermutlich durch die Spaltung des Bid-Proteins durch Caspase-8 zu tBid
und der daraus resultierenden Aktivierung von Caspase-9 zustande, die wiederum durch das
Reporterprotein detektiert wird (vgl. Abbildung 4) [93,96,99,201]. Diese Verzahnung
zwischen CD95/Fas-Liganden initiierter Apoptose und der Freisetzung von Cytochrom C aus
Mitochondrien wird bereits 1998 durch Luo et al. sowie Li et al. beschrieben [96-98]. Der
verzogerte Anstieg der Effektor-Caspase-3 ldsst sich anhand ihrer nachgelagerten Aktivierung
durch die Caspasen-8 & -9 erklaren [92,93]. Bei Zugabe von Staurosporin zeigt sich initial vor
allem ein Anstieg des relativen Fluoreszenzsignals fir flip-mNG3A (Casp3), was durch die
zentrale Rolle der Caspase-3 bei Staurosporin-vermitteltem Zelltod zustande
kommt [198,202].

Eine Interferenz beider Luciferasen wird durch deren Substratspezifitat ausgeschlossen, da je
nach zugegebenem Substrat nur die flipNluc oder die CPFluc Lumineszenz emittiert [90]. Die
Messergebnisse aus dem Proof of Concept des entwickelten TCA deuten darauf hin, dass auch
die parallele Messung der Luciferasen nach Zugabe beider Substrate ohne Beeinflussung
moglich ist. Voraussetzung fir die Differenzierung beider Reporter wahrend der Messung sind
Emissionspektren, die sich moglichst wenig iberlagern und damit durch entsprechende Filter
voneinander getrennt detektiert werden kdnnen [90,203]. Dies ist aufgrund der groRen
Differenz  zwischen der maximalen Emission bei Aem max(Nluc) =462 nm und
Aem_max(Fluc) =562 nm gegeben [90]. Auch in vorliegender Arbeit ist der Overlap bei den
verwendeten Emissionsfiltern minimal und stellt somit keine Limitation dar (vgl. Kapitel 3.4.2).
Fiir andere experimentelle Bedingungen oder andere verwendete Filter muss die

Transmissionsbestimmung jedoch wiederholt werden, da das emittierte Spektrum der
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Luciferasen von duBeren Faktoren wie dem pH-Wert und der Temperatur abhangig
ist [90,204]. Die Fluoreszenz muss bei dem hier vorgestellten Triple Caspase Assay in einem
separaten Well ohne Substrat gemessen werden, da D-Luciferin selbst Fluoreszenz in einem
Spektrum aufweist, das die unabhangige Messung von flip-mNG3A nicht erlaubt [205,206].
Der relative Signalanstieg der CPFluc (Casp9) féllt fiir die Induktion mittels ABT-199 und
Panobinostat bei ko-transfiziertem TCA verglichen mit der Einzeltransfektion deutlich geringer
aus. Zellularer Stress, der durch Ko-Transfektion mehrerer Plasmide und durch die Methode
der Lipofektion auftritt, kdnnte auch innerhalb der Kontrollbedingung ohne Wirkstoffzugabe
zur Aktivierung von Caspasen fiihren [175,207]. Da Messungen auf diese Kontrolle relativiert
werden, ware ein geringerer relativer Anstieg der CPFluc-Induktion die Folge. Diese Annahme
wird bekraftigt, da eine verstarkte Induktion der CPFluc (Casp9) & flipNluc (Casp8) ohne
Zugabe von Therapeutika fir die Ko-Transfektion vorliegt (vgl. Abbildung 28). AuRerdem wird
durch Sarrion-Perdigones et al. eine verstarkte Variabilitdit der Genexpression bei Ko-
Transfektion im Vergleich zur Transfektion einzelner Plasmide demonstriert, was die
Relativierung ebenfalls stéranfalliger macht [90]. Eine Integration des TCA in Form einer
stabilen Zelllinie flihrt zur Reduktion genannter Einfliisse [90]. Zudem werden kinftige
Experimente sowie die weitere Validierung des Systems vereinfacht, da keine vorherige
Transfektion mehr erforderlich ist.

Mithilfe lentiviraler Transduktion wird im Rahmen dieser Arbeit die stabile Zelllinie HCT116
TCA etabliert. Nach Uberpriifung der integrierten Sequenz wird mittels Western-Blot die
Expression der Reporter flipNluc (Casp8) und flip-mNG3A (Casp3) nachgewiesen. Die Bande
der CPFluc (Casp9) bzw. des daran angehangten cMyc-Tags lasst sich allerdings nicht klar
abgrenzen, da sich das Molekulargewicht mit dem physiologisch in Zellen vorkommenden
Myc-Protein Giberschneidet. Sowohl der Reporter als auch das Myc-Protein werden durch den
Antikorper gebunden und wiegen ca. 62 kDa [208]. Dies erklart auch die entstandene Bande
bei den Zelllysaten aus HCT116 WT. Zur sicheren Expressionskontrolle des Reporterproteins
CPFluc (Casp9) sollte daher zukiinftig ein Antikdrper eingesetzt werden, der direkt gegen die
Luciferase gerichtet ist. Weiterhin kann das System durch einen Vergleich mit bereits
etablierten Methoden zur Messung einzelner Caspasen weiter validiert werden. Die Methode
des TCA kann somit perspektivisch als innovatives Werkzeug zur Untersuchung neuer

Wirkstoffe und deren Apoptosesignalwege in Echtzeit dienen.
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4.5 Limitationen dieser Arbeit

Das vorgestellte System zur Detektion maligner Zellen anhand spezifischer
Methylierungsmuster stellt eine vielversprechende Methode fiir zukiinftige diagnostische
sowie therapeutische Verfahren dar. Auch die neu identifizierten hypermethylierten
Biomarker kdnnten dazu beitragen, die Friiherkennung des KRK zu optimieren. Um durch die
Sequenzierung die Methylierung des gesamten Genoms und nicht nur ausgewahlter CpG-
Inseln zu erfassen, wurde ein WGS durchgefiihrt. Hierbei kann die geringe Coverage, welche
aus der Verwendung der NextSeq550-Plattform fiir multiplexierte Sequenzierung von
mehreren humanen DNA-Proben resultiert, eine Limitation darstellen [209]. Da die
Fragestellung dieser Arbeit jedoch keine sichere Methylierungsbestimmung mit einem
Auflésungsvermogen einzelner Cytosinbasen erfordert, sondern vielmehr ganze Regionen
betrachtet werden, ist die angewandte Methodik hierfiir geeignet [210]. Eine weitere
Limitation liegt in der Auswahl der gesunden Kontrollproben, welche lberwiegend von
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen stammen. Wenngleich die Proben
aus nicht-entziindeter Schleimhaut entnommen wurden, kann ein Bias aufgrund begrenzter
Erkenntnisse bezlglich der hierbei vorliegenden epigenetischen Veranderungen nicht ganzlich
ausgeschlossen werden [211,212]. AuBerdem werden patientenindividuelle
Methylierungsmuster durch die eingeschrankte Auswahl maligner Proben potenziell
vernachladssigt [213]. Nachdem die Zelllinien HCT116 WT sowie CaCo2 je nach untersuchten
Markern CIMP aufweisen, kdnnten Ergebnisse hinsichtlich spezifischer Methylierung auf ein
Patientenkollektiv ohne CIMP nur eingeschrankt Gibertragbar sein [214].

Eine weitere Herausforderung liegt in der Funktionsweise des dCas9-Konstrukts, das beim
Reportersystem spezifisch an vorgegebene Zielregion binden soll. Teilweise werden jedoch
auch andere DNA-Sequenzen erkannt — trotz Minimierung dieser off-target Effekte wahrend
des sgRNA-Designs durch Verwendung von Algorithmen [109,215]. Zudem konnten
somatische Genmutationen die Spezifitdt der sgRNA-Bindung einschranken, die bei malignen
Erkrankungen vermehrt auftreten [216,217]. Da sich solche Mutationen in bestimmten
genetischen Regionen haufen, sollten diese beim sgRNA-Design vermieden werden. Relevante
Mutations-Hotspots befinden sich beispielsweise innerhalb des Tumorsuppressorgens
TP53 [218]. Um diesen Aspekten Rechnung zu tragen, werden in dieser Arbeit mehrere sgRNA
fir ein Zielgen eingesetzt. Hierdurch werden Auswirkungen etwaiger Mutationen auf die
Funktionsweise des Reportersystems vermindert. Das angewandte Konzept des Multiplexed
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Targeting ermoglicht zudem die gleichzeitige Untersuchung verschiedener differenziell
methylierter Gene, was einen positiven Beitrag zur Robustheit des Reportersystems leistet.

Ein weiterer Storfaktor liegt in der verstarkten Methylierung bestimmter Gene im Rahmen
anderer nicht-maligner Erkrankungen und durch Umwelteinflisse (z.B. Rauchen,
Luftverschmutzung, Stress), wodurch das entwickelte Reportersystem falsch positive
Ergebnisse liefern konnte [219,220]. Die Nutzung von kiinstlicher Intelligenz sowie von Deep
Learning Algorithmen konnte diese Einfllisse durch Epigenetic Profiling reduzieren, indem
zahlreiche groBe Methylierungsdatensdtze analysiert werden. Hierbei kdnnten
Kombinationen aus hypermethylierten Genen identifiziert werden, welche in der
Zusammenschau ein charakteristisches epigenetisches Profil fir bestimmte Tumorentitaten
wie das KRK bilden. Anhand dieser Datensatze kdnnten unspezifische Methylierungsmuster,
die beispielsweise durch genannte Umwelteinfliisse zustande kommen, differenziert und
bestehende Datensdtze um diese Faktoren bereinigt werden. AbschlieBend muss in
weiterfihrenden Experimenten gezeigt werden, dass das vorgestellte Reportersystem in

gesunden Zelllinien ohne differenzielle Methylierung tatsachlich kein Signal detektiert.

4.6 Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit werden neue hypermethylierte Biomarker-Kandidaten fiir das KRK
identifiziert, welche in weiterfiihrenden Untersuchungen validiert werden kénnen. Durch ihre
Integration beispielsweise in Stuhltests konnte die Sensitivitat dieser Screening-
Untersuchungen gesteigert werden. Die Chancen, die sich durch solche Tests der nachsten
Generation ergeben, werden zuletzt durch Imperiale et al. demonstriert [56]. Da bereits
prakanzer6se Adenome Methylierungsalterationen aufweisen konnen, eignen sich
entsprechende Biomarker bereits in diesem Stadium vor Ubergang in ein KRK [142]. Insgesamt
werden nicht-invasive Friherkennungsmalinahmen zukiinftig vermutlich einen gréReren
Stellenwert einnehmen und durch ihre breitere Akzeptanz innerhalb der Bevolkerung die
Teilnahme an Vorsorgeprogrammen erhéhen [53]. Hieraus kann eine signifikante Reduktion
der Mortalitdt und der krebsassoziierten 6konomischen Belastung resultieren [50,52,54].
Auch unser optimiertes Reportersystem zur Detektion malignen Gewebes nutzt diese
hypermethylierten Biomarker. Prospektiv ist ein Einsatz nicht nur beim KRK denkbar, sondern
bei samtlichen malignen Erkrankungen, welche mit einer charakteristischen differenziellen
Methylierung einhergehen [221]. Dies wird durch den einfach umzusetzenden Wechsel der
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Zielgene bzw. deren sgRNA ermaoglicht. In einem nachsten Schritt sollte die Aktivierbarkeit der
Luciferase durch die TEV-Protease weiter optimiert werden. Eine mogliche Strategie besteht
im Einsatz langerer Linker-Sequenzen, wodurch die Zuganglichkeit der Spaltstelle und somit
die Effizienz der Proteasenaktivitat verbessert wird.

Neben der Anwendung zur Fritherkennung des KRK eroffnet das neu entwickelte System auch
innovative therapeutische Ansatze. So kdnnten Wirkstoffe beispielsweise gezielt in malignen
Zellen, die durch Hypermethylierung gekennzeichnet sind, freigesetzt oder aktiviert werden.
Hierfiir kdnnen beispielsweise split-Toxine eingesetzt werden, die erst in den Tumorzellen in
aktiver Form vorliegen. Free et al. beschreiben den Einsatz einer geteilten Barnase, wobei
diese Ribonuklease erst nach ihrer Rekonstitution innerhalb der Zielzellen zur Apoptose
flhrt [222,223]. Die Problematik signifikanter systemischer Nebenwirkungen durch klassische
Chemotherapeutika kdnnte durch derartige Ansatze reduziert werden. Neben dem Einbringen
von Toxinen stellt auch eine gezielte Promotor-Demethylierung von Tumorsuppressorgenen
eine therapeutische Option dar, da durch wiederhergestellte Proteinexpression
antiproliferative Effekte vermittelt werden kénnen [73,78]. Wahrend der Entwicklung hin zu
einem therapeutischen System muss untersucht werden, inwieweit die dCas9-DNA-Bindung
durch eine verminderte Basenexzisionsreparatur sowie eine reduzierte Transkription des
Zielgens mutagene Effekte vermittelt [188,224]. Des Weiteren miissen die Konstrukte
moglichst minimal-invasiv in den Zellen des menschlichen Kérpers exprimiert werden. Hierfiir
eignet sich neben der mRNA-Technologie auch die Einbringung mittels viraler
Vektoren [225,226]. So werden nicht-pathogene Adeno-assoziierte Viren bereits zur Therapie
von Hamophilie A (Roctavian®), B (Hemgenix®) sowie von spinaler Muskelatrophie
(Zolgensma™) eingesetzt, indem durch den Vektor funktionelle Genkopien derjenigen Gene
zur Verfligung gestellt werden, die bei den Erkrankungen fehlen oder defekt
vorliegen [225,227].

Das vorgestellte TCA stellt zudem perspektivisch eine einfache Methode dar, um die
Aktivierung der Caspasen durch verschiedenste Einflussfaktoren nachzuvollziehen. Aufgrund
der gezeigten minimalen Uberlappung der Emissionsspektren muss keine komplexe
Auswertung durchgefiihrt werden, wie sie bei anderen Ansatzen vonnéten ist [90]. Zunachst
sollte jedoch eine weiterfilhrende Validierung der Zelllinie HCT116 TCA hinsichtlich der

Vergleichbarkeit mit bereits etablierten Messverfahren durchgefiihrt werden.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt eine der haufigsten malignen Erkrankungen dar und geht
mit einer hohen Morbiditat und Mortalitat einher. Zur Optimierung der Friherkennung und
der Entwicklung innovativer zielgerichteter Therapiemdoglichkeiten werden neue Biomarker
zur sicheren molekularen Detektion des KRK bendtigt. Epigenetische Merkmale wie die DNA-
Methylierung bieten hierfiir eine vielversprechende Option. Diese tritt bevorzugt in CpG-
Inseln innerhalb von Promotorregionen auf und kann so zur verringerten Expression von
Tumorsuppressorgenen flihren, was die Tumorprogression fordert.

Im Rahmen dieser Arbeit wird ein Reportersystem zur Identifikation malignen Kolongewebes
anhand spezifischer Methylierungsmuster etabliert. Es besteht aus zwei Komponenten, die
bei Bindung in raumlicher Ndahe zueinander einen Komplex aus rekonstituierter splitTEV-
Protease und Intein freisetzen. Das erste Konstrukt erkennt hierbei mithilfe der Methyl-
Binding-Domain des MBD1-Proteins hypermethylierte CpG-Inseln. Das zweite Element bindet
mit einer dCas9 spezifisch an die untersuchte Zielsequenz. Sind dementsprechend die CpG-
Inseln nahe der dCas9-Bindungsstelle hypermethyliert, aktiviert die freigesetzte splitTEV-
Protease das Lumineszenzprotein flipNluc, dessen emittierte Lumineszenz gemessen werden
kann. Das Reportersystem in der urspriinglichen Form weist eine signifikante Signaldifferenz
zwischen methylierten und unmethylierten Genen auf, die eigentliche Induktion der flipNluc
erfolgt jedoch ineffizient. Indem die Position des kovalent gebundenen Inteins an der splitTEV-
Protease geandert wird, kann diese Aktivierung der flipNluc deutlich verbessert werden. Die
dargestellten Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Position des split-Inteins an der splitTEV-
Protease zu einer sterischen Hemmung fihrt und die Funktion des Enzyms somit
beeintrachtigt wird.

Durch Whole Genome Sequencing werden zudem differenziell methylierte Regionen
identifiziert, die fir das Reportersystem eingesetzt werden und als hypermethylierte
Biomarker des KRK dienen. Die Sequenzierung umfasst Zelllinien, Organoide sowie primares
Patientenmaterial. Neben bereits bekannten Biomarkern identifizieren wir fiir das KRK
erstmals die Gene DLX4, FOXC2, MNX1, PCDH7, PCDHS8, RASAL3 und SIX1 als hypermethyliert.
Die Gene DLX4, FOXC2, MNX1 und RASAL3 kodieren fir Proteine, die groBtenteils als

Transkriptionsfaktoren an Zelldifferenzierung und Proliferation beteiligt sind. PCDH7 und
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PCDH8 kodieren fiir Proteine der Zell-Zell-Kontakte und werden ebenso wie SIXI mit
Metastasierung und Invasivitat in Verbindung gebracht.

Das entwickelte Reportersystem zur Detektion hypermethylierter CpG-Inseln basiert auf der
Aktivierung von Luciferasen durch proteolytische Spaltung. Dieses Prinzip wurde im zweiten
Teil der Arbeit auf die Detektion der Caspase-Aktivitdt libertragen. Dadurch konnte eine
Methode zur parallelen Aktivitatsbestimmung der drei Caspasen-3, -8 und -9 in lebenden
Zellen und in Echtzeit etabliert werden, die eine gezielte Differenzierung apoptotischer
Signalwege ermoglicht. Diese Caspasen werden wahrend der Apoptose aktiviert, wobei eine
Fehlregulation unter anderem bei malignen Erkrankungen auftritt. Das sogenannte Triple
Caspase Assay verwendet drei induzierbare Reporterproteine, die jeweils eine Caspase
anhand ihrer Erkennungssequenz registrieren: flip-mNG3A (Casp3), flipNluc (Casp8) sowie
CPFluc (Casp9). Nach Validierung der Einzelreporter und erfolgreicher Durchfiihrung eines
Proof of Concept wurde das System durch lentivirale Transduktion stabil in HCT116 Zellen
integriert. Diese Zelllinie bietet perspektivisch neue Moglichkeiten in der Entwicklung
therapeutischer Wirkstoffe, indem sie Einblicke in die Aktivierung von Caspasen unter
verschiedenen externen Bedingungen erméglicht.

Zusammenfassend beschreibt diese Arbeit die Etablierung einer Methode zur Identifikation
malignen Gewebes anhand hypermethylierter CpG-Inseln am Beispiel des KRK. Das Verfahren
ist auf andere Krebsentitaten mit charakteristischen Methylierungsmustern ibertragbar. Die
Detektion maligner Zellen ertffnet zudem neue therapeutische Ansatze. Darlber hinaus
werden bislang unbekannte hypermethylierte Biomarker fiir das KRK identifiziert und ein
System zur parallelen Echtzeit-Messung der Caspase-Aktivitdt (Caspasen-3, -8 und -9) in

lebenden Zellen vorgestellt.

HMOOHAMHAY
Patientenproben, methylierungsspezifische erster Entwurf real-time Messung
Organoide & Sequenzierung Repotersystem Caspasenaktivitat
Zelllinien /
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Validierung Identifikation neuer Etablierung & Triple Caspase Assay stabile Zelllinie
bekannter Biomarker Biomarker Optimierung Proof of Concept HCT116 TCA
Reportersystem

Abbildung 32: Grafische Zusammenfassung der Arbeit.
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6 Abklrzungen’
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5-FU
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ABT-199
AID/APOBEC

AK
ALX3
APAF1
APC
B2M
BAK
BAX
BCAT1
Bcl-2
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CD95
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CO,;
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CTLA-4
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DLX4
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DMR
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DNA
Dnmt
DSS
EGFR
EN1
EN2
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(flip) monomeric Neon Green

(flip) Nano Luciferase

5-Fluorouracil

5-Methyl-Cytosin

amino acid

Venetoclax

Activation-Induced Cytidine Deaminase/Apolipoprotein B mRNA Editing
Enzyme, Catalytic Polypeptide
Antikorper

Aristaless-Like Homeobox 3

Apoptotic Protease Activating Factor 1
Adenomatous Polyposis Coli
Beta-2-Microglobulin
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Bcl-2-Associated X Protein

Branched Chain Amino Acid Transaminase 1
B-Cell Lymphoma 2

BH3 Interacting-Domain Death Agonist
bioluminescent light unit

Body Mass Index

Basenpaare

beziehungsweise

CRISPR assoziiertes Protein 9

Caspase

Cluster of differentiation 95
Carcinoembryonales Antigen
Chromatin Immunoprazipitation
confidence interval (Konfidenzintervall)
CpG island methylator phenotype
Chromosomale Instabilitat
Kohlenstoffdioxid

(circular permutated) Firefly Luciferase
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Distal-Less Homeobox 4
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DNA-Methyltransferase

Dispersion shrinkage for sequencing data
Epidermal Growth Factor Receptor
Engrailed Homeobox 1

Engrailed Homeobox 2

Epithelial Cell Adhesion Molecule

7 Fiir etablierte Fachbegriffe sowie fiir Bezeichnungen von Genen wird die englische Sprache verwendet.
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FAP

fdr
flipEGFP
FLU
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FOXC2
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GRCh38
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K

kb
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Mcl-1
MLH1
MMR
MNX1
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MSH2
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NGS
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ns

PAM
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PD-1
PDX1
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r
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RNA

Fas-Associated Death Domain Protein
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false discovery rate

flip Enhanced Green Fluorescent Protein
fluorescence light unit

faecal occult blood test

Forkhead Box C2

Glutamate Decarboxylase 2
Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase
GATA Binding Protein 5
Glucose-6-Phosphate Isomerase

Genome Reference Consortium Human Build 38
Histondeacetylase

Horseradish Peroxidase

in der Regel

IKAROS Family Zinc Finger 1

induced pluripotent stem cells

Interferon Regulatory Factor 4
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Kilobasen
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kolorektales Karzinom
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nuclear localization signal
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Protospacer Adjacent Motif
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guantitative polymerase chain reaction
Korrelationskoeffizient
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s.0.
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SEM
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sgRNA
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tBid
TCA
TEV-Protease
TET
TFPI2
TGF-B
TNF
TP53
TP73
tracr RNA
TRADD
UBC
UICC
VEGF
vgl.
VWC2
WGS
Whnt
WT

Reactive Oxygen Species
rounds per minute

relatives Risiko

siehe oben

Spalt Like Transcription Factor 3
Secretin Receptor

standard deviation (Standardabweichung)
Syndecan-2

standard error of the mean
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Anhang 1: Plasmidkarten des Methylierungsreportersystems & Triple Caspase Assays. (A) Das urspringliche
MBD-Konstrukt enthalt neben der Methyl-Binding-Domain, auf welche Cage-Latch, das C-Intein gp41-1 und
TEVp3-70aa folgt, auch die flipNluc sowie die jeweilige sgRNA der untersuchten Gene (hier exemplarisch das
Methylierungspanel SCTR & EN1 dargestellt). (B) Die sterisch optimierte Variante des MBD-Konstrukts enthalt
eine veranderte Bindestelle des Inteins bzw. Linkers an TEVp3-70aa. (C) Das dCas9-Konstrukt besitzt TEVp61-242,
welche tber das N-Intein gp41-1 und dem Key mit der deadCas9 verbunden ist. Verglichen mit der urspriinglichen
Variante ist an der splitTEV-Protease ein SV40-NLS erganzt. (D) Das Konstrukt empty guide wird als Kontrolle
eingesetzt, wobei keine Zielsequenzen der sgRNA vorhanden sind und somit keine zielgerichte dCas9-Bindung
erfolgen kann. (E) Das Plasmid fir die lentivirale Integration des Triple Caspase Assays kodiert die drei Caspasen-
Reportersysteme flipNluc (Casp8), CPFluc (Casp9) sowie flip-mNG3A (Casp3). Die jeweiligen funktionellen
Domanen des Reportersystems sind in hellgrau dargestellt.

Anhang 2: sgRNA-Zielsequenz der differenziell methylierten Regionen. Jeweils sechs Zielsequenzen (durch
verschiedene Farbgebung gekennzeichnet) werden in Form eines Biomarkerpanels und somit durch ein Plasmid
untersucht. Dieses Plasmid enthalt neben der sgRNA auch das MBD-Konstrukt sowie die flipNluc, welche durch
die TEV-Protease induziert werden kann.

EN1_1 TCCGAGTTCGTGCGGCTCAA
EN1_2 GTAAACGTGCGACGCTAGCT
EN1_3 GAGCCCGACGTGTCAATAAC
SCTR_1 CTCTTTCCGGACCCGGGGTT
SCTR_2 AAGCCGCGTCCTGATCAATG
SCTR_3 CGCAGTACTCACCGAGTGCG
IKZF1_1 ACGTGAAGCTGAGCGTACAG
IKZF1_2 CACTCTAACAAGTGACTGCG
MNX1_1 TAACTCCGAGCACCACGACC
MNX1_2 GCCGGGCGTGCAAACGCATG
VWC2_1 TGTTAGTGGTCCGCCCCACG
VWC2_2 GTTCCGGGCCAATCGCGTCC
DLX4_1 GCACCCGGCGATGAAGACGT
DLX4_2 GCGCCCGAGGCCACGGGTGA
NKX1-1_1 CTGTACATAACCGGTTGCTA
NKX1-1_2 GCATTTAATAACAGGCCCGG
GATAS5_1 ACAGGTAGGACAGCATCGAG
GATAS5_2 AAGACGGGCTCCGTGTCTGG
FOXC2_1 GCAAACTTTCCCCAACGTGC
FOXC2_2 GCCAAGTCCCTTTTAGGGAT
LONRF2_1 CTGCTGGGCCGGACAGGTGT
LONRF2_1 CATCGCAAGAGACGCGGACC
PCDH7_1 TGAGGATGCGGACCGCGGGA
PCDH7_2 CGGGCTTCTCTTTGGCGCGC
RASAL3_1 GTTGTCCTGCAGATGGGAGT
RASAL3_2 GTGGGACTGAGGTGGAATCG
TP73_1 GCCGTTGGGAGGGTAACCCC
TP73_2 GCACCGGGCGAAGAATCGTG
SIX1_1 GTGTTCGAGTTTAGGCGGCC
SIX1_2 ATACTTCTGGCGAGTAGCGG
SDC2_1 CAATCGGCGTGTAATCCTGT
TFPI2_1 TTCTGTCCCCTTCCGAGCGG
PCDHS8_1 TTCGCGGTCCAGCGACGCCG
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PCDH8_2 TCGGGTGATTAGCATATCGG
SALL3_1 GCGGCCGCTAATTGCGAGCG
SALL3_2 AAAAAGACGTACTGGGGCGA
EN2_1 ATTTAACCCCCTCCTTCCGG
EN2_2 GCCTGAGTTGGAAGATCGTA
MSX1_1 CTCCGGAGGTTTGCCCGAGA
MAX1_2 TCTGTCGCCGTGTCCACGGA
PDX1_1 GTACATCTCACGGCCGCGCC
ALX3_1 CCTGTGAGCGCCCGCCAAGG
GAD2_1 GTGGCTCAGAAGTTCACGGG
GAD2_2 AGGCGTGCCAGCGCGTCCTC
IFR4_1 CGAACCTCTGGTTCGCGCTC
IRF4_2 GCAAGACGAGCGGCGCGTGT
SOX1_1 TCGCACAATAGACTTCCCGC
SOX1_2 ATGTACTTGCCCGCCGGCGA

Anhang 3: Auflistung der verwendeten (ChlIP)-qPCR-Primer.

GPI_1_fw TCCTTCCTCCTCGGCTC
GPI_1_rv GGTACCATTGCTGCAGC
GPI_2_fw AGGCCGAGTCCGCAC
GPI_2_rv AGGAGGAGGGGAAATGTCC
GPI_3_fw GTTTGAGGGAGCTGGGTG
GPI 3 rv CGCCCATGATTTGCTCAAAC
EN1 2 fw AGGCGAGTCAATCAAAGCAG
EN1_2_rv TTCCTCTGGCTGGTCTCTC
EN1_3_fw TGGTTACTTTCAGAGGCGC
EN1_3_rv CCACAAAGGGAAAGCAATGC
EN1_ 7 fw CCAGGGAAAGGGGACAGTAC
EN1_7 rv ACGCTTGGAGCCCAGAG
SCTR_1_fw CTTCTACGCGGCAATCCC
SCTR_1_rv ACAAAGGTGACCTAAGTTGCC
SCTR_2_fw TGAGCCACCCGACCTG
SCTR_2_rv AGTCCCTGCCGGGTG
SCTR_3_fw TAGTCCCTCTCCACCTGC
SCTR_3_rv AGCTACTACTGCCGGTG
GAPDH_1_fw TGCCAGCCTAGCGTTG
GAPDH_1_rv TGGGAGATCTGGTTTCCG
GAPDH_2_fw GCTCACTGTTCTCTCCCTC
GAPDH_2_rv AAGGCTCGTAGACGCG
GAPDH_3_fw AGTCAGGTGGAGCGAGG
GAPDH_3_rv AGGGGACACAAGAGGACC
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