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Geschäftsführender Direktor: Prof. Dr. Thomas M. Gress                                                                    

des Fachbereichs Medizin der Philipps-Universität Marburg 

 

 

Zelluläre Rolle des Valosin-containing 

Protein (VCP) im kolorektalen 

Karzinom 

 

 
Inaugural-Dissertation zur 

Erlangung des Doktorgrades 

der Naturwissenschaften (Dr. rer. nat.) 

dem Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg                                                                      

vorgelegt von 

 

Lisa-Maria Schmitt  

aus Heidelberg 

 

 

 

Marburg, 2023 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Angenommen vom Fachbereich Medizin der Philipps-Universität Marburg am: 23.06.2023 

Gedruckt mit Genehmigung des Fachbereichs 

Dekanin: Prof. Dr. Denise Hilfiker-Kleiner 

Referent: Prof. (apl.) Dr. Malte Buchholz 

1. Korreferent:  Prof. Dr. Jörg-Walter Bartsch



I 

 

 

Inhaltsverzeichnis 
 

Abkürzungsverzeichnis ......................................................................................................................... III 

Abbildungsverzeichnis ........................................................................................................................... V 

Tabellenverzeichnis ............................................................................................................................... VI 

1. Einleitung .................................................................................................................................... - 1 - 

1.1. Kolonkarzinome .................................................................................................................. - 2 - 

1.2. VCP ..................................................................................................................................... - 5 - 

1.3. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe ............................................................................................ - 8 - 

1.4. Zielsetzung .......................................................................................................................... - 8 - 

2. Material und Methoden ............................................................................................................. - 10 - 

2.1. Material ............................................................................................................................. - 10 - 

2.1.1. Laborgeräte .................................................................................................................... - 10 - 

2.1.2. Material ......................................................................................................................... - 12 - 

2.1.3. Chemikalien und Reagenzien ........................................................................................ - 14 - 

2.1.4. siRNAs .......................................................................................................................... - 16 - 

2.1.5. Primer ............................................................................................................................ - 17 - 

2.1.6. Kits ................................................................................................................................ - 18 - 

2.1.7. Antikörper ..................................................................................................................... - 19 - 

2.1.8. Puffer und Lösungen ..................................................................................................... - 21 - 

2.1.9. Software ......................................................................................................................... - 24 - 

2.1.10. Zelllinien ....................................................................................................................... - 24 - 

2.2. Methoden ........................................................................................................................... - 25 - 

2.2.1. Zellkultur ....................................................................................................................... - 25 - 

2.2.1.1. Auftauen von Zellen .................................................................................................. - 25 - 

2.2.1.2. Kultivieren von Zellen ............................................................................................... - 25 - 

2.2.1.3. Aussaat von Zellen .................................................................................................... - 25 - 

2.2.1.4. Einfrieren der Zellen.................................................................................................. - 25 - 

2.2.2. PEI-Transfektion ........................................................................................................... - 26 - 

2.2.3. Lipofectamine® RNAiMax-Transfektion ..................................................................... - 26 - 

2.2.4. MTT-Assay ................................................................................................................... - 26 - 

2.2.5. BrdU-Assay ................................................................................................................... - 27 - 

2.2.6. RNA-Isolation ............................................................................................................... - 27 - 

2.2.7. cDNA-Synthese ............................................................................................................. - 27 - 

2.2.8. qPCR ............................................................................................................................. - 28 - 

2.2.9. Western Blot .................................................................................................................. - 29 - 



II 

 

2.2.9.1. Proteinbestimmung nach Bradford ............................................................................ - 29 - 

2.2.9.2. SDS-Gelelektrophorese ............................................................................................. - 30 - 

2.2.9.3. Blotting ...................................................................................................................... - 31 - 

2.2.9.4. Antikörper-Färbung ................................................................................................... - 31 - 

2.2.9.5. Detektion der Proteine ............................................................................................... - 32 - 

2.2.10. γH2AX-Färbung ............................................................................................................ - 32 - 

2.2.11. Durchflusszytometrie .................................................................................................... - 33 - 

2.2.12. Apoptose-Analyse: Annexin V-PI- Färbung ................................................................. - 33 - 

2.2.13. Zellzyklus-Analyse: PI-Färbung ................................................................................... - 34 - 

2.2.14. Seneszenz-Analyse: SA-βGal-Färbung ......................................................................... - 35 - 

2.2.15. Auswertung und Statistik .............................................................................................. - 35 - 

3. Ergebnisse ................................................................................................................................. - 36 - 

3.1. Etablierung der Inhibitoren................................................................................................ - 36 - 

3.2. VCP-Inhibition via CB5083 und NMS873 induzieren DNA-Schäden ............................. - 37 - 

3.3. VCP-Knockdown induziert Apoptose und Nekrose .......................................................... - 38 - 

3.4. VCP-Knockdown führt zu Proliferationsinhibition und Zellzyklusarrest ......................... - 41 - 

3.5. VCP Herunterregulierung induziert Seneszenz ................................................................. - 46 - 

3.6. VCP spielt keine Rolle bei Autophagie-Induktion in kolorektalen Karzinomzellen ........ - 47 - 

3.7. VCP verhindert Ubiquitinierung ....................................................................................... - 49 - 

3.8. VCP-Knockdown initiiert Unfolded Protein System ......................................................... - 51 - 

4. Diskussion ................................................................................................................................. - 54 - 

4.1. Viabilitätsinhibition und Zellzyklusarrest durch VCP-Knockdown .................................. - 55 - 

4.2. Autophagie-Induktion ....................................................................................................... - 57 - 

4.3. Ubiquitinierung ................................................................................................................. - 58 - 

4.4. Unfolded Protein Response ............................................................................................... - 60 - 

4.5. Ausblick............................................................................................................................. - 63 - 

5. Zusammenfassung ..................................................................................................................... - 64 - 

6. Summary ................................................................................................................................... - 66 - 

Literaturverzeichnis ........................................................................................................................... - 67 - 

7. Appendix ................................................................................................................................... - 76 - 

7.1. Curriculum vitae ................................................................................................................ - 78 - 

7.2. Verzeichnis der akademischen Lehrer ............................................................................... - 79 - 

7.3. Danksagung ....................................................................................................................... - 80 - 

7.4. Ehrenwörtliche Erklärung ................................................................................................. - 81 - 

 

 



III 

 

Abkürzungsverzeichnis 
 

APS   Ammonium Persulphat 

Aqua dest  Aqua destillata 

BrdU  5-bromo-2’-desoxiuridin 

BSA   Bovines Serum Albumin 

cDNA   engl.: copy DNA; komplementäre DNA 

CRC   engl.: colorectal cancer; kolorektales Karzinom 

DMEM  Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO  Dimethyl Sulfoxid 

DNA   engl.: deoxyribonucleic acid; Desoxyribonukleinsäure  

DTT   Dithiothreitol 

EDTA               Ethylenediaminetetraacetic Acid 

FCS  engl.: fetal calf serum; fetales Kälberserum 

for   engl.: forward 

gDNA   genomische DNA 

GI-Trakt  Gastrointestinaltrakt 

h   engl.: hour; Stunde 

IBMPFD Inclusion body myopathy Paget‘s disease of bone and fronotemporal dementia 

KD                    engl.: Knockdown 

KO  engl.: Knockout 

Min   Minute 

MMC   Mitomycin C 

MTT   3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid 

ns   nicht signifikant 

P/S   Penicillin-Streptomycin 

PBS   Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline 



IV 

 

PCR   engl.: Polymerase Chain Reaction; Polymerase Kettenreaktion 

PEI   Polyethylenimine 

PI   Propidiumiodid  

PMSF                Phenylmethylsulfonylfluorid  

qPCR  quantitative Polymerase Kettenreaktion 

rev   engl.: reverse 

RNA   engl.: Ribonucleic Acid; Ribonukleinsäure 

rpm   engl.: revolutions per minute; Umdrehungen pro Minute  

RT   Raumtemperatur 

SDS   Sodium Dodecyl Sulphat 

Sek                    Sekunde  

siRNA   engl.: small interfering RNA 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

VCP   engl.: Valosine Containing Protein 

WHO  engl.: World Health Organization 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



V 

 

Abbildungsverzeichnis 

 

Abbildung 1: „Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen 

in Deutschland 2018“ .......................................................................................................................... - 1 - 

Abbildung 2: Progression eines Kolonkarzinoms ............................................................................... - 3 - 

Abbildung 3: Vielfältige Funktionen von VCP im zellulären Kontext ............................................... - 6 - 

Abbildung 4: Gesamtüberleben und krankheitsfreies Überleben in Relation zu VCP-Expressionslevel  

 ............................................................................................................................................................. - 7 - 

Abbildung 5: VCP-Expression in Kolon Adenokarzinomen .............................................................. - 9 - 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Ablaufs eines qPCR Zyklus........................................ - 29 - 

Abbildung 7: Etablierung der Inhibitoren. ........................................................................................ - 36 - 

Abbildung 8: γH2AX-Färbung nach VCP-Inhibition ....................................................................... - 38 - 

Abbildung 9: Apoptose-Analyse nach VCP-Inhibition. .................................................................... - 40 - 

Abbildung 10: VCP-Inhibition hemmt Proliferation ......................................................................... - 41 - 

Abbildung 11: Zellzyklus-Analyse nach VCP-Knockdown ............................................................. - 44 - 

Abbildung 12: Zellzyklus-Analyse nach VCP-Knockdown mittels Durchflusszytometrie .............. - 45 - 

Abbildung 13: Zellzyklus-Analyse nach VCP-Knockdown nach Nocodazol-induziertem G2-Arrest      

 ........................................................................................................................................................... - 45 - 

Abbildung 14: Induktion der Seneszenz ............................................................................................ - 46 - 

Abbildung 15: Induktion der Autophagie .......................................................................................... - 48 - 

Abbildung 16: VCP inhibiert Ubiquitinierung .................................................................................. - 50 - 

Abbildung 17: Induktion der UPR nach VCP-Inhibition .................................................................. - 52 - 

Abbildung 18: schematische Darstellung aller drei Wege des Unfolded Protein Systems ............... - 61 - 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



VI 

 

Tabellenverzeichnis 

Tabelle 1: Liste verwendeter Laborgeräte ......................................................................................... - 12 - 

Tabelle 2: Liste verwendeter Materialien .......................................................................................... - 13 - 

Tabelle 3: Liste verwendeter Chemikalien und Reagenzien ............................................................. - 16 - 

Tabelle 4: Liste verwendeter siRNAs................................................................................................ - 16 - 

Tabelle 5: Liste verwendeter Primer ................................................................................................. - 18 - 

Tabelle 6: Liste verwendeter Kits...................................................................................................... - 19 - 

Tabelle 7: Liste verwendeter Antikörper ........................................................................................... - 20 - 

Tabelle 8: Liste verwendeter Puffer und Lösungen........................................................................... - 23 - 

Tabelle 9: Liste verwendeter Software .............................................................................................. - 24 - 

Tabelle 10: Mastermix cDNA Synthese ............................................................................................ - 28 - 

Tabelle 11: Mastermix qPCR ............................................................................................................ - 28 - 

Tabelle 12: Rezepte Polyacrylamid-Gele .......................................................................................... - 30 - 

Tabelle 13: Durchflusszytometrie Färbeprotokolle Apoptose Analyse............................................. - 34 - 



- 1 - 

 

 

1. Einleitung 
  

2020 gab es laut World Health Organisation (WHO) ca. 10 Millionen krebsbedingte Todesfälle 

weltweit, das heißt einer von sechs Todesfällen wurde durch eine bösartige Krebserkrankung verursacht. 

Somit ist Krebs die führende Todesursache weltweit im Jahr 2020. Am häufigsten traten 

Mammakarzinome auf, gefolgt von Lungenkrebs und  Kolon- und Rektumkarzinomen. Zum Tod 

führten am häufigsten Lungenkrebs, Kolon- und Rektumkarzinome und Leberkarzinome. 

Risikofaktoren, die ein Auftreten von Krebs begünstigen, sind laut WHO der Konsum von Tabak, 

Alkohol, ein zu hoher Body Mass Index, nährstoffarme Ernährung und fehlende körperliche Aktivität 

(WHO 2022b). In den USA wurde in den letzten 20 Jahren ein sinkender Trend der krebsbedingten 

Todesraten von 27% verzeichnet. Trotzdem wurden laut Centers of Disease Control and Prevention 

(CDC) im Jahr 2020 170,3 Todesfälle bei Männern und 124,5 Todesfälle bei Frauen auf 100 000 

Einwohner verzeichnet. Der sinkende Trend ist laut CDC auf bessere Vorsorgeuntersuchungen, 

Impfungen und bessere Behandlungen zurückzuführen (Centers for Disease Control and Prevention 

2022a). Ein ähnliches Bild zeigt sich laut Robert Koch Institut (RKI) in Deutschland. Auch in 

Deutschland sind die Sterberaten in den letzten zehn Jahren um 7% bei Frauen und 12% bei Männern 

gesunken, allerdings wurden 2018 immer noch ca. 500 000 neue Erkrankungen und 229 065 

krebsbedingte Todesfälle verzeichnet (Erdmann et al. 2021).  

 

Abbildung 1: „Prozentualer Anteil der häufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebsneuerkrankungen in Deutschland 

2018“, aus: „Krebs in Deutschland für 2017/2018“ (Erdmann et al. 2021) 
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Bis zum Jahr 2040 hat die WHO und die International Agency for Research on Cancer einen weltweiten 

Anstieg von 19,3 Millionen neuer Fälle auf 30,3 Millionen prognostiziert, ebenso wie eine deutliche 

Erhöhung der Mortalität von ca. 10 Millionen auf 16,3 Millionen krebsbedingter Todesfälle (WHO 

2022a). Diese Daten machen die Dringlichkeit und Relevanz der diagnostischen und therapeutischen 

Krebsforschung zum besseren Verständnis und letztlich für verbesserte und zielgerichtetere Therapien 

deutlich. 

Der zugrundeliegende Mechanismus, der für eine maligne Transformation verantwortlich ist, sind 

ungerichtete Mutationen und DNA-Schäden (Bertram 2000). Diese können durch externe Faktoren wie 

UV-Licht, γ-Strahlung, Chemikalien oder auch oxidativen Stress und Entzündungen verursacht werden. 

Mutationen in Onkogenen, Tumorsuppressorgenen oder einem Zellzyklus-regulierenden Gen können 

zu unkontrolliert proliferierenden Zellen führen (Kay et al. 2019; Basu 2018). 

Ein Beispiel für Mutationen, die Proto-Onkogene in Onkogene umkehren und so die maligne 

Transformation fördern können, ist das Proto-Onkogen Ras. Das ras Proto-Onkogen war das erste 

entdeckte humane Onkogen, zu dessen Familie Hras, Kras und Nras gehören. Ras reguliert durch die 

Initiierung einer Proteinkaskade die Signaltransduktion in Zellen. Dabei werden Transkriptionsfaktoren 

aktiviert, wodurch letztlich die Genexpression der Zielgene moduliert werden kann. Häufig sind es 

Punktmutationen an Position 12, 13 und 61, die dazu führen, dass Ras gegenüber der GTP-Hydrolyse 

resistent und somit konstitutiv aktiv wird. Die Folgen dieser dauerhaften Aktivierung sind eine erhöhte 

Proliferation, Inhibition der Apoptose und verschiedene Wachstums- und Überlebenssignale in der 

Zelle. Ras-Mutationen kommen in ca. 10-15% aller Tumore vor, vor allem aber in Blasen- und 

Nierentumoren (Hras), in Melanomen und hämatologischen Krebserkrankungen (Nras) und in 

Lungentumoren, Pankreas-, Kolon- und Ovarialkarzinomen (Pappou und Ahuja 2010).  

 

1.1. Kolonkarzinome 

Wie bereits erwähnt sind Kolon- und Rektumkarzinome (CRC) die dritthäufigsten Tumore und die 

zweittödlichsten Krebserkrankungen weltweit. 2020 machten CRC 10% der globalen Inzidenz und 9,4% 

aller krebsbedingten Todesfälle weltweit aus. In 2040 werden 3,2 Millionen neuer CRC Fälle 

prognostiziert (Xi und Xu 2021).  

Das Kolon besteht aus sechs Abschnitten: dem Caecum, gefolgt von dem Colon ascendens, Colon 

transversum, Colon descendens, Colon sigmoideum und schließlich dem Rektum. Physiologisch dient 

das Kolon der Bewegung des Darminhalts in Richtung Rektum und Anus, der Absorption von 

Flüssigkeiten und Elektrolyten, der Absorption von kurzkettigen Fettsäuren und der Darmentleerung 

(Carrington und Scott 2014).  

Laut National Cancer Institute liegt das Durchschnittsalter für kolorektale Karzinome bei Diagnose bei 

67 Jahren (National Cancer Institute 2022). Solche malignen Transformationen entwickeln sich über 
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Jahre aus zunächst kleinen Hyperproliferationen und Polypen (Simon 2016). Die Entwicklung von 

einem Polypen zu einem noch gutartigen Tumor, einem sogenannten Adenom, dauert alleine ca. 5-20 

Jahre. Damit sich aus einem Adenom ein bösartiger Tumor entwickelt, der metastasiert und in 

umliegendes Gewebe invadiert, dauert es weitere 5-15 Jahre. Verschiedene Mutationen, die 

Aktivierungen und Inaktivierungen von Proteinen und Transkriptionsfaktoren zur Folge haben, sind für 

die Progression verantwortlich ( s. Abb. 2) (Weinberg 2014).  

 

   

Abbildung 2: Progression eines Kolonkarzinoms. Nach: „The Biology of Cancer“ von Robert A. Weinberg, 2. Edition, Kapitel 

11: Multi-Step Tumorigenesis 

Dabei stellt zunächst der Verlust bzw. die Mutation von APC einen essentiellen primären Schritt in der 

Progression eines Kolonkarzinoms dar. Durch den Verlust bzw. die Mutation von APC kommt es zur 

Akkumulation von β-Catenin im Zytoplasma. Darauffolgend wird dieses in den Zellkern transloziert, 

wo es nachgeschaltete Wnt-Effektoren hoch reguliert und damit Proliferation, Migration, Invasion und 

Metastasierung der Zellen fördert. Eine solche Mutation ist in ca. 90% der CRC Patienten zu finden. 

Auch Kras-Mutationen sind in 35-40% der Patienten auffindbar. Dabei kommt es, wie oben bereits 

beschrieben, zu einer dauerhaften Aktivierung des Proto-Onkogens Ras durch Resistenzentwicklung 

gegenüber GTP-Hydrolyse, was letztlich zu gesteigerter Proliferation der Zellen führt (Nguyen und 

Duong 2018). Wie einige Publikationen zeigen konnten, korrelieren Kras-Mutationen mit einem 

schlechterem Überleben und einer schlechteren Prognose (Conlin et al. 2005; Phipps et al. 2013). 

Außerdem zeigen CRC-Zellen mit Kras-Mutationen eine erhöhte Resistenz gegenüber EGFR-

Reagentien (Amado et al. 2008; Lièvre et al. 2008).  

Bei der Entwicklung eines Adenoms wird auch der Verlust des Chromosoms 18q beobachtet, was in ca. 

70% der Fälle der späten Adenome der Fall ist. Dieser Verlust geht ebenso mit einer schlechteren 

Prognose einher (Jen et al. 1994). Mit dem Verlust von 18q gehen auch einige Tumorsuppressoren 

verloren, darunter SMAD2 und SMAD4. Dabei entwickeln die Zellen eine Resistenz gegenüber TGFβ, 
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was physiologisch antiproliferativ und proapoptotisch wirkt und durch die Resistenz die Tumorgenese 

fördert.  

Auch der Verlust des Tumorsuppressors p53, der sonst für die DNA-Reparatur, Induktion eines 

Zellzyklussarrests, Seneszenz und Apoptose verantwortlich ist, stellt einen wichtigen finalen Schritt in 

der Entwicklung eines Karzinoms dar (Nguyen und Duong 2018). p53-defiziente oder -mutierte Zellen 

sind in 50-75% der CRC Patienten vorhanden. In Karzinomen sind jedoch häufiger p53-defiziente 

Zellen zu finden als in Adenomen, was vermuten lässt, dass dieser Verlust eine essentielle Rolle beim 

Übergang eines Adenoms zu einem Karzinom spielt (Fearon und Vogelstein 1990; Takayama et al. 

2006). Den Hauptanteil der p53-Mutationen in CRC stellen Misssense-Mutationen dar (Nguyen und 

Duong 2018). 

Besonders gefährdet für die Entwicklung eines Kolonkarzinoms sind Menschen, die sich nur wenig 

körperlich betätigen, viel Salz und rotes Fleisch verzehren (Lewandowska et al. 2022). Auch aktives 

und passives Rauchen, Übergewicht und die familiäre Prädisposition stellen Risikofaktoren für die 

Entwicklung eines kolorektalen Karzinoms dar (Lewandowska et al. 2022; Johnson et al. 2013; Sawicki 

et al. 2021). Auch entzündliche Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts wie  beispielswiese Morbus-

Crohn oder auch Colitis ulcerosa unterstützen durch eine unkontrollierte Inflammation und die daraus 

resultierende Schwächung des Immunsystems des gastrointestinal (GI)Trakts die Entwicklung und 

Progression eines Kolonkarzinoms. Dabei entwickeln Patienten mit einer chronisch inflammatorischen 

Erkrankung des Magen-Darm-Trakts zwei bis sechs Mal häufiger ein Kolonkarzinom (Sawicki et al. 

2021). Laut CDC äußern sich Tumore und Polypen des GI-Trakts hauptsächlich durch rektale 

Blutungen, abdominale Schmerzen, Gewichtsverlust, Anämie, abdominale Gewebebildung und 

Diarrhoe (Sawicki et al. 2021; Centers for Disease Control and Prevention 2022c, 2022b).  

Diagnostiziert werden kolorektale Karzinome hauptsächlich durch eine Koloskopie, die entweder nach 

Verdacht durch Symptomauftreten oder im Rahmen einer Vorsorgeuntersuchung stattfindet. Sollte 

während der Darmspiegelung neoplastisches Gewebe oder Polypen entdeckt werden, werden diese 

direkt entfernt und histologisch untersucht. Neben der Koloskopie des gesamten Darms können auch 

nur bestimmte Bereiche untersucht werden, beispielsweise durch eine Endoskopie, Rektoskopie oder 

Sigmoidoskopie. Auch Tastuntersuchungen und bildgebende Verfahren wie die Computertomographie 

(CT), Magnetresonanztomographie (MRT), Ultraschall oder Positronen-Emissions-Tomographie (PET) 

sind sinnvolle diagnostische Mittel zur Erkennung von Tumoren und Neoplasien. Auch ein 

Hämocculttest des Bluts kann Aufschluss geben (Di Xia et al. 2016; Vega et al. 2015; Deutsche 

Krebsgesellschaft).  
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1.2. VCP 

Das Valosin containing Protein (VCP), auch p97 genannt, gehört zur Familie der AAA+ ATPasen und 

wurde 1982 erstmal als Cdc48 in Saccharomyces cerevisiae beschrieben (Costantini et al. 2021; Moir et 

al. 1982). Das Chaperon ist 806 Aminosäuren und 97 kDa groß und besteht aus vier Domänen: einer N-

terminalen, zwei ATPase Domänen und einer C-terminalen Domänen. Dabei fungieren die N- und C-

terminalen Domäne als Interaktionsstelle für Substrate, Interaktionspartner und Kofaktoren. Die ATPase 

Domänen sind für die Hydrolyse von ATP verantwortlich (Yeo und Yu 2016; Costantini et al. 2021; 

DeLaBarre und Brunger 2003). VCP spielt eine Rolle bei verschiedenen zellulären Prozessen der 

Proteindegradation via Unfolded Protein System (UPS), Apoptose und der Reifung und Initiierung der 

Autophagosomen (Di Xia et al. 2016). Mutationen in VCP sind auch in neurodegenerativen 

Erkrankungen wie Amyotropher Lateralsklerose (ALS) oder der Huntington Erkrankung beschrieben 

(Guo et al. 2016; Johnson et al. 2010).  

Ein Prozess bei dem VCP eine wichtige Rolle spielt, ist die Endoplasmatisches Retikulum (ER)-

assoziierte Degradation (ERAD) fehlgefalteter oder ungefalteter Proteine (Meyer et al. 2012). Dabei 

rekrutiert das integrale Membranprotein Ubx2  an der zytosolischen Seite des ERs den VCP-Ufd1 

(Ubiquitin Fusion Degradation Protein1)- Npl4 (Nuclear Pore Localization Protein4) Komplex. Dieser 

Komplex bindet ubiquitinierte Proteine, wodurch diese ins Zytosol translokalisiert werden. Diese 

sogenannte Retrotranslokalisation führt dann letztendlich zur proteasomalen Degradation der Proteine 

(Costantini et al. 2021).  

Analog zur ERAD ist VCP auch bei der Mitochondrien-assoziierten Degradation von Substraten 

notwendig (Meyer et al. 2012). Dabei kommt es zunächst zur Translokalisation von Vms1 (VCP-

associated mitochondrial stress-responsive 1) aus dem Zytosol ins Mitochondrium. Ein Komplex 

bestehend aus VCP und Npl4 interagiert dann mit Vms1 an der äußeren Mitochondrienmembran, was 

zur Extraktion ubiquitinierter Substrate und deren Transport zum Proteasom führt.  

Neben den Proteasom-abhängigen Prozessen kann VCP auch Proteasom-unabhängig zur Protein 

Degradation beitragen. Dabei sind die Komplexe aus  VCP und p47 oder auch UBXD1 (Ubiquitin 

Regulatory X Domain-Containing Protein1) mit der Membranfusion und dem Transport zu Endosomen 

assoziiert, was zur lysosomalen Degradation führt. Dieser Prozess beschreibt die Segregasefunktion von 

VCP. VCP-UBXD1 wird zu monoubiquitinierten Substratoligomeren an der Endosomenmembran 

rekrutiert. Der Komplex separiert diese Oligomere und verpackt sie in intraluminale Vesikel, die dann 

lysosomal degradiert werden (Costantini et al. 2021).  

Auch bei DNA-Schäden und Doppelstrangbrüchen (DSB) sind VCP und seine Segregasefunktion 

involviert. Nach einem DSB kommt es zunächst durch die Ubiquitinligase RNF8 zur 

Polyubiquitinierung an Lysin 48. VCP wird dann durch den heterodimeren Adaptor UFD1-Npl4 zum 

polyubiquitiniertem Lysin 48 rekrutiert. Dort entfernt es unter ATP-Hydrolyse die Ubiquitinketten, 
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wodurch Signalkomplexe die Anordnung verschiedener downstream Faktoren wie 53BP1, Brca1 oder 

Rad51 veranlassen, was letztlich für die DNA-Reparatur und Genomstabilität einen wichtigen Schritt 

darstellt (Meerang et al. 2011). 

Neben den eben genannten Funktionen weist VCP noch weitere zelluläre Funktionen auf. Constantini 

et. al hat 2021 diese Funktionen in einer Publikation eruiert und in folgender Abbildung 

zusammengefasst (Costantini et al. 2021). 

 

Abbildung 3: Vielfältige Funktionen von VCP im zellulären Kontext (reproduziert aus Costantini et al. 2021) 

 

Alle beschriebenen Funktionen von VCP entsprechen den physiologischen Funktionen in 

untransformierten Zellen. Daher richtet sich das Augenmerk dieser Arbeit auf transformierte Zellen und 

die Veränderung der Funktionen von VCP in eben diesen Zellen, speziell in kolorektalen Tumorzellen. 

In einige Tumorentitäten wurde bereits eine Überexpression von VCP beschrieben, die letztlich zu einer 

schlechteren Überlebensrate, vermehrter Metastasierung und häufigerem Lymphknotenbefall führt. 

Beispielsweise korreliert eine vermehrte VCP-Expression in hepatozellulären Karzinomen mit dem 

Gesamt- und rückfallfreiem Überleben von Patienten (Yamamoto et al. 2003b). Auch in 

Magenkarzinomen konnte gezeigt werden, dass die VCP-Überexpression mit größeren Tumoren, 

vermehrter vaskulärer und lymphatischer Invasion, Lymphknotenmetastasierung und einer geringeren 

Überlebensrate einhergeht (Yamamoto et al. 2003a). Eine Infektion von Magen-Adenokarzinomzellen 
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mit Heliobacter pylori führte ebenfalls zu erhöhten VCP-Leveln, was die Interaktion von VCP mit dem 

Proto-Onkogen Akt verstärkt und über eine Phosphorylierung von VCP das Überleben epithelialer 

Zellen und die Degradation verschiedener zellulärer Regulatoren erhöht (Chan et al. 2006). Sehr ähnlich 

sieht es bei Ösophaguskarzinomen aus. Auch hier korrelieren die erhöhten VCP-Level mit häufigerem 

Lymphknotenbefall, Metastasierung, tieferer Invasion und vermehrtem Wiederauftreten der Erkrankung 

(Yamamoto et al. 2004a).  

Wie eine TCGA und GTEx Datenbankanalyse zeigt, korrelieren geringere VCP-Expressionslevel in 

kolorektalem Tumorgewebe nicht mit einem längeren krankheitsfreien oder Gesamtüberleben der 

Patienten (Abb. 4). Eine Publikation aus dem Jahr 2004 beschrieb allerdings erhöhte VCP-Expression 

in  kolorektalen Adenokarzinomen, die einer erhöhten Invasionstiefe der Tumore, vermehrter vaskulären 

Invasion, einem höheren Risiko für ein Wiederauftreten der Erkrankung und einer schlechteren 5 Jahres 

Überlebensrate assoziiert waren (Yamamoto et al. 2004b).  

 

Abbildung 4: Gesamtüberleben und krankheitsfreies Überleben in Relation zu VCP-Expressionslevel. Kaplan-Meier-

Kurve des Gesamtüberlebens (links) bzw. des Krankheitsfreien Überlebens (rechts) von Patienten mit kolorektalen 

Karzinomen, unterteilt in hohe (rot) und niedrige (blau) VCP Expressionslevel. HR= Hazard ratio, n= Anzahl Proben (Tang 

et al. 2019) 

Die Ergebnisse dieser Studie und der Datenbankanalyse stehen im Kontrast zueinander, was eine 

eindeutige Aussage über VCP als Prognosemarker im kolorektalen Karzinom nicht zulässt. Allerdings 

zeigen unter anderem die oben genannten Publikationen und die bisher kaum vorhandenen 

Untersuchungen der Funktionen von VCP im Kolonkarzinom, dass VCP trotz allem eine interessante 

und wichtige Zielstruktur für weitere Analysen, speziell im Kolonkarzinom, darstellt.  
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1.3. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe 

Um spezielle zielgerichtete Therapiemöglichkeiten zu identifizieren, wurde in der Arbeitsgruppe 

Buchholz (Gastroenterologie, Zentrum für Tumor- und Immunbiologie, Marburg) in vorangegangenen 

Arbeiten ein sogenanntes shRNA Library Screening durchgeführt. Diese shRNA Bibliothek der Firma 

Cellecta besteht aus verschiedenen shRNA für verschiedene Gene, um so spezifische Effekte und 

Expressionsänderungen und –hemmungen für verschiedene Gene zu analysieren und off-target Effekte 

minimieren zu können (Schimanski 2021). Für diese Analyse wurden Zellen der humanen 

Pankreaskarzinom-Zelllinie BxPC3 lentiviral mit der shRNA Bibliothek transduziert. Da diese 

Bibliothek eine Puromycin-Resistenz enthält, konnten anschließend mittels Puromycin-Selektion die 

erfolgreich transduzierten Zellen isoliert werden. Anschließend wurden die Puromycin-resistenten 

Zellen mittels Hochdurchsatzsequenzierung erneut auf eine erfolgreiche Transduktion mit shRNAs 

analysiert. Dieser Schritt wurde nach einer neuntägigen Kultivierung wiederholt und die Differenzen im 

Vergleich zur ersten Sequenzierung untersucht, um für die Viabilität der Zellen essentielle Gene und 

somit potentielle Zielgene zu identifizieren.  Als Zielgen wurden Gene definiert, wenn die Viabilität der 

Zellen durch mindestens drei unabhängige shRNAs signifikant inhibiert wurde und ein Inhibitor für das 

kodierte Protein verfügbar ist. Eines dieser potentiellen Zielgene war VCP. Dieses Screening erfolgte in 

Zusammenarbeit mit AG Hoheisel (Functional Genome Analysis, Deutsches Krebsforschungszentrum, 

Heidelberg). 

Im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit wurde der Effekt einer VCP-Inhibition auf die 

Pankreaskarzinom-Zelllinien BxPC3, SUIT2-007 und PaTu-8988t untersucht. Dabei konnte mittels 

siRNA-vermittelten Knockdowns zunächst eine Herunterregulierung der, sonst in Pankreaskarzinom- 

und Pankreatitiszellen erhöhten, VCP-Level auf RNA-Ebene beobachtet werden. In Folge konnte eine 

Reduktion der Zellviabilität via MTT-Assay und der Proliferation via BrdU-Assay festgestellt werden. 

Apoptose als Ursache dieser Inhibition konnte via Western Blot nicht bestätigt werden. Auch die 

Proteinlevel der Zellzyklusregulatoren p21 und Cyclin D1 wurden durch den VCP-Knockdown 

beeinflusst. Dabei wurde im Western Blot eine Erhöhung von p21 und eine Reduktion Cyclin D1 

beobachtet.  

 

1.4. Zielsetzung 

Wie eine Datenbankanalyse zeigte, weist Tumorgewebe aus Kolonkarzinomen eine erhöhte VCP-

Expression verglichen mit Normalgewebe auf (Abb. 5). Was diese Überexpression allerdings 

funktionell zur Folge hat, ist nicht beschrieben. Eine Untersuchung der funktionellen Folgen und damit 

verbunden ein Knockdown von VCP stellt daher einen interessanten Ausgangspunkt für die 

Untersuchung und Charakterisierung der Rolle von VCP in Kolonkarzinomzellen dar.  
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Dabei sollen die Effekte des VCP-Knockdowns auf Proliferation, Viabilität, Zellzyklusregulation und 

weitere zelluläre Prozesse genauer untersucht werden, um so Aussagen über die Expression von VCP 

als prognostischer Marker oder auch therapeutisches Ziel treffen zu können.  

 

 

Abbildung 5: VCP-Expression in Kolon Adenokarzinomen (rot) verglichen mit gesundem Gewebe (grau).COAD = Colon 

adenocarcinoma,  T = Tumorgewebe, N=Normalgewebe, num= Anzahl getesteter Gewebeproben. Box Plot Expressions 

Analyse via GEPIA2, Expression DIY Analyse Tool  (Tang et al. 2019) 

 

Wie bereits in Pankreaskarzinomzellen gezeigt werden konnte, hatte der Knockdown von VCP durchaus 

einen antiproliferativen und viabilitätsreduzierenden Effekt. Dieses Versuchsmodell soll in dieser Arbeit 

auf Kolonkarzinomzellen übertragen und erweitert werden. Es sollen  neben Viabilität und Apoptose 

auch weitere, tiefgehendere Analysen durchgeführt werden und dabei die Zellzyklusregulation, DNA-

Reparatur und diverse weitere zelluläre Mechanismen genauer untersucht werden, um so letztlich 

Aussagen über die Funktion von VCP und über VCP als potentielle Zielstruktur und Prognosemarker 

speziell in Kolonkarzinomen treffen zu können.  
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2. Material und Methoden 
 

2.1. Material 

 

2.1.1. Laborgeräte 

Gerät Hersteller 

7500 Fast Real Time PCR Systems  Applied Biosystems (Foster 

City, USA) 

Autoclav VW 150 

                 DX 65  

                 DV 65 

Systec GmbH (Linden, D) 

Axio Cam MRm Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss Sports Optics GmbH 

(Wetzlar, D) 

BD FACS Canto II Becton Dickinson (Franklin 

Lakes, USA) 

Beckman Coulter CytoFLEX LX6 Beckman Coulter (Kalifornien, 

USA) 

Chemocam Imager Intas Science Imaging 

Instruments GmbH (Göttingen, 

D) 

Easyphor Gelelektrophorese Kammer Biozym Scientific GmbH 

(Hessisch Oldendorf, D) 

EC250-90 Electrophoresis Power Supply EC Apparatus Corporation 

(Maynard, USA) 

Eismaschine AF80 Scotsman Ice Systems (Mailand, 

IT) 

Feinwaage S403 Denver Instrument GmbH ( 

Göttingen, D) 

Gefrierschrank Premium Liebherr (Bulle, D) 

Geldokumentation Intas Science Imaging 

Instruments GmbH (Göttingen, 

D) 

HERAcell 240iCo2 Incubator Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 
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Herafreeze HFU T series  (-80°C) Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Kippschüttler RS-RS-5 Phönix Instrument (Garbsen, D)  

Kühlschrank Premium Liebherr (Bulle, D) 

Megafuge 1.0R Heraeus Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Megafuge 8 Heraeus Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Mikro200R Zentrifuge Hettich GmbH & Co. KG 

(Tuttlingen, D) 

Mikroskop Olympus Corporation (Tokyo, 

JPN) 

Mini Protean Tetra System Blottingkammern BioRad Laboratories GmbH 

(München, D) 

Minizentrifuge Z100M Hermle Labortechnik GmbH 

(Wehingen, D) 

MSC Advantage Sterilbank Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Multiskan FC Photometer Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Multistep Pipette  

Nanodrop  1000 Peqlab Biotechnologies GmbH 

(Erlangen, D) 

omniPage Mini Vertical Protein Electrophoresis 

System 

Cleaver Scientific Ltd. (Rugby, 

UK) 

PeqPower 300V Power Supply Peqlab Biotechnologies GmbH 

(Erlangen, D) 

Pipettierhilfe Pipetboy acu Integra Biosciences Deutschland 

GmbH (Biebertal, D) 

Pipet-Lite Mehrkanal L8-10XL ( 20 – 300µl, 0,5 

– 10µl) 

Mettler-Toledo GmbH 

(Gießne,D) 

Pipetten Discovery Comfort (0,5 – 10µl; 10 – 

100µl, 20 – 200µl, 200 – 1000µl) 

HTL Lab Solutions (Warschau, 

P) 

PowerPac HC High-Current Power Supply BioRad Laboratories GmbH 

(München, D) 
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PS 500XT DC Power Supply Hoefer Scientific Instruments 

(Holliston, USA) 

Reagenzglasschüttler REAX Heidolph (Schwabach, D) 

See-saw Rocker SSL4 Stuart Equipment (Stafforshire, 

UK) 

T100 Thermal Cycler BioRad Laboratories GmbH 

(München, D) 

Thermomixer 5436  Eppendorf AG (Hamburg, D) 

 

Tabelle 1: Liste verwendeter Laborgeräte 

 

2.1.2. Material 

Material Hersteller 

15ml Reaktionsgefäße Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

50ml Reaktionsgefäße Greiner Bio One GmbH 

(Gremsmünster, AU) 

5ml Röhren Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

6 Well Cell Culture Plate Greiner Bio One GmbH 

(Gremsmünster, AU) 

24 Well Culture Plate Greiner Bio One GmbH 

(Gremsmünster, AU) 

96 Well Cell Culture Plate Greine Bio One GmbH 

(Gremsmünster, AU) 

Amersham Protran Nitrocellulose Membran; 

0.2μm 

GE Healthcare (Freiburg, D) 

Bechergläser Duran Group GmbH 

(Wertheim/Main, D) 

Blotting Paper Macherey-Nagel (Düren, D) 

Combitips advanced  Eppendorf AG (Hamburg, D) 

Deckgläser Coverslips 24mm x 24mm Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Einmal Handschuhe                                                               Semperit AG (Wien, AT)  

Gewindeflaschen Duran Group GmbH 

(Wertheim/Main, D) 
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       Immobilon®-P PVDF Membrane Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Low Binding Micro Tubes  Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

Menzel Gläser SuperFrost Plus Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

MicroAm Fast 96-Well Reaction Plate 0,1ml Applied Biosystems (Foster 

City, USA) 

Mikrotestplatte 96-Well Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

Multiply µ Strip 4er Kette Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

Neubauer Zählkammer Plan Optik AG (Elsoff, D) 

Pipettenspitzen 

- 10µl 

- 200µl 

- 1000µl 

Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

Reagent Rerservoirs Eppendorf AG (Hamburg, D) 

Reaktionsgefäße (0.5ml, 1.5ml, 2ml) Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

Serologische Pipetten 

- 2ml 

- 5ml 

- 10ml 

- 25ml 

- 50ml 

Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

T25 Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

T75 Zellkulturflaschen Sarstedt AG & Co. (Nümbrecht, 

D) 

ViewPlate-96 Black, optically clear bottom Perkin Elmer (Waltham, USA) 

 

Tabelle 2: Liste verwendeter Materialien 
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2.1.3. Chemikalien und Reagenzien 

Chemikalien / Reagenzien Hersteller 

1,4-Dithiothreit (DTT) Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

2-Propanol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

5x Colourless GoTaq Flexi Buffer Promega GmbH (Walldorf, D) 

Acrylamid Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1) Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Agarose Standard Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Ammonium Persulfat (APS) SERVA Electrophoresis GmbH 

(Heidelberg, D) 

Ampicilline sodium salt Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Annexin V Binding Buffer BioLegend (San Diego, USA) 

Aqua dest. B.Braun (Melsungen, D) 

Bafilomycin A1 MedChemExpress (New Jersey, 

USA) 

Bovine Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

C12FDG Cayman Chemical (Michigan, USA) 

CB5083 MedChemExpress (New Jersey, 

USA) 

Clarity Max Western ECL Sustrate BioRad (Kalifornien, USA) 

Clarity Western ECL Substrate BioRad (Kalifornien, USA) 

CoomassiePlusTM Protein Assay Reagent Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

dNTP Mix 10mM Biozym Scientific GmbH (Hessisch 

Oldendorf, D) 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (PBS) Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Ethanol absolut, vergällt mit MEK Otto Fischar GmbH & Co KG 

(Saarbrücken, USA) 

Ethylene Glycol-bis(2-aminoethylether)- 

N,N,N‘,N‘-tetraacetic Acid (EGTA) 

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Ethylenediaminetetraacetic Acid (EDTA) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Fetale Bovine Serum (FBS) Capricorn Scientific 

(Ebsdorfergrund, D) 



- 15 - 

 

FITC Annexin V BioLegend (San Diego, USA) 

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Glycerol Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Glycin Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

GoTaq® G2 DNA Polymerase Promega GmbH (Walldorf, D) 

HDGreen Plus DNA Stain Intas Science Imaging Instruments 

GmbH (Göttingen, D) 

HEPES Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

iTaq Universal SYBR Green Supermix  BioRad (Kalifornien, USA) 

Lipofectamine® RNAiMax Reagent Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Luria Broth (LB) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Methanol Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Milchpulver Blotting grade Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

NaF Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Natriumchlorid Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Natriumpyrophosphat (Na4P2O7) Merck KGaA (Darmstadt, D) 

NMS873 MedChemExpress (New Jersey, 

USA) 

Nocodazole Biomol GmbH (Hamburg, D) 

Ortho V (Sod. O. Vanadate) Na3VO4 Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Pageruler Prestained Protein Ladder Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Penicillin Streptomycin  Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Merck KGaA (Darmstadt, D) 

Polyethylenimine, Linear, MW 25.000 (PEI) Polysciences, Inc. (Warrington, 

USA) 

Propidium Iodide Solution (PI) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

ProteaseArrestTM GBiosciences (St. Louis, USA) 

Puresept AF Schülke & Meyer GmbH 

(Norderstedt, D) 

Puromycin Solution 10mg/ml InvivoGen (San Diego, USA) 
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RNase A Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Roti®mount Fluor Care DAPI Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

RPMI Medium 1640 Thermo Fisher Scientific Inc. 

(Waltham, USA) 

Salzsäure rauchend 37% Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

SDS Ultra pure Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) 

Thiazolyl Blau Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

TRIS Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Triton-X100 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Trypsin-EDTA (o,5%) in DPBS (10x) Capricorn Scientific 

(Ebsdorfergrund, D) 

Tween-20 Carl Roth GmbH (Karlsruhe, D) 

Western Lightning Ultra Perkin Elmer (Waltham, USA) 

 

Tabelle 3: Liste verwendeter Chemikalien und Reagenzien 

 

2.1.4. siRNAs 

Alle siRNAs wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, USA) hergestellt und auf 

eine Konzentration von 20µM mit RNase-freiem Wasser verdünnt. Die Aliquots wurden bei -20°C 

gelagert. 

siRNA Cat. No. Sequenz Hersteller 

Negative Control 

siRNA 

(20 nmol) 

1027310 5’ -aattctccgaacgtgtcacgt- 

3’ 

Qiagen (Hilden, 

D) 

siVCP1 119275 5’- 

cgagaagcuguuugcaucgtt-3’ 

Applied 

Biosystems 

(Carlsbad, USA) 

siVCP2 119277 5‘-

gcgauuuucauuugguaggtt-

3‘ 

Applied 

Biosystems 

(Carlsbad, USA) 

siVCP3 191743 5‘-

ggaaagaagagacgagaagtt-3‘ 

Applied 

Biosystems 

(Carlsbad, USA) 

Tabelle 4: Liste verwendeter siRNAs 



- 17 - 

 

2.1.5. Primer 

Alle Primer wurden von der Firma Biomers.net (Ulm, D) hergestellt. Die gelieferten Primer wurden bei 

-20°C gelagert und vor Benutzung von der Ausgangskonzentration auf 10µM mit Aqua dest. verdünnt 

und bei 4°C gelagert. 

 

Primer Sequenz 

ATF4 

for 

rev 

 

5‘-gcccgcccacagatgtagt-3‘ 

5‘-aggcactgctgcccctaata-3‘ 

ATF6 

for 

rev 

 

5‘-ggagtcacacagctccctaatca-3‘ 

5‘-gtaggacaggtttagtcacggaaag-3‘ 

Cyclin D1 

for 

rev 

 

5‘-cagaacacggctcacgctta-3‘ 

5‘-cttgccccatcacgacaga-3‘ 

E2F1 

for 

rev 

 

5‘ -ccctctcctctgtctccagaag- 3‘ 

5‘ -cacatacacaccacacagactcctt- 3 

E2F2 

for 

rev 

 

5‘ -cgcatgtgaagtgaaaaccttct- 3‘ 

5‘ -ggcgtgtggccaccat- 3‘ 

E2F3 

for 

rev 

 

5‘ -tttgacttagtatccggcacaca- 3‘ 

5‘ -aatagcagcaactcaatggtacca- 3‘ 

E2F4 

for 

rev 

 

5‘ -cggacccaacccttctacct- 3‘ 

5‘ -tcgtgtgggatcaaagatttctg- 3‘ 

E2F5 

for 

rev 

 

5‘ -agcccgtggtttttcctgtt- 3‘ 

5‘ -tgagttgccatgctggatttc- 3‘ 

E2F6 

for 

rev 

 

5‘ -gaaggcagtgtcccaaaaacc- 3‘ 

5‘ -aggagaacatttgccacattca- 3 

E2F7 

for 
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rev 5‘ -acaacctgagtcccccgttt- 3‘ 

5‘ -atgtgtgcgttggatgctctt- 3‘ 

E2F8 

for 

rev 

 

5‘ -ccaaccctgctgtgaataatga- 3‘ 

5‘ -ctctctaggacgttcacgatatcg- 3‘ 

OligoDt 5‘ -ttttttttttttttt- 3‘ 

p15 

for 

rev 

 

5‘-cgtgggaaagaagggaagagt-3‘ 

5‘-cttgttctcctcgcgcattc-3‘ 

p16 

for 

rev 

 

5‘-ctgtcgacttcacaagcatt-3‘ 

5‘-gagctttggttctgccatttg-3‘ 

p18 

for 

rev 

 

5‘-ctgtgatttggccaggctcta-3‘ 

5‘-ccctccccagctttattgaa-3' 

p19 

for 

rev 

 

5‘-gctgatgtcaacgtgcctgat-3‘ 

5‘-cagattcagctgccagaaagc-3‘ 

p21 

for 

rev 

 

5‘-tgattagcagcggaacaagga-3‘ 

5‘-aactactcccagccccatatga-3‘ 

p27 

for 

rev 

 

5‘-tgccctccccagtctctctta-3‘ 

5‘-caagcacctcggatttttgc-3‘ 

XS-13 

for 

rev 

 

5‘ -tgggcaagaacaccatgatg- 3‘ 

5‘ -agtttctccagagctgggttgt- 3‘ 

 

Tabelle 5: Liste verwendeter Primer 

 

2.1.6. Kits 

Kit Hersteller 

Cell Proliferation ELISA, BrdU 

(chemiluminescent)  

Roche Diagnostics GmbH (Mannheim, 

D) 

Qiagen Plasmid Midi Kit (25) Qiagen (Hilden, D) 

QiaAmp DNA Mini Kit (50) Qiagen (Hilden, D) 
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Omniscript RT Kit (200) Qiagen (Hilden, D) 

PeqGold Total RNA Kit VWR International (Pennsylvania, 

USA) 

 

Tabelle 6: Liste verwendeter Kits 

 

2.1.7. Antikörper 

Antikörper Ursprung Hersteller Verdünnung 

anti-(cleaved)-PARP Hase, 

polyklonal 

Cell Signaling 

(Davers, USA) 

1: 1000 

anti-ATF4  Ratte, 

monoklonal 

Biolegend (San 

Diego, USA) 

1:  500 

anti-ATF6 Ratte, 

monoklonal 

Biolegend (San 

Diego, USA) 

1: 1000 

anti-Cyclin A Hase, 

polyklonal 

Santa Cruz 

Biotechnologies 

Inc. (Dallas, 

USA) 

1: 1000 

anti-Cyclin B1 Maus, 

monoklonal 

Cell Signaling 

(Davers, USA) 

1: 1000 

anti-Cyclin D1  Hase, 

monoklonal 

Abcam 

(Cambridge, 

USA) 

1: 500 

anti-Cyclin E  Hase, 

polyklonal 

Santa Cruz 

Biotechnologies 

Inc. (Dallas, 

USA) 

1: 1000 

anti-LC3 Hase, 

polyklonal 

Cell Signaling 

(Davers, USA) 

1: 1000 

anti-mouse IgG, HRP-

konjugiert 

Pferd Cell Signaling 

(Davers, USA) 

1: 10 000 

anti-p15 Hase, 

polyklonal 

Santa Cruz 

Biotechnologies 

Inc. (Dallas, 

USA) 

1: 1000 
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anti-p21 Hase, 

monoklonal 

Cell Signaling 

(Davers, USA) 

1: 1000 

anti-p27 Hase, 

polyklonal 

Santa Cruz 

Biotechnologies 

Inc. (Dallas, 

USA) 

1: 1000 

anti-p62 Hase, 

polyklonal 

Sigma-Aldrich 

GmbH (St. 

Louis, USA) 

1: 2000 

anti-Polyubiquitin Maus, 

monoklonal 

Enzo Life 

Sciences GmbH 

(Lörrach, D) 

1:  1000 

anti-rabbit IgG, HRP-

konjugiert 

Ziege Santa Cruz 

Biotechnologies 

Inc. (Dallas, 

USA) 

1: 10 000 

anti-rabbit IgG, Alexa 

Fluor488-konjugiert 

Ziege Thermo Fisher 

Scientific Inc. 

(Waltham, 

USA) 

1:500 

anti-rat IgG, HRP-konjugiert Ziege Santa Cruz 

Biotechnologies 

Inc. (Dallas, 

USA) 

1: 10 000 

anti-ß-Aktin Maus, 

monoklonal 

Sigma-Aldrich 

GmbH (St. 

Louis, USA) 

1: 40 000 

anti-XBP-1s Maus, 

monoklonal 

Biolegend (San 

Diego, USA) 

1: 500 

anti-yH2AX Hase, 

monoklonal 

Cell Signaling 

(Davers, USA) 

1: 200 

 

Tabelle 7: Liste verwendeter Antikörper 
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2.1.8. Puffer und Lösungen 

Puffer / Lösung Zusammensetzung pH-Wert 

10% APS 1g Ammonium Persulfat 

+ 10ml Aqua dest. 

 

10% Trenngel  2,5ml Trenngelpuffer 

+ 4,2 ml Aqua dest 

+ 3,3 Acrylamid 

+ 25µl APS 

+ 25µl TEMED 

 

10x Blottingpuffer 30,3 g Tris Base (250 nM Tris Base)  

+ 144,1 g Glycin (1,92 M Glycin) 

auf 1L mit Aqua dest auffüllen 

 

10x Ladepuffer blau 3g Glycerol 

+ 0,025g Bromphenolblau 

auf 10ml mit Aqua dest. auffüllen 

 

10x Laufpuffer 0,3 g Tris (250 nM Tris Base) 

 + 144 g Glycin (1,92 M Glycin) 

 + 10 g SDS (1% SDS) 

auf 1L mit Aqua dest auffüllen 

 

10x TBS 42,2 g Tris Base 

+ 80 g NaCl  

+ 15 mL HCl (37%) 

auf 1L mit Aqua dest auffüllen 

7,6 

15% Trenngel  2,5 ml Trenngelpuffer 

+ 2,5ml Aqua dest. 

+ 5ml Acrylamid 

+ 25µl APS 

+ 25µl TEMED 

 

1x Blottingpuffer   100ml 10x Blottingpuffer 

+ 200ml Methanol 

+ 600ml Aqua dest. 

 

1x Laufpuffer 100ml 10x Laufpuffer 

+ 900ml Aqua dest. 

 

 

 

 



- 22 - 

 

1x Lysepuffer 12,5 ml 1M HEPES (pH=7,5) 

+ 7,5ml 5M NaCl 

+ 1,25ml 200mM EGTA (pH=8,0) 

+ 25ml 100% Gylerin 

+ 2,5ml Triton-X100 

+ 1,05g NaF 

+ 1,115g Na4P2O7  

auf 250ml mit Aqua dest. Auffüllen 

 

vor Benutzung: 

960 μL 1x Lysepuffer 

+ 20 μL Na3VO4  

+ 10 μL PMFS  

+ 10μL 100x Protease Arrest 

 

1x TAE-Puffer 100ml 10x TAE 

+ 900ml Aqua dest 

 

4x SDS-Ladepuffer 2 g Tris HCL (235 nM)  

+ 25 g Bromphenolblau  

+ 25 mL dest. Wasser 

+ Glycerol  

+ 5 mL 20% SDS (2% SDS) 

auf 1 L mit Aqua dest. auffüllen 

6,8 

5% Magermilchlösung 2g Milchpulver 

+ 40ml TBST 

 

Ampicillin [50mg/ml] 50mg Ampicillin sodium salt 

+ 1ml Aqaua dest 

 

BSA [1µg/µl] 1mg BSA 

+ 1ml Aqua dest. 

 

BSA 5% 2g BSA 

+ 40ml TBST 

 

DTT [1M] 154,25 mg DTT 

+ 1ml Aqua dest. 

 

Ethanol 70% 35ml Ethanol absolut 

+ 15ml Aqua dest. 

 

Ethanol 80% 40ml Ethanol absolut  

+ 10ml Aqua dest. 
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LB-Agar 4g Luria Broth with Agar (Miller) 

+ 100ml Aqua dest. 

 

LB-Medium 25g Luria Broth 

+ 1L Aqua dest. 

 

MTT-Reagenz 5mg Thiazolylblau 

+ 1ml PBS 

 

MTT-Solubilisierungslösung 8ml 2-Propanol 

+ 1ml Triton-X100 

+ 1ml 1M HCl 

 

Sammelgel 5ml Ready-to-use 

Sammelgellösung 

+ 15µl APS 

+ 15µl TEMED 

 

Sammelgellösung ready-to-use 25ml Sammelgelpuffer 

+ 59ml Aqua dest. 

+ 16ml Acrylamid 

 

Sammelgelpuffer 6,06g Tris (0,5M Tris/Base) 

+ 2ml 20% SDS (0,4% SDS) 

auf 100ml mit Aqua dest. auffüllen 

6,8 

TBST 100ml 10x TBS 

+ 900ml Aqua dest 

+ 1ml Tween-20 

 

TE-Puffer 10mM Tris Hydrochlorid 

+ 1ml EDTA 

auf 100ml mit Aqua dest. auffüllen 

8,0 

Trenngelpuffer 18,17g Tris (1,5M Tris Base) 

+2ml 20% SDS (0,4% SDS) 

auf 100ml mit Aqua dest. auffüllen 

8,8 

 

Tabelle 8: Liste verwendeter Puffer und Lösungen 
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2.1.9. Software 

Programm Hersteller 

7500 Fast System Software  Applied Biosystems by Life Technologies 

(Waltham, USA) 

AxioVision Rel. 4.8 Carl Zeiss (Jena, D) 

BD FACS Diva™ Software 8.0.1 Becton Dickinson (Frankin Lakes, USA) 

Benchling platform Benchling Inc. (San Francisco, USA) 

ChemoStar Imager INTAS Science Imaging (Göttingen, D) 

Citavi 6.3 Swiss Academic Software GmbH 

(Wädenswil, CH) 

FlowJo™ v10.8.1 FlowJo LLC (Ashland, USA) 

Graph Pad Prism 9.4.0 GraphPad Software Inc. (San Diego, USA) 

ImageJ Wayne Rasband, National Institutes of 

Health (Maryland, USA) 

Intas GDS INTAS Science Imaging (Göttingen, D) 

Windows 10 Pro Microsoft Corporation (Redmond, USA) 

 

Tabelle 9: Liste verwendeter Software 

 

2.1.10. Zelllinien 

Während der gesamten Arbeit wurden die kolorektalen Tumorzelllinien HCT-116 und RKO verwendet. 

HCT-116 entstammen aus einem männlichen Patienten mit kolorektalem Karzinom. Die Zellen der 

Zelllinie RKO wurden aus einem Patienten mit Kolonkarzinom gewonnen. Die Zellen wurden bei der 

Firma CLS Cell Line Service GmbH (Eppelheim, Deutschland) und American Type Culture Collection 

(LGC Standards, Wesel, Germany) erworben. 
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2.2. Methoden 

 

2.2.1. Zellkultur 

 

2.2.1.1. Auftauen von Zellen 

Die für die folgenden Arbeiten verwendeten Zelllinien wurden im flüssigen Stickstoff bei -196°C 

gelagert. Zum Auftauen wurde ein Aliquot erwärmt und in eine T75 Zellkulturflasche mit Vollmedium 

überführt. Die Flasche wurde anschließend im Inkubator bei 37°C und 5% CO2 gelagert. Am nächsten 

Tag wurde das Medium gewechselt. 

 

2.2.1.2. Kultivieren von Zellen 

Die Zellen wurden in DMEM bzw. RPMI  +10% FCS + 1% P/S bei 37°C und 5% CO2 kultiviert. Sobald 

diese eine Konfluenz von etwa 80 – 100% erreicht hatten, wurden sie passagiert. Hierfür wurde das 

Zellkulturmedium abgesaugt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und anschließend mit Hilfe der 

Serinprotease Trypsin gelöst. Diese Reaktion wurde nach wenigen Minuten durch eine kompetitive 

Hemmung durch FCS im Vollmedium abgestoppt. Ein Bruchteil dieser Zellsuspension wurde dann in 

eine neue, mit frischem Zellkulturmedium befüllte T75 Zellkulturflasche überführt und bei 37°C und 

5% CO2 inkubiert. 

 

2.2.1.3. Aussaat von Zellen 

Am Anfang jedes Versuches wurden Zellen in den jeweiligen Platten, Schalen oder Flaschen ausgesät. 

Hierfür wurden die Zellen, nachdem die Dauerkultur passagiert wurde, in einer Neubauer Zählkammer 

gezählt, um eine adäquate Zellzahl und Konfluenz am Ende des Versuches zu erreichen. Die Zellen in 

allen vier Quadranten der Zählkammer wurden gezählt, gemittelt und mit dem Kammerfaktor 104 

multipliziert, um die Zellzahl pro Milliliter zu erhalten.  

 

2.2.1.4. Einfrieren der Zellen 

Zum Einfrieren von Zellen wurden diese zunächst durch Trypsin aus der Zellkultur Flasche gelöst und 

in Vollmedium aufgenommen. Diese Zellsuspension wurde dann durch Zentrifugation bei 1500 rpm für 

5 Minuten sedimentiert, das Pellet mit DPBS gewaschen und anschließend in FCS + 10% DMSO 

aufgenommen und in Kryogefäße überführt. Diese Kryogefäße wurden dann für mindestens 24 Stunden 
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bei -80°C gelagert. Abschließend wurden die in Kryogefäßen befindlichen Zellen von -80°C in einen 

mit flüssigem Stickstoff gefüllten Tank überführt und dort gelagert. 

 

2.2.2. PEI-Transfektion 

Um Zellen mit Plasmiden zu transfizieren, wurde das Transfektionsreagenz Polyethylenimin (PEI) 

benutzt. PEI ist ein kationisches Polymer, das die DNA in positiv geladenen Partikel kondensiert, die 

dann an die anionischen Partikel der Zellmembran binden können und durch Endozytose aufgenommen 

werden (Longo et al. 2013). Für die Transfektion wurde pro Well in Low Binding Gefäßen 100µl 

Medium ohne FCS mit 4µl PEI gemischt. In einem zweiten Low Binding Gefäß wurde ebenfalls 100µl 

Medium ohne FCS vorgelegt und die jeweilige Menge Plasmid hinzugefügt. Beide Ansätze wurden fünf 

Minuten inkubiert und anschließend gemischt. Es folgte eine zwanzigminütige Inkubation. In dieser Zeit 

wurde ein Mediumwechsel in den Platten, in denen am Tag zuvor Zellen ausgesät wurden, durchgeführt. 

Nach der Inkubation wurde Transfektionsmix tröpfchenweise zu den Wells pipettiert. Am 

darauffolgenden Tag fand ein Mediumwechsel statt.  

 

2.2.3. Lipofectamine® RNAiMax-Transfektion 

Für eine Transfektion von Zellen mit siRNA wurde das Lipofectamine® RNAiMax Reagent verwendet. 

Das Transfektionssystem basiert auf kationischen Lipiden. Diese Lipide binden das negativ geladene 

Phosphatrückgrat der siRNAs und bilden kationische Liposomen. Die positiv geladenen Liposomen 

werden dann durch Endozytose an der negativ geladenen Zellmembran in die Zellen aufgenommen 

(Berardo et al. 2019). Sobald die zuvor ausgesäten Zellen eine adäquate Konfluenz erreicht hatten, 

wurde in Low Binding Gefäßen 2µl Lipofectamine® RNAiMax Reagent mit 150µl Medium ohne FCS 

gemischt. In einem zweiten Low Binding Gefäß wurde zu 150µl Medium ohne FCS 1,15µl siRNA 

[20µM] hinzu pipettiert. Die weitere Vorgehensweise gleicht der PEI Transfektion (s. Punkt 2.2.2). 

 

2.2.4. MTT-Assay 

Der MTT-Assay dient zur Quantifizierung der Viabilität und des Metabolismus von Zellen. Dabei wird 

das gelbe, wasserlösliche MTT reduziert, was im wasserunlöslichen, violett-blauen Formazan resultiert 

(Ghasemi et al. 2021). Für diese Quantifizierung wurden 90µl MTT-Reagenz zum Medium in den Wells 

der 6-Well-Platten hinzugefügt und für 60 – 90 Minuten bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Anschließend 

wurde das Medium abgesaugt und 400µl MTT-Solubilisierungslösung hinzugefügt, um das 

wasserunlösliche Formazan zu solubilisieren. 200µl der nun violetten Lösung wurden in eine 96-Well 

Mikrotestplatte überführt und im Photometer bei 570nm kolometrisch gemessen.  
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2.2.5. BrdU-Assay 

Mithilfe des BrdU-Assays lässt sich kolometrisch Zellproliferation quantifizieren. Dabei wird bei der 

DNA-Synthese das Thymidin-Analog Bromdesoxyuridin (BrdU) in die DNA proliferierender Zellen 

eingebaut, was anschließend immunchemisch nachgewiesen werden kann.  

Für diesen Versuch wurden Zellen in einer 96-Well-Platte (ViewPlate-96 Black) ausgesät, sodass sie 

am Tag der Messung eine Konfluenz von etwa 80% erreicht hatten. Es wurden je Kondition Triplets 

und eine Hintergrundkontrolle ausgesät. Am Tag nach dem Aussäen der Zellen wurden die Zellen mit 

dem VCP-Inhibitor CB5083 (180nm für HCT-116; 275nM für RKO) bzw. DMSO behandelt. Nach 72 

Stunden wurde der BrdU-Assay durchgeführt. 

Zunächst wurde das Medium aus der ViewPlate-96 Black Platte abgesaugt und durch eine BrdU-Lösung 

(1: 1000) ersetzt und für vier Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Kurz vor Ablauf der 

Inkubationszeit wurde die Hintergrundkontrolle pipettiert. Nachdem die Inkubationszeit abgelaufen 

war, wurde die BrdU-Lösung abgesaugt. Die nun markierten Zellen wurden für 30 Minuten mit 

Fixierungslösung fixiert. Es folgte eine einstündige Inkubation mit einer anti-BrdU Antikörperlösung  

(1: 1000). Nach dreimaligem Waschen der Zellen, wurde die Substratlösung angesetzt (1:100) und für 

15 Minuten auf dem Kippschüttler gemischt. Anschließend wurden 100µl/Well pipettiert und die Platte 

für drei Minuten auf dem Kippschüttler inkubiert. Abschließend wurde die Absorption im Luminometer 

gemessen. 

 

2.2.6. RNA-Isolation 

Für die RNA-Gewinnung wurden zunächst Zellen in 6-Well-Platten so ausgesät, dass sie am Tag der 

Ernte eine Konfluenz von ca. 80-90 % erreicht hatten. Vor der Lyse der Zellen wurde das Medium aus 

den jeweiligen Wells abgesaugt und mit PBS gewaschen. Anschließend wurde die Platte bei -20°C 

gelagert bis die RNA isoliert werden sollte. Hierfür wurde 350µl Lysepuffer direkt in die Wells gegeben 

und für ca. fünf Minuten auf dem Kippschüttler lysiert. Darauffolgend wurde gemäß Herstellerprotokoll 

vorgegangen. Abschließend wurde die RNA-Konzentration am Nanodrop 1000 von Peqlab 

Technologies GmbH (Erlangen, D) ermittelt. 

 

2.2.7. cDNA-Synthese 

Um aus der zuvor isolierten RNA cDNA zu synthetisieren, wurde das Omniscript RT Kit (200) von 

Qiagen (Hilden, D) verwendet. In einem Eppendorf Gefäß wurden 1000ng RNA in 14,1µl Volumen 

aufgenommen und 5,9µl des folgenden Mastermix hinzugefügt: 
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1x Mastermix 

1µl A.dest 

0,5µl Reverse Transkriptase 

2µl 10x RT-Puffer 

2µ dNTPs [5Mm] 

0,4µl Oligo dT Primer [20µM] 

 

Tabelle 10: Mastermix cDNA Synthese 

 

Anschließend wurde der fertige Ansatz für eine Stunde bei 37°C inkubiert. Die fertige cDNA wurde 

dann bei -20°C gelagert. 

 

2.2.8. qPCR 

Die quantitative PCR (qPCR) oder real-time PCR erlaubt es mittels Messung der Fluoreszenz nach 

jedem Zyklus Rückschlüsse auf die Menge der amplifizierten DNA zu ziehen (Kralik und Ricchi 2017). 

Dabei interkaliert der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green in doppelsträngige DNA. Durch die nach 

jedem Amplifikationsschritt gemessene Fluoreszenz lässt sich die DNA-Menge ableiten (Mitchell 2003; 

Karlen et al. 2007).  

Es wurde zunächst RNA isoliert (s. 2.2.6) und anschließend in cDNA umgeschrieben (s.2.2.7). Die 

cDNA wurde dann 1:50 verdünnt. Es folgte das Ansetzen folgenden Mastermix: 

 

1x Mastermix 

10µl SYBR Green 

4,6µl A. dest. 

0,2µl Primer forward 

0,2µl Primer reverse 

 

Tabelle 11: Mastermix qPCR 

 

15µl dieses Mastermix wurden dann in jedes Well der MicroAm Fast 96-Well Reaction Plate 0,1ml von 

Applied Biosystems (Foster Coty, USA) pipettiert. Zu diesem Mastermix wurde dann 1µl der 1:50 

verdünnten cDNA pipettiert. Pro Probe wurde eine Doppelbestimmung pipettiert. Als Referenz diente 

das Housekeeping Gene Ribosomal Protein Large P0 (RPLP0). Abschließend wurde die Platte durch 
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eine Klebefolie verschlossen, sodass es zu keiner Kontamination der Proben oder Kondensation 

kommen kann. Nach einer Zentrifugation, um den gesamten Inhalt der Wells am Boden zu vereinen, 

wurde die Platte in 7500 Fast Real Time PCR Systems von Applied Biosystems (Foster City, USA) 

gestellt und gemäß folgendem Ablauf gestartet: 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung des Ablaufs eines qPCR Zyklus 

 

Ausgewertet wurden die Daten anschließend über die ΔΔCT Methode. Dabei wurden zunächst die 

Mittelwerte der Ct-Werte aus den Doppelbestimmungen gebildet und in folgende Gleichung eingesetzt: 

 

ΔCt= CtZielgen - CtReferenzgen 

Um dann die relative Expression zu ermitteln, wurde der zuvor ermittelte Wert für ΔCt in 

2-ΔCt 

eingesetzt.  

 

2.2.9. Western Blot 

 

2.2.9.1. Proteinbestimmung nach Bradford 

Für den Nachweis von Proteinen wurden Western Blots durchgeführt. Hierfür wurden zunächst Lysate 

aus Zellpellets erstellt. Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesät und zum gewünschten Zeitpunkt durch 
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Trypsinierung geerntet. Die Zellsuspension wurde dann für 5 Minuten mit 1500 rpm zentrifugiert, das 

entstandene Pellet mit PBS gewaschen und in ein Eppendorf Gefäß überführt. Diese Suspension wurde 

erneut zentrifugiert, der Überstand verworfen und das Pellet bis zur Lyse bei -20°C eingefroren.  

Das Pellet wurde dann je nach Größe in dem jeweiligen Volumen (30-80µl) an Lysepuffer resuspendiert 

und für 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschließend wurde das Lysat für 2 Minuten bei 10000 rpm 

zentrifugiert und der Überstand in ein neues Eppendorf Gefäß überführt. Um die Proteinkonzentration 

der Lysate zu ermitteln, wurde eine Proteinbestimmung nach Bradford durchgeführt. Hierfür wurde 

Bradfordlösung benutzt, die den Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-250 enthält. Sobald Protein an 

diesen Farbstoff gebunden hat, verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 465nm auf 595nm, was 

sich am Photometer kolometrisch messen lässt (Bradford 1976). Es wurde eine Standardreihe mit 0 – 

5µg BSA in Doppelbestimmungen pipettiert, indem in jedes Well einer Mikrotest Platte 96-Well 

Bradfordlösung, 1µl Lysepuffer und die 1 – 5 µl BSA [1µg/µl] pipettiert wurden. Daneben wurde in 

Einfachbestimmungen in jedes Well zur Bradfordlösung 1µl Probe pipettiert. Anhand der anschließend 

am Multiskan FC Photometer gemessenen Absorptionen der Standardreihe lässt sich eine Kurve 

erstellen. Diese Kurve dient dazu durch die gemessenen Absorptionen der Proben den Proteingehalt 

abzulesen, um gleiche Proteinmengen auf das Gel auftragen zu können. Die Proben wurden dann mit 

Ladepuffer, bestehend aus 4x SDS Ladepuffer und 1M DTT, versetzt und bis zur Benutzung bei -20°C 

eingefroren. 

 

2.2.9.2. SDS-Gelelektrophorese 

 

Es wurden je nach Größe der zu detektierenden Proteine 10% oder 15% Gele nach folgenden Rezepten 

gegossen:  

 

Gel Zusammensetzung 

10% Gel 2,5ml Trenngel-Stock 

4,2ml A. dest. 

3,3ml Acrylamid 

15% Gel 2,5ml Trenngel-Stock 

2,5ml A. dest. 

5ml Acrylamid 

Sammelgel 5ml ready-to-use Sammelgellösung 

 

Tabelle 12: Rezepte Polyacrylamid-Gele 
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Zur Polymerisierung der Trenngele wurden je 25µl APS und 25µl TEMED hinzugefügt, zur 

Sammelgellösung wurden je 15µl APS und TEMED hinzugefügt. Für Proteine mit einer Größe bis ca. 

70 kDa wurde ein 15% Gel verwendet, für Proteine ab 70kDa bis 180kDa 10% Gele. Sobald die Gele 

vollständig polymerisiert waren, wurden sie in die Gellaufkammern omniPage Mini Vertical Protein 

Electrophoresis System von Cleaver Scientific Inc. (Rugby, UK) eingespannt und mit 1x Laufpuffer 

befüllt. In eine der Taschen der Gele wurde zunächst der Pageruler Prestained Protein Ladder von 

Thermo Scientific Inc. (Waltham, USA) pipettiert, um später die Größe der detektierten Banden 

ermitteln zu können. In die restlichen Taschen wurden die mit Ladepuffer versetzten Proben pipettiert, 

nachdem sie für 5 Minuten bei 95°C aufgekocht wurden. Die Gellaufkammern wurden an das 

Spannungsgerät PeqPower 300V Power Supply von Peqlab Biotechnologies GmbH (Erlangen, D) 

angeschlossen und bei 120V gestartet. Sobald die Proben in das Trenngel eingelaufen waren, wurde die 

Spannung auf 160V erhöht.  Sobald die Lauffront der Proben das Gel durchlaufen hatte und am Ende 

des Gels angekommen war, wurde die Spannung gestoppt.  

 

2.2.9.3. Blotting 

Um die mittels SDS-Gelelektrophorese zuvor aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid 

(PVDF)-Membran zu transferieren, wurden die Gele von den Scheiben gelöst und auf mit 1x 

Blottingpuffer durchtränkten Whatman Papieren in Blottingkasetten gelegt. Die PVDF-Membran wurde 

kurz in Methanol aktiviert und anschließend auf das Gel gelegt. Auf die Membran wurde ein weiteres 

Whatman Papier gelegt und die Luftblasen rausgestrichen. Die Kassette wurde geschlossen und in die 

mit 1x Blottingpuffer gefüllte Blottingkammer gesteckt. Die Blottingkammer wurde an das 

Spannungsgerät PeqPower 300V Power Supply von Peqlab Biotechnologies GmbH (Erlangen, D) 

angeschlossen und eine Stromstärke von 300 mA angelegt. Je nach Größe der zu transferierenden 

Proteine variiert die Dauer des Blottingprozesses. 

 

2.2.9.4. Antikörper-Färbung 

Nachdem die Proteine auf die Membran übertragen wurden, wurde die Membran für eine Stunde bei 

Raumtemperatur in 5% Milchpulverlösung geblockt, um die unspezifische Bindung des Antikörpers zu 

minimieren. Anschließend wurde die Milchpulverlösung verworfen und durch die jeweilige 

Antikörperlösung ersetzt. Die Membran mit Primär-Antikörperlösung wurde über Nacht in den 

Kühlraum auf den Kippschüttler See-saw Rocker SSL4 von Stuart Equipment (Stafforshire, UK) 

gestellt. Am nächsten Tag wurde die Primär-Antikörperlösung wieder eingefroren und die Membran für 

je 10 Minuten mit 1x TBST gewaschen. Es folgte eine einstündige Inkubation bei RT mit Sekundär-

Antikörperlösung auf dem Kippschüttler. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Sekundär-

Antikörper verworfen und die Membran erneut drei Mal mit 1x TBST gewaschen.  
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Als Referenzprotein wurde β-Aktin verwendet. Die Membran mit dem bereits mit HRP-gekoppelten 

Antikörper wurde für eine Stunde bei RT auf dem Kippschüttler inkubiert. Es folgte erneut dreimaliges 

waschen für je 10 Minuten mit 1x TBST. 

 

2.2.9.5. Detektion der Proteine 

Je nach Antikörper wurde zur Entwicklung Clarity Max Western ECL Substrate oder Clarity Western 

ECL Substrate von Biorad (Kalifornien, USA) verwendet. Hierfür wurden die beiden Lösungen im 

Verhältnis 1:1 vermischt und ein Milliliter auf einer Membran verteilt und für eine Minute bei RT 

inkubiert. Die Membranen wurden anschließend zwischen zwei Folien gelegt, die Luftblasen entfernt 

und in den ChemoCam Imager von Intas Science Imaging Instruments GmbH (Göttingen, D) gelegt. 

Nachdem das Bild scharf gestellt wurde, wurde das Bild für einige Sekunden bis Minuten beleuchtet 

und das entstandene Bild gespeichert. Zur Quantifizierung wurde ImageJ von Wayne Rasband, National 

Institutes of Health (Maryland, USA) verwendet. 

 

2.2.10. γH2AX-Färbung 

γH2AX ist ein Marker für DNA-Doppelstrangbrüche. DNA-Doppelstrangbrüche initiieren die DNA-

Reparaturmaschinerie, die sowohl DNA-Reparaturmechanismen als auch die Phosphorylierung des 

Histons H2AX an Serin 139 inkludiert (Noubissi et al. 2021; Rogakou et al. 1998). Für dieses Assay 

wurden zunächst Zellen auf autoklavierten Deckgläsern in 6-Well-Platten ausgesät. Es folgte die 

Behandlung mit Mitomycin C (MMC), einer alkylierenden Substanz, die in diesem Fall als 

Positivkontrolle fungierte. Neben MMC wurden die Zellen mit dem VCP-Inhibitor CB5083 behandelt. 

24 und 48 Stunden nach Behandlung wurde das Medium aus den Wells abgesaugt und mit PBS 

gewaschen. Die Zellen wurden für 10 Minuten auf dem Kippschüttler mit 1ml 3,7% Formaldehyd 

fixiert. Anschließend wurde 1ml -20°C Methanol in die Wells pipettiert, eine Minute auf dem 

Kippschüttler inkubiert und anschließend für 5 Minuten mit PBS gewaschen. Es folgte eine zehn 

minütige Inkubation mit TBS 0,5% Triton-X100. Nachdem die Zellen für 30 Minuten in 2% BSA in 

0,5% TBS-Triton-X100 gewaschen wurden, wurde der Primär-Antikörper α-γH2AX 1:200 in 2% BSA 

in 0,5% TBS-Triton-X100 verdünnt und 100µl auf jedes Deckglas pipettiert. Um Austrocknen und 

Kontamination zu verhindern, wurden die mit Antikörper bedeckten Deckgläser mit zugeschnittenem 

Parafilm abgedeckt und über Nacht bei 4°C im Kühlschrank gelagert. Am nächsten Tag wurden der 

Parafilm und die Antikörperlösung entfernt und die Deckgläser drei Mal für je fünf Minuten mit 2% 

BSA in 0,5% TBS-Triton-X100 gewaschen. Der mit einem Fluorophor konjugiertem Sekundär 

Antikörper wird 1:500 in 2% BSA in 0,5% TBS-Triton-X-100 verdünnt und für zwei Stunden im 

Dunklen bei RT auf den Zellen inkubiert. Nach dem der Sekundär-Antikörper verworfen wurde und die 

Zellen erneut gewaschen wurden, wurde ein Tropfen Roti®mount Fluor Care DAPI von Carl Roth 
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GmbH (Karlsruhe, D) auf einen Objektträger gegeben und das Deckglas aus den Wells auf den Tropfen 

DAPI gegeben. Nachdem der Objektträger getrocknet ist, können die Zellen am Fluoreszenzmikroskop 

analysiert werden. Es wurden verschiedene Bilder aufgenommen und die Foci Anzahl mittels ImageJ 

von Wayne Rasband, National Institutes of Health (Maryland, USA) quantifiziert.  

 

2.2.11. Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie ermöglicht es die Größe, Granularität, Viabilität und Zellzyklusstatus der 

Zellen anhand Streuung von Licht und Emission von Fluoreszenz zu ermitteln. Dabei werden die Zellen 

von dem Gerät aufgenommen und einzeln mittels Laser analysiert. Sobald der Laser auf eine Zelle trifft, 

wird das Licht vorwärts- und seitwärtsgestreut.  Das vorwärtsgestreute Licht (Forward Scattered Light; 

FSC) lässt Rückschlüsse auf die Größe der analysierten Zelle zu, das seitwärtsgestreute Licht (Sideward 

Scattered Light; SSC) hingegen auf Granularität und Morphologie der Zelle. Des Weiteren können 

verschiedene Marker, Proteine oder Zellkomponenten durch Fluoreszenz gefärbt und analysiert werden. 

Durch verschiedene Spiegel und Filter können verschiedene Wellenlängen zu den richtigen Detektoren 

gelenkt werden (Manohar et al. 2021). 

 

2.2.12. Apoptose-Analyse: Annexin V-PI- Färbung 

Um den programmierten Zelltod nachzuweisen, wurden Zellen mit Annexin V und Propidiumiodid (PI) 

gefärbt. Dabei bindet Annexin V an Phosphatidylserin (PS), das während der Apoptose vom Zellinneren 

auf die äußere Zellmembran translokalisiert wird (Liu et al. 2009; Reutelingsperger und van Heerde 

1997). PI hingegen ist ein fluoreszierendes Reagenz, das Nukleinsäuren bindet. Da während der 

Apoptose oder Nekrose die DNA der Zellen fragmentiert wird, ergibt sich bei der Analyse am 

Durchflusszytometer nach PI-Färbung für apoptotische bzw. nekrotische Zellen eine hypodiploide 

subG1-Fraktion, die sich wesentlich von nicht-apoptotischen Zellen unterscheidet (Riccardi und 

Nicoletti 2006). Bei einer Doppelfärbung mit Annexin V und PI ergeben sich also folgende drei möglich 

gefärbte Zellpopulationen: Annexin V-positive/ PI-negative Zellen, Annexin V-negative/PI-positive 

Zellen und Annexin V-positive/PI-positive Zellen. Dabei stellt die erste Population die 

frühapoptotischen Zellen dar, die zweite Fraktion die nekrotischen Zellen und die doppelpositive 

Population spätapoptotische Zellen.  

Zur Färbung wurden Zellen in 6-Well-Platten ausgesät und am nächsten Tag mit CB5083 bzw. DMSO 

behandelt. Nach 24 und 48 Stunden wurden die Zellen geerntet, indem sie trypsiniert wurden und die 

Suspension in FACS-Röhrchen bei 1500 rpm für fünf Minuten zentrifugiert wurden. Dabei war zu 

beachten, dass der Überstand aus den Wells zur Suspension gegeben werden musste, da sich 

apoptotische Zellen im Überstand befinden können. Das entstandene Zellpellet wurde mit 1ml PBS 
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gewaschen. Für Einzelfärbungen wurden je 100µl aus jeder Probe in ein neues FACS-Röhrchen 

überführt und vereinigt, um am Ende eine ungefärbte Kontrolle, eine Annexin V einzelgefärbte 

Kontrolle und eine PI einzelgefärbte Kontrolle zu erhalten. Diese Einzelfärbungen ermöglichen eine 

Kompensation bei Überschneidungen der Emissionsspektren.  

Nach einer erneuten Zentrifugation der Proben und Kontrollen wurden die Zellen folgendermaßen 

gefärbt: 

Annexin V-PI-Färbung Annexin V -

Einzelfärbung 

PI-Einzelfärbung ungefärbte Kontrolle 

100µl Annexin V- 

Puffer 

100µl Annexin V-

Puffer 

100µl Annexin V- 

Puffer 

100µl Annexin V- 

Puffer 

5µl FITC Annexin V 

[90µg/ml] 

5µl FITC Annexin V 

[90µg/ml] 

  

5µl PI [1mg/ml]  5µl PI [1mg/ml]  

 

Tabelle 13: Durchflusszytometrie Färbeprotokolle Apoptose Analyse  

Die Zellpellets wurden in den jeweiligen Färbelösungen resuspendiert und für 15 Minuten im Dunkeln 

bei RT inkubiert. Nach der Inkubation wurde die Färbung durch Zugabe von 400µl Annexin V-Puffer 

gestoppt. Anschließend folgte die Messung am BD FACS Canto II. Die Auswertung erfolgte mittels 

FlowJo.  

 

2.2.13. Zellzyklus-Analyse: PI-Färbung 

Wie in Punkt 2.2.12 bereits erwähnt, bindet der Fluoreszenzfarbstoff PI DNA. Daher ist es möglich 

durch eine Färbung mit PI den DNA-Gehalt der Zellen festzustellen und über den DNA-Gehalt zu 

ermitteln, in welcher Phase des Zellzyklus sich die Zellen befinden. Um sich die Veränderungen des 

Zellzyklus und einen möglichen Zellzyklusarrest zu einem gewissen Zeitpunkt genauer anschauen zu 

können, wurde der Zellzyklus mittel Nocodazol synchronisiert. Nocodazol ist ein synthetisches 

Benzimidazol, welches die Mikrotubuli bindet, den Anbau weiterer Untereinheiten verhindert und die 

Depolymerisierung fördert. Somit wird ein Zellzyklusarrest in der G2/M-Phase hervorgerufen. 

Hierfür wurden erneut Zellen in 6-Well-Platten ausgesät und am nächsten Tag behandelt. Nach 24 und 

48 Stunden wurde 2µl Nocodazol [100µg/ml] in das Medium der RKO Zellen gegeben, um eine 

Endkonzentration von 0,1µg/ml zu erreichen. Es folgte eine 24 stündige Inkubation. Die HCT-116 

Zellen wurden nach ca. 36h für 12h mit Nocodazol behandelt. Nach der jeweiligen Inkubationszeit mit 

Nocodazol wurden die Zellen in FACS-Röhrchen geerntet und die Suspension für fünf Minuten bei 

1500 rpm gewaschen. Das Zellpellet wurde mit PBS gewaschen und anschließend mit -20°C kaltem 

70% Ethanol fixiert, indem 700µl des Ethanols tröpfchenweise unter Vortexen auf das Pellet gegeben 
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wurden. Die Zellen können dann bis zu drei Monate bei -20°C gelagert werden. Nach mindestens fünf 

Minuten bei -20°C wurden die Zellen erneut zentrifugiert und mit PBS gewaschen. Für die 

darauffolgende PI-Färbung wurde PI-Puffer angesetzt: 

15ml PI-Puffer= 15ml PBS + 75µl RNase A [10mg/ml] + 300µl PI [1mg/ml] 

Das Zellpellet wurde in 500µl PI-Puffer resuspendiert und für 30 Minuten im Dunkeln inkubiert. 

Anschließend folgte die Messung am BD FACS Canto II und die Auswertung mittels FlowJo. 

 

2.2.14. Seneszenz-Analyse: SA-βGal-Färbung 

Um zu testen, ob ein VCP-Knockdown Seneszenz induziert, wurde mittels Durchflusszytometrie die 

Aktivität der Seneszenz-assoziierten β-Galaktosidase (SA-βGal) als verbreiteter Seneszenzmarker 

gemessen. Hierfür wurden die Zellen mit dem Inhibitor der lysosomalen β-Galaktosidase Bafilomycin 

A1 und dem Substrat der SA-βGal C12FDG inkubiert. Bei Aktivität der SA-βGal kommt es zur 

Hydrolyse des Substrats, wodurch dieses messbar fluoresziert (Debacq-Chainiaux et al. 2009). Für die 

Untersuchung wurden die Zellen zunächst in 24-Well-Platten ausgesät und am nächsten Tag mit DMSO 

bzw. CB5083 behandelt. Nach 96h wurde zunächst das Medium aus den Wells abgenommen und durch 

200µl FCS-freies Medium ersetzt. Der abgenommene Überstand wurde für fünf Minuten bei 1500 rpm 

zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und das Pellet in 50µl FCS-freiem Medium aufgenommen 

und in das Medium in den Wells pipettiert. Bafilomycin A1 wurde hinzugegeben, sodass eine 

Endkonzentration von 100nM entstand. Nach exakt einer Stunde wurde das SA-βGal Substrat C12FDG 

in einer Endkonzentration von 50µM in die Wells pipettiert. Nach einer weiteren Stunde wurde der 

Überstand aus den Wells in FACS-Röhrchen überführt, der Zellrasen zwei Mal mit PBS gewaschen und 

die Zellen trypsiniert. Die gesamte Zellsuspension samt Überstand und PBS wurde für fünf Minuten bei 

1500rpm zentrifugiert und das Pellet in 100µl eiskaltem PBS aufgenommen. Anschließend folgte die 

Messung am Beckman Coulter CytoFLEX LX6 und die Auswertung mittels FlowJo. 

 

2.2.15. Auswertung und Statistik 

Die statistische Analyse erfolgte mittels Graph Pad Prism 9.4.0 und Microsoft Excel. Für die 

Gruppenvergleiche wurden das arithmetische Mittel (MW) und die dazugehörige Standardabweichung 

berechnet. Zur statistischen Auswertung wurden die Versuchsgruppen in Bezug auf die Kontrollgruppe 

mit einem ungepaarten zweiseitigen t-Test analysiert. Signifikanz wurde mit Sternchen (*), ein 

Nichtvorliegen einer Signifikanz mit ns (nicht signifikant) gekennzeichnet, wobei das Signifikanzniveau 

bei p > 0,05 lag. Alle Experimente wurden mindestens drei Mal durchgeführt.  
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3. Ergebnisse 
 

3.1. Etablierung der Inhibitoren 

 

Um mit den Versuchen beginnen zu können, musste erst die Arbeitskonzentration der VCP-Inhibitoren 

CB5083 und NMS873 und der Kontrolle MMC ermittelt werden. Hierzu wurden die Zellen mit 

absteigenden Konzentrationen der jeweiligen Inhibitoren behandelt und eine Überlebenskurve gefertigt. 

Dies erfolgte über MTT-Assays. Die letztliche Arbeitskonzentration entspricht der Konzentration, bei 

der eine 50% Viabilität der Zellen vorhanden ist. 

 

Abbildung 7: Etablierung der Inhibitoren Darstellung der MTT-Assays als Überlebenskurven von HCT-116 und RKO Zellen 

nach 72h MMC-, CB5083- und NMS873-Behandlung. Darstellung der Mittelwerte ± Stabw; n=3. 

Die Zellen der Zelllinie RKO zeigten unter NMS873-Behandlung eine verstärkte Resistenz und eine 

abnormale Dosis-Wirkungskurve, weswegen im Folgenden ausschließlich mit CB5083 gearbeitet 

wurde. 
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3.2. VCP-Inhibition via CB5083 und NMS873 induzieren DNA-Schäden 

Ensteht ein Doppelstrangbruch der DNA als Folge von verschiedenen endogenen und exogenen 

Faktoren, kommt es schnell zur Phosphorylierung der Histon H2A Variante H2AX am Serinrest 139 

(Mah et al. 2010).  

Da VCP mit seiner Segregasefunktion auch bei der DNA-Reparatur nach Doppelstrangbrüchen beteiligt 

ist, wurde zunächst der Effekt eines Inhibtor-vermittelten VCP-Knockdowns auf die Induktion von 

DNA-Schäden in den Zellen untersucht.  

Hierfür wurden die Zellen mit den VCP-Inhibitoren CB5083 behandelt und mittels fluoreszierenden 

Antikörpern die Bildung von γH2AX-Foci als DSB-Marker angefärbt. Neben den Inhibitoren wurde die 

alkylierende Substanz Mitomycin C als Positivkontrolle verwendet. Die Auswertung erfolgte mittels 

Fluoreszenzmikroskopie und ImageJ, die Quantifizierung mittels GraphPad Prism (Abb. 8).  
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Abbildung 8: γH2AX-Färbung nach VCP-Inhibition (A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der γH2AX-Färbung 24h 

und 48h nach MMC- und  CB5083-Behandlung. Blau= DAPI; Grün = γH2AX; 63x Vergrößerung; Größenbalken =  20µm (B) 

Quantifizierung der Zellen mit >10 Foci/ Nukleus mittels GraphPad Prism. Die Balken stellen den Mittelwert ± Stabw. dar; 

n=4. Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit unbehandelter Kontrolle. ns= 

nicht signifikant, * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

Die Färbung zeigt sowohl nach 24 als auch nach 48 Stunden eine deutliche Zunahme an Zellen mit mehr 

als 10 Foci/Nukleus, also der γH2AX-positiven Zellen. Die Zellen der Zelllinie HCT-116 weisen nach 

24 Stunden bereits eine Erhöhung der γH2AX-positiven Zellen von ca. 31% für CB5083 auf. Nach 48 

Stunden weisen die CB5083-behandelten HCT-116 Zellen ca. 36% γH2AX-positive Zellen auf. Auch 

die Behandlung der RKO Zellen mit dem Inhibitor erhöht den Anteil der γH2AX-positiven Zellen um 

etwa 34% nach 24 Stunden. Nach 48 Stunden war hier ein Anstieg von 41% zu verzeichnen. 

Insgesamt konnte also für beide Zelllinien eine deutliche Induktion von DSB nach VCP-Knockdown 

verzeichnet werden. 

 

3.3. VCP-Knockdown induziert Apoptose und Nekrose 

Um die Folgen der zuvor dargestellten DSB zu eruieren, wurden zunächst Apoptose-Analysen 

durchgeführt. Hierfür wurde einerseits der Apoptosemarker PARP via Western Blots analysiert, 

anderseits wurden auch Durchflusszytometrie-Analysen durchgeführt, die darstellen sollen, in welcher 

Phase der Apoptose (späte oder frühe Apoptose) oder Nekrose sich die Zellen befinden. Dies wurde 

durch eine Annexin V–PI-Doppelfärbung erreicht. Die Auswertung der Western Blots erfolgte mittels 



- 39 - 

 

ImageJ und GraphPad Prism, die Auswertung der Durchflusszytometrie-Analysen mittels FlowJo und 

GraphPad Prism. Jede Probe wurde auf die jeweilige β-Aktin Probe normalisiert. Für die siRNAs wurde 

siK als Kontrolle und zur Normalisierung herangezogen, für den Inhibitor CB5083 diente DMSO als 

Kontrolle und Normalisierung.  

Betrachtet man im Western Blot das Verhältnis von gespaltenem PARP zur Gesamtmenge PARP, sieht 

man für die Zelllinie HCT-116 eine deutliche Erhöhung an gespaltenem PARP nach siVCP1 

Transfektion. Auch siVCP3 und der Inhibitor verstärken die Spaltung von PARP um über 100% bzw. 

etwa 70%.  

In RKO Zellen kam es zu einer moderaten Steigerung der PARP Spaltung nach der Transfektion mit 

allen drei siRNAs. Allerdings führte die Behandlung mit CB5083 zu einem starken Anstieg an 

gespaltenem PARP. 

Die Behandlung mit dem VCP-Inhibitor CB5083 führte in der Durchflusszytometrie-Analyse in HCT-

116 Zellen zu einer Verdopplung der frühapoptotischen Zellen, allerdings lediglich auf 5,2%. Der Anteil 

der nekrotischen Zellen hingegen stieg um 9% auf 12,6%. Nach 72 Stunden wurde allerdings schon in 

8,2% der Zellen die frühe Apoptose induziert, in 16,3% die Nekrose. Auch der Anteil der 

spätapoptotischen Zellen stieg an, allerdings lediglich auf etwa 2% nach 48 Stunden und 3,2% nach 72 

Stunden.  

In der Zelllinie RKO war nach 48 Stunden kaum ein Unterschied der einzelnen Phasen nach 

Inhibitorbehandlung verglichen mit DMSO zu sehen. Nach 72 Stunden verdreifachten sich die 

frühapoptotischen Zellen, die nekrotischen Zellen verfünffachten sich sogar. Allerdings blieb der Anteil 

der frühapoptotischen Zellen nur bei etwa 3%, die nekrotischen Zellen machten 7,3% aus. 

Diese Ergebnisse zeigten, dass es sowohl zu einer leichten Induktion der Apoptose, als auch der Nekrose 

zu kommen scheint. Im Western Blot scheint sowohl der Inhibitor als auch vor allem siVCP1 und 3 in 

beiden Zelllinien eine Spaltung von PARP und somit den initialen Schritt der Apoptose einzuleiten. In 

der Durchflusszytometrie zeigt sich ebenfalls eine Vermehrung der frühapoptotischen Zellen sowohl in 

RKO als auch in HCT-116 Zellen. Allerdings zeigt diese Analyse vor allem vermehrt nekrotische Zellen 

in beiden Zelllinien. Alles in allem ist allerdings weder der Anteil der apoptotischen Zellen noch der 

Anteil der nekrotischen Zellen so hoch, wie man es nach der eindeutigen Initiierung von DNA-Schäden, 

die sich in der γH2AX-Färbung gezeigt hatten, erwartet hätte. 
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Abbildung 9: Apoptose-Analyse nach VCP-Inhibition. (A) Western Blot 48h nach Transfektion/Behandlung, Primär-AK α-

PARP. Darstellung eines repräsentativen Blots. (B) Quantifizierung der Western Blots mittels ImageJ und GraphPad. 

Darstellung der Mittelwerte ± Stabw., normalisiert auf siK bzw. DMSO. n=4 (C) Durchflusszytometrie-Analyse 48h und 72h 

nach Transfektion/Behandlung mittels Annexin V-PI-Doppelfärbung. Quantifizierung mittels GraphPad Prism; n=4. 

Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit siK- bzw. DMSO-Kontrolle. ns= 

nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 
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3.4. VCP-Knockdown führt zu Proliferationsinhibition und Zellzyklusarrest 

Durch die zuvor erlangten Erkenntnisse lag der Verdacht nahe, dass es zu einer Proliferationsinhibition 

durch den VCP-Knockdown kommt. Um diese Theorie zu überprüfen, wurde ein BrdU-Assay 

durchgeführt (Abb. 10). 

 

Abbildung 10: VCP-Inhibition hemmt Proliferation BrdU-Assay 48h und 72h nach CB5083-Behandlung. rlu/s = relative 

light units per second;  n=4 Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism, Darstellung der Mittelwerte ±Stabw., 

Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-Kontrolle. ns= nicht 

signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

Dieses Assay zeigte eine eindeutige Reduktion von Bromdesoxyuridin, somit eine Reduktion der 

proliferierenden Zellen nach CB5083-Behandlung in HCT-116, sowohl nach 48 als auch nach 72 

Stunden. Dabei ist nach 72 Stunden eine relative Proliferationsinhibition von 88% zu verzeichnen. 

In RKO Zellen war dieser Effekt nicht so deutlich wie in HCT-116 Zellen zu beobachten. Allerdings 

konnte auch hier eine Inhibition von 28% erreicht werden. 

Diesen Ergebnissen könnte ein Zellzyklusarrest zugrunde liegen, der zu einer Proliferationsinhibition 

der Zellen führen könnte. Um dies zu überprüfen, wurde die Expression verschiedener 

Zellzyklusregulatoren via qPCR und Western Blot untersucht (Abb. 11 A und B). 
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Abbildung 11: Zellzyklus-Analyse nach VCP-Knockdown (A) qPCR 24h und 48h nach CB5083-Behandlung; n=4 (B) 

Western Blot 48h nach  CB5083-Behandlung auf angegebene Marker; n=3. Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism, 

Darstellung der Mittelwerte ±Stabw. Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit 

DMSO-Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

 

Dabei zeigte die qPCR-Analyse von 15 Zellzyklus-assoziierten Genen eine Expressionserhöhung bzw. 

-verminderung. Dabei kam es nach VCP-Knockdown zu einer erhöhten Expression der 

Zellzyklusinhibitoren p15, p18, p19, p21, p27 und der Transkriptionsfaktoren E2F3, 5, 6 und 7. Die 

Transkriptionsfaktoren E2F2, E2F4 und E2F8 und der Zellzyklusregulator Cyclin D1 hingegen wurden 

nach CB5083-Expression tendenziell vermindert exprimiert. 

Im Western Blot wurde eine erhöhte Proteinexpression von p21, Cyclin D1 und Cyclin E sichtbar (Abb. 

10 B; Abb. A1). Somit zeigten beide Assays eine verstärkte Expression des Zellzyklusinhibitors p21, 

was vermuten lässt, dass der Zellzyklus in seinem Ablauf gehemmt ist.  

Um die vermutete Hemmung des Zellzyklus genauer zu beleuchten, wurden die Zellen mit PI gefärbt 

und im Durchflusszytometer analysiert (Abb. 12). Diese Färbung ermöglicht eine genauere Analyse der 

einzelnen Zellzyklusphasen. 
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Abbildung 12: Zellzyklus-Analyse nach VCP-Knockdown mittels Durchflusszytometrie PI-Färbung 48h nach Behandlung, 

Analyse im Durchflusszytometer; n=4 Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism, Darstellung der Mittelwerte ±Stabw., 

Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-Kontrolle. ns= nicht 

signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

 

Diese Analyse zeigte allerdings weder für HCT-116 noch für RKO Zellen große Unterschiede 

verglichen mit der DMSO-Kontrolle. Lediglich für die Zellen der Zelllinie RKO konnte eine leichte 

Erhöhung von etwa 12% der G1-Phase nach CB5083-Behandlung verzeichnet werden. 

Im nächsten Schritt wurde die Zellzyklus-Analyse mittels Durchflusszytometrie wiederholt, allerdings 

wurden die Zellen vor Analyse mit dem Mikrotubuli-Inhibitor Nocodazol für 12 bzw. 24 Stunden 

behandelt (Abb. 13). Nocodazol führt zu einem M-Phasen / G2-Phasen Arrest. 

 

Abbildung 13: Zellzyklus-Analyse nach VCP-Knockdown nach Nocodazol-induziertem G2-Arrest 48h nach Behandlung 12h 

(HCT-116) bzw. 24h (RKO) Nocodazol Zugabe, anschließende PI-Färbung und Durchflusszytometrie; n=5. Die Auswertung 

erfolgte mittels GraphPad Prism, Darstellung der Mittelwerte ±Stabw. Statistische Auswertung mittels zweiseitigem 

ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für 

p≤0,001, **** für p≤0,0001 

Dabei zeigte sich, dass die unbehandelten und DMSO-behandelten HCT-116 und RKO Zellen wie 

erwartet in G2 arretieren und sich das Zellzyklusprofil nach Nocodazol-Behandlung von der G1-Phase 
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in Richtung G2-Phase verschiebt. Die CB5083-behandelten Zellen hingegen zeigten keinen eindeutigen 

G2-Arrest, sondern ein sehr ausgeglichenes Phasenprofil. Dabei kam es zwar zu einem leichten 

Rückgang der G1- und S-Phase und einer leichten Erhöhung der G2-Phase nach Nocodazolgabe, 

allerdings ist die Phasenverteilung sehr ähnlich und verglichen mit den DMSO-Kontrollen ist der Anteil 

an in G2-befindlichen Zellen deutlich geringer.  

Dieses Ergebnis, zusammen mit den Ergebnissen der BrdU-, der Western Blot- und qPCR-Analyse und 

der vorherigen Zellzyklus-Analyse legt nahe, dass ein CB5083-vermittelter VCP-Knockdown zu einer 

ganzheitlichen Inhibition des Zellzyklus und somit auch zu einer Proliferations- und 

Wachstumsinhibition führt.  

 

3.5. VCP Herunterregulierung induziert Seneszenz 

Ein Grund für die initiierte Proliferations- und Wachstumsinhibition könnte in der Induktion von 

Seneszenz liegen. Um dies näher zu untersuchen, wurden die Zellen nach 96 stündiger Inhibitor- bzw. 

DMSO-Behandlung mit Bafilomycin A1 und dem Substrat der SA-βGal C12FDG inkubiert und 

anschließend die SA-βGal Aktivität im Durchflusszytometer quantifiziert. 

 

Abbildung 14: Induktion der Seneszenz 96h nach DMSO- bzw. CB5083-Behandlung Inkubation mit Bafilomycin A1 und 

C12FDG, anschließende Durchflusszytometer-Analyse, n=3. Die Auswertung erfolgte mittels GraphPad Prism, Darstellung 

der Mittelwerte ±Stabw. Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO- 

Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

 

Die Analyse zeigte eine deutliche Induktion der Seneszenz für beide Zelllinien nach Inhibitor-

vermittelter VCP-Inhibition.  In HCT-116 Zellen führte die 96 stündige Inkubation mit CB5083 zu etwa 
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11% mehr seneszente Zellen verglichen mit der DMSO-Kontrolle. In RKO Zellen hingegen ist der 

Effekt ebenfalls vorhanden. Hier kommt es zu einer Steigerung der seneszenten Zellen um etwa 7% auf 

7,33%.  

 

3.6. VCP spielt keine Rolle bei Autophagie-Induktion in kolorektalen Karzinomzellen 

Ein weiterer zellulärer Prozess, bei dem VCP eine Rolle spielt, ist die Autophagie. Dabei werden 

Zellbestandteile wie fehlgefaltete Proteine oder Zellorganellen zur Energiegewinnung degradiert und 

recycelt.  

Um zu analysieren, ob ein Knockdown von VCP Autophagie induziert oder hemmt oder welche 

Auswirkungen eine VCP-Defizienz auf den Ablauf der Autophagie hat, wurde in Western Blots die 

Expression der Autophagiemarker p62 und LC3 untersucht (Abb. 15).  
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Abbildung 15: Induktion der Autophagie. (A) Western Blot 48h nach CB5083-Behandlung; Primär-AK α-LC3 und α-p62. (B) 

Quantifizierung der Western Blots mittels ImageJ und GraphPad Prism. Darstellung der Mittelwerte ± Stabw., normalisiert 

auf DMSO-Kontrolle;. n=3; Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-

Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 Statistische Auswertung 

mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für 

p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

 

Vergleicht man die Expressionsstärken von LC3-I und LC3-II sind nur geringe Unterschiede sichtbar. 

In HCT-116 Zellen lässt sich allerdings nach 48 Stunden ein LC3-II-Anstieg von etwa 120% nach 

CB5083-Behandlung verglichen mit DMSO-behandelten HCT-116 Zellen darstellen. In den Zellen der 

Zelllinie RKO hingegen ist kaum eine Erhöhung der LC3-II-Expression messbar, 48 Stunden nach 

Behandlung ist sogar eine Verringerung der LC3-II-Expression von ca. 8% messbar. 

Für p62 sind ebenfalls kaum Veränderungen der Expressionsstärken zu erkennen. In HCT-116 Zellen 

ist die p62-Expression 48 Stunden nach CB5083-vermitteltem VCP-Knockdown um etwa 19% 

verringert, nach 24 Stunden hingegen ist ein Anstieg von etwa 9% zu verzeichnen. In RKO Zellen ist 

p62-Expression kaum verändert. Nach 24 Stunden ist lediglich ein vier prozentiger, nach 48 Stunden 

ein fünf prozentiger Expressionsanstieg zu verzeichnen.  
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Diese Ergebnisse könnten darauf hindeuten, dass in HCT-116 Zellen 48 Stunden nach 

Inhibitorbehandlung eine sehr leichte Induktion der Autophagie stattfinden könnte. In RKO Zellen 

hingegen liegt kein Hinweis auf eine Initiierung der Autophagie vor.  

 

3.7. VCP verhindert Ubiquitinierung 

Um die Funktion von VCP im Ubiquitin-System in kolorektalen Tumorzellen zu untersuchen, wurden 

Western Blots durchgeführt und mit einem α-Ubiquitin-Antikörper die Ubiquitin-Expression nach 

siRNA-Transfektion und VCP-Inhibitorbehandlung quantifiziert (Abb. 16).  

Es zeigte sich sowohl nach siVCP-Transfektion als auch nach CB5083-Behandlung ein deutlicher 

Anstieg an Ubiquitin im Western Blot sowohl für HCT-116 als auch für RKO Zellen (Abb. 11). Dabei 

erhöht sich die Ubiquitin-Expression in HCT-116 Zellen nach siVCP1-Transfektion um 46%, nach 

siVCP2-Transfektion um 36% und nach siVCP3-Transfektion um etwa 70% verglichen mit der siK-

Kontrolle. Die VCP-Inhibition durch CB5083 lässt die Expression sogar um etwa 106% ansteigen. Die 

Ubiquitin-Expression verhält sich in RKO Zellen nach VCP-Inhibition ähnlich. Dabei ist ein Anstieg 

von 61%, 59% und 105% nach siVCP1-, 2- und 3-Transfektion zu verzeichnen. Der Inhibitor CB5083 

lässt die Ubiquitin-Expression um 59% ansteigen. Es scheint also so, dass eine Inhibition von VCP eine 

stärkere Ubiquitinierung zulässt. 
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Abbildung 16: VCP inhibiert Ubiquitinierung. (A)Western Blot 48h nach CB5083-Behandlung,  Primär-AK α-Ubiquitin (B) 

Quantifizierung der Western Blots mittels ImageJ und GraphPad Prism; .n=4; Darstellung der Mittelwerte ± Stabw., 

normalisiert auf siK- bzw. DMSO-Kontrolle; Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, 

verglichen mit DMSO-Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 
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3.8. VCP-Knockdown initiiert Unfolded Protein System 

Neben den bisher erwähnten Funktionen spielt VCP auch im Unfolded Protein System (UPS) eine 

grundlegende Rolle. Um zu untersuchen, ob VCP bzw. eine Inhibition von VCP das UPS und seine 

Signalkaskade triggert und initiiert, wurden qPCRs und Western Blots durchgeführt und Marker der 

verschiedenen UPS-Wege untersucht.  
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Abbildung 17: Induktion der UPR nach VCP-Inhibition. (A) qPCR auf ATF4 und ATF6 48h nach Behandlung/Transfektion; 

n=4 (B) Western Blot auf ATF4, ATF6 und gespaltenes ATF6 48h nach Behandlung/Transfektion.  (C) Quantifizierung der 

Western Blots mittels ImageJ und GraphPad Prism; n=3. Darstellung der Mittelwerte ± Stabw. normalisiert auf siK- bzw. 

DMSO-Kontrolle; Statistische Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-Kontrolle. 

ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 Statistische Auswertung mittels 

zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit DMSO-Kontrolle. ns= nicht signifikant,  * für p≤0,05, ** für p≤0,01, 

*** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 

Die qPCR-Analysen der HCT-116 Zellen auf den UPR-Marker ATF4 zeigten eine Erhöhung von 51% 

48 Stunden nach siVCP1-Transfektion, siVCP2 und siVCP3 führten zu einer Erhöhung von 46% und 

37%. Der Inhibitor CB5083 erhöhte die ATF4-Expression auf RNA-Ebene um 31% nach 48 Stunden. 

72 Stunden nach Tranfektion der siRNAs änderte sich die ATF4-Expression kaum. Die Behandlung mit 

dem VCP-Inhibitor dagegen führte nach 72 Stunden zu einer 85 prozentigen Erhöhung der ATF4-

Expression.  

Auch der UPR-Marker ATF6 zeigte durch den siRNA- und Inhibitor-vermittelten VCP-Knockdown eine 

Expressionserhöhung. siVCP1 erhöhte die Expression um 74% nach 48 Stunden, um 104% nach 72 

Stunden. Die Behandlung mit dem Inhibitor erhöhte die ATF6-Expression nach 72 Stunden um 109%.  

In RKO Zellen kam es 48 Stunden nach CB5083 zu einer Erhöhung der ATF4-Expression um 71%. Die 

siRNA siVCP1 hingegen verringerte die Expression um 54%. Nach 72 Stunden zeigte sich eine 

signifikante Erhöhung der Expression nach siVCP2-Transfektion um über 200%. 
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Für die Analyse der ATF6-Expression zeigte sich nach 48 Stunden kaum eine Erhöhung, auch nach 72 

Stunden waren nur leicht erhöhte Expressionen zu verzeichnen. Die Transfektion mit siVCP1 erhöhte 

sich die ATF6-Expression um etwa 64%, siVCP2 und 3 um 36% und 39%, die Behandlung mit CB5083 

hingegen verminderte die ATF6-Expression.  

Im Western Blot zeigten die HCT-116 siRNA-transfizierten Zellen eine deutlich Erhöhte ATF4-

Proteinexpression von 126%, 90% und 141% für siVCP1, 2 und 3. Der Inhibitor hingegen erhöhte die 

Expression um lediglich 18%. Eine ebenso deutliche Erhöhung zeigten die Marker ATF6 und cleaved 

ATF6. Hier war vor allem für das geschnittene ATF6, also das nach Induktion der UPR geschnittene 

zytosolische Fragment des ER-Stresssensors, eine stark erhöhte Expression sichtbar. Nach siVCP1- und 

siVCP2-Transfektion bewegte diese sich bei 225% und 140%, nach CB5083-Behandlung lediglich bei 

32%. Die Transfektion mit siRNA siVCP3 induzierte verminderte geschnittene ATF6-Expressionen.  

In RKO Zellen induzierten siVCP2 und 3 die ATF4-Expression, siVCP1 und der Inhibitor verringerten 

die Expressionen sogar. Für ATF6 kam es für jede siRNA zu verminderten ATF6-Expressionen, 

CB5083 induzierte die Expression nur minimal. Allerdings zeigten siVCP1 und vor allem der VCP-

Inhibitor deutlich erhöhte Expressionen des zytosolischen Fragments von ATF6 von je 84% und 135%. 

Es scheint, dass es durch eine siRNA- und/oder Inhibitor-vermittelte VCP-Inhibition zu einer Induktion 

des ersten und dritten Arms der UPR kommt, sowohl auf RNA- als auch auf Protein-Ebene. 
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4. Diskussion 
 

In Pankreaskarzinom-bezogenen Vorarbeiten der AG Buchholz stellte sich in einem shRNA Library 

Screening VCP als potentielles Zielgen für zielgerichtete Therapieansätze dar. Darauf folgend wurden 

Viabilitäts-, Proliferations- und Apoptoseassays durchgeführt, wobei gezeigt werden konnte, dass eine 

Inhibition von VCP in Pankreaskarzinom-Zelllinien mit signifikanter VCP Überexpression die 

Viabilität und Proliferation der Zellen inhibiert (Schimanski 2021).  

Diese Arbeit befasste sich mit der Inhibition von VCP und dessen Auswirkungen auf Viabilität, 

Proliferation, Induktion von Apoptose, Zellzyklus und einigen anderen zellulären Vorgängen in 

kolorektalen Karzinomzellen. Im Zuge dessen wurden verschiedene Assays nach Inhibitor- und siRNA-

vermittelter VCP-Inhibition durchgeführt, die zeigen konnten, dass eine Herunterregulierung von VCP 

eine verminderte Viabilität und Proliferation, eine Induktion der Apoptose und Seneszenz, einen 

Zellzyklusarrest, die partielle Induktion der UPR und eine erhöhte Ubiquitinierung zur Folge hat. 

Wie eine Datenbankanalyse der Datenbanken TCGA und GTEx mithilfe des Gepia2 Tools zeigt, ist 

VCP in kolorektalen Tumoren im Vergleich zu normalem, gesundem Gewebe überexprimiert (Abb. 5). 

In der Literatur wurde bereits in verschiedenen Tumorentitäten eine signifikante Überexpression von 

VCP beschrieben. Wie in Abschnitt 1.2 dargestellt, korreliert beispielsweise eine VCP-Überexpression 

in hepatozellulären Karzinomen mit dem Gesamt- und rückfallfreiem Überleben von Patienten, in 

Magenkarzinomen mit größeren Tumoren, vermehrter vaskulärer und lymphatischer Invasion, 

Lymphknotenmetastasierung und einer geringeren Überlebensrate und in Ösophaguskarzinomen mit 

häufigerem Lymphknotenbefall, Metastasierung, tieferer Invasion und vermehrten Rezidiven 

(Yamamoto et al. 2003b; Yamamoto et al. 2003a; Yamamoto et al. 2004a).  

Für kolorektale Karzinome zeigt die Datenbankanalyse hinsichtlich Gesamt- und krankheitsfreiem 

Überleben allerdings keine Verlängerung in der Patientengruppe mit geringerer VCP-Expression (Abb. 

4). Dennoch zeigte eine Publikation aus 2016 von Fu et. al, dass eine lentivirale Inhibition von VCP in 

kolorektalen Krebszellen sowohl in vitro als auch in vivo im Mausmodell Proliferation und 

Metastasierung inhibiert und Apoptose induziert (Fu et al. 2016). Yamamoto et. al zeigte in einer Studie 

aus 2004 an 129 Patienten, dass Patienten, denen operativ kolorektale Tumore entnommen wurden und 

die dann histologisch untersucht wurden, ein längeres Gesamt- und krankheitsfreies Überleben 

aufwiesen bei geringerer VCP-Expression in den Tumoren und in den umliegenden Geweben 

(Yamamoto et al. 2004b). Diese Ergebnisse stehen im Kontrast zu den Ergebnissen der oben erwähnten 

Datenbank Analyse. Es lässt sich aber anhand dieser Studie, die ebenfalls zeigte, dass die VCP-

Expressionslevel mit der Metastasierung, der Invasionstiefe und der venösen Invasion korreliert, 

vermuten, dass die Expression von VCP als potentieller Bio- und Prognosemarker für kolorektale 

Karzinome fungieren könnte. Ob die Expression nun auch Aussagen über Überlebensprognosen liefern 

kann, ist damit nicht geklärt. VCP könnte trotz allem als Ziel für genauere Therapieansätze dienen. Diese 
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These wird unterstützt durch eine Publikation aus 2012. Hier konnte in einer Serumanalyse von 

Patienten mit Granulosazelltumoren gezeigt werden, dass VCP erhöht exprimiert wird. Diese 

Erkenntnisse konnten auch für Ovarialkarzinome, Brustkrebs, Kolon- und Pankreaskarzinome und Non-

Hodgkin-Lymphome bestätigt werden. Weiter wurden Seren von Patienten mit CRC auf den 

verbreitesten Tumormarker für kolorektale Karzinome Carcino-embryonales Antigen (CEA) untersucht 

und festgestellt, dass 75% der Kolonkarzinome in späten Phasen positiv auf CEA sind. Alle diese Proben 

wurden ebenfalls positiv auf VCP getestet, weiter noch wurden zwei Proben, die negativ für CEA waren, 

positiv für VCP getestet (Laguë et al. 2012).  

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass VCP bei Überexpression und Involvierung in verschiedene 

zelluläre Mechanismen durchaus ein interessantes Therapie-Zielgen darstellen kann. Diese 

verschiedenen zellulären Mechanismen und Funktionen wurden in dieser Arbeit untersucht und werden 

im Folgenden diskutiert.  

 

4.1. Viabilitätsinhibition und Zellzyklusarrest durch VCP-Knockdown  

Diese Arbeit stellte VCP in kolorektalen Karzinomen in den Vordergrund. Es konnte zunächst eine 

deutliche Reduktion der Viabilität der Zellen sowohl nach Inhibitorbehandlung (Abb. 7) als auch nach 

siRNA-Transfektion (Appendix, Abb. A2) via MTT-Assay gezeigt werden. Darauffolgend konnte eine 

signifikante Induktion von DNA-Schäden durch den verwendeten VCP-Inhibitor CB5083 in beiden 

Zelllinien verzeichnet werden (Abb. 8). Als Folge dessen wurde Apoptose in beiden Zelllinien induziert 

(Abb. 9). Hierbei war auffällig, dass die Western Blots zur Apoptose-Analyse in HCT-116 Zellen eine 

stärkere Spaltung des Apoptosemarkers PARP nach siVCP1- und siVCP3-Transfektion aufweisen als 

nach CB5083-Behandlung. RKO Zellen hingegen weisen lediglich nach Inhibitorbehandlung eine 

deutliche Spaltung auf, die drei siRNAs gegen VCP hingegen führten kaum eine Spaltung von PARP 

herbei (Abb. 9A). Die Durchflusszytometer-Analyse zeigte einen Anstieg der nekrotischen Zellen vor 

allem 72h nach CB5083-induziertem VCP-Knockdown, im Gesamten waren es allerdings nicht viele 

nekrotische oder auch apoptotische Zellen (Abb. 9C). Somit scheint der zuvor beobachtete Rückgang 

der Viabilität zumindest zum Teil auf eine Induktion der Apoptose und Nekrose zurückzugehen. Diese 

Theorie wird durch die Literatur bestätigt. 2016 zeigte Bastola et al., dass die Behandlung von 

Ovarialkarzinomzellen mit dem Vorläufer-Inhibitor von CB5083 DBeQ vermehrt zu früh- und 

spätapoptotischen Zellen, zur Spaltung von PARP und einer gesteigerten Caspase 3 Aktivität führt 

(Bastola et al. 2016). Außerdem zeigte eine andere Publikation aus dem gleichen Jahr, dass Nacktmäuse 

mit Tumoren aus HCT-116 Zellen nach CB5083-Behandlung erhöhte gespaltene PARP-Expression in 

den Tumorgewebeproben aufweisen (Anderson et al. 2015).   

Um weiter zu klären, welche Auswirkungen die DNA-Schäden durch die VCP-Inhibition auf die Zellen 

hat und durch welchen Mechanismus die Inhibition der Zellviabilität vermittelt wird, wurden 
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Untersuchungen des Zellzyklus angestellt. Dabei zeigte sich zunächst im BrdU-Assay neben der zuvor 

ermittelten Inhibition der Viabilität via MTT auch eine signifikante Inhibition der Proliferation beider 

Zelllinien (Abb. 10). Weiter zeigte sich eine Heraufregulation verschiedener Zellzyklusinhibitoren wie 

p15 und p19 und eine Herunterregulierung einiger an der Zellzyklusprogression beteiligter 

Transkriptionsfaktoren wie E2F1, E2F2 oder auch E2F8. Am deutlichsten und auffälligsten war 

allerdings die signifikant erhöhte Expression des Zellzyklusinhibitors p21 sowohl auf RNA- als auch 

auf Proteinebene (Abb. 11 A und B). Bei einer weiteren Zellzyklus-Analyse mittels 

Durchflusszytometrie zeigte sich zunächst kein spezifischer Phasenarrest, sondern eine komplette 

Inhibition des Zellzyklus, was die Ergebnisse des BrdU-Assays und der erhöhten Expression der 

Zellzyklusinhibitoren, erklärt.  

In der Literatur wird vor allem ein G1-Arrest nach VCP-Inhibition beschrieben. Beispielsweise 

beschrieb Fu et al. in der zuvor bereits erwähnten Publikation, einen G1-Arrest nach lentiviraler shVCP-

Tranfektion in HCT-116 Zellen, in RKO Zellen wurde nach VCP-Überexpression ein Rückgang der 

G1-Phase verzeichnet (Fu et al. 2016). Bastola et al. konnte ebenfalls einen G1-Arrest nach CB5083 

und dessen Vorläuferinhibitor DBeQ Behandlung in Ovarialkarzinomzellen zeigen. Allerdings ist auch 

anzumerken, dass die Behandlung mit einem weiteren VCP-Inhibitor, ML-240, keine G1-Arrest 

erbrachte (Bastola et al. 2016).  

In einer anderen Publikation aus 2020 konnte in der Mammakarzinom Zelllinie MCF-7 gezeigt werden, 

dass VCP für die Degradation von p21 verantwortlich ist. Da p21, wie p27 auch, maßgeblich am 

Übergang der G1-Phase zur S-Phase beteiligt ist, folgern die Autoren dieser Publikation daraus, dass 

durch die Degradation von p21 auch der Übergang des Zellzyklus von der G1- in die S- Phase gehemmt 

ist. Dies würde einen möglichen G1-Arrest erklären (Shi et al. 2020).  

In dieser Arbeit konnte bei einer einfachen Zellzyklus-Analyse nur eine leichte Erhöhung der G1-Phase 

gezeigt werden (Abb. 12). Allerdings konnte eine erhöhte Expression von p21 und p27 via qPCR gezeigt 

werden, was der zuvor gestellten These zusagt und den leichten G1-Arrest erklären könnte. Da neben 

p21 und p27 aber auch die Inhibitoren der Cyclin-CDK-Komplexe erhöht exprimiert werden, wie p15 

oder p19, erklärt dies die Inhibition bzw. die Verlangsamung des gesamten Zellzyklus.   

Weiter wurde der zelluläre Mechanismus der Seneszenz untersucht. Der Vorgang der Seneszenz findet 

in allen Zellen physiologisch nach einer bestimmten Verdopplungszahl statt, führt zu einem 

Wachstumsarrest und wird dann zelluläre oder replikative Seneszenz genannt (Campisi 2005; Shay und 

Wright 2000). Phänotypisch zeigt sich dieser zelluläre Effekt in einer vergrößerten und abgeflachten 

Zellmorphologie, der Expression von vor allem p21 und p16 und auch erhöhter SA-β-Galaktosidase-

Aktivität (Campisi und Di d'Adda Fagagna 2007; Debacq-Chainiaux et al. 2009). Verschiedene 

Stressfaktoren wie oxidierende und DNA-schädigende Agentien und die Expression aktivierter 

Onkogene führen zu einer Induktion der SA-β-Galaktosidase (Campisi und Di d'Adda Fagagna 2007; 

Chrétien et al. 2008; Collado et al. 2007). Im Gegensatz zu der permanent in allen Zellen induzierten 
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lysosomalen β-Galaktosidase ist die SA-β-Galaktosidase nur bei einem pH Wert von 6,0 aktiv (Dimri 

et al. 1995).  

In dieser Arbeit konnte eine eindeutige Induktion der Seneszenz nach CB5083-Behandlung sowohl in 

HCT-116 als auch RKO Zellen gezeigt werden (Abb. 14). Diese Ergebnisse passen zu der bereits 

gezeigten Wachstumsinhibition und der verstärkten p21-Expression. Einige Publikation stellten bereits 

die These auf, dass die Seneszenz einen potenten Tumorsuppressormechanismus darstellen könnte 

(Campisi 2005; Campisi und Di d'Adda Fagagna 2007; Hinds und Pietruska 2017; Debacq-Chainiaux 

et al. 2009). Auch in diesem Fall wäre diese Theorie eine mögliche Erklärung. 2007 hat Sherman et al. 

publiziert, dass verschiedene Hitzeschockproteine, wie VCP, über die Aktivierung von Onkogenen, wie 

Ras, p53 stabilisieren und somit Seneszenz induzieren (Sherman et al. 2007) Auch in HeLa Zellen 

konnte bereits nach der Herunterregulierung von VCP eine Aktivierung von p53 und eine Induktion von 

p21, eines Zellzyklusarrests und eine morphologische Veränderung in Form von Vergrößerung, 

Abflachung und Vakuolisierung gezeigt werden, was alles für die Induktion der Seneszenz spricht 

(Wójcik et al. 2004).  

Zusammen mit der erhöhten p21-Expression und der Wachstums- und Proliferationsinhibition zeigen 

diese Ergebnisse, dass VCP in den hier verwendeten kolorektalen Tumorzellen Seneszenz hemmt und 

dies möglicherweise einen Mechanismus darstellt, der in kolorektalen Tumoren für das Wachstum und 

die Progression verantwortlich sein könnte. 

 

4.2. Autophagie-Induktion 

Ein weiterer Punkt, der untersucht wurde, war die Induktion der Autophagie. Die Autophagie unterteilt 

sich in drei Unterarten: die Mikroautophagie, die Chaperonen-vermittelte Autophagie und die 

Makroautophagie. Dabei ist die Makroautophagie die am besten untersuchte Art (Glick et al. 2010).  

Der Prozess der Makroautophagie, im Folgenden als Autophagie betitelt, beginnt mit der Bildung 

sogenannter Phagophoren als Ausstülpungen aus der Plasmamembran, dem ER, dem Golgi Apparat 

oder einem Mitochondrium (Glick et al. 2010). Diese Ausstülpung kapselt sich im Laufe der Autophagie 

ab und bildet das Autophagosom (Yang und Klionsky 2009). Dieses fusioniert im weiteren Verlauf mit 

dem Lysosom und bildet letztlich das Autolysosom. Der saure pH-Wert im Lumen des Lysosoms und 

die darin befindelichen Hydrolasen ermöglichen dann nach Fusion die Degradation der Zellorganellen 

etc. im Autolysosom. Vereinzelt werden Teile der degradierten Zellorganellen etc. zurück ins 

Cytoplasma zur Einschleusung in verschiedene biosynthetische Prozesse oder zur Energiegewinnung 

geschleust (Yorimitsu und Klionsky 2005). 

Ein charakteristischer quantifizierbarer Marker für den Prozess der Autophagie ist die Sezernierung von 

LC3-II. Das Microtubuli associated protein 1A/1B light chain 3, kurz LC3, wird bei Initiierung der 
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Autophagie zunächst durch die Protease Atg4 aus der inaktiven Form pro-LC3 zu LC3-I sezerniert. An 

das C-terminale Glycin von LC3-I wird dann durch Atg3 und Atg7 Phosphatidylethanolamin konjugiert, 

wodurch der charakteristische Umschlag zu LC3-II stattfindet, der beispielsweise mittels Western Blot 

messbar ist (Runwal et al. 2019; Tanida et al. 2008). 

Neben LC3-II stellt p62 ein Marker für die Autophagie dar. p62, auch Sequestosom1 genannt, ist ein 

Autophagierezeptor und führt ubiquitinierte Proteine zum Proteasom zur Degradation. Es bindet 

außerdem direkt an LC3-II. Während der Autophagie ist es allerdings selbst Substrat und wird daher im 

Laufe der Autophagie degradiert. (Liu et al. 2016; Bjørkøy et al. 2009). Somit stellen verminderte p62-

Level einen weiteren Marker der Autophagie dar.  

Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass es eventuell in HCT-116 zu einer leichten Induktion 

der Autophagie kam, was sich anhand der Erhöhung von LC3-II sagen lässt. Allerdings sind die p62-

Level kaum verändert, was gegen eine bereits eingeläutete Autophagie spricht. 

Möglicherweise kam es auch zu einer Unterbrechung bzw. Hemmung der Autophagie nach Einleitung. 

2009 beschrieb Ju et al. eine Akkumulierung von Autophagosomen in IBMPFD (Inclusion body 

myopathy (IBM) Paget's disease of the bone, and frontotemporal dementia) Zellen mit mutiertem VCP. 

Durch die Mutationen in VCP ist dieses nicht mehr funktionsfähig, was die Fusion von 

Autophagosomen und Lysosomen und damit die Reifung zu Autolysosomen inhibiert (Ju et al. 2009). 

Laut dieser Publikation wäre VCP essentiell für die Autophagie.  

2015 zeigte Anderson et al. jedoch in Lungenkarzinomzellen, dass ein CB5083-induzierter VCP-

Knockdown über mTOR Autophagie induziert, was sich in verminderten p62-Leveln zeigt (Anderson 

et al. 2015). 

Diese beiden gegensätzlichen Ergebnisse machen deutlich, dass der Prozess der Autophagie sehr 

komplex ist und an verschiedenen Punkten inhibiert bzw. induziert werden kann. Ebenso scheint es 

Zelltyp abhängig zu sein, welche Rolle VCP bei der Autophagie spielt, wodurch eine Inhibition 

unterschiedliche Auswirkungen haben kann. Möglicherweise spielt auch der zeitliche Aspekt eine Rolle, 

wann der Knockdown von VCP stattfinden, ob die Autophagie schon initiiert wurde bzw. an welchem 

Punkt die Autophagie bereits ist. Letztendlich lässt sich sagen, dass VCP bei dem Prozess der 

Autophagie in Kolonkarzinomzellen beteiligt zu sein scheint, es gilt nun weitere Untersuchungen 

anzustellen, an welchem Punkt VCP welche Rolle spielt. 

 

4.3. Ubiquitinierung 

In jeder humanen Zelle finden pro Tag Zehntausende DNA-Läsionen und -Strangbrüche statt (Lindahl 

1993). DNA-Doppelstrangbrüche sind die Folge von verschiedenen endogenen und exogenen Faktoren 

wie Replikationsstress, oxidativer Stress oder auch Strahlung und verschiedene Chemikalien (Torrecilla 
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et al. 2017; Lindahl 1993). Werden diese DNA-Schäden nicht repariert, kann das zu genomischer 

Instabilität, Mutationen und auch zum Zelltod führen (Torrecilla et al. 2017). Bei der Reparatur dieser 

Schäden spielt VCP eine Rolle.  

Kommt es zu Doppelstrangbrüchen, werden zunächst verschiedene Lysinreste am Doppelstrangbruch 

durch verschiedene Klassen von Ubiquitinligasen  mono- und polyubiquitiniert (Meyer und Weihl 

2014). Diese Polyubiquitinkette fungiert dann als Signal für den proteasomalen Abbau, DNA-Reparatur 

oder auch die Aktivierung intrazellulärer Signalwege, abhängig vom ubiquitinierten Lysinrest 

(Weissman 2001). 

VCP hat hier verschiedene Funktionen. Einerseits spielt VCP bei der proteasomalen Degradation von 

polyubiquitinierten Proteinen eine Rolle. Es bindet entweder direkt oder auch indirekt an ubiquitinierte 

Substrate und extrahiert diese von Membranen oder zellulären Organellen. Außerdem kann es mit seiner 

Segregasefunktion polyubiquitinierte Proteine von seinen Bindungspartnern trennen und sie so zum 

Proteasom überführen (Meyer und Weihl 2014). 

Andererseits werden auch monoubiquitinierte Substrate oder nicht-degradative Ubiquitinketten von 

VCP erkannt und dienen als Signale zur Induktion von Signalkaskaden oder auch der DNA-

Schadensantwort (Meyer und Weihl 2014).  

2011 publizierten Meerang et. al. zwei mögliche Funktionen von VCP im Ubiquitinsystem. Dabei wird 

VCP zunächst durch den Adaptorheterodimer UFD1-NPL4 zum ubiquitinierten Lysinrest 48 rekrutiert, 

wo es einerseits als Ausgangspunkt zur Rekrutierung verschiedener Ubiquitinligasen oder 

Deubiquitinierungsenzyme fungiert. Anderseits kann VCP unter ATP-Hydrolyse Ubiquitinketten 

entfernen, um so Protein-Protein- und Protein-DNA-Interaktion zu ermöglichen, was einen essentiellen 

Schritt für die DNA-Schadensantwort darstellt (Meerang et al. 2011).  

Wie der Western Blot zeigte, führt eine Inhibition von VCP in CRC-Zellen zu stark vermehrter 

Ubiquitinierung (Abb. 16). 

Dies ist vergleichbar mit den Ergebnissen von Szczęśniak et al. Dabei induzierte CB5083 in AML-

Zellen bereits nach 16 Stunden eine deutlich stärkere Ubiquitinierung im Western Blot verglichen mit 

der unbehandelten bzw. DMSO-Kontrolle. 

Diese Ergebnisse und die Ergebnisse dieser Arbeit passen somit zu der zuvor genannten Funktion von 

VCP Ubiquitinketten für Protein-Protein- oder Protein-DNA-Interaktion zu entfernen. In kolorektalen 

Karzinomzellen scheint VCP also für die Deubiquitinierung von Proteinen verantwortlich zu sein. Dies 

könnte einerseits der Verhinderung von Degradation dienen, andererseits könnte die Deubiquitinierung 

bei VCP-Überexpression auch die DNA-Schadensantwort und Reparatur initiieren und ermöglichen. 

Diese These würde zu der zuvor beobachteten Vermehrung der DNA-Schäden nach VCP-Inhibition 

passen. So würde eine VCP-Überexpression in kolorektalen Karzinomzellen zu vermehrter 
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Deubiquitinierung und daraus resultierend zu vermehrter DNA-Reparatur führen, was letztlich die 

DNA-Schäden minimieren würde und die Viabilität der Zellen und die Progression von 

Kolonkarzinomen ermöglichen würde. 

 

4.4. Unfolded Protein Response 

Durch die zellulären Funktionen von VCP und  die Aktivierung des UPS werden verschiedene weitere 

zelluläre Funktionen wie Autophagie, Apoptose und auch die ERAD getriggert (Abb. 3). Wie bereits 

vorherige Ergebnisse zeigten, induziert eine VCP-Inhibition Apoptose und Nekrose, einen 

Zellzyklusarrest und eine Proliferationsinhibition, minimal die Autophagie und auch eindeutig 

Ubiquitinierung. Alle diese Effekte könnten eine Folge der Initiierung des UPS sein. 

Alle drei UPS-Signalwege werden durch ER-Stress aktiviert. Das wird im ersten Signalweg vom 

Stresssensor IRE1α, Inositol-requiring protein 1α, wahrgenommen. Als Folge davon kommt es zur 

Dimerisierung und Autophosphorylierung von IRE1α. Daraufhin wird die RNase-Aktivität des Sensors 

aktiviert, die dann die ungespleißte XBP1-mRNA (XBP1u) zu einem aktiven Transkriptionsfaktor 

XBP1s spleißt, der dann die Transkription von Zielgenen für ERAD, die Phospholipidsynthese und die 

Proteinqualitätskontrolle ermöglicht. 

In der zweiten Signalkaskade löst ER-Stress ebenfalls eine Dimerisierung und Autophosphorylierung 

von PERK aus. Der damit aktivierte Stresssensor phosphoryliert anschließend eIF2α, den eukaryotic 

translation initiator factor 2α, was eine Translation des Transkriptionsfaktors ATF4 ermöglicht. 

Zielgene, die durch ATF transkribiert werden, sind bei der Autophagie, Apoptose und dem Aminosäuren 

Metabolismus beteiligt. 

Im letzten Signalweg führt ER-Stress zu einer Translokation von ATF6 aus der ER-Membran in den 

Golgi Apparat mithilfe des Coat Protein II, COPII. Im Golgi Apparat wird ATF durch Site 1 und Site 2 

Proteasen (S1P, S2P) geschnitten und das cytosolische Domäne-Fragment (ATF6f) entlassen. ATF6f 

dient als Transkriptionsfaktor für Gene der ERAD und auch für XBP1 (Hetz 2012).  
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Abbildung 18: schematische Darstellung aller drei Wege des Unfolded Protein Systems. Nach (Hetz 2012), erstellt durch 

BioRender.com 

 

Die Ergebnisse dieser Arbeiten zeigten eine Induktion des zweiten und dritten Arms der UPR auf RNA-

Ebene. Auffällig war hier allerdings, dass der Effekt für HCT-116 Zellen deutlicher ausfiel als für RKO 

Zellen. In den RKO Zellen wurde die UPR vor allem durch die siRNA-Transfektion verursacht und nur 

sehr geringfügig durch den Inhibitor. Auf Proteinebene war lediglich für siRNA-transfizierte HCT-116 

Zellen eine erhöhte ATF4-Expression darstellbar. Das Spaltprodukt von ATF6 war nur sehr schwach 

nachweisbar und nicht konstant, was die teilweise sehr große Standardabweichung erklärt. Es scheint 

also durch eine Inhibition von VCP zu einer Induktion der UPR zu kommen, allerdings teilweise nur 

schwach und unbeständig.  

In AML-Zelllinien konnte bereits durch den VCP-Inhibitor CB5083 gezeigt werden, dass es zu einer 

Überexpression von PERK, IRE1α und dem Chaperon BiP kommt (Szczęśniak et al. 2022). Noch 

deutlicher zeigte es Li et al. Hier konnte in Mammakarzinom Zelllinien sowohl auf RNA- als auch auf 

Proteinebene eine zeit- und dosisabhängige Induktion der UPR nach VCP-Inhibitor Eeyarestatin1- und 

NMS873-Behandlung gezeigt werden. Auffällig war hier allerdings, dass CHOP, das Zielgen des 

zweiten UPR-Weges, nur nach sehr hohen Inhibitordosen nachgewiesen werden konnte (Li et al. 2021).  

Ein Review aus dem Jahr 2021 fasst die Rolle der UPR in Krebszellen gut zusammen. Dabei wird die 

UPR grundsätzlich als „zweischneidiges Schwert“ beschrieben (Huang et al. 2021). Einerseits wird 

beschrieben, dass eine Inhibition der UPR zu einer Verlangsamung der Progression und Metastasierung 

führt (Lee et al. 2014). Eine Aktivierung von IRE1α kann beispielsweise die Expression von XBP1s 

fördern und dadurch ERAD und damit Überleben von Zellen ermöglichen (Maurel et al. 2015). 
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Außerdem können Krebszellen durch Übertragung von ER-Stress auf Immunzellen diese so modulieren, 

dass ein Überleben der Krebszellen selbst ermöglicht wird (Mahadevan et al. 2012). Auch unter Hypoxie 

oder Nährstoffmangel kann PERK das Überleben von Krebszellen verlängern (Ranganathan et al. 2006). 

PERK führt daneben über die Induktion der Expression des vascular endothelial growth factor (VEGF) 

zu vermehrter Vaskularisierung und Angiogenese (Macarulla et al. 2020). Allerdings führt CHOP, die 

Zielstruktur des PERK-Weges, auch über die Bildung von sogenannten reactive oxygen species (ROS) 

zu andauerndem ER-Stress und damit zum Zelltod. Grundsätzlich kann CHOP zur Aktivierung 

proapoptotischer und Hemmung antiapoptotischer Faktoren führen (Puthalakath et al. 2007; 

McCullough et al. 2001).  

In Kolonkarzinomen speziell spielt beispielsweise das zur Heat shock protein 70 Familie gehörende 

Chaperon BiP eine Rolle. Dabei kann es einerseits die Entwicklung in frühen Stadien durch die 

Induktion eines Ruhezustandes hemmen, andererseits kann es in bereits fortgeschrittenen Stadien das 

Überleben, die Progression und die Metastasierung fördern (Arap et al. 2004; Dong et al. 2008; Dong et 

al. 2011).  

Für den IRE1α-Weg konnte im Mausmodell bereits gezeigt werden, dass es durch Rekrutierung des 

Adaptorproteins TRAF2 und dessen Interaktion mit JNK zu einer Caspase 12-Aktivierung und somit 

zur Apoptose kommt (Yoneda et al. 2001). Außerdem scheint IRE1α essentiell für die Angiogenese in 

kolorektalen Karzinomzellen zu sein. Eine Überexpression des downstream Zielgens von IRE1α XBP1 

fördert die Invasion der Krebszellen, wohingegen ein siRNA-vermittelter Knockdown von XBP1 den 

VEGF Rezeptor-2 und damit die Angiogenese hemmt (Mhaidat et al. 2015). 

Das zeigt wie ambivalent eine Aktivierung der UPR wirken kann. Im Rahmen dieser Arbeit kam es nach 

VCP-Knockdown auf RNA-Ebene zu einer Aktvierung des PERK- und des ATF6-Weges. 

Möglicherweise ist die zuvor beobachtete Viabilitäts- und Proliferationshemmung auf diese UPR-

Aktivierung zurückzuführen. Um dies zu bestätigen, müsste man allerdings noch weitere genauere 

Analysen anstellen und weitere funktionelle Assays durchführen. 

Aus den hier gewonnenen Ergebnissen kristallisiert sich VCP als gutes potentielles Zielgen für 

therapeutische Ansätze und Studien heraus. Es konnte gezeigt werden,  dass der Knockdown von VCP 

im kolorektalen Zellkulturmodell zu einer deutlichen Inhibition der Zellviabilität und Proliferation führt. 

Dies ist höchstwahrscheinlich auf die Induktion von DNA-Schäden und die daraus resultierende 

vermehrte Ubiquitinierung und die Induktion von Apoptose, Nekrose oder möglicherweise auch 

Nekroptose, eines Zellzyklusarrests und der Induktion der UPR und Seneszenz zurückzuführen. Diese 

neuen Daten könnten als Grundlage neuer Forschungsansätze fungieren und das Fundament für 

weiterführende Untersuchungen im Kontext neuer Therapiemöglichkeiten für Kolonkarzinome bilden. 
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4.5. Ausblick 

 

In dieser Arbeit kristallisierte sich VCP als potentieller prognostischer Marker und therapeutische 

Zielstruktur heraus und könnte einen neuen therapeutischen Weg darstellen. Allerdings sollten hierfür 

die hier gewonnenen und beschriebenen Ergebnisse vertieft werden. Dabei müssen einerseits die in vitro 

durchgeführten Versuche natürlich in einem Tierversuchsmodell in vivo überprüft werden. Anderseits 

könnten aber auch die einzelnen Effekte, die beobachtet wurden, näher untersucht und deren Grundlage 

analysiert werden. Beispielsweise stellt die Untersuchung von Signalwegen einen wichtigen Aspekt dar. 

Es konnte bereits gezeigt werden, dass VCP in Osteosarkomzellen Metastasierung über den NFkB 

Signalweg fördert (Asai et al. 2002). Dabei degradiert VCP den NFkB-Inhibitor IkBa, wodurch es zur 

erhöhten Expression von Genen kommt, die Zellwachstum fördern und Apoptose inhibieren. Dieser 

Effekt konnte auch bereits in vivo für IBMPFD gezeigt werden (Custer et al. 2010). In kolorektalen 

Karzinomzellen konnte gezeigt werden, dass die Ubiquitin-specific protease (USP11) in Abhängigkeit 

von VCP Autophagie über den mTOR-Signalweg reguliert (Sun et al. 2021). Daher wären weitere 

Untersuchungen ein interessanter weiterer Weg, um genauere Einblicke und Erkenntnisse über die 

Funktionsweise von VCP in kolorektalen Karzinomzellen gewinnen zu können und damit neuen 

Therapieansätzen näher zu kommen.  
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5. Zusammenfassung 
 

Kolonkarzinome sind weltweit die dritthäufigste und zweittödlichste Krebserkrankung. Dabei sind 

Menschen, die sich nur geringfügig körperlich betätigen, viel Salz und rotes Fleisch konsumieren, aktiv 

oder passiv rauchen, übergewichtig oder familiär prädispositioniert sind, besonders gefährdet für die 

Entwicklung eines Kolonkarzinoms. Diese Entwicklung dauert meist mehrere Jahre und setzt 

verschiedene Mutationen und Verluste von Genen voraus, die aus einem Polypen ein metastasierendes 

und invasives Karzinom werden lassen. Die Statistik und die Prognose von etwa 3,2 Millionen neuer 

CRC Fälle für das Jahr 2040 machen die Dringlichkeit neuer Therapie- und Diagnosemöglichkeiten 

deutlich.   

Ein shRNA Library Screening in Pankreaskarzinom-Zelllinien brachte VCP als potentielles Zielgen für 

zielgerichtete Therapiemöglichkeiten hervor. VCP, das valosine-containing protein, ist ein Chaperon, 

das an verschiedenen zellulären Prozessen beteiligt ist. Beispielsweise ist es essentiell für die 

proteasomale Degradation fehl- oder ungefalteter Proteine und spielt auch bei der Ubiquitinierung eine 

Rolle. Wie bereits einige Publikationen zeigen konnten, ist VCP in verschiedenen Tumorentitäten 

überexprimiert und geht mit einer schlechteren Prognose einher. In Gewebeproben von Kolonkarzinom 

Patienten konnten Analysen der Datenbanken TGAC und GTEx ebenfalls eine VCP-Überexpression 

zeigen. Welche Rolle das überexprimierte VCP in kolorektalen Krebszellen spielt und wie es Viabilität, 

Proliferation und Progression von Kolonkarzinomen beeinflusst, ist allerdings noch unklar.  Daher 

stellen weitere Untersuchungen zu der zellulären Funktion von VCP in kolorektalen Krebszellen einen 

interessanten Ausgangspunkt dar.  

Ziel dieser Arbeit war es die zellulären Effekte einer Herunterregulierung von VCP in verschiedenen 

Prozessen zu analysieren, um so erste Aussagen über die Funktion von VCP im Kolonkarzinom, über 

die Wirkung der Überexpression von VCP im Kolonkarzinom und über VCP als potentieller Bio-, 

Diagnose- und Prognosemarker im Kolonkarzinom treffen zu können.  

Hierfür wurden zunächst Viabilitäts- und Proliferationsanalysen durchgeführt, die zeigen konnten, dass 

ein VCP-Knockdown sowohl Viabilität als auch Proliferation signifikant hemmt. Weiter konnte gezeigt 

werden, dass es durch einen Knockdown von VCP zu einer Induktion von DNA-Schäden, der Apoptose, 

eines Zellzyklusarrest und partiell der UPR kommt. Außerdem scheint VCP an der Deubiquitinierung 

von Proteinen beteiligt zu sein. Eine Induktion der Autophagie konnte in dieser Arbeit nicht bestätigt 

werden.  

Diese Daten eröffnen einen neuen, bisher unklaren Blickwinkel auf potentielle Therapiemöglichkeiten 

und VCP als Prognosemarker im kolorektalen Karzinom. Es wurde gezeigt, dass VCP an diversen 

zellulären Prozessen beteiligt ist und maßgeblich zur Aufrechterhaltung der  Viabilität und Proliferation 

beiträgt. Alles in allem deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass VCP auch im Kolonkarzinom als 
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prognostischer und therapeutischer Biomarker fungieren könnte und diese Daten als vielversprechende 

Grundlage für weiterführende Untersuchungen dienen könnten. 
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6. Summary 
 

Colorectal cancer is the third most common and second most lethal cancer worldwide. Risk factors for 

developing CRC are low physical activity, high consumption of red meat and salt, smoking, adiposity 

and familiar predisposition. The development from a small polyp to an invasive metastatic carcinoma 

takes years and presumes losses and mutations of various genes. The prognosis of about 3,2 million new 

diagnosed CRC cases in 2040 reveals the urgency for new therapy and diagnostic possibilities.  

In a previous project a shRNA library screening in pancreatic cancer cell lines identified VCP as a 

potential new target for targeted therapies. VCP, the valosine-containing protein, is a chaperon, which 

takes part in different cellular processes, e.g. the proteasomal degradation of mis- and unfolded proteins 

or ubiquitination. A few publications already showed an overexpression of VCP in various tumor 

entities. This overexpression was shown to correlate with a poor prognosis. Databank analysis of CRC 

patient tissue samples also revealed VCP overexpression. The role of this overexpression in CRC and 

how it affects its viability, proliferation and progression remains unclear. Therefore, further analysis 

about the cellular functions of VCP in CRC represent an interesting starting point. 

The aim of this dissertation was to determine the cellular effects of a VCP knockdown on various 

processes. On the basis of this, statements should be made about the functions of VCP in CRC, about 

the effect of a VCP overexpression in CRC and if VCP could also serve as a diagnostic and prognostic 

biomarker in CRC cells.  

For this, viability and proliferation assays were performed. This showed that VCP seems to be essential 

for and CRC cell viability and proliferation. Further, it could be demonstrated that a VCP knockdown 

also seems to induce DNA damage, apoptosis, cell cycle arrest, senescence and partly UPR. An 

induction of autophagy could not be shown. 

These data reveal a new, until now unclear perspective on potential new therapy approaches and VCP 

as prognostic marker in CRC. It was shown that VCP takes part in various cellular processes and that 

VCP is significantly involved in the maintenance of viability and proliferation of CRC cells. In 

conclusion, these results could be a first evidence for VCP as therapeutic and prognostic biomarker and 

could also be a promising basis for further analysis.  
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7. Appendix 
 

 

Abbildung A 1: Western Blot Quantifizierung Western Blot 48h nach CB5083-Behandlung auf angegebene Marker, s. Abb.10 

B. n=3; die Auswertung erfolgte mittels ImageJ und GraphPad Prism. Darstellung der Mittelwerte ± Stabw; Statistische 

Auswertung mittels zweiseitigem ungepaartem Students t-Test, verglichen mit unbehandelter Kontrolle. ns= nicht signifikant, 

* für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** für p≤0,001, **** für p≤0,0001 
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Abbildung A 2: Viabilitätsinhibition nach VCP-Knockdown MTT Assay 72h nach siRNA-Transfektion; n=3; die Auswertung 

erfolgte mittels GraphPad Prism. Darstellung der Mittelwerte ± Stabw; Statistische Auswertung mittels zweiseitigem 

ungepaartem Students t-Test, verglichen mit unbehandelter Kontrolle. ns= nicht signifikant, * für p≤0,05, ** für p≤0,01, *** 

für p≤0,001, **** für p≤0,0001 
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7.4. Ehrenwörtliche Erklärung 

 


