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1. Einleitung 

1.1. TRIM Proteine und ihre Bedeutung bei der Tumorgenese 

1.1.1. Struktureller Aufbau von Mitgliedern der TRIM Proteinfamilie 

Die Mitglieder der TRIM (tripartite motif) Proteinfamilie gehören zu einer großen Gruppe 

von Proteinen, die sich durch ihre hoch konservierte und charakteristische N-terminale 

Struktur auszeichnen. In der Orientierung vom N- zum C-Terminus setzt sich diese aus drei 

(tripartite, dreigliedrig) Zink-bindenden Domänen zusammen, der RING-Domäne (really in-

teresting new gene), ein bis zwei B-Box-Domänen (B1 und B2) und der CC-Domäne (coiled-

coil) (Abbildung 1). Aufgrund dieser charakteristischen Struktur werden TRIM Proteine auch 

als RBCC-Proteine (RING finger, B-box, coiled-coil) bezeichnet. Der C-Terminus der TRIM 

Proteine ist variabel.1-3 Aktuell sind mehr als 70 verschiedene TRIM Proteine bekannt, die 

anhand der Struktur ihres C-Terminus in 11 Subfamilien (C-I bis C-XI) eingeteilt werden. Im 

Gegensatz dazu gibt es auch TRIM Proteine, die nicht in die Klassifikation miteinbezogen 

werden, da sie keine RING-Domäne besitzen.4-6 Die Domänen der TRIMs definieren nicht 

nur ihre Zugehörigkeit zur TRIM Proteinfamilie, sondern ermöglichen ihnen auch ver-

schiedenste Funktionen.7 RING-Fingerproteine besitzen bekannterweise eine Ubiquitin-

Ligaseaktivität.8 Auch für die RING-Domäne einiger TRIM Proteine konnte die E3-Ubiquitin-

Ligaseaktivität belegt werden, wie z.B. für TRIM5α, TRIM8, TRIM11, TRIM21, TRIM22 und 

TRIM25.5 Bei den B-Box-Domänen werden zwei unterschiedliche Typen unterschieden, B-

Box Typ 1 und B-Box Typ 2. Beide bestehen aus ternären Strukturen, die strukturell der 

RING-Domäne ähneln.9,10 Aufgrund dieser strukturellen Ähnlichkeit wird angenommen, 

dass B-Box-Domänen die E3-Ligaseaktivität der RING-Domäne verstärken.6 Des Weiteren ist 

bekannt, dass manche TRIMs, wie z.B. TRIM16, trotz ihrer fehlenden RING-Domäne eine 

Ubiquitin-Ligaseaktivität aufweisen. Diese wird den strukturell ähnlichen B-Boxen zuge-

schrieben.11 Die CC-Domäne ist dagegen für Protein-Protein-Interaktionen durch Homo- 

bzw. Hetero-Oligomerisierung und die zelluläre Kompartimentierung der TRIM Proteine von 

Bedeutung.1 Die C-terminale Region der TRIM Proteine ist für die Substraterkennung ver-

antwortlich.12  
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Abbildung 1. Klassifikation der TRIM Proteinfamilie 
Die meisten TRIM Proteine besitzen eine typische N-terminale Struktur, bestehend aus einer RING-Domäne, ein bis zwei 
B-Box-Domänen (B1 und B2) und einer CC-Domäne. Basierend auf ihrer variablen C-terminalen Domäne werden TRIM 
Proteine in 11 Subfamilien eingeteilt (C-I bis C-XI). Zusätzlich gibt es eine nicht separat klassifizierte Gruppe, welche keine 

RING-Domäne aufweist (modifizierte Abbildung aus Crawford et al. 20186). 

1.1.2. Rolle der TRIM Proteine beim proteasomalen Abbau 

Ein zentraler Prozess beim proteasomalen Abbau in eukaryotischen Zellen ist die Ubiquiti-

nierung durch das sogenannte Ubiquitin-Proteasom-System (UPS).13 Ubiquitinierung zählt 

zu den posttranslationalen Modifikation von Proteinen.14 Das UPS besteht aus einer Reihe 

von Enzymen, den Ubiquitin-aktivierenden Enzymen (E1), den Ubiquitin-konjugierenden 
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Enzymen (E2) und den Ubiquitin-Ligasen (E3).15-17 Es gibt über 600 E3-Ubiquitin-Ligasen, 

welche in drei Klassen eingeteilt werden: RING (really interesting new gene), HECT (homo-

logous to E6-AP C-Terminus) and RBR (RING-between-RING).18 RING-Proteine repräsentie-

ren die größte Klasse der E3-Ligasen und innerhalb der RING-E3-Ligasen stellen TRIM Pro-

teine die größte Subfamilie dar.6,19 Bei der Ubiquitinierung wird das Ubiquitin zunächst 

durch ein E1-Enzym aktiviert, unter ATP-Verbrauch bildet sich ein E1-Ubiquitin Thioester 

(Abbildung 2). Das aktivierte Ubiquitin wird sodann auf das E2-Enzym übertragen. Die RING-

E3-Ligasen binden schließlich den E2-Ubiquitinkomplex und ihr Substrat, auf diese Weise 

können sie den Transfer des Ubiquitins vom E2-Enzym auf einen Lysinrest des Substrats 

unter Ausbildung einer Isopeptidbindung katalysieren.15-17  

 

Abbildung 2. Ubiquitinierungsmechanismen und ihre Rolle beim proteasomalen Abbau 
Die Ubiquitinierung erfolgt durch E1-, E2- und E3-Enzyme entsprechend des gezeigten Schemas. Die Reaktionskette kann 
einfach (Monoubiquitinierung) oder mehrfach (Polyubiquitinierung) durchlaufen werden. In Abhängigkeit der Ubiquitin-
verbindungen werden polyubiquitinierte Proteine entweder dem proteasomalen Abbau zugeführt (K48-Verbindungen) 

oder erfüllen nicht proteolytische Funktionen (K63-Verbindungen) (modifizierte Abbildung aus Gong et al. 201520). 

Im Rahmen der Polyubiquitinierung wird Ubiquitin selbst an sieben verschiedenen Lysinres-

ten (K6, K11, K27, K29, K33, K48 und K63) oder einem Methioninrest (M1) ubiquitiniert.21 

Dabei führt beispielsweise die Polyubiquitinierung mit K48-Ubiquitin-Verbindungen zur 

proteasomalen Degradation durch das 26S-Proteasom.22 Die Ubiquitinierung ist aber nicht 

nur für die Proteinqualitätskontrolle von Bedeutung. Auch für die Regulation von Protein-
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Protein-Interaktionen, der Aktivität und Lokalisation von Proteinen und für intrazelluläre 

Prozesse, wie z.B. Rezeptorinternalisierung und Regulation von Signalmolekülen,  spielt die 

Ubiquitinierung eine Rolle.19,23 Die Polyubiquitinierung mit K63-Verknüpfungen zwischen 

den Ubiquitinmolekülen führt in der Regel zur funktionellen Aktivierung des Proteins24 und 

vermittelt so außer der Degradation durch das 26S-Proteasom z.B. die Regulation von vesi-

kulären Transportmechanismen, Proteinkinaseaktivierung, DNA-Reparatur und Chromati-

numstrukturierung.22,25 Im Rahmen posttranslationaler Modifikationen sind E3-Ligasen ne-

ben der (Poly-) Ubiquitinierung auch für den Transfer Ubiquitin-ähnlicher Proteine wie 

SUMO (small ubiquitin-related modifier), ISG15 (interferon-stimulated gene 15) und Nedd8 

(neuronal precursor cell-expressed developmentally down-regulated protein 8) verantwort-

lich.26,27 TRIM Proteine vermitteln als E3-Ubiquitinligasen interessanterweise nicht nur die 

Ubiquitinierung und ubiquitin-ähnliche Modifikationen, sondern auch die direkte Regula-

tion von Nukleinsäuren.19,28  

1.1.3. TRIM Proteine als Modulatoren onkogener Signalprozesse in gastrointestina-
len Tumoren  

TRIM Proteine nehmen eine Vielzahl unterschiedlicher regulatorischer Funktionen in zellu-

lären Prozessen ein, wie z.B. bei der Proliferation,29 der Migration,29 dem Zellzyklus,30 der 

Proteinqualitätskontrolle, der intrazellulären Signaltransduktion, der Apoptose, dem ange-

borenen Immunsystem, der Autophagie und der Karzinogenese.22,31 So können TRIMs bei-

spielsweise über die Beeinflussung verschiedener für die Tumorgenese relevanter Signal-

prozesse in die Tumorentwicklung und -progression eingreifen. Hierbei führen sie sowohl 

onkogene als auch tumorsuppressive Funktionen aus.19,31 Interessanterweise nehmen man-

che TRIMs eine duale Rolle ein, dasselbe TRIM Protein wirkt in Abhängigkeit des Tumortyps 

als Onkogen oder als Tumorsuppressor.19 In Tumoren sind onkogene TRIM Proteine in der 

Regel vermehrt exprimiert, während tumorsuppressive TRIM Proteine eine verminderte Ex-

pression aufweisen.19,22 Die Überexpression onkogener TRIMs korreliert dabei mit einem 

verminderten Langzeitüberleben von Tumorpatienten und einer erhöhten Tumorrekur-

renz.19 Durch Modulation onkogener Signalprozesse spielen TRIM Proteine auch in der Ent-

wicklung und Progression gastrointestinaler Tumoren eine wichtige Rolle19: Die 
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betreffenden TRIM Proteine regulieren z.B. den Abbau und die Aktivität des Tumorsuppres-

sors p53. Über p53 regulierte Signalwege induzieren u.a. einen Zellzyklusarrest mit folgen-

der Apoptose bei irreparablen DNA-Schäden und regulieren dadurch Zellzyklus, Apoptose 

und genomische Stabilität.32 Die Hemmung von über p53 vermittelten Signalwegen ist da-

her mit Tumorgenese und Therapieresistenz (s. 1.2.3) assoziiert.33 TRIM24 fördert als onko-

gene E3-Ubiquitinligase bekanntermaßen die Degradation von p53 über Polyubiquitinie-

rung und proteasomalen Abbau.34 Das ebenfalls onkogene TRIM25 vermindert hingegen die 

transkriptionelle Aktivität von p53 über Hemmung der für die Rekrutierung von Koaktiva-

toren und Histonacetyltransferasen benötigten Acetylierung von p53.35 Des Weiteren neh-

men TRIM Proteine Einfluss auf den für die Proliferation, Migration und Zelladhäsion wich-

tigen Wnt/β-Catenin-Signalweg.36 Die Induktion des Signalwegs erlaubt die Dissoziation des 

Koaktivators β-Catenin vom sog. „β-catenin destruction complex“. β-Catenin transloziert da-

raufhin in den Kern und fördert beispielsweise die Transkription von Genen, welche für die 

Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) von Bedeutung sind.19 EMT bezeichnet den 

Übergang von Epithelzellen in Zellen mit mesenchymalen Eigenschaften und leistet einen 

wesentlichen Beitrag zur Tumorinvasion und -metastasierung.37 Aufgrund der verschiede-

nen onkogenen Funktionen des Wnt/β-Catenin-Signalweges, ist seine Dysregulation häufig 

mit verschiedenen Malignomen einschließlich gastrointestinalen Tumoren assoziiert.36,38 

Das onkogene Protein TRIM29 kann über zwei Mechanismen die konstitutive Überaktivie-

rung des Wnt/β-Catenin-Signalweges in Kolorektalkarzinomzellen induzieren: 1. Direkt über 

die Hemmung der β-Catenin Phosphorylierung durch Phosphorylierung der Kinase GSK3β 

(glycogen synthase kinase 3 β). 2. Indirekt über die Expressionssteigerung des multifunkti-

onellen Transmembranproteins CD44, welches wiederum im Zusammenhang mit einer ver-

mehrten Phosphorylierung von GSK3β und dadurch verringerten β-Catenin Phosphorylie-

rung steht. Durch beide Mechanismen wird β-Catenin letztendlich vermindert proteasomal 

abgebaut, mit dem Ergebnis, dass es sich im Zellkern anreichert und dort seine Funktion als 

transkriptioneller Koaktivator von u.a. für die EMT relevanten Genen verstärkt.39 Darüber 

hinaus spielen TRIM Proteine eine wichtige Rolle bei der Regulation des TGFβ/Smad-Signal-

weges (TGFβ, transforming growth factor β). Die Aktivierung des Signalweges erfolgt durch 
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Bindung eines Mitglieds der TGFβ-Superfamilie an einen entsprechenden Rezeptor und 

führt zur Phosphorylierung von R-Smad Proteinen (receptor-regulated Smad), die gemein-

sam mit dem Co-Smad Protein (common-mediator Smad) Smad4 transkriptionell aktive 

Komplexe bilden. Diese translozieren in den Zellkern und induzieren die Transkription TGFβ-

kontrollierter Zielgene. Die TGFβ-Superfamilie besteht aus verschiedenen von der Zelle se-

zernierten Cytokinen, die u.a. bei der Regulation von Zelldifferenzierung, Proliferation, Mig-

ration und Apoptose beteiligt sind.40 Eine Dysregulation des TGFβ-Signalweges ist daher mit 

verschiedenen Erkrankungen sowie Tumorgenese assoziiert.41 TRIM47 steigert beispiels-

weise die Ubiquitinierung und Degradation von Smad4 in Kolorektalkarzinomzellen, was zur 

Hochregulation des Cytokins CCL15 (C-C motif chemokine ligand 15) führt. CCL15 induziert 

nachfolgend die Proliferation und Invasion der Zellen über den CCL15-CCR1-Signalweg 

(CCR1, C-C chemokine receptor type 1).42 Ein weiterer in Tumoren häufig fehlerhaft regu-

lierter Signalprozess ist der PI3K/Akt-Signalweg. Bei Induktion dieses Signalweges wird die 

Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) durch Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) oder das monomere 

G-Protein Ras aktiviert. PI3K phosphoryliert infolgedessen Phosphatidylinositol-4,5-Bis-

phosphat (PIP2) mit Bildung von Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat (PIP3), welches 

die Serin/Threoninkinase Akt (Proteinkinase B, PKB) rekrutiert. Akt wird mittels Phosphory-

lierung durch PDK1 (phosphoinositide-dependent kinase-1) aktiviert und fördert schließlich 

über verschiedene zelluläre Mechanismen die Proliferation und das Zellüberleben.43 Auch 

auf diesen onkogenen Signalweg können einige TRIM Proteine einen regulatorischen Ein-

fluss nehmen. TRIM14 vermittelt beispielsweise die vermehrte Ubiquitinierung und Degra-

dation der Phosphatase PTEN (phosphatase and tensin homolog).44 PTEN dephosphoryliert 

PIP3 zu PIP2 und wirkt somit als PI3K-Antagonist.19 Der vermehrte Abbau von PTEN durch 

TRIM14 führt zu einer Enthemmung des PI3K/Akt-Signalweges und fördert auf diesem 

Wege die Proliferation und Apoptosehemmung in Kolorektalkarzinomzellen.44 Schließlich 

spielen TRIM Proteine bei der konstitutiven Überaktivierung proinflammatorischer Signal-

wege eine Rolle, welche insbesondere über die Transkriptionsfaktoren STAT3 (signal trans-

ducer and activator of transcription 3) und NF-κB (Nuclear factor-κB) vermittelt werden.19 

Die Überaktivierung des STAT3- bzw. NF-κB-Signalweges kann zur chronischen Entzündung 
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und der Entwicklung Entzündungs-induzierter Tumore, wie z.B. dem Colitis-assoziierten Ko-

lonkarzinom, beitragen. Auch das sporadisch auftretende kolorektale Karzinom ist häufig 

mit der konstitutiven Aktivierung der genannten proinflammatorischen Signalwege assozi-

iert.19,45-47 Die Induktion des STAT3-Signalweges aktiviert mit den entsprechenden Rezepto-

ren assoziierte Januskinasen (JAKs), welche STAT3 phosphorylieren. Im weiteren Verlauf 

kommt es zu einer Dimerisierung von STAT3 und nach dessen Translokation in den Zellkern 

zur transkriptionellen Induktion von Genen, die insbesondere Prozesse wie Proliferation, 

Migration, Invasion, Angiogenese, Immunsuppression und das Zellüberleben fördern.48-50 

Der STAT3-Signalweg wird über Tyrosin-Phosphatasen, wie z.B. Shp2 (SH2 containing pro-

tein tyrosine phosphatase-2), negativ reguliert. In diesem Zusammenhang induziert z.B. 

TRIM52 durch die vermehrte Polyubiquitinierung und proteasomale Degradierung von Shp2 

eine verstärkte Aktivierung des STAT3-Signalweges.51 Der proinflammatorische NF-κB-Sig-

nalweg wird hingegen über dimere Transkriptionsfaktoren der NF-κB-Proteinfamilie vermit-

telt. Die Induktion des klassischen (kanonischen) NF-κB-Signalweges führt zu einer Phos-

phorylierung und nachfolgenden proteasomalen Degradation des Inhibitors von NF-κB 

(IκB), welche durch die aktivierte IκB Kinase (IKK) vermittelt wird. Der aktivierte Transkrip-

tionsfaktor NF-κB transloziert daraufhin in den Zellkern, wo er die Transkription von ver-

schiedenen NF-κB-Zielgenen induziert. Die meisten der bislang identifizierten Zielgene von 

NF-κB besitzen ein hohes onkogenes Potential, indem sie beispielsweise bei der Regulation 

der Zellproliferation, Migration, Entzündung oder des Zellüberlebens beteiligt sind.47,52-54 

Im Rahmen dieses Signalweges können TRIM Proteine in verschiedenen Prozessen regula-

torisch eingreifen.55 TRIM31 steigert beispielsweise die Expression der Cytokine Tumornek-

rosefaktor (TNF), Interleukin-1β und Interleukin-6, welche den NF-κB-Signalweg aktivieren. 

Anhand der gesteigerten Aktivierung des NF-κB-Signalweges kann TRIM31 u.a. die Invasion 

und Metastasierung von Kolorektalkarzinomzellen fördern.56 Neben den zahlreichen tu-

morfördernden Eigenschaften können einige Mitglieder der TRIM Proteinfamilie allerdings 

auch tumorhemmende Funktionen vermitteln. Ein bekanntes Beispiel hierfür ist TRIM67. In 

Kolorektalkarzinomzellen stört TRIM67 den Abbau von p53 über Hemmung seiner Ubiquiti-

nierung durch die RING-E3-Ligase Mdm2 (mouse double minute 2 homolog).57 
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Zusammenfassend sind TRIM Proteine aufgrund der vielfältigen Bedeutung bei der Steue-

rung onkogener Signalprozesse und der nachgewiesenen häufig veränderten Expressions-

spiegel in Tumoren sowohl als frühe Tumormarker als auch für die Tumorbehandlung at-

traktive Zielproteine.19  

1.1.4. Funktionelle Rolle von TRIM25 bei der Immunabwehr und verschiedenen ma-
lignen Tumoren des Menschen 

TRIM25 gehört als Mitglied der TRIM Proteinfamilie zu den E3-Ubiquitinligasen.58,59 Die 

Struktur des TRIM25 Proteins ist durch die für die meisten TRIM Proteine typischen RING-

Domäne, zwei B-Box-Domänen (B1 und B2), einer CC-Domäne und der C-terminalen 

PRY/SPRY-Domäne charakterisiert.60 Innerhalb der TRIM Proteinfamilie wird TRIM25 der 

Gruppe C-IV zugeordnet (Abbildung 1). TRIM25 wurde ursprünglich als Estrogen-responsive 

Finger Protein (EFP) im Rahmen eines Screenings zur Identifizierung von humaner DNA, die 

mit hoher Affinität an Östrogenrezeptoren bindet, beschrieben.61 EFP ist ein Zielgen des 

Östrogenrezeptors ERα (estrogen receptor α), hierbei wird die Expression von EFP bekann-

termaßen nach Bindung von Östrogen an den entsprechenden Östrogenrezeptor indu-

ziert.61,62 Funktionell spielt EFP eine Schlüsselrolle bei der Östrogen-abhängigen Prolifera-

tion und Uterusentwicklung.58,62,63 Neben seiner Rolle bei der Entwicklung ist TRIM25 ins-

besondere bei der Immunabwehr und Krebs von Bedeutung.58 Im Rahmen des angeborenen 

Immunsystems vermittelt TRIM25 beispielsweise eine antivirale Immunantwort, welche 

insbesondere über eine an Lysin 63 (K63)-vermittelte Polyubiquitinierung von RIG-1 (re-

tinoic acid inducible gene 1) und einer darauffolgenden über RIG-1 induzierten Interferon-

synthese vermittelt wird. RIG-1 ist ein wichtiger cytosolischer PRR (pattern recognition re-

ceptor), welcher v.a. über die Erkennung von intrazellulären viralen RNAs bei Immunreakti-

onen des angeborenen Immunsystems eine tragende Rolle spielt. Bei einer viralen Infektion 

kann TRIM25 mithilfe seiner SPRY-Domäne an die N-terminale CARD (caspase recruitment 

domain)-Domäne von RIG-1 binden, wodurch es zum Transfer K63-verbundener Ubiquitin-

ketten kommt. Die K63-Polyubiquitinierung erleichtert die spezifische Interaktion von RIG-

1 mit seinen Adapterproteinen (MAVS, mitochondrial antiviral signaling protein), was letzt-

endlich zu einer Aktivierung des RIG-1-Signalweges und der damit verbundenen verstärkten 
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Synthese von Interferonen im Sinne einer Steigerung der antiviralen Immunantwort 

führt.64,65 Einige neuere Arbeiten stellen jedoch die Rolle von TRIM25 bei der Regulation des 

RIG-1-Signalweges infrage, da in verschiedenen experimentellen Ansätzen eine Abhängig-

keit der RIG-1-induzierten antiviralen Immunantwort von TRIM25 nicht bestätigt werden 

konnte.66-68 Diese Diskrepanzen lassen sich möglicherweise durch den Einsatz unterschied-

licher Viren bzw. Zelllinien sowie die Verwendung  isolierter RIG-1 CARD-Domänen bzw. des 

vollständigen RIG-1 Proteins in den jeweiligen experimentellen Ansätzen erklären.60,67 Eine 

weitere Funktion von TRIM25 in der Immunabwehr ist die Regulation der antiviralen Aktivi-

tät des Proteins ZAP (zinc finger antiviral protein). ZAP ist ein über Interferon induziertes 

Protein, welches die Replikation einiger Viren beispielsweise durch Bindung viraler mRNAs 

hemmt. Einerseits durch Hinderung der Translation, andererseits durch verstärkten Abbau 

der mRNA. Über verschiedene noch nicht vollständig entschlüsselte Mechanismen ist 

TRIM25 für die Entfaltung der antiviralen Funktionen von ZAP erforderlich.69,70 Auch in Be-

zug auf die Infektionskrankheit COVID-19 wurde TRIM25 als antivirales Protein identifiziert, 

wobei es nach Infektion mit SARS-CoV-2 zur reflektorischen Hochregulation von TRIM25 

kommt.71 Des Weiteren spielt TRIM25 im Rahmen der antiviralen Immunabwehr bei In-

fluenzavirusinfektionen eine Rolle. In diesem Zusammenhang wirkt TRIM25 als RNA-Binde-

protein (RBP, RNA-binding protein). TRIM25 bindet virale Ribonukleoproteine (vRNPs) des 

Influenza-A-Virus und verhindert damit die Anlagerung der viralen RNA an den Polymerase-

komplex. Auf diese Weise wird die RNA-Elongation und somit die Replikation des Influenza-

A-Virus gehemmt.72 Als RNA-Bindeprotein zellulärer mRNAs wurde TRIM25 erstmalig in 

HeLa-Zellen identifiziert.73 Die RNA-Bindung von TRIM25 wird bekanntermaßen durch seine 

PRY/SPRY-Domäne vermittelt und ist für die Ubiquitin-Ligaseaktivität gegenüber TRIM25 

selbst (Autoubiquitinierung) sowie gegenüber seinen Zielproteinen, wie z.B. ZAP, erforder-

lich.74,75 Zusätzlich ist die Fähigkeit zur RNA-Bindung beispielsweise für die antiviralen Funk-

tionen von TRIM25 wesentlich.75 Neben der PRY/SPRY-Domäne ist in menschlichen embry-

onalen Nierenzellen die CC-Domäne von TRIM25 für die RNA-Bindung notwendig.76 TRIM25 

nimmt als RBP verschiedenste Funktionen wahr. Zuvor identifizierte unsere Arbeitsgruppe 

TRIM25 beispielsweise als Caspase-2 und -7 mRNA-bindendes Protein in humanen 
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Kolonkarzinomzellen. Die RNA-Bindung durch TRIM25 hemmt in diesem Zusammenhang 

die Caspase-2/-7 Proteinexpression durch negative Regulation der Caspase-2 Translation 

bzw. Destabilisierung der Caspase-7 mRNA. Ein transienter TRIM25 Knockdown mit siRNA 

steigert daher die Caspase-2 und -7 Proteinexpressionsspiegel. Unsere Arbeitsgruppe 

konnte dabei zeigen, dass die erhöhte Caspasenexpression zur Sensitivierung der Kolonkar-

zinomzellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose führt. So lässt die nach-

gewiesene Hemmung der Caspasen durch TRIM25 auf einen „Überlebensmechanismus“ 

(Survival) der Tumorzellen durch Hemmung von Apoptose schließen, welcher zugleich dafür 

bekannt ist, zur Chemotherapieresistenz von Tumorzellen beizutragen (s. 1.2.3). Vor diesem 

Hintergrund stellt sich TRIM25 als mögliches therapeutisches Target in der Resensibilisie-

rung von Kolonkarzinomzellen gegenüber gängigen Chemotherapien heraus.77,78 Neben sei-

ner Bedeutung als RBP kann TRIM25 mithilfe seiner Zinkfinger-B-Box-Domänen mit DNA 

assoziieren. So bindet TRIM25 in Brustkrebszellen beispielsweise direkt an DNA sowie RNA 

und kontrolliert damit die Expression Metastase-relevanter Gene auf transkriptioneller und 

post-transkriptioneller Ebene.79 TRIM25 spielt eine bedeutende pathophysiologische Rolle 

bei verschiedenen malignen Tumoren des Menschen, wie z.B. bei Malignomen der Pros-

tata,59,80 der Leber,81,82 der Brust,62,79,83,84 des Ovars,85 des Endometriums,86-88 der Lunge,89 

des Magens90,91 und des Kolorektums.23,35,77 Interessanterweise sind für TRIM25 dabei in 

Abhängigkeit der Tumorart sowohl tumorfördernde23,62,77,80,81,84,89,90 als auch tumorsupp-

ressive82,91 Eigenschaften dokumentiert. Seine tumorigenen Eigenschaften sind indirekt 

auch dadurch belegt, dass TRIM25 in einigen humanen Tumoren erhöhte Expressionsspie-

gel aufweist,23,81,89,90,92 was mit einer schlechten Prognose bzw. einem verminderten Lang-

zeitüberleben der betroffenen Patienten korreliert.81,90 Für das kolorektale Karzinom konn-

ten TRIM25 bislang verschiedene onkogene Funktionen zugeordnet werden. Neben der be-

reits beschriebenen Rolle von TRIM25 bei der negativen Regulation von Caspase-2 und -7 

und deren Auswirkung auf die Apoptose und Chemotherapieresistenz in Kolonkarzinomzel-

len nimmt TRIM25 Einfluss auf den Zellzyklus. In der humanen Kolonkarzinomzelllinie 

HCT116 reduziert TRIM25 die p53-abhängige, durch DNA-Schäden induzierte Apoptose: 

TRIM25 hemmt an dieser Stelle die transkriptionelle Aktivität von p53 durch 
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Beeinträchtigung der für die Rekrutierung von Koaktivatoren und Histonacetyltransferasen 

benötigten Acetylierung von p53.35 Außerdem fördert TRIM25 durch Induktion des TGFβ-

Signalweges die Proliferation und Invasion von Kolorektalkarzinomzellen.23 Neben seiner 

funktionellen Bedeutung bei der Proliferation, Migration und Apoptose spielt TRIM25 über 

die Ubiquitinierung und proteasomale Degradation von 14-3-3σ eine Rolle bei der Regula-

tion des Zellzyklus in Brustkrebszellen.62 14-3-3σ ist ein durch p53 regulierter Tumorsupp-

ressor, welcher einen G2-Phasenarrest herbeiführen kann.93 Durch den verstärkten protea-

somalen Abbau von 14-3-3σ fördert TRIM25 das Fortschreiten des Zellzyklus und somit die 

Proliferation der Brustkrebszellen.62  

1.2. Apoptose und ihre Bedeutung bei der Therapieresistenz  

1.2.1. Struktur und Funktionen von Caspasen 

Caspasen (cysteine-dependent aspartate-specific protease) gehören zu einer Gruppe von 

Cysteinproteasen, die ihre Substrate C-terminal der Aminosäure Aspartat proteolytisch 

spalten.94 Sämtliche Caspasen werden zunächst als inaktive Zymogene (Procaspasen) syn-

thetisiert, um später durch gezielte Proteolyse aktiviert zu werden.95 Caspasen bestehen 

aus einer Prodomäne, einer großen (p20) und einer kleinen Untereinheit (p10).96,97 Anhand 

gemeinsamer Strukturmerkmale werden Initiatorcaspasen (Caspase-1, -2, -4, -5, -8, -9, -10, 

-11 und -12) von Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) unterschieden (Abbildung 3). Ini-

tiatorcaspasen liegen in ihrer inaktiven Form als Monomere vor und besitzen lange Prodo-

mänen, die typischerweise ein bis zwei Domänen vom DED-Typ (death effector domain) 

oder eine Domäne vom CARD-Typ (caspase recruitment domain) enthalten. Effektorcaspa-

sen zeichnen sich hingegen durch sehr kurze Prodomänen aus und liegen im Unterschied zu 

Initiatorcaspasen auch im inaktiven Zustand als Dimere vor.96 Die langen Prodomänen sind 

für Protein-Protein-Interaktionen von großer Bedeutung. Sie sind wesentliche strukturelle 

Voraussetzung dafür, dass Initiatorcaspasen zu apoptose- oder inflammasomrelevanten 

Komplexen (death- bzw. inflammation-inducing signaling complexes) rekrutiert werden. Im 

weiteren Verlauf kommt es dann zu einer Interaktion von Adapterproteinen mit den langen 

Prodomänen und zur Dimerisierung der Initiatorcaspasen, welche in ihrer Aktivierung re-

sultiert.98-100 Die darauffolgende Proteolyse ist hierbei nicht der entscheidende Schritt zur 



Einleitung 

12 
 

Aktivierung der Initiatorcaspasen, führt aber zu einer Stabilisierung der aktivierten Di-

mere.101-103 Effektorcaspasen, denen wie bereits erwähnt die langen Prodomänen fehlen, 

besitzen nicht die Fähigkeit zur Autoaktivierung. Ihre Aktivierung erfolgt stattdessen über 

die proteolytische Spaltung durch bereits aktivierte Initiatorcaspasen.100,101,104 Die proteo-

lytische Aktivierung von Procaspasen resultiert in der Abspaltung der Prodomäne sowie der 

Trennung der großen (p20) von der kleinen (p10) Untereinheit.96 Diese Untereinheiten bil-

den als heterotetramere Komplexe (p202-p102) die enzymatisch aktiven Caspasen.97,98 Ne-

ben der strukturellen Klassifizierung, können Caspasen anhand ihrer unterschiedlichen 

Funktionen in zwei Hauptgruppen eingeteilt werden (Abbildung 3): die apoptotischen 

Caspasen, bestehend aus Caspase-2, -3, -6, -7, -8, -9 und -10, und die inflammatorischen 

Caspasen, denen Caspase-1, -4, -5, -11 und -12 zugeordnet werden.96 Die apoptotischen 

Caspasen spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptoseinduktion und -exekution, während 

inflammatorische Caspasen insbesondere für die proteolytische Reifung proinflammatori-

scher Cytokine (v.a. von Pro-Interleukin-1β und Pro-Interleukin-18) durch Prozessierung 

während der Entzündung verantwortlich sind.94,96,105 Neben ihrer tragenden Rolle bei der 

Regulation von Apoptose und Entzündung, konnten einigen Caspasen weitere wichtige Kon-

trollfunktionen zugeschrieben werden, etwa bei der Regulation der Zelldifferenzierung, der 

Proliferation oder der Migration.96,106-108  

 

Abbildung 3. Klassifikation der Caspasen anhand ihrer Struktur und Funktion 
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Anhand ihrer Struktur werden Initiator- von Effektorcaspasen unterschieden, anhand ihrer Funktion hingegen apoptoti-
sche von inflammatorischen Caspasen. CARD, caspase recruitment domain; DED, death effector domain; L, large subunit; 

S, small subunit; L*, long form; S*, short form (modifizierte Abbildung aus Shalini et al. 2015109). 

1.2.2. Apoptose 

Apoptose beschreibt eine Form des programmierten Zelltods, die sich durch charakteristi-

sche morphologische Veränderungen der betroffenen Zellen sowie eine genau festgelegte 

Folge von energieverbrauchenden Prozessen auszeichnet. Die Apoptose spielt bei vielen 

physiologischen Prozessen eine bedeutende Rolle, u.a. bei der Aufrechterhaltung der Ho-

möostase von Zellpopulationen, der Gewebsumbildung während der Embryogenese und 

der Entwicklung des Immunsystems. Dagegen wird der Dysregulation von Apoptose eine 

wichtige Bedeutung bei der Pathogenese zahlreicher Krankheiten zugeschrieben, wie z.B. 

bei Autoimmunerkrankungen, neurodegenerativen Erkrankungen und insbesondere Krebs-

erkrankungen.110,111 Während des Apoptoseprozesses sind typische morphologischen Ver-

änderungen der Zellen in chronologischer Folge zu beobachten: Chromatinkondensation 

mit Pyknose und Zellschrumpfung, Bläschenbildung der Plasmamembran mit charakteristi-

scher Exposition des Membranlipids Phosphatidylserin an die äußere Membranoberfläche, 

Karyorrhexis und Bildung membranumhüllter apoptotischer Körperchen.110,112 Der abschlie-

ßende phagozytäre Verdau der apoptotischen Partikel durch benachbarte Zellen und/oder 

Makrophagen ist eine wichtige Voraussetzung dafür, dass es im Gegensatz zur Nekrose 

nicht zur Auslösung einer Entzündungsreaktion und der damit einhergehende Aktivierung 

des Immunsystems kommt.110,113,114 Die Initiation der Apoptose kann im Wesentlichen über 

zwei unterschiedliche Signalwege erfolgen: den extrinsischen Weg, der über Rezeptoren an 

der Zelloberfläche und einen extrazellulären Stimulus vermittelt wird, und den intrinsischen 

Weg, welcher über Freisetzung von mitochondrialen Substanzen wie z.B. Cytochrom c in-

duziert wird. Beide Signalwege werden durch eine proteolytische Caspasenkaskade vermit-

telt und teilen eine gemeinsame Endstrecke, die sog. „Exekutionsphase“.110,115,116 Der 

extrinsische Weg wird durch die Aktivierung sog. „Todesrezeptoren“ (death receptors) auf 

der Plasmamembran initiiert. Zu den Todesrezeptoren gehören Mitglieder der TNF (tumor 

necrosis factor)-Rezeptorfamilie, die mit entsprechenden zur TNF-Proteinfamilie gehören-

den Liganden interagieren.116,117 Einige Beispiele für Rezeptoren mit ihren Liganden sind: 
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TNFR1/TNFα (TNF-receptor 1), FasR/FasL, TRAILR1 (DR4)/TRAIL und TRAILR2 (DR5)/TRAIL 

(TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor 1 bzw. 2).118 Die Todesrezeptoren besitzen 

eine charakteristische, auf Protein-Protein-Interaktionen spezialisierte Domäne vom DD-

Typ (death domain), die essenziell an der Apoptoseinduktion beteiligt ist.119,120 Durch Bin-

dung spezifischer Liganden an die Todesrezeptoren werden Adapterproteine wie z.B. FADD 

(Fas-associated protein with death domain) über DD-DD-Interaktionen zwischen Adapter-

protein und Rezeptor rekrutiert. Das Adapterprotein bindet wiederum die entsprechenden 

Initiatorcaspasen (Procaspase-8 bzw. -10) und bildet so den death-inducing signaling com-

plex (DISC). Dieser Komplex ist Voraussetzung für die anschließende Autoaktivierung der 

Procaspase-8 bzw. -10 durch Dimerisierung und proteolytische Spaltung und führt letztend-

lich zur Aktivierung der Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7).116,121,122 Des Weiteren kann 

die aktivierte Caspase-8 das Protein Bid (BH3 interacting-domain death agonist), ein 

proapoptotisches Mitglied der Bcl-2-Proteinfamilie (B-cell lymphoma 2), spalten. Das dabei 

entstehende t-Bid (truncated Bid) induziert an Mitochondrien die Freisetzung apoptotischer 

Faktoren wie z.B. Cytochrom c durch einen Prozess, der als MOMP (mitochondrial outer 

membrane permeabilization) zusammengefasst wird. Es kommt zur Initiierung des intrinsi-

schen Weges, wodurch eine direkte Verbindung (Crosstalk) zwischen extrinsischem und 

intrinsischem Apoptoseweg ermöglicht wird.116,123,124 Die intrinsische Apoptose wird über 

die Wirkung von Mitochondrien und mitochondrialen Proteinen vermittelt und durch eine 

Vielzahl verschiedener intrazellulärer Stimuli induziert. Prominente Beispiele sind: DNA-

Schäden, oxidativer Stress, cytosolische Calciumüberladung und ER-Stress (Endoplasmati-

sches Retikulum).125,126 Dies ist ein Prozess, der u.a. durch fehlerhafte Proteinfaltungen im 

ER ausgelöst wird. Die Regulation der intrinsischen Apoptose erfolgt durch das Wechselspiel 

zwischen pro- und antiapoptotischen Proteinen der Bcl-2-Familie. Hierbei hemmen antia-

poptotische Proteine, wie z.B. Bcl-2, die Aktivität von proapoptotischen Proteinen, wie z.B. 

Bax (Bcl-2 associated X protein) und Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer 1).116 Apopto-

tische Stimuli führen in der Regel zu einer Aktivierung von proapoptotischen Bcl-2-Protei-

nen (z.B. Bax und Bak), insbesondere über ihre transkriptionelle Hochregulation durch den 

aktivierten Transkriptionsfaktor p53. Daneben spielen posttranslationale Modifikationen 
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wie Phosphorylierung eine wichtige Rolle bei der Aktivierung proapoptotischer Faktoren.127 

Innerhalb der äußeren Mitochondrienmembran kommt es zu einer Oligomerisierung der 

aktivierten proapoptotischen Proteine, was durch Permeabilitätssteigerung der äußeren 

Mitochondrienmembran (MOMP) eine gesteigerte Freisetzung von Proteinen des mito-

chondrialen Intermembranraumes, wie z.B. Cytochrom c, zur Folge hat.126,128-130 Cy-

tochrom c bildet im Cytosol gemeinsam mit Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-

1), dATP (Desoxyadenosintriphosphat) und zwei Molekülen Procaspase-9 einen Komplex, 

welcher als das sog. „Apoptosom“ zusammengefasst wird. In diesem Komplex wird Pro-

caspase-9 mittels proteolytischer Spaltung aktiviert. Caspase-9 kann daraufhin, ähnlich wie 

zuvor für Caspase-8 beschrieben, über die Aktivierung von Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 

und -7) die Exekutionsphase der Apoptose einleiten.116,131,132 Während der Exekutionsphase 

spalten und aktivieren die Effektorcaspasen verschiedene zelluläre Substrate und führen so 

den Zelltod herbei.126 Zu diesen Subtraten gehören beispielsweise Proteasen, die für den 

Abbau des Zellkerns und Cytoskeletts notwendig sind, sowie DNA-Reparaturenzyme wie 

Poly (ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP-1), dessen proteolytische Spaltung zur Inaktivierung 

des Enzyms führt.110,133  

1.2.3. Apoptosehemmung als Mechanismus der Chemotherapieresistenz 

Das Auftreten einer Therapieresistenz kann die Behandlung von Tumoren erheblich ein-

schränken. Dabei kann eine Vielzahl von unterschiedlichen Mechanismen zur Resistenz ge-

genüber verschiedenen Therapieformen, wie z.B. Chemotherapie, Radiotherapie oder ziel-

gerichteter Krebstherapie (targeted therapy), führen. Zur Chemotherapieresistenz kommt 

es beispielsweise im Rahmen der Multi Drug Resistance (MDR), welche häufig zum Versa-

gen von gängigen Krebstherapien beiträgt.134 Zu den prototypischen Mechanismen der 

MDR gehört die tumorzellspezifische Expressionssteigerung von Membrantransportprotei-

nen wie ABC (ATP binding cassette)-Transportern, zu denen auch das P-Glykoprotein zählt. 

Mitglieder dieser Klasse von Membranproteinen werden für das vermehrte Ausschleusen 

von Medikamenten aus Tumorzellen verantwortlich gemacht.77,135,136 Ein anderer Mecha-

nismus der Therapieresistenz ist die sog. „Immunevasion“, welche insbesondere bei der Re-

sistenzentwicklung gegenüber Immuncheckpoint-Inhibitoren eine Rolle spielt. Dabei 
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behindern die Tumorzellen beispielsweise durch genetische/epigenetische Veränderungen, 

welche die Neoantigenbildung, -präsentation und -prozessierung beeinträchtigen, ihre Er-

kennung und darauffolgende Eliminierung durch Zellen des Immunsystems.137 Auch die 

Hemmung von Apoptose leistet einen wesentlichen Beitrag zur Therapieresistenz von Tu-

morzellen.111,127,138 Apoptosehemmung ist eine der charakteristischen Eigenschaften von 

Tumorzellen (hallmarks of cancer), welche die Zellen im Rahmen ihrer Entartung (Tumorge-

nese) erhalten und die zum verstärkten Überleben (Survival) der Tumorzellen beitragen.139 

Da die üblichen Tumortherapien wie Chemotherapie, Radiotherapie und gezielte Krebsthe-

rapie über die Induktion von Apoptose in Tumorzellen wirken, trägt die Hemmung der 

Apoptose nicht nur maßgeblich zur Tumorgenese bei, sondern führt zugleich zur Therapie-

resistenz von Tumorzellen.111,127,138,140 Interessanterweise können Tumorzellen dabei über 

Resistenzen gegenüber Apoptose-induzierenden Therapieformen verfügen, ohne jemals 

zuvor mit diesen in Kontakt getreten zu sein (sog. „primäre Resistenz“).127 Apoptosehem-

mung in Tumorzellen kann über zwei wesentliche Mechanismen erfolgen: zum einen die 

vermehrte Aktivierung antiapoptotischer Signalwege und zum anderen die Hemmung 

proapoptotischer Signalwege. Die zugrundeliegenden Mechanismen können sehr vielfältig 

sein und veränderte Expressionsspiegel, Mutationen, epigenetische Veränderungen oder 

posttranslationale Modifikationen beinhalten.127,138 In vielen Fällen konnte die tumorzell-

spezifische Hochregulation von antiapoptotischen Proteinen wie Apoptose-Inhibitoren 

(IAPs, inhibitors of apoptosis proteins),141,142 Bcl-2,143-145 Bcl-xL146,147 und c-FLIP (cellular 

FLICE-inhibitory protein)148-150 für die vermehrte Aktivierung antiapoptotischer Signalwege 

verantwortlich gemacht werden. Auch die Überexpression und vermehrte Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB, welcher die erhöhte Expression antiapoptotischer Proteine 

wie Bcl-2 und Bcl-xL induziert,151 leistet dazu einen Beitrag.111 Hingegen erfolgt die Hem-

mung proapoptotischer Signalwege u.a. durch verminderte Expression von Todesrezepto-

ren,152 verminderte Expression von Apaf-1153,154 und Inaktivierung bzw. Hemmung der 

proapoptotischen Proteine p53,155-157 Bax158,159 und PUMA (p53 upregulated modulator of 

apoptosis).111,160 Als weitere Beispiele für die Hemmung proapoptotischer Signalwege, sind 

die Inaktivierung und verminderte Expression von Caspase-8161-164 sowie die Hemmung der 
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Caspase-2 und -7 Expression durch HuR (human antigen R)165-167  und TRIM2577,78 zu nen-

nen. TRIM Proteine können in vielfältiger Weise die Therapieresistenz von Tumorzellen för-

dern, indem sie verschiedene onkogene Signalwege beeinflussen (s. 1.1.3), u.a. solche, die 

im Rahmen der Apoptoseregulation bedeutsam sind.19 So kann TRIM25 beispielsweise p53 

vermittelte Signalprozesse beeinträchtigen35 und über die Hemmung der Caspase-2 und -7 

Expression zur Therapieresistenz in Kolonkarzinomzellen beitragen.77,78 Zusammenfassend 

trägt die Hemmung von Apoptose nicht nur zur Tumorgenese, sondern auch zur Therapie-

resistenz von Tumorzellen bei. Hierdurch kann der Behandlungserfolg von Tumortherapien 

erheblich eingeschränkt werden. Daher stellen die für Apoptosehemmung relevanten Sig-

nalwege wichtige therapeutische Angriffspunkte für die Entwicklung neuer Therapiemög-

lichkeiten dar, mit deren Hilfe eine verstärkte Apoptoseinduktion in Tumorzellen wieder 

ermöglicht werden kann. So soll letztendlich eine Resensibilisierung der Krebszellen gegen-

über gängigen Apoptose-induzierenden Tumortherapien erreicht werden.77,78,128,138  

1.3. Pyroptose und Inflammasomaktivierung im Darm 

1.3.1. Aufbau und Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms 

Das ursprünglich von Martinon et al. 2002 identifizierte Inflammasom ist ein wichtiger Be-

standteil des angeborenen Immunsystems168 und vermittelt u.a. bei Infektionen oder Zell-

schäden über Aktivierung von Caspase-1 die Reifung und Sekretion der proinflammatori-

schen Cytokine Interleukin-1β (IL-1β) und Interleukin-18 (IL-18).169,170 Als Bestandteil des 

Immunsystems kommt das Inflammasom insbesondere in Zellen der myeloischen Reihe vor, 

wie z.B. in Makrophagen.171 Aber auch in anderen Zelllinien, wie z.B. in Keratinocyten,172 

Adipocyten173 und Epithelzellen,174-176 konnte das Inflammasom nachgewiesen werden. An-

hand ihrer Zusammensetzung werden verschiedene Inflammasom-Subtypen unterschie-

den,169,177 wobei das NLRP3-Inflammasom am besten charakterisiert ist.170 Das NLRP3-In-

flammasom ist ein cytoplasmatischer Multiproteinkomplex bestehend aus dem Sensorpro-

tein NLRP3 (NOD-like receptor (NLR) family pyrin domain containing 3), dem Adapterprotein 

ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD) und der Pro-

caspase-1.178,179 Das NLRP3-Protein detektiert als PRR (pattern recognition receptor) ver-

schiedene PAMPs, DAMPs (pathogen-/damage-associated molecular patterns) und HAMPs 
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(homeostasis-altering molecular processes).169,170 Die Detektion der jeweiligen Liganden 

durch den PRR führt zur Ausbildung des Inflammasomkomplexes. Dabei kommt es über die 

Rekrutierung des Adapterproteins ASC zur Assoziation des NLRP3-Proteins mit Procaspase-

1 und der folgenden autokatalytischen Spaltung und Aktivierung von Procaspase-1. Die ak-

tive Caspase-1 leitet daraufhin die proteolytische Spaltung von Pro-IL-1β bzw. Pro-IL-18 in 

ihre reifen und biologisch aktiven Formen IL-1β bzw. IL-18 ein und vermittelt damit einher-

gehend ihre Sekretion.169,170,178 Die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms kann über unter-

schiedliche Signalwege erfolgen: den kanonischen, den nicht-kanonischen oder den alter-

nativen Signalweg.169 Zur Aktivierung des kanonischen NLRP3-Inflammasoms sind zwei 

Schritte erforderlich: 1. das Priming (Signal 1) und 2. die Aktivierung (Signal 2). Das Priming 

wird durch verschiedene Stimuli wie PAMPs, DAMPs oder endogene Cytokine induziert, 

welche letztlich als Liganden von TLRs (toll-like receptor), NLRs (NOD-like receptor) oder Cy-

tokinrezeptoren wirken. Die Bindung des Liganden an den entsprechenden Rezeptor führt 

charakteristischerweise zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB, welcher die 

Expression von NLRP3, Pro-IL-1β und Pro-IL-18 steigert.169,177,178 Pro-IL-1β und Pro-IL-18 

translozieren daraufhin vom Nukleus ins Cytosol, wo sie bis zum 2. Signal im inaktiven Zu-

stand verbleiben.180 Der Aktivierungsschritt folgt auf das Priming und kann ebenfalls durch 

eine Vielzahl unterschiedlicher Stimuli vermittelt werden. In der Regel induzieren Stimuli 

wie PAMPs und DAMPs zelluläre Prozesse, wie z.B. Ionenströme (u.a. K+-Efflux, Ca2+-Mobi-

lisierung), Beschädigung/Ruptur von Lysosomen oder die Produktion reaktiver Sauer-

stoffspezies (ROS, reactive oxygen species). Diese führen schließlich über noch nicht voll-

ständig geklärte Mechanismen zur Ausbildung des NLRP3-Inflammasomkomplexes mit der 

bereits zuvor beschriebenen Procaspase-1-Spaltung sowie Reifung und Sekretion von IL-1β 

und IL-18.169,170,178 Neben der Freisetzung der proinflammatorischen Cytokine und der da-

rauffolgenden Entzündungsreaktion (s. 1.3.2), kann die NLRP3-Inflammasomaktivierung zu-

sätzlich eine entzündliche Form des programmierten Zelltods, die sog. „Pyroptose“, indu-

zieren.170 Pyroptose wird auch als regulierte Nekrose bezeichnet, da hier sowohl Prozesse 

der Apoptose als auch der Nekrose wiederzufinden sind. So ist Pyroptose in Ähnlichkeit zur 

Apoptose eine durch Caspasen regulierte Form des Zelltods und weist gleichzeitig 
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morphologische Gemeinsamkeiten zur Nekrose auf. Wie bei der Nekrose kommt es bei der 

Pyroptose zum Verlust der Membranintegrität mit Freisetzung proinflammatorischer, int-

razellulärer Substanzen, daher zählt Pyroptose zum entzündlichen Zelltod und ist strikt vom 

sterilen Zelltod im Rahmen der Apoptose zu unterscheiden.181 Mitglieder der Gasdermin-

Proteinfamilie wie Gasdermin D vermitteln letztlich die Pyroptose. Die während der Zusam-

mensetzung des vollständigen Inflammasomkomplexes aktivierte Caspase-1, aber auch an-

dere inflammatorische Caspasen wie Caspase-4, -5 und -11, können durch Gasdermin D-

Spaltung Pyroptose induzieren. Das N-terminale Fragment von Gasdermin D bindet an ne-

gativ geladene Phospholipide der Zellmembran, woraufhin es zur Konformationsänderung 

und Oligomerisierung innerhalb der Zellmembran kommt. Dadurch bilden sich schließlich 

Poren in der Plasmamembran, welche u.a. die Freisetzung von IL-1β und IL-18 sowie ande-

rer intrazellulärer Substanzen aus der Zelle vermitteln und so eine Entzündungsreaktion 

auslösen. Des Weiteren kommt es durch die Porenbildung zu einem Flüssigkeitseinstrom in 

die Zelle, was zur Zellschwellung und Plasmamembranruptur führt.181-183 Die Inflammasom-

aktivierung kann über die aktivierte Caspase-1 allerdings nicht nur Pyroptose, sondern auch 

Apoptose induzieren, z.B. in Gasdermin D defizienten Makrophagen.184,185 Die Expressions-

spiegel von Gasdermin D entscheiden folglich über das weitere Schicksal der Zelle nach 

Caspase-1-Aktivierung. Bei hohen Gasdermin D-Spiegeln induziert die aktivierte Caspase-1 

Pyroptose, bei niedrigen Gasdermin D-Spiegeln dagegen Apoptose. Dabei unterscheiden 

sich die Expressionsspiegel von Gasdermin D zwischen verschiedenen Zelltypen.181 Die Kom-

plexität des Zusammenspiels zwischen Pyroptose, Apoptose und Inflammasomaktivierung 

wird weiterhin durch die Tatsache erhöht, dass Caspase-1-induzierte Pyroptose und 

Apoptose sich gegenseitig aktivieren können.186 Unter bestimmten Bedingungen ist aber 

auch eine gegenseitige Hemmung von Pyroptose und Apoptose möglich.181 Im Rahmen der 

Inflammasombildung kann die aktivierte Caspase-1 z.B. Gasdermin D am Aspartatrest 275 

(Asp275) spalten und somit einerseits Pyroptose induzieren sowie andererseits Caspase-3 

und -7 aktivieren und darüber Apoptose einleiten. Die aktivierte Caspase-3 bzw. -7 kann 

ihrerseits eine inaktivierende Spaltung von Gasdermin D am Aspartatrest 87 (Asp87) her-

vorrufen und darüber Pyroptoseprozesse hemmen.185 Auf diese Weise sind verschiedene 
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Verkettungen (Crosstalks) zwischen Inflammasomaktivierung, Apoptose und Pyroptose 

möglich. Eine Dysregulation des NLRP3-Inflammasoms ist mit verschiedenen Krankheiten 

wie entzündlichen Autoimmunerkrankungen und Krebs assoziiert (s. 1.3.2),170 weshalb eine 

strikte Regulation der Inflammasomaktivierung von essenzieller Bedeutung erscheint. Da-

bei spielen u.a. interagierende Partner und posttranslationale Modifikationen des NLRP3-

Proteins eine wichtige Rolle.169 So regulieren Proteine, wie z.B. Hsp 90 (heat shock protein 

90) oder GBP5 (guanylate-binding protein 5), das NLRP3-Inflammasom durch direkte Inter-

aktion mit NLRP3. Als posttranslationale Modifikationen sind v.a. Ubiquitinierung, Phospho-

rylierung und SUMOylierung des NLRP3-Proteins zu erwähnen, welche die NLRP3-Inflam-

masomaktivierung in Abhängigkeit der Umstände sowohl fördern als auch hemmen kön-

nen.169 Insbesondere das Ubiquitinsystem ist für die Regulation des kanonischen NLRP3-

Inflammasoms von zentraler Bedeutung.187 Die E3-Ligase TRIM31 ist beispielsweise für die 

K48-Polyubiquitinierung mit folgender proteasomaler Degradation von NLRP3 bekannt.188 

Im Gegensatz zu dieser durch TRIM31 vermittelten inhibitorischen Rolle der Ubiquitinie-

rung, fördert die E3-Ligase Pellino2 die NLRP3-Inflammasomaktivierung über die K63-Po-

lyubiquitinierung von NLRP3.189 Folglich nehmen auch TRIM Proteine eine Rolle bei der Re-

gulation des NLRP3-Inflammasoms ein. Wie schon zuvor beschrieben, spielen TRIM Prote-

ine sowohl als positive als auch negative Regulatoren von Entzündung und Immunabwehr 

eine bedeutende Rolle, wie z.B. beim NF-κB-Signalweg oder der Interferonproduktion über 

den RIG-1-Signalweg (s. 1.1.3 und 1.1.4). Mit der Regulation der Inflammasomaktivierung 

durch TRIM Proteine tragen sie einmal mehr zur Regulation von Immunprozessen bei.24,190 

Zusätzlich zu der oben genannten Regulation des NLRP3-Proteins durch TRIM31, wurden 

weitere TRIM Proteine als Regulatoren beschrieben: TRIM21 und TRIM33 fördern z.B. die 

NLRP3-Inflammasomaktivierung, während TRIM20 und TRIM30 die Inflammasomaktivie-

rung hemmen.190 Aufgrund der Bedeutung von TRIMs bei der Regulation des NLRP3-Inflam-

masoms aber auch anderer proinflammatorischer Signalwege, stellen sie attraktive thera-

peutische Ziele u.a. in der Behandlung von Autoimmunerkrankungen dar.190 
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1.3.2. Physiologische und pathophysiologische Rollen des NLRP3-Inflammasoms 

Als Komponente des angeborenen Immunsystems spielt das NLRP3-Inflammasom eine be-

deutende physiologische Rolle bei der antibakteriellen, antiviralen und antifungalen Im-

munabwehr.191-194 Wie zuvor beschrieben kommt es bei Infektionen und Gewebsverletzun-

gen zur NLRP3-Inflammasomaktivierung mit folgender Reifung und Sekretion der proin-

flammatorischen Cytokine IL-1β und IL-18. IL-1β induziert daraufhin die Expression von Ge-

nen, welche Fieber, Vasodilatation, Hypotension und eine reduzierte Schmerzschwelle zur 

Folge haben. Des Weiteren fördert IL-1β die Immunzellinfiltration in beschädigte oder infi-

zierte Gewebe. Währenddessen vermittelt IL-18 u.a. die Interferon-Gamma-Produktion.195 

Über IL-1β und IL-18 aber auch über die Induktion von Pyroptose leistet das NLRP3-Inflam-

masom daher einen wichtigen Beitrag zur Ausbildung einer adäquaten Entzündungsreak-

tion und Pathogenabwehr.196 Es verwundert daher nicht, dass die Dysregulation des NLRP3-

Inflammasoms eng mit der Pathogenese zahlreicher entzündlicher Erkrankungen korreliert: 

Darunter u.a. mit dem Cryopyrin-assoziierten periodischen Syndrom (CAPS), autoinflamm-

atorischen Erkrankungen, Diabetes, Gicht, Alzheimer-Demenz und Krebs.197 Die Rolle des 

NLRP3-Inflammasoms bei der intestinalen Entzündung z.B. im Rahmen chronisch-entzünd-

licher Darmerkrankungen (CED) wie Morbus Crohn und Colitis ulcerosa ist dagegen umstrit-

ten177,198,199: In verschiedenen Modellen konnte eine protektive Funktion des NLRP3-Inflam-

masoms gegenüber intestinalen Entzündungen nachgewiesen werden.176,200 Im Gegensatz 

dazu ließ sich in anderen Experimenten feststellen, dass eine NLRP3-Inflammasomaktivie-

rung die Entwicklung chronisch intestinaler Entzündung fördert.201,202 Entzündung kann zur 

Entstehung von Krebs in einem Prozess, der als „entzündungsinduzierte Tumorgenese“ (in-

flammation-induced tumorigenesis) bezeichnet wird, beitragen.170,180 In diesem Zusammen-

hang konnte die Beteiligung einer dysregulierten NLRP3-Inflammasomaktivierung bei der 

Pathogenese zahlreicher Malignitäten wie z.B. Lungenkrebs, Brustkrebs, dem hepatozellu-

lären Karzinom aber auch dem kolorektalen Karzinom nachgewiesen werden.180,203 Dabei 

ist die Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der Tumorgenese nach aktuellem Forschungs-

stand ähnlich zur oben beschriebenen Funktion bei der intestinalen Entzündung strittig: 

Während viele Studien eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der Krebsentstehung 
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und -progression aufzeigen (tumorigene Rolle), konnte in anderen Experimenten eine pro-

tektive Funktion des NLRP3-Inflammasoms bei der Tumorgenese festgestellt werden.170,180 

Auch im Zusammenhang mit dem kolorektalen Karzinom konnte eine duale Rolle des 

NRLP3-Inflammasoms belegt werden.170,180,203 Das NRLP3-Inflammasom wird bei intestina-

len Gewebsschäden aktiviert. IL-18-abhängig kommt es zur verminderten Expression des 

löslichen IL-22-Rezeptors, welcher dafür bekannt ist, IL-22 zu binden und dadurch in seiner 

Funktion zu neutralisieren. IL-22 wird während intestinaler Schädigung induziert und zeigt 

zwar protektive Funktionen während des Höhepunktes der Schädigung, fördert aber 

schließlich die intestinale Tumorentwicklung während der Genesungsphase.204 Im Gegen-

satz zu dieser tumorigenen Funktion des NLRP3-Inflammasoms ist bei einem Subtyp des 

kolorektalen Karzinoms, dem mit chronisch-entzündlichen Darmerkrankungen häufig ein-

hergehenden Colitis-assoziierten Kolonkarzinom (Colitis-associated cancer, CAC), eine pro-

tektive Rolle beschrieben: In NLRP3-defizienten Mäusen konnte eine erhöhte Empfindlich-

keit für die durch AOM (azoxymethane)- und DSS (dextran sulfate sodium)-induzierte intes-

tinale Entzündung und ein vermehrtes Aufkommen von Colitis-assoziierten Kolonkarzino-

men beobachtet werden. Für diese Effekte sind die verringerten IL-18-Spiegel verantwort-

lich, welche die verminderte Produktion und Aktivierung der Tumorsuppressoren Interfe-

ron-Gamma und STAT1 zur Folge haben.205,206 Die genannten Beispiele verdeutlichen die 

komplexe Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei entzündlichen Erkrankungen sowie der Tu-

morentstehung und -progression. Nach genauerer Kenntnis der zugrundeliegenden Mecha-

nismen ist das NLRP3-Inflammasom daher als attraktives Ziel von antiinflammatorischen 

und krebshemmenden Therapien sowie als prognostischer Marker anzusehen.170,180,197  

1.4. Kolorektales Karzinom 

Das kolorektale Karzinom, umgangssprachlich auch als Darmkrebs bezeichnet, belegt welt-

weit den dritten Platz der Krebsneuerkrankungen (Inzidenz) und stellt die zweithäufigste 

Krebserkrankung mit Todesfolge dar.207 Trotz seiner langsamen Progression und zahlreicher 

therapeutischer Möglichkeiten ist das kolorektale Karzinom durch eine hohe Mortalität cha-

rakterisiert, welche insbesondere durch den hohen Grad an Metastasierung des Primärtu-

mors und die hohe Rekurrenz-Rate erklärt werden kann.19,208 Ein Erklärungsmodell zur 
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Pathogenese des kolorektalen Karzinoms ist die sog. „Adenom-Karzinom-Sequenz“ bzw. 

„Vogelstein-Sequenz“. Dabei entsteht Darmkrebs typischerweise in einem mehrstufigen 

Prozess genetischer Veränderungen aus einer gutartigen Darmschleimhautwucherung (Po-

lyp bzw. Adenom). An den molekulargenetischen Veränderungen sind sukzessive Mutatio-

nen verschiedener Tumorsuppressor- und Protoonkogene beteiligt.209 Die Ätiologie des ko-

lorektalen Karzinoms ist vielfältig. So wird beispielsweise von einem familiären Risiko be-

richtet: In 20 % der Fälle steigert sich das Risiko der Entwicklung eines kolorektalen Karzi-

noms im Vergleich zur Allgemeinbevölkerung um mehr als das Doppelte beim Auftreten 

eines kolorektalen Karzinoms in der Verwandtschaft ersten Grades.210 Außerdem sind For-

men beschrieben, bei welchen eine erbliche Prädisposition für die Entwicklung eines kolo-

rektalen Karzinoms besteht, wie z.B. das „hereditäre nicht-Polyposis-assoziierte kolorektale 

Karzinom” (HNPCC) oder die „familiäre adenomatöse Polyposis” (FAP).211 Daneben können 

auch chronisch-entzündliche Prozesse zur malignen Transformation von Zellen führen (s. 

1.3.2). So ist die intestinale Entzündung im Rahmen chronisch-entzündlicher Darmerkran-

kungen wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn ein Risikofaktor für die Entstehung eines 

Colitis-assoziierten Kolonkarzinoms (CAC).47 Schließlich ist auch eine spontane Genese mög-

lich. Das spontane kolorektale Karzinom ist die häufigste Form unter den kolorektalen Kar-

zinomen.212 Zusätzlich werden eine Reihe von Umweltfaktoren mit der Entstehung des ko-

lorektalen Karzinoms in Verbindung gebracht, wobei u.a. folgende Faktoren das Risiko er-

höhen: Alter, männliches Geschlecht, ungesunde Ernährung, Alkoholkonsum, Tabakkon-

sum, Adipositas und Diabetes.208,210 Neben Umweltfaktoren spielen v.a. auch Mutationen 

eine Rolle, die wichtige Signalwege beeinflussen, welche die Homöostase sich schnell selbst 

erneuernder Gewebe und die epitheliale Integrität des Darms aufrechterhalten.213 Typische 

Beispiele solcher Signalwege sind der Wnt/β-Catenin-Signalweg, der TGFβ/Smad-Signal-

weg, der PI3K/Akt-Signalweg, der NF-κB-Signalweg, der STAT3-Signalweg und über p53 re-

gulierte Signalwege.19,213 Veränderungen in diesen Signalwegen können wesentlich zur Ent-

stehung und Metastasierung von kolorektalen Karzinomen beitragen.47,214-216 Dabei ist be-

kannt, dass TRIM Proteine auf die genannten Signalwege Einfluss nehmen und darüber so-

wohl tumorfördernde als auch tumorsuppressive Rollen in Bezug auf das kolorektale 
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Karzinom wahrnehmen können (s. 1.1.3 und 1.1.4).19 Neben den Veränderungen auf gene-

tischer Ebene gibt es zunehmend Berichte über Modifikationen auf post-transkriptioneller 

Ebene z.B. durch Beeinflussung der Stabilität oder Translation von mRNAs, welche für tu-

morrelevante Proteine kodieren. Diese können letztlich zur Tumorentstehung und -progres-

sion beitragen, u.a. auch beim kolorektalen Karzinom.217,218 Die konventionellen Therapien 

des kolorektalen Karzinoms umfassen eine operative Entfernung, Chemotherapie und Ra-

diotherapie, welche in Abhängigkeit des Tumorstadiums auch in Kombination angewandt 

werden können.219,220 Die Chemotherapie ist als Monotherapie oder Kombinationstherapie 

möglich. Während die Monotherapie des kolorektalen Karzinoms mit 5-Fluorouracil (5-FU) 

erfolgt, gibt es zahlreiche Therapieschemata für Kombinationstherapien von 5-FU, Folin-

säure (Leucovorin®), Oxaliplatin, Irinotecan und Capecitabin. Dazu gehören z.B. FOLFOX (Fo-

linsäure + 5-FU + Oxaliplatin), FOLFIRI (Folinsäure + 5-FU + Irinotecan) oder XELOX (Xeloda® 

(Capecitabin) + Oxaliplatin).219,221,222 Als neuere Therapieoption des kolorektalen Karzinoms 

ist die zielgerichtete Therapie (targeted therapy) hinzugekommen, zu der beispielsweise 

auch die Immuntherapie gehört.219,221 Diese Therapieformen haben den entscheidenden 

Vorteil, dass Nebenwirkungen durch fehlende Spezifität vermieden werden. Im Gegensatz 

zur Chemo- und Radiotherapie, welche sowohl Krebszellen als auch gesunde körpereigene 

Zellen schädigt, visieren zielgerichtete Therapien spezifisch Eigenschaften von Krebszellen 

an, was letztlich die Zerstörung von insbesondere Krebszellen unter Schonung des gesun-

den körpereigenen Gewebes zur Folge hat.220-223 Im Rahmen zielgerichteter Therapien des 

kolorektalen Karzinoms werden beispielsweise monoklonale Antikörper gegen VEGF (vas-

cular endothelial growth factor) wie Bevacizumab oder gegen den Rezeptor von EGF (epi-

dermal growth factor) wie Cetuximab oder Panitumumab eingesetzt.221,222 Trotz der sich 

fortlaufend verbessernden Therapien kann die Prognose eines metastasierten kolorektalen 

Karzinoms nach wie vor als schlecht bezeichnet werden. Während die 5-Jahres-Überlebens-

rate für das kolorektale Karzinom in den USA ohne Metastasierung (lokalisiertes Stadium 

zum Diagnosezeitpunkt) bei ca. 90 % liegt, ist bei Patienten mit Fernmetastasierung zum 

Diagnosezeitpunkt eine Rate von unter 15 % anzunehmen.224,225 Ein entscheidender Faktor, 

der den Erfolg aktueller Therapien erheblich einschränkt, ist die Entwicklung von 
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Therapieresistenzen. Hierbei sind verschiedene Mechanismen, die zur Resistenzentwick-

lung führen können, zu unterscheiden, wie z.B. die Apoptosehemmung als Ursache redu-

zierter Sensitivität gegenüber des Therapie-induzierten Zelltods (s. 1.2.3).77,111,166,219 Auf-

grund der hohen Inzidenz und Mortalität, der schlechten Prognose und der Entwicklung von 

Therapieresistenzen besteht ein dringender Bedarf an der Entwicklung neuer, verbesserter 

Therapien des kolorektalen Karzinoms sowie Therapieformen, welche primär eine Resensi-

bilisierung der Krebszellen gegenüber gängigen, bereits bestehenden Therapiemöglichkei-

ten bewirken können.77,166,215,222 
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2. Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit 

Therapieresistenz spielt nach wie vor eine große Rolle beim Therapieversagen des kolorek-

talen Karzinoms. Eine charakteristische Eigenschaft therapieresistenter Tumore besteht da-

bei in der Unterdrückung der Apoptose (s. 1.2.3). Daher ist die Entwicklung von neuen The-

rapien denkbar, welche Kolorektalkarzinomzellen gegenüber gängigen Apoptose-induzie-

renden Behandlungsmethoden durch Eingriff in die Apoptosehemmung resensibilisieren. 

Voraussetzung hierfür ist die ausreichende Kenntnis der zugrundeliegenden Mechanismen. 

In diesem Zusammenhang konnte unsere Arbeitsgruppe zuvor die E3-Ligase TRIM25 als 

Caspase-2 und -7 mRNA-bindendes Protein und negativen Regulator der Caspasenexpres-

sion in humanen Kolonkarzinomzellen identifizieren. Funktionell führt ein transienter 

TRIM25 Knockdown in Abhängigkeit der erhöhten Caspasenexpression zur Sensitivierung 

der Kolonkarzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose.77,78 Dies 

lässt auf einen TRIM25-abhängigen „Überlebensmechanismus“ (Survival) schließen, wel-

cher durch Apoptosehemmung maßgeblich zur Chemotherapieresistenz von Tumorzellen 

beitragen kann. Ein Ziel dieser Arbeit war, die Übertragbarkeit dieser Erkenntnisse auf einen 

loss-of-function-Ansatz mit stabilen TRIM25 Knockdown Zellen zu überprüfen, um die Zellen 

in einem später geplanten in vivo-Xenograftmodell zu verwenden. Dazu sollten die zuvor 

mittels lentiviraler Transduktion genspezifischer shRNA generierten Kolonkarzinomzell-

klone mit stabilem TRIM25 Knockdown hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit gegenüber 

Chemotherapeutika-induzierter Apoptose untersucht werden. Viele TRIM Proteine werden 

aufgrund ihrer tumorspezifischen Expressionsveränderungen und ihrer z.T. vielseitigen 

Rolle bei der Regulation von sowohl onkogenen als auch tumorsuppressiven Signalwegen 

als attraktive Zielproteine in der Tumorbehandlung diskutiert (s. 1.1.3). Ein weiteres wichti-

ges Ziel dieser Arbeit war daher die Charakterisierung der stabilen TRIM25 Knockdown Zel-

len hinsichtlich eines möglichen Einflusses von TRIM25 auf einige zentrale tumorigene Ei-

genschaften wie Proliferation, Migration, Zellzyklus und Inflammation. 
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3. Material 

3.1. Zelllinien und Kulturmedien 

Zelllinien  Kulturmedien Zusätzliche Bestandteile 

RKO (Humane Kolon-
karzinomzellen, p53 
Wildtyp)                             
von LGC-Promochem, 
Wiesbaden 

wt DMEM 10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Pen-Strep 

shCtrl.  DMEM 10 % (v/v) FCS 

1 % (v/v) Pen-Strep 

2,5 µg/ml Puromycin 

shTRIM25 #1 

shTRIM25 #5 

 

Bei shCtrl., shTRIM25 #1 und shTRIM25 #5 handelt es sich um stabile Kolonkarzinomzellli-

nien mit konstitutiver control shRNA gegen die mRNA nichtkodierender DNA-Abschnitte 

bzw. konstitutiver shRNA gegen TRIM25 mRNA. Die Zelllinien wurden mithilfe lentiviraler 

Transduktion aus wt-RKO-Zellen generiert. Lentivirale Partikel zur Transduktion der control 

shRNA wurden freundlicherweise von Dr. Gergely Imre zur Verfügung gestellt. Mithilfe fünf 

verschiedener TRIM25 spezifischer shRNAs wurden fünf shTRIM25 Klone generiert (#1-5). 

Dabei dienten folgende lentivirale Partikel als Vektoren: 

Klone Identifikationsnummern der lentiviralen 
Partikel 

Hersteller 

shTRIM25 #1 TRCN 00 00 27 26 49 Sigma Aldrich,                 
Steinheim 

shTRIM25 #2 TRCN 00 00 27 26 99 

shTRIM25 #3 TRCN 00 00 00 34 49 

shTRIM25 #4 TRCN 00 00 27 26 50 

shTRIM25 #5 TRCN 00 00 27 26 98 

 

Sequenzen der shRNAs 

shTRIM25 #1  
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5´-CCGGGAGTGAGATCCAGACCTTGAACTCGAGTTCAAGGTCTGGATCTCACTCTTTTTG-3´ 

shTRIM25 #2 

5´-CCGGGATCTCTGCCTGGCACAATAACTCGAGTTATTGTGCCAGGCAGAGATCTTTTTG-3´ 

shTRIM25 #3 

5´-CCGGGTGCCCGATTCCTCTTAGAGACTCGAGTCTCTAAGAGGAATCGGGCACTTTTT-3´ 

shTRIM25 #4  

5´-CCGGGTGCCCGATTCCTCTTAGAGACTCGAGTCTCTAAGAGGAATCGGGCACTTTTTG-3´ 

shTRIM25 #5 

5´-CCGGGAACTGAACCACAAGCTGATACTCGAGTATCAGCTTGTGGTTCAGTTCTTTTTG-3´ 

 

3.2. Instrumente 

Instrumente Hersteller 

BD FACSCanto II BD Biosciences, Heidelberg 

CO2 Inkubator BBD 6220 Heraeus, Hanau 

Fluoreszenzmikroskop, Biozero Keyence, Neu-Isenburg 

Gelelektrophoresekammer, EasyPhor  Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf 

GeneAmp® PCR System 9700 Applied Biosystems, Weiterstadt 

Heizblock, Thermomixer compact Eppendorf, Hamburg 

Laborabzug  Waldner, Wangen im Allgäu 

Laborschüttler, Duomax 1030 Heidolph Instruments GmbH, Schwabach 

Magnetrührer mit Heizplatte, IKA-COM-
BIMAG RCT 

IKA®-Werke GmbH, Staufen 

Mikroskop, Axiovert 25 Zeiss, Jena 

Mikrotiterplatten-Reader, SpectraMax® 
M5e 

Molecular Devices, San José, USA 
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Mikrozentrifuge, Fresco 21 Thermo Scientific Heraeus, Hanau 

Mini-PROTEAN® 3 Cell Bio-Rad, München 

Multipette® Eppendorf, Hamburg 

NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer Peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen 

Neubauer-Zählkammer Paul Marienfeld GmbH, Königshofen 

Pipetten, Gilson Pipetman (P2, P10, P20, 
P100, P200, P1000)  

Gilson, Middleton, USA 

Pipettierhilfe, pipetus® Hirschmann Laborgeräte GmbH, Eberstadt 

Real-Time-PCR-System, QuantStudio 3  Applied Biosystems, Weiterstadt 

Röntgenfilmentwickler, AGFA CP 1000  AGFA HealthCare, Bonn 

Sicherheitswerkbank, HERAsafe® Thermo Scientifc, Langenselbold 

Thermoschüttler, Thermal Shake lite VWR International, Darmstadt 

Trans-Blot® Turbo™ Transfer System Bio-Rad, München 

UV-Transilluminator, Universal Hood II Bio-Rad, München 

Vortexmischer, peqTWIST Peqlab Biotechnology GmbH, Erlangen 

Wasserbad Memmert, Schwabach 

Zentrifuge, Megafuge 1.0  Heraeus, Hanau 

 

3.3. Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

0,05 % Trypsin-EDTA Gibco, Darmstadt 

2x qPCRBIO Probe Mix Lo-ROX PCR Biosystems, London, UK 

5-Fluorouracil Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 
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5x Green GoTaq® Reaction Buffer  Promega, Mannheim 

5x Reaction Buffer  Thermo Scientific, Dreieich 

Acrylamid (30 %)-Bisacrylamid (0,8 %)-
Stammlösung (37,5:1) 

Roth, Karlsruhe 

Agarose Eurogentec, Köln 

Ammoniumperoxodisulfat Sigma Aldrich, Steinheim 

ATP Sigma Aldrich, Steinheim 

BlueStar Prestained Protein Marker NIPPON Genetics Europe, Düren 

Bovines Serumalbumin Sigma Aldrich, Steinheim 

Bromphenolblau Sigma Aldrich, Steinheim 

Chloroform Merck, Darmstadt 

Chlorwasserstoffsäure Sigma Aldrich, Steinheim 

cOmplete™ Proteasehemmer-Cocktail Roche Biochemicals, München 

Desoxynucleosidtriphosphate MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

DEPC Sigma Aldrich, Steinheim 

Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat Merck, Darmstadt 

DMEM Gibco, Darmstadt 

DMSO AppliChem, Darmstadt 

Doxorubicin Cayman Chemical, Ann Arbor, USA 

DPBS Gibco, Darmstadt 

DTT AppliChem, Darmstadt 

EDTA Sigma Aldrich, Steinheim 

EGTA Sigma Aldrich, Steinheim 
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Ethanol Merck, Darmstadt 

FCS Biochrom, Berlin 

GelRed® Biotium Incorporated, Fremont, USA 

Glycerin Sigma Aldrich, Steinheim 

Glycin Roth, Karlsruhe 

HEPES Roth, Karlsruhe 

Isopropanol Sigma Aldrich, Steinheim 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

LPS Sigma Aldrich, Steinheim 

Magermilchpulver Sigma Aldrich, Steinheim 

Magnesiumchlorid Promega, Mannheim 

Natriumchlorid Sigma Aldrich, Steinheim 

Natriumfluorid  Merck, Darmstadt 

Natriumorthovanadat Sigma Aldrich, Steinheim 

NP-40 Sigma Aldrich, Steinheim 

O’RangeRuler 20 bp DNA Leiter Thermo Scientific, Dreieich 

Oligofectamine™ Transfection Reagent Invitrogen, Karlsruhe 

Opti-MEM® + GlutaMAX™ Gibco, Darmstadt 

Penicillin-Streptomycin Gibco, Darmstadt 

Puromycin InvivoGen Europe, Toulouse, Frankreich 

Random Hexamer Primer Thermo Scientific, Dreieich 

SDS Roth, Karlsruhe 
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SYTOX™ Blue Dead Cell Stain Life Technologies, Darmstadt 

TEMED Sigma Aldrich, Steinheim 

TRI Reagent® Sigma Aldrich, Steinheim 

Tris-HCl Sigma Aldrich, Steinheim 

Triton™ X-100 Sigma Aldrich, Steinheim 

Trizma® (Tris Base)  Sigma Aldrich, Steinheim 

Tween® 20 Sigma Aldrich, Steinheim 

Western Lightning® Plus-ECL, Enhanced 

Chemiluminescence Substrate 

Perkin Elmer, Rodgau 

α-Toxin Sigma Aldrich, Steinheim 

 

3.4. Verbrauchsmaterialien 

Materialien Hersteller 

96-Well Mikrotiterplatten  Greiner Bio-One, Frickenhausen 

96-Well Zellkultur Mikroplatten (steril) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Blotting-Papier (Filterpapier) Macherey-Nagel, Düren 

Einfrierröhrchen, CRYO.S™ (2 ml) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Eppendorf Safe-Lock Tubes (1,5 ml, 2 ml) Eppendorf, Hamburg 

FACS-Röhrchen, FALCON® Polystyrene 
Round-Bottom Tubes (5 ml) 

Corning Incorporated, Corning NY, USA 

Hamilton-Pipette Hamilton Central Europe, Ghiroda, 
Rumänien 

Nitrocellulosemembran GE Healthcare, München 

Pasteur-Kapillarpipetten (230 mm) WU, Mainz 
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PCR SoftTubes (0,2 ml) Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf 

Pipettenspitzen (10 μl) Gilson, Middleton, USA 

Pipettenspitzen (200 μl, 1000 μl) Sarstedt, Nümbrecht 

Pipettenspitzen, Eppendorf™ Combitips 
Advanced™ (10 ml) 

Eppendorf, Hamburg 

Röntgenfilme, Amersham Hyperfilm MP  GE Healthcare, München 

serologische Pipetten, Corning® Costar® 
Stripette® (5 ml, 10 ml, 25 ml) 

Corning Incorporated, Corning NY, USA 

TaqMan 96-Wellplatte, MicroAmp® Fast 
96-Well Reaction Plate (0,1 ml) 

Applied Biosystems, Weiterstadt 

TaqMan Folie, MicroAmp™ Optical Adhe-
sive Film  

Applied Biosystems, Weiterstadt 

Zellkulturflaschen (75 cm2, 175 cm2) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellkulturschalen (60/15 mm, 100/20 mm) Greiner Bio-One, Frickenhausen 

Zellschaber (steril) Sarstedt, Nümbrecht 

Zentrifugenröhrchen, CELLSTAR® Tubes 
(15 ml, 50 ml) 

Greiner Bio-One, Frickenhausen 

 

3.5. Kits 

Kits Hersteller 

CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Prolif-
eration Assay 

Promega, Mannheim 

Micro BCA™ Protein Assay Kit Thermo Scientific, Dreieich 
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3.6. Lösungen, Puffer und Gele 

3.6.1. Semiquantitative PCR 

10x TBE Puffer  

Substanz Finale Konzentration Menge 

Tris Base 0,89 M 216 g 

Borsäure 0,89 M 110 g 

EDTA 0,02 M 14,8 g 

Aqua bidest.  ad 2.000 ml 

 

3.6.2. Proteingewinnung 

Lysepuffer (Totalproteingewinnung) 

Substanz Finale Konzentration Menge 

NaCl 137 mM 5,48 ml (von 5 M Stammlösung) 

Tris-HCl, pH 8,0 20 mM 4 ml (von 1 M Stammlösung) 

EDTA, pH 8,0 5 mM 2 ml (von 0,5 M Stammlösung)  

Glycerin 10 % 20 g 

Triton™ X-100 1 % 2 g 

Aqua bidest.  ad 200 ml  

Erst kurz vor Gebrauch des Lysepuffers wurden die Phosphataseinhibitoren Na3VO4 (finale 
Konzentration 1 mM) und NaF (finale Konzentration 1 mM) sowie eine Mischung von Pro-
teaseinhibitoren (1x cOmplete (TM) Proteasehemmer-Cocktail (25x)) hinzugegeben. 

Puffer A 

Substanz Finale Konzentration Menge 

HEPES, pH 7,9 10 mM 500 μl (von 1 M Stammlösung) 



Material 

35 
 

KCl 10 mM 500 μl (von 1 M Stammlösung) 

EDTA 0,1 mM 10 μl (von 0,5 M Stammlösung) 

EGTA 0,1 mM 10 μl (von 0,5 M Stammlösung) 

Aqua bidest.  ad 50 ml  

Erst kurz vor Gebrauch des Puffers wurden die Phosphataseinhibitoren Na3VO4 (finale Kon-
zentration 1 mM) und NaF (finale Konzentration 1 mM) sowie eine Mischung von Proteas-
einhibitoren (1x cOmplete (TM) Proteasehemmer-Cocktail (25x)) hinzugegeben. 

Puffer C 

Substanz Finale Konzentration Menge 

HEPES, pH 7,9 20 mM 1 ml (von 1 M Stammlösung) 

Glycerin 25 % 13 g 

NaCl 0,4 M 8 ml (von 2,5 M Stammlösung) 

EDTA 1 mM 100 μl (von 0,5 M Stammlösung) 

EGTA 1 mM 100 μl (von 0,5 M Stammlösung) 

Aqua bidest.  ad 50 ml  

Erst kurz vor Gebrauch des Puffers wurden die Phosphataseinhibitoren Na3VO4 (finale Kon-
zentration 1 mM) und NaF (finale Konzentration 1 mM) sowie eine Mischung von Proteas-
einhibitoren (1x cOmplete (TM) Proteasehemmer-Cocktail (25x)) hinzugegeben. 

3.6.3. Gele 

Upper Tris Puffer 

Substanz Finale Konzentration Menge 

Tris-HCl, pH 6,8 0,5 M 30,4 g 

Aqua bidest.  ad 500 ml  
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Lower Tris Puffer 

Substanz Finale Konzentration Menge 

Tris-HCl, pH 8,8 1,5 M 181,65 g 

Aqua bidest.  ad 1.000 ml  

 

APS-Lösung 

Substanz Finale Konzentration Menge 

APS 10 % (w/v) 1 g 

Aqua bidest.  ad 10 ml  

 

Sammelgel, 4 % Acrylamid (für zwei Gele) 

Substanz Menge 

Upper Tris 1,3 ml 

Acrylamid (30 %)-Bisacrylamid (0,8 %)-
Stammlösung 

0,7 ml 

Aqua bidest. 3 ml 

APS (10 %) 30 μl 

TEMED 10 μl 

 

Trenngele, 10-17 % Acrylamid (für zwei Gele) 

Substanz Menge 

10 % 12 % 17 % 

Lower Tris 2,5 ml 
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Acrylamid (30 %)-Bisacrylamid (0,8 %)-
Stammlösung 

3,4 ml 4,0 ml 5,7 ml 

Aqua bidest. 4,0 ml 3,4 ml 1,6 ml 

SDS (20 %) 100 μl 

APS (10 %) 100 μl 

TEMED 5 μl 

 

Agarosegel (1,2 %) 

Substanz Menge 

Agarose 1,2 g 

1x TBE-Puffer ad 100 ml 

Das Agarosepulver wurde im TBE-Puffer durch Erhitzen gelöst. Nach Abkühlung der Lösung 
auf Raumtemperatur wurden 10 μl GelRed® (Verhältnis 1:10.000) hinzugegeben und die 
Lösung wurde zur Aushärtung in eine entsprechende Geltrageschale gegossen. 

3.6.4. Western Blot-Analyse 

4x Laemmli-Puffer (Probenpuffer) 

Substanz Finale Konzentration Menge 

Glycerin 40 % (v/v) 8 ml 

SDS 10 % (w/v) 2 g 

Tris-HCl, pH 6,8 125 mM 5 ml (von 0,5 M Stammlösung) 

DTT 50 mM 154 mg 

Bromphenolblau 0,01 % (w/v) 2 mg 

Aqua bidest.  ad 20 ml  
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10x SDS-PAGE-Puffer (Laufpuffer) 

Substanz Finale Konzentration Menge 

Tris Base 0,25 M 60 g 

Glycin 1,92 M 288 g 

SDS 1 % 20 g (100 ml von 20 % Stammlö-
sung) 

Aqua bidest.  ad 2.000 ml  

 

1x Towbin Puffer (Transferpuffer) 

Substanz Finale Konzentration Menge 

Tris Base 25 mM 3,03 g 

Glycin 192 mM 14,4 g 

Isopropanol 20 % 200 ml 

Aqua bidest.  ad 1.000 ml  

 

10x TBST Puffer  

Substanz Finale Konzentration Menge 

Tris-HCl, pH 7,6 0,15 M  24,2 g 

NaCl 3,1 M  180 g 

Aqua bidest.  ad 2.000 ml  

Vor Gebrauch des Puffers wurde der 10x TBS-Puffer mit bidestilliertem Wasser 1:10 ver-
dünnt und Tween-20 im Verhältnis 1:1000 hinzugegeben. 
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3.6.5. FACS  

Extraktionspuffer 

Substanz Finale Konzentration pH 

Dinatriumhydrogenphosphat 
Dihydrat (Na2HPO4 · 2 H2O) 

200 mM 7,8 (mit HCl eingestellt) 

 

3.7. Enzyme 

Enzyme Hersteller 

GoTaq® DNA Polymerase Promega, Mannheim 

RevertAid Reverse Transcriptase Thermo Scientific, Dreieich 

RiboLock RNase Inhibitor Thermo Scientific, Dreieich 

RNase A Thermo Scientific, Dreieich 

 

3.8. Antikörper 

3.8.1. Primäre Antikörper 

Antikörper Katalognummer Hersteller Verdünnung 

Bcl-2 #15071 Cell Signaling, Frankfurt 1:1.000 

Caspase-1 ab238979 

sc-56036 

Abcam, Berlin 

Santa Cruz, Heidelberg 

1:500 

1:500 

Caspase-2 611022 BD Biosciences, Fulda 1:500 

Caspase-3 #9662 Cell Signaling, Frankfurt 1:500 

Caspase-7 #9494 Cell Signaling, Frankfurt 1:1.000 

Caspase-8 #9746 Cell Signaling, Frankfurt 1:500 
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Caspase-9 #9508 Cell Signaling, Frankfurt 1:1.000 

HDAC2 sc-9959 Santa Cruz, Heidelberg 1:500 

NF-κB p65 sc-372 Santa Cruz, Heidelberg 1:500 

PARP-1 #9542 Cell Signaling, Frankfurt 1:1.000 

TRIM25 ab167154 Abcam, Berlin 1:1.000 

β-Aktin A2228 Merck, Darmstadt 1:20.000 

 

3.8.2. Sekundäre Antikörper 

Antikörper Katalognummer Hersteller Verdünnung 

Goat anti-mouse IgG-HRP 12-349 Sigma Aldrich, Steinheim 1:20.000 

Goat anti-rabbit IgG-HRP G-21234 Invitrogen, Karlsruhe 1:20.000 

 

3.9. Primer für die PCR 

Primer Oligonukleotidsequenz (5´- 3´) Hersteller 

Caspase-7 (Forward) 5´-AGT GAC AGG TAT GGG CGT TC-3´ Biomers.net GmbH, Ulm 

Caspase-7 (Reverse) 5´-CGG CAT TTG TAT GGT CCT CT-3´ Biomers.net GmbH, Ulm 

GAPDH (Forward) 5´-CAC CAT CTT CCA GGA GCG AG-3´ Biomers.net GmbH, Ulm 

GAPDH (Reverse) 5´-GCA GGA GGC ATT GCT GAT-3´ Biomers.net GmbH, Ulm 

TRIM25 (Forward) 5´-CCG CAA ATG TTC CCA GCA CA-3´ Biomers.net GmbH, Ulm 

TRIM25 (Reverse)  5´-TGC AGT CAT CCG CAC ATC CT-3´  Biomers.net GmbH, Ulm 

 

 



Material 

41 
 

3.10.   TaqMan-Sonden 

Sonden Katalognummer Hersteller 

Caspase-7  Hs00169152_m1 Applied Biosystems, Weiterstadt 

GAPDH #4352339E Applied Biosystems, Weiterstadt 

TRIM25  Hs01116121_m1 Applied Biosystems, Weiterstadt 

 

3.11.   Small interfering RNAs (siRNAs) 

siRNAs Katalognummer Hersteller 

siCaspase-2 SI00299551 Qiagen, Hilden 

siCaspase-7 SI00299572 Qiagen, Hilden 

siControl (non-targe-
ting siRNA) 

D0012061320 Dharmacon, Lafayette, USA 

siTRIM25 4390824 Thermo Scientific, Dreieich 
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4. Methoden 

4.1. Zellkultur, Einfrieren und Auftauen der Zellen 

Die verwendeten Zelllinien wurden unter sterilen Bedingungen in Zellkulturflaschen bei 

37 °C, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % Kohlenstoffdioxidgehalt kultiviert. Das Passa-

gieren der Zellen erfolgte unter sterilen Bedingungen an einer Sicherheitswerkbank. Dabei 

wurden die subkonfluenten Zellen (Zelldichte ca. 90 %) zunächst mit PBS gewaschen. Da-

nach erfolgte das Trypsinieren der Zellen mithilfe von 0,05 % Trypsin-EDTA für etwa 5 min 

bei Raumtemperatur. Die Ablösung der Zellen vom Boden der Zellkulturflasche konnte mit-

tels eines Mikroskops überprüft werden. Nach der vollständigen Ablösung von der Zellkul-

turflasche wurden die Zellen zur Beendigung der Trypsinaktivität in Zellkulturmedium 

(DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Pen-Strep) resuspendiert. Die in Kulturmedium resuspen-

dierten Zellen wurden in Zentrifugenröhrchen überführt und 5 min bei 800 min-1 zentrifu-

giert. Das Zellpellet wurde sodann in 10 ml Kulturmedium resuspendiert und ein Teil dieser 

Suspension wurde in eine neue Zellkulturflasche mit frischem Kulturmedium gegeben. Da-

bei wurden in der Regel Verdünnungen zwischen 1:10 (v/v) und 1:25 (v/v) gewählt. 

Zum Einfrieren wurden die subkonfluenten Zellen entsprechend den oben beschriebenen 

Vorgaben von der Zellkulturflasche gelöst. Nach der Zentrifugation folgte das Resuspendie-

ren des Zellpellets in 1 ml FCS statt in Zellkulturmedium und davon wurden je 0,5 ml in ein 

steriles Einfrierröhrchen gegeben. Die Einfrierröhrchen kühlten für mindestens 3 min in ei-

nem Eisbad ab, woraufhin in jedes Einfrierröhrchen tropfenweise 0,5 ml FCS/20 % DMSO 

(v/v) gegeben wurde. Nach weiteren 30 min im Eisbad wurden die Zellen für mindestens 

48 Stunden bei -80 °C gelagert, daraufhin konnten sie zur Langzeitaufbewahrung in flüssi-

gem Stickstoff eingefroren werden. 

Zum Auftauen der Zellen wurden die Einfrierröhrchen zunächst für wenige Minuten im Was-

serbad bei 37 °C inkubiert. Direkt im Anschluss wurden die Zellen in eine mit frischem Kul-

turmedium befüllte Zellkulturflasche überführt. Dabei wurden zunächst alle Zelllinien in Kul-

turmedium ohne Puromycin (DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Pen-Strep) kultiviert. Am 

nächsten Tag erfolgte der Austausch des Kulturmediums mit frischem Zellkulturmedium. 
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Beim ersten Passagieren nach dem Auftauen wurden die mit shRNA transduzierten Zellen 

zur Selektion auf puromycinhaltiges Zellkulturmedium umgestellt und fortan in diesem Me-

dium kultiviert. Das zur Transduktion der shRNA verwendete Plasmid kodierte für eine Puro-

mycinresistenz, wodurch nur die shRNA Zellen selektioniert wurden. 

4.2. Transfektion von siRNAs 

Small interfering RNAs (siRNAs) sind kurze Ribonukleinsäuremoleküle, welche der vorüber-

gehenden und zielgerichteten Stilllegung von Genen durch Degradation der Ziel-mRNA die-

nen (Gen-Knockdown). Dabei können siRNAs mittels Transfektion in Zellen eingebracht wer-

den. Für die Transfektion von siRNAs wurden die Zellen zunächst mithilfe einer Neubauer-

Zählkammer gezählt, da in den Zellschalen für optimale Transfektionsbedingungen eine 

Konfluenz von 30-50 % angestrebt wurde. In Abhängigkeit des durchzuführenden Experi-

mentes wurden daher 2-4 x 105 Zellen pro 60 mm Schale in Transfektionsmedium ohne An-

tibiotika (DMEM, 10 % (v/v) FCS) ausgesät. Nach 24 Stunden wurde das Transfektionsme-

dium durch 1 ml Opti-MEM® + GlutaMAX™ ersetzt. Außerdem wurde für jede 60 mm Schale 

ein Transfektionsgemisch bestehend aus 1 ml Opti-MEM® + GlutaMAX™, 6 µl Oligofecta-

mine™ Transfection Reagent sowie der entsprechenden siRNA angesetzt. Die siRNAs (s. 

3.11) wurden in Abhängigkeit der Knockdowneffizienz des Zielproteins im Transfektionsge-

misch in einer Konzentration von 25 nM bis 100 nM eingesetzt, wobei die Kontroll-siRNA in 

der jeweils höchsten Konzentration verwendet wurde. Zur Ausbildung von Komplexen aus 

siRNA und Transfektionsreagenz wurde das Transfektionsgemisch 40 min bei Raumtempe-

ratur inkubiert und anschließend tropfenweise in die Zellschalen gegeben. Nach weiteren 

24 Stunden Inkubation wurde das siRNA enthaltende Transfektionsgemisch in den Schalen 

wieder durch Transfektionsmedium ohne Antibiotika ersetzt, woraufhin die Zellen für wei-

tere Experimente verwendet werden konnten. Die Knockdowneffizienz wurde für jedes Ex-

periment mittels Western Blot-Analyse überprüft.  

4.3. Stimulation der Zellen 

Für die Stimulation mit Chemotherapeutika (Doxorubicin oder 5-Fluorouracil) oder mit in-

flammasomaktivierenden Substanzen (LPS, ATP und α-Toxin) wurden die Zellen in 2 ml 
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Kulturmedium (DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Pen-Strep) in 60 mm Schalen ausgesät und 

für mindestens 24 Stunden im CO2-Inkubator kultiviert. Dabei wurde die auszusäende Zell-

zahl so angepasst, dass die Schalen zum Zeitpunkt der Ernte ca. 70-90 % konfluent waren. 

Bei höherer Zellkonfluenz zum Zeitpunkt der Ernte war eine, möglicherweise durch Nähr-

stoffmangel und verstärkte Zell-Zell-Kontakte bedingte, basale Apoptoseinduktion der Ko-

lonkarzinomzellen nachweisbar (Daten nicht gezeigt). Eine dosisabhängige Steigerung der 

Apoptose und die zu untersuchenden Effekte von TRIM25 auf die Sensibilisierung von Ko-

lonkarzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose konnten dann 

nicht mehr dokumentiert werden. Nach den 24 Stunden Kultivierung wurden die Zellen mit 

den oben genannten Stimulanzien für weitere 1 bis maximal 24 Stunden inkubiert. Danach 

erfolgte die Gewinnung der für die nachfolgenden Experimente benötigten Proben (s. 4.5.1, 

4.5.2, 4.8.1). 

4.4. Bestimmung der RNA-Expressionsspiegel 

4.4.1. RNA-Gewinnung und -Konzentrationsmessung 

Für die Gewinnung von Gesamt-RNA wurden in Zellkulturmedium resuspendierte Zellen in 

ein RNase-freies Reaktionsgefäß überführt und für 5 min bei 6.500 min-1 und 4 °C abzentri-

fugiert. Zum Waschen wurde das Zellpellet in PBS resuspendiert und erneut unter densel-

ben Bedingungen zentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde für 10 min bei Raumtempe-

ratur in 1 ml Trizol (TRI Reagent®) lysiert. Daraufhin wurden 200 μl Chloroform hinzugege-

ben, 10 Sekunden mithilfe eines Vortexmischers gemischt, 5 min bei Raumtemperatur in-

kubiert und für 15 min bei 14.000 min-1 und 4 °C zentrifugiert. Durch die Zentrifugation kam 

es zur Auftrennung in eine wässrige, die Gesamt-RNA der Zellen enthaltende, und eine or-

ganische Phase. Die wässrige Phase wurde in ein neues, RNase-freies Reaktionsgefäß über-

führt, mit 500 μl Isopropanol versetzt und die RNA über Nacht bei -20 °C ausgefällt. An-

schließend wurde die RNA durch Zentrifugation für 30 min bei 14.000 min-1 und 4 °C pelle-

tiert und mit 500 μl 70 % Ethanol in DEPC-Wasser (Nuklease-freies Wasser) gewaschen. 

Nach erneuter Zentrifugation für 10 min bei 14.000 min-1 und 4 °C wurde die RNA bei 37 °C 

bis zur Farblosigkeit getrocknet. Das Pellet wurde in 15-35 μl DEPC-Wasser resuspendiert 

und zur vollständigen Lösung für 10 min bei 60 °C und 300 min-1 auf einem Heizblock 
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geschüttelt. Die RNA-Konzentration wurde durch die Absorptionsmessung der Proben mit-

hilfe eines Spectrophotometers (NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer) bei 260 nm er-

mittelt. Zur Bestimmung der RNA-Reinheit wurde das Verhältnis der Probenabsorption bei 

260 nm und 280 nm berechnet. Bei einem Verhältnis von 2,0 (260 nm/280 nm) wurde von 

reiner RNA ausgegangen. 

4.4.2. RT-PCR 

Die Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ist eine Kombination der 

reversen Transkription, bei welcher sämtliche in den Proben befindliche RNA in cDNA (com-

plementary DNA) umgeschrieben wird, und der Polymerase-Kettenreaktion, bei welcher 

spezifisch die zu untersuchende cDNA vervielfältigt werden kann. Mithilfe der RT-PCR kön-

nen die RNA-Expressionsspiegel von Zellen untersucht und somit Rückschlüsse auf die Ge-

nexpression gezogen werden. 

4.4.2.1. Reverse Transkription (RT) 

Zunächst wurde ein Mastermix vorbereitet, in welchen alle Enzyme und Substrate für die 

reverse Transkription gegeben wurden (Tabelle 1).  

Tabelle 1. Mastermix für eine RT 
Es wurden vier Ansätze für die reverse Transkription benötigt (wt, shCtrl., shTRIM25 #1, shTRIM25 #5). 

Substanz Menge 

5x Reaction Buffer 4 μl 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U·µl-1) 1 μl 

dNTP Mix (10 mM je dNTP) 2 μl 

RevertAid Reverse Transcriptase (200 
U·µl-1) 

1 μl 

Random Hexamer Primer 1 μl 

 

Die RNA-Proben wurden mit DEPC-Wasser verdünnt. Anschließend wurde der Gesamtan-

satz der RT mit 9 μl Mastermix und 250 ng RNA je Probe in einem RNAse-freien PCR-
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Reaktionsgefäß angesetzt. Der Ansatz wurde bis auf ein Gesamtvolumen von 20 μl mit 

DEPC-Wasser aufgefüllt. Schließlich folgte das Umschreiben der RNA in cDNA mithilfe eines 

Thermozyklers (GeneAmp® PCR System 9700). Für das Priming der Reversen Transkriptase 

und die nachfolgende reverse Transkription wurden die Proben für 10 min bei 25 °C und 

anschließend für 60 min bei 42 °C inkubiert. Zur Terminierung der reversen Transkription 

wurden die Proben für 10 min auf 70 °C erhitzt, dabei kam es zur Zerstörung der Reversen 

Transkriptase. Die cDNA wurde bei -20 °C gelagert. 

4.4.2.2. Semiquantitative PCR  

Für die semiquantitative PCR erfolgte die spezifische Vervielfältigung der cDNA durch eine 

Polymerase-Kettenreaktion und ein anschließender Nachweis der PCR-Produkte durch Ge-

lelektrophorese. Bei der Polymerase-Kettenreaktion wurden die cDNAs von Caspase-7, 

TRIM25 und als housekeeper GAPDH mithilfe von spezifisch bindenden Forward- und Re-

verse-Primern (s. 3.9) vervielfältigt. Zuerst wurde je ein Mastermix mit den jeweiligen Pri-

mern, Enzymen und Substraten der PCR angesetzt (Tabelle 2). 

Tabelle 2. Mastermix für eine PCR 
Für Caspase-7, TRIM25 und GAPDH wurden je vier Ansätze für die Polymerase-Kettenreaktion benötigt (wt, shCtrl., 
shTRIM25 #1, shTRIM25 #5). Forward- und Reverse-Primer stehen als Platzhalter für die entsprechenden Primer zur spe-
zifischen Vervielfältigung von Caspase-7- bzw. TRIM25- bzw. GAPDH-cDNA. 

Substanz Menge 

Forward-Primer (10 μM) 1 μl 

Reverse-Primer (10 μM) 1 μl 

dNTP Mix (10 mM je dNTP) 2 μl 

5x Green GoTaq® Reaction Buffer 3 μl 

DEPC-Wasser 3 μl 

MgCl2 (25 mM) 3 μl 

GoTaq® DNA Polymerase 0,15 μl 
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Je 13 μl des entsprechenden Mastermixes wurden mit 2 μl der cDNA-Proben in einem PCR-

Tube gemischt. Mithilfe eines Thermozyklers erfolgte die Polymerase-Kettenreaktion ent-

sprechend des in Tabelle 3 gezeigten Schemas.  

Tabelle 3. Temperaturschema der PCR 

  Caspase-7 & 
GAPDH 

 TRIM25  

Schritt Temperatur Zeit 

Initiale Denaturierung 94 °C 3 min  4 min  

Denaturierung 94 °C 1 min 2
8

 Zyklen
 

30 s 3
2

 Zyklen
 

Primer-Hybridisierung 55 °C 1 min 45 s 

Elongation 72 °C 1 min 45 s 

Finale Elongation 72 °C 5 min  5 min  

 

Die PCR-Produkte konnten direkt in einem Agarosegel visualisiert oder bis zu ihrer Verwen-

dung bei -20 °C gelagert werden. Zur Vorbereitung der Gelelektrophorese wurde ein 1,2 %-

Agarosegel gegossen, das den Fluoreszenzfarbstoff GelRed® enthielt (s. 3.6.3, Agarosegel). 

GelRed® färbt durch Interkalation Nukleinsäuren an. Die Proben (15 μl PCR-Produkte) sowie 

als Größenstandard 4 μl Marker (O’RangeRuler 20 bp DNA Leiter) wurden in das Gel gela-

den, bevor die Elektrophorese in 1x TBE-Puffer bei 85 V für 70-90 min durchgeführt wurde. 

Anschließend konnten die mit GelRed® angefärbten PCR-Produkte mithilfe eines UV-Trans-

illuminators (Universal Hood II) visualisiert werden. Dazu wurde der Farbstoff mithilfe von 

UV-Licht zur Fluoreszenz angeregt, welche durch den UV-Transilluminator detektiert und 

visualisiert wurde. 

4.4.2.3. Quantitative PCR (TaqMan) 

Die quantitative PCR (qPCR) ist eine Vervielfältigungsmethode von Nukleinsäuren, die eine 

Echtzeit-Quantifizierung der gebildeten PCR-Produkte ermöglicht. Die verwendeten 

TaqMan-Sonden beinhalten einen Quencher (von englisch to quench, „löschen“) und einen 
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Reporter-Fluoreszenzfarbstoff. Durch die 5´-3´-Exonukleaseaktivität der thermostabilen 

DNA-Polymerase (Taq-Polymerase) werden die Sonden während der Sequenzierung gespal-

ten. Aufgrund der vergrößerten räumlichen Entfernung zum Quencher, wird die vom Repor-

ter-Fluoreszenzfarbstoff erzeugte Fluoreszenz nicht länger unterdrückt und kann zur Quan-

tifizierung der Nukleinsäuren herangezogen werden. Die Nutzung unterschiedlicher 

TaqMan-Sonden mit unterschiedlichen Fluorophoren ermöglicht die Quantifizierung ver-

schiedener Nukleinsäuren innerhalb derselben Probe. Die qPCR wurde in einer 96-Well-

Platte durchgeführt. Die cDNA-Proben wurden auf 2,5 ng/µl in RNase-freiem Wasser ver-

dünnt und es wurde ein Mix mit TaqMan-Sonden (s. 3.10), Enzymen und Substraten ange-

setzt (Tabelle 4).  

Tabelle 4. Mix der qPCR für ein Well 

Substanz Menge 

20x TaqMan-Sonden (Casp-7 bzw. TRIM25) 0,5 µl 

20x TaqMan-Sonden (GAPDH) 0,5 µl 

2x qPCRBIO Probe Mix Lo-ROX (Mastermix) 5 µl 

Aqua bidest. 2 µl 

 

In jedes Well wurden 2 µl verdünnte cDNA (5 ng cDNA) und 8 µl Mix (Caspase-7 & GAPDH 

bzw. TRIM25 & GAPDH) pipettiert. Die Kontrolle enthielt 8 µl Mix und 2 µl bidestilliertes 

Wasser. Es wurden Duplikate der zu bestimmenden Proben erstellt. Die 96-Well-Platte 

wurde mit einer Folie abgedeckt und für 1 min bei 1.000 min-1 zentrifugiert. Dadurch misch-

ten sich Mix und cDNA. Mithilfe eines Real-Time-PCR-Systems (QuantStudio 3) erfolgte die 

qPCR entsprechend des in Tabelle 5 gezeigten Schemas. Dabei konnten die Ct-Werte der 

Proben ermittelt werden. Schließlich wurden die cDNA-Proben mithilfe der ΔΔCt-Methode 

mit der Formel 2-ΔΔCt quantifiziert, wobei anhand von GAPDH normalisiert wurde. 
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Tabelle 5. Zyklen der qPCR 
 

Schritt Zyklen Temperatur Zeit 

Initiale Denaturierung 1 95 °C 2 min 

Denaturierung  

40 

95 °C 5 s 

Annealing, Polymeri-
sierung und Signalge-

nerierung 

62 °C 30 s 

 

4.5. Western Blot-Analyse 

Die Western Blot-Analyse ist ein Verfahren zum Nachweis von Proteinen mithilfe spezifi-

scher Antikörper. 

4.5.1. Totalproteingewinnung 

Die Gewinnung von Totalprotein erfolgte aus in 60 mm Zellkulturschalen wachsenden Zel-

len. Zur Ernte ohne Überstand wurden die Zellen in den Schalen mit PBS gewaschen und 

anschließend mit 1 ml eiskaltem PBS/EDTA (5 mM) mit einem Zellschaber von den Schalen 

abgekratzt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Nach Stimulation mit apoptotischen Sub-

stanzen oder Induktoren des Inflammasoms erfolgte die Ernte dagegen mit Überstand, das 

bedeutet inklusive im Kulturmedium schwimmender, nicht-lebender Zellen. Bei der Ernte 

mit Kulturmedium wurden die Zellen direkt mithilfe eines Zellschabers von den Schalen ab-

gekratzt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Es folgte eine Zentrifugation für 5 min bei 

6.500 min-1 und 4 °C, woraufhin die Zellpellets in 1 ml eiskaltem PBS/EDTA (5 mM) resus-

pendiert wurden. Nach dem Resuspendieren in PBS/EDTA wurden sämtliche Proben auf die 

gleiche Weise weiterverarbeitet. Es folgte ein erneuter Zentrifugationsschritt für 5 min bei 

6.500 min-1 und 4 °C. Dann wurden die Zellpellets in 80-100 μl eiskaltem Totalproteinpuffer 

mit Protease- und Phosphataseinhibitoren (s. 3.6.2, Lysepuffer) resuspendiert. Anschlie-

ßend wurden die Zellen mittels eines sechsfachen Frieren-Tauen-Zyklus aufgeschlossen und 

30 min bei 13.000 min-1 und 4 °C zentrifugiert. Dabei trennten sich die Zelltrümmer (cell 
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debris) vom Totalprotein der Zellen. Der das Totalprotein enthaltende Überstand wurde in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und bei -20 °C gelagert. 

4.5.2. Gewinnung von nukleären und cytosolischen Fraktionen 

Die Gewinnung von nukleären und cytosolischen Fraktionen erfolgte aus in 60 mm Zellkul-

turschalen wachsenden Zellen. Die Zellen wurden mit dem Kulturmedium mithilfe eines 

Zellschabers von den Schalen abgekratzt und in ein Reaktionsgefäß überführt. Es folgte eine 

Zentrifugation für 5 min bei 6.500 min-1 und 4 °C, woraufhin die Zellpellets in 1 ml eiskaltem 

PBS/EDTA (5 mM) resuspendiert wurden. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt für 

5 min bei 6.500min-1 und 4 °C wurden die Zellpellets in ca. 70 μl eiskaltem Puffer A mit Pro-

tease- und Phosphataseinhibitoren (s. 3.6.2, Puffer A) resuspendiert. Nach maximal 10 min 

Inkubationszeit auf Eis wurde zum Stoppen der weiteren Zelllyse 1/15 des Puffer A-Volu-

mens einer 10 %igen Nonidet P-40-Lösung (NP-40) hinzugegeben, die Proben wurden 10 Se-

kunden mithilfe eines Vortexmischers gemischt und für 20 min bei 13.000 min-1 und 4 °C 

zentrifugiert. Anschließend wurden die im Überstand befindlichen cytosolischen Proteine 

in neue Reaktionsgefäße überführt und bei -20 °C gelagert. Die Pellets wurden dreimal mit 

PBS gewaschen und 20 min bei 13.000 min-1 und 4 °C zentrifugiert. Nach jedem Zentrifuga-

tionsschritt wurde der Überstand zur weiteren Aufreinigung der Pellets vollständig abge-

nommen. Im Anschluss wurden ca. 30 μl eiskalter Puffer C mit Protease- und Phosphatas-

einhibitoren (s. 3.6.2, Puffer C) zu den Pellets hinzugegeben. Die Reaktionsgefäße wurden 

für 60 min bei 1.400 min-1 und 4 °C geschüttelt und anschließend für 30 min bei 

13.000 min-1 und 4 °C zentrifugiert. Die im Überstand befindlichen nukleären Proteine wur-

den in neue Reaktionsgefäße überführt und bei -80 °C gelagert. 

4.5.3. Proteinquantifizierung 

Die Proteinquantifizierung erfolgte mithilfe des Micro BCA™ Protein Assay Kits von Thermo 

Scientific. Das enthaltende Cu+2 wird innerhalb der alkalischen Lösung durch die Reaktion 

mit Proteinen zu Cu+1 reduziert (Biuretreaktion).226 Die Quantifizierung von Protein beruht 

auf der Bildung eines violetten Reaktionsproduktes aus zwei Molekülen BCA (bicinchoninic 

acid), die mit Cu+1 einen Chelatkomplex bilden. Das gebildete Reaktionsprodukt weist eine 
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starke Absorption bei 562 nm auf, die linear zur Proteinkonzentration zunimmt. Für die Pro-

teinquantifizierung wurde zunächst eine Standardkurve mit bekannten Konzentrationen 

von Bovinem Serumalbumin (BSA) (3,125-200 µg/ml) und den entsprechenden Absorptio-

nen bei 562 nm erstellt. Für die Proteinkonzentrationsmessung wurden in eine 96-Well-

Platte jeweils 150 µl bidestilliertes Wasser sowie 1 µl der jeweiligen Probe gegeben. Als Re-

ferenz dienten 151 µl bidestilliertes Wasser. Zuletzt wurden in jedes Well 150 µl BCA-Rea-

genz gegeben (Zusammensetzung aus Lösung A, B und C im Verhältnis 25:24:1). Die 96-

Well-Platte wurde mit Alufolie abgedeckt und bei 60 °C für 30 min inkubiert. Anschließend 

kühlte die Platte auf Raumtemperatur ab und die Absorption der Proben wurde bei 562 nm 

mithilfe eines Mikrotiterplatten-Readers (SpectraMax® M5e) bestimmt. 

4.5.4. SDS-PAGE 

Die Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist eine Variante der 

Gelelektrophorese, bei welcher das anionische Detergens SDS an Proteine bindet, ihre Se-

kundär- und Tertiärstruktur denaturiert und ihnen eine zum Molekulargewicht proportio-

nale negative Ladung verleiht. Dadurch können die Polypeptidketten im Polyacrylamidgel 

innerhalb eines elektrischen Feldes nach ihrer Größe aufgetrennt werden. Für die Gelelekt-

rophorese mussten zunächst Polyacrylamidgele vorbereitet werden (s. 3.6.3, Trenngele und 

Sammelgel). Die Gele wurden in Gussständern zwischen zwei Glasplatten gegossen. Zuerst 

wurde das Trenngel angefertigt und nach dessen Polymerisierung das Sammelgel inklusive 

Kamm für die Probentaschen auf das Trenngel gegossen. Bei der Vorbereitung zur Gelelekt-

rophorese wurden die Proben mit 1/4 des Probengesamtvolumens 4x Laemmli-Puffer (s. 

3.6.4, 4x Laemmli-Puffer) gemischt und für 5 min bei 95 °C denaturiert. Im Anschluss konn-

ten die Proben und als Größenstandard 5 µl Proteinmarker (BlueStar Prestained Protein 

Marker) mithilfe einer Hamilton-Spritze auf das Polyacrylamidgel aufgetragen werden. Je 

Probe wurden 20-30 μg Protein aufgetragen. Die Elektrophoresekammer wurde mit Lauf-

puffer (1x SDS-PAGE-Puffer) befüllt und die Proteine bei 200 V für 60-90 min aufgetrennt.  



Methoden 

52 
 

4.5.5. Proteintransfer 

Nach der Gelelektrophorese wurden die aufgetrennten Proteine mittels eines Semidry-Blot-

Systems auf eine Nitrocellulosemembran übertragen. Bei dieser Methode wandern die ne-

gativ geladenen Proteine durch Anlegen eines elektrischen Feldes aus dem Gel in Richtung 

Anode auf eine Membran. Dazu wurden anodenseitig drei mit Transferpuffer (s. 3.6.4, Tow-

bin Puffer) durchtränkte Filterpapiere und eine mit Transferpuffer durchtränkte Nitrocellu-

losemembran aufgeschichtet. Auf die Membran folgte das mit Transferpuffer gewaschene 

Gel sowie drei weitere mit Transferpuffer durchtränkte Filterpapiere. Der Transfer erfolgte 

in Abhängigkeit vom Molekulargewicht des zu übertragenden Proteins für 70-90 min bei 

25 V und 1 A. 

4.5.6. Immunodetektion 

Nach Auftrennung und Transfer der Proteine auf eine Nitrocellulosemembran können sie 

mithilfe entsprechender Antikörper nachgewiesen werden. Dabei werden primäre Antikör-

per, die spezifisch gegen das nachzuweisende Protein gerichtet sind, und sekundäre Anti-

körper, die die primären Antikörper binden und an eine Meerrettichperoxidase (HRP, hor-

seradish peroxidase) gekoppelt sind, verwendet. Durch die Umsetzung von Wasserstoffper-

oxid und Luminol durch die HRP wird Chemilumineszenz erzeugt. Für die Immunodetektion 

wurden die Nitrocellulosemembranen für eine Stunde bei Raumtemperatur mit 5 % Mager-

milchpulver gelöst in 1x TBST unter konstantem Schütteln inkubiert. Auf diese Weise wer-

den Bindungsstellen der Membran, an die kein Protein gebunden hat, gesättigt. Anschlie-

ßend wurden die Membranen mit den primären Antikörpern unter konstantem Schütteln 

über Nacht bei 4 °C inkubiert. Dann wurden die Membranen mindestens dreimal für 5 min 

in 1x TBST gewaschen, für eine Stunde bei Raumtemperatur mit den sekundären Antikör-

pern inkubiert und erneut mindestens dreimal für 5 min in 1x TBST gewaschen. Schließlich 

konnten die an die nachzuweisenden Proteine gebundenen Antikörper durch die kataly-

sierte Reaktion der HRP detektiert werden. Dazu wurde eine Chemilumineszenzmixtur 

(Western Lightning® Plus-ECL) mit Wasserstoffperoxid und Luminol, den Substraten der 

HRP, angemischt und über die Membranen gegeben. Schließlich wurde das bei der Reaktion 

emittierte Licht durch das Auflegen von Röntgenfilmen auf die Membranen in einer 
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Dunkelkammer visualisiert. Die Röntgenfilme wurden in einem Röntgenfilmentwickler 

(AGFA CP 1000) entwickelt. 

4.5.7. Densitometrie 

Nach der Visualisierung der Proteine auf den Röntgenfilmen konnten die sichtbaren Pro-

teinbanden mittels Densitometrie, eines Verfahrens zur Quantifizierung der Farbdichte 

(Farbmenge pro Flächeneinheit), ausgemessen werden. Dabei wurde zur Quantifizierung 

der Spaltprodukte von PARP-1, Caspase-3 und -7 jeweils der Quotient aus den densitomet-

risch erfassten Spaltprodukten und der inaktiven Vorstufe gebildet.  

4.6. Proliferationsassay 

Der Proliferationsassay wurde mithilfe des Kits CellTiter 96® Non-Radioactive Cell Prolifera-

tion Assay von Promega entsprechend der Herstellerangaben durchgeführt. Mithilfe des 

Proliferationsassays erfolgte die vergleichende Untersuchung der Zellen hinsichtlich ihres 

Wachstumsverhaltens anhand der Messung der metabolischen Aktivität der Zellen. Prolife-

rierende Zellen setzten dabei Tetrazoliumsalz in Formazan um, welches anschließend durch 

photometrische Messung quantifiziert wurde. Zunächst wurden die Zellen mithilfe einer 

Neubauer-Zählkammer gezählt und je 5.000 Zellen pro Well in eine sterile 96-Well-Platte in 

Kulturmedium (DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Pen-Strep) nach folgendem Schema ausge-

sät (Tabelle 6).  

Tabelle 6. Exemplarisches Schema des Proliferationsassays in einer 96-Well-Platte 
Die Kontrolle entspricht Kulturmedium (DMEM, 10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) Pen-Strep). Ohne Stimulus bedeutet 10 % (v/v), 
mit Stimulus 20 % (v/v) FCS im Medium. 

 Kontrolle shCtrl. shTRIM25 #1 shTRIM25 #5 

 1 2 3 4 

A Ohne Stimulus 
(10 % FCS) 

Ohne Stimulus 
(10 % FCS) 

Ohne Stimulus 
(10 % FCS) 

Ohne Stimulus 
(10 % FCS) 

B 

C Mit Stimulus 
(20 % FCS) 

Mit Stimulus 
(20 % FCS) 

Mit Stimulus 
(20 % FCS) 

Mit Stimulus 
(20 % FCS) 

D 
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Das Gesamtvolumen betrug gemäß Herstellerangaben 100 μl pro Well. Als Wachstumssti-

mulus wurden zusätzliche 10 % FCS zum Kulturmedium zugesetzt (final 20 % FCS), als Kon-

trolle diente Kulturmedium mit entsprechendem FCS-Gehalt ohne Zellen. Nach 48 Stunden 

Kultivierung im CO2-Inkubator erfolgte unter sterilen Bedingungen die Zugabe von 15 μl der 

lichtempfindlichen Farblösung bei ausgeschaltetem Raumlicht. In den folgenden 1-4 Stun-

den Inkubationszeit im CO2-Inkubator bei 37 °C setzten die proliferierenden Zellen das in 

der Farblösung vorhandene Tetrazoliumsalz in ein Formazan um, wobei die Menge des ge-

bildeten Formazans direkt proportional zur Zellanzahl ist. Nach der Inkubation wurden un-

terhalb eines Laborabzugs 100 μl des Stop Mix hinzugefügt. Dieser sollte zur photometri-

schen Messung das von den Zellen gebildete Formazan in Lösung bringen. Nach einer wei-

teren Stunde Inkubation bei Raumtemperatur im Dunkeln wurde die Lösung in den Wells 

resuspendiert, bis eine einheitliche Färbung entstand. Der Inkubationsschritt mit Stop Mix 

konnte optional auch über Nacht bei Raumtemperatur erfolgen. Danach folgte die photo-

metrische Messung der Absorption bei 570 nm, dem Absorptionsmaximum des Formazans, 

und bei 700 nm als Referenzwellenlänge zur Reduktion des Hintergrundsignals mithilfe ei-

nes Mikrotiterplatten-Readers (SpectraMax® M5e). Zur Auswertung wurde zunächst die Ab-

sorption bei 700 nm von der Absorption bei 570 nm abgezogen. Dann wurde der Mittelwert 

der Duplikate der Kontroll-Wells (Kulturmedium und FCS ohne Zellen) von dem Mittelwert 

der Wells mit den zu untersuchenden Zellen subtrahiert. Abschließend wurde die prozen-

tuale Proliferation der zu untersuchenden Zelllinien (shTRIM25 #1 und shTRIM25 #5) im 

Vergleich zur Kontroll-Zelllinie (shCtrl.) berechnet, wobei shCtrl. als 100 % definiert wurde. 

4.7. In vitro-Wundheilungsassay (Scratchassay) 

Mithilfe des in vitro-Wundheilungsassays erfolgte die vergleichende Untersuchung der Zel-

len hinsichtlich ihres Migrationverhaltens, welches entscheidend für Wundheilungspro-

zesse ist. Zunächst wurden die Zellen mit 2 ml Kulturmedium in 60 mm Schalen ausgesät 

und für 24 Stunden im CO2-Inkubator kultiviert. Dabei wurde für den Zeitpunkt des Scrat-

ches („Kratzwunde“) eine Konfluenz von nahezu 100 % angestrebt. Am nächsten Tag er-

folgte der Austausch des Kulturmediums mit 2 ml FCS-freiem Medium (Hungermedium: 

DMEM, 100 mg/L BSA, 1 % (v/v) Pen-Strep), welches die Proliferation der Zellen, die bei 
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Wundheilungsprozessen ebenfalls von Bedeutung ist, dämpfen sollte. Somit konnte das 

Migrationsverhalten der Zellen unabhängig vom Proliferationsverhalten untersucht wer-

den. Nach 24 Stunden Kultivierung in FCS-freiem Medium wurde in den Zellschalen mithilfe 

einer sterilen 200 μl-Pipettenspitze ein gleichmäßiger Scratch durch den konfluenten Zell-

rasen entlang einer vorher eingezeichneten bodenseitigen Markierung (Abbildung 4) ge-

setzt. Daraufhin wurden die Zellen mit PBS gewaschen und 2 ml FCS-freies Medium in die 

Zellschalen gegeben. Direkt im Anschluss erfolgten die ersten Aufnahmen der Scratches 

(Zeitpunkt 0 h) mithilfe der 10-fachen Vergrößerung eines Mikroskops (Biozero, Keyence). 

Nach weiteren 6 bzw. 24 Stunden wurden zur Beobachtung des Migrationsverhaltens im 

zeitlichen Verlauf ebenfalls Bilder der Scratches aufgenommen. Die Versuchsmethode des 

Assays beruht darauf, dass die Zellen in Richtung der freien Fläche migrieren, um diese mit-

tels Ausbildung neuer Zell-Zell-Kontakte wieder zu verschließen. Zur genaueren Beurteilung 

wurden je drei Aufnahmen pro Zellschale angefertigt und im jeweiligen Bildausschnitt die 

Abstände der Wundränder (Breite der Scratches) mithilfe des Mikroskops ausgemessen. 

Durch die Abnahme des Abstandes der Wundränder zueinander konnte die Migration der 

Zellen quantifiziert und vergleichend dargestellt werden. Zur Auswertung wurde zunächst 

die Migration der Zellwand in Prozent der anfänglichen Breite der Scratches ermittelt und 

anschließend der Mittelwert der Triplikate derselben Zellschale zum gleichen Zeitpunkt ge-

bildet.  

 

Abbildung 4. Schematische Darstellung der Zellkulturschalen des in vitro-Wundheilungsassays 
Zunächst wurden am Boden der 60 mm Zellschalen von außen Markierungen entsprechend der Abbildung eingezeichnet. 
Nachfolgend wurde bei jeder Zellschale ein Scratch auf der rechten Seite der Markierungen angebracht. Die Bildaus-
schnitte wurden oberhalb der horizontal eingezeichneten Markierungen angesetzt und für das gesamte Experiment bei-
behalten. 
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4.8. FACS 

Fluorescence-activated cell sorting (FACS) ist eine Form der Durchflusszytometrie, bei wel-

cher die Eigenschaften von Zellen mithilfe von Fluoreszenzfarbstoffen analysiert werden 

können. Die sich in Lösung befindenden Zellen werden mittels hydrodynamischer Fokussie-

rung vereinzelt und treten nacheinander in den Messkanal des FACS-Gerätes ein. Die Zellen 

passieren einen oder mehrere Laserstrahlen, wodurch es zur Streuung des Lichtes sowie zur 

Anregung der verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe kommt. Das entstehende Vorwärtsstreu-

licht (Forward Scatter), Seitwärtsstreulicht (Side Scatter) und emittierte Licht (Fluoreszenz) 

kann von Detektoren im Gerät ermittelt werden und liefert Aussagen über die Eigenschaf-

ten der Zellen. In dieser Arbeit wurde ein fluoreszierender Nukleinsäurefarbstoff verwen-

det. Die gemessene Fluoreszenz korrelierte mit dem Nukleinsäuregehalt der Zellen, der sich 

beispielsweise im Rahmen des Zellzyklus oder der Apoptose spezifisch verändert. Dadurch 

wurde eine Zellzyklusanalyse und eine Quantifizierung apoptotischer Zellen ermöglicht. 

4.8.1. Gewinnung von FACS Proben und Vorbereitung zur Messung 

Die Gewinnung von FACS Proben erfolgte mit Überstand aus in 60 mm Zellkulturschalen 

wachsenden Zellen. Das Kulturmedium der Zellschale wurde in ein 15 ml-Zentrifugenröhr-

chen überführt, die Zellen in der Schale einmalig mit 1 ml PBS gewaschen und auch das PBS 

in das entsprechende Röhrchen gegeben. Es folgte das Trypsinisieren der Zellen mit 700 μl 

0,05 % Trypsin-EDTA für etwa 5 min bei 37 °C. Nach der vollständigen Ablösung von der 

Schale wurden die Zellen zur Beendigung der Trypsinaktivität im Kulturmedium aus dem 

Zentrifugenröhrchen resuspendiert, die Zellsuspension in das Röhrchen überführt und bei 

1200 rcf für 3 min zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das Zellpellet vorsichtig 

in 1 ml 70 %igem Ethanol resuspendiert und für 25 min bei Raumtemperatur inkubiert. Bei 

diesem Schritt kam es zum Fixieren und Permeabilisieren der Zellen, sie wurden in ihrer 

Zellzyklusphase konserviert und ihre Zellmembran wurde für kleine DNA-Fragmente und 

den zur Messung verwendeten Farbstoff durchlässig. Die Proben konnten für 1-2 Wochen 

bei -20 °C gelagert oder direkt weiterverarbeitet werden. Die Zentrifugenröhrchen wurden 

erneut bei 1200 rcf für 3 min zentrifugiert, der Überstand vollständig verworfen und die 

Zellpellets in 500 μl Extraktionspuffer (s. 3.6.5) mit 15 µg/ml RNase A resuspendiert. In den 
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folgenden 15 min Inkubationszeit bei Raumtemperatur baute die RNase A die in den Proben 

vorhandene RNA ab. Dadurch wurde bei der FACS Messung ausschließlich die DNA der Zel-

len quantifiziert. Die Proben wurden in FACS-Röhrchen überführt und mit 1 μl des 

lichtempflindlichen Fluoreszenzfarbstoffs SYTOX™ Blue Dead Cell Stain für 30 min bei Raum-

temperatur im Dunkeln inkubiert. Schließlich folgte die Messung der Proben. 

4.8.2. FACS Messung 

Die Proben wurden vor ihrer Messung mithilfe eines Vortexmischers gemischt, bis eine ein-

heitliche Färbung entstand. Anschließend wurde der DNA-Gehalt der Zellen, welcher mit 

der gemessenen Fluoreszenz korrelierte, mithilfe des FACS-Gerätes BD FACSCanto II (BD 

Biosciences) bestimmt. Der verwendete Farbstoff SYTOX™ Blue Dead Cell Stain zeichnet sich 

durch eine Anregungswellenlänge von 444 nm und eine Emissionswellenlänge von 480 nm 

aus. Im Zellzyklus ändert sich der DNA-Gehalt von Zellen spezifisch entsprechend der jewei-

ligen Phase. Bei der FACS Messung ließen sich daher anhand des DNA-Gehaltes der Zellen 

G1-, S- und G2-Phasen unterscheiden und in einem Dotplot bzw. Histogramm visualisieren 

und quantifizieren. Im Histogramm war die Anzahl der detektieren Ereignisse (= gemessene 

Zellen) an der y-Achse und der DNA-Gehalt der Zellen an der x-Achse ablesbar. Die Analyse 

der Sub-G1-Phase, welche v.a. das Ausmaß apoptotischer Zellen innerhalb der analysierten 

Zellpopulation repräsentiert, beruht auf der zunehmenden Fragmentierung der DNA wäh-

rend der späten Apoptose. Bei spät-apoptotischen Zellen verringert sich durch Permeabili-

sierung der Zellmembranen bei der FACS Probengewinnung und dem folgenden Verlust der 

DNA-Fragmente der Nukleinsäuregehalt der Zellen. Die spät-apoptotischen Zellen können 

daher als separate Zellpopulation mit verringertem DNA-Gehalt (Sub-G1-Phase) im FACS 

quantifiziert werden.  

4.8.3. FACS Gating 

Das FACS Gating erfolgte mithilfe des Programms BD FACSDiva™ 8.0.2. Bei der Zellzyk-

lusanalyse wurden die Sub-G1-, G1-, S- und G2-Phasen nicht aber der Zelldetritus (Zelltrüm-

mer) in das Gate miteinbezogen. Bei der Sub-G1-Phasen-Analyse mit Doxorubicinstimulus 

wurde lediglich die Sub-G1-Phase gegatet. Bei der Stimulation mit 5-Fluorouracil wurde der 
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Zelldetritus in das Gate miteinbezogen, da eine klare Unterscheidung zwischen Zelldetritus 

und Sub-G1-Phase nicht möglich war. 

4.9. Statistik und Datenanalyse 

Sämtliche graphisch dargestellten Ergebnisse repräsentieren die Mittelwerte ± Standardab-

weichung. Die n-Zahl gibt die Anzahl der voneinander unabhängig durchgeführten Experi-

mente an. Die Datenanalyse erfolgte mit Microsoft Excel und die statistische Auswertung 

mithilfe von GraphPad Prism 9. Dabei wurde die statistische Signifikanz der Daten mittels t-

Test für unabhängige Stichproben überprüft, bei einem p-Wert von < 0,05 wurde von sta-

tistischer Signifikanz ausgegangen.  

 Software 

Datenanalyse Microsoft Excel 2019 

Densitometrie, Visualisierung der Gel-
elektrophoresen (semiquantitative 
PCR) 

Quantity One 4.6.6 (Basic) 

FACS Datenanalyse BD FACSDiva™ 8.0.2 

Grafiken GraphPad Prism 9, Microsoft PowerPoint 2019 

In vitro-Wundheilungsassay BZ-8100 Observation Application 

Proteinquantifizierung SoftMax Pro 5.4.6 

qPCR QuantStudio™ Design and Analysis Software 

RNA-Konzentrationsmessung NanoDrop 3.1.0 

Statistik GraphPad Prism 9 
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5. Ergebnisse 

5.1. TRIM25 Expression in RKO-Zelllinien mit stabilem TRIM25 Knockdown 

Die E3-Ubiquitinligase TRIM25 spielt neben ihrer zentralen Rolle bei der antiviralen Immun-

antwort durch Retinolsäure-induziertes Gen 1 (RIG)-vermittelte Aktivierung von Interfe-

ron65 eine bedeutende pathophysiologische Rolle bei verschiedenen malignen Tumoren des 

Menschen, wie z.B. bei Malignomen der Prostata,59 der Brust,83 des Ovars,85 des Endomet-

riums,87,88 der Lunge89 und des Kolorektums23 (s. 1.1.4). Bei Kolorektalkarzinomzelllinien 

vermittelt TRIM25 verschiedene potentiell onkogene Funktionen, da es die Proliferation 

und Migration der Tumorzellen fördert.23 Zuvor konnte unsere Arbeitsgruppe erstmalig eine 

funktionelle Bedeutung von TRIM25 bei der negativen Regulation der proapoptotischen 

Caspasen-2 und -7 in Kolonkarzinomzellen und deren Auswirkung auf das Überleben (Survi-

val) der Tumorzellen und die Therapieresistenz belegen.77,78 Um den möglichen Einfluss von 

TRIM25 auf für die Tumorentstehung und -progression wichtige Eigenschaften von huma-

nen Kolonkarzinomzelllinien untersuchen zu können, wurden RKO-Zellen mit stabilem 

Knockdown des TRIM25 Gens generiert. Die stabilen Knockdown Zellen dienten zudem der 

später geplanten Etablierung eines Xenograftmodells. Von den insgesamt fünf generierten 

Klonen zeigten Klon 1 (shTRIM25 #1) und Klon 5 (shTRIM25 #5) den effizientesten Knock-

down des TRIM25 Proteins (Abbildung 5). Beide Zellklone wurden daher für die nachfolgen-

den Experimente verwendet. Die Zellen wurden insbesondere im Hinblick auf tumorrele-

vante Eigenschaften wie Proliferation, Migration, Zellzyklus, Apoptose und Inflammation 

untersucht. 

 

Abbildung 5. Bestimmung der TRIM25 Expression auf Proteinebene bei stabilem genetischem Knockdown von TRIM25 
ShCtrl. und shTRIM25 #1-5 (Klon 1-5) wurden freundlicherweise von Herr Dr. Gergely Imre und Frau Dr. Kristina Stanke 
aus wt-RKO-Zellen mithilfe von control shRNA bzw. fünf verschiedenen TRIM25 spezifischen shRNAs generiert. Die 
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Effizienz des TRIM25 Knockdowns wurde mittels Totalproteingewinnung und anschließendem Western Blot analysiert. β-
Aktin diente als Ladekontrolle. 

Der stabile TRIM25 Knockdown wurde regelmäßig auf RNA- bzw. Proteinebene mittels se-

miquantitativer RT-PCR bzw. Western Blot-Analyse überprüft und ist bei sämtlichen in die-

ser Arbeit gezeigten Ergebnissen bestätigt worden. Da der Knockdown mit zunehmender 

Zellpassage an Effizienz verlor, wurden die Zellen maximal bis Passage 24 verwendet. 

5.2. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Proliferation von Kolon-
karzinomzellen 

Der Einfluss von TRIM25 auf die Proliferation von RKO-Kolonkarzinomzelllinien wurde mit-

tels einer vergleichenden Analyse des Wachstumsverhaltens von Kontrollzellen und Zellen 

mit stabilem TRIM25 Knockdown im Proliferationsassay untersucht. Der in der Arbeit ver-

wendete Assay beruht auf der Messung der metabolischen Aktivität der Zellen. Proliferie-

rende Zellen setzen Tetrazoliumsalz in Formazan um, welches anschließend durch photo-

metrische Messung quantifiziert werden kann. Die Menge des gebildeten Formazans ist di-

rekt proportional zur Zellanzahl. Ohne zusätzlichen FCS-Stimulus zeigten die TRIM25 Knock-

down Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (shCtrl.) eine vermehrte Proliferation, dieser 

Unterschied war allerdings nicht signifikant. Dagegen führte die Stimulation mit FCS zu einer 

signifikant verstärkten Proliferation von TRIM25 Knockdown Zellen im Vergleich zu shCtrl. 

(Abbildung 6). Dieses Ergebnis lässt vermuten, dass die Proliferation von RKO-Zellen 

TRIM25-abhängig gehemmt wird. 

 

Abbildung 6. Der stabile TRIM25 Knockdown führt zur signifikant vermehrten Proliferation von RKO-Zelllinien bei FCS-
Stimulus 
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Der Proliferationsassay wurde mithilfe des CellTiter 96 Non-Radioactive Cell Proliferation Assays (Promega) durchgeführt. 
Die Zellen wurden für 48 h ohne (-) oder mit (+) Wachstumsstimulus kultiviert. Als Stimulus dienten zusätzliche 10 % FCS 
im Kulturmedium (final 20 % FCS im Medium). Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 3), * p < 
0,05 (shTRIM25 #1 bzw. #5 verglichen mit shCtrl.) und wurden in Relation der Proliferation der Kontrollzelllinie angegeben 
(shCtrl. = 100 %, durchgezogene Linie). 

5.3. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Migration von Kolonkar-
zinomzellen 

Im nächsten Abschnitt wurde der Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf das Migra-

tionsverhalten der RKO-Zelllinien im in vitro-Wundheilungsassay analysiert. Bei diesem As-

say wurde zunächst mittels einer Pipettenspitze ein gleichmäßiger Scratch durch den kon-

fluenten Zellrasen der Schalen gesetzt. Anschließend wurde die zeitabhängige Migration 

der Zellen in Richtung des Scratches durch Messung des Abstandes der Wundränder zuei-

nander mikroskopisch quantifiziert. Zusätzlich wurden auch Wildtyp- (wt) und Kontrollzel-

len (shCtrl.) miteinander verglichen, um shRNA-vermittelte Effekte auf die Migration auszu-

schließen. Bei der Auswertung fiel auf, dass sich das Migrationsverhalten derselben Zell-

klone in den durchgeführten Experimenten interexperimentell relativ stark unterschied, 

was aufgrund der relativ hohen Standardabweichungen deutlich wird. Aufgrund dieser in-

terexperimentellen Abweichungen kann keine eindeutige Aussage über mögliche Unter-

schiede im Migrationsverhalten der Zellen und einem daraus zu schlussfolgernden Einfluss 

von TRIM25 auf die Migration von RKO-Zellen getroffen werden (Abbildung 7). 
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Abbildung 7. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Migration von RKO-Zelllinien 
Nach 24 Stunden Kultivierung der Zellen wurde das Kulturmedium in den Schalen durch FCS-freies Medium ersetzt. Nach 
weiteren 24 Stunden wurde in den Zellschalen ein gleichmäßiger Scratch durch den konfluenten Zellrasen mithilfe einer 
sterilen 200 μl-Pipettenspitze gesetzt. A. Die Scratches wurden direkt im Anschluss (0 h) und nach 6 bzw. 24 h mittels 
Durchlichtmikroskopie analysiert und fotografiert. Die gezeigten Aufnahmen sind repräsentativ für vier unabhängige Ex-
perimente mit ähnlichen Resultaten. B. Die Breite der Scratches wurde durch Ausmessung des Abstandes der Wundränder 
zueinander quantifiziert. Die Migration der Zellwand wurde in Prozent der anfänglichen Breite der Scratches (zum Zeit-
punkt 0 h) angegeben (0 h = 0 % Migration). Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 4).  
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5.4. Einfluss des TRIM25 Knockdowns auf den Zellzyklus von Kolonkarzinom-
zellen 

In der nächsten Versuchsreihe wurde ein möglicher Einfluss von TRIM25 auf den Zellzyklus 

von RKO-Zellen untersucht. Der Zellzyklus ist durch die streng regulierte Abfolge verschie-

dener Aktivitätsphasen, der G1-, S-, G2- und M-Phase, charakterisiert. In Abhängigkeit der 

jeweiligen Phase ändert sich spezifisch der Nukleinsäuregehalt der Zellen. Bei der Zellzyk-

lusanalyse mittels FACS wurde durch Verwendung eines in die DNA interkalierenden Farb-

stoffes (SYTOX™ Blue Dead Cell Stain) der DNA-Gehalt und somit die Zellzyklusphase der 

Zellen in den Proben ermittelt und der Anteil der Zellen, der sich in einer bestimmten Phase 

befand, quantifiziert. Zusätzlich erlaubt diese Methode die Erfassung der Sub-G1-Phase, 

welche v.a. das Ausmaß apoptotischer Zellen innerhalb der analysierten Zellpopulation re-

präsentiert. Der Einfluss von TRIM25 auf den Zellzyklus von RKO-Zelllinien wurde zunächst 

durch eine vergleichende Analyse von Kontrollzellen (shCtrl.) und Zellen mit stabilem 

TRIM25 Knockdown zu zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (24 h und 48 h) untersucht. Zum 

Zeitpunkt „24 h“ konnte eine signifikante Verringerung des Anteils der Sub-G1-Phase am 

Zellzyklus des shTRIM25 #1 Klons im Vergleich zu den Kontrollzellen festgestellt werden. 

Außerdem zeigten die Zellen des shTRIM25 #5 Klons eine im Vergleich zu den shCtrl. Zellen 

signifikant verringerte G1-Phase (Abbildung 8). Darüber hinaus ließen sich sowohl nach 24 

Stunden als auch nach 48 Stunden Kultivierung keine weiteren signifikanten Unterschiede 

im Zellzyklus nachweisen. Nach 48 Stunden war außerdem bei sämtlichen Zellen eine antei-

lige Erhöhung der G1-Phase auffällig, während die S- bzw. G2-Phasen zu diesem Zeitpunkt 

entsprechend erniedrigt waren. Innerhalb der G1-Phase wird über das weitere Schicksal der 

Zelle entschieden: Entweder kommt es durch Fortführung des Zellzyklus (S-, G2- und M-

Phase) zur Zellteilung oder, wenn sich die Zelle z.B. aufgrund von Nährstoffmangel nicht 

mehr teilen kann, zum Eintritt in die G0-Phase (reversible Ruhephase). Die Erhöhung der G1-

Phase bei gleichzeitiger Verringerung von S- und G2-Phase mag daher auf einem zunehmen-

den Mangel an Wachstumsfaktoren (FCS) bei längeren Kultivierungsdauern der Zellen be-

ruhen. 
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Abbildung 8. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf den Zellzyklus von RKO-Zelllinien 
Für die Analyse der Zellzyklusphasen wurden die FACS Proben nach 24 h bzw. 48 h Kultivierung der Zellen gewonnen. Die 
Zellen wurden für 30 min mit SYTOX™ Blue Dead Cell Stain inkubiert. Es folgte die Messung der Zellzyklusphasen mittels 
Durchflusszytometrie. Durch Gating jeder Phase (Sub-G1, G1, S, G2) konnte der Anteil der einzelnen Phasen am Zellzyklus 
bestimmt werden. A. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n (24 h) = 4; n (48 h) = 7), * p < 0,05, 
** p < 0,01 (shTRIM25 #1 bzw. #5 verglichen mit shCtrl.). B. Die gezeigten Analysen sind repräsentativ für vier (24 h) bzw. 
sieben (48 h) unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. P2 entspricht der Sub-G1-Phase, P3 der G1-Phase, 
P4 der S-Phase und P5 der G2-Phase. Für genauere Angaben zum speziellen Gating der Zellzyklusphasen s. Anhang 1. 

Der Einfluss von TRIM25 auf den Zellzyklus wurde zusätzlich mithilfe eines loss-of-function-

Ansatzes mit transienten TRIM25 Knockdown Zellen untersucht. Dazu wurde mithilfe von 

siRNA-Transfektion ein transienter TRIM25 Knockdown generiert und der Effekt des 
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Knockdowns auf den Zellzyklus von RKO-Zelllinien analysiert. Der transiente Knockdown von 

TRIM25 hat im Vergleich zu Kontrollzellen keinen Einfluss auf den Zellzyklus (Abbildung 9). 

 

Abbildung 9. Der transiente TRIM25 Knockdown hat keinen Einfluss auf den Zellzyklus von RKO-Zelllinien 
Nach 24 h Kultivierung wurden die subkonfluenten Wildtyp-RKO-Zellen mit 50 nM control siRNA bzw. TRIM25 spezifischer 
siRNA transfiziert. Nach weiteren 48 h wurden die FACS Proben wie im Methodenteil beschrieben gewonnen und die Zel-
len für 30 min mit SYTOX™ Blue Dead Cell Stain inkubiert. Es folgte die Messung der Zellzyklusphasen. Durch Gating jeder 
Phase (Sub-G1, G1, S, G2) konnte der Anteil der einzelnen Phasen am Zellzyklus bestimmt werden. A. Die dargestellten 
Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 2). B. Bei der FACS Probengewinnung wurde außerdem Totalprotein ge-
wonnen. Mittels Western Blot-Analyse wurde der transiente TRIM25 Knockdown bestätigt. C. Die gezeigten Analysen sind 
repräsentativ für zwei unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. P2 entspricht der Sub-G1-Phase, P3 der 
G1-Phase, P4 der S-Phase und P5 der G2-Phase. Für genauere Angaben zum speziellen Gating der Zellzyklusphasen s. An-
hang 2. 

5.5. Der Knockdown von TRIM25 sensibilisiert Kolonkarzinomzellen gegenüber 
Chemotherapeutika-induzierter Apoptose 

Da unsere Arbeitsgruppe zuvor mithilfe eines transienten TRIM25 Knockdowns die funktio-

nelle Rolle von TRIM25 bei der Sensitivierung von Kolonkarzinomzellen gegenüber 
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Chemotherapeutika-induzierter Apoptose nachweisen konnte,77,78 wurde in der folgenden 

Versuchsreihe die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die Verhältnisse in stabilen TRIM25 

Knockdown Zellen überprüft. Dazu wurden die entsprechenden RKO-Zelllinien entweder 

mit dem DNA-Interkalator und Topoisomerase-II-Hemmstoff Doxorubicin oder alternativ 

mit dem Basenanalogon 5-Fluorouracil für 24 Stunden behandelt. Anschließend wurde die 

Apoptose der Zellen durch Spaltung von ausgewählten Apoptosemarkern (PARP-1, Caspase-

3 und -7) im Western Blot nachgewiesen und densitometrisch quantifiziert. Dabei wurden 

in den Ansätzen mit Doxorubicin auch Wildtyp- (wt) und Kontrollzellen (shCtrl.) miteinander 

verglichen, aufgrund äquivalenter Ergebnisse konnten shRNA-vermittelte Effekte auf die 

Apoptose ausgeschlossen werden. Sowohl nach Doxorubicin- als auch nach 5-Fluorouracil-

stimulus zeigten die TRIM25 Knockdown Zellen eine im Vergleich zu den Kontrollzellen 

(shCtrl.) verstärkte Caspase-3-, -7- und PARP-1-Spaltung (Abbildung 10). Die folglich nach-

gewiesene verstärkte Apoptose in TRIM25-depletierten Zellen zeigt, dass der stabile 

TRIM25 Knockdown RKO-Zellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose sen-

sibilisiert. Interessanterweise zeigten sich Stimulus-spezifische Sensitivitätsunterschiede 

zwischen den beiden untersuchten TRIM25 Klonen (shTRIM25 #1 und #5). Eine Sensitivie-

rung war in Abhängigkeit des verwendeten Chemotherapeutikums insbesondere in 

shTRIM25 #1 Zellen gegenüber Doxorubicin und in shTRIM25 #5 Zellen gegenüber 5-Flu-

orouracil deutlich. Die unterschiedliche Empfindlichkeit der beiden shTRIM25 Klone gegen-

über den untersuchten Pharmaka zeigte sich besonders anhand einer Konzentrationsreihe. 
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Abbildung 10. Der stabile TRIM25 Knockdown führt zur Sensibilisierung der RKO-Zellen gegenüber Chemotherapeutika-
induzierter Apoptose 
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Die Zellen wurden für 24 h kultiviert und für weitere 24 h mit den angegebenen Dosen von Doxorubicin (Doxo.) (A.) bzw. 
5-Fluorouracil (5-FU) (B.) behandelt. Als Kontrolle (-) dienten mit DMSO behandelte (A.) oder unstimulierte (B.) Zellen. 
Anschließend wurde das Totalprotein der Zellen mitsamt Überstand gewonnen und eine Western Blot-Analyse durchge-
führt. Dabei wurden 25 µg Protein je Probe auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Spaltpro-
dukte der Proteine sind durch das Asterisk Symbol (*,**) gekennzeichnet. Abkürzungen: kE, kurze Exposition; lE, lange 
Exposition. Für die Densitometrie wurde zunächst die Caspase-3-, -7- und PARP-1-Spaltung durch den Quotienten aus 
Spaltprodukt und inaktiver Proform quantifiziert. Dann wurde die Spaltung der Apoptosemarker von shTRIM25 #1 bzw. 
#5 relativ zu shCtrl. angegeben (shCtrl. = 1, durchgezogene Linie). A. Die dargestellten Western Blots sind repräsentativ 
für zwei (wt) bzw. drei (shCtrl. und shTRIM25 Klone) unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. In der 
Densitometrie (Balkendiagramm) wurden selektiv die mit 1 µg/ml Doxorubicin stimulierten Zellen ausgewertet. Die Daten 
entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 3), * p < 0,05 (shTRIM25 #1 bzw. #5 verglichen mit shCtrl.). B. Die dargestellten 
Western Blots sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. In der Densitometrie 
(Balkendiagramm) wurden die mit 1 µg/ml (PARP-1) bzw. mit 5 µg/ml (Caspase-3 und -7) 5-Fluorouracil stimulierten Zellen 
ausgewertet. Die Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 2) (shTRIM25 #1 bzw. #5 verglichen mit shCtrl.). 

Für den direkten Vergleich des stabilen mit einem transienten TRIM25 Knockdown wurde 

zusätzlich mithilfe von siRNA-Transfektion ein transienter TRIM25 Knockdown in Wildtyp-

RKO-Zellen generiert und die Auswirkungen der TRIM25 Attenuation auf die Doxorubicin-

induzierte Apoptose untersucht. Hierfür wurde erneut die Spaltung von PARP-1, Caspase-3 

und -7 analysiert. Die veröffentlichten Daten unserer Arbeitsgruppe,77,78 konnten dabei be-

stätigt werden. Wie der stabile, führte auch der transiente TRIM25 Knockdown zur Sensiti-

vierung der RKO-Zellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose (Abbildung 

11). Des Weiteren wurde im transienten Ansatz eine TRIM25 Knockdown-abhängige Hoch-

regulation von Caspase-7 auf Proteinebene bestätigt.78 Zusammenfassend zeigen diese Er-

gebnisse, dass ein TRIM25 Knockdown Kolonkarzinomzellen sowohl in transienten als auch 

in stabilen Ansätzen gegenüber Pharmakon-induzierter Apoptose sensibilisiert. 
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Abbildung 11. Der transiente TRIM25 Knockdown führt zur Sensibilisierung der RKO-Zellen gegenüber Chemotherapeu-
tika-induzierter Apoptose 
Nach 24 h Kultivierung wurden die subkonfluenten Wildtyp-RKO-Zellen für 24 h mit 50 nM control siRNA bzw. TRIM25 
spezifischer siRNA transfiziert. Anschließend wurden die Zellen für weitere 24 h mit den angegebenen Dosen von Doxoru-
bicin (Doxo.) behandelt. Als Kontrolle (-) dienten mit DMSO behandelte Zellen. Das Totalprotein der Zellen wurde mitsamt 
Überstand gewonnen und eine Western Blot-Analyse durchgeführt. Dabei wurden 20 µg Protein je Probe auf das SDS-
PAGE-Gel aufgetragen. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Spaltprodukte der Proteine sind durch das Asterisk Symbol (*,**) 
gekennzeichnet. Die dargestellten Western Blots sind repräsentativ für zwei unabhängige Experimente mit vergleichbaren 
Ergebnissen. 

Der Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Chemotherapeutika-induzierte 

Apoptose wurde zusätzlich mittels Apoptoseinduktion durch Doxorubicin bzw. 5-Fluoroura-

cil und der anschließenden durchflusszytometrischen Analyse der Sub-G1-Phase untersucht. 

Für die Experimente wurden die Konzentrationen gewählt, bei denen zuvor die maximalen 

Effekte auf die Sensitivierung gegenüber Apoptose erkennbar waren. Bei Analyse der Sub-

G1-Phase konnte eine signifikant vermehrte Doxorubicin-induzierte Apoptose lediglich in 

Zellen von Klon 5 nachgewiesen werden (Abbildung 12). Bei Behandlung der Zellen mit 5-

Fluorouracil konnte in sämtlichen untersuchten Zellen nur ein moderater Anstieg der Sub-

G1-Phase gemessen werden. Die mittels Western Blot-Analysen nachweisbare Sensitivie-

rung gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose korreliert daher nicht uneinge-

schränkt mit den Ergebnissen der FACS-Analysen. 
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Abbildung 12. Im FACS ist eine signifikant vermehrte Doxorubicin-induzierte Apoptose in shTRIM25 #5 Zellen nachweis-
bar 
Für die Analyse der Sub-G1-Phase wurden die Zellen nach 24 h Kultivierung für weitere 24 h mit 1 µg/ml Doxorubicin (A.) 
bzw. 5 µg/ml 5-Fluorouracil (B.) behandelt. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Anschließend wurden die FACS 
Proben gewonnen und die Zellen für 30 min mit SYTOX™ Blue Dead Cell Stain inkubiert. Es folgte die Messung der Sub-G1-
Phase mittels Durchflusszytometrie. Durch Gating konnte die Sub-G1-Phase quantifiziert und vergleichend zwischen den 
Zellklonen dargestellt werden. A. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 3), ** p < 0,01 
(shTRIM25 #1 bzw. #5 verglichen mit shCtrl.). B. Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 2). 

5.6. Untersuchung zur Abhängigkeit der Sensitivierung der Kolonkarzinomzel-
len gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose von Caspase-2 
und -7 

Unsere Arbeitsgruppe hatte zuvor die wichtige Funktion der proapoptotischen Caspasen-2 

und -7 für die Sensitivierung von transienten TRIM25 Knockdown Kolonkarzinomzellen ge-

genüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose nachweisen können.77,78 In der nachfol-

genden Versuchsreihe wurde daher die Übertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die Verhält-

nisse in stabilen TRIM25 Knockdown Zellen überprüft. Dazu wurde in RKO-Zellen mit stabi-

lem TRIM25 Knockdown mittels siRNA-Transfektion zusätzlich ein transienter Caspase-2 

bzw. -7 Knockdown generiert und die entsprechenden Klone mit der zuvor optimierten Do-

sis der jeweiligen Chemotherapeutika behandelt (1 µg/ml Doxorubicin für Klon 1 und 5 

µg/ml 5-Fluorouracil für Klon 5). In einer darauffolgenden Western Blot-Analyse wurde die 

Spaltung der Apoptosemarker Caspase-3 und PARP-1 untersucht. Für Caspase-7 konnte zu 

keiner Zeit ein uns zufriedenstellender Knockdown erreicht werden (Abbildung 13). Im Ge-

gensatz dazu konnte mittels Western Blot-Analysen ein nahezu vollständiger Knockdown 

von Caspase-2 bestätigt werden. Da die Experimente dieser Versuchsreihe ausschließlich 

mit stabilen TRIM25 Knockdown Zellen durchgeführt wurden (kein shCtrl.), bildet die 
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Caspase-3- und PARP-1-Spaltung bei Stimulation mit Doxorubicin und 5-FU bereits die Sen-

sitivierung im Hinblick auf eine vermehrte Caspase-3- und PARP-1-Spaltung ab. Im Fall einer 

Abhängigkeit dieser Sensitivierung von Caspase-2, wäre eine Verringerung der Caspase-3- 

und PARP-1-Spaltung nach Caspase-2 Knockdown zu erwarten. Die Spaltung von Caspase-3 

und PARP-1 zeigte sich allerdings unbeeinträchtigt des Caspase-2 Knockdowns (Abbildung 

13). Dies deutet darauf hin, dass, im Gegensatz zum transienten Ansatz,77 der stabile 

TRIM25 Knockdown RKO-Zellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose durch 

einen Mechanismus sensibilisiert, welcher von Caspase-2 unabhängig ist. 
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Abbildung 13. Der stabile TRIM25 Knockdown sensibilisiert RKO-Zellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter 
Apoptose über einen Caspase-2-unabhängigen Mechanismus 
Nach 24 h Kultivierung wurden die subkonfluenten RKO-Zellen für 24 h mit 25 nM-100 nM control siRNA bzw. Caspase-2 
oder -7 spezifischer siRNA transfiziert. Anschließend wurden die Zellen für weitere 14 bis 24 h mit 1 µg/ml Doxorubicin 
(Doxo.) (A. und B.) bzw. 5 µg/ml 5-Fluorouracil (5-FU) (C.) behandelt. Als Kontrolle (-) dienten mit DMSO behandelte (A. 
und B.) oder unstimulierte (C.) Zellen. Das Totalprotein der Zellen wurde mitsamt Überstand gewonnen und eine Western 
Blot-Analyse durchgeführt. Dabei wurden 20-25 µg Protein je Probe auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen. β-Aktin diente als 
Ladekontrolle. Spaltprodukte der Proteine sind durch das Asterisk Symbol (*,**) gekennzeichnet. Abkürzungen: kE, kurze 
Exposition; lE, lange Exposition; uB, unspezifische Banden. A. Die dargestellten Western Blots sind repräsentativ für zwei 
unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. A.-C. Für die Ansätze mit Doxo. wurden shTRIM25 #1 Zellen 
verwendet, für die Ansätze mit 5-FU shTRIM25 #5 Zellen. 

5.7. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Caspase-7 Expression in 
Kolonkarzinomzellen 

Zuvor hatte unsere Arbeitsgruppe erstmalig nach transientem TRIM25 Knockdown eine 

Hochregulation der Caspase-7 mRNA- und Proteinspiegel in verschiedenen humanen Ko-

lonkarzinomzelllinien nachgewiesen.78 Auch in den hier gezeigten Experimenten mit tran-

sienten TRIM25 Knockdown Zellen konnten Knockdown-abhängig erhöhte Caspase-7 Pro-

teinspiegel bestätigt werden (s. 5.5). In der folgenden Versuchsreihe wurden die stabilen 
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TRIM25 Knockdown RKO-Zellen hinsichtlich einer analogen TRIM25-abhängigen Regulation 

der Caspase-7 Expression untersucht. Mögliche Unterschiede der Caspase-7 mRNA-Spiegel 

wurden mittels semiquantitativer RT-PCR und qPCR (TaqMan) gemessen, während TRIM25-

abhängige Veränderungen der Caspase-7 Proteinspiegel über Western Blot-Analysen ermit-

telt wurden. Dabei erfolgte auch ein Vergleich von Wildtyp- (wt) und Kontrollzellen (shCtrl.). 

Hierbei konnten aufgrund äquivalenter Ergebnisse in der semiquantitativen RT-PCR shRNA-

vermittelte Effekte auf die Caspase-7 mRNA-Spiegel ausgeschlossen werden. Im Unter-

schied zur beschriebenen Expressionsänderung nach transientem TRIM25 Knockdown 

konnte mittels semiquantitativer RT-PCR und Western Blot-Analyse weder auf mRNA- noch 

auf Proteinebene eine Veränderung der Caspase-7 Expression in den stabilen TRIM25 

Knockdown Zellen detektiert werden (Abbildung 14). Resultate aus qPCR-Analysen zeigten 

hingegen moderat erhöhte Caspase-7 mRNA-Spiegel in stabilen TRIM25 Knockdown Zellen.  
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Abbildung 14. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Caspase-7 Expression in RKO-Zelllinien 
A. Agarosegel einer semiquantitativen RT-PCR zur Analyse der mRNA-Expression von TRIM25 und Caspase-7 in unter-
schiedlichen RKO-Zelllinien. Nach erfolgter RT-PCR wurden die genspezifischen cDNA-Fragmente mittels Gelelektropho-
rese separiert und mit GelRed® visualisiert. GAPDH diente als Ladekontrolle. Das gezeigte Gel ist repräsentativ für drei 
unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. Abkürzungen: uB, unspezifische Banden. B. Zusammenfas-
sende Analyse derselben mRNA-Proben nach qPCR. Bei der Messung wurden die Ct-Werte der Proben ermittelt und an-
hand von GAPDH normalisiert. Schließlich wurden die cDNA-Proben mithilfe der ΔΔCt-Methode mit der Formel 2-ΔΔCt quan-
tifiziert, wodurch Rückschlüsse auf die relativen Expressionsunterschiede der Caspase-7- bzw. TRIM25-mRNA zwischen 
shTRIM25 #1 bzw. shTRIM25 #5 und shCtrl. gezogen werden konnten. Die Werte von shTRIM25 #1 und shTRIM25 #5 sind 
relativ zu shCtrl. angegeben (shCtrl. = 1, durchgezogene Linie). Die dargestellten Daten entsprechen den Mittelwerten ± 
SD (n = 3), * p < 0,05, *** p < 0,001. C. Expressionsspiegel von Caspase-7 Protein nach stabilem TRIM25 Knockdown. Die 
Caspase-7 Proteinspiegel wurden mittels Totalproteingewinnung und anschließendem Western Blot analysiert. Dabei 
wurden 20-25 µg Protein je Probe auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Die dargestellten 
Western Blots sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente mit vergleichbaren Ergebnissen. 

5.8. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf ausgewählte Apoptose- und 
Inflammasommarker nach Behandlung mit NLRP3-Inflammasom-aktivie-
renden Substanzen 

Die Apoptosemarker Caspase-7 und PARP-1 spielen nicht nur bei der Apoptose eine wich-

tige Rolle, sondern auch im Rahmen Inflammasom-induzierter Signaltransduktionspro-

zesse,179,227 sodass deren Spaltung zusätzlich auf eine Inflammasomaktivierung zurückge-

führt werden könnte. Caspase-7 wird beispielsweise nach LPS-induzierter NLRP3-Inflamma-

somaktivierung durch die aktivierte Caspase-1 gespalten, um nachfolgend PARP-1 als spe-

zifisches nukleäres Caspase-7 Substrat zu spalten. Die PARP-1-Spaltung kann dann wiede-

rum die Expression NF-κB-regulierter Zielgene steigern und somit inflammatorische Pro-

zesse fördern.179 Aufgrund der gezeigten TRIM25-abhängigen Effekte auf die Apoptosemar-

ker Caspase-7 und PARP-1, sollte nachfolgend ein zusätzlicher Einfluss des stabilen TRIM25 

Knockdowns auf die Spaltung dieser Proteine nach Inflammasomaktivierung untersucht 

werden. Hierzu wurden die Zellen mit Lipopolysaccharid (LPS) behandelt, welches als PAMP 

(pathogen‐associated molecular pattern) und  Toll-like receptor 4 (TLR4)-Agonist sowohl 
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das Priming (Signal 1) als auch die Aktivierung (Signal 2) des NLRP3-Inflammasoms einleiten 

kann.180,228 Das Priming ist klassischerweise für die NF-κB-vermittelte Expression von NLRP3 

sowie den unreifen Cytokinen Pro-IL-1β und Pro-IL-18 verantwortlich und wichtige Voraus-

setzung für die weitere Aktivierung des kanonischen NLRP3-Inflammasoms.169,177,178 Da in 

veröffentlichen Daten bereits erfolgreich die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms durch 

alleinige Stimulation mit LPS gezeigt werden konnte,179 wurden in einem nachfolgenden 

Experiment RKO-Zellen (shCtrl. und shTRIM25 #1) für 1, 8, 16 oder 24 Stunden ausschließ-

lich mit LPS stimuliert, das Totalprotein der Zellen gewonnen und eine Western Blot-Ana-

lyse durchgeführt. In der Western Blot-Analyse war weder in Kontrollzellen (shCtrl.) noch in 

TRIM25 Knockdown Zellen eine Spaltung von Caspase-7 oder PARP-1 als Reaktion auf den 

alleinigen LPS-Stimulus sichtbar (Abbildung 15). 

 

Abbildung 15. Die alleinige Stimulation mit LPS hat keinen Einfluss auf die Spaltung von Caspase-7 und PARP-1 in RKO-
Zelllinien 
Die Zellen wurden für 24 h kultiviert und anschließend für weitere 1, 8, 16 oder 24 h mit 10 µg/ml LPS stimuliert. Als 
Kontrolle (-) dienten unstimulierte Zellen. Anschließend wurde das Totalprotein der Zellen mitsamt Überstand gewonnen 
und eine Western Blot-Analyse durchgeführt. Dabei wurden 25 µg Protein je Probe auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen. β-
Aktin diente als Ladekontrolle. Mögliche Spaltprodukte der Proteine sind durch das Asterisk Symbol (*,**) gekennzeichnet. 

Das Ergebnis zeigt, dass eine alleinige LPS-Stimulation nicht ausreicht, um Caspase-7 und 

PARP-1 in RKO-Zellen zu spalten. Dies ist in Übereinstimmung mit Arbeiten, die gezeigt 
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haben, dass LPS lediglich das Priming des Inflammasoms einleitet, für den finalen Aktivie-

rungsschritt jedoch ein zusätzlicher Stimulus benötigt wird.228 In der nächsten Versuchs-

reihe wurden daher zusätzlich zu LPS weitere Stimulanzien eingesetzt, welche für den zwei-

ten Schritt der NLRP3-Inflammasomaktivierung von Bedeutung sind. Die Zellen wurden in 

diesem Ansatz für 16 Stunden mit LPS sowie simultan mit ATP und α-Toxin (= α-Hämolysin 

von Staphylococcus aureus) stimuliert und im Anschluss cytosolische und nukleäre Protein-

lysate gewonnen. ATP und α-Toxin induzieren bekanntlich einen K+-Efflux, der zu einer Ak-

tivierung des NLRP3-Inflammasoms führt.178,180,194,228 In Abhängigkeit der Stimulation mit 

LPS, ATP und α-Toxin war eine Spaltung von Caspase-7 und PARP-1 erkennbar, welche al-

lerdings in den TRIM25-depletierten Zellen deutlich schwächer ausgeprägt war (Abbildung 

16). Interessanterweise war das C-terminale PARP-1-Spaltprodukt (89 kDa) nach Stimula-

tion auch in den cytosolischen Lysaten der Zellen detektierbar, obwohl PARP-1 maßgeblich 

im Zellkern lokalisiert ist.179 Des Weiteren zeigte sich zwar der größte Anteil der Caspase-7-

Spaltung erwartungsgemäß in den cytosolischen Fraktionen, ein kleinerer Anteil war hinge-

gen auch im Nukleus nachweisbar, sodass von einer Translokation der aktiven Caspase-7 in 

den Kern der Zellen ausgegangen werden kann. Da außerdem eine positive Korrelation zwi-

schen der Caspase-7- und PARP-1-Spaltung festgestellt werden konnte, liegt der oben be-

schriebene, bereits bekannte Mechanismus nahe.179 In der Western Blot-Analyse wurden 

zudem Caspase-1 und -3 nachgewiesen. Das NLRP3-Inflammasom ist ein cytoplasmatischer 

Multiproteinkomplex bestehend aus Caspase-1, NLRP3 und ASC, Caspase-1 ist für die In-

flammasomaktivierung daher unverzichtbar (s. 1.3.1). Das Caspase-1-Protein konnte in den 

Experimenten aufgrund der mangelnden Qualität der zur Verfügung stehenden Antikörper 

nicht zufriedenstellend nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Bei der Überprüfung 

von Caspase-3 zeigte sich ein analoges Spaltungsprofil zu Caspase-7: Durch den Inflamma-

som-aktivierenden Stimulus kam es zur Caspase-3-Spaltung, diese war nach Knockdown von 

TRIM25 geringer ausgeprägt. Schließlich wurde p65 als eine von fünf möglichen Unterein-

heiten des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-κB in den Western Blot-Analy-

sen überprüft. Beim Priming des kanonischen NLRP3-Inflammasoms transloziert der im Cy-

tosol befindliche, aktivierte Transkriptionsfaktor NF-κB in den Zellkern und steigert hier die 
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Expression von NLRP3, Pro-IL-1β und Pro-IL-18 (s. 1.3.1). Eine stimulusabhängige Verlage-

rung von p65 in den Zellkern konnte in den hier gezeigten Experimenten nicht konsistent 

nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 16. Der stabile TRIM25 Knockdown führt zur verminderten Caspase-3-, -7- und PARP-1-Spaltung in RKO-Zell-
linien nach Behandlung mit klassischen Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms  
Die Zellen wurden für 24 h kultiviert und für weitere 16 h simultan mit 10 µg/ml LPS, 5 mM ATP und 100 ng/ml α-Toxin 
stimuliert. Als Kontrolle (-) dienten unstimulierte Zellen. Anschließend wurden das cytosolische und nukleäre Protein der 
Zellen mitsamt Überstand gewonnen und eine Western Blot-Analyse durchgeführt. Dabei wurden 25 µg Protein je Probe 
auf das SDS-PAGE-Gel aufgetragen. β-Aktin diente als Ladekontrolle für cytosolische und HDAC2 als Ladekontrolle für nuk-
leäre Proteine. Spaltprodukte der Proteine sind durch das Asterisk Symbol (*,**) gekennzeichnet. Abkürzungen: kE, kurze 
Exposition; lE, lange Exposition; uB, unspezifische Banden; CF, cytosolische Fraktion; NF, nukleäre Fraktion. A. Mit Aus-
nahme des Caspase-3-Blots sind die dargestellten Western Blots repräsentativ für zwei unabhängige Experimente mit 
vergleichbaren Ergebnissen. B. Für die Densitometrie wurde zunächst die Caspase-7- und PARP-1-Spaltung durch den 
Quotienten aus Spaltprodukt und inaktiver Proform quantifiziert. Dann wurde die Spaltung der Proteine von shTRIM25 #1 
relativ zu shCtrl. angegeben (shCtrl. = 1, durchgezogene Linie). Es wurden ausschließlich die stimulierten Zellen (+) ausge-
wertet. Die Daten entsprechen den Mittelwerten ± SD (n = 2) (shTRIM25 #1 verglichen mit shCtrl.). 
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5.9. Einfluss des stabilen TRIM25 Knockdowns auf die Expression apoptose- 
und inflammasomrelevanter Proteine in Kolonkarzinomzellen 

Zur Überprüfung der Annahme, dass TRIM25 über die Regulation der Expression apoptose- 

und inflammasomrelevanter Proteine Einfluss auf die beschriebenen, TRIM25-abhängigen 

Prozesse nimmt, sollte in einer abschließenden Versuchsreihe eine vergleichende Expressi-

onsanalyse einer Reihe ausgewählter apoptose- und inflammasomrelevanter Proteine in 

stabilen TRIM25 Knockdown Zellen durchgeführt werden. Dazu wurden Totalproteinlysate 

aus unstimulierten RKO-Zelllinien gewonnen und die TRIM25-abhängige Expression der ent-

sprechenden Proteine im Western Blot analysiert. Dabei wurden auch Wildtyp-Zellen (wt) 

untersucht, um mögliche shRNA-vermittelte Effekte auf die untersuchten Expressionsspie-

gel auszuschließen. Bei einigen Apoptose- und Inflammasommarkern ließ sich trotz des feh-

lenden Stimulus eine basale Spaltung (Aktivierung) nachweisen. Für keines der untersuch-

ten Proteine konnten konsistente Unterschiede zwischen Kontrollzellen (shCtrl.) und 

TRIM25 Knockdown Zellen gezeigt werden (Abbildung 17), was nahelegt, dass keines der 

untersuchten apoptose- und inflammasomrelevanten Proteine eine TRIM25-abhängige Ex-

pression aufweist. 



Ergebnisse 

79 
 

 

Abbildung 17. Der stabile TRIM25 Knockdown hat keinen Einfluss auf die Expression der analysierten apoptose- und 
inflammasomrelevanten Proteine in RKO-Zelllinien 
Die Zellen wurden ohne Stimulus für 24 h kultiviert. Anschließend wurde das Totalprotein der Zellen ohne Überstand 
gewonnen und eine Western Blot-Analyse durchgeführt. Dabei wurden 30 µg Protein je Probe auf das SDS-PAGE-Gel auf-
getragen. β-Aktin diente als Ladekontrolle. Spaltprodukte der Proteine sind durch das Asterisk Symbol (*) gekennzeichnet. 
Auf Höhe der Caspase-1 Spaltprodukte (22 und 20 kDa) ließen sich drei Banden nachweisen, von denen keine mit Sicher-
heit als Caspase-1 Spaltprodukt identifiziert werden konnte. Die dargestellten Western Blots sind repräsentativ für drei 
unabhängige Passagen mit vergleichbaren Ergebnissen. 

  



Diskussion 

80 
 

6. Diskussion 

6.1. TRIM25 hat in RKO-Zellen einen heterogenen Einfluss auf für die Tumo-
rentstehung und -progression wichtige Eigenschaften 

Die wesentliche funktionelle Rolle von TRIM25 im Rahmen der Immunabwehr und verschie-

denen malignen Tumoren des Menschen, darunter auch dem kolorektalen Karzinom, ist 

bekannt. Dabei wurden sowohl tumorfördernde als auch tumorsuppressive Eigenschaften 

von TRIM25 beschrieben (s. 1.1.4). In der vorliegenden Arbeit wurde der mögliche Einfluss 

von TRIM25 auf für die Tumorentstehung und -progression wichtige Eigenschaften huma-

ner Kolonkarzinomzelllinien durch vergleichende Analyse von Proliferation, Migration, Zell-

zyklus, Apoptose und Inflammation in TRIM25 Knockdown und Kontrollzellen untersucht. 

Ein tumorigener Einfluss von TRIM25 durch Förderung von Proliferation, Invasion und Mig-

ration ist in der Literatur bereits belegt: So ist TRIM25 in den Kolorektalkarzinomzelllinien 

HT29 und HCT116 signifikant überexprimiert und fördert durch Aktivierung des TGFβ-Sig-

nalweges die Proliferation und Invasion der Tumorzellen.23 Die in der vorliegenden Arbeit 

gezeigten Experimente belegten dagegen eine signifikant verstärkte Proliferation von RKO-

Zellen nach stabilem TRIM25 Knockdown (s. 5.2). Dieses Ergebnis legt im Gegensatz zur be-

schriebenen Literatur eine tumorsuppressive Rolle von TRIM25 nahe. Interessanterweise 

war der Unterschied in der Proliferation von Knockdown vs. Kontrollzellen im Mittel sowohl 

ohne als auch mit FCS-Stimulus nicht wesentlich verändert, die Ergebnisse waren aber nur 

bei Anwendung eines zusätzlichen FCS-Stimulus signifikant. Möglicherweise führt der 

Wachstumsstimulus mit FCS zu einer Synchronisation der Zellproliferation, wodurch die Ex-

perimente mit FCS-Stimulus reproduzierbarer werden und Unterschiede zwischen den Kon-

troll- und den Knockdown Zellen besser detektiert werden können. Eine Überprüfung des 

Phosphorylierungsstatus des Proteins Smad2 in stabilen TRIM25 Knockdown Zellen zeigte 

keine veränderte Smad2-Phosphorylierung im Vergleich zu Kontrollzellen (persönliche Mit-

teilung U. Nasrullah). Dies steht im Einklang mit den hier gezeigten Ergebnissen, dass 

TRIM25 in RKO-Zellen die Proliferation hemmt, anstatt diese zu fördern und lässt darauf 

schließen, dass die verminderte Proliferation in RKO-Zellen nicht durch eine TRIM25-abhän-

gige Hemmung des TGFβ-Smad-Signalweges bedingt ist. Eine TRIM25-abhängige Hemmung 
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der Proliferation von Kolonkarzinomzellen ist dagegen in einem anderen Zusammenhang 

bereits bekannt: Das Ubiquitin-conjugating enzyme E2 J1 (UBE2J1) ist zusammen mit der 

E3-Ligase TRIM25 für die Ubiquitinierung und Degradation von RPS3 (ribosomal protein S3), 

einer Komponente der 40S-Untereinheit eukaryotischer Ribosomen, verantwortlich. Die ne-

gative Regulation von RPS3 hemmt die Proliferation und Metastasierung von Kolorektalkar-

zinomzellen.229 Eine mögliche UBE2J1-TRIM25-abhängige Ubiquitinierung und vermehrte 

Degradation von RPS3 könnte daher die verringerte Proliferation in TRIM25-nativen Zellen 

(Kontrollzellen) erklären und bedarf der weiteren Untersuchung. Im Zusammenhang bereits 

veröffentlichter Daten wurde mittels Wundheilungsassays eine weitere onkogene Funktion 

von TRIM25 belegt: Die Überexpression von TRIM25 fördert hier die Migration von Kolorek-

talkarzinomzellen.23 Meine Experimente zur Untersuchung des Einflusses von TRIM25 auf 

die Migration von RKO-Zellen zeigten in entsprechenden Wundheilungsassays interexperi-

mentell Unterschiede im Migrationsverhalten derselben Zellklone (s. 5.3). Daher kann keine 

eindeutige Aussage über den Einfluss von TRIM25 auf die Migration von RKO-Zellen getrof-

fen werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde zudem der Einfluss von TRIM25 auf den Zell-

zyklus von RKO-Zellen (s. 5.4) untersucht: Die Ergebnisse zeigten zum Zeitpunkt „24 h“ we-

nige signifikante Unterschiede zwischen den stabilen TRIM25 Knockdown und den Kontroll-

zellen, welche allerdings zwischen den TRIM25 Knockdown Klonen variierten und nach wei-

teren 24 Stunden (Zeitpunkt „48 h“) nicht mehr nachweisbar waren. Auch im Ansatz mit 

transienten TRIM25 Knockdown Zellen konnten keine Unterschiede im Zellzyklus nach 

TRIM25 Attenuation bestätigt werden, was darauf hindeutet, dass TRIM25 keinen konsis-

tenten Einfluss auf den Zellzyklus von RKO-Zellen nimmt. Dies steht im Gegensatz zu veröf-

fentlichen Daten über einen zumindest anteiligen Einfluss von TRIM25 auf den Zellzyklus 

und das Zellwachstum von Kolorektalkarzinomzellen über Mitwirkung an einem durch 

LINC00955 (Long Intergenic Non-protein Coding RNA 955) regulierten Mechanismus: 

LINC00955 fördert über verstärkte Bindung von TRIM25 an Sp1 (Sp1 transcription factor) 

dessen Abbau. In diesem Zusammenhang nutzt TRIM25 LINC00955 als molekulares Gerüst 

zur Bindung, Ubiquitinierung und Degradation von Sp1. Der vermehrte Abbau von Sp1 führt 
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letztendlich zu einem G0/G1-Phasenarrest in Kolorektalkarzinomzellen und einem Zell-

wachstumsstop.230 

6.2. TRIM25 als vielversprechender therapeutischer Angriffspunkt in der Re-
sensibilisierung von Kolonkarzinomzellen gegenüber gängigen Therapien 

Unsere Arbeitsgruppe konnte zuvor eine negative Regulation von Caspase-2 und -7 durch 

TRIM25 und konsequenterweise eine Sensitivierung von Kolonkarzinomzellen gegenüber 

Chemotherapeutika-induzierter Apoptose nach transientem TRIM25 Knockdown nachwei-

sen.77,78 Eine entsprechende Sensibilisierung ließ sich auch in den hier gezeigten experimen-

tellen Ansätzen mit stabilen TRIM25 Knockdown RKO-Zellen belegen (s. 5.5). Die daraus ab-

geleitete, TRIM25-abhängige Hemmung der Chemotherapeutika-induzierten Apoptose in 

RKO-Zellen spricht für einen „Überlebensmechanismus“, welcher bekanntermaßen zur Che-

motherapieresistenz von Kolonkarzinomzellen beitragen kann (s. 1.2.3). Diese antiapopto-

tische Funktion spricht TRIM25 folglich eine tumorfördernde (onkogene) Rolle in Kolonkar-

zinomzellen zu und unterstreicht die E3-Ligase als vielversprechendes Target für die Resen-

sibilisierung von Kolonkarzinomzellen gegenüber gängigen Therapien, wie z.B. Chemothe-

rapie. In meinen Experimenten korrelierte die in Western Blot-Analysen sichtbare Sensiti-

vierung allerdings nicht uneingeschränkt mit den Ergebnissen der Durchflusszytometrie (s. 

5.5). Bei Stimulation der Zellen mit Doxorubicin konnte zwar eine signifikante Steigerung 

der Apoptose in TRIM25-depletierten Zellen (Klon 5) nachgewiesen werden, die Ergebnisse 

bestätigten sich jedoch nicht nach Behandlung der Zellen mit 5-Fluorouracil. Generell war 

die späte Apoptose nach Doxorubicin-Stimulation in sämtlichen Zellen wesentlich stärker 

ausgeprägt als nach Stimulation mit 5-Fluorouracil: Hier war durch die Stimulation nur ein 

moderater Anstieg der Sub-G1-Phase messbar. Vermutlich war die gewählte Dosis von 5-

Fluorouracil zur effizienten Induktion der späten Apoptose zu niedrig, um einen signifikan-

ten Unterschied zwischen den Kontrollzellen und stabilen TRIM25 Knockdown Zellen durch-

flusszytometrisch detektieren zu können. Eine Wiederholung der Messung mit höheren 5-

FU-Dosen sollte Aufschluss darüber geben, ob sich die Sensitivierung auch in Sub-G1-Analy-

sen mit 5-FU-Stimulus abbilden lässt. Auch die Ergebnisse zur Caspase-2 und -7 Regulation 

in transienten TRIM25 Knockdown Zellen77,78 waren nicht vollständig mit meinen 
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Experimenten in Übereinstimmung: Anhand der Western Blot-Analysen mit stabilen 

TRIM25 Knockdown Zellen konnte keine Erhöhung der Caspase-2 Proteinspiegel nach 

TRIM25 Attenuation bestätigt werden (s. 5.9). Im Einklang hierzu und im Gegensatz zu den 

Ergebnissen der transienten TRIM25 Knockdown Analysen77 ließ sich bei den stabilen 

TRIM25 Knockdown Zellen keine Caspase-2-Abhängigkeit bei der Sensitivierung der Kolon-

karzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose nachweisen (s. 5.6). 

Dies deutet darauf hin, dass der stabile ebenso wie der transiente TRIM25 Knockdown RKO-

Zellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose sensibilisiert, allerdings im Ge-

gensatz zum transienten Ansatz durch einen Caspase-2-unabhängigen Mechanismus. Die 

zuvor belegte Hochregulation der Caspase-7 mRNA- und Proteinspiegel nach transientem 

TRIM25 Knockdown78 war auch in den stabilen TRIM25 Knockdown Zellen z. T. nachweisbar, 

wenn auch wesentlich moderater: Die in qPCR-Analysen nachgewiesene moderate Caspase-

7 Regulation durch TRIM25 ließ sich hingegen mit den weniger sensitiven Methoden wie 

semiquantitativer RT-PCR und Western Blot nicht bestätigen (s. 5.7 und 5.9). Die Verifizie-

rung der Capase-7 Regulation auf mRNA-Ebene könnte durch eine Transkriptomanalyse (= 

Gesamtheit der zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle exprimierten RNA-Moleküle) 

beider Zelllinien erfolgen. Zusätzlich zur Untersuchung der Proteinspiegel von u.a. Caspase-

2 und -7 (s. 5.9), wurde vergleichend zum transienten Ansatz78 eine Proteomanalyse (= Ge-

samtheit der zu einem bestimmten Zeitpunkt in einer Zelle exprimierten Proteine) der stabi-

len TRIM25 Knockdown RKO-Zellen und Kontrollzellen mittels Massenspektrometrie durch-

geführt (Daten nicht gezeigt). Hierbei wurden mit einem Cut-Off-Wert von 0,5 (log2 

(shTRIM25/control) ≥ 0,5 entspricht Hochregulation, log2 (shTRIM25/control) ≤ 0,5 ent-

spricht Herunterregulation; p-Wert < 0,05) insgesamt 24 (shTRIM25 #1) bzw. 23 (shTRIM25 

#5) mutmaßlich durch TRIM25 signifikant regulierte Zielproteine identifiziert. Im Hinblick 

auf eine Caspase-2 Regulation ergaben sich keine signifikanten Ergebnisse, eine Aussage zu 

einer Regulation durch TRIM25 war somit nicht möglich. Die Caspase-7 Regulation erreichte 

zwar nicht den definierten Cut-Off-Wert von 0,5, zeigte aber trotz allem eine signifikante, 

wenn auch moderate Hochregulation bei stabilem TRIM25 Knockdown. Dies ist im Einklang 

mit den hier gezeigten Ergebnissen der qPCR-Analysen sowie der bekannten 
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Hochregulation von Caspase-7 bei transientem TRIM25 Knockdown.78 Bei der vergleichen-

den Proteomanalyse von Klon 1 (shTRIM25 #1) und Klon 5 (shTRIM25 #5) fiel überra-

schenderweise auf, dass zwar beide Klone einen signifikanten Knockdown von TRIM25 auf-

wiesen, die regulierten Proteine sich bis auf wenige Ausnahmen ansonsten aber deutlich 

unterschieden. Möglicherweise steht dieser Unterschied im Proteom in Zusammenhang mit 

der unterschiedlichen Sensitivität der Klone gegenüber verschiedenen Chemotherapeutika 

(s. 5.5). Bei einem Vergleich der Proteomanalysen von transienten78 und stabilen TRIM25 

Knockdown Zellen entsprach die Schnittmenge aus in stabilen und transienten Ansätzen re-

gulierten Proteinen nur einem Bruchteil der insgesamt regulierten Proteine. Als einziger 

Kandidat, der sowohl im Proteom der transienten als auch der stabilen TRIM25 Knockdown 

Zellen signifikant hochreguliert war, konnte TNFRSF10D (tumor necrosis factor receptor su-

perfamily member 10D), auch bekannt als TRAIL receptor 4 (TRAILR4), identifiziert werden. 

In verschiedenen Zellen konnten bisher hauptsächlich tumorigene, antiapoptotische Funk-

tionen des Rezeptors nachgewiesen werden.231-235 Daher kann die TRIM25 Knockdown-ab-

hängige Hochregulation von TNFRSF10D nicht für die Sensitivierung der Kolonkarzinomzel-

len gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose verantwortlich gemacht werden. 

Die funktionelle Konsequenz der TNFRSF10D Regulation bedarf aber der weiteren Untersu-

chung. Interessanterweise zeigte sich schon nach transientem TRIM25 Knockdown, dass die 

Caspase-2 Hochregulation nur von vorübergehender Natur ist.77 Die fehlende (Caspase-2) 

bzw. vermindert ausgeprägte (Caspase-7) Caspasenregulation in den stabilen TRIM25 

Knockdown Zellen lässt vermuten, dass die Tumorzellen insbesondere bei einem längerfris-

tigen Knockdown mit shRNA der durch TRIM25 Attenuation bedingten Hochregulation Zell-

tod-induzierender Proteine gegenregulieren. Die Gegenüberstellung der Proteomanalysen 

bei transientem und stabilem TRIM25 Knockdown unterstützt diese Annahme durch die Tat-

sache, dass in den stabilen TRIM25 Knockdown Zellen weitaus weniger Proteine TRIM25-

abhängig reguliert waren. Es ist daher sinnvoll, Experimente mit konstitutiven TRIM25 

Knockdown Zellen mit einem transienten Ansatz zu vergleichen, da den Zellen hier ein we-

sentlich geringeres Zeitfenster zur Gegenregulation zur Verfügung steht. Eine Gegenregula-

tion der Tumorzellen wäre etwa durch Hemmung der Caspasen-Transkription, durch 
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Destabilisierung der für die betreffenden Caspasen kodierenden mRNAs, durch Verringe-

rung der Caspasen-Translation oder durch einen verstärkten proteasomalen Abbau der bei-

den Caspasen denkbar. Möglicherweise verfügen die Tumorzellen über einen negativen 

Rückkopplungsmechanismus, welcher das Überschreiten eines kritischen Proteinspiegels 

der Caspasen limitiert. Eine Abhängigkeit der Sensibilisierung von RKO-Zellen gegenüber 

Chemotherapeutika-induzierter Apoptose von einer TRIM25-induzierten Caspase-7 Regula-

tion wurde in den hier gezeigten Experimenten ebenfalls überprüft: Die bereits für tran-

siente Ansätze bekannte,78 TRIM25-abhängige Regulation von Caspase-7 war in shTRIM25 

Zellen nach wie vor nachweisbar, wenn auch in deutlich geringerem Umfang. Die moderate 

Caspase-7 Hochregulation in stabilen TRIM25 Knockdown Zellen mag daher als Mechanis-

mus zur Sensibilisierung der Zellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose 

ausreichen. Aufgrund der angenommenen Gegenregulation der stabilen TRIM25 Knock-

down Zellen, der aber zugleich noch nachweisbaren Sensitivierung der Zellen gegenüber 

Apoptose, sind zusätzliche, bisher noch nicht bekannte Mechanismen denkbar. Diese könn-

ten Kolonkarzinomzellen neben der Caspase-2 und -7 Regulation TRIM25-abhängig vor 

Apoptose schützen und somit die hier gezeigte Apoptosesensibilisierung nach TRIM25 

Knockdown unabhängig von Caspase-2 und -7 erklären. In der vorliegenden Arbeit konnten 

außer Caspase-2 und -7 keine weiteren TRIM25 Zielgene identifiziert werden (s. 5.9). Ob-

wohl TRIM25 keine typischen RNA-binding domains (RBDs) aufweist, besitzt die E3-Ligase 

bekannterweise die Möglichkeit zur RNA-Bindung über ihre PRY/SPRY-Domäne.74 Vorange-

gangene Studien konnten belegen, dass TRIM25 darüber die Prozessierung und Stabilität 

der gebundenen mRNAs beeinflussen kann.58,77,78 Eine Regulation der Expression weiterer, 

in dieser Arbeit nicht untersuchter, apoptoserelevanter Proteine wäre daher über die RNA-

Bindung von TRIM25 an die entsprechende mRNA möglich. Ebenfalls ist eine Regulation der 

Aktivität apoptotischer Proteine durch TRIM25 denkbar. TRIM25 ist als E3-Ligase im Rah-

men posttranslationaler Modifikationen zur Ubiquitinierung seiner spezifischen Substrate 

fähig (s. 1.1.2 und 1.1.4). Während die K48-Polyubiquitinierung zum proteasomalen Abbau 

des entsprechenden Proteins führt, ist die K63-Polyubiquitinierung an der Vermittlung 

nicht-degradativer Prozesse wie beispielsweise der funktionellen Aktivierung von Proteinen 
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beteiligt. Möglicherweise werden im Rahmen der TRIM25-abhängigen Apoptosehemmung 

in RKO-Zellen antiapoptotische Proteine wie z.B. Bcl-2 über TRIM25-abhängige K63-Po-

lyubiquitinierung in ihrer Aktivität positiv beeinflusst. Um dies zu überprüfen, könnten ver-

gleichende massenspektrometrische Analysen zur Identifizierung TRIM25-abhängiger 

Ubiquitinierungen im Proteom von stabilen TRIM25 Knockdown und Kontrollzellen durch-

geführt werden. Da die in den hier gezeigten Experimenten verwendete Zelllinie „RKO“ hu-

manen Kolonkarzinomzellen mit p53-Wildtyp entspricht, ist außerdem die Regulation p53-

abhängiger Signalwege durch TRIM25 zu diskutieren. So ist bereits bekannt, dass TRIM25 

über DNA-Schäden induzierte, proapototische Signalwege durch Blockade der transkriptio-

nellen Aktivität von p53 hemmen kann.35 Ein ähnlicher Mechanismus wäre daher auch zur 

Erklärung der TRIM25-abhängigen Hemmung Chemotherapeutika-induzierter Apoptose in 

den hier gezeigten Experimenten denkbar. 

6.3. Der positive Einfluss von TRIM25 auf das NLRP3-Inflammasom sowie des-
sen mögliche Bedeutung für die Kolonkarzinogenese 

Da Caspase-7 neben ihrer Rolle als Effektorcaspase während der Apoptose zusätzlich nicht-

apoptotische Funktionen vermittelt, könnte die gezeigte Modulation durch TRIM25 neben 

der Apoptose auch andere Caspase-7-abhängige Signalprozesse beeinflussen, wie z.B. pro-

inflammatorische Vorgänge während der NLRP3-Inflammasomaktivierung. So ist Caspase-7 

als direktes Substrat von Caspase-1 für die Inflammasom-induzierte PARP-1-Spaltung und 

die nachfolgende Expression NF-κB-regulierter Zielgene verantwortlich.179,227,236 Das NLRP3-

Inflammasom ist ein cytoplasmatischer Multiproteinkomplex mit einer physiologischen 

Rolle bei der Immunabwehr, während die Dysregulation des NLRP3-Inflammasoms mit ver-

schiedenen Krankheiten wie entzündlichen Autoimmunerkrankungen und Krebs, darunter 

auch dem kolorektalen Karzinom, assoziiert ist (s. 1.3.2). Eine strikte Regulation der Inflam-

masomaktivierung erscheint daher von essenzieller Bedeutung und wird u.a. durch die Mit-

wirkung von Mitgliedern der TRIM Proteinfamilie gewährleistet.237 Dabei spielen v.a. post-

translationale Modifikationen wie Ubiquitinierung einzelner Komponenten des NLRP3-Mul-

tiproteinkomplexes eine wichtige Rolle (s. 1.3.1). Die hier gezeigten Experimente machen 

eine TRIM25 Knockdown-abhängige, verminderte Spaltung von Caspase-3, -7 und PARP-1 in 
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RKO-Zellen nach Behandlung mit klassischen Aktivatoren des NLRP3-Inflammasoms deut-

lich (s. 5.8). Interessanterweise war nach Stimulation mit Inflammasomaktivatoren das C-

terminale PARP-1-Spaltprodukt auch in den cytosolischen Lysaten der Zellen detektierbar, 

obwohl PARP-1 maßgeblich im Zellkern lokalisiert ist.179 Außerdem zeigte das cytosolische 

im Gegensatz zum nukleären PARP-1-Spaltprodukt ein etwas höheres Molekulargewicht 

wie anhand der verminderten Migration der immunpositiven Bande im Western Blot er-

sichtlich ist. Dies lässt einen Transport vom Kern in das Cytosol sowie eine mögliche post-

translationale Modifikation des PARP-1-Spaltproduktes vermuten. Eine Aktivierung des 

NLRP3-Inflammasoms anhand Inflammasom-spezifischer Marker konnte in dieser Arbeit 

bislang nicht belegt werden. Für eine Inflammasomaktivierung spricht jedoch die stimulati-

onsspezifische Modulation der Caspase-7- und PARP-1-Spaltung in TRIM25 Knockdown Zel-

len (Hemmung der Spaltung im Gegensatz zur Aktivierung nach Chemotherapeutikastimu-

lation), die bekanntermaßen auch im Rahmen Inflammasom-induzierter Signalprozesse 

eine wichtige Rolle spielen kann.179 Weitere Marker wie z.B. eine Caspase-1-Spaltung und 

p65-Verlagerung vom Cytosol in den Zellkern, die in diesem Rahmen spezifischer für eine 

Inflammasomaktivierung sprechen würden, konnten leider bislang nicht zuverlässig nach-

gewiesen werden. Zum Beweis einer Inflammasomaktivierung nach LPS-, ATP- und α-Toxin-

Stimulation in RKO-Zellen sollten daher weitere inflammasomspezifische Marker analysiert 

werden, beispielsweise die erhöhte Expression von NLRP3, Pro-IL-1β und Pro-IL-18 nach Be-

handlung mit Inflammasom-induzierenden Stimuli. Die in meinen Experimenten nachweis-

bare Caspase-3-Spaltung gibt zusätzlich einen Anhalt für das Vorliegen von Apoptose (s. 

1.2.1) bzw. Pyroptose.238 Letztendlich sind verschiedene Verkettungen (Crosstalks) zwi-

schen Inflammasomaktivierung, Apoptose und Pyroptose möglich (s. 1.3.1): Apoptose und 

Pyroptose können das Inflammasom aktivieren,181,196 während umgekehrt, das Inflamma-

som selbst Pyroptose und Apoptose induzieren kann.181 Apoptotische Vorgänge können au-

ßerdem Pyroptose sowohl induzieren181 als auch hemmen.185 Aufgrund der Beteiligung von 

Caspasen in sowohl apoptotischen, pyroptotischen als auch inflammatorischen Signalwe-

gen ist die Unterscheidung von Apoptose-, Pyroptose- und Inflammasominduktion alleine 

über den Nachweis einer Caspasenspaltung unzureichend. Andere Verfahren zum Nachweis 
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und der Unterscheidung zwischen den entsprechenden Signalwegen müssten daher in zu-

sätzlichen Experimenten herangezogen werden. Eine Möglichkeit, um spezifisch Pyroptose 

zu erfassen, besteht im Nachweis einer Gasdermin D- oder E-Spaltung. Im Rahmen apopto-

tischer Vorgänge kann Gasdermin E beispielsweise durch Caspase-3 und Gasdermin D durch 

Caspase-8 proteolytisch gespalten werden und dadurch Pyroptose einleiten.181 Die Komple-

xität in der Deutung der hier gezeigten Ergebnisse wird zusätzlich durch die Tatsache er-

höht, dass α-Toxin neben dem Inflammasom auch Apoptose induzieren kann.239 Gegen das 

primäre Vorliegen apoptotischer Vorgänge in den vorliegenden Experimenten spricht, dass 

der stabile TRIM25 Knockdown nachweislich zur Sensitivierung gegenüber Chemotherapeu-

tika-induzierter Apoptose führt (s. 5.5), während im Gegensatz dazu in den Experimenten 

mit inflammasomaktivierenden Stimulanzien eine verminderte Caspase-3-, -7- und PARP-1-

Spaltung bei Knockdown nachweisbar war (s. 5.8). Die folgende Kausalkette kann postuliert 

werden: Durch Stimulation mit LPS, ATP und α-Toxin wird das NLRP3-Inflammasom akti-

viert. Wie bereits in anderen Arbeiten beschrieben179 kommt es durch die damit verbun-

dene Caspase-1-Spaltung zur Aktivierung von Caspase-7, woraufhin Caspase-7 in den Zell-

kern transloziert und dort PARP-1 spaltet. Die Abhängigkeit der PARP-1-Spaltung von 

Caspase-7 sollte allerdings noch in weiterführenden Experimenten bestätigt werden. In der 

zitierten Arbeit179 führte die PARP-1-Spaltung zur verstärkten Expression NF-κB-regulierter 

Zielgene, die im Rahmen inflammatorischer Prozesse eine Rolle spielen können. Eine Verla-

gerung der NF-κB Untereinheit p65 vom Cytosol in den Zellkern, wie sie bei Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB vorkommt, konnte in den hier gezeigten Experimenten nicht 

konsistent nachgewiesen werden. Da der Transkriptionsfaktor NF-κB allerdings insgesamt 

fünf verschiedene Untereinheiten besitzt, die an der Bildung des aktiven Dimers beteiligt 

sein können,240 sollten in zukünftigen Experimenten sämtliche Untereinheiten hinsichtlich 

einer stimulusabhängigen Verlagerung in den Kern überprüft werden. PARP-1 ist ein DNA-

Reparaturenzym, welches im Rahmen apoptotischer und nekrotischer Prozesse durch Spal-

tung inaktiviert wird, um die Zelle vor einem weiteren Energieverlust zu schützen.241 Außer-

dem ist bekannt, dass die während der NLRP3-Inflammasomaktivierung gespaltene 

Caspase-7 zur PARP-1-Spaltung mit folgender Einleitung pyroptotischer Vorgänge 
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beiträgt.241 Die Spaltung von PARP-1 kann somit Ausdruck Inflammasom-induzierter Signal-

prozesse sein, ist aber gleichzeitig ein etablierter Marker für sowohl Apoptose, Nekrose als 

auch Pyroptose. Eine weitere Verbindung zwischen Inflammasom, Apoptose und Pyroptose 

wird durch Caspase-1 vermittelt: Caspase-1 aktiviert bekanntlich über verschiedene Mecha-

nismen Caspase-3 mit der nachfolgenden Induktion von Apoptose.181 Die aktivierte 

Caspase-3 kann neben Apoptose über Gasdermin E-Spaltung zusätzlich Pyroptose einlei-

ten,238 sodass die angenommene Inflammasomaktivierung in den hier gezeigten Experi-

menten letztlich sowohl apoptotische als auch pyroptotische Prozesse auslösen könnte. Zu-

sammenfassend scheint der stabile TRIM25 Knockdown in Kolonkarzinomzellen zur Hem-

mung von Inflammasom-induzierten Signalprozessen zu führen und die Zellen dadurch 

möglicherweise vor Apoptose/Pyroptose zu schützen. Daraus könnte auf eine positive Re-

gulation des NLRP3-Inflammasoms und nachfolgend induzierter Signalprozesse wie 

Apoptose/Pyroptose durch TRIM25 geschlossen werden. Die Bedeutung des NLRP3-Inflam-

masoms bei intestinaler Entzündung und dem kolorektalen Karzinom ist in der Fachliteratur 

hinreichend beschrieben (s. 1.3.2). Daher kann postuliert werden, dass TRIM25 auch über 

die Regulation des NLRP3-Inflammasoms in die Tumorgenese des kolorektalen Karzinoms 

eingreifen kann. Während akute Entzündungen z. T. antitumorigen wirken, ist bekannt, dass 

chronische Entzündung zur malignen Transformation von Zellen führen151,170,180 (inflamma-

tion-induced tumorigenesis) und hierbei neben der Tumorinitiation auch die Tumorprogres-

sion fördern kann.151 Die Rolle des NLRP3-Inflammasoms bei der Tumorgenese ist allerdings 

umstritten: Während viele Studien eine Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms an der Kreb-

sentstehung und -progression aufzeigen (tumorigene Rolle), ist in anderen Studien eine pro-

tektive Funktion des NLRP3-Inflammasoms bei der Tumorgenese beschrieben wor-

den.170,180,204-206 Die genauen Mechanismen einer TRIM25-abhängigen Regulation des 

NLRP3-Inflammasoms in Kolonkarzinomzellen und inwieweit sich die Einflussnahme durch 

TRIM25 zwischen gesunden Darmepithelzellen und Kolonkarzinomzellen unterscheidet 

(Physiologische (antivirale?) oder tumorspezifische (onkogene oder tumorsuppressive?) 

Funktion von TRIM25 beim NLRP3-Inflammasom?), sind aktuell Gegenstand der Forschung 

in unserer Arbeitsgruppe. Wie im vorherigen Kapitel bereits erwähnt, wurde im Rahmen 
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einer Proteomanalyse die TRIM25 Knockdown-abhängige Hochregulation des Rezeptors 

TNFRSF10D in transienten und stabilen Ansätzen nachgewiesen. Die Bedeutung von 

TNFRSF10D für das Inflammasom-Signaling und damit zusammenhängende Signalwege 

sind ebenfalls Gegenstand aktueller Forschung in unserer Arbeitsgruppe. Ein möglicher Me-

chanismus, über den TRIM25 Einfluss auf das NLRP3-Inflammasom nehmen könnte, wäre 

die Regulation der Aktivität inflammasomrelevanter Proteine. So ist beispielsweise die Re-

gulation des NLRP3-Inflammasoms durch TRIM-abhängige Ubiquitinierung verschiedener 

Substrate, wie des NLRP3-Proteins, bekannt.187-189,237 Eine TRIM25-abhängige K63-Po-

lyubiquitinierung von NLRP3 könnte daher zur verstärkten Aktivierung des NLRP3-Inflam-

masoms in TRIM25-nativen Zellen beitragen. Neben der für TRIM Proteine bekannten, her-

kömmlichen Regulation über Ubiquitinierung ist für TRIM50 eine fördernde Wirkung auf 

das NLRP3-Inflammasom über direkte Interaktion mit NLRP3 beschrieben: TRIM50 intera-

giert über seine RING-Domäne mit NLRP3, hemmt dadurch die Ubiquitinierung, induziert 

die NLRP3-Oligomerisierung und fördert so schlussendlich die NLRP3-Inflammasomaktivie-

rung sowie damit assoziierte Erkrankungen.242 Ein ähnlicher Mechanismus ist für TRIM25 

denkbar. Des Weiteren zeigen vorangegangene Untersuchungen einen aktivierenden Ein-

fluss von z.B. TRIM14 und TRIM22 auf den proinflammatorischen NF-κB/NLRP3-Inflamma-

som-Signalweg.243,244 NF-κB ist ein Transkriptionsfaktor, welcher bekanntermaßen beim Pri-

ming169 sowie der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms179 eine Rolle spielt. Eine positive 

Regulation des NF-κB-Signalweges, welche auch für TRIM25 in anderem Zusammenhang 

bereits bekannt ist,245 kann daher Einfluss auf das NLRP3-Inflammasom nehmen. Die meis-

ten der bislang identifizierten Zielgene von NF-κB besitzen ein hohes onkogenes Potential, 

indem sie beispielsweise bei der Regulation der Zellproliferation, Migration, Entzündung 

oder des Zellüberlebens beteiligt sind (s. 1.1.3). Eine mögliche positive Regulation des NF-

κB/NLRP3-Inflammasom-Signalweges durch TRIM25 steht daher im Verdacht, die Kolonkar-

zinogenese zu fördern. Daneben gibt es bereits Studien über eine TRIM25-abhängige Regu-

lation des NLRP3-Inflammasoms unabhängig der Kolonkarzinogenese. Es werden sowohl 

hemmende237 als auch fördernde246 Funktionen von TRIM25 beschrieben: TRIM25 fördert 

z.B. die NLRP3-Inflammasomaktivierung durch verstärkte Interaktion von Pro-Caspase-1 mit 
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ASC.246 Um die Erkenntnisse dieser Arbeit zusammenzufassen, führt der stabile TRIM25 

Knockdown in RKO-Zellen stimulusabhängig (Apoptose- vs. Inflammasom-induzierende Sti-

muli) entweder zur Sensibilisierung oder zur Desensibilisierung gegenüber der Spaltung der-

selben Proteine (Caspase-7 und PARP-1). Dies ist am ehesten dadurch zu erklären, dass die 

verschiedenen Stimuli selektiv unterschiedliche Signalwege induzieren (Apoptose vs. 

NLRP3-Inflammasom), in denen beide Proteine eine Rolle spielen und daher als Marker des 

entsprechenden Signalweges herangezogen werden können. Für TRIM25 kann dabei ein 

gegensätzlicher Einfluss postuliert werden: Die Apoptose wird gehemmt, während Inflam-

masom-induzierte Signalprozesse positiv beeinflusst werden (Abbildung 18). 

 

Abbildung 18. Grafische Zusammenfassung möglicher TRIM25-abhängiger Effekte auf Apoptose vs. NLRP3-Inflamma-
som 
Der postulierte Einfluss von TRIM25 auf Apoptose und das NLRP3-Inflammasom sowie mögliche Mechanismen sind an 
dieser Stelle vereinfacht zusammengefasst. Durchgezogene Linien entsprechen bekannten, gestrichelte Linien vermuteten 
Zusammenhängen. Schwarz = Signalwege, rot = hemmt, grün = fördert. 
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6.4. Ausblick: Etablierung von in vivo-TRIM25 Knockdown/Knockout-Modellen 
als nächster Schritt in der Entwicklung neuer Therapien des kolorektalen 
Karzinoms 

Das kolorektale Karzinom steht weltweit auf Platz 3 der Krebsneuerkrankungen und ist die 

zweithäufigste Krebstodesursache (s. 1.4). Aufgrund der hohen Inzidenz und Mortalität, der 

schlechten Prognose und der Entwicklung von Therapieresistenzen besteht daher ein drin-

gender Bedarf in der Entwicklung neuer, verbesserter Therapien des kolorektalen Karzi-

noms sowie der Resensibilisierung der Krebszellen gegenüber gängigen, bereits bestehen-

den Therapieoptionen. Im Rahmen dieser Arbeit konnte ein onkogener Einfluss von TRIM25 

auf Kolonkarzinomzellen durch Hemmung Chemotherapeutika-induzierter Apoptose nach-

gewiesen werden, während eine mögliche tumorigene (oder tumorsuppressive?) Rolle von 

TRIM25 durch zusätzliche Aktivierung Inflammasom-induzierter Signalprozesse weiterer 

Untersuchungen bedarf. Zusammenfassend kann TRIM25 als vielversprechender therapeu-

tischer Angriffspunkt für die Entwicklung von sowohl neuen antientzündlichen als auch tu-

morsuppressiven Therapien betrachtet werden. Um die in vivo-Relevanz der Erkenntnisse 

zu überprüfen, bedarf es zunächst einer Bestätigung, z.B. am Xenograftmodell der Maus. 

Xenograft-Mausmodelle sind ein häufig genutztes und simples Tumormodell zur Untersu-

chung neuer therapeutischer Ansätze. Bei der Verwendung Zelllinien-basierter Xenograft-

modelle kann die Implantation von humanen Tumorzellen orthotop oder heterotop (z.B. 

subkutan) erfolgen. Die Implantation stabiler TRIM25 Knockdown Zellen oder die Generie-

rung eines TRIM25 Knockouts wäre daher der nächste Schritt zur Validierung einer tumori-

genen Rolle von TRIM25 in der Kolonkarzinogenese. Eine Genattenuation durch siRNA und 

shRNA ist sowohl in vitro an Zellkulturen247 als auch in vivo an Mausmodellen248,249 bereits 

vielfach erfolgreich durchgeführt worden. Des Weiteren spielt RNA-Interferenz in der ziel-

gerichteten Therapie von Erkrankungen eine Rolle. Eine wachsende Wirkstoffklasse von be-

reits für die Therapie am Menschen zugelassenen RNAi-Therapeutika, sind beispielsweise 

siRNA-Präparate wie Inclisiran, welches zur Therapie der Hypercholesterinämie eingesetzt 

wird.250 Vor diesem Hintergrund erscheint die genetische Attenuation von TRIM25 neben 

einer Anwendung in der Grundlagenforschung außerdem ein attraktiver Ansatz einer per-

sonalisierten, zielgerichteten Tumortherapie (targeted (cancer) therapy).  
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7. Zusammenfassung/Summary 

7.1. Zusammenfassung 

Die E3-Ubiquitinligase TRIM25 ist in verschiedenen humanen Tumoren verstärkt exprimiert, 

was häufig mit einer schlechten Prognose der betroffenen Patienten sowie dem Auftreten 

von Therapieresistenzen korreliert. Unsere Arbeitsgruppe konnte TRIM25 zuvor als 

Caspase-2 und -7 mRNA-bindendes Protein und negativen Regulator beider Caspasen in hu-

manen Kolonkarzinomzellen identifizieren. Ein transienter TRIM25 Knockdown führt in Ab-

hängigkeit der erhöhten Expression der jeweiligen Caspasen zur Sensitivierung der Kolon-

karzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose. Ein Ziel dieser Arbeit 

war, die Übertragbarkeit dieser Erkenntnisse auf einen loss-of-function-Ansatz mit stabilen 

TRIM25 Knockdown Zellen zu überprüfen. Die stabilen Knockdown Zellen sollten der späte-

ren Etablierung eines Xenograftmodells dienen. Da zahlreiche TRIM Proteine bekannter-

weise eine vielseitige Rolle bei der Regulation sowohl onkogener als auch tumorsuppressi-

ver Prozesse einnehmen, wurde als weitere maßgebliche Fragestellung dieser Arbeit der 

Einfluss von TRIM25 auf wichtige tumorigene Eigenschaften wie Proliferation, Migration, 

Zellzyklus und Inflammation untersucht. TRIM25-abhängige Effekte auf das Migrationsver-

halten von RKO-Zellen wurden im in vitro-Wundheilungsassay mit stabilen TRIM25 Knock-

down Zellen analysiert. Aufgrund hoher interexperimenteller Unterschiede im Migrations-

verhalten derselben Zellklone konnte hinsichtlich einer TRIM25-abhängigen Regulation der 

Migration jedoch keine eindeutige Aussage getroffen werden. Dagegen belegten die gezeig-

ten Proliferationsassays eine signifikant vermehrte Proliferation von RKO-Zellen nach stabi-

lem TRIM25 Knockdown. Dies legt eine tumorsuppressive Rolle von TRIM25 nahe. Durch-

flusszytometrische Analysen stabiler TRIM25 Knockdown und Kontrollzellen zeigten hinge-

gen keinen konsistenten Einfluss von TRIM25 auf den Zellzyklus von RKO-Zellen. Eine Sensi-

tivierung von Kolonkarzinomzellen gegenüber Chemotherapeutika-induzierter Apoptose 

konnte auch in stabilen TRIM25 Knockdown Zellen nachgewiesen werden, während die für 

transiente Ansätze bekannte, TRIM25 Knockdown-abhängige Hochregulation von Caspase-

2 und -7 dagegen deutlich geringer ausgeprägt war. Dies lässt vermuten, dass die Tumor-

zellen einer Hochregulation Zelltod-induzierender Proteine bei einem konstitutiven TRIM25 



Zusammenfassung/Summary 

94 
 

Knockdown gegenregulieren. Aufgrund der aber nach wie vor nachweisbaren Sensitivierung 

der TRIM25 Knockdown Zellen gegenüber Apoptose, können zusätzliche, bisher noch nicht 

bekannte Mechanismen postuliert werden, welche zur Sensitivierung dieser Zellen gegen-

über Apoptose beitragen. Die daraus abgeleitete, TRIM25-abhängige Apoptosehemmung 

spricht für einen „Überlebensmechanismus“, welcher maßgeblich zur Chemotherapieresis-

tenz von Kolonkarzinomzellen beitragen kann. Hinsichtlich eines Einflusses von TRIM25 auf 

entzündliche Prozesse wurden RKO-Zellen mit klassischen Aktivatoren des NLRP3-Inflam-

masoms stimuliert und ausgewählte Marker mittels Western Blot-Analysen nachgewiesen. 

TRIM25 Knockdown-abhängig war eine verminderte Spaltung der Apoptosemarker 

Caspase-3, -7 und PARP-1 nachweisbar. Caspase-7 und PARP-1 spielen bekanntermaßen 

auch im Rahmen Inflammasom-induzierter Signalprozesse eine wichtige Rolle, während die 

Spaltung von Caspase-3 durch das NLRP3-Inflammasom induziert werden kann und v.a. für 

apoptotische oder pyroptotische Prozesse verantwortlich gemacht wird. Daher kann postu-

liert werden, dass der stabile TRIM25 Knockdown zur Hemmung von Inflammasom-indu-

zierten Signalprozessen führt und darüber Kolonkarzinomzellen vor Apoptose/Pyroptose 

geschützt werden. Umgekehrt deutet dies auf eine Aktivierung von Inflammasom-vermit-

telten Signalprozessen durch TRIM25 hin. 

Aufgrund der hohen Inzidenz und Mortalität, der schlechten Prognose und der Entwicklung 

von Therapieresistenzen besteht ein dringender Bedarf in der Entwicklung neuer, verbes-

serter Therapien des kolorektalen Karzinoms sowie der Resensibilisierung der Krebszellen 

gegenüber gängigen, bereits bestehenden Therapieoptionen. Im Rahmen dieser Arbeit 

konnte ein onkogener Einfluss von TRIM25 auf Kolonkarzinomzellen durch Hemmung 

Chemotherapeutika-induzierter Apoptose nachgewiesen werden, während eine mögliche 

tumorigene Rolle von TRIM25 durch zusätzliche Aktivierung Inflammasom-induzierter Sig-

nalprozesse weiterer Untersuchungen bedarf. Zusammenfassend kann TRIM25 als vielver-

sprechender therapeutischer Angriffspunkt für die Entwicklung von sowohl neuen antient-

zündlichen als auch tumorsuppressiven Therapien betrachtet werden. 
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7.2. Summary 

The E3 ubiquitin ligase TRIM25 is overexpressed in various human tumors and often corre-

lates with poor prognosis and the occurrence of therapy resistance in patients. Our group 

has previously identified TRIM25 as a caspase-2 and -7 mRNA-binding protein and novel 

suppressor of both caspases in human colon carcinoma cells. Transient TRIM25 silencing 

leads to increased sensitivity of colon carcinoma cells towards drug-induced apoptosis de-

pending on the increased expression of the respective caspases in response to TRIM25 si-

lencing. The goal of this study was to compare results from the transient TRIM25 knock-

down approach with those obtained with stable TRIM25 knockdown cells. These cells were 

also planned for the later establishment of a xenograft model of colon cancer. Since TRIM 

proteins are known to play multifaceted roles in the regulation of both oncogenic and tu-

mor-suppressive processes, a further aim of this study was to investigate the impact of 

TRIM25 on important tumorigenic features such as proliferation, migration, cell cycle and 

inflammation. TRIM25-dependent effects on the migration of RKO cells were analyzed by 

wound healing assays in stable TRIM25 knockdown cells. However, due to inter-experi-

mental differences in the migration of cell clones, no conclusion could be made regarding a 

TRIM25-dependent regulation of migration. Besides a comparison of cell cycle of stable 

TRIM25 knockdown with control cells by flow cytometry did not reveal any consistent im-

pact of TRIM25. In contrast, proliferation assays demonstrated a significant increase in cell 

proliferation in stable TRIM25 knockdown cells suggesting a tumor suppressive role of 

TRIM25. A sensitization of colon carcinoma cells towards drug-induced apoptosis was con-

firmed in stable TRIM25 knockdown cells, while the stable TRIM25 knockdown-dependent 

upregulation of caspases was weaker than after transient knockdown. This suggests that 

the tumor cells counter-regulate the upregulation of cell death-inducing proteins during a 

long-term TRIM25 knockdown. However, since cells were still sensitized to drug-induced 

apoptosis, additional, as yet unknown mechanisms contributing to the TRIM25 knockdown-

dependent sensitization of colon carcinoma cells can be postulated. The concluded TRIM25-

dependent inhibition of apoptosis supports the assumption of a "survival mechanism" 

which is underlying chemotherapeutic drug resistance of colon carcinoma cells. Regarding 
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the possible influence of TRIM25 on inflammatory processes, RKO cells were stimulated 

with classical activators of the NLRP3 inflammasome and selected markers were detected 

by Western blot analysis. The results showed reduced cleavage of caspase-3, -7 and PARP-

1 in stable TRIM25 knockdown cells. While cleavage of Caspase-7 and PARP-1 indicate an 

activation in inflammasome-induced signaling processes, the cleavage of caspase-3 by the 

NLRP3 inflammasome is more likely to reflect either apoptotic or pyroptotic processes. To-

gether these data indicate that the long-term TRIM25 knockdown impairs inflammasome-

induced signaling processes and thereby may protect colon carcinoma cells from apopto-

sis/pyroptosis. Conversely, this suggests an activation of inflammasome-mediated signaling 

processes by TRIM25. 

Due to the high incidence and mortality, the poor prognosis and the development of ther-

apy resistance, there is an urgent need for the development of new, improved therapies for 

colorectal carcinoma and the resensitization of cancer cells to current therapies. The results 

of this study demonstrate an oncogenic impact of TRIM25 on colon carcinoma cells by in-

hibiting drug-induced apoptosis, while a possible tumorigenic role of TRIM25 through addi-

tional activation of inflammasome-induced signaling processes needs further investigation. 

In summary, TRIM25 could reflect a promising therapeutic target for the development of 

new anti-inflammatory and tumor-suppressive therapies. 
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Anhang 1. Gating der Zellzyklusanalysen bei stabilem TRIM25 Knockdown 
A. shCtrl. 24 h, B. shCtrl. 48 h, C. shTRIM25 #1 24 h, D. shTRIM25 #1 48 h, E. shTRIM25 #5 24 h, F. shTRIM25 #5 48 h. P2 
entspricht der Sub-G1-Phase, P3 der G1-Phase, P4 der S-Phase und P5 der G2-Phase. 

 

Anhang 2. Gating der Zellzyklusanalysen bei transientem TRIM25 Knockdown 
A. siCtrl., B. siTRIM25. P2 entspricht der Sub-G1-Phase, P3 der G1-Phase, P4 der S-Phase und P5 der G2-Phase.  
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