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ABSTRACT

Deutsch

Organische Anionen transportierende Polypeptide (OATPSs) sind Na-unabhéngige
Transporter fur verschiedenste endo- und exogene Substrate. Sie spielen eine
wichtige Rolle bei der Tumorprogression, dem therapeutischem Erfolg einer
Zytostatikatherapie und der Resistenzentwicklung gegeniber zytostatischen
Wirkstoffen, da sie die zellulare Konzentration von Hormonen, zyklischen
Nukleotiden, ,Second messenger“ Proteinen und Arzneistoffen regulieren und oft
in gesundem und pathologischem Gewebe heterogen verteilt sind. Im Rahmen
meiner Diplomarbeit wurde der Fokus auf den Transporter OATP4Al gelegt,
welcher eine zentrale Rolle in der Entwicklung und der Chemosensitivitat des
kolorektalen Karzinoms zu spielen scheint. Es wurde die Expression von
OATP4A1 in Immun-, Epithel- und Tumorzellen kolorektaler Karzinome bestimmt
und mit dem Vorkommen in nicht-malignen Gewebeproben verglichen. Dafir
wurden Gewebeschnitte von 148 Patienten mit kolorektalem Karzinom in den
Tumorstadien UICC 1-3 (mit oder ohne Rezidiv innerhalb von 5 Jahren) und
Gewebeproben von 8 Patienten mit entziindlicher Divertikulitis analysiert. Die in
Paraffin eingebetteten und mit Formaldehyd fixierten Schnitte wurden mit einem
Anti-OATP4A1-Antikorper immunhistochemisch geprobt. Fir die Identifizierung
der OATP4Al-exprimierenden Immunzellen  wurden  Immunfluoreszenz-
Doppelfarbungen mit einem Anti-SLCO4A1-Antikorper und mit Antikbrpern gegen
CD20 (B-Lymphozyten), CD34 (Epithelzellen), CD44 (Leukozyten), CD45
(Lymphozyten), CD68 (Makrophagen) und Mastzelltryptase (Mastzellen)
kombiniert. Dabei wurde OATP4A1 in CD20+ B-Zellen und CD45+ Lymphozyten
nachgewiesen. Zur quantitativen Bestimmung von OATP4Al wurde das Image
Analyse Programm HistoQUEST an virtuellen Bildern, die im TissueFAXS
Mikroskop eingescannt wurden, verwendet. Es zeigte sich, dass die OATP4A1l-
Expression in Immun- und Tumorzellen signifikant héher als in Stromazellen und

gesunden Epithelzellen war. Weiters wurde festgestellt, dass eine erhohte



Expressionsrate von OATP4Al in Immunzellen mit einer besseren Prognose
korreliert (kein Rezidiv innerhalb von 5 Jahren). Es scheint daher, dass OATP4A1l
in Immunzellen zu einer spezifischen Abwehrreaktion gegen den Tumor beitragen
kann. Ob dies mit einem verdnderten Transport von inflammatorischen
Eicosanoiden (Leukotrienen, Prostaglandinen) einhergeht, muss noch untersucht
werden. Zusatzlich musste geklart werden, ob OATP4Al einen potentiellen
Entzindungsmarker darstellt und als neuer Angriffspunkt fir immunstimulierende

Wirkstoffe in Frage kommit.



English

Organic anion transporter polypeptides (OATPs) are Na-independent transporters
for a variety of endogenous and exogenous substrates. They belong to the SLC
gene superfamily of transporters. Although OATPs play an important role in tumor
progression and therapeutic response by regulating cellular levels of hormones,
cyclic nucleotides, second messenger proteins and drugs, not all members, e.g.
OATP4A1l, are studied thoroughly. To assess a potential prognostic value of
OATP4A1 in colorectal cancer development, the expression of this OATP was
analysed in colorectal cancer specimen. The results in immune, epithelial and
stroma cells in tumor areas were compared with adjacent normal and non-
malignant tissue from patients with Diverticulitis. For the analysis samples of 148
patients with colorectal cancer with or without relapse in early stages (UICC I-llI)
and 8 non-cancer patients with Diverticulitis were provided. Using an anti-
SLCO4A1 antibody, immunohistochemistry (IHC) and double-immunofluorescence
(IF) microscopy were done on paraffin-embedded tissue sections. For analysing
the expression of OATP4A1 in immune cells, double-immunofluorescence staining
with antibodies against CD20 (B-cells), CD34 (epithelial cells), CD44 (leucocytes),
CD45 (lymphocytes), CD68 (macrophages), and Mast cell tryptase (mast cells)
were combined with an anti-SLCO4A1 antibody. Indeed, OATP4Al was detected
in CD20+ B-cells and CD45+ lymphocytes. For quantifying the OATP4Al-levels,
the HistoQuest image analysis program was done on virtual images created on the
TissueFAXS. The results were correlated with clinical parameters and relapses.
Importantly, a significant higher expression of OATP4A1 was seen in immune and
tumor cells compared to stroma and non-malignant epithelial cells. Moreover,
higher OATP4A1 levels in immune cells were found in patients with better
prognosis (no relapse within 5years). This leads to the conclusion that higher
OATP4A1 levels in immune cells might lead to a more effective defence against
the tumor. Whether it is caused by an altered transport of inflammatory lipid
mediators (leukotrienes, prostaglandins) has to be established. In summary,
OATP4A1 could be a possible inflammation marker in colon cancer and might be

suitable as a target for immunstimulatory drugs.






1. EINLEITUNG

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist die dritthdufigste Todesursache bei malignen
Erkrankungen in Europa, Nordamerika, Australien und Japan. Die weltweit stark
variierende Inzidenz erklart sich dadurch, dass das Risiko der Entwicklung eines
solchen Karzinoms neben genetischen Faktoren auch von verschiedensten
Umwelteinflissen, wie uberméaRigem Alkohol- und Fleischkonsum, Rauchen,
Ubergewicht u. v. m., abhangig ist. Bestarkt wird diese Feststellung durch die
Beobachtung, dass Migranten aus Inzidenz-schwachen Landern sich schnell der
Inzidenzrate der neuen Heimat anpassen. Fortschritte in Diagnostik, Therapie und
dem Verstandnis fur die Biologie des Tumors haben jedoch dazu gefuhrt, die
Uberlebenschancen der betroffenen Patienten zu steigern (Bocker W., 2008;
Laubert T., 2010).

Physiologisch gesehen, infiltriert das kolorektale Karzinom als epithelialer Tumor
die kolorektale Schleimhaut, die Submukosa oder tiefere Wandschichten des
Darms und differenziert im Allgemeinen glandular (Bocker W., 2008; Laubert T.,
2010). Da keine bedeutsamen epidemiologischen Unterschiede zwischen einem
Kolonkarzinom und einem Karzinom des Rektums bestehen, werden daher beide

gemeinsam behandelt (Zielinski C. und Jakesz R., 1999).

1.1.1 Epidemiologie

Nach Brustkrebs bei Frauen, Prostatakrebs bei Mannern und Lungenkrebs gehort
das kolorektale Karzinom zu den Krebsarten, welche die meisten Todesfélle zu
beklagen hat. Jahrlich werden weltweit etwa 800.000 Neuerkrankungen
diagnostiziert, von denen etwa 450.000 Patienten an den Folgen der Malignitat
sterben. Die Inzidenz pro 100.000 Einwohner umfasst 19,4 bei Mannern und 15,3
bei Frauen. Auch die Sterberate ist bei Mannern um das 1,7 fache hoher als bei
Frauen. In Europa werden etwa 350.000 Neuerkrankungen pro Jahr gezahlt, wobei

circa 5000 allein in Osterreich gemeldet werden. Der Altersgipfel liegt zwischen



dem 60. und 70. Lebensjahr. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt in
Entwicklungslandern an die 30 % und in Industrielandern rund 60 %. In Osterreich
liegt sie sogar bei etwa 65%. Dies wird durch die bessere Versorgung und vorallem
mit der Friherkennung begrindet, denn wird der Tumor bereits in einem friihen
Stadium erkannt, kénnen die Uberlebenschancen nach finf Jahren auf bis zu 90 %
steigen. Auch der Rickgang der Inzidenz und der Mortalitéat, wie in Abbildung 1
veranschaulicht, lasst sich darauf zurtickfiihren (American Cancer Society, 2007;
Boyle P., 2004; Haidinger, 2006; Parkin D.M. et al., 1999; Statistik Austria, 2013).

Bosartige Neubildungen des Darms im Zeitverlauf
altersstandardisierte Raten auf 100.000 Personen
(WHO-Weltbevélkerung, 2001)
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Abbildung 1: Graphik zu Inzidenz und Mortalitat des kolorektalen Karzinoms im Zeitverlauf,
Osterreichisches Krebsregister (Stand: 24.9.2012) und Todesursachenstatistik (Statistik Austria,
Stand: 14.6.2013)



1.1.2 Symptome

Symptome machen sich bei der Erkrankung des kolorektalen Karzinoms meist erst
in fortgeschrittenem Stadium bemerkbar. Beginnende Symptome sind haufig
Mudigkeit, allgemeines Schwachegefiihl und Leistungsminderung. Spater kommt
es zu intestinalen Blutungen, die zu sichtbaren oder auch unbemerkten, okkulten
Blutbeimengungen im Stuhl fuhren. Eisenmangelanamie kann die Folge sein. Des
Weiteren beschreiben Patienten Veranderungen der Stuhlgewohnheiten, Diarrhd,
Obstipation und Flatulenz. Gewichtsverlust, Ulzerationen, Stenosierungen und
Schmerzen im Darm sind bereits Spatsymptome des ausgedehnten Tumors
(Bocker W. et al., 2008; Laubert T., 2010; Leischner H., 2007; Wilmanns W. et al.,
2000).

1.1.3 Diagnostik

Das Ziel weitlaufiger Screeningmethoden ist, die Malignizitdt in einem frihen
Stadium zu erkennen noch bevor das Auftreten klinischer Sympotme zu
beobachten ist. Ab dem 50. Lebensjahr wird deshalb empfohlen, sich mindestens
alle acht Jahre einer Koloskopie, und sich jahrlich dem H&moccult-Test zu
unterziehen. Er detektiert fakales Okkultblut, welches Hinweis auf eine
neoplastische Lasion im Kolorektum geben kann. Des Weiteren ist die rektal-
digitale Austastung des Rektums sowie die abdominale Palpation durchzufiihren,
da 30-40% aller gastrointestinalen Tumore tastbar sind. Jedoch lassen sich nur
Tumore in bereits fortgeschrittenem Stadium Uber diese Methode ertasten.
Zusatzlich werden durch eine Blutanalyse Tumormarker wie M2-PK (Pyruvatkinase
M2), CEA (carcinoembryonic antigen) und CCSA-2 (Colon Cancer specific antigen)
bestimmt, die einen Verdacht auf eine maligne Erkrankung untermauern kénnen.
Bestatigt sich dieser, ist eine totale Koloskopie mit Biopsie unumgéanglich. Ist es bei
der Koloskopie in Einzelfallen nicht moglich Einsicht Uber den gesamten Darm zu
bekommen, bedient man sich der Rdntgenuntersuchung mit
Doppelkontrastmitteleinlauf um auch Zweittumore ausschlieen zu kénnen. Bei
Bestatigung des Verdachts auf ein kolorektales Karzinom werden zur Ermittlung

des Tumorstadiums und eventueller Metastasierung weitere Untersuchungen



durchgefuhrt: zur Erkennung von Lebermetastasen die Abdomensonographie, von
Lungenmetastasen ein Rontgen-Thorax und von Knochenmetastasen eine
Skelettszintigraphie. Die GroRe und Ausbreitung des Tumors, sowie der Befall der
Lymphknoten wird mittels Computertomographie und Magnetresonanztomographie
ermittelt (Bocker W. et al., 2008; Laubert T., 2010; Leischner H., 2007; Wilmanns
W. et al., 2000).

1.1.4 Atiologie und Pathogenese

Die meisten kolorektalen Karzinome entstehen sporadisch und zu 90% aus einem
Adenom heraus. Nur etwa 10-15% entwickeln sich aufgrund einer genetischen
Disposition, wie das hereditare, nicht-polypose Kolonkarzinom (HNPCC oder
Lynch-Syndrom) und die familidre adenomatése Polyposis Coli (FAP).

Die Risikofaktoren zur Entstehung eines sporadischen kolorektalen Karzinoms sind
multifaktoriell. Verschiedenste Umwelteinflisse werden als potenzielle Faktoren
diskutiert. Falsche Essgewohnheiten wie fettreiche Kost, energiereiche
Nahrungszufuhr, hoher Fleischkonsum und Ubergewicht tragen zur
Risikoerh6hung bei. Auch ballaststoffarme Kost, sowie Bewegungsarmut durfte
durch die dadurch induzierte verringerte Darmmotilitdt und verlangsamte Passage
des Nahrungsbreis zu einer verlangerten Einwirkzeit von potenziellen

Kanzerogenen auf die Darmwand fihren.

Des weiteren sind Patienten mit einer chronisch-entzindlichen Darmerkrankung,
wie der Colitis Ulcerosa oder dem Morbus Crohn, starker geféhrdet, besonders
wenn die entzindliche Erkrankung bereits in frihen Jahren eintritt und auf einen
langen und ausgedehnten Verlauf zuriickzublicken ist (Andersen V. et al., 2012;
Boeing H., 1991; Bocker W. et al., 2008; Wilmanns W. et al., 2000).



1.1.4.1 Adenom-Karzinom-Sequenz

Die Adenom-Karzinom-Sequenz ist ein Tumorprogressionsmodell, das die
Entwicklung vom benignen Adenom zum malignen Karzinom morphologisch und

molekulargenetisch kombiniert beschreibt.

Durch Kumulation von Mutationen in den Epithelzellen des Kolorektums entwickeln
sich Adenome aus denen nach durchschnittich 10-15 Jahren ein Karzinom
entstehen kann. Diesen Mutationen liegen beim Kkolorektalen Karzinom

grundlegende genetische Fehlablaufe zugrunde:

a. die mutationsbedingte Aktivierung von Onkogenen wie dem Kirsten
rat sarcoma viral Onkogen (K-ras) und die gleichzeitige Inaktivierung
von Tumorsupressorgene wie p53 und dem adenomatésen Polyposis
Coli-Protein (APC)

b. die Mutation von mindestens vier bis finf Genen
c. eine Gesamtakkumulation von Mutationen

d. die Austbung von biologischen Effekten durch die mutierten

Tumorsupressorgene

Die Abfolge und Kombination der Mutationen kann je nach Tumor stark variieren
(Saif M.W., 2010).
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Abbildung 2: Kombination aus den morphologischen und molekulargenetischen

Veradnderungen vom gesunden Darmepithel bis zum frihen Karzinom (Halle M. et al., 2008)

Das Entartungsrisiko der zunachst gutartigen adenomatésen Polypen ist sehr grof3
und sie zéhlen deshalb zu den fakultativen Prakanzerosen beim kolorektalen

Karzinom.
Man unterscheidet aufgrund der differenten Erscheinungsform drei Adenomtypen:

1. Das tubulare Adenom: es macht mit 60-65% den gréf3ten Anteil aller
Adenome aus, hat aber das geringste Entartungsrisiko. Die Basis ist

gestielt, selten breit verzweigte Tubuli bilden das Képfchen.

2. Das villose Adenom: 5-11% der Darmpolypen bilden diese breitbasige und
zottenartige Kontur. Sie sind groR3er als tubulare Adenome und haben das

grof3te Entartungsrisiko.

3. Das tubulovillose Adenom: 20-26% aller Adenome bilden eine Mischform

aus villdosem und tubularem Adenom.
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Abbildung 3: schematische Darstellung der drei Adenomtypen: tubuldres, villdses und
tubulovilloses Adenom (Bocker W. et al., 2008)

Heute qilt als gesichert, dass aus der Basis eines Adenoms mit den
unterschiedlichen Entartungswahrscheinlichkeiten der verschiedenen Formen, ein
invasives Karzinom entsteht. Aus diesem Grund sollte die Adenom-Karzinom-
Sequenz durch Abtragen des Polyps mittels chirurgisch-endoskopischer
Maflnahmen unterbrochen werden (Classen M. et al.,, 2004; Geil3ler M. et al.,
2005; Halle M. et al., 2008; Nieburgs H. E. et al., 1990; Vogelstein B. et al., 1988).

1.1.4.2 Familiare adenomatése Polyposis (FAP)

Die familiare adenomattse Polyposis ist gekennzeichnet durch eine Adenomatosis
des kolorektalen Darmabschnittes. Es kdnnen sich bis zu zehntausend tubulére bis
tubulovillose Adenome, die in ihrer GroRe stark variieren konnen, Uber das

gesamte Kolorektum verteilen.

Ursache dieser Erkrankung ist eine Keimbahnmutation des auf Chromosom 5q21
befindlichen APC-Gens. Das APC-Protein zahlt zu den Tumorsuppressoren und

initiiert in proliferierenden Zellen, wie den Darmepithelzellen die Erniedrigung des
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Onkoproteins R-Catenin. Auf diesem Wege reguliert es den Expressionslevel von
Molekilen, die mit Kolonkarzinomen in Verbindung gebracht werden. Ist dieses
Protein nun in der Funktion eingeschrankt oder zur Ganze funktionslos, so kommt
es zu unkontrolliertem Wachstum und Wucherung der Epithelzellen. Adenome
entstehen bei diesem Gendefekt, der autosomal dominat vererbt wird, in grof3er
Zahl. Bei der FAP wird also die Veranlagung ein kolorektales Karzinom zu
entwickeln vererbt, da aus der Vielzahl an Adenomen im Laufe der Zeit Karzinome
entstehen. Ist ein Patient familiar vorbelastet und ein molekulargenetischer Test
positiv so ist die Therapie der Wahl eine vollstandige Kolektomie. Die FAP ist die
Ursache fur etwa 1% aller kolorektalen Karzinome (Bocker W. et al., 2008; Heinritz
W., 2004; Laubert T., 2010; Leischner H., 2007; Wilmanns W. et al., 2000).

1.1.4.3 Hereditares nichtpolyp6ses kolorektales Karzinom

Wie die FAP ist auch das hereditéare nichtpolypose kolorektale Karzinom (HNPCC)
eine autosomal dominant Ubertragbare Erbkrankheit, die durch Keimbahnmutation
zu einer Pradiposition fur kolorektale Karzinome fuhrt. Das HNPCC ist fur etwa 1-
5% aller kolorektalen Karzinome verantwortlich und tritt bereits ab dem 40.
Lebensjahr der Betroffenen gehauft auf. Zugrunde liegt ein genetischer Defekt auf
den Mismatch-repair-Genen hMSH2 und hMLH1. Sind diese fehlgeschaltet kommt
es zu Replikationsfehlern und folglich zur Ausbildung von malignen Neoplasien.
Diese koénnen neben dem Kolorektum auch das Endometrium, das Ovar, den
Magen, den Dinndarm, das Pankreas und die Gallenwege betreffen. Histologisch
sind HNPCC induzierte kolorektale Karzinome kaum von sporadischen zu
unterscheiden. Um einen klaren Nachweis zu erlangen, bedient man sich hier der
Untersuchung des Karzinomgewebes auf Mikrosatelliteninstabiliat und der
Sequenzierung an Normalgewebe (Bocker W. et al., 2008; Gross M., 1998;
Leischner H., 2007; Wilmanns W. et al., 2000).
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1.1.5 Klassifikation

Zur Differenzierung der verschiedenen Stadien eines kolorektalen Tumors wird
heutzutage weltweit die TNM-Klassifizierung der Union internationale contre le
cancer (UICC) verwendet. Durch diese Einteilung kann das Stadium des
Primartumors, der Lymphknoten sowie das Vorhandensein von Metastasen gut
erfasst werden. Auch die Beurteilung der Effektivitat verschiedener
Chemotherapien bei unterschiedlichen Patienten wird dadurch vergleichbar (Sobin
L. H., etal., 1997; Wilmanns W. et al., 2000).

T Priméartumor

TO kein Anhalt fir einen Primartumor
Tis  Carcinoma in situ

T1 Infiltration der Submukosa

T2 Infiltration der Muskularis propia

T3  Infiltration der Submukosa bzw. des nicht peritonealisierten perikolischen
oder perirektalen Gewebes

T4  Infiltration direkt in andere Organe/Strukturen oder Tumorperforation des
viszeralen Peritoneums

N Reqgionare Lymphknoten

NO keine Metastase in regionaren Lymphknoten
N1 Metastasen in 1-3 regionaren Lymphknoten

N2  Metastasen in mehr als 3 regionaren Lymphknoten

M Fernmetastasen

MO  keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden
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Tabelle 1: Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation Gbernommen aus Sobin L. H., et al.,
1997; Wilmanns W. et al., 2000)

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium1 T1 NO MO
T2 NO MO

Stadium 2 T3 NO MO
T4 NO MO

Stadium 3 jedes T N1 MO
jedes T N2 MO

Stadium 4 jedes T jedes N M1

Zusatzlich existiert die Stadieneinteilung nach Dukes, die anhand der
Tumorinfiltration und des Fortschreitens der Metastasenbildung differenziert (siehe
Abbildung 4). Dies ist die altere Klassifizierung und wird heutzutage seltener
verwendet (Leischner H., 2007).
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Dukes A HIAY(E Mukosa

Tumor auf Mukosa (2% q e

und Submukosa 2 5 Submukosa
beschrankt E

Muscularis
propria

Dukes B
Tumor
infiltriert alle
Wandschichten

Dukes C
lokale
Lymphknoten-
metastasen

Dukes D
Fernmetastasen

Abbildung 4: schematische Darstellung der Klassifizierung nach Dukes (Leischner H., 2007)
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1.1.6 Morphologie

Es gibt bereits viele makroskopische und histologische Unterscheidungsmerkmale,
die auf die Malignizitat und die Prognose eines kolorektalen Karzinoms schlie3en

lassen. Histologisch unterscheidet man verschiedene Karzinomarten:

a. Das Adenokarzinom (85-90%), bei dem je nach Differenzierungsgrad
wiederum vier Untergruppen (G1-G4) entstehen. Den hochsten
Differenzierungsgrad weisen hier jene mit der starksten Driisenbildung auf.
Gut differenzierte Adenokarzinome (G1-G2) haben die geringste
Malignizitat. Ist eine schwache bis keine Differenzierung (G3-G4) zu
erkennen, bedeutet das die hochste Malignizitdt und die schlechteste

Prognose.

b. Beim muzinbsen Adenokarzinom (5-10%) ist exrtazellularer Schleim zu

finden.

c. Siegelringzellige Adenokarzinome weisen intrazellularen Schleim auf und
werden wie die muzindsen Adenokarzinome mit einem Differenzierungsgrad

G3 eingestulft.

d. Seltene morphologische Formen sind das adenosquamdse, das kleinzellige

und das Plattenepithel-Karzinom.

(Bocker W. et al., 2008; Laubert T. et al., 2010; Wilmanns W. et al., 2000)

1.1.7 Immunologische Umgebung beim kolorektalen Karzinom

Die Mehrheit der kolorektalen Karzinome sind Adenokarzinome. Durch
Fortschreiten des Wachstums infiltrieren sie nach und nach die einzelnen
Schichten der Darmwand. Findet eine Invasion durch die Muscularis mucosa und
Submukosa statt, so fuhren lokale Immunreaktionen zu einer Ansammlung
proinflammatorischer Zellen entlang des Tumorrandes. Es bildet sich eine gegen

das Karzinom gerichtete immunologische Umgebung (Naito Y., 1998).
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Unter normalen Bedingungen geht das Immunsystem sehr effektiv gegen
Karzinome vor. Das angeborene Immunsystem vermittelt initial die Antitumor-
Aktivitat, hauptséachlich mit dem Einsatz von natirlichen Killerzellen und
Makrophagen. Zusatzlich wird das adaptive Immunsystem aktiviert. Es ruft eine
spezifische Immunantwort hervor, welche B- und T-Zellen bilden lasst (Abbas A.K.,
2007).

Das Wachsen eines Karzinoms kann man nun durch das erfolgreiche Umgehen
des Tumors vor der Immunantwort des Wirtes erklaren. Uber hauptséchlich zwei
Mechanismen wird diese Immunreaktion Ubergangen: die Immunoselektion, durch
die nicht immunogene Tumorzell-Varianten selektiert werden, oder die
Immunosubversion, bei der die Immunantwort aktiv unterdriickt wird (Hanahan D.,
2011; Swann J. B., 2007).

Diese Szenarien sind von groBem wissenschaftichem Interesse, da
maoglicherweise eine starke und effektive Immunreaktion gegen bestimmte Tumor-
Antigene ein solches Umgehen verhindern konnte und dies folglich zu einer
Ausschaltung der Tumorzellen fuhren, und die Ausbreitung dieser unter Kontrolle
bringen wirde (Swann J. B., 2007).

1.1.7.1 Cytotoxisches T-Lymphozyten Antigen (CTLA-4)

Einer der Schlusselkontrollpunkte in der Immunantwort ist die Erkennung des
humanen Leukozytenantigens (HLA) durch T-Zellrezeptoren. In diese komplexe
Interaktion sind viele Liganden, wie CD40, ein membrangebundenes Molekil in
aktivierten T-Zellen, involviert (de la Cruz-Merino L. et al., 2008). Dieser Ligand ist
essentiell bei der Entstehung von T-Zell-induzierten B-Lymphozyten und bei der
Aktivierung von den Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), welche die zellulare
Immunreaktion auslésen. Reagiert CD40 mit Rezeptoren auf APCs und B-Zellen
so fuhrt dies zu einer erhdhten Regulation von den Oberflachenproteinen CD80
und CD86. Interagieren diese nun mit CD28 auf T-Zellen, so werden diese
aktiviert. Zu einer Immuntoleranz oder einer Unempfindlichkeit kommt es dann,

wenn sich Antigen-4 mit aktivierten, cytotoxischen T-Lymphozyten (CTLA-4)
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verbinden (de la Cruz-Merino L. et al., 2008; Langer L. F. et al., 2007). CTLA-4 ist
ein inhibierender Regulator bei der T-Zell-Aktivierung. Die Blockade der Reaktion
von CTLA-4 mit dessen Liganden kann daher zu einer Verstarkung der Antigen-
spezifischen T-Zellimmunantwort fihren und somit zur Verbesserung der

Immunitat gegen Karzinome (Leach D. R., 1996).

1.1.7.2 Tumor-infiltrierende Lymphozyten

Tumor-infiltrierende Lymyphozyten (TILs) befinden sich in inflammatorischen
Infiltraten in Tumorregionen und im peritumoralen Stroma (de la Cruz-Merino L. et
al., 2008). Zu den TILs z&hlt man cytotoxische T-Lymphozyten (CD8+), natirliche
Killerzellen (NK-Zellen) und T-Helferzellen (CD4+). Zu den T-Helferzellen zahlt die
Untergruppe der regulatorischen T-Zellen (Tregs), welche die wichtige Rolle der
Suppression und Kontrolle des Immunsystems einnehmen, um so vor Reaktionen
gegen korpereigene Antigene zu schitzen (Nishikawa H., 2010). Bei malignen
Neoplasien scheinen sie verstarkt als Immunsuppressoren aufzutreten, dadurch
die beglinstigende Immunantwort und die Antitumor-Aktivitat zu reduzieren und so
die immuninitiierte Bekampfung entarteter Zellen zu verhindern (Vignali D. A. et al.,
2008). Die Beziehung zwischen dem CD8/NK-Komplex und den Treg-Zellen in
Tumor- und peritumoralem Gewebe kénnte erklaren, warum sich die Immunantwort
im Endeffekt als effektiv gegen den Tumor erweist oder es zu einer
immunsuppressiven Reaktion kommt, die zu einer Tumor-Unempfindlichkeit fuhrt
(Zou W., 2006).

1.1.7.2.1 Prognostische Aussagekraft der TILs

Bereits seit 1987 ist bekannt, dass Rektalkarzinom-infiltrierende Lymphozyten ein
unabhagiger Prognosefaktor fiir die Uberlebensrate sein konnten (Jass J. R. et al.,
1987). Durch Quantifizierung von TILs im Tumorstroma und den invasiven
Tumorgrenzen wurde festgestellt, dass neben dem histologischen Grad, der
TNM-, und der Dukes-Klassifizierung, die Anzahl an TILs eine Vorhersage Uber die

Uberlebensrate beim kolorektalen Karzinom zuldsst. Zudem wurde eine invasive
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Korrelation zwischen der Prasenz von TILs und dem momentanen Tumorstadium
bemerkt. Je weiter die Krankheit fortgeschritten war (Dukes C oder D) desto
geringer die Anzahl an TILs. Vice versa bei Dukes A und B, bei denen eine

signifikant hohere Dichte an TILs beobachtet wurde (Ropponen K. M. et al., 1997).

Die meisten kolorektalen Karzinome sind nur sparlich von Lymphozyten infiltriert.
Die hochste Dichte an Lymphozyten und anderen inflammatorischen Zellen, wie
neutrophilen Granulozyten und Makrophagen, findet man an der Tumorgrenze. Die
vorherrschenden Lymphozyten sind hier CD4+ oder CD8+ T-Zellen, wobei B-
Lymphozyten vorwiegend in Lymphfollikeln vorkommen (Abbas A.K., 2007).

Die individuelle Zusammensetzung an TILs ist entscheidend fir den Klinischen
Verlauf der Krankheit. So wurde bewiesen, dass eine hohe Anzahl an
intraepithelialen Lymphozyten, meist CD8+, mit einer héheren Uberlebensrate
korreliert (Naito Y. et al., 1998; Menon A. G., et al., 2004). Bei der Moglichkeit einer
prognostischen Aussage durch die Anzahl der Tregs unterscheiden sich die
Resultate der Studien stark. Einerseits wird einer hohen Dichte an Tregs im
Tumorgewebe ein besseres Ansprechen auf Chemo- oder Immunochemotherapie
bei Patienten in fortgeschrittenem Stadium, und eine hohere Uberlebensrate
zugeschrieben (Salama P. et al.,, 2009; Correale P. et al., 2010). Andererseits
wurde beobachtet, dass es keine signifikanten Zusammenhéange zwischen der
Tregs-Infiltration und einer zuverlassigen Prognose gibt (Sinicrope F. A., 2009;
Camus M. et al., 2009). Abhangig sind die Resultate wahrscheinlich von der
unterschiedlichen Zusammensetzung der Treg-Populationen und der spezifischen

immunlogischen Umgebung des Tumors (Ladoire S. et al., 2011).

1.1.8 Metastasierung

Da der Krankheitsverlauf des kolorektalen Karzinoms in den meisten Fallen lange
Zeit symptomlos verlauft, sind bei etwa 25% der Patienten bei der Erstdiagnose

bereits Metastasen vorhanden.

Anfanglich infiltriert das Karzinom durch invasives Wachstum die Wandschichten

des Darms, beginnend mit der Mukosa gefolgt von der Submukosa (Dukes A), der
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Muscularis propia, der Subserosa und zuletzt der Serosa (Dukes B). Abhangig von
der Lage des Tumors kann es zur Infiltration von benachbarten Organen, wie der
Harnblase, dem Uterus, dem Pankreas, der Prostata, kommen. Weiters werden
regiondre, sich unter der Serosa befindliche, Lymphknoten und intramurale
Lymphgefalie befallen. Lymphknotenmetastasen sind die Folge (Dukes C) (Bdcker
W. et al., 2008; Leischner H., 2007; Wilmanns W. et al., 2000).

Am Haufigsten sind Metastasen des kolorektalen Karzinoms jedoch in Lunge und
Leber vorzufinden. Der Primartumor verbreitet sich durch hamatogene
Metastasierung, welche mit der Intravasation, dem Ausbrechen der Tumorzellen
aus dem umgebenen Stroma in die BlutgefaRe, seinen Anfang nimmt.
Turmorzellen missen wéahrend dieser hamatogenen Verschleppung gegen
korpereigene Immunzellen bestehen, um danach durch Extravasation in das
Parenchym des Zielorgans emigrieren zu koénnen. Fiur das Wachstum der
Metastase muss eine weitere Umgehung des Immunsystems und ausreichende
Blutversorgung ermdglicht werden. Dies ist ein komplexer Prozess, bei dem
permanente phenotypische, genetische und transkriptionelle Verdnderungen die
Basis bilden (Bocker W. et al., 2008; Bird N.C. et al., 2006).

1.1.8.1 Lebermetastasen beim kolorektalen Karzinom

Am Beginn der hepatischen Metastasieungskaskade steht die maligne Entartung
von Mucosazellen im Kolon oder Rektum, deren Wachstum und die Losléung aus
der Zell-Zell-Adhasion aus dem Epithel des Darms. Ab einer gewissen Grof3e kann
der Tumor allein durch Diffusion nicht mehr ausreichend mit Sauerstoff und
anderen bendtigten Stoffen versorgt werden. Die Ausschuittung verschiedenster
Wachstumsfaktoren (z.B.: vascular endothelial growth factor (VEGF), endothelial
growth factor (EGF), transforming growth factor-3 (TGF-R), etc.) und Enzyme flhrt
zur Vaskularisierung des Tumors. Mit diesem lympho- oder hamatogenen
Netzwerk ist der Tumor nun befahigt, sich selbst zu versorgen. Dieser Schritt ist
entscheidend fur die Entwicklung einer Metastase, da dieses neugewonnene
vaskulare Netz mit der Makrozirkulation in enger Verbindung steht und dadurch

den metastasierenden Zellen des Primartumors den Zutritt in den Kreislauf des
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Korpers ermoglicht. Uber drei Systeme ist es den Karzinomzellen moglich zu ihrem
Metastasierungsorgan, der Leber, zu gelangen (Folkman J., 1984; Gruenberger T.
et al., 2008).

a. Das Pfortadersystem: Uber die Pfortader werden die Tumorzellen
hamatogen zur Leber transportiert. Nur wenn sie den Abwehrsystemen der
spezifischen und unspezifischen Immunabwehr standhalten kdnnen, ist es
ihnen madglich aus dem Kreislauf in das Leberparenchym zu migrieren.
Kodnnen sie sich auch hier gegen das Immunsystems behaupten, so fuhrt
dies letzendlich zur Ausbildung einer Lebermetastase. (Gruenberger T. et
al., 2008)

b. Das lymphatische System: Voraussetzung fur die Metastasierung uber das
lymphatische System ist die peritumorale Lymphangiogenese und die
Entstehung eines lymphatischen Netzwerkes. Wie auch bei der
Angiogenese geschieht dies unter Einfluss verschiedester Zytokine
(Schoppmann S. F., 2005; Schoppmann S. F. et al., 2002). Die vom
Zellverband des Primartumors gel6sten Zellen koénnen nun in die
Lymphgefalle wandern und zum ersten Mal im Sentinellymphknoten
metastasieren. Der Weg der Tumorzellen verlauft Gber die regionaren
Lymphknoten und die Distanzlymphknoten weiter zum leberassoziierten

Drainagegebiet und in die Leber selbst (Gruenberger T. et al., 2008).

c. Das Vena-Cava-System: Hier bewegen sich die Tumorzellen des
kolorektalen Karzinoms nach der Invasion in den Lymphsammelstamm, dem
Ductus thoracicus, Uber das ventdse System fort. Schlie3lich gelangen sie
Uber die grofRe untere Hohlvene, die vena cava inferior, in die Leber um dort
Metastasen zu bilden (Sugarbaker E. V., 1979; Gruenberger T. et al., 2008).
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1.1.8.1.1 Histologische Wachstumsmuster als Prognosefaktoren

Es existieren drei verschiedene Wachstumsmuster bei Lebermetastasen des
kolorektalen Karzinoms, welche verschiedene angiogenetische Eigenschaften

aufweisen.

a. Desmoplastic pattern: Die Metastasen sind durch angrenzendes Gewebe,
das den direkten Kontakt zwischen Tumorzellen und Hepatozyten

verhindert, vom Leberparenchym getrennt.

b. Pushing  pattern: Leberzellgruppierungen  werden  durch  den

Tumorzellwachstum komprimiert.

c. Replacement pattern: Die Tumorzellen infiltrieren das Leberparenchym,

indem sie die Hepatozyten verdrangen.

Lebermetastasen mit replacement pattern induzieren keine Hypoxie oder
Angiogenese. Die Architektur der Leber wird nur minimal verandert und gestort. Im
Gegensatz dazu stehen Metastasen mit pushing oder desmoplastic pattern, die
durch eine erhdhte Expression von Carboanhydrase-9, eine vermehrte Fibrin-
Ablagerung am Tumorrand und eine gesteigerte Endothelzell-Proliferation, alles
Zeichen einer aktiven, Hypoxie-getriebenen Angiogenese, gekennzeichnet sind
(Vermeulen P. B. et al., 2001; Stessels F. et al., 2004).

Da Hypoxie und Angiogenese bei den meisten Tumorarten ein Anzeichen fur eine
aggressivere Verlaufsform, Therapieresistenz und eine schlechte Prognose sind,
kann man darauf schlieRen, dass Unterschiede im histologischen Muster und der
Angiogenese auch unterschiedliche Prognosen bedeuten. So scheint ein Tumor
mit pushing pattern eine schlechtere Prognose Uber eine 2-Jahres-
Uberlebenschance zu geben als es bei den anderen zwei Wachstumsmustern der
Fall ist (Van den Eynden G. G. et al., 2012).
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Abbildung 5: Die drei beobachteten Wachstumsmuster von kolorektalen Lebermetastasen
anhand immunohistochemischer Doppelfarbung dbernommen von Eefsen R. L. et al
(Immunoreaktivitat von Cytokeratin mit Permanent-Red und CD68-gefarbte Makrophagen mit DAB
visualisiert; LP: Leberparenchym, Ca: Karzinomzellen): a. desmoplastic, b. pushing und c.
replacement pattern (Eefsen R. L. et al., 2012)

23



1.1.9 Therapie des kolorektalen Karzinoms

1.1.9.1 Chirurgische Therapie

Primares Ziel nach Diagnosestellung ist die chirurgische Entfernung des
kompletten Tumors, welche eine Resektion aller tumortragenden Darmanteile und
regionalen Lymphknoten miteinbezieht. Aufgrund der Gefahr der schnellen
Ausbreitung und Streuung der Karzinomzellen Uber den Lymphabfluss, reicht die
normal ubliche Resektionsgrenze von 2 cm nicht aus und das umliegende Gewebe
wird 10 cm Uber den Tumorrand hinaus entfernt. Demnach hangt der Umfang der
Gewebsentfernung hier also nicht nur von der Verbreitung in der Darmwand ab,
sondern vielmehr von der mdglichen Resektion der Lymphabflussgebiete im
Bereich des Dickdarms (Kéhne C. H. und Harstrick A., 2001).

1.1.9.2 Adjuvante und palliative onkologische Therapie

Die chirurigische Therapie mit Entfernung des Karzinoms stellt die Basis der
Behandlung des kolorektalen Karzinoms dar. Da jedoch ein Grof3teil der Patienten
Gefahr lauft, ein Lokalrezidiv oder eine Metastase zu entwickeln, ist eine Indikation
einer adjuvanten Chemotherapie mit oder ohne Kombination einer postoperativen

Strahlentherapie oder Immuntherapie gegeben (Zielinski C. und Jakesz R., 1999).

1.1.9.2.1 5-Fluoruracil (5-FU)

5-FU ist ein Pyrimidinanalogon, welches erst nach Aufnahme zu den aktiven
Ribosyl- und Desoxyribosylnukleotiden metabolisiert wird. Die zytotoxische

Wirkung von 5-FU wird Uber zwei Wirkungsmechanismen beschrieben.

Zum Ersten hemmt es durch Bindung an das katalytische Zentrum die
Methylierungsfunktion der Thymidylatsynthase, was folglich die Synthese von
Thymidylatnukleotiden aus Uridin verhindert. Da das gleichzeitige Vorhandensein
des Cofaktors N5, N10-Methylentetrahydrofolat die C-F-Bindung von 5-FU am
Enzym festigt, verstarkt es demzufolge auch die Wirkung des Zytostatikums. Aus
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diesem Grund wird 5-FU in den meisten Fallen als Kombinationspraparat mit
Folsdure an Patienten verabreicht.

Zum Zweiten fuhrt 5-FU nach enzymatischen Umbau durch UMP-
Pyrophosphorylase in 5-Fluor-UMP zu einem Falscheinbau in die DNA bzw. RNA
und bewirkt infolgedessen eine fehlerhafte Synthese von DNA oder RNA. Das
Zellwachstum wird durch beide Mechanismen gehemmt und die zytotoxische
Wirkung als Antimetabolit entfaltet (Aktories K. et al., 2009; Zielinski C. und Jakesz
R., 1999).
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Abbildung 6: Chemische Struktur von 5-Fluoruracil

Die anfangliche Gabe von 5-FU in Kombination mit Folinsaure ist sowohl bei der
adjuvanten Therapie als auch der palliativen Therapie nach kurativer Operation die
erste Wahl. Die Dauer der Therapie erstreckt sich tber einen durchschnittlichen
Zeitraum von 6 Monaten. Die haufigsten Nebenwirkungen sind Diarrho, Ubelkeit
und Haarverlust, Dermatitis, die Gefahr einer Myelodepression, die Schadigung
der Darmschleimhaut mit Stomatitis und Mucositis und das Hand-Fu3-Syndrom
(Aktories K. et al., 2009).

1.1.9.2.2 Oxaliplatin

Bei Versagen der Therapie mit 5-FU/Folinsdure bringt die Dreifachkombination von
5-FU/Folinsaure mit Oxaliplatin (FOLFOX-Schema) bei Patienten in gutem
Allgemeinzustand eine deutliche Erhéhung der Lebenserwartung. 1,2-

Diaminocyclohexan-Oxalato-Platin gehort nach Cis- und Carboplatin zur dritten
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Generation an Platinderivaten und ist ein antineoplastischer und zytostatischer
Wirkstoff, dessen Wirkung auf der Interaktion und der Quervernetzung zwischen

DNA-Strangen basiert.

Abbildung 7: Chemische Struktur von Oxaliplatin

Zusatzlich zu den Nebenwirkungen von 5-FU besteht bei der Trippeltherapie die
Gefahr der Entwicklung einer transienten peripheren Neuropathie, welche sich
durch Parasthesien und Dysasthesien in Armen und Beinen aul3ert (Aktories K. et
al., 2009; Zielinski C. und Jakesz R., 1999).

1.1.9.2.3 Irinotecan

Eine Alternative zur Kombination mit Oxaliplatin bietet eine Dreifachtherapie von 5-
FU/Folinsdure mit dem Topoisomerase-I-Inhibitor Irinotecan (FOLFIRI-Schema).
Chemisch gesehen, ist Irinotecan ein halbsynthetisches Derivat des natirlichen

Alkaloids Camptothecin.

Nach der Aktivierung durch Esterhydrolasen zum aktiven Metaboliten SN-38,
stabilisiert Irinotecan den Komplex zwischen dem DNA-Strang und der
Topoisomerase | und hemmt auf diesem Weg den Relegationsprozess des DNA-
Stranges. Zytotoxisch und irreversibel wirkt dieser Prozess jedoch erst dann, wenn
der Topoisomerase-I-DNA-Komplex und die vorgerrickte Replikationsgabel

aneinandertreffen und es zu einem Doppelstrangbruch kommt.
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Abbildung 8: Chemische Struktur von Irinotecan

Begleiterscheinungen koénnen bei dieser Therapiewahl das akut-cholinerge-
Syndrom, Haarausfall, Diarrh6 und Asthenie sein (Aktories K. et al., 2009; Zielinski
C.und Jakesz R., 1999).

1.1.9.2.4 Panitumomab

Patienten mit kolorektalem Karzinom entwickeln sehr hé&ufig Resistenzen auf
klassische Chemotherapeutika (siehe oben) und kodnnen aufgrund dieser
Entwicklung bis zu ihrem Tod nur noch palliativ behandelt werden. Aus diesem
Grund besteht ein Bedarf an neuen Behandlungsmdglichkeiten um der
Resistenzentwicklung entgegenzutreten. Es hat sich herausgestellt, dass
monoklonale Antikérper gegen den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Aktivitat bei chemorefraktarem Kolonkarzinom zeigen.

EGF ist ein Wachstumsfaktor, der nach Bindung an seinen Rezeptor zu dessen
Dimerisierung und damit Gber eine Signalkaskade zur Signaltransduktion in den
Zellkern fuhrt. Folge sind Stimulation des Zellwachstums und Hemmung der
Apoptose, weshalb EGF in der Tumorbiologie verschiedenster Tumorarten eine
wichtige Rolle spielt. Monoklonale Antikodrper, wie Cetuximab und Panitumomab,
die sich gegen EGFR richten, sind in der Lage diesen Signalweg zu hemmen und
dadurch die Progression zu stoppen. Panitumomab ist im Gegensatz zum
chimaren monoklonalen Antikdrper Cetuximab ein vollstdndig humaner Antikorper,
der keine Fremdproteinanteile mehr enthélt und dadurch kaum Immunogenitéat
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aufweist. Dadurch ergeben sich Vorteile im Nebenwirkungsprofil welches am
Haufigsten mit schweren entzindlichen Erkrankungen der Haut und des
Bindegewebes, Hypomagnesamie und Diarrhoe einhergeht. Im Allgemeinen ist
Panitumumab gut vertraglich. Eine Phase Ill Studie konnte zudem zeigen, dass der
humane Antikdrper eine signifikante Erhdhung der Progressions-freien
Uberlebenszeit bei Patienten mit chemorefraktarem kolorektalen Karzinom
ermdglicht und somit eine neue Behandlungsmadglichkeit bei weit fortgeschrittener
Tumorprogression bietet. (Van Cutsen E. et al., 2008; Van Cutsen E. et al., 2007;
OdaK. et al., 2005).

1.1.9.2.5 Vorteile der adjuvanten Chemotherapie

Der Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie mit dem Risiko einer beschwerlichen
und nebenwirkungsreichen Leidensphase korreliert mit dem Stadium der
Krankheit. Wie in der Grafik in Abbildung 9 veranschaulicht, haben Patienten im
UICC-Stadium 1l lediglich eine 3-5% verbesserte Uberlebenschance als ohne
zusatzliche Therapie. Im Gegensatz dazu, steigt die Chance bei Patienten mit
UICC-Stadium IIl in Behandlung mit Chemotherapeutika auf 15-20%.

In Stadium 1l sollte bei Vorhandensein von bestimmten Kklinischen und
histopathologischen Risikofaktoren eine adjuvante Therapie mit 5-FU/Folinsaure
erfolgen. Eine Kombination mit Irinotecan, Oxaliplatin oder Immuntherapeutika wird
aufgrund des erhoéhten Nebenwirkungsrisikos und des geringen Nutzens nicht
empfohlen. Erst bei Patienten, die sich in UICC-Stadium Ill befinden oder bereits
Metastasen aufweisen, ist eine Kombinationstherapie indiziert und sinnvoll
(Messmann H., 2012).
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Abbildung 9: Darstellung des Nutzen einer adjuvanten Chemotherapie, rot: Rezidivrisiko, grun:
durch chirurgische Mal3Bhahmen geheilte Patienten, blau: durch adjuvante Chemotherapie geheilte
Patienten (Messmann H., 2012)

1.1.9.2.6 Immunologische Effekte bei Chemotherapie

Eine Chemotherapie zeigt Einfluss auf das angrenzende Stroma und die
Tumorumgebung im Allgemeinen. Cytostatika zerstéren Tumorzellen indem sie
eine Art immunogene Apoptose induzieren, ein Prozess der durch die Aktivierung
von Kaspasen geleitet wird. Diese Art von Zerstorung kdnnte die Erkennung von
Tumorzellen fir das Immunsystem verbessern und férdern (Apetoh L. et al., 2007,
Obeid A. et al., 2007; Zitvogel L. et al., 2008).

Lange Zeit dachte man, dass der Apoptose, dem programmierten Zelltod, keine
immunogenen Ablaufe zugrunde liegen. Nun scheint es aber so, dass Apoptose
ein heterogener Prozess ist, bei dem es unter bestimmten Umstanden zu
immunologischen Effekten kommen kann (Gasser S., 2005; Lake R. A., 2005;
Lake R. A., 2006).
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1.2 Divertikel

Laut Definition geht ein Divertikel mit einer Ausstllpung der gesamten
Wandschichten des betroffenen Hohlorgans einher. Bei Divertikeln im Dickdarm ist
in den meisten Fallen jedoch nur die Mukosa ausgestulpt. Aus diesem Grund
bezeichnet man Divertikeln im Dickdarm korrekt als Pseudodivertikel, da es sich
hier vielmehr um Hernien der Schleimhaut und vorgeformte Muskelliicken handelt.
Wie beim kolorektalen Karzinom ist die Entwicklung von Divertikeln im Dickdarm
besonders in der westlichen Welt eine haufige Krankheitserscheinung. Dieser
geographische Unterschied liegt hier wie beim Kolonkarzinom an exogenen
Noxen, wie u.a. ballaststoffarmem Essen, Adipositas, zu geringer korperlicher
Aktivitat und vermehrtem Alkohol- und Zigarettenkonsum (Kéhler L. et al., 1999;
Kruis W., 2010; Schumpelick V., 2001).

Etwa zwei Drittel der Erkrankten sind zwar Trager von Pseudodivertikel, zeigen
aber keinerlei Symptome. Man spricht hier von einer Divertikulose. Leiden
Patienten mit Divertikeln an Beschwerden und klassischen Symptomen wie u. a.
Obstipation oder Diarrhd, Emesis, Nausea und linksseitigen Bauchschmerzen, so
wird dies als Divertikelkrankheit und im Falle einer kombinierten Entziindung als
Divertikulitis bezeichnet (Kruis W., 2010).

1.2.1 Atiologie und Pathogenese der Divertikelkrankheit

Als Ursachen der Divertikelbildung werden vorallem Motilitdtsstérungen des Darms
und Drucksteigerung genannt. Daflr spricht die in der Divertikelgegend meist
verdickte und strukturell beeintrachtigte Muskulatur sowie das gehaufte Auftreten
der Divertikel im engsten Abschnitt des Dickdarms, dem Sigma (Schumpelick V.,
2001). Des Weiteren haben das Lebensalter, aufgrund der Verdnderung der
Morphologie und Funktion der Darmwand, genetische Faktoren und
Veranderungen in Bindegewebe und Muskulatur der Darmwand einen Einfluss auf
die Entstehung von Divertikel (Kruis W., 2010). Zudem wird der Ernéhrung eine
wichtige Rolle bei der Entwicklung einer Divertikulitis zugesprochen.
Ballaststoffarme Kost scheint eine Veranderung der Mikroflora im Darm zu

induzieren. Die gesunde Darmflora wird reduziert und zeitgleich pathogene
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Bakterien vermehrt (Finegold S. M. et al., 1974; Floch M. H.und Fuchs H. M., 1978;
Tomkins A. M. et al., 1981). Durch den Abbau von Ballaststoffen kann die
intestinale Mikroflora veréndert, die Immunantwort verringert werden und die
bakterielle Produktion von kurzkettigen Fettsauren abnehmen. So kann eine
ballaststoffarme Erndhrung eine chronische Inflammation und eine Proliferation der
Epithelzellen in und um das Divertikel zur Folge haben. Der Grad der Inflammation
hangt von der Schwere der Erkrankung ab (Murini S., 2005; Tursi A., 2006; Floch
M. H., 2006; White J. A., 2006; Bogardus S. T. Jr., 2007; Floch M. H., Tursi A.,
2007; Tursi A., 2008). Verlauft die Divertikelerkrankung schwer und/oder
persistierend kann die Inflammation zu fokalen Nekrosen und letzendlich zur
Mikro- oder Makro-Perforation fuhren. Auch die immunologische Toleranz zu
symbiotischen Bakterien wird vermindert und es kann zu einer bakteriellen
Uberwucherung kommen. Dieses Phanomen ist eng mit der Kolon-Ischamie, der
Divertikelinflammation und der verstarkten Belastung von intraluminalen Toxinen

und Antigenen verbunden (Ludeman L., 2002; Peppercorn M. A., 2004).

1.2.2 Histologische Inflammationsmuster

Histologisch weisen Divertikel und die interdivertikulare Mukosa ein besonderes
Muster auf. Am Anfang einer Divertikulose sind an den Divertikelspitzen
lymphatische Hyperplasien zu erkennen. Im weiteren Verlauf ist zusatzlich die
Schleimhaut lymphozytar stark infiltriert. Bei Patienten, die bereits an einer
symptomatischen Divertikulose oder einer Divertikulitis leiden, ist die
Lymphozytendichte nochmals erhdoht und die Schleimhaut mit neutrophilen
Infiltraten durchzogen (Tursi A., Brabimarte G. et al.,, 2008). Diese Tatsachen
stutzen die Annahme, dass die Divertikelkrankheit eine Art chronisch-entzindliche
Darmkrankheit darstellt, jedoch differentialdiagnostisch klar von den chronisch-
entzundlichen Darmerkrankungen Colitis ulcerosa und Morbus Crohn abzugrenzen
ist (Kruis W., 2010).
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1.3 Organic Anion Transporting Polypeptides (OATPS)

1994 wurden erstmals OATPs aus der Leber von Ratten identifiziert und isoliert
(Jacquemin et al., 1994). OATPs sind Natrium-unabhangige Transportproteine, die
auf Epithelzellen in den unterschiedlichsten Geweben von Saugetieren exprimiert
werden. Sie gehdren der SLCO-Familie (Solute Carrier Organic Anion Transporter-
Family) an, welche sich wiederum zur SLC-Superfamilie (Solute Carrier Class-
Superfamily) zahlt. Humane OATPs sind in GroRRbuchstaben gekennzeichnet,
wobei Oatps anderer Spezies durch Kleinbuchstaben zu erkennen sind
(Hagenbuch B. und Meier P. J., 2004). Die Mehrheit der OATPs ist multispezifisch
und vermittelt einen Natrium-unabh&ngigen, aber pH-abh&ngigen Transport von
amphipathischen organischen Anionen, neutralen Stoffen und vereinzelt auch von
Kationen. Klassische OATP/Oatp-Substrate sind groRRer als 450 Dalton und
inkludieren eine grol3e Bandbreite an organischen Soluten, wie Gallensalze,
organische  Farbstoffe,  Steroid-Konjugate, = Thyroidhormone,  anionische
Oligopeptide, Toxine, eine Vielzahl an Wirkstoffen und andere xenobiotische

Verbindungen.

Von den in Datenbanken enthaltenen 160 verschiedenen OATPs in mindestens 25
Tierspezies wurden bisher elf funktionell und experimentell charakterisiert
(Hagenbuch B. und Meier P.J., 2003; Konig et al., 2006). Diese sind sechs
Familien zugeordnet, von denen OATP1 mit ihren Subgruppen, OATP1A, OATP1B
und OATP1C, die am besten charakterisierte und gréf3te Familie bildet. OATP1A2
ist ein multispezifischer Transporter, der in mehreren Geweben wie in den
Cholangiozyten der Leber, dem Gehirn, der Birstensaummembran des distalen
Nephrons und der apicalen Enterozytenmembran des Dunndarm exprimiert wird
(Kullack-Ublick G. A. et al., 1995; Lee W. et al., 2005; Glaeser H. et al., 2007).
OATP1B1 and OATP1B3 sind als “Leber-spezifische” Transporter bekannt, da sie
bei Gesunden einzig in der basolateralen Membran der Hepatozyten zu finden
sind. Sie scheinen eine wichtige Rolle bei der Aufnahme von amphipathischen
exogenen als auch endogenen Verbindungen und bei der hepatischen Clearance
zu spielen, indem sie verschiedenste Albumin-gebundene oder ungebundene
Molekile vom Pfortaderblut in die Leberzellen transferieren (Abe T. et al., 1999,
2001; Hsiang B. et al., 1999; Kdnig J. et al., 2000a, 2000b). OATP1C1 besitzt

32



grol3e Affinitdt zu Thyroidhormonen und ist in der Blut-Hirn-Schranke, den Testes
und dem Ziliarkoérper-Epithel stark exprimiert (Pizzagalli F. et al., 2002; Gao B. et
al., 2005).

OATP2A1 und OATP2B1 gehoren der zweiten Gruppe, der OATP2-Familie an.
Der OATP2ALl ist ein ubiquitar verteilter Eicosanoid-Transporter, der keine
klassischen OATP-Substrate, wie Ostron-3-Sulfat oder Bromosulfophthalein (BSP),
transportiert und deshalb auch bekannt ist als der Prostaglandin-Carrier. Er scheint
bei der Regulation pericellularer Prostaglandinspiegel involviert zu sein (Schuster
V. L., 1998, 2002). Der ebenfalls ubiquitire OATP2B1 besitzt bei einem pH von 7,4
eine limitierte Substratspezifitat, da er in diesem physiologischen Milieu blof3
Ostron-3-Sulfat, BSP und Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS) transportiert. Als
in neueren Studien die Versuche jedoch in saurem Milieu durchgefihrt wurden,
konnte das Spezifitditsspektrum auf zahlreiche zusatzliche Substrate, wie
Taurocholat, Statine und Glamide, erweitert werden (Nagase T. et al., 1998;
Nozawa T. et al., 2004a; Satoh H. et al., 2005). OATP3ALl ist das einzige Mitglied
der OATP3-Familie. Seine physiologische Funktion ist noch unklar und seine
Substratspezifitatt  beschrankt  sich  derzeit auf  Schilddrisenhormone,
Prostaglandine und einige Oligopeptide (Adachi H. et al., 2003; Huber R. D. et al.,
2007). OATP4AL ist ubiquitar verteilt und scheint fur den Thyroidhormontransport
wichtig zu sein. OATP4C1 gehort wie OATP4A1 der OATP4-Familie an und ist ein
Nieren-spezifischer Carrier mit Subratspezifitat auf Digoxin, Oubain, Triiodthyronin,
Thyroxin, Methotrexat, zyklisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) und Sitagliptin
(Fujiwara K. et al., 2001; Mikkaichi T. et al.,, 2004; Hagenbuch B., 2007). Der
OATP5-Familie ist OATP5A1 zugehorig, von dem heute lediglich die Sequenz
bekannt ist. Auch die Familie der OATP6 hat nur ein einziges Mitglied, den
OATP6A1, dessen Vorkommen in Lungen- und Osophagus-Karzinomen bekannt
ist, aber dessen Funktion bis jetzt noch nicht erforscht wurde (Suzuki T. et al.,
2003; Hagenbuch B. und Gui C., 2008).
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1.3.1 Nomenklatur und Klassifikation

Da die klassische SLC21 Gen-Klassifikation keine eindeutige und Spezies-
unabhéngige ldentifikation aller Gene und Genprodukte zugelassen hat und oft
gleiche Namen fur unterschiedliche Genprodukte verwendet wurden, kam es 2004
zur Einfuhrung einer neuen Spezies-unabhéngigen Klassifikation und

Nomenklatur, welche dem Cytochrom-P450-System sehr ahnlich ist.
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Abbildung 10: Phylogenetische Klassifikation und Nomenklatur der OATP/SLCO-
Superfamilie; b: Rind, c: Huhn, m: Maus, r: Ratte, s: Rochen (Hagenbuch B. und Meier P. J., 2004)

OATPs/Oatps werden nach dem aktuellen Nomenklatursystem, basierend auf der
Homologie der Aminosdurensequenz, Oatp/SLCO Superfamilien zugeordnet.
Unter Berucksichtigung der phylogenetischen Beziehung und chronologischen
Identifikation werden die Superfamilien weiters in Familien (>40%
Aminosaurensequenz-Ubereinstimmung) und Subfamilien (>60%
Aminosaurensequenz-Ubereinstimmung) unterteilt. Die Zugehorigkeit eines

humanen OATP zu seiner Familie kann anhand der arabischen Ziffer, welche der
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Namensbezeichnung des Transporters OATP folgt, abgelesen werden. Es gibt
sechs Familien mit den Bezeichnungen OATP1, OATP2, OATP3, OATP4, OATP5
und OATP6. Proteine mit einer Ubereinstimmung von Uber 60% in ihrer
Aminosaurenabfolge kommen in die gleiche Subfamilie, die durch den
Gro3buchstaben A, B, C oder D gekennzeichnet ist. Befinden sich Proteine mit
individuellen und differenten Genprodukten in derselben Subfamilie, so wird eine
weitere arabische Zahl angefuigt (Hagenbuch B. und Meier P. J., 2004; Hagenbuch
B. und Gui C., 2008). Zusammengefasst am Beispiel des Oatp4al in Ratten,
beinhaltet die neue Nomenklatur die Bezeichnung der Superfamilie (Oatp), die
Familiennummer (Oatp4), den Buchstaben der Subfamilie (Oatp4a) und eine
weitere Ziffer zur Kennzeichnung individueller Proteine (Oatp4al). Das gleiche
Prinzip gilt fuir die Benennung der dazugehodrigen Gen-Symbole mit dem
Unterschied der Verwendung der Abkirzung SLCO bzw. Slco anstelle von
OATP/Oatp (Hagenbuch B. und Meier P. J., 2004).

Tabelle 2: Veranschaulichung des Unterschiedes zwischen alter und neuer Nomenklatur

anhand des Oatp4al des Nagers R. norvegicus (Hagenbuch B. und Meier P. J., 2004).

Neue Protein- Neues Gen- Alte Protein- Altes Gen-Symbol
Nomenklatur Symbol Nomenklatur
Oatpdal Slcodal Oatpl2 Slc21al2

1.3.2 Struktur und Aufbau von OATP-Kanéalen

Organische Anionen Transporter Polypeptide bestehen aus 12 transmembranaren
Proteinen von 643-722 Aminosauren, die Uber intra- oder extrazellulare Loops
Verbindungen eingehen. Der Amino- als auch der Carboxy-Terminus befindet sich
auf cytosolischer Seite. Bei einigen OATPs/Oatps, wie den humanen OATP1AZ2,
OATP4Al1 und dem Oatplal von Mausen und Ratten, wurde eine C-terminale
PDZ-Konsensus-Sequenz (P: Postsynaptisches Protein, PSD-95; D: Drosophila
Septate Junction Protein, Discs large; Z: Tight Junction Protein, ZO-1) gefunden.

Anhand des Oatplal in Ratten konnte gezeigt werden, dass eine Bindung zu
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PDZK1 essentiell fur die Lokalisation des Polypeptids in der Plasmamembran ist.
Es wird ein &hnlicher Mechanismus bei allen OATPs/Oatps mit C-terminaler PDZ-

Konsensus-Sequenz vermutet (Wang et al., 2005).

Die OATPs/Oatps aller Familien haben den extrazellularen Loop zwischen
Domane 9 und 10 (extracellular loop E5) gemein, welcher zehn konservierte
Cystein-Riuckstande enthalt, die den Zink-Finger-Domanen der DNA-
Bindungsproteine gleichen. Unter normalen Umstanden sind samtliche Cystein-
Ruckstande uber Disulfidbriicken gebunden, welche fir die Expression von
funktionellen Proteinen in der Plasmamembran essentiell zu sein scheinen (Hakes
D. J. und Berezney R., 1991; Hagenbuch B. und Meier P. J., 2003; Hanggi E. et
al., 2006). Wie aus Abbildung 11 ersichtlich, gleichen sich OATPs/Oatps strukturell
auch in ihren N-Glykosylierungsstellen in den extrazellularen Loops E2 und E5.
Anhand des Oatplal in Ratten wurde festgestellt, dass die Position und die
Funktion des Transportproteins vom Grad der N-Glykosylierungen mitbestimmt
wird (Lee T. K. et al., 2003).

Eine weitere Gemeinsamkeit ist Loop E3 und dessen Verbindungsstelle mit der
transmembranaren Domane 6, welche als “OATP superfamily signature”
bezeichnet werden (Hagenbuch B. und Meier P.J., 2003). Diese Sequenz
beinhaltet drei konservierte Tryptophanreste und wird zur Identifizierung von
OATPs/Oatps unterschiedlicher Organismen verwendet (Hagenbuch B. und Gui
C., 2008).
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Extracellular

Abbildung 11: Topologisches Modell eines humanen OATP1B1 Transporters, Schwarz:
konservierte Aminosauren; Grau: Konservierte Cysteinreste; Y: 3 N-Gykosylierungsreste in den
Loops E2 und E5 (Hagenbuch B. und Gui C., 2008)

1.3.3 Funktion und Mechanismus

OATPs/Oatps reprasentieren Natrium-unabhéngige Gallensalz- sowie organische
Anionen-Transportsysteme (Jacquemin E. et al., 1994; Kullak-Ublick G. A. et al.,
1995; Noé B. et al., 1997; Walter H. C. et al., 2000). Als Influx- und Efflux-
Transporter spielen sie mit einer Vielfalt an organischen Anionen und deren
Konjugaten eine wichtige Rolle bei der hepatischen Detoxifikation, der
Wirkstoffverteilung, der renalen Clearance und der Entwicklung von Resistenzen in
Krebszellen gegeniber Therapeutika (Hagenbuch B. und Meier P. J., 2003;
Hagenbuch B. und Meier P. J., 2004; Haimeur A. et al., 2004; Koénig J. et al., 2006;
Higgins F., 2007).

Das Transportsystem von OATPs basiert auf einem Anionenaustausch, was durch
die Forschung an Oatpl exprimierenden Hela-Zellen und deren
Taurocholat/HCO3; -Austausch bewiesen wurde (Satlin L. M. et al.,, 1997). Die
treibende Kraft fur OATP/Oatp-vermittelten Transport wurde noch nicht fir jeden

Transporter im Detail ermittelt, aber fir Oatpl und Oatp2 ist gesichert, dass der
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intrazellulare Glutathion-Spiegel dabei eine wichtige Rolle spielt. Ein erhdhter
intrazellularer Glutathion-Spiegel in Oatpl und Oatp2 exprimierenden Oozyten
induziert im Versuch einen erhdhten Efflux von Glutathion sowie, als Folge des
Austauscherprinzips, einen gesteigerten Influx von Taurocholat im Verhaltnis 1:1
(Li L. Q. et al.,, 1998). Ein simultaner Wechsel des extrazellularen Glutathion-
Spiegels hingegen wirkte sich nicht auf die Oatpl bzw. Oatp2-vermittelte
Taurocholataufnahme aus. Dies lasst darauf schlie3en, dass eine gesteigerte
intrazellulare Glutathion-Konzentration einen bedeutenderen Einfluss auf den
Transport besitzt als ein von intra- nach extrazellular wirkender Gradient. Ein
weiterer Beweis fur die Annahme eines assymmetrischen Transportmechanismus
wurde mit Tests an Oatp2 exprimierenden Oozyten geliefert, welche nicht befahigt
waren, radiomarkiertes Dinitrophenyl-Glutathion (DNP-Glutathion) aus dem
Extrazellularraum zu akkumulieren, wohingegen eine hohe intrazellulare
Konzentration an DNP-Glutathion den Oatp2-induzierten Taurocholatinflux
stimulierte (Li L. et al., 2000).

1.3.3.1 Exo-und endogene Substrate der OATPs

Tabelle 3: Zusammenfassung der wichtigsten exo- und endogenen Substrate der OATPs
(Hagenbuch B. und Gui C., 2008)

Arachidonsaure- | Arachidonsaure, Prostaglandin  E1, Prostaglandin E2,
Metaboliten Prostaglandin D2, Prostaglandin F2a, Thromboxan B2,
Leukotrien C4, Leuktrien E4

Hormone und | Ostradiol-17R-Glucuronid, Ostron-3-Sulfat, DHEAS, reverses

endogene Triiodothyronin (rT3), Taurocholat, Thyroxin (T4),
Substrate Triiodthyronin (T3), Bilirubin, Mikrocystein, Gallensauren
Xenobiotika Methotrexat, Irinotecan, Docetaxel, Paclitaxel, Rifampicin,

Digoxin, Benzylpenicillin, Atorvastatin, Fluvastatin, Enalapril
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1.3.4 OATP4A1

OATP4ALl ist ein Protein aus 722 Aminosauren und besitzt eine molekulare Masse
von etwa 65 kDa (Sato K. et al., 2003). Urspringlich wurde es aus der Niere und
dem Gehirn isoliert. Spater wurde dessen mRNA auch in Herz, Plazenta, Lunge,
Leber, Skelettmuskeln, Niere und dem Pankreas nachgewiesen. Zu den
Substraten des OATP4A1-Transporterproteins zahlen: Benzylpenicillin, Ostradiol-
17R-Glucuronid, Ostron-3-Sulfat, Prostaglandin E2 (PGE2), reverses Triiodthyronin
(rT3), Taurocholat, Thyroxin (T4) und Triiodthyronin (T3) (Tamai et al., 2000;
Fijiwara et al., 2001).

Aufgrund der starken Expression in der Plazenta und der Fahigkeit
Thyroidhormone zu transportieren, wird angenommen, dass OATP4Al eine
wichtige Rolle bei der Versorgung des Fotus mit Schilddrisenhormonen einnimmt
(Hagenbuch B. und Gui C., 2008). Des Weiteren ist man der Meinung, dass das
Risiko an Darmkrebs zu erkranken durch eine gesteigerte OATP4Al-Expression
im Colon erhdht wird. Grund zu der Annahme liefert ein in der mRNA detektierter,
erhohter Expressionslevel des Transportproteins bei Patienten mit chronisch-
entzindlicher Darmerkrankung und deren gesteigertes Risiko Darmkrebs zu
entwickeln (Ancona N. et al., 2006; Wojtal K. A. et al.,, 2009). Die Pathogenese
einer kolorektalen Neoplasie wird auch mit Verdnderungen der epithelialen
Clearence von Xenobiotika, Toxinen und metabolischen Stoffwechselprodukten in
Verbindung gebracht, da eine Dysfunktion dieses Mechanismus ein zytotoxisches
und potentiell onkogenes Milieu schaffen kann (Peddareddigari V.G., et al., 2010).
OATP4A1 scheint neben OATP1C1l und OATP4C1 im Exkretionssystem des
menschlichen Kolon involviert zu sein und bei der Regulation der intrazellularen
Konzentration von cyclischen Nukleotiden wie cAMP und cGMP eine Rolle zu
spielen. Vorallem OATP4Al und OATP2B1, bekannt PGE; zu transportieren, sind
bei der kolorektalen Neoplasie tUberexprimiert. Dies konnte eine Erklarung fur die
geringere PGE;-Konzentration im Kolon von Patienten mit kolorektaler Neoplasie

im Gegensatz zu gesunden Kolonproben liefern. (Kleberg K. et al., 2012).

Neueste Studien verstarken die Annahme des Einflusses von OATP4Al bei
unterschiedlichsten malignen als auch nicht-malignen Erkrankungen. Bei der

ovarialen Endometriose kdnnen beispielsweise Veranderungen im SLCO4A1 Gen
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und der dadurch beeinflusste Steroidhormonmetabolismus zu Duplikationen und
Veranderungen auf bestimmten chromosomalen Regionen fihren (Yang W. et al.,
2013). Die Down-Regulierung des SLCO4A1 in frihem Stadium der humanen
Netzhautablosung liefert zusammen mit zwei weiteren Faktoren eine Abschatzung
der Dauer des Prozesses der pathologischen Ablosung (Delyfer M. N., et al.,
2011). Beim pankreatischen Adenokarzinom konnte, im Gegensatz zu gesundem
Gewebe der Bauchspeicheldrise, eine OATP4Al1-Up-Regulierung beobachtet
werden. OAT4Al kénnte demnach ein Target fur zytostatische Wirkstoffe in der

Therapie des Pankreaskarzinoms darstellen (Hays A. et al., 2013).

1.3.5 Regulierung der OATP-Expression

Aufgrund der unterschiedlichen Expression von OATPs in gesundem und
malignem Gewebe stellt sich die Frage, welche Mechanismen und Faktoren bei
der Regulation dieses Prozesses involviert sind. Angenommen wird ein
Zusammenspiel aus der Aktivierung von Transkritpionsfaktoren, DNA-abhangigem
Gen-Silencing und posttranskriptionellen Modifizierungen (Svoboda M. et al.,
2011b).

In Mauszelllinien wurde gezeigt, dass nukledre Rezeptoren, die Liganden-
abhangig aktiviert werden, bei der Initierung der OATP-Biosynthese beteiligt sind.
Bermerkenswert ist hier die geringe Anzahl an Aktivatoren, welche die Expression
steigern, im Gegensatz zu den vielen, die zur Senkung der mRNA-Expression
fuhren. Ein Beispiel fur ersteren Fall ware der nukledre Pregnan-X-Rezeptor
(PXR), dessen Expression mit der des OATP1A2 korreliert und der von
Wirkstoffen, wie Rifampicin, aktiviert wird. Der chemosensitive PXR ist in der Lage
die Biosynthese des Transporters zu induzieren und somit die Aufnahme von
Xenobiotika und die Zellproliferation zu steigern. Durch Applikation eines PXR-
Antagonisten kann dieser Vorgang inhibiert werden (Miki Y. et al., 2005; Meyer H.
E. etal., 2008; le Vee M. et al., 2011).

Die Auswirkung des von DNA-Methylierung-abhdngigem Gen-Silencings wurde
anhand des OATP2A1 in Zelllinien von kolorektalen Karzinomen gezeigt. Nach

Verabreichung eines demethylierenden Agens oder eines Histon-Deacetylase-
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Inhibitors konnte die verminderte Expression von OATP2A1l teilweise wieder
aufgehoben werden (Holla V. R. et al., 2008).

1.3.6 Einfluss der OATP-Expression bei Karzinomen

OATPs weisen in Krebszellen eine spezifische Expression auf, welche darauf
schlieRen lasst, dass die Rolle der OATPs in der Tumorbiologie wichtig zu sein
scheint und sie mogliche Targets fiur die moderne Wirkstoffentwicklung von

Zytostatika liefern konnten.

Das Vorkommen einiger OATPs beschréankt sich unter physiologischen
Bedingungen auf bestimmte Geweberegionen und Organe. In pathologischem
Umfeld, wie bei Inflammation oder Tumorwachstum, kann sich das normale
Expressionsmuster der OATPs verandern. Gewebsspezifische OATPs konnten
unter diesen Umstanden vermehrt im Krebsgewebe nachgewiesen werden. So
wurde der Leber-spezifische OATP1B1 in Kolonkarzinom-, Mammakarzinom-,
Prostatakarzinom-, Lungenkarzinom- und Ovarialkarzinomzellen, detektiert.
Ahnlich verhalt es sich mit OATP1B3, der in gesundem Lebergewebe, aber auch in
zahlreichen Tumorgeweben, wie Lungen- und gastrointestinalen Tumoren,
vertreten ist und mit der Resistenzentwicklung gegeniber dem Folsaure-
Antagonisten Methotrexat in Verbindung gebracht wird (Marin J. J. et al., 2009). Da
OATP1B3 speziell bei Pankreatitis und Adenokarzinomen, welche wiederum zu
einem Pankreaskarzinom fihren konnen, die hdchste Expression aufweist, ist
OATP1B3 ein potentieller Tumormarker zur Diagnose von pankreatischen
Adenokarzinomen in frihem Stadium (Hays A. et al., 2012). Der Testes-spezifische
OATPG6AL ist in Lungen- und Gehirntumoren stark exprimiert (Buxhofer-Ausch V.
et al., 2013).
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Abbildung 12: Die Expression ausgewahlte OATPs in gesundem Gewebe und in Karzinomzellen
(Buxhofer-Ausch V. et al., 2013)

Der Einfluss der OATPs beim Fortschreiten von Krebserkrankungen ist vielseitig.
Da viele zytotoxische Wirkstoffe (Methotrexat, Irinotecan, Taxolderivate, u. v. m.)
Substrate fur OATPs sind, werden intrazellulare Konzentrationen von
Chemotherapeutika und die Sensitivitdt der Zellen auf bestimmte Medikamente
von OATPs Dbeeinflusst. Zusatzlich kann die Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika durch OATPs gesteigert oder induziert werden. Bei
hormonsensitiven Karzinomen wird durch Uberexpression der Transporterproteine,
welche zahlreiche Steroid-Prakursor-Hormone zu ihren Substraten zdhlen, die
Proliferation geférdert (Buxhofer-Ausch V. et al., 2013).

Die spezifische und klar defnierte OATP-Expression in Tumoren kénnte von
diagnostischem Nutzen sein und Targets zur Wirkstoffentwicklung liefern. Des
Weiteren kdonnten gegen OATP gerichtete Antikérper in der Tumortherapie zum

Einsatz kommen. Aufgrund des Vorkommens in mehreren Geweben ist bei
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solchen Therapieanséatzen jedoch auch auf die mdgliche Gefahr von
unerwtnschten Nebenwirkungen hinzuweisen (Buxhofer-Ausch V. et al., 2013).

1.3.7 OATP und das kolorektale Karzinom

Anhand von immunohistochemisch gefarbten Gewebeschnitten von Patienten mit
kolorektalem Karzinom, wurde die Expression von OATP1B3 evaluiert. Das
hdchste Vorkommen an OATP1B3 wurde in gut differentierten Tumoren und in
frihen Tumorstadien detektiert. Die erhdhte Expression lasst jedoch keine
Vorhersage uber die 5-Jahresuberlebensrate zu (Lockhart A. et al., 2008).
Allerdings scheint eine OATP1B3-Uberexpression nach der Behandlung mit
Campthotecin, einem Topoisomerase I-Inhibitor und Oxaliplatin einen Vorteil in
Bezug auf die Uberlebensrate zu bringen (Lee W. et al., 2008).

1.3.8 OATP-Expression in Immunzellen

In Monozyten, humanen Makrophagen und Dentritischen Zellen (DC) konnte die
MRNA fur SLCO2B1, SLCO3A1 und SLCO4A1 detektiert werden. Im Gegensatz
zu Monozyten und DCs ist die SLCO2B1-Expression besonders in Makrophagen
stark erhoht. Dies gibt Grund zur Annahme, dass SCLO2B1 beim Reifeprozess
und der Aktivierung von Makrophagen eine Rolle spielen kénnte. Dartber hinaus
induziert eine mikro-strukturierte Membranoberflache, die einen physiologischen
Stimulus wiederspiegelt, eine mehr als 6-fache Steigerung der SLCO1B1-mRNA in
Makrophagen. Auch bei SLCO4Al wurde eine stark erhdhte Expression in
Makrophagen und eine weitaus schwachere Expression in dentritischen Zellen im
Vergleich mit Monozyten beobachtet. Dies deutet daraufhin, dass Makrophagen
Funktionen bei spezifischen Inflammationsmustern zu (bernehmen scheinen.
(Skazik C. et al.,, 2008). Skazik C. et al. konnten zeigen, dass Monozyten,
Makrophagen und DCs ein spezifisches Transporter-Profil exprimieren und
dadurch in Influx- und Effluxprozesse von exogenen als auch endogenen

Molekilen, wie inflammatorischen Lipiden, involviert sind (Skazik C. et al., 2008).
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2. ZIELSETZUNG

OATPs sind Polypeptide, die in der Plasmamembran verankert sind. Sie
transportieren die Substrate aus dem endogenen Metabolismus, wie Gallensauren,
Steroid- und Thyroidhormone, Prostaglandine, zyklische Nukleotide und exogene
Verbindungen (Arzneistoffe, Xenobiotika) durch biologische Membranen. OATPs
sind an einer Vielfalt an physiologischen Prozessen beteiligt und kénnen durch das
Zusammenspiel von Aufnahme, Biotransformation und Efflux die Verteilung und
die Wirksamkeit von Wirkstoffen entscheidend beeinflussen (Svoboda M. et al.,
2011). Das Expressionsmuster von OATPs ist in einigen malignen Geweben
spezifisch veréndert. Aus diesem Grund konnten OATPs Targets fur eine
zielgerichtete Zytostatika-, Hormon- oder Immuntherapie liefern. Dafur fehlen
jedoch noch fiur einige OATPs und maligne Erkrankungen klare Definitionen der

Expressionschemata und der phyiologischen Gegebenheiten.

Ziel meiner Arbeit am Institut fir Pathophysiologie und Allergieforschung der
Medizinischen Universitat Wien in Zusammenarbeit mit dem Department fur
klinische Pharmazie und Diagnostik der Universitat Wien ist es, die Lokalisation
der OATP4Al-Expression in Gewebeschnitten von Patienten mit kolorektalem
Karzinom im Vergleich zur Expression in nicht-malignen Gewebeproben von
Patienten mit Divertikulitis festzustellen. Formaldehydfixierte Paraffinschnitte
werden immunohistochemisch gefarbt um anschlieRend nach immunoreaktiven
OATP4A1 untersucht zu werden. Dabei wird die Farbeintensitat und zellulare
Lokalisation des Transporters quantitativ analysiert. Die Ergebnisse der OATP4A1
Lokalisation in verschiedenen Zellgruppen in malignem und benignem Gewebe
sollen statistisch verglichen und auf Signifikanz Uberpruft werden. Zusétzlich
werden Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen zur ldentifizierung und Lokalisierung
der OATP4Al-Expression in Immun- und Endothelzellen durchgefihrt und mithilfe

eines Fluoreszenzmikroskops beurteilt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen Mdglichkeiten zu neuen Ansatzen bei der
Entwicklung von Wirkstoffen zur Behandlung von kolorektalen Karzinomen bieten,
und einen Anteil zur Aufklarung von physiologischen und pathologischen

Wirkungen der OATPs beitragen.
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3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 Patienten

Fur die immunhistochemischen und Immunfluoreszenz-Farbungen wurden im
Rahmen meiner Diplomarbeit Gewebeschnitte von 148 Patienten, die an einem
kolorektalen ~ Karzinom  unterschiedlicher Stadien erkrankt sind, und
Gewebeschnitte von 10 Patienten mit Divertikulitis zur Verfugung gestellt. Die
Tumore und Divertikelabschnitte wurden den Patienten im Sozialmedizinischen
Zentrum-Ost, Donauspital Wien, entfernt. Daraufhin wurden die Gewebsproben in
der pathologischen Abteilung mit Paraformaldehyd fixiert, in Paraffin eingebettet
und histologisch untersucht. Schnitte, welche fur die Diagnosestellung nicht
bendtigt wurden, sind der Forschung Uberlassen worden. Sowohl die Patienten als

auch die Ethikkommission gaben zu diesem Zweck ihre Einwilligung.

3.2 Immunhistochemie

Immunhistochemie ist eine Methode, die zur Lokalisierung und Visualisierung
eines Epitops (dh. eine spezifische Antikdrperbindungsstelle auf einem Antigen)
auf einem bestimmten Gewebe oder bestimmten Zellen bestimmt ist. Sie beruht

auf der Spezifitat und Affinitdt von Antikorpern auf ein bestimmtes Antigen.

Prinzipiell wird die Immunohistochemie von zwei Schritten bestimmt. Im ersten
Schritt bindet der verwendete Antikorper spezifisch an das Epitop des bestimmten
Antigens von Zellen oder Geweben. Im zweiten Schritt wird dann die Bindung
zwischen Antigen und Antikorper visualisiert. Fur diese Visualisierung kann
entweder die direkte oder die indirekte Methode angewendet werden. Bei der
direkten Methode ist der primare Antikérper bereits mit einem sogenannten
Marker-Molekil, wie zum Beispiel Fluoreszenzfarbstoffen, Enzymen oder
kolloidalem Gold, markiert. Bei der indirekten Methode werden die Antigen-
Antikorper Reaktionsstellen mit Hilfe von immunologischen oder chemischen
Reaktionen visualisiert. Im Rahmen der Diplomarbeit wurde dafir das Enzym

horse radish peroxidase (HRP) verwendet. Dieses konjugiert an den Antikorper
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und ist in der Lage das Chromogen Diaminobenzidin (DAB) in Anwesenheit von
H,O, in braune Prazipitate umzuwandeln. Das Problem mit HRP-konjugierten
Antikdrpern ist, dass endogene Enzyme innerhalb des Gewebes auch positive
Signale liefern (zum Beispiel: Erythrozyten). Zusatzlich ist die Intensitat und die
Qualitat der Farbung stark von der Arbeitsweise, den Inkubationszeiten, der
Qualitat der Gewebeschnitte und der Materialien abhangig. Daher empfiehlt sich,
die Methode zu standardisieren (Lloyd R., 2010).

3.2.1 Nachweis des OATP4A1 durch Immunfarbung

Durch die immunhistologischen Farbungen an Schnitten von Colonkarzinom-
Patienten und als Vergleich an Schnitten von Patienten ohne Karzinom, konnte
eine quantitative Aussage uber die Expression von OATP4Al in Krebszellen im
Vergleich zu gesunden Darmepithelzellen, Stroma und Immunzellen getroffen
werden. Analysiert wurde mit Hilfe des Imageanalyseprogramms HistoQuest
4.0.4.0122, wobei der Prozentsatz als auch die Intensitdt der Farbung

berucksichtigt wurde.

Abbildung 13: Immunhistochemische Farbung einer Gewebeprobe eines an Divertikulitis
erkrankten Patienten. Mit DAB-Chromogen visualisierte OATP4Al-Transportproteine erscheinen

braun, die Zellkerne blau. Bild: 10-fache VergréRerung



3.2.2

3.2.3

Material

Gewebeschnitte

Primarantikorper  Anti-SLCO4A1 (Lot.:R31219, ATLAS-Antibodies,
Stockholm, S)

Ultravision LP Detection System (HRP Polymer & DAB Plus Chromogen;
Thermo Scientific, Fremont, USA)

Phosphate Buffered Saline (PBS) pH=7,4

Tween®20 zur Elektrophorese (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
D)

Xylol (Merck, Darmstadt, D)

Ethanol absolut (Merck, Darmstadt, D)

Epitope Retrieval Solution pH=9 (20x Konzentrat; Eubio Andreas Kock,
Wien, A)

Dako Pen (Dako Cytomation, Denmark A/S)

Chem Mate ™ Hematoxylin (Dako Cytomation, Denmark A/S)

10% BSA (Bovine Serum Albumin)/PBS (Blocking Buffer)
Eppendorf-Gefalie 1,5 ml (Biozym Biotech Trading GmbH)

Aquatex Einbettmedium (Merck, Darmstadt, D)

Deckglaser 24 x 50 mm Borosilicate Glass, Thickness No. 1 (VWR
International)

Aqua bidest.

Vortex Labinco L24

Mikroskop Zeiss AXIO Imager Z1 (Zeiss, Jena, D)

Durchfiuhrung

Die in Paraffin eingebetteten Schnitte werden kurz in Xylol und
anschlieRend in 100% Ethanol eingetaucht.

Die Schnitte werden in ein Plastikgefald mit EB-DEPP-9 Buffer (epitope
retrieval solution pH=9), der zuvor im Verhaltnis 1:20 mit destilliertem
Wasser verdinnt wurde, gegeben und fur 10 Minuten in der Mikrowelle
erwarmt. Dies dient dazu, die bei der Einbettung entstandenen, durch
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Formaldehyd induzierten Crosslinks zu brechen und die Antigene fur den
Primarantikorper frei zu machen.

3. Danach lasst man die Schnitte fir 25 Minuten bei Raumtempertatur
auskuhlen.

4. Man wascht 3x3 Minuten in PBS Tween 0,1% und umrandet die
Gewebezonen mit Dako Pen.

5. Ultra V Block wird fur 7 Minuten aufgetragen um unspezifische
Proteinbindungsstellen zu blockieren. Das Gewebe sollte gleichméf3ig und
zur Ganze bedeckt sein. Die Menge des dafir verwendeten Ultra V Blocks
hangt von der Grol3e des Gewebeschnittes ab.

6. Der primare Antikérper wird in der vom Hersteller empfohlenen Verdinnung
verdinnt und anschlielend gevortext. (die verwendeten Verdinnungen
werden in Tabelle 4 angefihrt)

7. Nach grundlichem Abtrocknen der Schnitte wird der primére Antikorper
aufgetragen und je nach Antikorper fir bestimmte Zeit (jeweilige
Inkubationszeiten in Tabelle 4 angefihrt) inkubiert.

8. Nach Ablaufen der Inkubationszeit wird 3x3 Minuten mit PBS Tween 0,1%
gewaschen.

9. Polymer Detection System:

a. Der AB Enhancer, der die spezifische Antikdrperaktivitat verstarkt,
ohne aber die unspezifische Bindung zu starken, wird fir 10 min.
aufgetragen und anschlielend 3x3 Minuten mit PBS Tween 0,1%
gewaschen.

b. Ab hier wird im Dunkeln gearbeitet, da das HRP-Polymer Licht
empfindlich ist und unnétige Aussetzung mit Licht vermieden werden
sollte. Das HRP-Polymer wird fir 15 min. aufgetragen und wieder 3x3
Minuten mit PBS Tween 0,1% gewaschen.

10. 1 Tropfen DAB wird zu 2 ml DAB plus Substrat (=H,0,) gemischt und diese
Chromogensolution fur 10 min. aufgetragen (Zeit ist abhangig von der
Farbung). DAB wird durch das Enzym HRP, das an das Antigen gebunden
ist, in ein unlésliches braunes Reaktionsprodukt umgewandelt und somit
sichtbar gemacht.

11. Als nachstes wird 4x kurz mit Aqua bidest. gewaschen.
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12. Hamatoxylin, das zur Sichtbarmachung der Zellkerne dient, wird fir genau
1 Minute aufgebracht.

13. Die Schnitte werden 5 Minuten in Leitungswasser gesplilt.

14. Zum Schlul® werden 2 Tropfen Aquatex pro Dako Pen-Region aufgetragen

und mit einem Deckglas luftblasenfrei bedeckt.

Die geféarbten Schnitte werden mit dem Tissue Faxs (Mikroskop Zeiss AXIO Imager
Z1) aufgenommen. Im Rahmen meiner Diplomarbeit verwendete Antikorper

werden in den nachfolgenden Tabellen 4 und 5 angefuhrt.

3.3 Immunofluoreszenz

Immunofluoreszenz wird wie die Immunohistochemie zur Lokalisierung und
Visualisierung von Antigenen auf Zellen oder Geweben verwendet. Bei der
Immunofluoreszenz wird zusatzlich zu der Antikérper-Antigen-Reaktion die hohe
Spezifitat der Fluoreszenzmikroskopie genutzt. Wie auch bei der
Immunohistochemie wird zwischen der direkten und indirekten Farbemethode
unterschieden. Die direkte Methode bedient sich mit Fluorochrom markierten
Primarantikdrpern, die das Antigen direkt sichtbar machen. Bei der indirekten
Methode ist hingegen erst der sogenannte Sekundarantikdrper, welcher sich an
den Antikdrper-Antigen-Komplex bindet, mit einem Fluorochrom markiert.
Fluorochrome sind fluoreszente chemische Verbindungen, die nach optischer
Anregung Licht absorbieren, eine gewissse Zeit in diesem angeregten Stadium
verbleiben um schlieBlich durch spontane Lichtemission in den energiedrmeren
Zustand zurtickzukehren. Verschiedene Fluorochrome emittieren unterschiedliche
Wellenlangen was die Farbung mit mehreren Antikdrpern innerhalb eines
Gewebeschnittes und somit Doppel- und Dreifachfarbungen ermoglicht. Durch
einen speziellen Filter im Fluoreszenzmikroskop werden nur Strahlen einer
bestimmten Wellenldnge durchgelassen um somit die Farbung sichtbar zu machen
(Storch et al., 2000; Wilson et al., 2000).
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3.3.1 Sudan Black B

Sudan Black B ist ein Farbstoff, der normalerweise zum Farben von
Fettablagerungen verwendet wird, aber auch hoch effektiv gegen Lipofuscin,
Aldehyd- und Paraffin-induzierte Autofluoreszenz wirkt. Sudan Black B hat sich in
verschiedensten Geweben, unter anderem der Niere, Leber und dem Myocard, als
effektiv erwiesen.

An dem Arbeitsvorgang der Fluoreszenzfarbung wird nichts verandert, aul3er dass
nach der Inkubation des zweiten Sekundéarantikdrpers mit einem 0,22 um Filter die
Sudan Black B- Losung (0,2% in 70% Ethanol) aufgetragen wird und diese dann
fur 10 Minuten bei Raumtemperatur einwirken lasst. AnschlieRend wird vier Mal fur
funf Minuten mit PBS gewaschen und mit der normalen Vorgehensweise der
folgend beschriebenen Immunofluoreszenzdoppelfarbung fortgefahren (Sun et al.,
2011).

3.3.2 Material

e Gewebeschnitte

e Primarantikorper (siehe Tabelle 4)

e Sekundarantikorper (siehe Tabelle 5)

e PBS; pH=7,4

e 10% BSA (PAN Biotech, Aidenbach, D)/PBS (=Blocking Buffer)

e 4" 6-Diamidin-2"-phenylindoldihydrochlorid (DAPI); Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, D)

e Sudan Black B (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)

e Spritzen-/ Syringe-Filter 0,22 um (99722, TRP, Trasadingen, Switzerland)

e Zitratpuffer pH=6,0

e Tween®20 zur Elektrophorese (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim,
D)

e Xylol (Merck, Darmstadt, D)

e Ethanol absolut (Merck, Darmstadt, D)

e Dako Pen (Dako Cytomation, Denmark A/S)

e Eppendorf-Gefalie 1,5 ml (Biozym Biotech Trading GmbH)
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e Aqua bidest.

e Trockenschrank (Memmert, TV15u)

e Zentrifuge 5415R (Eppendorf Wesseling-Berzdorf, D)

e Vortex Labinco L24

e Dampfgarer (Braun, Multigourmet Type 3-216)

e Mowiol 4-88 Einbettmedium (Carl Roth, Karlsruhe, D)

e Deckglaser 24 x 50 mm Borosilicate Glass, Thickness No. 1 (VWR
International, Radnor, PA)

e Mikroskop Zeiss AXIO Imager Z1 (Zeiss, Jena, D)

3.3.3 Durchfiihrung einer Immunofluoreszenz-Doppelfarbung

1. Die Schnitte fur 25 min. in den Trockenschrank (60°) geben um das Paraffin
zu schmelzen.
2. Danach wird gewaschen und rehydriert :
e Xylol 3x10 min.
e EtOH 100% 2x2 min.
e EtOH 96% 1x2 min.
e EtOH 70% 1x2 min.
e EtOH 50% 1x2 min.
e EtOH 30% 1x2 min.

3. Man wascht 2x5 min. in PBS.

4. Die Schnitte werden in ein mit heil3em Citratpuffer gefilltes Plastikgefald
gebracht und 15 min. im Dampfgarer erhitzt. Dies dient zur Ag-
Demaskierung und somit der Entfernung von den Crosslinks mit dem in der
Fixierung verwendeten Formaldehyd.

5. AnschlieBend la3t man 25 min. bei Raumtemperatur auskihlen.

6. Die Schnitte werden herausgenommen und 1x5 min. in PBS und 1x5 min. in
PBS-Tween 0,1% gewaschen.

7. Die Schnitte gut trocknen und die Geweberegionen mit Dako-Pen

umranden.
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8. Nun wird der Blocking Buffer (BSA 10%) fir 30 min. in dunkler feuchter
Kammer bei Raumtemperatur aufgetragen um  unspezifische
Bindungsstellen und die Hintergrundfluorenszenz zu minimieren.

9. Man verdinnt den 1. primaren Antikdrper (Ak) mit BSA 10%. Dieser bindet
an ein spezifisches Antigen wie zum Beispiel OATP4A1, CD34 und CDA45.

10. Die Ak-Verdunnung wird fur 1 min. zentrifugiert (4°C, 14000xg)

11. Der 1. primare Ak wird aufgetragen und fir gewisse Zeit (abhangig vom
jeweiligen Antikorper) in feuchter dunkler Kammer bei Raumtemperatur
(RT) inkubiert. (jeweilige Inkubationszeiten in Tabelle 4 angeflhrt)

12. Danach 2x10 min. in PBS-Tween 0,1% und 2x5 min. in PBS waschen. Ab
hier wird im Dunkeln gearbeitet.

13. Der 1. sekundare Ak wird mit BSA 10% verdlnnt, auf die gut getrockneten
Schnitte aufgetragen und flr gewisse Zeit (abh&ngig vom jeweiligen
Antikdrper) in feuchter dunkler Kammer bei Raumtemperatur inkubiert. An
diesem ist ein Fluoreszenzfarbstoff gebunden, der gegen den
Primarantikdrper gerichtet ist. Bestrahlt man den Schnitt mit Licht
bestimmter Wellenlange, beginnt der Fluoreszenzfarbstoff zu leuchten und
das zu bestimmende Gewebe bzw. die zu bestimmenden Zellen werden
sichtbar.

14. Die Schnitte werden 1x10 min. in PBS-Tween 0,1% und 2x10 min. in PBS
gewaschen.

15. Erneut wird Blocking Buffer (BSA 10%) fur 30 min. in dunkler feuchter
Kammer bei RT aufgetragen um auch den 2. primaren Ak zu
permeabilisieren  und  unspezifische  Bindungsstellen und die
Hintergrundfluorenszenz zu minimieren.

16. Man verdinnt nun den 2. primaren Ak mit BSA 10% und zentrifugiert
diesen.

17.Der 2. primare Ak wird aufgetragen und flr gewisse Zeit (abhangig vom
jeweiligen Antikorper) in feuchter dunkler Kammer inkubiert.

18. Nach Ablauf der Inkubationszeit wird 2x10 min. in PBS-Tween 0,1% und
2x10 min. in PBS gewaschen.
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19. Der 2. sekundare Ak wird mit BSA 10% verdunnt, auf die gut getrockneten
Schnitte aufgetragen und flr gewisse Zeit (abhangig vom jeweiligen
Antikorper) in feuchter dunkler Kammer bei RT inkubiert.

20. Es wird 1x10 min. in PBS-Tween 0,1% und 1x10 in PBS gewaschen.

21. Die Schnitte trocknen und mit DAPI in der Verdiunnung 1:1000 fur 10 min.
in feuchter dunkler Kammer inkubieren. DAPI bindet selektiv die DNA im
Zellkern und bildet einen stark fluoreszierenden DNA-DAPI-Komplex.
Dadurch werden die blau gefarbten Nuclei unter Bestrahlung von Licht
einer bestimmten Wellenl&nge sichtbar.

22. Es wird abermals 2x10 min. in PBS-Tween 0,1% und 2x10 min. in PBS
gewaschen.

23. Die Schnitte kurz in destilliertes Wasser eintauchen, trocknen und mit

Mowiol eindecken.

Die gefarbten Schnitte werden mit dem Tissue Faxs (Mikroskop Zeiss AXIO Imager
Z1) aufgenommen. Im Rahmen meiner Diplomarbeit verwendete Antikdrper

werden in den nacahfolgenden Tabellen 4 und 5 angefihrt.
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3.4 Primar- und Sekundarantikorper

Tabelle 4: Primérantikorper, die zur immunhistochemischen und zur Immunfluoreszenzfarbung

verwendet wurden. Angegeben sind die Verdiinnung, die Antikdrperquelle und die Einwirkzeit am

Gewebe.
Antikorper | Verdinnung | Host Hersteller Inkubationszeit
Anti- 1:200 Rabbit | Atlas-Antibodies (Lot: R31219) 60 Min./ Uber
SLCO4A1 Nacht
CD3 1:50 Rat Serotec (AbD, MCA 1477, | 60 Min.
Batchno.: 0212)
CD20 1:200 Mouse | Thermo Scientific (Ab-1, L-26) 60 Min.
CD24 1:50 Mouse | Neo Markers (Sn3b, MS-1279- | 30 Min.
PO)
CD31 1:100 Mouse | Dako, Clone JC70A 30 Min.
CD34 1:100 Mouse | Abcam (QBEND-10, ab8536) 45 Min.
CD44 1:1000 Mouse | Neo Markers (Ab-4, 156-3C11) 30 Min.
CD45 1:200 Mouse | Abcam (MEM-28, ab8216) 60 Min.
CD68 1:100 Mouse | Neo Markers, Ab-3 (KP-1) 60 Min.
CD163 1:1000 Mouse | Serotec, (MCA 1477) 60 Min.
Mast Cell | 1:2000 Mouse | Neo Markers, (Ab-2, AAl, MS- | 20 Min.
Tryptase 1216-PO)

Tabelle 5: Sekundarantikérper, die zur Immunfluoreszenzfarbung verwendet wurden. Angegeben

sind die Verdiinnung, die Antikdrperquelle und die Einwirkzeit am Gewebe.

Antikdrper Verdinnung Host Hersteller

Anti-Mouse Alexa 568 1:1000 Goat Invitrogen (Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA)

Anti-Rabbit Alexa 488 1:1000 Goat Invitrogen (Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA)

Anti-Rat 1:1000 Goat Invitrogen (Life Technologies,
Carlsbad, Kalifornien, USA)
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3.5 TissueFaxs

Die immunohistochemisch- und immunofluoreszenz- gefarbten Gewebeschnitte
wurden mit dem TissueFaxs-Gerét der Firma TissueGnostics aufgenommen. Dies
ist ein kombiniertes System aus High-Tech-Hardware, einem Multi-Kanal-
Mikroskop und einem Multi-Core-Computer. Es liefert eine gesamte Aufnahme des
Gewebeschnittes in hdchster Qualitdat und kombiniert morphologische Details
mithilfe der Multi-Kanal-Durchflusszytometrie. Die aufgenommenen Bilder kénnen
in ein weiterfihrendes Programm, den HistoQuest fur IHC oder den TissueQuest
fur IF, zur quantitativen Analyse exportiert werden. Es konnen acht Schnitte
gleichzeitig aufgenommen werden, welche zu allererst als Preview-Bilder im
Uberblick auf dem Bildschirm erscheinen und auf denen nun die
Interessensregionen (ROI) eingezeichnet und markiert werden. Diese ROIs
werden nach Beschriftung und Einstellung des Fokus, der Sattigung, der TL-
Lampe, des Kondensors und der Exposure-Time, aufgenommen. Am Ende erhalt
man einen Gesamtiuberblick eines Schnittes und die Mdglichkeit jedes einzelene
aufgenommene Feld (field of view=FOV) in einer hoheren Auflosung und
Vergro3erung anzusehen.
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OATP4A1

Abbildung 14: Ausschnitt einer Aufnahme mit dem Tissuefaxs-Mikroskop eines doppelt
gefarbten Tumorgewebeschnittes. Mithilfe des Programms kénnen immunfluoreszenzgefarbte
Aufnahmen in den einzelnen Kanalen gezeigt werden. a: Overlay; b: CD45 markierte Immunzellen
(Rot); c: OATP4Al1 markierte Immunzellen (Grun) Bild: 10-fache (b,c) und 20-fache (a)

VergréRRerung



3.6 Analyse mit HistoQuest 4.0.4.0122

Die Gewebeschnitte kdnnen mit Hilfe des Programms “Histo Quest” quantitativ
erfasst werden. HistoQuest ist eine Software von TissueGnostics zur statistischen
Erfassung von immunohistochemisch gefarbten Zellen und Geweben.

Um mit der Analyse starten zu kdénnen wird ein gesamter Bildquerschnittes des
Gewebes bendtigt, welcher mit TissueFaxs aufgenommen wurde und aus diesem
exportiert wurde. Dieser wird als “aqproj” Datei gedffnet. Nun muissen einige
Einstellungen getétigt werden, wie die Bennenung des Dateinamens und die
Auswahl der Master- und Marker-funktion. Im Rahmen meiner Analyse wurden
OATP4A1 als Master und der Nucleus als Marker gewabhilt.

Im Anschluss werden verschiedene Interessensregionen (ROIs) kreirt, die eine
differenzierte Analyse zulassen. Die einzelnen Regionen werden nun klassifiziert
und vier Gruppen zugeteilt: Tumor, Immunzellen, Stroma und gesundes Gewebe.
Patentierte  Algorithmen zur Zelldetektion ermoglichen dem Programm
anschlieBend eine automatische Analyse der Farbintensitat und der
Flachenprozent des zu bestimmenden Antigens. Durch manuelles Setzen des Cut-
off's und Einsehen der analysierten Stellen in den verschiedenen Farb- und

Schattenkanalen, kann die Analyse nachbearbeitet und kontrolliert werden.
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Abbildung 15: a: Ubersicht des aufgenommenen Gewebeschnittes (hier: Gewebeschnitt eines

Divertikulitispatienten). Die durch schwarze Felder markierten Regionen stellen jene ROIs dar,
welche zum Zweck der quantitativen Analyse ausgearbeitet wurden. b: Farbung der Immunzellen
durch OATP4A1l (Insert: zeigt jene Stelle im Praparat an, welche hier vergotRert gezeigt ist). c:

Bildausschnitt des Darmepithels mit angrenzendem Stroma in héherer Auflésung und VergréRerung
(FOV).
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4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 OATP4A1-Expression in Immunzellen beim kolorektalen Karzinom

Um die Expression von OATP4Al in kolorektalen Karzinomen zu untersuchen,
wurden Gewebeschnitte von 148 Patienten immunhistochemisch untersucht. Dazu
wurde der Antikdrper Anti-SLCO4A1 verwendet und als Zweitantikdrper wurde ein
gegen das IgG des Erstantikbrpers gerichteter Peroxidase-markierter
Zweitantikorper verwendet. Die immunoreaktiven Proteine wurden durch die
enzymatische Umwandlung des DAB Chromogen zum braunen Reaktionsprodukt
visualisiert. Die Zellkerne, welche mit Hamatoxylin behandelt wurden, erscheinen

blau und dienen zur Erkennung der einzelnen Zellen.

Aufgrund mangelnder klinischer Daten oder unzureichender Qualitat der Praparate
oder der Farbung mussten 10 der insgesamt 148 Patientenproben aus der Studie
ausgeschlossen werden. In die statistische Analyse und Auswertung wurden
letzlich 138 Gewebeschnitte miteinbezogen.

Nach der Aufnahme der Schnitte mit dem TissueFaxs-Mikroskop wurden die
virtuellen Bilder der gefarbten Schnitte im Programm HistoQuest analysiert, wobei
»jtumorzellen®, ,Immunzellen und ,Stroma“ als eigene Gruppen hinsichtlich der

Farbeintensitat und der Anzahl an OATP4Al-positiven Zellen analysiert wurden.
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Abbildung 16: IHC-Farbung eines Gewebeschnittes eines gut differenzierten
Kolonkarzinoms. Der Gesamtquerschnitt des Praparates ist gezeigt (a) OATP4A1-Expression in
glandular angeordneten Tumorzellen (b) und in Immunzellen (c). Die Pfeile zeigen die Lokalisation

der Ausschnitte im Gesamtprdparat an. Bild: 10-fache (a) und 20-fache VergroRRerung (b,c)

Bei der statistischen Auswertung mit dem Programm GraphPad-Prism wurden die
Patienten, die ein Rezidiv innerhalb der ersten funf Jahre nach Erstdiagnose
erlitten und die Patienten ohne Rezidiv getrennt analysiert und die Daten der zwei
Gruppen verglichen. Die Patientenzahl in der Gruppe der Rezidiv-Patienten fasste
34 und die der Nicht-Rezidiv-Patienten 104 Personen. Nach der Zuordnung wurde
auf signifikante Unterschiede zwischen Rezidiv- und Nicht-Rezidiv-Patienten in den
einzelnen Zellgruppen gepruft.
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Abbildung 17: Boxplot der OATP4Al-Expression bei Rezidiv- (R) und Nicht-Rezidiv-(NR)
Patienten (Boxplot mit Medianen, Intervall von 10-90%). Es besteht ein signifikanter Unterschied
der OATP4Al-Expression zwischen Immunzellen in Gewebeproben von R- und NR-Patienten,
zusatzlich konnte eine signifikant erhéhte OATP4Al-Expression in Immun- und Tumorzellen im

Vergleich zu Stromazellen festgestellt werden.

Tabelle 6: Mittelwerte (Mean) der statistischen Evaluierung der OATP4A1-Expression bei R-
und NR-Patienten +/- der Standardabweichung (S.D). Durchgefihrt wurde diese mit dem Mann-
Whitney-U-Test (Immunzellen: ***p=0,0001), dem One-way Anova und dem Dunn’s Multiple
Comparision Test (Tumor- und Stromazellen: *p=0,05; **p=0,01; ***p=0,001).

Rezidiv innerhalb von 5 Jahren Nein Ja
OATP4A1-Spiegel Mean + S.D. Mean + S.D.
Immunzellen 5608 + 2587 3559 + 2128***
Tumorzellen 4380 + 2308 3024 + 2007
Stromazellen 660 + 865 312 + 326
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Wie aus der Graphik in Abbildung 17 und der Tabelle 6 zu entnehmen, besteht ein
signifikanter Unterschied zwischen der OATP4Al-Expression in Immunzellen der
beiden Gruppen. Patienten, die kein Rezidiv entwickelten, haben ein signifikant
hoheres Vorkommen an OATP4Al-Transportern als Patienten mit Rezidiv. Dies
zeigt, dass OATP4A1l eine wichtige Rolle bei der Aktivierung der gegen das
Karzinom gerichteten immunologischen Umgebung zu spielen scheint. Die
Wahrscheinlichkeit ein Rezidiv zu entwickeln, wird durch die verstarkte Expression

vermindert und die Uberlebensrate der Patienten somit erhoht.

Bei Tumorzellen lasst sich zwar eine Tendenz einer hoheren Expression in der
Gruppe der Patienten ohne Rezidive im Vergleich zur Gruppe der Patienten mit
Rezidiven erkennen, jedoch konnte keine Signifikanz im Vergleich der beiden
Gruppen durch die betrachtliche Streuung der Werte in den Tumorregionen der

einzelnen Praparate erreicht werden.

Ein Unterschied ergab sich in der Expression von OATP4Al zwischen den
Stromazellen und den Immun- und Tumorzellen von Rezidiv- und auch von Nicht-
Rezidivpatienten. Der hohe Gehalt an immunoreaktiven OATP4A1 in Tumor- und
Immunzellen zeigt einen signifikanten Unterschied zur sehr geringen Expression in

den Stromazellen.

4.2 Unterschiede der OATP4Al-Expression in den Tumorstadien UICC
[, [lund M

Um eventuelle Unterschiede der OATP4A1-Spiegel zwischen den Tumorstadien
UICC I, Il und Il zu erkennen, wurden die Patienten anhand der Daten zur
Tumorprogression nach der TNM-Klassifikation unterteilt. Die statistische Analyse
des OATP4Al-Vorkommens in den 3 UICC-Stadien lieferte jedoch keine
signifikanten Ergebnisse. OAT4Al-Transporter scheinen demzufolge beim Prozess
der Tumorprogression unverandert zu bleiben und daher auch in diese Prozesse

nicht involviert zu sein.
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Abbildung 18: Boxplot der OATP4Al-Expression in den Tumorstadien UICC I, 1l und Il

(Boxplot mit Medianen, Intervall von 10-90%). Zwischen den drei Stadien besteht kein

signifikanter Unterschied der OATP4A1-Expression, obwohl eine Tendenz zu einer abnehmenden

OATP4AL Expression mit einem Gefélle von Stadium | zu Stadium Il zu beobachten ist. Innerhalb

jedes Tumorstadiums erkennt man auch wieder die geringere Expression in den Stromazellen im

Vergleich zu einem signifikant hdheren OATP4A1-Spiegel in Tumor- und Immunzellen.
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4.3 OATP4A1-Expression bei nicht-maligner Divertikulitis

Um auch den Vergleich der OATP4Al1-Expression zwischen nicht-malignen und
malignen Erkrankungen des Kolon zu untersuchen, wurden acht Gewebeschnitte
von Patienten mit entzundlicher Divertikulitis mit einem Antikdrper gegen
OATP4A1 geprobt. Es zeigte sich, dass die Epithelzellen der Krypten im nicht-
malignen Kolon signifikant geringere Spiegel des Transporters aufwiesen als dies
in den Immunzellen dieser Praparate der Fall war. Die niedrigsten Spiegel an

OATP4A1 waren im Stroma zu finden.

Abbildung 19: Immunhistochemisch gefarbter Gewebeschnitt eines Patienten mit
entzundlicher Divertikulitis. Die Epithelzellen der Krypten von Patienten mit Divertikulitis zeigen

einen signifikant erniedrigten OATP4A1-Spiegel im Vergleich zu den angrenzenden Immunzellen.
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Abbildung 20: Boxplot der OATP4Al-Expression in Epithel-, Immun- und Stromazellen bei
Patienten mit entzindlicher Divertikulitis. (Boxplot mit Medianen, Intervall 10-90%). Es
besteht ein signifikant erniedrigtes Vorkommen an OATP4ALl in den Epithelzellen der Krypten im

Vergleich zu angrenzenden Immunzellen (***p=0,0002).

Tabelle 7: Mittelwerte (Mean) der statistischen Evaluierung der OATP4Al-Expression bei
Patienten mit entzindlicher Divertikulitis +/- der Standardabweichung (S.D). Durchgefihrt
wurde diese mit dem Mann-Whitney-U-Test (Epithel- und Immunzellen: ***p=0,0002), dem One-way
Anova und dem Dunn’s Multiple Comparision Test (Epithel-, Immun- und Stromazellen: *p=0,05;
*p=0,01; ***p=0,001).

OATP4A1-Spiegel Mean + S.D.
Epithelzellen 684,9 + 5354
Immunzellen 4124 + 1544
Stromazellen 34.50 + 45,98
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4.4 OATP4A1l-Expression in malignem Gewebe im Vergleich zu nicht-
malignem Gewebe

Fur den Vergleich des OATP4Al-Levels in Immun-, Tumor- und Epithelzellen
wurden Gewebeschnitte von 103 Patienten mit kolorektalem Karzinom und acht
Schnitte von Patienten mit inflammatorischer Divertikulitis immunhistochemisch
gefarbt und analysiert. Die Epithelzellen der Krypten zeigen eine sehr schwache
Farbung mit dem Anti-SLCO4A1-Antikorpers (braun), welche im Gegensatz zu den
sehr stark gefarbten Immunzellen im Karzinom (Abbildung 22) als auch im nicht-
malignen Gewebe (Abbildung 21) steht.

Abbildung 21: Immunhistochemische Farbung eines nicht-malignen Kolon-Gewebeschnittes
eines Patienten mit entziindlicher Divertikulitis. In den Epithelzellen der Krypten ist signifikant
weniger OATP4A1 nachweisbar als in den stark braun gefarbten Immunzellen, welche die Krypten

umgeben. Bild: 10-fache Vergrof3erung

66



Abbildung 22: Immunhistochemische Farbung eines Tumor-Gewebeschnittes. Es besteht
starke OATP4A1-Expression in Tumorzellen. Visualisierung des OATP4Al-Transporters durch

Braunfarbung der Tumorzellen in den Krypten. Bild: 20-fache Vergréf3erung
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Abbildung 23: Boxplot der OATP4Al-Expression in Tumor-, Immun-, Epithel- und
Stromazellen von Patienten mit entzindlicher Divertikulitis im Vergleich mit
Gewebeschnitten von Patienten mit kolorektalem Karzinom. (Boxplot mit Medianen, Intervall
10-90%). Die OATP4Al-Expression von Tumorzellen und Immunzellen im Divertikel- und

Tumorgewebe ist signifikant hdher als die der Epithelzellen der Krypten.
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Tabelle 8: Mittelwerte (Mean) der statistischen Evaluierung der OATP4Al-Expression bei
Patienten mit entztndlicher Divertikulitis im Vergleich mit Gewebeschnitten von Patienten
mit kolorektalem Karzinom +/- der Standardabweichung (S.D). Durchgefiihrt wurde diese mit

dem One-way Anova und dem Dunn’s Multiple Comparision Test (*p=0,05; **p=0,01; ***p=0,001).

OATP4A1-Spiegel Mean + S.D.
Epithelzellen 692 + 1346
Tumorzellen 4011 + 2460™**
Immunzellen (Tumor) 5005 + 2748***
Immunzellen (Divertikulitis) 3999 + 1702***
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4.5 Identifizierung der OATP4Al-exprimierenden Immunzellen

Zur Identifizierung der OATP4Al-exprimierenden Immunzellen wurden
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen durchgefiihrt. Die verwendeten Primar- und
Sekundarantikérper sind in Tabelle 7 und 8 des Appendix aufgelistet. Die
zellspezifischen Antikdrper, Anti-CD20, Anti-CD34, Anti-CD44, Anti-CD45, Anti-
CD68 und Mastzell-Tryptase, wurden mit dem rot fluoreszierenden
Sekundarantikérper (Anti-Mouse IgG) Alexa-Fluor 568 visualisiert. OATP4Al
wurde mit dem grun fluoreszierenden Sekundéarantikorper (Anti-Rabbit-1gG) Alexa-
Fluor 488 markiert. Erscheinen gefarbte Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop
mit der Farbe Gelb, so bedeutet dies, dass diese Zellen auf beide Antikdrper
reagiert haben, somit eine Uberlappung beider Farbstoffe vorliegt und diese Zellen

OATP4A1-Expression aufweisen.

4.5.1 Nachweis von OATP4A1l auf B-Lymphozyten mittels CD20

CD20 ist ein glykosyliertes Phosphoprotein auf der Oberflache von B-Lymphozyten
und spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Differenzierung von B-
Zellen. Exprimiert wird es auf B-Zellen aller Stadien mit Ausnahme der ersten
Entwicklungsstufe, den frihen Pro-B-Zellen und der letzten, den reifen
Plasmazellen. CD20 ist somit von den spaten Pro-B-Zellen bis zu den
Gedachtniszellen als Protein der Zelloberflache prasent (Liang Y., Tedder T.F,
2001; Tedder T.F. et al., 1988). In der Immunhistochemie ist CD20 daher zur
Detektion von B-Lymphozyten in histologischen Gewebeschnitten geeignet.

Im Rahmen meiner Diplomarbeit wurden Gewebeschnitte von Divertikulitis- und
Karzinompatienten mittels Immunfluoreszenz-Doppelfarbung auf OATP4Al1 und
CD20 exprimierende Zellen untersucht. Sowohl im Tumorgewebe als auch in
gesunden Darmabschnitten wurden Zellen mit diesem Expressionsmuster
gefunden. Jedoch konnte festgestellt werden, dass im Tumorgewebe selbst kaum
B-Lymphozyten vorhanden sind, sondern fast ausschlie3lich in angrenzendem
noch gesundem Gewebe oder am Tumorrand (Abbildung 25). Auch hinsichtlich der
Intensitat der Farbung und der Haufigkeit des Auftretens von B-Zellen kann man

zwischen malignem und nicht malignem Gewebe klare Unterschiede erkennen. B-
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Zellen im Tumorgewebe exprimieren nur vereinzelt OATP4Al1 (Abbildung 26),
wohingegen nahezu alle B-Zellen in Gewebeproben von Divertikulitispatienten das

Transporterprotein an ihrer Zelloberflache tragen (Abbildung 27).

Immunzellen

T Dbgrme'pithel; :

/ s Erythrozyten

E

Abbildung 24: Identifizierung von OATP4Al-exprimierenden CD20+ B-Lymphozyten in
Gewebeschnitten von Tumorpatienten. Die Pfeile deuten auf die unterschiedlichen Zellgruppen,
die Epithelzellen, Tumor- und Immunzellen hin. Bild b zeigt einen Bildausschnitt der an das
Tumorgewebe angrenzenden Immunzellanhdufung mit CD20+ B-Zellen, welche OATP4Al
exprimieren. Erythrozyten besitzen eine starke Autofluoreszenz und sind daher auffallig gelb
gefarbt. Bild: 10-fache (a) und 20-fache (b) Vergrof3erung
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Abbildung 25: Identifizierung von OATP4Al-exprimierenden CD20+ B-Lymphozyten in
Gewebeschnitten von Tumorpatienten. Anhand dieser Abbildung kann gezeigt werden, dass im
Tumorgewebe nicht alle CD20+ B-Lymphozyten OATP4A1-Expression aufweisen. Bild: 20- fache
VergrofRerung
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Abbildung 26: Identifizierung von OATP4Al-exprimierenden B-Lymphozyten in gesundem
Darmgewebe. In benignem Gewebe weisen beinahe alle CD20+ B-Zellen OATP4A1-Expression
auf. Bild: 10-fache (a) 20-fache (b) und 30-fache (c) VergréfRerung

4.5.2 Nachweis von OATP4Al in GefaR-Endothelzellen mittels CD34

CD34 wird von Endothelzellen kleiner GefalRe exprimiert, welche aus diesem
Grund durch CD34-Antikorper detektiert werden koénnen (www.genecards.org,
10.3.2013). Der durch den Sekundarantikérper Alexa-Fluor 568 visualisierte
Priméarantikdrper scheint unter dem Fluoreszenzmikroskop rot. OATP4A1l ist mit
dem grinen Sekundarantikorper Alexa-Fluor 488 markiert worden.

Wie in Abbildung 28 zu erkennen ist, kommt es zu keiner Uberlappung der beiden
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Farbstoffe, das heil3t OATP4Al zeigt keine Expression in Endothelzellen von
Gefalden.
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Abbildung 27: Identifizierung von OATP4Al-exprimierenden, CD34+ Endothelzellen in
malignen Gewebeschnitten. Die rote Membranfarbung markiert CD34+ Endothelzellen, welche
jedoch nicht mit dem OATP4Al-Antikdrper reagiert haben. Endothelzellen exprimieren demnach
keine Transportproteine vom Typ OATP4Al. Erythrozyten, welche sich im Lumen des Gefal3es
befinden, besitzen starke Autofluoreszenz und erscheinen deshalb stark gelb. Die stark grin-
geféarbte Schicht unter den Endothelzellen stellt das Myothel dar. Bild: 20-fache VergréRerung

CD34+ Endothelzellen
~

Abbildung 28: Visualisierung von CD34+ GeféRendothelzellen in malignem Gewebe. Es

kommt zu keiner Farbuberlappung mit dem Griin markierten OATP4Al. Die stark gruin-geféarbte
Gefalschicht stellt das Myothel dar. Bild: 40-fache VergroRRerung
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4.5.3 Nachweis von OATP4A1l auf T-Zellen mittels CD44

CD44 st ein Glykoprotein der Zelloberflache und wird auf Lymphozyten,
Monozyten und Granulozyten exprimiert. Es stellt einen Rezeptor fir
Hyaluronsaure dar, kann aber auch mit anderen Liganden, wie Osteopontin,
Kollagen und Matrix Metalloproteinasen interagieren. CD44 ist in Prozesse der
Zell-Zell-Interaktion, der Zelladh&sion und der Migration involviert. Die Expression
ist bei der T-Zellaktivierung, besonders bei inflammatorischer Immunantwort,
erhoht. In der Immunhistochemie werden CD44-Antikérper zur Visualisierung von
Effektor-Gedachtnis T-Zellen verwendet (Naor D. et al., 1997).

Gewebeschnitte von Patienten mit kolorektalem Karzinom wurden hinsichtlich ihres
Auftretens von OATP4A1 exprimierenden T-Zellen Uberprift. Wie in Abbildung 30
zu sehen ist, kommt es zu keiner Farbtberlagerung auf den rot markierten T-Zellen
mit den grin erscheinenden OATP4Al-Transportern. Im Gegensatz zu den stark
grin gefarbten Tumorzellen exprimieren T-Zellen kein OATP4Al1 auf ihrer

Zelloberflache.
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Tumorzellen

CD44+ T-Zellen

Abbildung 29: Visualisierung von CD44-markierten T-Zellen in malignem Gewebe mithilfe des
rot floureszierenden Farbstoffes Alexa 568. Es kommt zu keiner Uberlappung mit OATP4A1 (griin),

welcher hingegen im Tumorgewebe stark exprimiert ist. Bild: 20-fache Vergrofl3erung

4.5.4 Nachweis von OATP4A1l auf Leukozyten mittels CD45

CD45 ist ein Protein aus der Familie der Protein Tyrosin Phosphatasen,
Signalmolekile, welche eine Vielzahl an zellularen Prozessen wie Zellwachstum,
Zelldifferenzierung, Mitose und onkogene Transformationen regulieren. Es
existieren mehrere Isoformen dieses Proteins, welches auf allen hamatopoetischen
Zellen mit Ausnahme von Erythrozyten und Plasmazellen exprimiert wird und als

Co-Stimulator zu deren Aktivierung fuhrt (Zikherman J. et al., 2013).

75


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zikherman%20J%255BAuthor%255D&cauthor=true&cauthor_uid=23396948

Gefarbt wurden Gewebschnitte von Karzinompatienten zur Detektion OATP4Al
exprimierender Leukozyten. Wie in Abbildung 31 zu erkennen ist, kommt es zur
FarbUberlappung der beiden fluoreszierenden Antikérper, was auf ein
Vorhandensein von OATP4A1l auf der Zellmembran von Leukozyten schlieen
lasst. Die markierten Immunzellen sind jedoch, wie auch bei CD20 markierten
Lymphozyten, nur am Tumorrand oder in angrenzendem gesunden Gewebe

lokalisiert.

Abbildung 30: Identifizierung von OATP4Al positiven, CD45 markierten Leukozyten in
malignem Gewebe. Die Pfeile zeigen auf die doppelt gefarbten Leukozyten, welche OATP4A1l-
Expression aufweisen. Dazwischen liegen zahlreiche stark gelb-geféarbte Erythrozyten. Bild: 10-
fache (a), 20-fache (b) und 40-fache (c) Vergrol3erung
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4.5.5 Nachweis von OATP4A1 auf Makrophagen mittels CD68

CD68 ist ein hoch glykosyliertes Typ 1 Transmembranglykoprotein, dessen
Funktion noch weitgehend unbekannt ist. Es reprasentiert in der Immunohistologie
das klassische Markermolekil fir humane Monozyten und Gewebsmakrophagen.
Neue immunohistochemische Studien haben jedoch gezeigt, dass CD68
Antikdrper auch mit anderen hamatopoetischen und nicht-hamatopoetischen
Zelltypen reagieren kénnen. Detektiert wurden diese Reaktionen in Fibroblasten,
Endothelzellen, und Tumorzellen, allerdings mit stark variierender und
schwécherer Spezifitat und Intensitat der Farbung (Gottfried E. et al., 2008; Strobl
C. etal., 1995).

CD68+ Makrophagen

Abbildung 31: Visualisierung von CD68+ Makrophagen in malignem Gewebe. Der Abbildung
ist zu entnehmen, dass CD68+ Makrophagen keine OATP4A1 Expression zeigen, da es zu keiner
Uberlappung der beiden Fluoreszenzfarbstoffe kommt. Die Pfeile deuten auf Bildausschnitte der
CD68+ Makrophagen. Die stark gelb-gefarbten Zellen sind autofluoreszierende Erythrozyten. Bild:
10-fache (a) und 40-fache (b,c) VergréRerung
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Immunfluoreszenz gefarbte Kolongewebeschnitte liefern kaum Hinweise auf
OATP4A1-Expression in Makrophagen (Abbildung 32). In den meisten CDG68-
positiven Zellen kommt es zu keiner Farblberlagerung der beiden

fluoreszenzmarkierten Antikorper.

4.5.6 Nachweis von OATP4A1 auf Mastzellen mittels Mastzell-Tryptase

Mastzellen spielen durch ihre Fahigkeit zur Degranulation eine zentrale Rolle bei
entzindlichen allergischen Reaktionen. Die Freisetzung von Beta-Tryptase, einer
neutralen Serinprotease, aus den sekretorischen Granula ist ein charakteristisches
Merkmal der Mastzelldegranulation. Die biologische Funktion der Mastzell Tryptase
konnte noch nicht zur Ganze aufgeklart werden, jedoch scheint sie entscheidend in
inflammatorische Prozesse involviert zu sein und einen geeigneten Marker fir

aktivierte Mastzellen darzustellen (Payne V. und Kam P.C., 2004).

Durch Immunofluoreszenz-Doppelfarbung an Gewebschnitten von
Divertikulitispatienten konnte festgestellt werden, dass aktivierte Mastzellen an
ihrer Zelloberflache kein OATP4A1l exprimieren. Der grin-markierte OATP4A1l-

Antikdrper reagierte nicht mit den rot-markierten Mastzellen.
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Mastzell Tryptase

Abbildung 32: Visualisierung von Mastzellen in benignen Geweben. An der rot-markierten
Oberflache von Mastzellen kommt es zu keiner Farbiberlagerung mit dem grin-markierten
OATP4Al-Antikorper. Aktivierte Mastzellen exprimieren demnach kein OATP4Al1 an ihrer
Zellmembran. Bild: 10-fache (a) und 20-fache (b) VergrofR3erung
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5. ZUSAMMENFASSUNG

OATPs sind membrangebundene Transportermolekile, die eine wichtige Rolle bei
der Absorption von Arzneistoffen und biologisch aktiven Verbindungen im
Intestinaltrakt, bei der Regulierung der zellularen Akkumulation von Hormonen,
~>econd-messenger‘-Proteinen und zyklischen Nukleotiden spielen. Die
Expression der OATPs in gesundem Gewebe unterscheidet sich von der im
pathologisch veranderten Gewebe erheblich. So sind einige OATPs in bestimmten
Karzinomen in hoher Konzentration exprimiert, wahrend andere nach maligner
Transformation der Zellen nicht mehr exprimiert werden. Diese unterschiedliche
Expression einzelner OATPs kann daher die intrazellulare Konzentration von
Zytostatika beeinflussen und deren Effektivitdt wesentlich verandern. Aber auch
die Akkumulation endogener Verbindungen wie Prostaglandinen, Hormonen,
Gewebsfaktoren, Peptiden etc. in den Tumorzellen, die Uber spezifische OATPs
transportiert werden, kann das Wachstum der Zellen beeinflussen (Buxhofer-
Ausch V. et al., 2013).

Beim kolorektalen Karzinom wurde gezeigt, dass die Expression von OATP1B3,
welches im gesunden Organismus nur in der Leber in héherer Konzentration
vorkommt, bei diesen Tumoren auch in den Tumorzellen in hoher Konzentration
vorhanden ist. Dies scheint zwar nach der Behandlung mit bestimmten Zytostatika
die rezidivfreie Uberlebenszeit zu verlangern, fihrt aber insgesamt zu keiner
Verbesserung der Prognose hinsichtlich der Entwicklung eines Rezidivs oder einer
Verlangerung der Gesamtiberlebenszeit (Lee W. et al., 2008; Lockhart A. et al.,
2008).

Daten zur Expression des OATP4A1 Transporterproteins und dessen Einfluss auf
klinische Parameter beim kolorektalen Karzinom sind bis dato kaum vorhanden.
Frihere Studien zeigten aber eine erhohte Expression von OATP4Al bei
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen. Dies scheint mit dem erhdhten Risiko
ein kolorektales Karzinom zu entwickeln in Beziehung zu stehen. Man nimmt an,

dass es eine Verbindung zwischen der Expression von OATP4Al und dem Risiko
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der Entwicklung eines malignen Tumors im Kolon und Rektum zu geben scheint
(Ancona N. et al., 2006; Wojtal K. A. et al., 2009). Dem OATP4A1 Transporter wird
auch eine Funktion bei der Clearence von verschiedenen Verbindungen durch das
Darmepithel zugeschrieben. Es wird auch zum Teil fur die Schaffung eines
potentiell onkogenen und zytotoxischen Milieus verantwortlich gemacht
(Peddareddigari V.G., et al., 2010).

Ziel der Arbeit war es nun, die Lokalisation und den Gehalt von OATP4Al in
Gewebeschnitten von Patienten mit kolorektalen Karzinomen zu untersuchen. Zum
Vergleich wurden nicht-maligne Gewebeproben von Patienten mit Divertikulitis
analysiert. Das OATP4Al-Transporterprotein  kdnnte  einen  potentiell
prognostischen Faktor und ein therapeutisches Target fur immunstimulierende
Arzneistoffe fir maligne und nicht-maligne entzindliche Erkrankungen des Kolons

darstellen.

Nach immunhistochemischer Farbung ergab die statistische Auswertung einen
signifikant erhdhten Gehalt an OATP4Al in Tumor- und Immunzellen im Vergleich
zu den Zellen im Stroma. Auch gegenuber der Expression in Epithelzellen des
nicht-malignen Gewebes ist die OATP4Al Konzentration signifikant erhght. Dies
zeigt, dass grofRe Unterschiede im Expressionsmuster und im Gehalt an OATP4Al

zwischen malignem und gesundem Gewebe bestehen.

Anhand klinischer Daten wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt: i)
Patienten, welche innerhalb von fiinf Jahren an einem Rezidiv erkrankten und ii)
Patienten, bei denen in diesen fiinf Jahren kein Rezidiv festgestellt werden konnte.
Interessanterweise war der Gehalt an OATP4ALl in den Immunzellen am héchsten.
Dieser war in den Immunzellen von Patienten ohne Rezidiv im Vergleich zu den
Patienten mit Rezidiv, signifikant erhéht. Dies erlaubt den Schluss, dass OATP4A1
bei der Aktivierung des Immunsystems wichtig ist. Imnmunzellen, welche sich gegen
das Karzinom richten und an der Tumorabwehr entscheidend beteiligt sind, dirften
mithilfe von OATP4A1 aktiviert werden. Ob dabei OATP4Al ein endogenes
Substrat, dass fur die Immunzellaktivierung wichtig ist, in die Zelle transportiert,

bleibt zu untersuchen.
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Aufgrund der hohen Expressionsrate von OATP4Al in den Immunzellen wurden
anschlieBend zur genauen ldentifikation der OATP4Al-positiven Immunzellen
Immunfluoreszenz-Doppelfarbungen mit spezifischen Immunzellmarkern
durchgefiuihrt. Auf der Zellmembran von CD44+ T-Zellen, CD68+ Makrophagen
und Mastzellen konnten keine OATP4A1 Transporter festgestellt werden. Positive
Resultate lieferte die Fluoreszenzfarbung zur Detektion von OATP4A1l auf CD20+
B-Zellen und CD45+ Lymphozyten.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass OATP4Al durch das erhohte
Vorkommen im Tumorgewebe einen prognostischen Marker darstellen konnte. Des
Weiteren impliziert der signifikante Unterschied zwischen der Expression von
OATP4Al1 in den Immunzellen von Rezidiv- und Nicht-Rezidiv-Patienten eine
wichtige Funktion des Transporters bei der Tumorabwehr durch Immunzellen.
OATP4A1 konnte daher ein potentielles Target in der Immuntherapie von Tumoren
und entzindlichen Darmerkrankungen darstellen. Daher kénnten die in dieser
Studie gezeigten Ergebnisse bei der Entwicklung neuer immunstimulierender

Wirkstoffe wichtige Ansatzpunkte liefern.
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