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1 EINLEITUNG

1.1 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom zahlt gegenwartig zu den haufigsten Krebserkrankungen in
industrialisierten Landern. Es ist als bdsartiger, dem Epithel entspringender Tumor
definiert, der die Submukosa befallt und des Weiteren mehrere Wandschichten
durchdringen kann (Bocker et al., 2012; Ferlay J, 2012). In diesem Kapitel werden
relevante Grundkenntnisse besprochen und auf die wichtigsten Aspekte der

Erkrankung eingegangen.

1.1.1 Das gesunde Kolon

Das Kolon (Dickdarm) mit einer Lange von etwa 1,3-1,5 m schliel3t an das lleum
(Krummdarm) des Dunndarms an und endet mit dem Anus. Dieser Darmabschnitt stellt
somit den letzten Teil des Gastrointestinaltrakts dar. Seine Funktion besteht
hauptséchlich in der Ruckresorption des Wassers aus dem Speisebrei und der
Entleerung des Stuhls. Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal zu den anderen
Darmabschnitten ist die Anwesenheit einer bakteriellen Besiedlung. Uberwiegend
aerobe und anaerobe Mikroorganismen befinden sich in dieser Darmpassage. lhnen
werden diverse Funktionen zugeschrieben, darunter die Verdauung von komplexen
Kohlenhydraten, die Vitaminsynthese, die Modifikation von priméaren Gallenséuren,
etc.

Der Dickdarm lasst sich in funf Abschnitte unterteilen: das Zakuum (Blinddarm), der
Appendix wurmiformis (Wurmfortsatz), das Kolon (Grimmdarm), das Rektum
(Mastdarm) und der Canalis Analis (Analkanal). Je nach Lage wird das Kolon
gegliedert in Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens, sowie Colon
sigmoideum.

Das Rektum schliel3t an den gebogenen Teil des Kolons, dem Colon sigmoideum an
(Schiebler and Korf, 2007; Zilles and Tillmann, 2010; Lullmann-Rauch and Paulsen,
2012; Culpepper and Mai, 2013).



1.1.2 Histologie des Dickdarms

An das Lumen grenzt die vierschichtige Darmwand. Direkt an den Hohlraum grenzend
ist die sogenannte Mukosa, darunter befindet sich die Submukosa.

Darauf folgen die Muscularis mucosae und die Serosa. Longitudinale sowie zirkulare
Bereiche bilden die Muskelschicht. Der longitudinale Teil setzt sich aus drei Bandern
zusammen, den Taeni coli, die Quermuskulatur trennt die sogenannten Haustren
voneinander. Die Haustren stellen nach aufl3en gewdlbte Abschnitte dar, die
entsprechenden aus Mukosa und Submukosa ins Lumen weisenden Plicae
semiluncares sind nicht konstant vorhanden, sondern bilden sich bei Kontraktionen der
gueren Muskulatur um die Nahrungsweiterleitung zu verbessern (Junqueira, 2005;
mephisto,2013).

Die Serosa ist eine Bindegewebsschicht, die durch das enthaltende Mesothel eine
glatte Oberflache schafft und somit eine erleichterte Bewegung der Darmwindungen
ermoglicht. AuRerdem sind hier die Appendices epiploicae aufzufinden, welche sich

aus Fettgewebe zusammensetzen (Junqueira, 2005).

1.1.3 Mukosa

Die Mukosa (Schleimhaut) ist die innerste Schicht der Darmwand. Ein typisches
Charakteristikum dieser Schleimhaut im Dickdarm stellen die Krypten dar. Sie sind
spezifisch fur diesen Darmabschnitt. Im Gegensatz zum Dunndarm sind hier keine
Zotten vorhanden (Ulfig, 2005; Lullmann-Rauch and Paulsen, 2012).

In den Krypten befinden sich dicht aneinander gereihte Epithelzellen, die als ca. 0,5
mm lange Tubuli bis zur Muscularis mucosae reichen. Auf dem Grund der Krypten
liegen Stammzellen, die eine stdndige Erneuerung der Mukosa ermoéglichen. Im
Epithel liegen auch viele Becherzellen und endokrine Zellen. Wegen ihrer
drisenanalogen Funktion werden die Krypten auch Glandulae intestinales genannt.
Der Schleim (Mucus), der sich hauptsachlich aus Mucinen zusammensetzt, wird von

den Becherzellen produziert und sezerniert.



Es folgt eine Vermischung mit dem Chymus. Elektrolyte und Wasser werden durch
verschiedene Transportproteine Uber die Enterozyten resorbiert (Junqueira, 2005;
Zilles and Tillmann, 2010; Luallmann-Rauch and Paulsen, 2012; Culpepper and Mai,
2013).

Die Darmwand des Rektums ist ahnlich aufgebaut wie jene im Kolon. Die Mukosa ist
durchzogen von den Plicae transversae recti, die im Kolon vorkommenden Plicae
semilunares. Die Haustren fehlen in diesem Teil. AuRerdem sind die Glandulae

intestinalae in tieferen Schichten liegend (Zilles and Tillmann, 2010).

1.1.4 Mukosales Immunsystem

Da die Organe des Gastrointestinaltrakts durch Nahrungszufuhr unmittelbar auch im
Kontakt mit Bakterien und anderen Krankheitserregern stehen, sind sie mit einem
eigenen komplexen Immunsystem ausgestattet.

Dadurch ergibt sich eine spezifische, vielschichtige Immunabwehr, die noétig ist um
Antigene von Pathogenen, kommensalen Mikroorganismen, sowie Antigenen aus der
Nahrung zu differenzieren und einen ausreichenden Schutz gegen Fremdkérper zu
gewahrleisten. Ein Groliteil der Lymphozyten befindet sich im Verdauungstrakt.
Zahlreiche Lymphfollikel sitzen in der Submukosa (Junqueira, 2005).

GALT (,gut- associated lymphoid tissue®) ist Teil der adaptiven Immunabwehr. Es zahlt
zu MALT (,mucosa- associated lymphoid tissue®), welches Gewebe in definierten,
anatomischen Kompartimenten bezeichnet. Es setzt sich aus Induktorkomponenten,
welche die gut organisierten lymphatischen Gewebe mit Lymphozyten einschliel3en,
sowie aus den Effektorkomponenten, denen die Lamina propria und die nicht
organisierten Zellfraktionen zugeordnet werden, zusammen.

Uber membrandse Zellen (M- Zellen) gelangen Antigene aus dem Darmlumen zu den
Lymphfollikeln. Dendritische Zellen und Makrophagen sind professionelle Antigen-
prasentierende Zellen, die Pathogene aus ihrer Umgebung aufnehmen, prozessieren
und als Peptide Uber ihren MHC Il Rezeptor an T - Zellen prasentieren (Abbas and H.,
2005). Die in der Umgebung liegenden Lymphozyten erkennen die Antigene und
wandern h&dmatogen zu den Lymphknoten, wo es zu weiterer Differenzierung und
Ausreifungsphasen von T - und B - Zellen kommt.

Letztendlich gelangen sie wieder in die Lamina propria des Darms wo sie nun ihre

Aufgabe als Effektorzellen erfillen.



Die B - Zellen sind verantwortlich fur die Ausschittung von Antikérpern, vor allem
Immunoglobulin A, welche im Dickdarm angelangt, die Resorption von
Krankheitserregern verhindern (Junqueira, 2005; Jensen-Jarolim et al., 2006; Kim and
Shanahan, 2010).

1.1.5 Das Kolonkarzinom - Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom gilt als dritthaufigste maligne Erkrankung bei Mannern und
als zweithaufigste bei Frauen. Dies macht 10,0% bzw. 9,2% aller Krebsfalle aus. Mehr
als die Halfte der Falle kommen in Industrielandern vor. Die Sterberate liegt nach
Schatzungen in Europa im hdchsten Bereich, im Kontrast dazu weist Westafrika die

geringste Mortalitat auf (Ferlay J, 2012).

Im Laufe des letzten Jahrhunderts stieg die Inzidenzrate fur kolorektales Karzinom
parallel zur industriellen Entwicklung. Trotz der Tatsache, dass hauptsachlich die
westlichen Lander, vor allem Nord — und Westeuropa, Nordamerika und Australien fir
die statistisch hohen Zahlen verantwortlich sind, erhéhen sich die Inzidenzfélle auch
in weniger entwickelten Landern aufgrund der Anpassung an die westliche
Lebensweise. Ein drastischer Anstieg ist vor allem in vielen asiatisch - pazifischen
Landern sowie China, Japan, Korea, Singapur und Taiwan zu beobachten. Studien
zeigten aulRerdem, dass Immigranten aus Landern mit einer niedrigen Inzidenzrate in
Landern mit hoher Inzidenz ebenfalls eine héhere Inzidenzrate aufweisen als jene, die
in den Heimatlandern bleiben. Dies weist ebenfalls auf die Bedeutung der
Umwelteinflisse in Bezug auf die Karzinogenese hin (Parkin et al., 2005; Chan and
Giovannucci, 2010; Chu, 2011; Wong et al., 2013).



Abb. 1: Veranschaulichung der von der WHO prasentierten CRC - Vorfalle
fur Manner (links) und fur Frauen (rechts), bezogen auf das Alter fur das Jahr 2012; die markierten
Stellen deuten auf die hochsten Raten hin. Modifiziert nach Ferlay J (2012).
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Abb. 2: Inzidenz und Mortalitét bei Karzinomen des Dick- und Enddarms

Die Raten sind altersstandardisiert und auf 100.000 Personen bezogen. Ein Rickgang der
Inzidenzen im Laufe der Jahre ist ersichtlich. Dies lasst sich vor allem durch die rechtzeitige
Erkennung und Behandlung des Tumors erklaren (Statistik Austria, 2013).

1.1.6 Atiologie

Der Grolteil der Falle von CRC ist auf eine sporadische Entstehung zurtickzufihren.

Umweltfaktoren spielen hier eine entscheidende Rolle.



CRC Falle in der Familiengeschichte, fleischreiche Ernahrung, Fett aus
Fleischprodukten, mangelnde Ballaststoffzufuhr, Rauchen, starker Alkoholkonsum,
mannliches Geschlecht, das Alter, mangelnde physische Aktivitdt sowie auch
entziindliche Erkrankungen des Darms erhohen das Risiko an CRC zu erkranken
(AICR, 2007; Bocker et al., 2012).

Zu den tumorverursachenden, entzuindlichen Erkrankungen zahlen Morbus Crohn und
die Ulzerative Kolitis. Laut Studien sind diese Erkrankungen fir zwei Drittel der Falle

verantwortlich (Eaden et al., 2001; von Roon et al., 2007; Cunningham et al., 2010).

30% der auftretenden CRC- Falle sind durch familiare Vererbung von mutierten Genen
erklarbar, jedoch weniger als 5% beruhen auf abgrenzbaren vererbbaren Syndromen
(Lichtenstein et al., 2000; Grady, 2003; Gatalica and Torlakovic, 2008; Jasperson et
al., 2010).

Folglich lassen sich erblich bedingte CRC Tumore in 2 Gruppen einteilen:

1. FAP (,,familial adenomatous polyposis‘“) und HPNCC (,,hereditary nonpolypsis
colorectal cancer®): FAP ist, wie der Name schon sagt, charakterisiert durch eine
grol3e Anzahl von adenomatésen Polypen. Auf genetischer Ebene wird eine Mutation
des Tumorsupressorgens APC (,Adenomatous - polyposis - coli“) auf Locus 5q
vermutet. Variationen, wie zum Beispiel das ,Gardener — Syndrom® oder das ,Turcot
— Syndrom* sind hier zu erwahnen.

Bei HPNCC, auch ,Lynch - Syndrom*® genannt, sind Keimbahnmutationen an mehreren
verschiedenen Genen auschlaggebend: MSH2, MLH1, MSH6, PMS1, PMS2. Diese
Gene zéhlen zur Gruppe der DNA - Reparaturgene. Die Verdnderung beruht auf einem
»,mis-match“ der DNA - Bausteine, den sogenannten Mikrosatelliten, welche fir die
Reparaturproteine der DNA kodieren. Dadurch kommt es zu Instabilitaten und somit
zur Entwicklung von Malignitaten (Haydon and Jass, 2002; Brown, 2007).

Die durch das Lynch - Syndrom verursachten Tumore sind proximal lokalisiert. Eine
manRige Zellteilung sowie das Eindringen von Lymphozyten sind ebenfalls typische

Kennzeichen (Cunningham et al., 2010).



Die auf diesen vererbbaren Dispositionen beruhenden Inzidenzen von CRC (HPNCC,

FAP), treten zwar selten auf, weisen aber im Falle von FAP ein Erkrankungsrisiko von
100% auf. Der Prozentsatz bei HPNCC liegt bei 70 - 90% (Sedlacek, 2013).

2. Die Haufung in der Familienanamnese kann als zweite Gruppe der hereditéaren

Faktoren angesehen werden. Die Vererbung ist meist multifaktoriell und erfolgt, wie
auch bei HPNCC und FAP, autosomal dominant (Brown, 2007).
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Abb. 3: Veranschaulichung der komplexen Entstehungswege von CRC
In der Abbildung sind die verschiedenen Entstehungswege des CRC dargestellt, die mdglichen
Kombinationen in Bezug auf die Mutationen, den MSI (Mikrosatelliteninstabilitat) - Status sowie, die
dadurch unterschiedlichen histologisch - morphologischen Erscheinungen und Lokalisationen im
Dickdarm. Die ersten beiden Gruppen in der Abbildung folgen der serratierten Karzinogenese,
Gruppe 4 und 5 zéhlen zur Adenom - Karzinom - Sequenz und die Gruppe 3 stellt eine Kombination
beider Wege dar. Eine detaillierte Erklarung ist dem Text unter dem Abschnitt Karzinogenese (1.1.7)
zu entnehmen. Abbildung ausTannapfel et al. (2010).



1.1.7 Karzinogenese

Die Tumorgenese beim kolorektalen Karzinom ist ein komplexer mehrstufiger Prozess
und weist eine langjahrige Entwicklung auf, welcher Jahre bis zu Jahrzehnte andauern
kann. Die Entstehungswege, die Vorlauferlasionen miteingeschlossen, sind, wie in den
letzten Jahren erwiesen, ein wichtiger Faktor fur die Differenzierung als auch fur die
Friherkennung und damit zugleich fur die rechtzeitige und adaquate Behandlung. Die
Instabilitat im Genom ist einer der zindenden Faktoren der Karzinogenese und tritt
beim kolorektalen Karzinom in einigen Variationen auf (Markowitz and Bertagnolli,
2009).

Aufgrund der vorherrschenden Komplexitat hat Jass et al. eine Klassifikation erstellt,
welche versucht, die Facetten auf allen Ebenen miteinzubeziehen und eine Zuordnung
zu erleichtern. Zwei essentielle Vorkommnisse sind hier von Bedeutung, die sich
aufgrund weiterer Variationen wiederum in finf Gruppen unterteilen lassen. Einerseits
ist hier die ,DNA- Mikrosatelliteninstabilitat“ zu erwahnen, bei welcher man
zwischen hoher und niedriger oder auch nicht prasenter Instabilitat differenziert. Auf
der anderen Seite steht der die CpG - Inseln betreffende Phéanotyp (CIMP), mit hohem,
niedrigem oder nicht vorhandenem CIMP (,CpG - Islands Methylation Phenotype®). In
Abbildung 3 sind die 5 mdglichen Typen dargestellt, welche aufgrund der Differenzen
auf molekularer Ebene auch des Weiteren teilweise morphologisch unterschiedliche
Vorlaufer (Adenome), unterschiedliche Lokalisationen der Tumorbildung sowie
unterschiedliche Uberlebensraten zeigen. Eine vollstandige Abgrenzung zwischen den
Gruppen ist nicht absolut, da es Uberlappungen gibt (Jass, 2007; Cunningham et al.,
2010; Tannapfel et al., 2010; Bocker et al., 2012).

Nach aktuellem Wissensstand in der Forschung stehen sich zwei Karzinogenesewege
gegenuber, welche aber auch zusammen auftreten kbnnen: Die Adenom — Karzinom

- Sequenz und die serratierte Karzinogenese (Tannapfel et al., 2010).

Adenom — Karzinom - Sequenz: Es ist der am langsten bekannte Entstehungsweg
des kolorektalen Karzinoms und beruht in erster Linie auf einer Mutation des
Tumorsupressorgens APC (,Adenomatous - polyposis - coli“).

Im weiteren Verlauf ergeben sich Mutationen im KRAS - Gen sowie auch beim p53

Tumorsuppressorgen. Die chromosomale Instabilitat zahlt hier auch dazu.



Darunter versteht man Veranderungen im Chromosom, was sich in Aneuploidie oder
auch in Deletionen, Translokationen etc. in bestimmten Genabschnitten auf3ern kann.
Die Mirkosatelliteninstabilitat tritt in diesem Fall nicht auf (Tannapfel et al., 2010;
Bocker et al., 2012).

Histologisch betrachtet kommt es nach der Entwicklung von normalem Epithelgewebe
Uber gutartige Polypen zur Entartung in malignes Gewebe.

Oft verdndern Adenome mit tubularen Strukturen durch das Wachstum und die
Neubildungen ihre Form zu villésen Gebilden.

Je weiter die Proliferation fortschreitet, desto hoher wird auch die Anzahl des

atypischen Gewebes (Young et al., 2011).

Serratierte Karzinogenese: Hier ist in erster Linie das BRAF - Gen mutiert. Das
Auftreten von Hypermethylierungen der Promotorregionen der CpG — Inseln ist tblich
und die Mirkosatelliteninstabilitat ist hoch. Morphologische Charakteristika sind hier die
serratierten Adenome: man unterscheidet zwischen sessil serratierten (SSA) und
traditionell serratierten Adenomen (TSA) (Snover et al., 2005; Jass, 2007; Bocker et
al., 2012).

Es besteht auch die Mdglichkeit, dass beide Wege in Kombination auftreten (Jass,
2007).

1.1.8 Morphologisch - histologische Differenzierung

Adenome

Adenome stellen gutartige Veranderungen der Dickdarmschleimhaut dar.

Durch eine verstarkte Gewebsdifferenzierung des Epithels bilden sich diese Polypen
und ragen in den Innenraum des Darms hinein. Der morphologische und histologische
Aufbau der Dysplasien zeigt charakteristische Merkmale, welche folgende Unterteilung
erlauben: Es konnen tubulare Adenome, die sich durch ein schmales Fundament,
einen langen Stiel und stark dendritische réhrchenférmige Ausbildungen auszeichnen,
auftreten, sowie auch die villdsen Adenome, deren Fundament im Vergleich
ausgedehnter und an den Zotten erkennbar ist.

Die tubulovillésen Adenome vereinen die Merkmale beider Formen. Diese Art der

.Klassischen Adenome* tritt vor allem bei der Adenom — Karzinom - Sequenz auf.



Bei dem serratierten Karzinogeneseweg sind wie bereits beschrieben, hauptséchlich
die serratierten Adenome vertreten. Bezeichnend fur diese beiden Formen sind die
histologischen Gebilde, die an Sageblatter erinnern. Eine erkennbare Haufung des
Auftretens im rechten Kolon ist ersichtlich (Thomas and Alexandrakis, 2006; Bécker et
al., 2012).

Hyperplastische Polypen, die am oftesten diagnostizierte Form von Polypen im

Dickdarm und im Mastdarm, gelten im Gegensatz zu den serratierten Polypen als
harmlose Anomalie. Die Differenzierung fallt im Hinblick auf die &hnlichen Merkmale
schwer. Es ist dennoch von essentieller Bedeutung zwischen diesen Formen zu
unterscheiden, um das Ausmalf der Gefahr eine Malignitat zu entwickeln, einschéatzen

zu koénnen (Bocker et al., 2012; Fleming et al., 2012).

Karzinome

Die Penetration der Tumorzellen durch verschiedene Gewebe ist ein wichtiger Punkt
in der Abgrenzung zwischen malignen und benignen Tumoren: Als invasiv gilt ein
Karzinom, wenn es zumindest in die Submukosa eindringt. (Bocker et al., 2012).
Adenokarzinome sind die am 6ftesten auftretende Form des kolorektalen Karzinoms
mit einer Haufigkeit von 85- 90% (Chu, 2011; Sedlacek, 2013).

Das muzinése Adenokarzinom und das Siegelringkarzinom sind weitere Typen des
Karzinoms, welches mit extrazellularer im ersten Fall, oder mit intrazellularer
Schleimbildung im Falle des Siegelringkarzinoms auftreten.

Weit seltener auftretende, erwahnenswerte Formen sind das Plattenepithel -, das
adenosquamose -, das kleinzellige sowie das undifferenzierte Karzinom (Hiddemann
and Bartram, 2010; Bocker et al., 2012).

1.1.9 Metastasierung

Metastasen sind bei ca. 20% der CRC - Patienten zu beobachten (Laubert et al., 2010).
Eine Streuung erfolgt auf lymphatischem Wege, wobei zuerst die Lymphknoten
befallen werden oder tber das Blut, wo die malignen Zellen hauptsachlich die Leber
befallen.
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Uber das TNM — Staging System wird das AusmaR der Invasion bestimmt. Die
Uberlebensrate der Betroffenen ist durch die Metastasierung stark vermindert.
(Cunningham et al., 2010; Bocker et al., 2012).

1.1.10 Symptome

Da die Symptome beim kolorektalen Karzinom sehr unspezifisch sind, vor allem wenn
sie einzeln auftreten, und sich sowohl bei benignen, als auch bei malignen
Erkrankungen manifestieren, ist es schwierig eine richtige Differenzialdiagnose zu
stellen.

Oft kommt es auch vor, dass dadurch die Diagnose fir CRC zu spéat gestellt wird, vor
allem bei Andmien und Schmerzen im Abdominalraum (Singh et al., 2009; Damery et
al., 2011; Dominguez-Ayala et al., 2012; Hamilton et al., 2013). Daher versucht man
anhand einer Haufung der Symptome eine korrekte Zuordnung zu schaffen. Dazu
zdhlen Anamien, die symptomatisch aber auch ohne Anzeichen auftreten kdnnen,
rektale Blutungen, Gewichtsverlust, Schmerzen im Unterleibsbereich, Ubelkeit,
Erbrechen sowie auch ungewoéhnlicher Stuhlgang (Tsai and Gearhart, 2011).
Schmerzen im Abdominalbereich und Blutungen aus dem Rektum sind dabei die
charakteristisch auftretenden Anzeichen (Garcia Rodriguez et al., 2000).

Die Beschwerden treten grundsétzlich erst relativ spat im Krankheitsverlauf auf, was
eine friihzeitige Diagnose erschwert (Schulmann et al., 2002; Laubert et al., 2010).
Es wurde auch erwiesen, dass die 5 - Jahres Uberlebensrate bei Patienten mit
auftretenden Symptomen ungtinstiger im Vergleich zu asymptomatischen Patienten ist
(Laubert et al.,, 2010). AufRerdem ist zu erwahnen, dass 90% der mechanisch
bedingten Dickdarmverschliisse auf kolorektale Karzinome zurickzuflhren sind
(Siegenthaler and Amann-Vesti, 2006).

1.1.11 Klassifikation und Staging

Es bestehen mehrere Klassifizierungssysteme fur die Beurteilung des momentanen

Befalls durch maligne Wucherungen.
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Das am meisten anerkannte und verwendete ist das TNM - System (,Tumor Node
Metastasis System®) des UICC (,Union internationale contre le cancer®) und des AJCC
(-American Joint Committee of Cancer®). Manche Studien richten sich zusatzlich nach
dem anfanglichen Klassifizierungsprinzip, dem Duke’'s System. Hier wird das
Eindringen des Tumors in die Darmwand (Duke A), das Durchdringen durch die
Darmwand (Duke B), der zusatzliche Befall der Lymphknoten (Duke C) und die
Metastasierung in andere Gewebe (Duke D) zur Bewertung herangezogen (Sedlacek,
2013). Bei der TNM - Kilassifikation wird in erster Linie aufgrund der
histophathologischen Merkmale, welche klinische Relevanz zeigen und Rickschlisse
ermoglichen, unterteilt. Dieses Ordnungsprinzip ist ein wichtiger Faktor um Prognosen
zu stellen sowie zur Eruierung einer adaquaten Therapie (Cunningham et al., 2010).
Zuséatzlich wird hier noch die prognostizierte 5 — Jahres - Uberlebensrate determiniert
(Meyerhardt and Mayer, 2005).

Tab. 1: Kriterien der Unterteilung des TNM- Systems
Modifiziert nach Cunningham et al. (2010)

Bezieht sich auf den Fortschritt der Ausbreitung des Tumors.

TX Die Einschétzung des Tumors ist nicht moglich

TO kein Nachweis fiir das Vorliegen eines priméren Karzinoms

Tis ( Tumor in situ) Eindringen in die Lamina Propria oder innerhalb des Epithels

T1 Die Submukosa ist bereits befallen

T2 Invasion der Muscularis propria

T3 Durchdringen der Muscularis propria mit Befall der Subserosa

T4 Andere Organe werden befallen (T4a), Durchdringen des viszeralen Bauchfells (T4b)

VVVVVYVYYVY

Beschreibt zunachst die Abwesenheit bzw. die Gegenwart von Metastasen in den
N | Lymphknoten in der Umgebung sowie dessen Streuung.

NX Lymphknoten in der Umgebung kdnnen nicht festgelegt werden

NO Es besteht kein Nachweis der Lymphknotenmetastasierung

N1 Metastasierung begrenzt sich auf einen(N1a), zwei oder drei (N1b) Lymphknoten

N2 betroffen sind vier bis sechs(N2a) oder sieben und mehr (N2b) Lymphknoten in der
Umgebung

YV VY

Klassifiziert Metastasierungen auferhalb des umgebenden Bereichs des
M | urspriinglich malignen Gewebes, die Abwesenheit wird wiederum ebenfalls
inkludiert.

»  MX Die peripheren Metastasierungen sind nicht feststellbar

» MO Es sind keine peripheren Metastasierungen prasent

» M1 einseitige periphere Metastasierungen (M1a) oder es ist mehr als eine Seite betroffen
(M1b)
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Tab. 2: Unterteilung der Stadien von CRC nach Fortschritt mit Veranschaulichungen
entsprechende TNM - Klassifizierung und 5 — Jahres - Uberlebensrate nach Meyerhardt and Mayer
(2005); Die Bilder verdeutlichen die Stadium — abhéangige Infiltration der Tumorzellen durch die
verschiedenen Gewebsschichten sowie die Streuung in andere Organe. Abbildungen modifiziert

nach National Cancer Institute (2014).

Stadium

TNM-
Einteilung &
5 Jahres-
Uberlebens-
-rate

Lymph node

Blood vessel

TNM:
1: T1-2,NO,MO

5-
Jahresuberlebens-
rate: >90%

IIA

Lymph node

Blood vessel .~ -

TNM:
ITA: T3,NO,MO
I1B: T4,NO,MO

5_
Jahresuberlebens-
rate: >60-85%

IIIB
Cancerin4to 6 Cancer in 7 or more
Iymgh nodes 3

< - Q.

Tt

Cancerin 1 to 3 lymph
nodes or nearby tissue

Submucosa:

Mucosa—+

ITIC

Cancer in 1 or more lymph
nodes or nearby tissue and
cancer spreads to

TNM:
I11A:T1-2,N1,M0
I11B:T3-4,N1,M0
111C: T(1-4),N2,MO

5-
Jahresuberlebens-
rate: 25-65%

IV

To other parts
of the body

TNM:
IV:T(14),N(1,2),M
1
5-
Jahresuberlebens-
rate: 5-7%
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Weiters lassen sich CRCs, je nach Differenzierung, in unterschiedliche Stufen
einteilen. Die Bandbreite reicht von G1 bis G4, wobei mit G1 die héchste
Differenzierung eingestuft wird (Hiddemann and Bartram, 2010).

1.1.12 Risikofaktoren und Préavention

Das kolorektale Karzinom wird als eine umweltbedingte Erkrankung angesehen. Der
Grol3teil der Inzidenzfalle ist auf solche Faktoren zuriickzufihren. Die Ernéhrung tragt
hierbei viel bei. Hoher Konsum von rotem Fleisch und tierischen Fetten fordern die
Entwicklung von Karzinomen, pflanzliche Fette scheinen keine Effekte zu zeigen.
Ballaststoffe, Obst und Gemuse sollen hingegen praventiv wirken.

Mangelnde Bewegung sowie Ubergewicht sind ebenfalls Risikofaktoren. Nach
Ergebnissen einer Metaanalyse soll ein BMI - Wert von mehr als 30 kg/m? das Risiko
fur CRC um 20% erh6hen (Moghaddam et al., 2007).

Es gibt Studien, die auch einen Zusammenhang mit unterschiedlichen Hormonleveln
beschreiben. Das Risiko soll bei Frauen, die Ostrogene substituieren geringer sein (Lin
et al., 2013).

Auch beim Alter kann man eine Haufung des Risikos in einem bestimmten Bereich
erkennen. Die héchsten Inzidenzraten weisen Patienten zwischen 65 und 74 Jahren
auf (SEER, 2014). Eine positive Familienanamnese wird ebenfalls mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko verbunden (Johns and Houlston, 2001).

Bewegung soll hingegen positive Auswirkungen beziglich der Pravention von CRC
gewahrleisten.

Bei Mannern scheint der risikovermindernde Effekt hier aul3erdem hoher zu sein als

bei Frauen (Boyle and Langman, 2000, Calton et al., 2006, Larsson et al., 2006).

1.1.13 Diagnostik

Wie bereits erwahnt, entstehen mehr als 90% aller CRCs als Folge von Adenomen
(Bocker et al., 2012).
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Daher ist ein rechtzeitiges Screening fur die Pravention der Ausartung vom benignen
in den malignen Zustand von grof3er Bedeutung (Loeve et al., 2000, Tappenden et al.,
2007). AulRerdem ist es wichtig, das richtige Stadium und den Fortschritt des Tumors
festzuhalten, um eine adaquate Therapie zu initiieren (Laubert et al., 2010).
Grundsatzlich wird die endgiltige Diagnose fir CRC anhand der Ergebnisse von
Kolonoskopie, Sigmoidoskopie, sowie einer Biopsie gestellt (Cunningham et al., 2010).
Um  Metastasierungen  auszuschlieBen, sollten  computertomographische
Untersuchungen (CT) der moglichen befallenen Organe und Gewebe durchgefuhrt
werden (Mauchley et al., 2005).

FOBT( Fecal Occult Blood Test) ermdglicht ein Auffinden von bereits geringen

verborgenen Mengen von Blut im Stuhl mithilfe einer chemischen Reaktion. Dabei wird
sich die Pseudoperoxidaseaktivitat von Hamoglobin zu Nutze gemacht. (Strasinger
and Di Lorenzo, 2014). FIT (Fecal immunohistochemical test) ist die auf
Immunohistochemie basierende Methode, wodurch gezielt humanes Blut erkannt wird.

sDNA test: Bei diesem Test wird sich die verdnderte DNA bei karzinogenen Zellen zu
Nutze gemacht. Es werden wiederum Stuhlproben entnommen, worin Zellen von
Karzinomen oder grof3en Polypen enthalten sein konnen (American Cancer Society,
2011).

Die fixative Sigmoidoskopie ist weit weniger invasiv als die Kolonoskopie und die

Notwendigkeit der Sedierung fallt hier weg (Schoen et al., 2012). Ein dinner 60 cm
langer Schlauch wird dabei in das Rektum eingefuihrt. Der untere Teil des Kolons, also
der sigmoidale Teil, sowie das Rektum koénnen durch diese Methode diagnostisch
erfasst werden. Wird ein Polyp oder Karzinom entdeckt, folgt darauf die Untersuchung
des gesamten Darms mithilfe der Kolonoskopie.

Kolonoskopie: Dieses Verfahren funktioniert nach einem ahnlichen, komplexeren

Prinzip als die Sigmoidoskopie.
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Es ist eine hdchst sensible Methode, die es ermdglicht ein exaktes klinisches Bild des
ganzen Darms zu erhalten und ermoglicht bei Bedarf auch die Entfernung von
Polypen. Es erfolgt in den meisten Féllen eine Sedierung des Patienten. Der Nachteil
ist die Invasion des Eingriffs, es kann zu Blutungen und Perforationen fihren, vor allem

nach Entfernung von Polypen.

Doppelkontrastbariumeinlauf: Hier wird ein Einlauf mit Bariumsulfat gemacht, um den

Kontrast fur die Rontgenbilder zu ermdéglichen, auRerdem wird Luft hineingepumpt um

den Darm mdglichst gut sichtbar zu machen (American Cancer Society, 2011).

CT (computertomographische) Kolonographie: Diese kommt bei Patienten zum

Einsatz, bei denen das Karzinom mithilfe der gelaufigen Verfahren nicht erreichbar ist
(Laubert et al., 2010).

Es wird ein dreidimensionales Rontgenbild erstellt, der Patient muss nicht sediert
werden und der Eingriff ist im Allgemeinen kaum invasiv. Wird eine bestimmte Grofl3e
der Polypen Uuberschritten, wird im Normalfall zusatzlich eine Kolonoskopie

angeordnet.

Wahrend FOBT und der sDNA Test vor allem fur die Krebsuntersuchung geeignet ist,
sind die anderen erwahnten Methoden wie die Kolonoskopie und Sigmoidoskopie

zusatzlich fur das Erkennen von Polypen einsetzbar (American Cancer Society, 2011).

1.1.14 Therapie

Fur lokale solide Tumore wird standardmallig eine chirurgische Entfernung
durchgeftihrt (Cunningham et al., 2010).

Zur adjuvanten Behandlung haben sich Arzneimittelkombinationen als glnstig
erwiesen: FOLFOX (5-Fluorouracil, Folinsaure, Oxaliplatin) sowie XELOX
(Capecitabin, Oxaliplatin) stellen die hauptsachlich angewendeten Therapieschemen
dar (Aktories et al., 2013).

Fluorouracil gilt als Grundmedikament bei der adjuvanten Therapie von CRC.
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Es ist ein Pyrimidinderivat, welches mit Fluormolekilen substituiert ist. Seine
Wirksamkeit beruht auf der Hemmung der Thymidylatsynthase.

Normalerweise wird zu Fluorouracil zusatzlich Leucovorin verabreicht, da es als ein
Derivat der Folinsaure die Fahigkeit hat, die Bindung des Fluorouracils an das Enzym
zu stabilisieren (Meyerhardt and Mayer, 2005).

Die perorale Verabreichung von Flurorouracil allein war nicht immer gangig, da es laut
Studien zu einer mangelhaften Aufnahme tber den GI - Trakt fihrte (Hahn et al.,
1975). Die Prasenz unterschiedlicher Mengen eines wesentlichen, abbauenden
Enzyms von Fluorouracil, der Dihydropyrimidindehydrogenase, kénnte eine Erklarung
dafir sein. Um dies zu umgehen wurden Prodrugs entwickelt (Pentheroudakis and
Twelves, 2002, Meyerhardt and Mayer, 2005). Eine Optimierung in der Wirksamkeit
des oralen Praparates gewahrt zusatzlich die Kombination mit Oxaliplatin (Porschen
et al., 2007, Cassidy et al., 2008).

Hauptsachlich wird Fluorouracil intravenés verabreicht und mit einer Halbwertszeit von
20 Minuten sehr schnell aus dem Plasma eliminiert (Aktories et al., 2013).

Es wurde gezeigt, dass die Kombination mit Leucovorin, neben einem Zuriickgehen
des Tumors um mehr als die Halfte, auch eine Erhéhung der Uberlebensraten bei
Patienten mit metastasierendem kolorektalem Karzinom um 6 Monate erreicht hat
(Wolpin and Mayer,2008).

Neben starken Schadigungen der Mukosa innerhalb des Verdauungstraktes, ist die
Myelosuppression eine charakteristische Nebenwirkung. AufRerdem ist hier das
sogenannte Hand - Fuss- Syndrom zu erwahnen.

Vor allem bei langer Anwendung und bei Verabreichung des oralen Prodrugs
(Capecitabin), manifestiert sich diese Konsequenz. Sie auflert sich durch
schmerzhafte Ablosungen der Haut an den Innenseiten von Handen und Fil3en
(Aktories et al., 2013).

Irinotecan ist ebenfalls ein wichtiger Bestandteil der Therapie. Es ist ein
halbsynthetisch hergestelltes Prodrug aus Camphotecin. Um eine ausreichende
Hydrophilie zu erreichen, wurde es Uber eine Carbonsaure mit einem Dipiperidylrest
verestert. Es zahlt zur Gruppe der Topoisomerase - 1 Hemmer. Diese Enzyme sind
verantwortlich fur die Entwindung der DNA wahrend der Replikation. Durch die
Hemmung kommt es bei der Zellteilung zu nicht reparierbaren Briichen in den DNA -
Strdngen und somit zum Zelltod.
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Nach Metabolisierung von Irinotecan in der Leber entsteht das wirksame SN-38,
welches eine Halbwertszeit von 10 Stunden aufweist.

Zu den unerwunschten Folgeerscheinungen zahlen Myelodepression, nach erst
einigen Tagen einsetzender Durchfall, sowie das cholinerge Frihsyndrom. Hierbei
handelt es sich um die Auswirkungen einer Blockade des Enzyms
Acetylcholinesterase, die sich in erhohter Sekretion von Speichel und
Tranenflissigkeit aul3ern, sowie auch Durchfall (Meyerhardt and Mayer, 2005; Aktories
et al., 2013).

Oxaliplatin: Es zahlt zu jener Zytostatikagruppe, der eine DNA- interkalierende
Wirkung zugeschrieben wird und stellt eine planare Molekulverbindung dar, bestehend
aus dem Zentralatom Platin und den komplexierenden Komponenten 1,2
Diaminocyclohexan (,DACH®“) und Oxalat. Die Applikation erfolgt parenteral und
verteilt sich schnell im Gewebe. Die Elimination erfolgt hauptsachlich renal. Oxaliplatin
wirkt neurotoxisch und kann ebenfalls zu einer peripheren Neuropathie fuhren. Studien
haben erwiesen, dass es die Wirkung in Kombination mit 5 - Fluorouracil signifikant
steigert (Raymond et al., 1997). Dies ware durch eine verringerte Enzympréasenz
(Thymidylatsynthase) als Folge der oben beschriebenen Wirkung erklarbar (Raymond
et al., 2002; Aktories et al., 2013).

Biologicals

Ein neuerer Ansatzpunkt zur Behandlung der Karzinome ist der Eingriff in die
Versorgungs- und Uberlebensmechanismen.

Ziel der Antikdrpertherapie ist es spezifisch in diese Mechanismen einzugreifen und
somit die Tumorprogression und Metastasierung zu verhindern und Nebenwirkungen
am Patienten zu minimieren.

Zwei Eingriffspunkte haben sich beim kolorektalen Karzinom als wirksam erwiesen:

Der Epidermale Wachstumsfaktor - (EGF) Rezeptor und die Angiogenese (VEGF).

Cetuximab ist ein monoklonaler chimérer Antikérper, der gegen den EGF - Rezeptor
gerichtet ist und durch die Liganden - analoge, aber starker affine Bindung an den
Rezeptor eine Anlagerung des EGFs verhindert und somit die dadurch ausgeldsten
Signalwege stoppt. Akne-analoge Hautveranderungen sind typische Nebenwirkungen.
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Bevazizumab: Der humanisierte monoklonale Antikdrper greift in die Gefalineubildung

ein, indem er den VEGF (,vascular endothelial growth factor®) bindet und damit die
Uber seine auf dem Endothel situierten Rezeptor - ausgeldsten Signalkaskaden
verhindert. Die Versorgung der Tumore wird blockiert und das Wachstum somit
verringert (Meyerhardt and Mayer, 2005; Aktories et al., 2013).

COX-Hemmer: Das Enzym Cyclooxygenase 2 (COX - 2) scheint in der Karzinogenese
ebenfalls von Bedeutung zu sein. Die Expression wird vermutlich durch eine
gesteigerte Stimulation von Zytokinen und Wachstumsfaktoren angeregt, welche in
tumordsen Gewebe erhdht sind (Smith et al., 2000; Subbaramaiah and Dannenberg,
2003).

Daher wurde der Einsatz von NSAIDs wie Rofecoxib und Celecoxib mit einer
verringerten Ausbildung von Neoplasien in Verbindung gebracht (Rahme et al., 2003).
Aspirin, ebenfalls ein COX - Hemmer, kann eine Verringerung der Entwicklung von
CRC bewirken. Die Mindestdauer der Einnahme sollte dabei bei 5 Jahren liegen
(Thorat and Cuzick, 2013).

Behandlung bei metastasierendem CRC

Grundsatzlich gilt die operative Entfernung des befallenen Gewebes, soweit moglich,
als Standard (Cunningham et al., 2010).

Kombinationstherapien haben eine starke Optimierung der Uberlebensraten bei der
palliativen Behandlung von fortgeschrittenen, metastasierenden kolorektalen
Karzinomen gebracht (Tournigand et al., 2004).

Neben FOLFOX (Fluorouracil, Folinsdure und Oxaliplatin) gilt FOLFIRI (Irinotecan,
Folinsdure und Fluorouracil) als gangige Behandlung (Aktories et al., 2013).

Die zusatzliche Anwendung der bereits beschrieben Antikdper hat ebenfalls wesentlich
zu einer Verbesserung der Ansprech - und Uberlebensrate von Metastasierungen von
CRC beigetragen (Hurwitz et al., 2004; Van Cutsem et al., 2009; Yang et al., 2010).

Trotz einiger bereits bestehender Behandlungsmdglichkeiten, ist Uber die dadurch
verursachten Nebenwirkungen, die Neuerkrankungen und Uberlebensraten bei

Patienten mit CRC nicht hinwegzusehen (Ferlay, 2012).
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Daher ist man stetig auf der Suche nach optimierten Therapieschemen, die ein
genaues Befassen und eine ausgepragte Kenntnis der komplexen Entstehungswege
des CRC und den darin involvierten Faktoren, voraussetzen.

Einen dieser Faktoren stellen Transportproteine dar. Es ist bekannt, dass bestimmte
Transporter im Tumorgewebe eine verénderte Expression aufweisen. Eine wichtige,
grofRe Gruppe verkorpert dabei die OATP - Familie (Svoboda et al., 2011, Obaidat et
al., 2012; Buxhofer-Ausch et al., 2013).

1.2 OATP- Familie

1.2.1 Allgemeines

Die Bezeichnung OATPs oder ,Organic Anion Transporting Polypeptides® umfasst
eine grol3e Gruppe von Transportproteinen, welche einen Natrium- unabhangigen
Transport von unterschiedlichen endogenen und exogenen Stoffen ermdéglichen.
Diese zeichnen sich meist durch hohe Molekulargewichte von Gber 300 kDa und einer
hohen Affinitdt gegeniber Albumin aus. Hauptsachlich werden anionische amphiphile
Substrate transportiert. OATPs scheinen in Abhangigkeit der chemischen
Eigenschaften ihrer Substrate und des vorliegenden pH - Wertes jene in beide
Richtungen transportieren zu kénnen.

Die Ergebnisse aus Hydrophobizitatsanalysen zeigen, dass sich alle OATPs aus 12

transmembranaren Doménen zusammensetzen.

Extrazellular befinden sich sechs unterschiedlich groRe Domanen, welche Schleifen
ausbilden. Zwischen den Segmenten 9 und 10 liegt zum Beispiel eine grof3e Doméne
(Loop 5), auBerdem ist auch Loop 3 erwahnenswert, da hier am Ubergang zum
sechsten transmembranédren Segment die fur die OATPs typisches Konsensus
Sequenz D-X-RW-(1,V)-GAWW-XG-(F,L)-L liegt. In der Literatur findet man sie haufig
unter dem Synonym ,,OATP - superfamily signature®.

N - Glykosylierungsstellen und Cysteinreste sind an der Aul3enseite der Zellmembran
prasent (Tamai et al., 2000; Meier and Stieger, 2002; Hagenbuch and Meier, 2003;
Hagenbuch and Meier, 2004).
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Abb. 4: Graphische Darstellung der Struktur von OATP - Transportern

Links ist der OATP1A2 Transporter mit seiner transmembranéren Struktur zu sehen. Auf der inneren
und auBeren Seite der Membran sind die Loops ersichtlich. Die Cystein - Bindungsstellen sind mit
Pfeilen angedeutet. Rechts ist ein 3 - dimensionales Modell des OATP1B1 - Transporters abgebildet,
die transmembranaren Segmente sind beziffert. Modifiziert nach Obaidat et al. (2012).

1.2.2 Klassifizierung und Nomenklatur

Das HGNC (HUGO Gene Nomenclature Comittee) unterteilt die SLCs (,Soluble
Carriers®) in insgesamt 43 verschiedene Familien.
Um dieselbe Gruppe zu vertreten, missen sie mindestens 20 bis 25% Identitét in der

Aminosaurensequenz aufweisen (Hediger et al., 2004).

Hagenbuch et al. hat im Jahre 2004 ein verbessertes Klassifizierungsmodell
veroffentlicht, welches von der HGNC anerkannt wurde. SLC21 wurde umbenannt in
SLCO, wobei das ,O0“ OATP signifizieren soll.

Durch diese simple Anderung lassen sich viele Konfusionen ausschlieRen und eine
spezifische und Ubersichtliche Zuordnung der schnell wachsenden Gruppe der
Transporter wird erreicht. ,SLCO" bezeichnet nun die Genfamilie, ,OATP* steht fur die

entsprechenden Proteine.
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Die Zugehdarigkeit zu einer Genfamilie wird mithilfe von ansteigender Nummerierung
bewerkstelligt (Familie: OATP1, 2, 3, 4, 5, 6), die Subfamilie mithilfe von Buchstaben
(A, B, C, D, E, F). Bei unterschiedlichen Proteinen derselben Gensubfamilien wird zur
Identifizierung noch eine weitere Zahl hinzugefugt (Bsp.: OATP1A1, OATP1A2).

Beim Menschen sind 11 OATPs bekannt. Diese werden in sechs Gruppen, nach der
Ubereinstimmung der Aminosaurensequenz mit mehr als 40%, geteilt. Bei einer
Analogie von mehr als 60% werden sie in weitere Untergruppen bzw. Unterfamilien
gegliedert. Die am besten analysierte und bekannte Gruppe ist die OATP1 — Familie.
Die Schreibweise ,Oatpl” bezieht sich auf die Transportproteine in Nagern. Die
Grof3schreibung gilt nur fur die humanen Proteine (Hagenbuch and Meier, 2003;
Hagenbuch and Meier, 2004; Obaidat et al., 2012; Buxhofer-Ausch et al., 2013).
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Abb. 5: Familienstammbaum der OATP (Organic Anion Transporting Polypeptide) - Familie
Die blau markierten Stellen sollen die humanen Vertreter der jeweiligen Gruppen hervorheben.
Moadifiziert nach Hagenbuch und Meier (2004).
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1.2.3 Expression und Verteilung der OATPs in Normal - und

Tumorgewebe

Die Verteilung von OATPs im Gewebe unterscheidet sich in vielerlei Hinsicht. Manche
Untergruppen sind nur in bestimmtem Gewebe zu finden (OATP1, OATP2, OATPS3,
OATP4, OATP1A2, OATP1B1, OATP1B3, OATP1C1), andere treten ubiquitar auf
(OATP2A1, OATP2B1, OATP3Al, OATP4Al). Das kann ein Hinweis auf die
unterschiedliche Funktionalitat der verschiedenen Carrier sein.

In der Leber spielen die OATPs eine besonders wichtige Rolle. In der sinusoidalen
Plasmamembran situiert, sind sie zustandig fir die Aufnahme und Elimination von
Endo - und Xenobiotika. Durch diese Aufgabe sind sie bei der Pharmakodynamik und
Pharmakokinetik von grof3er Relevanz.

Eine Mdoglichkeit wéare, dass Medikamente, die zu schnell Gber die OATP Transporter
eliminiert werden, durch einen OATP - Inhibitor langer im Korper verweilen, um ihre
Wirkung zu erreichen oder umgekehrt, Stoffe, die ineffektiv sind, durch erhéhte OATP
Expression schneller eliminiert werden konnen. In Tumorgewebe ist ein stark
verandertes Auftreten ersichtlich. Normalerweise gewebsspezifische Carrier verteilen
sich hier unterschiedlich. Beispielsweise zeigten OATP1B1 und OATP1B3, im
Normalfall leberspezifische Transporter, Expression in Karzinomen verschiedener
Organe. Sie wurden unter anderem in Brust — Kolon - oder Pankreaskarzinomen
nachgewiesen (Hagenbuch and Meier, 2004; Lockhart et al., 2008; Buxhofer-Ausch et
al., 2013).

1.2.4 Substrate und Transportmechanismen

Wie bereits erwdhnt (Kapitel 1.2.1, Seite 20), werden vor allem amphiphile,
anorganische Substrate transportiert: Gallenséauren, Steroidhormonkonjugate,
Thyroidhormone, Steroidhormonsulfate, Bilirubin, Prostaglandine, Glucuronide, aber
auch exogene Verbindungen, wie zum Beispiel Arzneistoffe (Statine, ACE- Hemmer,
Digoxin etc.)

Diese Substrate besitzen ein hohes Molekulargewicht und bei vielen ist strukturell eine
Analogie ersichtlich. Zum Beispiel gehéren Steroidverbindungen dazu (Hagenbuch
and Meier, 2003; Hagenbuch and Meier, 2004; Hagenbuch and Gui, 2008).
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Die Transportmechanismen sind noch nicht vollstandig geklart. Es existieren einige
kontroverse Studien.

Dazu zahlt die Annahme, dass beim Transport eine positive geladene Pore, geknupft
an einen Schaltmechanismus, eine Rolle beim Substrattransport bei allen OATPs/
Oatps zu spielen scheint (Meier-Abt et al., 2005).

Der pH - Wert als Transportkatalysator scheint ebenfalls eine essentielle Bedeutung
zu haben. So wurde zum Beispiel an verschiedenen Transportern die pH - Wert
Abhangigkeit in Bezug auf den Substrat-Influx geprift, wonach ein niedrigerer
extrazellularer pH - Wert die Aufnahme erhdhen soll. Es gibt auch Nachweise, dass
dabei gleichzeitig ein HCOs - Ausstrom bewirkt wird.

Demnach konnten OATPs als Anionenaustauscher fungieren. Ebenfalls zu erwéhnen
sind die Hypothesen, die GSH sowie HCOs als bestehende Gegenionen fur einen
Substrateinstrom beschreiben, wie es bei Oatplal in Oozyten als Gegenionen flr
Taurocholséure oder Sulfobromophtalein nachgewiesen wurde (Satlin et al., 1997).
Wie bei OATP1B1 und OATP1B3 gezeigt wurde, ermoglichen OATPs eine
bidirektionale erleichterte Diffusion. Der Einfluss des pH - Wertes auf den Transport
wurde hier widerlegt (Nozawa et al., 2004, Mahagita et al., 2007). In allen Studien wird
darauf hingewiesen, dass unbedingt weitere Analysen zu diesem Thema erforderlich
sind (Satlin et al., 1997; Kobayashi et al., 2003; Nozawa et al., 2004; Mahagita et al.,
2007; Leuthold et al., 2009; Svoboda et al., 2011).

1.2.5 SLCO/ OATP4Al

OATP4 ist eine Familie, die sich in OATP4Al sowie OATP4C1 unterteilen lasst.
SLCO/OATP4Al1 ist am 20gl13.1 Chromosom loziert, und setzt sich aus 722
Aminosauren zusammen. OATP4ALl ist in allen Geweben nachzuweisen. Auffallend
hohe Expressionsraten wurden in Herz, Leber, Pankreas, Niere und in der Plazenta
nachgewiesen. Im fetalen Gewebe zeigt sich eine Expression in allen Geweben. Bei
Gewebsproben von Erwachsenen konnte man Schwankungen beobachten.

In diversen Krebszelllinien wurden die Expressionsraten gepriuft, wobei in
Kolonkrebszelllinien stark erhbhte Werte festgestellt werden konnten. In
Brustkrebsgewebe wurde ebenfalls eine erhdhte Expression nachgewiesen (Tamai et
al., 2000; Pizzagalli et al., 2003; Nozawa et al., 2005).
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Neben Substraten wie Cholaten und Thyroidhormonen (T3, T4, rT3), gilt es auch, wie
an einer humanen Nierenzelllinie (HEK 293) gezeigt werden konnte, als Transporter
von Prostaglandin E2, Benzylpenicillin und von konjugierten Steroidsubstraten.

Die Analyse des zweiten Vertreters der Gruppe, OATP4Cl1l ergab eine
nierenspezifische Expression (Tamai et al., 2000; Fujiwara et al., 2001; Hagenbuch
and Meier, 2004; Mikkaichi et al., 2004; Kalliokoski and Niemi, 2009).

1.3 Zytokine und OATPs

1.3.1 Immunologische Umgebung in kolorektalen Karzinomen

Die immunologische Umgebung im kolorektalen Karzinom scheint einen wesentlichen
Stellenwert in Bezug auf die Steuerung der Karzinogenese zu tibernehmen.

Im nicht ausgearteten Zustand wird angenommen, dass ein Gleichgewicht zwischen
tumorférdernden und tumorsupprimierenden Immunofaktoren herrscht. In einem
weiter fortgeschrittenen Stadium ricken vermehrt tumorférdernde Faktoren in den
Vordergrund. (Terzic et al., 2010).

Vor allem die angeborene Immunantwort ist ein wichtiger Faktor in der
Tumorpromotion, wohingegen die adaptive Immunabwehr flir die gegensatzlichen
Wirkungen verantwortlich zu sein scheint. Es gibt Studien, welche aussagen, dass die
Infiltration von NK - Zellen in Tumorgewebe mit positiver Prognose bei kolorektalem
Karzinom verbunden ist, wohingegen zum Beispiel das Eindringen von Makrophagen
oder Mastzellen in verschiedene Tumorgewebe ein schlechter Prognosefaktor sein soll
(Coca et al., 1997; Imada et al., 2000; Ribatti et al., 2003; de Visser et al., 2006).

Das Zusammenspiel zwischen den tumoreigenen Zellen, den in Stroma vorhandenen
Zellen und dem dadurch bewirkten Eindringen von dendritischen Zellen, T - Zellen
sowie auch TAMs (,tumor associated macrophages®), lasst auf eine erfolgreiche

Tumorprogression ruckschlieBen (Karin and Greten, 2005).
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TAMs sind in der Lage eine Vielzahl von Zytokinen, Wachstumsfaktoren und anderen
Entzindungsmediatoren zu sezernieren, welche unter anderem auch die fur die
Tumorausbreitung wichtige Gefal3neubildung anregen (Torisu et al., 2000; Coussens
and Werb, 2002; Schoppmann et al., 2002; Chen et al., 2005; Lewis and Pollard,
2006).

Daraus wird ersichtlich, wie préasent Botenstoffe des Immunsystems, sowie TNFa, IL -
6, IL - 1 etc., in der Umgebung von malignem Gewebe sind und somit mitverantwortlich
fur einen Tumorfortschritt sind. Sie verstarken die Angiogenese und bewirken eine

Unterdrickung der Immunsuppression (Balkwill et al., 2005; Terzic et al., 2010).

1.3.2 TNFa

TNFa induziert Signale Uber den Rezeptor p55, welcher auf allen Zellen exprimiert
wird. Auf molekularer Ebene stellt es ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von
17 kDa dar (Beutler, 1999). Die Wirkungen von TNFa sind sowohl antikarzinogen,
konnen aber auch proliferationsfordernd fir den Tumor sein (Kollias et al., 1999;
Balkwill and Mantovani, 2001; Balkwill, 2002).

Die Effekte werden Uber die Transkriptionsfaktoren NF-kB und AP-1 ausgelbt.
Gebildet wird TNFa in Makrophagen, IL - 6 hat neben letzteren auch Endothelzellen
oder auch Fibroblasten als Bildungsstatte (Horn, 2009).

Die Ausbreitung eines Karzinoms setzt eine erhéhte Angiogenese, d.h. die Ausbildung
eines GefalRsystems im Tumor, voraus, welche vor allem durch den Einfluss von TNFa

gewahrleistet wird (Bergers and Benjamin, 2003; Popivanova et al., 2008).

1.3.3IL-6

IL - 6 agiert Uber den JAK/STAT3 - Signalweg. Er bindet an seinen Rezeptor, IL - 6R,
genau genommen an die Untereinheit IL - 6Ra.

Dieses Polypeptid aktiviert die gp130 Untereinheit, welche nun die Januskinasen (JAK)
zu weiteren Phosphorylierungen von STAT3 katalysiert und somit aktiviert. (Bindung
an Zielgene) (Kishimoto, 2005; Grivennikov et al., 2009).
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IL - 6 wird unter anderem von Makrophagen sezerniert. Im kolorektalen Gewebe, wo
viele dieser Immunzellen prasent sind, fuhrt es Gber den beschriebenen Signalweg zur
Forderung der Ausschuittung von IL - 10 durch die Kolonkrebszellen. Diese Tatsache
ist deshalb interessant, da IL - 10 einen immunosuppressiven Charakter nach sich
zieht, was darauf schlieRen lasst, dass die Tumorzellen durch diesen Mechanismus
dem Immunsystem ausweichen koénnen und so das weitere Wachstum
vonstattengehen kann. Ebenso wurde gezeigt, dass diese Krebszellen die
Ausschittung von IL - 6 durch die Makrophagen anregen (Herbeuval et al., 2004).

Nach Stimulierung von Makrophagen mit LPS (Liposaccharid) wurde die Ausschiittung
von den Zytokinen TNFa, IL - 6 und IL - 113 durch diese beobachtet. Sie spielen nicht
nur in der Zelldifferenzierung eine Rolle, sie wirken auch anregend fir die Wanderung
von Krebszellen und verstarken damit ihr invasives Verhalten (Hagemann et al., 2004,
Lin et al., 2006; Jedinak et al., 2010).

1.3.4 Zytokine und Kolonkarzinom

In Kolonkrebszellen, welchen eine Darm - entziindliche Erkrankung vorausgeht, wurde
gezeigt, dass TNFa Uber NFkB die Ausschittung von IL - 6 stimulieren kann,
wohingegen die Kombination aus TNFa und IL - 6 den STAT3 - Signalweg aktiviert
(Legrand-Poels et al., 2000; Hamilton et al., 2011).

Die Aktivitat von NFkB kann aufRerdem uber aktives STAT3 verlangert werden, was
den Tumorfortschritt durch die synergistische Wirkung auf die Genepression
begunstigt (Bollrath and Greten, 2009; Lee et al., 2009).

1.3.5 Einfluss auf Transporter

Die Resultate von Studien, die sich bis jetzt mit den Auswirkungen von IL - 6 und TNFa
im Zuge einer entzindlichen Reaktion befassten, sind zum Teil widersprtchlich.

Vor allem die Transporter in der Leber wurden untersucht.

27



In Mausen sowie auch in Ratten wurde hauptséachlich eine Hemmung der Expression,
wie zum Beispiel bei Oatpl und Oatp2, nachgewiesen (Hartmann et al., 2002; Geier
et al., 2003). Bei Versuchen mit humanen Hepatozyten wurden Down - Regulationen
von OATP1B1, OATP1B3 sowie OATP2B1 beobachtet (Le Vee et al., 2009).

Im Kontrast dazu bewirkten Entziindungen, beispielsweise durch eine Hepatitis C
Infektion im Gastrointestinaltrakt, eine gesteigerte Expression der Transporter
(Ogasawara et al., 2010).

Bei entziindlichen Erkrankungen des Darms konnte auf3erdem eine signifikant erhdhte
Expressionsrate von OATP4A1 und OATP2B1 nachgewiesen werden. In
Lebermetastasen von kolorektalem Karzinom konnte ebenfalls eine starke Induktion
von OATP4A1 demonstriert werden (Wojtal et al., 2009; Wilcek et al., 2011).
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2 ZIELSETZUNG

Das kolorektale Karzinom gilt als eine der haufigsten Karzinomerkrankungen bei
Mannern und Frauen in den industrialisierten Landern. Der Uberwiegende Teil der
Tumore entsteht sporadisch und ist zu einem groRen Teil auf den Lebensstil
zuruickzufiihren. Zu den wichtigsten Einflussfaktoren zahlen GiberméaRiger Verzehr von
rotem Fleisch, ballaststoffarme Ernahrung, ein Defizit an physischer Aktivitat,
regelmaniger, hoher Alkoholgenuss und Rauchen. Zusatzlich kommen die familiare
Pradisposition und fortgeschrittenes Alter als Risikofaktoren dazu. Entzindliche
Erkrankungen des Darms, sowie Morbus Crohn und Ulzerative Kolitis stellen weitere

wichtige Risikofaktoren dar.

Beim Fortschreiten der Tumorerkrankungen im Darm spielt die immunologische
Umgebung der Darmmukosa eine tragende Rolle. Leukozyteninfiltrationen, veranderte
T - und B — Lymphozyten - Differenzierung, Makrophagenaktivitdt und die damit
verbundene Anderung der Zytokinausschiittung tragen unter anderem dazu bei, ein
proinflammatorisches Milieu, das wiederum die Tumorausbreitung fordert, zu schaffen.
Es ist auch bereits bekannt, dass Entziindungen die Expression von wichtigen
Transportern der OATP - Familie, wie OATP4A1l, die fur das Tumorwachstum von

Bedeutung sein kdnnen, beeinflussen.

OATPs sind Natrium - unabhéngige Anionentransporter, welche strukturell durch 12
transmembrandre Segmente sowie intra - und extrazellulare Loops beschrieben
werden konnen und eine wesentliche Rolle im Transport von essentiellen endogenen
und exogenen Substanzen sowie Gallensauren, Steroidhormonderivaten,
Prostaglandinen, aber auch Medikamenten und hier vor allem Statinen und
Zytostatika, etc. spielen. Das Expressionsmuster der OATPs, wie zum Beispiel von
OATP4A1, verandert sich im Tumorgewebe. OATP4AL ist in kolorektalem Karzinom
vermehrt exprimiert, wobei aber die Faktoren, die das Expressionsmuster bestimmen,

nicht bekannt sind.

Ziel dieser Diplomarbeit ist es daher, den Einfluss prominentester
Entziindungsmediatoren, wie Interleukin - 6 und Tumor - Nekrosefaktor alpha, auf die
Expression des OATP4A1l Transporters in kolorektalem Karzinom zu untersuchen.

Studien sollen auf MRNA und Proteinebene durchgefuhrt werden.
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Dazu soll die kolorektale Adenokarzinomzelllinie C205 kultiviert und anschliel3end mit
TNFa und IL - 6 zu unterschiedlichen Zeitpunkten behandelt werden. Nach 6 h, 12 h
und 24 h werden die Behandlungen gestoppt und aus den Zellen wird die RNA isoliert
und revers transkribiert. Mittels einer gRT - TagMan® PCR werden Modifikationen in
der OATP4A1 mRNA Expression untersucht. Immunofluoreszenzfarbungen werden
ebenfalls an C205 Zellen unter den gleichen Behandlungsprotokollen durchgefuhrt.
Hier sollen die OATP4A1 - positiven Zellen mit dem TissueFAXS® Imaging System
aufgenommen werden. AnschlieRend soll mit der TissueQuest® Software die Anzahl
der Zellen, die den Transporter exprimieren, quantifiziert und die Intensitat der Farbung
bestimmt werden. Durch genaues Erforschen der Wirkung von TNFa und IL - 6 auf die
Expression des Transporters soll mehr tiber mégliche Funktionen dieses Transporters
im Kolonkarzinom erfahren werden. Die Studien stellen somit die Grundlagen dar, um

die Funktion der OATP - Transporter flr einen gezielten Therapieansatz zu erforschen.

30



3 MATERIAL UND METHODEN

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Materialien von Merck (Darmstadt, D)

bezogen.

3.1 Zellkultur

Medien, Puffer, L6sungsmittel

RPMI - 1640 Medium mit L - Glutamin und Natriumbicarbonat (SIGMA - ALDRICH,
Buchs, CH)

Fetales Bovines Serum FBS superior (Biochrom AG Biotechnologie, Berlin, D)
Calcium - und Magnesiumfreies 1x PBS

10x Trypsin - EDTA L6sung (SIGMA - ALDRICH, Buchs, CH)

Ethanol (EtOH)

DMSO (Dimethylsulfoxid)

Zellkulturmaterialien, Gerate

25 cm?und 75 cm? Zellkulturflaschen mit Filterkappen (TPP, Trasadingen, CH)
10 ml Pipetten (Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, D)

25 ml Pipetten (Biozym Scientific GmbH)

Eppendorfpipetten (Eppendorf AG, Hamburg, D)

SafeSeal Spitzen (Biozym Scientific GmbH)
Pasteurpipetten (SIGMA - ALDRICH, Buchs, CH)

15 ml Zentrifugengefalde (TPP)

Laminar Air Flow (Thermo Fisher Scientific, Asheville, US)
Hettich Rotante Zentrifuge (HettichBach, CH)

Inkubator Heraeuscytoperm 2 (Thermo Fisher Scientific)
Olympus CK2 Mikroskop (Spach Optics, Rochester, NY)
Cool cell SV2 alkoholfreie Einfrierbox (BioCision, LLC, USA)
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3.1.1 Zelllinie

Es wurde ausschlie3lich mit der humanen Kolonadenokarzinom - Zellinie, die von
einem 70 - jahrigen Patienten mit einem metastasierenden Kolonkarzinom (Dukes
Classification Grade D) stammt, verwendet. (ATCC, LGC Standards)

C205 Zellen weisen Berichten zufolge kubische Formen bei der Isolation auf.

In spateren Passagen nehmen die in Suspension vorliegenden Zellen Gberwiegend
runde Gestalt an und treten vermehrt in Aggregaten auf, die adharierenden Zellen
weisen kubische Formen auf (Semple et al., 1978). Wahrend unserer Versuche
konnten ahnliche Beobachtungen gemacht werden, die kubischen morphologischen

Strukturen waren jedoch gering ausgepragt.

3.1.2 Kultivierung der Zellen

Allgemeines:

Als Medium wurde RPMI - 1640 von Sigma Aldrich mit 10%igem Zusatz von FBS

verwendet. Die Zellen wurden unter folgenden Konditionen inkubiert:

Tab. 3: eingesetzte Einstellungen am Inkubator

Temperatur 37°C
CO2 Sattigung 5%
Relative Luftfeuchtigkeit 95%

Die Arbeit mit den Zellen wurde ausschlie3lich unter der sterilen Werkbank im
Zellkulturraum durchgefiihrt. Handschuhe und Oberflachen wurden mit 85%igen
Ethanol desinfiziert. Vor Beginn mussten alle verwendeten Medien auf
Raumtemperatur erwdrmt werden, um unnétige Stressfaktoren fur die Zellen zu
vermeiden. Pipetten und Gefal3e wurden autoklaviert. Die Zellen wurden in 25 oder 75
cm? Zellkulturflaschen geziichtet.
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Auftauen von Zellen:

Die Zellen wurden bei -196° in flussigem Stickstoff gelagert.

Zum Auftauen wurde die eingefrorene Zellsuspension im Wasserbad bei 37°C fur 3 -
4 Minuten erwarmt. Unter dem Laminar Air Flow wurde in einem 15 ml Reaktionsgefald
die Zellsuspension mit 10 ml frischem Medium gemischt und anschlielRend mit 1000
rom 3 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. In weiterer Folge wurde der
Uberstand abgesaugt und das Pellet mit etwas frischem Medium resuspendiert. Die
Zellsuspension wurde in eine 75 cm? Zellkulturflasche mit Filteraufsatz (mit 12 ml
vorgelegtem Medium) transferiert und bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurde das
Medium gewechselt.

Mediumwechsel und Splitting:

Bei der C205 Zelllinie handelt es sich um semi - adharente Zellen. Das Medium wurde
jeden zweiten Tag gewechselt. Dabei wurde die Zellsuspension in ein 15 mil
Reaktionsgefal transferiert und fir 3 Minuten bei 1000 rpm und 22°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde entfernt und mit 12 ml frischem Medium resuspendiert. Danach
wurde die Suspension wieder in die Zellkulturflasche tUbertragen und in den Inkubator
gestellt. Um die Zellen nicht zu schadigen, sollten sie weder zu lange aufRerhalb des
Inkubators gehalten werden, noch direkter starker Lichteinstrahlung (Mikroskop)
ausgesetzt werden, was ein zugiges Arbeiten voraussetzt.

Nach Erreichen einer angemessenen Konfluenz (~80%) wurden die Zellen gesplittet.
Dazu wurden die Suspensionszellen in ein Reaktionsgefal? Ubertragen und die
adharent vorliegenden Zellen in der Zellkulturflasche mit PBS gewaschen. Dieser
Vorgang dient dem Entfernen von FBS, welches als Trypsin - Inhibitor fungiert. Nach
Absaugen wurden 3 ml Trypsin hinzugefigt und die Zellkulturflasche fur 3 - 4 Minuten
in den Inkubator gestellt, bis die adharierenden Zellen sich vom Flaschenboden geldst
haben. Nun wurden 9 ml (3 - fache Menge) frisches Medium hinzugefligt, um die
Trypsin - Reaktion zu stoppen. Die nun schwimmenden Zellen wurden ebenfalls in das
Reaktionsgefal3 Ubertragen und zentrifugiert. Nach dem Absaugen wurde je nach
vorhandener Pellet - GroBe mit entsprechender Menge frischem Medium

resuspendiert.
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Je nach gewlinschtem Split - Verhaltnis wurde ein adaquater Teil der Zellsuspension

in eine neue Zellkulturflasche mit vorgelegtem frischem Medium beigeftigt.

Die Konfluenz sowie die Morphologie wurden taglich mithilfe des Mikroskops geprdift.

Einfrieren von Zellen:

Das Einfrieren sollte langsam ablaufen. Die Temperatur sollte um 1°C pro Stunde

sinken. Die Zellen in der Zellkulturflasche sollten mehr als 80% konfluent sein.

Es wurde ein Einfriermedium hergestellt. Dazu wurden zum RPMI - 1640 Medium +
10% FBS, 10% DMSO (Dimethylsulfoxid) und die entsprechende Menge FBS
hinzugemischt um 20% FBS zu erhalten. Die Zellen wurden gewaschen, trypsiniert

und zentrifugiert. Nach dem Entfernen des Uberstandes wurde das Pellet

Einfriermedium suspendiert und 1 ml in ein Kryogefal3 Gberfihrt.

3.1.3 Behandlung der Zellen

Medien, Puffer, L6sungsmittel

RPMI - 1640 Medium mit L - Glutamin und Natriumbicarbonat (SIGMA - ALDRICH)
Fetales Bovines Serum FBS superior (Biochrom AG Biotechnologie)

Calcium - und Magnesiumfreies 1x PBS

10x Trypsin - EDTA (SIGMA-ALDRICH)

Ethanol (EtOH)

peqGOLD TriFast (PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, D)

Zellkulturmaterialien, Geréate

25 cm?und 75 cm? Zellkulturflaschen mit Filterkappen (TPP)
10 ml Pipetten (Biozym Scientific GmbH)

25 ml Pipetten (Biozym Scientific GmbH)

Eppendorfpipetten (Eppendorf AG)

SafeSeal Spitzen (Biozym Scientific GmbH)

Pasteurpipetten (SIGMA - ALDRICH)

15 ml und 25 ml Zentrifugengefal3e (TPP)

im
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6 - Well Platten (IWAKI brand, SCITECH DIV. ASAHI TECHNO GLASS, Japan)
Laminar Air Flow (Thermo Fisher Scientific)

Hettich Rotante Zentrifuge (Hettich Bach)

Inkubator Heraeuscytoperm 2 (Thermo Fisher Scientific)

Olympus CK2 Mikroskop (SpachOptics)

Automatischer Zellzéhler TC20™ (Bio- Rad Laboratories Ges.m.b.H)

Entziindungsmediatoren

e Human Interleukin 6 (SIGMA - ALDRICH)
e Human Tumor necrosis factor a (SIGMA - ALDRICH)

Die Zellen wurden mit den Entziindungsfaktoren IL - 6 und TNFa in verschiedenen
Konzentrationen in Kombination, sowie auch einzeln stimuliert, um in Folge RNA zu
isolieren und mithilfe der gRT - TagMan® PCR Veranderungen der OATP4A1 mRNA
Expression in den C205 Zellen zu analysieren.

Die Zellen aus den T75 Flaschen wurden mit PBS gewaschen, trypsiniert und dann im
25 ml Reaktionsgefal3 zentrifugiert. Das Pellet wurde in entsprechender Menge in
frischem Medium resuspendiert. Mit einem Zellz&hlgerat wurde die Zellzahl pro ml
bestimmt. Dazu wurden 10 pl Suspension auf einen Objekttrager aufgetragen um
danach mit dem Zellzahlgerat die Zellzahl pro ml bestimmen zu kénnen. In jedem Well
sollten ~800 000 bis zu 1 000 000 Zellen vorhanden sein.

4 ml Medium wurden in jedes Well vorpipettiert und daraufhin wurde die berechnete
Menge der Zellsuspension beigefiigt. Die Wellplatten wurden bis zum nachsten Tag
inkubiert. Die restlichen Zellen wurden in einer 25 cm? Zellkulturflasche weiterkultiviert.
Wenn die Zellen bereits ausreichend konfluent waren, konnte die Stimulation gestartet
werden. Das Medium wurde abgesaugt und mit 1 ml frischem Medium ersetzt. Die
vorbereiteten Entziindungsfaktoren wurden in den benétigten Konzentrationen zu
jedem Well hinzugefiigt. Nach 6, 12 und 24 Stunden wurden die Reaktionen mit jeweils
1 ml Trifast gestoppt.

Das entstehende Zellhomogenat wurde in Mikroreaktionsgefalie transferiert, bei -20°C

eingefroren und bis zur RNA Isolierung aufbewabhrt.
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Die Kontrollen wurden nur mit dem Medium und anschlieBend mit Trifast behandelt.
Um alle Zellen in der Suspension zu erfassen, wurde diese zentrifugiert und das Pellet
in Trifast resuspendiert. Zwischen den einzelnen Schritten wurde regelmafiig der

Zustand der Zellen unter dem Mikroskop geprift.

3.2 RNA lIsolierung

Medien, Puffer, L6sungsmittel

pegGOLD TriFast (PEQLAB Biotechnologie GmbH)
Chloroform

Isopropanol

Ethanol (EtOH)

Destilliertes, RNase/ DNase freies Wasser

Plastikmaterialien, Gerate

Mikroreaktionsgefal3e 1,5 ml

SafeSeal Spitzen (Biozym Scientific GmbH)
Laminar Air Flow (EHRET GmbH & Co. KG)
Hettich Rotante Zentrifuge (Hettich Bach)
Thermomixer comfort (Eppendorf)

Nanodrop Spektrophotometer ND - 100 (Thermo Fisher Scientific)

Der Umgang mit RNA erfordert vorsichtiges, steriles Arbeiten, da diese sehr instabil ist
und leicht durch RNasen abgebaut werden kann. Alle Schritte wurden daher unter dem
Laminar Air Flow durchgefuhrt.

Die in Trifast gel6sten, eingefrorenen Proben wurden zunéchst bei Raumtemperatur
fur 5 Minuten inkubiert um eine vollstédndige Lyse der Zellen zu gewahrleisten.

Nun wurden jeweils 200 ul Chloroform zugefiigt und fir 15 Minuten bei 12000 g bei
4°C zentrifugiert. Dadurch wurde eine Abtrennung der RNA von Proteinen und

genomischer DNA erreicht.
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Nach dem Zentrifugieren waren drei Phasen im Reaktionsgefal3 sichtbar: die oberste
Phase mit der gesuchten RNA, die mittlere Phase mit der DNA und die unterste Phase
(Chloroformphase) mit den Proteinen. Nun wurde die wassrige Phase in neue

Mikroreaktionsgefalde mit 500 ul vorgelegtem Isopropanol transferiert.

<— Wassrige Phase mit RNA
P — Mittlere Phase mit DNA
<+

Chloroformphase mit Proteinen

Abb. 6: Skizze der drei sich bildenden Phasen nach dem Zentrifugieren

Die Proben wurden fir 10 Minuten auf Eis gehalten und daraufhin 15 Minuten mit
12000 g bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgesaugt und das
Pellet wurde mit 70%igen Ethanol gewaschen. Nach kurzem Vortexen und
zehnminutigem Zentrifugieren wurde das Ethanol entfernt und anschlieend maximal
3 Minuten am Thermomixer getrocknet. Je nach GroRRe des Pellets wurde es in einer
adaquaten Menge Wasser geldst (Bereich zwischen 20 ul - 80 pl). Die geloste RNA
wurden nun 10 Minuten am Thermomixer bei 55°C inkubiert. Daraufhin wurden am
Nanodrop Spektrophotometer die Konzentrationen in ng/ul vermessen. Der Blank
wurde dabei mit RNase/ DNase freiem Wasser durchgeftuihrt. Die isolierte RNA wurde

bei -80°C eingefroren.
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3.3 Reverse Transkription

Medien, Puffer, L6sungsmittel

RNase/ DNase freies Wasser

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Life Technologies, Carlsbad, CA)

Plastikmaterialien, Gerate

Mikroreaktionsgefal3e 0,2 ml (Biozym Scientific GmbH)

SafeSeal Professional Spitzen (Biozym Scientific GmbH)
Nanodrop Spektrophotometer ND - 100 (Thermo Fisher Scientific)
Laminar Air Flow (EHRET GmbH & Co. KG)

Biometra Personal Thermocycler (Biometra GmbH, Goéttingen, D)

Die reverse Transkription dient der Umschreibung von RNA in cDNA (,complementary
DNA®), welche zur PCR Analyse bendtigt wird. Fir die Transkription wurde eine Menge
von 1 pl RNA - Templat bendtigt.

Nach Vermessung der Konzentrationen mittels Nanodrop - Spektrophotometer wurden
die entsprechenden Mengen an RNA mit RNase/DNase freiem Wasser auf insgesamt
10 ul verdinnt. Nun wurden 10 pl einer Loésung (Tab. 4) in angefihrter

Zusammensetzung hinzugeflugt.

Tab. 4: Losung fur die reverse Transkription.
RT = Reverse Transkription, dNTP = Desoxyribonukleosidtriphosphat

10x RT buffer 2 ul
10x dNTPs 0,8 ul
RNA - reverse Transkriptase: 1 pl
RNase freies Wasser 4,2 ul
Summe 10

Die Proben wurden in den Biometra Personal Cycler gestellt um die Reaktionen zu

starten.
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Zuerst erfolgte die Enzymaktivierung bei 25°C fur 10 Minuten, daraufhin wurde die
eigentliche Reverse Transkription bei 37°C eingeleitet, welche ~120 Minuten
beanspruchte. Zuletzt folgte die Deaktivierung der Enzyme bei 85°C fur 5 Minuten. Die
Proben wurden nach Abschluss der Reaktionen auf 4°C gekuhlt.

Um eine cDNA Konzentration von 10 ng/ul zu erreichen, wurde schlie3lich in einem
Verhaltnis von 1:5 (80 pl) mit RNase/DNase freiem Wasser verdinnt. Die cDNA wurde

bei -20°C gelagert.

3.4 Polymerase — Kettenreaktion (PCR)

3.4.1 Allgemeines

Im Jahre 1980 wurde die ,Polymerase Chain Reaction“ durch den Wissenschaftler
Kary Mullis erfunden, der dafir im Jahre 1993 mit dem Nobelpreis ausgezeichnet
wurde.

Die PCR wurde friiher auch ,DNA - Photocopier” genannt. Es stellt ein einfaches
Prinzip und gleichzeitig einen komplexen Prozess dar, was einen effektiven Umgang
und eine genaue Analyse der DNA ermdoglicht. Seit der Erfindung der PCR gab es
einen schwunghaften Fortschritt in der molekularbiologischen und medizinischen
Forschung. Durch diese Reaktion wurden gleich mehrere Anwendungen mdoglich:
durch die Quantifizierung bestimmter Genabschnitte gelang es zum Beispiel mutierte
Gene ausfindig zu machen sowie auch ausgewahlte Expressionsraten zu analysieren
(McPherson and Mgller, 2007).

Die PCR basiert auf der Fahigkeit von DNA - Polymerasen, komplementare DNA -
Strdnge zu bilden. Es werden thermoresistente Polymerasen verwendet, da zur
Denaturierung der Doppelstrange eine Temperatur von 92 - 96°C notig ist. Zur
Durchfiihrung bendtigt man ein Templat, also einen bestimmten DNA Strang zum
Beispiel, ausgewahlte Primer an den Enden der zu amplifizierenden Gensequenz und
alle vier Desoxynukleotide (dNTPs). Nach der Denaturierung kénnen die Primer nun
an die komplementaren Abschnitte der Matrizen - DNA durch Hybridisierung
andocken. Dieser Vorgang erfordert eine geringere Temperatur, die
Schmelztemperatur der Primer muss dabei beachtet werden. Man nennt diesen Teill

der Reaktion ,Annealing“. Nun erfolgt die eigentliche Polymerisation (Elongation).
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Die Temperatur wird fur die Polymerase - Aktivitat optimiert (68°C-72°C), die nun vom
3' - Ende synthetisiert.

Die neu gebildeten DNA - Strange agieren nun ebenfalls als Template fur die
Polymerasen wodurch eine exponentiell steigende Amplifizierung des gewlnschten
Fragments erfolgt. Die beschriebenen drei Schritte werden unter einem Zyklus
zusammengefasst. Die ganze Reaktion umfasst zwischen 25 und 40 Zyklen, abhangig
von der Grol3e der Matrizen DNA etc. (Kick, 2005).

Die traditionelle PCR ist aufwendig und zeitbeanspruchend. Um durch die Endpunkt

Methode eine Quantifizierung zu erméglichen, wird Agarose Gel verwendet.

Tab. 5: Uberblick eines Zyklus, konventionelle PCR

Schritt Temperatur
Denaturierung 92°C - 96°C
Annealing 50°C - 65°C
Elongation 68°C - 72°C

3.4.2 Quantitative Real - Time (RT) PCR

Die Real - Time PCR ist eine optimierte Version der PCR. Der Vorteil liegt darin, dass
im Gegensatz zur konventionellen PCR die Quantifizierung des gewlnschten
Fragments bereits nach jedem Zyklus bestimmt werden kann, namlich mit dem Einsatz
von Fluoreszenzfarbstoffen. Mithilfe eines Diagramms kann der Verlauf der Reaktion
dargestellt und direkt abgelesen werden (Kick, 2005).

Bei der konventionellen PCR wird das Endprodukt bestimmt, d.h. erst in der
,Plateauphase®, wahrend bei der Real - Time PCR durch die fluoreszierenden
Farbstoffmolekiile schon wéhrend der exponentiellen Phase im Zyklus eine
Produktbestimmung mdglich ist, da die Fluoreszenz proportional zum amplifizierten
Fragment steigt.

Um auf die Anfangsmenge der Template rlckrechnen zu kdnnen, ist eben eine
Messung wahrend der exponentiellen Phase unabdingbar.

Die Bestimmung erfolgt erst ab einem bestimmten Punkt, der im Diagramm als

sogenannte , Thresholdline” gesetzt wird und auch ,Ct - Wert“ genannt wird.
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Dies ist der Schwellenwert, bei dem das Fluoreszenzsignal der Proben starker ist als
das Hintergrundsignal. ,Ct* oder ,Cycle threshold” beschreibt die Anzahl der
notwendigen Zyklen, um mit dem Fluoreszenzsignal den Schwellenwert zu erreichen.
Demnach entsprechen die Ct - Werte der einzelnen Proben der Menge an ,starting

template” (Ginzinger, 2002).

3.4.3 Quantitative Real - Time TagMan®PCR

Hier wird mit Farbstoffmolekulen gearbeitet. Der Reporter mit hohem Energiepotenzial
bindet an das 5 - Ende einer Sonde (Oligonukleotid), der Quencher mit niedrigem
Energiepotenzial an das 3' - Ende. Diese Sonde dockt an eine Stelle des zu
polymerisierenden DNA Fragments. Bevor die Reaktion startet, liegen die beiden
Fluorophore nahe beieinander, dadurch wird das Fluoreszenzsignal des Reporters
durch den Quencher tUberdeckt. Dies ist ein Zustand, der sich aus dem sogenannten
FRET (,Fluorescence Resonance Energy Transfer®) ergibt.

Ist die Reaktion im Gange, werden durch die Polymeraseaktivitat die beiden Enden
voneinander entfernt, was dazu flihrt dass das Signal des Reporters nun erscheint und

proportional zur Akkumulation des Produktes steigt (Ginzinger, 2002).

Reporter dye o

Quencher dye

;?'O

Abb. 7: Graphische Darstellung des Prinzips
der quantitativen Real - Time TagMan®PCR
Die TagMan® Sonde stellt ein Oligonukleotid dar,

e
y welches am 5’ - Ende einen Reporter (grin) und
MEMM am 3’ - Ende einen Quencher (rot) tragt. (A) Die
= % 9

DNA Polymerase, deren 5’ Exonuklease Aktivitat
sich hier zu Nutze gemacht wird, trifft im Zuge der
Elongation auf die TagMan® Sonde (B), letztere
wird nun durch die Exonuklease - Aktivitat am &’
Ende gespalten und der Reporter gibt somit das
fluoreszierende Signal (C). Abbildung modifiziert
nach Applied Biosystems.

P
LT LT NS
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3.4.4 Vorbereitung

Tab. 6: Mastermix fur ein Well (quantitative Real - Time TagMan® PCR)

TagMan®Primer/Probe 1u
2x TagMan® Gene Expression MasterMix 10 pl
RNA - freies H20 7 pl
Summe 18 ul

2 ul der cDNA wurden in eine 96 - Well Platte Gbertragen. Danach wurde der Mastermix
mit den Primern hinzu pipettiert. Es wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt. Das
Gesamtvolumen betrug 20 pl und die Reaktion wurde in der Real - Time PCR
Maschine gestartet.

Als Primer kamen GAPDH (Glycerinaldehyd — 3 — Phosphat - Dehydrogenase),
YWHAZ (14 — 3 — 3 Protein zeta/delta) und die ribosomale Untereinheit 18S zum

Einsatz, da sie in den behandelten Zellen am stabilsten exprimiert waren.

3.4.5 Datenanalyse

Nach Ablauf der Reaktion wurden die Resultate aus der SDS Software in eine Excel
Arbeitsmappe ubertragen um die Berechnung durchzufihren.

Bei der Datenanalyse kann man zwischen absoluter und relativer Quantifizierung
unterscheiden. Bei der absoluten Methode wird eine Standardkurve als Bezug
genommen. Daher ist es im eigentlichen Sinne keine ,absolute Quantifizierung“. Dabei
wird eine Standardkurve von Proben mit bekannten Mengen erstellt und die gesuchten
Werte der unbekannten Proben davon abgeleitet. Die relative Quantifizierung wird
eingesetzt, um Unterschiede in Expressionsraten von Genen zu bestimmen. Hier
bezieht man sich auf Referenzgene.

Bei meinen Versuchen wurde die relative Quantifizierung gewahlt. Dabei kam die
sogenannte komparative Ct Methode zum Einsatz.

Das geometrische Mittel der Mittelwerte der endogenen Kontrollen wurde bestimmt

und von den Mittelwerten der Ct - Werte subtrahiert.
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Die Werte der Referenzen (GAPDH, YWHAZ, 18S) dienten der Normalisierung (NF).
Das Ergebnis stellte den ACt Wert der einzelnen Proben dar. RQ (,Relative Quantity®)
wurde mit folgender Formel berechnet:

RQ: 2(-ACt)/ (-ACt der Kontrolle)

Zusétzlich wurde RQmax und RQmin mithilfe der Standardabweichung der Ct - Werte

der amplifizierten Gensequenzen wie folgt berechnet:

RQmax= 2(-ACt+ SD)/ (-ACt der Kontrolle)

RQminz 2(-ACt- SD)/ (-ACt der Kontrolle)

Die Analyse wurde anhand der Benutzerinstruktionen der Data Assist™ v3.0 Software

von Applied Biosystems durchgefihrt.

3.5 Farbung von OATP4A1 in C205 Zellen

Medien, Puffer, L6sungsmittel

4%iges Paraformaldehyd (PFA)

1x PBS (Phosphat - gepufferte Salzldsung)

1% BSA (Bovines Serum Albumin) in 1x PBS

0,5% Triton X in 1% BSA in 1x PBS

DAPI (4',6-Diamidin - 2-phenylindol)

Einbettmedium Fluoromont - G™ (SouthernBiotech, Birningham, USA)
Destilliertes H20

Zellkulturmaterialien, Geréate

Deckglaser, rund (& 15 mm)
Objektrager SUPERFROST® (Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, D)
6 - Well Platten (IWAKI brand, SCITECH DIV. ASAHI TECHNO GLASS)
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Tab. 7: primére und sekundéarer eingesetzter AntikGrper
angegeben sind die eingesetzten Verdiinnungen und Inkubationszeiten

Primarer SLCOA4A1 Atlas 1:200 uber Nacht bei 4°C
Antikdrper Antibodies ' inkubiert

Sekundéarer AF488 Goat anti
Antikorper Rabbit

1:1000 1 h inkubiert

3.5.1 Immunofluoreszenzfarbung

Nach der Behandlung der Zellen mit den Entziindungsfaktoren, wurden die Zellen mit
4%iger Paraformaldehyd - Losung fixiert.

Paraformaldehyd (PFA) dient der Stabilisierung und Fixierung der Zellen auf den
Deckglasern. Es ist ein Polymerisationsprodukt vieler Formaldehydmolekile und hat
die Eigenschaft mit den Hydroxylgruppen an den N - Terminus von Proteinen zu
binden. Dieser Vorgang ist nétig um das Austreten des Zellinneren zu verhindern,
wenn die Zellmembran bei der Farbung fur den Antikbper durchlassig gemacht wird
(Versuchsprotokoll 4.1 Zellbiologie).

Zuerst wurde das Medium abgesaugt, dann wurden die Zellen zweimal mit PBS fur 5
Minuten gewaschen. Danach wurde fir 15 Minuten mit PFA fixiert und wieder 5
Minuten mit PBS gewaschen. Um nun das Uberschissige PFA zu entfernen, wurde fur
10 Minuten mit 50 mM Ammoniumchlorid behandelt.

Anschlie3end wurden die Zellen in einer Blocking Solution (Triton 0,5% in PBS + 1%
BSA) eine Stunde lang inkubiert, um die unspezifischen Proteinbindungsstellen zu
okkupieren und in Folge wurde der gleiche Vorgang mit dem primaren Antikdrper
durchgefthrt. Dieser wurde in einer 1%igen BSA in PBS L6sung verdinnt.

Die Deckglaser wurden 4 - mal fur 10 Minuten in PBS gewaschen. Der zweite
Antikorper wurde in reinem PBS verdinnt und aufgetragen. Ab diesem Schritt wurde
ausschlief3lich unter Lichtschutz gearbeitet.

Nach dem Inkubieren mit dem sekundaren Antikdper wurde 2 - mal fir 10 Minuten mit
PBS gewaschen. Fur die Zellkernfarbung wurde DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) in
einer 1:1000 Verdunnung fir 15 Minuten aufgetragen. Dann wurden die Deckglaser
mit destilliertem H20 2 - mal fir 5 Minuten gewaschen. Zuletzt wurden die Zellen mit
Fluoromont - G™ auf Objekttragern eingebettet.
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3.5.2 Mikroskopische automatisierte digitalisierte Aufnahme und

Auswertung

Nach dem Trocknen wurden Immunofluoreszenzbilder der gefarbten Zellen mithilfe
des TissueFAXS® Mikroskopiersystems (Version 4.1.5.2 PCO) von der Firma
TissueGnostics® (Vienna, Austria) aufgenommen, um anschlieRend die Zellfarbung

mit der TissueQuest® Software (Version 4.0.1.0127) auszuwerten.

Abb. 8: TissueFAXS® Cell Analysis System (TissueGnostics®, Vienna, Austria)

Prazise morphologische Aufnahmen werden durch eine Kombination aus Mikroskopie
(Multi — Kanal - Durchflusszytometrie), Computer und einer hochqualitativen Kamera
ermoglicht.

Die TissueFAXS® Software, bietet hoch aufgeloste Fluoreszenzbilder, welche gezielt
bearbeitet und des Weiteren mit der TissueQest® Software (Version 4.0.1.0127) genau
ausgewertet werden kdnnen.

Fur die gefarbten C205 Zellen war es notwendig, addquate Einstellungen in den
einzelnen Kanélen, fir die Kamera und die Belichtungszeit, etc. zu applizieren, um
die Aufnahme der Bilder zu optimieren. Danach wurden am Praparat ROls (,Regions

of Interest“) markiert und die Aufnahme der Zellen konnte initiiert werden.

Nach Beendigung der Aufnahme wurden die Ergebnisse tberpruft und bei Bedarf nicht

fokussierte Teile (FOVs = ,Fields of View") neu akquiriert.

45



In Folge wurden die Resultate exportiert, um damit ein neues Projekt mit der
TissueQuest® Software starten zu konnen. Diese Software beinhaltet viele nitzliche
Funktionen fur eine Analyse.

Auch hier wurden ROIs definiert, um nur die gewlinschten Regionen zu analysieren.
Dann wurden die passenden Parameter fur die Fluoreszenzkanale (DAPI und GFP)
eingestellt und die Analyse konnte gestartet werden.

Zuletzt wurde ein statistischer Bericht Uber die Anzahl der gefarbten Zellen und die

Farbeintensitat in eine Excel - Mappe exportiert.
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4 ERGEBNISSE

4.1 Bestimmung der OATP4A1 mRNA - Expression in der
C205 Zelllinie

Ziel der Versuchsreihe war es, die OATP4A1 mRNA - Expression in der kolorektalen
Karzinomzelllinie C205 zu untersuchen. Diese Zelllinie stammt von einem
fortgeschrittenen, bereits metastasierenden Karzinom (Dukes Stage D). Weiters ist zu
untersuchen, ob die beiden Entziindungsmediatoren IL - 6 und TNFa zu einer
mdoglichen Veranderung in der Expression des Transporters fuhren. Auch in einer
Kombinationsbehandlung konnten die beiden Zytokine wirksam werden. Die
Korrelation mit der Transporterexpression sollte bestimmt werden und eine eventuelle

Aktivierung und Potenzierung von IL - 6 mit TNFa ware zu prufen.

Die Auswertung der Ergebnisse der PCR erfolgte mit dem Programm Microsoft Excel®,
die relative Methode wurde dabei zur Bestimmung der Expressionsrate der OATP4A1l
MRNA angewendet. Eine Normalisierung der Transporterexpression wurde dann
relativ auf die Expression der ,housekeeping genes® (GAPDH, YWHAZ, 18S)
durchgefuhrt. Diese Gene wurden gewéhlt, weil frihere Untersuchungen zeigten, dass
sie die stabilste Expression in diesen Zellen hatten und sich ihre Expressionsrate durch

die Behandlung nicht veranderte.

Das geometrische Mittel der verwendeten ,housekeeping genes® (GAPDH, YWHAZ,
18S) wurde bestimmt. Nach der bereits beschriebenen Methode (Kapitel 3.4.5), wurde
die relative Quantifizierung (RQ) berechnet, zusatzlich wurden die maximalen - und

minimalen Werte bestimmt (RQmax, RQmin).

Zur Ermittlung einer signifikanten Veranderung der OATP4A1 mRNA - Expression
wurden die so errechneten Werte in der Graph Pad Prism® Software (Vs 5.0)
Ubertragen und die Statistik wurde mittels des One - Way ANOVA - Tests unter

Anwendung des Posttests ,Kruskal-Wallis* analysiert.

47



4.1.1 OATP4A1 mRNA - Expression in C205 Zellen nach IL - 6
Behandlung

Die fur die Behandlung verwendete Konzentration von IL - 6 betrug 100 ng/ml. Die
C205 Zellen wurden im RPMI - 1640 Medium mit 10% FBS kultiviert und stimuliert. Es

wurden Doppelbestimmungen durchgefihrt.
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Abb. 9: mRNA - Expression von OATP4Al1l (Mittelwerte + SD) in C205 Karzinomzellen
Unbehandelt (Control), nach 6 h, 12 h und 24 h Behandlung mit Interleukin - 6 (100 ng/ml),
verwendete Standards: GAPDH (Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase), YWHAZ (14 - 3 - 3
Protein zeta/delta), 18S (ribosomale Untereinheit)

Wie in Abb. 9 gezeigt, kann eine zeitabhédngige Reduktion der Expression von
OATP4A1 deutlich erkannt werden. Nach 6 - stiindiger IL - 6 Behandlung erfolgt eine
15 - prozentige Reduktion nach 12 Stunden eine 34 - prozentige und nach 24 Stunden

eine 43 - prozentige Reduktion.
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4.1.2 OATP4A1 mRNA - Expression in C205 Zellen nach TNFa
Behandlung

Die fur die Behandlung verwendete Konzentration von TNFa betrug 10 ng/ml. Die
C205 Zellen wurden im RPMI - 1640 Medium mit 10% FBS kultiviert und dann mit
TNFa behandelt.
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Abb. 10: mRNA - Expression von OATP4Al (Mittelwerte £ SD) in C205 Karzinomzellen
Unbehandelt (Control), nach 6 h, 12 h und 24 h Einzelbehandlung mit Tumornekrosefaktor alpha (10
ng/ml). Standards: GAPDH (Glycerinaldehyd — 3 — Phosphat - Dehydrogenase), YWHAZ (14 -3 -3
Protein zeta/delta), 18S (ribosomale Untereinheit), * = signifikant

Nach TNFa Behandlung ist eine deutlichere Hemmung der mRNA - Expression zu
erkennen, die bereits nach 6 Stunden voll ausgepragt ist (siehe Abb. 10). Die
Hemmung betragt 72 Prozent nach 6 Stunden, 50 Prozent nach 12 Stunden und 47

Prozent nach 24 Stunden.
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4.1.3 Hemmung der OATP4A1 mRNA - Expression in C205 Zellen

nach Kombinationsbehandlung mit IL - 6 und TNFa

Die fur die Behandlung verwendete Konzentration von IL - 6 betrug 100 ng/ml. TNFa
wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml appliziert. Die C205 Zellen wurden im RPMI
- 1640 Medium mit 10% FBS kultiviert und stimuliert. Es wurden Doppelbestimmungen

durchgefuhrt.
IL-6+ TNFa
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Abb. 11: mRNA - Expression von OATP4Al (Mittelwerte + SD) in C205 Karzinomzellen
Unbehandelt (Control), nach 6 h, 12 h und 24 h Kombinationsbehandlung mit Interleukin - 6 (100
ng/ml) und Tumornekrosefaktor alpha (10 ng/ml). Standards: GAPDH (Glycerinaldehyd — 3 —
Phosphat - Dehydrogenase), YWHAZ (14 — 3 - 3 Protein zeta/delta), 18S (ribosomale Untereinheit)

Wie auf Abb. 11 zu erkennen ist, fuhrte die Kombinationsbehandlung bei keinem der
ausgewahlten Zeitpunkte zu einer signifikanten Veranderung im Expressionswert der
OATP4A1 mRNA.

Nach 6 Stunden betrug die mRNA Expressionsrate 93 Prozent, nach 12 Stunden
betrug sie 23 Prozent mehr als die Kontrolle, nach 24 Stunden war keine Veranderung
ersichtlich (100 Prozent).
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4.2 Immunofluoreszenznachweis von OATP4A1 in der C205

Zelllinie

Nach der Hemmung der OATP4A1 mRNA - Expression, die die Ergebnisse der Real -
Time PCR erbrachten, wurde zur Untersuchung des Transporters in den Zellen, die
Immunofluoreszenzfarbung verwendet. Die C205 Zellen wurden in zwei
Versuchsreihen mit den Zytokinen behandelt und die gefarbten Zellen wurden mit dem
TissueFAXS® Mikroskopiersystem aufgenommen. Mittels der TissueQuest® Software
wurde die Farbeintensitat von immunoreaktiven OATP4A1 auf den virtuellen Bildern
ausgewertet und aus den Ergebnissen der Mittelwert berechnet. Nach Setzen eines
entsprechenden ,Cut - Offs* (Siehe Kapitel 4.2.1), wurde die Zahl der OATP4Al -

positiven Zellen in den behandelten Proben (Prozent der gesamten Zellen) bestimmt.

4.2.1 Einstellungen fir TissueFAXS® und TissueQuest®

TissueFAXS® (Version 4.1.5.2 PCO) .

Tab. 8: Einstellungen fur die Aufnahmen mit TissueFAXS®

Unmittelbar vor Digitalisierung immunofluoreszenzgefarbter Zellen wurden noch die angefiihrten
Einstellungen appliziert. *\Uber den DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol) - Kanal wurde die Kernfarbung
vermessen (blau) tUber den GFP (grin fluoreszierendes Protein) Kanal wurde die OATP4Al -
Expression (griin) vermessen.

Kamera Pixel Fly (PCO USB Camera), Rear Port
UV - Lampe 100% UV - Belichtung

verwendete Kanale DAPI*, GFP*

VergroRerung Mikroskop 63x (Ol - Objektiv)
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Tab. 9: Weitere Einstellungen fir DAPI und GFP

Exposure time* entspricht der Belichtungszeit wahrend der mikroskopischen Aufnahme in den beiden
Kanalen. *Werte fur Upper und Lower Threshold: Sie geben die Werte an, fiir welche Schichtdicke in
den Zellen die Messungen gemacht wurden.

DAPI GFP

Exposure time 20 ms 35 ms

Upper Threshold* 13053 16383
Lower Threshold* 1013 334

Auswertungen mittels der TissueQuest® Software:

In den Untersuchungen wurde eine ZellgréRe von < 40 um anhand der Zellkerne
definiert. Der ,Cut - Off* wurde flr GFP bei 16 Units (Mittlere Intensitat der Emission
des grin - fluoreszierenden OATP4A1) und fur DAPI bei 25 Units (Mittlere Intensitét
der Emission der blauen Fluoreszenz der Zellkerne gefarbt mit DAPI) gesetzt.

Weitere Beschreibungen der Methodik der Bestimmungen mittels TissueFAXS® und

TissueQuest® sind in Kapitel 3.5.2 zu finden.

4.2.2 OATP4A1 - positive C205 Zellen nach IL - 6 Behandlung

Die fur die Behandlung verwendete Konzentration von IL - 6 betrug wie auch bei den
Real - Time PCR Experimenten 100 ng/ml. Die C205 Zellen wurden im RPMI - 1640
Medium mit 10% FBS kultiviert und dann mit dem Zytokin behandelt.
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Abb. 12: Prozentsatz an Zellen (C205) mit OATP4ALl - Protein nach Zytokinbehandlung

Die Behandlung erfolgte mit Interleukin — 6 (100 ng/ml) nach 6 h, 12 h und 24 h Stimulation
(Mittelwerte in Prozent + SD) wie bei den gRT PCR-Experimenten beschrieben. Die Anzahl an
unbehandelten Kontrollzellen, die OATP4A1 positiv sind, wurde auf 100% gesetzt. ,Mean Percent"
bezieht sich auf die Anzahl der OATP4Al - positiven Zellen in Prozent im Vergleich zu den
Kontrollzellen. * = signifikant

Die Zellen zeigen hier zunachst wenig Veranderung in der Transporter - Expression.
Nach 6 Stunden und nach 12 Stunden betragt der Prozentsatz an positiven Zellen 100
bzw. 98,27 Prozent (Mittelwerte in Prozent £ SD).

In Folge der IL - 6 Behandlung nach 24 Stunden waren nur mehr 29,35 Prozent der
Zellen OATP4Al1 - positiv. Nach IL - 6 Behandlung ist eine klar definierte
Membranfarbung auch nach den 12 - und 24 - stiindigen Behandlungen zu sehen
(Abb. 13: C, D).
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Abb. 13: Ausgewahlte Aufnahmen von immunoreaktiven OATP4A1 in der C205 Zelllinie.

Nach der Einzelbehandlung mit Interleukin - 6 (100 ng/ml), beginnend mit der unbehandelten Kontrolle
(A), gefolgt von 6, (B)12 h (C) und 24 h Behandlung (D) wurde in 63 - facher Vergréerung (Objektiv) die
Zellen aufgenommen. Die Kernfarbung ist in blau dargestellet (DAPI), das OATP4A1 Protein ist an der
grinen Membranfarbung erkennbar (GFP). Die Pfeile weisen auf eine klar definierte Membranfarbung
hin.
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4.2.3 OATP4A1 - positive C205 Zellen nach TNFa Behandlung

Die fur die Behandlung verwendete Konzentration von TNFa betrug 10 ng/ml. Die
C205 Zellen wurden im RPMI - 1640 Medium mit 10% FBS kultiviert und dann wie bei

den Real - Time PCR Experimenten beschrieben, behandelt.
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Abb. 14: Gehalt an OATP4ALl - positiven C205 Karzinomzellen nach Zytokinbehandlung

Es wurde eine Behandlung mit Tumornekrosefaktor alpha (10 ng/ml) nach 6 h, 12 h und 24 h
Stimulation (Mittelwerte in Prozent + SD) durchgefiihrt. Die Kontrolle wurde auf 100% gesetzt. ,Mean
Percent” bezieht sich auf die Anzahl der positiven Zellen in Prozent nach Behandlung im Vergleich
zur Kontrolle. * = signifikant

Nach Behandlung mit TNFa ist ebenfalls eine verminderte Expression zu beobachten.
Nach 6 Stunden sind noch 83,28 Prozent (Mittelwerte in Prozent = SD) der Zellen
OATP4AL - positiv. Nach 24 - stundiger Behandlung sind es nur noch 29 Prozent.

Aus den Immunofluoreszenzbildern (Abb. 14) lasst sich eine Verringerung der
Intensitat an grun-fluoreszierenden OATP4A1 an der Zellmembran erkennen. Dies ist

auch nach der 24- stiindigen Behandlung, wie in Abb. 15 (D) demonstriert, zu finden.

Die Pfeile in Abb. 15 (C) sollen die griine Membranfarbung fir OATP4A1 hervorheben.
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Abb. 15: Ausgewahlte Aufnahmen von immunoreaktiven OATP4ALl in der C205 Zelllinie

Nach der Behandlung mit Tumornekrosefaktor alpha (10 ng/ml), beginnend mit der unbehandelten
Kontrolle (A), gefolgt von 6 h (B), 12 h (C) und 24 h Behandlung (D) sieht man die Membranfarbung von
OATP4AL. Die Bilder wurden in 63 - facher VergroRerung (Ol - Objektiv) aufgenommen. Die Kernfarbung
ist in blau dargestellt (DAPI), das OATP4A1 Protein ist an der Zellmembran anhand der griinen Farbe
erkennbar (GFP).

56



4.2.4 Nachweis von immunoreaktiven OATP4A1l in C205 Zellen nach
Kombinationsbehandlung mit IL - 6 und TNFa

Die fur die Behandlung verwendete Konzentration von IL - 6 betrug 100 ng/ml, TNFa
wurde in einer Konzentration von 10 ng/ml appliziert. Die C205 Zellen wurden im RPMI
- 1640 Medium mit 10% FBS kultiviert und stimuliert.
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Abb. 16: OATP4ALl - positive Zellen nach der Kombinationsbehandlung mit Zytokinen

Die Kombinationsbehandlung mit Tumornekrosefaktor alpha (10 ng/ml) und Interleukin - 6 (100 ng/ml)
nach 6 h, 12 h und 24 h Stimulation (Mittelwerte in Prozent der Kontrolle £ SD) verringert den
Prozentsatz an OATP4AL1 - positiven Zellen. Die Kontrolle wurde auf 100% gesetzt. ,Mean Percent"
bezieht sich auf die Anzahl der positiven Zellen in Prozent.

Die Ergebnisse der Kombinationsbehandlung weisen auf eine verminderte Anzahl an
OATPA4AL1 - positiven Zellen nach der Behandlung hin. Nach 6 - stindiger Stimulation
ist keine Veradnderung zu sehen. Die 12 — stiindige Inkubation ergab eine sichtliche
Verringerung der positiven Zellen um etwa 20 Prozent (Mittelwerte in Prozent + SD).
Nach 24 Stunden zeigten nur noch 51,23 Prozent eine positive grine OATP4Al -
Fluoreszenz.

Die mikroskopischen Aufnahmen der OATP4A1 Immunofluoreszenzfarbung in C205
Karzinomzellen sind in Abbildung Abb. 17 gezeigt.
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Die Kontrolle (Abb. 17, A) zeigt eine intensive Membranfarbung, welche mit der
Funktion von OATP4A1 als Membrantransportprotein tbereinstimmt. Eine verringerte
Intensitat ist bereits nach 6 — stiindiger Behandlung mit den Zytokinen ersichtlich. Die
Membranfarbung bleibt, wenn auch in geringerer Intensitét, erhalten. Nach 12 - und
24 - stundiger Behandlung konnten bereits deutlich mehr Zellen und Zellaggregate mit

fehlender OATP - Expression gefunden werden.
A B
C D

Abb. 17: Ausgewahlte Aufnahmen von immunoreaktiven OATP4A1 in der C205 Zelllinie

Ansicht der OATP4A1 Membranfarbung der Zellen nach der Kombinationsbehandlung mit
Tumornekrosefaktor alpha (10 ng/ml) und Interleukin - 6 (100 ng/ml), beginnend mit der unbehandelten
Kontrolle (A), gefolgt von 6 h (B),12 h (C) und 24 h Behandlung (D).. Die Bilder wurden in 63 - facher

VergroRerung (Ol - Objektiv) aufgenommen. Die Kernfarbung ist in blau dargestellet (DAPI), das
OATP4AL1 Protein and der Zellmembran ist an der griinen Farbe erkennbar (GFP).
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5 DISKUSSION

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nach Behandlung mit den Zytokinen TNFa
(10 ng/ml) und IL - 6 (100 ng/ml), die OATP4ALl - Expression abnimmt. Dies ist auf
MRNA Ebene bereits nach 6 Stunden zu beobachten, wahrend die Anzahl an
OATPA4AL1 - positiven Zellen nach 24 Stunden bei allen Protokollen vermindert ist. Die
Kombinationsbehandlung zeigte teilweise eine geringere Wirkung als die
Einzelbehandlungen. Das weist darauf hin, dass ein Zytokin die Wirkung des zweiten

blockieren kdonnte. Dies muss aber in weiteren Studien geklart werden.

AuRerdem fallt auf, dass auch nach 24 Stunden noch eine Membranfarbung sichtbar
ist und es zu keiner Verschiebung des immunoreaktiven OATP4Al in das Zytosol oder
in den Kern kommt, wie es bei Kolonkarzinomproben von Patienten beobachtet wurde
(Zotter, 2013). Dadurch durfte die Transportfunktion des OATP4Al1l auch nach
Zytokinbehandlung erhalten bleiben, was mdglicherweise wichtig fir die Steuerung der
Zellproliferation durch OATP4A1 Substrate wichtig ist.

Die Auswertungen der Immunofluoreszenzfarbungen fir OATP4Al1 mittels
TissueFAXS®/TissueQuest® weisen eher groRBe Standardabweichungen fur das
immunoreaktive OATP4A1 auf. Diese sind darauf zuriickzufihren, dass immer wieder
Zellen oder Zellverbande komplett negativ an immunoreaktivem OATP4Al sind.
Moglicherweise ist dies darauf zurtckzufihren, dass sich die Zellen in
unterschiedlichen Entwicklungs - und Teilungsphasen befinden und somit auch eine
variierende OATP4AL - Expression aufweisen. Dies kdnnte auch auf eine Funktion von
OATP4A1 fir den Transport von endogenen Verbindungen (Hormonen,
Prostaglandinen, Peptiden) hinweisen, die fur die Zellproliferation wichtig sind. Dies
wirde auch mit der erhfhten Konzentration von OATP4AL1 in Kolonkarzinomproben
von Patienten Ubereinstimmen (Zotter, 2013). Die Befunde lassen aber ausschliel3en,
dass sich der in den Kolonkarzinomen erh6hte Gehalt an OATP4A1, der von unserer
Arbeitsgruppe festgestellt worden war, durch die erhéhte Konzentration an

proinflammatorischen Zytokinen, wie TNFa und IL - 6, erklaren lassen kdnnte.

Allerdings muss festgestellt werden, dass C205 Kolonkarzinomzellen von einem
Patienten mit einem fortgeschrittenen, bereits metastasierenden Karzinom stammen.
Daher sollten die Studien in einer Tumorzelllinie von einem frihen Karzinomstadium

wiederholt werden.
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Zusammenfassend zeigen die in dieser Diplomarbeit erhobenen Befunde in der C205
Zelllinie, dass es durch Entzindungsmediatoren wie TNFa und IL - 6 zu einer
verminderten Expression des Transporters OATP4A1 kommt. Dies konnte bei

fortgeschrittenen Karzinomen zu einer Beeinflussung des Tumorwachstums fihren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das kolorektale Karzinom, das eines der haufigsten malignen Tumorerkrankungen
weltweit darstellt, entwickelt sich Uber lange Zeit aus gutartigen Vorstufen. 90% der
Féalle treten sporadisch auf. Die am haufigsten auftretende Form des Kolonkarzinoms
ist das Adenokarzinom. In fortgeschrittenen Stadien sind Metastasen vor allem in
Leber und Lunge lokalisiert. Faktoren, die das Fortschreiten des Karzinoms
beeinflussen, sind von wesentlichem Interesse, um eine bessere Therapie des Tumors
erzielen zu konnen. Eine Madoglichkeit stellt dabei eine Beeinflussung des
Immunsystems mit T - Lymphozyten, B - Zellen und Makrophagen dar. Zahlreiche
Botenstoffe beeinflussen die immunologische Umgebung des malignen Gewebes.
Zytokine, wie IL - 6 und TNFa, sind von gro3er Bedeutung fir die Aktivierung des
Immunsystems. Im fortgeschrittenen Stadium scheinen diese Faktoren fir ein
vermehrt tumorpromovierendes Milieu zu sorgen. Neben den immunologischen
Veranderungen treten im Tumorgewebe auch diverse andere Veranderungen auf. Die
Expression unterschiedlicher Transporter in den Immun - und Tumorzellen nimmt hier
zunehmend einen hohen Stellenwert ein. OATP4A1, ein transmembranares, Natrium
-unabhangiges Anionen - Transportprotein der OATP - Familie, weist im kolorektalen
Karzinom eine stark erhdhte Expressionsrate im Vergleich zum gesunden Gewebe
auf. Seine Funktion besteht im Transport von endogenen Substraten wie Hormonen,
Prostaglandinen, Peptiden aber auch Arzneistoffen wie Statinen, etc. Die Funktionen
von OATP4ALl in den individuellen Zellen, sowie die Steuerung der Expression gilt es
jedoch noch zu erforschen. Studien haben gezeigt, dass die OATP4ALl - Expression
in entziindetem Gewebe erhoht ist. Ziel dieser Arbeit war es daher, die Wirkung dieser
beiden Zytokine auf die OATP4A1 - Expression in den Tumorzellen zu untersuchen.
Dazu wurde in dieser Studie der Einfluss der im malignen Gewebe in hoher
Konzentration vorkommenden Zytokine, TNFa und IL - 6, auf die OATP4Al —
Expression (mMRNA) mittels quantitativer PCR und auf Proteinebene mittels

guantitativer Immunfluoreszenz untersucht.

Dazu wurden Adenokarzinomzellen von einem fortgeschrittenen Tumor (C205
Zelllinie) kultiviert und anschlieRend mit TNFa (10 ng/ml) und IL - 6 (100 ng/ml)
behandelt.

61



In unterschiedlichen Zeitabstdnden (6 h, 12 h, 24 h) wurde RNA isoliert, um
anschlieRend mittels qRT - TagMan® PCR Modifikationen in den OATP4A1 mRNA
Expressionsraten zu detektieren. Erganzend wurde auch die Proteinexpression von
OATP4A1 in der C205 Zelllinie mit dem gleichen Behandlungsprotokoll anhand von
Immunofluoreszenzfarbungen untersucht. Die gefarbten Karzinomzellen wurden mit
dem TissueFAXS® Imaging System aufgenommen und die virtuellen Bilder mit der
TissueQuest® Software ausgewertet. Der Schwerpunkt der Auswertung lag auf der
Anzahl der OATP4A1 exprimierenden Zellen und der Bestimmung der entsprechenden
Fluoreszenzintensitat. Die Ergebnisse der Versuchsreihen zeigen, dass sowohl auf
MRNA -, sowie auf Proteinebene eine Tendenz zur verminderten Expression des
Transporters gegeben ist. Die Einzelbehandlungen zeigten hierbei einen starkeren
Effekt als die Kombinationsbehandlung. In den Fluoreszenzbildern waren sowohl eine
verringerte Intensitat der Farbung, als auch eine verringerte Anzahl an Zellen, die
OATP4A1 exprimieren, ersichtlich. Zusammenfassend lasst sich sagen dass die
Zytokine TNFa und IL - 6 eine Hemmung der OATP4A1 Transporter - Expression
bewirken. Nachdem dies in einer Zelllinie von einem fortgeschrittenen Kolonkarzinom
durchgefiihrt wurde, waren weitere Studien an Zelllinien von Karzinomen in
unterschiedlichen Stadien wichtig, um ein umfassendes Bild von der Regulation des

Transporters im Tumor zu erhalten.
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