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Einleitung

1 Einleitung
1.1 PPARYy

1.1.1 Struktur, Expression und Funktion

Der Peroxisomen Proliferator-Activated Receptor gamma (PPARY) ist ein Mit-
glied der nuklearen Hormonrezeptor-Superfamilie, zu der aulerdem Rezepto-
ren fur Steroidhormone, Retinsaure, Schilddrisenhormone und Vitamin D3 ge-
horen'. Es existieren 2 verschiedene Isoformen von PPARy, PPARy1 und
PPARYy2, die ein Produkt des gleichen Gens sind und durch alternatives Spli-
cing generiert werden. Sie unterscheiden sich nur in den N-terminalen 30 Ami-
nosauren?. Zusatzlich unterscheidet man 6 Domanen, wobei vor allem die DNA-
bindende und die Liganden-bindende Doméne zu erwdhnen sind®. Nach Akti-
vierung von PPARy kommt es zu einer Dimerisierung mit dem retinoid X recep-
tor o (RXRa) und einer Bindung an responsive DNA-Elemente, um so die Ex-
pression von spezifischen Zielgenen zu regulieren® °.

Die transkriptionelle Aktivitat von PPARy wird durch Liganden-abhangige Art
und Weise reguliert. 15-Deoxy-A12,14 Prostaglandin J2 und verschiedene
mehrfach ungesattigte Fettsauren wurden als naturliche Liganden von PPARy
identifiziert®®. Zusatzlich existieren synthetische PPARy-Liganden, Thiazolidin-
dione wie Pioglitazon und Rosiglitazon, die als antidiabetische Therapeutika
klinisch eingesetzt werden.

Im Fettgewebe ist PPARy sehr stark exprimiert und fungiert dort als Regulator
der Differenzierung von Adipozyten® '°. Auch in einigen malignen Zellarten wie
Liposarkomzellen und Brustkrebszellen findet sich eine starke PPARy-
Expression, und nach PPARy-Aktivierung beobachtet man eine weitere, termi-
nale Differenzierung’" '2. Im Verdauungssystem trifft man eine mittlere Expres-
sion von PPARy1 vorrangig im Dickdarm an, wohingegen im Dunndarm niedrige
Expressionsraten beobachtet werden. PPARy2 scheint im Verdauungstrakt

kaum eine Rolle zu spielen'. Uber die Expression von PPARy im Osophagus
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ist bisher wenig berichtet. In Plattenepithelkarzinomzelllinien des Osophagus

fand sich jedoch in allen untersuchten Zelllinien eine Expression von PPARy™.

1.1.2 Wirkung auf Proliferation und Apoptose in malignen Tumoren

Mehrere in vitro Studien haben gezeigt, dass eine PPARy-Aktivierung das
Wachstum unterschiedlicher maligner Tumore wie z. B. Liposarkome'’, Mam-
makarzinome'® °, kolorektale Karzinome'® ', Prostata-Karzinome'®, Pankre-
askarzinome'®, Magenkarzinome® und Plattenepithelkarzinome des Pharynx?’
hemmt. Fur diese antineoplastischen Effekte einer PPARy-Aktivierung konnten
verschiedene Mechanismen identifiziert werden: Induktion von terminaler Diffe-
renzierung, Zellzyklusarrest, Apoptose und nicht-apoptotischer Zelltod''%',

Zusatzlich zu den Effekten auf Zelldifferenzierung und Tumorwachstum unter-
drickt eine PPARy-Aktivierung die Produktion von inflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen, Metalloproteasen und NO-Synthethase®??*. Weiterhin fiihrt
eine Behandlung mit PPARy-Liganden in Tumorzellen des Kolons zu einer er-
niedrigten Expression von der Cyclooxygenase 2 (COX-2), ein Protein, das als
onkogener Faktor beschrieben ist und in einer Reihe von Tumoren und deren
Vorlaufern in gesteigerter Expression gefunden wird®®. Vor diesem Hintergrund
wird PPARYy als ein neues potentielles Ziel fur die Therapie von malignen Ne-

oplasien des Menschen diskutiert.

1.2 Barrett-Osophagus und Barrettkarzinom

1.2.1 Epidemiologie und Pathogenese

Der Barrett-Osophagus ist eine pramaligne Metaplasie des distalen Epithels der
Speiserdhre mit einer Pravalenz bei Uber 60-jahrigen Personen von ungefahr
1%, wobei Manner im Vergleich zu Frauen etwa doppelt so haufig betroffen
sind®®. Aus bisher unbekannten Griinden ist die Inzidenz in den Industrienatio-
nen wihrend der vergangenen Jahrzehnte sprunghaft angestiegen?®” %2.

Hauptrisikofaktor fur die Entwicklung eines Barrett-Osophagus ist der chroni-

sche Reflux von duodenalem und gastralem Sekret. Es zeigte sich, dass Pati-
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enten mit einem Barrett-Osophagus Uberproportional haufig gastro-
O0sophagealen Reflux, Hiatushernien oder einen verminderten Tonus des unte-
ren Osophagussphinkters aufweisen?. Histopathologisch ist der Barrett-
Osophagus charakterisiert durch Ersatz von normalem nicht-verhornenden Plat-
tenepithel des distalen Osophagus durch spezialisiertes, metaplastisches, ein-

schichtig-hochprismatisches Epithel®

. Weitere histologische Phanomene dieser
Veranderungen sind schleimbildendes Epithel, entero-chromaffine sowie
gastrin- und somatostatin-produzierende endokrine Zellen. Selten finden sich
auch Paneth-Zellen®®. Daher hat sich auch der Term intestinale Metaplasie e-
tabliert. Weiterhin unterscheidet man Barrett-Metaplasien ohne, mit leichtgradi-
gen und mit hochgradigen zelluldren Dysplasien®'. Auf dem Boden dieser
Dysplasien kann ein Barrett-Adenokarzinom entstehen, wobei das hdchste Ri-
siko fiir Patienten mit hochgradigen diffusen Dysplasien besteht*?. Das Barrett-
epithel reprasentiert dabei einen pramalignen Zustand vor Entwicklung eines
Adenokarzinoms des distalen Osophagus in einer sogenannten Metaplasie-
Dysplasie-Karzinom-Sequenz®®. Dabei sind die pathogenetischen Mechanis-
men, die zur Transdifferenzierung des Plattenepithels des Osophagus zum me-
taplastischen Barrett-Epithel und zur maligenen Transformation zum Barrettkar-

zinom fuhren, jedoch nicht verstanden.

1.2.2 COX-2, PPARy und Barrett-Osophagus

Eine Hochregulation der Cyclooxygenase 2 (COX-2) scheint an der Entwicklung
von gastro-intestinalen Tumoren beteiligt zu sein®*. Auch in der metaplastischen
Umwandlung des gesunden Plattenepithels zum Barrett-Osophagus wird dieses
Enzym frilhzeitig verstarkt exprimiert®. Diese Hochregulation von der COX-2

36,37 \was auler-

kann durch duodenalen und gastralen Reflux induziert werden
dem durch Hyperproliferation und PGE2-Freisetzung begleitet wird*®. Behand-
lung mit COX-Inhibitoren fihrt zu einer erniedrigten Inzidenz von Tumoren in
einem Tiermodell fir das Barrettadenokarzinom®. Unter einer Stimulation von

PPARy sind die Expressionsraten der COX-2 in humanen Colon-Ca-Zellen
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riicklaufig %°. Doch bisher ist nicht klar, welche Rolle PPARy und dessen Stimu-

lation im Barrett-Osophagus und Barret-Adenokarzinom zukommen konnte.

1.3 Fragestellungen

In dieser Studie sollte gepruft werden, welche Rolle PPARy im Epithel des
gastro-dsophagealen Ubergangs zukommt. Dazu wurden Gewebeproben von
Patienten mit Barrett-Osophagus und die Barrettadenokarzinomzelllinie OE33
sowie die Plattenepithelkarzinomzelllinie des Osophagus Kyse-180 auf Expres-
sion von PPARYy untersucht. Weiterhin wurden in vitro-Experimente nach Stimu-
lation von PPARYy durch das Thiazolidindion Pioglitazon zur Erhebung von Ef-
fekten auf Apoptose und Proliferation durchgefiihrt. Fir die Ubertragung dieser
Ergebnisse auf ein in vivo-Modell wurden aus der Barrettadenokarzinomzelllinie
OE33 solide Tumore generiert und diese in Balb/c nu/nu Nacktmause trans-

plantiert.
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2 Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Biopsieproben

Nach Aufklarung und schriftlicher Einwilligung wurden Biopsieproben aus ge-
sunder Magen- und Osophagusschleimhaut sowie von metaplastischem Barret-
tepithel von 7 Patienten wahrend Routineendoskopien zu diagnostischen und
wissenschaftlichen Untersuchungen entnommen. Bei allen Patienten wurde
vom Pathologischen Institut der Universitat Wurzburg eine Zylinderepithel-
metaplasie der distalen Osophagusschleimhaut im Sinne einer Barrettmukosa
ohne Dysplasien diagnostiziert. Die zur wissenschaftlichen Analyse auf PPARy
entnommenen Proben wurden sofort in Flussigstickstoff gefroren und bei -80 °C

aufbewahrt.

2.1.2 Zelllinien

2.1.2.1 OE33

Die Zelllinie OE33, auch als JROECL33 bezeichnet, wurde von der European
Collection of Cell Cultures (ECACC, Salisbury, United Kingdom) bezogen. Es
handelt sich um Zellen eines Barrettadenokarzinom des distalen Osophagus
einer 73-jahrigen Patientin. Der Tumor wurde als Stage IIA (UICC) eingestuft
und zeigte eine niedrige Differenzierung. Die Zellen wachsen adharent und ha-

ben einen stark aneuploiden Chromosomensatz>°.

2.1.2.2 Kyse-180

Die Zelllinie Kyse-180 wurde von der Deutschen Sammlung fir Mirkoorganis-
men und Zellen (DSMZ, Braunschweig) bezogen. Die Zellen wurden aus einem
Plattenepithelkarzinom des mittleren Osophagus eines 53-jahrigen mannlichen
Patienten isoliert. Der Tumor infiltrierte umgebende Strukturen und zeigte eine

hohe Differenzierung. In der Zellkultur wachsen die diploiden Zellen adharent*.
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2.1.3 Balb/c nu/nu Mause

Balb/c nu/nu Mause sind homozygot flr das autosomal-rezessive nude-Gen.

Sie besitzen kein Fell und es kommt infolge einer T-Zell-Reifungsstérung zu

einer Athymie mit einem Fehlen der T-Zellen. Somit wachsen xenogene und

autologe Transplantate von normalem und malignem Gewebe in diesem

Mausmodel in der Regel gut an und werden nicht abgestolen.

2.1.4 Verbrauchsmaterial und verwendete Reagentien

Art

Typ

Hersteller

Zellkulturflaschen
Zellkulturpetrischalen

Pipettierspitzen
Zellschaber

96 Well Platte
96 Well Platte
fUr Zellkultur

Glasobjekttrager

Pipettenspitzen
Reaktionsgefaf’
PCR-Réhrchen
FACS-R6éhrchen

Membran fir WB
Film

Tissue Culture Flasks 75 - 175 scm
Tissue Culture Dishes 60 - 100 mm

costar 5 - 25 ml
Zellschaber, steril

PS Microplatte 96 Well
TC Microplatte 96 Well, steril

SuperFrost plus

TipOne RNAse/DNAsefree
Easy Cap 1,5 ml Reagiergefaf
PCR Reaktionsgefale 0,2 ml
Reagenzglaser, starkwandig

Polyvinylidendiflourid-Membran
Biomax MR-1

BD Falcon
BD Falcon

Corning Incorporated
Hartenstein

greiner bio-one
greiner bio-one

Menzel-Glaser

StarLab
Sarstedt
Hartenstein
Assistent

Sigma-Aldrich
Kodak

Tabelle 1: Verbrauchsmaterial
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Art

Typ

Hersteller

Brutschrank
laminar Airflow Arbeits-
bank fir Zellkultur
Zentrifuge
Zentrifuge
Mikroskop
mit Digitalkamera

Elektrophoresekammer

SDS-PAGE-Kammer
Blotkammer

ELISA-Reader
FACS
Photometer

Sequenzierer
Thermozykler

Kroystat
Filmentwickler
Geldokumentation

Dispergierer
Heizblock

Kihlschrank 4° C
Kihlschrank -20° C
Klhlschrank -80° C
Kihlschrank -190° C

Schieblehre
Zahlkammer
Pipette fiir 10-1000ul
Pipettierhilfe

Hera Cell Function Line
Hera Safe

centrifuge 5415R
Protanta /RPC
Eclipoc TE2000-U
DXM 1200

Sub-Cell GT Agarose

Gel Electrophoresis Systems
Mini-PROTEAN 3 Cell
Multipler 1l mit Nova-Blot

MR5000
FACScalibur
BioPhotometer

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer
Gene Amp PCR Systems 9700

HM 500 DM
optimax
Vilber Lourmat

DIAX 900
Thermomixer compact

Profi Line
Premium
Ultra Low
Espace 660

Prazisionsschieblehre 1/10 mm
Neubauer Improved

research

Accu-jet

Heraeus Industries
Heraeus Industries

eppendorf
Hettich
Nikon
Nikon

Bio-Rad

Bio-Rad
Pharmacia Bio Tech

Dynatech
Becton Dickinson
eppendorf

Applied Biosystems
Applied Biosystems

Micron
Pro Tec
Frobel Labor Technik

Heidolph
eppendorf

Liebherr

Liebherr

Genheimer

Air Liquide Kryotechnik

Hartenstein
Marienfeld
eppendorf
Brand

Tabelle 2: verwendete Geréate
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Puffer Konzentration Chemiekalie Hersteller
RIPA-Puffer 150 mM NaCl Merck
20 mM  Tris-ClI Roth
5mM NaF Roth
1mM EDTA Sigma-Aldrich
1% NP-40 Sigma-Aldrich
1% DOC Sigma-Aldrich
0,1% SDS Sigma-Aldrich
ELB-Puffer 100 mM NacCl Merck
5mM EDTA Sigma-Aldrich
1mM PMSF Sigma-Aldrich
0,5mM DTT Sigma-Aldrich
50 mM Hepes Sigma-Aldrich
0,1% NP-40 Sigma-Aldrich
1 Tablette complete Mini ad 10ml Roche
PBS 137 mM NaCl Merck
2,3mM KCI Merck
4,3 mM Na2HPO4 Merck
1,4 mM KH2PO4 Merck
Lade-puffer 20% Glycerol Invitrogen Life Technologies
far WB 4% SDS Sigma-Aldrich
0,125 mM Tris-Cl, pH 6,8 Roth
Bromphenolblue Sigma-Aldrich
H20 ad 36 ml
Stacking Gel 0,5M Tris-ClI, pH 6,8 Roth
far WB 375yl PAA 30% Roth
ad 2,5 ml Aqua dest. DeltaSelect
7,5yl APS 40% Roth
3yl Temed Roth
Running Gel 1,5M Tris-Cl, pH 8,8 Roth
far WB 1,65 ml PAA 30% Roth
ad 5 ml Aqua dest. DeltaSelect
15yl APS 40% Roth
6 ul Temed Roth

Tabelle 3: Puffer
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Chemikalie

Hersteller

Verbrauchschemikalien:

kommerzielle Assays:

Protein-A-Sepharose
Tween

Aqua dest.

FBS

I-Glutamin

PBS

PenStrep
Trypsin.EDTA

TRIzol

DNAse |

Superscript 11
Oligo-(dT)-Primer

5x First Strand Buffer
DTT

HCI

KCI

MgCI2

NaOH

Chloroform

Ethanol

Isopropanol
Na-Acetat
Phenol/Chloroform 3:1
Tris-Cl

DMSO

normal donkey serum
serum albumin
ImmuMount
dNTP-Mix

Protein Assay
Caspase-3 Cellular
Activity Assay Kit
Cell Titer 96 Aqueous
Non-Radioactive
Proliferation Assay
In Situ Cell Death

Detection kit Flourescein

AnnexinV Staining Kit
BrdU Kit for
Flow Cytometry

Amersham Biosciences
Calbiochem

DeltaSelect

Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Invitrogen Life Technologies
Merck

Merck

Merck

Merck

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Shandon

Takara

Bio-Rad
Calbiochem

Promega

Roche

Roche
SpartalLabs

Tabelle 4: Verbrauchschemikalien und kommerzielle Assays
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur und Stimulation mit Pioglitazon

Die Arbeiten mit den Zellkulturen wurden unter der laminar Airflow-Arbeitsbank
ausgefuhrt. Beide Zelllinien wurden in Brutschranken bei 37 °C mit 5-
prozentiger CO,-Atmossphare in RPMI 1640 mit 10% hitze-inaktiviertem feta-
lem bovinen Serum, 2 mM I-Glutamin, 100 ug/ml Streptomycin und 100 U/mi
Penicillin in 75 cm?Zellkulturflaschen kultiviert. Bei Konfluenz des Zellrasens
wurde das Nahrmedium abgesaugt, die Zellen mit PBS gewaschen und nach 2-
bis 5-mindtiger Inkubation mit Trypsin-EDTA mit Kulturmedium vom Boden ab-
geldst. Bei 1.200 rpm abzentrifugiert, wurde das Zellpellet in Kulturmedium re-
suspendiert und die Konzentration der Zellen mit der Zellkammer bestimmt.
10*-10° Zellen wurden wieder ausgesat und mit ausreichend Medium bedeckt.

Pioglitazon-Reinsubstanz (Takeda) wurde in steril-filtriertem DMSO in einer
Konzentration von 300 mM gel6st. Aus dieser Stock-Losung wurden mit DMSO
entsprechende Konzentrationen von 30, 60 und 90 pyM Pioglitazon verdunnt, so
dass letztendlich entsprechende Volumina zur Stimulation eingesetzt wurden.

Als Kontrolle diente jeweils das Vehikel DMSO in aquivalentem Volumen.

2.2.2 RNA-Extraktion und reverse Trankription

Zur RNA-Isolation wurden die mit PBS gewaschenen Zellen mit 1 ml TRIzol
lysiert und mit einem Zellschaber von der Zellkultur-Petrischale abgelost. Die
Biopsieproben von Patienten mit Barrett-Osophagus wurden ebenfalls in 1ml
TRIzol mit Hilfe eines Dispergierers homogenisiert.

Das jeweilige Lysat wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefal} tberflihrt und nach
Homogenisierung bei 13.000 rpm und 4 °C fur 10 Minuten abzentrifugiert. Nach
5-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde dem Uberstand 200 pl Chlo-
roform beigefigt und durch kraftiges Schutteln untergemischt. Nach erneuter
Zentrifugation zur Trennung der Phasen wurde die RNA in der oberen, farblo-
sen Phase in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald uberfuhrt und durch Zusatz von

500 pl Isopropanol in 10-mindtiger Inkubation gefallt. Die RNA wurde nochmals

10
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abzentrifugiert, das Pellet einmalig mit 75-prozentigem Ethanol bei -20 °C ge-
waschen und anschlielend luftgetrocknet. Danach wurde das RNA-Pellet mit
30 pl Aqua dest. resuspendiert und die Konzentration im Photometer bei 260
nm gemessen.

Zur Elimination einer eventuellen DNA-Kontamination wurde die isolierte RNA
mit DNAse | in einem Mix aus je 5 yl 0,1 M Tris-Cl, 0,5 M KCI und 15 mM
MgCly, 40 Einheiten RNAse Inhibitor, 10 Einheiten DNAse | und Aqua dest.
(Gesamtvolumen von 76 pl) verdaut. Nach 30-minutiger Reaktion bei 37° C
wurde das Gesamtvolumen auf 300 pl erhdht und durch Zusatz von 200 ul
Phenol/Chloroform 3:1 und kraftigem Schitteln die RNA isoliert. Zur Trennung
der Phasen erfolgte eine Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C fur 5 Minuten
und die wassrige, RNA-haltige obere Phase wurde in ein neues 1,5 ml Reakti-
onsgefald Uberfuhrt. Nach der Fallung der RNA durch Zusatz von 25 pyl 3 M Na-
Acetat und 100-prozentigem Ethanol bei -20 °C wurde nach einer Inkubations-
zeit von 30 Minuten bei —80 °C fur 15 Minuten abzentrifugiert und das RNA-
Pellet einmalig mit 75-prozentigem Ethanol bei -20 °C gewaschen. Die luftge-
trocknete RNA wurde in 20 yl Aqua dest. resuspendiert und die Konzentration
erneut photometrisch bei 260 nm gemessen.

Zur cDNA-Synthese mit Superscript [l wurden 2 pg der DNAse I-verdauten RNA
eingesetzt. Nach Zugabe von 500 ng Oligo-(dT)-Primern wurde auf ein Ge-
samtvolumen von 9 pl aufgefullt und dieser Mix bei 70 °C fur 10 Minuten im
Thermalcycler hybridisiert. Danach wurden 4 ul 5x First Strand Buffer, 2 pl 0,1
M DTT und 4 pl 2,5 M dNTP-Mix zugesetzt und fur 2 Minuten bei 42 °C inku-
biert. AnschlieRend wurden 200 Einheiten Superscript Il beigefugt. Die Proben
wurden fur 50 Minuten bei 42 °C inkubiert und nachfolgend bei 70 °C 15 Minu-

ten lang inaktiviert.

2.2.3 kompetitive Polymerase Ketten Reaktion (PCR)

Die Analyse der Expression von PPARy1 mRNA erfolgte mittels semiquantitati-
ver RT-PCR nach einer bereits beschrieben Methode®'. Als Sense-Primer wur-
de die Sequenz 5-TCTCTCCGTAATGGAAGACC-3’ verwendet, als Antisense-
Sequenz 5-GCATTATGAGACATCCCCAC-3'. Sie kodieren fur ein 474 bp lan-
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ges Segment am 5-Ende der PPARy1 mRNA. Der Sense-Primer ist mittels
FAM floureszenz-markiert, so dass das PCR-Produkt spater photometrisch de-
tektiert werden kann. Um den Gehalt an PPARy1 mRNA einer Probe zu
bestimmen, werden 4 Reaktionsansatze mit gleichem Gehalt an cDNA mit ei-
nem absteigendem Gehalt eines PPARy1-Kompetitors versetzt, der auch durch
dasselbe Primerpaar multipliziert wird, jedoch eine um 74 bp verklrzte Sequenz
enthalt. Je hoher der Gehalt dieses Kompetitors, desto niedriger ist die Kon-
zentration des PPARy1-PCR-Produktes, die photometrisch bestimmt werden
kann. Der PPARy1-Kompetitor wurde von H. Vidal, Inserm 449, Lyon, Frank-
reich, zur Verfigung gestellt. Die Reaktionsbedingungen sind der ,Tabelle 5:
Reaktionsbedingen kompetitive PCR", die Zusammensetzung des Reaktions-

ansatzes der ,Tabelle 6: Reaktionsansatz kompetitve PCR* zu entnehmen.

Temperatur Zeit
Denaturierung 94° C 5 min
Denaturierung 94° C 45 sec
Hybridisierung 55°C 45 sec
Extension 72° C 45 sec
Wiederholung in 40 Zyklen
Abschlussextension 72°C 7 min

Tabelle 5: Reaktionsbedingen kompetitive PCR

Substanz Volumen
10x Puffer 5ul
2,5 U Tag-Polymerase 1ul
cDNA aus RT 1ul
Kompetitor 1ul
Primer, 10pmol/pl je1ul
H20 ad 50 ul

Tabelle 6: Reaktionsansatz kompetitve PCR

Nach Ablauf der PCR wurden die Uberschissigen dNTPs durch den Einsatz
von AutoSeq™ G-50 Saulen (Amersham Biosciences) entfernt. Die floureszenz-
markierten PCR-Produkte wurden im ABI PRISM™ Genetic Analyzer mit Hilfe

der mitgelieferten GeneScan Software (Applied Biosystems) aufgetrennt und
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analysiert: Um die Konzentration von PPARy1-mRNA zu bestimmen, wurde der
Quotient der Flachen unter den Kurven gegen die eingesetzte Menge an Kom-
petitor grafisch dargestellt und am Kompetitionsaquivalenzpunkt (AP) die Kon-
zentration des PPARy-Gehaltes abgelesen (siehe ,Abbildung 1: Auswertung
kompetitive PCR").

A B
*’{ Berechnung des AP mit Hilfe
) ] f einer Ausgleichsgeraden
_J. - 1
LT B -
E g, .
L o E 4
[ L - E&
.:'. = §
:;; [ 24
I |:| g
s 0 500 1000
: K ormpetitor (in fg)

HE - o

Abbildung 1: Auswertung kompetitive PCR

A: Rohdaten nach Analyse im ABI PRISM™ Genetic Analyzer. B: Das Verhéltnis der Flachen
unter den Kurven aus A wurde gegen die eingesetzte Menge an Kompetitor grafisch dargestelit
und der Aquivalenzpunkt (AP) rechnerisch ermittelt.

2.2.4 Protein-Extraktion

Zur Gewinnung von Proteinextrakten wurden die Zellen und Biopsieproben mit
RIPA-Puffer lysiert, mit Hilfe von Zellschaber bzw. Dispergierer und Pipette ho-
mogenisiert und in 1,5 ml Reaktionsgefalie uberfuhrt. Nach 5-minutiger Inkuba-
tion auf Eis wurde bei 13.000 rpm und 4 °C fur 15 Minuten abzentrifugiert und
der Uberstand bei -80 °C gelagert.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Assay. Hier-
zu wurde zu 1 pl Probe 39 ul Aqua dest. sowie 160 pl Bradford-Reagenz (Prote-

in Assay) gemischt und die Extinktion bei 650 nm gemessen. Zur Konzentrati-
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onsbestimmung wurde bei jeder Messung eine Protein-Standardkurve mit den
Konzentrationen 0, 0,625, 1,25, 2,5, 5 und 10 mg/ml BSA erstellt.

2.2.5 Immunprazipitation

Die Zellen einer konfluenten 10 cm-Zellkultupetrischale wurden mit 800 pl ELB-
Puffer lysiert, mit Zellschaber und Pipette homogenisiert und in 1,5 ml Reakti-
onsgefalde uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 13.000 rpm und 4 °C fir 15 Minu-
ten wurde zu 500 pl des Uberstandes 20 pl Protein-A-Sepharose gegeben und
fur 15 Minuten bei 4 °C kontinuierlich geschwenkt. Anschlie3end erfolgte eine
Zentrifugation bei 1.000 rpm fir 5 Minuten. Zum Uberstand wurden 2,5 pl anti-
PPARy-Antikdrper (H-100, Verdinnung 1:200) zugegeben und uber Nacht ge-
schwenkt. Die Antigen-Antikdrper-Komplexe wurden durch einstiindige Inkuba-
tion bei 4 °C an 100 ul Protein-A-Sepharose gebunden. Nach 5-minutiger
Zentrifugation bei 1.000 rpm wurde der Uberstand verworfen und das Pellet
dreimal mit 500 ul ELB-Puffer gewaschen. AnschlieRend wurde es in 20 pl Loa-
ding-Buffer aufgenommen, auf 94 °C fur 5 Minuten erhitzt, erneut kurz ab-

zentrugiert und auf das SDS-Gel geladen.

2.2.6 Western Blot

Die Proteine wurden durch eine SDS-PAGE-Elektrophorese (Zusammenset-
zung der Gele: siehe ,Tabelle 3: Puffer”) aufgetrennt und auf eine Polyvinyli-
dendiflourid-Membran transferiert und fixiert.

Die Membran wurde in einer Blocklésung bestehend aus 1% Magermilchpulver
in PBS-T (PBS und 4% Tween) bei 4 °C uber Nacht inkubiert. Zum Markieren
der Proteine inkubierte man erneut mit PPARy-Antiserum (H-100, Konzentration
1:2000, in PBS-T) fur eine Stunde bei Raumtemperatur. Die Proteine wurden
mit anti-rabbit-lgG Horseradish-Peroxidase-gekoppeltem Antikérper und ECL
Plus Western Blotting Detection Reagent (beides Amersham Biosciences) nach
Herstellerinstruktionen visualisiert und in der Dunkelkammer mit einem Was-

serbadentwickler auf Kodak-Filmen sichtbar gemacht.
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2.2.7 Immunzyto- und histochemie

Far immunzytochemische Untersuchungen wurden die Zelllinien OE33 und Ky-
se-180 auf Glasobjekttragern ausgesat und Uber Nacht im Zellkulturmedium im
Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen luftgetrocknet.

Die Tumore aus den Nacktmausen wurden mit Hilfe eines Kryostats in 5 ym
dicke Scheibchen geschnitten und auf Glasobjekttrager aufgebracht.

Die Fixierung der Zellen bzw. Gewebeschnitte erfolgte mit Aceton/Methanol im
Verhaltnis 4:1 fir 20 Minuten. Zum Blocken unspezifischer Reaktionen wurde
3%iges normal donkey serum und 2%iges bovine serum albumin in PBS fur 30
Minuten auf die Objekttrager aufgebracht. Bei Raumtemperatur wurden diese
eine Stunde lang mit dem entsprechendem ersten Antikdrper inkubiert (siehe
,1abelle 7: Antikdrper fir Immunhistochemie®). Nach dreimaligem Waschen mit
PBS wurden mit einem Cy3-gelabeltem anti-rabbit-lgG-Antikorper (Verdinnung
1:500, dianova) die mit dem erstem Antikorper markierten Proteine visualisiert.
AnschlieRend wurde 5 Minuten lang mit DAPI-Reagenz in PBS mit 2% BSA die
Zellkerne markiert, bevor die Objekttrager mit ImmuMount mounting medium

bedeckt wurden.

1. AK Bezeichnung Quelle Konzentration  Firma
anti-PPARy H-100 Kaninchen 1:500 Santa Cruz
anti-KI-67 H-300 Kaninchen 1:200 Santa Cruz

Tabelle 7: Antikorper fir Immunhistochemie

DNA-Strangbriche von apoptotischen Zellen wurden mit der TUNEL-
Technologie (In Situ Cell Death Detection Kit Flourescein) nach Herstellerin-
struktionen dargestellt.

Die Zellkerne wurden jeweils mit DAPI-Reagenz gegengefarbt, um Apoptose-
und Proliferationsindizes zu erhalten. Dazu wurden die KI-67- bzw. TUNEL-

positiven Zellen auf 1000 DAPI-positive Zellen normalisiert.
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2.2.8 Proliferationsassay

Je 7000 Zellen pro well der Zelllinien OE33 und Kyse-180 wurden auf 96-well-
Platten ausgesat, mit Nahrmedium bedeckt und fur 24 Stunden zum Anwach-
sen im Brutschrank inkubiert. Anschlieend erfolgte die Stimulation mit 30, 60,
90 uM Pioglitazon sowie dem Vehikel DMSO als Kontrolle. Die Anzahl der le-
benden Zellen wurde nach 0, 4 und 8 Tagen Stimulation mit dem Cell Titer 96
Aqueous NON-Radioactive Proliferation Assay nach Herstellerinformationen ge-
messen. Dieser Test basiert auf einer zellularen Konversion eines Tetrazolium-
salzes in ein I6sliches Formazanprodukt, das kolorimetrisch bei 490nm gemes-

sen werden kann.

2.2.9 FACS-Untersuchungen

2.2.9.1 Zellstimulation

5x10* Zellen wurden in 10 cm-Zellkulturschalen ausgesat und fiir 24 Stunden
inkubiert. Daraufhin erfolgte die Stimulation mit 30, 60 und 90 uM Pioglitazon
(Takeda) sowie dem Vehikel DMSO als Negativkontrolle. Als Positivkontrolle fur
Apoptose wurde eine zusatzliche Schale mit 8 pyg/ml Cisplatin (Platinex®) fur
24-48 Stunden stimuliert. Nach 4 bzw. 8-tatiger Inkubation im Brutschrank (37
°C, 5% CO;) mit Kulturmediumwechsel nach 5 Tagen wurden die Zellen trypsi-

niert und in der Zellkammer gezahlt.

2.2.9.2 Apoptose
10° Zellen aus 2.2.9.1 wurden in ein FACS-Réhrchen pipettiert und bei 1.000

rom 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Die Zellen wurden
in 100 ul einer Labeling-Lésung aus 2 ul AnnexinV-Losung, 2 pl Propidium Jo-
did-Lésung und 100 pl Assay Buffer pro Probe (AnnexinV-Staining Kit Floures-
cence) suspendiert und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur lichtgeschutzt in-
kubiert. AnschlieRend erfolgte die Analyse im BectonDickinson FACScalibur mit
Hilfe von CellQuest 3.3.
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2.2.9.3 Proliferation

Die Proliferation wurde mit dem BrdU Kit for Flow Cytometry untersucht. 10°
Zellen aus 2.2.9.1 wurden in ein 1,5 ml Reaktionsgefald pipettiert und mit PBS
auf ein Volumen von 1 ml aufgefillt. Danach wurden die Proben flr 5 Minuten
von einer UV-Lichtquelle bestrahlt. Nach Zentrifugation bei 1.000 rpm fur 10
Minuten wurde der Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 100 yl PBS
suspendiert und nach Zugabe von 70%igem Ethanol bei —20 °C tropfenweise
untergemischt und danach fir eine Stunde bei -20 °C fixiert. Nach 3-minutiger
Zentrifugation bei 3000 rpom wurden die Zellen in 300 pyl PBS resuspendiert und
in ein FACS-R6hrchen mit 1000 ul Aqua dest. transferiert. Nach Zugabe von 50
pl FACS-Puffer und 10 ul anti-BrdU-FITC wurde die Probe fir eine Stunde ab-
gedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert und anschliel3end im BectonDickinson
FACScalibur mit Hilfe von CellQuest 3.3 analysiert.

2.2.10 Apoptoseanalyse mit Caspase3 Detektion

In 175 cm?-Zellkulturflasche wurden 2x10° OE33-Zellen ausgesat und fiir mind.
24h inkubiert. Danach erfolgte die Simulation mit 30, 60 und 90 uM Pioglitazon
(Takeda) in DMSO oder dem Vehikel DMSO fir 96 Stunden mit einmaligen
Mediumwechsel nach 48 Stunden. Das Zellmedium wurde abgesaugt, die Zel-
len mit PBS gewaschen und trypsiniert. Nach Abzentrifugation folgte eine Zell-
zahlung in der Zellkammer.

Den Instruktionen des Caspase-3 Cellular Activity Assay Kit folgend, wurde zu-
nachst der Konversionsfaktor des ELISA-Readers bestimmt. Als Positivkontrolle
dienten 30 IE Caspase 3 und als Negativkontrolle 90 pl Assay Buffer. Anschlie-
Rend lagerte man die Platte flr einige Minuten bei 37°C, um sie auf Versuchs-
temperatur zu bringen. Mit dem Hinzufligen des Caspase-3-substrates startete
man die Reaktion und malf} in 10-minutigen Abstanden die Adsorbtion bei 405
nm im ELISA-Reader. Diese Werte tragt man in ein Zeit-Adsorbtions-Diagramm
ein und bestimmt mit prism3 die lineare Regressionsgrade sowie die zugehori-

ge Steigung jeder Probe. Um die spezifische Aktivitat der Zellprobe zu kalkulie-
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ren, muss man die erhaltene Steigung der Regressionsgraden mit dem Proben-

volumen (100 pl) und dem Konversionsfaktor multiplizieren.

2.2.11 In vivo Stimulation von OE33-Zellen

Alle Tierexperimente erfolgten mit Genehmigung des Ethischen Beirates der
Universitat Warzburg. 8-10 Wochen alte und 17-20 g schwere weibliche Balb/c
nu/nu Mause (Charles River Laboratories) wurden in keimarmer Umgebung mit
20-22 °C, 30-50%iger Luftfeuchtigkeit und 12-stindigem Hell-Dunkel-Zyklus in
Drahtkafigen gehalten. Autoklavierte Futterpellets und Wasser waren frei ver-
fugbar.

Die OE33-Tumore wurden wie zuvor beschrieben erhalten*?. Nach 2 in vivo
Passagen von jeweils 8 Wochen wurde der resultierende Tumor explantiert und
in ca. 1mm?® groRe Stiicke zerschnitten. 3-4 dieser Stiickchen wurden subkutan
in die Axillen transplantiert und die hierfar erforderlichen Schnitte mit 6.0 nicht-
resorbierbarem Faden genaht. Nach 11 (Langzeitstudie) bzw. 17 Tagen (Kurz-
zeitstudie) wurden die Tiere zufallig auf Versuch- und Kontrollgruppen eingeteilt
und das Futtern mit Pioglitazon begonnen. Dazu wurden Actos® Tabletten mit
30 mg Pioglitazon in Aqua dest. mit 2 mM NaOH geldst. Als Kontrolle dienten 2
mM NaOH in Aqua dest ohne Actos®. Mit einer angenommenen Trinkmenge
von 5ml/Tag/Tier wurde die Konzentration so berechnet, dass jedes Tier 20
mg/kg/d Pioglitazon aufnahm (0,075 mg/ml Pioglitazon). Mit dieser Dosis ist in
Mausen vollstandige Glucose-erniedrigende Aktivitat erreicht worden. Sie dient
daher in experimentellen Modellen als Aquivalenzdosis zu den in Menschen
genutzten Glucose-erniedrigenden Dosen*®. Es konnte in allen Serumproben
von den Versuchstieren Spiegel von Pioglitazon und 3 aktiven Metaboliten
nachgewiesen werden, die in aquivalentem Verhaltnis zu einer Serumprobe
eines menschlichen Probanden standen, der 3 Stunden zuvor eine Tagesdosis
Actos® eingenommen hatte. In keiner Probe von Kontrolltieren wurde Pioglita-
zon oder seine Metaboliten nachgewiesen (Daten nicht gezeigt).

Wahrend der Experimente wurden die Tiere regelmaliig gewogen, ihr Wasser-
verbrauch und der generelle Gesundheitszustand beobachtet und das Tumor-

volumen mit einer Schieblehre ausgemessen und kalkuliert wie zuvor beschrie-
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ben'. Am Ende der Beobachtungsphasen oder wenn das Tumorvolumen zu
grold wurde, so dass die Tiere beeintrachtigt waren, wurden sie mit Isofluran
anasthesiert. Nach Laparatomie wurde vendses Blut aus der unteren cavalen
Vene entnommen, um den Glucosegehalt im Serum mit Ascensia Dex2® (Bay-
er), den Insulingehalt im Serum mit einem kommerziellen Insulin-ELISA (Mer-
codia) sowie den Gehalt von Pioglitazon und dessen Metaboliten zu bestim-
men. AnschlieRend wurden die Tumore explantiert, schnell in Tissue Tek OCT
compound (Ted Pella Inc.) eingebettet und in Flussigstickstoff eingefroren. An-
teile der Tumore wurden formalin-fixiert, HE-gefarbt und lichtmikroskopisch un-
tersucht. Die Tiere wurden durch Anbringen eines Pneumothoraxes getotet.

Keine Maus starb spontan wahrend der Experimente.

2.2.12 Statistik

Alle statistischen Untersuchungen und Auswertungen wurden mit prism3
(GraphPad) ausgefuhrt. Dabei wurden PPARy-Expression, Gewichtsverlauf,
Wasseraufnahme, Apoptose- und Proliferationsraten als auch Glucose und In-
sulin-Level im Serum der Versuchs- und Kontrolltiere mit dem student’s t-test
untersucht. Die in vitro-Daten der Zelllinien OE33 und Kyse-180 wurden mit Hil-
fe des one-way-ANOVA analysiert. Statistisch signifikante Unterschiede wurden

angenommen wenn der p-Wert < 0.05 ausfiel.
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3 Ergebnisse
3.1 PPARy-Expression

3.1.1 PPARy-Protein-Expression

Mittels Western Blot konnte PPARy Protein sowohl in Biopsieproben gesunder
Osophagus- und Magenschleimhaut als auch Barrettepithel nachgewiesen wer-
den. Zusatzlich war die Expression von PPARy—Protein in den Karzinomzellli-
nien Kyse-180 (Plattenepithelkarzinom des Osophagus) und OE33 (Barrettade-

nokarzinom) nachweisbar.
a) Kyse-180
“® . b) Osophagus
\d - . c) Magen
d) Barrett
a b c d e e) OE33

Abbildung 2: PPARy Western Blot von Biopsie- und Zellproben

Exemplarische Darstellung von den Gewebeproben von Magen-, Osophagus- und Barrett-
epithel eines Patienten sowie den Karzinomzelllinien Kyse-180 und OE33

Die ebenfalls durchgefuhrte Immunfloureszenzmikroskopie zeigte in der Barrett-
Adenokarzinomzelllinie OE33 eine deutliche Expression von PPARy Protein mit
vornehmlich kernnaher Lokalisation. Dagegen zeigte die Plattenepithelkarzi-
nomzelllinie Kyse-180 eine schwachere Expression mit einer gleichmaligeren

zytoplasmatischen Verteilung.

OE33 Kyse-180

Abbildung 3: Immunhistochmie auf PPARy von OE33 und Kyse-180

Darstellung von Phasenkontrast- (PK) und Immunfloureszenzbildern bei 575nm (Cy3)
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Diese Ergebnisse legen eine deutlichere Expression und aktive Funktion in Bar-

rettkarzinomzellen verglichen mit Plattenepithelkarzinomzellen nahe.

3.1.2 PPARy1-mRNA-Expression

PPARy1 mRNA Expression wurde in 7 Patienten mit histologisch gesicherter
Barrett-Metaplasie ohne Dysplasie oder Karzinom mittels semi-quantitativer RT-
PCR untersucht. Dabei zeigt sich im Barrettepithel eine PPARy-Uberexpression

im Vergleich zu korrespondierender gesunder Osophagus- und Magenschleim-

haut.
30-
S MW + SD
<ZE ? p<0.05
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Osophagus Barrett Magen
n=7

Abbildung 4: kompetitive PCR der Gewebeproben

Semi-quantitative Darstellung von Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) von n=7 Pa-
tientenproben nach Normalisierung auf die Osophaguswerte (=1)

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Umwandlung von gesunder Osopha-
gusschleimhaut in metaplastisches Barrettepithel mit der Uberexpression von
PPARy1 assoziiert ist.

Zusatzlich zu humanen Gewebeproben wurde die PPARy1 mRNA Expression
in den Karzinomzelllinien OE33 (Barrett-Adenokarzinom) und Kyse-180 (Platte-
nepithelkarzinom des Osophagus) untersucht. Dabei zeigte sich, dass in OE33-
Zellen der PPARy1 mRNA-Level ca. 15-fach Uber dem von Kyse-180-Zellen lag.
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Abbildung 5: kompetitive PCR der Zelllinien
Semi-quantitative Darstellung von Mittelwert (MW) und Standardabweichung (SD) des PPARYy-

Gehaltes von OE33-Barrettadenokarzinomzellen nach Normalisierung auf die Plattenepithelkar-
zinomzelllinie Kyse-180 (=1)

Dies spiegelt sich auch in dem Ergebnis der immunzytologischen Untersuchung
auf PPARYy Protein wieder (siehe 3.1.1). Die PPARy1-mRNA-Uberexpression in
humanem Barrettepithel und in Barrett-Adenokarzinomzellen deuten an, dass
PPARy eine mogliche Rolle in der molekularen Pathogenese des Barrett-

Osophagus und des Barrettkarzinoms spielen kénnte.

3.2 In vitro Stimulation mit Pioglitazon von OE33 und Kyse-180

3.2.1 Kumulative Zellzahl

PPARy-Aktivierung in OE33- und Kyse-180-Zellen erfolgte mit 30, 60, 90 yM
Pioglitazon und der Vehikelkontrolle DMSO Uber 8 Tage. Dabei zeigte sich eine
zeit- und dosisabhangige Reduktion der kumulativen Zellzahl von Pioglitazon-
behandelten OE33-Zellen im Vergleich zu Vehikel-stimulierten OE33-Zellen.
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Abbildung 6: OE33-Zellzahl nach Stimulation mit Pioglitazon

Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung der kumulativen Zellzahl nach 4- bzw. 8-

tagiger Stimulation mit 30, 60 und 90 uyM Pioglitazon nach Normalisierung auf die Vehikel-
stimulierten OE33-Zellen (DMS0O=100%)

Kyse-180-Zellen zeigten dagegen unter Stimulation mit 30 und 60uM Pioglita-
zon keine signifikante Reduktion der kumulativen Zellzahl, obwohl es einen

Trend zu niedrigeren Zellzahlen bei der Stimulation mit 90uM Pioglitazon gab.
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Abbildung 7: Kyse-180-Zellzahl nach Stimulation mit Pioglitazon

Darstellung der Mittelwerte und Standardabweichung der kumulativen Zellzahl nach 4- bzw. 8-

tagiger Stimulation mit 30, 60 und 90 uyM Pioglitazon nach Normalisierung auf die Vehikel-
stimulierten Kyse-180-Zellen (DMS0O=100%)

Diese Ergebnisse deuten eine unterschiedliche Sensitivitat auf das Wachs-
tumsverhalten von humanen Barrett-Adenokarzinomzellen und Plattenepithel-

karzinomzellen des Osophagus auf Stimulation von PPARy mit Pioglitazon an.
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3.2.2 Apoptose und Proliferation nach in vitro Stimulation

Nach Stimulation von PPARy mit Pioglitazon konnte kein signifikanter Effekt auf

die Zellproliferation in den Zelllinien OE33- und Kyse-180 festgestellt werden.
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Abbildung 8: Proliferation nach in vitro-Stimulation mit Pioglitazon

Proliferationsraten von OE33- und Kyse-180-Zellen nach 4- (A) bzw. 8-tagiger (B) Stimulation
mit 30, 60, 90 uM Pioglitazon (Pio) vs. Vehikel-stimulierte Zellen (DMSQO) C: exemplarische
FACS-Rohdaten, als Negativkontrolle dienten Zellen ohne BrdU im Nahrmedium
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Jedoch zeigte sich nach Behandlung mit Pioglitazon eine deutlich erhdhte Zahl
an apoptotischen, AnnexinV-positiven Zellen bei OE33, wahrend in Kyse-180-

Zellen kein Effekt zu beobachten war.
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Abbildung 9: Apoptose nach in vitro-Stimulation mit Pioglitazon

Apoptoseraten von OE33- und Kyse-180-Zellen nach 4- (A) bzw. 8-tagiger (B) Stimulation mit
30, 60, 90 uM Pioglitazon (Pio) vs. Vehikel-stimulierte Zellen (DMSQO) C: exemplarische FACS-
Rohdaten, als Positivkontrolle dienten Zellen mit 80ug/ml Cisplatin im Nahrmedium
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Diese Erhohung des Zellumsatzes durch Apoptose wurde durch eine deutlich

starkere Aktivitat der Caspase3d nach Pioglitazonbehandlung begleitet.

Caspase3-Aktivitat
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Abbildung 10: Caspase3-Aktivitat in OE33 nach Behandlung mit Pioglitazon

Darstellung von Mittelwerten und Standardabweichung nach 4-tagiger Stimulation von OE33-
Zellen mit 30, 60 und 90 pg Pioglitazon. Als Positivkontrolle dienten 30 IlU Caspase3.

Diese Ergebnisse verdeutlichen einen Effekt der PPARy-Aktivierung auf den
programmierten Zelltod in Barrettkarzinomzellen im Gegensatz zum Zellwachs-
tum.

Zusammenfassend fuhrt die Aktivierung von PPARy durch Thiazolidindione in
vitro zu einer Tumorwachtumsinhibition von OE33 durch eine Induktion von A-

poptose.
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3.3 In vivo Stimulation mit Pioglitazon von OE33

3.3.1 OE33 Barrettkarzinomzellen in Balb/c nu/nu Mausen

Nach subkutaner Injektion von 5*10° OE33-Barrettadenokarzinomzellen in
Balb/c nu/nu Mause konnte ein Wachstum eines soliden Tumors beobachtet
werden. Dieser Tumor wurde zur Transplantation in andere Mause verwendet,
die als Versuchs- und Kontrolltiere fur in vivo-Studien zum Pioglitazon-Effekt auf
Barrettadenokarzinomzellen benutzt wurden. Alle explantierten Tumore wurden
histologisch durch das Pathologische Institut der Universitat Wirzburg als soli-
de wachsende, gering differenzierte Adenokarzinome mit Kernatypien und

nekrotischen Arealen charakterisiert.

Abbildung 11: subkutaner OE33-Tumor in Balb/c nu/nu Nacktmaus

A: subkutaner Tumor (Pfeil) aus OE33-Zellen in Balb/c nu/nu Nackmaus kurz vor Explantation.
B: Histologie von subkutanem Tumor aus OE33-Zellen nach HE-Farbung in 4-facher und 40-
facher VergroRerung.
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3.3.2 In vivo Tumorwachstum unter systemischer PPARy-Aktivierung

Der wachstumshemmende Effekt von einer in vitro Aktivierung von PPARYy auf

die Barrett-Adenokarzinomzelllinie OE33 wurde nach Implantation von trans-

plantierbaren OE33-Tumoren in Balb/c nu/nu Nacktmause in 2 von einander

unabhangigen Experimenten in vivo untersucht. Die Versuchsgruppen wurden

mit Pioglitazon (Actos®, im Trinkwasser geldst) behandelt. Hierbei unterschie-

den sich das Trinkverhalten und der Gewichtsverlauf der Tiere sowohl in der

Langzeit- als auch in der Kurzzeitstudie zwischen den Versuchs- und Kontroll-

gruppen nicht signifikant.
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Abbildung 12: Trinkverhalten und Gewichtsverlauf

Darstellung des durchschnittlichen Trinkverhaltens (A,B) und des Gewichtsverlaufs (C,D) von
Pioglitazon-behandelten- und Kontrolltieren der Kurz- (A,C) und Langzeitstudie (B,D)

Im Gegensatz zu den Ergebnissen der in vitro Experimente fand sich in beiden

in vivo Experimenten unter Pioglitazon-Stimulation eine signifikante Steigerung

des Tumorvolumens der Versuchstiere im Vergleich zu den Kontrolltieren.
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mittleres Tumorvolumen
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Abbildung 13: Tumorwachstum in Kurz- und Langzeitstudie

Darstellung des mittleren Tumorvolumens und Standardfehler von Pioglitazon-behandelten und
Kontrolltieren A: Kurzzeitstudie. B: Langzeitstudie. Versuchsbeendigung in Versuchsgruppe
nach 7 Wochen aufgrund hohen Tumorvolumens
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen der in vitro Untersuchungen zeigte sich in
vivo in den von OE33 abgeleiteten Tumoren unter Pioglitazon-Stimulation eine

Induktion der Proliferation.
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Abbildung 14: KI-67-Immunhistochemie der in vivo-OE33-Tumore

Mittelwerte und Standardabweichungen von Proliferationsraten nach Kl-67-Immunhistochemie
der Tumore von Pioglitazon-behandelten und Kontrolltieren aus Kurz- (A) und Langzeitstudie

(B).

Im Vergleich zu den in vitro-Untersuchungen zeigten sich auch bezuglich der
Effekte einer Pioglitazon-Stimulation auf die Apoptose in vivo gegensatzliche
Ergebnisse. Wahrend sich im Kurzzeitversuch kein Effekt auf die Apoptoserate
der Tumore darstellte, fand sich im Langzeitversuch eine Reduktion der Apop-

toserate in den mit Actos® behandelten Tieren im Vergleich zu den Kontrolltie-

ren.
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Abbildung 15: TUNEL-Assay von in vivo-OE33-Tumoren

Mittelwerte und Standardabweichungen von Apoptoseraten nach TUNEL-Assay der Tumore
von Pioglitazon-behandelten und Kontrolltieren aus Kurz- (A) und Langzeitstudie (B).
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3.3.3 Serumlevel von Insulin und Glucose in Balb/c nu/nu Mausen

Da das Antidiabetikum Pioglitazon ein Senkungspotenzial der Blutglucosespie-
gel besitzt, wurden die Serumlevel von Glucose und Insulin in den Versuchs-
und Kontrolltieren mit den transplantierten Tumoren der Barrettadenokarzinom-
zelllinie OE33 am Ende der Versuchsperiode untersucht. Dabei zeigte sich bei
Vorliegen identischer Blutglucosespiegel eine signifikante Erniedrigung des In-

sulinspiegels in den mit Pioglitazon behandelten Tieren.
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Abbildung 16: Serumspiegel von Insulin und Glucose

Darstellung von Mittelwerten und Standardabweichungen von Glucose- (A) und Insulin-
Serumspiegeln (B) von Pioglitazon-behandelten und Kontrolltieren.

Dies deutet auf eine erhdhte Insulinsensitivitat der mit Pioglitazon behandelten
Versuchstiere hin, so dass sie im Vergleich zu den Kontrolltieren niedrigere In-

sulinlevel bendtigten, um metabolische Homoostase zu bewaren.
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4 Diskussion

Die Inzidenz des Barrettadenokarzinoms auf dem Boden eines Barrettdsopha-
gus hat sich in den Industrielandern wahrend der vergangenen Jahrzehnte ste-
tig erhdht?” 2. Dabei scheint der gastro-dsophageale Reflux mit konsekutiver
chronischer Entzindung der distalen Speiserohre eine bedeutende Rolle fur die
Entwicklung des Barrettdsophagus zu spielen. Die zugrundeliegenden moleku-
laren Mechanismen der epithelialen Transdifferenzierung zur Barrettmetaplasie
und der malignen Transformation zum Barrettadenokarzinom sind bisher noch
unzureichend geklart. Aufgrund der Effekte von PPARy auf Differenzierung,
Proliferation und Apoptose in verschiedenen anderen Geweben und Karzino-
men untersuchten wir die Bedeutung von PPARYy in der Pathogenese des Bar-
rett-Osophagus und des Barrettadenokarzinoms.

In unseren Untersuchungen konnten wir eine Uberexpression von PPARy1
MRNA sowohl in humanen epithelialen Biopsieproben von Barrettmukosa als
auch in der humanen Barrettadenokarzinomzelllinie OE33 im Vergleich zu ge-
sunder Schleimhaut des Osophagus oder der Plattenepithelkarzinomzelllinie
des Osophagus Kyse-180 demonstrieren. Diese Daten bestatigen die Ergeb-
nisse einer kurzlich publizierten Studie, in der ebenfalls erhéhte Expressionsle-
vel von PPARYy im Barrettepithel im Vergleich zu gesunder Osophagusschleim-

haut**

gezeigt wurden. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass die
Uberexpression von PPARYy eine wichtige Rolle bei der Transformation von ge-
sundem Plattenepithel zur Barrettmetaplasie spielt.

Dieser Uberexpression von PPARy im Barrett-Osophagus kdnnten verschiede-
ne Mechanismen zugrunde liegen. Frihere Studien haben eine Beteiligung von
PPARy in Entzindungsprozessen verschiedener Gewebe gezeigt. Zahlreiche
Gene, z.B. NFkB, AP-1, STATs oder Zytokine wie TNFa, IL-6, IL-1 oder COX-
2, die an der Regulation von Entzindungsprozessen beteiligt sind, werden
durch PPARy reguliert*. Einige dieser Gene (NFxB, TNFa und COX-2) zeigen
ebenfalls eine erhohte Expression in Barrettepithel und tragen vermutlich zur

Entwicklung eines Barrett-Osophagus oder Barrett-Adenokarzinoms bei®> 46 47
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Daher kdnnte auch PPARy an der Regulation der mukosalen Entziindungspro-
zesse bei gastro-0sophagealen Refluxes beteiligt sein und ein neues molekula-
res Ziel bei einer anti-entzindlichen und chemo-praventiven Therapie fir Pati-
enten mit Barrettmetaplasie darstellen.

In Erganzung zu den Untersuchungen an Geweben des 6sophago-gastralen
Ubergangs haben wir die Expression von PPARYy in verschiedenen Osopha-
guskarzinomzelllinien untersucht. Dabei konnten wir eine Expression von
PPARy sowohl in der humanen Plattenepithelkarzinomzelllinie Kyse-180 als
auch in der Barrettadenokarzinomzelllinie OE33 nachweisen. Insbesondere
fand sich eine deutliche Uberexpression von PPARy mRNA in OE33 Barretta-
denokarzinomzellen verglichen mit Kyse-180 Plattenepithelkarzinomzellen, die
vergleichbar ist mit der Uberexpression von PPARy mRNA im Barrettepithel im
Vergleich zu gesunder Osophagus- und Magenschleimhaut. Erhdhte PPARy
Expression wurde auch in verschiedenen anderen Karzinomzelllinien von Lipo-
sarkomen'', Mammakarzinomen'® °, kolorektalen Karzinomen'® ', Prostata-
karzinomen'®, Pankreaskarzinomen'®, Magenkarzinomen® und Plattenepithel-
karzinomen des Pharynx?' nachgewiesen. Expression von PPARy in Kyse-180-
Zellen ist schon in einer anderen Studie beschrieben worden, wo im Vergleich
zu zehn anderen Kyse-Zelllinien ebenfalls eine vergleichsweise niedrige PPARYy

Expression festgestellt wurde'.

Zur Charakterisierung der biologischen Effekte einer Aktivierung von PPARy auf
das Wachstum von malignen Tumoren des dsophaogastralen Ubergangs stimu-
lierten wir OE33- und Kyse-180-Zellen mit dem PPARYy-Liganden Pioglitazon
und untersuchten die Veranderungen auf Zellzahl, Proliferation und Apoptose.
Dabei beobachteten wir eine zeit- und dosisabhangige Reduktion der kumulati-
ven Zellzahl aufgrund einer Induktion von Apoptose, wahrend kein Effekt auf die
Proliferation festzustellen war. Zahlreiche Studien zeigten ebenfalls eine Apop-
toseaktivierung durch unterschiedliche Mechanismen wie Zellzyklusarrest via
p21, p27, p18*® *°, Inhibition von E2F/DP DNA-bindender Aktivitat™, Block von
G1-S-Transition durch Inhibition vom Retinoblastom-Protein-Phosphorylation®’

und Induktoren der Expression von zyklin-abhangigen Kinase-Inhibitoren®?. Zu-
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satzlich zu den Effekten auf die Apoptose induziert eine Aktivierung von PPARy
einen Arrest im Zellzyklus, terminale Differenzierung und nicht-apoptotischen
Zelltod in vielen anderen Karzinomzellen, obwohl der jeweilige Mechanismus
sich von dem in anderen Studien unterschied'' ' '°- 2!, Diese Ergebnisse deu-
ten an, dass PPARYy die Expression von einem grofden Spektrum von Zielgenen
beeinflusst, die multiple biologische Effekte regulieren und sich in einer gewe-
bespezifischen Art und Weise unterscheiden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in OE33-Zellen hatte die in vitro Stimulation
von Kyse-180-Zellen mit Pioglitazon keinen Einfluss auf Apoptose oder Zell-
wachstum. Dies impliziert, dass eine PPARYy Aktivierung weniger stark den Zell-
durchsatz von Epithelien beeinflusst, die sich von Plattenepithel ableiten, als
von solchen, die sich von Barrettepithel ableiten. Man kann aber nicht aus-
schlieen, dass dieser unterschiedliche Effekt nur in den zwei untersuchten
Zelllinien beobachtet werden kann und dies aufgrund der unterschiedlichen Ma-
lignitdt oder des unterschiedlichen Differenzierungsstatus. Ob man diese Er-
gebnisse auf humanes Barrett-Epithel Ubertragen kann, mussen weitere Unter-
suchungen erst noch zeigen. Interessanterweise wird aber auch das Wachstum
von der Zelllinie Kyse-270 durch ein Thiazolidindion, namlich Troglitazon, ge-
hemmt'. Diesem gegensétzlichen Effekt einer PPARy Aktivierung in unter-
schiedlichen Plattenepithelkarzinomzelllinien des Osophagus kénnte aber auch
eine unterschiedliche biologische Aktivitat der verschiedenen Thiazolidindione

zugrunde liegen, die schon in anderen Studien beobachtet worden war®>.

Neuere Studien zeigten, dass anti-proliferative und pro-apoptotische Effekte
einer PPARy-Aktivierung in Nacktmausen bestatigt werden konnten, in denen
Tumore transplantiert worden waren, die sich von den in den in vitro Studien
verwendeten Zelllinien ableiteten™ ' >*. In vivo Studien solcher Tiermodelle

von kolorektalen®® und Mammakarzinomen®® °7

zeigten ebenfalls wachstum-
inhibierende Effekte nach PPARy Aktivierung. Dagegen forderten PPARy Li-
ganden die Entstehung von kolorektalen Tumoren von genetisch pradisponier-
ten Mausen'® °8. Um die von uns in OE33-Zellen beobachteten in vitro Effekte

einer PPARy Aktivierung in vivo zu bestatigen, untersuchten wir das Tumor-
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wachstum von in Nacktmausen transplantierten, von OE33-Zellen abgeleiteten
Tumoren, wobei die Tiere oral mit Pioglitazon behandelt wurden. Unerwarteter-
weise zeigten die mit Pioglitazon behandelten Tiere im Vergleich mit Vehikel-
behandelten Kontrolltieren ein deutlich starkeres Wachstum der transplantierten
Tumore auf dem Boden einer gesteigerten Zellproliferation bei reduzierter A-
poptose. Unseres Wissens ist dies der erste Bericht eines kontraren Effekts
einer PPARy Aktivierung auf Tumore desselben Ursprungs in vitro und in vivo.
Im Moment sind die zugrunde liegenden Mechanismen fur diese Beobachtung
unklar, wobei man sich mehrere Erklarungsansatze vorstellen kann.

Die Entwicklung eines malignen Tumors ist ein Prozess mit mehreren Schritten,
wahrenddessen die Krebszellen mehrere Veranderungen in ihrer zellularen
Physiologie erwerben mussen. Hierzu zahlen u.a. die Fahigkeit zur Perduktion
selbst verstarkender Wachstumssignale, eine Insensitivitdt auf wachstums-
hemmende Signale, die Unabhangigkeit der Zellen gegentber Mechanismen
des fremd- oder selbstausgeldsten programmiertem Zelltodes, ein standiges
Potenzial zur Replikation, die Fahigkeit zur Auslosung einer Angiogenese sowie
zur Gewebeinvasion und Metastasierung®. Eine Erklarung fiir die Diskrepanz
zwischen den Effekten der PPARy Aktivierung in OE33-Zellen in vitro und in
vivo kdnnte darauf beruhen, dass die Komplexitat der in vivo Situation mit Ge-
webeinteraktionen nicht durch Zellkulturstudien widergespiegelt werden kann.
Weiterhin ist aufgrund des weiten Spektrums an Zielgenen, die durch PPARy
beeinflusst werden, ein unterschiedlicher Ablauf einer PPARy vermittelten Rek-
rutierung von Genen in vitro und in vivo denkbar, die fir die Proliferation von
Tumorzellen wichtig sind. Z.B. wirde eine Veranderung der Angiogenese das
Tumorwachstum in vitro nicht beeinflussen, wahrend dieser Faktor in vivo eine
wesentliche Relevanz im Hinblick auf die Progression der Tumorentwicklung
besitzt. Dieser Aspekt der funktionellen Relevanz von PPARy-Zielgenen fur
Tumorwachstum und -entwicklung wird auch dadurch verkompliziert, dass in
vielen Karzinomzelllinien und Tumoren in diesen Bereichen Mutationen vorhan-
den sind.

In einer neueren Studie konnte auRerdem festgestellt werden, dass PPARYy ge-

gensatzliche Effekte in neoplastischen Zellen hervorrufen kann, die abhangig
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von der Stirke der PPARy Beeinflussung sind®®. Daher kénnen wir nicht aus-
schlie®en, dass der von uns beobachtete Gegensatz des PPARy-vermittelten
Wachtumsverhalten von OE33-Zellen in vitro und in vivo auf Unterschieden im
Ausmald der PPARy-Aktivierung beruht. Die von uns in den Tierexperimenten
eingesetzte Dosierung von Pioglitazon fuhrt in den Tieren zu Pioglitazonserum-
konzentrationen, wie sie bei Patienten mit Diabetes mellitus unter Pioglita-
zontherapie auftreten*’. Eine Analyse der Serumproben der Versuchstiere er-
gab, dass in den mit Pioglitazon-behandelten Tieren Pioglitazon selbst sowie 3
weitere aktive Metabolite nachweisbar waren und ihre Serumspiegel in einem
vergleichbaren Bereich wie der Serumspiegel eines menschlichen Probanden 3
Stunden nach Einnahme einer zur Behandlung des Diabetes mellitus Ublichen
Tagesdosis Actos® (30 mg) lag. In den Kontrolltieren fanden sich weder Piogli-
tazon noch seine Metabolite (Daten nicht gezeigt).

Einige Studien zeigten auch biologische Effekte einer Behandlung mit Thiazoli-
dindionen auf Tumorwachstum, die unabhangig von einer PPARy-Aktivierung
erfolgte®” 2> ®'. Obwohl in diesen Studien hauptsachlich von einer Inhibition von
Tumorwachstum berichtet wurde, kann man nicht ausschlie3en, dass die Tu-
morprogression durch Pioglitazon in den von uns durchgefuhrten Tierexperi-
menten auf solchen bisher unbeschriebenen PPARy-unabhangigen Effekten
von Thiazolidindionen beruht.

1998 beschrieben unabhingig voneinander zwei Arbeitsgruppen’ °8, dass eine
PPARy Aktivierung durch Thiazolidindione in APC™"-Mausen die Entwicklung
von Kolonpolypen und kolorektalen Tumoren fordert und deren Malignitat be-
starkt. Die geaulierte Hypothese dieser Beobachtung einer insulin-vermittelten
Verbesserung der metabolischen Situation dieser Tumore korreliert mit der von
uns festgestellten verminderten Seruminsulinkonzentration bei nicht-
diabetischen Mausen in der mit Pioglitazon behandelten Versuchsgruppe.
Gleichzeitig unterschieden sich die Serumglucosespiegel nicht signifikant von-
einander. Daher konnte man annehmen, dass systemische PPARy-Aktivierung
die Insulinresistenz verringert, so dass weiterhin niedrigere Insulinspiegel bendo-
tigt werden, um metabolische Homdostase in diesen nicht-diabetischen Mausen

aufrecht zu erhalten. Erhéhte Insulinsensitivitat kdnnte auch die Metabolisierung
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von Nahrstoffen in Tumorzellen verbessern und so zu einer beschleunigten
Zellwachstumsrate mit Stimulation der Progression flhren.

Folglich konnte zwar das beschleunigte Tumorwachstum von transplantierten
OE33-Barrettadenokarzinomtumoren unabhangig von einer PPARy-Aktivierung
sein, aber durch die geforderte Glucoseverwertung der Tumorzellen als Reakti-
on auf erhohte Insulinsensitivitat nach systemischer PPARy-Aktivierung noch
unterstutzt worden sein. Diese Vermutung wird auch durch die Beobachtung
unterstitzt, dass die in vivo OE33-Tumore bei Pioglitazon behandelten Tieren
eine vermehrte Proliferationsrate bei gleichzeitig unveranderter Apoptoserate
zeigten, wahrend in vitro OE33-Zellen nach PPARy Aktivierung mit Pioglitazon
eine vermehrte Apoptose ohne Anderungen der Proliferation aufweisen.

Zum Schluss bleibt noch zu erwahnen, dass zwei klinische Phase 2-Studien,
die den klinischen Einsatz einer palliativen Therapie mit Thiazolidindionen bei
Patienten mit Mammakarzinomen® sowie Liposarkomen®® untersuchten, jeweils
vorzeitig aufgrund einer Progression des Tumorwachstums bzw. der Sympto-
matik abgebrochen werden mussten. Dies betont noch einmal die kritische In-
terpretation von in vitro Daten zu Effekten einer PPARy Aktivierung in Tumor-
zelllinien im Vergleich zu biologischen Daten von in vivo Studien. Es muss aber
auch angemerkt werden, dass bei Patienten mit malignen vaskularen Tumoren
die anti-angiogenetischen Therapie mit Pioglitazon, Rofecoxib und Trofosfamid
zu einer signifikanten Regression des Tumorvolumens in der Mehrzahl der Pa-

tienten fuhrte®*.
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5 Zusammenfassung

Der intrazellulare Hormonrezeptor PPARYy spielt eine Rolle in vielen Differenzie-
rungsprozessen. Zudem konnte in multiplen malignen Tumoren verschiedenen
Ursprungsgewebe gezeigt werden, dass sowohl Proliferation als auch Apoptose
beeinflusst werden konnen und so eine neuartige antiproliferative Therapieopti-
on bestehen kénnte. Im Barrettadenokarzinom des distalen Osophagus, einer
malignen Neoplasie auf dem Boden von Magensaure- und Dunndarm-
sekretreflux, sind diese Zusammenhange bisher nicht ausreichend untersucht.
Ziel dieser Studie sollte eine Untersuchung von Proliferation und Apoptose des
Barrettadenokarzinoms unter dem Einfluss von einer PPARy-Aktivierung durch
den synthetischen Agonisten Pioglitazon sein. Dazu wurden in vitro Zelllinien
von Barrettadenokarzinomen und von Plattenepithelkarzinomen sowie humane
Barrettgewebeproben auf Expression von PPARy untersucht. Zudem wurde
nach Stimulation mit Pioglitazon die Wirkung auf Proliferation und Apoptose
gemessen. Nach Generierung von soliden Tumoren in immundepletierten
balb/c nu/nu Mausen wurden diese mit Pioglitazon-haltigem Actos® stimuliert
und das Tumorwachstum mit einer Kontrollgruppe verglichen. Zudem wurden
nach Explantation der Tumore histologisch Apoptose- und Proliferationsverhal-
ten bestimmit.

Wir konnten zeigen, dass PPARy in humaner Barrettmukosa und in der huma-
nen Barrettadenokarzinomzelllinie OE33 Uberexprimiert ist. PPARy Aktivierung
inhibiert das Wachstum von OE33-Barrett-Adenokarzinomzellen in vitro durch
eine Induktion von Apoptose, wahrend das Wachstum von transplantierten Tu-
moren, die von OE33-Zellen abgeleitet wurden, in vivo durch systemische
PPARy-Aktivierung auf dem Boden einer gesteigerten Proliferation und einer
Hemmung der Apoptose verstarkt wurde. Diese Ergebnisse charakterisieren
PPARy als einen potentiellen molekularen Mediator, der in die Entwicklung ei-
nes Barrettepithels mit Metaplasie aus normalem Plattenepithel in dem gastro-

dsophagealen Ubergang involviert ist.
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