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1 Einleitung

1.1 Bedeutung von Tumorerkrankungen

Maligne Tumorerkrankungen zahlen in Deutschland zu den haufigsten
Todesursachen. Nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems waren
Krebsleiden 2013 laut des Statistischen Bundesamts die zweithdufigste

Todesursache in Deutschland. Uber 223 000 Menschen starben 2013 an den

Folgen von Tumorerkrankungen, wobei Tumore der Verdauungsorgane bei
Mannern und Frauen ungeféahr ein Drittel der Todesfélle durch Krebs
ausmachten. Dazu gehéren unter anderem Tumore des Darms (kolorektales
Karzinom), des Magens, der Bauchspeicheldriise und der Leber (siehe Abb.
1) [1]. Zwischen den Jahren 2000 und 2010 stieg die Zahl der Neuerkrankungen
bei Mannern um 21 % und bei Frauen um 14 % an. Somit nehmen

Tumorerkrankungen eine immer bedeutendere Rolle ein [2].
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Abb. 1. Prozentualer Anteil der haufigsten Tumorlokalisationen an allen
Krebssterbeféllen in Deutschland 2014

Die Krebssterbefalle durch maligne Tumore der Verdauungsorgane sind gelb umrandet.
Modifiziert nach Robert Koch Institut, ,Krebs in Deutschland fir 2013/2014%,
11. Ausgabe (2017) [3].



1.2 Peritonealkarzinose

Insbesondere bei fortgeschrittenen Stadien von Tumoren im Bauchraum kann es
durch Absiedelung (Metastasierung) von Tumorzellen in das Bauchfell
(Peritoneum) zur Peritonealkarzinose kommen. Das Peritoneum ist eine serése
Haut, welche die Bauchhdhle von innen auskleidet und die meisten inneren
Organe umgibt. Aufgabe des Peritoneums ist die Sezernierung und Resorption
von Peritonealflissigkeit. Damit gewahrleistet es die Verschiebbarkeit der

Bauchorgane gegeneinander [4].

Primartumore des Peritoneums wie das peritoneale Mesotheliom treten sehr
selten auf (weniger als 1 000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland) [5, 6].

Meist ist die Peritonealkarzinose dagegen Folge einer Metastasierung einer
primaren Tumorerkrankung eines anderen Organs im Bauchraum. Kolorektale
Karzinome beispielsweise metastasieren haufig ins Peritoneum. Eine
Peritonealkarzinose wird hier bei 7 % der Patienten bei erstmaliger Operation des
priméaren Tumors entdeckt, bei 4 bis 19 % tritt sie nach kurativer Operation auf
und bis zu 44 % der Patienten mit rezidivierendem kolorektalem Karzinom sind
betroffen [7]. Der Altersgipfel von Patienten, die von einer Metastasierung des
kolorektalen Karzinoms ins Peritoneum betroffen sind, liegt zwischen 62 und
65 Jahren [8].

Es gibt zwar keine genauen Angaben Uber die Zahl der Neuerkrankungen an
Peritonealkarzinose in Deutschland, allerdings kann man anhand der
Inzidenzraten haufiger Primartumore mit Tendenz ins Peritoneum zu

metastasieren, von ungefahr 20000 bis 30000 Neuerkrankungen pro Jahr

ausgehen [5, 9, 10]. Wird die Peritonealkarzinose nicht therapiert, so betragt die
durchschnittliche Uberlebenszeit ab Diagnosezeitpunkt 6 Monate und das
mediane Uberleben 3,1 Monate [11]. Diese Tatsache verdeutlicht die Schwere
der Erkrankung und die Wichtigkeit erfolgreicher Therapiekonzepte.

Als bislang einzige Behandlungsoption fiir eine Peritonealkarzinose galt eine
systemische Chemotherapie. Aber auch damit ist das mediane Uberleben auf 12
bis 16 Monate beschrankt [12-14]. In jingerer Zeit wurde daher eine alternative

Therapie mit zytoreduktiver Chirurgie (cytoreductive surgery, CRS) und



anschlielBender hyperthermer intraperitonealer Chemoperfusion (hyperthermic
intraperitoneal chemotherapy, HIPEC) entwickelt. Diese lassen sich anwenden,
wenn die Peritonealkarzinose in einem limitierten Stadium vorliegt. Ziel des
kombinierten Vorgehens ist es, den makroskopischen Tumor durch die CRS zu
entfernen und mit der HIPEC im Anschluss auch die verbleibenden
mikroskopischen peritonealen Tumorreste mit einer lokalen, hochkonzentrierten
Chemotherapie zu eliminieren [15]. Damit konnte eine deutliche Steigerung der
medianen Uberlebenszeit auf bis zu 35 Monate erreicht werden [12, 13, 16].

1.3 HIPEC

Bei der HIPEC wird eine mit Chemotherapeutika versetzte Tragerldsung unter
erhohter Temperatur durch die Bauchhoéhle gesplilt [17]. Das heil3t, der Korper
wird lokal kunstlich Gberwarmt und ist dadurch einer Hyperthermie ausgesetzt.
Fur die Dauer der Perfusion und die Héhe der angewendeten Temperatur gibt es
bislang keine ubiquitéar angewandten Standards. Je nach Protokoll liegt die Dauer
der Zirkulation zwischen 30 und 120 Minuten (min) und die Temperatur in der
Peritonealh6hle zwischen 39°C und 43°C [17-20].

Zu den dafir haufig verwendeten Chemotherapeutika zahlen Mitomycin C,
Oxaliplatin und Cisplatin [20-22]. Oxaliplatin kann mit einer intravendsen 5-FU-
Gabe kombiniert werden [23]. Alternativ werden Doxorubicin, Melphalan,
Gemcitabine, Mitoxantrone, Etoposide, Irinotecan, Paclitaxel, Docetaxel,
5-Fluoruracil (5-FU) und Carboplatin verwendet [24]. Die zusatzlich verwendete
Hyperthermie hat ebenfalls zytotoxische Effekte. Bereits ab 41°C kommt es zur
Denaturierung von Proteinen, Aktivierung von Lysosomen, einer erhéhten
Apoptoserate sowie fehlerhafter DNA-Reparatur [25]. Des Weiteren wirkt
Hyperthermie fordernd auf die Zytotoxizitat einiger Chemotherapeutika. Vermutet
wird hier etwa ein Hyperthermie-bedingter Funktionsverlust von ABC-
Transportproteinen, welche wiederum in der Lage sind die Chemotherapeutika
aus der Zelle zu befordern. Auf3erdem konnten weitere intrazellulare
Entgiftungsvorgange durch Hyperthermie gehemmt werden [26]. Eine durch
Hyperthermie erhthte Zytotoxizitdt wurde beispielsweise bei Oxaliplatin [27],

Mitomycin C [28], Bleomycin [29], Platinkomplexen [30], Docetaxel, Irinotecan



und Gemcitabin gefunden [31]. Chemotherapeutika koénnen mithilfe von
Hyperthermie auch leichter ins Gewebe eindringen, was beispielsweise bei
Doxorubicin beobachtet wurde [32]. Allerdings initialisiert die Hyperthermie auch
eine erhohte Expression von verschiedenen Hitzeschockproteinen (Heat shock
protein, HSP), die den zytotoxischen Effekten der HIPEC entgegenwirken
kénnen [33].

1.4 Hitzeschockproteine und Tumorerkrankungen

HSPs sind Proteine, die vermehrt bei zellularen Stresssituationen wie durch
Hyperthermie und Chemotherapeutika gebildet werden. Eingeteilt werden die
HSPs anhand ihres Molekulargewichts in vier Klassen: kleine HSPs von 15 -
30 Kilodalton (kDa), zu denen Hsp27 gehért sowie Hsp60, Hsp70 und
Hsp90 [34]. Sie dienen als Chaperone, helfen also sowohl neu synthetisierten
Proteinen als auch akkumulierten oder falsch gefalteten Proteinen, die korrekte
Tertiarstruktur einzunehmen. Aul3erdem sind sie in der Lage, der Bildung von
Proteinaggregaten vorzubeugen. Zudem interagieren sie mit zahlreichen
Faktoren der =zellularen Signalubertragung, die zum Beispiel beim
programmierten Zelltod beteiligt sind und kénnen so die Apoptose verhindern. Im
Allgemeinen beguinstigen sie den Schutz und das Uberleben von Zellen und sind
fur intrazellulare Reparaturmechanismen zustéandig [35, 36].

Dies gilt auch fur viele bOsartige Tumore. Werden HSPs von Tumorzellen
gebildet, steigt deren Uberlebenswahrscheinlichkeit. Daher korreliert eine hohe
Expression von HSPs in Tumoren mit einer schlechten Prognose. Uber diesen
Zusammenhang wurde unter anderem beim kolorektalen Karzinom berichtet.

Zudem werden HSPs in vielen Tumorzellen konstitutiv vermehrt gebildet [37-39].

Auch bei der Kklinisch eingesetzten Therapie zur Behandlung der
Peritonealkarzinose  mittels lokaler = Chemotherapie unter erhdhten
Temperaturbedingungen kdnnten verstarkt exprimierte HSPs limitierend auf den
Therapieerfolg Einfluss nehmen. Allerdings sind die intrazellularen
Reparaturmechanismen, die in den Tumorzellen durch eine hypertherme

Chemoperfusion induziert werden kénnen, bisher nur teilweise erforscht. HSP-



vermittelte Mechanismen stellen hierbei einen bislang wenig untersuchten
Prozess der Stress-vermittelten Reparaturvorgénge in Tumorzellen dar.

Ebenso wenig erforscht sind proliferative Effekte, die in den Tumorzellen durch
eine hypertherme Chemotherapie hervorgerufen werden kénnten. Um eine
Aussage Uber die Proliferation von Zellen zu treffen, sind Proliferationsmarker
wie Ki-67 und PCNA geeignet, die sich teilende Zellen markieren.

Ziel dieser Arbeit war es verschiedenen Fragen zum Einfluss der HIPEC auf
Reparaturvorgédnge und proliferative Effekte in Tumorzellen des Kolonkarzinoms
nachzugehen. Dafur wurden mithilfe eines in vitro-HIPEC-Modells entsprechend
den klinischen Bedingungen die Effekte von alleiniger Hyperthermie und in
Kombination mit einer Chemotherapie auf die Expressionen von HSPs und

Proliferationsmarkern in Tumorzellen des Kolonkarzinoms untersucht.



2 Fragestellung

Folgende Fragen wurden untersucht:

1. Welche Effekte haben eine Hyperthermie mit und ohne 5-Fluoruracil auf die
Expression von Hitzeschockproteinen? Wie entwickelt sich die Expression
der Reparaturproteine im Zeitverlauf nach einer hyperthermen
Chemoperfusion? Wie unterscheiden sich diese Effekte in Abh&ngigkeit

verschiedener humaner Kolonkarzinome?

2. Welche Auswirkungen haben eine Hyperthermie mit und ohne 5-Fluoruracil

auf die Expression der Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA?

3. Gibt es Unterschiede des Einflusses einer Hyperthermie von 41°C
gegenuber 43°C auf die Expression der Hitzeschockproteine und die weitere

Zellproliferation in den Kolonkarzinomen?

4. In welchem Zusammenhang stehen die Ergebnisse mit dem gegenwartigen
klinischen Vorgehen?



3 Grundlagenteil

Um die Auswirkungen der Hyperthermie und der Chemotherapeutika
interpretieren zu kdnnen, ist es essentiell die mikroskopische Struktur und
Funktionsweise der Hitzeschockproteine und der Proliferationsmarker zu

kennen. Diese werden daher im Folgenden erlautert.

3.1 Hsp27

Hsp27 gehort zu den kleinen Hitzeschockproteinen, die strukturell eine
konservierte a-kristaline Doméane am C-Terminus gemeinsam haben [40].
Vermutlich interagieren kleine HSPs daruber und kdnnen sich zu Oligomeren
zusammenschlieBen [40]. Die Oligomerisierung wiederum wird Uber die
Phosphorylierung von Hsp27 reguliert [41]. Der Status der Oligomerisierung ist
fur die Funktion als Chaperon bedeutsam [40, 42].

Hsp27 greift in die Signaltransduktionskaskade der Apoptose ein, wodurch es
antiapoptotisch wirkt (siehe Abb. 2). Der extrinsische Weg der Apoptose wird
durch Ligandenbindung an einen Rezeptor der Tumornekrosefaktor-
Rezeptorfamilie (TNF-Rezeptorfamilie) initiiert. Daraufhin kommt es unter
anderem zur Aktivierung von Daxx, einem Adapterprotein von CD95, das
wiederum zur TNF-Rezeptorfamilie gehdrt. Daxx aktiviert die Apoptosis signal-
regulating Kinase 1 (ASK1), was letztlich zur Apoptose fiihrt. Phosphorylierte
Dimere von Hsp27 kdnnen mit Daxx interagieren, sodass dessen Translokation
vom Zellkern ins Zytoplasma und dessen Interaktion mit ASK1 und CD95
unterbunden wird [43].

Beim intrinsischen Weg der Apoptose kommt es zur Freisetzung von
proapoptotischen Faktoren aus dem Mitochondrium wie Cytochrom ¢, Apoptosis-
inducing factor (AIF) und Smac/DIABLO. In den intrinsischen Weg greift Hsp27
ein, indem es Akt aktiviert, welches Bax hemmt. Bax sorgt fir die Freisetzung der
proapoptotischen Faktoren aus dem Intermembranraum des Mitochondriums.
Somit kommt es durch das Eingreifen von Hsp27 zur verminderten Freisetzung

dieser Faktoren aus dem Mitochondrium und so zur Hemmung der



Apoptose [44]. Nachdem Smac/DIABLO aus dem Mitochondrium ins Zytoplasma
gelangen, inhibieren sie antiapoptotische Faktoren und sorgen fur die Aktivierung
der Procaspase 9, die die Procaspase 3 aktiviert, was wiederum zur Apoptose
fuhrt. Hsp27 blockiert die Freisetzung von Smac/DIABLO aus dem
Mitochondrium [45]. Aul3erdem hemmt Hsp27 die Procaspase 3, indem es diese
komplexiert [46]. Hsp27 hemmt zudem Cytochrom c, welches nach Freisetzung
aus dem Mitochondrium den Apoptotic protease activating factor 1 (Apaf-1)
aktiviert, wodurch die Procaspase 9 aktiviert und so die Kaspasenkaskade der
Apoptose in Gang gesetzt wird [47].

DarlUber hinaus kann Hsp27 die intrazellulare Konzentration von Glutathion in
seinem reduzierten Zustand hochhalten. Glutathion fangt reaktive
Sauerstoffspezies ab, indem es selbst oxidiert wird und schiitzt so Proteine vor
Oxidation [48, 49].

Hsp27 schitzt die Struktur der Zelle, indem es die Stabilitat des Zytoskeletts
aufrechterhalt und die Depolymerisation von Aktin verhindert [50]. Beim
Hitzeschock kommt es zur Akkumulation von noch nicht gefalteten Proteinen. Um
dies zu verhindern bindet Hsp27 wéahrend eines solchen Hitzeschocks an den
eukaryotic translation initiation factor 4 gamma (elF4G), eine Struktur am Ende
der mRNA, die flr die Initiation der Translation von Bedeutung ist. Dadurch wird
die Proteinbiosynthese unterbrochen und kann nach dem Hitzeschock fortgesetzt
werden [51]. Daruber hinaus foérdert Hsp27 nach einem Hitzeschock die

Regeneration von RNAs und die Proteinbiosynthese [52].
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Abb. 2: Ubersicht der Funktionen von Hsp27

Hsp27 wirkt antiapoptotisch, indem es an unterschiedlichen Stellen mit in den
Signalwegen der Apoptose beteiligten Faktoren interagiert. Nach einem Hitzeschock
fordert Hsp27 die Regeneration von RNAs und Proteinen und wirkt im Allgemeinen
zytoprotektiv. Basierend auf Garrido et al. (2006) [49].

3.2 Hsp70

Strukturell besteht Hsp70 aus zwei Doméanen: Die aminoterminale Doméne ist
die ATPase-Domane und besteht aus einer 44 kDa-ATPase [53]; die

carboxyterminale Doméane ist die Substrat-bindende Domane und besteht aus



einer B-Subdoméane und helikalen a-Segmenten [54]. ATPase-Doméane und
Substrat-bindende Doméne héngen voneinander ab und beeinflussen sich
gegenseitig in ihrer Konformation [55]. Ist ATP gebunden, so ist die Substrat-
bindende Domaéne in einer offenen Konformation, in der das Substrat binden
kann [56]. Durch Hydrolyse von ATP zu ADP andert sich die Konformation,

sodass es zu einer stabilen Bindung zum Substrat kommt [54] (siehe Abb. 3).

Substrat

/

Substrat-bindende
Domane

ATPase-Domane

Abb. 3. Schematische Darstellung der Struktur von Hsp70 und dessen
Konformationsanderung durch Bindung von ATP

Im ADP-gebundenen Zustand von Hsp70 ist das Substrat stabil an die
Substratbindungsstelle gebunden [54]. Ist ATP gebunden, so befindet sich die Substrat-
bindende Doméne in der offenen Konformation [56]. Durch Substratbindung und
Substratfreisetzung werden Proteine in ihre korrekte dreidimensionale Struktur gebracht
oder abgebaut. Modifiziert nach Saibil et al. (2013) [36].

In seiner Funktion von Hsp70 als Chaperon kénnen Proteine durch Bindung und
Freisetzung von Peptiden in die korrekte dreidimensionale Struktur gebracht und
somit aktiviert werden.

Die Aktivitat wvon Hsp70 beruht auch auf Co-Chaperonen und
Nukleotidaustauschfaktoren (Nucleotide exchange factors, NEFs) [36, 57, 58].
Neben der Faltung von Proteinen kann Hsp70 zusammen mit dem Co-Chaperon
Hsp40 und einem NEF, zum Beispiel Hsp110, Proteinaggregate I6sen und die
Proteine zurtck in die richtige Proteinstruktur bringen [59-61].

Werden Zentrosomen, die bei der Zellteilung eine Rolle spielen, durch
Hyperthermie geschadigt, so schitzt Hsp70 die Zelle vor einer fehlerhaften
Zellteilung [62]. AulRerdem greift Hsp70 ebenso wie Hsp27 an verschiedenen
Stellen des extrinsischen und intrinsischen Wegs der Apoptose ein, wodurch es
antiapoptotisch wirkt (siehe Abb. 4). Hsp70 interagiert mit ASK1 und verhindert
die Aktivierung der c-Jun N-terminal kinase (JNK), wodurch es zur Hemmung der

Apoptose kommt [63]. Auch die Aktivierung von Bid in tBid wird von Hsp70

10



gehemmt, wodurch die Freisetzung von proapoptotischen Faktoren wie
Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium verhindert wird [64]. Hsp70 unterdrtickt
Signale, die Bax, ein Mitglied der proapoptotischen Bcl-2 Familie, aktivieren [65].
Bax wiederum sorgt fur die Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus dem
Intermembranraum des Mitochondriums. Hsp70 inhibiert zudem den AlF, dessen
Freisetzung aus dem Intermembranraum des Mitochondriums unter anderem zur
Fragmentierung von DNA fuhrt [66]. Wenn Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium
freigesetzt wird, aktiviert es Apaf-1, dieser Faktor wiederum aktiviert die
Procaspase 9 und es kommt zur Bildung des Apoptosoms. Hsp70 inhibiert
Apaf-1 und verhindert so die Bildung des Apoptosoms, wodurch die
Kaspasenkaskade der Apoptose gehemmt wird [67]. Auch die Permeabilitat von
Lysosomen, die proapoptotische Faktoren freisetzen konnen, wird durch Hsp70
herabgesetzt [68].
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Abb. 4.: Ubersicht der Funktionen von Hsp70

Als Chaperon férdert Hsp70 die korrekte Faltung von Proteinen und dient der Losung
von Proteinaggregaten. Dariiber hinaus wirkt Hsp70 antiapoptotisch, indem es mit
zahlreichen in die Apoptose involvierten Faktoren interagiert. Basierend auf Garrido et
al. (2006) [49].

3.3 Hsp9ao

Die Hsp90-Familie enthalt mindestens 17 Gene, die in vier Klassen eingeteilt
wurden. Die Proteine der Klassen HSP90AA und HSP90AB befinden sich im
Zytosol, die Proteine der Klasse HSP90B im endoplasmatischen Retikulum und

die der Klasse TRAP im Mitochondrium [69]. Auch eine Freisetzung von Hsp90
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in den Extrazellularraum wird beschrieben [70]. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
die Genexpression von Hsp90 a class A member 1 und 2 und Hsp90 a class B

member 1 untersucht, die im Zytosol vorkommen (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1: Einteilung der Hsp90-Familie und Einordnung der im Rahmen dieser
Arbeit untersuchten Gene
Madifiziert nach Chen et al. (2005) [69].

Klasse Vorkommen In dieser Arbeit untersuchte
Genexpression

HSP90AA Zytosol Hsp90 a class A member 1
Hsp90 a class A member 2
HSP90AB Zytosol Hsp90 a class B member 1
HSP9O0B Endoplasmatisches
Retikulum
TRAP Mitochondrium

Strukturell ist Hsp90 ein Homodimer, wobei jedes Monomer aus drei Doménen
besteht: einer N-terminalen Domane, einer Mitteldoméne und einer C-terminalen
Domane [71, 72]. Die N-terminale Domane besitzt eine ATPase [73]. Durch
Hydrolyse von ATP andert sich die Konformation von Hsp90, was fir dessen
Funktion essentiell ist [74] (siehe Abb. 5).

ATPY

Hsp90

Abb. 5. Schematische Darstellung der Struktur von Hsp90 und dessen
Konformationsanderung durch Bindung von ATP

Durch Bindung von ATP geht Hsp90 von seiner offenen in die geschlossene
Konformation tiber. N = N-terminale Doméane, C = C-terminale Doméane. Modifiziert nach
Pearl et al. (2000) [75].
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Die Mitteldomane kann mit Co-Chaperonen interagieren, wodurch die ATPase-
Doméane beeinflusst wird [76]. Die C-terminale Doméane stellt die
Dimerisierungsdomane dar [71]. Zudem besitzt sie eine alternative ATP-
Bindungsstelle und interagiert mit verschiedenen Cofaktoren [77, 78]. Die
Cofaktoren dienen unter anderem dazu, die ATPase-Funktion zu

beschleunigen [79].

Hsp90 interagiert mit einer Vielzahl von Faktoren, von denen im Folgenden eine
Auswahl beschrieben ist [80]. Als Chaperon ist Hsp90 an der Aktivierung von
Zielproteinen beteiligt, wobei dabei die ATPase-Funktion bendétigt wird [75, 81].
Hsp90 unterdriickt die Aggregation von Proteinen, z.B. der Casein kinase II,
indem Hsp90 diese bindet und dadurch die Proteine in ihrer funktionellen Form
halt [82, 83]. Auch wahrend eines Hitzeschocks stabilisiert Hsp90 Proteine und
verhindert damit deren Aggregation und Inaktivierung [84]. Hsp90 stabilisiert
zudem mutierte Proteine wie die Tyrosinkinase BCR-ABL [85, 86].
Extrazellulares Hsp90 interagiert mit der Matrix-Metalloproteinase 2 (MMP2), die
in der Lage ist, die extrazellulare Matrix abzubauen, was einen Schritt der
Invasion von Tumorzellen darstellt. So begtinstigt die Interaktion von Hsp90 mit
MMP2 die Invasion von Tumorzellen [87].

Des Weiteren wirkt Hsp90 antiapoptotisch. Es ist an der Aktivierung des Proteins
Akt beteiligt, welches letztlich die Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus
dem Intermembranraum des Mitochondriums unterbindet und in Zusammenhang
mit erhohter Proliferation steht [88, 89]. Apaf-1 ist bei der Initiation der
Kaspasenkaskade der Apoptose von Bedeutung. Hsp90 inhibiert Apaf-1,
wodurch die Apoptose gehemmt wird [90]. Hsp90 induziert die Expression von
B-cell lymphoma 2 (Bcl-2), ein Protein, welches in der Regulation der Apoptose
eine bedeutende Rolle spielt. So werden durch Bcl-2 antiapoptotische
Mechanismen in Gang gesetzt [91].

Am Ende des Signalweges der Nekroptose, einer Form der regulierten Nekrose,
wird Mixed Lineage Kinase Domain-Like (MLKL) aktiviert und begtnstigt durch
eine Destabilisierung der Zellmembran den Zelltod. Hsp90 hemmt die Aktivitat
von MLKL und begiinstigt damit das Uberleben der Zelle [92]. Auch in der

14



Progression von Tumorerkrankungen scheint Hsp90 eine bedeutende Rolle zu
spielen. So fand man eine zwei- bis zehnmal hohere Expression von Hsp90 in

Tumorzellen gegeniiber gesunden Zellen [93].

3.4 Proliferationsmarker Ki-67

Ki-67 ist ein Protein, das in der Synthese- (S), Gap2- (G2) und Mitosephase (M-
Phase) des Zellzyklus exprimiert wird. Zudem wird es in der Gapl-Phase (G1-
Phase) exprimiert, wenn diese auf die M-Phase folgt. Ruhende Zellen, Zellen die
sich also in der GO-Phase befinden, sind Ki-67-negativ [94, 95]. In dieser Arbeit
dient Ki-67 daher als Marker fur sich teilende Zellen. Die Halbwertszeit betragt
ungefahr eine Stunde und somit ist der Ki-67-Spiegel reprasentativ flr dessen
de-novo-Synthese [96]. Die Konzentration von Ki-67 steigt wahrend der S-Phase
an bis sie wahrend der Mitose ihren maximalen Wert erreicht [95, 96]. Wahrend
der G1-, S- und G2-Phase ist Ki-67 perinukleolar und im Karyoplasma lokalisiert,
wahrend der Mitose ist Ki-67 auf die Chromosomen, das Karyoplasma und
Zytoplasma verlagert [97].

Die Primarstruktur von Ki-67 wurde 1993 entschlisselt und es wurde
herausgefunden, dass zwei Isoformen des Proteins existieren: Eine mit einem
Molekulargewicht von 395 kDa und eine zweite mit einem Molekulargewicht von

345 kDa [98]. Der Genlokus von Ki-67 besteht aus ca. 30 000 Basenpaaren [99].
Zur Funktion von Ki-67 ist bisher bekannt, dass Ki-67 Phosphatase-1 bindet und

in der Phosphoregulation des nukleolaren Proteins B23 / Nucleophosmin
involviert ist [100]. Vermutlich ist Ki-67 an der Kontrolle der Struktur des
Chromatins beteiligt [101]. Auch einige weitere Interaktionen sind bekannt,
jedoch ist die Funktion von Ki-67 noch nicht génzlich verstanden [102, 103].

3.5 Proliferationsmarker PCNA

Proliferating-Cell-Nuclear-Antigen (PCNA) ist ein Protein mit einem Molekular-
gewicht von 36 kDa [104]. Strukturell ist es aus drei Untereinheiten aufgebaut,
die wiederum aus je zwei Doméanen bestehen. Jede Doméne besteht aus zwei

a-Helices, die den inneren Ring des Proteins bilden und neun B-Einheiten, die
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die a-Helices ringformig umgeben. PCNA bildet somit einen Ring, der

doppelstrangige DNA umgeben kann [105] (siehe Abb. 6).

verbindender Loop
innerhalb einer
Domane

Abb. 6: Schematische Darstellung der Struktur von PCNA

Abgebildet ist die Vorderansicht von humaner PCNA. Die drei Untereinheiten sind in
blau, grin und gelb / rot dargestellt. Jede Untereinheit besteht aus zwei Doméanen.
Madifiziert nach Protein Data Bank (2017) [106].

PCNA spielt bei der DNA-Replikation, also innerhalb des Zellzyklus, eine
bedeutende Rolle und wird daher als Proliferationsmarker verwendet. Dazu
diente er bei dieser Arbeit. Dabei spricht eine erhohte Expression von PCNA fur
eine erhohte Proliferation [107, 108].

Wahrend der DNA-Replikation ist PCNA an die Polymerase & gebunden [109].
PCNA dient als Faktor der Polymerase 8, der die Prozessivitat erhéht und die
Polymerase am DNA-Strang héalt [110]. Bei Zellschaden kann p21 an PCNA
binden, was zur Unterbrechung des Zellzyklus fihrt und der Zellschaden kann
behoben werden [111]. Auch bei der Nukleotidexzisionsreparatur ist PCNA
beteiligt, etwa bei der Aktivierung der Exzisionsreparaturenzyme [112]. Dartber
hinaus interagiert PCNA mit zahlreichen anderen Proteinen, die in die Replikation
der DNA involviert sind oder an den Kontrollpunkten des Zellzyklus

entscheidende Rollen spielen [113].
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Zelllinien

Tabelle 2: Zelllinien

Adenokarzinom, Dukes' Typ C

Zelllinie Entitat Firma
HT-29 humanes kolorektales ATCC® (American Type Culture
Adenokarzinom Collection) (Manassas, Virginia,
USA)
Sw480 humanes kolorektales ATCC® (Manassas, Virginia,
Adenokarzinom, Dukes' Typ B | USA)
SW620 humanes kolorektales ATCC® (Manassas, Virginia,

USA)

4.1.2 Nahrmedien

Tabelle 3: Nahrmedien

Nahrmedium

Zusatze

Firma

McCoy’s 5A Medium
mit L-Glutamin

10 % fetales

ATCC® (Manassas,

Kalberserum (fetal calf | Virginia, USA)

serum, FCS),
1 % Penicillin
Streptomycin

/

RPMI Medium 1640

10 % FCS,
1 % Penicillin
Streptomycin

/

Gibco® by Life
Technologies (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

4.1.3 Chemikalien, Puffer, Reagenzien

Tabelle 4: Chemikalien, Puffer, Reagenzien

Chemikalie, Puffer, Reagenz

Firma

Accutase®

Sigma-Aldrich® (St. Louis,
Missouri, USA)
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Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich® (St. Louis,
Missouri, USA)

Fetales Kalberserum (fetal calf serum, FCS)

Life Technologies (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

5-Fluoruracil (5-FU)

Medac (Wedel, Deutschland)

Magermilchpulver

AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

NuPAGE® Antioxidans

Invitrogen by Life
Technologies (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

NuPAGE® LDS Sample Buffer

Life Technologies (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

NuUPAGE® MOPS SDS Running Buffer

Novex® by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

NuPAGE® Sample Reducing Agent

Novex® by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Penicillin / Streptomycin

Gibco® by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Phosphataseinhibitor-Cocktail

Calbiochem® by Merck
Millipore (Billerica,
Massachusetts, USA)

Phosphatgepufferte Salzldsung (Dulbecco’s
phosphate buffered saline, DPBS)

Gibco® by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween®
20 BioChemica)

AppliChem (Darmstadt,
Deutschland)

Ponceau S 0,1 % weight per volume (w/V) in
5 % Essigsaure

Sigma-Aldrich® (St. Louis,
Missouri, USA)

Proteaseinhibitorcocktail: Protease Inhibitor
Cocktail Set lll, Animal Free

Calbiochem® by Merck
Millipore (Billerica,
Massachusetts, USA)
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Proteinmarker HiMark™ Prestained High
Molecular Weight Protein Standard

Life Technologies (Carlsbad,
Kalifornien, USA)

Proteinmarker Page Ruler Prestained Protein
Ladder

Thermo Scientific (Rockford,
lllinois, USA)

Rinderserumalbumin (bovine serum albumin,
BSA)

Sigma-Aldrich® (St. Louis,
Missouri, USA)

RLT-Puffer

Qiagen (Hilden, Deutschland)

SuperSignal® West Pico
Chemilumineszenzsubstrat

Thermo Scientific (Rockford,
lllinois, USA)

Roti®-Quant

Carl Roth (Karlsruhe,
Deutschland)

Trypsin / EDTA (Ethylendiamintetraacetat)-
Lésung
0,05 % /0,02 % (w/V) in PBS

Biochrom (Berlin,
Deutschland)

4.1.4 Selbst hergestellte Puffer

Tabelle 5: Selbst hergestellte Puffer

Selbst hergestellter Puffer Zusammensetzung
Radioimmunoprecipitation 20 mmol/l Tris-HCI (pH 7,5)
assay buffer (RIPA buffer) 150 mmol/l NaCl

1 mmol/l EDTA

1 % (VIV) IGEPAL CA-630
1 % (m/V) NaDOC

1 % (m/V) SDS

5 mmol/l (m/V) NaF

vor Verwendung zugefugt:

1 mmol/I DTT

10 mmol/l PMFS

5 mmol/l Proteaseinhibitor-Cocktail

20 mmol/l Phosphataseinhibitor-Cocktalil

with Tween20 (TBS-T) 1,5 M NacCl

pH 7,4

0,05 % Tris-buffered saline 500 mM Tris-HCI

0,05 % (V/V) Tween 20
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Blockerlésungen

5 % (m/V) Magermilchpulver in TBS-T 0,1 %
5% (m/V) BSA in TBS-T 0,1 %

4.1.5 Kits

Tabelle 6: Kits

Kit

Firma

ImProm-II™ Reverse Transcription System

Promega (Mannheim,
Deutschland)

MESA GREEN gPCR™ Mastermix Plus fur
SYBR® Assay-No ROX

Eurogentec Deutschland
GmbH (KolIn, Deutschland)

RNeasy® Mini Kit

Qiagen (Hilden, Deutschland)

4.1.6 Primer
Tabelle 7: Primer
Primer Katalognummer Firma
B-Aktin 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPH00073G
Hsp27 Protein 1 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPHO0165F
Hsp27 Protein 2 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPHO01204A
Hsp70 Protein 1A 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPH01193B
Hsp70 Protein 1B 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPH01216B
Hsp70 Protein 4 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPH01188C
Hsp90 alpha class A | 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
member 1 PPH63391B
Hsp90 alpha class A | 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
member 2 PPHOO0166E
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Hsp90 alpha class B 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)

member 1 PPHO01201C

Hsp90 beta member 1 | 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPHO5569A

Ki-67 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPH001024E

PCNA 330001 Qiagen (Hilden, Deutschland)
PPH00216B

4.1.7 Primar- und Sekundéarantikérper

Tabelle 8: Primar- und Sekundarantikorper

BSAin TBS-T 0,1 %

Primaranti- Wirt Verdinnung Firma
korper
B-Aktin Hase | 1:1500in5 % (m/V) Cell Signaling
monoklonaler BSA in TBS-T 0,1 % TECHNOLOGY®
Antikorper (Danvers, Massachusetts,
(MAK) USA)
Hsp27 mAKk Maus | 1:1500 in 5 % (m/V) Cell Signaling
Magermilch in TBS-T | TECHNOLOGY®
0,1 % (Danvers, Massachusetts,
USA)
Hsp70/72 mAk | Maus | 1:1000 bis 1:2000 in Abcam® (Cambridge,
5 % (m/V) Magermilch | Vereinigtes Konigreich)
in TBS-T 0,1 %
Hsp90 mAk Hase | 1:1000 bis 1:2000 in Cell Signaling
5% (m/V) BSA in TECHNOLOGY®
TBS-T 0,1 % (Danvers, Massachusetts,
USA)
PCNA mAk Hase | 1:1000 bis 1:1500 in Cell Signaling
5 % (m/V) BSA in TECHNOLOGY®
TBS-T 0,1 % (Danvers, Massachusetts,
USA)
Ki-67 mAk Hase | 1:1000in5 % (m/V) Abcam® (Cambridge,

Vereinigtes Konigreich)
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Sekundar-

antikorper

Goat anti- Ziege | 1:2000 bis 1:2500 in Santa Cruz Biotechnology

rabbit 1gG- 5 % (m/V) Magermilch | (Dallas, Texas, USA)

HRP in TBS-T 0,1 %

Goat anti- Ziege | 1:3000in5 % (m/V) Santa Cruz Biotechnology

mouse IgG- Magermilch in TBS-T | (Dallas, Texas, USA)

HRP 0,1%

Gekoppelte

Antikorper

HRP B-Aktin Hase | 1:1000in5 % (m/V) Cell Signaling

mAK BSA in TBS-T 0,1 % TECHNOLOGY®
(Danvers, Massachusetts,
USA)

4.1.8 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialie Firma

Einmal-Kivetten 70 pl Brand (Wertheim, Deutschland)

iBlot® Gel Tranfer Stacks Nitrocellulose, | Novex® by Life Technologies

Regular (Carlsbad, Kalifornien, USA)

Klebefolie Microseal® ‘C* Film fur PCR- Bio-Rad (Hercules, Kalifornien,

Platten USA)

NUuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel 1,5 mm Novex® by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

PCR-Platten Hard-Shell® PCR Plates Bio-Rad (Hercules, Kalifornien,
USA)

Pipettenspitzen mit Filter (1250 pl): Biozym (Hessisch Oldendorf,

Safeseals-Tips® professional Deutschland)

Pipettenspitzen mit und ohne Filter (0,1- | Sarstedt (NUmbrecht,
20 pl; 2-100 pl) Deutschland)
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Reaktionstube Safe-Lock Tube (1,5 ml;
2 ml)

Eppendorf (Hamburg,
Deutschland)

Serologische Pipetten (2 ml, 10 ml,
25 ml)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster,
Osterreich)

Verschlussfolie Parafilm

Pechiney Plastic Packaging
(Chicago, lllinois, USA)

Zellkulturflaschen T175 Cell Star®

Greiner Bio-One (Kremsmiinster,
Osterreich)

Zellschaber

SPL Life Sciences (Korea)

Zentrifugen-Rdhrchen steril Cell Star®
(15 ml; 50 ml)

Greiner Bio-One (Kremsmiinster,
Osterreich)

4.1.9 Gerate

Tabelle 10: Gerate

Gerat

Firma

Brutschrank Function Line

Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)

Brutschrank Heracell 150i CO,
Incubator

Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)

C1000 Touch™ Thermal Cycler
CFX96™ Real-Time System

Bio-Rad (Hercules, Kalifornien,
USA)

Gelkammer XCell Sure Lock™ Mini-
Cell Electrophoresis System

Invitrogen by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

iBlot®

Invitrogen by Life Technologies
(Carlsbad, Kalifornien, USA)

Mastercycler gradient

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Photometer BioPhotometer

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Pipetten (0,5-10 pl; 10-100 pl; 100-
1000 pl)

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

QIAcube

Qiagen (Hilden, Deutschland)
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Scanner zum Einscannen der Western
Blots: FluorChem® FC2

Proteinsimple (San Jose,
Kalifornien, USA)

Schittelwasserbad (Typ SV2945)

Memmert (Schwabach,
Deutschland)

Spektrophotometer Nanodrop 2000C

Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)

Sterilwerkbank Herasafe

Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)

Thermomixer comfort

Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Biofuge fresco

Kendro (Langenselbold,
Deutschland)

Zentrifuge Multifuge 1 S-R

Thermo Scientific (Waltham,
Massachusetts, USA)

4.1.10 Software

Tabelle 11: Software

Software Firma

CFX-Manager Bio-Rad (Hercules, Kalifornien, USA)

Microsoft Excel 2010 Microsoft Corporation® (Redmond,
Washington, USA)

Microsoft Word 2010 Microsoft Corporation® (Redmond,
Washington, USA)

Software Nano Drop Thermo Scientific (Waltham, Massachusetts,

2000/2000C USA)
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4.2 Methoden

4.2.1 Zellkultur

Um ausreichend Kolonkarzinomzellen fur die Versuche zur Verfligung zu haben,
wurden die Zellen in Zellkulturflaschen vermehrt und dort auf Vorrat gehalten.
Verwendet wurden drei Zelllinien des humanen kolorektalen Adenokarzinoms:
HT-29, SW480 und SW620. Sie wurden in den Zellkulturflaschen Cell Star® T175
fur adharente Zellen bei 37°C und einer CO,-Konzentration von 5% im
Brutschrank kultiviert. Zur Aufrechterhaltung der Zellkulturen und deren
Wachstum wurden die Zellen jeder Zellkulturflasche mit 15 ml N&hrmedium
kultiviert, das zwei- bis dreimal pro Woche gegen frisches Nahrmedium
ausgetauscht wurde. Die HT-29 Tumorzellen wurden mit dem Nahrmedium
McCoy’s 5A Medium mit L-Glutamin angezlchtet, das mit 10 % fetalem
Kéalberserum (fetal calf serum, FCS) und 1 % Penicillin und Streptomycin versetzt
wurde. Zur Anzucht der SW480 und SW620 Tumorzellen wurde das Nahrmedium
RPMI Medium 1640 verwendet, das ebenfalls mit 10 % FCS und 1 % Penicillin /

Streptomycin versetzt wurde.

4.2.2 Zellpassage

Bei einer Konfluenz von 70-90 % wurden die Tumorzellen einer Zellkulturflasche
auf mehrere neue Zellkulturflaschen aufgeteilt, bis 24 Zellkulturflaschen jeder
Zelllinie mit 2,8 bis 3 x 108 Zellen fiir die spateren Versuche vorhanden waren.

Dazu wurden nach dem Absaugen des Nahrmediums die in einer
Zellkulturflasche wachsenden Tumorzellen mit 10 ml phosphatgepufferter
Salzlésung (Dulbecco’s phosphate buffered saline, DPBS) gesplilt. Dann wurden
sie mit 5 ml Trypsin / EDTA-L6sung (Ethylendiamintetraacetat) 3 bis 8 min bei
37°C inkubiert und 10 ml frisches Nahrmedium zugegeben. Eventuell noch
anhaftende Zellen wurden mithilfe eines Zellschabers vom Boden abgel6st. Die
Zellsuspension wurde zentrifugiert und dann der Uberstand abgegossen. Das
verbleibende Pellet mit den Tumorzellen wurde in Nahrmedium suspendiert und

die Zellen in neue Zellkulturflaschen ausgesat.
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4.2.3 In vitro-HIPEC-Modell

Sobald jeweils 24 Zellkulturflaschen der drei humanen kolorektalen
Adenokarzinomzellen (HT-29, SW480, SW620) vorhanden waren, wurden die
kultivierten Tumorzellen - angelehnt an das Verfahren der HIPEC - eine Stunde
lang einer definierten Temperaturstufe (37°C, 41°C oder 43°C) ausgesetzt. Die
Zellen jeder Temperaturstufe wurden jeweils mit und ohne 5-FU getestet (siehe
Abb. 7). Fur die Versuche wurde das Nahrmedium einer Zellkulturflasche gegen
15 ml auf 37°C, 41°C oder 43°C gewarmtes Medium ausgetauscht. Jeweils acht
Zellkulturflaschen einer Zelllinie wurden einer der drei Temperaturstufen
ausgesetzt. Davon wurde in jeweils vier der Zellkulturflaschen jeder
Temperaturstufe zusatzlich 5-FU gegeben, sodass die Konzentration von 5-FU
im  Nahrmedium 11,6 umol/l betrug. Die Zellkulturflaschen wurden mit
luftundurchlassigen Deckeln und Parafilm verschlossen und eine Stunde lang
einer der Temperaturstufen (37°C, 41°C, 43°C) in einem Schuttelwasserbad
ausgesetzt (siehe Abb. 8). Danach wurde das Nahrmedium mit oder ohne 5-FU
durch 20 ml auf 37°C vorgewarmtes Nahrmedium ausgetauscht und die
Zellkulturflaschen wurden fir eine bestimmte Regenerationszeit (30 min, 24 h,
48 h, 72 h) zurtick in den Brutschrank gelegt.

s N _
4 ZF ohne 5-FU
—> 8 ZF bei37°C )
) 4 ZF mit 5-FU
e ~ ‘
2 ! A 4 ZF ohne 5-FU
Zellkulturflaschen » 8ZF bei41°C : /
| (ZF) pro Zelllinie ) L ) 4 ZF mit 5-FU
[ ) 4 ZF ohne 5-FU |
—p 8 ZF bei43°C )
N ) 4 ZF mit 5-FU

Abb. 7: Aufteilung der Zellkulturflaschen pro Zelllinie
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Abb. 8: Versuchsdurchfuhrung

(A) Die Zellen dreier humaner kolorektaler Adenokarzinom-Zelllinien (HT-29, SW480,
SW620) wurden in Zellkulturflaschen in einem Brutschrank kultiviert. (B) In einem
Schiittelwasserbad wurden die Zellen eine Stunde unterschiedlichen Temperaturen
(37°C, 41°C, 43°C) ohne oder mit 5-FU ausgesetzt. (C) Danach wurden sie fir
unterschiedliche Regenerationszeiten (30 min, 24 h, 48 h, 72h) zurick in den
Brutschrank gelegt. (D) Nach der Regenerationszeit erfolgte die Isolation von RNA und
die Herstellung von Gesamtzellextrakten (Whole Cell Extract, WCE) aus den
Tumorzellen. (E) Die RNA wurde in komplementére DNS (complementary DNA, cDNA)
umgeschrieben, welche in der RT-gPCR (Real-time quantitative polymerase chain
reaction, quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion) vervielfacht und quantifiziert
wurde. (F) Die Proteine des Gesamtzellextrakts wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt
und mittels Western Blot auf eine Nitrocellulose-Membran utbertragen. Mithilfe von
Antikoérper-Reaktionen wurden Targetproteine auf der Nitrocellulose-Membran sichtbar
gemacht (Immundetektion).

4.2.4 Aufarbeitung der Zellen

Nach den Regenerationszeiten von 30 min, 24 h, 48 h und 72 h wurde aus den
Tumorzellen RNA zur Analyse der Genexpression und Gesamtzellextrakt zum
Nachweis von Proteinen gewonnen. Zu jedem der vier Zeitpunkte wurden Zellen
jeder Versuchsbedingung aufgearbeitet.

Dafiir wurden die Zellen mit DPBS gewaschen und mit Accutase® bei 37°C vom
Boden abgel6st. Anschlielend wurde die Zellsuspension in ein 50 ml-
Zentrifugenrohrchen pipettiert.

Die Zentrifugenréhrchen wurden bei 311 x g (Erdbeschleunigung) und 4°C fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Pellets wurden in

jeweils 10 ml DPBS suspendiert. Von jeder Suspension wurden 1,5 ml in 15 ml-
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Zentrifugenrohrchen fir die RNA-Isolierung Uberfihrt. Die in den 50 ml-
Zentrifugenrohrchen verbleibende Suspension wurde fir die Gewinnung von
Gesamtzell-Extrakt (Whole Cell Extract, WCE) genutzt.

4.2.4.1 Gewinnung von Gesamtzell-Extrakt

Die 50 ml-Zentrifugenréhrchen wurden erneut bei 311 x g und 4°C fur 5 min
zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das verbleibende Pellet wurde in
RIPA buffer suspendiert, dem vor Gebrauch Dithiothreitol (DTT),
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF), Protease- und Phosphataseinhibitor-
Cocktails zugefugt wurden. Die Suspension wurde in 1,5 ml Eppendorfgefal3e
pipettiert, bei 4°C fur 15 min auf dem Lyserad inkubiert und dann bei 4°C fur

10 min und 13000 Umdrehungen pro Minute (revolutions per minute, rpm)

zentrifugiert. Der Uberstand, der den Gesamtzell-Extrakt darstellt, wurde zur
Aufbewahrung in Eppendorf-Gefal3e pipettiert und bei -80°C eingefroren.

4.2.4.2 RNA-Isolierung

Fur die RNA-Isolierung wurden die 15 ml-Zentrifugenrohrchen zentrifugiert
(311 x g, 4°C, 5 min) und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wurde mit 400 pl
RLT-Lyse-Puffer (Bestandteil des RNeasy® Mini Kits) suspendiert und lysiert.
Dann wurde die Suspension in 2 ml-Eppendorf-Gefalie pipettiert. Die RNA-
Isolation erfolgte unter Verwendung des RNeasy® Mini Kit im QIAcube. Die

isolierte RNA wurde anschlieend bei -80°C eingefroren.

4.2.5 Molekularbiologische Analyse

4.2.5.1 cDNA-Synthese

Bei der cDNA-Synthese wird RNA durch eine reverse Transkriptase (RNA-
abhangige DNA-Polymerase) in cDNA umgeschrieben. Dafir wurde die RNA-
Konzentration der Proben zunachst durch eine Absorptionsmessung bei 260 nm
mithilfe des Spektrophotometers Nanodrop 2000C bestimmt. 1 ug der RNA in
insgesamt 11,6 pl RNase-freiem Wasser wurde fir die cDNA-Synthese
eingesetzt. Zu den RNA-Verdinnungen wurden jeweils 8,4 pl eines
Reaktionsmixes von ImProm-1I™ Reverse Transcription System von Promega
gegeben. Dieser bestand aus 1 pl Random Primer, 4 pl 5X Puffer, 1,2 pl MgCl,,
0,2yl RNAsin®, 1 pul reverse Transkriptase und 1 pul Desoxynukleotid-
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triphosphate (dNTPs). Die cDNA-Synthese erfolgte im Mastercycler von
Eppendorf: Zuerst erfolgte die Anlagerung der Primer bei 25°C fur 5 min, dann
die reverse Transkription bei 42°C fur 60 min und zum Schluss die Inaktivierung
der reversen Transkriptase bei 70°C fur 15 min. Gelagert wurden die cDNA-
Proben bei -20°C.

4.2.5.2 RT-qPCR

Die cDNA-Abschnitte wurden mithilfe der RT-gPCR (Real-time quantitative
polymerase chain reaction, quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion)
vervielfaltigt. Im Unterschied zur herkdmmlichen PCR werden die Produkte bei
der RT-gPCR durch Fluoreszenzfarbstoffe in Echtzeit erfasst und kdnnen
quantifiziert werden.

Mithilfe des Programms Nano Drop 2000 und einer Absorptionsmessung bei
260 nm wurden zunachst die Konzentrationen der cDNA-Proben ermittelt und
anhand dessen Verdinnungen hergestellt. 2 pl der cDNA-Verdinnung
(entspricht 100 ng) jeder Probe wurden jeweils in ein Reaktionsgefald der PCR-
Platte pipettiert. Dazugefugt wurden 12,5 pl Reaktionsmix, bestehend aus MESA
GREEN gPCR™ Mastermix Plus fiir SYBR® Assay-No, RT? Primer Assay,
Nuklease-freiem Wasser und 1 pl eines Primers. Die verwendeten Primer sind in
Tabelle 7 aufgefihrt.

Die Vervielfaltigung der cDNA erfolgte im Thermocycler (C1000 Touch™
Thermal Cycler CFX96™ Real-Time System). Zur Amplifikation wurden nach
Aktivierung der Tag-Polymerase (5min, 95°C) insgesamt 40 Zyklen der folgenden
Schritte durchgefthrt: 95°C fir 15 s, 55°C fur 30 s und 72°C fir 30 s.

Die RT-gPCR jeder Probe erfolgte sechsmal in drei unabhangigen Laufen jeweils
als Doppelbestimmung, um Reproduzierbarkeit und Pipettiergenauigkeit zu

Uberprifen.

4.2.5.3 Datenanalyse

Die Daten der RT-gPCR wurden mit dem Programm ,CFX-Manager“ von Bio-
Rad analysiert; die weitere Auswertung erfolgte mit Microsoft Excel 2010.

Die Bestimmung der relativen Genexpressionen der amplifizierten cDNA-
Abschnitte wurde vorgenommen, indem die Menge der gewinschten cDNA-

Abschnitte relativ zur Menge der cDNA des konstitutiven Gens B-Aktin berechnet
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wurde. Konstitutive Gene sind Gene, die unabhangig von auf3eren Einflissen
konstant exprimiert werden. Die relative Genexpression der amplifizierten cDNA-
Abschnitte wurde mithilfe der 2-22¢t Methode bestimmt.

Die Standardabweichung der relativen Genexpression wurde ermittelt und der
jeweilige p-Wert mithilfe des t-Tests berechnet. Ein p-Wert kleiner 0,05 wurde als
statistisch signifikant gewertet.

Die Genexpression wurde mithilfe von Microsoft Excel 2010 grafisch dargestelit.

4.2.6 Proteinanalyse

4.2.6.1 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE)

Die Gesamtzellextrakt-Proben wurden aufgetaut und deren Proteinkonzentration
mithilfe der Bradford-Messung im Photometer ermittelt. Die Proteine wurden
dann in einem elektrischen Feld mittels SDS-PAGE nach ihrer Molekiilmasse
aufgetrennt.

Zunachst wurden dafur zu 30 pg Protein 2,5 ul NUPAGE® LDS Sample Buffer,
1 pl NuPAGE® Sample Reducing Agent und destilliertes Wasser gegeben,
sodass das Volumen 10 pl betrug. Die Proben wurden dann 10 min bei 70°C in
einem Thermomixer inkubiert, um die Proteine zu denaturieren. Fir die
Gelelektrophorese wurden NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gele in Western-Blot-
Kammern gestellt. Die Kammern wurden mit NUPAGE® MOPS SDS Running
Buffer gefillt.

4.2.6.2 Western Blot und Immundetektion

Nach der Auftrennung der Proteine erfolgte die Ubertragung der Proteine auf eine
Nitrocellulose-Membran mithilfe des iBlot® und iBlot® Transfergelen. Die
Nitrocellulose-Membran wurde anschlie3end mit dem Azofarbstoff Ponceau S
(Ponceau S 0,1 % (W/V) in 5 % Essigsaure) angefarbt, um die Ubertragung der
Proteine auf die Membran zu tberpruifen und mit TBS-T 0,1 % gewaschen. Dann
wurde sie eine Stunde bei Raumtemperatur in 5 % Magermilch in TBS-T 0,1 %
geblockt, um freie Proteinbindungen zu séattigen. Es folgten zwei Waschschritte
fur jeweils 5 min mit TBS-T 0,1 % und die Membran wurde 12 bis 20 Stunden mit

dem Primarantikorper (siehe Tabelle 8) bei 4°C inkubiert. Die Primarantikorper
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waren dabei 1:1000 bis 1:2000 in TBS-T 0,1 % und Rinderserumalbumin (bovine
serum albumin, BSA) verdinnt (5 g BSA in 100 ml TBS-T 0,1 %).

Nach der Inkubation wurden die Membranen dreimal 15 min mit TBS-T 0,1 %
gewaschen. Der Sekundarantikorper (siehe Tabelle 8) wurde in einer
Konzentration von 1:2000 bis 1:3000 in 5 %igem Magermilchpulver in TBS-T
0,1 % auf die Membran gegeben und eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert.
Dann wurden die Membranen dreimal 10 min mit TBS-T 0,1 % gewaschen. Die
Proteinbanden  wurden mithilfe  von SuperSignal®  West  Pico
Chemilumineszenzsubstraten sichtbar gemacht. Die Substrate wurden im
Verhaltnis 1:1 fir 5 min lichtgeschutzt inkubiert und dann die Membranen 5 min
damit eingewirkt. Anschlie3end wurden die Proteinbanden auf den Membranen
mithilfe von Rontgenfilmen in einer Dunkelkammer sichtbar gemacht.
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5 Ergebnisse

5.1 Hsp27

5.1.1 Genexpression von Hsp27

5.1.1.1 Hsp27 Protein 1
1. In HT-29 Zellen

Humane HT-29 Kolonkarzinomzellen steigerten ihre Genexpression von Hsp27
Protein 1 bereits 30 min nach einstiindiger Behandlung unter Hyperthermie ohne
5-FU verglichen mit Zellen ohne Behandlung (bei 37°C gehalten) auf das
2,2-Fache bei 41°C bzw. 1,7-Fache bei 43°C (jeweils p<0,0001) (siehe Abb. 9A).
Nach der zusatzlichen Behandlung mit 5-FU fand sich eine Steigerung der
Genexpression sogar auf das 3,8-Fache bei 41°C bzw. das 11,7-Fache bei 43°C
(jeweils p<0,0001). 24 h bis 72 h nach der Behandlung zeigten sich in den Zellen
nach Hyperthermie ohne 5-FU-Behandlung keine relevanten Veranderungen der
Genexpression. In allen 5-FU ausgesetzten Zellen hingegen war die
Genexpression von Hsp27 Protein 1 nach einer Regenerationszeit von 48 h und
72 h 2,6-fach bis 6,4-fach erhéht (jeweils p<0,001).

2. In SW480 Zellen
Nach 30 min war Hsp27 Protein 1 in den SW480 Tumorzellen, die 41°C und 5-FU
ausgesetzt waren bereits 2,0-fach erhéht und in den Tumorzellen, die 43°C ohne
und mit 5-FU ausgesetzt waren sogar 5,2-fach bzw. 5,6-fach erhoht (jeweils
p>0,05) (siehe Abb. 9B). Nach 24 h zeigten sich im Vergleich zu den
Tumorzellen, die bei 37°C ohne 5-FU gehalten wurden nur unwesentliche
Genexpressionsunterschiede. 48 h und 72 h nach der Behandlung war Hsp27
Protein 1 in allen mit 5-FU behandelten Zellen bis auf das 2,6-Fache hoch
signifikant erhdht (jeweils p<0,0001), wahrend alle Zellen ohne 5-FU-Behandlung

keine erhdhte Genexpression mehr aufwiesen.

3. In SW620 Zellen
Bereits nach 30 min fand sich in den SW620 Tumorzellen, die unter 43°C ohne
und mit 5-FU behandelt wurden eine hoch signifikant erhéhte Genexpression auf

das 2,4-Fache bzw. 11,9-Fache im Vergleich zur Kontrolle unter Normothermie
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(jeweils p<0,0001) (siehe Abb. 9C). Nach 24 h gab es keine relevanten
Unterschiede der Genexpression. Im weiteren Zeitverlauf war die Genexpression
aller mit 5-FU behandelten Kolonkarzinomzellen wieder hoch signifikant 1,3-fach
bis 2,1-fach erhéht (jeweils p<0,001). Die Zellen ohne 5-FU-Behandlung wiesen
dagegen keine wesentlich erhéhte Genexpression mehr auf.

Hsp27 Protein 1
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Abb. 9: Relative Genexpression von Hsp27 Protein 1 in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: In allen Zelllinien zeigte sich nach 30 min eine erh6hte Genexpression durch
Hyperthermie. Nach einer Regenerationszeit von 72 h war Hsp27 Protein 1 in allen mit
5-FU behandelten Zellen signifikant erhéht. Die Genexpression wurde auf das
konstitutive Gen B-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der relativen Genexpression dienten
Zellen, die bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht ausgesetzt waren. Die relative
Genexpression wurde durch FC = 2744Ct angegeben.
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5.1.1.2 Hsp27 Protein 2
1. In HT-29 Zellen

Nach einer Regenerationszeit von 30 min zeigte sich in den humanen HT-29
Kolonkarzinomzellen eine mit hoherer Temperatur und mit Zugabe von 5-FU
zunehmende Genexpression von Hsp27 Protein 2 (siehe Abb. 10A): Verglichen
mit der Kontrolle unter Normothermie war die Genexpression nach Hyperthermie
von 43°C ohne 5-FU 4,0-fach und mit 5-FU sogar 19,0-fach erhoht (jeweils
p>0,05). Nach 24h, 48h und 72h fanden sich keine wesentlichen
Veranderungen durch Behandlung unter Hyperthermie ohne 5-FU. Nach einer
Regenerationszeit von 48 h war Hsp27 Protein 2 in den unter 41°C mit 5-FU
behandelten Zellen 2,6-fach erhoht (p<0,05). Die Zellen, die 5-FU ausgesetzt
waren, wiesen nach 72 h eine 2,0-fach bis 3,2-fach geringere Genexpression im
Vergleich zu den Zellen ohne 5-FU-Behandlung der jeweils gleichen

Temperaturstufe auf (jeweils p<0,05).

2. In SW480 Zellen

Nach 30 min war die Genexpression in den SW480 Tumorzellen, die unter 43°C
behandelt wurden bis auf das 4,6-Fache erhoht (jeweils p>0,05). In den restlichen
Tumorzellen war Hsp27 Protein 2 nach 30 min nicht bedeutend verandert (siehe
Abb. 10B). Nach 24 h zeigten sich keine relevanten Veranderungen durch die
Behandlung. In den Tumorzellen unter 41°C mit 5 -FU und unter 43°C ohne 5-FU
war die Genexpression nach 48 h 3,0-fach bzw. 2,6-fach erhéht (p<0,0001 nach
48 h, 41°C und 5-FU; p>0,05 nach 48 h, 43°C ohne 5-FU). Durch die Behandlung
mit 5-FU war Hsp27 Protein 2 nach 72 h verglichen mit den Zellen ohne 5-FU-
Behandlung der jeweils gleichen Temperaturstufe 2,2-fach bis 4,8-fach erniedrigt
(jeweils p>0,05).

3. In SW620 Zellen
In den humanen SW620 Kolonkarzinomzellen war die Genexpression 24 h nach
der Behandlung unter 37°C und 5-FU 5,1-fach erhoht (p>0,05) (siehe Abb. 10C).
Eine Suppression der Genexpression durch 5-FU wurde nach 48 h und 72 h
beobachtet (jeweils p>0,05). Sonst zeigten sich keine wesentlichen

Veranderungen durch Hyperthermie oder 5-FU.
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Hsp27 Protein 2
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Abb. 10: Relative Genexpression von Hsp27 Protein 2 in den Zelllinien HT-29,

SW480 und SW620 nach einstindiger

Temperaturen mit oder ohne 5-FU
A-C: In den Zelllinien HT-29 und SW480 war Hsp27 Protein 2 nach 30 min in den
hypertherm behandelten Zellen erhdht; in den SW620 Zellen wurde die Genexpression
nach 30 min nicht beeinflusst. Nach 72h war die Genepression der mit 5-FU
behandelten Zellen erniedrigt. Die Genexpression wurde auf das konstitutive Gen (-
Aktin normalisiert. Als Kontrolle der relativen Genexpression dienten Zellen, die bei 37°C
gehalten wurden und 5-FU nicht ausgesetzt waren. Die relative Genexpression wurde
durch FC = 2724Ct angegeben.
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5.1.2 Proteinexpression von Hsp27

1. In HT-29 Zellen
Im Western Blot zeigte sich in den HT-29 Kolonkarzinomzellen nach 24 h eine
erhdhte Proteinexpression von Hsp27 nach Behandlung unter Hyperthermie
ohne 5-FU verglichen mit der Kontrolle bei 37°C ohne 5-FU (siehe Abb. 11A).
Hyperthermie in Kombination mit 5-FU bewirkte nach 24 h eine gleichbleibende
oder verminderte Proteinexpression von Hsp27. Nach einer Regenerationszeit
von 48 h und 72 h war Hsp27 in allen mit 5-FU behandelten Zellen deutlich
erhoht - besonders in Kombination mit Hyperthermie. Die Proteinexpression von
Hsp27 in den Zellen nach Hyperthermie-Behandlung ohne 5-FU zeigte nach 72 h

keinen relevanten Unterschied im Vergleich zur Kontrolle.

2. In SW480 Zellen
Nach 24 h, 48 h und 72 h fand sich in den SW480 Tumorzellen meist eine
gesteigerte Proteinexpression von Hsp27 mit zunehmender Temperatur (siehe
Abb. 11B). Wahrend sich 5-FU nach 24 h noch nicht auf die Proteinexpression
auswirkte, kam es 48 h und 72 h nach Behandlung unter Hyperthermie und 5-FU
zu einer im Vergleich zu den Zellen der gleichen Temperaturstufe gesteigerten

Proteinexpression.

3. In SW620 Zellen
Nach 72 h war die Proteinexpression von Hsp27 in den SW620 Zellen nach
Behandlung unter 41°C in Kombination mit 5-FU sowie nach 43°C ohne und mit
5-FU geringfligig erhoht (siehe Abb. 11C). Sonst zeigte sich in den Western Blots

eine konstante Proteinexpression von Hsp27 zu den untersuchten Zeitpunkten.
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Proteinexpression von Hsp27 in HT-29 Zellen
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Abb. 11: Western Blots der Proteinexpression von Hsp27 in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstundiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A: Nach 24 h zeigte sich in den HT-29 Zellen eine gesteigerte Proteinexpression in den
Zellen, die Hyperthermie ohne 5-FU ausgesetzt waren. Nach 72h war die
Proteinexpression in den mit 5-FU behandelten Zellen stark erhdht. B: Die SW480 Zellen
zeigten eine hauptséachlich temperaturabhéngige Erhéhung von Hsp27. C: Die SW620
Zellen wiesen nach 72 h in den unter 41°C mit 5-FU sowie 43°C behandelten Zellen eine
erhohte Proteinexpression auf. Als Ladungskontrolle diente B-Aktin. Zur besseren
Darstellung wurden die Western Blots bearbeitet.
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5.2 Hsp70

5.2.1 Genexpression von Hsp70

5.2.1.1 Hsp70 Protein 1A
1. In HT-29 Zellen

30 min nach der Behandlung zeigte sich in den HT-29 Kolonkarzinomzellen eine
mit hoherer Temperaturstufe zunehmende Genexpression von Hsp70 Protein 1A
bis auf das 11,5-Fache nach Hyperthermie unter 43°C (p<0,0001) (siehe Abb.
12A). Nach der Behandlung unter Hyperthermie mit zuséatzlich 5-FU war die
Genexpression hoch signifikant (17,5-fach bei 41°C bzw. 29,9-fach bei 43°C)
gegeniber der Kontrolle erhdht (jeweils p<0,0001). Nach 24 h zeigten sich in
allen Zellen keine wesentlichen Veranderungen der Genexpression. Nach 48 h
und 72 h war die Genexpression in den mit 5-FU behandelten Zellen gegentuber
den Zellen ohne 5-FU-Exposition bis auf das 3,1-Fache erhéht (p>0,05 nach
48 h, 41°C und 5-FU, ansonsten jeweils p<0,05).

2. In SW480 Zellen
Nach 30 min war Hsp70 Protein 1A in allen unter Hyperthermie ohne und mit
5-FU behandelten SW480 Tumorzellen erhéht (jeweils p>0,05), wobei die
Genexpression mit steigender Temperaturstufe sogar bis auf das 33,5-Fache bei
43°C ohne 5-FU zunahm (siehe Abb. 12B). Zwischen 24 h und 72 h nach der
Behandlung war Hsp70 Protein 1A in allen mit 5-FU behandelten Zellen hoch
signifikant zwischen 1,9-fach und 3,7-fach erhéht (jeweils p<0,0001); die Zellen

ohne 5-FU-Behandlung zeigten keine relevanten Genexpressionsunterschiede.

3. In SW620 Zellen
Die Genexpression in den SW620 Tumorzellen war 30 min nach Behandlung
unter 41°C und 5-FU sowie nach Behandlung unter 43°C ohne und mit 5-FU hoch
signifikant bis auf das 67-Fache erhoht (jeweils p<0,0001) (siehe Abb. 12C).
Nach 24 h gab es keine wesentlichen Veranderungen der Genexpression. Nach
48 h und 72 h war die Genexpression der mit 5-FU behandelten Zellen bis auf
das 2,5-Fache erhoht (jeweils p<0,0001).
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Hsp70 Protein 1A
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Abb. 12: Relative Genexpression von Hsp70 Protein 1A in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: Es zeigte sich meist eine nach 30 min durch Hyperthermie bzw. 5-FU erhohte
Genexpression. Nach einer Regenerationszeit von 72 h war Hsp70 Protein 1A in allen
mit 5-FU behandelten Tumorzellen signifikant erhdht. Die Genexpression wurde auf das
konstitutive Gen B-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der relativen Genexpression dienten
Zellen, die bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht ausgesetzt waren. Die relative
Genexpression wurde durch FC = 2724Ct angegeben.
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5.2.1.2 Hsp70 Protein 1B
1. In HT-29 Zellen

Nach 30 min war die Genexpression der unter Hyperthermie ohne 5-FU
behandelten HT-29 Zellen 5,0-fach erhoht (jeweils p<0,05) (siehe Abb. 13A). Die
unter Hyperthermie mit zusatzlich 5-FU behandelten Zellen zeigten sogar eine
9,3-fache bzw. 17,8-fache Genexpression bei 41°C bzw. 43°C gegentber der
Referenz (jeweils p<0,05). Alle Zellen, die ohne 5-FU behandelt wurden, wiesen
nach 24 h, 48 h und 72 h keine relevanten Unterschiede der Genexpression auf.
In den 5-FU ausgesetzten Zellen war Hsp70 Protein 1B nach 24 h, 48 hund 72 h
1,4-fach bis 5,0-fach erhoht, wobei die Genexpression mit der Zeit zunahm
(jeweils p<0,05 nach 24 h, jeweils p>0,05 nach 48 h und 72 h).

2. In SW480 Zellen

Nach einer Regenerationszeit von 30 min war die Genexpression aller unter
Hyperthermie ohne und mit 5-FU behandelten SW480 Zellen signifikant 5,0-fach
bis 27,0-fach erhoht (jeweils p<0,05), wobei die Genexpression unter hdherer
Temperatur starker war (siehe Abb. 13B). 24 h, 48 h und 72 h nach der
Behandlung war keine wesentliche Auswirkung von Hyperthermie ohne 5-FU auf
die Genexpression zu erkennen. Die Genexpression der mit 5-FU behandelten
Zellen war nach 24 h, 48 h und 72 h 1,7-fach bis 2,7-fach erhdht (p>0,05 nach
48 h, 41°C und 5-FU, ansonsten jeweils p<0,05).

3. In SW620 Zellen
Nach 30 min war Hsp70 Protein 1B in den unter 41°C mit 5-FU behandelten
SW620 Tumorzellen 8,2-fach erhdht; in den unter 43°C ohne 5-FU behandelten
Zellen 54,4-fach und in Kombination mit 5-FU sogar 247,1-fach (jeweils
p<0,0001) (siehe Abb. 13C). 24 h nach der Behandlung zeigten sich in allen
Zellen keine relevanten Unterschiede der Genexpression. Nach 48 h und 72 h
waren in den Tumorzellen, die 5-FU nicht ausgesetzt waren, keine wesentlichen
Auswirkungen der Hyperthermie auf die Genexpression festzustellen. Die Zellen
mit 5-FU-Behandlung zeigten nach 48 h und 72 h jedoch eine 1,5-fach bis 2,3-

fach hoch signifikant gesteigerte Genexpression (jeweils p<0,001).
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Abb. 13: Relative Genexpression von Hsp70 Protein 1B in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: Nach 30 min fand sich eine durch Hyperthermie erhdhte Genexpression —
besonders in Kombination mit 5-FU. Nach einer Regenerationszeit von 72 h war die
Genexpression in den 5-FU ausgesetzten Kolonkarzinomzellen erhoéht. Die
Genexpression wurde auf das konstitutive Gen (-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der
relativen Genexpression dienten Zellen, die bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht
ausgesetzt waren. Die relative Genexpression wurde durch FC = 2742Ct angegeben.
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5.2.1.3 Hsp70 Protein 4
1. In HT-29 Zellen

Nach einstiindiger Behandlung unter verschiedenen Temperaturstufen zeigten
alle HT-29 Kolonkarzinomzellen ohne 5-FU-Behandlung in der RT-gPCR nach
Regenerationszeiten von 30 min, 24 h, 48 h und 72 h eine nicht wesentlich
(zwischen 0,8- und 1,3-fach) veréanderte Genexpression (siehe Abb. 14A). Nach
30 min war die Genexpression in den Tumorzellen, die unter Hyperthermie mit
5-FU behandelt wurden 2,0-fach bei 41°C bzw. 2,5-fach bei 43°C erhoht (jeweils
p>0,05). Zwischen 24 h und 72 h nach der Behandlung wiesen alle mit 5-FU
behandelten Zellen eine zwischen 1,5-fach und 3,1-fach signifikant erhdhte

Genexpression von Hsp70 Protein 4 auf (jeweils p<0,05).

2. In SW480 Zellen

Nach 30 min war Hsp70 Protein 4 nach Behandlung unter 43°C ohne und mit
5-FU in den SW480 Tumorzellen 3,3-fach bis 3,6-fach erhéht (jeweils p>0,05)
(siehe Abb. 14B). Ab 24 h wiesen alle ohne 5-FU behandelten Zellen keine
relevanten Unterschiede der Genexpression mehr auf. In den mit 5-FU
behandelten Zellen war Hsp70 Protein 4 nach 24 h und 48 h bis 2,2-fach erhoht
(p>0,05 nach 24 h; p<0,0001 nach 48 h). Nach 72 h zeigte sich nur noch in den
unter 43°C mit 5-FU behandelten Zellen eine 1,9-fach erhdohte Genexpression
(p<0,0001).

3. In SW620 Zellen
30 min nach Hyperthermie unter 43°C und 5-FU war die Genexpression in den
SW620 Kolonkarzinomzellen 7,2-fach erhoht (p<0,001) (siehe Abb. 14C). Nach
einer Regenerationszeit von 48 h war die Genexpression der unter 37°C mit 5-FU
behandelten Zellen 1,4-fach und der unter 43°C mit 5-FU behandelten Zellen
1,6-fach erhoht (jeweils p<0,0001). Nach 72 h war die Genexpression aller mit
5-FU behandelten Zellen hoch signifikant 1,3-fach bis 1,5-fach erhoht (jeweils
p<0,0001). Ansonsten zeigten sich keine wesentlichen Veranderungen durch

Hyperthermie und 5-FU auf die Genexpression.
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Abb. 14: Relative Genexpression von Hsp70 Protein 4 in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: Nach 30 min war Hsp70 Protein 4 in allen Zellen durch 43°C mit 5-FU erhoht. A, C:
Nach 72 h zeigte sich in den mit 5-FU behandelten HT-29 und SW620 Tumorzellen eine
signifikant erhdhte Genexpression. Die Genexpression wurde auf das konstitutive Gen
B-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der relativen Genexpression dienten Zellen, die bei
37°C gehalten wurden und 5-FU nicht ausgesetzt waren. Die relative Genexpression
wurde durch FC = 2724Ct angegeben.
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5.2.2 Proteinexpression von Hsp70

1. In HT-29 Zellen
Hyperthermie und 5-FU hatten zu allen untersuchten Zeitpunkten keine relevante
Auswirkung auf die Proteinexpression von Hsp70 in den HT-29 Tumorzellen
(siehe Abb. 15A). Es fallt jedoch eine generell starke Basisexpression von Hsp70

in den untersuchten Tumorzellen auf.

2. In SW480 Zellen
Nach Regenerationszeiten von 24 h, 48 h und 72 h zeigte sich eine gesteigerte
Proteinexpression in den unter 41°C und 43°C mit und ohne 5-FU behandelten
SW480 Kolonkarzinomzellen (siehe Abb. 15B). Dabei nahm die
Proteinexpression mit héherer Temperaturstufe zu und war in den mit 5-FU

behandelten Zellen jeweils héher als in den ohne 5-FU behandelten Zellen.

3. In SW620 Zellen
Nach 24 h und 48 h zeigten die Western Blots keine wesentlichen Unterschiede
der Proteinexpression in SW620 Kolonkarzinomzellen (siehe Abb. 15C). 72 h
nach der Behandlung war die Proteinexpression in den unter 43°C behandelten
Zellen geringfluigig erhoht.
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Abb. 15: Western Blots der Proteinexpression von Hsp70 in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstundiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A: Die HT-29 Zellen wiesen zu den untersuchten Zeitpunkten keine relevanten
Unterschiede der Proteinexpression auf. B: Hsp70 war in den unter Hyperthermie
behandelten SW480 Zellen nach 24 h, 48 h und 72 h erhdht, wobei die zusatzliche 5-FU-
Behandlung die Proteinexpression steigerte. C: In den SW620 Zellen war Hsp70 nach
72h in den unter 43°C mit und ohne 5-FU behandelten Zellen erhoht. Als
Ladungskontrolle diente B-Aktin. Zur besseren Darstellung wurden die Western Blots
bearbeitet.
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5.3 Hsp90

5.3.1 Genexpression von Hsp90

5.3.1.1 Hsp90 a class A member 1
1. In HT-29 Zellen

Die Genexpression von Hsp90 a class A member 1 zeigte sich nach 30 min und
Hyperthermie ohne 5-FU-Behandlung in den HT-29 Tumorzellen 1,9-fach bei
41°C bzw. 1,6-fach bei 43°C erhdht (jeweils p<0,0001) (siehe Abb. 16A). Die
Zellen, die Hyperthermie und zusétzlich 5-FU ausgesetzt waren, wiesen sogar
eine auf das 2,8-Fache bei 41°C bzw. 3,6-Fache bei 43°C hoch signifikant
erhéhte Genexpression auf (jeweils p<0,0001). In den unter 37°C und 5-FU
behandelten Zellen war die Genexpression auf das 0,7-Fache im Vergleich zur
Kontrolle erniedrigt (p<0,0001). 24 h bis 72 h nach der Behandlung wiesen alle
Zellen ohne 5-FU-Behandlung keine relevanten Genexpressionsunterschiede
mehr auf. In allen mit 5-FU behandelten Tumorzellen zeigten sich nach 24 h bis
72 h dagegen zwischen 1,5-fach und 5,1-fach hoch signifikant erh6hte
Genexpressionen (jeweils p<0,0001), die tendenziell im Zeitverlauf zunahmen.

2. In SW480 Zellen

Nach 30 min war Hsp90 a class A member 1 in den unter Hyperthermie ohne
5-FU behandelten SW480 Zellen 1,4-fach bei 41°C bzw. 3,0-fach bei 43°C erhoht
(jeweils p>0,05). Nach 24h bis 72h zeigten sich keine relevanten
Veranderungen der Genexpression durch Hyperthermie mehr (siehe Abb. 16B).
Alle mit 5-FU behandelten Zellen wiesen zu den untersuchten Zeitpunkten eine
1,8-fach bis 4,6-fach gesteigerte Genexpression auf (p>0,05 nach 30 min, 37°C
und 5-FU, ansonsten jeweils p<0,05).

3. In SW620 Zellen
Nach einer Regenerationszeit von 30 min war die Genexpression in den unter
43°C behandelten SW620 Tumorzellen 2,1-fach ohne 5-FU bzw. 2,3-fach mit
5-FU erhoht (jeweils p<0,001). Sonst zeigten sich nach 30 min keine
wesentlichen Unterschiede der Genexpression (siehe Abb. 16C). Nach 24 h
wiesen alle Zellen keine relevanten Genexpressionsunterschiede auf. In den

Zellen ohne 5-FU-Behandlung war die Genexpression von Hsp90 a class A
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member 1 auch nach 48 h und 72 h nicht bedeutend veréandert. Die 5-FU
ausgesetzten Zellen wiesen 48 h und 72 h nach der Behandlung eine zwischen
2,0-fach und 2,3-fach erhohte Genexpression auf (jeweils p<0,0001).
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Abb. 16: Relative Genexpression von Hsp90 a class A member 1 in den Zelllinien
HT-29, SW480 und SW620 nach einstiindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: Nach 30 min zeigte sich meist eine durch Hyperthermie erhéhte Genexpression,
die durch zusatzliche 5-FU-Behandlung nochmals verstarkt wurde. Nach 72 h war
Hsp90 a class A member 1 in allen mit 5-FU behandelten Zellen signifikant erhdht. Die
Genexpression wurde auf das konstitutive Gen (-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der
relativen Genexpression dienten Zellen, die bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht
ausgesetzt waren. Die relative Genexpression wurde durch FC = 2724Ct angegeben.

47



5.3.1.2 Hsp90 a class A member 2
1. In HT-29 Zellen

Die Genexpression von Hsp90 a class A member 2 war nach einer 30-minttigen
Regenerationszeit in den unter Hyperthermie ohne 5-FU behandelten HT-29
Zellen hoch signifikant 1,8-fach bei 41°C bzw. 2,1-fach bei 43°C erhoht (jeweils
p<0,0001). Die Behandlung unter Hyperthermie mit 5-FU bewirkte sogar eine auf
das 2,7-Fache bei 41°C bzw. 5,0-Fache bei 43°C gesteigerte Genexpression
(jeweils p<0,0001) (siehe Abb. 17A). Zwischen 24 h und 72h nach der
Behandlung zeigten sich in den ohne 5-FU behandelten Tumorzellen keine
wesentlichen Unterschiede der Genexpression. In allen mit 5-FU behandelten
Zellen war Hsp90 a class A member 2 nach 24 h bis 72 h hoch signifikant
1,4-fach bis 6,2-fach erhéht (jeweils p<0,0001).

2. In SW480 Zellen

Nach 30 min war die Genexpression in den unter Hyperthermie ohne und mit
5-FU behandelten SW480 Zellen hoch signifikant 1,6-fach bis 5,5-fach erhéht
(jeweils p<0,001) (siehe Abb. 17B). Dabei war die Genexpression mit steigender
Temperaturstufe héher. Die Zellen ohne 5-FU-Behandlung wiesen nach 24 h bis
72 h keine wesentlichen Unterschiede der Genexpression mehr auf, wahrend die
Genexpression in den mit 5-FU behandelten Zellen nach 24 h bis 72 h 1,9-fach
bis 6,0-fach erhoht war (jeweils p<0,0001).

3. In SW620 Zellen

Nach einer Regenerationszeit von 30 min war die Genexpression in den unter
43°C ohne 5-FU behandelten SW620 Tumorzellen 1,9-fach und in den unter
43°C mit 5-FU behandelten Zellen 6,7-fach erhoht (jeweils p<0,05) (siehe Abb.
17C). Nach 24 h zeigten sich in allen Tumorzellen keine relevanten
Genexpressionsunterschiede. Die Zellen ohne 5-FU-Behandlung wiesen auch
nach 48 h und 72 h keine bedeutenden Unterschiede der Genexpression auf. Die
mit 5-FU behandelten Zellen zeigten nach 48 h und 72 h jedoch eine hoch
signifikante 2,0-fach bis 3,2-fach erhohte Genexpression (jeweils p<0,0001).
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Abb. 17: Relative Genexpression von Hsp90 a class A member 2 in den Zelllinien
HT-29, SW480 und SW620 nach einstiindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: Nach 30 min zeigte sich tendenziell eine gesteigerte Genexpression in den unter
Hyperthermie behandelten Tumorzellen, die mit hherer Temperaturstufe zunahm. Nach
einer Regenerationszeit von 72 h war die Genexpression in den mit 5-FU behandelten
Tumorzellen hoch signifikant erhdht. Die Genexpression wurde auf das konstitutive Gen
B-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der relativen Genexpression dienten Zellen, die bei
37°C gehalten wurden und 5-FU nicht ausgesetzt waren. Die relative Genexpression
wurde durch FC = 2724Ct angegeben.
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5.3.1.3 Hsp90 a class B member 1
1. In HT-29 Zellen

Nach einer 30-minitigen Regenerationszeit wiesen die HT-29 Tumorzellen eine
mit steigender Temperaturstufe und Zugabe von 5-FU zunehmende
Genexpression auf (siehe Abb. 18A). In den unter Hyperthermie ohne 5-FU
behandelten Zellen war Hsp90 a class B member 1 gegenuber der Kontrolle
2,9-fach bei 41°C bzw. 3,3-fach bei 43°C erhoht (p>0,05 bei 41°C ohne 5-FU,
p<0,05 bei 43°C ohne 5-FU). In den unter Hyperthermie mit 5-FU behandelten
Zellen war die Genexpression sogar 5,7-fach bei 41°C bzw. 10,6-fach bei 43°C
gesteigert (p<0,05 bei 41°C und 5-FU, p>0,05 bei 43°C und 5-FU). Im Zeitverlauf
zwischen 24 h und 72 h nach der Behandlung zeigten sich keine relevanten

Veranderungen durch Hyperthermie oder 5-FU auf die Genexpression.

2. In SW480 Zellen
Die Genexpression war in den SW480 Tumorzellen 30 min nach Behandlung
unter 43°C auf das 2,7-Fache ohne 5-FU bzw. das 2,3-Fache mit 5-FU erhoht
(jeweils p<0,001) (siehe Abb. 18B). Ansonsten zeigten sich Uber den

untersuchten Zeitraum keine wesentlichen Veranderungen der Genexpression.

3. In SW620 Zellen
Nach 30 min war die Genexpression in den unter 43°C ohne 5-FU behandelten
SW620 Zellen gegeniiber der Kontrolle 1,4-fach und in den mit 5-FU behandelten
Zellen 7,2-fach erhoht (jeweils p<0,001) (siehe Abb. 18C). Zwischen 24 h und
72 h nach der Behandlung war die Genexpression der 5-FU ausgesetzten Zellen
tendenziell niedriger als die der Zellen der gleichen Temperaturstufe ohne 5-FU-
Behandlung (p<0,05 nach 24 h, 37°C und 5-FU sowie 41°C und 5-FU; p<0,0001
nach 48 h, 43°C und 5-FU; p<0,001 nach 72 h, 37°C und 5-FU sowie 43°C und

5-FU; ansonsten jeweils p>0,05).
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Abb. 18: Relative Genexpression von Hsp90 a class B member 1 in den Zelllinien
HT-29, SW480 und SW620 nach einstiindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A-C: In allen Zelllinien zeigte sich eine durch 43°C mit und ohne 5-FU erhdhte
Genexpression nach 30 min. Im weiteren Zeitverlauf gab es keine wesentlichen
Einflusse durch Hyperthermie und 5-FU. Die Genexpression wurde auf das konstitutive
Gen B-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der relativen Genexpression dienten Zellen, die
bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht ausgesetzt waren. Die relative Genexpression
wurde durch FC = 2724Ct angegeben.
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5.3.1.4 Hsp90 B member 1
Aufgrund der unwesentlichen Veranderungen von Hyperthermie und 5-FU auf
die Genexpression von Hsp90 B member 1 wird auf die Darstellung dieser Daten

verzichtet.

5.3.2 Proteinexpression von Hsp90

1. In HT-29 Zellen
Nach 24 h und 48 h zeigten sich in den HT-29 Kolonkarzinomzellen nur
unwesentlich verédnderte Proteinexpressionen von Hsp90 durch Behandlung
unter Hyperthermie mit und ohne 5-FU (siehe Abb. 19A). 72 h nach der
Behandlung war in allen unter Hyperthermie behandelten Zellen eine erhdhte
Proteinexpression zu erkennen und die zusatzliche Behandlung mit 5-FU
bewirkte gegenlber den Zellen der gleichen Temperaturstufe wiederum eine

gesteigerte Proteinexpression von Hsp90.

2. In SW480 Zellen
In den SW480 Tumorzellen war nach 24 h und 48 h in den Western Blots keine
relevant veranderte Proteinexpression zu erkennen (siehe Abb. 19B). 72 h nach
der Behandlung nahm Hsp90 mit steigender Temperatur zu und in den
Tumorzellen, die 5-FU ausgesetzt waren, war die Proteinexpression nach 72 h
verglichen mit den Zellen der jeweils gleichen Temperaturstufe erhoht. Generell
zeigte sich eine starke Basisexpression von Hsp90 zu den untersuchten

Zeitpunkten.

3. In SW620 Zellen
Die Proteinexpression in den SW620 Kolonkarzinomzellen wurde im Zeitverlauf

nicht wesentlich durch Hyperthermie oder 5-FU beeinflusst (siehe Abb. 19C).
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Abb. 19: Western Blots der Proteinexpression von Hsp90 in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstindiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A, B: In den HT-29 und SW480 Tumorzellen nahm die Proteinexpression von Hsp90
nach 72 h mit steigender Temperatur und Zugabe von 5-FU zu. C: In den SW620 Zellen
zeigten sich nur unwesentlich veranderte Proteinexpressionen. Als Ladungskontrolle
diente B-Aktin. Zur besseren Darstellung wurden die Western Blots bearbeitet.
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5.4 Ki-67

5.4.1 Genexpression von Ki-67

1. In HT-29 Zellen
Nach einer Regenerationszeit von 30 min war die Genexpression von Ki-67 in
allen behandelten HT-29 Tumorzellen im Vergleich zur Kontrolle bei 37°C ohne
5-FU 1,2-fach bis 1,5-fach erniedrigt (jeweils p<0,05) (siehe Abb. 20A). Nach 24 h
fand sich eine nicht wesentlich (zwischen 0,7- und 1,3-fach) veranderte
Genexpression. Die Zellen unter Hyperthermie ohne 5-FU zeigten nach 48 h
keine relevanten Genexpressionsunterschiede und nach 72h einen
Genexpressionsanstieg bis auf das 2,1-Fache bei 41°C bzw. das 1,6-Fache bei
43°C (jeweils p<0,05). Die Zellen, die 5-FU ausgesetzt waren, wiesen nach 48 h
eine bis zu 4,5-fach und nach 72 h sogar eine bis zu 11,8-fach hoch signifikant

erhdhte Genexpression auf (jeweils p<0,001).

2. In SW480 Zellen
In den SW480 Kolonkarzinomzellen zeigten sich nach 30 min und 24 h keine
wesentlichen Einflisse von Hyperthermie und 5-FU auf die Genexpression von
Ki-67 (siehe Abb. 20B). In den mit 5-FU behandelten Zellen war Ki-67 nach 48 h
bis zu 2,1-fach erhoht (jeweils p<0,0001); Zellen, die Hyperthermie ohne 5-FU
ausgesetzt waren, wiesen keine wesentlich veranderte Genexpression auf. Nach
72 h war keine relevante Veranderung durch Hyperthermie oder 5-FU auf die

Genexpression zu erkennen.

3. In SW620 Zellen
30 min und 24 h nach der Behandlung war die Genexpression von Ki-67 in den
SW620 Tumorzellen im Vergleich zur Kontrolle nur unwesentlich verandert (siehe
Abb. 20C). In den mit 5-FU behandelten Tumorzellen war die Genexpression
nach 48 h bis 4,0-fach und nach 72 h bis 6,7-fach hoch signifikant erhdht (jeweils
p<0,0001). Unter Hyperthermie ohne 5-FU blieb die Genexpression von Ki-67

dagegen unwesentlich verandert.

54



Ki-67

A HT-29 B SW480
14 2,5
S 12 , ©
2 10 ’,’ ’] 2
% 8 ll Illz' %1’5
5 l",’:/ 5
© 6 S 0 1
(] 2y [)]
5 4 =Y £
) "4" L 015
o 2 ';5’ E [}
| } =
0 | I 0
0,5h 24 h 48 h 72 h 0,5h 24 h 48 h 72 h
Zeit (t) Zeit (t)
C SW620
8
c 7 o
o 4 —37°C ohne 5-FU
v 73 .
86 g -=-37°C mit 5-FU
p/
= 7 —41°C ohne 5-FU
L7 4 .
g4 A7 --41°C mit 5-FU
U 3 ,’ 2, ’ o
) e” —43°C ohne 5-FU
.2 2 I"‘ .
£ e --43°C mit 5-FU
o ?
g1 preeasii— l 1 Standardabweichung
0 . _
0,5h 24 h 48 h 72 h
Zeit (t)

Abb. 20: Relative Genexpression von Ki-67 in den Zelllinien HT-29, SW480 und
SW620 nach einstiindiger Behandlung unter verschiedenen Temperaturen mit
oder ohne 5-FU

A, C: In allen mit 5-FU behandelten HT-29 und SW620 Tumorzellen war Ki-67 nach 48 h
bis 4,5-fach und nach 72 h bis 11,8-fach hoch signifikant erhéht. B: Die mit 5-FU
behandelten SW480 Zellen wiesen nach 48 h eine erhdhte Genexpression auf; sonst
zeigten sich hier nur unwesentliche Verdnderungen der Genexpression. Die
Genexpression wurde auf das konstitutive Gen (-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der
relativen Genexpression dienten Zellen, die bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht
ausgesetzt waren. Die relative Genexpression wurde durch FC = 2744Ct angegeben.
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5.4.2 Proteinexpression von Ki-67

1. In HT-29 Zellen
Nach 24 h und 48 h war die Proteinexpression von Ki-67 in den HT-29
Tumorzellen, die Hyperthermie ohne und mit 5-FU ausgesetzt waren, gegenuber
der Kontrolle erniedrigt (siehe Abb. 21A). Nach 48 h und 72 h zeigte sich eine
erhohte Proteinexpression in den Zellen, die 5-FU ausgesetzt waren, im

Gegensatz zu den Zellen ohne 5-FU-Behandlung der gleichen Temperaturstufe.

2. In SW480 Zellen
Nach 24 h wiesen alle SW480 Kolonkarzinomzellen keine relevanten
Unterschiede der Proteinexpression auf (siehe Abb. 21B). Nach 48 h und 72 h
war die Proteinexpression der mit 5-FU behandelten Zellen gegenliber denen
ohne 5-FU-Behandlung erhdht. Nach 72 h war die Proteinexpression von Ki-67

in den Hyperthermie ausgesetzten Zellen erniedrigt.

3. In SW620 Zellen
Im Western Blot war Ki-67 in allen unter Hyperthermie mit und ohne 5-FU
behandelten SW620 Tumorzellen nach 24 h erniedrigt (siehe Abb. 21C). Nach
48 h und 72h war die Proteinexpression in den mit 5-FU behandelten
Tumorzellen jeweils héher als in den Zellen ohne 5-FU-Behandlung der gleichen

Temperaturstufe.
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Abb. 21: Western Blots der Proteinexpression von Ki-67 in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstindiger

Behandlung unter

Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A, C: Nach 24 h zeigte sich in allen hypertherm behandelten HT-29 und SW620
Tumorzellen eine verminderte Proteinexpression. A-C: Nach 72 h war Ki-67 in allen mit
5-FU behandelten Zellen gegentiber den Zellen ohne 5-FU-Behandlung der gleichen
Temperaturstufe erhoht. Als Ladungskontrolle diente 3-Aktin. Zur besseren Darstellung

wurden die Western Blots bearbeitet.
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5.5 PCNA

5.5.1 Genexpression von PCNA
1. In HT-29 Zellen

Nach 30 min war die Genexpression von PCNA in den HT-29 Tumorzellen nach
Behandlung unter Hyperthermie ohne 5-FU signifikant 4,3-fach bei 41°C bzw.
4,9-fach bei 43°C erhoht (jeweils p<0,05) (siehe Abb. 22A). Tumorzellen, die
Hyperthermie mit 5-FU ausgesetzt waren, zeigten eine gesteigerte
Genexpression sogar auf das 8,4-Fache bei 41°C bzw. das 14,0-Fache bei 43°C
(p<0,05 bei 41°C und 5-FU; p>0,05 bei 43°C und 5-FU). Nach 24 h waren in allen
Zellen keine relevanten Unterschiede der Genexpression erkennbar. Nach einer
Regenerationszeit von 48 h und 72 h waren in den Zellen ohne 5-FU-Behandlung
keine wesentlichen Unterschiede der Genexpression von PCNA zu sehen. Die
mit 5-FU behandelten Tumorzellen wiesen nach 48 h und 72 h eine 2,5-fach bis
4,7-fach gesteigerte Genexpression auf, die im Zeitverlauf zunahm (p>0,05 nach
48 h, 41°C und 5-FU, ansonsten jeweils p<0,05).

2. In SW480 Zellen
In allen unter Hyperthermie mit und ohne 5-FU behandelten SW480
Kolonkarzinomzellen zeigte sich nach 30 min eine mit hoherer Temperaturstufe
zunehmende Genexpression von PCNA zwischen 5,3-fach und 35,2-fach
(jeweils p<0,05) (siehe Abb. 22B). Nach einer Regenerationszeit von 24 h war
die Genexpression in allen Zellen nur unwesentlich verandert. In den mit 5-FU
behandelten Zellen war PCNA nach 48 h und 72 h 1,7-fach bis 2,7-fach erhoht
(p>0,05 nach 48 h, 41°C und 5-FU, ansonsten jeweils p<0,05). Die Zellen ohne
5-FU-Behandlung zeigten nach 48 h und 72 h keine relevanten Unterschiede der

Genexpression.

3. In SW620 Zellen
Nach einer 30-minltigen Regenerationszeit fanden sich keine wesentlichen
Unterschiede der Genexpression in den SW620 Tumorzellen (siehe Abb. 22C).
Nur in den Zellen, die mit 5-FU behandelt wurden, stieg PCNA im weiteren
Zeitverlauf bis 72 h immer weiter an: Nach 24 h war PCNA bis 1,5-fach erhoht
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(p>0,05 bei 37°C und 5-FU, ansonsten jeweils p<0,001), nach 48 h bis 2,4-fach
(jeweils p<0,05) und nach 72 h bis auf das 3,1-Fache (jeweils p<0,001).
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Abb. 22: Relative Genexpression von PCNA in den Zelllinien HT-29, SW480 und
SW620 nach einstiindiger Behandlung unter verschiedenen Temperaturen mit
oder ohne 5-FU

A, B: Nach 30 min war PCNA in den HT-29 und SW480 Zellen mit steigender Temperatur
erhoht. A-C: Nach Regenerationszeiten von 24 h, 48 h und 72 h war PCNA in allen mit
5-FU behandelten Zellen mit voranschreitender Zeit zunehmend erhdht. Die
Genexpression wurde auf das konstitutive Gen B-Aktin normalisiert. Als Kontrolle der
relativen Genexpression dienten Zellen, die bei 37°C gehalten wurden und 5-FU nicht
ausgesetzt waren. Die relative Genexpression wurde durch FC = 2742Ct angegeben.

59



5.5.2 Proteinexpression von PCNA

1. In HT-29 Zellen
Nach 24 h zeigte sich eine Erh6hung der Proteinexpression in den HT-29 Zellen,
die unter 43°C und 5-FU behandelt wurden (siehe Abb. 23A). Nach 48 hund 72 h
wiesen alle Zellen, die 5-FU ausgesetzt waren im Vergleich zur Referenz eine

erhohte Proteinexpression auf.

2. In SW480 Zellen
Zu allen untersuchten Zeitpunkten wurden in den SW480 Tumorzellen keine
wesentlichen Unterschiede der Proteinexpression beobachtet (siehe Abb. 23B).

3. In SW620 Zellen
Nach 24 h war die Proteinexpression in allen mit 5-FU behandelten SW620
Tumorzellen erhdht (siehe Abb. 23C). 48 h nach der Behandlung zeigten sich
keine wesentlichen Unterschiede der Proteinexpression. Nach 72 h war die

Expression in den Tumorzellen, die 43°C ausgesetzt waren, erhoht.
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Abb. 23: Western Blots der Proteinexpression von PCNA in den Zelllinien HT-29,
SW480 und SW620 nach einstundiger Behandlung unter verschiedenen
Temperaturen mit oder ohne 5-FU

A: Die mit 5-FU behandelten HT-29 Zellen wiesen nach 48 h und 72 h eine erhohte
Proteinexpression von PCNA auf. B: Die SW480 Zellen zeigten keine relevanten
Unterschiede der Proteinexpression. C: In den mit 5-FU behandelten SW620 Zellen war
PCNA nach 24 h erhoht. Als Ladungskontrolle diente 3-Aktin. Zur besseren Darstellung
wurden die Western Blots bearbeitet.
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6 Beantwortung der Fragestellung

1. Welche Effekte haben eine Hyperthermie mit und ohne 5-Fluoruracil auf die
Expression von Hitzeschockproteinen? Wie entwickelt sich die Expression
der Reparaturproteine im Zeitverlauf nach einer hyperthermen
Chemoperfusion? Wie unterscheiden sich diese Effekte in Abhangigkeit

verschiedener humaner Kolonkarzinome?

Alleinige Hyperthermie Gber 60 min wie bei der klinischen Anwendung der HIPEC
fuhrte in vitro in allen drei untersuchten humanen Kolonkarzinomen zu einer
deutlichen Genexpression von Hsp27, Hsp70 und Hsp90, die sich nach 30 min
nachweisen lie3 und nach 24 h wieder auf dem urspringlichen Niveau war. In
Folge der verstarkten Genexpression fand sich mittels Western Blot fir Hsp27,
Hsp70 und Hsp90 eine ebenso deutlich gesteigerte Proteinexpression. Diese war
selbst am letzten Untersuchungszeitpunkt, drei Tage nach der Hyperthermie,
noch fur alle drei HSPs nachweisbar.

Um zu unterscheiden, inwieweit die Expression der HSPs auf die alleinige
Hyperthermie-Behandlung zuriickzufuhren ist respektive welchen Einfluss 5-FU
auf die Expression von HSPs hat, wurden die Versuche sowohl unter alleiniger
Hyperthermie als auch in Kombination mit dem Chemotherapeutikum 5-FU
durchgefiihrt. Nach zuséatzlicher Behandlung mit 5-FU in einer den klinischen
Dosierungen adaptierten Konzentration zeigte sich eine erhéhte Expression von
Hsp27, Hsp70 und Hsp90 in allen drei untersuchten humanen Kolonkarzinomen.
Diese war im Vergleich zu den mit alleiniger Hyperthermie behandelten
Kolonkarzinomen nach 30 min im Mittel um das 2,0-Fache signifikant gesteigert.
Auch nach drei Tagen lie3 sich noch eine deutlich gesteigerte Expression
nachweisen, die im Durchschnitt drei- bis viermal héher im Vergleich zu den nur
mit Hyperthermie behandelten Kolonkarzinomen war. Insgesamt fanden sich in

den verschiedenen Kolonkarzinomzellen vergleichbare Expressionen.

2. Welche Auswirkungen haben eine Hyperthermie mit und ohne 5-Fluoruracil

auf die Expression der Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA?
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Nach der Behandlung mit 5-FU fand sich eine signifikant erh6hte Genexpression
von Ki-67 in zwei der drei untersuchten Kolonkarzinome, insbesondere zum
letzten untersuchten Zeitpunkt nach drei Tagen (durchschnittlich 8,1-fach
erhoht). Passend dazu zeigte sich eine deutlich erhdhte Proteinexpression von
Ki-67, die sich zwei und drei Tage nach der Behandlung entsprechend den
Bedingungen der klinischen HIPEC nachwiesen lie3. PCNA zeigte sich ebenfalls
in der Mehrzahl der Kolonkarzinome nach 5-FU-Behandlung signifikant erhoht.
Eine verstarkte Genexpression von PCNA fand sich auch 30 min nach alleiniger
Hyperthermie. Im Gegensatz dazu war Ki-67 nach alleiniger Hyperthermie-
Behandlung Uber eine Stunde in den Kolonkarzinomen nicht signifikant

verandert.

3. Gibt es Unterschiede des Einflusses einer Hyperthermie von 41°C
gegenuber 43°C auf die Expression der Hitzeschockproteine und die weitere

Zellproliferation in den Kolonkarzinomen?

Insbesondere 30 min nach der Behandlung unter 43°C waren die Expressionen
der HSPs und die des Proliferationsmarkers PCNA in den untersuchten
Kolonkarzinomen stark erhoht (durchschnittlich um das 8,3-Fache gegeniber
dem 5,2-Fachen nach 41°C). Auch auf Proteinebene waren die HSPs und PCNA
in den mit 43°C gegenuber 41°C behandelten Kolonkarzinomen tendenziell
erhoht. Der Effekt war jedoch weniger deutlich ausgepragt als auf Genebene. Es
fand sich kein einheitlicher temperaturabhéngiger Effekt auf die Expression von
Ki-67.

Die hochregulierten HSPs und der verstarkt exprimierte Proliferationsmarker
PCNA insbesondere unter Temperaturen Uber 41°C weisen damit auf
unerwtnschte Effekte bei der hyperthermen Chemoperfusion unter diesen hohen
Temperaturen hin. Diese konnten sich negativ auf den Erfolg der HIPEC

auswirken, indem sie Reparaturvorgange der tiberlebenden Tumorzellen férdern.

4. In welchem Zusammenhang stehen die Ergebnisse mit dem gegenwaértigen

klinischen Vorgehen?

Die hypertherme Chemoperfusion zusammen mit einer zytoreduktiven

chirurgischen Therapie wird heutzutage bei ausgesuchten Patienten mit
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limitierter Peritonealkarzinose eingesetzt, um so zum einen eine Uberaus
wichtige Tumorfreiheit zurtickzugewinnen und zum anderen eine verbesserte
mittelfristige Uberlebenschance fir die Patienten zu erreichen. Hierzu gibt es
ermutigende klinische Ergebnisse.

Die samtlich erhoht exprimierten Hitzeschockproteine sowie die verstarkt
nachweisbaren Proliferationsmarker PCNA und Ki-67 nach einer hyperthermen
Chemotherapie im hier untersuchten in vitro-Modell weisen erstmals darauf hin,
dass im Rahmen der HIPEC nicht nur positive, sondern auch negative Effekte
induziert werden kdnnen. Diese beschranken je nach Temperatureinstellung
durch hochregulierte intrazellulare Mechanismen vermutlich den gunstigen
Einfluss der hyperthermen Chemoperfusion. Um die Therapieeffekte der HIPEC
weiter zu verbessern, waren somit die Effekte einer HSP-Inhibition durch bereits
verfugbare HSP-Inhibitoren zu (berpriufen. Hochregulierte HSP-vermittelte
Reparaturvorgdnge in den Tumorzellen zum Zeitpunkt der HIPEC wirden
darunter potenziell unterdriickt und die Apoptose der Tumorzellen im Gegenzug
weiter gefordert werden. Dies kdnnte sich positiv auf die Prognose der Patienten
auswirken.

Die typisch eingesetzten Temperaturen wahrend der HIPEC liegen zwischen
39°C und 43°C. Die hier gezeigten Ergebnisse weisen erstmals darauf hin, dass
sich insbesondere Temperaturen Uber 41°C durchaus negativ auf die
gewunschten HIPEC-Effekte auswirken kénnen. Deutlich hochregulierte HSPs
und verstarkt induzierte Proliferationsvorgange bzw. antiapoptotische
Signaleffekte bei zunehmenden Temperaturen sorgen in einigen wenigen
Tumorzellen vermutlich fur deren Uberleben und eine verstarkte Resistenz dieser
Tumorzellen. Damit wére unter diesen hohen Temperaturen einem Tumorrezidiv

aus Uberlebenden und vermutlich resistenteren Tumorzellen Vorschub geleistet.
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7 Diskussion

Die kombinierte Therapie von HIPEC mit einer zytoreduktiven chirurgischen
Behandlung stellt bei ausgewéhlten Patienten mit limitierter Peritonealkarzinose
eine vielversprechende Therapie dar. Hierdurch wurde etwa bei Patienten mit
einer Peritonealkarzinose, die vom kolorektalen Karzinom ausging, eine fur sie
verbesserte mittelfristige Uberlebenschance erreicht [23]. Bei der HIPEC wird
eine Hyperthermie mit einer lokalen hochdosierten Chemotherapie kombiniert.
HSPs spielen dabei vermutlich eine bedeutende Rolle. Sie werden durch
physikalische und chemische Stressfaktoren wie hier die Hyperthermie und
Chemotherapeutika induziert. Proliferative Effekte, die wahrend einer
hyperthermen Chemotherapie induziert werden koénnten, sind bislang kaum
erforscht. Im hier verwendeten in vitro-HIPEC-Modell wurde daher der Einfluss
einer hyperthermen Chemotherapie entsprechend den klinischen Bedingungen
der HIPEC auf die Expressionsprofile von HSPs und Proliferationsmarkern in

Kolonkarzinomen untersucht.

7.1 Effekte von Hyperthermie und Chemotherapie auf die HSP-
Expression im Kolonkarzinom
Sowohl direkt nach der alleinigen Behandlung mit Hyperthermie als auch in
Kombination mit einer Chemotherapie Uber eine Stunde wurde eine deutliche
Genexpression der untersuchten HSPs Hsp27, Hsp70 und Hsp90 in allen
untersuchten Kolonkarzinomen nachgewiesen. Auch die zugehdrigen Proteine
wurden nachfolgend verstarkt synthetisiert und exprimiert. Im Vergleich zur
alleinigen Hyperthermie-Behandlung bewirkte die Kombination mit dem

Chemotherapeutikum eine hohere Genexpression.

Unter der Annahme, dass diese Effekte ebenso bei einer klinisch durchgefiihrten
HIPEC-Therapie auftreten, wirde dies bedeuten, dass durch die
Hochregulierung von Hsp27, Hsp70 und Hsp90 zeitlich Uber die HIPEC hinaus
andauernde Schutz- und Reparaturvorgénge in den Uberlebenden Tumorzellen
induziert werden kdnnten. Diese triigen dazu bei, dass einige Tumorzellen den

zellularen Stress durch die Hyperthermie und Chemotherapeutika tberleben.
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Die Reparaturvorgédnge und antiapoptotischen Wirkungen durch die induzierten
HSPs werden diesen Ergebnissen nach im Vergleich zur Behandlung mit
alleiniger Hyperthermie durch die Chemotherapie nochmals verstarkt. Somit
werden die zytotoxischen Effekte der hyperthermen Chemotherapie durch
hochregulierte intrazellulare Mechanismen negativ beeinflusst. Das liel3e
schlussfolgern, dass sich hochregulierte HSPs in einigen wenigen Uberlebenden
Tumorzellen nach einer HIPEC beschrankend auf den Erfolg der Therapie und
somit auf die Prognose der Patienten mit Peritonealkarzinose insgesamt

auswirken kénnten.

7.2 Verringerte Chemosensitivitat durch erhn6hte HSP-
Expression

Mehrere Studien legen nahe, dass eine hohe Expression von HSPs in
Tumorzellen auflerdem eine geringere Empfindlichkeit der Tumorzellen
gegenuber Chemotherapeutika bedingt. Gezeigt wurde dieser Zusammenhang
in Kolonkarzinomzellen (unter anderem HT-29 und SW480 Zellen), die bei hoher
Expression von Hsp27 weniger empfindlich gegeniiber 5-FU waren [114]. Auch
eine hohe Expression von Hsp70 in Tumorzellen steht im Zusammenhang mit
einem verminderten Ansprechen gegenuber einer Chemotherapie [115]. Ebenso
geht eine hohe Expression von Hsp90, etwa in Kolonkarzinomen, mit einer
Unempfindlichkeit der Tumorzellen gegenuber Chemotherapeutika wie 5-FU
einher [116, 117].

Die in dieser Arbeit gezeigten hochregulierten HSPs bei der HIPEC induzieren
folglich nicht nur Reparaturmechanismen, sondern machen Tumorzellen
gegenuber den zytotoxischen Effekten einer Chemotherapie auch resistenter. In
Bezug auf beide Mechanismen ist daher anzunehmen, dass ein besseres

Therapieansprechen durch eine Inhibition der HSPs erreicht werden kann.

7.3 Der Einsatz von HSP-Inhibitoren bei der HIPEC

HSPs sind aufgrund ihrer antiapoptotischen Wirkungsweise bereits eine
interessante Zielstruktur in der Krebstherapie geworden. Einige potentielle HSP-
Inhibitoren, insbesondere Hsp90-Inhibitoren, wurden schon bei malignen

Tumoren getestet.
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Die meisten Hsp90-Inhibitoren greifen an der ATP-bindenden Domane an. So
wird verhindert, dass Hsp90 zwischen dem ATP- und ADP-Zustand wechseln
kann, wodurch dessen Funktion beeintrachtigt wird [34]. Auch die C-terminale
Domane ist Angriffspunkt von Hsp90-Inhibitoren, etwa von Novobiocin [118].
Einer der ersten identifizierten Hsp90-Inhibitoren war Geldanamycin [119-121].
Inzwischen gibt es einige synthetisch hergestellte Hsp90-Inhibitoren, von denen
bis 2013 bereits 17 in klinischen Studien getestet wurden [122]. Fur AUY922
wurden synergistische Effekte mit Chemotherapeutika wie 5-FU und Oxaliplatin
nachgewiesen [123]. Durch den Einsatz von HDN-1 in vitro wurden in
Lungenkarzinomzellen Onkoproteine abgebaut, die normalerweise von Hsp90
stabilisiert werden [124]. Ganetespib ist ein Hsp90-Inhibitor, durch dessen
Anwendung das Wachstum von Kolonkarzinomen gehemmt wurde [125].

Im klinischen Einsatz wurde der Hsp90-Inhibitor KW-2478 bei 25 Patienten mit
Multiplem Myelom oder Non-Hodgkin-Lymphom eingesetzt, die zuvor
mindestens zwei Therapieregimes erhalten hatten und darunter kein Ansprechen
zeigten oder ein Rezidiv der Erkrankung erlitten. Unter der Therapie zeigten 96 %
der Patienten kein Voranschreiten der Erkrankung, wobei acht Patienten
mindestens drei Monate und funf Patienten mindestens sechs Monate kein
Voranschreiten der Erkrankung zeigten [126]. Unter der Therapie mit dem
Hsp90-Inhibitor AT13387 wurde bei Patienten mit refraktaren soliden Tumoren in
34 % der Falle ein stabiler Zustand der Tumorerkrankung erreicht. Bei 11 % der
Patienten hielt dieser stabile Zustand fur mindestens 120 Tage an [127].
Allerdings wird durch die Hsp90-Inhibition auch die Expression von Hsp70
induziert. Daher kénnte eine zusatzliche Inhibition von Hsp70 vorteilhaft
sein [128]. Durch eine Inhibition von sowohl Hsp90 als auch von Hsp70 mit
kleinen Molekulen wie VER155008 wurde auch bereits eine verstarkte
Zytotoxizitat nachgewiesen [129].

Zielstrukturen der Hsp70-Inhibitoren sind die ATPase-Doméne oder die Substrat-
bindende Doméne von Hsp70 [130, 131]. Unter der Behandlung mit Hsp70-
Inhibitoren wie Apoptozole und ADD70 wurde Uber ein reduziertes
Tumorwachstum berichtet. Zudem stieg die Sensitivitat von Chemotherapeutika
an [132, 133].
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Jedoch ist nicht aulRer Acht zu lassen, dass bislang wenige Hsp70-Inhibitoren im
klinischen Einsatz sind und unter der Therapie auch unerwiinschte Wirkungen
auftraten. MKT-077 etwa ist ein Hsp70-Inhibitor, unter dessen Einsatz es zu
schweren renalen Dysfunktionen kam [34, 134]. Es bedarf also weiterer Suche

nach geeigneten Hsp70-Inhibitoren.

Zu den sich in der Entwicklung befindenden Hsp27-Inhibitoren zahlen Quercetin
und RP101 [135]. Quercetin verstarkt die Wirkung von Chemotherapeutika wie
5-FU [136]. OGX-427 ist ein Hsp27-Inhibitor, der bereits in der klinischen
Behandlung von Patienten mit Prostata-, Mamma-, Ovarial-, Bronchial- und
Urothelkarzinom getestet wurde. Dabei wurde bei 10 % der Patienten mit
Prostatakarzinom ein Rickgang von uber 50 % des Tumormarkers PSA
beobachtet. Alle Patienten litten jedoch unter unerwinschten Nebenwirkungen
wie Pruritus, Lymphopenie oder Anamie [137]. Insgesamt erschwert die
strukturelle Komplexitdt von Hsp27 die Suche nach Inhibitoren, die fur den
klinischen Einsatz geeignet sind [34].

Moglicherweise kann die zeitlich Uber wenige Tage befristete Anwendung von
HSP-Inhibitoren um den Termin der lokal durchgefihrten hyperthermen
Chemotherapie herum die negativen Effekte durch die induzierten HSPs
limitieren. Antiapoptotische Effekte und Reparaturmechanismen in den
Tumorzellen wirden durch eine Inhibition der HSPs limitiert werden, wodurch es
zu einer Optimierung der HIPEC kommen wiurde. Infolgedessen kénnte es zu
besseren  Uberlebenschancen fir die  betroffenen  Patienten  mit
Peritonealkarzinose kommen.

In weiterflihrenden Studien der eigenen Arbeitsgruppe wurde mittlerweile durch
den Einsatz von HSP90- und HSP70-Inhibitoren bei der HIPEC in vitro erstmals
Uber ein vermehrtes Tumorzellsterben berichtet [138]. Diese préklinischen

Ergebnisse ermutigen zu weitergehenden Untersuchungen auf diesem Gebiet.
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7.4 Vergleich der verschiedenen Temperaturstufen auf die
Expression von HSPs und Proliferationsmarkern und
Bedeutung fir die HIPEC

Die erzielten Ergebnisse deuten darauf hin, dass eine Optimierung der
Temperatureinstellungen bei der hyperthermen Chemotherapie zu einer weiteren
Verbesserung des Therapieerfolges fuhren kdnnte. Zum jetzigen Zeitpunkt liegt
noch keine evidenzbasierte Empfehlung beziglich der optimalen Temperatur fur
die HIPEC vor. Die momentan angewendeten Temperaturen in der
Peritonealhdhle liegen zwischen 39°C und 43°C [19, 20]. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen, dass die Expressionen der HSPs und Proliferationsmarker
insbesondere nach 43°C stark erhoht waren. Diese hochregulierten Proteine
unter Temperaturen Uber 41°C in den Gberlebenden Tumorzellen kdnnten deren
Uberleben begiinstigen und ihnen Resistenzen verleihen, was wiederum ein
Tumorrezidiv fordern wirde. Allerdings missen erwiinschte und unerwinschte
Effekte der Hyperthermie abgewogen werden. Die in vitro-Ergebnisse deuten
zusammenfassend darauf hin, Temperatureinstellungen bis maximal 41°C

anzustreben.

7.5 Induktion der Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA

Um proliferative Effekte in Tumorzellen durch eine hypertherme Chemoperfusion
zu analysieren, wurden im in vitro-HIPEC-Modell auch die Expressionen der
Proliferationsmarker Ki-67 und PCNA untersucht.

Eine Hochregulierung von PCNA fand sich nach alleiniger Hyperthermie in allen
untersuchten Kolonkarzinomen. Durch die zusatzliche Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum 5-FU zeigte sich bis auf wenige Ausnahmen sowohl auf
Gen- als auch auf Proteinebene eine deutliche Expression der
Proliferationsmarker, insbesondere von Ki-67.

Diese Ergebnisse deuten erstmals darauf hin, dass wenige uberlebende
Tumorzellen nach den schadigenden Einflissen der Hyperthermie und
Chemotherapie mit einer vermehrten Zellteilungsrate reagieren kénnten und
somit vermutlich widerstandsfahiger in ihnrem Wachstumsverhalten werden. Die

erhohten Expressionsprofile der Proliferationsmarker sind moglicherweise auch
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Folge vermehrt auftretender HSPs nach 5-FU-Behandlung, da diese
antiapoptotisch wirken. Hsp27 und Hsp90 hemmen beispielsweise Akt, was mit
einer erhdhten Proliferation einhergeht und sich in der hohen Ki-67-Expression
wiederspiegeln konnte [44, 88, 89]. PCNA dient als Proliferationsmarker, tragt
aber auch zur Behebung von DNA-Schéaden bei, wie sie wahrend der HIPEC
auftreten konnen [111, 112]. Die Reparatur von DNA-Schaden unterstitzt
wiederum die Proliferation der Tumorzellen.

Eine erhohte Proliferationsrate der Tumorzellen ist in erster Linie ein
unerwinschter Effekt. Diese bedeutet namlich, dass das Tumorwachstum
voranschreitet, was mit einer schlechten Prognose fur den Patienten verbunden
ist. Der Zusammenhang zwischen der Expression von Ki-67 und der Prognose
von Patienten mit kolorektalem Karzinom wird jedoch kontrovers diskutiert. Zum
einen fand man in kolorektalen Tumoren eine Korrelation zwischen einer hohen
Expression von Ki-67 und verkiirztem Uberleben [139]. Andererseits heilt es,
dass sich eine hohe Ki-67-Expression positiv bei Patienten auswirkt, die eine
adjuvante Chemotherapie erhalten, negativ dagegen bei Patienten, die allein
durch eine chirurgische Therapie behandelt werden [140]. Da die meisten
Tumortherapeutika zyklusspezifisch wirken, also Zellen angreifen, die sich nicht
in der GO-Phase befinden, konnten Tumorzellen mit einer erhdhten
Proliferationsrate tatsachlich empfindlicher gegeniber einer Chemotherapie
sein. Folglich stellt sich die Frage, ob nach erfolgter HIPEC eine adjuvante
Chemotherapie bzw. eine wiederholte HIPEC mit zyklusspezifischen
Chemotherapeutika sinnvoll wére. Damit kdnnten mdglicherweise die
Uberlebenden, in ihrem Wachstumsverhalten aggressiven Tumorzellen abgetotet
werden. Dieser Frage sollte im Sinne einer Verbesserung der HIPEC fiur die

betroffenen Patienten nachgegangen werden.

Mittlerweile wurde in weiterfhrenden Versuchen der eigenen Arbeitsgruppe die
Chemosensitivitat im Kolonkarzinom nach erfolgter in vitro-HIPEC untersucht.
Nach hyperthermer Chemotherapie wurde in den Tumorzellen eine erhéhte
Chemotherapieresistenz gegenuber 5-FU, Mitomycin C und Oxaliplatin

nachgewiesen [138]. Die Uberlebenden Tumorzellen sprachen also weniger auf
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die nachfolgenden zyklusspezifischen Chemotherapeutika an als die
Tumorzellen ohne Vorbehandlung mit einer hyperthermen Chemotherapie. Diese
Beobachtung weist darauf hin, dass die Tumorzellen nach der Behandlung mit
hyperthermer Chemotherapie Mechanismen entwickeln, die sie gegenuber

weiteren schadigenden Einflissen resistenter machen.

Zusammenfassend zeigen die eigenen Ergebnisse samtlich hochregulierte HSPs
in den untersuchten Kolonkarzinomen durch eine hypertherme Chemotherapie.
Die dadurch induzierten intrazellularen antiapoptotischen Effekte und
Reparaturmechanismen sowie die sich andeutende zunehmende Resistenz
gegenuber Chemotherapeutika in den Uberlebenden Tumorzellen wirken sich
vermutlich beschrankend auf den Therapieerfolg der HIPEC aus und somit auf
die Prognose von einer Peritonealkarzinose betroffener Patienten. Zudem wurde
in den Uberlebenden Tumorzellen eine erhéhte Proliferationstendenz nach einer

hyperthermen Chemotherapie nachgewiesen.
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8 Zusammenfassung

Die hypertherme intraperitoneale Chemoperfusion (hyperthermic intraperitoneal
chemotherapy, HIPEC) ist ein vielversprechendes Verfahren bei Patienten mit
limitierter Peritonealkarzinose. Bei der HIPEC werden eine Hyperthermie und
eine lokale hochdosierte Chemotherapie kombiniert. Ein limitierender Faktor bei
dieser Therapie sind jedoch Hitzeschockproteine (heat shock proteins, HSPs).
Sie werden durch die zellschadigenden Einflisse induziert und wirken der
Behandlung durch intrazellulare Reparaturmechanismen und eine verringerte
Chemotherapeutikasensitivitat entgegen. Ziel dieser Arbeit war es, solche
intrazellularen Mechanismen durch Hyperthermie und Chemotherapeutikum im
Kolonkarzinom zu untersuchen, um durch ein verbessertes Verstandnis die
HIPEC-Therapie zu optimieren. Hierfir wurden in einem etablierten in vitro-
HIPEC-Modell die Auswirkungen von Hyperthermie und Chemotherapeutikum
auf die Expression von HSPs untersucht. Zudem wurde der Einfluss von
Hyperthermie und Chemotherapie auf proliferative Effekte mithilfe von Ki-67 und
PCNA untersucht.

Dafur wurden Zellen der drei humanen kolorektalen Adenokarzinomzelllinien
HT-29, SW480 und SW620 eine Stunde jeweils mit und ohne dem
Chemotherapeutikum 5-Fluoruracil (5-FU) verschiedenen Temperaturstufen
(37°C, 41°C, 43°C) ausgesetzt. Nach Regenerationszeiten von 30 min, 24 h,
48 h und 72 h wurde die Expression von Hsp27, Hsp70, Hsp90, Ki-67 und PCNA
mittels RT-qPCR und Western Blot ermittelt.

In der RT-gPCR zeigten sich erhéhte Expressionen der HSPs direkt nach der
Behandlung unter Hyperthermie in allen Kolonkarzinomen. Erstmalig wurde
durch die zusatzliche Behandlung mit 5-FU eine zusatzliche Steigerung der
Genexpression beobachtet. Diese liel3 sich auch noch zum letzten
Untersuchungszeitpunkt nach drei Tagen nachweisen. Infolge der erhdhten
Genexpression fand sich eine ebenso deutlich gesteigerte Proteinexpression der
HSPs. PCNA als Proliferationsmarker war nach der Behandlung unter alleiniger
Hyperthermie und in Kombination mit 5-FU in den Tumorzellen erhéht. Erstmals

zeigte sich auch eine starke Erhéhung von Ki-67 als weiteren Indikator far
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induzierte Tumorzellproliferation nach 5-FU-Exposition insbesondere nach drei
Tagen sowohl auf Gen- als auch auf Proteinebene.

Die Ergebnisse weisen darauf hin, dass auch bei der HIPEC in vivo vermehrt
HSPs und PCNA exprimiert werden koénnten. Diese Proteine besitzen
antiapoptotische, zellstabilisierende Wirkungsweisen und setzen
Reparaturmechanismen in Gang. Somit koénnten sie das Uberleben der
Tumorzellen fordern und so limitierend auf den Erfolg der HIPEC Einfluss
nehmen. Erstmalig zeigen die Untersuchungen eine 5-FU-abhangige erhthte
Expression von Ki-67, die auf eine erhéhte Proliferationsrate der Uberlebenden
Tumorzellen und antiapoptotische Resistenzmechanismen in den Tumorzellen
hindeutet.

Diese Erkenntnisse werfen die Frage nach dem klinischen Einsatz von bereits
verfugbaren HSP-Inhibitoren bei der HIPEC auf. HSP-Inhibitoren kénnten die
induzierten unerwinschten Mechanismen minimieren und somit die
Therapieeffekte der HIPEC weiter verbessern.

Zudem weisen die Ergebnisse dieser Arbeit erstmals darauf hin, dass sich
insbesondere Temperaturen Uber 41°C durch verstarkt exprimierte HSPs und
Proliferationsmarker negativ auf die hypertherme Chemoperfusion auswirken
konnten. Hochregulierte HSPs und Proliferationsmarker in den Uberlebenden
Tumorzellen unter solchen hohen Temperaturen konnten diese resistenter
machen und wirden so eine rezidivierende Tumorerkrankung beginstigen.
Jedoch missen erwinschte und unerwinschte Effekte der Hyperthermie

differenziert und noch weiter abgewogen werden.
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