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1 Einleitung

1.1 Tumorerkrankungen

Krebserkrankungen sind nach den Herz-Kreislauf-Erkrankungen die zweithdufigste To-
desursache in Deutschland. Eine von dem Altersfaktor bereinigte altersstandardisierte
Sterbeziffer (ASR = altersstandardisierte Rate nach dem Europastandard pro 100.000
Einwohner) der liber 65-jdhrigen zeigt bei Neubildungen eine sinkende Sterblichkeit seit
1980. Bei Ménnern sank die Sterblichkeit seit 1980 um 24 %, bei Frauen um 21 %. Im
Vergleich dazu sank die Sterblichkeit durch Herz-Kreislauf-Erkrankungen im selben
Zeitraum bei Mannern um 41 % und bei Frauen um 44 %. Somit konnten Tumorerkran-
kungen in Zukunft die hdufigste Todesursache in Deutschland werden. [1, 2] Diese Ten-
denz wird durch aktuelle Zahlen des Gesundheitsberichts des Bundes bestitigt [3]. Die
sinkende Sterblichkeit bei Herz-Kreislauf-Erkrankungen ist eine Erfolgsgeschichte der
modernen Medizin. Fiir dhnliche Fortschritte in der Therapie von Krebserkrankungen
sind weiterhin Anstrengungen in der Grundlagenforschung und Priavention

notwendig.

1.1.1 Das Kolonkarzinom

Das kolorektale Karzinom (KRK) stellt bundesweit fiir beide Geschlechter die zweithiu-
figste Krebserkrankung dar. Im Jahr 2009 lag fiir Méinner eine altersbereinigte Sterberate
(ASR) von 61,6 und eine bundesweite Fallzahl von 35.219 vor. Fiir Frauen lag im glei-
chen Jahr eine altersbereinigte Sterberate (ASR) von 38,8 und eine bundesweite Fallzahl
von 29.279 vor. Damit ist das KRK mit rund 14 % aller Krebsneuerkrankungen die zweit-
hiufigste Krebstodesursache in Deutschland [4]. Dabei steigt das Erkrankungsrisiko mit
zunehmendem Alter an. Uber 90 % der kolorektalen Karzinome treten nach dem 50. Le-
bensjahr auf. Neben hohem Alter sind Erndhrungsfaktoren (wie ballaststoffarme, fett- und

fleischreiche Erndhrung), Zigaretten- und Alkoholkonsum,



chronisch entziindliche Darmerkrankungen und in 10 % der Fille genetische Einfliisse
weitere Risikofaktoren.

Lokalisiert ist das KRK zu 45 % im Colon sigmoideum, zu 5,1 % im Colon descendens,
zu 5,4 % in der linken Flexur, zu 8,6 % im Colon transversum, zu 5,4 % in der rechten
Flexur, zu 17 % im Colon ascendens und zu 12,5 % im Zikum. Das Rektumkarzinom
verteilt sich auf das obere Drittel zu 17,5 %, auf das mittlere Drittel zu 35,6 % und auf
das untere Drittel zu 46,9 %. Zu beachten ist dabei, dass das KRK auch multipel auftreten
kann. [5]

Pathogenetisch beschreiben die Adenom/Dysplasie-Karzinom-Sequenz und das Tumor-
progressionsmodell nach Vogelstein und Fearon das KRK genauer [6]. Die gute Zugédng-
lichkeit fiir histopathologische Untersuchungen und die hohen Fallzahlen haben zu einer
genaueren Beschreibung der Entstehungsmechanismen des KRK aus Adenomen und iiber
Dysplasien aus normalem Epithel beigetragen. Dabei haben Analysen von Gewebeproben
eine Vielzahl unterschiedlicher Grade der Entartung offengelegt. Diese reichen von be-
nignen  Hyperplasien iiber die  verschiedenen @ Adenome und einem
carcinoma in situ (CIS) bis hin zum Adenokarzinom, welches histopathologisch von
G1 (gut differenziert) bis G4 (undifferenziert) eingeteilt wird. Die Entwicklung eines Kar-
zinoms aus seinen Vorstufen kann dabei bis zu 10 Jahren dauern. [5, 7]

Analog zu den histopathologischen Verdnderungen werden auch charakteristische gene-
tische Veranderungen beobachtet, die auf sequentieller Inaktivierung von Tumorsuppres-
sorgenen und Aktivierung von Onkogenen beruhen. Fiir das KRK konnte eine charakte-
ristische Sequenz solcher Mutationen definiert und in einem Tumorprogressionsmodell
festgehalten werden [6, 8]. In diesem Modell entsteht ein Adenom durch den Verlust des
APC-Tumorsupressorgens (5g21). In diesem Adenom kann die Dysplasie durch weitere
Mutationen, wie die Aktivierung des K-RAS-Onkogens und den Funktionsverlust eines
Tumorsuppressorgens auf Chromosom 18, weiter fortschreiten. Der Ubergang zum A-
denokarzinom kann sich schlieflich durch den Verlust des Tumorsuppressor-

gens p53 (17p13) vollziehen [7]. (siche Abbildung 1)
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Abbildung 1: Genetisches Tumorprogressionsmodell fiir das kolorektale Karzinom

(Abb. modifiziert nach Weinberg R.A. et al. 2007 [7])

Nach Ubergang zum Karzinom konnen Krebszellen die Fihigkeit zur Invasion oder Me-
tastasierung erlangen, so in fremdes Gewebe einwandern und {iber Lymph- und Blutge-
faBe in andere Organe gelangen. Je nach Grad der Entartung, Gewebeinvasion und Me-
tastasierung wird das KRK nach verschiedenen Klassifikationen -eingeteilt.
(siehe Tabelle 1).



UICC-

Definition TNM-System Dukes
Stadium

0 carcinoma in situ (CIS) Tis NO MO

Ia: beschriankt auf Mucosa
Tl NO MO

und Submucosa

Ib: Muscularis propria
. . T2 NO MO
infiltriert

IIa: Infiltration aller

T3 NO MO
Wandschichten
II . B
1Ib: Uberschreitung der

T4 NO MO

Darmwand
Lymphknotenmetastasen

I oder Infiltration der Tx N1-2 MO C
Umgebung

v Fernmetastasen Tx Nx M1 D

Tabelle 1: Stadieneinteilung des kolorektalen Karzinoms [5]

Entsprechend des Stadiums der Erkrankung wird eine kurative oder palliative Therapie
gewihlt. Diese besteht aus chirurgischer Entfernung, Strahlentherapie beim Rektumkar-
zinom, Polychemotherapien und aus der Verwendung neuerer Substanzen. Dabei gibt es
adjuvante und neoadjuvante Therapiekonzepte, die monoklonale Antikérper gegen
VEGEF (engl. vascular endothelial growth factor) und EGF (engl. epidermal growth fac-
tor) als auch Chemotherapeutika wie Oxaliplatin, 5-Fluorouracil und Folinsdure beinhal-
ten. Durch diese Konzepte konnen 5-Jahrestiberlebensraten von 90-100 % bei UICC-Sta-
dium I, 60-80 % % beim UICC-Stadium II, 30-80 % beim UICC-Stadium III und nur 15-
20 % bei einem UICC-Stadium IV erreicht werden.

Um das Entstehen eines Kolonkarzinoms aus Adenomen zu vermeiden, werden regelmé-
Bige Vorsorgekoloskopien mit Polypektomien ab einem Lebensalter von 50 Jahren (Mén-

ner) oder 55 Jahren (Frauen) sowie bei Risikopatienten empfohlen [5].



1.1.2 Das exokrine Pankreaskarzinom

Das exokrine Pankreaskarzinom stellt bei einer ASR von 12,7 bei Ménnern die neunthéu-
figste (ca. 3 % aller Tumorerkrankungen) und mit einer ASR von 9,4 bei Frauen die siebt-
héufigste (ca. 2,4 % aller Tumorerkrankungen) Tumorerkrankung in der Bundesrepublik
dar. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei Méannern bei 68 Jahren und bei Frauen bei 70
Jahren. Nach dem Kolon- und Magenkarzinom ist das Pankreaskarzinom der dritthdu-
figste Tumor des Verdauungstraktes. Es liegt mit 6,3 % aller Krebstodesfille bei Mdnnern
und 7,5 % bei Frauen an vierter Stelle aller Krebstodesursachen. Dies ldsst sich durch die
schlechte Prognose und ungiinstige 5-Jahresiiberelebensrate von nur 6 % erkldren. Damit
weist das Pankreaskarzinom unter allen Krebserkrankungen die schlechteste Uberlebens-
rate auf [4].

Die Atiologie des Pankreaskarzinoms ist nicht vollstindig geklirt. Allerdings spielen Al-
koholkonsum, Nikotinabusus und einige Tumorpradispositionsyndrome wie das Peutz-
Jeghers-Syndrom und die hereditdre Pankreatitis eine wichtige Rolle. Bei den beiden zu-
letzt genannten Syndromen konnten Genmutationen identifiziert werden.

Histologisch liegt in 80 % ein duktales Adenokarzinom vor. Azinuszellkarzinome und
Zystadenokarzinome liegen in 5-10 % der Félle vor. Dabei findet sich der Tumor in 80 %
der Félle im Pankreaskopf [5]. Auch beim Pankreaskarzinom wurde ein Tumorprogres-
sionsmodell beschrieben. Das duktale Adenokarzinom entwickelt sich iiber prianeoplasti-
sche Ganglisionen. Hierbei werden wie beim KRK sequentiell verschiedene Tumorsup-
pressorgene wie p53, pl16 und DPC4 inaktiviert und Onkogene aktiviert.

Bemerkenswert ist, dass in 90 % der Fille eine Mutation des
K-RAS-Onkogens nachgewiesen werden kann [9]. Genauso konnen histopathologisch
verschiedene Stadien der Entdifferenzierung definiert werden. Die zunehmende histolo-
gische Entdifferenzierung dieser sogenannten préneoplastischen Ganglésionen wird in

Abbildung 2 gezeigt. [5]
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Abbildung 2: Entwicklung zum Pankreaskarzinom iiber prineoplastische
Ganglisionen [10, 11] (Abb. wurde selbst erstellt)

Die gebriuchlichste Stadieneinteilung des exokrinen Pankreaskarzinoms ist das Tumor-
Node-Metastasen-System des American Joint Committee on Cancer (AJCC) und wird
in Tabelle 2: Stadieneinteilung des exokrinen Pankreaskarzinoms abgebildet. Nach der
Einordnung in die TNM-Klassifikation kann eine Gruppierung in UICC-Stadien erfol-
gen [9].



UICC-

Definition TNM-System
Stadium
0 Carcinoma in situ Tis NO MO
Ia: Tumor auf das Pankreas
T1 NO MO
. begrenzt, < 2cm
Ib: Tumor auf das Pankreas
T2 NO MO
begrenzt, > 2cm
IIa: Infiltration der Umgebung aber
- T3 NO MO
I nicht in grofere Gefdale oder Nerven
1Ib: Stadium Ia bis IIb jedoch mit
. T1-3 | N1 MO
lokaler Lyphknotenmetastasierung
Invasion groferer BlutgefiBe oder
I T4 N1-3 | MO
Nerven
v Fernmetastasen T1-4 | N1-3 | Ml

Tabelle 2: Stadieneinteilung des exokrinen Pankreaskarzinoms [5]

In 80 % der Fille befindet sich die Erkrankung bei Diagnose schon in fortgeschrittenen
Stadien, sodass die einzige kurative Therapie, die RO-Resektion, nicht mehr durchgefiihrt
werden kann. Dies ist der Fall bei Infiltration zentraler Arterien wie dem Truncus coelia-
cus oder der A. mesenterica superior (T4-Tumore). Die spédte Diagnose wird hauptsich-
lich fiir die hohe Sterblichkeit verantwortlich gemacht. Wenn eine primére Operation
moglich ist, folgt eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabin oder
5-Fluorouracil. Ist die primére Operation nicht mdglich, kann eine Tumorreduktion mit-
tels einer Gemcitabin-basierten Radiochemotherapie und anschliefender Reevaluation
versucht werden. Eine sekundére Resektabilitét wird in bis zu 25 % der Fille erreicht. Es
folgt die gleiche adjuvante Chemotherapie. Nach Operation und erreichter vollstdndiger
Tumorfreiheit (RO Resektion) iiberleben bis zu 25 % der Patienten die darauf folgenden
5-Jahre [12].

Palliative Therapiekonzepte umfassen die Einlage von Duodenal- und transpapilldren

Stents, Chemotherapien und palliative Schmerztherapien bis hin zur Blockade des



Ganglion coeliacum. Bemerkenswert ist, dass derzeit weiterhin keine Fritherkennungs-

untersuchungen etabliert sind.

1.2 Therapieansitze

Bis zum Durchbruch der Molekularbiologie und den daraus entstandenen neuen Thera-
piemoglichkeiten beruhte die Therapie von Krebserkrankungen auf drei groen Sdulen.
Die erste Séule stellt die chirurgische Entfernung des Tumors dar. Sie wurde schon im
Altertum von dem romischen Arzt Aulus Celsus (50 v. Chr. — 24 n. Chr.) beschrieben.
Die Strahlentherapie gilt als zweite Sdule der modernen Krebstherapie. Es konnten nun
inoperable Tumore oder die Operationsfelder nach der Tumorresektion bestrahlt werden,
um eine Tumorreduktion zu erreichen oder die Rezidivbildung im Operationsfeld zu re-
duzieren.

Chemotherapeutika gelten nach ihrer Entdeckung Anfang des 20. Jahrhunderts als dritte
Sédule der Krebstherapie. Nun konnten auch nicht-solide Tumore und mikroskopische Ab-

siedelungen von soliden Tumoren bekdmpft werden.

Nach den Erfolgen der Molekularbiologie und Genetik gilt aktuell die sogenannte gezielte
Krebstherapie (engl. targeted therapie) als die neueste Entwicklung. Chemotherapeutika
greifen in Mechanismen der Zellteilung ein und machen sich damit das schnelle Wachs-
tum der meisten Krebszellen zu Nutze. Sie greifen damit aber auch schnell teilendes Nor-
malgewebe wie z.B. die Schleimhéute und das Knochenmark an. Dies limitiert die Dosis
und damit auch den Erfolg der Therapie.

Uber moderne molekularbiologische Methoden kénnen nun spezifische Eigenschaften
von Krebszellen analysiert werden. Aus diesen Eigenschaften lassen sich gezielte Thera-
pieoptionen konstruieren, die im Organismus zu weniger Kollateralschiden und zur ef-
fektiveren Bekédmpfung der Krebszellen fithren. Heute ist es bei vielen Krebsarten ein
Standardvorgehen, dass die entnommenen Gewebeproben auf ihre molekularen Eigen-
schaften und Genexpressionen gepriift werden. Somit kdnnen in interdisziplindren
Tumorkonferenzen fiir viele Krebspatienten individuelle Therapiepldne entwickelt wer-

den.



Durch die Erforschung der genetischen Besonderheiten des kolorektalen Karzinoms und
Pankreaskarzinoms haben sich in den letzten Jahren mehrere potenzielle Angriffspunkte
fiir eine gezielte Krebstherapie ergeben. In den folgenden Kapiteln werden die fiir diese

Arbeit relevanten Gene und zugehorigen Proteine vorgestellt.

1.3  Aufbau und Lokalisation der ABC-Transporter und ihre Bedeutung

im Kolon- und Pankreaskarzinom

1.3.1 Struktur und Funktion der ABC-Transporter

In jlingerer Vergangenheit wurde beschrieben, dass Tumorzellen resistent gegen be-
stimmte Chemotherapeutika und biologische Substanzen werden konnen. Dieser Mecha-
nismus wurde erstmals von Juliano und Ling im Jahre 1976 mit einem Protein in Verbin-
dung gebracht [13]. Sie konnten nachweisen, dass ein zelluldres Oberfldchenprotein die
Durchléssigkeit der Plasmamembran gegeniiber zytotoxischen Substanzen herabsetzt.
Dieses Protein wurde P-gp (P-Glykoprotein) genannt, wobei ,,P* fiir ,,Permeabilitdt*
steht. Heute ist P-gp auch unter dem Namen MDRI1 (multidrug resistance
protein 1) oder ABCBI1 (ATP-binding cassette sub-family B member I) bekannt und stellt
nur ein Mitglied aus der Superfamilie der ATP-binding cassette (ABC)-Transporter dar.
Dabei handelt es sich um eine Gruppe von 49 Proteinen, die wiederum in 7 Subfamilien

eingeteilt werden (vgl. Tabelle 4).



Subfamilien Namen Gewebe Funktion
A (A1-Al12) ABCA2 (ABC2) | Gehirn multidrug resistance
ABCBI1 (PGY1, | Niere, Neben- multidrug resistance
MDR) niere, Gehirn
B (B1-Bl11) ABCB5 Ubiquitér multidrug resistance
ABCBI1 Leber Gallensalz-Transport
(SPGP)
ABCCI1 (MRP1) | Lunge, Hoden, multidrug resistance
PBMC
C (C1-C12) ABCC2 (MRP2) | Leber Organischer
Anionen Transport
CFTR exokrine Gewebe | Chlorid-Kanal
VLCFA Transport
D (D1-D4) ABCDI (ALD) | Peroxisomen
Regulation
E(EI) ABCEI (OABP, | Ovarien, Hoden, | Oligoadenylate
RNS41) Milz binding protein
F (F1-F3) ABCF1 ubiquitir
Toxin efflux,
ABCG2 (ABCP, | Placenta, . ‘
G (G1-G5, GY) ' multidrug resistance
MXR, BCRP) Intestinaltrakt

Tabelle 3: Subfamilien der ABC-Transporter mit ausgewihlten Vertretern
ihrer Expression und Funktion [14]

10



Die ABC-Transporter sind membranstindige Proteine, die in der Lage sind, ver-
schiedenste Stoffe aktiv aus der Zelle iiber die Zellmembran hinaus in den extrazelluldren
Raum zu transportieren. Die notwendige Energie fiir diesen Transport wird durch die
Hydrolyse von Adenosintriphosphat (ATP) gewonnen. ABC-Transporter stellen eine der
grofiten Proteinfamilien dar und sind im Tierreich sowohl unter Pro- als auch unter Eu-
karyonten weit verbreitet. In maligne entarteten Zellen konnen diese Pumpen dazu bei-
tragen, dass die Konzentration von Chemotherapeutika und anderen toxischen Substan-
zen in der Zelle so niedrig wie mdglich gehalten wird. Dies stellt einen unmittelbaren
Uberlebensvorteil fiir Zellen dar, die mit diesen Transportern reichlich ausgestattet sind.
Natiirlicherweise kommen diese Transporter vornehmlich in Organen oder Geweben vor,
die fiir die Ausscheidung von Giftstoffen oder als Barriere fungieren. Beispiele sind Le-
ber, Niere, Darm aber auch die Blut-Hirn-Schranke und die Plazenta.

Die Struktur eines ABC-Transporters umfasst zwei homologe transmembrandre Domaé-
nen (TMD), die jeweils aus mehreren a-Helices bestehen und fiir die Bindung der
Zielsubstanzen verantwortlich sind. Neben den zwei TMDs liegen regelméfig auch zwei
Nukleotidbindungsdoménen (NBD) vor, die fiir die Hydrolyse des ATP zusténdig sind
und im Zytoplasma liegen. Die TMDs sind am wenigsten konserviert und variieren deut-
lich in ihrer Struktur. Im Gegensatz zu den TMDs sind die NBDs hoch konserviert und
beinhalten meistens sieben charakteristische Motive, wie das Walker A und das Walker
B Motiv, die Q-Schleife und die ABC-Signatur. Diese Strukturen werden unmittelbar mit
der  ATP-Bindung in  Verbindung  gebracht. Die  Einteilung  der
ABC-Transporter in die sieben Subfamilien richtet sich nach der Beschaffenheit der
NBDs. [15] Tabelle 4 gibt einen Uberblick iiber die verschiedenen Transporter, ihre Fa-

milien, ihr Vorkommen und ihre Substrate.
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1.3.2 Chemotherapieresistenz und die Rolle der ABC-Transporter im Kolon- und

Pankreaskarzinom

Die Chemotherapieresistenz wird neben den Effluxpumpen auch iiber andere Mechanis-
men vermittelt. Zu diesen zdhlen unter anderem die Zellzyklus-Kontrolle, verschiedene
DNA-Reparatur-Mechanismen, der Abbau von Chemotherapeutika, die Verdnderung der
Zielstrukturen, die Vermeidung einer Apoptoseinduktion und eine Resistenz gegeniiber
den durch die Chemotherapeutika verursachten Schiaden. [16-18] Im Folgenden soll auf
die Rolle der ABC-Transporter eingegangen werden.

Im Kolonkarzinom konnten neuere Inhibitoren von ABC-Transportern unter in-vitro Be-
dingungen Chemotherapieresistenz vermindern und die resistenten Zelllinien angreitbar
fiir klassische Chemotherapeutika machen. [19] Umgekehrt konnte fiir ABCBS (4ATP bin-
ding cassette subfamily B member 5) im humanen HT29 Kolonkarzinom gezeigt werden,
dass eine Uberexpression zur gesteigerten Resistenz gegen 5-Fluorouracil (5-FU) fiihrt.
Dariiber hinaus konnten Wilson et al. darlegen, dass ABCBS5 im kolorektalen Karzinom
iiberexprimiert wird und dass eine ABCBS5-Expression eventuell auch Tumorstammzel-
len markiert. Obwohl die Ansprechrate im Kolonkarzinom bei ca. 50 % liegt, wird in fast
allen Féllen eine Chemotherapieresistenz festgestellt, welche die Effizienz der Therapie
einschriankt. Hier ist also moglicherweise eine Verbesserung der Therapieeffizienz zu er-
warten. Somit kann die Behandlung einer Chemotherapieresistenz einen grof3en Beitrag

zur erfolgreichen Krebstherapie leisten und muss weiter untersucht werden.

Auch im Pankreaskarzinom konnten ABC-Transporter nachgewiesen werden. Hier sind
sie ebenfalls fiir die Entwicklung von Chemotherapieresistenzen verantwortlich. Zudem
scheinen bestimmte Genpolymorphismen das Risiko zu erhohen, an Pankreaskrebs zu
erkranken und eine Chemoresistenz zu entwickeln [20, 21]. Auch hier besteht die Hoff-
nung, ein besseres Therapieansprechen tliber die gezielte Therapie der Chemoresistenz im

Pankreaskarzinom zu erreichen.
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1.4 Aufbau und Lokalisation der Hitzeschockproteine und ihre Bedeu-

tung im Kolon- und Pankreaskarzinom

1.4.1 Struktur und Funktion der Hitzeschockproteine

Ein Organismus ist den verschiedensten schidlichen Einfliissen aus seiner Umwelt aber
auch aus seinem eigenen Zellstoffwechsel ausgesetzt. Das konnen Temperaturunter-
schiede und Strahlung sowie oxidativer Stress aus dem Zellmetabolismus sein. Die Auf-
rechterhaltung der zelluliren Homdostase ist flir den geregelten Ablauf physiologischer
Prozesse und damit auch fiir das Uberleben des Organismus unentbehrlich. Fiir diesen
Zweck ist die Hitzeschockprotein-Antwort (engl. heat shock response) einer der dltesten
und evolutiondr hoch konserviertesten Mechanismen in der Natur. Sie legt damit ihre
essentielle Bedeutung fiir den geregelten Zellstoffwechsel dar [22].

Ritossa beobachtete 1962 erstmals eine neu aufgetretene RNA-Synthese in Speicheldrii-
senzellen von Drosophila, nachdem ein Mitarbeiter versehentlich die Temperatur des In-
kubators erhoht hatte [23]. Dies gilt als die Entdeckung der heat shock response. Mittler-
weile konnte dieser Effekt fiir die verschiedensten Stressoren nachgewiesen werden. Da-
runter zdhlen UV-Strahlung, oxidativer Stress, Schwermetalle und Hitze [22]. Die hoch-
regulierten Proteine sind als Hitzeschockproteine (engl. heat shock protein; HSP) be-
kannt. Die Mitglieder der HSP-Familie haben ein molekulares Gewicht von 10 bis 100
KDa und werden anhand von diesem eingeteilt: HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40
und kleine HSPs [24, 25]. HSPs kommen in allen Zellorganellen vor und nehmen dort
spezifische Aufgaben wahr [26]. Wichtige Aufgaben dieser molekularen
chaperone (engl. Anstandsdamen) sind die korrekte Proteinfaltung bei der Synthese, der
Proteintransport und die Erhaltung ihrer Sekundédrstruktur unter diversen Extrembedin-
gungen [27, 28]. Dariiber hinaus kdnnen HSP auch eine Ubiquitinierung und proteaso-
malen Abbau verhindern und scheinen die von ihnen versorgten Substrate (auch bekannt
als client proteins) damit zu stabilisieren. Ihre Substrate sind vielfach Kinasen und andere
regulatorische Proteine, die in der gesunden Zelle fiir physiologische Prozesse, in der
Krebszelle aber auch fiir maligne Signalkaskaden verantwortlich sind [29-32]. Eine er-
hohte Expression von HSPs konnte in diversen malignen Zelllinien nachgewiesen werden
[22, 33, 34]. Es konnte auBlerdem gezeigt werden, dass HSPs mehrere Onkogene und
Transkriptionsfaktoren wie zum Beispiel BCR-ABL, TP53, BRAF und Her-2/neu
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stabilisieren. Damit liegt die Vermutung nahe, dass maligne Zellen die heat shock
response auf verschiedenen Ebenen bendtigen, um dem endogenen Stress, der durch die
maligne Entartung verursacht wird, zu entgehen. Dazu zdhlen die Stabilisierung von On-
kogenen und der Schutz vor Denaturierung durch oxidativen Stress. Dabei wird die ma-
ligne Zelle in groem Mafle von diesem System abhingig und integriert es in ihren Zell-

stoffwechsel. [22, 32]

1.4.2 Hitzeschockproteine und ihre Bedeutung im Kolon- und Pankreas-karzi-

nom

Bis heute haben 17 HSP90 Antagonisten klinische Studien erreicht und damit konnten
sowohl in vitro als auch in klinischen Studien Erfolge verzeichnet werden [32]. Ergeb-
nisse aus in vitro Versuchen weisen auf eine T-Zell vermittelte anti-Tumor Wirkung
durch HSP90-Inhibition an ephrin-Rezeptor-A2 (ephA2) positiven Tumorzellen hin. Die
EhpA2-Tyrosinkinase ist ein HSP90-Client und wird von vielen Tumorentititen expri-
miert. Sie gilt als ein die Metastasierungstendenz steigerndes Onkogen. In vitro konnte
unter HSP90-Blockade eine erhohte Aktivitdt von CD8+ T-Zellen gegen EhpA2 positive
Tumorzellen beobachtet werden. Dabei wurde tiber die HSP90-Blockade eine Steigerung
des proteasomalen Abbaus von ephA2 und damit eine erh6hte Priasentation von ehpA2-
Fragmenten auf MHC-1 erreicht. So wurden die Tumorzellen 6fter als ,,fremd* erkannt
und vernichtet. [35] Ein weiteres Substrat der heat shock response ist die Rezeptortyro-
sinkinase Her2/neu [32]. Hier konnte in Brustkrebs-Xenograft-Studien gezeigt werden,
dass die HSP90-Blockade bei Her2/neu-positiven Zellen sogar bei Patienten die unter
Trastuzumab eine Tumorprogression erlebt haben, Wirkung
zeigt [32, 36].

Da im Pankreas- und im Kolonkarzinom oft dhnliche onkogene Signalkasakaden aktiv
sind, ist eine Ubertragung dieser Prinzipien auch auf diese Entitiiten naheliegend. In Be-
zug auf das kolorektale Karzinom konnte gezeigt werden, dass ein hoch reguliertes
HSP90 fiir die Chemotherapieresistenz gegen 5-Flurouracil mitverantwortlich ist. Dar-
iiber hinaus konnte bei 5-FU resistenten Zellen iiber die Blockade von HSP90 eine ver-

minderte Migrationsneigung, Viabilitdt, Invasion und sogar eine erhohte Apoptose
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festgestellt werden. Keine Zunahme dieser Effekte zeigte sich durch gleichzeitige Be-
handlung mit 5-Flurouracil. In Xenograft-Versuchen konnte durch die Behandlung mit
HSP-Inhibitoren ein Riickgang von Migration und Metastasenbildung beobachtet wer-
den. [37]

Auch im Pankreaskarzinom konnte eine erhéhte Expression von HSPs nachgewiesen
werden [38, 39]. Im Pankreaskarzinommodell konnte iiber einen Gen-Knockdown von
HSP70 oder die Anwendung eines HSP70-Inhibitors die Apoptose eingeleitet werden.
Auch aus dieser Untersuchung konnten die in-vitro Ergebnisse erfolgreich in lebende
Modelle (in vivo) iibertragen werden. Es zeigte sich eine Abnahme der Tumorgréf3e nach
Behandlung mit einem HSP-Inhibitor [40].

Somit scheinen die Hitzeschockproteine sowohl im Kolon- als auch im Pankreaskarzinom
mitverantwortlich fiir die Ausbildung von Chemotherapieresistenz und die Sicherung von
onkogenen Signalkaskaden zu sein. Damit bietet sich die Familie der HSPs als ein weite-

rer Ansatzpunkt fiir eine gezielte Krebstherapie an.

1.5  Stellen Aufbau und Lokalisation der 7oll-Like Rezeptoren und ihre

Bedeutung im Kolon- und Pankreaskarzinom

1.5.1 Struktur und Funktion der Toll-like Rezeptoren

Toll-like Rezeptoren (TLR) stellen eine der ersten Abwehrmechanismen unseres angebo-
renen Immunsystems dar. Sobald ein pathogener Mikroorganismus die Epithelbarriere
iiberwunden hat, muss dieser durch unser Immunsystem erkannt werden. Diese Aufgabe
wird unter anderem durch die 7oll-like Rezeptoren vermittelt.

In Séugetieren sind heute dreizehn strukturell verschiedene 7Toll-like Rezeptoren bekannt,
die pathogene Mikroorganismen anhand von Oberflichenstrukturen erkennen konnen
[41]. Pathogene Mikroorganismen tragen genetisch hoch konservierte Strukturen. Diese
nennen sich pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) und besitzen wichtige Ei-
genschaften, die sie als optimale Ziele zur Erkennung durch das angeborene Immunsys-
tem auszeichnen. PAMPs innerhalb einer Klasse von Mikroorganismen unterscheiden

sich kaum voneinander. Dies ermdglicht es dem Wirt {iber eine geringe Anzahl von
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Rezeptoren mdglichst viele Mikroorganismen zu erkennen. So kann zum Beispiel ein Re-
zeptor, der auf den Lipid A-Teil des Lipopolysaccarids (LPS) reagiert, fast alle gram-
negativen Bakterien identifizieren. [42] PAMPs konnen von speziellen pattern recogni-
tion receptors (PRR) des Wirts erkannt werden. Diese finden sich sowohl auf professio-
nellen Immunzellen wie Makrophagen und Dendritischen Zellen (DC), als auch auf
Epithelzellen. PRRs kdnnen grob in drei Klassen eingeteilt werden. Die erste Gruppe bil-
den sezernierte PRRs wie Ficolins und Pentraxins. Sie aktivieren das Komplementsystem
sowohl tiber den klassischen Weg als auch iiber den Lektin-Weg. Die zweite Gruppe bil-
den die transmembrandsen PRRs. Dazu zdhlen die Toll-like Rezeptoren und die Familie
der C-type Lectins. Die dritte Gruppe bilden die frei im Zytosol vorkommenden PPRs.
Zu ihnen zéhlen die retinoic acid-inducible gene I (RIG 1)-like receptors (RLRs) und die
nucleotide-binding domain and leucin rich repeat-containing receptors (NLRs) [43].
Nach dem Erkennen eines pathogenen Organismus werden immunologische Funktionen
eingeleitet. Wichtig erscheint, dass sie eine Briicke zwischen angeborenem und adaptiven
Immunsystem schlagen und die adaptive Immunantwort einleiten. TLRs sind auf Zellen
des angeborenen Immunsystems, wie Makrophagen und DCs exprimiert. Oft exprimieren
die ortsstindigen DCs ein individuelles Repertoire an TLRs, welches genau auf die Be-
diirfnisse des Organs zugeschnitten ist. In DCs des Magen-Darm-Traktes findet sich bei-
spielsweise eine erhdhte Expression von TLRS. TLRS erkennt das Flagellin bestimmter
darmpathogener Keime [44]. Allerdings findet man TLRs auch auf Zellen wie Epithel-
zellen, Endothelzellen und Fibroblasten, die primér nichts mit dem Immunsystem zu tun
haben [45]. Somit muss den TLRs eine weitere Aufgabe zukommen. Es gibt Hinweise
darauf, dass Toll-like Rezeptoren eine wichtige Rolle in der Gewebehomdoostase sowie in
der Wiederherstellung und dem Erhalt der Epithelbarriere spielen. Dazu nehmen sie Ein-
fluss auf Migration und Proliferation der beteiligten Epithelzellen und Fibroblasten [46].
Moglich wird dies dadurch, dass TLRs ebenfalls kdrpereigene Molekiile erkennen kon-
nen, die normalerweise nicht frei vorkommen und nur bei Verletzungen, Gewebeunter-
gang und bei sterilen Entziindungsprozessen freigesetzt werden. Diese korpereigenen Ak-
tivatoren der PRRs werden analog zu den PAMPs, damage associated molecular patterns
(DAMPs) bezeichnet.

Beispiele dieser DAMPs sind HSPs [47-53], high mobility group box-1 (HMGB1) [54,
55], Harnsdure Kristalle [56, 57], surfacant protein A [58] und Proteine der
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Extrazelluldren Matrix wie Fibronektin [59], Heparansulfate [60] und Hyaluron [61, 62].
[63]

So kann eine Entziindungsreaktion, TLR-vermittelt, zu Proliferation und Migration in
Epithelzellen fiihren, um den Epithelschaden schnell zu schliefen.

Aufgebaut ist der Toll-like Rezeptor aus einem Typ-1-Transmembranprotein mit einer
extrazelluldren, N-terminal leucin-rich repeat (LRR) Domaine und einer intrazelluléren
Toll/IL-1R (TIR) Domaine [64]. Nach Aktivierung der TLRs durch PAMPs oder DAMPs
setzt eine Signalkaskade ein, die iiber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
(nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) zur Bildung proin-
flammatorischer Zytokine fiihrt. Dabei kann man einen MyD88-abhingigen Signalweg,
der zur Bildung proinflammatorischer Zytokine und einen TRIF-abhédngigen Signalweg,
der sowohl zur Bildung proinflammatorischer Zytokine als auch zur Bildung von Typ-1
Interferon fiihrt, unterscheiden. TLR3 wéhlt einen TRIF-abhidngigen Signalweg. TLR4
kann beide Wege beschreiten. Die iibrigen TLRs wéhlen den MyD88-abhéngigen Signal-
weg. [65-67] Als Ubersicht iiber die verschiedenen TLRs und ihre Adaptermolekiile dient
Tabelle 3.

Somit sind die TLRs neben den anderen PRRs die erste Verteidigungslinie unseres Im-
munsystems und nehmen die wichtige Aufgabe wahr, Infektionen zu erkennen, erste Im-
munreaktionen einzuleiten und die Briicke zur adaptiven Immunantwort zu schlagen. [68]
Nachdem hohe Expressionsraten verschiedener TLRs auch in verschiedenen Malignomen
nachgewiesen werden konnten, ist es naheliegend, ihre Bedeutung im Zusammenhang

mit Proliferation und Migration genauer zu untersuchen. [69]
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Ligand (PAMP) Lokalisation Adaptermolekiil
TLR1 | Triacyl-Lipoproteine Zelloberfldche MAL/MyD88
Peptidoglykane, Pilze, virale
TLR2 _ ‘ . Zelloberflache MAL/MyD88
Glykoproteine, Lipoproteine
TLR3 | dsRNA Endosom TRIF
Lipopolysaccharide (LPS), MAL/MyD88 and
TLR4 Zelloberfldche
RS-Virus TRAM/TRIF
TLRS | Flagellin Zelloberfldche MyD88
TLR6 | Diacyllipoproteine Zelloberfldche MAL/MyD88
TLR7 | ssRNA Endosom MAL/MyD88
TLR8 | ssRNA Endosom MAL/MyD88
TLRY9 | DNA (viral oder bakteriell) Endosom MAL/MyD88
TLR10 | Unklar unklar unklar
TLR11 | Toxoplasma gondii (Profilin) PBMC MAL/MyD88
TLR12 | Toxoplasma gondii (Profilin) DCs MAL/MyD88
bacterial ribosomal RNA, Viren
TLR13 Endosom MyD88/TAK1

[70, 71]

Tabelle 3: TLR-Rezeptoren mit zugehorigen PAMPs, ihrer Lokalisation und ih-

ren Adaptermolekiilen [72, 73]
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1.5.2 Toll-like Rezeptoren und ihre Bedeutung im Kolon- und Pankreas-karzi-

nom

Die positive Korrelation von Inflammation und Remission einer malignen Erkrankung
wurde erstmals durch Coley beschrieben [63, 74]. Heute ist diese Beziehung gut bekannt
und wird seit lingerem schon erfolgreich in der Krebstherapie angewandt. Ein gutes Bei-
spiel fiir diese Beziehung ist die Verwendung von Mykobakterium Bovis Bacillus Cal-
mette-Guérin (BCG) in der Therapie des Blasenkarzinoms [75].

Im Gegensatz dazu stellte Rudolf Virchow eine positive Korrelation zwischen chroni-
scher Entziindung und der Entstehung einer Neoplasie her [76]. An Beispielen wie chro-
nisch entziindlichen Darmerkrankungen, Leberzirrhose, humanen Papillomviren, Hepa-
titis-C-Viren und Helicobacter pylori wurde dieser Zusammenhang mittlerweile deutlich.
So entwickeln sich Tumore beispielsweise aus chronisch bakteriellen und viralen Entziin-
dungsgeschehen im Magen-Darm-Trakt und der Leber. Inflammationsantworten iiben so-
mit pro- und auch anti-tumorigene Wirkungen auf ein Tumorgeschehen aus. [77, 78]
Neben der Bedeutung der Toll-like Rezeptoren bei der Abwehr von Infektionen wurden
ihnen wichtige Funktionen bei der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase und der
Regulierung von Reparatur- und Entziindungsprozessen zugewiesen [79-81]. Durch die-
sen Einfluss der TLRs wird der beschriebene Zusammenhang zwischen maligner Entar-
tung und Entziindung deutlich. Dabei gibt es Hinweise auf anti-Tumor Effekte als auch

auf eine Forderung von Karzinogenese und Tumorprogression durch die TLRs.

1.5.2.1 Anti-Tumor Effekte der TLRs

Die anti-Tumor Effekte der TLRs konnten an vielen Studien nachgewiesen werden. Dabei
spielen verschiedene TLR-Agonisten eine entscheidende Rolle. Als Agonisten mit anti-
Tumor Effekt wurden fiir TLR2/4 zum Beispiel OM-174 [82-84] und BCG identifiziert.
Die Wirkung von BCG wird erfolgreich bei der Therapie des Blasenkarzinoms ange-
wandt. Imiquimod ist ein TLR7 Agonist und wird in der Therapie des Basalzellkarzinoms
eingesetzt [85]. Die genauen molekularen Ereignisse, die zu diesem Erfolg fiihren, sind

noch nicht alle aufgeklirt. Jedoch scheint der TLR2/4-Signalweg iiber die Produktion von
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TNF-a (Tumornekrosefaktor-a) die Einwanderung, Reifung und Antigenprisentation von
DCs zu fordern und auch die GeféaBstruktur des Tumors zu zerstoren [82]. So ist es mog-
lich, die etablierte Toleranz zwischen Karzinom und Immunsystem des Wirts zu beenden,
die Sauerstoff- und Néhrstoffversorgung zu unterbrechen und den Tumor zuginglicher
fiir eine Chemotherapie zu machen. [63, 82] Auch wurde die unmittelbare Einleitung von
Apoptose in TLR3-positiven humanen Brustkrebszellen mit einem TLR3-Agonist (syn-
thetische dSDNA) nachgewiesen [86].

1.5.2.2 Einfluss der TLRs auf Karzinogenese und Tumorprogression

Tumorwachstum, verminderte Apoptose und erhdhte Metastasierungsneigung wurde in
verschiedenen Tiermodellen mit dem TLR-Signalweg in Zusammenhang gebracht. Die
Injektion von LPS in tumortragenden Méusen fiihrte zu erhohten Raten an Lungenmeta-
stasen [87, 88]. Ahnliche Effekte von LPS beobachtete man an Miusen, denen das CT26-
Kolonkarzinomen injiziert wurde [89]. Auch an einem zweiten Mausmodel wurde die
Beziehung zwischen chronischer Entziindung und Karzinogenese mit dem TLR4-Signal-
weg in Verbindung gebracht. Es wurde gezeigt, dass im Vergleich zum Wildtyp TLR4-
negative Mduse nach Induktion eines CED-assoziierten Karzinoms mit Azoxmethane
kleinere und eine geringere Anzahl von Tumoren aufwiesen. Im Anschluss wurde eine
Uberexpression von TLR4 in den Tumorgewebeproben aus CED-Patienten nachgewie-
sen [90].

Auch im Pankreaskarzinom besteht ein Zusammenhang zwischen der Expression von
TLR7 und TLR8 und Tumorwachstum. Dies wurde sowohl in vitro als auch in vivo fest-
gestellt. Dariliber hinaus waren Pankreaskarzinomzellen, die mit TLR7 und TLRS Ago-
nisten behandelt wurden, deutlich chemotherapieresistenter als unbehandelte Zellen. [91]
Heute sind TLRs in den verschiedensten Tumorzelllinien und Normalgeweben nachge-
wiesen [92]. Denkbar ist in diesem Zusammenhang, dass Tumorzellen die TLRs dazu
nutzen, um in ithrem Tumormikromilieu verschiedene DAMPs zu erkennen, und sich da-
mit, wie auch schon bei der Wundheilung beschrieben, mit Wachstumsfaktoren und zy-
toprotektiven Signalen zu versorgen. Ebenso ist es denkbar, dass sich die TLR-positive

Karzinomzellen iiber immunsuppressive Zytokine wie Interleukin-10 (IL-10) und dem
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transforming growth factor-f (TGF-B) der Vernichtung durch das Immunsystem entzie-
hen [92, 93].

Damit kann auch die Familie der Toll-like Rezeptoren als eine mogliche Zielstruktur einer
individualisierten Tumortherapie definiert werden, um Karzinome erfolgreicher bekdmp-

fen zu konnen.

1.6 Chemotherapieresistenz in Krebszellen und die Theorie der Krebs-

stammzellen

Die Theorie der Krebsstammzellen kann zusammen mit der MDR (engl. multiple drug
resistance; MDR) eine Erklarung fiir das Phinomen der Chemotherapieresistenz geben
und steht in den letzten Jahren immer mehr im Fokus des Interesses. Es erfolgte der Nach-
weis von verschiedensten Formen der Chemotherapieresistenz bei Krebsstammzellen.
Hierzu z&hlen unter anderem die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH)-Aktivitdt, der B-cell
lymphoma-2 (BCL2)-Mechanismus und die ABC-Transporter [94]. Die Theorie der
Krebsstammzellen besagt, dass die Zell-Population innerhalb einer Malignitét beziiglich
ithrer tumorinitiierenden und wachstumsférdernden Potenz nicht einheitlich ist und es
Subpopulationen gibt, die hauptsichlich fiir diese Eigenschaften verantwortlich erschei-
nen. Diese Subpopulationen werden als Krebsstammzellen (engl. cancer stem cells; CSC)
bezeichnet und bringen weitere Subpopulationen hervor, die zwar verschiedene Eigen-
schaften aufweisen kdnnen, jedoch nicht im gleichen Maf3e {iber die extensive Prolifera-
tions-Potenz verfiigen [95, 96].

In soliden Tumoren zeigten Hamburger und Salomon schon 1977, dass nur ein kleiner
Teil der Zellpopulation in der Lage war, neue Kolonien zu bilden [97]. Al-Hajj et al.
identifizierten ESA'CD44"CD247""°V-Brustkrebszellen, die deutlich besser als andere
Brustkrebszellen in der Lage waren, in NOD/SCID-Méusen neue Tumoren zu initiieren
[98]. Es folgte die Identifizierung weiterer CSC in soliden Tumoren aus Lunge, Leber,
Pankreas, Kolon, Ovar, Prostata und Gehirn. Wichtige Oberflichenmarker wie CD133
[16], EpCAM und CD90 wurden neben phanotypischen Eigenschaften wie die Aldehyd-
Dehydrogenase-Aktivitit und side population (SP) beschrieben [94].
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Hermann et al. wiesen nach, dass CD133 im Pankreaskarzinom als ein Marker fiir erhohte
Metastasierungsneigung und Tumorwachstum gilt. Auch fiir das kolorektale Karzinom
wurde CD133 als Marker fiir Tumorstammzellen etabliert [99, 100]. Frank et al. konnten
am maligen Melanom zeigen, dass ABCB5 CD133* Krebsstammzellen markiert [16]. Die
Koexpression von ABC-Transportern und Stammzellmarkern beschrieben auch Chaud-
hary et al. [101] und Zhou et al. [102]. Dies erhértet die Vermutung, dass Krebsstamm-
zellen iiber ihre Eigenschaft zur Tumorinitiierung und Tumorwachstum hinaus auch Sys-
teme besitzen, die sie fiir bisherige Tumortherapien unzugénglich machen und somit auch
fiir Rezidive und Therapieversagen verantwortlich sind.

Krebsstammzellen sind heute zunehmend Objekt mannigfaltiger Forschungs- und Thera-
pieansitze. Sie eroffnen ein neues Feld im Kampf gegen Krebs und erwecken Hoffnung

auf neue Therapieprinzipien.

1.7  Nihrstoffmangelbedingungen in soliden Tumoren

Ein verdnderter Zellmetabolismus ist, wie Hanahan und Weinberg im Jahr 2011 disku-
tierten, ein wichtiges Kennzeichen in der Biologie der Tumorzelle (hallmarks of cancer)
[103]. Die Autoren ergénzten somit im Jahr 2011 die urspriinglichen sechs Charakteris-
tika um zwei weitere potenzielle Merkmale. Eines davon war der verdnderte Zellmetabo-
lismus. Das andere Merkmal war die Féhigkeit von Tumorzellen sich der Immunantwort
zu entziehen.

Der verinderte Zellmetabolismus der Krebszellen fiihrt zu einem deutlich gesteigerten
Verbrauch von Glukose. Somit ist eine ausreichende Néhrstoffzufuhr fiir Wachstum und
Proliferation der Krebszelle essenziell. Schon 1927 wurde der gesteigerte Glukosever-
brauch von Krebszellen durch Otto Warburg beschrieben. Er ist unter dem Warburg-Ef-
fekt bekannt [104]. Die Milchsduregidrung findet sich neben den stark proliferierenden
Krebszellen auch in embryonalen Geweben, obwohl durch die Milchsduregirung viel we-
niger ATP gewonnen werden kann. Potter vermutete bereits 1958, dass die bei der Milch-
sauregdrung anfallenden Stoffwechselprodukte wieder in die Synthese verschiedener, fiir

den anabolen Stoffwechsel notwendigen Stoffgruppen eingeschleust werden [105, 106].
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So konnen proliferierende Zellen ihren Bedarf an Nucleinsduren, Aminosduren und an-
deren Substanzen decken und die Ausgangssubstanzen (z.B. Fette) werden dabei nicht
wie bei dem vollstindigen Abbau im Citratzyklus in Kohlenstoffdioxid (CO2) und Wasser
(H20) abgebaut. Krebszellen sind also eher durch einen anabolen Stoffwechsel geprégt.
Sie befinden sich stindig in unkontrollierter Proliferation und haben ihren Stoffwechsel
an diese Bediirfnisse angepasst [107]. Dieser exzessive Stoffwechsel bedarf einer stetigen
und ausreichenden Zufuhr von Nihrstoffen und Sauerstoff. In soliden Tumoren ist dies
jedoch nicht immer gegeben. Dies fiihrt regelméBig zu Hypoxie, Nahrstoffentzug, Azi-
dose, oxidativem Stress, Nekrose und schlielich auch zu chronischer Entziindung. Dazu
kommt die Akkumulation von Toxinen und irregulér gefalteten Proteinen. Weiterhin be-
steht einen Mangel an Wachstumsfaktoren und nicht zuletzt die Exposition durch
Chemotherapeutika. Néhrstoffentzug und andere Stressoren sind somit in Tumorzellen
allgegenwirtig. Ein unkontrollierter Nahrstoffentzug triggert die Expression hoch kon-
servierter Mechanismen in einer Vielzahl von Lebewesen und Zellen. Diese Mechanis-
men betreffen verschiedene Signalkaskaden, insbesondere aber den IGF-1-Rezeptor und
seine untergeordneten Kaskaden. Dies konnte an Bakterien, Hefen, Méusen und auch an
humanen Krebszellen nachgewiesen werden [108]. In Escherichia coli fiihrt eine Unter-
versorgung an Kohlehydraten zu einer Expressionssteigerung von heat shock Proteinen
(HSPs), welche das Bakterium resistenter gegen Hitze macht [109]. In Méusen wurde
eine Abhéingigkeit zwischen Néhrstoffentzug, IGF-1 (Insulin-like growth factor I) Akti-
vierung und Chemotherapieresistenz dargestellt. Lee et al. zeigten, dass Méuse nach einer
Fastenzeit deutlich resistenter gegen Chemotherapie waren. Diese Resistenz ist durch
eine hohe Expression von ILGFBP-1 (Insulin-like growth factor-binding Protein 1) und
eine niedrige Expression von IGF-1 charakterisiert [110]. Daraus stellt sich die Frage, ob
durch einen Néhrstoffentzug solche Anpassungsmechanismen gefordert werden kdnnen
oder ob angepasste Zellen selektioniert werden.

Es gibt mehrere Hinweise, dass CD133* Krebsstammzellen resistenter gegentiiber einem
Néhrstoffentzug sind. Flavahan ef al. wies an Glioblastom-Zellen nach, dass eine Min-
derversorgung mit Glukose zu einem erhohten Nachweis des Stammzellmarkers CD133
fiihrt [111]. Uber dhnliche Ergebnisse berichteten andere Arbeitsgruppen [112]. Sie un-
tersuchten den Einfluss von Néhrstoffentzug und milder Hypoxie auf Pankreaskarzinom-

zellen. Darunter befand sich auch das im Weiteren untersuchte MIA PaCa-2-
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Pankreaskarzinom. Bisherige Ergebnisse deuten darauf hin, dass Tumorzellen mit
Stammzelleigenschaften eine Hypoxie deutlich besser iiberleben und dass die Tumorzell-
migration gefordert wird. Nihrstoffentzug zusammen mit anderen Begleitfaktoren wie
ein Sauerstoffmangel scheint ein hdufiges Merkmal im Mikromilieu eines wachsenden
Tumors zu sein. Dieser kann auslosend flir Verdnderungen im Zellmetabolismus sein und
einen Selektionsvorteil fiir Tumorzellen und insbesondere fiir solche mit Stammzellei-
genschaften innerhalb eines proliferierenden Tumors darstellen.

Zusammenfassend untersucht die vorliegende Arbeit den Einfluss von Néhrstoffentzug
auf das Expressionsmuster von Toll-like Rezeptoren, heat shock Proteinen und ABC-
Transporter Proteinen im Kolon- und Pankreaskarzinom. Verdnderungen des Expressi-
onsverhaltens wurden sowohl auf mRNA- als auch Proteinebene analysiert. Zudem wur-
den die antiproliferativen Effekte des Néhrstoffentzuges auf die Tumorzellen, das heifit
die Wachstumsinhibition von Kolon- und Pankreaskarzinomzellen durch Néhrstoffent-
zug, mittels Proliferationsassay betrachtet. Daraus leiten sich nachfolgende Fragestellun-

gen ab.

24



2 Fragestellungen

1. Hemmt Néhrstoffentzug die Proliferation von Kolonkarzinomzellen in vitro?

2. Ist in Kolonkarzinomzellen unter Nihrstoffentzug ein veridndertes Expressions-
verhalten von kodierenden Reparaturgenen fiir die heat shock Proteine nachweis-

bar?

3. Zeigt sich nach zelluldrem Stress von Kolonkarzinomzellen durch Nahrstoffent-
zug ein verdndertes Genexpressionsmuster auch fiir andere charakteristische Sig-
nalvorginge wie den multiple drug resistance (ABC) Genen sowie fiir inflamma-

torische Signalprozesse wie die 7oll-like Rezeptoren?

4. Ist ein verdndertes Genexpressionsverhalten der untersuchten Reparaturgene,
Gene fiir den Substrattransport aus der Tumorzelle und fiir inflammatorische Sig-
nalprozesse auch in anderen Tumoren wie dem Pankreaskarzinom vergleichbar

nachweisbar?
5. Welche Bedeutung konnen die nachgewiesenen Verdnderungen in Kolon- und

Pankreaskarzinomzellen unter Néhrstoffentzug fiir die Klinik haben und welche

Schlussfolgerungen wiren daraus fiir den Tumorpatienten zu ziehen?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerite

Bezeichnung

Hersteller

Dynatech Eliser-reader MRX

DYNEX Technologies (Chantilly, USA)

Akku- Pipette ,,accu-jet™

BRAND GMBH + CO KG

(Wertheim, Deutschland)

CO»-Brutschrank ,,Hera-Cell

Heraeus Holding GmbH

(Hanau, Deutschland)

Elektrophoresesystem

“X-Cell SureLock Mini-Cell”

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

Rontgenkasette

Dr. Goos-Suprema GmbH

(Heidelberg, Deutschland)

Laborgefrierschrank (-20 °C)

Phillip-Kirsch GmbH

(Offenburg, Deutschland)

Wasserbad

Memmert Gmbh + Co.KG

(Schwabach, Deutschland)

Kihlschrank ,,Profi Line*

Liebherr-International Deutschland

GmbH

(Biberach an der Riss, Deutschland)
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Bezeichnung

Hersteller

Mikroskop ,,BX51

Olympus Europa GmbH

(Hamburg, Deutschland)

Hiamozytometer nach Neubauer

HBG Henneberg-Sander GmbH

(Giessen-Liitzellinden, Deutschland)

PCR Arbeitsplatz

C.B.S. Scientific Company

(San Diego, USA)

Pipetten “Eppendorf research”

Eppendorf AG

(Hamburg, Deutschland)

Real-time Cycler

GMI Inc.

“DNA Engine Opticon 2” (Ramsey, USA)
Spectrophotometer Thermo Fischer Scientific
“NanoDrop2000c” (Waltham, USA)

Sterilwerkbank ,,Hera-Save*

Heraeus Holding GmbH

(Hanau, Deutschland)

Thermocycler

“Mastercycler gradient”

Eppendorf AG

(Hamburg, Deutschland)

Thermomixer comfort

Eppendorf AG

(Hamburg, Deutschland)

Tischkiihlzentrifuge “Biofuge fresco”

Heraeus Holding GmbH

(Hanau, Deutschland)




Bezeichnung

Hersteller

Vortexer ,,L46%

GLW mbh

(Wiirzburg, Deutschland)

CytoSpin® 4 Zytozentrifuge

Thermo Fischer Scientific

(Waltham, USA)

Ultratieftemperaturkiihlschrank TKS
(-80 °C)

Thalheimer Kiihlung GmbH-+Co

(Ellwangen, Deutschland)

Tabelle 4: Verwendete Geriite mit Herstellerangaben

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Bezeichnung

Hersteller

PCR TW 8-tube strip, 0,2 ml

Biozym Scientific GmbH

(Oldendorf, Deutschland)

flat optical 8-cap strip, farblos

Biozym Scientific GmbH

(Oldendorf, Deutschland)

save seal tube 1,5 ml

SARSTEDT AG & Co.

(Niimbrecht, Deutschland)

Rontgenfilm ,,Super RX* 18x24

FUJIFILM Europe GmbH

(Diisseldorf, Deutschland)
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Bezeichnung

Hersteller

Elektrophoresegel ,,NuPAGE Novex

Bis-Tris Mini Gel*“ 10 well, 1,5 mm,
4-12 %

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

Nitrocellulose/Filter Paper Sandwich,

0,2 um pore size, 8,5 x 13.5 cm

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

Pipettenspitzen ,,SaveSael-Tips

professional® 1 ul, 10 ul, 100 ul, 1000 ul

Biozym Scientific GmbH

(Hessisch Oldendorf, Deutschland)

Serologische Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

VWR International GmbH

(Darmstadt, Deutschland)

Gewebekulturflasche, 250 ml, 75 mm?,

mit Filter

Greiner Bio-One GmbH

(Frickenhausen, Deutschland)

Amplitube PCR reaction strips,
8 x 0,2 ml

Simport Scientific

(Beloeil, Canada)

Tabelle S: Verwendetes Verbrauchsmaterial mit Herstellerangaben
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3.1.3 Chemikalien

Bezeichnung Hersteller

Merck KgaA
Wasserstoffperoxid

(Darmstadt, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Aceton

(Steinheim, Deutschland)

Antibody Diluent, Background Reducing

Dako Deutschland GmbH

(Hamburg, Deutschland)

3,3’-Diaminobenzidin (DAB) Tablette

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

Chloroform

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

SIGMAFAST™ 3 3-Diaminobenzidin
tablets

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

DNA/RNA/Protein Isolierung ,,TRIzol®*

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA)

SERVA Electrophoresis GmbH

(Heidelberg, Deutschland)

Enzyme free cell dissociation solution

Merck Millipore

(Billerica, MA)
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Bezeichnung

Hersteller

Ethanol absolut

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

HiMark Prestained High Molecular

Weight Protein Standard

Life Technologies

(Carlsbad, CA)

Glycergel®, Mounting Medium,

Dako Deutschland GmbH

Aqueous (Hamburg, Deutschland)
Carl Roth Gmbh + Co. KG
Glycogen
(Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Isopropanol
(Steinheim, Deutschland)
Biochrom AG
L-Glutamin
(Berlin, Deutschland)
AppliChem GmbH
Magermilchpulver

(Darmstadt, Deutschland)

MagicMark™ XP Western Protein

Standard

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

Hémalaun nach Mayer

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

Nonident P-40

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)




Bezeichnung

Hersteller

NuPAGE Antioxidant

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

NuPage LDS Sample Buffer

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE LDS Sample Buffer

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE MOPS SDS Running Buffer

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE Sample Reducing Agent

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

NuPAGE Transfer Buffer

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

OptiMEM

Life Technologies GmbH, Invitrogen™

(Darmstadt, Deutschland)

phosphatgepufferte Salzlosung

(engl. phospate-buffered saline; PBS)

AppliChem GmbH

(Darmstadt, Deutschland)

Peroxidase aus Meerrettich

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

(Steinheim, Deutschland)

Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF)

AppliChem GmbH

(Darmstadt, Deutschland)
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Bezeichnung Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Ponceau S 0,1 % (w/v) in 5 % Essigséure
(Steinheim, Deutschland)

Carl Roth Gmbh + Co. KG
Bradford-Reagenz Roti®-Quant
(Karlsruhe, Deutschland)

Trisaminomethane hydrochloride Sigma-Aldrich

(Tris-HCL) (St.Louis, MO)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Triton X-100
(Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Trypanblau
(Steinheim, Deutschland)
Biochrom AG
Trypsin/EDTA
(Berlin, Deutschland)
AppliChem GmbH
Tween 20

(Darmstadt, Deutschland)

Carl Roth Gmbh + Co. KG
Wasser fiir Molekularbiologie
(Karlsruhe, Deutschland)

Tabelle 6: Verwendete Chemikalien mit Herstellerangaben
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3.1.4 Fertigansiitze

Bezeichnung

Hersteller

CellTiter 96® Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay

Promega GmbH

(Mannheim, Germany)

Chemolumineszenz-Kit ,,SuperSignal*

(=ECL-Reagenz)

Thermo Fischer Scientific

(Waltham, USA)

ImProm-II Reverse Transcription System

Promega GmbH

(Mannheim, Germany)

MESA Green qPCR™ Mastermix plus
for SYBR®

EUROGENTEC S.A.

(Seraing, Belgium)

DUALXtract Total Membrane Protein

Extraction Kit

Dualsystems Biotech AG

(Schlieren, Germany)

Tabelle 7: Verwendete Fertigansitze mit Herstellerangaben
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3.1.5 Primer

QuantiTect Primer Assay

Primer Bezeichnung Hersteller
Hs ABCB5 1 SG QUIAGEN GmbH,
ABCBS5 .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs ACTB 1 _SG QUIAGEN GmbH
Beta-Aktin .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
D133 Hs PROMI1 1 SG QUIAGEN GmbH
D
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs GAPDH 1 SG QUIAGEN GmbH
GapDH ) )
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs HSPBPI 1 SG QUIAGEN GmbH
HSP70 .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs HSP90AAI1 3 SG QUIAGEN GmbH
HSP90 .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs ABCBI1 1 _SG QUIAGEN GmbH
MDRI1 .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR1 2 SG QUIAGEN GmbH
TLRI - T
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR2 1 SG QUIAGEN GmbH
TLR2 - .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR3 1 SG QUIAGEN GmbH
TLR3 .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR4 1 SG QUIAGEN GmbH
TLR4 .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
LR Hs TLR5 2 SG QUIAGEN GmbH
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR6 1 SG QUIAGEN GmbH
TLR6

(Diisseldorf, Deutschland)
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Primer Bezeichnung Hersteller
Hs TLR7 1 SG QUIAGEN GmbH

TLR7 : .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR8 1 SG QUIAGEN GmbH

TLRS . .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR9 1 SG QUIAGEN GmbH

TLR9 . .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)
Hs TLR10 10 SG QUIAGEN GmbH

TLR10 . .
QuantiTect Primer Assay | (Diisseldorf, Deutschland)

Tabelle 8: Verwendete Primer mit Herstellerangaben

3.1.6 Antikorper

Antigen Art Wirt Produktnummer | Hersteller
abcam® plc
GapDH mAK Maus ab8245 _
(Cambrige, UK)
abcam® plc
HSP90 mAK Maus ab1429 _
(Cambrige, UK)
abcam® plc
TLR6 pAK Ratte ab62569 _
(Cambrige, UK)

Tabelle 9: Verwendete Primirantikorper mit Herstellerangaben
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Antigen Art Wirt Kopplung | Hersteller
Sigma-Aldrich Chemie
Maus pAK Ziege HRP GmbH
(Steinheim, Deutschland)
Sigma-Aldrich Chemie
Ratte mAK Maus HRP GmbH

(Steinheim, Deutschland)

Tabelle 10: Verwendete Sekundirantikorper mit Herstellerangaben

3.1.7 Zelllinien

Zelllinie

Ursprungsgewebe und

Erstbeschreibung

HT29 (ATCC-HTB-38)

humanes kolorektales Adenokarzinom

[113]

PANC-1 (ATCC-CRL-1469)

humanes duktales Pankreaskarzinom

[114]

MIA PaCa-2 (ATCC-CRL-1420)

humanes undifferenziertes Pankreas-kar-

zinom [115]

Tabelle 11: Verwendete Zelllinien mit Ursprungsgewebe und Erstbeschreibung
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3.1.8 Kulturmedien und Zusitze

Bezeichnung

Hersteller

DMEN-Dulbecco’s Modified Eagle
Medium

ATCC-LGC (Wesel, Deutschland)

McCoy 5A Medium

ATCC-LGC (Wesel, Deutschland)

PFHM-II Protein-free Hybridoma
Medium (liquid)

Life Technologies GmbH, Gibco®
(Darmstadt, Deutschland)

Fetal bovine serum (FBS)

Live Technologies (Carlsbad, CA, USA)

Horse Serum

ATCC-LGC (Wesel, Deutschland)

Penicillin/Streptomycin

Life Technologies GmbH, Gibco®
(Darmstadt, Deutschland)

Tabelle 12: Verwendete Kulturmedien und Zusétze mit Herstellerangaben
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur und Versuchsaufbau

Jede Zelllinie wurde einem Néhrstoffmangel unterzogen. Dazu wurden die Zelllinien in
zwel verschieden zusammengesetzten Nahrstoffmangelmedien (Proben) und einem Stan-
dardmedium (Kontrolle) kultiviert. Als Proben wurden serumfreies Medium und ein Hyb-
ridoma Medium gewihlt. Das gewihlte Hybridoma Medium (PFHM II) gilt als serum-
freies und proteinfreies Medium. Beide Néhrstoffmangelmedien enthalten die gleiche
Menge an Glucose (3000 mg/1). Als Kontrolle (Standardmedium) wurde fiir jede Zelllinie
das nach Herstellerangaben empfohlene Medium mit allen Zusdtzen verwandt.

Dieses Standardmedium wird mit fetalem Kélberserum (engl. fetal bovine serum; FBS)
und im Falle der MIA PaCa-2-Zelllinie auch mit Pferdeserum versetzt. Einem Medium
ohne Serum (serumfreies Medium) fehlt dieser Zusatz und gilt als Néhrstoffmangelme-
dium. Dabei wurde fiir jede Zelllinie das nach Herstellerangaben empfohlene Medium
mit allen Zusitzen verwendet und lediglich das oben genannte Serum nicht zugegeben.
Als zweites Mangelmedium wurde fiir alle Zelllinien ein Hybridoma Medium
(PFHM-II) gewéhlt. Tabelle 15 veranschaulicht die Wahl und Zusammensetzung der Me-

dien.
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HT29 PANC-1 MIA PaCa-2
McCoy Medium McCoy Medium McCoy Medium
1 % Penicillin/ 1 % Penicillin/ 1 % Penicillin/
Standard Streptomycin Streptomycin Streptomycin
Medium
10 % Kailberserum | 10 % Kélberserum | 10 % Kélberserum
2,5 % Pferdeserum
McCoy Medium McCoy Medium McCoy Medium
Serumfreies s s .
Medium 1 % Penicillin/ 1 % Penicillin/ 1 % Penicillin/
Streptomycin Streptomycin Streptomycin
PFHM-II Medium | PFHM-II Medium | PFHM-II Medium
Hybrid s s s
IZ/[er(;ili)lrnna 1 % Penicillin/ 1 % Penicillin/ 1 % Penicillin/
Streptomycin Streptomycin Streptomycin

Tabelle 13: Zusammensetzung der verschiedenen Kulturmedien nach Zelllinie

Um die Reaktion der Gene auch im zeitlichen Verlauf auflésen zu kénnen, wurde eine
Zeitkinetik eingefiihrt. Die Zellen wurden in den oben beschriebenen Medien (Kontrolle
und Proben) fiir 24 h, 48 h oder 72 h kultiviert und anschlieBend geerntet, um sie weiteren
Analysen zuzufiihren.

Jede Zelllinie wurden in vier 75 ml Zellkulturflaschen mit entsprechendem Standardme-
dium ausgesét und bei 37 °C und 5 % Kohlendioxid im Brutschrank kultiviert. Beim Er-
reichen einer Konfluenz von 60 % bis 70 % wurden die Zellen aus den vier Zellkulturfla-
schen auf zehn neue 75 ml Kulturflaschen gesplittet und weitere 24 h im Brutschrank
kultiviert. Danach wurde der Wechsel auf die verschiedenen Néhrstoftbedingungen voll-
zogen. Dazu wurde in drei von zehn Kulturflaschen auf PFHM-II-Medium und in weite-
ren drei Flaschen auf das zelllinienspezifische serumfreie Medium gewechselt. Bei den
letzten vier Flaschen wurde zelllinienspezifisches Standardmedium eingesetzt. Mit der
verbleibenden Kulturflasche (die vierte Flasche des Standardmediums) wurde die Zell-
kultur fortgefiihrt. Nun lagen fiir jede Zelllinie und jede Nihrstoffkonzentration jeweils
drei 75 ml Zellkulturflaschen vor.
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Eine dieser drei Kulturflaschen wurde nach 24 h, eine nach 48 h und die letzte nach 72 h
zur RNA-Isolierung und zur Isolierung von Proteinen verwendet. Abbildung 2 veran-

schaulicht die Zellkultur beispielhaft an einem Arbeitsprozess.

Zelllinie HT29
I
| | |
Medium standard serumfrei PFHM Il
Zeitkinetik 24h 48h 72h
Protein- RNA
Verwendung isolierung Isolierung

Abbildung 3: Flussdiagramm der Zellkulturen

Die Abbildung zeigt ein Flussdiagramm zur Organisation der Zellkulturen. Dabei
wurde am Beispiel der HT29-Zelllkultur ein Arbeitsablauf vollstindig gezeigt.

Zur weiteren Verarbeitung wurde das Medium abgenommen und die Zellen mit 10 ml
phosphatgepufferter Salzlosung (engl. phospate-buffered saline; PBS) gewaschen. Nach
Zugabe von weiteren 10 ml PBS wurden die Zellen mit einem Zellschaber gelost und die
Zellsuspension in ein 50 ml-Réhrchen tiberfiihrt. Das Réhrchen wurde mit 40 ml PBS
aufgefiillt und 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
entstandene Pellet in 5 ml PBS resuspendiert. Davon waren 1 ml fiir die RNA-Isolierung
und 4 ml fiir die Proteinisolierung bestimmt. Das Material wurde dazu auf zwei 15 ml
Rohrchen aufgeteilt, mit PBS geldst und fiir 5 min bei 300 x g zentrifugiert.

Der Uberstand wurde abgenommen. Das Pellet fiir die RNA-Isolierung wurde mit 500 x1
Trizol geldst, in ein 1,5 ml-UV-cap tiberfiihrt und auf Eis kalt gehalten. Das zweite Pellet
wurde mit dem DUALXtract Total Membrane Protein Extraction Kit aufgearbeitet.
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3.2.2 Real-Time-quantitative-PCR (RTq-PCR)

Zur Untersuchung der Gene auf RNA-Ebene wurden RTq-PCRs an allen Zelllinien unter
jeder Nahrstoffkonzentration durchgefiihrt. Dabei wurden die TLRs eins bis zehn, das
Glykoprotein CDI133, die heat shock Proteine HSP70 und HSP90 und die
ABC-Transporter MDR1 und ABCBS untersucht. Es war notwendig, die mRNA aus den
Zellen zu isolieren, diese in cDNA umzuschreiben, um zum Schluss die Menge der ent-

standenen cDNA zu vermessen.

3.2.2.1 Isolierung von mRNA mit TRIzol

Das von Chomczynski P. und Sacchi N. im Jahr 1987 vorgestellte Verfahren der RNA-
Isolierung mittels Trizol ermdglicht in kurzer Zeit aus kleinen Probenmengen RNA zu
isolieren [116]. Nach Auflosen der Zellen mit 500 ul Trizol wurde sofort 200 pl Chloro-
form zugegeben, die Probe gevortext und bei +4 °C {iber 16 min bei 14800 x g zentrifu-
giert.

Die wissrige Phase wurde zum Ausfillen der RNA in ein zweites UV-cap mit 500 ul
vorgelegtem Isopropanol tiberfiihrt. Um auch bei geringeren RNA-Mengen ein gut sicht-
bares Pellet zur Verfligung zu haben, wurden dem Isopropanol zuvor 4 pg Glykogen bei-
gefiigt. Die Probe wurde gevortext und bei +4 °C iiber 16 min bei 14800 x g zentrifugiert.
Isopropanol wurde abgenommen, das Pellet in 70 % Ethanol gelost und weitere 10 min
bei +4 °C und 14800 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt, das Pellet an der
Luft getrocknet und in 50 pl molekularbiologisch reinem Wasser bei 56 °C gelost. Die

RNA wurde spektrometrisch mit dem NanoDrop2000c vermessen.
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3.2.2.2 Synthese der cDNA

Um mit der isolierten mRNA einen komplementdren DNA-Strang zu synthetisieren, wur-
den RNA-abhingige DNA-Polymerasen verwendet. Diese Systeme finden sich auch in
viralen Genomen. 1970 entdeckten David Baltimore, Renato Dulbecco und Howard Mar-
tin Temin unabhédngig voneinander die virale reverse Transkriptase (RT) und erhielten
1975 dafiir den Nobelpreis fiir Physiologie. Fiir diese Versuche wurde das ImProm-I1T"™-
Revers Transkription System von Promega benutzt und folgender Ansatz fiir die cDNA-

Herstellung herangezogen:

* 4 4]l ImProm-II"™ 5X Reaction Buffer

= 1,2 ul MgCly

* 1 xl Random Primer

» 1 ul ImProm-1I™ Reverse Transkriptase

= 14l dNTP Mix

= (0,2 ul Recombinant RNasin® Ribonuclease Inhibitor

*= 1 ug RNA in 11.6 ul molekularbiologisch reines Wasser

Der Master-Mix wurde in einem PCR-cap angesetzt. Nach Zufiigen der entsprechenden
RNA-Menge wurde kurz gevortext und zentrifugiert. Die cDNA wurde in dem Master-
cycler® Gradient der Firma Eppendorf synthetisiert. Dabei wurden die in Tabelle 14 an-

gegebenen Parameter verwendet.

Temperatur Dauer
25 °C 5 min
42 °C 60 min
70 °C 15 min

Tabelle 14: Zyklusparameter der cDNA-Synthese

43



Die synthetisierte cDNA wurde spektrometrisch mit dem NanoDrop2000c vermessen
und es wurde anschlieBend eine Arbeitsverdiinnung von 50 ng cDNA auf 1 pl herge-

stellt.

3.2.2.3 Real Time quantitative PCR (RTq-PCR)

Die RTq-PCR ist eine molekularbiologische Methode zur Vervielféltigung eines kurzen,
definierten DNA-Abschnitts. Uber dem Prinzip der herkémmlichen Polymerase-Ketten-
reaktion (engl. polymerase chain reaction; PCR) hinaus ist zusitzlich eine Quantifizie-
rung der gewonnen DNA mdoglich. Die Vervielfaltigung der gesuchten Sequenz wird mit
Hilfe von spezifischen Primer-Paaren fiir den codogenen und nicht-codogenen Strang
ermoglicht. Pro Zyklus verdoppelt sich die Menge an gewonnener DNA, so dass es ins-
gesamt zu einem logarithmischen Anstieg der DNA-Menge kommt. Nach jedem Zyklus
wird die DNA-Menge iiber eine Fluoreszenz-Messung bestimmt, wobei die Fluoreszenz
proportional zur DNA-Menge ansteigt. Die Quantifizierung der DNA durch Fluoreszenz
gelingt iiber interkalierende Farbstoffe, die sobald sie sich an doppelstringige DNA an-
lagern, ihre Fluoreszenz erh6hen. Ab einem gewissen Zyklus beginnt somit die Fluores-
zenz logarithmisch zu steigen. Dieser Zeitpunkt wird im Folgenden als Ct-Wert (engl.
cycle threshold; Ct) beschrieben. Der Ct-Wert gibt an, ab welchem Zyklus der RT-PCR
ein logarithmisches Ansteigen der Fluoreszenz zu beobachten ist.

Je mehr RNA zu Beginn der Vervielfaltigung vorliegt, desto friiher ist der logarithmische
Anstieg der Fluoreszenz zu erwarten und umso kleiner ist der gemessene Ct-Wert. Eine
hohe Expression des Gens und somit eine grole Menge an isolierter und zu Beginn der
Amplifikation vorliegender RNA fiihrt in der RT-PCR-Analyse zu niedrigen Ct-Werten.
Zur Durchfithrung wurde der MESA GREEN gqPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay
der Firma Eurogenetic herangezogen. Um die Expression der zu untersuchenden Gene zu
bestimmen, wurden Primer der Toll-like Rezeptoren eins bis zehn, CD133-Primer,
MDR1-Primer, ABCB5-Primer, HSP70-Primer und HSP90-Primer bestellt. Als Refe-
renzgene (engl. housekeeping genes) wurden GapDH und Beta-Aktin geordert.
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Folgender Versuchsansatz mit einem totalen Volumen von 25 pl wurde angewandt:

= 12,5 ul MESA GREEN qPCR MasterMix Plus
= 8 ul molekularbiologisch reines Wasser
= 2 ul cDNA (50 ng/ul)

= 2,5 pl 10fach verdiinnter Primer

Alle RTq-PCRs wurden mit dem Real-Time Cycler DNA Engine Opticon durchgefiihrt.
Nach einem ersten Zyklus mit einem Denaturierungsschritt iiber 15 min bei 95 °C, einer
Hybridisierungs-Phase von 30 Sekunden bei 65 °C und einer Polymerisationphase von
30 Sekunden bei 72 °C folgten weitere 39 Zyklen. In jedem Zyklus wurde die Fluoreszenz

der Probe gemessen.

39 Zyklen Temperatur | Dauer
Denaturierung 95 °C 15s
Hybridisierung 65 °C 30s
Polymerisation 72 °C 30s

Tabelle 15: Zyklusparameter der RTq-PCR

Um die Spezifitit der Primer zu bestétigen, wurden die Schmelzkurven aller Primer ana-
lysiert. Dadurch kann bestimmt werden, ob die benutzten Primer nur die Gene ablasen
und amplifizierten die untersucht werden sollten. Eine unspezifische Primer-Bindung
wiirde bedeuten, dass auch andere Gene als die zu untersuchenden Gene amplifiziert wer-
den und somit ein falsch niedriger Ct-Wert gemessen wird. In allen Féllen konnte eine
spezifische Primer-Bindung nachgewiesen werden. Um eine hohe Genauigkeit der Ver-
suche zu erreichen, wurde die Expression jedes Gens dreimal analysiert. Aus den drei
gewonnenen CT-Werten wurde ein Mittelwert gebildet (MW(Ct)). Eine Signifikanzrech-

nung war bei drei Messungen nicht sinnvoll.

45



3.2.2.4 Analyse der Ergebnisse mittels relativer Quantifizierung

Zur weiteren Analyse der Ergebnisse wurde die Methode der relativen Quantifizierung
angewandt. Dazu wurde die mittlere Expression der Zielgene (MW(Ct)%®") in den Proben
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium) mit der mittleren Expression der Ziel-
gene (MW(Ct)#®!) in der Kontrolle (Standardmedium) verglichen. So konnte verfolgt
werden, wie sich die Expression der Zielgene in den Proben im Vergleich zu der Expres-
sion in der Kontrolle verhélt. Fiir das Verfahren der relativen Quantifizierung ist dariiber
hinaus eine interne Kontrolle notwendig. Dadurch wird die mittlere Expression des Ziel-
gens (MW/(Ct)”®!) in Relation zur mittleren Expression eines Referenzgens (MW(Ct)™)
gesetzt. Letztere gilt als VergleichsgrofBe, die unabhingig von den meisten Versuchsbe-
dingungen ist. So kann die Betrachtung von Expressionsédnderungen zwischen dem Ziel-
gen in den behandelten Proben und der Kontrolle von eventuell auftretenden Verdnde-
rungen im Rahmen der Probenbehandlung bereinigt werden.

Als Referenzgene wurden GapDH (Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) und
Beta-Aktin ausgewihlt. Beide Referenzgene sind in der Literatur bekannt und etabliert.
Allerdings muss erwédhnt werden, dass auch diese Referenzgene in ihrer Expression ge-
wissen Schwankungen unterliegen. [117-119] GapDH ist ein sehr wichtiges Enzym der
Glycolyse. Es katalysiert die Reaktion zwischen Glycerinaldehyd-3-phosphat zu 1,3-Bi-

sphosphoglycerat und ist damit fiir einen geregelten Zellstoffwechsel essenziell.

Beta-Aktin (f-Aktin) ist ein hoch konserviertes Strukturprotein des Zytoskeletts und
ebenfalls fiir eine geregelte Zellfunktion notwendig. Beide Gene sind fiir einen funktio-
nierenden Zellstoffwechsel unabdingbar und werden unter den meisten Versuchsbedin-
gungen konstant exprimiert.

Um fiir jede Zelllinie das optimale Referenzgen zu bestimmen, wurde die Expression von
GapDH und Beta-Aktin fiir jede Versuchsbedingung in drei Einzelmessungen bestimmt.
Der Mittelwert der Expression (MW(Ct)™") wurde ermittelt und die Standardabweichung
berechnet. Schlielich wurde das Referenzgen mit der geringsten Standardabweichung
als am geeignetsten bewertet (vgl. Kapitel 4.1.1). Um die gemessene gemittelte Expres-
sion der Zielgene (MW(Ct)“®!) von eventuellen Verinderungen im Zellstoffwechsel zu

bereinigen, wurde die Menge des zu untersuchenden Zielgens (MW(Ct)%®') ins Verhiltnis
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zur Menge des zu untersuchenden Referenzgens (MW(Ct)f) gesetzt. Dazu wurde die
gemittelte Expression des Referenzgens (MW(Ct)™") von der gemittelten Expression des
Zielgens (MW(Ct)#°") subtrahiert. Diese Differenz (ACt“®') gibt an, in welchem Verhilt-

nis die Expression des Zielgens zur Expression des Referenzgens steht.

ACH = MW/(Ctyse! - MW(Cty!

Es gilt herauszufinden, ob sich das Verhiltnis (ACt“®") zwischen Probe (ACt#¢-Probe) ynd
Kontrolle (ACt#elkontrolley sndert. Eine Anderung wiirde bedeuten, dass das untersuchte
Zielgen in der Probe im Vergleich zum untersuchten Zielgen in der Kontrolle mehr oder
weniger exprimiert wurde. Somit werden die Werte der Proben (ACt#¢-Prb¢) yom serum-
freien Medium (ACt#elserumirely ynd Hybridoma Medium (ACt#el-hybridoma) jn das Verhlt-
nis zum Standardmedium (ACt#elkontrolley gegetzt. Dazu werden folgende Differenzen ge-

bildet:

A Actzieliserumfrei — Actzieliserumfrei_ Actzeilikontrolle

ziel hybridoma — ziel_hybridoma __ zeil kontrolle
AACt ACt ACt

Aus den AACt-Werten kann iiber folgende Formel die relative expression ratio (R) des

entsprechenden Untersuchungstages berechnet werden:

relative expression ratio (R) = 242

Dabei konnen folgende Riickschliisse aus der relative expression ratio (R) geschlossen

werden:
R<2 unspezifische Anderung
2<R<4 interessante Verdnderung
R>4 sehr interessante Expressionsdnderung
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Die errechnete relative expression ratio (R) eines Zielgens kann in allen untersuchten
Zelllinien und entsprechend der Zeitkinetik nach 24 h, 48 h und 72 h betrachtet werden.
Es konnte beobachtet werden, ob eine Expressionsidnderung des Zielgens zwischen se-
rumfreien oder Hybridoma Medium im Vergleich zum Standardmedium stattgefunden
hat. Somit wird ersichtlich, ob ein Néhrstoffentzug mit einer Expressionsdnderung korre-
liert. Zusétzlich kann die untersuchte Expressionsédnderung iiber die Zeitkinetik auch nach
24 h, 48 h und 72 h untersucht werden. In dritter Ebene kann das unterschiedliche Ver-
halten der drei untersuchten Zelllinien beobachtet werden. Die im Ergebnissteil gezeigten
Diagramme fiihren fiir jede Zelllinie die Zielgene auf, in welchen es zu einer Expressi-

onssteigerung gekommen ist.

3.2.3 Western Blot

Um Proteine direkt nachweisen zu kdnnen, ist das im Jahr 1979 von George R. Stark
entwickelte Verfahren des Western Blots eine gingige und sichere Methode [120]. Dazu
ist es notwendig, die Proteine zu isolieren, sie nach ihrem Molekulargewicht aufzutren-
nen, auf einer Folie zu fixieren und sie anschlieBend durch eine spezifische Farbung sicht-

bar zu machen.

3.2.3.1 Proteinisolierung

Die zu untersuchenden Proteine liegen innerhalb der Zelle in verschiedenen Komparti-
menten vor. Der multidrug resistance 1 (MDR1)-Transporter, der ATP-binding cassette
sub-family B member 5 (ABCBS5)-Transporter, das Glykoprotein CD133 sowie die
Toll-like Rezeptoren TLR1, TLR 2, TLR4, TLRS, TLR6 und TLR10 sind integrale Be-
standteile der duBeren Zellmembran. Die Toll-like Rezeptoren TLR3, TLR7, TLR8 und
TLRY sind integrale Bestandteile endosomaler Membranen, wéihrend die heat shock Pro-
teine HSP70 und HSP90 im Zytoplasma oder innerhalb des Endoplasmatischen Retiku-

lums vorliegen.
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Um eine effiziente Isolierung der zu untersuchenden Proteine zu gewihrleisten, wurde
das DUALXtract Total Membrane Protein Extraction Kit, welches zytoplasmatische und
membranstindige Proteine getrennt isoliert, eingesetzt. Das gewonnene Zellpellet wurde
in 3 ml kalter cell wash solution resuspendiert, gevortext und 5 min bei 300 x g zentrifu-
giert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet mit 1 ml kaltem cell permeabilization
buffer aufgenommen, in ein 1,5 ml cap tiberfiihrt und dort fiir 10 min bei +4 °C auf dem
Lyserad inkubiert. Die Probe wurde nun fiir 15 min bei +4 °C mit 16000 x g zentrifugiert.
Der Uberstand entsprach der Cytoplasmafraktion und wurde in ein neues 1,5 ml cap iiber-
fiihrt. Das zuriickgebliebene Pellet wurde mit 500 w kaltem membrane protein extraction
buffer aufgenommen, 30 min bei +4 °C auf dem Lyserad inkubiert und anschlieend fiir
15 min bei +4 °C mit 16000 x g zentrifugiert. Der Uberstand entsprach der Membran-

fraktion und wurde in ein zweites 1,5 ml cap iiberfiihrt.

3.2.3.2 Bradford-Proteinbestimmung

Die Protein-Losungen wurden mittels eines Bradford-Tests vermessen. Dazu wurde das
Bradford-Reagenz Roti®-Quant benutzt und nach Herstellerangaben verwendet. Der
Bradford-Test ist eine photometrische Methode, um Proteinkonzentrationen zu bestim-
men. Der Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau bindet im sauren Milieu mit Proteinen
Komplexe aus.

Dies fiihrt zu einer Verschiebung des Absorptionsmaximums von 470 nm auf 595 nm.
Dabei korreliert die Intensitdt der Farbung direkt mit der zu messenden Proteinkonzent-
ration. Die Extinktion wurde mit dem NanoDrop2000c erfasst. Um genau messen zu kon-
nen, ist die Erstellung einer Kalibrierungsgerade notwendig. Nach Angaben des Herstel-
lers wurden fiinf Verdiinnungen der Stammldsung nach Bradford vermessen und eine
Kalibrierungsgerade erstellt. Nun wurden die Proteinproben gegen die Referenzlosung

vermessen und anhand der Kalibrierungsgerade die Proteinkonzentration bestimmt.
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Probe Blank

160 ul Bradford Reagenz (1:5) 160 ul Bradford Reagenz

39 ul Aquadest 39 ul Aquadest

1 u1 Probe 1 1 Lysepuffer

Tabelle 16: Bradford-Reaktionsansatz fiir Probe und Blank

3.2.3.3 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamitgelelektrophorese (SDS-Page)

Die Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamitgelelektrophorese (SDS-Page) ist eine moleku-
larbiologische Methode, um Proteine nach ihrem Molekulargewicht aufzutrennen. SDS
iiberdeckt dabei die unterschiedlichen Proteinladungen durch seine eigene negative La-
dung. So gelingt eine ladungsunabhingige Auftrennung der Proteine im elektrischen
Feld. Zur elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde das XCell SureLock™
Mini-Cell System von Invitrogen™ verwendet. Als Gel-Matrix wurden NuPAGE® No-
vex® Bis-Tris Mini Gels (10 Taschen, 1,5 mm, 4-12 %) herangezogen. Die Elektropho-
rese-Kammer wurde nach Herstellerangaben aufgebaut, das Gel eingesetzt und die Kam-
mer mit MOPS Running Buffer in einer Verdiinnung von 1:20 mit destilliertem Wasser
und 500 ul Antioxidant befiillt. Die Proteinproben wurden nach dem NuPage® Novex®
Bis-Tris Mini Gels Protokoll aufgearbeitet (vgl. Tabelle 17: SDS-Page Probenansatz).

Es wurde pro Tasche eine Proteinmenge von 8,26 ug fiir die zytoplasmatischen Proteine

und 2,05 g fiir die membranstindigen Proteine eingesetzt.
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Reagenz Menge

Probe X ul

NuPAGE® LDS Sample Buffer (4x) | 2,5 ul

NuPAGE® Reducing Agent (10x) 1wl

deionisiertes Wasser ad 6.5 ul

totales Volumen 10 11

Tabelle 17: SDS-Page Probenansatz

Jede Tasche wurde mit einem totalen Probevolumen von 10 ul beladen. Als Proteinstan-
dard wurde MagicMark™ XP Western Protein Standard der Firma Invitrogen nach Her-
stellerangaben verwendet. Uber die ersten 50 min wurde eine Spannung von 200 V bei
einer Stromstérke von 113 mA und iiber die letzten 10 min eine Spannung von 200 V bei

einer Stromstérke von 70 mA angelegt.

3.2.3.4 Western Blot

Um die separierten Proteine weiteren Analysen zugénglich zu machen, wurden sie mit
Hilfe des von H. Tobwin entwickelten Verfahrens auf ein Nitrozellulosegel iibertragen
[121]. Hierfiir wurde erneut das XCell SureLock™ Mini-Cell System von Invitrogen™
verwendet. Fiir den Transfer Buffer wurden 850 ml destilliertes Wasser mit 100 ml Me-
thanol und 50 ml NuPAGE® Transfer Buffer gemischt.

Das Gel wurde aus der Verschalung entfernt und mit der Nitrozellulose nach Hersteller-
angaben in die Blot-Kammer geladen. Danach erfolgte die Befiillung der Blott-Kammer
mit transfer buffer. Die dullere Kammer wurde mit destilliertem Wasser aufgefiillt. Daran

wurde {liber eine Stunde hinweg eine Spannung von 30 V bei 170 mA angelegt.
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Die Nitrozellulose-Membran wurde entnommen und zum Nachweis des erfolgreichen
Proteintransfers mit Ponceau Losung gefdrbt. Die Markerbanden wurden markiert, es
wurde ein Foto zur Dokumentation erstellt (nicht gezeigt) und die Nitrozellulose wieder
mit PBS-Tween entfarbt. AnschlieBend wurde die Nitrocellulose-Membran eine Stunde
bei Raumtemperatur in 5 % (m/v) Magermilchpulver in PBST auf dem Schiitter inkubiert,

um unspezifische Proteinbindungsstellen zu sittigen.

3.2.3.5 Immundetektion

Um die nach molekularem Gewicht aufgetrennten und auf Nitrozellulose libertragenen
Proteine sichtbar zu machen und zu quantifizieren, wurde die Antigen-Antikorper-Reak-
tion benutzt. Es kommt dabei zu einer spezifischen Bindung zwischen Primédrantikdrper
und seinem Epitop auf dem Antigen. Das Antigen stellt hier das zu untersuchende Protein
da. An die Fc-Region des Primédrantikdrpers wurde der Sekunddrantikdrper gebunden.
Dieser ermoglicht iiber eine an ihn gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (engl. horseradish
peroxidase; HRP) die Detektion und Quantifizierung. Die HRP katalysiert eine Chemo-
lumineszenzreaktion, die mit Hilfe eines Rontgenfilms sichtbar gemacht werden kann.
Die Primér-Antikérper wurden in 5 % (m/v) Magermilchpulver in PBST in folgendem

Verhiltnis zu einem Primer-Ansatz verdinnt.

Antigen Graft Konzentration
HSP90 Maus 1:200
GapDH Maus 1:0000

Tabelle 18: Verwendete Primer mit Verdiinnungen

Nun wurde die Nitrozellulose-Membran mit dem entsprechenden Primer-Ansatz in Plas-

tikfolien eingeschweiflt und entweder 2 h bei Raumtemperatur oder iiber Nacht bei +4 °C
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auf dem Schiittler inkubiert. Anschlieend wurde die Nitrozellulose dreimal fiir 10 min
in PBS-Tween gewaschen. Der Sekundér-Antikorper wurde im Verhéltnis 1:1000 mit 5
% Magermilch verdiinnt. Die Nitrozellulose wurde mit dem Sekundérantikdrper-Ansatz
entweder 2 h bei Raumtemperatur oder {iber Nacht bei 4 °C auf dem Schiittler inkubiert
und danach dreimal fiir 10 min in PBS gewaschen.

Fiir die Chemolumineszenzreaktion kam das SuperSignal® West-Pico Chemolumines-
zenz-Kit der Firma Thermo-Scientific zum Einsatz. Die Nitrozellulose wurde nach Her-
stellerangabe 5 min in der ECL-Ldsung inkubiert. Anschlieend wurde der Rontgenfilm

in der Dunkelkammer durch die Nitrozellulose belichtet

3.2.4 Immunhistochemie und Zytospins

Die Methode dient zur Bestitigung der RTq-PCR Ergebnisse auf Proteinebene. Die zu
untersuchenden Zellen werden mittels einer Zentrifuge auf einem Objekttriger fixiert und
die Zielproteine mittels einer Antigen-Antikorper-Reaktion dargestellt. Dazu wurden die
kultivierten Zellen mit PBS gewaschen und anschlieend mit 5 ml enzyme free cell dis-
sociation solution 10 min im Brutschrank inkubiert.

Nach Zugabe von 9 ml PBS wurde die Zellsuspension in einem 15 ml Rohrchen tiberfiihrt
und 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 2 ml PBS resuspendiert, die
Zellen wurden in einer Zdhlkammer nach Neubauer ausgezihlt und es wurde eine Zell-
suspension mit 1 x 10° Zellen pro Milliliter hergestellt. Jeder Objekttriger wurde mit 50
ul Zellsuspension beladen und in die Halterung der Zytozentrifuge eingespannt. Danach
wurde 1 min mit 550 rpm zentrifugiert, die Objekttriager beschriftet und anschliefend fiir
eine Stunde trocknen gelassen. Dann folgte die immunhistochemische Féarbung. Dazu
wurden die Préparate 10 min in kaltem Aceton fixiert und danach weitere 10 min trocknen
gelassen. Daraufthin wurden sie drei Mal in PBS gewaschen, fiir 5 min in 0,3 % Wasser-
stoffperoxid geblockt und erneut drei Mal in PBS gewaschen. Nun wurde der Priméran-
tikorper in dem antibody dilutend der Firma Dako verdiinnt (1:500) und pro Priparat 50
ul der Antikorperverdiinnung aufgetragen.

Die Zytospins wurden iiber Nacht bei +4 °C in der feuchten Kammer inkubiert. Am

néchsten Tag wurden sie wieder drei Mal mit PBS gewaschen und anschlie3end mit einer
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Verdiinnung von Sekundérantikérper und antibody dilutend (1:1000) fiir eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach weiterem dreimaligem Waschen mit PBS wurde eine
Tablette DAB und eine Tablette Peroxidase in einem Milliliter Wasser gelost und 50 ul
dieser Losung auf jeden Zytospin pipettiert. Nach 8-10 min Inkubation wurde wieder mit
PBS gewaschen und die Kerne wurden mit Himalaun nach Angaben des Herstellers ge-
gengefdrbt. Zum Schluss folgte die Eindeckung des Préparates mit Glycergel der Firma
Dako.

3.2.5 Proliferationsassay

Um die metabolische Aktivitit der Zellen unter Nahrstoffentzug zu untersuchen, wurde
fiir HT29-Zellen unter allen Néhrstoffbedingungen nach 24 h, 48 h und 72 h ein MTS-
Test durchgefiihrt. Dabei wird das Tetrazolium-Salz MTS in Gegenwart von PMS
(phenazine ethosulfate) und den Dehydrogenasen der Atmungskette in ein Formazan-
Produkt mit einem Absorptionsmaximum von 490 nm reduziert. Die Verdnderung des
Absorptionsmaximums wurde mit dem ELISA-Reader ausgelesen und gibt Aufschluss
iiber die metabolische Aktivitdt und Viabilitit der Zellen [122, 123].

Dabei dndert sich das Absorptionsmaximum proportional zu der Menge des Formazan-
Produkts. Es kann somit nicht auf die absolute Menge der vorhandenen Zellen geschlos-
sen werden, sondern nur auf ihre durchschnittliche metabolische Aktivitit und somit auch
auf ihre durchschnittliche Viabilitdt und Proliferation [124]. Es wurden je 100 ul einer
Zellsuspension mit 5 x 10* Zellen pro Milliliter in die wells einer 96-well-Platte ausgesét
und 24 h im Brutschrank inkubiert. Danach wurde das Medium abgenommen und je 100
ul der verschiedenen Testmedien auf 24 wells eingesetzt. Auf die {ibrigen 22 wells wurde
Standardmedium  gegeben. Nach jeweils 24 h, 48 h und 72 h
wurde jedes Medium ausgewertet, wobei jeweils Achtfachbestimmungen durchgefiihrt
wurden. Hierzu wurden 20 ul des MTS-Reagenz zugegeben und die Platte eine Stunde
im Brutschrank inkubiert. Anschliefend wurde sie bei 490 nm im ELISA-Reader ausge-

lesen. Als Referenzwert wurden die wells mit Standardmedium verwendet.
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4 Ergebnisse

4.1 Real-Time-PCR

4.1.1 Auswertung der Referenzgene

Fiir beide Referenzgene wurde gezeigt, dass sie stabil exprimiert werden und in Kombi-
nation zu verldsslichen Normalisierungen fiihrten [125]. Fiir die HT29-Karzinomzellen
ergab sich die hochste Konstanz in der GapDH Expression. Die Standardabweichung aller
gemessenen Werte lag fiir GapDH bei 1,4. Bei beta-Aktin lag die Standardabweichung
iiber den gemessenen Ct-Werten bei 1,9. Anders ergab es sich bei der Analyse der Refe-
renzgene der PANC-1 Karzinomzellen. Hier stellte sich beta-Aktin als das optimale Re-
ferenzgen heraus. Die Standardabweichung der gemessenen Mittelwerte bei beta-Aktin
lag bei 1,45 und bei GapDH bei 1,5. Bei der Auswertung der Referenzgene in MIA PaCa-
2  Karzinomzellen konnte ebenfalls eine  konstante  Expression  von
beta-Aktin festgestellt werden. Hier lag die gemessene Standardabweichung bei 1,9. Mit
einer Standardabweichung von 2,5 Ct-Werten schnitt GapDH hier am schlechtesten von
allen ab.

Somit wurde fiir HT29 Kolonkarzinomzellen das Referenzgen GapDH und fiir PANC-1
und MIA PaCa-2 Pankreaskarzinomzellen das Referenzgen beta-Aktin fiir die weiteren

Analysen gewéhlt.
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HT29 - GapDH

30,00
25,00 I I
g 2000 g
S 10,00
5,00
0,00
Standardmedium serumfrei Hybridoma
mdl 21,90 21,94 21,89
d2 26,27 21,70 24,77
md3 22,61 22,65 23,91

N&hrstoffmangelmedium mit Zeitkinetik

Abbildung 4: GapDH Expression in HT29 Zellen

Vergleich der Expression (Ct-Wert) des Referenzgens GapDH im HT29 Kolon-
karzinom  zwischen  drei  unterschiedlichen = Nihrstoffbedingungen
(Standardmedium, serumfreies Medium und Hybridoma Medium) jeweils nach
24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3). Uber allen gemessenen Ct-Werten ergab sich
eine Standardabweichung von 0,77.

HT29 - B-Aktin

30,00
25,00 I
20,00 L I
S 10,00
5,00
0,00
Standardmedium serumfrei Hybridoma
mdl 20,32 20,43 19,95
d2 26,03 19,93 22,91
md3 21,59 20,10 21,36

N&hrstoffmangelmedium mit Zeitkinetik

Abbildung 5: f-Aktin Expression in HT29 Zellen

Vergleich der Expression (Ct-Wert) des Referenzgens f-Aktin im HT29 Kolon-
karzinom  zwischen  drei unterschiedlichen ~ Nihrstoftbedingungen
(Standardmedium, serumfreies Medium und Hybridoma Medium) jeweils nach
24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3). Uber allen gemessenen Ct-Werten ergab sich
eine Standardabweichung von 2,0.
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PANC-1 - GapDH

30,00
25,00 I
T 20,00 I I
= 15,00
§ 500 I I I
5,00
0,00
Standardmedium serumfrei Hybridoma
mdl 21,52 21,80 20,99
d2 19,58 21,33 23,47
md3 19,00 20,70 23,86

Nahrstoffmangemedium mit Zeitkinetik

Abbildung 6: GapDH Expression in PANC-1 Zellen

Vergleich der Expression (Ct-Wert) des Referenzgens GapDH im PANC-1 Pan-
kreaskarzinom zwischen drei unterschiedlichen Nahrstoffbedingungen (Stan-
dardmedium, serumfreies Medium und Hybridoma Medium) jeweils nach 24h
(d1), 48h (d2) und 72h (d3). Uber allen gemessenen Ct-Werten ergab sich eine
Standardabweichung von 1,5.
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Abbildung 7: f-Aktin Expression in PANC-1 Zellen

Vergleich der Expression (Ct-Wert) des Referenzgens S-Aktin im PANC-1 Pan-
kreaskarzinom zwischen drei unterschiedlichen Nahrstoffbedingungen
(Standardmedium, serumfreies Medium und Hybridoma Medium) jeweils nach
24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3). Uber allen gemessenen Ct-Werten ergab sich
eine Standardabweichung von 1,2.
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Abbildung 8: GapDH Expression in MIA PaCa-2 Zellen

Vergleich der Expression (Ct-Wert) des Referenzgens GapDH im MIA PaCa-2
Pankreaskarzinom zwischen drei unterschiedlichen Nahrstoffbedingungen (Stan-
dardmedium, serumfreies Medium und Hybridoma Medium) jeweils nach 24h
(d1), 48h (d2) und 72h (d3). Uber allen gemessenen Ct-Werten ergab sich eine
Standardabweichung von 2,8.
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Abbildung 9: f-Aktin Expression in MIA PaCa-2 Zellen

Vergleich der Expression (Ct-Wert) des Referenzgens f-Aktin im MIA PaCa-2
Pankreaskarzinom zwischen drei unterschiedlichen Nahrstoffbedingungen (Stan-
dardmedium, serumfreies Medium und Hybridoma Medium) jeweils nach 24h
(d1), 48h (d2) und 72h (d3).Uber allen gemessenen Ct-Werten ergab sich eine
Standardabweichung von 1,9.
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4.1.2 Expressionsanalysen im Kolon- und Pankreaskarzinom nach

Néhrstoffentzug

4.1.2.1 Expressionsanalyse im HT29-Kolonkarzinom nach Néihrstoffentzug

In HT29 Tumorzellen wurde eine gesteigerte Genexpression fiir HSP90, MDR1, ABCBS,
TLR3 und TLR4 und TLR 7, TLRS, TLR9 und TLR10 beobachtet. Dabei fiel auf, dass
bei sieben der neun ausgewerteten Gene der groBBte Expressionsanstieg nach 24 h im Hyb-
ridoma Medium stattfand. Im serumfreien Medium wurde eine Expressionssteigerung
nach 48 h beobachtet. Allerdings nicht in gleichem Umfang wie im Hybridoma Medium.
Lediglich die ABCB5 Expression war im serumfreien Medium nach 48 h und bei TLR4
bereits nach 24 h deutlicher ausgeprégt als im Hybridoma Medium. Auch bei MDR1 fand
sich eine gesteigerte Expression im serumfreien Medium nach 24 h. Diese blieb allerdings
hinter der im Hybridoma Medium zuriick. Nach 72 h zeigte sich im serumfreien und Hyb-

ridoma Medium eine riickldufige Expression.

Hitzeschockproteine

Fiir das Hitzeschockprotein 90 zeigte sich am zweiten Tag eine deutlich gesteigerte Ex-
pression im Hybridoma Medium. Ebenfalls wurde nach 48 h eine Expressionssteigerung
im serumfreien Medium beobachtet. Diese war im Verglich zum Hybridoma Medium
geringer ausgepriagt. Nach 72 h war die Expression von HSP90 im Hybridoma Medium
rickldufig, im Vergleich zur Expression nach 24 h, aber noch erhoht. Die Expression im

serumfreien Medium blieb fast konstant gesteigert.
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Abbildung 10: HSP90 Expression in HT29 Zellen nach Nihrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens HSP90
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Es zeigte sich ein deutlicher Anstieg der relativen Expression
im Hybridoma Medium nach 48h. Die Expressionsverdnderungen im serumfreien
Medium fielen deutlich geringer aus.

ABC-Transporter

Ahnlich zu dem Hitzeschockprotein 90 zeigte sich bei den untersuchten ABC-Transpor-
tern ein Expressionsanstieg nach 48 h, der im Verlauf abflachte. Fiir ABCBS5 wurde nach
48 h im serumfreien Medium eine deutliche Expressionssteigerung nachgewiesen. Diese
war nach 72 h fast vollstindig riickldufig. Im Hybridoma Medium konnte bei ABCBS
eine geringe Expressionssteigerung nach 48 h und 72 h nachgewiesen werden. Fiir MDR1
zeigte sich eine vergleichbare Steigerung nach 48 h im Hybridoma Medium. Auffillig
war hier eine iiber den zeitlichen Verlauf hinweg konstant abnehmende Expression im

serumfreien Medium mit initialem Maximum nach 24 h.
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Abbildung 11: ABCBS Expression in HT29 Zellen nach Nahrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
ABCBS5 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Eine ausgeprigte Expressionssteigerung war nach
48h im serumfreien Medium festzustellen. Im Hybridoma Medium war diese et-
was geringer ausgeprigt und zeigte Maxima nach 48h und 72h.
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Abbildung 12: MDR1 Expression in HT29 Zellen nach Nihrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens MDR1
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Im Hybridoma Medium konnte eine Expressionssteigerung
nach 48h verfolgt werden, die nach 72h leicht abflachte. Die Reaktionen im se-
rumfreien Medium fielen deutlich geringer aus und nahmen nach initialem Ma-
ximum nach 24h kontinuierlich ab.
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Toll-like Rezeptoren

Bei den Toll-like Rezeptoren (TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 und TLR10) konnte wie
bei dem Hitzeschockprotein 90 und den beiden ABC-Transportern eine deutliche Expres-
sionssteigerung nach 48 h beobachtet werden. Fast immer war die Expressionssteigerung
im Hybridoma Medium fiihrend. Sie trat aber auch im serumfreien Medium auf. Bei
TLR4 war sie dort deutlicher ausgeprdgt und bereits nach 24 h zu beobachten. Die Ex-
pressionssteigerungen flachten in beiden Néhrstoffmangelmedien nach 72 h in den meis-

ten Ansétzen ab.
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Abbildung 13: TLR3 Expression in HT29 Zellen nach Nahrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR3
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Die maximale Expressionssteigerung erfolgte nach 48h im
Hybridoma Medium. Insgesamt waren die Verdnderungen in beiden Néhrstoff-
mangelmedien jedoch nicht wegweisend
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Abbildung 14: TLR7 Expression in HT29 Zellen nach Nihrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR7
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Nach 48h waren ausgeprigte Reaktionen im
Hybridoma Medium und im serumfreien Medium zu verzeichnen. Dabei war die
Expressionssteigerung im Hybridoma Medium fithrend. Nach 72h war die
Reaktion wieder riicklaufig.
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Abbildung 15: TLRS8 Expression in HT29 Zellen nach Nahrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLRS8
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Analog zu den vorangegangenen Beobachtungen ist eine ge-
steigerte relative Expression nach 48h in beiden Kulturmedien zu beobachten.
Dabei fiihrt die Exposition mit Hybridoma Medium zur ausgeprigtesten Expres-
sionssteigerung. Nach 72h sind riickldufige Werte zu beobachten.
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Abbildung 16: TLR9 Expression in HT29 Zellen nach Nahrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR9
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Analog zu den vorangegangenen Beobachtungen findet sich
ein gleiches Ansprechen mit den Maxima nach 48h und einem
Abfallen der relativen Expression nach 72h. Die Reaktion im Hybridoma
Medium war erneut intensiver ausgepragt.
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Abbildung 17: TLR10 Expression in HT29 Zellen nach Nihrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
TLR10 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die Verdanderungen des Gens TLR10 reihen sich
ebenfalls in die vorangegangenen Beobachtungen ein. Es finden sich die Maxima
nach 48h in beiden Kulturmedien, wobei die ausgepragtesten Verdnderungen im
Hybridoma Medium auftreten. Nach 72h konnten wieder geringere Expressions-
steigerungen beobachtet werden.
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Abbildung 18: TLR4 Expression in HT29 Zellen nach Nihrstoffentzug

HT29 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR4
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden nicht ver-
wendet. Es wurde in beiden Medien eine geringe Zunahme der relativen Expres-
sion nach 24h beobachtet. Die setzte sich nach 48h nicht mehr fort.
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4.1.2.2 Expressionsanalyse im PANC-1 Pankreaskarzinom nach Ndihrstoffentzug

Die Expressionsanalyse der PANC-1 Tumorzellen zeigte bei acht der untersuchten Gene
einen Expressionsanstieg (TLR6, TLR7, TLRS, TLR9, TLR10, ABCB5, HSP70 und
HSP90). Analog zu den Ergebnissen in HT29-Tumoren war die Expressionssteigerung
im Hybridoma Medium fithrend. Dort war diese schon nach 24 h nachzuweisen. Im se-
rumfreien Medium war die Expressionssteigerung oftmals spéter als im Hybridoma Me-
dium zu beobachten. Die deutlichsten Expressionsmaxima traten erst nach 72 h auf, je-
doch konnte auch nach 24 h und 48 h eine gesteigerte Expression verzeichnet werden.
Die nach 72 h erhobenen Daten konnten nicht fiir alle Gene verwendet werden. Somit

bleibt offen, ob bei diesen nicht auch eine Expressionssteigerung nach 72 h stattfand.

Hitzeschockproteine

Fiir HSP70 und HSP90 ergaben sich keine verwertbaren Ergebnisse nach 72 h. In beiden
Féllen war die Expressionssteigerung im Hybridoma Medium nach 24 h am deutlichsten
und flachte bereits nach 48 h ab. Bei HSP70 war die Expressionssteigerung nach 24h
deutlich ausgeprédgt. Bei HSP90 waren die Reaktionen kaum messbar. Im serumfreien
Medium zeigte sich fiir die beiden HSPs ein geringer Anstieg nach 48 h. Hier wére eine

Beobachtung nach 72 h aufschlussreich gewesen.
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Abbildung 19: HSP70 Expression in PANC-1 Zellen nach Nihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
HSP70 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden
nicht verwendet. Im Hybridoma Medium konnte eine Expressionssteigerung be-
reits nach 24h nachgewiesen werden. Im serumfreien Medium erfolgte die Reak-
tion spater und deutlich geringer ausgepragt.
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Abbildung 20: HSP90 Expression in PANC-1 Zellen nach Nihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
HSP90 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden
nicht verwendet. Die Reaktionen waren insgesamt nur schwach ausgeprigt. Auf-
schlussreich wiren verwertbare Ergebnisse nach 72 h gewesen.
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ABC-Transporter

Fiir das Gen ABCBS5 war vor allem nach 24 h, kaum jedoch nach 48 h und 72 h eine
Expressionssteigerung im Hybridoma Medium nachweisbar. Im serumfreien Medium

zeigten sich keine wesentlichen Verdanderungen.
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Abbildung 21: ABCBS5 Expression in PANC-1 Zellen nach Nihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens ABCB
5 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum
Normalmedium gesetzt. Bereits nach 24h konnte eine Steigerung der relativen
Expression im Hybridoma Medium nachgewiesen werden. Nach 48h und 72h
war diese nicht mehr nachverfolgbar.
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Toll-like Rezeptoren

Fiir TLR6, TLR7, TLR9 und TLR10 waren deutliche Expressionssteigerungen nach 24 h
im Hybridoma Medium zu verzeichnen. Im weiteren zeitlichen Verlauf war die Expres-
sion riicklaufig. Im serumfreien Medium waren fiir TLR6 und TLR7 dhnliche Verldufe
zu beobachten. In beiden Fillen steigerte sich die Expression der Gene im serumfreien
Medium bis zu einem Maximum nach 72 h. Bei TLR7 war die Expressionssteigerung im
serumfreien Medium deutlicher ausgeprégt als im Hybridoma Medium. Fiir TLR 8 und
TLR 10 war im serumfreien Medium bereits nach 24 h ein Anstieg der Expression zu
verzeichnen. Fiir TLR 9 zeigte sich ein geringer Anstieg nach 48 h. Hier wiren die nicht
verwertbaren Ergebnisse nach 72 h interessant gewesen, um einen dhnlichen Verlauf wie

bei TLR 6 und TLR 7 zu iiberpriifen.
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Abbildung 22: TLR6 Expression in PANC-1 Zellen nach Néihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR
6 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum
Normalmedium gesetzt. Dies konnte vornehmlich bereits nach 24h im Hyb-
ridoma Medium nachgewiesen werden. Danach nahm die Expressionssteigerung
kontinuierlich ab. Nur im serumfreien Medium fand sich noch ein
Maximum nach 72h.
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Abbildung 23: TLR7 Expression in PANC-1 Zellen nach Néihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR 7
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Im serumfreien Medium nahm die Expression entsprechend
der Zeitkinetik kontinuierlich bis zu einem Maximum nach 72h zu. Im Hyb-
ridoma Medium waren geringer ausgepragte Maxima nach 24h und nach 72h zu
beobachten.
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Abbildung 24: TLRS8 Expression in PANC-1 Zellen nach Néihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR 8
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden nicht ver-
wendet. Bis dahin zeigten sich minimale Reaktionen in beiden Medien. Nach 24h
war analog zu den Vorbeobachtungen bereits ein Ansprechen auf das serumfreie
Medium zu beobachten.
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Abbildung 25: TLR9 Expression in PANC-1 Zellen nach Nihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens TLR 9
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden nicht ver-
wendet. Die bis zu diesem Zeitpunkt analysierten Daten waren nicht richtungs-
weisend. Im serumfreien Medium zeigte sich die Tendenz zur Expressionsstei-
gerung entsprechend der Zeitkinetik. Hier wéaren Daten nach 72h aufschlussreich.
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Abbildung 26: TLR10 Expression in PANC-1 Zellen nach Nihrstoffentzug

PANC-1 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausgesetzt
(serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
TLR 10 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden
nicht verwendet. Nach bereits 24h wurde im Hybridoma Medium ein Maximum
der Expressionssteigerung verzeichnet. Deutliche Reaktionen im serumfreien
Medium wurden nicht beobachtet.
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4.1.2.3 Expressionsanalyse im MIA PaCa-2 Pankreaskarzinom nach

Niihrstoffentzug

Die Untersuchungsergebnisse der MIA PaCa-2 Pankreaskarzinomzellen reihen sich in die
Beobachtungen der HT29 und PANC-1 Karzinome ein. Es konnte vornehmlich eine Ex-
pressionsdnderung im Hybridoma Medium nach 24 h oder 48 h fiir die Gene HSP70,
MDRI1, ABCBS5, TLR2, TLR3, TLRS, TLR8 und TLR9 nachgewiesen werden. Aller-
dings zeigte sich gerade fiir TLR2, TLR4, TLRS und TLR6 auch eine Expressionsdnde-
rung im serumfreien Medium. Auffillig war, dass im serumfreien Medium eine initiale
Expressionssteigerung fiir MDR1, TLR4, TLRS und TLR6 nach 24 h von einem Riick-
gang der Expression nach 48 h und von einem weiteren Anstieg ihrer Expression nach 72
h gefolgt war. Es bleibt offen, ob sich auch fiir HSP70, ABCBS, TLR2, TLR3, TLRS und
TLRY ein zweites Expressionsmaximum angeschlossen hat. Nach 48 h konnte konstant

ein Riickgang der Expression beobachtet werden.
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Hitzeschockproteine

Fiir das Gen HSP70 konnte im Hybridoma Medium nach 48 h ein Expressionsanstieg
nachgewiesen werden. Beziiglich des serumfreien Mediums ergab sich wie oben bereits

beschrieben ein geringer Riickgang der Expression nach 48 h.
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Abbildung 27: HSP70 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien aus-ge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
HSP70 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden
nicht verwendet. Nach 48h wurde ein Anstieg der relativen Expression im Hyb-
ridoma Medium beobachtet.
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ABC-Transporter

Die beobachteten ABC-Transporter zeigten ein dhnliches Expressionsmuster. Fiir MDR 1
und MIA PaCa-2 Tumorzellen war nach 48 h im Hybridoma Medium ein leichter Expres-
sionsanstieg zu verzeichnen. Dieser setzte sich fiir MDR1 nach 72 h fort und zeigte hier-

bei einen deutlichen Anstieg.
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Abbildung 28: MDR1 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des
Zielgens MDR1 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in
Relation zum Normalmedium gesetzt. Nach 72h konnte eine deutliche Reaktion
im Hybridoma Medium nachgewiesen werden.
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ABCB 5 - MIA PaCa-2
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Abbildung 29: ABCBS Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des
Gens ABCB 5 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in
Relation zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse
wurden nicht verwendet. Die Beobachtungen bis dahin boten keine eindeutige
Tendenz.

Toll-like Rezeptoren

Fir TLR2, TLR3, TLR4, TLRS5, TLR6, TLR8 und TLR9 wurde ein uneinheitliches Ex-
pressionsmuster vorgefunden. Fiihrend waren in den meisten Fillen die Expressionsan-
stiege im Hybridoma Medium. Dabei wurde fiir TLR2, TLR4 und TLR6 das Maximum
bereits nach 24 h beobachtet. Bei den iibrigen TLRs wurde das Expressionsmaximum
nach 48 h erreicht. Beziiglich des serumfreien Mediums ergaben sich ebenfalls Maxima
nach 24 h und nach 72 h. Nach 48 h konnte immer ein Riickgang der Expression beo-
bachtet werden. Bereits nach 24 h zeigte sich bei TLR2, TLR3, TLR4, TLR8 und TLR9
das Expressionsmaximum. Nur fiir TLR2 und TLR4 bewegten sich diese in einer nen-
nenswerten Grofenordnung. Bei TLR4 war dieses deutlicher ausgeprdgt als im Hyb-
ridoma Medium. Auch bei TLR 4 folgte ein zweites Maximum der Expression nach 72 h.
Steigerungen der Expression nach dieser Zeit konnten fiir TLRS5 und TLR6 beobachtet
werden. Diese waren allerdings zu gering ausgepragt, um daraus ein eindeutiges Verhal-

ten ableiten zu konnen. Vorangegangen waren auch hier leichte Expressionssteigerungen

75



nach 24 h. Wie bereits bei TLR4 war bei TLR6 das Maximum deutlicher im serumfreien

Medium zu beobachten.
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Abbildung 30: TLR2 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien aus-ge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die TLR 2 Expression
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden nicht ver-
wendet. Nach 24h wurde ein Expressionsmaximun im serumfreien Medium beo-
bachtet. Im Hybridoma Medium wurde die maximale
Expressionssteigerung nach 48h nachgewiesen.
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TLR 3 - MIA PaCa-2
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Abbildung 31: TLR3 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien aus-ge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
TLR 3 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum
Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden nicht
verwendet. Bereits nach 24h stellte sich im Hybridoma Medium eine maximale
Expressionssteigerung ein.
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Abbildung 32: TLR4 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die TLR 4 Expression
wurde nach 24h (dl), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in
Relation zum Normalmedium gesetzt. Es konnten Maxima nach 24h im
serumfreien Medium und nach 48h im Hybridoma Medium registriert werden.
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Abbildung 33: TLRS Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des
Gens TLR 5 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Rela-
tion zum Normalmedium gesetzt. Insgesamt waren die Verdnderungen
gering ausgeprigt. Flir das Gen TLRS lieB3 sich kein eindeutiges Verhalten ablei-
ten.
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Abbildung 34: TLR6 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien aus-ge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die TLR 6 Expression
wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation zum Nor-
malmedium gesetzt. Unter keiner Versuchsbedingung konnte eine eindeutige Zu-
nahme der relativen Expression nachgewiesen werden.
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TLR 8 - MIA PaCa-2
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Abbildung 35: TLR8 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien ausge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
TLR 8 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden
nicht verwendet. Nach 24h wurde im Hybridoma Medium ein Anstieg der Ex-
pression nachgewiesen. Diese nahm nach 48h wieder ab.
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Abbildung 36: TLRY9 Expression in MIA PaCa-2 Zellen nach
Nihrstoffentzug

MIA PaCa-2 Karzinomzellen wurden zwei verschiedenen Hungermedien aus-ge-
setzt (serumfreies Medium und Hybridoma Medium). Die Expression des Gens
TLR 9 wurde nach 24h (d1), 48h (d2) und 72h (d3) gemessen und in Relation
zum Normalmedium gesetzt. Die nach 72h (d3) erhobenen Ergebnisse wurden
nicht verwendet. Ahnlich zu der Beobachtung beim Gen TLRS war auch hier ein
Expressionsmaximum  im  Hybridoma  Medium nach 24h zu
verzeichnen.
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4.2  Western Blot

Um eine Expressionsidnderung der untersuchten Gene auch auf Proteinebene nachzuwei-
sen, wurden fiir HSP90 im HT29-Kolonkarzinom beispielhaft Western Blots durchge-
fiihrt. Als Ladungskontrolle wurde GapDH verwendet. Es zeigte sich fiir HT29 Zellen
nach 72 h im serumfreien Medium analog zu den Ergebnissen in der real-time PCR ein

Expressionsanstieg auf Proteinebene.

24h 48h 72h

ot AR — HSP90

Abbildung 37: Western Blot aus HT29-Zellen mit Nachweis von HSP90

Western Blot aus whole-cell extrahierten HT29-Zellen. Die GapDH-Banden zei-
gen iiber die gesamte Zeitkinetik hinweg eine gleiche intensive Farbung und be-
legen somit eine konstante Beladung. HSP90 zeigt nach 72 h im Vergleich zu 24
h und 48 h eine stidrkere Expression. Nach 72 h konnte auch auf Proteinebene
eine vermehrte Expression des Gens HSP90 nachgewiesen werden.
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4.3 Immunhistochemie

Um die in den RT-PCRs beobachteten Expressionsidnderungen mit einer zweiten Me-
thode auf Proteinebene zu iiberpriifen, wurden fir TLR6 in HT29-Tumorzellen
immunhistochemische Farbungen durchgefiihrt. Die HT29-Zellen wurden dazu nach 24 h
und nach 72 h im serumfreien Medium auf TLR6 Expression hin untersucht. Es zeigte
sich bei Kultur der Zellen im serumfreien Medium eine Zunahme der TLR6
Expression auf Proteinebene. Dies bestitigt die Beobachtungen aus den quantitativen Ge-

nanalysen in den real-time PCRs.

1) s 2)

% 400x 400x

Abbildung 38: Immunhistochemische Firbung von TLR6 an HT29-Zellen

Représentative immunhistochemische Darstellung der TLR6 Expression in
HT29-Tumorzellen. HT29-Zellen wurden 24 h (Abb. 37, 1) links) und 72h
(Abb. 37, 2) rechts) im serumfreien Medium kultiviert. Immunhistochemisch fand
sich nach 72 h eine verstirkte TLR6-Expression.

4.4  MTS Proliferationsassay

Um das Proliferationsverhalten unter Néhrstoffentzug in HT29 Tumorzellen zu iiberprii-
fen, wurde deren Zellproliferation im Standardmedium, im serumfreien Medium und im
Hybridoma Medium (PFHM 1) jeweils nach 24 h, 48 h und 72 h analysiert. Die Ergeb-
nisse wurden auf das Standardmedium normalisiert und in Prozent bezogen auf das Stan-
dardmedium angegeben. Im serumfreien Medium folgte auf einen initialen
Proliferationsanstieg nach 24 h ein relativer Wiederanstieg nach 72 h. Nach 48 hund 72 h

blieb die relative Proliferation jedoch unter 70 % des Werts im Standardmedium.
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Im Hybridoma Medium fiel die relative Proliferation nach 24 h sofort auf unter 80 % ab.
Nach 48 h und 72 h verblieb sie konstant auf Werten unter 60 %. Festzuhalten ist, dass
im serumfreien Medium erst nach 48 h und im Hybridoma Medium schon nach 24 h eine
Riickgang der Proliferation zu verzeichnen war. Somit fiihrt der Serumentzung in beiden
Néhrstoffmangelmedien erwartungsgemif zu einer riickldufigen Zellproliferation. Im
proteinfreien Hybridoma Medium ist der Riickgang der Proliferation am deutlichsten zu

beobachten.
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Abbildung 39: Relative HT29-Zellproliferation im MTS Assay

Die relative Zellproliferation von HT29-Kolonkarzinomzellen wurde im MTS-
Test nach jeweils 24 h, 48 h und 72 h im Standardmedium, serumfreien Medium
und Hybridoma Medium (PFHM II) untersucht. Im Vergleich zur Inkubation im
Standardmedium (auf 100 % normalisiert) proliferierten HT29-Kolonkarzinom-
zellen in den Hungermedien (Serumfreies Medium und PFHM II-Hybridomame-
dium) im Verlauf verhdltnisméBig schwicher. So fiel die Proliferation nach 48 h
und 72 h auf Werte zwischen 65 % und 55 % ab.
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S5 Beantwortung der Fragestellungen

Hemmt Nihrstoffentzug die Proliferation von Kolonkarzinomzellen

in vitro?

Néhrstoffmangelbedingungen fithren in humanen HT29-Kolonkarzinomzellen bereits
nach 48 und 72 Stunden =zu riickldufiger Zellproliferation in beiden
Néhrstoffmangelmedien. Der Riickgang der relativen Proliferation im Hybridoma
Medium fiel dabei deutlicher aus und war frither zu beobachten. Bereits nach
24 Stunden sank sie unter 80 Prozent und nach 48 und 72 Stunden auf unter 60 Prozent.
Im serumfreien Medium fiel sie nach 48 und 72 Stunden auf circa 70 Prozent. Somit
konnte funktionell gezeigt werden, dass ein Nahrstoffentzug die Zellproliferation im

HT29-Kolonkarzinom in vitro nachhaltig hemmt.

Ist in Kolonkarzinomzellen unter Néhrstoffentzug ein veridndertes
Expressionsverhalten von kodierenden Reparaturgenen fiir die

Hitzeschockproteine nachweisbar?

Néhrstoffentzug fiihrt neben einer rasch verminderten Zellproliferation zu einem verin-
derten Genexpressionsverhalten fiir stressbedingte intrazelluldre Reparaturvorgédnge in
HT29 Kolonkarzinomzellen. In dieser Arbeit wurde in HT29-Kolonkarzinomellen bereits
24 Stunden nach Kultivierung im Hybridoma Medium eine gesteigerte Expression des
fiir Reparaturvorgénge reprisentativen Hitzeschockproteins 90 beobachtet. Die Behand-
lung mit serumfreiem Medium fiihrte zu einer vergleichsweise geringeren Reaktion der
HSP90 Expression, was sich mit dem beobachteten Proliferationsverhalten im Vergleich
beider Kulturbedingungen funktionell deckt. Auch auf Proteinebene fand sich bereits
nach 24 sowie nach 48 und 72 Stunden im serumfreien Medium eine gesteigerte Expres-
sion. Somit fithrt ein Néhrstoffentzug sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene

stressbedingt zu verstirkter Expression des Hitzeschockproteins 90.

83



Zeigt sich nach zellulirem Stress von Kolonkarzinomzellen durch
Néhrstoffentzug ein verindertes Genexpressionsmuster auch fiir andere cha-
rakteristische Signalvorginge wie den multiple drug resistance
(ABC Transporter) Genen sowie fiir inflammatorische Signalprozesse wie

den Toll-like Rezeptoren?

Toll-like Rezeptoren wie auch ABC-Transportproteine spielen bei der Tumorentwicklung
und -progression des Kolonkarzinoms eine wichtige Rolle. Es stellt sich daher die Frage,
ob auch relevante inflammatorische Signalwege und membranstdndige Transportmecha-
nismen fiir die Ausschleusung intrazelluldrer Substanzen unter Néahrstoffmangelbedin-
gungen im Kolonkarzinom beeinflusst werden. Im Hybridoma Medium wurde fiir die
untersuchten reprasentativen Gene ABCB1 und ABCBS eine gesteigerte Expression be-
obachtet. Am deutlichsten fiel die Expressionssteigerung von ABCBS5 nach 48 Stunden
im serumfreien Medium auf. Es kann jedoch postuliert werden, dass neben ABCBS5 auch
ABCBI unter Serumentzug hochreguliert wird. Dies konnte in dieser Arbeit allerdings
nicht explizit nachgewiesen werden.

Die Beobachtungen zu inflammatorischen Signalprozessen weisen in die gleiche Rich-
tung. Unter Nihrstoffentzug wurden in HT29-Tumorzellen gesteigerte Expressionen fiir
TLR4, TLR7, TLRS, TLR9 und TLR10 beobachtet. Auch hier war eine deutlichere Ex-
pressionssteigerung im Hybridoma Medium zu registrieren. Der maximale Expressions-
anstieg war nach 48 Stunden zu verzeichnen. Fiir TLR4 wurde bereits nach 24 Stunden
eine maximale Expressionssteigerung im serumfreien Medium beobachtet. Die hier vor-
gestellten Ergebnisse zeigen anschaulich eine hochregulierte Genexpression fiir inflamm-
atorische Signalprozesse in Form reprisentativer sechs 7oll-like Rezeptoren sowie fiir
den Substrattransport aus der Tumorzelle (anhand zweier ABC-Transporter) unter Néhr-

stoffentzug und den damit herbeigefiihrten Mangelbedingungen.
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Ist ein verindertes Genexpressionsverhalten der untersuchten
Reparaturgene, Gene fiir den Substrattransport aus der Tumorzelle und fiir
inflammatorische Signalprozesse auch in anderen gastrointestinalen

Tumoren wie dem Pankreaskarzinom vergleichbar nachweisbar?

Eine gesteigerte Expression der untersuchten Gene wurde sowohl beim humanen PANC-
1- als auch beim MIA PaCa-2-Pankreaskarzinom im Hybridoma Medium nach 24 Stun-
den und somit frither als im HT29-Kolonkarzinom beobachtet. Im serumfreien Medium
zeigten sich entsprechende Expressionsveranderungen nach 24 Stunden sowie teilweise
erst nach 72 Stunden. Das Hitzeschockprotein 70 wurde im PANC-1-Pankreaskarzinom
bereits nach 24 Stunden Kultur im Hybridoma Medium verstirkt exprimiert. Auch fiir die
untersuchten reprasentativen Gene des Substrattransports (ABCB1 und ABCBS) und der
inflammatorischen Signalprozesse im Pankreaskarzinom (TLRs) waren Expressionsstei-
gerungen vornehmlich im Hybridoma Medium nach 24 Stunden zu registrieren. Nach 48
und 72 Stunden wurden nur noch selten Expressionssteigerungen beobachtet. Die Ergeb-
nisse im serumfreien Medium dhneln den beobachteten Verdnderungen im Hybridoma
Medium. Insbesondere wurden TLR2 und TLR4 in humanen MIA PaCa2-Pankreaskar-
zinomzellen nach 24 Stunden hochreguliert. TLR6 und TLR7 wurden in PANC1-Pankre-
askarzinomzellen allerdings erst nach 72 Stunden verstirkt exprimiert.

Somit kann geschlussfolgert werden, dass sich die Ergebnisse der untersuchten Pankre-
askarzinome in die Ergebnisse des HT29-Kolonkarzinoms einreihen. Beide untersuchten
Krebsentitéten reagieren in sehr dhnlicher Weise auf den durchgefiihrten Néhrstoffent-

zug.
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Welche Bedeutung konnen die nachgewiesenen Verinderungen in Kolon-
und Pankreaskarzinomzellen unter Nihrstoffentzug fiir die Klinik haben
und welche Schlussfolgerungen wiren daraus fiir den Tumorpatienten zu

ziehen?

Im Rahmen einer multimodalen Krebstherapie konnten Strategien hilfreich sein, die ne-
ben einer modernen Chemotherapie zukiinftig auf eine Verminderung des Nahrstoffan-
gebots im Tumormikromilieu abzielen. Derartige TherapiemafBnahmen, die durch indu-
zierte Mangelbedingungen im Tumorbett Tumorzellen absterben lassen, sind bislang je-
doch kaum etabliert. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass es interessant
wire, nahrstoffarme Bedingungen im Mikromilieu von Kolonkarzinomen zu erzeugen,
um Tumorzellproliferation zu verhindern. Aulerdem wire zu iiberpriifen, ob nicht unter
einem solchen Vorgehen einer induzierten Mangelversorgung einige wenige robuste Tu-
morzellen im Kolonkarzinom iiberleben und méglicherweise, wie in der Literatur fiir an-
dere Stressmechanismen beschrieben, ein aggressiveres Proliferationsverhalten und eine
stairkere Chemotherapieresistenz entwickeln wiirden.

In diesem Zusammenhang haben die hier vorgestellten Beobachtungen einen relevanten

Erkenntniswert fiir die Weiterentwicklung bestehender Therapien beim Kolonkarzinom.
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6 Diskussion

Hemmt Néahrstoffentzug die Proliferation von Kolon- und Pankreaskarzi-

nomzellen in vitro?

Zuriickliegende Untersuchungsergebnisse einer anderen Arbeitsgruppe deuten wie die
Beobachtungen in der eigenen Arbeit darauf hin, dass eine erhohte Toleranz von soliden
Tumoren gegeniiber einem Nahrstoffmangel mit einem gesteigerten malignen Potential
einhergehen kann [126]. In diesen zuriickliegenden Untersuchungen wurden die Effekte
von Nahrstoffentzug wie in der eigenen Arbeit im kolorektalen Karzinom sowie im
PANC-1- und MIA PaCa-2-Pankreaskarzinom untersucht. Die Viabilitit der Zellen
wurde jedoch lediglich iiber eine Farbung mit Trypanblau gemessen, bei der vitale Zellen
mit intakter Zellmembran keinen Farbstoff aufnahmen [127]. Abgestorbene Zellen
wurden hingegen vollstdndig angefarbt. Es konnte gezeigt werden, dass sich Tumorzellen
im Vergleich zu Fibroblasten deutlich resistenter gegeniiber einem Néhrstoffmangel
verhielten. Das galt insbesondere fiir das PANC-1-Pankreaskarzinom und schlecht
differenzierte Kolonkarzinome. Mehr als 50 Prozent der PANC-1-Zellen waren nach
48 Stunden Nihrstoffmangel noch iiberlebensfihig. Ahnliches Verhalten wurde fiir
andere etablierte Kolonkarzinomzellen beobachtet. Untersucht wurde neben dem Entzug
von Serum auch der Entzug von Glucose, Aminosduren sowie die entsprechenden
Kombinationen. Bis 24 Stunden nach dem Néihrstoffentzug wurde eine konstante oder
steigende Zellzahl beobachtet. Danach waren zunehmend geringere Zellzahlen
erkennbar. Allerdings zeigten sich Pankreaskarzinomzellen und kolorektale Tumorzellen
im Vergleich zu Magen- und Leberkarzinomzellen resistenter [126].

Die vorgestellten Ergebnisse dieser Arbeit weisen in die gleiche Richtung. Die untersuch-
ten Pankreas- und Kolonkarzinomzellen {iberlebten den Nihrstoffentzug iiber 3 Tage.
Auch nach 72 Stunden konnte im MTS-Test eine Stoffwechselaktivitdt nachgewiesen
werden. Nahrstoffentzug fiihrte letztlich aber auch hier zu einer verminderten Zellprolife-
ration. Dariiber hinaus wurde in der vorliegenden Arbeit erstmals in diesem Zusammen-
hang das maligne Potential von etablierten und hdufig verwendeten humanen Pankreas-

und Kolonkarzinomen anhand ihrer verdnderten Expressionsmuster von
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Toll-Like Rezeptoren, ABC-Transportern und Hitzeschockproteinen im Rahmen des

Niéhrstoffentzugs weitergehend untersucht.

Ist in Kolonkarzinomzellen unter Néhrstoffentzug ein verindertes
Expressionsverhalten von kodierenden Reparaturgenen fiir die

Hitzeschockproteine nachweisbar?

Diverse Stressoren fiithren zu einer gesteigerten Expression von Hitzeschockproteinen
[22]. Die bekanntesten Ausloser der sogenannten heat shock response sind Hitze, ionisie-
rende Strahlung und oxidativer Stress. Uber Nihrstoffentzug als wichtigen Co-Faktor im
Tumormikromilieu fiir eine Tumorzellapoptose oder Tumorzellproliferation ist weniger
bekannt. Jiingere Arbeiten zeigten in Tumorzellen unter Néhrstoffentzug ein gesteigertes
Migrationsverhalten der Zellen, das abhéngig vom Hitzeschockprotein 90 zu sein scheint,
da tiber eine HSP90a-Antikdrper-basierte Blockade die Migration der Tumorzellen unter
Néhrstoffentzug reduziert wurde. [128]

Dariiber hinaus scheinen Tumorzellen die heat shock response auf mehreren weiteren
Ebenen zu bendtigen und entwickeln {iber die Hochregulierung der Hitzeschockproteine
einen Uberlebensvorteil [34]. Schon 1993 wurde gezeigt, dass Hitzeschockproteine und
in diesem Falle besonders das HSP70 die Tumorzellen und ihre Proteine in Phasen von
metabolischem Stress schiitzen konnen [129]. Die Hitzeschockproteine bilden einen Pool
an chaperon-Molekiilen, welche essenziell fiir die Proteinfaltung sind und ihre Substrate
im Falle einer zelluldren Stresssituation, unter der es zu vermehrt fehlerhaften Faltungen
kommt, in ihrer Struktur schiitzen. Fiir maligne Zellen und ihren gesteigerten Stoffwech-
sel, welcher mit vermehrtem proteotoxischem und oxidativem Stress einhergeht, ist daher
eine ausreichende Versorgung mit diesen chaperon-Molekiilen von grolem Vorteil. Die
Hitzeschockproteine kdnnen in dieser Situation maligne Signalkaskaden stabilisieren und
so einen Uberlebensvorteil fiir diejenigen Tumorzellen generieren, die die heat shock
response hochreguliert haben. Dariiber hinaus tragen sie {iber diverse Mechanismen zur
Tumorentwicklung und Metastasierung bei. [34] In Bezug auf den Néhrstoffmangel kon-
nen Hitzeschockproteine zudem essentielle onkogene Signalkaskaden vor lysosomalem

Abbau schiitzen [130]. Ein gesteigerter lysosomaler Abbau und auch eine gesteigerte
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Autophagozytose werden regelméfig im Rahmen eines Nahrstoffmangels und dem hie-
raus resultierenden Stress beobachtet. Tumorzellen konnen sich iiber die Autophagozy-
tose im Rahmen einer geordneten Selbstverdauung mit Aminosduren und Energie versor-
gen und sich gleichzeitig von beschéddigten Proteinen entledigen [131]. Anhand diverser
Degradationsprozesse iiber das Proteasom oder das endoplasmatische Retikulum entsor-
gen sich Tumorzellen schlieBlich falsch gefalteter und zu viel oder schadhaft produzierter
Proteine. In diesem Zusammenhang kann eine ausreichende Versorgung der Krebszelle
mit schiitzenden chaperon-Molekiilen von Vorteil sein. Eine gesteigerte Expression von
Hitzeschockproteinen wurde in diversen Tumorentititen beobachtet [22, 33, 34, 38, 39].
Zudem mehren sich die Hinweise aus in vitro und in vivo Untersuchungen, dass Hitze-
schockproteine das maligne Potential von Tumorzellen steigern [22, 32].

Die eigenen Ergebnisse zeigen hierzu erstmals, dass Kolonkarzinomzellen unter Nahr-
stoffentzug die schiitzenden Hitzeschockproteine weiter iiberexprimieren. Moglicher-
weise kann somit das schiddliche Mikromilieu in ndhrstoffunterversorgten Tumorarealen
zu einer malignen Progression beitragen. Unterstiitzt wird diese Annahme durch Be-
obachtungen in Xenograft Studien. Mit antiangiogenetischen Substanzen behandelte
Tiere zeigten eine Induktion von GRP78, einem Mitglied der HSP70-Proteine, insbeson-
dere im Randbereich zu Tumornekrosearealen. GRP78 iiberexprimierende Zellen waren
zudem deutlich chemotherapieresistenter und weniger anfillig fiir eine

Tumorzellapoptose. [132]
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Zeigt sich nach zellulirem Stress von Kolonkarzinomzellen durch
Néhrstoffentzug ein verindertes Genexpressionsmuster auch fiir andere cha-
rakteristische Signalvorginge wie den multiple drug resistance
(ABC Transporter) Genen sowie fiir inflammatorische Signalprozesse wie

den Toll-like Rezeptoren?

ABC-Transporter werden wie Hitzeschockproteine in diversen soliden Tumoren iiberex-
primiert. Im kolorektalen Karzinom spielen die ABC-Transporter eine wichtige Rolle bei
der Entwicklung hin zu chemotherapieresistenten Krebszellen und werden fiir ein Thera-
pieversagen mitverantwortlich gemacht. [19] Uber ihre beschriebene Bedeutung als
Effluxpumpen hinausgehend konnten in der letzten Zeit weitergehende funktionelle Hin-
weise zu den ABC-Transportern erbracht werden. Eine Uberexpression von ABCB1
schiitzt Krebszellen zum Beispiel vor substratunabhingigen Stressoren wie
UV-Strahlung und Anwesenheit von TNF und Fas-Ligand [133]. Zudem sind
ABCG2-positive Krebszellen resistenter gegeniiber Néhrstoffentzug. Diese Resistenz
scheint liber eine ABCG2-vermittelte gesteigerte Autophagozytoseaktivitit erreicht zu
werden. [134] Die in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Ergebnisse weisen zusammen
mit der aktuellen Literatur erneut in dieselbe Richtung. Ahnlich der Beobachtungen ver-
starkt exprimierter Hitzeschockproteine kdnnte eine Expressionssteigerung von ABCBI1
und ABCBS in den untersuchten HT29-Tumorzellen zu einem Uberlebensvorteil im Ko-
lonkarzinom unter Néhrstoffentzug fiihren. Somit wiirde ein nahrstoffarmes Tumormik-
romilieu in soliden Tumoren Zellpopulationen hervorbringen, die resistenter gegeniiber
Chemotherapeutika sind. Die Mechanismen, die dieser gesteigerten Resistenz zugrunde
liegen, bleiben allerdings weiterhin unklar. Es ist anzunehmen, dass die gesteigerte Ex-
pression von ABC-Transportern im Rahmen des veridnderten Zellmetabolismus der hun-
gernden Tumorzelle zum Vorteil gereicht. Eine gesteigerte Autophagozytose und ein mo-
difizierter Zellmetabolismus scheinen hierbei eine Schliisselrolle einzunehmen. [134,

135]
Inflammatorische Signalprozesse spielen neben den Hitzeschockproteinen und den ABC-

Transportern in vielen soliden Malignomen eine wichtige Rolle bei der Proliferation von

Tumorzellen.  Beispielhaft ~wurden in  vorliegender  Arbeit dazu die
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Toll-like Rezeptoren (TLRs) als initiale Signalstrukturen bei der Induktion einer Inflam-
mationsantwort aufgegriffen und untersucht. TLR-exprimierende Tumorzellen reagieren
auf bestimmte molekulare Strukturen im Tumormikromilieu (damage-associated
molecular pattern, DAMP) indem sie durch exprimierte Wachstumsfaktoren ihre eigene
Proliferation steigern oder iiber die Produktion immunsuppressiver Signalproteine der
Vernichtung durch das Immunsystem entgehen. In einer zuriickliegenden Untersuchung
wurden Langerhans-Zellen zusammen mit Immunzellen untersucht, welche entweder
iiber einen intakten oder einen gestorten TLR-Signalweg verfligten. Sowohl unter Néhr-
stoffentzug als auch unter Sauerstoffentzug zeigte sich, dass durch das veridnderte Mikro-
milieu Zellen untergingen. Das fiihrte zur Akkumulation von DAMPs im Kulturmedium.
Diese DAMPs bewirkten eine Aktivierung der Immunzellen {iber einen TLR-abhingigen
Signalweg. [136] Somit kann auch fiir den hier gewéhlten Versuchsaufbau des Néahrstoff-
entzuges vermutet werden, dass DAMPs im Rahmen des Tumorzelluntergangs im Néhr-
stoffmangelmedium gebildet werden. Diese DAMPs aktivierten zwar keine vorhandenen
Immunzellen, kdnnten aber Signalprozesse in den Tumorzellen in Gang setzen, die wie-
derum zu einer gesteigerten TLR-Expression fithren. Die gesteigerte Expression von
TLR7 und TLR8 wurde im Kolonkarzinom bereits nachgewiesen und wird mit hoheren
Tumorstadien in Verbindung gebracht [137]. Die Beobachtung, dass eine Expressions-
steigerung der TLRs unter Nahrstoffentzug stattfindet, konnte bedeuten, dass die Akti-
vierung von Toll-like Rezeptoren iiber DAMPs zu einem Selektionsvorteil dieser Tumor-
zellen fiihrt. Diese konnten sich wie oben beschriecben z.B. mit
zytoprotektiven und proliferativen Signalen versorgen.

Zusammenfassend kann vermutet werden, dass schlecht perfundierte Gewebeareale in
soliden Tumoren ein Mikromilieu aufweisen, in welchem erhohte Konzentrationen von
DAMPs vorliegen. Diese DAMPs konnten wiederum direkt eine vermehrte
TLR-Expression in Tumorzellen bewirken. Somit wiirde die Uberexpression von TLRs
in Tumorzellen auch unabhédngig vom Einfluss infiltrierender Immunzellen zu einer Tu-
morprogression im Rahmen eines Niahrstoffmangels beitragen. Areale mit schlechter
Néhrstoffversorgung, Zellapoptose und einer hohen Konzentration von DAMPs wiirden

so zur Bildung aggressiverer Tumorzellen beitragen.
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Ist ein verindertes Genexpressionsverhalten der untersuchten
Reparaturgene, Gene fiir den Substrattransport aus der Tumorzelle und fiir
inflammatorische Signalprozesse auch in anderen gastrointestinalen

Tumoren wie dem Pankreaskarzinom vergleichbar nachweisbar?

PANC-1-Pankreaskarzinome stellen sich als sehr resistent gegeniiber Néhrstoffmangel
dar. Diese Resistenz scheint besonders bei undifferenzierten Tumoren ausgeprégt zu sein
und wurde auch fiir undifferenzierte Magen- und Kolonkarzinome nachgewiesen. Die
Resistenz gegeniiber Nahrstoffentzug ist mit einer Aktivierung des intrazelluldren
PI3K/Akt-Signalwegs assoziiert, da eine Unterdriickung (knock-down) des Akt-Gens in
nédhrstoffresistenten PANC-1-Zellen zu einer reduzierten Toleranz dieser Zellen
gegeniiber Naihrstoffentzug fiihrte. [126] Da viele onkogene Signalprozesse in
Tumorzellen den PI3K/Akt-Signalweg nutzen, ist anzunehmen, dass in
hypovaskularisierten Gewebearealen Tumorzellen vorhanden sind, die sich diesem
nihrstoffbedingt feindlichen Tumormikromilieu auf diesem Wege angepasst haben. [126]
Klinisch makroskopisch  wurden die hypovaskularisierten Tumorareale im
Pankreaskarzinom iiber PET-Scans auf ihre Perfusion und metabolische Aktivitit hin
untersucht. Dabei zeigte sich, dass im Pankreaskarzinom im Vergleich zum
Normalgewebe eine deutlich geringere Perfusion vorliegt. Zudem wurde beschrieben,
dass die Kombination von geringerer Perfusion und hoher metabolischer Aktivitdt mit
einer schlechteren Prognose einhergeht. Ahnliche Beobachtungen konnten bei Brustkrebs
sowie bei Kopf-Hals-Tumoren gemacht werden. [138]
In ndhrstoffunterversorgten Tumorarealen des Pankreaskarzinoms konnte sich also eine
aggressivere und auch resistentere Tumorzellpopulation entwickeln. Die in dieser Arbeit
vorgestellten Expressionsverdnderungen in Hitzeschockproteinen, ABC-Transporten und
Toll-like Rezeptorenwiirden mit diesen Beobachtungen einhergehen und bisherige
Erkenntnisse unterstiitzen. Néhrstoffmangelbedingungen konnten zu &dhnlichen
Anpassungsreaktionen in verschiedenen Malignomen des Gastrointestinaltraktes, wie

dem Kolon- und Pankreaskarzinom, fiihren.
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Welche Bedeutung konnen die nachgewiesenen Verinderungen in
Kolon- und Pankreaskarzinomzellen unter Nahrstoffentzug fiir die Klinik ha-
ben und welche Schlussfolgerungen wiren daraus fiir den

Tumorpatienten zu ziechen?

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen nahe, dass Nahrstoffmangelbedingungen zur Entste-
hung eines aggressiveren Phinotyps an Tumorzellen im Kolon- und Pankreaskarzinom
beitragen konnen. Umgekehrt wirken Tumorzellen zugleich auf ihr eigenes Mikromilieu
ein. So bildet sich im Pankreaskarzinom insgesamt ein hypovaskularisiertes Tumorstroma
aus, welches eine Unterversorgung an Nahrstoffen nach sich zieht. [138] Dieses ldsst eine
intensive Wechselwirkung zwischen Tumorzellen, infiltrierenden Immunzellen und
Stromazellen vermuten. Die gegenseitigen Wechselwirkungen der beteiligten Zellen un-
tereinander sowie iiber das Tumormikromilieu stehen in direktem Zusammenhang zu den
beschriebenen Charakteristika sehr vieler solider Tumore, bezeichnet als sogenannte hall-
marks of cancer [103]. Beispiele hierfiir sind unter den auch in dieser Arbeit beschriebe-
nen Verdnderungen bei Néhrstoffmangel ein verdnderter Tumorzellmetabolismus hin zur
anaeroben Glykolyse und einer anabolen Stoffwechsellage, die Uberwachung und Steu-
erung der Tumorimmunantwort (immunosurveillance) der Tumorzellen sowie die Induk-
tion chronischer Entziindungsprozesse im Mikromilieu, die Verhinderung von Apoptose
z.B. unter Chemotherapie und das Einsprossen von neuen
BlutgefaBen.

Somit sollte im Rahmen von zukiinftigen gezielten Therapieansdtzen insbesondere bei
soliden Tumoren die Wechselwirkungen zwischen Tumormikromilieu und Tumorzellen
als ein wichtiges Therapieziel betrachtet werden. Gerade in Bezug auf das hypovaskula-
risierte Pankreaskarzinom gibt es dazu interessante Ergebnisse. So wurde ein Mausmodel
(KPC-mice) entwickelt, welches Pankreastumore hervorbringt, die den menschlichen
Karzinomen sehr dhnlich sind. Diese Tumore sind hypovaskularisiert und verfiigen {iber
ein desmoplastisches Tumorstroma [139]. Beide Charakteristika sind auch beim mensch-
lichen Pankreaskarzinom zu beobachten und scheinen die Tumorzellen zu beschiitzen. In
weiteren Untersuchungen konnte die Arbeitsgruppe zeigen, dass die Konzentration von
Medikamenten im Tumor durch diese Abschirmung deutlich reduziert wird. Darauthin

wurde eine  Behandlung mit einem  Derivat des  Cyclophosphamid
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(IP1-962) durchgefiihrt. Dieses wirkt auf die Stromazellen des Tumors und fiihrt zu einem
Abbau des Stromas sowie zu einer Normalisierung der GeféBarchitektur. In weiteren Ver-
suchen wurde beobachtet, dass eine Behandlung mit IPI-962/Gemcitabin zu einer erhoh-
ten Konzentration von Gemcitabin im Tumor und somit zu einem verlingerten Uberle-
ben, einer Reduktion der Tumorgrofe und einer geringeren Metastasierung fiihrt. [140]
Diese Ergebnisse konnten bisher noch nicht in die Klinik iibertragen werden. Oft wurde
sogar ein aggressiverer Tumortyp iiber eine gezielte Reduktion des Tumorstromas her-
vorgebracht. Somit scheint das Tumorstroma die Tumorprogression auch verhindern zu

konnen. Daher ist eine differenzierte Betrachtung angebracht. [141] [142]

Zusammenfassend kann eine Kombination von klassischer und gezielter Krebstherapie,
insbesondere im Hinblick auf das Tumormikromilieu, zu Synergien fiihren. Dabei miis-
sen allerdings die komplexen Zusammenhénge zwischen Tumorzellen und ihrem Mikro-
milieu exakter analysiert werden, um einen Therapieerfolg zu erzielen. Die hier vorge-
stellten Ergebnisse legen nahe, dass ein ndhrstoffarmes Tumormikromilieu einerseits zu
einem Absterben grofler Anteile von Tumorzellen und andererseits aber zum moglichen
Uberleben resistenter Tumorzellen und zu aggressiveren Tumorzellpopulationen fiihrt.
Diese sind unter anderem durch veridnderte Expressionsmuster an Toll-like Rezeptoren,
ABC-Transportern und Hitzeschockproteinen charakterisiert. Die beschriebenen néhr-
stoffmangelbedingten molekularen Verdnderungen der Chemotherapieresistenz (multiple
drug resistance), der intrazelluldren Stressreaktionen (heat shock response) und der in-
flammatorischen 7oll/-like Rezeptor-vermittelten Signalwege in Tumorzellen untermau-
ern deren Bedeutung im Pankreas- und Kolonkarzinom und stellen damit spannende kli-

nische Therapieziele fiir die Zukunft dar.
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7 Zusammenfassung und Ausblick

In soliden Tumoren des Gastrointestinaltraktes herrschen in der Regel keine optimalen
Wachstumsbedingungen fiir Tumorzellen wie im gesunden Zellverband in vivo. Die Be-
dingungen sind durch schlechte Gefédversorgung und chronisches inflammatorisches
Mikromilieu charakterisiert. So mangelt es an Sauerstoff, addquaten Néhrstoffen und
Wachstumsfaktoren. Bestandteile untergegangener Zellen, schddliche Stoffwechselend-
produkte und ein unphysiologischer, zumeist saurer pH-Wert, Gewebedruck und eine un-
physiologische Osmolaritit machen den Zellen das Uberleben schwer. Chronische Ent-
ziindungsprozesse fordern oder inhibieren Krebszellen in ihrem weiteren Wachstum. All
diese Verdnderungen im Tumormikromilieu wirken auf die Tumorigenese und
Tumorprogression ein. Dariiber hinaus iibt die klinische Medizin mit ihren zumeist zyto-
toxischen Therapien Einfluss auf das Tumormikromilieu aus. Tumorzellen lernen sich
anzupassen und Wege zu finden, wie sie trotz dieser Bedingungen iiberleben, proliferie-
ren und in Kdrperabschnitte mit besseren Lebensbedingungen migrieren konnen. Die hier
beschriebenen Anpassungsmechanismen aus einem Néhrstoffmangel heraus machen Tu-
more resistenter und letztlich aggressiver. Aus dem weitergehenden Verstindnis der
Wechselwirkungen zwischen Tumorzellen und ihrem Tumormikromilieu kénnen somit
neue effiziente Therapiemethoden entwickelt werden.

In dieser Arbeit wurde beschrieben, dass humane Kolon- und Pankreaskarzinome unter
Néhrstoffentzug zeitabhingig eine verminderte Zellproliferation aufweisen. Gleichzeitig
versuchen die Tumorzellen auf molekularer Ebene sowie auf Proteinniveau vermehrt ge-
gensteuernde Prozesse der Zellreparatur (heat shock Proteine), der Chemotherapieresis-
tenz (multiple drug resistance) und der Inflammation (7oll-like Rezeptoren) in Gang zu
bringen. Das konnte darauf hindeuten, dass einige wenige Tumorzellen versuchen, dar-
iiber den Néhrstoffmangel zu iiberleben und somit resistenter zu werden. Ob der durch-
gefiihrte Nihrstoffentzug zu einer Selektion von resistenteren Tumorzellen gefiihrt hat
oder durch Expressionssteigerung der untersuchten Gene bei einzelnen Krebszellen zu
einem weiteren Uberlebensvorteil fiihrte, bleibt unklar.

In vorliegender Arbeit wurde das Gen CD133 untersucht, welches sich als ein teils kont-
rovers diskutierter Marker fiir Tumorstammzellen etabliert hat. Die Ergebnisse wurden

wegen zu hoher Abweichungen zudem hier nicht weiter betrachtet.
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Ein vermehrter Nachweis von CD133-positiven Zellen nach Néhrstoffentzug wiirde eher
fiir eine Selektion von hoch malignen Tumorstammzellen sprechen. Zum Beispiel wurde
die Koexpression von ABCB5 und CD133 im malignen Melanom beschrieben, was nahe
legt, dass ABCBS5 von CD133-positiven Tumorstammzellen exprimiert wird [16]. Der
Nachweis einer dhnlichen Koexpression im Pankreaskarzinom wie beim malignen Mela-
nom wiirde diesen Verdacht erhirten. ABCBS kdnnte auf eine Chemotherapieresistenz in
soliden Tumorstammzellen hindeuten. Eine weitergehende Charakterisierung des Tumor-
mikromilieus und der zellphysiologischen und biochemischen Prozesse im Kolon- und
Pankreaskarzinom scheint gro3es Potential fiir einen umfassenderen Erkenntnisgewinn
zur Entwicklung neuer und effizienterer Therapieoptionen zu beinhalten. Anstrengungen
in dieser Richtung hegen die Hoffnung, in Zukunft eine Reduktion der Sterblichkeit beim

Kolorektal- und Pankreaskarzinom zu erreichen.
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8 Abkiirzungsverzeichnis

Abkiirzung Bedeutung

°C Grad Celsius

ug Microgram (= 107 1)

ul Microliter (= 10°1)

5-FU 5-Fluorouracil

ABC ATP-binding cassette

ABCBI1 ATP-binding cassette sub-family B member 1
ABCB5 ATP-binding cassette sub-family B member 5
ALDH aldehyd dehydrogenase

ASR altersstandardisierte Sterbeziffer

ATP Adenosintriphosphat

BCG Mycobacterium Bovis bacillus Calmette-Guérin
BCR-ABL Fusionsgene aus BCR- Gen und ABL-Gen
BLC2 B-cell lymphoma-2

BRAF B-Raf proto-oncogene
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Abkiirzung

Bedeutung

CD133 cluster of differenciation 133 (= PROM 1)
cDNA complementary DNA

CED chronisch entziindliche Darmerkrankung
CIS carzinoma in situ

CSC cancer stem cell (engl. Tumorstammzelle)
Ct-Wert cycle threshold

d Tag

DAB 3,3’-Diaminobenzidin

DAMPS damage associated molecular patterns
DC Dendritische Zellen

DNA deoxyribonucleic acid

EGF epidermal growth factor

EpCAM epithelial cell adhesion molecule

ephA2 ephrin-Rezeptor-A2

FACS fluorescence-activated cell sorting

FBS fetal bovine serum
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Abkiirzung

Bedeutung

g g-Kraft (1g = 9,81m/s)

GapDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
h Stunde

H>0, Wasserstoffperoxid

HCV Hepatitis-C-Virus

Her-2/neu human epidermal growth factor receptor 2
HMGBI1 high mobility group box-/

HPV Humane Papillom Viren

HRP horseradish peroxidase

HSP heat shock protein

HSP70 heat shock protein 70

HSP90 heat shock protein 90

IGF-1 insulin-like growth factor 1

IL-10 Interleukin-10

ILGFBP-1 insulin-like growth factor-binding Protein 1
kDa Kilodalton
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Abkiirzung Bedeutung

KRK Kolorektales Karzinom

LLR leucin-rich repeat

LPS Lipopolysaccarides

m/v Gewichtsprozent

mA Microampere (= 10 A)

MDR multiple drug resistance

MDR1 multidrug Resistance Protein 1

min Minute

ml Milliliter (= 107 1)

mRNA messenger RNA
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-

MTS (4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium

MW Mittelwert

MyDS88 myeloid differentiation primary response 88

NBD Nukleotidbindungsdoménen

NF-xB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
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Abkiirzung

Bedeutung

ng Nanogram (0 10)
nucleotide-binding domain and leucin rich repeat-containing
e receptor
Nm Nanometer (= 10 m)
PAMP pathogen-associated molecular pattern
PBS phospate-buffered saline
PCR polymerase chain reaction
PFHM II protein free hybridoma medium
P-gp P-Glykoprotein
PMS phenazine methosulfate
PROM1 prominin 1 (= CD133)
PRR pattern recognition receptors
R relative expression ratio
RLR retinoic acid-inducible gene I-like receptor
RNA ribonucleic acid
RT-PCR reverse transcription polymerase chain reaction

Sekunde
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Abkiirzung Bedeutung

SDS Sodiumdodecylsulfat
SDS-Page Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamitgelelektrophorese
SP side population

TGF-p transforming Growth Factor-§
TIR Toll/interleukin-1 receptor
TLR Toll-like Rezeptor

TLR1 Toll-like Rezeptor 8

TLR10 Toll-like Rezeptor 10

TLR2 Toll-like Rezeptor 1

TLR3 Toll-like Rezeptor 2

TLR4 Toll-like Rezeptor 3

TLRS Toll-like Rezeptor 4

TLR6 Toll-like Rezeptor 5

TLR7 Toll-like Rezeptor 6

TLRS Toll-like Rezeptor 7

TLRO Toll-like Rezeptor 9
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Abkiirzung

Bedeutung

TMD Transmembrandre Domédnen

TNF-a Tumornekrosefaktor-a

TP53 tumor protein p53

TRIF TIR-domain-containing adapter-inducing interferon-3
UICC Union internationale contre le cancer

V Volt

\2% Volumenprozent

VEGF vascular endothelial growth factor
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