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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom
Das kolorektale Karzinom (CRC) gehért zu den am haufigsten auftretenden

bdsartigen Tumoren beim Menschen und hat neben dem Mammakarzinom der
Frau und dem Bronchialkarzinom die héchste Mortalitatsrate. In Europa lag die
rohe Mortalitatsrate 2007 flr Dickdarm- und Mastdarmkrebs fir Manner bei
33,2/100000 sowie fur Frauen bei 31,1/100000 Einwohner. Die Zahl der Neuer-
krankungen liegt in Deutschland pro Jahr ungeféhr bei 70000 [1]. Dies ent-

spricht einer Inzidenz von etwa 87/100000 Einwohner in Deutschland.

Bei der Entstehung des kolorektalen Karzinoms spielen sowohl exogene als
auch endogene Faktoren eine Rolle. Einer der wichtigsten exogenen Risikofak-
toren stellt der westliche Lebensstil dar. Es besteht ein Zusammenhang zwi-
schen ballaststoffarmer, fett- sowie kalorienreicher Ernahrung, erhéhtem Alko-
holkonsum, Nikotinabusus sowie mangelnder Bewegung und einem erhdhten

Karzinomrisiko [2,3].

In Bezug auf die Karzinogenese sind vier Wege bekannt, die mit der Entste-
hung des CRCs in Verbindung gebracht werden. Dies sind Entstehung von
CRCs aus Adenomen, de novo Entwicklung, Vorliegen chronisch entziindlicher
Darmerkrankungen (Colitis ulcerosa, Morbus Crohn) und die Entstehung auf
Grund hereditérer Faktoren wie der familiaren adenomatdsen Polypose (FAP)
und dem hereditéaren nicht-polypdsen kolorektalen Karzinom (HNPCC). Beim
HNPCC spielt vor allem eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI), resultierend aus

Mutationen von DNA-mismatch-repair Genen, eine Rolle.

Die weitaus haufigsten malignen Tumoren des Darms sind jedoch sporadische
Karzinome, die aus adenomatésen Polypen entstehen [4]. Die Adenom-
Karzinom-Sequenz beschreibt ein multigenetisches Modell, das mehrere gene-
tische Alterationen einschlieBt [5]. Uber Jahre kann es von anfanglich unkontrol-
lierter Zellproliferation in den Krypten Uber Adenombildung sowie Dysplasien
zur Entwicklung maligner Zellen kommen. Am Anfang steht meist die Adenoma-
tosis polyposis coli- (APC) Genmutation, im Weiteren kommt es haufig zur Akti-
vierung von Onkogenen, wie dem K-ras Gen und zur Deletion des DCC (dele-
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ted in colorectal carcinoma) Gens. Die Mutation von p53, einem Tumorsuppres-
sorgen, scheint mit der wichtigste Schritt bei der Progression von Adenomen in
Adenokarzinome zu sein. Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkran-
kungen kénnen prakanzerdse Lasionen in den entzlindlich befallenen Darmab-

schnitten aufweisen [4].

1.2 HDGF
Hepatoma-derived Growth Factor (HDGF) ist ein Wachstumsfaktor, der erst-

mals 1994 aus konditioniertem Medium der humanen Hepatom Zelllinie HuH-7
isoliert wurde. HDGF-mRNA konnte in vielen untersuchten Zelllinien und nor-
malen Geweben ubiquitdr nachgewiesen werden [6]. Des Weiteren, vor allem
flr diese Arbeit von Bedeutung, konnte eine erhéhte HDGF-Expression in eini-
gen Malignomen als eigenstandiger prognostischer Faktor gezeigt werden [7].
Dies lasst vermuten, dass dieser Wachstumsfaktor eine Bedeutung in der Kar-
zinogenese verschiedener Gewebe hat, was auch die Tatsache der Erstisolati-

on aus einer humanen hepatozellularen Karzinomzelllinie nahelegt.

Physiologisch spielt HDGF in der Entwicklung von Niere [8], Leber [9,10], Darm
[11], Endothelzellen der Lunge [12], glatten Muskelzellen der Aorta [13] sowie
des fetalen Herzens [14] und der kardiovaskularen Entwicklung eine Rolle [13-
15], wie in einigen Tiermodellen nachgewiesen werden konnte. Im ZNS zeigt
HDGF neurotrophe Effekte [16]. Auch im adulten ZNS kann es in vielen Arealen
gefunden werden [17]. Seine Wirkung im Rickenmark steht in Zusammenhang
mit einem Einfluss von p53 an der Regulation [18].

Im Folgenden soll nochmals die Datenlage zur Rolle von HDGF im Darmgewe-
be reflektiert werden. Wie einige andere Gene ist HDGF in der embryonalen
Entwicklung des Darms anfangs sehr stark exprimiert. Die Expression nimmt
mit Fortschreiten der epithelialen Differenzierung ab, bis sie im adulten Darm
sehr gering ist. Zu Beginn der Organentwicklung von endodermalem zu vill6-
sem epithelialem Gewebe sind HDGF-mRNA sowie Protein, letzteres nur in den
Kernen der sich entwickelnden Zellen, zu finden. Im adulten Darm lasst sich
eine geringe Menge an HDGF im Kern von Epithelzellen, die sich zeitweise in
undifferenziertem Zustand befinden, nachweisen. Die Expression von HDGF

assoziiert invers mit dem Grad der zelluldren Differenzierung, koinzident ist eine
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Limitation anderer Marker der zellularen Differenzierung der kolorektalen Muco-
sa. Es liegt also eine negative Korrelation zwischen der H6he der HDGF-
Expression und dem Differenzierungsgrad des Darmepithelgewebes vor; ob es
sich hier lediglich um eine Koinzidenz oder einen ursachlichen Zusammenhang
handelt, ist aktuell noch Gegenstand der Forschung.

Es werden Gemeinsamkeiten im Mechanismus der Gene und eventuell stattfin-
dendem Gensilencing angenommen. Darlber hinaus wird ein Zusammenhang
mit der fetalen Entwicklung, Gewebedifferenzierung und geringer Expression im
adulten Gewebe vermutet. Dies kann auch hinweisend und entscheidend fir die
Reexpression einiger dieser Gene in Tumorgewebe sein. Im Weiteren wurde in
einer kleinen Serie eine erhéhte HDGF-Expression in Geweben von kolorekta-
len Karzinomen, vor allem bei Kolontumoren mit intaktem DNA-mismatch-repair
gefunden. Die gréBten Mengen an HDGF zeigten sich in Zellen mit invasivem
Charakter sowie stark undifferenzierten Zellen. Da HDGF sowohl in der Emb-
ryonalentwicklung als auch in der Entstehung von Karzinomen eine Rolle spielt,
stellt er ein onkofetales Protein dar [11]. Darlber hinaus steht eine erhéhte
HDGF-Expression in Zusammenhang mit einer gewissen Chemotherapie-
Resistenz bei CRCs [19].

HDGF spielt jedoch nicht nur bei der Entwicklung von kolorektalen Karzinomen
eine Rolle, sondern kann auch in einigen weiteren Malignomen gefunden wer-
den. Wie die Zellen der Erstisolation zeigen, weisen hepatozellulare Karzinom-
gewebe (HCC) eine erhdhte HDGF-Expression auf, sowohl nukledr als auch
zytoplasmatisch [20]. Die starkste Expression ist in Zellen mit geringem Diffe-
renzierungsgrad, bei Patienten mit hohen a-Fetoprotein-Werten sowie Tumoren
ohne Kapsel zu finden. Im Weiteren korreliert die Héhe der HDGF-Expression
sowohl mit einer schlechteren Uberlebensrate als auch mit einem kiirzeren
krankheitsfreien Intervall nach Resektion. HDGF stellt hier einen unabhangigen
prognostischen Marker dar [21]. Auch lasst sich eine schlechtere time-to-
progress- und Gesamtlberlebensrate bei starker HDGF-Expression beobach-
ten [22]. Eine neuere Studie zeigt zusatzlich zu den bisher beschriebenen Fak-
ten, dass die HDGF-Expression positiv mit der T- und N-Klassifikation sowie

dem klinischen Stadium des HCC korreliert [23]. Eine vor Karzinomnachweis
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feststellbare erhéhte HDGF-Expression zeigte sich bei Mausen mit Steatohepa-
titis [20].

Nukledres HDGF zeigt sich im Weiteren auch beim Pankreasgangkarzinom als
unabhangiger prognostischer Marker, eine geringe Expression geht mit einer
verbesserten 5-Jahreslberlebensrate und Gesamtlberlebensrate einher.
Schlechte Prognosen flr das Pankreaskarzinom liegen vor allem an den loka-
len Rezidiven, dessen Auftreten mdglicherweise mit den verschiedenen zellula-
ren Zusammenhangen von HDGF mit essentiellen biologischen Ereignissen der
Karzinogenese, wie Antiapoptose, Angiogenese, Invasivitat und Proliferation, zu
erklaren ist [7]. Auch bei malignen Magentumoren wurde HDGF als prognosti-
scher Faktor fur Tumorrezidiv, krankheitsfreies Intervall und Gesamtiiberleben
nachgewiesen [24]. AuBerdem zeigt sich HDGF als wertvoller prognostischer
Marker beim extrahepatischen cholangiozelludren Karzinom (Klatskin-Tumor)
nach kurativer Therapie [25].

Dartber hinaus spielt HDGF auch bei gastrointestinalen Stromatumoren eine
Rolle. Hier findet man sowohl eine erhdéhte nukleare wie auch zytoplasmatische
Expression, beide stellen prognostische Marker far friher auftretende Rezidive
sowie ein kirzeres Gesamtlberleben dar. AuBerdem zeigt sich ein Zusammen-
hang in der Expressionshéhe nuklearen HDGFs mit einer gesteigerten Prolife-
rationsaktivitdt des Tumors. Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA) und Ki-
67 sind in ihrer Expression gesteigert. Eventuell erh6ht HDGF, wie auch PCNA
und Ki-67, die mitogenetische Aktivitdt im Kern und steht so mit dem Prolifera-
tionsgrad in Beziehung. Es bestehen weitere Korrelationen zu TumorgréBe,
Tumormitose und Risikokategorien. Bei zytoplasmatischem HDGF lassen sich
nicht alle Korrelationen so wieder finden [26]. In einer weiteren Studie wurde
speziell auf die kolorektal lokalisierten gastrointestinalen Stromatumoren einge-
gangen, die im Vergleich zu Stromatumoren des Magens und Dinndarms mit
noch héheren HDGF-Expressionen einhergehen. Auch hier weisen erhdhte
nukledre und zytoplasmatische HDGF-Mengen auf eine schlechtere Prognose
mit verkiirztem krankheitsfreien Uberleben hin. Vor allem fiir nukleares HDGF
bestehen Korrelationen mit Tumormitoserate, TumorgréBe, Risikokategorien

sowie Zellpleomorphologie, auBerdem der PCNA- und Ki-67-Expression [27].
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Eine weitere Neoplasie in der erhéhte HDGF-Mengen im Vergleich zu norma-
lem Gewebe festgestellt werden, sind die Melanome [28]. Auch fir das nicht-
kleinzellige Bronchialkarzinom (NSCLC) konnte HDGF als unabhangiger prog-
nostischer Parameter fir das Krankheitsstadium 1 [29] und den Zustand nach
RO-Resektion [30] in zwei Studien ermittelt werden. Jedoch sind die genauen
Wirkmechanismen und Funktionsweisen Uber den Einfluss auf verschiedene
Karzinomarten immer noch weitgehend unklar. In einer Studie zum NSCLC
konnte durch eine reduzierte Expression von HDGF eine Abnahme der Invasi-
onsfahigkeit sowie ein reduziertes mediumunabhangiges Wachstum, einem
Merkmal maligner Transformation, festgestellt werden [31]. Zudem wurde ein
Einfluss auf die Expression einiger in Neoplasien vorkommenden Genen beo-
bachtet.

Im Tierversuch wurde eine verminderte Zahl an GefaBen und vermehrte Tu-
mornekrosen festgestellt, was vermuten lasst, dass HDGF an der Angioneoge-
nese beteiligt ist und somit fir Tumorentwicklung und Progression wichtig zu
sein scheint. Die Nekrosen entstehen eventuell auf Grund fehlender oder
schlechter Blutversorgung [31]. In einer Studie an Mausen konnte gezeigt wer-
den, dass HDGF sowohl direkte angiogenetische Effekte hat als auch die Sti-
mulation der Angiogenese Uber Induktion der Expression des Vascular Endo-
thelial Growth Factor (VEGF) in Tumorzellen mit erhdéhter HDGF-Expression
bewirkt [32]. Einen weiteren Wirkmechanismus, mit dem HDGF Einfluss auf die
Karzinogenese hat, stellt die Aktivierung der Extracellular Signal-Regulated Ki-
nase 1 (ERK1) sowie ERK2 und damit die Steigerung des mediumunabhangi-
gen Wachstums in bestimmten Zellen des Magenkarzinoms dar. ERK1/2 un-
terstltzt das Zelliberleben und die Proliferation. Auch ein Einfluss auf die Kar-

zinogenese wird angenommen [33].

Als erster therapeutischer Ansatz konnte im NSCLC eine antitumordse Aktivitat
durch anti-HDGF-Antikérper, verstarkt durch Kombination mit Chemotherapeu-
tika, beobachtet werden [34].
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Das monomere Peptid HDGF zeigt eindeutige Homologien zur High Mobility
Group-1 (HMG-1), einem ubiquitéar vorkommenden Protein, jedoch fehlen die flr
HMG-1 typischen DNA-bindenden Bereiche, die sogenannte HMG-Box [6]. Um
seine wachstumsstimulierende Wirkung zu erreichen, missen die HDGF-
Monomere Uber Disulfidbriicken in Verbindung treten [6,35].

HDGF stellt ein Protein mit zwei Doméanen dar, die N-terminal gelegene Homo-
logue to Amino Terminus of HDGF-Region (HATH-Region) (AS 1-100), die
geordnet vorliegt, und die ungeordnete C-terminale Doméane (AS 101-240). Sie
spielen verschiedene Rollen in der Auslbung der Funktionen von HDGF
[36,37].

Der untersuchte Wachstumsfaktor bildet mit fiinf anderen Faktoren, HDGF rela-
ted proteins 1-4 und Lens Epithelium-derived Growth Factor (LEDGF) eine Pro-
teinfamilie [38]. HDGF zeigt mit allen Mitgliedern Ahnlichkeiten im N-terminal
gelegenen Aminosaurebereich, der HATH-Region [39]; diese Region ist fir die
Translokation in den Kern mitverantwortlich [37]. Die HATH-Sequenz beinhaltet
eine der beiden nukledren Lokalisierungssequenzen (NLS1, "KPNKRK®) von
HDGF [37]. Die zweite NLS findet sich in der genspezifischen C-terminalen Re-
gion von HDGF (NLS2, "**KRRAGLLEDSPKRPK'™). Diese zweite NLS ist vor
allem fir die nuklearen Funktionen wichtig [37]; ihr basisches Cluster ist ent-
scheidend flr das nukleare Targeting und sie spielt auch eine Rolle bei der
HDGF-induzierten Mitogenese [15,37].

Nach Translokation von HDGF in den Kern kommt es zur DNA-
Synthesesteigerung sowie zur Proliferationssteigerung durch Mitogenese. Ob
HDGF als Induktor der DNA-Synthese wirkt oder die Regulation der Gentrans-
kription beeinflusst, erscheint noch unklar. Sicher ist, dass kein direkter antia-
poptotischer Effekt vorliegt [13]. Sowohl endogene Uberexpression als auch
exogen zugefuhrtes HDGF zeigen proliferationssteigernde Wirkung. HDGF
konnte jedoch nur in Zellen mit aktiver DNA-Synthese nachgewiesen werden.
Es konnte gezeigt werden, dass die HATH-Region alleine nicht zur Stimulierung
der DNA-Synthese ausreicht. Jedoch erfolgte durch den genspezifischen Pro-

teinteil, in dem die NLS2 lokalisiert ist, eine identische Stimulation wie durch
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das gesamte Protein. AuBerdem kann intrazellulares HDGF auch ohne HATH-
Region die DNA-Synthese steigern, externes HDGF kann ohne HATH-Region
jedoch nicht in die Zelle aufgenommen werden. Dies lasst vermuten, dass
HDGF exogen mit Hilfe der HATH-Region eventuell liber einen noch unbekann-
ten Rezeptor in die Zelle internalisiert wird und dann in den Kern aufgenommen
wird [37], nach Aufnahme in den Kern mit dem Chromatin in nicht spezifischer
Art [40] interagiert und seine speziellen Funktionen wohl Uber die genspezifi-
schen C-terminalen Regionen vermittelt werden [41].

Es konnte gezeigt werden, dass flr eine direkte DNA-Bindung von HDGF tat-
séchlich die HATH-Region verantwortlich und die vollstdndige Region notwen-
dig ist [42]. Nachdem jedoch die HATH-Region nicht zwingend fir die DNA-
Synthese bendtigt wird [21,37], scheint die Wirkung von HDGF nicht nur Gber
DNA-Bindung der HATH-Region vermittelt zu werden. Die Interaktion zwischen
HDGF und DNA erfolgt Gber ein mindestens 37bp langes DNA-Motiv [42]. Die-
ses Element ist interessanterweise Teil des Alu DNA repeats [42-44], welcher in
allen bislang gefundenen Promotoren von HDGF-getriggerten Genen vor-
kommt. So stellt HDGF ein Protein mit direkter DNA-Bindung dar, wodurch es
repressiv auf die Expression bestimmter beeinflusster Gene wirkt [42].

Es wird angenommen, dass HDGF in para- und autokriner Form als Sekre-
tionsprotein wirkt [13,35], sowie als nukledrer Faktor Einfluss auf die Gentrans-
kription oder DNA-Synthese nimmt [13]. Auch zeigte sich, dass HDGF nuklear
[6,13] und zytosolisch [6,8,13] vorliegt, vermutlich abhéngig von Zelltypus, spe-
zieller Funktionsweise und Zellzyklusphase, wobei die Hauptlokalisation im
Kern liegt [13]. Ein anderer Teil der HATH-Region, HATH81-100, zeigt, dass
HDGF nicht nur endogen im Kern Uber das Carboxyl-Ende proliferationsstei-
gernd wirkt, sondern auch noch ein anderer Wirkmechanismus existiert. Exter-
ne Stimulation durch Bindung des HATH81-100-Teils an die Zellen resultiert in
einer Proliferationsantwort. Dies unterstitzt die Vermutung des Vorliegens ei-
nes speziellen HDGF-Rezeptors an der Zelloberflache [45].

Im Bezug auf apoptotische Funktionen von HDGF ist bisher wenig bekannt mit
teils inkonkruenten Ergebnissen. HDGF wurde als Phospho-Protein in Endo-
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thelzellen identifiziert, das nach Apoptoseinduktion von Tumor Nekrose Faktor
(TNF)+Cyclophosphamid, dephosphoryliert wird. Diese posttranslationale Modi-
fikation findet in der Anfangsphase der Apoptose statt [46]. Es wird vermutet,
dass ein knock-down von HDGF in Karzinomzellen nicht nur in einer Suppres-
sion des Wachstums resultiert, sondern auch in einer Stimulation der Apoptose.
Dies geschieht Giber eine Induktion der Expression und Anderung des Phospho-
rylierungsstatus von Bad mit konsekutiver Induktion des intrinsischen Apopto-
sewegs. Des Weiteren kommt es zu einer Inaktivierung von ERK und Akt [47].
Aber nicht nur der intrinsische sondern auch der tber Fas-vermittelte extrinsi-
sche Apoptoseweg, und deren beider Interaktion vermitteln vermutlich die Wir-
kung von HDGF als Uberlebensfaktor fiir Karzinomzellen [48]. Auch konnte
speziell fir CRCs ein Zusammenhang zwischen Apoptoseinduktion bei ge-
hemmter HDGF-Expression beobachtet werden [49]. In einer friiheren Studie
wurde jedoch im Gegensatz dazu gezeigt, dass Gensilencing von HDGF in He-
la-Zellen zu einer Inhibition der TNFa/Cycloheximid induzierten Apoptose flhrt.
HDGF wird in dieser Arbeit mit der TNFa-induzierten Freisetzung von proapop-
totischen Faktoren wie Cytochrom C und Smac/Diablo (Second mitochondria-
derived-activator of caspase/direkt inhibitor of apoptosis binding protein with low
pl) aus Mitochondrien in Zusammenhang gesetzt [50].
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1.3 Interleukine
Besonderes Interesse liegt in der Erforschung der Rolle, die HDGF in der Kar-

zinogenese des kolorektalen Karzinoms (CRC) spielt, und die Mechanismen
tber welche HDGF reguliert wird. Dass HDGF von externen Stimuli beeinflusst
wird, konnte bereits gezeigt werden [51]. In der vorliegenden Arbeit wurde die-
ser Einfluss nochmals genauer bezlglich der Wirkung bestimmter Interleukine

auf die HDGF-Expression untersucht.

Interleukine (ILs) gehdren zu den Zytokinen, welche regulatorische, kbrpereige-
ne Proteine darstellen. Diese werden von vielen verschiedenen Zellen transient
ausgeschittet und wirken vor allem autokrin sowie parakrin. Sie haben pleiotro-
pe Funktionen, von Bedeutung sind sie unter anderem bei inflammatorischen
Prozessen, Reparatur- sowie Schadigungsvorgangen, bei der Entstehung bzw.
Bekampfung bestimmter Erkrankungen, immunologischen Prozessen und vie-
lem anderen. Die Interleukine lassen sich je nach sezernierender Zelle und
spezifischen Aufgaben in zwei Gruppen teilen. Die Monokine, welche haupt-
sachlich von Makrophagen ausgeschuttet werden und ferner die unspezifische
Abwehr mit steuern. Hierzu gehért auch das in dieser Arbeit angewendete Inter-

leukin 1beta.

Zum Anderen die Lymphokine, die von T-Lymphozyten sezerniert werden und
vor allem bei antigenspezifischen Reaktionen eine Rolle spielen. Hierunter fal-
len die Interleukine 4, 5, 8 und 13 [52,53].

In Bezug auf maligne Prozesse kdnnen Zytokine sowohl férdernde als auch
hemmende Funktionen zeigen. Sie nehmen unter anderem Einfluss bei der
Modulation der Expression von Tumorantigenen und Adhasionsmolekilen. Au-
Berdem kdnnen sie sowohl die Zusammensetzung von infiltrierenden Zellen als
auch die Aktivitat von tumorinfiltrierenden Lymphozyten verandern, sowie die
Produktion von immunsuppressiven Faktoren durch Tumorzellen beeinflussen
[54].

1.3.1 Interleukin 1beta

Interleukin 1beta gehdrt zur Interleukin 1 Familie [55]. Von March wurden 1985
sowohl IL 1alpha als auch IL 1beta isoliert [56]. Fur die IL 1 Genfamilie sind

zwei Rezeptoren (IL1RI [57], IL1RII [58]) und ein akzessorisches Bindungspro-
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tein, IL-1-RAcP [59], bekannt. Der IL1RII stellt ein Decoy-Molekdl, vor allem fir
IL 1beta, dar. Dies bedeutet, es wird keine Signaltransduktion induziert; er bin-
det IL 1beta und verhindert so die Bindung an den IL1RI und somit das Auslé-
sen eines Signalwegs [60]. IL 1beta bindet zunachst an IL1RI, durch Bildung
eines Komplexes des Rezeptors mit dem IL-1-RAcP erhéht sich die Bindungs-
affinitdt und nur durch diesen Komplex kann die Signaltransduktion erfolgen
[61]. Unter Umstanden besteht der Rezeptorkomplex auch schon zuvor und
IL 1beta kann direkt mit starker Affinitat binden [62].

IL-1
‘ IL-1RAcP

A
IL-1RI
L A —_— A
—

lB-Kinase Komplex MAP-Kinase Familie
P vP_+P P
X +—C® NFxB

" NFxB

,4"'—‘ A
\\/

Abbildung 1:  Darstellung der Signalwege von IL 1beta
Modifiziert nach [63], Erlauterung siehe Text

Far inflammatorische und immunologische Reaktionen wichtige Signalwege
sind die Aktivierung des Nukledren Faktors « B (NFxB), von p38 Mitogen-
Activated Protein Kinase (MAPK), ERK1, ERK2 und der c-Jun N-terminal Kina-
se (JNK) [64]. Dartber hinaus kommt es zur Translation von NF«B in den Kern
und zur Transkription von IL 1beta getriggerten Genen [65,66]. Auch ERK1 und
ERK2 scheinen Einfluss auf die Transkription zu nehmen. P38 und JNK sind fir
die Stabilisierung induzierter mRNA zustandig [67]. JNK flhrt zur Phosphorylie-
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rung des Activating Protein 1 (AP 1), einem weiteren wichtigen nukledren Fak-
tor [63]. In den Signaltransduktionsketten spielen verschiedene Adaptoren so-

wie Kinasen eine Rolle [67] (siehe Abbildung 1).

Produziert wird IL 1beta unter anderem von aktivierten Makrophagen, Keratino-
zyten, B-Lymphozyten und Fibroblasten [68]. IL 1beta ist ein hoch entziindlich
wirkendes Interleukin, daher ist es vor allem fir die Pathogenese inflammato-
rischer Prozesse von Bedeutung. AuBerdem bei der Induktion von Immunant-
worten sowie bei der Mediation autoimmunologischer Erkrankungen, die mit
chronischen Entziindungsreaktionen einhergehen. Dies steht in Verbindung mit
der Induktion von Cyclooxygenase-2 (COX-2), der vermehrten Expression von
Adhasionsmolekilen, der Produktion von Akut-Phase-Proteinen sowie der Syn-
these weiterer proinflammatorischer Faktoren durch IL 1beta [55,67].

IL 1beta ist bei Patienten mit aktiver Colitis ulcerosa wie auch bei Morbus Crohn
héher exprimiert. Auch zeigt sich, wie flr IL 5, dass IL 1beta in Kolonkarzinom-
zellen (Caco-2-Zelllinie) den durch IGF-Il induzierten Wachstumseffekt verstarkt
[69]. Der vermutete Mechanismus liegt in der Inhibition des Insulin-like Growth
Factorbinding Protein (IGFBP-2) und der IGFBP-4 Produktion und dadurch an-
steigender Insulin-like Growth Factor (IGF) Verfagbarkeit [69,70]. AuBerdem ist
IL 1beta ein starker Induktor der COX-2. Die erhéhte Produktion der COX-2
steht in Verbindung mit Entziindungsreaktionen. Es kommt zur gesteigerten
Prostaglandinsynthese und zu einer Schmerzhypersensibilitdt [71]. Es konnte
gezeigt werden, dass sowohl IL 1beta als auch COX-2 wichtige Mediatoren bei
entzindlichen Darmerkrankungen sowie der Pathogenese des Kolonkarzinoms
darstellen [72].

Ein induzierender Einfluss von IL 1beta auf die Angiogenese sowie Invasivitat
l&sst sich fur verschiedene Tumorzellen zeigen [73]. IL 1beta zeigt stimulieren-
den Einfluss auf die VEGF- sowie die IL 8 Synthese in Zellen des Kolonkarzi-
noms (Zelllinien SW620 und HT29). Beide stellen Faktoren mit angiogeneti-
scher Potenz dar [74].
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AuBerdem wird IL 1beta bei Patienten mit Helicobacter pylori (H. p.) Besiedlung
vermehrt exprimiert und scheint eine Rolle bei der Entwicklung des H. p.- asso-

Ziierten Magenkarzinoms zu spielen [75].

1.3.2 Interleukin 4
IL 4 wurde von Yokota erstmalig isoliert [76]. Der Rezeptor fur IL 4 (IL4R) [77]

besteht aus zwei Untereinheiten, der IL4Ra-Kette und der yc-Kette, und findet
sich auf einer Vielzahl von Zellen. Die a-Kette bindet IL 4 und vermittelt seine
wachstumsférdernden und transkriptionsaktivierenden Funktionen [78]. Die yc-
Kette, die eine Komponente vieler Zytokinrezeptoren darstellt [79], ist fUr die
Amplifizierung der Signale zusténdig [78]. IL 4 kann seinen Rezeptor selbst
hochregulieren [80]. Ferner Iasst sich ein zweiter Rezeptor finden, bei dem die
a-Kette mit einer Untereinheit des IL 13-Rezeptors, dem IL13RA1, in Verbin-
dung tritt [81].

Nach der Bindung kommt es zur Dimerisierung der beiden Rezeptorketten. Die
zytoplasmatischen Anteile beider Rezeptoruntereinheiten sind fir die Signal-
transduktion von Bedeutung [82-84]. Entweder tritt der membranproximale An-
teil der a-Kette in Wechselwirkung mit Janus tyrosine kinase (JAK1) oder der
membranproximale Anteil der yc-Kette assoziiert mit JAK3 [85], die daraufhin
aktiviert wird. Die aktivierte JAK phosphoryliert und aktiviert den Signal Trans-
ducer and Activator of Transkription (STAT6). Der Tyrosinphosphorylierung von
STATS6 folgt die Dimerisierung der STAT6-Molekiile mit anschlieBender Trans-
lokation in den Kern. STAT6 bindet an eine bestimmte Stelle der DNA in der
Promotorregion von IL 4 getriggerten Genen [86]. Ein weiterer Signalweg stellt
die Aktivierung von Insulin receptor substrate 2 (IRS-2) dar. IRS-2 bindet an
IL4Ra [87] und wird von JAK1 und JAK3 phosphoryliert. Es kommt zur Aktivie-
rung von Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase) mit folgender Aktivierung der
Akt [88]. Dieser Signalweg vermittelt vermutlich Wachstums- sowie Uberle-

benssignale in einigen Zelltypen [88,89] (siehe Abbildung 2).
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Abbildung 2: Darstellung der Signalwege von IL 4 und IL 13
Modifiziert nach [86], Erlauterung siehe Text

In Zellen einer Kolonkarzinomzelllinie phosphoryliert IL 4 nur JAK1, JAK2 sowie
Tyrosinkinase-2, jedoch nicht JAK3. Die Phosphorylierung findet ohne Einbe-
ziehung der yc-Kette statt [90]. Die Tyrosinphosphorylierung von IRS-1 durch
IL 4 Bindung wird in Zusammenhang mit einem wachstumsinhibierenden Signal

in kolorektalen Karzinomzellen gebracht [91].

Interleukin 4 wird vor allem von CD4*-TH,-Zellen produziert [92], zudem von
Basophilen [93] und Mastzellen [94].

Es zeigt stimulierende Effekte auf die B-Zell-Proliferation und Differenzierung,
hat aber auch auf viele andere Zellen wachstumsférdernden Einfluss [95]. IL 4
ist das wichtigste Zytokin im Bezug auf die Induktion von TH»>-Zellen [96]. Ne-
ben diesen Funktionen spielt es bei der Produktion von Immunglobulin (lg) E
eine wichtige Rolle [97]. Eine weitere Aufgabe von IL 4 stellt die Expression be-
stimmter Zelloberflachenmolekile, die fir immunologische Prozesse wichtig
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sind, dar [98]. AuBerdem von Bedeutung ist seine Rolle bei der Immunregula-

tion mit starker Gewichtung der TH»-Zelltyp-Antworten [99].

IL 4 zeigt starke antiinflammatorische Effekte, welche Uber unterschiedliche
Mechanismen vermittelt werden [100,101]. Auf Mastzellen wirkt IL 4 proliferati-
onsférdernd und stimuliert die Histaminfreisetzung [102]. IL 4 hat einen induzie-
renden Effekt auf die Endothelzellproliferation der Kapillaren [103]. In experi-
mentellen Modellen zu bestimmten Krankheiten konnte eine protektive und an-
tiinflammatorische Rolle von IL 4 bei Autoimmunerkrankungen gezeigt werden
[53].

Von besonderer Bedeutung ist die Tatsache, dass IL 4 eine gewisse antitumor-
Ose Aktivitat aufweist, wie in Mausmodellen beobachtet wurde [104]. Ein direk-
ter antitumordser Effekt durch IL 4 wird unter anderem auch fir Karzinome des
Darms angenommen [105,106]. Des Weiteren verandert IL 4 eventuell die Fa-
higkeit zur Invasion und Metastasierung von kolorektalen Karzinomen [107].

In neueren Studien konnte jedoch gezeigt werden, dass IL 4 protektiv auf be-
stimmte Zellen des Kolonkarzinoms in Bezug auf die Apoptose wirkt [108]. Es
wird vermutet, dass es sich um sogenannte Cancer Stem Cells (CSC) handelt,
die das Tumorwachstum aufrechterhalten [109,110]. IL 4 wird in Kolonkarzi-
nomzellen sehr stark exprimiert und tragt vermutlich zur Resistenz gegen Che-
motherapeutika-induzierten Zelltod der CSC bei. Das Uberleben dieser Zellen
wird wahrscheinlich durch erhdhte Expression antiapoptotischer Proteine ver-
mittelt [108]. Die bekannte Korrelation zwischen chronischer Entziindung und
dem Kolonkarzinom l&sst einen Einfluss inflammatorisch wirkender Zytokine auf
die Tumorentwicklung vermuten. Bei erkrankten Patienten konnten héhere THo-
Zellzahlen gefunden werden. Diese sind fur die Produktion von IL 4 und IL 6
verantwortlich. Die hohe Konzentration von IL 4 in der Tumorumgebung hat
wahrscheinlich einen immunsuppressiven Effekt und erleichtert so das Tumor-
wachstum. Auch die Epithelzellen des Kolonkarzinoms selbst sowie CSCs kdn-
nen Interleukine autokrin produzieren. Es zeigte sich, dass IL 4 nicht nur CSCs
sondern auch Mature Cancer Cell (MCCs) vor Apoptose schitzen kann [111].
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Das aktivierte STAT6-Molekul induziert die Expression verschiedener Gene, die
mit Anderung der Zelldifferenzierung, des Wachstums sowie der Entwicklung
von Apoptoseresistenz in Zusammenhang stehen. Kolonkarzinomzellen (HT29-
Zelllinie) mit aktiver STAT6 gehen mit einer Resistenz gegen Apoptose und mit
einem héheren Grad an Invasivitdt und Metastasierungshaufigkeit einher. Hier
konnte eine erhéhte Expression antiapoptotischer und prometastatischer Gene
nachgewiesen werden. Die Vergleichszellen (Caco-2) mit defekter STAT6 war-
en anfallig fir vermehrten Zelltod und zeigten geringere Invasivitat sowie Me-
tastasierungsfahigkeit. Es lieBen sich vermehrt auftretende proapoptotische,
proinflammatorische sowie antimetastatische Gene nachweisen. Somit scheint
ein aktiver STAT6-Signalweg nicht nur mit Zellwachstum und Apoptoseresis-
tenz in Zusammenhang zu stehen, sondern auch Einfluss auf die Karzinogene-
se durch Unterstitzung der Invasions- bzw. Metastasierungsfahigkeit zu haben
[112]. Sowohl fur IL 4 als auch fir IL 13, zwei TH>-Typ Zytokine, lieBen sich in-
hibierende Wirkungen auf die Zelladhdsion zwischen Kolonkarzinomzellen zei-
gen. Da veranderte Zell-Zellkontakte vermutlich die Invasions- und Metastasie-

rungsfahigkeit mitbestimmen, kdnnte hier ein Zusammenhang bestehen [113].

1.3.3 Interleukin 5
Interleukin 5, das 1987 isoliert wurde [114], befindet sich wie IL4 und IL 13

[115] auf dem Chromosom 5 [116]. Der Rezeptor fiir dieses Interleukin besteht
aus zwei Komponenten, der a-Kette und der B-Kette, welche mit der B-Kette
des Rezeptors flr den Granulocyte-Makrophage Colony-Stimulating Factor
(GM-CSF) identisch ist [117]. IL 5 wird Uber die a-Kette gebunden. Diese Bin-
dung wird durch die Interaktion mit der B-Kette verstarkt. Fir die Signaltrans-
duktion sind die proximalen Anteile der zytoplasmatischen Domane beider Ket-
ten entscheidend [118]. Es kommt zur Dimerisierung mit Verbindung der beiden
Ketten Uber Disulfidbriicken [119]. AnschlieBend folgt eine Aktivierung von
JAK2 oder anderen Tyrosinkinasen sowie eine Tyrosin [120] - und Serinphos-
phorylierung [121] des zytosolischen Anteils der B-Kette [122]. Uber IL 5 kénnen
verschiedene Signalwege aktiviert werden. Hier soll genauer auf den Ras/ERK-
sowie den JAK2/STAT-Weg eingegangen werden. Nach einigen Zwischen-

schritten, an denen verschiedene Adaptoren, unter anderem GTPasen, beteiligt
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sind, kommt es Uber den Ras/ERK-Signalweg zur Aktivierung von Ras, einem
p21 G-Protein. Im Weiteren findet die Aktivierung von Raf-1 durch Tyrosinkina-
sen statt. Raf-1 reguliert ERK, das der MAPK-Familie angehért, mit Hilfe der
MAK oder der ERK Kinase. Dieser Signalweg ist unter anderem wichtig zur
Uberlebenssicherung bestimmter Zelltypen. Im zweiten Signalweg wird durch
JAK2 im Falle von IL 5 hauptsachlich STAT5 phosphoryliert. Dieses translatiert
in den Kern und bindet lber das y-Activating Sequence Motiv (GAS-Motiv) in
der Promoterregion bestimmter Gene. IL 5 kann mit diesen Signalwegen unter-
schiedliche Effekte auf Eosinophile austiben [123] (siehe Abbildung 3).

5
ZYTOKINE (IL-3)

MEMBRAN

Abbildung 3:  Darstellung der Signalwege IL 5
Modifiziert nach [124], Erlauterung siehe Text

IL 5 dient als Hauptregulator der Reifung [125] und Differenzierung [126] von
Eosinophilen und der Entwicklung einer Eosinophilie [127]. Es verstarkt die
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Chemoattraktion von Eosinophilen [128] und sorgt fir deren Aktivierung [129].
AuBerdem unterstiitzt IL 5 das Uberleben der Eosinophilen durch Verzégerung
der Apoptose [127]. All dies tragt in bestimmten Situationen zur Immunabwehr
gegen einige Pathogene bei. Jedoch spielen die Effekte von IL 5 auch in der
Pathogenese von Erkrankungen wie Asthma und dem Syndrom der Hypereosi-
nophilie [130] sowie bei bestimmten inflammatorischen Krankheiten, die durch
Eosinophile getriggert sind, eine wichtige Rolle [131]. Fir die erhdhte Ig E Pro-
duktion, die oft bei Erkrankungen mit Eosinophilie vorliegt, ist jedoch IL 4 ver-
antwortlich [132,133].

Des Weiteren nimmt IL 5 Einfluss auf die Ig A Produktion. Mit der Fahigkeit, die
Ig A Sekretion [134] anzuregen, tragt IL 5 eventuell zur Bekampfung bakterieller
Infektionen des Gastrointestinaltrakts sowie der Mucosa bei [135]. AuBerdem ist
IL 5 bei der Reifung von B-Zellen sowie deren Wachstum und Differenzierung
bedeutsam [127,136]. Interleukin 5 wird hauptsachlich von THx-Lymphozyten
produziert [127], darUber hinaus von Mastzellen [137] und Eosinophilen [138].

Eine Eosinophilie lasst sich des Weiteren bei vielen verschiedenen Tumoren
finden. In einigen Féllen geht diese Erhéhung mit einer besseren Prognose ein-
her [139], auch fir maligne Kolontumoren konnte dies gezeigt werden [140]. Die
zuvor erwahnten antitumorésen Effekte von IL 4 scheinen mit der Zytotoxizitat
durch Eosinophile in Zusammenhang zu stehen [141]. Andererseits spricht eine
tumorassoziierte Erhéhung der Eosinophilenzahlen im peripheren Blut fir Dis-
seminierung, spate Manifestation und schlechte Prognose [142]. In einer Studie
mit disseminiertem Kolonkarzinom bestatigte sich dies [143]. Hier wurde die
periphere Eosinophilie mit der Produktion bestimmter Zytokine (IL 3, IL 5, GM-
CSF) durch das Tumorgewebe selbst in Verbindung gebracht. Bei Tumorresek-
tion ging die Eosinophilie zurtick und konnte bei Tumorrezidiv wieder vermehrt

beobachtet werden.

Einen inhibierenden und suppressiven Effekt auf das Tumorwachstum durch
IL5 lieB sich in Mausmodellen, in die Kolonkarzinomzellen C26 eingebracht
wurden, feststellen. Die C26-Zellen wurden zuvor mit mIL 5 transfiziert und pro-
duzierten selbst IL 5 [144].
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IL 5 kann als proinflammatorisches Interleukin bei Patienten mit Colitis ulcerosa
gefunden werden. Auf Grund dessen wurde der Einfluss von IL 5 auf kolorekta-
le Karzinomzellen untersucht. Es zeigte sich, dass IL 5 und in geringerem MaBe
auch IL 1beta den durch IGF-1l induzierten Wachstumseffekt auf Kolonkarzi-
nomzellen (Caco-2-Zelllinie) verstarken. Da sich keine IL 5 Rezeptoren auf die-
sen Zellen nachweisen lieBen, sich jedoch eine Expression des IGF-Rezeptors
zeigte, wird die Existenz eines bisher unbekannten Rezeptors vermutet. Ande-
rerseits ist es vorstellbar, dass IL 5 die Signaltransduktion des IGF-1R verstarkt
bzw. durch Konformationsédnderung des Rezeptors die Bindung von IFG-Il er-
héht wird. Diese Wirkung von IGF-Il sowie die synergistische Wirkung von IL 5
stellen einen mdglichen Mechanismus dar, der das erhdhte Risiko fir die Ent-
stehung von Kolonkarzinomen bei Colitis ulcerosa Patienten mit beeinflusst
[69].

1.3.4 Interleukin 8

Interleukin 8 gehért zu den Chemokinen und ist ein Mitglied der CXC- Familie
[145]. Es existieren zwei Rezeptoren flur IL 8 [146]. Der Interleukin 8 Rezeptor
Typ 1 (ILBRA) [147], der seletiv IL 8 und Granulocyte-Chemotactic Protein-2
(GCP-2) bindet [148], sowie der Interleukin 8 Rezeptor Typ 2 (IL8RB) [146], der
auch andere Mitglieder der Chemokinfamilie binden kann.

Beide Rezeptoren gehéren den G-Protein gekoppelten Rezeptoren an. Nach
Bindung des Chemokins kommt es zur Aktivierung verschiedenster heterotrime-
ren G-Proteine (GaBy). Diese wiederum setzen unterschiedliche Signalwege in
Gang. Es kommt zur Aktivierung von PI3-Kinase mit Phosphorylierung von Akt
[148], oder der Phospholipase C (PLC) [148,149] mit konsekutiver Phosphory-
lierung von Proteinkinase C (PKC). Ein dritter Weg ist die Aktivierung des
RasGTPs mit der darauf folgenden Signalkaskade Uber Raf, Mek, Erk1. Diese
Signalwege fuhren zur Translation bestimmter Proteine und zur Regulation der
Aktivitat verschiedener Transkriptionsfaktoren. Diese Transkriptionsfaktoren
haben Einfluss auf Zellproliferation, Metabolismus und Uberleben von Zellen,
Angiogenese sowie Invasionsfahigkeit bestimmter Zellen. Abgesehen davon
kénnen durch IL 8 auch monomere G-Proteine (RhoGTPase, RacGTPase) so-

wie non-recetpor Tyrosinkinasen aktiviert werden. Diese Signalwege haben un-
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ter anderem Einfluss auf die Beschaffenheit des Zytoskeletts [148]. AuBerdem
kann es zur Phosphorylierung des Vascular Endothelial Growth Factor Recep-
tor-2 (VEGFR-2) in Endothelzellen mit Einfluss auf die Regulation der Endo-
thelbarriere kommen [148,150] (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Darstellung der Signalwege von IL 8
Modifiziert nach [148], Erlauterung siehe Text

Die Produktion von IL 8 erfolgt vor allem durch Neutrophile, Monozyten und
Makrophagen sowie T-Zellen. Aber auch Zellen wie Fibroblasten, Keratinozy-
ten, Endothelzellen, Hepatozyten, Chondrozyten und Mesothelzellen syntheti-
sieren dieses Chemokin [151]. Stimuli fir die IL 8 Produktion und Regulation
der Expression sind unter anderem inflammatorische Faktoren, z.B. andere Zy-
tokine, Hormone und chemischer Stress, wie Chemotherapie [148]. IL 4 kann
auf die IL 8-Produktion als Inhibitor wirken [152].

Interleukin 8 zeigt chemotaktische und aktivierende Wirkung vor allem auf Neut-
rophile [153], aber stellt auch flr Basophile und T-Lymphozyten einen chemo-
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taktischen Faktor dar [154]. Interleukin 8 ist ein proinflammatorisch wirkendes
Interleukin. Daher hat es groBe Bedeutung in Hinblick auf inflammatorische,
infektibse sowie autoimmunologische Erkrankungen [154-156]. Des Weiteren
verflgt IL 8 Uber proangiogenetische Aktivitat und spielt eine Rolle bei der Ent-
wicklung zahlreicher maligner Prozesse [157]. Die proangiogenetischen Effekte
von IL 8 werden alle an Endothelzellen vermittelt. Dies sind Steigerung der Pro-
liferation, chemotaktische Effekte, langeres Uberleben der Zellen sowie Aktivie-
rung von Proteasen [158]. Einiges spricht daflir, dass verschiedenste Chemoki-
ne mitverantwortlich flr die Chronifizierung von Entziindungen, die daraus ent-
stehenden Karzinomzellen und die Infiltration von Tumorgewebe mit inflamma-
torischen Zellen, sind. Als Beispiel hierflr sei die Entwicklung eines kolorektalen
Karzinoms aus einer chronisch entzindlichen Darmerkrankung genannt
[159,160].

Erhdhte Expressionen von IL 8 und/oder seiner Rezeptoren lassen sich in ma-
lignen Zellen, infiltrierenden Neutrophilen, Endothelzellen und tumorassoziierten
Makrophagen nachweisen. Dies lasst vermuten, dass IL 8 als regulierender
Faktor in der Tumorregion wirkt [148]. Im Bezug auf Kolonkarzinomzellen wird
IL 8 ein Einfluss bei der Proliferation und Angiogenese zugesprochen [161,162].
Auch fUr die beiden IL 8 Rezeptoren zeigt sich eine wichtige Funktion in der An-
giogenese und Tumorprogression [146,147,163-165]. Kolonkarzinomzelllinien
produzieren konstitutiv IL 8 [166,167] und auch in kolorektalen Zellen konnten
sowohl mRNA von IL 8 als auch das IL 8 Protein gefunden werden [161]. Im
Weiteren korreliert die Expression von IL 8 und seiner Rezeptoren in Kolonkar-
zinomzellen mit unterschiedlicher Metastasierungsfahigkeit. In nicht metasta-
tischen Kolonkarzinomzellen war die IL 8 Expression signifikant geringer als in
Zellen mit starker Metastasierung. Ahnliches gilt fiir die IL 8 Rezeptoren. Somit
kann eine Assoziation zwischen IL 8 Expression und Metastasierung des Ko-
lonkarzinoms sowie der Aggressivitat des Tumors in Betracht gezogen werden.
In dieser Studie wurde auBerdem beobachtet, dass IL 8 wahrscheinlich als au-
tokriner und/oder parakriner Wachstumsfaktor auf Kolonkarzinomzellen wirkt
und die Bindungsfahigkeit der Tumorzellen an Endothelzellen erhéht [168].
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1.3.5 Interleukin 13
IL 13 [169,170] ist ein Interleukin dessen Eigenschaften teilweise denen des

IL 4 sehr &hnlich sind [171]. Der Rezeptor fir Interleukin 13 besteht aus einem
heterodimeren Komplex aus der IL4Ra-Kette und dem IL13Ra1-Protein [172].
Dieser Rezeptor ist identisch mit dem IL4RII, folglich findet auch eine Bindung
von IL 4 statt. Die Bindung von IL 13 findet Gber den IL13Ra1-Teil statt, jedoch
wird die Affinitat durch den Komplex mit der IL4Ra-Kette verstarkt. Somit kann
IL 13 nicht an den IL4RI binden [81,86]. Das IL13Ra1-Protein kann aber auch in
monomerer Form als Rezeptor flr IL 13 fungieren [173], jedoch kann dann IL 4
nicht gebunden werden [81]. Darlber hinaus existiert mit IL13Ra2 noch ein
zweites IL 13 Bindungsprotein [174]. Seine biologische Funktion ist jedoch noch
unklar, méglicherweise stellt es einen Decoy-Rezeptor dar. Es bindet IL 13 mit
hoher Affinitat, es findet aber keine Signaltransduktion statt [175-177].

Die Signaltransduktion erfolgt hauptsachlich tGber den JAK/STAT6-Signalweg
[178,179] und wird Uber die IL4Ra vermittelt [177]. IL 13 aktiviert die JAK1,
JAK2 und Tyrosinkinase 2 (Tyk2) [86]. Nach Aktivierung der verschiedenen
JAKs, die mit dem zytoplasmatischen Teil des Rezeptors assoziieren, kommt es
zur Tyrosinphosphorylierung der IL4Ra-Kette. Dadurch kann wiederum STAT6
phosphoryliert werden. Phosphorylierte STAT6-Molekile dimerisieren, transla-
tieren in den Kern und binden an die Promotorregion bestimmter Gene, die von
IL 13 und/oder IL 4 reguliert werden [86,177] (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5:  Darstellung der Signalwege von IL 4 und IL 13
Modifiziert nach [177], Erlauterung siehe Text

Der IRS-2-Signalweg wird durch IL 13 nur schwach angeregt, da hierflr vermut-
lich hauptsé&chlich der IL4R |, an den IL 13 nicht binden kann, entscheidend ist.
Daflr spricht auch, dass JAK3 von der yc-Kette gebunden wird und dieses un-
ter anderem fiir die Phosphorylierung von IRS-2 verantwortlich ist [86]. Interleu-
kin 13 wird hauptsachlich von aktivierten TH,-Zellen synthetisiert [177]. Weitere
Zellen die IL 13 sezernieren kénnen sind B-Zellen [180], Mastzellen [94], Baso-
phile [93,181], natlrliche Killerzellen [182,183] sowie dentritische Zellen [184].
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Dieses Interleukin zeigt in einigen Bereichen &hnliche Eigenschaften wie IL 4,
was mit der gemeinsamen Rezeptorkette IL4Ra in Zusammenhang steht. Es
hat immunmodulatorische Eigenschaften und ist von groBer Bedeutung in der
Pathogenese allergischer Entziindungsreaktionen, vor allem im Bereich der
Atemwege. Hier scheint IL 13 fir die Hyperreagibilitat und die vermehrte Sekre-
tion von Mucus hauptverantwortlich zu sein [177]. Auf B-Zellen zeigt IL 13 die
gleichen Effekte wie IL 4 mit Férderung der Proliferation, der IgE Produktion
[185] und der Expression bestimmter Zelloberflachenmarker [186]. AuBerdem
kann IL 13 die Aktivierung und das Uberleben von Eosinophilen induzieren
[187-189]. Es hat Einfluss auf die Chemotaxis [187] und Rekrutierung von Eosi-
nophilen [187-189]. Wichtig fir die Eosinophilenrekrutierung ist die Wirkung von
IL 13 auf Endothelzellen mit Induktion von Vascular Cell Adhesion Molecule 1
(VCAM-1) [190].

In Bezug auf allergische Reaktionen zeigt IL 13 entziindungsférdernde Eigen-
schaften, in einigen anderen Situationen wirkt IL 13 jedoch als Suppressor der
inflammatorischen Reaktion [177]. IL 13 inhibiert die Produktion von proinflam-
matorischen Mediatoren in Monozyten und Makrophagen, wie e.g. Prostaglan-
dine [191] und einige Zytokine (IL 1, IL 8) [192], und zeigt somit antiinflammato-
rische Wirkung [177]. Dies konnte im Zusammenhang mit chronisch entzindli-
chen Erkrankungen wie der rheumatoiden Arthritis [193,194] oder chronisch

entztindlicher Darmerkrankungen von Nutzen sein [53].

IL 13 wird eine Schlisselrolle in der Genese der Colitis ulcerosa zugeschrieben.
Viele Defekte der Mucosa scheinen durch Effekte des IL 13 auf Epithelzellen
ausgeldst zu werden. Es zeigen sich Veranderungen der tight junctions, Anre-
gung der Apoptose und Inhibition der Zellmigration nach Verletzung des Epi-
thels [195]. In dieser Studie wurde festgestellt, dass sich sowohl das IL13Ra1-
Protein als auch die IL4Ra-Kette in den verwendeten Kolonzellen finden lassen.
Zuvor zeigte sich, dass die Rezeptorkomplexe aus diesen beiden Ketten beste-
hen und die yc-Kette in Kolonepithelzellen nicht involviert zu sein scheint [90].
Von groBem Interesse ist die Tatsache, dass IL 13 einen positiven Effekt in Mo-
dellen gegen Tumorentwicklung zeigt [196]. Ein Rattenmodel des Kolonkarzi-

noms lasst ferner beobachten, dass IL 13 eine tumorinduzierte Immunsuppres-
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sion umkehren kann [197]. In einer anderen Studie jedoch konnte IL 13 im Ge-
gensatz zu IL 4 weder in normalen Kolonepithelzellen noch in Epithelzellen des
Kolonkarzinoms oder CSC gefunden werden [108]. In glatten Muskelzellen und
die Lamina propria infiltrierenden Zellen der normalen Darmmucosa lasst sich
IL 13 nachweisen [198]. Der IL13Ra2 konnte jedoch in Darmepithelzellen nach-
gewiesen werden, mit einer h6heren Expression im gesunden Gewebe [108].
Es ist bekannt, dass die Induktion einer THi-Immunantwort und Induktion von
zytotoxischen T-Zellen in Zusammenhang mit einer Tumorregression stehen
[180]. IL 13 als TH.-Typ Zytokin stellt einen negativen Regulator dieser Reakti-
on dar und wurde als ein wichtiges Zytokin in der Inhibition der Reaktion von
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL) gegen den Tumor identifiziert. IL 13, von
natdrlichen Killerzellen (NKZ) sezerniert, zeigt einerseits suppressive Effekte
auf eine Immunantwort gegen maligne Zellen [199]. Andererseits konnte jedoch
auch beobachtet werden, dass IL 13 tumorregressive Eigenschaften, vermittelt
durch Granulozyten und Makrophagen, hat [196,200]. Wie fir IL 4 beschrieben
steht die Aktivierung des STAT6-Signalwegs in Zusammenhang mit Apoptose-
resistenz sowie erhdhter Metastasierungs- bzw. Invasionsfahigkeit des Kolon-
karzinoms [112]. Sowohl fUr IL 4 als auch fir IL 13, zwei TH2-Typ Zytokine, lie-
Ben sich inhibierende Wirkungen auf die Zelladhdsion zwischen Kolonkarzi-
nomzellen zeigen. Da veranderte Zell-Zellkontakte vermutlich die Invasions-
und Metastasierungsfahigkeit mitbestimmen, kénnte hier ein Zusammenhang
bestehen [113].
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1.4 Zielsetzung
In dieser Arbeit wurde der Einfluss von verschiedenen Interleukinen (1beta, 4,

5, 8 sowie 13) in Bezug auf die HDGF-Expression in vier Zelllinen von Kolonepi-
thelzellen (Geki-2, HT29, SW480, SW620) untersucht.

Wie im vorstehenden Kapitel aufgefiihrt, zeigen die ausgewahlten Zytokine sehr
differente Effekte auf essentielle Prozesse der Karzinogenese wie die Angioge-
nese, die Proliferation der Tumorzellen sowie deren Invasions- und Metastasie-
rungspotential. Alle verwendeten Interleukine sind zudem essentielle Regulato-
ren in der Pathogenese chronisch entzliindlicher Darmerkrankungen und in der
Genese von Kolonkarzinomen vor diesem Hintergrund. Zwar konnte flr das
onkofetale Protein HDGF flir verschiedene Tumorentitdten eine prognostische
Bedeutung gezeigt werden, jedoch liegen flur diese im kolorektalen Karzinom
noch keine eindeutigen Daten vor. Ebenso besteht momentan nur eine unzurei-
chende Datenlage Uber Funktion und Regulation von HDGF. Auch scheint
HDGF eine Rolle in der Pathogenese chronisch-entziindlicher Darmerkrankun-
gen zu haben, die molekularen Zusammenhange sind hier ebenfalls bislang
noch nicht komplett aufgeklart. Daher soll am Model kolorektaler Karzinomzell-
linien der Einfluss der genannten Zytokine auf die HDGF-Regulation dargestellt

werden.

Die Zelllinien wurden mit den jeweiligen Interleukinen inkubiert und die relative
HDGF-Expression im Verhaltnis zur ubiquitar identisch exprimierten GAPDH
(Glyceraldehyd-3-Phosphat Dehydrogenase) mittels semiquantitativer REAL
TIME-RT-PCR (reverse transcriptase polymerase chain reaction) untersucht.
Dies soll einen besseren Einblick in die noch unklare Regulation von HDGF und
dessen Rolle in der kolorektalen Karzinogenese eréffnen; zudem kdnnten sich
mogliche Wege der gezielten Beeinflussung der HDGF-Expression aufzeigen.
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Gerite

Gefrierschrank -80°C: Forma Scientific, Marietta, Ohio, USA

Gefrierschrank -20°C: Premium NoFrost, Liebherr, Ochsenhau-
sen, Deutschland

Abzug: Kéttermann, Uetze-Hanigsen, Deutschland
Vortex: A. Hartenstein, Wirzburg, Deutschland

Pipetten: Eppendorf, GréBen: 0,1-2,5ul; 0,5-10ul; 2-20ul; 10-
100ul; 20-200ul; 200-1000ul; Eppendorf AG, Hamburg, Deutsch-
land

Pipetten: Finnpipette®, GréBen: 0,5-10ul; 10-100ul, Thermo Lab-
systems Oy, Helsinki, Finnland

Zentrifuge: Biofuge fresco, Heraeus; Thermo Scientific, Hanau,
Deutschland

Spectrophotometer: Ultraspec 2100 pro, UV/Visible, Biosciences,
Amersham; Freiburg, Deutschland

Quarzglaskivette: Suprasil®, Hellma®, Mihlheim, Deutschland

PCR-Maschine: Gene Amp® PCR System 9700, Applied Biosys-
tems, Darmstadt, Deutschland

Realtime-PCR-Maschine: iCycler™iQ, BioRad, Miinchen,
Deutschland

2.1.2 Zubehor

Pipettenspitzen: ep TIPS, Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen: Finntip®, Thermo Fisher scientific Oy, Vantaa,
Finnland

Safe-lock Tubes 1,5ml: Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland
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Collection Tube 2ml: Qiagen®, Hilden, Deutschland
Collection Tube 1,5ml: Qiagen®, Hilden, Deutschland
RNeasy Mini spin Column: Qiagen®, Hilden, Deutschland

Reaction Tube with Cap 0,2ml: Micro Amp®, Applied Biosystems,
Singapur

PCR- Platte: 0,2ml ultra rigid semi-skirted 96-well PCR plate natu-
ral, Thermo-Fast®, Thermo Scientific, ABgene®, Epsom, GroBbri-

tannien

Caps: optically clear flat 8 cap strips natural, Ultra clear cap strips,

Thermo Scientific, ABgene®, Epsom, GroBbritannien

2.1.3 Chemikalien

Minimum Essential Medium (MEM): Life Technologies, Eggen-

stein, Deutschland

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM): Life Technologies,
Eggenstein, Deutschland

RPMI 1640 Medium: Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

Fetal Bovin Serum (FBS): Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

HEPES Buffer: Life Technologies, Eggenstein, Deutschland
L-Glutamin: Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

Penicillin-Streptomycin-Lésung: Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

No Essential Amino Acid (NEAA): Life Technologies, Eggenstein,
Deutschland

MEM-Vitamine: Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

Gentamycin: Collaborative Biomedicals, Bedford, Massachus-
settes, USA
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e Fungizone: Collaborative Biomedicals, Bedford, Massachussettes,
USA

e recombinant, human Epidermal Growth Factor (rhEGF): Colla-

borative Biomedicals, Bedford, Massachussettes, USA

e Transforming Growth Factor a (TGFa): Invitrogen, Carlsbad, Kali-
fornien, USA

e Mitomycin-C plus Serumextender: Collaborative Biomedicals, Bed-
ford, Massachussettes, USA

e peqGold TriFast™: Peglab, Erlangen, Deutschland

¢ Phosphate Buffered Saline (PBS) 0,1% Bovine Serum Albumin
(BSA): Life Technologies, Eggenstein, Deutschland

e FEthanol: J.T. Baker, Deventer, Niederlande

e 2-Propanol: formolecular biology, minimum 99%, Sigma®-Aldrich,
Chemie GmbH, Steinheim, Deutschland

e Chloroform: minimum 99%, Sigma®-Aldrich, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

e Diethylpyrocarbonat (DEPC): Sigma®-Aldrich, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

e 2-Mercaptoethanol: 98+%, Sigma®-Aldrich, Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

2.1.4 Reaktions-Kits/ Chemikalien-Kits
¢ RNeasy® Mini Kit: Qiagen®, Hilden, Deutschland

o Buffer RLT-lysis buffer — contains guanidine thiocyanate
o Buffer RPE—wash buffer

o RNase-free water

o Collection Tubes 2ml

o Collection Tubes 1,5ml

o RNeasy Mini spin Column
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¢ RNase — Free DNase Set: Qiagen®, Hilden, Deutschland
o Buffer RDD-DNA digest buffer
o DNase 1: Sensitizer — contains desoxyribonuclease
o RNase-free water
e iScript™ cDNA Synthesis Kit: BioRad, Miinchen, Deutschland
o 5xiScript Reaction Mix
o iScript Reverse Transcriptase
o Nuclease-free water
e Absolute™ QPCR Mix: Thermo Scientific, ABgene®, Epsom,

GroBbritannien

2.1.5 Sonden und Primer
e probe HDGF:5 - TTT CCC ACT CCA AGC CCA GCC CAT -3,

MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

e antisense HDGF: 5" - GGA GAA GAC ATG GCT CTG ACT C-3,
MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

e sense HDGF:5 - AACCTG CTC TCC TCT TCT ACT CA-3',
MWG Biotech AG, Ebersberg, Deutschland

e human GAPDH (20): pre-developed TagMan® Assay Reagents,
Applied Biosystems, Foster City, Kalifornien, USA
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2.1.6 Interleukine

Interleukin 1 beta: human, recombinant, expressed in E. coli, Sig-
ma®-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Interleukin 4: human, recombinant, expressed in E. coli, Sigma®-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Interleukin 5: human, recombinant, expressed in Sf 21 insect cells,
Sigma®-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Interleukin 8: human, recombinant, expressed in E. coli, Sigma®-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

Interleukin 13: human, recombinant, expressed in E. coli, Sigma®-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA

2.1.7 Zellkulturen

HT29 Zelllinie: Zellen eines humanen Kolonadenokarzinoms Grad
1, aus dem Primartumor isoliert von J. Fogh 1964, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig,

Deutschland

Medium: MEM, 10 % FBS, 0,4% HEPES Buffer, 1% NEAA, 2mM

L-Glutamin , 2% Penicillin-Streptomycin-Lésung

SW480 Zelllinie: Zellen eines humanen Kolonadenokarzinoms
Grad 4, aus dem Tumor eines 50-jahrigen Kaukasiers, Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen, Braunschweig,

Deutschland

Medium: RPMI 1640 Medium, 10% FBS, 2% Penicillin-

Streptomycin
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e SW620 Zelllinie: Zellen einer Lymphknotenmetastase eines kolo-
rektalen Adenokarzinoms, gleicher Primartumor wie SW480,
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen,
Braunschweig, Deutschland

Medium: DMEM, 10% FBS, 5% Penicillin-Streptomycin

e Geki-2 Zelllinie: Zellen eines Kolonadenoms, isoliert aus dem Rek-
tum einer 57-jahrigen Frau, gastroenterologisches Labor, Medizi-
nische Klinik, Wirzburg, Deutschland [201].

Medium: DMEM, 1% MEM-Vitamine, 10% FBS, 20% rhEGF, 10%
TGF a, 0,2% Fungizone, 0,1% Mitomycin-C plus Serumextender,
1,25% Gentamycin, 1% Penicillin-Streptomycin

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur, Inkubation mit Interleukinen
Pro Zelllinie werden jeweils 1*10° Zellen in 25 cm? Zellkulturflaschen ausgesét

und mit 4ml Medium, welches fir die Zelllinien spezifisch ist, bei 37°C und 5%
CO: inkubiert. Die Kultivierung aller Zelllinien findet Gber 72h prae incubationem
statt, lediglich bei Geki-2 Uber 96h. AnschlieBend werden die Zellen in serum-
freiem Medium unter Zusatz der jeweiligen Interleukine in unterschiedlichen
Konzentrationen inkubiert. Die Inkubation erfolgt fiir 1h, 8h sowie 24h bei 37°C
und 5% CO: (siehe Inkubationstabelle). Zellen die nur im Medium ohne Zusatz
inkubiert werden, dienen als Kontrolle. Alle Zellkulturanséatze werden mindes-

tens dreimal wiederholt.
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Die Inkubationstabelle zeigt sich wie folgt:

Inkubationszeit Interleukinkonzentration

Oh Medium, Kontrolle

1h Interleukin 1ng/ml

8h Interleukin 1ng/ml

24h Interleukin 1ng/ml

1h Interleukin 5ng/ml

8h Interleukin 5ng/ml

24h Interleukin 5ng/ml

1h Interleukin 10ng/ml

8h Interleukin 10ng/ml

24h Interleukin 10ng/ml

1h Interleukin 50ng/ml

8h Interleukin 50ng/ml

24h Interleukin 50ng/ml

24h Medium (bei IL 1beta, IL 4, IL 8)
PBS/ 0,1% BSA (bei IL 5, IL 13)

Die Interleukine 1beta, 4 und 8 werden zuvor in destilliertem Wasser gelést. Fur
die anderen beiden Interleukine wird PSB/ 0,1% BSA zum L&sen verwendet.
Zur Verdlnnung auf die vier verschiedenen Konzentrationen dient das Kultur-
medium. Alle Zellen werden nach dem gleichen Schema inkubiert. FUr IL 8 gibt
es bei den Geki-2-Zellen eine Ausnahme: Auf Grund der ersten Versuchser-
gebnisse der Ubrigen Zelllinien wird hier auf eine Konzentration von 5ng/ml ver-

zichtet.

Nach Ablauf der jeweiligen Inkubationszeit werden die Zellen mit 1ml Trifast pro
25cm? Kulturflasche geldst und die entstehende Zellsuspension in ein Eppen-
dorf ReaktionsgefaB Uberflhrt. Aus diesen gelésten Zellen kann im Folgenden
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die RNA isoliert werden. Zur Aufbewahrung kann die Zellsuspension bei -80°C

eingefroren werden.

2.2.2 RNA-Isolierung
Zur Isolierung der RNA wird den Zellen, die in Trifast gelést wurden, pro Milliliter

Trifast 0,2ml Chloroform zugegeben. Die Proben werden nun 15 Sekunden ge-
vortext, anschlieBend 3-10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann bei
maximaler Drehzahl fir 5 Minuten bei 4°C zentrifugiert. Im Eppendorf Reak-
tionsgefal bilden sich drei Phasen, unten setzt sich eine rote Phase mit Trifast
und Chloroform ab, dazwischen die Interphase mit DNA und Proteinen sowie
eine oben schwimmende wassrige Phase, in der die RNA enthalten ist. Es wer-
den nun je Probe mindestens 500ul der wassrigen Phase in neue Eppendorf
ReaktionsgefaBe Uberfuhrt und 0,5ml Isopropanol pro eingesetztem ml Trifast
zugegeben. Nach dem Vortexen werden die Nukleinsauren bei Raumtempera-
tur 5-10 Minuten geféllt und die Ansatze anschlieBend fir 10 Minuten bei maxi-
maler Drehzahl zentrifugiert. Im sich bildenden Pellet am Boden des Eppendorf
Reaktionsgefasses befindet sich unter anderem die RNA. Nach AbgieBen des
Isopropanols wird das Pellet durch Zugabe von 1ml 75%igem Ethanol (aus drei
Teilen 100%igem Ethanol und einem Teil DEPC Wasser hergestellt) und 5-
mindtiger Zentrifugation bei maximaler Drehzahl gewaschen. Der Ethanol wird
verworfen und der Waschvorgang wird wiederholt. Nach AbgieBen und Abzie-
hen des restlichen Ethanols mittels Pipette, wird das Pellet fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieBend in 100ul DEPC-H.O gelést. Die
Proben kénnen bis zur Weiterbehandlung bei -80°C eingefroren werden.

2.2.3 Aufreinigung und DNase-Behandlung
FOr diesen Arbeitsschritt werden der RNeasy Mini Kit und das RNase—Free

DNase Set verwendet. Zunachst werden dem RLT-Puffer pro gebrauchten ml
10ul 2-Mercaptoethanol zugesetzt und kurz gevortext. Zusatzlich wird der RPE-
Puffer vor Erstgebrauch im Verhaltnis 1:5 mit absolutem Ethanol versetzt. Au-
Berdem wird der DNA-Mix aus 10ul DNase-Stammlésung und 70ul RDD-Puffer
je Probe hergestellt und bis zum Gebrauch gekihilt.

Die 100upl RNA-Proben werden nach dem Auftauen mit je 350ul RLT-
Pufferlésung sowie 250ul absolutem Ethanol versetzt und durch Pipettieren
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gemischt. Die Ansétze werden nun auf die im Kit enthaltenen RNeasy-Columns
pipettiert und fir 30 Sekunden bei 10000 Umdrehungen pro Minute (rpm) zentri-
fugiert. Das abzentrifugierte Eluat wird verworfen. Auf die Saule werden 350pl
RW 1 Puffer gegeben und erneut 30 Sekunden bei 10000rpm zentrifugiert. Das
Eluat wird verworfen. Es werden nun 80ul des zuvor hergestellten DNA-Mix auf
die Fritte der Saule getropft und die Proben fir 30 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend werden 350ul RW 1 Puffer zugegeben und wieder 30
Sekunden bei 10000rpm zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen. Die Saule wird
in ein neues 2ml GefaB (Collection Tube) gesetzt und mit 500ul RPE-Puffer
versetzt. Wiederum erfolgt 30 seklndiges Zentrifugieren bei 10000rpm und
Verwerfen des Eluats. Dieser Waschschritt wird wiederholt. Die Saulen werden
anschlieBend durch zweimal zweimindtiges Zentrifugieren bei 13000rpm ge-
trocknet. Das Collection Tube wird mit Eluat verworfen und die Saule wird in ein
1,5ml Eppendorf ReaktionsgefédB3 gesetzt. Auf die Fritte werden 30ul RNase
freies Wasser getropft. Es folgen wiederum zweimal zweiminutiges Zentrifugie-
ren bei 13000rpm. Die Saule wird verworfen und die gereinigte, geldste RNA,
die sich im Eppendorf Reaktionsgefa3 befindet, kann bei -80°C eingefroren

werden.

2.2.4 Messung der RNA-Menge
Die Messung der in den aufbereiteten Proben vorhandene RNA-Menge erfolgt

mittels eines Spektrophotometers. In diesem kann Uber die Wellenldnge von
320nm die RNA-Menge in ug/ul eingesetzter Probe berechnet werden. Zu-
nachst wird das Gerat auf Nukleinsauren, RNA, die Schichtdicke der Klvette
(10mm), die Umrechnung in ug/pl sowie einen Verdinnungsfaktor von 100 ein-
gestellt. Als Referenz dient H,O, dass vor Beginn der Messung und in regelma-
Bigen Abstanden dazwischen zur Kontrolle gemessen wird. Die Proben werden
aufgefroren und kihl gelagert. Fir die Verdlinnung werden 99ul RNase H.O
und 1pl der zu messenden RNA-Probe in die Kivette pipettiert und gemischt.
Es erfolgt die Messung, danach grindliches Ausspllen der Klvette mittels
Wasser und gegebenenfalls eine Kontrollmessung mit 100ul Wasser.

Durch automatisierte Umrechnung liefert das Spektrometer die enthaltene RNA-

Konzentration, aus welcher das aquivalente Volumen zu einer absoluten RNA-
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Menge von 1ug fir die cDNA-Synthese berechnet werden kann. Ein Rechen-
beispiel: gemessen 2,6ug/pl RNA; 1ug RNA = 1/2,6 = 0,4pl.

2.2.5 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese dient das iScript™ cDNA Synthesis Kit. Je Probe wer-
den 4pl Reaction Mix, 1ul Reverse Transcriptase und, je nach RNA-
Konzentration der jeweiligen Probe, RNase freies H,O auf ein Endvolumen aus
diesem Mix und der jeweiligen RNA von 20yl in 0,2ml Reaction Tubes mit Cap

gemischt. Zuletzt wird die aufgetaute, kurz gevortexte RNA zugeflgt.

Zur Synthese werden die Reaction Tubes in die PCR-Maschine gesetzt und das
iScript-Programm, bestehend aus einem Hold 25°C fir 5 Minuten, gefolgt von
einem Hold bei 42°C fur 30 Minuten sowie zwei Holds bei 85°C fur 5 Minuten,
gestartet. Danach wird auf 4°C heruntergekihlt und die fertige cDNA kann bei -

20°C eingefroren werden.

2.2.6 REAL TIME-RT-PCR
Die Methode der REAL TIME-RT-PCR funktioniert nach folgendem Prinzip. An

die bei der Denaturierung frei werdenden Einzelstrange bindet frequenzspezi-
fisch die Probe des jeweils untersuchten Genes. Die Probe ist am 5-Ende mit
einem Reporterfarbstoff markiert, dessen Emission durch einen am 3‘-Ende
befindlichen Quencher abgefangen wird. Wahrend der PCR-Amplifizierung
spaltet die Tag-Polymerase mit ihrer 5’ nukleolytischen Aktivitat die Sonden fir
HDGF und GAPDH, dabei kommt es zu einer Abspaltung des Reporterfarbstof-
fes. Der frei werdende Reporterfarbstoff am 5°-Ende sowie der Kontroll- oder
Quencherfarbstoff am 3"-Ende [202] fluoresziieren. Die entsprechende Emissi-
on des jeweiligen Reporterfarbstoffes kann Uber eine frequenzspezifische De-
tektion des Fluoreszenzsignals gemessen werden, dies erfolgt am Ende eines
jeden PCR-Zyklus. Die Intensitat an fluoresziierendem Farbstoff ist proportional

zur Menge an entstandener DNA.
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Abbildung 6:

Schema der Real Time-RT-PCR:

Wahrend eines Zykluses [A] kommt es zuerst zur Denaturierung der Proben [B], die
zusammen mit einer fluoreszierenden Sonde (P) und den Vorwaérts- (V) und
Rickwartsprimern (R) in der Lésung sind. Am 3'- beziehungsweise am 5-Terminus der
TagMan Sonde sitzen zwei Fluoreszenzfarbstoffe, der Reporter (R, blau) und der
Quencher (Q, rot). Solange beide Farbstoffe an der Sonde in rAumlicher Nahe zueinander
sind, ist die Fluoreszenzemission des Reporterfarbstoffes unterdriickt. AnschlieBend [C]
kommt es zur Polymerisation und durch weitere Synthese des DNA-Stranges wahrend der
Amplifikation zu einer Abspaltung des Reporterfarbstoffes [D]. Sobald die beiden
Farbstoffe voneinander getrennt sind, emittiert der Reporter sein charakteristisches
Fluoreszenzspektrum. Auch der Rest der Sonde mit dem verbliebenen Quencher wird
durch die Tag-Polymerase degradiert und die Komplementation des DNA-Stranges wird
vollendet [E]. Weil das Verhaltnis Strangverdopplung zur Sonde im Optimalfall eins zu eins
ist, kann durch die Messung der Wellenlangen auch eine quantitative Aussage Uber die
tatsachliche Produktmenge gemacht werden. Modifiziert nach [203]

Far die Durchfihrung der REAL TIME-RT-PCR wird zunachst eine Standard-

Verdinnungsreihe mit standardisierter cDNA der humanen Monozyten-Zellinie

U937 (in der gastroenterologischen Arbeitsgruppe Wirzburg etablierte Stan-

dard-cDNA) vorbereitet. Es werden 6 Reaction Tubes 0,2ml durchnummeriert.
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2. Material und Methoden

In das erste Tube werden 1,9ul RNase-freie Wasser pipettiert, in die folgenden
Tubes 2-6 kommen je 5ul Wasser. AnschlieBend werden 9ul Standard-cDNA in
das erste Tube pipettiert und durch Auf- und Abpipettieren (mindestens 20 x)
gut gemischt. Ausgehend vom ersten Tube werden jeweils immer 5ul in das
nachste pipettiert und gut gemischt.

Im Folgenden werden die Eppendorf Reaktionsgefasse vorbereitet und be-
schriftet. Das erste Eppendorf Reaktionsgefa3, in dem spater keine cDNA son-
dern nur Wasser enthalten ist, dient als Kontrolle zur Detektion mdglicher Ver-
unreinigungen und wird mit No-Template Control (NTC) bezeichnet. Die folgen-
den 6 Eppendorf ReaktionsgeféaBe sind fir die oben beschriebene Verdin-
nungsreihe. Diese dient zum Vergleich der Realtime-PCR-Platten untereinan-
der.

Es wird ein Setup vorbereitet, mit Hilfe dessen in einem Durchlauf sowohl
HDGF als auch GAPDH gemessen werden kdnnen. Das Setup enthalt pro Pro-
be 12,5ul QPCR-Mix, je 0,2ul HDGF probe (20mM), forward sowie reverse pri-
mer (10mM). Des Weiteren 1,25yl GAPDH und 10,65ul Wasser. Dies ergibt
25l pro Eppendorf Reaktionsgeféa. Da die Bestimmung in Tripletts, also drei-
fach, erfolgt, werden fir jedes Eppendorf Reaktionsgefa3 3x 25ul und zur Re-
serve nochmals 25ul berechnet. Der Mastermix wird nun mit jeweils 96yl auf die
Eppendorf ReaktionsgefaBe verteilt. Im Anschluss werden 4pl der jeweiligen
cDNA hinzu pipettiert. Die NTC-Probe wird mit 4ul Wasser versetzt, die Eppen-
dorf ReaktionsgefaBe der Standardreihe mit der cDNA aus der Verdinnungs-
reihe. Alle Eppendorf ReaktionsgefédBe werden kurz gevortext und dann far 2
Minuten bei 8000U/min zentrifugiert.

Es folgt die Beflillung der 96-well-PCR-Platten mit je 25ul pro Well und im Trip-
lett-Schema. Dies dient der Minimierung und Verringerung statistischer Ergeb-
nisschwankungen. Zunachst 3x NTC, dann die Standards 1-6 jeweils 3x und im
Anschluss werden von jeder Probe drei Wells beflllt unter Verwendung der
Finnpipetten. Die Platte wird mit Cap Strips verschlossen, in Alufolie gewickelt
und kann gegebenenfalls Uber Nacht bei 4°C gelagert werden.
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2. Material und Methoden

Die Platte wird in den iCycler gestellt und das Programm, nach Eingabe der
etablierten Standardwerte und des Protokolls, Uber den Computer gestartet.

Das Protokoll fir HDGF, mit dem auch GAPDH gemessen werden kann, lautet:
e 1. Denaturierung 9min bei 95°C
e 2.50 PCR-Zyklen: Denaturierung 15sec bei 95°C,
Annealing 1min bei 60°C
e 3. Abkihlen auf 15°C

Die Messung fur HDGF erfolgt bei einer Wellenlange von 490nm mit FAM, die
fir GAPDH bei einer Wellenldange von 530nm mit VIC.

Zur Bestimmung der Expression der unbekannten Proben werden die Start-
transkriptwerte der Standardkurven von GAPDH und HDGF sowie der soge-
nannte Schwellenwert (Treshhold) festgelegt. Der Ct-Wert stellt den PCR-
Zyklus dar, an dem die Reporterfluoreszenz diesen Schwellenwert (Treshhold)
Uberschreitet und alles was diesen Wert Uberschreitet wird gemessen. Der Ct-
Wert korreliert indirekt proportional mit der Ausgangsmenge an mRNA und wird
zur Quantifizierung der unbekannten Proben relativ zur Standardkurve benutzt.
Es wird der Quotient aus HDGF und GAPDH-Transkripten gebildet. GAPDH
dient als Referenzgen. Zur Verdeutlichung von Expressionsunterschieden wird
das Expressionsniveau von HDGF in der Mediumkontrolle auf eins festgelegt.
Die relative HDGF-Expression wird errechnet indem die HDGF-Expression in
den behandelten Zellen in Beziehung zum Expressionsniveau in Kontrollzellen

gesetzt wird.

38



2. Material und Methoden

2.3 Auswertung
Die Daten wurden direkt tber das iCycler-Programm normiert auf die Standard-

kurve berechnet. Die weitere statistische Auswertung erfolgte mit Hilfe von MS-
Excel 2003. Zur Darstellung von signifikanten Expressionsdnderungen wurde
ein Students-t-Test durchgefiihrt und die Werte auf Signifikanzen von p < 0,05
und p < 0,01 Uberpruft. Die Ergebnisdarstellung erfolgt in Blockdiagrammen. Es
werden die Mittelwerte der relativen HDGF-Expression mit Standardabwei-
chungen in Abhangigkeit von der Konzentration und im zeitlichen Verlauf ge-
zeigt. Die Darstellung ist semiquantitativ, normiert auf die Konzentration in der
Mediumkontrolle. Die relative HDGF-Expression der Kontrolle wird bei 1 festge-

legt.
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3. Ergebnisse

3. Ergebnisse
3.1 Interleukin 1beta

3.1.1 Geki-2
Im zeitlichen Verlauf zeigt sich lediglich fir eine Konzentration von 5ng/ml

IL 1beta eine geringe, jedoch signifikante Reduktion der HDGF-Expression zwi-
schen 1h und 8h, die jeweiligen Differenzen zum 24h-Wert sind nicht signifikant.

Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 1beta

10,000
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1ng IL 1beta Sng IL 1beta 10ng IL 1beta 50ng IL 1beta

Abbildung 7:  Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin
1beta in Abhéngigkeit von der Zeit
Die HDGF-Expression zeigt einen signifikanten Abfall (p < 0,01) von 1h auf 8h Inkuba-
tionszeit bei Behandlung mit 5ng/ml IL 1beta.
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Ergebnisse

In Abhangigkeit der Konzentration von IL 1beta zeigen sich zu allen Zeitpunkten

signifikante Anderungen der HDGF-Expression zwischen den einzelnen Kon-

zentrationen, lediglich nach 1h Inkubationszeit verfehlt die Konzentrationsstei-

gerung von 5ng/ml IL 1beta auf 10ng/ml IL 1beta das Signifikanzniveau.

10,000 -

8,000 -

Rel. HDGF-Expression

2,000 -

0,000 -

Abbildung 8:

Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 1beta
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin
1beta in Abhéangigkeit von der Konzentration

Bei 1h Inkubationszeit konnten signifikante Expressionsanstiege zwischen 1ng/ml
IL 1beta und 5ng/ml IL 1beta (p < 0,05), 1ng/ml IL 1beta und 50ng/ml IL 1beta
(p < 0,01) sowie flir 5ng/ml IL 1beta und 50ng/ml IL 1beta (p < 0,01) festgestellt wer-
den. Bei 8h Inkubationszeit zeigt sich ein signifikanter Anstieg von 1ng/ml IL 1beta
bzw. 5ng/ml IL 1beta auf 10ng/ml IL 1beta (jeweils p < 0,01). Die Signifikanz fur den
Anstieg bei 50ng/ml IL 1beta gegenuber 1ng/ml IL 1beta bzw. 5ng/ml IL 1beta liegt bei
p < 0,05. Bei 24h Inkubationsdauer kommt es fir 10ng/ml IL 1beta und 50ng/ml
IL 1beta zu signifikanten Anstiegen der Expression gegeniiber 1ng/ml IL 1beta sowie
5ng/ml IL 1beta (jeweils p < 0,05). Einen signifikanten Expressionsabfall kann man
zwischen 10ng/ml IL 1beta und 50ng/ml IL 1beta bei 24h (p < 0,05) beobachten.
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3. Ergebnisse

3.1.2 HT29 )
Im zeitlichen Verlauf kann man keine signifikanten Anderungen beobachten. In

Abhangigkeit der Konzentration zeigen sich auch in der Zelllinie HT29 zu allen
drei Inkubationszeitpunkten teilweise signifikante Anderungen der HDGF-

Expression.

Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 1beta
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Abbildung 9:  Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin
1beta in Abhéngigkeit von der Zeit
Es stellen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression dar.
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Ergebnisse

Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 1beta
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Abbildung 10: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin

1beta in Abhéangigkeit von der Konzentration

Bei 1h Inkubationszeit liegen signifikante Anstiege der Expression von 1ng/ml
IL 1beta sowie 5ng/ml IL 1beta jeweils auf 10ng/ml IL 1beta sowie 50ng/ml IL 1beta
vor (jeweils p < 0,05). Zum Zeitpunkt 8h zeigt sich ein signifikanter Expressionsan-
stieg zwischen 5ng/ml IL 1beta und 10ng/ml IL 1beta (p < 0,05). Bei Inkubation Uber
24h kommt es zunachst zu einem signifikanten Anstieg zwischen 5ng/ml IL 1beta und
10ng/ml IL 1beta (p < 0,01) mit einem darauf folgenden Abfall der Expression gegen-
Uber 50ng/ml IL 1beta (p < 0,05). Insgesamt liegt bei Vergleich von 5ng/ml IL 1beta
und 50ng/ml IL 1beta ein signifikanter Anstieg mit p < 0,05 vor.
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3. Ergebnisse

3.1.3 Sw480
Signifikante Expressionsabfélle in Abhangigkeit von der Inkubationszeit zeigen

sich far 10ng/ml IL 1beta zwischen 8h und 24h mit p < 0,01 sowie fur 50ng/ml
IL 1beta zwischen 1h und 24h mit p < 0,05. Die jeweiligen Expressionsanstiege
zwischen 1h und 8h Inkubationszeit sind nicht signifikant. Zu signifikanten An-
stiegen der HDGF-Expression kommt es in Abhangigkeit der Konzentration von
IL 1beta zu allen drei Inkubationszeitpunkten.

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 1beta
10,000 -

p<0,05

8,000

6,000 -
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Abbildung 11: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin
1beta in Abhéngigkeit von der Zeit
Signifikante Expressionsabfélle in Abhangigkeit von der Inkubationszeit zeigen sich
fir 10ng/ml IL 1beta zwischen 8h und 24h mit p < 0,01 sowie fir 50ng/ml IL 1beta
zwischen 1h und 24h mit p < 0,05. Die jeweiligen Expressionsanstiege zwischen 1h
und 8h Inkubationszeit sind nicht signifikant.
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Ergebnisse

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 1beta
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin
1beta in Abhéangigkeit von der Konzentration

Es zeigen sich flir 10ng/ml IL 1beta sowie 50ng/ml IL 1beta signifikante Anstiege der
Expression jeweils gegenlber 1ng/ml IL 1beta sowie 5ng/ml IL 1beta. Fir 1h
Inkubationszeit stellen sich diese jeweils mit einer Signifikanz von p < 0,01 dar. Bei 8h
zeigt sich ein p < 0,01 nur fir den Expressionsanstieg von 1ng/ml IL 1beta bzw.
5ng/ml IL 1beta auf 10ng/ml IL 1beta. Der Expressionsanstieg auf 50ng/ml IL 1beta
erreicht nur ein geringeres Signifikanzniveau (p < 0,05). Inkubation Uber 24h zeigt
zwischen 1ng/ml IL 1beta und 10ng/ml IL 1beta ebenfalls einen signifikanten Anstieg
(p < 0,01). FOr den Expressionsanstieg auf 50ng/ml IL 1beta gegenliber 1ng/ml
IL 1beta ergibt sich eine signifikante Zunahme der Expression (p < 0,05). Die von
5ng/ml IL 1beta ausgehenden Anstiege der Expression zeigen sich ebenfalls
signifikant (p < 0,01). Zwischen den Konzentrationen 1ng/ml IL 1beta und 5ng/ml
IL 1beta sowie 10ng/ml IL 1beta und 50ng/ml IL 1beta liegen zu jedem Zeitpunkt
wiederum Abféalle in der Expression vor. Dieser Abfall wird nur bei 8h von 1ng/mi
IL 1beta auf 5ng/ml IL 1beta signifikant (p < 0,05).
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3. Ergebnisse

3.1.4 SW620 )
Hier lassen sich signifikante Anderungen der HDGF-Expression sowohl in Ab-

hangigkeit von der Zeit als auch der Konzentration finden. Fir alle vier Konzen-
trationen kommt es im zeitlichen Verlauf von 1h Gber 8h bis 24h zu einem un-
terschiedlich signifikanten Abfall der HDGF-Expression. Signifikante HDGF-
Expressionsanstiege in Abhangigkeit von der Konzentration lassen sich zu allen
drei Inkubationszeitpunkten feststellen. Diese finden sich sowohl far 10ng/ml
IL 1beta als auch fir 50ng/ml IL 1beta gegendber 1ng/ml IL 1beta und 5ng/ml
IL 1beta. Insgesamt ist das konzentrationsabhangige Verhalten dem fir die
Zelllinie SW 480 sehr ahnlich.

Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 1beta
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Abbildung 13: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin

1beta in Abhéngigkeit von der Zeit

Bei Inkubation mit 1ng/ml IL 1beta zeigen sich signifikante Expressionsminderungen
(jeweils p < 0,05) bei Vergleich von 1h gegeniiber 24h sowie zwischen 8h und 24h.
Fir 5ng/ml IL 1beta beobachtet man schon zwischen 1h und 8h einen signifikanten
Abfall von p < 0,01 der sich auf 24h mit einer Signifikanz von p < 0,05 fortsetzt. Insge-
samt liegt zwischen 1h und 24h ein signifikanter Abfall der HDGF-Expression von
p < 0,01 vor. Fir 10ng/ml IL 1beta zeigen sich dieselben Verhéltnisse wie fur 1ng/ml
IL 1beta jedoch insgesamt auf einem hdéheren Expressionsniveau. Ein signifikanter
Abfall der HDGF-Expression mit p < 0,05 zwischen 1h und 24h wird bei 50ng/ml
IL 1beta beobachtet.
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Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 1beta
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin
1beta in Abhéangigkeit von der Konzentration

Anstiege der HDGF-Expression in Abhangigkeit von der Konzentration finden sich bei
10ng/ml IL 1beta sowie 50ng/ml IL 1beta mit 1ng/ml IL 1beta als auch mit 5ng/ml
IL 1beta. Dies zeigt sich bei 1h Inkubationsdauer mit einer Signifikanz von p < 0,05
und bei Inkubation Gber 8h mit einer Signifikanz von p < 0,01. Auch bei 24h Inkubati-
onszeit kommt es zwischen 1ng/ml IL 1beta und 10ng/ml IL 1beta sowie 5ng/ml
IL 1beta und 10ng/ml IL 1beta zu einem signifikanten Anstieg der HDGF-Expression
(jeweils p <0,01). Bei Vergleich von 1ng/ml IL 1beta mit 50ng/ml IL 1beta sowie
5ng/ml IL 1beta mit 50ng/ml IL 1beta zeigt sich jeweils eine Signifikanz von p < 0,05.
Zu allen drei Zeitpunkten stellt man einen Abfall der HDGF-Expression von 1ng/ml
IL 1beta auf 5ng/ml IL 1beta bzw. von 10ng/ml IL 1beta auf 50ng/ml IL 1beta fest.
Signifikant ist dieser jedoch nur bei Inkubation Gber 24h (p < 0,05) zwischen 1ng/ml
IL 1beta und 5ng/ml IL 1beta.

Zusammenfassend lasst sich flr die Inkubation mit Interleukin 1beta sagen,

dass man in allen Zelllinien signifikante Anstiege der HDGF-Expression fir die

beiden hbéheren Konzentrationen gegentber den niederen Konzentrationen,

meist zu allen Zeitpunkten, feststellen kann. Die Expressionswerte flr 1ng/ml

IL 1beta und 5ng/ml IL 1beta schwanken zwischen 0,3 und 1,8, bei einer Erh6-

hung der Konzentration von IL 1beta zeigt sich ein maximaler Anstieg etwa um

Faktor 8. Die Anstiege liegen ungeféahr zwischen dem 1,5- und Achtfachen. Un-

ter hoheren Konzentrationen kommt es in allen drei Karzinomzelllinien zu einem

Rlckgang der Expression nach initialem Anstieg. In der Adenomzelllinie Geki-2

stellt sich dieser Effekt nur bei einer Konzentration von 50ng/ml IL 1beta ein.
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3. Ergebnisse

3.2 Interleukin 4

3.2.1 Geki-2
Im zeitlichen Verlauf lassen sich bei der Inkubation mit IL 4 in der Zelllinie

Geki-2 keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression finden. Zu allen
Zeitpunkten zeigt sich jedoch ein klarer, dosisabhangiger signifikanter Rick-
gang der Expression auf bis zu 8% der Ausgangsexpression von 1ng/ml IL 4
tber 5ng/ml IL 4 auf 10ng/ml IL 4. Die darauf folgenden geringen Wiederanstie-
ge der Expression fur 50ng/ml IL 4 gegenldber 10ng/ml IL 4 sind nicht signifi-

kant.

Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 4
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Abbildung 15: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 4 in
Abhéangigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 4
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Abbildung 16: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 4 in
Abhéngigkeit von der Konzentration
Bei 1h Inkubationsdauer zeigt sich die verminderte HDGF-Expression sowohl
zwischen 1ng/ml IL4 und 5ng/ml IL4 (p<0,05), 1ng/ml IL4 und 10ng/ml IL 4
(p <0,01), 1ng/ml IL 4 und 50ng/ml IL 4 (p <0,01), 5ng/ml IL 4 und 10ng/ml IL 4
(p < 0,05) als auch zwischen 5ng/ml IL 4 und 50ng/ml IL 4 (p < 0,05) als signifikant.
Fir die Inkubationsdauer von 8h ist der Abfall der HDGF-Expression zwischen 1ng/ml
IL 4 und 5ng/ml IL 4 sowie 1ng/ml IL 4 und 10ng/ml IL 4 signifikant, mit p < 0,01 und
fir 50ng/ml IL 4 gegenitiber 1ng/ml IL 4 signifikant, mit p < 0,05. Auch zwischen
5ng/ml IL 4 und 10ng/ml IL 4 liegt ein signifikanter Abfall vor (p < 0,05). Die Inkubation
Uber 24h ergibt signifikante HDGF-Expressionsminderungen (jeweils p < 0,05) fir
10ng/ml IL 4 bzw. 50ng/ml IL 4 jeweils gegenlber 1ng/ml IL 4 und 5ng/ml IL 4.
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3. Ergebnisse

3.2.2 HT29
Signifikante Anderungen der HDGF-Expression lassen sich nur in Abhangigkeit

der Konzentration finden. Man kann zu allen drei Zeitpunkten Abfélle von
1ng/ml IL 4 auf 5ng/ml IL 4, einen darauf folgenden Anstieg zu 10ng/ml IL 4 und
einen abschlieBenden Abfall zu 50ng/ml IL 4 beobachten. Signifikant sind diese
Anderungen jedoch nur bei 8h fiir den Anstieg der HDGF-Expression von
5ng/ml IL 4 auf 10ng/ml IL 4 (p < 0,01), bei 24h fir denselben Anstieg mit einer
Signifikanz von p < 0,05 sowie den darauf folgenden Abfall auf 50ng/ml IL 4
gegenlber 10ng/ml IL 4 mit einer Signifikanz von p < 0,05.

Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 4
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Abbildung 17: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 4 in
Abhéangigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 4
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 4 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Signifikante Anderungen der HDGF-Expression finden sich bei 8h fiir den Anstieg der
HDGF-Expression von 5ng/ml IL 4 auf 10ng/ml IL 4 (p < 0,01), bei 24h fir denselben
Anstieg jedoch mit einer Signifikanz von p < 0,05 sowie den darauf folgenden Abfall
auf 50ng/ml IL 4 gegentber 10ng/ml IL 4 mit einer Signifikanz von p < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.2.3 Sw480
In dieser Zelllinie kann man einen Abfall der HDGF-Expression im zeitlichen

Verlauf fur die Konzentrationen 5ng/ml IL 4, 10ng/ml IL 4 sowie bei 50ng/ml IL 4
beobachten. Diese Minderungen sind jedoch alle nicht signifikant. Bei Inkubati-
on Uber 24h lassen sich zwei signifikante Anstiege (jeweils p < 0,05) der HDGF-
Expression in Abhangigkeit von der Konzentration finden. Diese zeigen sich fr
10ng/ml IL 4 bzw. 50ng/ml IL 4 gegenlber von 5ng/ml IL 4.

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 4
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Abbildung 19: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 4 in
Abhéngigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Abbildung 20:

Ergebnisse

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 4
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 4 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Bei Inkubation Uber 24h lassen sich zwei signifikante Anstiege der HDGF-Expression
in Abhangigkeit von der Konzentration finden. Diese zeigen sich fiir 10ng/ml IL 4 bzw.
50ng/ml IL 4 gegenlber von 5ng/ml IL 4 jeweils mit einer Signifikanz von p < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.2.4 SW620 i
Bei dieser Zelllinie kann eine zeitabhangige Anderung der HDGF-Expression

auf allen vier Konzentrationsniveaus festgestellt werden. Ein signifikanter Abfall
der HDGF-Expression zeigt sich fur 1ng/ml IL 4 zwischen 1h und 24h Inkubati-
onszeit (p < 0,05). Bei 5ng/ml IL 4 beobachtet man einen Expressionsabfall mit
einer Signifikanz von p < 0,05 bei Anderung der Inkubationszeit von 8h auf 24h.
FlOr die Konzentration von 50ng/ml IL 4 zeigen sich sowohl zwischen 1h und
24h als auch zwischen 8h und 24h signifikante Expressionsminderungen (je-
weils p < 0,05). Auch bei 10ng/ml IL 4 kommt es zu Expressionsabfallen Uber
die Zeit, diese sind jedoch, wie auch die verbleibenden Minderungen der Ex-
pression bei 1ng/ml IL 4, 5ng/ml IL 4 und 50ng/ml IL 4 nicht signifikant. Signifi-
kante Anstiege der HDGF-Expression in Abh&ngigkeit von der Konzentration
finden sich zu allen drei Inkubationszeitpunkten. Der Expressionsabfall fur
5ng/ml IL 4 gegentber 1ng/ml IL 4 zeigt sich nur bei 24h Inkubationszeit signifi-
kant.
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Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 4
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Abbildung 21: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 4 in
Abhéngigkeit von der Zeit
Ein signifikanter Abfall der HDGF-Expression zeigt sich fiir 1ng/ml IL 4 zwischen 1h
und 24h Inkubationszeit (p < 0,05). Bei 5ng/ml IL 4 beobachtet man einen Expressi-
onsabfall mit einer Signifikanz von p < 0,05 bei Anderung der Inkubationszeit von 8h
auf 24h. Fur die Konzentration von 50ng/ml IL 4 zeigen sich sowohl zwischen 1h und
24h als auch zwischen 8h und 24h signifikante Expressionsminderungen (jeweils
p < 0,05). Auch bei 10ng/ml IL 4 kommt es zu Expressionsabfallen tber die Zeit, diese
sind jedoch, wie auch die verbleibenden Minderungen der Expression bei 1ng/ml IL 4,
5ng/ml IL 4 und 50ng/ml IL 4 nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 4
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Abbildung 22: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 4 in
Abhéngigkeit von der Konzentration
Anstiege der HDGF-Expression in Abhangigkeit von der Konzentration mit einer
Signifikanz von p < 0,05 finden sich zwischen 1ng/ml IL4 und 10ng/ml IL 4 bzw.
50ng/ml IL 4 sowie fir 10ng/ml IL 4 bzw. 50ng/ml IL 4 gegeniiber 5ng/ml IL 4 zum
Inkubationszeitpunkt 1h. Bei 8h und 24h beobachtet man die gleichen Signifikanzen,
es zeigt sich fur den jeweiligen Anstieg zu 50ng/ml IL 4 eine Signifikanz von p < 0,01.
Der Expressionsabfall fir 5ng/ml IL 4 gegenliber 1ng/ml IL 4 zeigt sich nur bei 24h
Inkubationszeit als signifikant (p < 0,05).

Far die Inkubation mit Interleukin 4 zeigen sich in Abh&angigkeit von der Kon-
zentration keine einheitlichen, in allen Zelllinien wiederkehrenden Expressions-
anderungen. Wahrend in HT29 und SW480 keine relevanten Verdnderungen
auftreten, zeigt sich in der Adenomzelllinie Geki-2 ein konzentrationsabhangiger
Abfall der HDGF-Expression bis auf 8% des Ausgangswerts, wahrend es in der
Metastasenzelllinie SW620 zu einem konzentrationsabhéngigen Anstieg um
Faktor 6-14 kommt.
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3. Ergebnisse

3.3 Interleukin 5

3.3.1 Geki-2
Im zeitlichen Verlauf ist nur der Abfall der HDGF-Expression bei 50ng/ml IL 5

zwischen 1h und 8h Inkubationszeit mit p < 0,05 signifikant. In Abhangigkeit von
der Konzentration lassen sich zu allen drei Zeitpunkten der Inkubation signifi-
kante Abfalle der HDGF-Expression beobachten.

Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 5
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Abbildung 23: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 5 in
Abhéangigkeit von der Zeit
Im zeitlichen Verlauf ist der Abfall der HDGF-Expression bei 50ng/ml IL 5 zwischen 1h
und 8h Inkubationszeit mit p < 0,05 signifikant.
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Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 5
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 5 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Es zeigen sich signifikante Abfalle der HDGF-Expression fiir 10ng/ml IL 5 sowie fiir
50ng/ml IL 5 jeweils gegeniber 1ng/ml IL 5 und 5ng/ml IL 5. Fir 1h Inkubationszeit
liegen die Signifikanzen jeweils bei p < 0,05. Bei 8h Inkubationsdauer zeigen sich fir
die Anderungen von 1ng/ml IL 5 ausgehend Signifikanzen von p < 0,05 und fir die
Abfélle von 5ng/ml IL 5 auf 10ng/ml IL 5 bzw. 50ng/ml IL 5 Signifikanzen von p < 0,01.
Inkubation Uber 24h ergibt jeweils eine Signifikanz von p < 0,01 fir die verminderte
HDGF-Expression zwischen 10ng/ml IL 5 bzw. 50ng/ml IL5 und 1ng/ml IL 5. Von
5ng/ml IL 5 ausgehend zeigt sich der Abfall mit p < 0,05 zu 10ng/ml IL 5 sowie zu
50ng /ml IL5 als signifikant. Zusatzlich findet man bei 24h eine signifikante
Expressionsminderung von 1ng/ml IL 5 auf 5ng/ml IL5 (p < 0,05). Bei 1h sowie 8h
Inkubationszeit ist diese Expressionsminderung nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

3.3.2 HT29 )
Im zeitlichen Verlauf finden sich zwei signifikante Anderungen der

HDGF-Expression, ein signifikanter Anstieg bei 1ng/ml IL 5 von 8h auf
24h (p <0,05) und eine signifikante Minderung der Expression bei
50ng/ml IL 5 von 1h auf 8h Inkubationszeit. Signifikante Expressionsmin-
derungen in Abhangigkeit von der Konzentration lassen sich zu allen drei
Zeitpunkten ab 10ng/ml IL 5 beobachten.

Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 5
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Abbildung 25: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 5 in
Abhéngigkeit von der Zeit
Im zeitlichen Verlauf findet sich bei 1ng/ml IL 5 ein signifikanter Anstieg der HDGF-
Expression von 8h auf 24h (p < 0,05). Bei einer Konzentration von 50ng/ml IL 5 zeigt
sich zwischen 1h und 8h eine signifikante Minderung der HDGF-Expression
(p < 0,01).
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Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 5

2,000 -
p<0,01
p<0.01
p<0,05
1,500 -
c
2
(7]
(%]
g
5 1,000 -
>
ui
I8
o
[a}
I
< 0,500 -
(4
0,000 -

Abbildung 26: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 5 in

Abhéngigkeit von der Konzentration

Signifikante Minderungen der HDGF-Expression finden sich bei 1h Inkubationszeit flr
10ng/ml IL 5 sowie 50ng/ml IL 5 gegenlber 1ng/ml IL 5 (jeweils p < 0,01), des Weite-
ren mit einer Signifikanz von p < 0,05 fiir 10ng/ml IL 5 sowie 50ng/ml IL 5 gegeniber
5ng/ml IL 5. Zum 8h Wert zeigen sich signifikante Unterschiede zwischen den zuvor
beschriebenen Konzentrationsniveaus. Diese stellen sich alle mit einer Signifikanz
von p < 0,01 dar. Bei Inkubation Uber 24h sind die Expressionsabfélle fiir 10ng/ml IL 5
bzw. 50ng/ml IL 5 gegenliber 1ng/ml IL 5 mit p < 0,01 signifikant. Weitere signifikante
Minderungen der HDGF-Expression zeigen sich zwischen 5ng/ml IL 5 und 10ng/ml
IL 5 bzw. 50ng/ml IL 5 (jeweils p < 0,05). Die Expressionsabfalle von 1ng/ml IL 5 auf
5ng/ml IL 5 sowie zwischen 10ng/ml IL 5 und 50ng/ml IL 5 sind nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

3.3.3 SwW480 )
Far diese Zelllinie findet sich im zeitlichen Verlauf lediglich eine signifikante An-

derung der HDGF-Expression, diese ist bei einer Konzentration von 5ng/ml IL 5
mit einem Abfall der Expression von 1h auf 24h Inkubationszeit (p < 0,05) zu
beobachten. In Abhangigkeit von der IL 5 Konzentration zeigen sich zu allen
Zeitpunkten Minderungen der HDGF-Expression fast zwischen allen Konzentra-
tionsniveaus, jedoch sind diese nur teilweise signifikant.

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 5
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Abbildung 27: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 5 in
Abhéngigkeit von der Zeit
Ein signifikanter Abfall der HDGF-Expression findet sich bei einer Konzentration von
5ng/ml IL 5 von 1h auf 24h Inkubationszeit (p < 0,05).
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Ergebnisse

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 5
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 5 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Signifikante Abfélle der Expression zeigen sich bei 1h Inkubationszeit fiir 10ng/ml IL 5
bzw. 50ng/ml IL 5 gegenliber 1ng/ml IL 5 mit p < 0,01, des Weiteren fir 10ng/ml IL 5
gegenuber 5ng/ml IL 5 mit p < 0,01 und fir 50ng/ml IL 5 gegentber 5ng/ml IL 5 mit
p < 0,05. Zum 8h Wert beobachtet man fiir 10ng/ml IL 5 gegentber 1ng/ml IL 5 einen
signifikanten Abfall der HDGF-Expression mit p < 0,01, fir 50ng/ml IL 5 gegeniber
1ng/ml IL 5 eine Expressionsminderung mit einer Signifikanz von p < 0,05. Daruber
hinaus finden sich signifikante Abfélle der HDGF-Expression fiir 10ng/ml IL 5 bzw.
50ng/ml IL 5 gegeniiber 5ng/ml IL 5 mit p < 0,05. Zusatzlich zeigt sich der Expressi-
onsabfall von 1ng/ml IL 5 auf 5ng/ml IL 5 signifikant (p < 0,05). Fir die Inkubation Gber
24h lassen sich alle signifikanten Expressionsabfélle mit p < 0,05 feststellen. Diese
finden sich fir 10ng/ml IL5 bzw. 50ng/ml IL 5 jeweils gegeniiber 1ng/ml IL 5 und
5ng/ml IL 5. Die Minderungen der HDGF-Expression von 10ng/ml IL 5 auf 50ng/ml
IL 5 sind nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

3.3.4 SW620
Zwei signifikante Expressionsminderungen sind im zeitlichen Verlauf von 8h auf

24h fir die Konzentrationen 5ng/ml IL 5 und 10ng/ml IL 5 (jeweils p < 0,05) be-
obachtbar. Bei den Konzentrationen von 1ng/ml IL 5 und 50ng/ml IL 5 zeigen
sich diese Abfalle der HDGF-Expression als nicht signifikant. In Abhangigkeit
von der Konzentration von IL 5 finden sich zu allen drei Inkubationszeitpunkten
signifikante Anstiege der HDGF-Expression.

Reqgulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 5
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Abbildung 29: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 5 in
Abhéngigkeit von der Zeit
Zwei signifikante Expressionsminderungen sind im zeitlichen Verlauf von 8h auf 24h
fir die Konzentrationen 5ng/ml IL 5 und 10ng/ml IL 5 (jeweils p < 0,05) erkennbar. Bei
den Konzentrationen von 1ng/ml IL 5 und 50ng/ml IL 5 zeigen sich diese Abfalle der
HDGF-Expression als nicht signifikant.
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3. Ergebnisse

Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 5
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Abbildung 30: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 5 in
Abhéngigkeit von der Konzentration
Flr den Zeitpunkt von 1h finden sich von 1ng/ml IL 5 auf 10ng/ml IL 5 bzw. 50ng/ml
IL5 signifikante Anstiege der HDGF-Expression (p<0,05) als auch fir die
Konzentration von 5ng/ml IL5 zu 10ng/ml IL5 bzw. 50ng/ml IL5 (p < 0,05). Bei
Inkubationsdauer von 8h findet sich keine Signifikanz zwischen 1ng/ml IL5 und
50ng/ml IL 5. Fir 10ng/ml IL 5 gegeniiber 1ng/ml IL5 bzw. 5ng/ml IL 5 liegen die
Expressionserhéhungen mit Signifikanzen von p <0,01 vor. Auch der Anstieg
zwischen 5ng/ml IL 5 und 50ng/ml IL 5 ist mit p < 0,05 signifikant. Fir die Inkubation
Uber 24h liegen signifikante Erhéhungen der HDGF-Expression zwischen 1ng/ml IL 5
und 10ng/ml IL 5 (p < 0,05), des Weiteren von 5ng/ml IL 5 auf 10ng/ml IL 5 bzw.
50ng/ml IL5 (p < 0,05) vor. Zusatzlich findet ein signifikanter Abfall der HDGF-
Expression von 10ng/ml IL 5 auf 50ng/ml IL 5 (p < 0,05) statt.

Bei Behandlung mit Interleukin 5 zeigt sich mit Ausnahme der Zelllinie SW620
durchgangig ein Abfall der HDGF-Expression flir die beiden hohen Konzentra-
tionen gegeniber den beiden niedrigeren Konzentrationen zu allen Inkubati-
onszeitpunkten. Die Ausgangswerte fir 1ng/ml IL 5 bzw. 5ng/ml IL 5 liegen bei
einer maximalen Expression von circa 1,3 und fallen zwischen dem Zweifachen
(SW480) und Siebzehnfachen (HT29) ab. Die Zelllinie der SW620 zeigt dage-
gen, wie auch bei Interleukin 4, einen Expressionsanstieg fur h6here Konzen-
trationen. Im zeitlichen Verlauf lassen sich keine einheitlichen Veranderungen

feststellen.
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3. Ergebnisse

3.4 Interleukin 8

3.4.1 Geki-2
Far die Inkubation mit Interleukin 8 zeigen sich in den Geki-2-Zellen Anstiege

der HDGF-Expression im zeitlichen Verlauf bei allen drei Konzentrationen, je-
doch ist lediglich die Erhéhung der Expression bei 1ng/ml IL 8 von 1h auf 24h
signifikant (p < 0,05). In Abhangigkeit von der Konzentration von IL 8 kommt es
fir 50ng/ml IL 8 gegentber 1ng/ml IL 8 sowie 10ng/ml IL 8 zu allen Inkubati-
onszeitpunkten zu signifikanten Minderungen der HDGF-Expression. Der Ex-
pressionsabfall fir 10ng/ml IL 8 gegentber 1ng/ml IL 8 ist zu keinem Zeitpunkt

signifikant.

Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 8
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Abbildung 31: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 8 in
Abhéangigkeit von der Zeit
Es zeigen sich Anstiege der HDGF-Expression im zeitlichen Verlauf, von 1h lber 8h
zu 24h bei allen Konzentrationen von IL 8, jedoch ist lediglich die Erhéhung der Ex-
pression bei 1ng/ml IL 8 von 1h auf 24h signifikant (p < 0,05).
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Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 8
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 8 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Zu den Inkubationszeitpunkten 1h und 8h finden sich Abfélle der HDGF-Expression
zwischen 1ng/ml IL 8 und 50ng/ml IL 8 sowie zwischen 10ng/ml IL 8 und 50ng/ml IL 8,
jeweils mit einem Signifikanzniveau von p < 0,05. Bei Inkubation Gber 24h beobachtet
man eine Signifikanz von p < 0,01 fur den Expressionsabfall fir 50ng/ml IL 8 gegen-
Uber 1ng/ml IL 8. Die signifikante Expressionsminderung von 10ng/ml IL 8 auf
50ng/ml IL 8 liegt wiederum bei p < 0,05. Der Expressionsabfall fir 10ng/ml IL 8 ge-
genlber 1ng/ml IL 8 ist zu keinem Zeitpunkt signifikant.
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3. Ergebnisse

3.4.2 HT29
Anderungen der HDGF-Expression im zeitlichen Verlauf sind nicht signifikant,

stellen sich aber mit einem Abfall der Expression von 1h Uber 8h hin zu 24h im
Falle aller Konzentrationen dar. In Abh&ngigkeit von der Konzentration von IL 8
kann man signifikante Anstiege der HDGF-Expression zu allen drei Zeitpunkten
beobachten. Die Minderung der Expression von 1ng/ml IL 8 auf 5ng/ml IL 8 so-
wie zwischen 10ng/ml IL 8 und 50ng/ml IL 8 stellt sich nur in einem Fall als sig-

nifikant dar.

Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 8
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Abbildung 33: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 8 in
Abhéangigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 8
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Abbildung 34: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 8 in

Abhéngigkeit von der Konzentration

Signifikante Erhéhungen der HDGF-Expression zeigen sich fir 10ng/ml IL 8 bzw.
50ng/ml IL 8 jeweils gegentber 1ng/ml IL 8 und 5ng/ml IL 8. Fir die Inkubationszeit
von 1h liegt das Signifikanzniveau bei p < 0,05, bei Inkubation tber 8h bei p < 0,01.
Zum Zeitpunkt 24h beobachtet man signifikante Anstiege der HDGF-Expression
zwischen 1ng/ml IL 8 und 10ng/ml IL 8 (p < 0,05), jedoch nicht zu 50ng/ml IL 8. Des
Weiteren zeigen sich Expressionsanstiege von 5ng/ml IL 8 zu 10ng/ml IL 8 sowie von
5ng/ml IL 8 zu 50ng/ml IL 8 mit Signifikanzen von p < 0,05. Auch stellt man einen
Abfall der HDGF-Expression zwischen 10ng/ml IL 8 und 50ng/ml IL 8 fest, dieser ist
jedoch nur bei 24h signifikant (p < 0,05).
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3. Ergebnisse

3.4.3 SwW480 )
Im zeitlichen Verlauf zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-

Expression. Im Bezug auf die Konzentration von IL 8 kann man ein der Zelllinie
HT29 sehr &hnliches Verhalten beobachten. Signifikante Anstiege der HDGF-
Expression sind zu allen drei Inkubationszeitpunkten in Abhangigkeit von der
IL 8 Konzentration erkennbar. Die beobachtete Expressionsminderung fir
5ng/ml IL 8 gegentber 1ng/ml IL 8 sowie flr 50ng/ml IL 8 gegendber 10ng/ml
IL 8 zeigt sich nur in einem Fall als signifikant.

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 8
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Abbildung 35: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 8 in
Abhéangigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 8
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 8 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Signifikante Anstiege der HDGF-Expression ergeben sich zu allen drei Inkubations-
zeitpunkten fur 10ng/ml IL 8 jeweils gegentber 1ng/ml IL 8 und 5ng/ml IL 8, sowie flr
50ng/ml IL 8 jeweils gegeniber 1ng/ml IL 8 und 5ng/ml IL 8. Die Signifikanzen zeigen
sich mit einer Ausnahme, dem Anstieg zwischen 5ng/ml IL 8 und 50ng/ml IL 8 bei 1h
(p <0,01), jeweils mit p <0,05. Die feststellbare Expressionsminderung zwischen
10ng/ml IL 8 und 50ng/ml IL 8 ist bei 24h signifikant (p < 0,05).
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3. Ergebnisse

3.4.4 SW620 )
Hier lassen sich nur wenige signifikante Anderungen der HDGF-Expression

feststellen. Diese stellen sich in Abh&ngigkeit der Konzentration von IL 8 dar.
Ein signifikanter Anstieg der HDGF-Expression zeigt sich von 5ng/ml IL 8 auf
10ng/ml IL 8 sowohl bei 8h als auch bei 24h Inkubationszeit (p < 0,01). Bei In-
kubation GUber 24h lasst sich des Weiteren eine signifikante Erhéhung der
HDGF-Expression von 5ng/ml IL 8 auf 50ng/ml IL 8 beobachten (p < 0,05).

Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 8
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Abbildung 37: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 8 in
Abhéngigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Ergebnisse

Reqgulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 8
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 8 in

Abhéngigkeit von der Konzentration

Ein signifikanter Anstieg der HDGF-Expression zeigt sich von 5ng/ml IL 8 auf 10ng/ml
IL 8 sowohl bei 8h als auch bei 24h Inkubationszeit (p < 0,01). Bei Inkubation tber
24h lasst sich daruber hinaus eine signifikante Erhéhung der HDGF-Expression von

5ng/ml IL 8 auf 50ng/ml IL 8 beobachten (p < 0,05).

Es lasst sich flr die Zelllinien HT29 und SW480 gleiches Verhalten der Expres-
sionsanderung in Abhangigkeit von der Konzentration feststellen. Es finden,

ausgehend von 1ng/ml IL 8 und 5ng/ml IL 8 mit Expressionswerten zwischen
0,6 und 1,4, zu allen Zeitpunkten Anstiege der Expression fir 10ng/ml IL 8 und
50ng/ml IL 8 auf das etwa Zwei- bis Flinffache statt. Fiir Zellen der Linie SW620
ergibt sich keine wesentliche Anderung unter Interleukin 8. Die Geki-2 zeigen

dagegen Abfélle der Expression mit hdheren Konzentrationen. Im zeitlichen
Verlauf ist, mit Ausnahme der Geki-2 Zellen, fir fast alle Konzentrationen ein
Abfall der HDGF-Expression mit langerer Inkubationszeit beobachtbar.
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3. Ergebnisse

3.5 Interleukin 13

3.5.1 Geki-2 )
Es lassen sich im zeitlichen Verlauf keine signifikanten Anderungen der HDGF-

Expression bei Inkubation mit IL 13 feststellen. In Abhangigkeit der Konzentrati-
on von IL 13 zeigen sich zu allen drei Inkubationszeitpunkten signifikante Re-
duktionen der HDGF-Expression zwischen den verschiedenen Konzentrations-

niveaus.

Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 13
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Abbildung 39: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 13
in Abhangigkeit von der Zeit )
Es zeigen sich keine signifikanten Anderungen der HDGF-Expression.
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Regulation der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 13
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Abbildung 40: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in Geki-2 durch Interleukin 13

in Abhangigkeit von der Konzentration

Bei 1h Inkubationszeit lasst sich fiir die Abfélle der HDGF-Expression zwischen
10ng/ml IL 8 bzw. 50ng/ml IL 8 und 1ng/ml IL 8 eine Signifikanz von p < 0,05 feststel-
len. Far die Expressionsminderungen von 10ng/ml IL 8 bzw. 50ng/ml IL 8 gegeniiber
5ng/ml IL 8 zeigt sich jeweils eine Signifikanz von p < 0,01. Inkubation tber 8h sowie
24h zeigen identische Signifikanzen. Diese wiederum zwischen 1ng/ml IL 8 und
10ng/ml IL 8 bzw. 50ng/ml IL 8 (p < 0,01) sowie von 5ng/ml IL 8 zu 10ng/ml IL bzw.
50ng/ml IL 8 (p < 0,05). Des Weiteren zeigt sich bei 24h Inkubationsdauer ein Abfall
der HDGF-Expression von 1ng/ml IL 8 auf 5ng/ml IL 8 als signifikant (p < 0,05).
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3.5.2 HT29 )
Hier finden sich signifikante Anderungen der HDGF-Expression sowohl im zeit-

lichen Verlauf als auch in Abhangigkeit der Konzentration von IL 13. Fir die
Konzentration 1ng/ml IL 13 I&sst sich ein Anstieg der HDGF-Expression von 8h
auf 24h beobachten (p < 0,05). Bei 5ng/ml IL 13 zeigt sich ein signifikanter Ex-
pressionsabfall zwischen 1h und 8h Inkubation (p < 0,05). Einen signifikanten
Abfall der Expression kann man auch bei 50ng/ml IL 13 zwischen 8h und 24h
erkennen (p < 0,05). In Abhangigkeit der IL 13 Konzentration finden sich zu al-
len drei Inkubationszeitpunkten sowohl Erhéhungen als auch Minderungen zwi-

schen den einzelnen Konzentrationen mit unterschiedlicher Signifikanz.

Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 13
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Abbildung 41: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 13 in
Abhéngigkeit von der Zeit
Fir die Konzentration 1ng/ml IL 13 Iasst sich ein signifikanter Anstieg der HDGF-
Expression von 8h auf 24h beobachten (p < 0,05). Bei 5ng/ml IL 13 zeigt sich ein
signifikanter Expressionsabfall zwischen 1h und 8h Inkubation (p < 0,05). Einen
signifikanten Abfall der Expression kann man auch bei 50ng/ml IL 13 zwischen 8h und
24h erkennen (p < 0,05).
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Regulation der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 13

3,000 -

2,000 -

1,000

Rel. HDGF-Expression

0,000 -

Abbildung 42:

p<0,05

p<0,05

p<0,01
p<0,05 p<0,01

b<0.05 p<005 p<0,05 |

1

Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in HT29 durch Interleukin 13 in
Abhéngigkeit von der Konzentration

Zum ersten Inkubationszeitpunkt finden sich signifikante Anstiege der HDGF-
Expression fiir 10ng/ml IL 13 sowie 50ng/ml IL 13 jeweils gegeniiber 1ng/ml IL 13 und
5ng/ml IL13 (p<0,05). Bei 8h Inkubationszeit stellen sich die signifikanten
Expressionserhéhungen fur 10ng/ml IL 13 gegenuber 1ng/ml IL 13 bzw. 5ng/ml IL 8
mit einer Signifikanz von jeweils p < 0,05, fir 50ng/ml IL 13 gegeniber 1ng/ml IL 13
bzw. 5ng/ml IL 8 mit p < 0,01 dar. Die Inkubation Gber 24h weist sowohl signifikante
An-stiege als auch Abféalle der HDGF-Expression auf. Signifikante Erhéhungen der
Expression zeigen sich zwischen 1ng/ml IL 13 und 10ng/ml IL 13 (p <0,01), von
5ng/ml IL 13 zu 10ng/ml IL 13 (p < 0,01) sowie von 5ng/ml IL 13 zu 50ng/ml IL 13
(p < 0,05). Signifikante Expressionsminderungen beobachtet man fir 5ng/ml IL 13
gegenuber 1ng/ml IL 13 (p < 0,01) sowie fur 50ng/ml IL 13 gegendber 10ng/ml IL 13
(p < 0,05).
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3.5.3 SW480 )
Zunachst lassen sich drei signifikante Anderungen der HDGF-Expression im

zeitlichen Verlauf beobachten. Ein signifikanter Expressionsanstieg von 1h auf
8h Inkubationszeit bei 1ng/ml IL 13 (p < 0,05), sowie eine signifikante Minde-
rung der Expression fur 10ng/ml IL 13 von 1h auf 24h Inkubationsdauer und ein
signifikanter Abfall der HDGF-Expression bei 50ng/ml IL 13 des 8h Werts auf
den 24h Wert (p < 0,05). In Abhangigkeit von der Konzentration lassen sich fir
die Inkubationszeit von 8h sowie 24h signifikante Expressionsabfalle verzeich-
nen. Die bei 1h Inkubationsdauer stattfindende kontinuierliche Expressionsmin-

derung mit héherer Konzentration von IL 13 ist nicht signifikant.

Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 13
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Abbildung 43: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 13
in Abhangigkeit von der Zeit
Ein signifikanter Expressionsanstieg zeigt sich von 1h auf 8h Inkubationszeit bei
1ng/ml IL 13 (p < 0,05), sowie eine signifikante Minderung der Expression fiir 10ng/ml
IL13 von 1h auf 24h Inkubationsdauer und ein signifikanter Abfall der HDGF-
Expression bei 50ng/ml IL 13 des 8h Werts auf den 24h Wert (p < 0,05).
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Regulation der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 13
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Abbildung 44:
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Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW480 durch Interleukin 13
in Abhangigkeit von der Konzentration

Zum Zeitpunkt 8h stellen sich alle signifikanten Abfélle der HDGF-Expression
gegenuber 1ng/ml IL 13 dar. Fir 5ng/ml IL 13 mit einer Signifikanz von p < 0,05, fir
10ng/ml IL 13 mit einer Signifikanz von p < 0,05 und fir 50ng/ml IL 13 mit einer
Signifikanz von p <0,01. Fir die Inkubation Uber 24h zeigen sich signifikante
Expressionsminderungen zwischen 1ng/ml IL 13 und 10ng/ml IL bzw. 50ng/ml IL 13
(jeweils p < 0,05) sowie von 5ng/ml IL 13 zu 50ng/ml IL 13 (p < 0,05).
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3.5.4 SW620
Es zeigen sich zwei signifikante Expressionsminderungen im zeitlichen Verlauf.

Diese sind bei 1ng/ml IL 13 von 1h auf 24h (p < 0,01) sowie bei 5ng/ml IL 13
von 8h auf 24h (p < 0,05) zu finden. Die Ubrigen Abfélle der Expression stellen
sich als nicht signifikant dar. Des Weiteren zeigt sich mit Erhéhung der Kon-
zentration von IL 13 ein kontinuierlicher Expressionsabfall zu allen drei Inkuba-
tionszeitpunkten mit mehr oder weniger signifikanten Minderungen zwischen

den einzelnen Konzentrationen.

Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 13
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Abbildung 45: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 13
in Abhéangigkeit von der Zeit
Signifikante Expressionsminderungen sind bei 1ng/ml IL 13 von 1h auf 24h (p < 0,01)
sowie bei 5ng/ml IL 13 von 8h auf 24h (p < 0,05) zu finden. Die Ubrigen Abfalle der
Expression stellen sich als nicht signifikant dar.
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Regulation der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 13

2,000 -

1,500

1,000 -

Rel. HDGF-Expression

0,500 -

0,000 -

Abbildung 46: Darstellung der Anderung der HDGF-Expression in SW620 durch Interleukin 13

in Abhangigkeit von der Konzentration

Man beobachtet zum ersten Inkubationszeitpunkt fiir 10ng/ml IL 13 gegeniber 1ng/ml
IL 13 bzw. 5ng/ml IL 13 einen signifikanten Abfall der Expression (p < 0,05) sowie fiir
50ng/ml IL 13 gegeniber 1ng/ml IL 13 (p < 0,01) bzw. 5ng/ml IL 13 (p < 0,05). Fir
den 8h Wert zeigen sich signifikante Minderungen der HDGF-Expression zwischen
1ng/ml IL 13 und 10ng/ml IL 13 (p < 0,01), zwischen 1ng/ml IL 13 und 50ng/ml IL 13
(p < 0,05) sowie von 5ng/ml IL 13 auf 10ng/ml IL 13 (p < 0,05). Bei Inkubation Uber
24h finden signifikante Abfélle der Expression fur 10ng/ml IL 13 bzw. 50ng/ml IL 13
gegenilber 1ng/ml IL 13 statt (p < 0,05). AuBerdem ist eine signifikante Minderung
zwischen 5ng/ml IL 13 und 50ng/ml IL 13 zu finden (p < 0,05). Die Ubrigen stattfin-
denden Expressionsabfélle sind zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Bei Inkubation mit IL 13 zeigt sich mit Ausnahme der Zelllinie HT29 ahnliches
konzentrationsabhéngiges Verhalten der HDGF-Expression in allen Zelllinien.
Es kommt, ausgehend von maximalen Expressionswerten um 1,6, bei hohen
Konzentrationen zu einem Abfall der Expression gegeniber den geringeren
Konzentrationen mit einem maximalen Abfall um Faktor 10. Fir die HT29 zeigt
sich dagegen ein Expressionsanstieg fur héhere Konzentrationen. Im zeitlichen
Verlauf kommt es flr die héheren Konzentrationen insgesamt bei langerer In-

kubationszeit zur Abnahme der HDGF-Expression.
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4. Diskussion
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung des Einflusses bestimm-

ter Interleukine auf die HDGF-Expression in verschiedenen Kolonepithelzellen,
und in wie weit sie dadurch an der Regulation von HDGF beteiligt sind. Hierzu
fanden Interleukine mit unterschiedlichen Eigenschaften, vor allem auch im Be-
zug auf ihre Effekte in der Karzinogenese, Verwendung. Nach Inkubation der
verschiedenen Zellen mit den einzelnen Interleukinen wurde eine REAL TIME-
RT-PCR durchgefiihrt. Dadurch kénnen relative Veranderungen der HDGF-
Expression semiquantitativ dargestellt werden. Die zugrundeliegenden Mecha-
nismen der Interleukin-vermittelten Modulation der HDGF-Expression sind da-
durch allerdings nicht definitiv zu klaren und werden Gegenstand weiterer Un-
tersuchungen bleiben.

Erhdhte Expressionen an HDGF lassen sich in Koloadenokarzinomzellen, vor
allem in Zellen mit invasivem Charakter und in undifferenzierten Zellen, finden
[11]. Eine allgemeine Uberlegung ware, dass durch Interleukine ausgeldste Ex-
pressionssteigerungen dafiir sprechen kénnten, dass diese Interleukine tumor-
unterstitzende Effekte ausiben kénnen. Im anderen Fall, der Expressionsmin-
derung, liegt die Vermutung nahe, dass durch das Interleukin auf den Tumor
negative Einflisse vermittelt werden. In welcher Art und Weise diese positiven
bzw. negativen Effekte auf den Tumor stattfinden, kann nur mit Hilfe bereits vor-
liegender Studien und aufgezeigter Eigenschaften der Interleukine spekulativ
diskutiert werden.

HDGF ist ein Wachstumsfaktor, der nicht nur in physiologischen Prozessen ei-
ne Rolle spielt. Von besonderem Interesse ist die Tatsache, dass seine Expres-
sion in einigen malignen Prozessen erhdht ist und HDGF als prognostischer
Marker bestimmter Tumorerkrankungen identifiziert wurde. HDGF kann das
Wachstum verschiedenster Zellen, wie Fibroblasten, Hepatomzellen, GefaB-
muskelzellen und Endothelzellen stimulieren [6,8,13]. AuBerdem scheint HDGF
eine Rolle bei der Entwicklung der Niere [8], der kardiovaskularen Differenzie-
rung [14] sowie bei Prozessen der GefaBverletzung [13] zu spielen. Eine erhéh-
te Expression von HDGF ist unter anderem beim hepatozellularen Karzinom
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[20,21] [204], beim NSCLC [29,30] sowie beim Melanom [28] mit einer schlech-
teren Uberlebensrate assoziiert.

Die Arbeit von Lepourcelet zeigt in einer kleinen Serie, dass sich eine erhdhte
HDGF-Expression in Geweben von kolorektalen Karzinomen, vor allem bei Ko-
lontumoren mit intaktem DNA-mismatch repair, finden lasst. Die gréBten Men-
gen an HDGF zeigten sich in Zellen mit invasivem Charakter sowie stark undif-
ferenzierten Zellen [11]. Die pathogentischen Faktoren sind hier jedoch noch
nicht genauer geklart. In diesem Kontext zielt die vorliegende Arbeit darauf ab,
die Rolle von Interleukinen in der Expression von HDGF in kolorektalen Ade-
nom- und Karzinomzelllinien genauer zu beleuchten. Wie in der Literatur be-
schrieben, zeigen viele Interleukine sowohl férderende als auch inhibierende
Wirkungen in Bezug auf die Karzinogenese, speziell auch beim CRC. Auch bei
den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Interleukinen ist die Rolle des je-
weiligen Interleukins in diesem Zusammenhang noch nicht eindeutig definiert

und belegt.

Betrachten wir im Folgenden die einzelnen Interleukine mit ihren jeweiligen Ei-
genschaften in puncto kolorektaler Karzinogenese und ihren Effekt auf die Ex-
pressionsregulation von HDGF.

Fir Interleukin 1beta zeigt sich in allen vier Zelllinien dosisabhangig eine Stei-
gerung der HDGF-Expression fiir die beiden hohen Konzentrationen (10ng/ml
IL 1beta und 50ng/ml IL 1beta) gegentber den niedrigeren Konzentrationen von
1ng/ml IL 1beta und 5ng/ml IL 1beta, diese Veranderungen finden sich zu allen
Zeitpunkten (cf 3.1). Die Expressionswerte schwanken bei niedrigen Konzentra-
tionen von IL 1beta um den Mediumwert von 1. Dies zeigt, dass geringe Kon-
zentrationen von IL 1beta nur wenig Effekt auf die HDGF-Expression austben.
Unter héheren Konzentrationen von IL 1beta I&sst sich dann hingegen in allen
verwendeten Zelllinien ein signifkanter Anstieg der HDGF-Expression feststel-
len. Fir die zeitliche Abhangigkeit zeigt sich insgesamt von der Anfangs- zur
Endinkubationszeit allenfalls ein geringer Abfall der Expression. Wenige signifi-
kante Werte zeigen sich hierfir in der Geki-2-Zellline fir 5ng/ml IL 1beta sowie
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in der Zelllinie SW480 fur die beiden héheren Konzentrationen. Die SW620-
Zellen hingegen zeigen fur alle Konzentrationen signifikante Abfalle der Expres-

sion in Abhangigkeit von der Inkubationsdauer.

Diese Anderung der Expression passt sehr gut zu den Eigenschaften von
IL 1beta im Bezug auf die Karzinogenese kolorektaler Malignome. IL 1beta
konnte als Mediator in der Pathogenese des Kolonkarzinoms identifiziert wer-
den [72]. Es verstarkt die wachstumsférdernden Einflisse auf Tumorzellen des
Darms bestimmter Mediatoren [69,70]. Uber die Induktion von VEGF und IL 8,
zwei proangiogenetischer Faktoren, liegt eine gewisse Bedeutung in der Angio-
genese sehr nahe [74,205]. Stimulierende Effekte in Bezug auf die Angiogene-
se sowie die Invasivitat konnten flr verschiedene Tumorzellen gezeigt werden
[73]. Die dargestellten Effekte von IL 1beta auf die HDGF-Expression lassen
sich mit den bisher erwdhnten Funktionen von IL 1beta sehr gut in Einklang
bringen und legen hier einen Zusammenhang nahe, Uber die zugrunde liegen-

den Mechanismen kann aktuell jedoch allenfalls spekuliert werden.

Der Einfluss von Interleukin 4 auf die HDGF-Expression stellt sich in den vier
Zelllinien sehr unterschiedlich dar. In den Zellen der HT29 sowie SW480 Zellli-
nien lieBen sich in Abh&ngigkeit von der Konzentration keine einheitlich ver-
wertbaren Anderungen der Expression nachweisen. Fiir die Geki-2-Zellen |&sst
sich ein Abfall der Expression mit Erh6hung der Konzentration beobachten.
Ausgehend von 1ng/ml IL 4 mit Werten um 1,2 zeigen sich alle folgenden Ex-
pressionen unter dem Mediumwert von 1. Dies ist zu allen Inkubationszeitpunk-
ten zu sehen. Ein starker Anstieg der HDGF-Expression Iasst sich in den Zellen
der SW620 fir die beiden hohen Konzentrationen gegeniber 1ng/ml IL 4 und
5ng/ml IL 4 feststellen. Hier liegen die Expressionswerte der niedrigen Konzent-
rationen durchweg unter dem Mediumswert und steigen im Folgenden bis zum

Vierzehnfachen an (cf 3.2).

Die Heterogenitat der dargestellten Ergebnisse spiegelt sich gewissermafBen
auch in der Literatur wider. Denn far IL 4 zeigen sich sowohl férdernde als auch
hemmende Einflisse im Bezug auf die Karzinogenese. Einige altere Studien
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schreiben IL 4 eine antitumorése Wirkung, auch im Bezug auf Kolonkarzinome,
zu [105,106]. IL 4 scheint auBerdem hemmenden Einfluss auf die Metastasie-
rungs- und Invasionsfahigkeit kolorektaler Tumoren zu haben [107]. Ein wachs-
tumsinhibierender Effekt durch IL 4 in kolorektalen Karzinomzellen steht ver-
mutlich mit dem durch IL 4 ausgelésten Signalweg Gber IRS in Zusammenhang
[91]. Neuere Studien stellten jedoch fest, dass IL 4 auf bestimmte Kolonkarzi-
nomzellen einen protektiven Effekt ausibt, wahrscheinlich durch Expressions-
steigerung antiapoptotischer Proteine [108]. Darlber hinaus zeigte sich, dass
hohe IL 4 Konzentrationen in der Tumorumgebung das Tumorwachstum er-
leichtern [206,207]. Auch die inhibierenden Wirkungen von IL 4 auf die Zellad-
hasion der Kolonkarzinomzellen kénnten im Zusammenhang mit Metastasie-
rungs- und Invasionsféahigkeit stehen [113], mdglicherweise im Sinne einer er-
leichterten Loslésung aus dem bestehenden Tumorverband mit konsekutiver

Ausbildung einer zirkulierenden Tumorzellpopulation.

Die Reaktion der HDGF-Expression der Zelllinie SW620, bei der es sich um
Zellen kolorektaler Lymphknotenmetastasen handelt, ware mit den letztgenann-
ten Fakten gut vereinbar. Die Zelllinie SW480 sind Zellen eines kolorektalen
Adenokarzinoms. Es handelt sich um Zellen des Primartumors, dessen Metas-
tasenzellen die Zelllinie SW620 darstellt. Im Gegensatz zu diesen Metastasen-
zellen findet in den SW480 Zellen unter Einfluss von IL 4 kaum eine Anderung
der HDGF-Expression statt. Der differente Effekt von Interleukin 4 zwischen den
Zellen des Primarius und der zugehérigen Lymphknotenmetastase kénnte seine
Ursache in einer geadnderten Reagibilitat eines Klons des priméaren Malignoms
auf IL 4 haben, die mit Akquise der Metastasierungsfahigkeit assoziiert ist,
eventuell ist hier die gesteigerte Expression von HDGF von Bedeutung.

Im zeitlichen Verlauf zeigt sich insgesamt gesehen ein Abfall der HDGF-
Expression bei langerer Inkubationszeit und tendenziell fir hohe Konzentratio-
nen. Signifikant ist dieser aber nur bei der SW620 Zelllinie.

Die Regulation der HDGF-Expression in den Geki-2-Zellen durch IL 4, die sich
in einer Expressionsminderung auBert, kann eventuell mit den erstgenannten

Effekten von IL 4, sprich seinen tumorhemmenden Funktionen, in Verbindung
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gebracht werden; mdglicherweise ist auch die Tatsache, dass es sich hierbei
um Adenomzellen, also noch nicht maligne Karzinomzellen, handelt von Bedeu-
tung. Der tumorprotektive Effekt von IL 4 scheint hier im Rahmen der malignen
Transformation vom Adenom zum Karzinom verloren gegangen zu sein. Mit
dem genannten Modell gut zu vereinbaren ist auch, dass IL 4 in den Zelllinien
HT29 und SW480, also den Adenokarzinomzellen, so gut wie keine Effekte
zeigt, die Metastasenzellen jedoch mit einer gesteigerten HDGF-Expression
reagieren, sprich der Tumor im Rahmen der Invasivitat seine Reaktion auf IL 4
von einer initialen antiproliferativen Antwort auf eine erhdhte Aggressivitat und

Proliferation hin verdndert.

Fir den Einfluss von Interleukin 5 auf die HDGF-Expression lasst sich zeigen,
dass es mit Ausnahme der Zelllinie SW620 durch IL 5 zu einer Minderung der
HDGF-Expression fir die beiden hohen Konzentrationen (10ng/ml IL 5 und
50ng/ml IL 5) gegentber den geringeren Konzentrationen (1ng/ml IL 5 und
5ng/ml IL 5) kommt. Diese dosisabhangige Anderung der Expression ist zu al-
len Zeitpunkten signifikant. Im Gegensatz dazu kommt es in den Zellen der
SW620 Zelllinie, also den Metastasenzellen, genau zum gegenteiligen Effekt.
Es findet ein Anstieg der HDGF-Expression fir die beiden hohen Konzentratio-
nen gegenuber den beiden geringeren Konzentrationen zu allen drei Zeitpunk-
ten statt (cf 3.3)

Aus diesen Ergebnissen Iasst sich, wie auch flr IL 4, schlieBen, dass IL 5 auf
unterschiedliche Art und Weise Einfluss auf Kolonkarzinomzellen nehmen kann,
und sich der biologische Effekt im Rahmen der protrahierten malignen Trans-
formation — mdglicherweise ebenfalls Gber klonales Wachstum — umkehren

kann.

Diese Vermutung ist kongruent zu den Daten in der Literatur. Einige Studien
zeigten, dass eine Erhéhung der Eosinophilen, fir die IL 5 hauptverantwortlich
ist [125,126], bei Kolonkarzinomen mit einer besseren Prognose einhergehen
[140,208]. Im Gegensatz dazu belegt eine andere Studie, dass vermehrte Eosi-
nophilenzahlen fir Disseminierung, spate Manifestation und schlechte Progno-
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se sprechen [142,143]. Auch im Bezug auf das Tumorwachstum stellen sich die
Effekte von IL 5 nicht einheitlich dar. IL5 zeigt in einem Mausmodell einen
suppressiven, wachstumshemmenden Effekt auf Kolonkarzinomzellen der C26
Zelllinie [144]. Dagegen kann IL 5 in einer anderen Kolonkarzinomzelllinie den
durch IGF-Il ausgelésten Wachstumseffekt verstarken [69]. Somit besteht die
Méglichkeit, dass auch IL 5 — abhangig vom jeweiligen Status der genetischen
Veranderung — sowohl einen adjuvanten als auch einen inhibierende Effekt auf

das Tumorwachstum vermittelt.

Diese gegensatzlichen Effekte lassen sich, wie schon erwahnt, auch in den hier
genannten Ergebnissen in Bezug auf die Regulation der HDGF-Expression
durch IL 5 erkennen. In drei der vier Zelllinien kommt es in Abhangigkeit von der
Konzentration zur Minderung der Expression von HDGF. Die Ausgangswerte
liegen fur die niedrigen Konzentrationen bei maximal 1,3 und fallen im Folgen-
den zwischen dem Zwei- und Siebzehnfachen ab. Dieses Verhalten zeigt, dass
bei ausreichend hoher Konzentration, IL 5 die HDGF-Expression supprimieren
kann. Aussagen, Uber welchen Mechanismus IL 5 die HDGF-Expression ver-
mindert und somit eventuell auch Einfluss auf die Karzinogenese nehmen kann,
sind anhand des vorliegenden Datenmaterials allerdings nicht méglich und wer-
den Bestandteil weiterer Untersuchungen sein.

In der Zelllinie SW620 kommt es zum gegenteiligen Effekt. Die Werte flr 1ng/ml
IL 5 und 5ng/ml IL 5 sind &hnlich wie fir die anderen Zelllinien, mit einem Ma-
ximum von ungefahr 1,1. Im weiteren Verlauf kommt es jedoch zu einer Erho-
hung der HDGF-Expression bis zum circa Vierfachen. Auch dies kdnnte sich mit
den zuvor erwahnten Eigenschaften von IL 5 erklaren lassen. Wie bereits oben
erwdhnt, reagieren gerade die Zellen der Metastasenzelllinie gegensatzlich zu
den Adenomzellen und den Zellen der beiden Adenokarzinomzelllinien. Even-
tuell kann diese Tatsache als Erklarung fur die unterschiedlichen Effekte, die

IL 5 auf die HDGF-Expression ausiibt, dienen.

Auch bei der Inkubation mit Interleukin 8 lassen sich je nach Zelllinie unter-
schiedliche Effekte feststellen. Die beiden Adenokarzinomzelllinien HT29 und
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SW480 zeigen sehr ahnliche dosisabhangige Anderungen der HDGF-
Expression durch den Einfluss von IL 8. Es kommt fir 10ng/ml IL 8 bzw.
50ng/ml IL 8 zur Steigerung der Expression gegeniber den beiden niedrigeren
Konzentrationen zu allen gemessenen Zeitpunkten. Die Ausgangswerte
schwanken zwischen 0,6 und 1,4 flr die niedrigen Konzentrationen und erhé-
hen sich in Abh&ngigkeit von der Konzentration um das Zwei- bis Flinffache.
Die Zellen der Metastasenzelllinie zeigen nur wenige signifikante Anderungen
der Expression. Im Gegensatz dazu, kann man in den Geki-2-Zellen fir die
héchste Konzentration (50ng/ml IL 8) einen Abfall der HDGF-Expression gegen-
tber 1ng/ml IL 8 sowie gegentiber 10ng/ml IL 8 beobachten, und diesen zu al-
len drei Inkubationszeitpunkten. Die Minderung stellt sich mit dem Vier- bis Sie-
benfachen dar. Im zeitlichen Verlauf Iasst sich in dieser Zelllinie ein Anstieg der
Expression von HDGF verzeichnen. In den drei anderen Zelllinien zeigt sich
tendenziell eher das Gegenteil. Jedoch sind diese zeitlichen Anderungen kaum
signifikant (cf 3.4). Die Tatsache, dass IL 8 in Adenomzellen gegensétzliche
Effekte wie in den Adenokarzinomzellen auslést, und in den Metastasenzellen
kaum noch Effekte zu verzeichnen sind, ist prinzipiell durchaus kongruent zu
den Effekten von IL 4 und IL 5. Allerdings besteht fir IL 8 aktuell keine Datenla-
ge bezlglich einer protektiven Wirkung gegentiber einer malignen Transforma-
tion, so dass Uber einen kausalen Zusammenhang zwischen IL 8-Exposition
und HDGF-Expression nur spekuliert werden kann. Eine mdgliche Erklarung
ware hier eine noch protektive Wirkung einer Aktivierung von NF«B durch IL 8.
Méglicherweise besteht aber auch, im Rahmen der Tumorpromotion kolorekta-
ler Neoplasien, eine sich verdndernde Sensibilitdt gegeniber IL 8, eventuell im

Zuge einer zunehmenden autokrinen Sekretion.

Die in der Einleitung erwahnten Eigenschaften von IL 8 in Bezug auf die Karzi-
nogenese sprechen alle fir ein tumorunterstitzendes Verhalten. IL 8 zeigt
proangiogenetische Funktionen und spielt eine Rolle in der Pathogenese ver-
schiedener maligner Prozesse [157]. Erhéhte IL 8 Expressionen kénnen in ma-
lignen Zellen sowie den umgebenden Zellen gefunden werden [148]. Speziell
bei Kolonkarzinomen hat IL 8 Einfluss auf Proliferation, Angiogenese sowie
Zellmigration [161,162]. In einer weiteren Studie wurde auBerdem ein Zusam-
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menhang zwischen der Expressionshéhe von IL 8 und der Metastasierungsfa-
higkeit sowie der Aggressivitdt von Kolonkarzinomen gezeigt [168]. Darlber
hinaus zeigt sich bei CRCs mit erhéhter Expression von IL 8 eine gewisse
Chemotherapieresistenz [209].

Wie IL4 und IL 5 zeigt auch IL 13 in der Literatur unterschiedliche, teilweise
sogar gegensatzliche Effekte in Bezug auf die Karzinogenese. AuB3er in HT29
kommt es in den drei anderen Zelllinien zu einer — teilweise signifikanten — Re-
duktion der HDGF-Expression unter den héheren Konzentrationen (10ng/ml
IL 13 und 50ng/ml IL 13) gegentber 1ng/ml IL 13 bzw. 5ng/ml IL 13. Fir die
SW620-Zellen sowie die Geki-2-Zellen stellen sich diese Anderungen zu allen
drei Zeitpunkten signifikant dar. Die HT29-Zellen reagieren hier grundsatzlich
gegensatzlich. Hier kommt es fir die hohen Konzentrationen zu einem Anstieg
der Expression bis maximal zum 3,2-fachen mit dem hdéchsten Expressionwert

von 2,1 gegeniber den beiden niedrigen Konzentrationen (cf 3.5).

Wie anfangs erwéahnt, lassen sich in einigen Studien unterschiedliche Effekte
des IL 13 auf die Pathogenese maligner Prozesse feststellen. Altere Studien
zeigten in Tiermodellen, dass IL 13 einen protektiven Einfluss gegeniber einer
Tumorentwicklung hat [196] und eine tumorinduzierte Schwachung des Immun-
systems lindern kann [197]. AuBerdem konnte festgestellt werden, dass IL 13,
wenn es von Granulocyten und Makrophagen ausgeschittet wird, tumorregres-
sive Aktivitat aufweist [196,200]. Im Gegensatz dazu vermittelt IL 13, welches
durch natdrliche Killerzellen produziert wurde, supprimierende Effekte auf eine
Immunantwort gegen maligne Zellen. Hier spielt auch die Inhibition der zytoto-
xischen T-Zellen, die sich gegen den Tumor richten, eine Rolle [199]. Im Weite-
ren wurde flr IL 13 eine Schwachung der Zelladhasion zwischen den Kolonkar-
zinomzellen beobachtet, welche vermutlich Einfluss auf die Metastasierungsfa-
higkeit hat [113]. IL 13, wie auch IL 4, aktivieren den STAT6-Signalweg. Dieser
wird in Zusammenhang mit Apoptoseresistenz und erhdhter Invasions- und Me-
tastasierungsfahigkeit von Kolonkarzinomen gebracht [112].
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Der Anstieg der HDGF-Expression durch den Einfluss von IL 13 in der HT29
Zelllinie steht im Einklang zu diesen letztgenannten Fakten. Den Expressions-
abfall in den anderen drei Zelllinien kann man in Bezug zu den in den alteren
Studien beschriebenen tumorinhibierenden Eigenschaften von IL 13 setzen. Die
Tatsache, dass die Adenomzellen (Geki-2) eine Expressionsminderung zeigen,
in den HT29-Zellen, einer der beiden Adenokarzinomzelllinien, ein Anstieg der
Expression stattfindet und die andere Adenokarzinomzelllinie (SW480) wieder
mit einem leichten Abfall der Expression reagiert, ist sicherlich ein gutes Bei-
spiel fir die mannigfaltigen Effekte verschiedener Zytokine auf unterschiedliche
Tumore und ein fehlendes Generalitatsprinzip in der Reaktivitat der Tumore auf
auBere Einflisse. Vielmehr muss hier sicherlich vom Einfluss der im Rahmen

der Karzinogenese akquirierten genetischen Alterationen ausgegangen werden.

Der genaue Stellenwert von HDGF in der kolorektalen Karzinogenese ist bis-
lang noch nicht definiert, eine Rolle als key factor in seiner Eigenschaft als on-
kofetales Protein ist anhand der vorliegenden Daten zwar nicht zwingend, je-
doch auch nicht komplett unwahrscheinlich. Vermutlich ist HDGF als nukleéarer
Wachstumsfaktor eher mittelbar durch seinen Einfluss auf DNA-Synthese und
Mitogenese beteiligt. Die teilweise differente Regulation ist wohl eher eine Folge
der im Rahmen der Entdifferenzierung akquirierten Alterationen und Defekte
der die Wirkung der einzelnen Zytokine vermittelnden Signalkaskaden und de-

rer negativen loop back-Mechanismen.

Die verschiedenen Auswirkungen der einzelnen Zytokine auf die HDGF-
Expression in den untersuchten Zelllinien sind &tiologisch anhand der vorlie-
genden Daten letztlich noch nicht komplett erklarbar und missen mit weiteren
Studien naher differenziert werden; allerdings sind die unterschiedlichen Aus-
wirkungen auf die HDGF-Expression sicherlich exemplarisch fir differente We-
ge der malignen Transformation mit unterschiedlichen Alterationen in der Gen-

expression und Suszeptibilitdt gegeniber verschiedenen Zytokinen.
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5. Zusammenfassung
Das Ziel dieser Arbeit war die Darstellung der Einflisse verschiedener Interleu-

kine auf die HDGF-Expression in verschiedenen Kolonzelllinien.

HDGF stellt einen Wachstumsfaktor dar, der nicht nur physiologisch bei der
Entwicklung einiger Gewebe wie der Niere, der Leber und des Darms von Be-
deutung ist, sondern auch eine wichtige Rolle in der Karzinogenese verschie-
dener Tumoren spielt. Hierzu zahlen unter anderem das hepatozelluldre Karzi-
nom, das NSCLC und das Melanom. Von besonderer Relevanz ist seine Rolle
in der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms.

Die verwendeten Interleukine (1beta, 4, 5, 8 und 13) zeigen sowohl inhibierende
als auch férdernde Eigenschaften in Bezug auf die Karzinogenese von kolorek-

talen Tumoren. Dies steht im Einklang mit friheren Resultaten der Literatur.

Die vier verschiedenen Zelllinien, eine Adenomzelllinie, zwei Adenokarzinom-
zelllinien sowie eine Zelllinie aus Lymphknotenmetastasenzellen wurden mit
den verschiedenen Interleukinen inkubiert und mittels REAL TIME-RT-PCR
analysiert. Die Ergebnisdarstellung in Blockdiagrammen zeigt semiquantitativ
die relative HDGF-Expression. So lassen sich Aussagen Uber Anstieg oder Ab-
fall der Expression durch den Einfluss der verschiedenen Interleukine machen.

Die hier gezeigten Ergebnisse lassen, wie auch schon teilweise in der Literatur
beschrieben, fur alle Interleukine auBer fur IL 1beta, sowohl hemmende als
auch tumorunterstitzende Effekte beobachten. Interleukin 1beta zeigt in Kon-
gruenz der vorbeschriebenen Studien, im Gegensatz zu den anderen Zytoki-
nen, in allen Zelllinien tumorférdernde Eigenschaften. Fir IL 4 ist zun&chst in
den Adenomzellen ein antitumordser Effekt zu erkennen, dieser kehrt sich in
der Metastasenzelllinie in eine férderndene Wirkung um. In den Adenokarzi-
nomzelllinien sind weder eindeutige suppressive noch unterstitzende Wirkun-
gen zu verzeichnen. Uber einen Zusammenhang zwischen dem Grad der ma-
lignen Transformation und unterschiedlichem Ansprechen auf IL 4 lasst sich
jedoch bisher nur spekulieren. Fir IL 5 ist ein &hnliches Verhalten zu beobach-
ten. Eine anféngliche inhibitorische Wirkung auf die HDGF-Expression in den
Adenomzellen sowie Adenokarzinomzellen kehrt sich in der Metastasenzelllinie
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in den gegenteiligen Effekt um. Auch hier lasst sich eine Umkehr der ausgelds-
ten Effekte mit fortschreitender maligner Transformation vermuten. IL 8 zeigt
kongruente Effekte zu IL 4 und IL 5, jedoch lassen sich fir IL 8 in der Literatur
bisher nur tumorunterstitzende Wirkungen finden. Hier lasst sich in den Ade-
nomzellen eine suppressive Wirkung verzeichnen, wohingegen in den beiden
Adenokarzinomzelllinien férdernde Effekte beobachtet werden. In der Metasta-
senzelllinie lassen sich jedoch weder positive noch negative Auswirkungen
feststellen. Des Weiteren spiegeln auch die Ergebnisse des Einflusses von
IL 13 die Vielgestaltigkeit der Wirkweisen dieses Interleukins dar, mit tumor-
hemmenden Effekten in den Adenom- sowie Metastasenzellen und férdernder
Wirkung in den HT29-Zellen.

Uber die genauen Mechanismen, inwiefern ein Interleukin die Expression von
HDGF hochreguliert oder supprimiert, kann zum momentanen Zeitpunkt nur
spekuliert werden. Es kann jedoch vermutet werden, dass ein gewisser Zu-
sammenhang zwischen dem Grad der malignen Transformation und der Wirk-
weise der Interleukine existiert. Entscheidend sind hier sicherlich klonal erwor-
bene Alterationen einzelner Signalkaskaden.

Festzuhalten ist zum einen, dass bis auf IL 1beta fir alle Zytokine der Einfluss
auf HDGF vom jeweiligen Zellsystem abhangt. Diese Ergebnisse machen eine
Schlisselrolle von HDGF eher unwahrscheinlich, vielmehr scheint seine Regu-
lation hier in teilweise komplexe Regulationsmechanismen mit eingebunden zu
sein. Dass diese Alterationen mdglicherweise auch im Rahmen der Karzinoge-
nese bzw. der Akquise der Metastasierungsféhigkeit entstehen kénnten, zeigen
die teilweise bestehenden Unterschiede zwischen der verwendeten Adenom-
zelllinie und den Karzinomzelllinien respektive zwischen Karzinom- und Metas-

tasenzelllinie.

Die beschriebenen Ergebnisse geben einen Anhaltspunkt, in welche Richtung
die einzelnen Interleukine wirken, zumindest in wie weit hier ein EinfluB auf die
Transkription von HDGF als Surrogatmarker der Mitogenese erfolgt. Um die
Komplexitat und Vielfalt der Effekte von Interleukinen in Bezug zu Tumorsta-

91



5. Zusammenfassung

dium, Invasivitat sowie Metastasierungsfahigkeit in Einklang zu bringen, bedarf

es jedoch weiterfliihrender Studien.

Es lies sich zeigen, dass die angewendeten Interleukine generell Einfluss auf
die Expressionshéhe von HDGF in verschiedenen Kolonzelllinien haben und als
exogene Faktoren in die Regulation eingreifen kénnen. Dies kénnte ein weiterer
Ansatz zur Etablierung immunmodulatorischer Therapieoptionen in soliden

Neoplasien in der Zukunft sein.
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