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1. Einleitung

1.1. Das kolorektale Karzinom

1.1.1. Epidemiologie des kolorektalen Karzinoms

Mit einer jahrlichen Inzidenz von 30-50/100.000 und einer Lebenszeit-Inzidenz von
5% stellt das kolorektale Karzinom (KRK) in Europa und Nordamerika die
zweithaufigste bodsartige Erkrankung bei Frauen (nach Brustkrebs) und Mannern
(nach Bronchialkarzinom) dar 7 8%,

Obwohl die Mortalitdt aufgrund verbesserter diagnostischer und therapeutischer
Moglichkeiten in den letzten Jahren leicht gesunken ist, ist das KRK dennoch die
vierthaufigste krebsbedingte Todesursache weltweit .

Das KRK ist eine Erkrankung des hohern Lebensalters, mit einem Haufigkeitsgipfel
im siebten und achten Lebensjahrzehnt. Vor dem 40. Lebensjahr tritt das KRK nur
selten auf, jedoch verdoppelt sich die Inzidenz bei Uber 40-jahrigen alle zehn Jahre,
so dass sie im achten Lebensjahrzehnt bei 400/100.000 liegt. Das Auftreten eines
kolorektalen Karzinoms in jungen Jahren ist haufig mit einer genetischen Alteration
vergesellschaftet, von der besonders die familidare adenomatdse Polyposis (FAP),
das hereditare nicht-polypdse kolorektale Karzinom (HNPCC) sowie die APC-Gen-
Variabilitat eine entscheidende Rolle spielen %,

Bezlglich der geographischen Verteilung lasst sich ein deutliches Nord-Sud-Gefalle
erkennen. So ist das kolorektale Karzinom in den Industrienationen wesentlich

haufiger als in den Entwicklungslandern %,

1.1.2. Atiologie

Die Uberwiegende Mehrheit (88-94%) aller bosartigen kolorektalen Neubildungen tritt
spontan auf:

Das Zusammenwirken individueller, diatetischer, endogen-metabolischer, ethnischer
und genetischer Faktoren spielt hierbei eine wichtige Rolle.

Zu den individuellen Risiken, die flr die Entstehung kolorektaler Karzinome von
Bedeutung sein konnten, zahlen unter anderem hohes Lebensalter, mannliches
Geschlecht, Cholezystektomie, Anastomosennarben im Rahmen von Darm-

operationen und vorausgegangene Strahlenschaden 48 8%,



Dartber hinaus beeinflussen eine ballaststoff-, folsaure- und kalziumarme, aber fett-
und fleischreiche Ernahrung, Adipositas, hoher Nikotin- und Alkoholabusus
entscheidend die Pathogenese kolorektaler Karzinome. Dies erklart auch weshalb
kolorektale Neoplasien in den Industrienationen gehauft auftreten. In epidemio-
logischen Studien konnte gezeigt werden, dass sich das Risiko fur ein KRK
umweltabhangig andert; so nahmen Immigranten aus Landern niedriger Pravalenz
das Risiko des Gastlandes an, sobald sich ihr Lebensstil an den dortigen adaptiert
hatte 2% 471

Zu den hormonellen Faktoren, die die Pathogenese des KRK beeinflussen, zahlen
insbesondere der Hyperinsulinismus, aber auch Kinderlosigkeit, spate Geburt des
ersten Kindes und friher Eintritt der Menopause.

Gewisse, in der Krankengeschichte der Patienten vorausgegangene Karzinome, wie
Endometrium-, Mamma- oder Ovarialkarzinome pradisponieren zur Ausbildung eines
KRK 10,

Ca. 1-2% aller Darmkrebsfalle entstehen auf dem Boden entzindlicher
Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn. Dabei ist das Risiko
einer bdsartigen Neubildung besonders von der Dauer und der Schwere der
Entziindung abhangig: Meta-Analysen von Eaden et al. ['® konnten zeigen, dass
bereits 10 Jahre nach der Erstdiagnose einer Colitis ulcerosa 2%, nach 20 Jahren
8% und nach 30 Jahren 18% aller Patienten ein KRK entwickeln. Die Ausbreitung
uber mehrere Wandschichten in der Histologie als auch assoziierte
Begleiterkrankungen wie die priméar sklerosierende Cholangitits (PSC) tragen zur
weiteren Erhohung des Erkrankungsrisikos bei. Ebenso spielt die Lokalisation der
Entzindung auf einzelne Darmabschnitte eine Rolle: Patienten mit einer Pancolitis
oder linksseitiger Colitis haben dabei ein hdheres Risiko als Patienten mit einer
Proktitis 1®°.

Ca. 20% aller Darmkrebs-Patienten zeigen eine familiare Disposition. Gemal der
Bethesda Kriterien zahlen dazu Patienten mit positiver Familienanamnese:
Verwandte 1. Grades eines Patienten haben ein 2,3-fach erhdhtes Risiko, sind zwei
oder mehr Verwandte 1. Grades betroffen, erhoht sich das Risiko auf 4,25 8%,
Schatzungsweise 5-10% aller KRK-Falle sind auf autosomal-dominant vererbte
Tumor-Syndrome zurlckzufihren. Neben den sehr seltenen Erkrankungen wie dem

Peutz-Jeghers-Syndrom, der familidaren juvenilen Polyposis oder dem Cowden-



Syndrom spielen vor allem die familiare adenomatdse Polyposis coli (FAP) und das
HNPCC (hereditary non-polyposis colorectal cancer)-Syndrom eine wichtige Rolle.

Das Auftreten zahlreicher (>100) kolorektaler Adenome bereits in frihen
Lebensjahrzehnten charakterisiert die FAP. Ohne Therapie entwickeln die
Betroffenen jenseits des 40. Lebensjahres zu fast 100% kolorektale Karzinome 7.

Mit im Mittel 45 Jahren treten kolorektale Karzinome bei HNPCC-Patienten in
Erscheinung; hier wird das kumulative Risiko bis zum 70. Lebensjahr an einem

Karzinom zu erkranken bei Mannern auf 91% und bei Frauen auf 69% geschatzt .

1.1.3. Morphologie und Pathologie

Etwa 80% aller kolorektalen Karzinome finden sich im rektosigmoidalen Bereich,
wobei Uber 50% der Tumoren im Rektum lokalisiert sind. Weitere 10% betreffen das
Coecum und das proximale Colon ascendens, 10% das ubrige Kolon.

Makroskopisch lassen sich schisselférmig ulzerierende, polypoide und diffus-

infiltrierende Wachstumsformen unterscheiden.

WHO-Klassifikation

Mikroskopisch unterscheidet die WHO-Klassifikation aus dem Jahr 2000 zwischen

Adeno- und Plattenepithelkarzinomen:
Die verschiedenen Adenokarzinome lassen sich gemaly ihres Gradings weiter
unterteilen in:
- low-grade-Karzinome:
- gut differenziert (G1)
- malig differenziert (G2)
- high-grade-Karzinome:
- schlecht differenzierte muzinése und nichtmuzinése Adenokarzinome
(G3)
- Siegelringzellkarzinome, kleinzellige und undifferenzierte Karzinome
(G4)
High-grade Karzinome neigen zu friher lymphogener Metastasierung. Da die
intramuralen LymphgefaRe als Uberwiegend zirkuldre, durch radidre Aste
untereinander verbundene Netze angelegt sind, breiten sich kolorektale Karzinome

uberwiegend quer zur Darmachse aus und tendieren daher zu zirkularem Wachstum.



Abbildung 1: Mikroskopisches Bild eines Kolonkarzinoms: maligne Tumorzellen (Asterisk), Fibrose
(Pfeil) (50x)

Besonderheiten des Rektums

Aufgrund der unterschiedlichen anatomischen Gegebenheiten des Rektums lassen
sich dort drei unterschiedliche lymphogene Metastasenstrallen finden:
- oberes Rektumdrittel (12-16 cm proximal der Anokutanlinie): paraaortale
Lymphknoten
- mittleres Rektumdrittel (6-12 c¢m): paraaortale Lymphknoten und
Beckenwand
- unteres Rektumdrittel (<6¢cm): paraaortale Lymphknoten, Beckenwand und
zusatzlich die inguinalen Lymphknoten
Aufgrund des portal-venésen Abflusses finden sich hamatogene Metastasen
zunachst in der Leber, gemall der ,Kaskadentheorie’ werden erst im Anschluss
weitere Organsysteme befallen. Nur das distal gelegene Rektumkarzinom
metastasiert durch seine Drainage in die V. cava inferior haufig zunachst auch in die

Lunge.
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Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung lassen sich bei bis zu 25% aller Patienten
bereits Lebermetastasen finden, bis zu 55% der Patienten entwickeln im weiteren

Verlauf Lebermetastasen P9,

TNM-Stadieneinteilung

Zur Stadieneinteilung (Staging) kolorektaler Karzinome hat sich das TNM-Schema
der UICC (union internationale contre le cancer) durchgesetzt. Die TNM-
Klassifikation erfasst dabei das lokale Wachstumsverhalten, den Status der
Lymphknoten-Metastasierung sowie die Fernmetastasierung. Diese Klassifikation
spielt eine entscheidende Rolle zur weiteren Therapieplanung und zur Abschatzung

der Prognose.

T — Primdrtumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir einen Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert die Submukosa

T2 Tumor infiltriert die Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert die Subserosa bzw. das nichtperitonealisierte

parakolische bzw. pararektale Gewebe

T4 Tumor perforiert das viszerale Peritoneum und/oder infiltriert
direkt andere Organe

N — Regionale Lymphknoten

NX Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 Metastasen in 1-3 regionalen Lymphknoten
N2 Metastasen in 24 regionalen Lymphknoten

M — Fernmetastasen

MX Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Staging des Kolorektalen Karzinoms nach UICC 2
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Stage TNM Dukes 5-Jahres-Uberleben

0 Tis NO MO
I T1, T2 NO MO A 80-95%

A T3 NO MO B 72-75%

1B T4 NO MO 65-66%

A T1, T2 N1 MO C 55-60%

B T3, T4 N1 MO 35-42%

lnc Tx N2 MO 25-27%
v Tx Nx M1 D 0-7%

Tabelle 2: TNM-Staging und Dukes-Klassifikation mit prognostizierter 5-Jahres-Uberlebens-

wahrscheinlichkeit !

1.1.4. Klinische Symptomatik

Die Symptomatik kolorektaler Karzinome ist haufig uncharakteristisch. Wie bei
anderen Tumorentitaten treten Beschwerden oft erst in fortgeschrittenen Stadien der
Erkrankung auf, und reichen von peranalem Blutabgang bis hin  zum
Passagehindernis infolge stenosierender Prozesse. Diese sind dann nicht selten
Folge einer begleitenden Tumoranamie, die klinisch oft als Mldigkeit, Leistungsknick
und allgemeine Schwache seitens des Patienten beschrieben wird.

Gastrointestinale Symptome sind abhangig von der Tumorlokalisation:
Rektumkarzinome und Karzinome des distalen Sigmas fuhren durch Ulzerationen
des Tumors in bis zu 75% zu analen Blutungen, die teils vom Patienten als
Blutauflagerungen auf dem Stuhl erkannt, vielfach jedoch als okkulte Blutverluste
unbemerkt bleiben 7,

Dagegen gehen Karzinome proximaler Kolonabschnitte haufiger mit Anderungen der
Stuhltatigkeiten einher. Neben der fur die Patienten haufig auftretenden
unangenehmen Flatulenz, flihrt die durch den Tumor bedingte Lumenobstruktion
oder Stenosierung zu einem Wechsel aus Obstipation und Diarrhoe, begrindet durch
Aufstau und nachfolgender Verflussigung des Stuhls. Eine Anamie ist oft das erste
klinisch erkennbare Zeichen rechtsseitiger Kolonkarzinome 4.

Seltener klagen Patienten Uber Schmerzen im Unterbauch bis hin zu Koliken;
bisweilen wird — vor allem bei rechtsseitig gelegenen Tumoren — eine tumordse
Masse im Unterbauch getastet.

Subileus- und lleussymptomatik, (massive) Blutungen, Perforationen mit

nachfolgender kotiger Peritonitis, Infiltrationen der Bauchwand mit Abszessbildung
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und Einbruch bzw. Fistelbildung in benachbarte Organstrukturen wie Vagina und

Blase zahlen zu den schweren tumorbedingten Komplikationen ©°7.

1.1.5. Diagnostik

Die Koloskopie gilt als Goldstandard zum Nachweis kolorektaler Karzinome. Sie
bietet zusatzlich die Maoglichkeit den Tumor bioptisch zu sichern. Durch
Verbesserung der Technik bietet die 3D-Magnetresonanztomographie seit kurzem
die Moglichkeit eine Koloskopie zur ersetzen, wenn diese beispielsweise aufgrund
von Lumenobstruktionen nicht vollstandig durchgeflihrt werden kann. Dennoch
konnen beide Diagnoseverfahren eine vollstandige korperliche Untersuchung nicht
ersetzen. Bei proximaler Lokalisation ist der Tumor, besonders in fortgeschrittenen
Stadien, als palpable Masse im Unterbauch zu tasten. Da Untersucher-abhangig ca.
10% aller KRK digital getastet werden kdnnen, ist eine digital-rektale Untersuchung
des Patienten unerlasslich. Computertomographische und sonographische
Untersuchung des Abdomens, Endosonographie des Gastrointestinaltraktes und
Rontgen-Thorax sind weitere diagnostische Mittel um die lokoregionare Ausbreitung
des Tumors zu beurteilen und eine eventuelle Metastasierung ausschlieRen zu
konnen. Korperliche Untersuchung, Koloskopie, Endosonographie, Abdomen-
sonographie zum Ausschluss von Lebermetastasen und Rontgen-Thorax sind somit
fiir ein genaues Staging der Tumorerkrankung dringend erforderlich 7.

Die Notwendigkeit einer routinemafigen Computertomographie ist umstritten, da sie
die chirurgische Herangehensweise nur in Einzelfillen entscheidend beeinflusst °°.
Die Beurteilung der Tumorausdehnung und der Ilokalen Operabilitat von
Rektumtumoren erfordert eine genaue Kenntnis der anatomischen Verhaltnisse:
Transrektaler Ultraschall, Spiral-CT des Abdomens bei unklarem Sonobefund,
Zystoskopie bei Verdacht auf Blaseninfiltration und eine gynakologische
Untersuchung zum Ausschlul® von Infiltrationen der Vagina, Uterus oder Adnexe
erweitern das oben beschriebene diagnostische Spektrum %,

In den letzten Jahren gewann die funktionelle Bildgebung zur Darstellung der
biologischen Aktivitat gastrointestinaler Tumoren an Bedeutung. Zur Rezidiv-
abklarung wird zunehmend die kombinierte Positronen-Emissions-Tomo-
graphie/Computertomographie (PET/CT) eingesetzt. Im Rahmen des primaren
Stagings jedoch spielt die PET/CT weiterhin eine untergeordnete Rolle, da sie nur

wenig Informationsgewinn bezuglich Tumorausdehnung und Lymphknoteninfiltration
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gegenuber konventionellem CT und MRT bietet, beziehungsweise gezeigt werden
konnte, dass diese zusatzlichen Befunde keine Auswirkungen auf das operative
Vorgehen hatten ['® 24 801,

Als Verlaufskontrolle nach Radikaloperationen eignet sich die regelmallige
Bestimmung des Tumormarkers CEA (carcino-embryonic-antigen), dessen
praoperative Werte stadienabhangig in der Regel erhoht sind, sich nach RO-
Resektion des Tumors normalisieren sollten, und im Falle eines Rezidivs wieder
ansteigen koénnen 2. Als sensitivere Alternative kénnte sich in Zukunft auch die
Bestimmung der mRNA des tumorassoziierten Antigen L6 erweisen. Schiedeck et al.
8 konnten zeigen, dass die Bestimmung der mRNA des Antigens L6 einen
wesentlich sensitiveren und genaueren Parameter zur Verlaufskontrolle bietet als
CEA. So hatten praoperativ 79% der Patienten mit gesichertem KRK erhdhte L-6
mRNA Werte, dagegen zeigten jedoch nur 35% ein erhdhtes CEA. Nach der

Therapie normalisierten sich die Werte fur L6 signifikant schneller als die CEA-Werte.

1.1.6. Therapie

Die chirurgische Tumorresektion stellt bis heute die einzige kurative Therapieoption
des kolorektalen Karzinoms dar.

Bei Kolontumoren erfolgt in der Regel eine en-bloc-Resektion des tumorbefallenen
Darmabschnitts mitsamt des versorgenden Anteils des Mesenteriums unter
Einhaltung einer ausreichenden Sicherheitszone von mindestens 2 cm gesunden
Gewebes mit Entfernung des regionalen Lymphabflusses. Je nach Tumorlokalisation
bedeutet dies eine Hemikolektomie rechts bzw. links, bei Transversumbefall eine
erweiterte rechts- oder linksseitige Hemikolektomie oder eine Sigmaresektion. Bei
Patienten mit HNPCC-Syndrom empfiehlt sich eine Proktokolektomie, damit eine
Karzinomentwicklung im belassenen Kolon ausgeschlossen werden kann.

Obwonhl die radikal offenen Operationsverfahren in vielen Kliniken gegenuber den
laparoskopisch-onkologischen Operationen beim Kolonkarzinom immer noch deutlich
haufiger durchgeflhrt werden, zeigten umfangreiche Langzeit-Follow-up Studien,
dass die beiden operativen Verfahren in Bezug auf das Gesamtlberleben und dem
rezidivfreien Intervall gleichwertig sind .

Die Lokalisation von Rektumkarzinomen bestimmt das chirurgisch-therapeutische
Vorgehen. Bei Tumoren des oberen und mittleren Rektumdrittels, sowie bei T2 und

T3 Tumoren des unteren Drittels (falls ein ausreichender Sicherheitsabstand von = 2
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cm zur distal gelegenen Anokutanlinie gewahrleistet werden kann) wird eine
sphinkter- und damit kontinenzerhaltende, anteriore Rektumresektion mit totaler
Exzision des Mesorektums als Goldstandard angestrebt. Nach Absetzen der A.
mesenterica inferior wird dabei das Mesorektum ohne Eréffnung der mesorektalen
Faszie mit dem darin enthaltenen Lymphabflussgebiet komplett entfernt. Seit der
EinfUhrung und Etablierung der totalen mesorektalen Exzision (TME) konnte die
Lokalrezidivrate von vormals bis zu 55% auf unter 10% gesenkt werden /" 8%,

Ist bei Tumoren des unteren Rektumdrittels ein ausreichender Sicherheitsabstand
nach distal nicht gegeben, erfolgt eine abdominoperineale Rektumexstirpation
(Operation nach Miles) mit Anlage eines endstandigen Anus praeter sigmoidalis.
Obwohl bei Kolonkarzinomen als gleichwertig betrachtet, bleiben die Ergebnisse
weiterer randomisierter Studien zur Beurteilung der Langzeitergebnisse der
laparoskopischen Technik zur Therapie von Rektumkarzinomen abzuwarten * %2, So

konnten Guillou et al. ?7]

in einer prospektiven, randomisierten Multicenter-Studie
(CLASICC-Trial) an 794 Patienten zeigen, dass die hohe Zahl an intraoperativen
Konversionen von Laparoskopie zu offener Operationstechnik sowie eine — wenn
auch nicht signifikant — erhdhte Zahl an Tumor-befallenen Schnittrandern einen
routinemafigen Einsatz der Laparoskopie bei der Therapie von Rektumkarzinomen
aus onkologischer Sicht zunachst nicht rechtfertigen. In einer Folgestudie zur
Bestimmung der Langzeitergebnisse dagegen konnte gezeigt werden, dass die 3-
Jahres-Rezidivrate in beiden Patienten-Kollektiven nahezu identisch war
(Lokalrezidivrate nach offener Therapie vs. laparoskopischer Therapie: 7,0% vs.
7,8%) B,

Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 26-49% bietet die Resektion solitarer
Lebermetastasen (Anzahl < 3 Metastasen) den Patienten eine Therapie mit potentiell
kurativem Ansatz. Bei disseminierter Metastasierung erfolgt zur onkologischen
Resektion eine additive systemische Chemotherapie ..

Die peritoneale Tumoraussaat eines KRK bedeutet in der Regel eine infauste
Prognose. Durch eine aggressive Zytoreduktion mit kombinierter intraperitonealer
Chemotherapie jedoch konnte das mediane Uberleben dieser Patienten von 12,6 auf
22,3 Monate insgesamt fast verdoppelt werden .

Bei fortgeschrittenen, aber prinzipiell operablen Tumoren wird eine adjuvante
Chemotherapie (CT) oder eine neoadjuvante kombinierte Radio-Chemotherapie
(RTCx) eingesetzt:
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Eine adjuvante Chemotherapie mit 5-Fluorouracil (5-FU) ist die Standardtherapie von
Stage-lllI-Kolonkarzinomen. Kombiniert mit neueren Therapeutika wie Oxaliplatin,
Leukovorin, Irinotecan etc. sowie Antikorper-basierter Therapien (sog. Biologicals) im
Rahmen von Studien, ist die 5-Jahresuberlebensrate auf Uber 70% gestiegen.

Bei fortgeschrittenen Rektumkarzinomen ab Stage Il wird heute eine neoadjuvante
Radio-Chemotherapie (RTCx) mit eventuell zusatzlicher adjuvanter, postoperativer
Chemotherapie empfohlen. Obwohl Langzeitstudien keine Verbesserung der
Uberlebenschancen zeigen konnten, erhoht die neoadjuvante Therapie die lokale
Tumorkontrolle, senkt die Lokalrezidivrate und ermdglicht in Einzelfallen doch noch
eine RO- und gegebenenfalls sogar eine sphinktererhaltende Resektion, die bei der
Primardiagnostik unwahrscheinlich schien ¢ 8%,

Palliative Therapieregime bei inoperablen und/oder metastasierten KRK zielen auf
die Verlangerung des Uberlebens und gleichermaRen auf die Verbesserung der
Lebensqualitat. Transanale, kryochirurgische Eingriffe, Laserresektionen, Elektro-
koagulationen oder Anlage von Entlastungs- oder Umgehungsanastomosen
verbessern die Tumorkontrolle und damit nicht zuletzt die Lebensqualitat der
Patienten.

Neben der Standard-Polychemotherapie, bestehend aus 5-FU, Folsaure und
Oxaliplatin oder Irinotecan, haben molekularbiologisch zielgerichtete Therapien
metastasierter, kolorektaler Karzinome das therapeutische Spektrum entscheidend
erweitert.

Bevacizumab (Avastin®), ein monoklonaler Antikérper gegen den vaskuldren
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), wird bei metastasiertem KRK als First-line-
Therapeutikum mit groRem Erfolg eingesetzt I3 Eine signifikante Verlangerung des
Uberlebens konnte dariiber hinaus auch fir Cetuximab und Panitumumab
nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu Bevacizumab zielen diese beiden neueren
monoklonalen Antikérper auf den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) 1°°,
Das zunehmende Verstandnis der biologischen Grundlagen und die damit
einhergehende Entwicklung gezielter Medikamente konnte in Zukunft die Prognose

kolorektaler Karzinome maRgeblich verbessern %,
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1.1.7. Nachsorge und Prognose

Abhangig von der chirurgischen Technik, dem Operateur und dem Tumorstadium
treten trotz kurativen Ansatzes in 10-30% Rezidive auf. Um diese fruhzeitig zu
erkennen ist ein umfassendes Nachsorgeprogramm unerlasslich. Dazu zahlen
regelmalige Koloskopien in Abstanden von 3-5 Jahren, eine alle 3-6 Monate
durchgefuhrte Bestimmung des CEA-Wertes Uber einen Zeitraum von 5 Jahren,
regelmaldige Ultraschalluntersuchungen der Leber und Rontgenaufnahmen des
Thorax. Die Notwendigkeit regelmafiger CT-Untersuchungen des kleinen Beckens
nach erfolgter Operation eines Rektumkarzinoms wird weiterhin diskutiert "% 8%

Die TNM-Klassifikation (s.0.) ist bisher die zuverlassigste Methode zur Abschatzung
der Prognose. Kolonkarzinome haben aufgrund ihrer weniger komplexen
anatomischen Lage eine etwas bessere Prognose als Rektumkarzinome. Parameter
wie Mutationsanalysen des Tumorsuppressorgens p53, Bestimmung des
Chromosoms 18q oder Proteinexpressionsanalysen spielen zur Prognostik (noch)

eine untergeordnete Rolle 8.

1.1.8. Screening auf kolorektale Karzinome

Im Rahmen der Fruherkennung kolorektaler Karzinome empfiehlt die American
Cancer Society (ACS) asymptomatischen Mannern und Frauen jenseits des 50.
Lebensjahres, die kein erhdohtes Darmkrebsrisiko haben, regelmaflige Krebs-
vorsorgeuntersuchungen wahrzunehmen:
- Fakaler Okkultblut-Test (FOBT): jahrliche Untersuchungen auf okkultes
Blut im Stuhl dienen trotz geringer Sensitivitdt und Spezifitat als
kostengunstige Screeningmethode
- Koloskopie: alle 5 Jahre
Patienten mit FAP oder HNPCC wird empfohlen bereits in frihen Jahren mit

jahrlichen Kontroll-Koloskopien zu beginnen ",
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1.2. Allgemeine Tumorpathogenese

1.2.1. Charakteristika maligner Tumoren

Als Tumor bezeichnet man allgemein eine umschriebene Zunahme des
Gewebevolumens jedweder Ursache, die durch die Vermehrung korpereigener
Zellen entsteht. Im Gegensatz zu langsam, nur lokal expansiv-verdrangend und gut
differenzierten benignen Tumoren, zeichnen sich maligne Tumoren durch ihr meist
schnelles, invasives und destruierendes Wachstum Uber Zell- und Organgrenzen
hinweg aus. Im Gegensatz zum Normalgewebe weisen maligne Tumoren
histologisch haufig Zellatypien wie Zellpolymorphien, Anisonukleose oder Kern-
hyperchromasien auf. Charakteristisch fur die maligne Dignitat eines Tumors ist die
Fahigkeit der Verschleppung und Absiedelung von Tumorzellen in andere Gewebe.
Die Bildung von Metastasen ist ein komplexer Prozess, der durch drei Mechanismen
gekennzeichnet ist: Invasion der extrazellularen Matrix durch die Tumorzellen,
Dissemination der malignen Zellen in Lymph- und Blutgefal’e und Absiedelung der

Tumorzellen in entfernte Organsysteme.

1.2.2. Allgemeine Karzinogenese

Die Entwicklung einer genetisch-transformierten Zelle (monoklonale Entwicklungs-
therorie) bis hin zum invasiven Karzinom ist ein oft jahrelanger, phasischer Prozess,
in dessen Verlauf fir das Tumorwachstum entscheidende genetische und

phanotypische Veranderungen stattfinden.
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Durch Umweltfaktoren
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Abbildung 2: Vereinfachte, schematische Darstellung der molekularen Grundlagen der Karzinogenese

nach Kumar 4

1.3. Molekularbiologische Grundlagen der kolorektalen Tumor-

genese

Die intensive Erforschung der kolorektalen Karzinogenese brachte neben dem
Verstandnis ihrer molekularen Grundlagen auch fundamentale Erkenntnisse der
oben beschriebenen allgemeinen Entstehungsmechanismen bdsartiger Tumoren.

Im Folgenden wird die schrittweise Progression von normaler Darmmukosa zum
invasiven kolorektalen Karzinom dargestellt.

Zwei pathogenetisch unterschiedliche Wege stehen im Mittelpunkt der kolorektalen
Tumorgenese, die beide mit einer allmahlichen Anhaufung zahlreicher

Genmutationen einhergehen, sich jedoch bezuglich der betroffenen Gene, der
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Ursachen ihrer Mutationen sowie des makroskopischen Bildes grundsatzlich
voneinander unterscheiden.

Dennoch stehen beide Wege nicht isoliert nebeneinander. Vielmehr ist die
Tumorgenese ein Zusammenspiel aus vielen verschiedenen molekularbiologischen

Veranderungen 2.

1.3.1. Chromosomale Instabilitat: Die Adenom-Karzinom-Sequenz

85% aller KRK entstehen durch chromosomale Instabilitat, die zu einer Kumulation
von genetischen Veranderungen in bestimmten Onkogenen und Tumorsuppressor-
genen fuhrt. Die makroskopische Morphologie spiegelt diese Entwicklung wider: Zu
Beginn kommt es zu einer lokal begrenzten Proliferation des Epithels, es bilden sich
kleine Adenome, die im Verlauf an Grolke zunehmen, dysplastisch werden und auf
deren Boden letztlich das invasive Karzinom entsteht. Folgende genetische Prozesse
liegen dieser von Fearon und Vogelstein " zuerst beschriebenen Adenom-
Karzinom-Sequenz zu Grunde:
- APC (Adenomatous Polyposis Coli)-Gen-Verlust:
Das APC-Gen liegt auf dem Chromosom 5qg21. Es wird vermutet, dass ein
Verlust des APC-Gens zur Bildung von Adenomen flhrt und damit den Beginn
der Adenom-Karzinom-Sequenz darstellt.
Als Tumorsuppressorgen kodiert das APC-Gen ein Protein mit zwei Aufgaben:
Zum einen bindet es an Mikrotubuli und vermittelt Zellmigration und -adhasion.
Zum anderen fungiert es als Gatekeeper-Protein, indem es die Konzentration
von B-Catenin in der Zelle reguliert. B-Catenin ist Teil des Wnt/B-Catenin
Signalweges. Als Transkriptionsfaktor steuert B-Catenin im Nucleus die
Transkription von Genen wie c-myc und Cyclin D1, die die Zellproliferation
fordern und Zelladhasion vermindern. Das normale APC-Protein bildet im
Zytoplasma einen Komplex mit Axin und GSK-3B. Dieser Komplex bindet
freies B-Catenin, und wird im Anschluss phosphoryliert, ubiquitinyliert und
somit degradiert [,
Eine Mutation im APC-Gen liegt in 80% aller KRK vor, 50% aller Karzinome
mit intaktem APC-Gen weisen eine Mutation im p-Catenin-Gen auf.
Eine Keimbahnmutation im APC-Gen ist die Ursache fur Patienten mit FAP.

Bei Geburt ist bereits ein Allel dieser Patienten mutiert (,first hit* nach
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Knudson), eine spontane Mutation im zweiten Allel (,second hit*) fihrt dann in

jungen Jahren zur Entwicklung unzahliger kolorektaler Adenome 3!,

K-ras-Mutation:

Der Genlocus des Onkogens K-ras ist Chromosom 12p. Punktmutationen im
K-ras Gen finden sich in 50% aller kolorektalen Karzinome. In gesunden
Zellen fordert das aktivierte GTP-gebundene ras-Protein Uber die Aktivierung
des MAP-Kinase Signalweges die Zellteilung. Spontane Punktmutationen im
Codon 12, 13 oder 64 fuhren zu einer Daueraktivierung des ras-Proteins und
somit zu einer ununterbrochenen Mitose.

Man vermutet, dass die Dysplasien in kolorektalen Karzinomen das

morphologische Korrelat dieser ras-Genmutationen darstellen 1% ™!,

Mutationen in SMAD-Genen:

70% aller kolorektalen Karzinome zeigen Genverluste auf Chromosom 18q21.
Lange wurde vermutet, dass dem DCC (deleted in colon cancer)-Gen eine
SchlUsselrolle bei der Karzinogenese zukommt. Mause, bei denen jedoch
beide Allele fir DCC mutiert waren, zeigten keinerlei morphologische
Veranderungen 3. Eine wichtigere Rolle scheint dagegen weiteren auf
Chromosom 18g gelegenen Genen zuzukommen. Die ebenfalls dort
lokalisierten Tumorsuppressorgene SMAD2 und DPC4/SMAD4 kodieren flr
Proteine, die eine wichtige Rolle im Wachstum-inhibierenden TGFB-Signalweg
einnehmen. Ferner geht ein Verlust von SMAD4 in humanen
Kolonkarzinomzelllinien mit einem Verlust von E-Cadherin, einem
Schlusselprotein der Zell-Zell-Adhasion, einher . SMAD4 Mutationen treten
im spateren Verlauf der Tumorgenese in hochgradig dysplastischen
Adenomen auf und sind in uUber 30% aller metastasierten kolorektalen

Karzinome nachweisbar 1% 631,

p53-Genverlust:

Genverluste auf Chromosom 17p zeigen sich in bis zu 80% aller KRK, jedoch
nur selten in kolorektalen Adenomen. Man geht daher davon aus, dass
Mutationen im betroffenen Gen p53 beim Ubergang eines Adenoms zum

invasiven Karzinom entstehen 4. Eine Schadigung der DNA (durch
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Strahlung, UV-Licht, Chemikalien etc.) fuhrt zu einer Phosphorylierung und
damit Aktivierung von p53. Diese Proteine binden an die DNA und fuhren zu
einer erhohten Transkription von Genen, die einen Stopp des Zellzyklus in der
G1-Phase (p21), von DNA-Reparaturgenen (GADD45) oder Genen, die die
Apoptose einleiten (BAX), bewirken. Kann wahrend eines Arrests des
Zellzyklus der Schaden behoben werden, wird p53 abgebaut und die
Zellteilung fortgesetzt. Kann der Schaden dagegen nicht behoben werden,
erfolgt die Apoptose. Eine maligne Transformation ist daher haufig die Folge

eines Verlustes beider Allele fiir p53 auf Chromosom 17p13.1 131,

Zusammenfassend ist jedoch weniger die bestimmte Abfolge der Ereignisse

entscheidend, als vielmehr die Akkumulation der einzelnen Mutationen ?",

Inaktivierung normaler Allele [, second hit")

Verlust im APC-Gen Mutation von K-ras Mutation von SMADA Verlust von p53
[5q21] [12p12| [18g21] [17p13]

Mormales b Frihes " Intermedidres b GroRes : Invasives
Kolanepithel Adenom Adenom Adenom Karzinom

-

Keimbahnmutationen
|wererbt)
oder
somatische Mutationen
{erworben)
vian
Tumaorsuppresorgenen
[.first hit")

Abbildung 3: Schematische Darstellung molekularer Veranderungen, die die Entstehung kolorektaler

Karzinome bedingen 4% #3

1.3.2. Mikrosatelliten-Instabilitat: Mutation der Reparaturgene

15% aller sporadischen kolorektalen Karzinomen und Uber 95% aller HNPCC-

Syndromen liegen genetische Defekte in DNA-Mismatch-Reparaturgenen zu Grunde
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0 Spontane oder vererbte Mutationen in den DNA-Mismatch-Reparaturgenen

hMSH2 (Chromosom 2p22), hMLH1 (Chromosom 3p21), hMSH6 (Chromosom
2p21), hPMS1 (Chromosom 2g31-33) oder hPMS2 (Chromosom 7p22) fihren zum
Verlust der Korrekturlesefunktion wahrend der DNA-Replikation. Ein homozygoter
Defekt in den Reparaturgenen geht mit einer 1000-fach erhdhten Mutationsrate
einher und fuhrt somit zu einer Instabilitdt des menschlichen Genoms, besonders in
kurzen, repetitiven DNA-Sequenzen, die als Mikrosatelliten-DNA bezeichnet werden.
Die meisten Mikrosatelliten-Sequenzen befinden sich auf nicht-kodierenden
Abschnitten der DNA, weshalb genetische Veranderungen keine Auswirkungen auf
den Phanotyp zeigen. Mikrosatelliten-Sequenzen finden sich jedoch auch in
Promoterregionen oder kodierenden Abschnitten von Genen, die Zellwachstum oder
Apoptose regulieren, wie beispielsweise dem TGFB-II-Rezeptor oder BAX.
Genetische Alterationen in diesen Sequenzen fuhren daher unweigerlich zur
Dysregulation des Zellzyklus und bilden somit den Grundstein der Tumorgenese.

Diese Tumoren zeigen makroskopisch keine der Adenom-Karzinom-Sequenz
vergleichbare Progression. Dennoch konnte die Mikrosatelliten-Instabilitat in
potentiell prakanzerésen, hyperplasischen Polypen des rechtsseitigen Kolons
nachgewiesen werden. Karzinome, die aufgrund eines Verlustes der Mismatch-
Reparaturgene entstehen, fallen morphologisch durch ihre Lage im proximalen
Kolon, durch ihre histologische Differenzierung zu Siegelringzell- oder muzindsen

Karzinomen und durch hohe lymphozytare Infiltrate auf 1> ™.
1.4. Die purinerge Signalkaskade

1.4.1. Bestandteile der purinergen Signalkaskade

Neben den bereits genannten, sind zahlreiche weitere genetische Veranderungen
und alterierte Signalwege an der Entstehung pathologischer Prozesse beteiligt,
deren Verstandnis und Modulation zur Entwicklung neuer Therapieoptionen
beitragen konnte.

In diesem Zusammenhang wurden extrazellulare Nukleotide als ubiquitar im
Organismus vorkommende molekulare Botenstoffe identifiziert, die - neben ihrer
kurzwirksamen Funktion als Neurotransmitter oder Vasodilatator - entscheidend an

Prozessen der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose beteiligt sind 1,
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Die purinerge Signalkaskade beinhaltet drei essentielle Bausteine:

1. eine Quelle extrazellularer Nukleotide,
2. spezifische Rezeptoren fur diese Signalmolekile und deren Derivate
3. Ektonukleotidasen

Extrazellulare Nukleotide wie ATP, ADP, UTP und UDP werden von verschiedenen
Korperzellen  kontinuierlich in  den Interzellularraum  abgegeben, unter
physiologischen Bedingungen beispielsweise durch Exozytose mit ATP - beladener
Vesikel oder im Rahmen von Elektrodiffusionsprozessen durch spezifische ATP-
Kanale 1'% 22 Insbesondere jedoch gelangen hohe Konzentrationen von Nukleotiden
wahrend pathologischer Vorgange wie zum Beispiel Zellstress oder -untergang in
das extrazellulare Kompartiment "> '®l. Die Effekte frei gesetzter, extrazelluldrer
Nukleotide auf das umliegende Gewebe und Zellen werden durch spezifische, auf
der Zelloberflache einer Vielzahl unterschiedlicher Zellen exprimierter, purinerger
Typ-2-Rezeptoren (P2R) vermittelt. Zwei bezuglich ihrer Molekulstruktur
unterschiedliche P2-Rezeptorgruppen lassen sich von einander abgrenzen: P2X-
und P2Y-Rezeptoren. Die sieben bis heute klonierten Untergruppen der P2X-
Rezeptoren (P2X; - P2X;), sind schnell aktivierende, Liganden-gesteuerte
lonenkanéle, die fiir mono- und divalente Kationen (Na*, K*, Ca**) durchlassig sind.
Die acht humanen P2Y-Rezeptoren (P2Y4, P2Y,, P2Y4, P2Ys, P2Y 11, P2Y12, P2Y 13,
P2Y14) dagegen sind langsam agierende metabotrope Rezeptoren . Als Gq- oder
Gi- gekoppelter, heptahelikaler Rezeptor vermitteln P2Y-Rezeptoren die
Signaltransduktion Uber eine Aktivierung der Phospolipase C (PLC) und/oder
Stimulation/Inhibierung der Adenylatcyclase (AC) . Wahrend P2X-Rezeptoren
vorwiegend durch ATP stimuliert werden, kbnnen P2Y-Rezeptoren durch ATP, ADP,
UTP, UDP sowie ITP aktiviert werden ®°,

Seit langem ist bekannt, dass viele verschiedene Zelltypen auf ihrer Zelloberflache
ATP- und/oder seine Derivate hydrolysierende Enzyme aufweisen. Diese Enzyme,
sog. Ekto-Nukleosid-Triphosphat-Diphosphohydrolasen (NTPDasen), sind somit ein
entscheidender Bestandteil der purinergen Signalkaskade, da sie die Signalwirkung
extrazelluldrer Nukleotide beenden aber auch modulieren kénnen [©°],

Erst vor wenigen Jahren konnten Maliczewski et al. die molekulare Struktur und
Funktion des ersten Enzyms aus der Familie der Ektonukleotidasen (NTPDase-1)

identifizieren B2,
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CD39 wurde zunachst als Aktivierungsmarker auf B-Zellen, Monozyten, aktivierten
NK-Zellen sowie T-Lymphozyten identifiziert *%. Kaczmarek et al. konnten jedoch
zeigen, dass CD39 ein Ektoenzym ist, welches mit der NTPDase-1 identisch ist 2.

Acht verschiedene Ektonukleotidasen konnten bisher identifiziert werden. Vier dieser
Nukleosid-Triphosphat-Diphophohydrolasen (NTPDase 4, 5, 6, 7) sind intrazellulare
Enzyme; die auf der Zelloberflache lokalisierten NTPDasen-1, -2, -3 und -8 dagegen

6] Die Funktion der auf der

haben extrazellulare katalytische Zentren
Plasmamembran lokalisierten Ektoenzyme ist abhangig von der im jeweiligen
Kompartiment vorherrschenden Ca?*- und Mg?*- Konzentration: Inaktivitit bei
Abwesenheit - maximale Reaktionsgeschwindigkeit im millimolaren Bereich beider
lone 166871

CD39 (NTPDase-1) wird besonders auf der Oberflache von Endothelzellen und
glatten Muskelzellen exprimiert und stellt die bedeutendste Ektonukleotidase des
Gefallsystems dar. Im Plasma spaltet CD39 mit gleicher Affinitat ATP und ADP zu
ADP bzw. AMP ¢ Weitere Ektonukleotidasen des vaskuldren Systems sind
CD39L1 (NTPDase-2) sowie die I6slichen Ekto-ADPasen CD39L2 (NTPDase-6) und

CD39L4 (NTPDase-5) 1.

1.4.2. Die Bedeutung der purinergen Signaltransduktion im Rahmen von

Neoangiogenese, Entziindung und Tumorwachstum

Maligne Zellen kolorektaler Karzinome, ebenso wie Tumorzellen anderer Karzinome,
zeichnen sich durch Veranderung zellularer Prozesse im Vergleich zu gesunden
Zellen aus; so fuhren alterierte Regulations- und Signaltransduktionsmechanismen
zu ungehemmter Proliferation maligner Zellen, Tumor-bedingten Entziindungs-
prozessen, im Rahmen der Neoangiogenese zur Neubildung von minderwertigen,
den Tumor versorgenden vaskularen Strukturen, Absiedelung von Metastasen,
Dedifferenzierung und Zelltod durch Apoptose. Durch Beteiligung und Modulation
vieler dieser Prozesse geht man davon aus, dass P2-Rezeptoren und
Ektonukleotidasen eine wichtige Rolle bei der Entstehung und am weiteren Verlauf
von Tumorerkrankungen spielen.

Enjyoji et al. konnten durch die Etablierung CD39-defizienter und CD39-transgener
Mause zeigen, dass CD39 Hamostase und thrombembolische Prozesse moduliert
201 ' An Hand eines Matrigel-Models in CD39-defizienten Mausen zeigten Goepfert et

al., dass die Phosphohydrolyse extrazellularer Nukleotide durch CD39 einen
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wichtigen Bestandteil bei der Regulation zellularer Migration im Rahmen von
GefaRsprossung und im weiteren Verlauf der Neoangiogenese darstellt %!,

Klnzli et al. wiesen nach, dass CD39 und P2-Rezeptoren in akuter und chronischer
Pankreatitis fibrosierende Umbauvorgange und Modulation der extrazellularen Matrix
beeinflussen . Ferner entwickelten CD39-defiziente Mause in einem tierexperi-
mentellen Modell zur chronischen Pankreatitis zwar Entzindungsreaktionen, im
Vergleich zu wild-typ-Mausen jedoch nur geringe Atrophie und Fibrose. Kunzli et al.
8l konnten zeigen, dass pankreatische Sternzellen (PSC) von CD39-defizienten
Mausen einen Proliferationsdefekt aufwiesen und trotz einer normalen
Differenzierung zu myofibroblasten-ahnlichen Zellen eine signifikant verminderte
Proliferationsrate und eine geringere Prokollagen-a1-Produktion gegenuber wild-typ-
PSC in vitro zeigten.

Die Effekte extrazellularer Nukleotide auf das Wachstum von Tumorzellen wurden
als erstes 1983 von Rapaport beschrieben. Behandlung von humanen Tumorzellen
mit geringen Dosen ADP oder ATP fuhrte dabei in vitro zum Arrest der Zellteilung in
der S-Phase und anschlieRendem Zelltod *°!. In weiteren Untersuchungen zeigten
Tumorzellen humaner kolorektaler und pankreatischer Zelllinien (u.a. HAT-29 und
PANC-1) ebenfalls substantielle Wachstumshemmung nach Gabe kleiner Mengen
ATP ®2ntraperitoneale Injektionen von ATP in in vivo Studien an M&usen mit
CT26-Kolonkarzinomen konnten das Wachstum dieser Tumoren signifikant hemmen
6 Randomisierte klinische Studien an 58 Patienten mit fortgeschrittenen NSCLC,
die weder auf Chemo- noch auf Radiotherapie ansprachen, zeigten durch
regelmaldige ATP-Injektionen eine Verlangerung der Lebensdauer, jedoch kam es zu
keiner signifikanten Tumorregression bei alleiniger ATP-Therapie .

Neben der beschriebenen Wachstumshemmung verschiedener humaner Tumoren
wie beispielsweise dem kolorektalen Karzinom, Osophagustumoren, Prostata-
karzinomen und dem malignen Melanom sowie den Erfolgen bei der Behandlung von
Tumorkachexie konnte auch gezeigt werden, dass ATP die Resistenz nicht-maligner
Zellen gegeniiber Radio- und Chemotherapie erhéht [,

In humanen Osophagus-Karzinomzellen und Kolonkarzinomzellen fiihrte die
Aktivierung von P2Y,-Rezeptoren zu einem Riickgang der Zellproliferation % °",
Hohe ATP-Konzentrationen bzw. langere -Exposition fuhren Uber die spezifische

Aktivierung von P2X7-Rezeptoren zu einem programmierten Zelltod. Dabei kommt es
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zur P2X7; vermittelten Aktivierung der Caspase-Signalkaskade und Hochregulation
von IL-1B mit anschlieBender Apoptose " 73!,

Seit Jahren wird haufig nach der onko-chirurgischen Therapie abdominaler Tumoren
die Bauchhdhle mit sterilem Wasser gespult, unter anderem mit der Intention
versprengte Tumorzellen nach Madoglichkeit dadurch zu lysieren. Selzner et al.
konnten zeigen, dass diese Spulung zu einer infolge der Hypoosmolaritat bedingten
Zellschwellung mit Freisetzung von ATP fuhrt. Dadurch aktivierte P2X7-Rezeptoren
bedingen dann den apoptotischen Zelltod °. Apoptose im Zusammenhang mit
P2X7-Rezeptoren als Ausloser wurde ferner in humanen Kolonkarzinomzellen,
Zervixkarzinomzellen, Melanomzellen, Basaliomen oder kutanen Plattenepithel-
karzinomen beschrieben 1'% 2 79.82]

Als vorherrschende Ektonukleotidase des Gefalidsystems spielt CD39 (NTPDase-1)
eine wichtige Rolle im Rahmen von Angiogenese, Immunantwort, Hdmostase und

38 701 |ndem Ektonukleotidasen extrazellulare Nukleotide

Thromboregulation
degradieren, reduzieren sie so die effektive Konzentration freigewordener
Nukleotide. Dadurch stellen Ektonukleotidasen einen essentiellen Teil der purinergen
Signalkaskade dar, indem sie die purinerge Signalwirkung entweder beenden oder
verandern, die Rezeptor-Desensibilisierung modulieren oder sogar neue
Signalmolekile aus Vorstufen generieren, wie beispielsweise die Ektonukleotidase
CD39L1 ADP aus ATP [ 7 Erst ein Zusammenwirken Nukleotid-sensibler P2-
Rezeptoren und Nukleotid-degradierender Ektonukleotidasen ermdglicht eine

regulierte purinerge Signalwirkung.

1.5. Ziele der vorliegenden Studie

Uber die Bedeutung purinerger Signalkaskaden im humanen kolorektalen Karzinom
ist bisher nur wenig bekannt ['# 3% %1 |n yvorangegangenen Studien wurden purinerge
Einflusse auf zellulare Prozesse zumeist in vitro an humanen Kolonkarzinomzelllinien
beobachtet. Insbesondere der Einfluss der vaskularen Ektonukleotidase CD39 in
Tumorgeweben bleibt jedoch weitgehend unerschlossen.

Das Verstandnis der molekularen Prozesse aber, die der veranderten purinergen
Signaltransduktion in kolorektalen Tumoren zugrunde liegen, konnte neue
therapeutische Optionen eroffnen.

Ziel dieser Studie ist es daher, einen kleinen, wenn auch bescheidenen, Beitrag zum

besseren Verstandnis kolorektaler Karzinome zu leisten. Im vorliegenden



27

Forschungsprojekt untersuchten wir - aufbauend auf Studien an CD39-defizienten
und -transgenen Mausen - Expressionsmuster von CD39 und P2-Rezeptoren in
gesunden humanen kolorektalen Geweben und in sieben verschiedenen Stadien
humaner kolorektaler Karzinome. Ferner war es unser Ziel, die verschieden
alterierten Expressionsmuster der untersuchten Ektonukleotidase und P2-
Rezeptoren mit histo-morphologischen und klinischen Daten der Patienten zu

korrelieren.

Studienziele im Einzelnen

- Vergleich der mRNA- und Proteinexpression von CD39, P2X; und P2Y; in
sieben unterschiedlichen Stadien humaner kolorektaler Karzinome mit
gesunden, humanen kolorektalen Geweben

- ldentifizierung der genauen Expressionsmuster von CD39, P2X; und P2Y,
in den verschiedenen Geweben durch immunhistochemische Analysen

- Korrelation der molekularbiologischen Resultate mit histo-morphologischen

und klinischen Daten der Patienten.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten und Gewebesammlung

In die Studie wurden Gewebeproben kolorektaler Karzinome von insgesamt 63
Patienten einbezogen, bei denen - je nach Tumorlokalisation - eine rechts- bzw.
linksseitige Hemikolektomie, eine erweiterte rechts- bzw. linksseitige Hemi-
kolektomie, eine Proktokolektomie, eine anteriore Rektumresektion oder eine
abdominoperineale Rektumexstirpation durchgefuhrt wurde.

Entsprechend ihres Primarstagings wurden die Patienten in sieben unterschiedliche

Gruppen eingeteilt:

TNM - Staging Patientenzahl Durchschnittsalter
gesamt mannlich weiblich [yl/
(Range)
T2NOMA1 4 3 1 63
(56-68)
T3NxMO 7 5 2 74
survival 18-36 mo (66-87)
T3NxMO 6 5 1 75
survival 72-110 mo (53-86)
TxN2MO0 3 0 3 71
(56-86)
T3NxMO + 17 10 7 67
M1hep metachron (39-83)
T3NxMH1 17 9 8 65
hep synchron (26-86)
T4NOMO 9 7 2 73
(51-91)

Tabelle 3: Einteilung des Patientenkollektivs gemaR ihres TNM-Stagings nach UICC

Als Kontrollgewebe stand gesundes kolorektales Gewebe von 23 Patienten zur
Verfligung, das infolge einer Kolonresektion bei benignen Krankheiten, wie

beispielsweise einer Sigmaresektion, mitreseziert wurde.
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Durchschnittsalter der in die Studie einbezogenen Mittlere post-operative Uberlebenszeit in Monaten

Patienten (Patienten mit T3N+MO-Tumoren wurden ent-
sprechend ihrer Uberlebenszeit in zwei unter-
schiedliche Gruppen eingeteilt: 18-36mts vs. 72-
110mts)

Samtliche Gewebe wurden unverzuglich und nach gleicher Methode verarbeitet, um
Fehler aufgrund degenerativer Prozesse ausschlielen zu kénnen. Sofort nach
Entnahme wurden alle Gewebeproben in flissigem Stickstoff schockgefroren und bis
zur Analyse mittels quantitativer Real-Time-PCR (gRT-PCR), Western Blot und
Immunhistochemie in flissigem Stickstoff oder bei -80°C gelagert. Dadurch lief3 sich
eine optimale Gewebekonservierung und minimale Gefahr von Degradations-
Artefakten gewahrleisten.

Um zu verifizieren, dass samtliche als Karzinomgewebe klassifizierten Proben
ausreichend Tumorgewebe enthielten, beziehungsweise die 23 Kontrollgewebe frei
von Tumor waren, wurden die tiefgefrorenen Gewebebldcke in Sakura Tissue-Tek
O.C.T. Compound (Sakura Finetek Europe B. V., Zoeterwoude, Niederlande)
eingebettet und 3, 5-7um dicke Cryostat-Schnitte (3 Schnitte/Objekttrager)
(Kammertemperatur -25°C, Messertemperatur -22°C) fur eine anschlielende
Hamatoxylin-Eosin- (HE-) Farbung angefertigt. In der gleichen Sitzung wurden dann
30um dicke Schnitte fur die Extraktion von RNA; 5-7um dicke Schnitte fur
immunhistochemische und HE-Farbungen und 10um dicke Schnitte fir die Protein-

Extraktion hergestellt. Die Schnitte fur die RNA- und Proteinextraktion wurden
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weiterhin bei -80°C bis zur Analyse gelagert; die Schnitte fir die Immunhistochemie
wurden luftdicht verpackt, bei -80°C gelagert und innerhalb von 14 Tagen weiter
verarbeitet, um eine Austrocknung der Praparate zu vermeiden. Mittels der HE-
gefarbten Praparate wurde durch einen Referenzpathologen die Konservierungs-
qualitat sowie die histo-pathologische Diagnose aller Gewebeproben gesichert, und
dariber hinaus der prozentuale Anteil von Normal-, Tumor- und fibrotischem

Gewebe sowie Muskel, nekrotischem Gewebe, Fett und Entzindung erhoben.

2.2. Ubersicht iiber die Untersuchungsmethoden

Um die Expression der mRNA von P2X7, P2Y; und CD39 in den Gewebeproben zu
determinieren, wurde die mRNA in cDNA transkribiert und mittels quantitativer Real-
Time-PCR (gRT-PCR) gemessen. Western Blot Analysen dienten der Bestimmung
der Proteinexpression in den unterschiedlichen Proben. Durch immunhistochemische
Verfahren wurde mittels spezifischer Antikorper das Verteilungsmuster der einzelnen

Proteine im Gewebe untersucht.

2.3. Analyse der messenger-RNA (mRNA)-Expression mittels qRT-
PCR

2.3.1 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden,

Deutschland) gemald dem Protokoll des Herstellers:

2.3.1.1. Materialien

- Gewebeproben (20 x 30um dicke Schnitte) auf Trockeneis
- Eppendorf-Reaktionsgefalle
- 1ml Feindosierungsspritzen
- 23G Kanlulen (Sterican®, B. Braun, Melsungen, Deutschland)
- RNeasy Mini Kit (Qiagen):
- RNeasy Mini Spin Columns
- Collection Tubes (1,5ml)
- Collection Tubes (2ml)
- RLT Puffer (vor Gebrauch: Zugabe von 10ul B-Mercaptoethanol (B-ME)
zu 1ml RLT-Puffer)
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- RW1-Puffer
- RPE-Puffer (wird als Konzentrat geliefert, zur Herstellung einer Working
Solution wird der Puffer im Verhaltnis 5:1 mit 100% Ethanol verdinnt)
- RNase-freies H,O
- Mikrozentrifuge (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

2.3.1.2. Durchfiihrung

1. Homogenisieren Zugabe von 600yl RLT-Puffer (+ B-ME) zum
tiefgefrorenen Gewebe; Gewebe wurde durch vorsich-
tiges auf-/abpipettieren gelést und im Anschluss mit
einer Feindosierungsspritze mit 23G Kanule durch Auf-/
Abziehen homogenisiert.

2. Zentrifugieren

Lysat wurde 3 min bei 13.000 rpm zentrifugiert, der

Uberstand vorsichtig abpipettiert und in ein neues

Eppendorf-Reaktionsgefal tberfihrt (nur dieser Uber-

stand wurde in den folgenden Schritten benétigt, das

Pellet wurde verworfen)

3. 70% Ethanol - Zugabe von 600ul 70% Ethanol und vorsichtiges
Mischen durch auf-/ abpipettieren

4. RNeasy spin - 700pl des Lysates wurden in ein Collection Tube (2ml)

column mit RNeasy spin column transferiert, 15 s bei = 10.000

rom zentrifugiert und das Filtrat danach verworfen

5. RW1-Puffer - 700ul RW1 Puffer wurden auf die RNeasy spin column
pipettiert, erneut 15 s bei = 10.000 rpm zentrifugiert und
das Filtrat danach verworfen

6. RPE-Puffer - Waschen der Membran: 500ul RPE-Puffer wurden auf
die RNeasy spin column pipettiert, erneut 15 s bei 2
10.000 rpm zentrifugiert und das Filtrat danach
verworfen

7. RPE-Puffer - Zweiter Waschschritt: 500ul RPE-Puffer wurden auf die

RNeasy spin column pipettiert und 2 min bei = 10.000

rpm zentrifugiert
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8. Abzentrifugieren - RNeasy spin column wurde in ein neues Collection
von Puffer- Tube (2ml) transferiert und 1 min bei 13.000 rpm
Uberresten zentrifugiert, um eventuelle RPE-Puffer-Uberreste ab

zu zentrifugieren

9. Auslésen der RNA - RNeasy spin column wurde in ein neues Collection
Tube (1,5ml) transferiert, 40ul RNase-freies H,O direkt
auf die Membran pipettiert und 1 min bei = 10.000 rpm

zentrifugiert. Dadurch wird die RNA aus der Membran

gelost.
10. Lagerung/Tran- - Nach diesem Schritt konnte die gewonnene RNA bei -
skription 80°C fur mehrere Monate konserviert werden oder im

nachsten Schritt in cDNA transkribiert werden (s.u.)

2.3.1.3. Konzentrationsbestimmung der RNA und Reinheitsmessung

Die Konzentration und der Reinheitsgrad der gewonnenen RNA wurden uUber die
Messung der optischen Dichte von je 1l Probenvolumen mittels Photospektrometer
(IMPLEN, NanoPhotometer™, Miinchen, Deutschland) bei 260nm, Lid Factor 50
ermittelt.

Das Verhaltnis der Konzentration : Absorption wird durch das Lambert-Beer'sche
Gesetz beschrieben: A=E x C x D.

Die Absorption (A) ist dabei gleich dem Produkt aus dem Substanz-spezifischen
Extinktions-Koeffizient (E), der Konzentration der zu bestimmenden Probe (C) und
der Wellenlange in cm (D).

Im selben Wellenlangenbereich haben jedoch auch Verunreinigungen wie
Phenolrickstande, Nukleotide, Proteine etc. ihr Absorptionsmaximum. Um den
Reinheitsgrad zu bestimmen wird daher zusatzlich das Verhaltnis verschiedener
optischer Dichten zueinander bestimmt. So deutet beispielsweise ein Verhaltnis
OD260nm / OD2gonm < 1,8 auf eine Verunreinigung durch Proteinrickstande hin, ein
Verhaltnis OD260nm/OD230nm < 2,0 auf Ruckstande genomischer DNA.

2.3.2. Reverse Transkription von RNA in cDNA

Im nachsten Schritt wurde die gewonnene RNA in cDNA mit Hilfe des QuantiTect
Rev. Transcription Kit (Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland) gemal dem Hersteller-

Protokoll transkribiert.
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2.3.2.1. Prinzip der reversen Transkription

Zur Replikation mussen Retroviren - wie beispielsweise das humane
Immundefizienzvirus (HIV), das Avian Myeloblastosis Virus (AMV) oder das Moloney
Murine Leukemia Virus (M-MLV) - ihre RNA in DNA umschreiben. Daflr verfigen sie
uber ein spezielles Enzym: die Reverse Transkriptase. Dieses multifunktionale
Enzym verfugt Uber drei verschiedene enzymatische Aktivitdten: eine RNA-
abhangige DNA-Polymerase, eine Hybrid-abhangige Exoribonuclease (RNase-H),
die spezifisch den RNA-Strang des transkribieten RNA/DNA-Hybridstrangs
degradiert, und eine DNA-abhingige DNA-Polymerase ..

In vitro bedient man sich der ersten beiden Enzymaktivitaten um RNA in cDNA

umzuschreiben und diese dann in weiteren Schritten mittels PCR zu amplifizieren.

2.3.2.2. Materialien

- 1ug Template-RNA (nétiges Volumen wurde entsprechend der photometrisch
bestimmten Konzentration berechnet)
- QuantiTect Rev. Transcription Kit (Qiagen):
- gDNA-Wipeout Puffer, 7x
- Quantiscript Reverse Transcriptase
- Quantiscript RT Puffer, 5x
- RT Primer Mix
- RNase-freies H,O
- RNase-freie Eppendorf Reaktionsgefalie (500ul)
- Mikrozentrifuge (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
- Thermoblock (Thermomixer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
- Nuclease-freie, Filter-Pipettenspitzen

- Sterile Eppendorf-Reaktionsgefalie

2.3.2.3. Durchfiihrung

1. Auftauen - Auftauen der Template-RNA auf Eis; gDNA Wipeout
Puffer, Quantiscript Reverse Transcriptase, Quantiscript
RT Puffer, RT Primer Mix und RNase-freies H,O wurden
bei Raumtemperatur aufgetaut, durch schnelles
Schutteln  gemischt (nicht vortexen!), und die

Flussigkeiten kurz zentrifugiert.



34

- Im Folgenden wurden samtliche Schritte zigig und auf
Eis durchgefuhrt um das Risiko der Degradation der
RNA zu verringern.

. Eliminierung - Reaktionsansatz fur 1 Reaktion:

genomischer

DNA (gDNA) gDNA Wipeout Puffer, 7x 2ul
1ug Template RNA Volumen
variabel
RNase-freies H,O Volumen
variabel
Gesamtvolumen 14ul

- Kurz mischen, bei 42°C fir 2 min inkubieren und

anschlielRend auf Eis stellen.

. Reverse - Parallel wurde der Master Mix fir die Reverse

Transkription Transkription angesetzt. (Fir = 1 Reaktionen empfiehlt
es sich dabei einen Gesamtansatz, mit einem Volumen,
das 10% uUber dem fur alle Einzelreaktionen liegt,
herzustellen. Im Anschluss wird der Gesamtansatz
entsprechend aliquottiert.)

- Reaktionsansatz fur 1 Reaktion:

Master Mix fiir Reverse Transkription
Quantiscript Reverse 1l

Transkriptase

Quantiscript RT Puffer, 5x 4ul
RT Primer Mix 1ul

Zugabe der Template RNA
Reaktionsansatz aus Schritt 2 14l
Gesamtvolumen 20pl

- Kurz mischen, zentrifugieren und 15 min bei 42°C

inkubieren; danach auf Eis stellen.
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4. Inaktivierungder - Durch die Inkubation fir 3 min bei 95°C wurde die
Reversen Quantiscript Reverse Transkriptase inaktiviert.
Transkriptase

5. Lagerung/ - Nach diesem Schritt, kann die cDNA bei -20°C
gRT-PCR eingefroren werden und bleibt Uber langere Zeit stabil.

- Alternativ wird das cDNA-Produkt mit PCR-tauglichem
H>O 1:5 verdunnt, aliquottiert und in der Folge durch
gRT-PCR amplifiziert.

2.3.3. Bestimmung spezifischer Primer fir P2X;, P2Y, und CD39

Die richtige Wahl der Primer ist entscheidend fur die Qualitat des PCR-Produkts.
Hierbei ist wichtig, dass die Primer spezifisch an den Start- und Endpunkt der zu
detektierenden DNA-Sequenz binden. Ferner spielt die Annealing-Temperatur (Ta)
der Primer eine wichtige Rolle. Die Ta ist die Temperatur, bei der sich ein Primer an
seine spezifische DNA-Sequenz ligiert und liegt in der Regel bei 50 - 65°C, d.h. 3 -
5°C niedriger als seine Schmelztemperatur ®®! bei der gemaR Definition die Halfte
der DNA denaturiert ist. Ist die T, zu hoch, besteht die Gefahr, dass die Enzyme
(z.B. die DNA-Polymerase) denaturieren, ist T,, wiederum zu gering, bindet der
Primer unspezifisch auch an andere DNA-Abschnitte. Die T, steigt linear mit der
Anzahl der Basenpaare eines Primers an, daher sollte die Lange eines Primers 30
Basenpaare nicht Gbersteigen.

Fir die Zielgene P2X; 4 P2Y, "2 und CD39 ¥ spezifische Forward- und Reverse-
Primer wurden der Literatur entnommen und zunachst mittels BLAST/Primer3-

Software (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, USA) auf ihre

Spezifitat Gberprift:
Gen Forward-Primer Reverse-Primer GroRe
[bp]

P2X; 5'—CTT TCT CAA AAC 5 —CAACCT CGG TCA 84
AGA AGG CCAAGA-3 GAG GAACAGA-3

P2Y, 5 -CTCTACTTT GTC 5 — CCA CGA AGC GGC 85
ACC ACCAGC GC -3’ TGAAGA-3

CD39 5'— CAG GGA CCC 5 — GCT GGA ATG GAA 104

ATGCTTTCATCC -3 GAGTCATCTCA-3
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Alle Primer wurden bei Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland)
synthetisiert, als lyophilisiertes Pulver geliefert und entsprechend der
Herstellerinformationen in deionisiertem, PCR-tauglichem H;O gelost (Stock

Solution).

2.3.3.1 Bestimmung der Annealing-Temperatur (Ta)

Zur Bestimmung der adaquaten Ta der drei verschiedenen Primersets wurde die
cDNA einer Gewebeprobe eines Pankreaskarzinoms als Positivkontrolle mittels PCR
amplifiziert. Je Primerset wurden vier verschiedene Ta getestet. Die PCR wurde
mithilfe des KOD Hot Start DNA Polymerase Kit (Novagen, Madison, WI, USA) nach
dem Hersteller Protokoll auf dem Eppendorf Mastercycler® Pro (Eppendorf,
Hamburg, Deutschland) durchgefuhrt.

2.3.3.2.1. Materialien

15ul cDNA einer humanen Pankreas-Karzinom Gewebeprobe
(Herstellung der Working Solution: Stock Solution / PCR-taugliches H,O = 1/ 5)
- KOD Hot Start DNA Polymerase Kit (Novagen):
- KOD Hot Start DNA Polymerase (1 U/ul)
- 10x KOD Hot Start DNA Polymerase Puffer
- 25mM MgSO,
- dNTPs (2mM)
- PCR-grade H,O
- Forward (5’) Primer
(Herstellung der Working Solution: Stock Solution / PCR-taugliches H,O = 1/
10)
- Reverse (3’) Primer
(Herstellung der Working Solution: Stock Solution / PCR-taugliches H,O =1/
10)
- 5er-Reihe 0,2ml-PCR-GefalRe (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
- Eppendorf Mastercycler® Pro (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
- Nuclease-freie, Filter-Pipettenspitzen

- Sterile Eppendorf-Reaktionsgefalie
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2.3.3.1.2. Durchfihrung

1. Auftauen
2. PCR-
Reaktionsansatz

Auftauen der Sample cDNA, KOD Hot Start
Polymerase, 10x KOD Hot Start DNA Polymerase
Puffer, 25mM MgSO,4, dNTPs und PCR-tauglichen H,O
auf Eis.

Zur Vermeidung von Degradation wurden die folgenden
Schritte zugig und auf Eis durchgefuhrt.
Reaktionsansatz fur 1 Reaktion; das im Protokoll des
Herstellers angegebene Gesamtvolumen von 50yl

wurde halbiert.

10x KOD Hot Start Polymerase Puffer 2,54l
25mM MgSO,4 1,5ul

dNTPs (je 2mM) 2,54l

PCR-taugliches H,O 15,54l

KOD Hot Start DNA Polymerase (1U/pl) 0,5ul
Forward (5’) Primer 0,75ul

Reverse (3’) Primer 0,75ul
Pankreas cDNA 1,0ul
Gesamtvolumen 25ul

Zur Bestimmung der Ta wurden pro Primerset vier
verschiedene Temperaturen getestet. Daher wurde pro
Primerset ein Reaktionsansatz von 125ul (um mogliche
Pipettierfehler auszugleichen wurde das eigentlich
bendtigte Volumen von 100ul um 25pl erhoht) gewahlt
und je 25ul in vier Eppendorf-Tubes einer 5er-Reihe
0,2ml-PCR-Tubes pipettiert.



3. Annealing-

Temperatur

4. Amplifikation

5. Gelelektrophorese
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Folgende Tawurden getestet:

Primer Tm [°C] (It. Synthese- Test Ta [°C]
Report des Herstellers)
CD39-F 61,8 55-58
CD39-R 60,6 55-58
P2X7-F 59,3 57-60
P2X7-R 62,1 57-60
P2Y2-F 64,2 57-60
P2Y2-R 58,2 57-60

Die Amplifikation erfolgte nach dem Protokoll des
Herstellers fur PCR-Produkte < 500bp:

1. Aktivierung der Polymerase 95°C 2 min
2. Denaturierung 95°C 20s
3. Annealing Ta 10s
4. Extension 70°C 10 s/kb

Die Schritte 2-4 wurden fur 40 Zyklen wiederholt.

Die Identifikation der PCR-Produkte erfolgte durch

Agarose-Gelelektrophorese: Hierbei wird die ampli-

fizierte DNA in ein Agarose-Gel eingebracht und durch

Anlegen elektrischer Spannung nach der Grofe der

DNA-Fragmente aufgetrennt; kleinere Fragmente

bewegen sich dabei schneller durch die Poren des Gels

auf den Pluspol zu als groRere.

Herstellung des Agarose-Gels:

- 1,5g Agarose Pulver in 100ml 1x TAE Puffer geben

- Gemisch fur 3 min in der Mikrowelle kochen, bis
Agarose gelost ist

- Zugabe von 3yl Ethidiumbromid

- Giellen des Gels in Elektrophorese-Kammer und

Einlegen eines ,Kamms® ca. 5-10mm entfernt vom
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oberen Rand (Minuspol) zur Formung der Geltaschen

- Nach Polymerisation des Gels, Kamm entfernen und
die Elektrophoresekammer mit TBE-Running-Puffer
(pH 8,0) flllen

- Laden des Agarose-Gels:

- 5ul DNA-Ladder wurden in die aulere linke Tasche
pipettiert

- je 17yl des amplifizierten DNA-Produkts mit 5pl
Farbmarker (Loading Dye) durch pipettieren gemischt
und davon 20ul in die einzelnen Taschen geladen
(vgl. Abb. 6)

CD39

| |

l DNA-Ladder

Abbildung 6: Schema der Gelelektrophorese zur Bestimmung von Tx

- Auftrennung der DNA-Fragmente:

- Durch Anlegen elektrischen Stroms (U=120V,
[=220mA) flir 30 min wurden die DNA-Fragmente im
nachsten Schritt nach ihrer Grélke aufgetrennt.

6. Auswertung - Nach Beendigung der Elektrophorese wurden die

einzelnen DNA-Banden durch UV-Licht (Eagleeye-UV-
Light-Detector) sichtbar gemacht und fotographisch
dokumentiert.

- Der Ladder diente dabei zur Abschatzung der Grolde
des PCR-Produkts und so zur Identifikation der

gewulnschten Bande.
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Abbildung 7: PCR-Produkte fiir CD39 (104bp), P2X7 (84bp) und P2Y2 (85bp)

Fir die einzelnen Primer ergaben sich daher folgende optimale Annealing-

Temperaturen:

Primer Ta [°C]
CD39 57
P2X, 59
P2Y, 60

2.3.4. Quantitative Real-Time-PCR (qRT-PCR)

2.3.4.1. Prinzip der qRT-PCR

Die quantitative Real-Time-Polymerase-Ketten-Reaktion ermdglicht zusatzlich zur
Vervielfaltigung von Nukleinsauren mittels PCR deren simultane Quantifizierung
durch Messung eines proportional zur Amplifikation der entsprechenden
Nukleinsdaure zunehmenden Fluoreszenzsignals. Das Fluoreszenzsignal entsteht
entweder durch die Spaltung eines an die DNA gebundenen, fluoreszierenden
Donors (Reporter) von einem Licht absorbierenden Akzeptor (Quencher) durch die
5'-3’ Exonuklease-Aktivitit der DNA-Polymerase (z.B. TagMan®), oder - wie in dieser
Studie - durch die Bindung eines SYBR Green I|-Farbstoffs an ds-DNA. Durch
Messung der Signalintensitat wahrend der exponentiellen Phase der PCR lassen
sich somit Ruckschlisse auf die Ausgangskonzentration der gesuchten DNA-

Sequenz und somit auf die Expression der mRNA im ursprunglichen Gewebe ziehen.

2.3.4.2. Materialien

- Sample cDNA
(Herstellung der Working Solution: Stock Solution / PCR-taugliches H,O = 1/5)
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Forward (5’) Primer, Reverse (3’) Primer (Zielgen: CD39, P2X7, P2Y>)
(Herstellung der Working Solution: Stock Solution / PCR-taugliches H,O =1/ 10)
Forward (5’) Primer, Reverse (3’) Primer (Housekeeping Gene HPRT)
(Herstellung der Working Solution: Stock Solution / PCR-taugliches H,O =1/ 10)
LightCycler® 480 SYBR Green | Master (Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland):

- PCR-taugliches H,0O

- Master Mix, 2-fache Konzentration
LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 (Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland)
LightCycler® 480 Multiwell Sealing Foil (Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland)
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Applied Science, Mannheim,
Deutschland)
Mikrozentrifuge (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)
Highspeed-Tischzentrifuge (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)
Nuclease-freie, Filter-Pipettenspitzen

Sterile Eppendorf-Reaktionsgefalie

2.3.4.3. Durchfiihrung

Die quantitative RT-PCR erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers am
LightCycler® 480 Real-Time PCR System (Roche Applied Science, Mannheim,

Deutschland).

1. Auftauen - Das Auftauen der Sample cDNA, Primer, LightCycler® 480
SYBR Green | Master und PCR-tauglichen H,O erfolgte
auf Eis.

2. Vorbereitung

- Der Master Mix muss dabei vor Lichtexposition geschutzt

werden!

Zur Herstellung einer Working Solution wurden Sample
cDNA 1:5 und Primer 1:10 in PCR-tauglichem H,O
verdunnt.

- Vor Gebrauch wurden Sample cDNA, Primer und Master

Mix durch vorsichtiges Pipettieren (nicht vortexen!)



3. Reaktionsansatz:

Mastermix

4. Pipettieren der
96-Well-Plate

42

gemischt und abzentrifugiert.
In einem sterilen 1,5ml Eppendorf-Tube wurde der PCR-

Mix fur 1 Reaktion (20ul) wie folgt angesetzt:

PCR-taugliches H,O 3,0ul
F-Primer, 1:10 1,0l
R-Primer, 1:10 1,0l

Master Mix, 2x conc. 10,0ul

= Volumen Mastermix 15,0pl
+ Volumen Probe 5,0ul
= Volumen gesamt 20,0l

Fir eine LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 wurde der
Ansatz entsprechend erweitert (Angaben inkl. Uberschuss

zum Ausgleichen madglicher Pipettierfehler):

PCR-taugliches H,O 150ul
F-Primer, 1:10 (Zielgen) 50ul
R-Primer, 1:10 (Zielgen) S0ul

Master Mix, 2x conc. 500ul

Gesamtvolumen 750ul

PCR-taugliches H,O 150ul
F-Primer, 1:10 (HPRT) 50ul
R-Primer, 1:10 (HPRT) 50ul

Master Mix, 2x conc. 500ul

Gesamtvolumen 750pl

Um Fehler durch Kontamination zu vermeiden, wurden die
Proben stets in einem doppelten Ansatz fur das Zielgen
als auch fur das Housekeeping-Gene auf die Platte
aufgetragen (vgl. Abb. 8A); zur Kontrolle der Ergebnisse
wurden samtliche cDNA Proben in einem spateren PCR-
Lauf in einfachen Ansatzen erneut untersucht (vgl. Abb.
8B):

- Der PCR-Mix wurde durch vorsichtiges Pipettieren

(nicht vortexen!) gemischt und je 15ul PCR-Mix in



5. Versiegeln/

Zentrifugieren

6. Amplifikation
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jedes Well pipettiert.

- Im Anschluss wurden 5yl Sample cDNA in jedes
Well hinzugegeben und erneut vorsichtig durch
Pipettieren gemischt.

- Als Negativkontrolle wurden statt Sample cDNA, 5ul
PCR-taugliches H,O zum PCR-Mix pipettiert um
mogliche Verunreinigungen des PCR-Mix aus-
schlielen zu kdnnen.

Die Platten wurden nun durch Aufkleben der LightCycler®
480 Multiwell Sealing Foil versiegelt und in einer
Highspeed-Tischzentrifuge 2 min bei 3.000rpm zentri-
fugiert.

Im Anschluss wurde die gRT-PCR am LightCycler® 480
Real-Time PCR System mit fuir alle Samples und Ziel-

Gene identischem Programm durchgefuhrt:

Phase Zyklen Temperatur Temp. Anstieg
[°C] [°Cls]
Pra-Inkubation 1 95 4.4
Amplifikation 45 95 4.4
59 2,2
72 4,4

Abklhlen 1 40 2,2
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Abbildung 8A: Beispiel eines Pipettierrasters einer LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 fiir das Ziel-
Gen CD39. Die Kolonkarzinomproben, die Normalgewebe (Kalibrator) sowie PCR-taugliches H,O

(Negativkontrolle) wurden fiir das Ziel-Gen (hier: CD39) sowie fiir das Housekeeping-Gen (HPRT)
stets in Doppelansatzen auf die 96-Well Platte aufgetragen.

Abbildung 8B: Beispiel eines Pipettierrasters einer LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 fur das Ziel-

Gen CD39. Zur Kontrolle der Ergebnisse aus den Doppelansatzen wurden alle Proben in
Einzelansatzen in einem spateren PCR-Lauf erneut untersucht.



45

2.3.4.4. Auswertung

Die Auswertung und Quantifizierung der qRT-PCR erfolgte durch Vergleich der
einzelnen Cr-Werte:

In der exponentiellen Phase der quantitativen Real-Time-PCR verdoppelt sich das
PCR-Produkt mit jedem Zyklus, in der anschlieRenden linearen Phase verlangsamt
sich die Amplifikation und kommt in der Plateau-Phase schlieRlich zum Erliegen.
Daher bezieht sich die Quantifizierung der PCR-Ergebnisse auf die exponentielle
Phase. Der Cr-Wert (cycle threshold) gibt dabei den PCR-Zyklus an, an dem das
Fluoreszenz-Signal der jeweiligen Probe das Background-Signal Ubersteigt
(threshold line).

Die Mittelwerte der Cr-Werte der einzelnen Kolonkarzinom-Proben wurden mit dem
Mittelwert der Cr-Werte aller gesunden Kolonproben als Kalibrator verglichen. Far
zulassige Ergebnisse wurden die Ct-Werte der Proben sowie der Normalgewebe, die
auf die Expression von CD39, P2X; oder P2Y als Zielgen getestet wurden, stets zu
den Ct-Werten der selben Proben und Normalgewebe, die auf HPRT als

Housekeeping-Gen untersucht wurden, normiert (ACr).

Berechnung:

[C+q (Probe X, Zielgen Y) + C+, (Probe X, Zielgen Y)] + 2 = Mittelwert Ct (Probe X, Zielgen Y)

[Cr1 (Probe X, HPRT) + Cr, (Probe X, HPRT)] + 2 = Mittelwert CT (Probe X, HPRT)

Mittelwert Ct (Probe X, Zielgen Y) — Mittelwert Ct (Probe X, HPRT) =
AC; (Probe X)

[Ct 1 (Normalgewebe 1, Zielgen Y) + C1, (Normalgewebe 1, Zielgen Y)] + 2 =
Mittelwert C+ (Normalgewebe 1, Zielgen Y)

[Ct1 (Normalgewebe 1, HPRT) + Ct, (Normalgewebe 1, HPRT)] + 2 =
Mittelwert CT (Normalgewebe 1, HPRT)

Mittelwert C (Normalgewebe 1, Zielgen Y) — Mittelwert Ct (Normalgewebe 1, HPRT) =
ACt (Normalgewebe 1)
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[ACt (Normalgewebe 1) + ACt (Normalgewebe 2) + ... + AC; (Normalgewebe n)] +
Anzahl Normalgewebe (n) =
AC+ (Kalibrator)

AC+t (Probe X) - AC (Kalibrator) = AAC+

Expression Zielgen X (im Vergleich zum Normalgewebe) = 2 aac

2.4. Bestimmung der Proteinmenge mittels Western Blot Analysen

Neben der Bestimmung der Expression von CD39, P2X7; und P2Y; auf RNA Ebene,
wurden die Gewebeproben lysiert und im Anschluss die Proteinkonzentration der
Ektonukleotidase CD39 sowie der beiden P2-Rezeptoren in den unterschiedlichen
Kolonkarzinomgeweben mittels Western Blot Analysen untersucht und mit deren

Konzentration in den Normalgeweben korreliert.

2.4.1 Herstellung der Gewebelysate

2.4.1.1. Materialien

- pro Gewebesample 80x, 10um dicke Kryoschnitte (vgl. S. 24) in 1,5m| Eppendorf
Tubes

- RIPA-Lysis Puffer (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)

- Complete, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Applied
Science, Mannheim, Deutschland)

- 1ml Feindosierungsspritzen

- 23G Kantlen (Sterican®, B. Braun, Melsungen, Deutschland)

- 1,5ml sterile Eppendorf Tubes

- Feinwaage

- Trockeneis

- Eis

- Mikrozentrifuge (Centrifuge 5415R, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

2.4.1.2. Durchfiihrung

Nach Auftauen der Gewebe wurden samtliche Schritte zugig und auf Eis

durchgefuhrt, um einer Degradation der Proteine entgegen zu wirken.
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1. Vorbereitung - Die Gewebeproben wurden aus dem -80°C Gefrierschrank
direkt auf Trockeneis bis zur weiteren Verarbeitung
gelagert.

- Zur Bestimmung des bendtigten Volumens an RIPA-Lysis
Puffer wurde die Masse der Proben mit Hilfe einer
Feinwaage determiniert. Dazu wurde die Masse eines
Eppendorf-Tubes bestimmt und von der Masse der
Proben subtrahiert.

2. Lyse - Zu je 10mg tiefgefrorener Probe wurden 100ul RIPA-Lysis
Puffer (Zugabe 1 Protease-Inhibitor-Tablette zu 5ml RIPA-
Lysis Puffer) gegeben, durch mehrmaliges Pipettieren
aufgetaut und grob zerkleinert.

- Die weitere Zerkleinerung erfolgte durch eine 1ml
Feindosierungsspritze mit aufgesteckter 23G Kanlile bis
zur vollstandigen Homogenisierung.

- Bis zur weiteren Verarbeitung wurden die Lysate dann auf
Eis gelagert um eine Proteindegradation zu vermeiden.

3. Zentrifugieren - AnschlieBend wurden die Gewebelysate 10 min bei
13.000rpm, 4°C in einer Mikrozentrifuge zentrifugiert,

wodurch sich der Gewebedetritus vom Uberstand

absetzte.
4. Transfer des - Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand in ein
Uberstandes neues 1,5ml Eppendorf-Tube transferiert und der Gewebe-

detritus verworfen.

2.4.2 Messung der Proteinkonzentration

Fir die Validitat der Western Blots ist es unerlasslich, pro Gewebeprobe die gleiche
Menge an Protein auf das Gel aufzubringen. Daher wurde die Proteinkonzentration
jedes Gewebelysates durch Abgleich mit einem Standard-Protein (z.B. BSA)

bekannter Konzentration vor jeder Durchfliihrung eines Western Blots bestimmt.

2.4.2.1. Materialien

- Uberstand der frischen Gewebelysate (Lagerung auf Eis)
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- Bovine Serum Albumin (BSA) [2,0mg/ml] als Standard-Protein (Thermo Scientific,

Rockford, IL, USA)

- BCA Protein Assay Reagent (Thermo Scientific, Rockford, IL, USA)

- 96-well-Platte (Greiner bio-one, Kremsmiinster, Osterreich)

- 37°C Inkubator

- Photometer 570nm (Opsys MR, Thermo Labsystems, Chantilly, VA, USA)

- Falcons (14ml)

- Vortexer

- 1,5 ml Cryotubes (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

2.4.2.2. Durchfiihrung

1. Vorbereitung

2. Auftragen
der Proben

3. Inkubation

4. Messung der

Konzentration

Solution A und B des BCA Protein Assay Reagent wurden
im Verhaltnis 50:1 in einem Falcon gemischt und
gevortext, bis zum Gebrauch auf Eis gelagert und durch
Alufolie vor Lichtexposition geschutzt.

Mittels Verdunnungsreihe in dH,O wurden bekannte
Konzentrationen ([2,0mg/ml] — [1,0mg/ml] — [0,5mg/mI] -
[0,25mg/ml]) eines Standard-Proteins (BSA) angelegt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration des Standard-
proteins sowie der verschiedenen Gewebesamples
erfolgte in Doppelansatzen mit anschlieRender Bildung
des Mittelwertes.

Dazu wurden zunachst pro Probe je 200ul BCA Protein
Assay Reagent (Solution A + B) in zwei Wells einer 96-
Well-Platte pipettiert und im Anschluss je 5ul Gewebelysat
dazugegeben und durch mehrmaliges Pipettieren
gemischt.

Nach dem Auftragen des Standardproteins sowie der
einzelnen Samples wurde die 96-Well-Platte 30 min in
einem Inkubator bei 37°C inkubiert.

Durch die Inkubation erfolgte eine Farbreaktion, deren
Starke proportional zur Proteinkonzentration war und

photometrisch bei 570nm gemessen wurde.
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2.4.2.3. Berechnung der Proteinkonzentration

Aus den gemessenen Extinktionswerten (OD) wurde nun rechnerisch (Microsoft
Windows Excel®) auf die Ausgangskonzentration der Proteine der einzelnen
Samples rlickgeschlossen:

Dabei wurde aus den Mittelwerten der Extinktion (ODy) der bekannten
Konzentrationen des Standardproteins eine Eichgerade mit folgender Funktion
erstellt:

Konzentration [ug/pl] =m « ODy + t

(m entspricht dabei der Steigung der Geraden, t dem y-Achsenabschnitt)

{ OD, (Standard [2,0]) + OD, (Standard [2,0]) } + 2 = Mittelwert ODy, (Standard [2,0])
{ OD, (Standard [1,0]) + OD, (Standard [1,0]) } + 2 = Mittelwert ODy, (Standard [1,0])
{ OD, (Standard [0,5]) + OD, (Standard [0,5]) } + 2 = Mittelwert ODy, (Standard [0,5])
{ OD, (Standard [0,25]) + OD, (Standard [0,25]) } + 2 = Mittelwert ODy, (Standard [0,25])

Erstellung der Eichgerade: Konzentration [pg/pl] =m « ODy +t

{ OD, (Gewebeprobe X) + OD, (Gewebeprobe X) } + 2 = Mittelwert ODy (Gewebeprobe X)

Durch Einsetzten von ODy, (Gewebeprobe X) in die Eichgerade ergibt sich die Proteinkonzentration

der Gewebeprobe X

In sémtliche Geltaschen wurden stets 20yl Gesamtvolumen mit 40ug Protein geladen:

20l'“(;esamtvolumen = 40”9 * Konzentration(Gewebeprobe X) Pgllﬂ +dH20 ”I

2.4.3. Vorbereitung und Denaturierung der Proteinlysate

2.4.3.1 Materialien

- Uberstand der frischen Gewebelysate (Lagerung auf Eis)

- NuPage® LDS Sample Buffer (4x) (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)
- NuPage® Sample Reducing Agent (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)
- dH0

- Eppendorf Reaktionsgefalte (500ul und 1,5ml)

- Thermoblock (Thermomixer, Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

- Mikrozentrifuge (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)



2.4.3.2. Durchfiihrung

1. Vorbereitung

2. Pipettieren der
Gewebeproben

3. Denaturierung

4. Zentrifugieren
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Fir die Proben, die auf die Expression der P2-Rezeptoren
P2X7; bzw. P2Y, untersucht wurden, war es ndétig, die
Proteine zu reduzieren:
- Fur 1 Probe:
5,0ul NuPage® LDS Sample Buffer (4x) wurden mit
2,0ul NuPage® Sample Reducing Agent in einem
Eppendorf Reaktionsgefal (500ul) gemischt.
Proben, die auf die Expression von CD39 untersucht
wurden, wurden im unreduzierten Zustand belassen:
- Fdr 1 Probe:
5,0ul NuPage® LDS Sample Buffer (4x) wurden in ein
entsprechendes Eppendorf Gefal} pipettiert.
Entsprechend der oben berechneten Proteinkonzentration
der Gewebeproben und des daraus resultierenden
Volumens an Sample und dH,O, wurde zunachst das
bendtigte Volumen dH,O und =zuletzt das korres-
pondierende Volumen Protein zu Sample Buffer +/-
Reducing Agent pipettiert und durch mehrmaliges
Pipettieren gemischt (nicht vortexen!).
Gesamtvolumen pro Probe: 25ul bzw. 27l
Die Proben wurden dann fir 10 min bei 70°C in einem
Thermoblock erhitzt, was zur Auffaltung ihrer Tertiar-
struktur und Denaturierung der Proteine fuhrte. Danach
Lagerung auf Eis.
Vor dem Laden des Gels wurden die einzelnen Proben
durch erneutes Pipettieren gemischt und, um die wahrend
des Erhitzens am Deckel der Reaktionsgefale
kondensierte FlUssigkeit wieder zu sammeln, Kkurz

zentrifugiert.

2.4.4. Elektrophoretische Auftrennung der Proteinlysate

Fir die elektrophoretische Auftrennung ist die Kenntnis der Molekllmasse und damit

der GroRe der gesuchten Proteine entscheidend, da sie die PorengroRe des



51

Polyacrylamid-Gels, den Typ des Running Buffers (MOPS/MES), den Protein
Ladder, sowie die Dauer der Auftrennung bestimmt:

Protein Molekiilmasse [kDa]
CD39 78
P2X; 75
P2Y, 60

GAPDH 38

2.4.4.1. Materialien

- Reduzierte bzw. unreduzierte Gewebeproben

- NuPage® 4-12% Bis-Tris Gel 1,0mm 12 Well (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)

- 500ml NuPage®MOPS SDS Running Buffer (20x) (Invitrogen™, Carlsbad, CA,
USA) [zur Herstellung einer 500ml Working Solution wurden 25ml MOPS SDS
Running Buffer (20x) in 475ml dH,O verdunnt]

- XCell™ [I Mini-Cell Elektrophorese Kammer (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)

- Stromquelle (Biometra, Goéttingen, Deutschland)

- PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas, Burlington, ON, Kanada)

- Gel Loading Pipette-Tips

2.4.4.2. Durchfiihrung

1. Vorbereitung - Pro Elektrophorese Kammer konnten maximal 22

Gewebeproben + 2 Protein Ladder in 2 NuPage® 4-12%

Bis-Tris Gelen zur gleichen Zeit elektrophoretisch nach

Proteingrof3e aufgetrennt werden:

- Precast-Gel in die XCell™ |l Kammer einspannen und
diese mit ca. 500ml MOPS SDS Running Buffer (20x)
bis zur Markierung flllen. MOPS SDS Running Buffer
eignet sich dabei insbesondere fur die Auftrennung von
Proteinen mittlerer Molekulmasse (> 200kDA - 14kDa).

- Kamm entfernen und die einzelnen Taschen durch
mehrmaliges Pipettieren von Gelrtickstanden befreien.

2. Laden der - Protein Ladder wurde stets in die aullerste linke Tasche
Taschen mit Hilfe spezieller Gel Loading Pipette-Tips geladen.

- Im Anschluss folgten die einzelnen Proben (max. 11/Gel).
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3. Elektrophorese - Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte
fur samtliche Proben bei 150V/200mA. Der in den
vorangegangenen Schritten zugesetzte NuPage® LDS
Sample Buffer enthalt zusatzlich einen blauen Farbstoff,
der wahrend der Auftrennung die Lauffront markiert.
Sobald der Farbstoff den unteren Rand des Gels erreichte,
wurde die Elektrophorese gestoppt. So wurde eine
optimale Auftrennung der verschiedenen Proteine

gewahrleistet.

2.4.5. Blotting

Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurden die nach ihrer Gro3e aufgetrennten
Proteine im nachsten Schritt durch Anlegen eines senkrecht auf das Polyacrylamid-
Gel einwirkenden elektrischen Feldes auf eine Nitrocellulose-Membran nach dem

Prinzip des Wet-Blottings Ubertragen.

2.4.5.1. Materialien

- Gel, mit nach Proteingrof3e aufgetrennten Proben

- 500ml NuPage® Transfer Buffer (20x) (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)
[zur Herstellung einer 500ml Working Solution wurden 25ml NuPage® Transfer
Buffer (20x) mit 50ml Isopropanol und 425ml dH,O verdunnt]

- XCell™ [I Blot-Modul (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)

- XCell™ [I Mini-Cell (Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)

- Nitrocellulose-Transfer-Membran (GE Osmonics, Minnetonka, MN, USA) (1 pro
Gel)

- Filterpapier (2 pro Gel)

- Schwamme

- Stromquelle (Biometra, Gottingen, Deutschland)

2.4.5.2. Durchfiihrung

1. Vorbereitung - Nach Beendigung der Gelelektrophorese wurde das Gel
mit dH,O abgespllt; ebenso wurde die XCell™ Kammer
fur den folgenden Blotting-Vorgang durch Spulen mit dH,O

von Running Buffer-Uberresten befreit.



2. Anordnung des
Blot-Moduls
(vgl. Abb 9A,B)
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Blotting-Membran, Filterpapier und Schwamme wurden
auf die Grolde des Gels bzw. des Blot-Moduls angepasst.
Nitrocellulose-Membran, Filter, Schwamme und Blot-
Modul wurden nun mit ausreichend Transfer Buffer
befeuchtet, und Sorge getragen, dass samtliche
Einzelteile stets nass waren.

In den nachsten Schritten durfen keine Luftblase zwischen
den einzelnen Lagen eingeschlossen werden, da dies den
elektrischen Fluss hindern und dadurch der Protein-
Transfer gestort wirde!

Der elektrische Fluss erfolgt von der Kathode zur Anode.
Aufgrund der negativen Ladung der Proteine, wurde daher
die Nitrocellulose-Membran Uber dem Polyacrylamid-Gel
platziert.

Anordnung des Moduls fur ein 1 Gel, ,Sandwich-
Verfahren® (von unten nach oben):

1 Schwamm

1. Filter

- Polyacrylamid-Gel

- Nitrocellulose Transfer Membran
- 2. Filter
- mehrere Schwamme um die Kammer bis zum Deckel

auszukleiden

Anordnung fur 2 Gele (von unten nach oben):
1 Schwamm

1. Filter

1. Polyacrylamid-Gel

2. Nitrocellulose Transfer Membran
2. Filter

1 Schwamm

3. Filter

2. Polyacrylamid-Gel

2. Nitrocellulose Transfer Membran



3. Transfer- -

Prozess

4. Kontrolle des -

Gels bzw. des

Blot-Prozesses
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- 4. Filter

- mehrere Schwamme zum Auskleiden der Kammer

Das Blot-Modul wurde nun in die XCell™ Kammer
eingebracht und mit dem verbleibenden Transfer Buffer
geflllt, wobei die Bildung von Luftblasen mdglichst zu
vermeiden war.

Nach Verschluss der Kammer und Sicherung des
Stromflusses erfolgte der Blotting-Prozess stets bei
30V/200mA far 80 min.

Optionale Farbung des Gels mit Coomassie-Blue Uber
Nacht nach Beendigung des Transfers diente dem
Nachweis von Proteinbanden auf dem Gel und damit der
Kontrolle der elektrophoretischen Auftrennung und

Ubertragung der Proteine.
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2.4.6. Detektion der Proteinbanden von CD39, P2X; und P2Y, mittels

spezifischer Antikorper

Im nachsten Schritt wurden die Banden der gesuchten Proteine CD39, P2X; und

P2Y, durch spezifische Antikdrperbindung detektiert.
2.4.6.1. Blocken unspezifischer Bindungen

2.4.6.1.1. Materialien

- Nitrocellulose-Membran mit den darauf geblotteten Proteinen

- TBST (1x):
- Herstellung von 11 TBST (10x):
- 12,11g Tris
- 87,669 NaCl

- 5ml Tween-20
- Volumen mit dH,O auf 11 bringen
- Fur 11 TBST (1x): 100ml TBST (10x) in 900mI dH,O verdiinnen
- 5% Milch: 0,5g Milchpulver in 10ml TBST (1x)
- Falcon-Réhrchen (50ml)

2.4.6.1.2. Durchfihrung

Nach Beendigung des Protein-Transfers wurde die Membran zunachst fur funf
Minuten in TBST (1x) gewaschen. Um unspezifische Bindungen des primaren
Antikorpers an die Membran zu verringern, wurde die Membran in einem nachsten
Schritt fur 60 min in 10ml 5%-Milch in einem Falcon auf einem Rollinkubator

geblockt.

2.4.6.2. Inkubation der Membran-gebundenen Proteine mit Antigen-

spezifischen Antikérpern (1% - Antibody-Reaction)

2.4.6.2.1. Materialien

- Geblockte Nitrocellulose-Membran

- Primare Antikorper fur Western Blot:



56

Verdiinnung
Antigen Hersteller Typ - Quelle
(in 5% Milch)
CD39 Ancell Corporation, Bayport, Monoklonal - 1:1000
MN, USA Maus
P2X; Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Monoklonal - 1:666
Israel Kaninchen
P2Y, Alomone Labs Ltd., Monoklonal - 1:750
Jerusalem, Israel Kaninchen
GAPDH Santa Cruz Biotechnology, Polyklonal - 1:5000
Santa Cruz, CA, USA Kaninchen

- 5% Milch (0,5g Milchpulver in 10ml TBST (1x))
- Falcon-Réhrchen (50ml)

2.4.6.2.2. Durchfihrung

Nach Beendigung des Blockings wurde die Membran in einem neuen Falcon-Tube
mit dem fur das gesuchte Protein spezifischen Antikdrper in entsprechender

Verdinnung bei 4°C Uber Nacht auf einem Rollinkubator inkubiert.
2.4.6.3. Inkubation mit sekundiren Antikorpern (2" - Antibody Reaction)

2.4.6.3.1. Materialien

- Membran mit gebundenem Primarantikorper

- Horseradish-Peroxidase (HRP) - konjugierte - Sekundare Antikorper:

Verdiinnung
Antigen Hersteller Quelle
(in 5% Milch)
Anti-Maus IgG, ECL™ Antibody, Schaf 1:2500
HRP-konjugiert GE-Healthcare, Little Chalfont, UK
Anti-Kaninchen 1gG, ECL™ Antibody, Esel 1:3000
HRP-konjugiert GE-Healthcare, Little Chalfont, UK
- TBST (1x)
- 5% Milch

- Falcon-Rdéhrchen (50ml)
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2.4.6.3.2. Durchfihrung

Nach der Inkubation mit dem ersten Antikorper wurde die Membran drei Mal je 10
min mit TBST (1x) gewaschen um bei der spateren Filmentwicklung ein durch
ungebundene Primarantikorper entstehendes Hintergrundsignal zu minimieren. Im
nachsten Schritt folgte dann die einstlindige Inkubation der Membran mit dem
zweiten Antikorper in entsprechender Verdunnung in 5% Milch bei Raumtemperatur.
Der zweite Antikorper ist dabei gegen samtliche Immunglobuline der Klasse G
derjenigen Spezies gerichtet, in der der Primarantikorper produziert wurde. Die an
den Sekundarantikorper gekoppelte Horseradish-Peroxidase (HRP), eine Peroxidase
aus dem Meerrettich, katalysiert im letzten Schritt des Western Blots die Umsetzung
von Luminol in seine oxidierte Form und bewirkt somit die zum Nachweis der

gesuchten Proteine nétige Chemilumineszenzreaktion.

2.4.6.4 Nachweis von CD39, P2X; und P2Y, durch Enhanced Chemi-

luminescence (ECL)

2.4.6.4.1. Materialien

- Nitrocellulose-Membran mit an den Primarantikorper gekoppelten Sekundar-
antikorper

-  ECL™ Western Blotting Detection Reagents 1+2 (GE-Healthcare, Little Chalfont,
UK)

- Radiographie-Film (Amersham Hyperfiim™, GE-Healthcare, Little Chalfont, UK)

- Licht-undurchlassige Rontgenfiim-Kammer

- Bader fur Entwicklungs-, Fixierldésung und Wasser

- Klemme

- Klarsichtfolien

- Licht-undurchlassige, 1,5ml Eppendorf-Reaktionsgefalie

- TBST (1x)

- Falcon-Tubes (50ml)

- Vortexer

2.4.6.4.2. Durchfuhrung

1. Waschschritt - Nach einstundiger Inkubation der Nitrocellulose-Membran

wurde  Uberschussiger  Sekundarantikorper  durch



2. Vorbereitung der

Membran
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dreimaliges, zehn-minatiges Waschen in TBST entfernt.

Fur die Lichtreaktion einer Membran:

500ul Detection Reagent 1 wurden in einem Licht-
undurchlassigen Eppendorf-Tube mit dem gleichen Vol-
umen Detection Reagent 2 (1:1) durch Vortexen gemischt.
1ml Detection Reagent 1+2 wurde nun gleichmaRig auf
der Membran verteilt und eine Inkubationszeit von ca. 1
min eingehalten: Dazu wurde die Membran nach
Aufbringen der Lésung mit einer Folie abgedeckt, wodurch
eine ebenmalige Verteilung der Detektionslésung
gewabhrleistet wurde (CAVE: Bildung von Luftblasen)

Nach der Einwirkzeit wurde Uberschussige Losung
entfernt und die Membran fur die anschlielRende
Lichtreaktion in einer Roéntgenfilm-Kammer unter einer
neuen Schutzfolie platziert (CAVE: Luftblasen).

- DIE FOLGENDEN SCHRITTE WURDEN UNTER ROTLICHT-BELEUCHTUNG
IN EINER DUNKELKAMMER DURCHGEFUHRT -

3. Vorbereitung
des
Radiographie-

Films

4. Belichtung des

Films

Der Radiographie-Film wurde der GroRe der zu
entwickelnden Membran angepasst und auf die
Schutzfolie Uber der Membran platziert.

Zur Identifikation der gewunschten Proteinbande an Hand
des Molekulargewichts wurde der obere Rand des Films
mit dem oberen Rand der Membran zur Deckung gebracht
und die rechte untere Ecke des Films geknickt um stets
die Seitengleichheit zwischen Film und Membran zu
garantieren.

Die Belichtungsdauer war abhangig von gesuchtem

Protein sowie dem verwendeten Antikorper:

Protein Belichtungszeit
CD39 1-2
P2X; 10-15
P2Y, 15-20

GAPDH <1
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5. Filmentwicklung - Nach Beendigung der Belichtung wurde der Film durch je
einminutiges Schwenken in Entwicklerlosung, Wasser,

Fixierlosung und Wasser entwickelt.

2.4.7. Membrane-Stripping und erneute Inkubation

Samtliche Western Blots wurden flr alle drei untersuchten Proteine standardisiert
nach oben beschriebenem Protokoll durchgefuhrt. Fur Western Blots, die der
Untersuchung der unterschiedlichen Konzentration an P2X; und P2Y,-Rezeptoren
dienten, war es jedoch nétig, die einzelnen Proteinlysate - im Gegensatz zu Proben,
die auf CD39 untersucht wurden - durch Vewendung von NuPage® Sample Reducing
Agent zu reduzieren.

Daher konnten Membranen mit Gewebeproben, die zunachst auf die Konzentration
von P2X; oder P2Y; untersucht wurden, in einem fortflhrenden Versuch
anschlielend auf P2Y, bzw. P2X; getestet werden. Dies wurde mdglich, indem die
spezifische Bindung der Primarantikorper an die auf die Membran geblotteten
Antigene durch entsprechende Behandlung wieder gelost wurde (Stripping). Danach
wurde die gestrippte Membran erneut geblockt, mit dem entsprechend anderen,
spezifischen Primarantikérper inkubiert und, wie bereits beschrieben, weiter

prozessiert.

2.4.7.1. Materialien

- In TBST (1x) gewaschene Nitrocellulose Membran
- Stripping Buffer (Zusammensetzung fur 1I):
- 800ml dH20
- Glycine: 15¢g
- Tween-20: 250yl
pH-Wert mit 5M HCI auf 2,5 einstellen
auf 11 mit dH20 auffllen
- Wasserbad (80°C)

- Kilarsichtfolien

2.4.7.2. Durchfiihrung

Die Membran wurde nach der Chemilumineszenz-Reaktion zunachst in TBST (1x)

gewaschen. Im Anschluss wurde die Membran in einer moglichst Luft-freien, mit
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mindestens 10ml Stripping Buffer geflllten, verschweil3ten Klarsichtfolie fir 20
Minuten bei 80°C in einem Wasserbad behandelt. Dadurch wurden die Antigen-
Antikorper-Bindungen geldst. Nach erneutem Waschen zunachst mit Stripping
Buffer, dann mit TBST (1x) konnte die Membran erneut geblockt werden und mit dem

passenden Antikorper inkubiert werden.

2.4.8. Ladungskontrolle mit Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH)

Um zu garantieren, dass in jede Geltasche die gleiche Konzentration an Proteinen
geladen wurde, erfolgte fur jede Membran im Anschluss die Kontrolle durch GAPDH.
Dazu wurde die Membran nach Entwicklung des Films fur die gesuchten
Proteinbanden von CD39, P2X; oder P2Y; erneut in TBST (1x) gewaschen, geblockt,
mindestens 1 Stunde bei Raumtemperatur (oder 4°C Uber Nacht) mit GAPDH-
spezifischem Antikbrper in oben genannter Verdunnung inkubiert, und wie

beschrieben weiter prozessiert.

2.4.9. Auswertung der Radiographiefilme mittels Densitometrie

Nach dem Entwicklungsschritt erfolgte die Identifikation der gewlinschten
Proteinbanden. Dazu wurde der auf der Membran stets linksseitige Protein-Ladder
mit einem Stift auf den entwickelten Rontgenfilm Gbertragen und die Proteinbanden
anhand der MolekulgroRRe in Kilo-Dalton (kDa) identifiziert (vgl. S. 49). Die Filme
wurden dann mit Hilfe eines Scanners digitalisiert und mit ImageJ-Software (Version
1.41, National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) ausgewertet:

Dazu wurde eine ROIl4 (region of interest) mit einer Flache (A) definiert, die der
Flache der Bande mit dem starksten Signal entsprach. Mit Hilfe dieser ROIl4 wurde
dann die Signaldichte (D) des Hintergrundsignals und der gesuchten Proteinbande
(z.B. CD39 von Probe-1) bestimmt. Mit einer zweiten ROIl, wurde dieser Schritt fur
die Signaldichte von GAPDH der gleichen Probe-1 (als Kontrollprotein) wiederholt.
Durch die Relation der Signaldichten des gesuchten Proteins (z.B. CD39) zum
Kontrollprotein (GAPDH) von Probe-1 kann dann die Expression (E) des gesuchten
Proteins in der Probe berechnet werden.

Durch die Relation von Dprotein x, Probe Y : DeappH. probe v ISt SOmit ein Vergleich der E-

Werte eines gesuchten Proteins verschiedener Proben untereinander zulassig.
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Berechnung der Expression (E) eines gesuchten Proteins (am Beispiel von CD39 in

Probe-1; x, y, z fungieren als Substitut mit der Einheit [Dichte/Flache]):

DHintergrund cD39 Probe-1 ¥ Aroi1 = X [Dichte/Flache]
Dcp3o probe-1 = Arol1 = Yy [Dichte/FIéche]

Y - X = Zcp39 Probe-1 [Dichte/FIéche]

DHintergrund GAPDH Probe-1 = Arol2 = X [Dichte/Flache]
DaappH Probe-1 + Arol2 = Y [Dichte/Flache]

Y — X = ZGAPDH Probe-1 [Dichte/FIéche]

Zcp39 Probe-1 [Dichte/Flache] + zgappH probe-1 [Dichte/Flache] = Ecpag probe-1

2.5. Immunhistochemische Analysen zur Untersuchung des
Verteilungsmusters von CD39, P2X; und P2Y,; im humanen KRK

2.5.1. Prinzip der Inmunhistochemie

Die Immunhistochemie ermdglicht den Nachweis niedermolekularer Substanzen bis
hin zu einzelnen Aminosdauren und deren Lokalisation im Gewebe. Die
nachzuweisenden Proteine (in der vorliegenden Studie: CD39, P2X; und P2Y3)
stellen dabei Antigene dar, die mit spezifisch gegen sie gerichteten Antikdrpern
(primarer Antikorper) eine Bindung eingehen und so einen Antigen-Antikorper-
Komplex bilden.

In den weiteren Schritten wird diese Antigen-Antikorper-Bindung sichtbar gemacht,
wobei grundsatzlich zwei unterschiedliche Methoden zum Einsatz kommen:

Bei der direkten Methode bewirkt ein an den Primarantikbrper konjugiertes Enzym
(z.B. Rhodamin, Texas Red) durch Umsatz eines entsprechenden Substrates eine
Farbreaktion.

Bei der - in dieser Studie verwendeten - indirekten Methode wird zunachst ein
sekundarer Antikérper gegen den ersten Antikdrper gerichtet; d.h. bei einem
primaren Antikorper, der bspw. in Kaninchen produziert wurde, kommt im nachsten
Schritt ein spezifisch gegen Kaninchen-lgG gerichteter Sekundarantikrper zum

Einsatz. Durch Koppelung des Sekundarantikorpers an bspw. einen Peroxidase-
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Komplex kommt es nun nach Zugabe des passenden Substrates zur Farbreaktion,
die der Auswertung mittels Hellfeld-Mikroskopie im Durchlichtverfahren zuganglich
ist.

Vorteile der indirekten Methode ergeben sich durch den aus dem mehrstufigen
Prozess resultierenden Signalverstarkungseffekt und der Madglichkeit einen
Sekundarantikorper mit einer Vielzahl in der gleichen Spezies produzierter
Primarantikorper zu kombinieren. Bei dieser Methode nachteilig sind jedoch der
groliere zeitliche Aufwand, die erhdhte Gefahr unspezifischer Bindungen sowie ein
daraus resultierendes starkeres Hintergrundsignal.

Eine anschlieRlende, konventionelle Hamatoxylin-Gegenfarbung erlaubt zusatzlich

eine morphologische Beurteilung des Praparates.

2.5.2 Primare Antikorper

Die im Rahmen der immunhistochemischen Studien eingesetzten Antikorper

entsprechen den im Rahmen der Western Blot-Analysen verwendeten:

Verdiinnung
Antigen Hersteller Typ - Quelle
(in Antibody Diluent)
CD39 Ancell Corporation, Bayport, Monoklonal - 1:200
MN, USA Maus

P2X5 Alomone Labs Ltd., Jerusalem, Monoklonal - 1:250
Israel Kaninchen

P2Y, Alomone Labs Ltd., Monoklonal - 1:250
Jerusalem, Israel Kaninchen

2.5.3. Gewebe-Fixation

Die wahrend der chirurgischen Therapie der kolorektalen Karzinome gewonnenen
Gewebeproben wurden direkt nach Entnahme in TFM™ Tissue Freezing Medium
(Triangle Biomedical Sciences, Durham, NC, USA) eingebettet und in
Fllssigstickstoff schockgefroren. Bis zur weiteren Behandlung wurden die Proben

entweder in flissigem Stickstoff oder bei -80°C gelagert.
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2.5.4. Anfertigung von Gewebeschnitten

2.5.4.1. Materialien

tiefgefrorene Gewebeproben

Cryostat (Kammertemperatur -25°C, Messertemperatur -22°C)

Sakura Tissue-Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek Europe B. V., Zoeter-
woude, Niederlande) zur Befestigung der Gewebebldcke auf Gefriertragern
Objekttrager (SuperFrost Ultra Plus®, Menzel, Braunschweig, Deutschland)

Trockeneis (zum Transport der Proben)

2.5.4.2. Durchfiihrung

Wie bereits auf S. 28 beschrieben, wurden alle Schnitte fur die Isolierung von mRNA,

Western Blot-Analysen und Immunhistochemie einer Probe wahrend derselben

Sitzung an einem Cryostat durchgefihrt. Fur die immunhistochemischen und HE-

Farbungen wurden 5-7um dicke Serienschnitte angefertigt.

2.5.5. Immunhistochemische Farbungen

2.5.5.1. Materialien

Objekttrager mit Gefrierschnitten (Lagerung bei -80°C, max. Lagerung: 14 d,
CAVE: Austrocknung)

Formalin 4%

PAP Pen (Dako, Glostrup, Danemark)

TBS (1x) + 0,1% BSA: 0,01 M Tris-Base, 0,85% NaCl, pH 7,4

TBS (1x) + 0,1% BSA + 0,05% TWEEN-20

Peroxidase-Quench-Ldsung (100ml Methanol + 2,5ml 30% H20, + 22,5ml dH,0)
PBS (1x) pH 7,2 (GIBCO™, Invitrogen™, Carlsbad, CA, USA)

Blockier-Losung (0,2g BSA in 5ml PBS (1x))

Primare Antikorper (s. S. 60)

Antibody Diluent (Dako, Glostrup, Danemark)

Sekundarer Antikorper
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Antigen Produkt-Name Hersteller Quelle
Maus IgG Dako EnVision+System-HRP Labelled Polymer Dako, Glostrup, Ziege
Anti-Mouse Danemark
Kaninchen Dako EnVision+System-HRP Labelled Polymer Dako, Glostrup, Ziege
[e[€] Anti-Rabbit Déanemark
- Farbreagenz: DAB + Chromogen (Dako, Glostrup, Danemark)
- dHO
- Hamatoxylin
- Ethanol (70%, 96%, 100%)
- Roticlear® (Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland)
- Permount Mounting Medium
- Deckglaser
- Feuchte Praparate-Kammer
- Kuivetten
2.5.5.2. Durchfiihrung
1. Fixierung - Die Kryoschnitte wurden dem -80°C Gefrierschrank ent-

nommen, kurz aufgetaut und die einzelnen Schnitte mit

einem PAP-Stift umfahren.

- Fixierung in 4% Formalin fir 15 min

2. Waschen - 3 x5 min Waschen in TBS (1x) + 0,1% BSA
3. Peroxidase- - Hemmung der endogenen Peroxidase in Peroxidase-
Quench Quench-Lésung erfolgte in einer Kuvette fur 10min auf

einem Schuttler.

Waschen - 3 x5 minwaschen in TBS (1x) + 0,1% BSA

- DIE INKUBATIONS-SCHRITTE WURDEN IN EINER ,,FEUCHTEN“ KAMMER

DURCHGEFUHRT -

Blocking - 100pl Blockier-Losung je Schnitt fur 1h bei Raum-
temperatur verringert unspezifische Bindungen des
Primaren-Antikdrpers und somit Hintergrund-Signal.

Primarantikorper - Blockier-Losung wurde durch Abschutteln von Objekt-

tragern entfernt und je 100ul Primarantikorper auf die zu

untersuchenden Proben (nach entsprechender Verdin-



7. Waschen

8. Sekundaranti-

korper

9. Waschen

10.Farbreaktion

11. Gegenfarbung

12. Waschen

13. Dehydratation

14. Mounting
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nung in Antibody Diluent) gegeben. (vgl. Abb. 10).
Inkubation bei 4°C Uber Nacht.

3 x 5 min Waschen in TBS (1x) + 0,1% BSA + 0,05%
TWEEN-20.

Das beigesetzte Tensid TWEEN-20 diente der
Verminderung eines maoglichen Hintergrund-Signals.
Einstindige Inkubation mit 100pl gegen IgG des
Primarantikdrpers gerichteten Sekundarantikoérper (vgl.
Abb. 10) bei Raumtemperatur

3 x 5 min Waschen in TBS (1x) + 0,1% BSA + 0,05%
TWEEN-20.

Vorbereitung des Farbreagenz:

Gabe von 20ul DAB zu 1ml Chromogen, vortexen.

Vor Lichtexposition schutzen!

Je Schnitt wurden 100ul Farbreagenz aufgebracht, die
Reaktion unter mikroskopischer Kontrolle verfolgt und bei
ausreichender Braunfarbung durch Waschen in dH,O
beendet.

Zur Beurteilung der Morphologie erfolgte dann eine
konventionelle Gegenfarbung. Die Schnitte wurden dazu
ca. 20 s in Hamatoxylin-Lésung gefarbt.

5 min Waschen unter flieRendem Leitungswasser. Diese
Erhdhung des pH-Wertes bewirkt den blauvioletten
Farbumschlag.

Zur Dehydrierung der Schnitte wurde zunachst eine
aufsteigende Alkoholreihe durchlaufen: Die Schnitte
wurden dabei je 3 min in Ethanol 70%, Ethanol 96% und
Ethanol 100% getaucht.

Darauf folgten 3 x 3 min Roticlear.

Die so entwasserten Schnitte wurden zuletzt mit Mounting

Medium und Deckglasern bedeckt.
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Abbildung 10:
Die Abbildung skizziert einen Objekttrager mit 3
Gewebeschnitten (A - C): Schnitt A) wurde auf A) 1. Ak +2. Ak

Protein Y (als Antigen) untersucht, indem er
zundchst mit Primar- und im zweiten Schritt mit

Sekundarantikérper inkubiert wurde.

. . B) 1. Ak; @ 2. Ak
Proben B) und C) fungierten als Negativkontrollen,
wobei bei B) die Inkubation mit dem 2. Antikérper
[nur PBS (1x)], bei C) die Inkubation mit 1.
Antikérper (nur Antibody-Diluent) unterblieb. C)® 1.Ak: 2. Ak

Samtliche Schnitte wurden nach diesem Schema

untersucht. Probe X
Protein Y
Verdinnung 1 : n

2.5.6. HE-Farbungen

HE-Farbungen wurden zur morphologischen Beurteilung nach einem

Standardprotokoll angefertigt.

2.5.7. Auswertung der immunhistochemischen und HE-Farbungen

Die Schnitte wurden bei 50-, 100- und 200-facher Vergrdlerung beurteilt und
fotographisch dokumentiert. Geachtet wurde auf die Intensitat des immunhisto-
chemischen Signals in der Ubersicht sowie auf die Verteilung des Signals auf
Tumorzellen, gesunden Epithelzellen, nervalen Strukturen, Stromazellen oder
Bindegewebe.

Bei der Analyse der HE-gefarbten Praparate wurde v.a. auf das Verhaltnis
tumorésen Gewebes zu normalem, faserigem, muskularem oder bereits
nekrotischem Gewebe geachtet. Daruber hinaus erfolgte die Auswertung der immun-
histochemischen Farbungen stets in Zusammenschau mit den HE-gefarbten
Schnitten.
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2.6. Statistik

Die Ergebnisse der Studie sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben.
Die statistischen Analysen erfolgten mit Hilfe von GraphPad PRISM4 Software
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Als Signifikanzniveau wurde eine
Irrtumwahrscheinlichkeit von 5% (P<0,05) definiert.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression der mRNA von CD39, P2X; und P2Y,

Die Analyse der mRNA Expression mittels qRT-PCR zeigte im gesunden
kolorektalen Gewebe relativ hohe mRNA Spiegel fur CD39 sowie fur P2X7; und P2Y5.
Im Vergleich dazu zeigten die Analysen in samtlichen untersuchten Tumorgruppen
durchwegs eine zum Teil stark erniedrigte mMRNA Expression fur CD39, P2X; und
P2Y:

Die mRNA Expression von CD39 war in samtlichen Tumorstadien relativ zum
gesunden kolorektalen Gewebe statistisch signifikant (P<0,05) erniedrigt. Weiter liel3
sich erkennen, dass Tumoren, die mit einem verkirzten Uberleben sowie einer
synchronen Metastasierung assoziiert waren [T3N+MO (survival 18-36mts),
T3N+M1hep (synchron)] (Abb. 11A), eine niedrigere mMRNA Expression aufwiesen
als Tumoren, die mit einer metachronen, hepatischen Metastasierung respektive
einer ausgepragten nodalen Metastasierung [T3N+M1hep (metachron), TxN2MO]
(Abb. 11A) auftraten.

Die mRNA Expression von P2X; war Uber alle untersuchten Tumorstadien hinweg im
Vergleich zum Normalgewebe ebenfalls erniedrigt. Gewebeproben von Patienten mit
T3N+MO Tumoren und langer Uberlebenszeit (72-110mts) wiesen dabei wesentlich
weniger P2X; mRNA auf, als Patienten mit Tumoren des selben Stadiums aber
kiirzerer Uberlebenszeit (18-36mts) (Abb. 11B).

Relativ zum Normalgewebe waren ferner auch die mRNA Expression von P2Y5 in
sechs von sieben untersuchten Tumorgruppen [T3N+MO (survival 18-36mts),
T3N+MO (survival 72-110mts), T3N+M1hep (synchron), T3N+M1hep (metachron),
TxN2MO, T4NOMO] stark verringert. T2NOM1 Tumoren wiesen dagegen eine
vergleichbare mRNA Expression auf, wie die untersuchten Normalgewebe (Abb.
11C).
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Abbildung 11:
P2Y2 Relative mRNA Expression von CD39 (A), P2X;
(B) und P2Y, (C). Die Expression der mRNA in
I P00t 1 gesundem kolorektalen Gewebe wurde mit sieben
*P<0.05

unterschiedlichen Stadien kolorektaler Karzinome
verglichen, wobei die  Expression der
untersuchten Gene zum Housekeeping-Gen
Hypoxanthin-Guanin  Phosphoribosyltransferase
(HPRT) standardisiert wurde.
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3.2. Proteinexpression von CD39 und P2-Rezeptoren im gesunden

und tumorosen kolorektalen Gewebe

Zur Bestimmung der Proteinexpression von CD39 sowie der beiden P2-Rezeptoren,
P2X7; und P2Y>, in den unterschiedlichen Geweben wurden Western Blot Analysen
durchgefuhrt.

Die Messungen, die fir samtliche Proben im Verhaltnis zu GAPDH als
Referenzprotein erfolgten, zeigten fur CD39 und P2X; einen Trend zu einer
erniedrigten Expression im kolorektalen Karzinomgewebe im Vergleich zum
Normalgewebe. Wenn auch nicht signifikant, konnte gezeigt werden, dass die
Ektonukleotidase CD39 in den Tumorgruppen T3N+MO (survival 18-36mts), T3N+MO
(survival 72-110mts), T3N+M1hep (synchron), T3N+M1hep (metachron) und
T2NOM1 in Relation zu gesundem Gewebe geringer exprimiert wurde. Lediglich in
den Tumorstadien TXN2MO und T4NOMO entsprach die Expression von CD39 der in
den Normalgeweben. Jedoch lieRen sich auf Proteinebene, anders als auf CD39-
mRNA-Ebene, keine Unterschiede zwischen Tumoren mit kurzem Uberleben sowie
synchroner Metastasierung [T3N+MO (survival 18-36), T3N+M1hep (synchron)] und
Tumoren mit langem Uberleben sowie Lymphknotenmetastasen [T3N+M1hep
(metachron), TxXN2MO] erkennen (Abb. 12A).

Ein ahnliches Expressionsmuster lie} sich auch fir P2X; zeigen: Hier wurde der
P2X7-Rezeptor in den Tumoren der Stadien T3N+MO (survival 18-36mts), T3N+MO
(survival 72-110mts), T3N+M1hep (synchron), T3N+M1hep (metachron), T2NOM1
sowie T4NOMO relativ zum Normalgewebe schwacher exprimiert, jedoch nicht
statistisch signifikant. Nur die P2X7-Expression im Tumorstadium TxN2MO glich der
in den Normalgeweben gemessenen (Abb. 12B).

Die in Relation zum gesunden Gewebe auf mMRNA-Ebene nachgewiesene signifikant
verringerte P2Y,-Expression in sechs von sieben untersuchten Tumorgruppen
bestatigte sich auch auf Proteinebene. Eine stark verminderte Expression liel3 sich in
Tumoren der Stadien T3N+MO (survival 18-36mts), T3N+MO (survival 72-110mts),
T3N+M1hep (metachron), TXN2MO und T4NOMO nachweisen; dartuber hinaus auch
in T2-Tumoren mit Fernmetastasen (T2NOM1), obwohl diese ahnlich hohe P2Y-
MRNA-Spiegel wie gesundes kolorektales Gewebe zeigten. Dagegen war die
Proteinexpression von P2Y, in T3N+M1 Tumoren mit synchroner Leber-

metastasierung, trotz niedriger mRNA-Spiegel, nur moderat vermindert (Abb. 12C).
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Abbildung 12:

Relative Proteinexpression fiur CD39 (A), P2X;
(B) und P2Y, (C) in Normalgewebe und den
untersuchten Stadien des kolorektalen
Karzinoms. Die Expression der gesuchten
Proteine wurde fir alle untersuchten Proben zur

Expression von GAPDH standardisiert.
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Abbildung 13:
Western Blot Analysen zur Bestimmung der Proteinexpression von CD39, P2X; und P2Y,. GAPDH

diente als interne Kontrolle.

3.3. Proteinexpression in Abhangigkeit des prozentualen

Tumoranteils

Wie bereits beschrieben, wurden in einer Sitzung zunachst Gefrierschnitte fir eine
anschlieBende HE-Farbung angefertigt. Darauf folgten dann 30pm dicke Schnitte fur
die Herstellung der Proteinlysate und zuletzt konsekutive Schnitte fur eine
abschlielRende HE-Farbung. Die Auswertung der histologischen Praparate erfolgte
dann durch einen Referenzpathologen, der, neben der Begutachtung der Qualitat der
einzelnen Praparate, auch den prozentualen Anteil von Normal-, Tumor- und
fibrotischem Gewebe als auch Muskel, Nekrose, Fett und Entzindung erhob.

Um festzustellen, ob die gesuchten Proteine verstarkt in tumorésem oder in nicht-
tumorésem Gewebe exprimiert werden, wurden die untersuchten Gewebe in drei
Gruppen nach prozentualem Tumoranteil eingeteilt: geringer (0-30%), moderater (40-
60%) und hoher (70-100%) Tumoranteil.
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TNM - Staging Tumoranteil in %
0-30 40 - 60 70 -100
T2NOM1 0 2 2
T3NxMO 0 2 5
survival 18-36 mo
T3NxMO 0 5 1
survival 72-110 mo
TxN2MO0
T3NxM1
hep metachron
T3NxM1 4 5 8
hep synchron
T4ANOMO 0 4 5
Tabelle 4:

Anzahl untersuchter Gewebeproben je Tumorstadium; aufgeflihrt nach dem prozentualen Anteil
tumordsen Gewebes.

Gewebeproben mit geringem Tumoranteil der Stadien T3N+M1hep (synchron) und
T3N+M1hep (metachron) zeigten in Relation zu gesundem Gewebe eine ahnliche
bzw. sogar leicht erhdhte Expression von CD39 (Abb. 14A). Dagegen war die
Expression von P2X; in beiden Tumorgruppen nur etwa halb so stark wie im
Normalgewebe (Abb. 14D). Die Proteinspiegel des P2-Rezeptors P2Y, waren
ebenfalls vermindert; hier zeigte sich ein ahnliches Bild wie bereits fir alle
Gewebeproben dieser Tumorstadien zusammen beschrieben: Samples von
T3N+M1hep (synchron) zeigten nur eine moderat verminderte Expression, Samples
von metachron metastasierten kolorektalen Karzinomen dagegen eine um etwa die
Halfte geringere Expression wie gesunde Proben (Abb. 14G).

Gewebeproben mit einem moderaten Tumoranteil von 40-60% zeigten mehrheitlich
eine leicht verringerte CD39-Expression relativ zum Normalgewebe. Ausgedehnte
Tumoren, die aber keine nodale- oder Fernmetastasierung zeigten (T4NOMO), hatten
jedoch erhdhte Proteinspiegel. Gewebeproben der Stadien T3N+M1hep (synchron)
und T3N+M1hep (metachron), deren Expression von CD39 bei geringem
Tumoranteil (0-30%) gleich bzw. hoher der in den Normalgeweben gemessenen war,
zeigten bei hoherem Tumoranteil (40-60%) nun eine leicht verminderte Expression
(Abb. 14B).
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Die Expression von P2X; war auch bei hdherem Tumoranteil in diesen beiden
Stadien um etwa die Halfte relativ zum gesunden Gewebe vermindert; T3N+MO
Tumoren mit einer langen Uberlebenszeit von 72-110 Monaten zeigten wiederum
eine erhohte Expression von P2X7 (Abb. 14E).

Eine signifikant reduzierte Expression Uber alle untersuchten Tumorstadien hinweg
zeigte sich fur den P2Y,-Rezeptor (Abb. 14H).

Proben mit prozentual hohem Tumoranteil (70-100%) wiesen eine deutlich
verminderte Expression von CD39 auf: War die Expression von CD39 in T3-Proben
mit synchroner und metachroner Lebermetastasierung mit geringem sowie
moderatem Tumoranteil im Vergleich zum Normalgewebe noch leicht erhoht bzw.
vermindert, zeigten diese beiden Stadien in Gewebeproben mit 70-100% Tumoranteil
eine um die Halfte verminderte Expression (Abb. 14C). Eine ahnlich verminderte
Expression von CD39 zwischen 40-60% und 70-100% Tumorproben war auch fur die
anderen analysierten Tumorstadien zu beobachten.

Verglichen mit Gewebeproben mit moderatem Tumoranteil war die Expression von

P2X7 und P2Y; in Proben mit hohem Tumoranteil nur marginal verringert (Abb. 14F,
).
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Abbildung 14:

Nach histologischer Bestimmung des prozentualen Tumoranteils wurden die Gewebeproben in
Gruppen mit geringem (0-30%) (A,D,G), moderatem (40-60%) (B,E,H) und hohem Tumoranteil (70-
100%) (C,F,l) eingeteilt. So lieR sich ermitteln ob die untersuchten P2-Rezeptoren P2X; und P2Y,
und die Ektonukleotidase CD39 verstarkt in Karzinom- oder in desmoplastischem Gewebe
exprimiert wurden. Wegen fehlender Signifikanz aufgrund zu geringer Fallzahlen wurde auf die

Angabe der Signifikanzniveaus (P-Werte) verzichtet.
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3.4. Immunhistochemischer Nachweis von CD39, P2X; und P2Y,

Mittels Immunhistochemie wurde die Verteilung der Ektonukleotidase CD39 und der
P2-Rezeptoren in gesundem und tumordsem kolorektalen Gewebe ermittelt (Abb.
15, 16, 17).

Die Enterozyten und Becherzellen gesunder Kolonkrypten zeigten so gut wie keine
Immunoreaktivitat fr CD39. Stark positiv farbte sich dagegen das zwischen den
Krypten gelegene bindegewebige Stroma der Lamina propria und fibromuskulare
Zellen der Lamina muscularis mucosae (Abb. 15A, C). Neben Fibroblasten und
mononuklearen Zellen der Immunabwehr zeigten vor allem Endothelzellen der
Blutgefal’e in der Lamina propria, aber auch in der Submukosa, eine starke CD39-
Immunoreaktivitat (Abb. 15E).

Kolorektales Karzinomgewebe samtlicher untersuchter Stadien wies eine deutliche
CD39-Immunoreaktivitat im fibrotischen Stroma zwischen den malignen Zellinseln
auf (Abb. 15B, D). Endothelzellen der neugebildeten, den Tumor versorgenden
Gefalle zeigten ebenfalls eine intensive Immunoreaktivitat fir CD39 (Abb. 15F). In
den maligne entarteten Enterozyten aller in der Studie untersuchten Tumoren konnte
dagegen keinerlei CD39-Immunoreaktivitat beobachtet werden (Abb. 15B, D). Damit
scheint CD39, wie bereits fur maligne Tumorzellen anderer Tumorentitaten gezeigt
(bspw. dem Pankreaskarzinom) *°!, auch im kolorektalen Karzinom nicht exprimiert
zu werden.

Moderate bis starke Immunoreaktivitat fur den purinergen P2X7-Rezeptor zeigte sich
fur Enterozyten und Becherzellen gesunder Krypten (Abb. 16C, E). Ebenfalls war die
Expression auf der Zelloberflache mononuklearer Zellen inklusive Makrophagen
nachweisbar. Im bindegewebigen Stroma dagegen liel3 sich P2X; nur relativ
schwach nachweisen (Abb. 16A, C).

Im Tumorgewebe zeigte sich eine intensive P2Xz-Immunoreaktivitat in malignen
Tumorzellen. Anders als beispielsweise in malignen Tumorzellen des Pankreas, in
denen nur eine geringe P2X; Expression nachgewiesen werden konnte, wiesen
entartete Enterozyten in allen untersuchten Tumorstadien eine deutliche Expression
von P2X; auf (Abb. 16F). Relativ dazu zeigten Zellen des Stromas eine moderate
Reaktivitat, hier vor allem in Makrophagen und Leukozyten (Abb. 16B, D).

Das Stroma der Lamina propria zwischen gesunden Krypten sowie die Muscularis
mucosae wiesen eine ausgepragte P2Y -Immunoreaktivitat auf (Abb. 17A, C). Im

Gegensatz zu P2-Rezeptoren vom P2X7;-Typ war jedoch keine Expression in
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gesunden Darmepithelzellen nachweisbar (Abb. 17C). Wahrend sich zwar das
bindegewebige Stroma der Submucosa nicht durch P2Yj-spezifische Antikorper
anfarben liel3 und somit keine Expression zeigte, konnte P2Y; insbesondere in den
Nervenfasergeflechten des Plexus submucosus (Meissner-Plexus) und des Plexus
myentericus (Auerbach-Plexus) nachgewiesen werden (Abb. 17A, E).

In allen untersuchten Tumorstadien zeigte sich eine malige bis starke P2Y,-
Immunoreaktivitat im bindegewebigen, fibroblastenreichen Stroma zwischen den
Karzinomzellen (Abb. 17B, D). Die entarteten Tumorzellen selbst zeigten dagegen
keine Expression (Abb. 17B, D). Eine moderate immunhistochemische Reaktion flr
P2Y, war zudem in glatten Myozyten noch erhaltener oder nur gering tumords
infiltrierter Areale der Ring- und Langsmuskelschicht detektierbar. Dazwischen
gelegene Nervenfasergeflechte prasentierten wiederum eine intensive Immuno-
reaktivitat (Abb. 17F).
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Abbildung 15:

Immunhistochemie fiir CD39 in Normalgewebe (A, C, E) und KRK-Gewebe eines T3-Tumors mit
metachroner hepatischer Metastasierung (B, D, F). Maligne entartete Enterozyten zeigten keinerlei
CD39-Immunoreaktivitat (D). Eine deutliche Expression liel3 sich auf GefalRendothelzellen in Normal-
(E) als auch in Tumorgewebe (D, F) nachweisen.

Vergrolerung: A-B: 50-fach; C-D: 100-fach; E-F: 200-fach
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Abbildung 16:

Immunhistochemische Analysen fiir P2X;. Dieser Rezeptor liel sich im gesunden kolorektalen

Gewebe (A, C, E) in Abwehrzellen und Enterozyten nachweisen, jedoch nur schwach im Stroma. Im
Tumorgewebe (B, D, F) zeigte sich eine positive Farbung besonders in malignen Enterozyten und
eine in Relation dazu moderate Expression im Stroma.

Abgebildete Tumoren: TANOMO (15B); TxN2MO (15D); T3N+M1hep metachron (15F)

Vergroferung: A-B: 50-fach; C-D: 100-fach; E-F: 200-fach
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Abbildung 17:

Immunhistochemische Farbungen ergaben in Normalgewebe eine deutliche P2Y,-Expression im
bindegewebigen Stroma der Lamina propria und in den submukdsen Nervenfasergeflechten der
Meissner- und Auerbach-Plexus (A, E). Gesunde Darmepithelzellen (C) zeigten keinerlei Immuno-
reaktivitat fur P2Y, ebenso wie Tumorzellen eines KRK im Stadium T3NMO (survival 18-36mts) (B, D).
P2Y, wurde dagegen im fibrésen Stroma zwischen den Tumorzellen (B) sowie in
Nervenfasergeflechten der nur maRig infiltrierten Muscularis exprimiert (F).

VergroRerung: A-B: 50-fach; C-D: 100-fach; E-F: 200-fach
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4. Diskussion

Das kolorektale Karzinom ist statistisch immer noch die vierthaufigste krebsbedingte
Todesursache in den westlichen Industrienationen. Trotz der diagnostischen und
therapeutischen Fortschritte der letzten Jahre mit zunehmend multimodalen und
interdisziplinaren Therapiekonzepten betragt die Langzeitiberlebensrate Uber alle
Tumorstadien hinweg lediglich ca. 50%. Die Prognose des Patienten wird dabei
insbesondere durch die Ausbreitung von Metastasen bestimmt.

Die Entstehung, Progression und Metastasierung maligner Tumoren sind u.a. die
Folge veranderter zellularer Regulationsmechanismen mit einer Dysregulation des
Zusammenspiels von Tumorsuppressor- und Onkogenen.

Der kolorektalen Karzinogenese liegen, nach aktuellem Konsens, vielfach eine
Kumulation von Mutationen bspw. in den p53-, k-ras oder MAPK-Signaltrans-
duktionswegen zu Grunde. Weniger bekannt ist bisher der Einfluss der purinergen
Signalkaskade auf das kolorektale Tumorwachstum. Seit langerem ist jedoch
bekannt, dass Purine wie z.B. ATP als Transmitter an purinergen P2-Rezeptoren wie
P2X7; und P2Y, dosisabhangig zu einer Wachstumshemmung und Induktion der
Apoptose in humanen Hauttumoren, Lungenkarzinom- sowie Kolonkarzinomzelllinien
fihren 1'% 782 Tierexperimentell zeigte sich, dass die Deletion der Ektonukleotidase
CD39 - als Modulator der purinergen Signaltransduktion - bspw. zu einer Stérung
der, fur das weitere Tumorwachstum entscheidenden Neoangiogenese, zu einer
verminderten Proliferation von Lungenkarzinomzellen sowie zu einer geringeren
Absiedelung intravasal injizierter Tumorzellen fiihrte 234,

Auf diesen und weiteren Studien aufbauend wurde in der vorliegenden Arbeit die
MmRNA- und Protein-Expression, die Gewebeverteilung und eine mdgliche
prognostische Bedeutung von CD39, P2X; und P2Y, im kolorektalen Karzinom
beschrieben. Wir postulierten eine stadienabhangige Expression der purinergen
Rezeptoren und der Ektonukleotidase. Dazu untersuchten wir sieben verschiedene
Tumorstadien. Besonderes Interesse galt den metastasierten Karzinomen, da eine
mit Melanomzellen durchgefuhrte tierexperimentelle Studie bereits eine Assoziation
von Tumorausbreitung und Metastasierung in Zusammenhang zur CD39-Expression
gezeigt hatte "),

Uber alle untersuchten Stadien kolorektaler Karzinome hinweg ergaben unsere
Analysen eine z.T. deutlich verringerte mRNA- und Proteinexpression von CD39,

P2X7 und P2Y relativ zum Normalgewebe.
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Im Einzelnen zeigten Patienten mit kolorektalem Karzinom und assoziierter langerer
Uberlebenszeit von 72-110 Monaten oder metachroner Lebermetastasierung eine
héhere CD39-mRNA-Expression als Karzinome mit kurzer Uberlebenszeit respektive
synchroner Metastasierung. Eine ahnliche, jedoch nicht signifikante Tendenz ergab
sich fur diese Subgruppen auch auf Proteinebene.

Immunhistochemisch  war CD39 im Normalgewebe vorwiegend in der
bindegewebigen Lamina propria sowie auf Gefallendothelzellen nachweisbar, nicht
jedoch in Enterozyten. Ebenso fand sich im Karzinomgewebe eine ausgepragte
Immunoreaktivitat fur CD39 im fibroblastenreichen, die Tumorzellen umgebenden
Stroma, wahrend sich die malignen Zellen selbst nicht anfarbten. Die
anschliellenden Analysen der Proteinexpression von CD39 in Abhangigkeit des
prozentualen Tumoranteils bestatigten ferner die Ergebnisse der Immunhistochemie:
Ausgepragt fibrosierte Tumorproben, mit weniger als 30% Karzinomzellen, wiesen
wesentlich hohere Werte auf, als solche mit moderatem oder hohem Anteil an
kolorektalen Krebszellen (40-60% bzw. 70-100%). Beispielsweise ergaben
Messungen stark fibrotischer Gewebeproben von T3-Tumoren mit metachroner
Lebermetastasierung sogar hohere Expressionslevel von CD39 als gesundes
Referenzgewebe.

Die gemessene Herunterregulierung purinerger Signalmolekule in kolorektalen
Karzinomen steht im Gegensatz zu vergleichbaren Studien an humanem
Pankreasgewebe, wo chronische Entzindungen und maligne Tumoren mit einer
deutlichen Hochregulation derselben Rezeptoren einhergehen ** %1, Eine Korrelation
zwischen hoher CD39 Expression und geringerer Tumoraggressivitat bzw. langerer
Uberlebenszeit war beiden Tumorentitidten jedoch gemeinsam *°!. Ferner zeigten
sich analoge Ergebnisse flr pankreatische und kolorektale Proben auch in Bezug auf
die Immunhistochemie: Eine hohe Signalintensitat fir CD39 wurde in gesundem und
malignem Pankreasgewebe auf Gefallendothelzellen und im bindegewebigen
Stroma um die, jedoch nicht in den malignen Tumorzellen selbst beobachtet [*°!.

Die Diskrepanz zwischen der in der Literatur beschriebenen Hochregulierung von
CD39 in Pankreaskarzinomen und der in unserer Studie gemessenen
Herunterregulierung konnte darin begriindet sein, dass es in malignen Tumoren des
Pankreas im Laufe der Erkrankung zu einem massiven fibrotischen Gewebeumbau
kommt: Der Anteil derartig fibrosierten Gewebes kann in Pankreaskarzinomen bis zu

95% betragen ' Dieser als Desmoplasie bezeichnete Prozess ist charakterisiert
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durch eine starke Proliferation von Fibroblasten und pankreatischen Sternzellen
(PSC) mit exzessiver Produktion von Fibronektin und Kollagen. Begleitend kommt es
zu einer vermehrten Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie Chemo- und
Cytokinen aus inflammatorischen Zellen und Makrophagen #' ¢l Als Besonderheit
des Pankreas kommt hinzu, dass die Proliferation maligner Zellen als auch
pankreatischer Sternzellen durch die unmittelbare Insulinwirkung und Exposition
gegenuber zahlreichen Wachstumsfaktoren wie FGF (fibroblast growth factor), EGF
(epidermal growth factor), NGF (nerve growth factor) oder TGF-B (transforming
growth factor-beta) noch verstarkt wird " °® CD39-Ektonukleotidasen scheinen
diesen fibrotischen Gewebeumbau im Pankreas entscheidend mit zu bestimmen:
Wild-typ (wt) Mause entwickelten nach medikamentOs induzierter Pankreatitis eine
exzessive Kollagenproduktion durch PSCs mit einhergehender Fibrose und
anschlieRender Atrophie des Pankreas . CD39-null Mause wiederum zeigten zwar
gewisse Entzindungsreaktionen, die Proliferationsrate pankreatischer Sternzellen
und die Ausbildung einer Pankreasfibrose verglichen mit wild-Typ Mausen war
jedoch signifikant geringer L. In vitro folgte auf eine Stimulation von wt-PSCs mit
TGF-B1 ein deutlicher Anstieg der Prokollagen-a1-Produktion; eine entsprechende
Reaktion wurde in CD39-null PSCs dagegen nicht beobachtet [*°!. Eine vergleichbar
exzessive Stromareaktion wie im Pankreaskarzinom ist fur Tumoren des
Kolorektums aber eher untypisch. Ein Grund dafur konnte sein, dass kolorektales
Gewebe aufgrund seiner anatomischen Lage in deutlich geringerem Mal} durch eine
direkte Wirkung anaboler Enzyme und hormoneller Wachstumsfaktoren beeinflusst
wird als Pankreasgewebe.

Der im Vergleich zum Pankreaskarzinom deutlich geringere Stroma- aber hdhere
Anteil maligner Tumorzellen in kolorektalen Karzinomen und die hohe Expression
von CD39 insbesondere im bindegewebigen Stroma, dirfte somit ein Grund flr die
geringere Expression von CD39 sein.

Ein weiterer Grund fur die niedrige Expression von CD39 kdnnte sein, dass ein in
unserer Studie relativ geringer Anteil hochgradig fibrosierter Proben (nur sieben der
63 in die Studie einbezogenen Proben zeigten einen Tumoranteil < 30%) in einer
Verzerrung der tatsachlichen Verhaltnisse resultierte: So hatte, aufgrund der oben
beschriebenen Gewebeverteilung von CD39, bspw. eine grole Zahl hochgradig
fibrosierter Proben zu hoheren Messresultaten gefihrt. Um diesen Fehler

auszugleichen ware jedoch eine hohere Fallzall notig gewesen.
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Um der korpereigenen Immunantwort zu entgehen bilden Tumoren ein entsprechen-
des Mikromilieu, das die ungebremste Proliferation maligner Zellen ermoglicht.
Zentral ist dabei die Hemmung zytotoxischer T-Effektor-Zellen durch T-Regulator-
Zellen (T.eg-Zellen) und Myeloide Suppressor-Zellen (MSC) %, Allgemein sind Tieq-
Zellen durch die Oberflachenmolekile CD4, CD25 und Foxp3 charakterisiert und

261 Diese

lassen sich so von anderen CD4"-T-Lymphozyten abgrenzen
CD4"/CD25"/Foxp3*-Treg-Zellen  exprimieren auf ihrer Oberfliche die Ekto-
nukleotidase CD39 sowie die 5-Ektonukleotidase CD73, die im Zusammenspiel
extrazellulare Nukleotide zu Adenosin abbauen ['*l. Perizelluldres Adenosin hemmt
dann Uber G-Protein-gekoppelte A2A-Rezeptoren T-Effektor-Zellen und vermittelt
somit immunologische Toleranz "*l. Am Beispiel des follikularen B-Zell-NHL konnten
Hilchey et al. zeigen, dass eine Uberexpression CD39-positiver Teg-Zellen die gegen
die Lymphomerkrankung gerichtete T-Zell-Immunantwort kompromittierte *?. Eine
signifikant erhdhte Zahl CD4'/CD25'/Foxp3*-Teg-Zellen peritumoral sowie im
peripheren Blut - verglichen mit gesunden Kontrollgruppen - konnten Mandapathil et
al. in Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches und Clarke et
al. in Patienten mit kolorektalen Karzinomen nachweisen ['" *4. Eine Hochregulation
CD39-exprimierender CD4'/CD25"/Foxp3*-Treg-Zellen koénnte folglich mit einer
schnelleren und aggressiveren Tumorprogredienz einhergehen, da eine adaquate,
gegen den Tumor gerichtete Immunantwort ausbleibt. In der vorliegenden Studie
jedoch waren die CD39-mRNA-Spiegel und die Protein-Expression in den
fortgeschrittenen Tumorstadien, d.h. in Karzinomen mit nur kurzer Uberlebenszeit
(18-36 Monate), synchroner Lebermetastasierung und lokal begrenztem Wachstum
aber bereits hamatogener Metastasierung (T2NOM1), z.T. signifikant niedriger,
verglichen mit Tumoren mit langer Uberlebenszeit (72-110 Monate) oder
metachroner Metastasierung. So lasst sich lediglich ableiten, dass bestimmte
Tumorentitdten eine Uberexpression CD39-positiver T.g-Zellen aufweisen; die
Aggressivitat  kolorektaler Karzinome muss jedoch noch von weiteren
Regulationsmechanismen abhangig sein:

Die Tumorangiogenese und damit indirekt das Tumorwachstum werden
entscheidend durch die Expression von CD39-Ektonukleotidasen gesteuert. In
lokoregional begrenzten Tumoren (z.B. T3N+MO) war die CD39-Proteinexpression
deutlich geringer als in lokal ausgedehnten Tumoren (T4NOMO). Im Tiermodell

resultierte eine Deletion des CD39-Gens in einer stark reduzierten bis fehlenden
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Neovaskularisation: So hatten CD39-null-Mause in einem Matrigel-Modell zwar initial
eine Sprossung neuer GefalRe gezeigt, eine weitere Einwanderung von

23 Ferner war die

Endothelzellen und Perizyten war jedoch ausgeblieben
Proliferation von in CD39-null-Mause implantierten Tumorzellen signifikant geringer
als in wild-Typ-Mausen P4, Eine durch eine geringe CD39-Expression bedingte
insuffiziente Neoangiogenese und damit einhergehende, hypoxisch bedingte
Wachstumshemmung maligner Tumoren wurde die beschriebenen Ergebnisse
erklaren. Auch die beobachtete CD39-Immunoreaktivitat speziell auf den
Endothelzellen der kolorektalen Tumorgefale legt eine direkte Beteiligung der

Ektonukleotidase an neoangiogenetischen Prozessen nahe.

Extrazellulare Nukleotide als Liganden an P2-Rezeptoren kdnnen abhangig von ihrer
Konzentration, der Dauer ihrer Signalwirkung und des P2-Rezeptorsubtyps
Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Zelltod beeinflussen '+ 8",

Bisherige Studien zur Expression purinerger Rezeptoren in kolorektalen Karzinomen
beschrankten sich in erster Linie auf in vitro Analysen humaner Tumorzelllinien: Die
humanen kolorektalen Karzinomzelllinien HT-29 und Colo320DM bspw. exprimieren
beide den purinergen Rezeptor P2Y,. Eine Erhdhung der intrazellularen Ca*'-
Konzentration nach Aktivierung dieses Rezeptorsubtyps durch ATP fuhrte in beiden
Zelllinien zu einer erhohten Apoptoserate (>150%) und Hemmung der Zell-
proliferation um bis zu 85% %, Ein ahnlicher Effekt konnte in den beiden humanen
Kolonkarzinomzelllinien HCT8 und Caco-2 beobachtet werden. Anders als in der
ersten Studie fuhrte ATP in diesen Zellen aber Uber eine Aktivierung von P2X;
Rezeptoren zu einer entsprechenden Wachstumsinhibierung und Steigerung der
Apoptoserate [l Im Gegensatz dazu stimulierten UTP und niedrige Mengen an ATP
in diesen Zelllinien die Zellproliferation tiber P2Y,-Rezeptoren [, Dieser Effekt lieR
sich auch in anderen Tumorentitaten beobachten: P2Y,-Rezeptor-Agonisten
induzierten dosisabhangig einen Anstieg der Zellzahl und eine gesteigerte
Proliferation in humanen Melanom-, Mammakarzinom-, Gliom- oder Lungen-
karzinomzelllinien 7 76 78. 831

Eine Expression purinerger P2Y,- und P2X7-Rezeptoren war aber nicht nur in den
humanen kolorektalen Zelllinien, sondern auch in samtlichen humanen Gewebe-
proben unserer Studie nachweisbar: Auffallend war dabei eine z.T. massive

Herunterregulierung der mRNA- und Proteinexpression des purinergen P2Y,-
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Rezeptors uber alle Tumorstadien hinweg verglichen zum Normalgewebe. Die
Analysen fur P2X; ergaben ebenso eine mehrheitlich signifikant erniedrigte
Expression auf mRNA-Ebene (um bis zu 80% in T3-Tumoren mit langer
Uberlebenszeit) sowie eine tendenzielle Herunterregulierung auf Proteinebene.
Immunhistochemisch liel sich P2Y, insbesondere im peritumoralen Stroma und in
den Nervenplexus der Darmwand darstellen, wahrend die Tumorzellen selbst kein
Signal zeigten. P2X; dagegen konnte v.a. auf Tumor- und Immunzellen detektiert
werden, das Stroma wiederum blieb signalarm. Als einzige Gruppe hatten Nylund et
al. bereits die Expression purinerger P2Y>-Rezeptoren in humanen kolorektalen
Geweben analysiert: Kontrar zu unseren Ergebnissen hatten die Autoren in zehn
humanen kolorektalen Karzinomgeweben jedoch signifikant erhohte P2Y,-
Proteinspiegel sowie einen immunhistochemischen Nachweis des Rezeptors auf
Tumorzellen beschrieben . Fraglich bleibt, ob diese divergierenden Ergebnisse die
realen Verhaltnisse wiedergeben oder z.T. auch als Artefakt aufgrund
unterschiedlicher Messtechniken zu werten sind, bspw. bedingt durch die
Verwendung von P2Y-Antikdrpern unterschiedlicher Hersteller (Alomone Labs Ltd.
vs. Chemicon Inc. ®®) oder die geringere Fallzahl der schwedischen Studie (63 vs.
10 Tumorproben).

Im Einzelnen lasst sich aus dem Vergleich der untersuchten Tumorstadien zu
einander aber eine Korrelation zwischen der Hohe der P2Y,- und P2X7-Expression
und dem Fortschreiten der Erkrankung ableiten: Innerhalb der beobachteten
Herunterregulierung der beiden P2-Rezeptoren Uber alle Stadien hinweg relativ zu
den gesunden Referenzgeweben, konnte beispielsweise in nicht-metastasierten T3-
Tumoren mit langer Uberlebenszeit (72-110 Monate) eine hohere P2X;-
Proteinkonzentration gemessen werden als in Tumoren mit nur kurzem Uberleben
(18-36 Monate). Dies wirde unsere Hypothese stitzen, dass das Uberleben von
Patienten mit kolorektalen Tumoren, die eine hodhere Konzentration Apoptose-
induzierender purinerger P2X; Rezeptoren aufweisen, verlangert ist.

Wiederum hatten synchron metastasierte kolorektale Karzinome eine wesentlich
hohere Expression von P2Yj;-Rezeptoren als metachron metastasierte; weniger
signifikant traf dies auch auf lokal begrenzte, bereits aber metastasierte T2NOM1-
Karzinome im Vergleich zu lokal ausgedehnten, jedoch noch nicht metastasierten
T4ANOMO-Tumoren zu. Dass in Tumoren, die zum Zeitpunkt der Diagnosestellung

schon Fernmetastasen gebildet hatten, hdhere P2Y,-Spiegel gemessen wurden als
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in metachron metastasierten Karzinomen konnte dabei auch im bereits be-
schriebenen Proliferation- und Mitose-fordernden Effekt geringer Konzentrationen
von P2Yj,-Agonisten, beispielsweise Uber Aktivierung des MAP-Kinase-Signalwegs,

begriindet sein ['* 7

. Untersuchungen an Zellen der humanen Lungenkarzinom-
zelllinie A549 hatten ebenfalls eine proliferative Wirkung der extrazellularen
Nukleotide ATP und UTP nahegelegt °). Schifer et al. hatten in diesem
Zusammenhang jedoch eine weitere auf die Aktivierung von P2Y;-Rezeptoren
folgende Signalkaskade vermutet: Dabei kommt es infolge Rezeptoraktivierung durch
ATP/UTP zu einer - von der Protein Kinase C (PKC) unabhingigen - Ca*'-
abhangigen Aktivierung von NF-kB und der Ca*/Calmodulin-abhangingen
Proteinkinase |l (CaMKIl) mit folgender Phosphorylierung des epidermalen
Wachstumsfaktor-Rezeptors (EGFR) und daraus resultierender Stimulation der

Zellteilung 7.

Ob diese fur die Lungenkarzinomzelllinie A549 postulierten
Signalkaskaden eine Rolle im Rahmen purinerger Signalwirkungen in kolorektalen
Karzinomen spielen ist jedoch unklar.

Die z.T. widerspruchlich erscheinenden Ergebnisse kennzeichnen wesentliche
Aspekte purinerger Zellinteraktionen. In hoch komplexen und multifaktoriell-
beeinflussten Regulationsmechanismen steuern extrazellulare Nukleotide - abhangig
von der jeweiligen Tumorentitat, dem als Transmitter fungierenden Purin, dem P2-
Rezeptorsubtyp-Besatz der Zielzelle und der Signalmodulation durch Ekto-
nukleotidasen - zellulare Prozesse wie Proliferation, Differenzierung oder Apoptose.
Ein ggf. zukinftiger pharmakologischer Einsatz selektiver P2-Rezeptoragonisten
oder -antagonisten in der Tumortherapie wird daher nur unter Berlcksichtigung

dieser Balance zwischen Mitose-Stimulation und Apoptose-Induktion erfolgreich sein
[81]
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5. Zusammenfassung

Purinerge P2-Rezeptoren nehmen im Zusammenspiel mit Nukleotid-spaltenden
Ektonukleotidasen Einfluss auf zellulare Regulationsmechanismen wie Proliferation,
Differenzierung und Apoptose. Die vorliegende Arbeit untersuchte erstmals die
Bedeutung purinerger Signalkaskaden auf die Tumorprogression im humanen
kolorektalen Karzinom. Postuliert wurde eine stadienabhangige Expression
purinerger P2X7- und P2Y,-Rezeptoren sowie der Ektonukleotidase CD39. Ferner
war es Ziel die Gewebeverteilung purinerger Signalmodulatoren mittels
Immunhistochemie zu untersuchen. AbschlieRend erfolgte die Korrelation der
molekularbiologischen und histo-morphologischen Ergebnisse mit den klinischen
Daten der Patienten.

Analysiert wurde kolorektales Tumorgewebe von insgesamt 63 Patienten, die
entsprechend ihres Primarstagings in sieben unterschiedliche Kollektive eingeteilt
wurden, darunter lokoregionar begrenzte als auch lymphogen und/oder hamatogen
metastasierte Tumorstadien. Die mRNA-Expression wurde mittels qRT-PCR, die
Proteinexpression mittels Western-Blot-Verfahren determiniert. Die Resultate der
kolorektalen Tumorgewebe wurden mit insgesamt 23 gesunden kolorektalen
Gewebeproben als Kontrollen verglichen. Mit spezifischen Antikérpern gelang der
immunhistochemische Nachweis der P2-Rezeptoren und der Ektonukleotidase in
gesundem Kontroll- als auch in Karzinomgewebe.

Die vorliegende Studie zeigte eine allgemeine Herunterregulierung purinerger
Signalmediatoren in kolorektalen Tumoren relativ zu gesundem Referenzgewebe:

Im Einzelnen zeichneten sich z.B. aggressive, synchron metastasierte Karzinome
durch niedrigere CD39-Level aus als langsamer wachsende Tumoren. Im Gewebe
war CD39 vorwiegend im Stroma und auf Gefallendothelzellen, nicht jedoch in
Enterozyten oder Tumorzellen nachweisbar. Insbesondere stark fibrosierte
Karzinomgewebe imponierten durch eine hohe CD39-Expression. Patienten mit T3-
Tumoren und langer Uberlebenszeit hatten héhere Werte fiir P2X; als Patienten mit
kurzer Uberlebenszeit. Dieser Rezeptor wurde vorwiegend auf Tumor- und
Immunzellen, jedoch nur schwach auf Bindegewebszellen exprimiert. P2Y,-
Rezeptoren fielen durch die am starksten verminderte mRNA- und Proteinexpression
uber fast alle untersuchten Tumorstadien auf. Immunhistochemisch gelang der
Nachweis v.a. im peritumoralen Stroma und in den submukdsen und intramuskularen

Nervenplexus der Darmwand.
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Die in der Literatur fir andere Tumorentitdten beschriebene Hochregulierung
purinerger  Signalmodulatoren unterscheidet sich diametral von unseren
Beobachtungen in kolorektalen Karzinomen. Wir fuhren dies im Wesentlichen auf die
fur diese Tumoren typische Gewebearchitektur und spezifische Entziindungsreaktion
zuruck. Aus der Korrelation unserer Ergebnisse mit den Daten der Patienten wurde
deutlich, dass der Grad der Rezeptor- bzw. Ektonukleotidase-Expression das
Fortschreiten der Erkrankung und damit die Uberlebenszeit der Patienten
entscheidend mit beeinflusst.

Die Prognose fortgeschrittener kolorektaler Karzinome bleibt trotz der Fortschritte der
letzten Jahre limitiert. In kurativer Absicht durchgeflihrte Metastasenchirurgie und
neueste Antikorper-basierte Chemotherapien zeigen durchaus Erfolge, eine weitere
intensive Forschung ist jedoch dringend von Noéten: Ein tiefgreifendes Verstandnis
der Zusammenhange purinerger Signalkaskaden koénnte daher in Zukunft neue

Therapiestrategien eréffnen.
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