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Zusammenfassung

Kolorektale Lebermetastasen (CLM) kénnen beim kolorektalen Karzinom (CRC) lange nach
einer primaren RO-Resektion auftreten, vermutlich durch Reaktivierung dormanter
Tumorzellen. Das CRC- und CLM-Risiko ist bei pramenopausalen Frauen sowie Frauen unter
Hormonersatztherapie geringer. Im CRC besteht ein signifikanter Zusammenhang zwischen
ERB positiven Primartumoren und einer CLM-Abwesenheit. Der im Darmepithel
vorherrschende Ostrogenrezeptor beta (ERB) ist mit einer Hemmung der Proliferation, der
Heraufregulierung von Zellzyklus Inhibitoren (p27, p21) und einer Aktivierung von p38, einem
zentralen Dormancy-Signalweg, assoziiert. Ziel dieser Arbeit war es, das protektive Potenzial
des ERB im CRC in vitro zu untersuchen. Hierfir wurden HCT116 (CRC) Zellen lentiviral
ESR2(ERRB)-GFP-transduziert. Uber 10 Tage erfolgte die Kultivierung in Matrigel unter Low-
und High-Density-Bedingungen, zur Simulation einer disseminierten CRC-Zelle im
Lebergewebe. Eine regelmafige Behandlung mit ERB-041 (ERB-Agonist), PHTPP (ERB-
Antagonist) oder DMSO (Kontrolle) erfolgte, sowie mehrfache fluoreszenzmikroskopische
Auswertungen. Weiterfihrend erfolgte mit jeweils gleicher Stimulation tGber 36h ein CellTrace-
Proliferationsassay sowie ein BrdU-Assay mit anschlieRender Durchflusszytometrie. In Low-
Density-Kulturen verhielten sich die mit ERB-041 behandelten HCT1165%* Einzelzellen von
Tag 2 bis 5 weitgehend statisch und zeigten am 10. Tag im Vergleich zur PHTPP- oder DMSO-
Stimulation weniger Organoide und mehr Einzelzellen, jedoch ohne statistische Signifikanz. In
High-Density-Kulturen verzdgerte ERB-041 die Zellaggregatbildung nicht, flhrte aber
ebenfalls zur geringsten Anzahl an Organoiden am 10. Tag. Die BrdU-Analyse zeigte in
SW620-Zellen (ohne ER) unter ERB-041 einen leicht erhdhten Anteil an Zellen in der GO/G1-
Phase, wahrend sich bei HCT11655R*-Zellen das gegenteilige Bild ergab. Die CellTrace-
Analyse ergab, dass ERB-041-behandelte HCT11655%*-Zellen eine héhere normalisierte
CellTrace-Intensitat (nCTI), ergo weniger Zellteilungen, aufwiesen als mit DMSO-behandelte
Zellen; diese war jedoch niedriger als unter PHTPP-Gabe. Unabhangig von der Behandlung
zeigten HCT11655%*-Zellen eine héhere normierte und nicht normierte CellTrace-Intensitat als
HCT116-Zellen, entsprechend geringerer Proliferation. Erganzend schien bei den nicht ERB-
positiven SW620-Zellen die GFP-Expression (GFP-positiv) die Proliferation im Vergleich zu
den nicht-GFP-exprimierenden SW620-Zellen (GFP negativ) zu hemmen. Die Aktivierung von
ERB durch ERB-041 scheint in Low-Density-Kulturen die Proliferation zu hemmen und ein
dormantes Verhalten zu férdern, wahrend sich dieser Effekt nur teilweise in der High-density
Kultur zeigte. Auch die ligandunabhangige ERB-Préasenz kdnnte in vitro wachstumshemmend
wirken, wie die CellTrace-Ergebnisse nahelegten. Diese Ergebnisse unterstreichen die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zu ERp-basierten Therapieansatzen sowohl zur
CLM-Pravention (Agonist) als auch zur gezielten Reaktivierung dormanter Zellen zwecks
Sensibilisierung gegenuber herkdmmlicher antiproliferativer Therapie (Antagonist).
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Abstract

Colorectal liver metastases (CLM) in CRC can emerge long after primary RO resection, likely
through reactivation of dormant tumor cells. Premenopausal women and those on hormone
replacement therapy (HRT) show reduced CRC and CLM risk. ERB-positive CRCs correlate
with CLM-absence. ERp, the predominant estrogen receptor in the colon, is associated with
proliferation inhibition, upregulation of cell cycle inhibitors (p27, p21) and activation of p38, a

key Dormancy pathway. This study aims to investigate ERB’s protective potential in vitro.

ESR2(ERB)-GFP transduction was performed with CRC cells (HCT116). Over 10 days cells
were cultured in Matrigel under low- and high-density conditions to simulate dormant
disseminated CRC-cells in liver tissue.

Regular treatment with ERB-041 (ERB-agonist), PHTPP (ERB-antagonist), or DMSO (control)
as well as multiple fluorescence microscopy was performed.

Further on, cells were incubated for 36h conducting BrdU- and CellTracer-proliferation-assays

measured by flow cytometry after similar stimulation.

In low-density cultures, ERB-041-treated HCT1165°R* single cells remained static from day 2
to 5, with fewer organoids and more single cells by day 10 compared to PHTPP or DMSO, yet
lacking statistical significance. In high-density settings, ERB-041 did not delay cell clustering
but still resulted in the fewest organoids.

BrdU analysis showed a slightly higher GO/G1 population in SW620 (ESR2-) cells treated with
ERB-041 and vice versa in HCT11655%*,

CellTrace analysis revealed that ERB-041 treated HCT1165°"%* cells had a higher normalized
CellTrace intensity (nCTI), indicating fewer cell divisions, than DMSO-treated cells; but they
had a lower nCT]I than those treated with PHTPP.

HCT11655%* cells also showed both a higher nCTI and higher raw CellTrace intensity
compared to HCT116 cells, in disregard of the treatment.

SW620 (ESR2-) cells displayed slower proliferation dynamics in CellTrace compared to
HCT116, consistent with the literature. Additionally, GFP expression in SW620-GFP (ESR2-)

cells appeared to reduce proliferation relative to non-GFP-expressing SW620 (ESR2-) cells.

ERP activation via ERB-041 appears to reduce proliferation in low-density cultures, mimicking
Dormancy-like behavior, while this effect diminishes at higher densities suggesting different
microenvironmental influence. Ligand-independent ER[ presence in vitro also seems to inhibit
growth due to CellTrace observation.
These findings support the necessity for further investigation into ERB-targeted therapies for
CLM prevention (agonist) or sensitization to antiproliferative treatment (antagonist).
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

111 Epidemiologie

Im Jahre 2020 sind laut aktuellen Zahlen der ,GLOBOCAN 2020“ Studie der Internationalen
Agentur fur Krebsforschung in Lyon (IARC) weltweit 19,3 Millionen Menschen neu an Krebs
erkrankt (1). Insgesamt starben im Jahre 2020 10 Millionen Menschen aufgrund einer
Krebserkrankung (1). Davon erkrankten im Jahr 2020 Gber 1,88 Millionen Menschen an einem
kolorektalen Karzinom (CRC) und uber 915 Tausend Menschen starben aufgrund einer
kolorektalen Krebserkrankung (1). Damit ist das kolorektale Karzinom die dritthaufigste
Krebserkrankung (10%) und fur die zweithaufigsten krebsbedingten Todesfalle weltweit im
Jahre 2020 verantwortlich (9,4%) (1). Es stirbt einer von 10 Krebstoten aufgrund eines
kolorektalen Karzinoms (1). Der Grof3teil der heutigen Krebspatienten stirbt nicht mehr an dem
Primartumor, sondern an den Folgen einer Metastasierung. Dies betrifft ca. 90% der
Krebstodesfalle (2) und somit ca. 9 Millionen Patienten weltweit im Jahr 2020.

In Relation zur menschlichen Entwicklung gemessen am Human Development Index (HDI)
steigt mit dem HDI die Inzidenz maligner Erkrankungen weltweit (1). Auf das Kolonkarzinom
bezogen zeigt sich bei Mannern in Landern mit einem hohen bis sehr hohen HDI eine Inzidenz
von z.B. 23,2/100.000 in Nordeuropa wohingegen sich in Landern mit einem mittleren bis
niedrigen HDI eine deutlich geringere Inzidenz zeigt von beispielsweise 5,9/100.000 in
Nordafrika (1). Bei Frauen zeigt sich im Kolonkarzinom eine niedrigere Inzidenz in Landern mit
einem hohen bis sehr hohen HDI wie z.B. 18,8/100.000 in Nordeuropa und ebenfalls eine
deutlich geringere Inzidenz in Landern mit einem mittleren bis niedrigen HDI wie z.B.
5,4/100.000 in Nordafrika (1).

Aufgrund der zunehmenden Industrialisierung im Rahmen der Globalisierung und der
demographischen Entwicklung mit einem steigenden Durchschnittsalter sind in der Zukunft
maligne Erkrankungen vermehrt zu erwarten. So geht die Globocan2020 Studie im Jahre 2040
von 28,4 Mio. neuen Krebserkrankungen aus, dies ist eine Steigerung von 47% im Vergleich
zum Jahre 2020 (1). Dies zeigt wie wichtig Fortschritte im Bereich der Pravention und Therapie
von Krebserkrankungen sind und welche Relevanz schon jetzt in den westlichen
Industrienationen besteht.

In Deutschland erkrankten im Jahr 2020 ca. 30.000 Manner und ca. 24.000 Frauen neu an
einem CRC (3). In 2/3 der Falle ist der Dickdarm betroffen (3). Im Laufe ihres Lebens erkranken
in Deutschland 1/15 Mannern und 1/19 Frauen an Darmkrebs (3), somit ist das CRC Risiko

mit einem Verhaltnis von 1:1,27 bei Mannern gréf3er. Bei einem Durchschnittsalter von 75
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Einleitung

Jahren bei Frauen und 71 Jahren bei Mannern bei Erstdiagnose im Jahr 2020 ist ein Grof3teil
der Patienten tber 70 Jahre alt (3). Nur ca. 10% Patienten erkranken vor dem 55. Lebensjahr
(3). Die Fortschritte im Bereich der Friuherkennung und die gute Prognose bei frihen
Tumorstadien erklaren die recht hohe relative 5-Jahres-Uberlebensrate von 64% (Manner)
bzw. 66% (Frauen) (3). So kann im Frihstadium durch eine vollstdndige endoskopische oder
chirurgische Entfernung (RO Resektion) eine vollstandige Heilung erreicht werden (4). Die
Prognose sinkt in hdherem Tumorstadium, maRgeblich ist hier der Prozess der
Metastasierung. Dabei wandern Tumorzellen Uber die Blut- und Lymphgefalte vom Ort des
Primartumors aus und breiten sich im Kérper aus. Uber diese sogenannte Disseminierung
kommt es zu einer systemischen Erkrankung, die meist nicht mehr kurativ therapiert werden
kann und die wichtigste Todesursache bei Krebserkrankungen darstellt. Beim CRC kommen
in spateren Stadien zur chirurgischen Resektion multimodale systemische Therapiekonzepte

zum Einsatz (4).

1.1.2 Atiologie

Die Atiologie des sporadischen CRCs lasst sich grob in zwei Signalwege einteilen. Zum einen
liegt in 80% der CRCs eine chromosomale Instabilitat vor (5). Daneben liegt bei 12% der
sporadischen CRCs eine Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) vor (5). Aulterdem sind in 5-10% der
Falle hereditare Kolonkarzinomformen bekannt. Da bei ca. 20-30% der CRCs eine familiare
Haufung ohne lIdentifizierung einer konkreten genetischen Ursache beobachtet wird, wird

zudem das familidare CRC abgegrenzt (4).

1.1.2.1 Onkogenese - Adenom-Karzinom-Sequenz bei chromosomaler Instabilitat

Kolonkarzinome entstehen Uberwiegend aus gutartigen Vorstufen wie villésen oder tubularen
Adenomen der Kolonschleimhaut, die in einem mehrstufigen Prozess zu invasiven
Karzinomen mutieren, meist aufgrund einer chromosomalen Instabilitat. Das Modell der
Adenom-Karzinom-Sequenz wurde 1978 von Hill und Morson postuliert (6). Fearon und
Vogelstein konnten 1990 genetische Grundlagen des Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz
darlegen (7). Uber einen Zeitraum von ca. 5-15 Jahren tritt eine schrittweise Transformation
von Prakanzerosen zu invasiven Karzinomen auf, wobei es aufgrund von Mutationen in den
Onkosuppressor- und Protoonkogenen zu Apoptosehemmung und unkontrollierter
Proliferation kommt, wie in Abb. 1 schematisch dargestellt. Diese Atiologie verdeutlicht den
besonders hohen Stellenwert praventiver Malnahmen im CRC. Meist betreffen diese
Mutationen initial das APC-Gen, ein Tumorsuppressorgen, dass fiur das Adenomatdse
Polyposis Coli Protein kodiert (APC) (7). Physiologischerweise sorgt das APC-Protein fur den
Abbau des fir Zellteilung Gber den Wnt-Signalweg wichtigen Transkriptionsfaktors B-Catenin
(8). Eine B-Catenin Akkumulation im Zellkern bei Ausfall des APC-Gens sorgt fir eine
Induktion von proliferationsférdernden Genen wie MYC. Das Protoonkogen MYC kodiert fir
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den Transkriptionsfaktor c-MYC, der als Transkriptionsfaktor den Ubergang von der G1- in die
S-Phase des Zellzyklus bewirkt (Zellproliferation). Dies geschieht einerseits tber die c-MYC
abhangige Expression von Cyclinen (D1, D2,B1) und der Aktivierung von Cyclin-abhangigen
Kinasen (CDK4), andererseits hemmt es zusatzlich die CDK-Inhibitoren wie p21 und p27 (9).
Somit gehen Defekte im APC-Gen mit einer unkontrollierten Proliferation der betroffenen
Enterozyten einher und ein Adenom kann entstehen.

Bei zusatzlichen weiteren Mutationen auf Grund der gesteigerten Proliferation folgt die
sukzessive weitere maligne Transformation zum Karzinom. Neben anderen beschriebenen
Prozessen der Karzinomgenese spielen haufig auch Pathologien im KRAS-Protoonkogen und
den Tumorsuppressorgenen DCC und p53 eine wichtige Rolle in der malignen Transformation
(7). Das KRAS-Gen (Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog) kodiert fur das KRAS-
Protein, dass insbesondere im RAS/MAPK-Signalweg eine wichtige Funktion fir Wachstum
und Proliferation einnimmt. Liegt eine KRAS-Mutation vor kann eine dauerhafte Aktivierung zu
einer ungehemmten Proliferation fiihren (10). In 50% der sporadischen CRCs liegt eine K-RAS
Mutation vor (5). Das DCC -Gen (Deleted in Colorectal Cancer) ist ein Gen, dass zu 70% im
CRC deletiert ist und somit eine Funktion als Tumorsuppressor angenommen wird (11). Bei
Nachweis im CRC ist es mit einer positiven Prognose assoziiert (12). p53 ist ein wichtiger
Tumorsuppressor, der Uber p21 Aktivierung einen Zellzyklusarrest verursacht,
deoxyribonucleic acid (DNA) Reparatur veranlasst und BAX und PUMA vermittelt eine
Apoptose bei irreparablen DNA-Schaden einleitet (5). Somit stellen Adenome ein CRC-Risiko
dar und sollten friihzeitig entfernt werden, wobei die AdenomgréRRe mit dem Malignitatsrisiko

proportional steigt (4).
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Adenom-Karzinom
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4 |
Fruhes K-RAS Intermediéres
Adenom Verlust/Mutation Adenom

Abb. 1 Adenom-Karzinom Sequenz modifiziert nach F. Kullmann (5)

1.1.2.2 Hereditares Kolonkarzinom

Diese zuvor genannten Defekte sind auch beim hereditaren CRC (ca. 5-10%) verantwortlich,
nur liegt die Mutation hier schon in der Keimbahn vor. So liegt bei der familiaren adenomatdsen
Polyposis (FAP) eine erbliche Mutation im APC-Gen vor, wodurch es bei Betroffenen fast
immer zu einem CRC im Laufe ihres Lebens kommt (5). Bei hereditaren CRCs kann es auch
zu malignen Erkrankungen anderer Organe kommen, daher der Begriff der Tumorsyndrome.
Beim haufigsten hereditaren CRC handelt es sich um das Lynch Syndrom, auch hereditares
nicht polypdses Kolonkarzinom genannt (HNPCC)(5). Hierbei liegen Mutationen der
Mismatch-Reparatur Gene der DNA vor, was zu einer Akkumulation von verschiedensten
weiteren Mutationen, unter anderen auch in den sonst genetisch stabilen Regionen der
Mikrosatelliten (,Mikrosatelliteninstabilitat®) fuhrt. Auf Grund der Keimbahnmutation der
Mismatch-Reparatur Gene kann es beim HNPCC auf3erdem noch zu anderen Karzinomen
kommen, z.B. bei Uber 40% der betroffenen Frauen zum Endometriumkarzinom (5).

Neben der FAP ist im Rahmen der adenomatdsen Polyposis-Syndrome noch die MUTYH-
assoziierte Polyposis (MAP) und die attenuierte FAP zu nennen (4). Hamartomatdse
Polyposen wie das Peutz-Jeghers-Syndrom und das Cowden-Syndrom sind ebenfalls mit
CRCs assoziiert (5).
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1.1.2.3 Risikofaktoren

Zu den Risikofaktoren flr ein sporadisches CRC gehdéren das mannliche Geschlecht, hdheres
Alter, Nikotinabusus, Alkohol, Adipositas, fettreiche-ballaststoffarme Nahrung sowie der
Verzehr von rotem Fleisch (3). Eine unspezifische familiare Belastung mit CRCs oder das
Vorliegen anderer Malignome geht ebenfalls mit einem erhdhten CRC-Risiko einher. Bei
chronisch entziindlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulzerosa und Morbus Crohn, bei der
primaren sklerosierenden Cholangitis und bei Diabetes mellitus Typ 2 besteht ein erhdhtes
Risiko fur ein CRC.

Protektiv gestalten sich korperliche Aktivitdt, eine schnelle Darmpassage und eine
ausgewogene, ballaststoffreiche Ernahrung (3).

Dem folgend zeichnen sich zwei Ebenen der Pravention des CRC ab. Einmal die Reduktion
der oben genannten Risikofaktoren bei Steigerung der protektiven Faktoren im Rahmen der
primaren Pravention durch Aufklarung. Andererseits im Rahmen der sekundaren Pravention
durch DRU, Koloskopien und Stuhltests auf okkultes Blut ab dem mittleren Alter, da nur
weniger als 10% vor dem 55. Lebensjahr erkranken und eine CRC-Vorstufen-Resektion
kurativ ein CRC verhindern kann (3). Diese Vorsorgeuntersuchungen, wie sie in einigen
Landern, z.B. Deutschland mittlerweile durchgefihrt werden, sind fir den leichten Rickgang

der Mortalitat in den letzten Jahren verantwortlich

1.1.3 Symptome und klinisches Erscheinungsbild

Kolonkarzinome kénnen bei langsamem Wachstum lange asymptomatisch bleiben und daher
eine betrachtliche GroRe bei Diagnosestellung aufweisen, ein okkulter Blutverlust Uber den
Stuhl ist jedoch vorher haufig zu detektieren (13). Bei Nachweis von peranalem Blutabgang
und okkultem Blutabgang sollte daher auch bei Vorliegen einer bekannten Erklarung fur die
Blutung wie z.B. Hamorrhoidalleiden an ein Kolonkarzinom gedacht und dieses
ausgeschlossen werden (13).

Aufgrund der Tatsache, dass linksseitig im Colon descendens ein kleineres Lumen vorliegt
und der Stuhl zunehmend eine festere Konsistenz aufweist, kommt es haufiger und friiher bei
linksseitigem Karzinom zu Darmverschlissen und Obstipationsbeschwerden (13). Somit kann
sich ein Kolonkarzinom auch als Notfall demaskieren und fiir einen mechanischen lleus (ca.
10%) oder eine Darmperforation (2-5%) verantwortlich sein (13). Das weitere klinische Bild
hangt neben allgemeinen Tumor-Symptomen wie B-Symptomatik mafRgeblich von den von

Metastasen betroffenen Organen ab, wie in Tabelle 1 aufgeflhrt.
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Blut im Stuhl Andmie Leber Ikterus
Auffallige Stuhlgewohnheiten | Gewichtsabnahme Leberinsuffizienz
Schmerzen, Krdmpfe Leistungsknick Lunge Husten
lleus Paraneoplastische Dyspnoe
Syndrome
Tastbare Raumforderung B-Symptomatik Skelett Path. Briche,
Schmerzen
ZNS Neurologische
Defizite
Lokal Peritonealkarzinose,
Infiltration
benachbarter
Organe

Tabelle 1 Zusammenstellung der Symptome und des klinischen Erscheinungsbildes des
kolorektalen Karzinoms (13, 14)

1.1.4 Ausbreitung und Metastasierung

Das unkontrollierte Wachstum eines Kolonkarzinoms fiihrt einerseits zu einer lokalen
Ausbreitung (per continuitatem) mit Infiltration des perikolischen Fettgewebes nach aufien
sowie einem endoluminalen Wachstum, welches zu einer Darmstenose fiihren kann.
Andererseits erfolgt eine indirekte Ausbreitung bei Absiedelung einzelner Tumorzellen von
einem Primartumor Uber das Lymphsystem oder die Blutgefale, wodurch es zu Metastasen
kommen kann. Wird das Bauchfell durchbrochen kann dies zu einer Peritonealkarzinose
fihren. Bei lymphogener Ausbreitung kommt es zu Lymphknotenmetastasen entlang der je
nach Tumorlokalisation entsprechenden drainierenden Lymphgefalte. Bei hamatogener
Metastasierung treten abgesiedelte einzelne Tumorzellen als zirkulierende Tumorzellen
(circulating tumor cells, CTCs) in die Blutbahn Gber. So gelangen CTCs zu Sekundarorganen,
wo sie mit dem dortigen Mikromilieu in Kontakt treten und sich so als sogenannte disseminierte
Tumorzellen (disseminated tumor cells, DTCs) ansiedeln und im Verlauf Metastasen bilden
kénnen. Uber das portalvendse Blut kommt es in der Regel zunéchst zu einer hamatogenen
Metastasierung in die Leber, von dieser dann weiter Uber das Lebervenenblut in die Lunge
und weitere Organe.

Fir den Prozess der Metastasierung erlangen epitheliale Tumorzellen mesenchymale
Eigenschaften (Motilitat und Invasivitat), um sich vom Primartumor abzulésen und invasiv in
Lymph- oder BlutgefaRe zu penetrieren. Den Prozess nennt man Epitheliale-Mesenchymale-
Transition (EMT) (2). Wenn eine CTC durch Endotheladhdsion und Extravasation an einem
anderen Organ ins Gewebe gelangt, findet ein gegensatzlichen Zellprogramm statt, die

sogenannte Mesenchymale-Epitheliale-Transition (MET) (2).

1.1.41 Lebermetastasen
Sowohl beim lokalen als auch beim fortgeschrittenen CRC ist das haufigste Zielorgan der

Metastasierung die Leber. Die meisten Patienten versterben an einer Metastasierung (15).
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Dass es beim CRC so haufig zu kolorektalen Lebermetastasen (colorectal liver metastasis,
CLM) kommt lasst sich mutmaRlich anatomisch erklaren. Uber die Mesenterialvenen erfolgt
die portalvendse Drainage des Darms direkt in die Lebersinusoide (16). Beim Vergleich von
peripher-venésem Blut und von portalvenésem Blut von CRC-Patienten konnten im
portalvenésen Blut signifikant mehr CTCs nachgewiesen werden (17). Dies lasst auf eine
Filterfunktion der Leber fir CRC-CTCs schlief3en (17) und die Pradisposition fir eine CLM-
bildende Extravasation von CTCs begrtinden.

Ein Viertel der CRC-Patienten weist bereits bei Erstdiagnose eine CLM auf (18). Von
Patienten, die initial nur lokal infiltrierende CRCs ohne Metastasierung aufwiesen, entwickeln
50% im Verlauf der Erkrankung eine CLM (19).

1.1.5 Stadieneinteilung nach UICC und TNM

Das unter Absatz 1.1.4 beschriebene Proliferationsverhalten von CRCs ist prognostisch und
therapeutisch relevant und folglich in der Stadieneinteilung wiederzufinden. Die Einteilung der
Stadien des CRC erfolgt nach der gangigen TNM-Klassifikation flir Malignome, in Tabelle 2
aufgefuhrt. T steht dabei fir die Tumorgrofe und Eindringtiefe im Falle des CRC von der
Basalmembran nach extraluminal. N steht fur die Menge der infiltrierten regionalen
Lymphknoten und M fir Metastasen. Weiterhin von Bedeutung ist das histopathologische
Grading, das den Differenzierungsgrad angibt. Mit steigendem Grading geht eine aggressivere
und invasivere Dysplasie einher, die antiproportional eine sinkende Prognose bedeutet.

Diese Form der Verschlisselung der im Rahmen des Staging erhobenen Informationen lassen
durch ein weltweit einheitliches Nutzen beim Erheben von Studien eine Aussage Uber
Prognose und Therapiemdglichkeiten treffen und werden herangezogen von der Union for
International Cancer Control (UICC) um eine klinische Stadieneinteilung vorzunehmen.

Solange kein Lymphknotenbefall und keine Fernmetastasierung vorliegt, liegt je nach
Infiltrationstiefe ein Stadium | oder Il vor. Sobald ein Lymphknotenbefall hinzukommt, liegt
mindestens ein Stadium Ill und sobald eine Fernmetastasierung vorliegt ein Stadium IV vor.

Diese genannten Unterscheidungen stellen wichtige Weichen im Therapiealgorithmus dar.
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Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T1/T2 NO MO
Stadium Il T3/ T4 NO MO
A T3 NO MO
IIB T4a NO MO
IIC T4b NO MO
Stadium Il jedes T N1 /N2 MO
A T1/T2 N1 MO
T1 N2a MO
B T3/T4 N1 MO
T2/T3 N2a MO
T1/T2 N2b MO
nc T4a N2a MO
T3/ T4a N2b MO
T4b N1/N2 MO
Stadium IV jedes T jedes N M1
IVA jedes T jedes N M1a
IVB jedes T jedes N M1b

Tabelle 2 UICC-Klassifikation des Kolorektalen Karzinoms modifiziert nach S3-Leitlinie
Kolorektales Karzinom, Kurzversion 2.1, 2019, AWMF (20)

1.1.6 Therapie

1.1.6.1 Chirurgische Therapie

Bei einem kurativen Therapieansatz besteht die Therapie des Kolonkarzinoms primar aus
einer radikalen chirurgischen Resektion (4). Da einerseits befallene Lymphknoten mit reseziert
werden sollten, aber andererseits auch bei NO-Karzinomen die Anzahl der resezierten
Lymphknoten mit der Prognose korreliert, sollten generell bei chirurgischer Resektion die
regionalen Lymphknoten entfernt werden (4). Die drainierenden Lymphknoten folgen in ihrem
Verlauf den mesenterialen Arterien. Unmittelbar am Kolon befinden sich die parakolischen
Lymphknotenstationen (D1), entlang der radiaren Arterien die intermedidren Lymphknoten
(D2) und abgangsnah die zentralen Lymphknoten (D3). Dementsprechend orientieren sich die
Resektionsgrenze anhand der Tumorlokalisation und der entsprechenden Anatomie der
Lymph- und BlutgefaRe, wie in Tabelle 3 dargestellt (21). Es sollten mindestens 12
Lymphknoten im pathologischen Resektat enthalten sein (4). Befallende Lymphknoten
befinden sich in einem longitudinalen Umfang von 10cm in beide Richtungen des
Primartumors, somit sollte nach Méglichkeit ein Sicherheitsabstand von mindestens 10cm
eingehalten werden (4). Da die Lymphknoten im Gewebe des Mesokolon eingebettet sind, gilt
es eine komplette mesokolische Resektion (CME) anzustreben, mit dem Ziel eine komplette
Resektion (RO-Resektion) en bloc zu erreichen (4).

Diese Technik der CME wurde von W. Hohenberger analog zur zuvor etablierten totalen
mesorektalen Exzision (TME) nach R.J. Heald (22) fur das Rektumkarzinom, als
standardisierte OP-Methode etabliert (21). Eine Dissektion des viszeralen und parietalen

Blattes des Mesokolons sollte beidseits ohne Verletzung erfolgen mit einer maximalen D3-
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Lymphknotenausbeute durch eine schichtgerechte Mobilisation des tumortragenden
Darmabschnitts mit Freilegen der Mesenterialwurzel und zentraler Gefalligatur (21).

Die Qualitat der Resektion kann man anhand von intakten Schichten, insbesondere des
viszeralen Blattes des Mesokolons, im pathologischen Resektat bemessen (23).

Nach Maoglichkeit sollte die Operation Kontinuitatserhaltend erfolgen. Bei Notfallsituationen ist
dies ggf. nicht mdglich und es kann sinnvoll bzw. nétig sein ein protektives oder endstandiges

Stoma anzulegen (4).

Zdkum und Colon ascendens | Hemikolektomie rechts A. ileocolica

A. colica dextra
Rechte Kolonflexur und erweiterte Hemikolektomie rechts | A. ileocolica
prox. Colon tansversum A. colica dextra

A. colica media

A. gastroepiploica dextra
Colon transversum Transversumresektion A. colica media
linke Kolonflexur erweiterte Hemikolektomie links A. colica media

A. colica sinistra
Colon descendens und Hemikolektomie links A. colica sinistra
proximales Sigma
mittleres und distales Sigma Sigmaresektion A. mesenterica inferior

Tabelle 3 Resektionsverfahren des Kolonkarzinoms in Abhangigkeit von der
Tumorlokalisation. Modifiziert nach Duale Reihe Chirurgie, 4. Auflage, 2012 (24)

1.1.6.2 Adjuvante Therapie

Nach erfolgter RO-Resektion ist ab UICC-Stadium Il eine adjuvante Chemotherapie
empfohlen (4). Im UICC-Stadium Il kann eine adjuvante Chemotherapie bei Vorliegen von
Risikofaktoren (Monotherapie mit Fluoropyrimidinen) erfolgen (4). Ist die Infiltration auf die
Muscularis propria beschrankt (T2) so handelt es sich um UICC-Stadium |, das einer reinen
chirurgisches Resektion bedarf, ohne postoperative Chemotherapie (4).

Die unter dem Kapitel 1.2 erwahnten immunzytologischen Nachweise von disseminierten
isolierten Tumorzellen in Knochenmarkbiopsien oder Lymphknoten, sowie zytologische
Tumorzellbefunde in Peritonealspilungen, stellen aktuell keine Indikation zur Durchfiihrung
einer adjuvanten Therapie dar und sind aktuell im Rahmen von Studien Gegenstand der
Forschung (20).

1.1.6.3 Neoadjuvante Therapie

Im Kolonkarzinom wird eine neoadjuvante Therapie nicht standardmafig angewandt, wahrend
sie beim Rektumkarzinom des unteren und mittleren Rektum Drittels im UICC-Stadium Il und
[ll erfolgen sollte (20). Aktuelle klinische Studien zur Anwendung einer Neoadjuvanten
Therapie auch bei Kolonkarzinomen werden aktuell durchgefliihrt und kénnten auch hier fur

eine Anderung des Behandlungspfades fiihren.
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1.1.6.4 Therapie bei Metastasierung und in der palliativen Situation

In fortgeschrittenem Stadium orientiert sich das Vorgehen in der palliativen Situation
mafgeblich am Allgemeinzustand der Patienten, der Lokalisation von Tumor und Metastasen,
sowie der molekularbiologischen Eigenschaften des Tumors (20). Grundsatzlich ist die
Therapieentscheidung im fortgeschrittenen Stadium eine individuelle Entscheidung. Diese
sollte in einer interdisziplinaren Tumorkonferenz getroffen werden, die neben der
Tumortherapie auch im Sinne eines ganzheitlichen Therapieansatzes getroffen wird unter
Berucksichtigung  einer  adaquaten  Erndhrungsmedizin, = Schmerztherapie  und
bedarfsgerechter psychoonkologischer und psychosozialer Betreuung (20). Eine Operation
kann auch bei nicht kurativem Ziel (R1-Resektion) zur Senkung der Symptomlast (Schmerzen,
Obstipation) und zur Komplikationsbeherrschung indiziert, wenn nicht sogar nétig, sein (lleus,
Blutung).

Ist eine primare Resektion von Metastasen moglich, sollte diese erfolgen (20). Bei primar nicht
resektablen Metastasen sollte eine systemische Chemotherapie erfolgen, die in ihrer Intensitat
dem Allgemeinzustand und in ihrer Zusammensetzung der Molekularbiologie des Tumors
angepasst ist (20).

Eine Analyse der RAS-Gene, des BRAF-Gens und der Mikrosatelliteninstabilitat sollte erfolgen
(20). Bei Vorliegen eines RAS-Wildtyps und linksseitige Primartumorlage ist es empfohlen
neben Chemotherapie eine gegen den Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) gerichtete
anti-EGFR-Therapie durchzufiihren (20). Weitere eingesetzte Substanzen sind AntikGrper
gegen den vaskularen-endothelialen-Wachstumsfaktor (Vascular Endothelial Growth Factor =
VEGF) wie Bevacizumab oder bei Vorliegen einer HER-2 Amplifikation HER-2-Antikbrpern wie
Trastuzumab und Lapatinib (20). Bei MSI kdnnen Immun-Checkpoint Inhibitoren eingesetzt
werden (20).

Disseminierte Lebermetastasen kénnen mittels selektiver interner Radioembolisation (SIRT)
oder durch Anwendung von intraarterieller Chemotherapie behandelt werden. Zu nennen ist
die hepatische arterielle Infusion (HAI) sowie die transarterielle Chemoembolisation (TACE),
lokale ablative Verfahren kénnen ebenfalls verwendet werden (20).

Unter bestimmten Bedingungen kann bei Vorliegen einer Peritonealkarzinose eine
zytoreduktive Chirurgie mit anschlieBender hyperthermer intraperitonealer Chemotherapie
(HIPEC) angewandt werden (20).

AnschlieRend folgt ein engmaschiges Nachuntersuchungsregime mit laborchemischen,

endoskopischen und bildgebenden Methoden (20).

1.1.7 Préavention und Diagnostik

Im Rahmen der Pravention flr die asymptomatische Bevolkerung sollte ab dem 50. Lebensjahr

mit Vorsorgeuntersuchungen begonnen werden (4). Die héchste Sensitivitat und Spezifitat
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liegt bei der kompletten Koloskopie vor und sollte alle 10 Jahre erfolgen (20). Alternativ sollte
jahrlich ein fakaler okkulter Bluttest erfolgen (FOBT), bei Auffalligkeit sollte dann eine
Koloskopie erfolgen. Bei Unmdglichkeit der kompletten Koloskopie sollten bildgebende
Verfahren erganzend hinzugezogen werden.

Bei koloskopischem Karzinomnachweis sollte eine histologische Aufarbeitung erfolgen, das
Therapiekonzept sollte in einer interdisziplindren Tumorkonferenz beschlossen werden (20).
Zum praoperativen Staging gehoért mindestens eine komplette Koloskopie, CEA-Bestimmung
(Carcinoembryonales Antigen), Abdomensonographie und ein Réntgenthorax. Erganzend
sollte beim Rektumkarzinom eine starre Rektoskopie, MR-/CT-Becken und eine rektale
Endosonographie erfolgen. Bei Verdacht auf Fernmetastasen sollte erganzend eine CT des
Thorax oder des Abdomens durchgefiihrt werden. Fir das Monitoring eines Rezidivs ist die
CA 19-9 Bestimmung sinnvoll (20).

Bei Verdacht auf hereditéare Karzinome gelten andere, teils individuelle Vorsorgeregime, hier
sporadisch aufgefihrt (20).

Beim anamnestischen Verdacht auf das Lynch-Syndrom/HNPCC, gemal der Amsterdam-
und Bethesda-Kriterien, sollten molekularpathologische Untersuchungen erfolgen beziglich
der immunhistochemischen Expression von DNA-Mismatch-Reparatur-Proteinen und eine
Untersuchung auf Mikrosatelliteninstabilitat erfolgen (20). Ab dem 25. Lebensjahr sollte eine
jahrliche koloskopische Vorsorge erfolgen (20).

Bei Verdacht auf familiare adenomatése Polyposis (FAP) sollte ab dem 10. Lebensjahr eine
genetische Beratung und Diagnostik erfolgen (20). Bei Vorliegen einer APC-
Keimbahnmutation sollte ab dem 10. Lebensjahr eine jahrliche Koloskopie erfolgen, die
Proktokolektomie ist indiziert (20).

Bei Colitis ulcerosa sollten Vorsorgeuntersuchungen individuell nach Krankheitsaktivitat, bei

starker Aktivitat spatestens 8 Jahre nach Symptombeginn, alle 1-2 Jahre erfolgen (20).

1.2 Dormancy

1.21 Dormancy

Dormancy ist ein Forschungsbereich (aus dem Englischen: ,Dormancy”, bedeutend:
,Ruhezustand), der sich mit den Prozessen der Metastasierung und dem
Reaktivierungspotential nach der Ruhephase bzw. mit dem Erhalt der Ruhephase von
Tumorzellen beschaftigt. Anfangliche Arbeiten von Rupert Willis beschéaftigen sich bereits
1934 mit dormanten Tumorzellen, bereits 1954 wurde von Geoffrey Hadfield bezlglich des
Wiederauftretens von Tumorerkrankungen ein temporarer Mitose-Arrest vermutet (25). Von
einem Primartumor l8sen sich Tumorzellen und treten als zirkulierende Tumorzellen
(circulating tumor cells, CTCs) in die Blutbahn tber. Dies kann bereits zu einem sehr friihen

Zeitpunkt geschehen, zu dem der Primartumor selbst noch nicht diagnostizierbar ist (26).
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So gelangen CTCs zu Sekundarorganen wo sie mit dem dortigen Mikromilieu in Kontakt treten
und sich so als sogenannte disseminierte Tumorzellen (disseminated tumor cells, DTCs)
ansiedeln. Wahrend der Dormancy kdnnen die einzelnen DTCs nicht klinisch diagnostiziert
werden. Diese Phase der Erkrankung nennt man ,minimal residual disease (MRD)", auf die
klinisch momentan nur mit regelmaRigen Kontrolluntersuchungen reagiert wird.

Man geht davon aus, dass manche DTCs direkt eine Metastase bilden, andere DTCs jedoch
in der Lage sind, in einem Ruhezustand (Dormancy) zu Gberleben und erst Monate oder Jahre
spater Ausgangspunkt einer Metastase zu werden.

Da wahrend der Dormancy wahrscheinlich keine Zellteilungen stattfinden, sind dormante
DTCs in dieser Zeit nicht durch konventionelle antiproliferative Chemo- oder Radiotherapie
behandelbar (27). Daher ist der noch nicht endgliltig erforschte Prozess der Entstehung einer
Metastase aufgrund des Erwachens aus Dormancy, bzw. die Dormancy erhaltenden
Prozesse, von grolRem klinischem Interesse. Hieraus gewonnene Informationen kénnten direkt
neue therapeutische Moglichkeiten darstellen, um maligne Erkrankungen besser zu verstehen

und erfolgreicher zu therapieren.

1.2.2 Arten von Dormancy

Auf Organoid-Ebene beschreibt das Modell der Tumormassen-Dormancy ein sich im
Gleichgewicht befindendes Verhaltnis von Tumor Auf- und Abbau (28). Fur die Zellproliferation
bendtigt ein Tumor Energie und Ressourcen, damit diese ihn erreichen werden neue Gefalle
gebraucht. Somit spielen die Prozesse, die die Angiogenese beeinflussen eine wichtige Rolle
beim Tumorwachstum. Neben der Angiogenese stellt die Immuntberwachung einen weiteren
zentralen Aspekt dar (28). Wird eine Tumorzelle vom Immunsystem als solche erkannt, so
wird sie durch Apoptose Induktion beseitigt. Gelingt es jedoch einer Tumorzelle durch
Anpassungen sich der Immuniberwachung zu entziehen, so kann ein unkontrolliertes
Tumorwachstum entstehen.

Im Modell der Tumorzell-Dormancy werden die Prozesse auf Zellebene betrachtet (29). Sie ist
charakterisiert durch minimale Proliferation, minimales Zellsterben und die Eigenschaft der
Reversibilitat (28). Die dormanten Zellen stellen die Proliferation ein, bleiben jedoch lebendig
und stoffwechselaktiv. Fur den Erhalt des minimalen Metabolismus wird eine die dormanten
Tumorzellen erndhrende Umgebung bendtigt. Wang et al. beschreiben hier fir das CRC die
Bildung einer prametastatischen Nische (PMN=primary tumor-modified pre-metastatic niche)
(30). Dormante Tumorzellen befinden sich in einem temporaren G0/G1 Zellzyklus Arrest (25).
Zellzyklusarrest ist ebenfalls eine Strategie von Tumorzellen um unter dem Stress von
Tumortherapien, z.B. Chemotherapien, zu Uberleben. Hier ist jedoch zu unterscheiden

zwischen primar dormanten DTCs und sogenannten drug-resistant Zellen, die erst durch
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Stress in einen non-proliferativen Zustand kamen (25). Immunologische Prozesse die zum
.Immune escape” fihren sind ebenfalls relevant flir dormante Tumorzellen (25).

Eine Eigenschaft von Dormancy ist die Reversibilitdt des Zellzyklusarrests und somit die
krankheitsdefinierende Fahigkeit Metastasen zu bilden (25). Hier kdnnen verschiedene
extrinsische Prozesse zur Reaktivierung fihren, unter anderem im umgebenden
Tumormikromilieu, in der Extrazellularmatrix, durch inflammatorische Prozesse, durch
Wechselwirkungen mit anderen Zellen und abhangig von der Sauerstoffversorgung (25).

Ein intrinsischer Mechanismus, bei dem es nach Ansammlung eines ausreichenden
Nahrstoffvorrats zu einem Erwecken der dormanten Tumorzelle kommt, wird von Phan et al.
vermutet (31). Um Energie zu sparen nutzen dormante Tumorzellen Autophagie, um im

langfristigen dormanten Zustand zu Uberleben (32).

1.2.3 Dormancy im CRC mit Fokus auf Lebermetastasen

Einzelne DTCs sind in Studien fir das CRC im Knochenmark nachgewiesen worden (33-35).
Da das Knochenmark flir Biopsien bei Patienten viel leichter und risikodrmer zuganglich ist als
z.B. das Lebergewebe, gibt es mehr Studien, die sich mit DTCs im Knochenmark beschéaftigen,
als in der Leber.

Fir eine friihe Dissemination und Verbleib von dormanten Tumorzellen beim CRC sprechen
die folgenden Studienergebnisse, bei denen es nach friher radikaler Therapie zu einer
spateren erneuten Erkrankung kam:

e Patienten, die initial nur ein lokal infiltrierendes CRC ohne Metastasierung aufwiesen,
entwickeln in 50% im Verlauf der Erkrankung eine CLM (19).

e Nach kompletter RO Resektion dieser CLM kommt es bei ca. 60% der Patienten
dennoch innerhalb von 2 Jahren zu einem Rezidiv (18).

e Patienten, die bei Erstdiagnose ein lokales, sehr frlhes Stadium eines CRCs
aufweisen (UICC Stadium |, Dukes Stadium A), welches RO reseziert wurde,
entwickeln in ca. 6% der Falle innerhalb von 10 Jahren nach Operation eine CLM (15).

o 1/3 dieser Patienten entwickeln erst nach 5-10 Jahren eine CLM
Dieses spate Auftreten einer Metastase lasst darauf schlieRen, dass sich bereits vor RO
Resektion des Primartumors Tumorzellen in der Leber angesiedelt haben, die nach langer
Ruhephase ein Reaktivierungspotential aufweisen (36). Auch wenn die Tatsache, dass 90%
der Patienten nicht an den Folgen eines Primartumors, sondern an den Folgen einer
Metastasierung versterben (2), hinsichtlich der Therapie des Primartumors erfreulich ist, ist ein

wissenschaftlicher Fokus auf die Mechanismen der Metastasierung auferst sinnvoll.
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1.2.4 Zellzyklus

Go

Abb. 2 Zellzyklus

Ob eine Zelle proliferiert oder dormant verbleibt, wird durch den streng kontrollierten Zellzyklus
reguliert. Hier gibt es Schllisselproteine und Schaltstellen, die durch eine Kontrollfunktion ein
reguliertes und intaktes Wachstum bezwecken sollen. Der in Abb. 2 dargestellte Zellzyklus
l&sst sich in vier Hauptphasen einteilen. In der G1-Phase (Gap 1) wird durch Wachstum und
Synthese der benétigten Enzyme und Proteine die DNA-Replikation vorbereitet (37). In der S-
Phase (Synthese) findet die DNA-Replikation statt, sodass am Ende ein doppelter
Chromosomensatz vorliegt. In der folgenden G2-Phase (Gap 2) findet erneut die Vorbereitung
auf die anstehende Zellteilung durch Synthese der Zellorganellen und bendtigten Ressourcen
statt. In der M-Phase (Mitose) erfolgt die tatsachliche Zellteilung (37).

Dieser Prozess der Zellteilung, der unkontrolliert im Rahmen der Onkogenese verheerende
Folgen hat, wird streng berwacht. Zu erwahnen sind die Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs),
die durch Cycline in lhrer Aktivitat reguliert werden und bei nuklearer Akkumulation zum
Zellzyklusfortschritt fihren (38). Des Weiteren sind Tumorsuppressorproteine wie p53 oder
Retinoblastom Protein (Rb) wichtige Inhibitoren des Zellzyklus bei z.B. DNA-Schaden, um
Reparaturen und ggf. eine Apoptose bei irreparablen Strangbriichen einzuleiten. Apoptose ist
ein geordneter biologischer Prozess, der zum kontrollierten Zelltod fuhrt. Dieser
physiologische Prozess schutzt vor Krankheiten, insbesondere Krebserkrankungen. Apoptose
kann intrinsisch (Zellschaden), extrinsisch und durch Immunzellen (Zytotoxische T-Zellen)
eingeleitet werden. In diesem komplexen Zellprogramm sind Caspasen involviert, die einen
Zellabbau einleiten. Eine Entzindungsreaktion bleibt aus und die Zellreste werden
schlussendlich durch Phagozytose abgebaut. Bei therapeutisch eingesetzter Chemotherapie

kénnen die dadurch verursachten DNA-Schaden eine p53 Akkumulation verursachen. p53
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bindet an den p21-Promoter, wodurch eine p21 Transkription erfolgt. p21 verursacht einen
Zellzyklusarrest (37). Bevor eine weitere Phase des Zellzyklus stattfindet, bedarf es der
Freigabe durch Checkpoints, damit sich keine beschadigten Zellen vermehren. Wichtige
Checkpoints befinden sich zwischen G1- und S-Phase, sowie zwischen G2- und M-Phase.

Eine dormante Zelle befindet sich im Zellzyklusarrest. Dieser kann durch CDK-Inaktivierung,
die Aktivierung von Tumorsuppressoren oder Induktion von Zellzyklusinhibitoren wie p21 und

p27 herbeigeflhrt werden.

1.2.5 Dormancy-Signalwege

1.2.5.1 MAPKI/ERK Signalweg

Der MAPK/ERK Signalweg (Mitogen-Activated Protein Kinase/Extracellular Signal-Regulated
Kinase) ist ein Signalweg, der extrazellulare Signale wie Wachstumsfaktoren (Mitogene) durch
Aktivierung von Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) wahrnimmt und letztendlich die
Zelldifferenzierung, Wachstum und Uberleben reguliert (10).

Eine Aktivierung einer RTK fuhrt Uber Dimerisierung und Autophosphorylierung zur RAS-
Aktivierung. Die GTPase RAS aktiviert eine Serin/Threonin-Kinase RAF (z.B. BRAF), die
wiederum die Kinase MEK aktiviert (10). MEK aktiviert durch Phosphorylierung schlief3lich
ERK (10). ERK flhrt zu einer Zellkerntranslokation und Phosphorylierung von
Transkriptionsfaktoren wie c-Myc. c-Myc ist ein Transkriptionsfaktor, der vom MYC-
Protoonkogen kodiert wird und den Ubergang von der G1- in die S-Phase des Zellzyklus
bewirkt. C-Myc bewirkt eine Zellproliferation einerseits tber die Expression von Cyclinen (D1,
D2,B1) und Aktivierung von Cyclin-abhangigen Kinasen (CDK4), andererseits hemmt es CDK-
Inhibitoren wie p21 und p27 (9).

Die Proteine p21 und p27 haben damit Einfluss auf Zellzyklus Schlisselstellen bei zellularer
Dormancy, da diese als Cyclin-abhangige Kinase Inhibitoren eine Fortfihrung des Zellzyklus
hemmen (39).

Ein Mikromilieu mit Hypoxie ist mit einer niedrigen ERK-Aktivitat assoziiert (40), Fluegen et al.
konnten anhand von DTCs eines mit Hypoxie behandelten Primartumors eine erhdhte
Expression von den Dormancy-Markern NR2F1, DEC2 und p27 zeigen (41).

Der MAPK/ERK-Signalweg spielt eine zentrale Rolle und kann durch seine
Einflussmoglichkeiten auf den Zellzyklus bei niedriger Aktivitat einen dormanten Zustand von
Tumorzellen erhalten oder bei erhdhter Aktivitat zu einem Erwecken aus Dormancy flhren
(42). Das Verhaltnis der Aktivitat der Proteine p38 und ERK zueinander wurde als eine der
wichtigsten Schaltstellen, die ein Aufwachen aus oder das Erhalten von Dormancy bewirkt,
identifiziert (43). p38-SAPK (stress-activated-protein-kinase) ist eine MAPK, die eine zentrale
Rolle bei der =zellularen Stressantwort spielt und beispielsweise durch UV-

Strahlungsexposition, Entziindungszytokine oder osmotischen Stress aktiviert wird. Im
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weiteren Verlauf aktiviert p38 wiederum durch Phosphorylierung u.a. Transkriptionsfaktoren
und den Tumorsuppressor p53 mit Einfluss auf Wachstum, Differenzierung und Apoptose (44).
Beim HNSCC konnte in vivo eine Assoziation von Dormancy mit der Aktivierung via
Phosphorylierung von p38 gezeigt werden (45). Gegensatzlich konnte durch
pharmakologische Inhibierung von p38 in Mausen mit HNSCC eine Aktivierung von dormanten
Zellen in der Leber demonstriert werden (45).

Eine niedrige ERK-Aktivitat ist jedoch nétig fur eine Stoffwechselreduzierung die ein effizientes
Uberleben einer dormanten Zelle in Energie- und Ressourcen-armer Umgebung erméglicht
(46). Dies wird unter anderem mittels Autophagie ermoglicht (46). Somit handelt es sich nicht
um eine Schalterfunktion, vielmehr entscheidet eine feine Balance der Intensitat der ERK-
Aktivitat Gber einen ,Uberlebensmodus* im Zellzyklusarrest oder Proliferation (46).

Die Tumorumgebung mit der Extrazellularmatrix (ECM) kann ebenfalls auf diese Schaltstelle
Einfluss nehmen. So kann Fibronectin im ECM der DTCs beispielsweise mitogen wirken und
zu einer erhohten ERK-AKktivitat bei gleichzeitig verminderter p38 Aktivitat fuhren und somit
DTC-Proliferation und Mikrometastasenbildung verursachen (47). Fibronectin st
beispielsweise in dem in den Experimenten verwendeten Matrigel enthalten (48).

Neben den genannten Faktoren kdnnen jedoch auch Mutationen verantwortlich sein fur eine
Einflussnahme auf die ERK-Aktivitat wie beispielsweise BRAF- und RAS-Mutationen, wobei
durch anhaltende Kontrollmechanismen-resistente ERK-Signalwegaktivierung
Tumorproliferation ausgeldst werden kann (49).

Der RAS-ERK-Signalweg kann durch einen weiteren Dormancy-relevanten Signalweg aktiviert
werden. Der Urokinase Plasminogen-Aktivator-Rezeptor (UPAR) ist ein auf der Zelloberflache
befindliches Glykoprotein welches mit diversen Proteinen wie z.B. Integrinen interagieren kann
und eine zentrale Rolle bei inflammatorischen Prozessen und Gewebeumbau innehat.
Physiologisch geschieht dies im Rahmen der Wundheilung, pathologisch bei Zellmigration und
Metastasierung (50).

Eine Interaktion des a5B1-Integrins und Vitronectin mit dem uPAR fuhrt zur Bildung des uPAR-
a5B1 Komplexes, der zu einer RAS-Aktivierung fihrt und somit zur Aktivierung des RAS-ERK
Signalweges (25).

Eine Blockade des uPAR-a5B1 Komplexes konnte mit einer Unterdrickung der
Tumorzellproliferation assoziiert werden (25).

Aguirre-Ghiso et al. konnten zeigen, dass es neben der RAS-ERK Aktivierung auch zur uPAR
vermittelten Bildung von Fibronectin-Fibrillen kommt, die wiederum die p38-Aktivitat
unterdrickt (51), was durch zusatzliche Enthemmung der Zellzykluskontrolle zu vermehrter
Proliferation fuhrt. Bei direkter pharmakologischer oder genetischer Unterdriickung von p38-
Aktivitat kam es zu einer ERK-Aktivierung und uPAR-Uberexpression, was letztendlich zu

einem Erwecken aus Dormancy fuhrte (51).
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Mittels uPAR-Aktivierung kommt es zum Umbau von Plasminogen zu Plasmin, wodurch es
zur perizellularer Proteolyse mit ECM-Abbau und Lésung von darin enthaltenen Botenstoffen
kommt. Eine uPAR-Aktivierung kann auch inflammatorisch bedingt sein. Durch uPAR-
vermitteltem Abbau der ECM kdénnen Tumorzellen leichter in das umgebende Gewebe
infiltrieren. Uber den Einfluss von Botenstoffen kommt es zur Veranderung der Zelladh&sion,
Zellmigration und Angiogenese und dies fihrt zu einem Pro-Tumorproliferationsprofil mit

Begunstigung von Metastasierungen (50).

1.2.5.2 PI3K/Akt/mTOR-Signalweg
Zytokine, Wachstumsfaktoren, Hormone und andere extrazellulare Botenstoffe binden an
RTKs an der Zelloberfliche und lésen Uber Phosphorylierung eine Aktivierung der
Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) aus, wodurch es zur Aktivierung einer intrazellularen
Kaskade kommt, die den Zellstoffwechsel und das Proliferationsverhalten beeinflusst (10).
PI3K wandelt die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) in Phosphatidylinositol-3,4,5-
trisphosphat (PIP3) um, wodurch die Proteinkinase B (PKB/Akt) rekrutiert wird und eine mTOR
Aktivierung folgt (10).
Akt 16st eine downstream Kaskade aus, die zum Zellliberleben fiihrt. Zum einen werden pro-
apoptotische Faktoren inhibiert und so ein programmierter Zelltod umgangen. Unter
hypoxischen Bedingungen herrscht eine verminderte Akt-Aktivitat; bei forcierter Aktivierung
von Akt unter hypoxischen Bedingungen kommt es zum vermehrten Zelltod, entsprechend
l&sst sich vermuten, dass eine niedrige Akt-Aktivitat fir einen dormanten Zustand nétig ist (52).
Zum anderen werden Akt vermittelt die Zellzyklusregulatoren p21 und p27 phosphoryliert, was
zu einem Erhalt des G0-Zellzyklus Arrests beitragt (53).
Im Glucosestoffwechsel spielt Akt ebenfalls eine wichtige Rolle, so fuhrt eine Akt-Aktivierung
zu einer erhohten Glucoseaufnahme in die Zelle durch Glucose transporter 1, welcher die flr
die Proliferation nétige Energie bereitstellt (54).
mMTOR ist ebenfalls eine wichtige Schaltstelle fur die Signaltransduktion, so kann eine mTor
Uberaktivierung zu unkontrolliertem Zellwachstum fiihren (55). Ebenfalls reguliert mTor den
fur das Uberleben einer dormanten Tumorzelle unerlassliche Mechanismus der Autophagie.
Eine hohe mTOR-Aktivitat fihrt zu einer Inhibierung der Autophagie, wahrend eine niedrige
mTOR-Aktivitat Autophagie auslésen kann (46).
Eine hohe PI3K/Akt/mTOR-Signalweg Aktivitdt ist mit Tumorwachstum assoziiert,
insbesondere mit Metastasenwachstum, vice versa ist eine geringe Aktivitdt des
PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs mit einem dormanten Tumorzellzustand assoziiert (46).
Somit hat der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg nicht nur bei Dormancy sondern auch bei
Tumorrezidiv/-progress  eine  Wirkung. Milieuveranderungen  mit  gestiegenem
Ressourcenangebot oder Sauerstoffangebot die zu sinkendem Zellstress fuhren, kdnnen tber
eine Aktivierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs zu einem Dormancy-Exit fuhren. Dies kann
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auch bei genetischen Mutationen wie PTEN erfolgen (46). Der Tumorsuppressor PTEN hat
eigentlich eine inhibierende Wirkung auf Akt, bei Fehlern kann eine dauerhaft aktivierte Akt zu
einem Tumorwachstum fihren.

Der PI3K/Akt/mTOR-Signalweg ist bei Aktivierung auch mit drug-resistance und ECM-
Modulation assoziiert (46).

Therapeutisch ergeben sich aus dem PI3K/AkKt/mTOR-Signalweg Ziele, um den
Uberlebensmodus unter Dormancy zu durchbrechen (46). Mit PI3K-Inhibitoren wie z.B.
idelalisib und alpelisib und Akt-Inhibitoren wie z.B. ipatasertib kénnen zuvor beschriebene
Uberlebensstrategien behindert werden (46). Der mTOR-Inhibitor rapamycin beispielsweise
kann Autophagie induzieren und Proliferation hemmen, letztendlich Dormancy erhalten bzw.
induzieren (46). Ein Therapieansatz bestehend aus den genannten Substanzen koénnte
erganzend mit klassischer Chemotherapie eine gewunschte Wirkung auf dormante und

proliferierende Zellen haben.

1.2.5.3 Wnt/B-catenin-Signalweg

Uber  Wnt/B-catenin-Signalweg  werden  ebenfalls  Proliferation,  Zellwachstum,
Zelldifferenzierung und Uberlebensstrategien reguliert (46).

Der Signalweg beginnt mit einer Bindung von Wnt-Liganden an Frizzled-Rezeptoren und low-
density lipoprotein receptor-related protein 5 oder 6. Die so entstandenen Dishevelled-
Proteine verhindern den B-catenin-Abbau. Ohne Wnt-Signal wird B-catenin durch einen
Zerstérungskomplex abgebaut, zu dem unter anderem APC gehort (46).

Eine B-catenin Akkumulation fuhrt, wie schon erlautert, zu einer Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, die unter anderem eine c-Myc und Cyclin D1 Transkription zur Folge
haben, deren Folge eine unkontrollierte Zellteilung ist (46). Eine niedrige Wnt-Aktivitat erhalt
Uber eine niedrige Cyclin D1 und c-myc Aktivitat eine Dormancy aufrecht, vice versa ist eine
erhdéhte Wnt-Aktivitat mit einer erhdhten Cyclin D1 und c-myc Aktivitat assoziiert, deren Folge
Zellproliferation ist (46).

Der Wnt/B-catenin-Signalweg spielt eine zentrale Rolle in der Reversibilitat von Dormancy,
durch Regulation von Stammzelleigenschaftengenen, die einen Wiederbeginn des Zellzyklus
ermoglichen. Der Wnt/B-catenin-Signalweg hilft ebenfalls bei der Adaption der Zellen im
Hungerstoffwechsel (46). Zu erwahnen sind Mutationen im APC-Gen, die bei dysfunktionalem
APC zu einer dauerhaften unkontrollierten B-catenin-Akkumulation flhren. Dies ist beim
Krankheitsbild der FAP der Fall. Therapeutisch kann ICG-001, ein kleines Protein, die B-

catenin-Interaktion stren (46).

1.2.5.4 Notch-Signalweg
Transmembranrezeptoren, sogenannte Notch-Rezeptoren, und darauf passende Liganden

I6sen durch direkte Zell-zu-Zell-Kontakte den Notch-Signalweg aus (46). Nach Aktivierung

18



Einleitung

wird Uber Proteolyse die intrazellulare Domane des Notch-Rezeptors geldst. Durch
Translokation in den Zellkern wird so die Genexpression beeinflusst.

Eine Notch-Signalwegaktivierung kann Uber entsprechende Genexpression einen
Zellzyklusarrest von Stammzellen und eine Dormancy von Krebszellen induzieren, wahrend
eine verstarkte Notch-Signalwegaktivierung ebenfalls mit Tumorrezidiven und Progressen

assoziiert ist (46).

1.3 Ostrogene

Ostrogene zahlen zu den Steroidhormonen, deren Ausgangsprodukt Cholesterin mit dem
Sterangeriist darstellt. Die Ostrogenbiosynthese erfolgt (iber die Zwischenstufe Pregnenolon
(56). Eine direkte Synthese erfolgt ber den A4-Syntheseweg u.a. Uber die Zwischenstufen
Progesteron und Androstendion (57). Eine indirekte Synthese ist aulRerdem Uber den A5-
Syntheseweg mdglich per Aromatisierung des androgenen Hormons Testosteron (56, 57). Die
Ostrogensynthese erfolgt zum Grofteil in den Granulosazellen der Ovarien, zum weitaus
geringeren Teil zudem in der Nebennierenrinde, im Fettgewebe und beim Mann in den Leydig-
Zellen des Hodens (56). Wahrend der Schwangerschaft erfolgt eine Produktion zudem in der
Plazenta (56).

Die Ostrogenproduktion wird, libergeordnet in der endokrinologischen Achse, durch die in der
Hypophyse produzierten Gonadotropine FSH und LH angeregt. Eine Regulation erfolgt mittels
einer Feedbackschleife durch die synthetisierten Endprodukte (57).

Die relevantesten im Korper vorkommenden Ostrogene stellen Estradiol (E2), Estron (E1) und
Estriol (E3) da (56).

Estriol ist ein Abbauprodukt vom potentesten und vorherrschendem Ostrogen Estradiol und
wird von der 16a-Hydroxylase in der Leber hydroxyliert, es hat eine Potenz von nur 10% im
Vergleich zu E2 (56). E1 ist das ab der Menopause vorherrschende Ostrogen bei der Frau und
hat eine Potenz von ca. nur 50% im Vergleich zu E2 (56).

Der Transport zu den Zielorganen im Blut erfolgt proteingebunden an das Sexualhormon-
bindende Globulin (SHBG) sowie an Albumin (58). Ostrogene sind lipophil und entsprechend
in der Lage die Zellmembran zu passieren (56). Uber die Bindung an zytoplasmatische
Ostrogenrezeptoren entfalten Ostrogene ihre genetische Wirkung. Nach Ligandenbindung
werden sie zum Zellkern transportiert, und fungieren dort als Transkriptionsfaktoren, die die
Genexpression beeinflussen (56, 58).

Neben der genetischen-langsamen (Stunden bis Tage) Ostrogenrezeptor-vermittelten
Wirkung (ERa und ERB), kénnen Ostrogene auch direkte, schnelle (Sekunden bis Minuten)
Wirkungen entfalten, sogenannte ,rapid non-genomic responses“(59).

Dazu zahlen direkte Modulationen von lonenkanéalen (60) oder Effekte Uber die Aktivierung

von G-Protein-gekoppelten-Ostrogenrezeptoren (GPER) (28). GPER-Aktivierung fiihrt zu
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einer Freisetzung von Ca?*, der Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), zytosolisches cAMP,
Aktivierung der PI3K/Akt- und MAPK/ERK-Signalwegen, Stimulation der endotheliale
Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), wodurch eine Vasodilatation erreicht wird (61).

E2 hat zudem eine modulierende Wirkung auf Entziindungsprozesse, z.B. konnten Shivers et
al. eine antiinflammatorische Wirkung zeigen (62).

So kommt es zum einen auf eine Wirkung der weiblichen Geschlechtsorgane mit Ausbildung
der sekundaren Geschlechtsmerkmale und Zyklusbeeinflussung wie z.B. Endometriumaufbau
(56). Des Weiteren kommt es auch zu einer Vielzahl an extragenitaler Beeinflussung u.a. im
Gastrointestinaltrakt (63). Beispielweise zu nennen sind der Knochenstoffwechsel,
Lipidstoffwechsel, das kardiovaskulére System und der Metabolismus (56, 64). Ostrogen und
die Konzentration des Ostrogens sind unterschiedlich je nach Zyklusphase und nimmt nach
der Menopause bedeutend ab (64). Mit der endokrinologischen Umstellung im Rahmen der
Menopause sind typische klimakterische Beschwerden assoziiert. Darunter zahlen
Hitzewallungen, Depression, Osteoporose und weitere Symptome (65). Bei bestimmten
Folgen mit Krankheitswert und Beschwerden ist postmenopausal eine Hormonersatztherapie
indiziert (65). E1 zeigte in Versuchen mit Kolonkarzinomzelllinien (SW620) eine
antiproliferative Wirkung (66). Eine Umwandlung von E2 zu E1 geschieht im Kolon Uber die
17B-Hydroxylasen 2 und 4 (67).

1.4 Ostrogenrezeptoren

Ostrogenrezeptoren gehdren zu den Steroidhormonrezeptoren und fungieren als intrazellulére
nukledre Hormonrezeptoren (68). Es konnten zwei Subtypen bei den Ostrogenrezeptoren
identifiziert werden. Der Ostrogenrezeptor alpha (ERa) wurde 1986 von Greene et al. entdeckt
(69). 1996 gelang es Kuiper et al. den zweiten Ostrogenrezeptorsubtyp, den Ostrogenrezeptor
beta (ERB) zu entdecken (70). Mittlerweile sind drei ERa- und 5 ERB-Varianten bekannt (61).
Des Weiteren sind noch G-Protein-gekoppelte-Ostrogenrezeptoren bekannt.

Der fir diese Arbeit interessante ER ist mit dem Gen ESR2 auf dem Chromosom 14qg22-24
lokalisiert (71).

1.4.1 Genetische Wirkung der Ostrogenrezeptoren ERa und ERB

1.4.1.1 Ligandenabhangig-ERE

Ostrogenrezeptoren sind Liganden-aktivierte Transkriptionsfaktoren, die inaktiv im Zellkern
vorliegen. Eine Aktivierung erfolgt durch Liganden wie Ostrogene (72).

Ostrogenrezeptoren sind aus mehreren Doménen aufgebaut. Eine DNA-Bindungsdomane
(DBD), C-terminale Ligand-Bindungsdoméne (LBD) und eine N-terminale Bindungsdomane
(72). Bei Bindung von Liganden wie Agonisten (Ostrogene) oder Antagonisten

(Antidstrogene), an die LBD kommt es zu einer Bildung von Rezeptordimeren. Dabei
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entstehen die Homodimere ERa/ERa und ERB/ER, sowie das Heterodimer ERa/ER, die mit
einer hohen Affinitat an spezifische DNA-Sequenzen binden, sogenannte ,estrogen response
Elements* (EREs) (72). Uber diese Bindung in den Regulator-Regionen der
Ostrogenzielregion wird bei Agonistenbindung die Gentranskription hochreguliert und bei
Antagonistenbindung inhibiert (72).

Gemeinsamkeiten des ERa und ER liegen in einer genetischen Ubereinstimmung von 95%
bzgl. der DBD (70), einem sich gleichenden DNA-Bindungsverhalten (73) und derselben
Bindungsaffinitat von 17B-Ostradiol (70).

Hinsichtlich der Genetik der LBD besteht lediglich eine Ubereinstimmung von 55%(70), die N-
terminalen-Domanen weisen starkere Unterschiede auf (74). 1997 konnten Cowley et al. sowie
separat Petterson et al. eine starkere Gentranskription beim ERa durch 17p-Ostradiol, als
beim ERB nachweisen (73) (75).

Wahrend in vielen verschiedenen Gewebetypen ERa, ERB oder beide ERs immunologische
nachzuweisen sind, ist die Menge der beiden Ostrogenrezeptoren in den verschiedenen
Geweben des Korpers unterschiedlich verteilt (76). Der im Darmepithel vorherrschende

Ostrogenrezeptor ist der hier untersuchte ERB(77).

1.4.1.2 Ligandenabhangig-PRE

Neben dem beschriebenen klassischen Weg sind ebenfalls noch nicht endgultig erforschte
Wege der Ostrogenwirkung Gegenstand der Forschung. Es wird beispielsweise eine
Interaktion von aktivierten Ostrogenrezeptoren mit anderen Transkriptionsfaktoren
beobachtet, wie beispielsweise c-Jun, c-Fos, SP1 und AP-1, hier Uber sogenannte ,promoter
response elements“(PREs) (61, 78).

Dabei scheint die ERa-Interaktion mit den genannten Transkriptionsfaktoren wichtiger zu sein,
wahrend sich die Interaktion von ERa und ERB mit den EREs gleicht (79).

Diese unterschiedliche Wirkung auf die Gentranskription von ERa und ER konnten Peach et
al. 1997 fur den aktivierenden-Proteinkomplex-1 (AP1) nachweisen (78).

Eine Bindung von Ostrogen am ERa-AP-1 Komplex fiihrte zu einer Steigerung der
Gentranskription, wahrend es bei Ostrogenbindung am ERB-AP-1 Komplex zu einer
Hemmung der Gentranskription kam (78).

Zudem konnte gezeigt werden, dass der ERp die transkriptionelle Aktivitat vom ERa hemmt
und somit eine Schlisselstelle darstellt, wie sich die jeweilige zellulare biologische Antwort auf
einen Ostrogenreiz auspragt und hier das jeweils unterschiedliche im jeweiligen Gewebe
vorliegende Verhaltnis vom ERa und ER eine wichtige Rolle spielt (80).

Somit scheint eine separate Betrachtung der Wirkung des ERa und des ERp sinnvoll und lasst
vermuten, dass die Wirkung einerseits unterschiedlich reguliert wird und die Wirkung selbst

ebenfalls eine unterschiedliche ist.
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1.4.1.3 Ligandenunabhingig

Neben der Liganden-abhangigen Ostrogenrezeptoraktivierung ist auch eine nicht Liganden-
abhangige Ostrogenrezeptoraktivierung méglich (81). So kann beispielsweise der EGFR-
Rezeptor Uber die Kinasenkaskade Ras/Raf/MAPK Ostrogenrezeptoren mittels
Phosphorylierung aktivieren und dimerisieren, was zu einer Liganden-unabhangigen
Ostrogenrezeptor vermittelten Genexpression fiihrt (81).

Die genetischen Effekte der Ostrogenrezeptorwirkung betreffen viele Gene, so auch
beispielsweise den fiir Angiogenese relevanten vaskularen-endothelialen-Wachstumsfaktor-
Rezeptor (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor=VEGFR), die flr Zelladhasion
relevanten Cadherine und Lamine, Wachstumsfaktoren wie z.B, TGF-B, mit insgesamt
erheblicher Auswirkung auf Proliferation und Apoptose und somit auf das bei Tumoren

krankheitsdefinierende biologische Verhalten (61).

1.4.2 Nicht-genetische Wirkung der Ostrogenrezeptoren ERa und ERB

Die Ostrogenrezeptoren koénnen auch intrazelluldre Prozesse ohne DNA-Beteiligung
modulieren. Die Wirkungen koénnen erheblich schneller eintreffen und direkt das Zellmilieu
verandern.

Diese sogenannten “rapid non-genomic responses” sind, so vermutet es die Arbeit von
Galluzzo et al., abhéngig von membranstandigen Ostrogenrezeptoren. Die Verankerung des
ERa und ERB in der Zellmembran werde Uber Palmitoylierung erreicht (82).

Transmembrane ERa koénnen direkt Uber den PI3K/AKT- und ERK/MAPK-Signalweg
Proliferations- und Uberlebenssignale senden, wahrend der ERP fiir eine Aktivierung per
Phosphorylierung von p38/MAPK, Caspase-3 und Spaltung von PARP (poly-ADP-ribose-
polymerase) sorgt und somit Proliferationshemmung und Apoptose verursacht (83), was
erneut die Bedeutung der Balance von ERa und ER unterstreicht.

Insbesondere die durch den im Darmepithel vorherrschende ERB verursachte
Phosphorylierung von p38 (84) ist durch die Beeinflussung der wichtigen Dormancy-
Schaltstelle (Verhaltnis der Aktivitat der Proteine p38 und ERK zueinander) (43) fur diese
Arbeit besonders im Fokus.

In in vivo Experimenten mit CRC-Zellen (SW480) konnte konkordant gezeigt werden, dass der
ERB mit einer Hemmung der Proliferation (Zellzyklusarrest und niedrigeres Tumorgewicht),
der Heraufregulierung von Zellzyklus Inhibitoren (p27, p21) und einer Aktivierung von p38
assoziiert ist (85).

Jin et al. konnte eine Korrelation von Heraufregulierung von DNA-Mismatch-Reparatur-
Genexpression im Kolon bei einem Ostrogenspiegel >45pg/ml zeigen (86). Bei LoVo-CRC-

Zellen wurde ERB abhangig eine erhdhte p53 Aktivitat gezeigt, die antiproliferative und
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apoptotische Folgen hatte (87). Aulerdem konnte eine hemmende Wirkung des ERB auf
Onkogene gezeigt werden, wie z.B. auf das Onkogen PROX1 (88).

Transmembrane ERB kénnen zudem fir einen Kalziumioneneinstrom sorgen, der wiederum,
wie auch Ostrogene direkt, kann mit der Proteinkinase C (PKC) interagieren (89). Des
Weiteren ist eine Zellzyklus-modulierende Fahigkeit Uber Interaktion des transmembranen
ERB mit Cyclin D1 (90) und Cyclin A (91) beschrieben, die eine Hemmung eines
Zellzyklusprogresses bewirken kann (61).

Treeck et al. beschrieben flir das Mamma-Ca eine Wirkung des ER als Tumorsuppressor, da
es ERB-abhangig zu niedrigerer Cyclin A2-Aktivitat (Cyclin A2 ist pro Zellzyklusprogress) und
weniger p21-Hemmung kam (p21 ist pro Zellzyklusarrest) (91).

Edvardsson et al. haben die Signalwirkung der drei CRC-Zelllinien SW480, HT29 und HCT116
nach ERp-Transfektion untersucht und konnten antiinflammatorische Wirkungen (IL 6-
Downregulation) und antitumorigene Wirkungen nachweisen Uber eine erhdhte DNA-Repair-

Kapazitat, genetisch-transkriptorische Anderungen und MAPK-Signalweg Beeinflussung (92).

1.4.3 G-Protein gekoppelte Ostrogenrezeptoren

Neben den groRtenteils intrazelluldr vorliegenden und genetisch  wirksamen
Ostrogenrezeptoren ERa und ERB sind an der Zellmembran zudem G-Protein-gekoppelte
Ostrogenrezeptoren (GPER) zu finden (93).

Uber die GPER kommt es zu einer schnelleren, nicht genetischen, Ostrogen-
Signallbertragung, sogenannte ,rapid non-genomic responses®(59). Dazu zahlen zum Teil
sekundenschnelle Effekte wie die Freisetzung von Ca?*, der Aktivierung der Proteinkinase C
(PKC), zytosolische cAMP-Bildung, Aktivierung der PI3K/Akt- und MAPK/ERK-Signalwegen,
Stimulation der endotheliale Stickstoffmonoxid-Synthase (eNOS), wodurch Uber eine NO-
Freisetzung eine Vasodilatation erreicht wird (61). Die GPER-vermittelte Signallbertragung ist
besonders relevant im Herz-Kreislauf-System und im zentralen Nervensystem (93). Mittels der
GPER vermittelten Adenylatzyklasenaktivierung kommt es zu einer cAMP-Bildung aus ATP.
Der Second Messenger cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA) (93), Transkriptionsfaktoren

wie CREB und moduliert Zellproliferation, Apoptosehemmung und Vasodilatation.
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1.5 Ostrogen und Ostrogenrezeptoren im CRC hinsichtlich
Dormancy und biologischem Verhalten

1.5.1 Epidemiologie CRC und Ostrogenstoffwechsel

Weltweit erkranken mehr Manner (222/100.000) als Frauen (186/100.000) an einer
Krebserkrankung und auch die Mortalitat ist bei Mannern héher (1). Dies gilt auch fir das
Kolon- und Rektumkarzinom (1). Grundsatzlich erkranken Manner haufiger an einem CRC als

Frauen, wie in der Tabelle 4 aufgefuhrt.

Alle weltweit 222 186 120,8 84,2
Kolonkarzinom 13,1 10 6,4 4.6
Rektumkarzinom 9,8 5,6 4.4 2,4

Tabelle 4 CRC-Epidemiologie modifiziert nach Global Cancer Statistics 2020 (GLOBOCAN) (1)

Nach der Pubertat ist der Ostrogenspiegel im Blut bei Frauen zyklusabhangig (20-530pg/ml)
und in der Schwangerschaft (300-17.900 pg/ml) deutlich héher als bei Mannern (12-34pg/ml)
und lasst nach der Menopause deutlich nach (<50 pg/ml). Bei der Betrachtung der
Geschlechter und des Ostrogenangebotes hinsichtlich des CRC-Risikos féllt auf, dass das
geringere Risiko fur ein CRC von Frauen gegenuber Mannern sich nur bei pramenopausalen
Frauen (Alter <45 Jahre) zeigt. Bei alteren Frauen gleicht sich das CRC-Risikoniveau dem von
Mannern an; ab einem Alter von >55 Jahren ist das Erkrankungsrisiko bei Frauen sogar gréfRer
als das von Mannern, auf3er es wird eine HRT eingenommen (94). Dies konnte bereits 2001
eine Metaanalyse von Fernandez et al. zeigen. Es ergab sich eine geringere CRC-Inzidenz
bei postmenopausalen Frauen, die eine HRT eingenommen haben, gegenluber Frauen, die
keine HRT eingenommen haben mit einem relativen Risiko (RR) von 0.82 (95% CI: 0.74-
0.92)(95).

Bei fortgeschrittener Erkrankung konnte in einer Untersuchung von CRC Patienten gezeigt
werden, dass es einen signifikanten Zusammenhang gab zwischen ERB positiven
Primartumoren und der Abwesenheit einer CLM (96). Damit konkordant weisen
postmenopausale CRC-Patientinnen, die eine Hormonersatztherapie (HRT) erhielten, ein
deutlich besseres rezidiv-freies Uberleben nach CRC auf (67, 97). AuRerdem ist das Risiko
bei pramenopausalen Frauen geringer (15) und bei postmenopausalen Frauen ohne HRT
gleich dem Risiko von Mannern, eine CLM zu entwickeln (96).

Gegenstand dieser Arbeit ist, aufgrund des epidemiologischen Uberlebensvorteils von
Ostrogen, das biologische Verhalten in CRC-Zellen hinsichtlich Dormancy und der

Beeinflussung des ERB in in vitro Experimenten zu untersuchen.
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1.5.2 Unterschiede im CRC nach Lokalisation und Ostrogenrezeptorexpression

Embryologisch lasst sich das Colon in einen rechten und linken Teil einteilen. Dabei entspricht
der rechte Teil dem proximalen Colon bis zur splenischen Flexur bzw. 2/3 des Colon
transversum (Cannon-Béhm-Punkt), der embryologisch aus dem Mitteldarm hervorgeht. Das
linke Colon, bzw. distale Colon reicht vom letzten Drittel des Colon transversum bis zum
Darmausgang und entspringt embryologisch dem Hinterdarm. Die embryologisch bedingten
unterschiedlichen Urspringe gehen mit einer unterschiedlichen arteriellen Versorgung einher
(rechts A. mesenterica superior, links A. mesenterica inferior). Bufill et al. konnten im CRC
unterschiedliche genetische Eigenschaften nach betreffender Colon-Seite aufgeschlisselt
entdecken (98).

So ist das proximale CRC eher mit MSI assoziiert und das linke CRC eher mit chromosomaler-
Instabilitat aufgrund einer Runterregulierung von Tumorsuppressoren wie p53 und APC, sowie
einer Heraufregulierung von Onkogenen wie K-RAS (99).

Frauen erkranken eher an einem proximalen CRC, wahrend Manner eher an einem distalen
CRC erkranken (99). Weibliches Geschlecht in zunehmendem Alter stellt einen Risikofaktor
fur ein proximales CRC da (99).

Papaxoinis zeigte 2010 eine unterschiedliche Verteilung des ERB im gesunden Kolon. Die
ERB-Expression ist im Colon ascendens héher als im Colon descendens (100).

Jassam et al. wiesen im CRC einen 21% ERB-Verlust nach, wobei der ERB-Verlust im
linksseitigen CRC gréRRer war (27%) als im rechtsseitigen CRC (8%) (101).

In Zusammenschau kann von einer mutmaRlichen protektiven Wirkung von Ostrogenen fir
distale CRC-Tumore ausgegangen werden. Diese protektive Ostrogenwirkung scheint bei
Frauen nach der Menopause zu fehlen, da es zu einer Zunahme von proximalen Tumoren
kommt. Ebenso kann von einer protektiven Wirkung des ER flirs CRC ausgegangen werden,
da die Inzidenz im distalen Colon erhéht ist und die ERB-Expression verringert. Die genannten

Punkte sind Ubersichtlich in Tabelle 5 aufgefihrt.

proximales/ | Mitteldarm, Z6kum und 25% GroRer, da Eher MSI
rechtes AMS rechtes spater Frauen CIMP
Colon Hemikolon symptoma- BRAF
Transversum | 15% tisch
distales/ Hinterdarm, Colon 5% Fraher Eher Chromos 27%
linkes AMI descendens symptoma- Manner omale
Colon Sigma und 55% tisch, lleus Instabilita
Rektum t, p53,
APC,
KRAS

Tabelle 5 Ubersicht der Unterschiede im CRC hinsichtlich einer Einteilung in eine rechte und
linke Seite, Daten dargestellt nach Aussagen der im Text 1.5.2 angegebenen Quellen
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1.5.3 ERB und CRC

Die genaue Ostrogenwirkung im kolorektalen Karzinom ist noch nicht vollstandig erforscht. So
ist die direkte Ostrogenwirkung auf die Enterozyten im Darm und die Ostrogenrezeptor-
vermittelte Wirkung zu bedenken. Diese kdénnen einerseits ligandenabhangig und
ligandenunabhangig oder durch die alleinige Veranderung des ERa und ERpB Verhaltnisses
bedingt sein (61). So andert sich nach der Menopause, was mit einer CRC-Zunahme
einhergeht, einerseits das ERa- und ERp-Verhaltnis, was auch mit folgender Liganden-
unabhangiger Wirkung einhergeht, andererseits ist auch die Liganden-abhangige Wirkung
deutlich geringer bei postmenopausal deutlich niedrigerem E2-Level (61).

Der im gesunden Darmgewebe vorherrschende Ostrogenrezeptor ist der ER;
Konstantinopoulos et al. konnten zeigen, dass sein Verlust im CRC mit einer Abnahme der
Differenzierung, folglich mit einer schlechten Prognose und héherem Tumorstadium korreliert
(77). Eine protektive Rolle wurde dem ERB im CRC zugesprochen (77). Der ERa ist in
normalem Kolongewebe sowie im CRC-Gewebe nur gering exprimiert (77).

Pérez-Ruiz et al. diskutierten den ERp als prognostischen Faktor im CRC und konnten eine
Korrelation von niedriger ERB-Expression und fortgeschrittenem Tumorgeschehen
nachweisen (102).

He et al. untersuchte die ERB-Expression hinsichtlich des Auftretens von Lebermetastasen im
CRC. Synchrone CLM hatten eine ERB-Positivrate von 39,5% und die Abwesenheit von CLMs
korrelierte signifikant mit dem Vorhandensein des ERB im Primartumor. Bei CRC Patienten
mit CLM kann der ERB-Status als prognostischer Faktor herangezogen werden (103).

Topi et al. untersuchten die kombinierte Expression der Ostrogenrezeptoren ERa und ERB im
CRC und fanden dabei heraus, dass eine erhohte ERB-Intensitat mit einer Risikoreduktion
eines metastatischen Events im CRC korreliert und eine erhohte ERa Intensitat mit einem
metastatischen Event, insbesondere einer CLM, korreliert (104). Des Weiteren korreliert eine
niedrige ERB-Expression mit einem Tumorrezidiv. Topi et al. schlagen eine ERa- und ER-
Expressionsbestimmung als prognostischen Faktor beziiglich krankheitsfreiem Uberleben
(DFS) vor, da eine niedrige ERa- und hohe ERB-Expression mit einer insgesamt besseren
Prognose, einem langerem Gesamttiberleben (OS) und DFS einhergehen (105).

Im Darmepithel bewirkt der Ostrogenrezeptor beta (ERB) eine Phosphorylierung von p38 (84).
Das Verhaltnis der Aktivitdt der Proteine p38 und ERK zueinander wurde als eine der
wichtigsten Schaltstellen, die ein Aufwachen aus oder das Erhalten von Dormancy bewirkt,
identifiziert (43). Beim HNSCC konnte in vivo eine Assoziation von Dormancy mit der
Aktivierung via Phosphorylierung von p38 gezeigt werden (45). Gegensatzlich konnte durch
pharmakologische Inhibierung von p38 in Mausen mit HNSCC eine Aktivierung von dormanten

Zellen in der Leber demonstriert werden (45).
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In in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass der ERB mit einer Hemmung der
Proliferation, der Heraufregulierung von Zellzyklus Inhibitoren (p27, p21) und einer Aktivierung

von p38 assoziiert ist (85).

1.5.4 Experimentelle Hinweise / in vivo und in vitro Studien CRC und ER

In Tierexperimenten mit APC-Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung
mit E2 zu einem CRC-protektiven, erhéhten ERB/ERa Verhaltnis fiihrte (106).

Somit kdnnte eine HRT eine protektive Eigenschaft im CRC haben, sofern sie friih genug
kommt, bevor es zu einer irreversiblen ERB-Repression kommt.

Es konnte im CRC-Ostrogenstoffwechsel nachgewiesen werden, dass die 17p-
Hydroxysteroid-Dehydrogenase Typ 2 und Typ 4, die eine Konversion des potenten E2 zu E1
bewirkt, im CRC schwécher exprimiert wird als in gesundem Darm (61). Die Ubersichtsarbeit
von Barzi et al. postuliert, dass das Verhaltnis E2 zu E1 eine regulierende Rolle einnimmt und
bei Imbalance mit erh6htem E2-Level im Verhaltnis zu E1 die proliferative und antiapoptotische
Wirkung eintritt mit protumorigenen Folgen (61). Fur ein chinesisches CRC-Patientenkollektiv
wurden ESR2-Genvarianten und erhéhte E2-Level als Risikofaktoren detektiert mit einem 2,3-
fach erhdhtem CRC Risiko im Vergleich zu niedrigem E2-Level und der CC-ESR2-Genvariante
(61).

In Experimenten mit der humanen CRC-Zelllinie DLD-1 konnte durch die Gabe von
Isoflavonen (Bestandteil von Soja, ein Phytotdstrogen und damit ERB-Agonist) ein Go-
Zellzyklusarrest hervorgerufen werden, der bei ERB-Silencing nicht zu zeigen war (107). Eine
protektive Wirkung von Erndhrung mit Soja ist nur fir Frauen erwiesen (108).

Armstrong et al. konnten eine starkere E2-vermittelte Inflammationslinderung im Colon bei mit
proentziindlichen Substanzen behandelten Mausen gegenuber ERp-knockout-Mausen
zeigen, die eine starkere Proliferation aufwiesen (109).

Ein weiterer Hinweis auf die antiinflammatorische Wirkung von Ostrogenen und dem ERB und
damit vermittelt ein protektiver Effekt fir die Entwicklung eines CRC bei CED konnten

Sdderlund et al. fur Frauen zeigen (110).

1.5.5 Hormonersatztherapie im CRC

Bei der Atiologie des CRC ist eine Wirkung von einer HRT nur in einer bestimmten molekular-
genetischen Tumorentitat erwartbar und nicht ubiquitar anwendbar (61).

Die Wirkung einer CRC-Risiko-Reduktion ist mit einer HRT ab 60 Jahren nicht so wirkungsvoll
wie zu einem friheren Zeitpunkt (61). Somit kdnnte eine HRT Uber das Erhalten von ERP eine
protektive Eigenschaft im CRC haben, sofern sie frih genug kommt, bevor es zu einer

prokanzerosen irreversiblen ERB-Repression kommt, die von Ostrogengaben nicht

27



Einleitung

rickgangig gemacht werden kann (61). Somit sind mutmallich die protektiven
Ostrogenwirkungen auf das Vorhandensein des ERB angewiesen.

Kurzlich konnten Liu et al. eine Risikoreduktion flr Frauen mit HRT bezlglich des Auftretens
eines CRCs zeigen, im Vergleich zu Frauen ohne HRT-Einnahme (111).

Bei der HRT gilt es die Nebenwirkungen, insbesondere das erhdhte kardiovaskulare Risiko,

mit dem Nutzen abzuwéagen (61).
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1.6 Therapeutischer Ausblick

1.6.1 Therapie Dormancy und DTCs bei MRD im CRC

Dormancy Therapie

C
O
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Erwecken

Dormancy Eradikation

Abb. 3 Dormancy Therapiekonzepte

Im Rahmen der Dormancy-Forschung lassen sich zwei grundséatzliche therapeutische Ansatze
(prolongierte Dormancy, Eradikation) beschreiben, die mit 4 Strategien erreicht werden
konnten, siehe Abb. 3. Eine Saule besteht aus dem Konzept kanzerose Proliferation durch
Dormancy zu verhindern, die andere Saule stellt die Eradikation von dormanten Tumorzellen
dar. Macht man sich in der Krebstherapie Dormancy zunutze, so kann einerseits das Auftreten
eines Rezidivs durch die Dormancy-Erhaltung verzogert werden oder die aktive
Krebserkrankung durch Dormancy-Induktion kontrolliert und in eine chronische Erkrankung
uberfuhrt werden. Dem gegenuber steht der Eradikationsansatz, indem einerseits Wege
gesucht werden auch eine dormante Tumorzelle direkt zu  attackieren
(Immunaktivierung/Zytostatika) oder der durchaus risikoreichere Ansatz eine dormante
Tumorzelle erst zu erwecken (RUckfiihrung in Proliferation), um sie so wieder einer
herkémmlichen antiproliferativen zytoreduktiven Chemotherapie gegenuber angreifbar zu
machen. Fur den Erhalt bzw. die Dormancy Induktion spielt eine Zellzyklusmodulation eine
zentrale Rolle. Einen Knotenpunkt stellt der Orphan-Rezeptor NR2F1 dar (112). NR2F1
induziert ein Dormancy-Programm Uber den Transkriptionsfaktor SOX9 und den Retinsaure-
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Rezeptor B (RARB). Dies fiihrt zu einer Expression von CDK-Inhibitoren p27 und p16, was zu
einem GO0/G1 Zellzyklus-Arrest und Quieszenz fihrt (112). Ein NR2F1 Agonist, C26, konnte
im HNSCC Dormancy induzieren (113). Um dormante Tumorzellen direkt zu treffen konnten
die Effekte von Integrin-Inhibitoren und Autophagie-Inhibitoren genutzt werden (25).
Interessante therapeutische Ziele im MAPK/ERK-Signalweg kénnen mit BRAF-Inhibitoren und
MEK-Inhibitoren adressiert werden. In beiden Fallen wéare der Ansatz Dormancy erhaltend.
BRAF-Inhibitoren sollen die ERK-Aktivitat senken wahrend MEK-Inhibitoren die downstream
Aktivierung von ERK blockieren (46). Die ERK-Aktivitat bietet sich zudem als Biomarker an
(46). Therapeutisch ergeben sich aus dem PI3K/Akt/mTOR-Signalweg Ziele, um den
Uberlebensmodus unter Dormancy zu durchbrechen (46). Mit PI3K-Inhibitoren wie z.B.
idelalisib und alpelisib und Akt-Inhibitoren wie z.B. ipatasertib kdbnnen zuvor beschriebene
Uberlebensstrategien behindert werden (46). Der mTOR-Inhibitor rapamycin beispielsweise
kann Autophagie induzieren und Proliferation hemmen, letztendlich Dormancy erhalten bzw.
induzieren (46). Ein Therapieansatz bestehend aus den genannten Substanzen koénnte
erganzend mit klassischer Chemotherapie eine gewunschte Wirkung auf dormante und
proliferierende Zellen haben.

Das Protein ICG-001 kann im Wnt/B-catenin-Signalweg die B-catenin-Interaktion stéren (46).

Gezielte CRC-Therapieansatze konnten fur das MSI- bzw. Mismatchreparaturgen-Defizienz-
bedingte CRC im Rahmen der KEYNOTE-177 Studie durch den Einsatz von Checkpoint
Inhibitoren wie der PD-1-Inhibitor Pembrolizumab einen Vorteil zeigen (114).

Neben der etablierten Therapie des CRC gehdren gezielte Therapien des CRC erganzend,
zum Teil im Rahmen von Studien, zum modernen Therapieansatz. Diese umfassen
Kinaseinhibitoren wie Regorafenib oder Inhibitoren und Antikérper des VEGFR, sowie
Antikérper gegen den EGFR (88).

Da ebenfalls fir ein inflammatorisches Mikromileu eine Dormancy-Beeinflussung beschreiben
ist (25, 50) kann eine antiinflammatorische Therapie mit COX-2Inhibitoren (Acetylsalicylsaure
und Celecoxib) diskutiert werden. So konnte fir ASS 300mg/Tag eine CRC-Risikoreduktion in
Studien gezeigt werden, jedoch ist das Nebenwirkungsprofil zu beachten (88). Fir Celecoxib
ist eine Studie aufgrund eines erhdhten kardiovaskularen Risikos abgebrochen worden (88).
Andersherum kann die Induktion eines inflammatorischen Milieus als Strategie zum Erwecken
aus Dormancy erwogen werden (25).

Betrachtet man die epidemiologische, klinische und experimentelle in den vorherigen Kapiteln
dargelegte Studienlage konnte eine Beeinflussung des ERf ebenfalls im CRC eine Dormancy
modulierende Wirkung haben. Therapeutisch kdénnte man zwei Behandlungskonzepte
diskutieren. Einerseits konnte eine CLM-Prophylaxe mittels eines ERB Agonisten in Betracht
gezogen werden, andererseits konnte man das Erwecken der DTCs aus der Dormancy mittels

eines ERB Antagonisten erwagen, mit dem Zweck die DTCs wieder gegenlber einer
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konventionellen antiproliferativen Therapie vulnerabel zu machen. Eine prophylaktische HRT-
Einnahme (111) sowie eine prophylaktische Therapie mittels Phytodstrogenen (107) gilt es

ebenfalls zu diskutieren.

1.6.2 Monitoring MRD/Dormancy state

1.6.2.1 Bildgebung

Es bestehen aktuell noch erhebliche Schwierigkeiten mit den géngigen radiologischen
Methoden, um eine sehr geringe Tumormasse zu detektieren, selbst mit dem aktuell
etablierten PET-CT. Fortgeschrittene MRT-Methoden wie diffusion weighted imaging (DWI)
und dynamic contrast-enhanced MRI (DCE-MRI) oder Methoden aus der Gruppe der
Fluoreszenz-Bildgebungen kdnnen feinere Informationen Uber die Blutversorgung und die
unmittelbare Tumorumgebung (Tumor micro environment=TME) liefern, um so ggf. dormante

Tumore zu identifizieren (46) .

1.6.2.2 Biomarker
Um bei dormanten Krebserkrankungen ein erneutes Tumorwachstum und Rezidiv frih
therapeutisch adressieren zu kénnen, ist es notwendig, Informationen Uber die Tumoraktivitat
zu gewinnen. Ebenfalls fur Prognoseangaben und zur Kalkulation des Rezidivrisikos sind
Informationen essenziell, um eine fundierte individuelle Therapieentscheidungen zu treffen.
Um im Zustand der MRD frihzeitig auf ein Rezidiv reagieren zu kénnen sind Biomarker im
Rahmen der Tumorliberwachung essenziell. Um Ruckschlisse auf die Dormancy vs.
Proliferationsaktivitdt bzw. Wahrscheinlichkeit zu schlieen, bietet sich als Biomarker das
Erheben von Expressionsprofilen an. So sind hohe Expressionsraten von p27 und p21 sowie
eine niedrige Expressionsrate des Proliferationsmarkers Ki-67mit einem dormanten Zustand
assoziiert, wahrend MAPK/ERK Aktivitat und PI3K-Aktivitdt sowie der Stammzellenmarker
CD44 auf ein Rezidiv und Tumorwachstum hindeuten (46). Des Weiteren ist der Nachweis
und die Anzahl von CTCs im Blutstrom mit Tumoraktivitat assoziiert.
CTCs kénnen durch Blutabnahmen per Liquid Biopsy erfasst und die CTC-DNA anschlielRend
via  Single-Cell-Sequenzierung analysiert werden mit dem Ziel erganzende
Immuntherapieansatze abhangig von den individuell vorliegenden Mutationen zu finden (46).
Auflerdem kdnnen Uber extrazellulare Vesikel freigesetzte ribonucleic acid- (RNA) und DNA-
Proteine als Biomarker aus dem Blut analysiert werden. Dies machen die neuen sogenannten
High-Throughput-Technologien méglich. Diese Hochdurchsatzverfahren zeichnen sich durch
die Fahigkeit aus biologischen Proben in groflen Mengen schnell effizient und parallel zu
analysieren. Neben der Single-Cell-Sequenzierung zahlen dazu Next-Generation-Sequencing
(NGS), Massenspektrometrie, High-Throughput-Screening und Microarray-Analysen. Dies
lasst eine genetischen, Transkription-bedingten und epigenetischen Betrachtung der
unterschiedlichen betroffenen Gewebearten zu (46).
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1.7 Stellungnahme zum Ethikvotum

Da ausschlieYlich etablierte, kommerziell erhaltliche Zelllinien verwendet wurden, ist kein

Ethikvotum erforderlich.

1.8 Ziele der Arbeit

Das Verhaltnis der Aktivitat der Proteine p38 und ERK zueinander wurde als eine der
wichtigsten Schaltstellen, die ein Aufwachen aus oder das Erhalten von Dormancy bewirkt,
identifiziert (43). Beim HNSCC konnte in vivo eine Assoziation von Dormancy mit der
Aktivierung via Phosphorylierung von p38 gezeigt werden (45). Gegensatzlich konnte durch
pharmakologische Inhibierung von p38 in Mausen mit HNSCC eine Aktivierung von dormanten
Zellen in der Leber demonstriert werden (45). Der im Darmepithel vorherrschende
Ostrogenrezeptor beta (ERB) bewirkt eine solche Phosphorylierung von p38 (84).

In in vivo Experimenten konnte gezeigt werden, dass der ERB mit einer Hemmung der
Proliferation, der Heraufregulierung von Zellzyklus Inhibitoren (p27, p21) und einer Aktivierung
von p38 assoziiert ist (85). In einer Untersuchung von CRC Patienten konnte ebenfalls klinisch
ein signifikanter Zusammenhang zwischen ERB positiven Primartumoren und einer CLM
Abwesenheit gefunden werden (96). Damit konkordant weisen postmenopausale CRC-
Patientinnen, die eine Hormonersatztherapie (HRT) erhielten, ein deutlich besseres rezidiv-
freies Uberleben auf (67, 97). AuBerdem ist das Risiko einer CLM bei pramenopausalen
Frauen geringer (15) und bei postmenopausalen Frauen ohne HRT gleich dem Risiko von
Mannern (96). Der Uberlebensvorteil konnte durch die Ostrogenwirkung am ERB bedingt sein,
welche dann eine Dormancy erhaltende Wirkung entfaltet.

Die Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass Agonisten am ERB beim CRC hinsichtlich
DTCs Dormancy erhaltend wirken und das Risiko einer CLM sinkt. Dem gegenuber steht die
zu beantwortende Frage, inwieweit ein Antagonist reaktivierend auf dormante DTCs wirkt. Hier
neue Erkenntnisse zu gewinnen, soll mit den klinisch bereits getesteten selektiven ER(
Agonisten (ERB-041) und Antagonisten (PHTPP) Gegenstand meines Promotionsvorhabens
sein.

Therapeutisch koénnten die Ergebnisse fur zwei Behandlungskonzepte wertvolle Beitrage
leisten. Einerseits kdnnte eine CLM-Prophylaxe mittels eines ERB Agonisten in Betracht
gezogen werden, andererseits kdnnte man das Erwecken der DTCs aus der Dormancy mittels
eines ERB Antagonisten erwagen, mit dem Zweck die DTCs wieder gegenuber einer

konventionellen antiproliferativen Therapie vulnerabel zu machen.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2141

21.2

Verbrauchsmaterialien

Zellkulturflaschen (T25, T75, T125), Sarstedt, Art.-Nr. 83.3910.002 (Sarstedt AG & Co.
KG, Nimbrecht, Deutschland)

FACS-R6hrchen (5 mL), Becton Dickinson Art.-Nr. 352054 (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA)

Falcon-Réhrchen (15mL, 50 mL), Falcon, Art.-Nr. 3217295, 352070 (Corning Inc.,
Corning, NY, USA)

Kryoréhrchen, Sarstedt, Art.-Nr. 72.380.004 (Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland)

Mikrozentrifugenréhrchen (1,5 mL), Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen (2,5 L, 10 yL), Biozym Scientific GmbH, Art.-Nr. 690005 (Hessisch
Oldendorf, Deutschland)

Pipettenspitzen (20 uL, 100 L, 1000 uL), Greiner Bio-One International GmbH
(Kremsmiinster, Osterreich)

Pipettenspitzen (200 pyL), Greiner Bio-One International GmbH, Art.-Nr. 738261
(Kremsmiinster, Osterreich)

Serologische Pipetten (5, 10, 25 mL), Costar, Art.-Nr. CLS4487, CLS4488, CLS4489
(Corning Inc., Corning, NY, USA)

96-Well-Zellkulturplatte, Costar, Art.-Nr. 3596 (Corning Inc., Corning, NY, USA)
48-Well-Zellkulturplatte, UL Instruments GmbH, Art.-Nr. 910004 (Kdnigswinter,
Deutschland)

24-Well-Zellkulturplatte, Becton Dickinson, Art.-Nr. 353047 (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA)

12-Well-Zellkulturplatte, Biozym, Art.-Nr. 3513 (Hessisch Oldendorf, Deutschland)
6-Well-Zellkulturplatte, Sarstedt, Art.-Nr. 833.920 (Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht,
Deutschland)

8-Well-Chamberslides, Life Technologies, Art.-Nr. 154534PK (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA)

Zelllinien

HT-29 RRID:CVCL_0320 weiblich, human, kaukasisch, 44, Primartumor

kolorektales Adenokarzinom, 1964 J. Fogh (115)
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SW620 RRID:CVCL_0547 mannlich, human, kaukasisch, 51,
Lymphknoten, kolorektales Adenokarzinom, A. Leibovitz (116)

HCT 116 RRID:CVCL_0291 mannlich, human, kaukasisch, kolorektales
Adenokarzinom, M.G. Brattain (117)

Plasmide

Estrogen Receptor beta (ESR2) (NM_001437) Human Tagged ORF Clone Lentiviral
Particle, CAT#: RC218519L4V von OriGene Technologies, Rockville, USA

CAT (Cam~-x),
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0,

3-LTR
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o P2A-Puro Rsr I (9.3 kb)
= 8 kb Mlu |
7. Not | \ ;
Xho | RSO <z o
% >N
| QG"P ‘ii-'“ s{f:
WPRE P\“o P2A 1
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Abb. 4 A:Vector-map (118), B:Plasmid-map (119) des verwendeten ESR2-GFP Plasmids
RC218519L4V von OriGene Technologies, Quelle: mit freundlicher Genehmigung von Origene
Technologies (118, 119)

214

Reagenzien und Chemikalien

Dimethylsulfoxid (DMSO), Pan-Biotech, Art.-Nr. P60-36720100 (Aidenbach,
Deutschland)

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS), Gibco, Art.-Nr. 14190-169 (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep), Sigma-Aldrich, Art.-Nr. P4333 (St. Louis, MO,
USA)

Trypsin 0,05 % EDTA/0,02 % in PBS, Pan-Biotech, Art.-Nr. P10-023100 (Aidenbach,
Deutschland)

Trypsin 0,25 % EDTA/0,02 % in PBS, Pan-Biotech, Art.-Nr. P10-020100 (Aidenbach,
Deutschland)

Puromycin, Merck, Art.-Nr. 540411 (Darmstadt, Deutschland)

Fetales Bovines Serum (FBS), Sigma-Aldrich, Art.-Nr. F7524 (St. Louis, MO, USA)
Trypan Blue Solution, 0.4 %, Gibco, Art.-Nr. 15250-061 (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA)
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Kanamycinsulfat (from Streptomyces kanamyceticus), Sigma-Aldrich, Art.-Nr. K1377
(St. Louis, MO, USA)

Neomycin Solution 10 mg/mL, Sigma-Aldrich, Art.-Nr. N1142-20ML (St. Louis, MO,
USA)

Polybrene (Hexadimethrine Bromide), Sigma-Aldrich, Art.-Nr. H9268-5G (St. Louis,
MO, USA)

Ethanol 99,5 %, VWR, Art.-Nr. 85.033.360 (Radnor, PA, USA)

Matrigel Matrix, Corning, Art.-Nr. 356237 (Corning, NY, USA)

ERB-041, Sigma-Aldrich, Art.-Nr. PZ0183 (St. Louis, MO, USA)

PHTPP, Tocris Bioscience, Art.-Nr. 2662 (Bristol, UK)

Wasser (H,0O), Sigma-Aldrich, Art.-Nr. W3500 (St. Louis, MO, USA)

Puromycin, Invitrogen (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)

Propidium lodide Solution, Miltenyi Biotec, Art.-Nr. 130-093-233 (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Hoechst 33342, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

FcR Blocking Reagent, Miltenyi Biotec, Art.-Nr. 130-059-901 (Bergisch Gladbach,
Deutschland)

Estrogen Receptor Beta (ESR2) (NM_001437) Human Tagged ORF Clone Lentiviral
Particle, Origene, Art.-Nr. RC218519L4V (Rockville, MD, USA)

Leibovitz’s L-15 Medium, Gibco, Art.-Nr. 11415-049 (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA)

McCoy’s 5A Medium, Gibco, Art.-Nr. 26600-023 (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA)

Verwendete Kits

APC BrdU Flow Kit, BD Pharmingen™, Art.-Nr. 552598 (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA)
CellTrace™ Far Red Cell Proliferation Kit, Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific), Art.-

Nr. C34572 (Waltham, MA, USA)

Buffer, Medium und Lésungen

Zellkulturmedium fir SW 620

o 89% 445ml Leibovitz's L-15 Medium
o 10% 50ml FBS
o 1% 5ml Penicillin/Streptomycin
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e Zellkulturmedium fir HT29 und HCT 116

o 89% 445ml McCoys Medium
o 10% 50ml FBS
o 1% 5ml Penicillin/Streptomycin

e Einfrier-Medium fir HT29, HCT 116 und SW620

o 70% 8ml Zellkulturmedium
o 20% 2ml FBS
o 10% 1ml DMSO

e Matrigel-Medium far HT29, HCT 116 und SW620

o 92% 46ml Zellkulturmedium

o 5% 2,5ml FBS

o 1% 0,5ml Penicillin/Streptomycin

o 2% 1ml Matrigel Matrix —>Jedes Mal frisch hinzufligen

e Matrigel-Medium far HT29, HCT 116 und SW620

o 92% 46ml Zellkulturmedium

o 5% 2,5ml FBS

o 1% 0,5ml Penicillin/Streptomycin

o 2% 1ml Matrigel Matrix —>Jedes Mal frisch hinzufligen

e Transduktions-Medium fiir HT29, HCT 116 und SW620 in 96 well

o 92% 200l Zellkulturmedium
o 5% 2,5ml Polybrene Stocklésung bei HT 29 und HCT 116
o 5% 2,5ml Polybrene Stdocklésung bei SW 620
o 1% 0,5ml Lentivirale ESR2 GFP Partikel
Polybrene

5g Pulver in 50 ml H20 Ldsen

-> Stocklésung | = 100mg/ml

0,1ml der Stocklésung | (100mg/ml) mit 99,9ml H.O verdinnen (1:1000)
- Stocklésung Il = 1ug/10ul

ERB-041
5mg Pulver 271,24g/mol in 1843ul DMSO lésen
- Stocklésung | = 10mM
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S5mg
1843,4pl * 271,24g/mol

10mM =

10ul der Stocklésung | (10mM) mit 990 ul H20 verdinnen (1:100), Aliquots je 1ml
- Stocklésung Il = 100uM
10mM * 10ul = 100uM * 1ml

1ul der Stocklésung | (10mM) mit 999 pl H20 verdinnen (1:1000), Aliquots je 1ml
- Stocklésung Il = 10uM
10mM = 1pul = 10puM * 1ml

PHTPP
10mg Pulver 423,31g/mol in 2362yl DMSO |6sen
- Stocklésung | = 10mM

10mg
2362,3pul * 423,31g/mol

10mM =

100ul der Stocklésung | (10mM) mit 900 pl H20O verdinnen (1:10), Aliquots je 1ml
- Stocklésung Il = 1mM
10mM = 100ul = 1mM * 1ml

10ul der Stocklésung | (10mM) mit 990 ul H20 verdinnen (1:100), Aliquots je 1ml
- Stocklésung Il = 100uM
10mM * 10ul = 100uM * 1ml

DMSO

100mI DMSO 299.9% Reinheit

100ul pures DMSO mit 900 ul H20 verdiinnen (1:10), Aliquots je 1ml
- Verdinnung | (1:10) 10%

10pl DMSO 10% mit 990 pl H20 verdinnen (1:100), Aliquots je 1ml
- Verdinnung Il (1:1000) 0,1%

2.2 Gerate

e Zellkulturinkubator HERAcell®, Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)
e CO,-Zellkulturinkubator HERAcell®, Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)
e Laminar-Flow-Werkbank, Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)

e Sicherheitswerkbank HERAsafe® KS, Heraeus Instruments (Hanau, Deutschland)
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Thermostatisches Wasserbad WBS, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)
Thermostat-Wasserbad WBS, Fried Electric (Leipzig, Deutschland)

Zahlkammer (Neubauer), Brand GmbH + Co. KG (Wertheim, Deutschland)
Zellgefrierbehalter CoolCell®, BioCision (Larkspur, CA, USA)

Zellgefrierbehalter Mr. Frosty™, Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)
Stickstofftank Biosafe® MD, Cryotherm GmbH & Co. KG (Troisdorf, Deutschland)
Zentrifuge 5810R, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Zentrifuge Fresco 17, Thermo Scientific Heraeus (Waltham, MA, USA)

Zentrifuge Multifuge X1, Thermo Scientific Heraeus (Waltham, MA, USA)
Zentrifuge Universal 30 RF, Andreas Hettich GmbH & Co. KG (Tuttlingen,
Deutschland)

Mehrkanalpipette, Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Pipette (0.5-1000 uL), Eppendorf AG (Hamburg, Deutschland)

Pipettor Accu-jet® pro, Brand GmbH + Co. KG (Wertheim, Deutschland)
Kuhlschrank TSX Series, Thermo Fisher Scientific Inc. (Waltham, MA, USA)
Laborwaage, Kern & Sohn GmbH (Balingen, Deutschland)

Vortexer Lab Dancer, VWR International GmbH (Darmstadt, Deutschland)
Mikroskop Wilovert A, Helmut Hund GmbH (Wetzlar, Deutschland)
Inversmikroskop DMIL, Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)
Fluoreszenzmikroskop MPS, Leica Microsystems (Wetzlar, Deutschland)
Inverses motorisiertes Fluoreszenzmikroskop Axio Observer.Z1/7, Carl Zeiss
Microscopy GmbH (Jena, Deutschland)

Zellsorter: MoFlo® XDP, Beckman Coulter (Brea, CA, USA); Software: Summit 5.4;
DisengroéfRe: 100 um; Durchflussrate: 10 000 Ereignisse/Sekunde.

Analysegerat: CyAn™ ADP, Beckman Coulter (Brea, CA, USA); Software: Summit
4.1.

2.3 Software

Microsoft Office® 365, Version 16 (Microsoft Corporation, Redmond, WA, USA)

Fiji (ImageJ), Version 1.53t (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)
EndNote™, Version 20.6 (Clarivate, Philadelphia, PA, USA)

IBM® SPSS® Statistics, Version 26 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA)

GraphPad Prism®, Version 10.1.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA)

ZEISS ZEN Blue, Version 3.6 (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Oberkochen,
Deutschland)

Kaluza® Analysis, Version 2.1 (Beckman Coulter Life Sciences, Indianapolis, IN, USA)
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2.4 Statistik

Die statistische Auswertung und Abbildungserstellung erfolgte mittels der Programme
Microsoft Excel (Microsoft Office® 365, Version 16; Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA), IBM® SPSS® Statistics, Version 26 (IBM Corporation, Armonk, NY, USA) und GraphPad
Prism®, Version 10.1.2 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Ergebnisse wurden als
signifikant ab einem Alpha <0,05 angesehen, p-Werte zwischen 0,05 und 0,1 wurden als Trend
gewertet und Ergebnisse in der Regel als Mittelwert + Standardfehler angegeben. Bei n=3
wurde aufgrund der sehr kleinen StichprobengréfRe kein sinnvoll interpretierbarer Test auf
Normalverteilung durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden deskriptiv ausgewertet und

parametrische Verfahren nur explorativ angewendet.

Fir die CellTrace-Daten wurde zum Vergleich der Mittelwerte zwischen den verschiedenen
Behandlungsgruppen eine ein-faktorielle Varianzanalyse (ANOVA) durchgefuhrt. Die ANOVA
testet, ob sich die Mittelwerte von mehr als zwei Gruppen signifikant unterscheiden. Zusatzlich
wurden fur gezielte Mittelwertvergleiche in Bezug auf die Eigenschaften GFP-Signal (ERpB-
Expression) und Zelltyp t-Tests flr unabhangige Stichproben eingesetzt. Der t-Test pruft, ob

sich die Mittelwerte zweier unabhangiger Gruppen signifikant unterscheiden.

Im BrdU-Assay wurden die Zellzyklusverteilungen nach unterschiedlichen Behandlungen
mittels ein-faktorieller multivariater Varianzanalyse (MANOVA) analysiert. Die MANOVA
ermdglicht den gleichzeitigen Vergleich mehrerer abhangiger Variablen (hier Anteile der
G0/G1-, S- und G2/M-Phasen) und berlcksichtigt die gemeinsame Varianzstruktur dieser
Variablen. Auch zum Vergleich zwischen verschiedenen Zelltypen wurde eine ein-faktorielle
MANOVA durchgefuhrt.

Das Wachstumsverhalten der Zellen in der 3D-Matrix Gber mehrere Zeitpunkte hinweg wurde
mit einer ein-faktoriellen Varianzanalyse mit Messwiederholungen (ANOVA) untersucht.
Dieser Test berlcksichtigt die wiederholte Messung derselben Proben lber die Zeit und prift
auf Effekte der Behandlung und deren Verlauf. Zur Analyse des Behandlungseinflusses wurde
zudem eine MANOVA durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die Ergebnisse der low-density- und
high-density-Kulturen sowie die Daten verschiedener Zelllinien jeweils mittels t-Tests fur
unabhangige Stichproben verglichen, um Unterschiede zwischen diesen experimentellen

Bedingungen gezielt zu analysieren.
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2.5 Methoden

2.5.1 Zellkultur

Die Experimente wurden mit im Labor der chirurgischen Forschung des Universitatsklinikums
Dusseldorf (UKD) etablierten Kolonkarzinom Zelllinien durchgefuhrt. Alle Zelllinien zeigen ein
adharentes Wachstum. Die Zelllinie HT29 stammte urspringlich von einer 44-jahrigen
kaukasischen Frau und wurde aus einem Primartumor eines kolorektalen Adenokarzinoms
1964 durch J.Fogh gewonnen (115). HT29 Zellen zeigen keine endogene ESR2 Expression.
SW620 Zellen stammen von einem 51-jahrigen kaukasischen Mann und konnten aus einer
Lymphknotenmetastase eines kolorektalen Karzinoms gewonnen werden durch A. Leibovitz
(116). Bei SW620 Zellen zeigt sich gegensatzlich zu den HT29 eine schwache endogene
ESR2 Expression. Die HCT 116 Zellen stammen ebenfalls von einem kaukasischen Mann,
wurden jedoch aus einem kolorektalen Karzinom durch M.G. Brattain kultiviert (117).
Leibovitz's L-15 Medium wurde fiur die Kultivierung der SW620 genutzt, McCoys Medium fur
die HCT116 und HT29 Zellen. Das Zellkulturmedium wurde erganzt durch 10% FBS und 1%
Penicillin/Streptomycin.

Fir das Wachstum im Inkubator herrschen Standardzellkulturbedingungen mit einer
Temperatur von 37°C, einer Luftfeuchtigkeit von 95% und 5% CO.. Das Arbeiten erfolgte unter
sterilen Bedingungen unter der Zellkulturbank mit Abzug. Mittels zehnfacher VergréRRerung
erfolgte die Beurteilung der Zellen und deren Wachstum per Mikroskopie.

Das Pipettieren erfolgte unter Zuhilfenahme der elektronischen Pipettierhilfe (PipetBoy) und
sterilen Stripetten.

Das Splitten der Zellen erfolgte bei einer Konfluenz von ca. 80%. Das Medium wurde
abpipettiert und anschlieRend die Zellkulturflasche/Platte mit DPBS gewaschen, sodass der
Zellkulturboden bedeckt war. DPBS wurde mit abgeldsten Zellen und Debris im Uberstand
vorsichtig abpipettiert und anschlieBend das Loésen der Zellen mittels Trypsin 0,05%
EDTA/0,02% durchgefuhrt. Nach kurzer Inkubationszeit wurde das Ablésen der Zellen
mikroskopisch kontrolliert und eine dem Trypsin entsprechende Menge an Zellkulturmedium
zugeben, um die lytische Wirkung des Trypsins zum Schutz der Zellen zu neutralisieren. Durch
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren wurden alle Zellen geldst und anschlie®end in ein 15ml
Falcon-Réhrchen Uberfihrt. Die Zellsuspension wurde dann fir 5 Minuten bei 1500 rpm
(rounds per minute) zentrifugiert. Daraufhin wurde der Uberstand abgegossen und das
Zellpellet nach Bedarf mit Zellkulturmedium resuspendiert um die Zellsuspension in neue
Zellkulturflaschen/Platten zu Uberfihren.

Sollte eine Zahlung der Zellen erfolgen, wurden die Zellen mit DPBS resuspendiert und nach

unten aufgefiihrtem Protokoll ausgezahlt unter Zuhilfenahme der Neubauer Zahlkammer.
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Zum Einfrieren der Zellen wurden die Zellen wie oben aufgeflihrt ebenfalls mittels des Trypsins
abgeldst und bei 4°C zentrifugiert. Das Einfriermedium (Zellkulturmedium 70%, FBS 20%,
DMSO 10%) wurde auf Eis kiihigestellt. Pro konfluenter 75cm? Zellkulturflasche wurde ein 2ml
Cryo-Réhrchen angesetzt. Nach Zentrifugation wurde der Uberstand abgegossen, das
Zellpellet mit 1ml Einfriermedium resuspendiert, ins Cryo-Réhrchen Uberfihrt und direkt in
einen -20°C Gefrierschrank gestellt. Nach 2 Stunden erfolgte die Uberfiihrung in -80°C, nach
24 Stunden die dauerhafte Lagerung im Stickstofftank.

Das Auftauen der Zellen erfolgte im Cryo-Rdhrchen im Wasserbad bei 37°C. Sobald das
Zellpellet mobil war, erfolgte der Transfer in ein 15ml Falcon-Réhrchen mit 9ml warmen
Zellkulturmedium.  AnschlieBend Zentrifugieren und Verwerfen der Uberstandes,

Resuspendieren des Zellpellets mit Zellkulturmedium und aussaen der Zellen nach Bedarf.

2.5.2 Zellzéhlung

In PBS suspendierte Zellen wurden mehrmals gewendet, um eine reprasentative Zellprobe
abpipettieren zu kdnnen (10ul). Die 10ul wurden in eine 96-well Zellkulturplatte gegeben und
10ul Trypanblau zugegeben. Mehrmaliges auf- und abpipettieren, anschlieRend wurden 10pl
Zellsuspension mit Trypanblau auf eine Neubauer-Zahlkammer auftragen und zwischen das
Deckglas laufen gelassen, je oben und unten. Nun folgte das Auszahlen der 4 Felder oben
und unten mit dem 10X Objektiv im Mikroskop. Dabei wurden nur weil imponierende
lebendige Zellen gezahlt. Bei akzeptabler Homogenitat wurden die Mittelwerte aus 8 Feldern

bestimmt und die Zellzahl/ml nach unten aufgeflhrter Formel berechnet.

Zellzahl Zellen

= Mittelwert = Verdinnungsfaktor (2) = 10*
m ml

2.5.3 Killing Curve

An Tag 1 wurden 11x 24-wells mit je 5-8x10* Zellen ausgeséat. An Tag 2 erfolgte das Zugeben
des Hemmstoffes (Puromycin) in Konzentrationen von Oupg/ml — 10 pg/l nach dem
Mediumwechsel. An den folgenden Tagen erfolgte eine Konfluenz-Kontrolle per Mikroskop.

Es wurde die geringste Konzentration gewahlt, bei dem alle Zellen nach 3 Tagen gestorben

waren.

2.5.4 Lentivirale Transduktion

Die lentivirale Transduktion wurde in S2 Laboren durchgefihrt. Eine entsprechende
Genehmigung fir die Experimente wurde unter Aktenzeichen 53.05-01-D-21-014 vom
Gesundheitsamt der Stadt Dusseldorf eingeholt.

Die entsprechende Zelllinie wurde in einer 24-well Platte ausplattiert, pro Well 0,5 x 10* Zellen.

Inkubieren der Zellen bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5 % CO; flir 24 Stunden. Bei einer
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Konfluenz von ca. 50 % erfolgte die Transduktion am Folgetag. Dabei wurden die lentiviralen
Viruspartikel des ESR2-GFP-Plasmids (120) (RC218519L4V) hinzugegeben.

Die notwendige Menge an lentiviralen Partikeln pro Zelle, fur eine erfolgreiche Transduktion
(MOI = Multiplicity of Infection), wurde mit der Anzahl an Zellen pro Well multipliziert, so erhielt
man die Anzahl der benétigten Transduktionseinheiten (TU = total transducing units needed).
Nach unten aufgefuhrter Formel wurde die Menge an lentiviralen Viruspartikeln in ml je nach

Konzentration (TU/ml) berechnet.

Zellanzahl pro well x MOI = TU

bendtigte TU

= ml benotigter lentiviraler Viruspartikel /well
TU . . .
il der lentiviralen Viruspartikel

Nach einem Mediumwechsel wurden die lentiviralen Partikel auf Eis aufgetaut und
anschlielend den Zellen zugegeben. Ebenfalls wurde Polybrene (Hexadimethrinbromid) zur
Steigerung der Transduktionseffektivitat hinzugefiigt. Bei den SW620-Zellen wurde mit einer
Polybrene-Konzentration von 8ug/ml gearbeitet, bei den HT29- und HCT116-Zellen mit einer
Konzentration von 2ug/ml.

Nun wurden die Zellen fir weitere 24 Stunden inkubiert, bevor ein erneuter Mediumwechsel
erfolgte. Die lentiviralen Partikel wurden in dem Zuge abpipettiert. Weiteres inkubieren der
Zellen. Die Zellen wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie hinsichtlich der Entwicklung von
GFP-positiven Signalen untersucht. Bestanden GFP-Signale wurde bei einer Konfluenz tber
80% die transduzierte Zellkulturflasche gesplittet. Im weiteren Verlauf erfolgte bei Bedarf eine
Selektion durch Puromycin alle 3-4 Tage. Weitere Selektion mittels FACS (Fluoreszenz
aktivierte Zell Sortierung), indem nur die GFP-positiven Zellen weiter kultiviert wurden.

Uber den Nachweis des GFP-Signals wurde bei den zuvor GFP-negativen Zelllinien von einer
erfolgreichen Transduktion ausgegangen. Bei GFP-Positivitat tGber 90% erfolgte eine
Sicherung der Zellen durch Einfrieren und Einlagern in den Stickstofftank bevor weitere
Experimente erfolgten.

In einem zuvor durchgefiihrten Experiment wurde die notwendige Menge an lentiviralen
Partikeln pro Zelle bestimmt (MOI). Dafiir wurde auf einer 96-well Platte ein MOI von 17-490
angewandt. Ab einem MOI von 68 zeigten sich erfolgreiche Transduktionsergebnisse, siehe
fur die Zelllinie HT29 in Tabelle 6, mit einer GFP-Positivrate von 0,57% in der Untersuchung
mittels FACS. Es wurde fur die weiteren Transduktion der Zelllinien mit einem MOI von 100
gearbeitet. Samtliche nicht erfolgreichen Transduktionsreihen, sowie der bei den S2 arbeiten
angefallene Abfall, wurde ordnungsgemalfd autoklaviert und entsorgt, nachdem die Zellen

zuvor mittels Ethanols getotet wurden.
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17 1530 0,13
34 1768 0,48
68 2360 0,57
490 1737 0,99

Tabelle 6 FACS von transduzierten HT29-ESR2-GFP in 24-well Zellkulturplatten

Bei stets frustraner Transduktion der SW620-Zellen erfolgten zusatzlich weitere Versuche mit
verschiedenen Polybrene-Konzentrationen. Leider konnte auch so keine stabile Zelllinie
SW620-ESR2-GFP kultiviert werden.

Protokoll Lentivirale Transduktion

Ausplattieren
8750 Zellen/ 96- well
Inkubieren fir 24h mit 200ul Zellkulturmedium/well
Transduktion
Waschen mit 100yl DPBS
Mediumwechsel mit 200ul Zellkulturmedium/well
MOI 100 lentivirale Viruspartikel hinzuftigen
Polybrene (Il) hinzupipettieren 8ug/ml bei SW620, 2ug/ml bei HT29 und HCT116
Inkubieren fiir 24h
Nachbehandlung
Waschen mit 100yl DPBS
Mediumwechsel mit 200ul Zellkulturmedium/well
Zellkultur nach Protokoll
Nach 2-facher Passage Uberfiihren der Zellen in das S1 Labor
Puromycin-Selektion
FACS-Selektion

Einfrieren und weitere Experimente

2.5.5 ERB-041 und PHTPP Stimulation

In der Arbeitsgruppe erfolgte parallel in einem anderen Projekt eine Untersuchungsreihe der
ESR2-Genexpression bei unterschiedlichen ERB-041(ESR2-Agonist) und PHTPP(ESR2-
Antagonist) Konzentrationen mittels gPCR. Bei einer ERB-041 Konzentration von 100nM
zeigte sich die hochste ESR2-Genexpression, bei einer PHTPP Konzentration von 0,5uM
zeigte sich Uber verschiedene zeitliche Intervalle die geringste ESR2-Genexpression, daher

wurden diese Konzentrationen fur die folgenden Experimente genutzt.
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2.5.6 3D Matrigel-Versuch

Aufbauend auf die zuvor durchgefiihrten Experimente wurden die transduzierte Zelllinie
HCT116-ESR2-GFP sowie die Zelllinie SW620-GFP, die eine schwache endogene
Ostrogenrezeptor-beta-Expression aufweist, Giber einen Zeitraum von 10 Tagen im Matrigel-
Experiment untersucht. Dieses 3D-Modell kommt den in vivo-Bedingungen disseminierter
Kolonkarzinomzellen in Sekundarorganen naher, da Matrigel eine extrazellulare Matrix bildet
und ein dreidimensionales Wachstum ermoglicht.

Far die Experimente wurden 8-well-Chamberslides mit 50 pl flissigem, auf Eis aufgetautem
Matrigel beschichtet, das anschlieRend 30 Minuten im Zellkulturinkubator polymerisierte. Die
Zellen wurden bei etwa 80 % Konfluenz aus der Kultur gelést, in DPBS durch ca. 30-maliges
Auf- und Abpipettieren mit einer 1000 ul-Pipette zur Einzelzellensuspension resuspendiert.
AnschlieRend erfolgte das Auszahlen in der Neubauer-Zahlkammer. Fir die low-density-Kultur
wurden 2.000 Zellen pro Kammer, fur die high-density-Kultur 5.000 Zellen pro Kammer in die
Matrigel-beschichteten Wells ausgesat, entsprechend den Vorarbeiten in der Arbeitsgruppe.
Die Zellen wurden alle zwei Tage im Rahmen des Mediumwechsels mit ERB-041 (100nM) und
PHTPP (0,5uM) behandelt, als Kontrolle wurde das Losungsmittel DMSO genutzt. Fir jede
Behandlungsgruppe wurden n=3 unabhangige Experimente durchgefihrt.

An den Tagen 2, 5 und 10 wurden lebende und GFP-positive Zellen in 10 nach einem
Zufallsalgorithmus ausgewahlten Positionen mittels Fluoreszenzmikroskopie erfasst. Bilder
mit mehr als 25 % Randanteil wurden ausgeschlossen. Zellvitalitdt wurde anhand einer
intakten Zellmembran und der zelltypspezifischen Morphologie klassifiziert; Zellen mit
deutlicher Abrundung, oder ausgepragter zytoplasmatischer Granularitat wurden nicht als vital
gewertet.

Die Zahlung erfolgte visuell assistiert mithilfe eines Makros des wissenschaftlichen
Bildverarbeitungsprogramms ImagedJ. Es wurden Singletten (einzeln vorliegende Zellen),
Multipletten (differenzierbare Zellen im Verband) und Organoide (nicht mehr differenzierbare
Zellaggregate) manuell-visuell klassifiziert. Da initial Einzelzellen ausgesat wurden, konnte die
Bildung eines Organoids als Ergebnis klonalen Wachstums aus einer Zelle interpretiert
werden. Die Summe der gezahlten Strukturen wurde anschlieBend auf die Anzahl

auswertbarer Bilder normiert.

Protokoll Matrigel Versuche

1. Bei ca. 80% Konfluenz ausséen der Zellen in 8-well-chamberslides
e Low-density Kultur mit 2000 Zellen/well
e High-density Kultur mit 5000 Zellen/well
2. Beschichten der 8-well-chamberslides mittels auf Eis aufgetautem Matrigel
e 50ul/well
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3. Matrigelmedium hinzugeben
o 400ul /well
= 5% FCS
= 1% Penicillin-Streptomycin
= 2% Matrigel jedes Mal frisch hinzufligen
Inkubieren fur 10 Tage bei 21% Oz und 5% CO und 37°C
Mediumwechsel (400ul) alle 48h und Behandlung
e ERB-041 4 ul der Stocklésung Il - 100nM
e PHTPP 2 pl der Stocklésung I - 0,5uM
e Kontrolle 4 ul DMSO (0,1%)

6. Fluoreszenzmikroskopie an Tag 2, 5 und 10

2.5.7 Hoechst - Farbung

An Tag 10 des Matrigel-Experiments erfolgte zunachst eine Auswertung mittels
Fluoreszenzmikroskopie. AnschlieRend erfolgte eine Hoechst-Farbung, gefolgt von einer
erneuten Bildaufnahme mit dem Fluoreszenzmikroskop. Die Hoechst-Farbung diente der
Farbung und Visualisierung der Zellkerne im Fluoreszenzmikroskop, eine Detektion erfolgte
im DAPI-Kanal. Die Farbung wurde mit einer Konzentration von 5ug/ml Uber eine

zehnminutige Inkubationszeit mit anschlieRender dreifacher Waschung mit PBS durchgefuhrt.

2.5.8 Fluoreszenzmikroskopie

An den Tagen 2, 5 und 10 erfolgt eine Auswertung und Bewertung der Matrigel-Experimente
mittels Fluoreszenzmikroskopie (FM). Die Aufnahmen wurden mit einem inversen
motorisierten Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axio Observer.Z1 / 7) unter Verwendung von
passenden Filtersets fur TaGFP, DAPI und Cy3 mit einem 20x-Objektiv (LD-Plan-Neofluar)
durchgefuhrt. Die Bilder wurden mit einer Monochromkamera aufgenommen und mit der ZEN-
Software verarbeitet. Die Chamberslides wurden initial ausgemessen und das Mikroskop auf
die Chamberslides kalibriert. Mittels zufélliger Auswahl (Random-Funktion) wurden pro Well
10 Punkte automatisch angefahren und dann per Hand die Fokusebene mit den meisten Zellen
scharfgestellt und die Aufnahme in allen 4 genannten Kanalen durchgefihrt.

Die Belichtungszeit wurde mittels der Automatikfunktion des Mikroskops ausgewabhit.

Somit werden pro Well 10 Bilder aufgenommen, pro Experiment mit 6 Wells 60 und Uber 3
Tage insgesamt 180 Bilder pro Experiment. Im Anschluss wurden die Zellen wieder in den

Zellkulturinkubator gegeben.
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1 TaGFP 482 505
2 DAPI 353 465
3 Cy3/Red 548 561
4 Brightfield - -

Tabelle 7 Kanéle Fluoreszenzmikroskopie

2.5.9 Image-J Protokoll

Zur Auswertung der Immunfluoreszenzbilder wurde Image-J genutzt. Zur systematischen
Auswertung wurde ein Makro erstellt und angewandt. Die Bilder wurden in allen 4 Kanalen
separat nebeneinander gedffnet. Der GFP-Kanal wurde ein zweites Mal mit einer aktivierten
Zahlfunktion gedffnet. In 4 Kategorien wurden die Bilder per handischem Markern
ausgewertet. Der erste Marker wurde einmalig vergeben, sofern das Bild als Auswertbarkeit
bewertet wurde. Wenn Uber 25% des Bildes den Rand zeigten, dann wurde das Bild
ausgeschlossen. Der zweite Marker wurde fur eine in der Hellfeld-Aufnahme lebendige und
GFP-positive Zelle ohne Autofluoreszenz im Cy3-Kanal vergeben, die als Einzelzelle ohne
Kontakt zu anderen Zellen vorlag. Im weiteren Verlauf wurden diese Zellen als ,Singletten®
bezeichnet. Der dritte Marker wurde angewandt fir Zellen, die im Verband vorlagen und schon
Mitosen erfolgt sind. Also ab = zwei Zellen, sofern in dem Verband die Einzelzellen zahlbar
abgrenzbar waren, wurde die Zelle mit dem Marker der Kategorie ,Drei” versehen. Im weiteren
Prozess wurden die Zellen als ,Multipletten® bezeichnet. Ab einem Zellverband >7 Zellen, bzw.
wenn eine sichere ldentifikation von Einzelzellen nicht mehr mdglich war, wurde ein Marker
der Kategorie ,Vier* vergeben. Im weiteren Verlauf wurde ein solcher Zellverband als
,organoid“ bezeichnet. Fir die statistische Auswertung wurden die Ergebnisse in einer

Exceltabelle als Output ausgegeben und die Bilder mit Markern gespeichert.

| < 25 % Randbereich = auswertbar

I Singlette
[ Multiplette
v Organoid
Tabelle 8 Matrigel-Zellkategorien

2.5.10 CellTrace-Experiment

Mit dem Ziel die Auswirkung einer Manipulation am Ostrogenrezeptor-beta bei
Kolonkarzinomzellen hinsichtlich der Proliferation zu untersuchen, wurden die zuvor
transduzierten Kolonkarzinomzellinien HCT116-ESR2-GFP und SW620-GFP in 3
unabhangigen experimentellen Ansatzen (n=3) mittels des CellTrace™ Far Red Proliferation

Kits untersucht, dessen Fluoreszenzsignal (Anregung 630 nm, Emission 661 nm) im APC-
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Kanal der Durchflusszytometrie erfasst wurde. Der fluoreszierende CellTrace™ Far Red
Farbstoff wird durch zelleigene Esterasen nach Eintritt in die Zelle aktiviert, wodurch die
fluoreszierende Eigenschaft ausgeldst wird. Die nun vorliegenden Succinimidylester binden
kovalent an Aminogruppen der Proteine in den Zellen, wodurch es zu einer nachhaltigen
mittelfristigen Farbung der Zellen im Plasma kommt. Wachst die Zelle und kommt es nun zu
einer Mitose werden ebenfalls die Fluoreszenzpartikel zu ca. gleichen Anteilen auf die
Tochterzellen  aufgeteilt.  Mittels  Bestimmung der  Fluoreszenz-Intensitat  per
Durchflusszytometrie lasst sich somit auf die Menge der erfolgten Mitosen und damit auf die
Proliferation Ruckschlisse ziehen, ergo verhalt sich die Intensitat umgekehrt proportional zur
Proliferation. Es wurden jeweils die ERB-041-, PHTPP- und DMSO-Gruppen, sowie die GFP-
positiven und GFP-negativen Zellen, separat gemessen. Es traten erhebliche Schwankungen
der Intensitatsniveaus in den jeweiligen Experimentansatze auf. Jedoch war die Spannweite
der Intensitat, die innerhalb eines Ansatzes vorlag, reproduzierbar nah beieinander. Um eine
Vergleichbarkeit herzustellen, wurden die Proben jeweils auf die jeweilige DMSO-Probe

(Kontrolle) normiert und mit der Einheit: ,normierte CellTrace-Intensitat (nCTI)“ angegeben.

Intensitit ERB — 041
Intensitat DMSO

normierte Intensitit ERB — 041 =

Intensitit PHTPP
Intensitit DMSO

normierte Intensitat PHTPP =

normierte Intensitit DMSO = 1

Bei mehrfach gemessen Proben wurde ein Mittelwert der Messungen flr die weitere Analyse
genutzt, sofern ERB-041, PHTPP und DMSO jeweils gleich oft bestimmt wurden.

Protokoll CellTrace-Assay

Loésen der Zellen aus der Zellkultur, Verdiinnung des Zellpellets auf 10° Zellen/ml mit PBS
Farbung mit 1ul CellTrace™ Far Red pro ml Zelllésung (10° Zellen/ml)
20min Inkubation 37°C in Lichtschutz
Hinzufligen des 5-fachen Volumens mit Zellkulturmedium
5 min Inkubation 37°C
Zentrifugation und Resuspendieren mit Zellkulturmedium
0,3 x 10° Zellen pro Well in eine 6-well Platte gegeben

24h Inkubation

Tag 2 Mediumwechsel (2ml) und Behandlung je eines wells mit

e ERB-041 2 pl der Stockldésung I - 100nM
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e PHTPP 1 ul der Stocklésung |l - 0,5uM

e Kontrolle 1 yul DMSO (10%)
Anschlieend Inkubation fir 36 Stunden unter Standard-Zellkulturbedingungen
Ernte und Lagerung 4°C Kihlschrank mit Alufolie bedeckt

Durchflusszytometrie Messung am gleichen Tag

2.5.11 BrdU-Assay

Fiar die Bestimmung der Zellzyklusphasen wurde das APC BrDU Flow Kit (BD Pharmingen™)
gemal Herstellerprotokoll eingesetzt. Es wurden Experimentansatze von HCT 116 ESR2 GFP
Zellen (n=3) und SW620-GFP Zellen (n=3) untersucht. Initial wurden 0,3 x 10° Zellen pro Well
in eine 6-well Platte gegeben und fur 24 Stunden unter Standardzellkulturbedingungen
inkubiert. Es wurde jeweils das der Zelllinie entsprechende Medium hinzugegeben. An Tag 2
erfolgte ein Mediumwechsel, anschlie3end erfolgte die Behandlung der Zellen. Diesbezlglich
wurde ein Well mit ERB-041 behandelt durch hinzugeben von 2 pl der Stocklésung Il, ein
weiteres Well mit PHTPP durch hinzupipettieren von 4 pl der Stocklésung Il, sowie ein Well
als Kontrolle durch hinzugeben von 4 yl DMSO. AnschlieRend Inkubation fir 36 Stunden unter
Standard-Zellkulturbedingungen. Nun wurde das BrdU-Assay durchgefiihrt gemaR dem unten
aufgeflihrten Protokoll. Das Nukleosidanalogon Bromdesoxyuridin (BrdU) wurde im Assay zur
DNA-Markierung genutzt.

Im Anschluss wurde mittels Durchflusszytometrie von jeder Zelle der Zellzyklus bestimmt mit
dem Ziel die anteiligen Zellzyklusstadien der verschiedenen behandelten Zellen miteinander
zu vergleichen. Dabei wurden jeweils die ERB-041-, PHTPP- und DMSO-Gruppen separat
gemessen. Pro Probe wurden 100.000 Zellen mit Kaluza analysiert. Insgesamt wurden 3
Zellzyklusstadien durch entsprechende FACS-Gates definiert. Die so abgrenzbaren
Zellzyklusstadien sind die GO/G1-Phase, G2/M-Phase und S-Phase. Bei den HCT116-ESR2-
GFP-Proben (ERB-041, PHTPP und DMSO) wurde jeweils eine unmittelbare doppelte
Messung vorgenommen, ein Mittelwert der Messungen wurde fiir die weitere Analyse genutzt.
Bei den SW620-GFP Zellen erfolgte jeweils nur eine einmalige Messung.

Bei der Zelllinie HCT116-ESR2-GFP wurde ebenfalls das GFP-Signal gemessen und die
Ergebnisse in GFP-positiv und GFP-negativ separat ausgegeben.

Beim BrdU-Assay mit den SW620-GFP Zellen ging das GFP-Signal nach Applikation des
Permwashbuffers verloren. Daher sind die Ergebnisse fir SW620-GFP nicht nach GFP-Signal
aufgeschlisselt angegeben. Im Rahmen der Etablierung des Experiments konnte gezeigt
werden, dass wenn eine Farbung mit BrdU im Protokoll ausgelassen wird, die nicht mit BrdU
gefarbten Zellen sich BrdU-negativ prasentieren und in der GO/G1- und G2/M-Phase

nachzuweisen sind, jedoch nicht in der S-Phase.
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Die Summe der Zellen von den 100.000 untersuchten Zellen, die in einem dieser drei
Zellzyklusstadien registriert wurden, wurde als 100% gesetzt. AnschlieBend wurde fir alle
Proben die Prozentzahl der Zellen in der jeweiligen Zellzyklusphase bestimmt und deren

Mittelwerte berechnet.

100% = GO/G1 + G2/M + S

G0/G1
GO/G1+ G2/M + S

GO/G1in % =

G2/M in % = G2/
/M = ey Gz +5
S
Sin% =

G0/G1+ G2/M + S

Protokoll BrdU-Assay

24h Inkubation nach Aussaat

Tag 2 Mediumwechsel (2ml) und Behandlung je eines wells mit
o ERB-041 2 ul der Stocklésung I - 100nM
e PHTPP 1 ul der Stocklésung |l - 0,5uM
e Kontrolle 1 yul DMSO (10%)

Inkubation der Zellen in 6- well Zellkulturplatten Gber 36h nach Behandlung

Hinzuftigen von 30l 1mM BrdU pro well zu 3ml Zellkulturmedium

Inkubation 2 Stunden bei 37°C Standardzellkulturbedingungen

Waschen mit 1ml DPBS

Lésen mittels 0,5ml Trypsin/ EDTA 0,05%

Neutralisieren mittels 1ml Zellkulturmedium

Uberfiihren in FACS-Réhrchen

Zentrifugation mit relativer Zentrifugalkraft = 300 (relative centrifugal force = rcf) fir 5 Minuten

AbgieRen des Uberstands.

Resuspendieren mit 100ul BD Cytofix/Cytoperm Buffer

Inkubation 20 Minuten auf Eis
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Zellwaschung 1ml Perm/Wash buffer

Zentrifugation bei 300 rcf fir 5 Minuten.

AbgieRen des Uberstands

Resuspendieren mit BD Cytoperm Permeabilization Buffer

Inkubation 10 Minuten auf Eis

Zellwaschung 1ml Perm/Wash buffer

Zentrifugation bei 300 rcf fir 5 Minuten.

AbgieRen des Uberstands

Resuspendieren mit 100ul BD Cytofix/Cytoperm Buffer

Inkubation 5 Minuten bei Raumtemperatur

Zellwaschung 1ml Perm/Wash buffer

Zentrifugation bei 300 rcf fir 5 Minuten.

AbgieRen des Uberstands

Resuspendieren mit 100pl verdiinnter DNAse (30ul DNAse+70ul DPBS)
Inkubation 1 Stunde bei 37°C Standardzellkulturbedingungen

Zellwaschung 1ml Perm/Wash buffer

Zentrifugation bei 300 rcf fir 5 Minuten.

AbgieRen des Uberstands

Resuspendieren mit 100ul verdinntem FcR-Blocking Reagent (20ul FcR-Blocking Reagent
+80ul DPBS)

Inkubation 15 Minuten auf Eis

Zellwaschung 1ml Perm/Wash buffer

Zentrifugation bei 300 rcf fir 5 Minuten.

AbgieRen des Uberstands

Resuspendieren mit 50ul verdinnter APC anti-BrdU Losung (1ul APC anti-BrdU Losung+49pl
Perm/Wash Buffer)

Inkubation 20 Minuten bei Raumtemperatur

Zellwaschung 1ml Perm/Wash buffer

Zentrifugation bei 300 rcf fir 5 Minuten.

AbgieRen des Uberstands

Resuspendieren mit 100ul verdunnter PI-Lésung (2,5ul Pl + 97,5u1 DPBS)
Inkubation 30 Minuten bei 37°C Standardzellkulturbedingungen
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Hinzugeben von 0,5ml DPBS
Lagerung 4°C Kihlschrank mit Alufolie bedeckt

Durchflusszytometrie Messung am gleichen Tag

2.5.12 Durchflusszytometrie

Mit der Durchflusszytometrie kdnnen Zellen bezuglich der GroRe, der Granularitdt und
Fluoreszenz gemessen werden (121). Aus einer Zellsuspension werden die Zellen mittels
eines Hullstroms fokussiert und in einen Mikrokanal einer Kivette gefuhrt. Dabei ist der Kanal
der Kuvette, meist aus Glas oder Quarz, so klein, dass die Zellen einzeln hintereinander in
den Messbereich treten. Somit wird jede Zelle einzeln analysiert. Dabei werden die Zellen
einem Laserstrahl oder einer elektrischen Spannung ausgesetzt. Trifft eine Zelle auf den
Laserstrahl, entsteht ein Streulicht, diese Emissionen werden von einem Detektor registriert.
Durch diese Methode kdnnen sehr viele Zellen in kurzer Zeit einzeln quantifiziert werden
(>1000 Zellen/Sekunde) und man erhalt schnell eine aussagekraftige und reprasentative
Analyse fiir eine gemessene Zellpopulation. Uber die Art und Menge des Streulichts lassen
sich Rulckschliusse auf die Eigenschaften der Zelle schlieBen. Durch das registrierte
Vorwartsstreulicht (FSC= Forward Scatter), welches die Beugung des Lichts im flachen Winkel
angibt, kann das Volumen der Zelle bestimmt werden. Das Seitwartsstreulicht (SSC= Side
Scatter) gibt die Brechung des Lichts im 90° Winkel an und variiert bei unterschiedlicher
Komplexitat der Zellstrukturen wie Granularitat, Zellkerngrofie, Struktur, sowie bei Vorliegen
von Vesikeln (121). Dartber hinaus lassen sich Fluoreszenzsignale detektieren. Dafiir benétigt
man meist vorangegangene Farbeprotokolle, da die meisten Zellen dber kaum
Autofluoreszenz verfiigen. Die Laserstrahlen und Wellenlangen kénnen variieren und auch mit
Filtern nach Bedarf angepasst werden. Die Intensitat wird ebenfalls mitgemessen. Diese
Lichtsignale werden in einen elektrischen Impuls am Detektor umgewandelt. Diese Impulse
haben drei Dimensionen, die Pulshéhe (H= pulse height), die Pulsweite (H= pulse width) und
das Integral des Pulses (A). Durch Auswahl von Grenzwerten fiir die genannten messbaren
Eigenschaften kdnnen sogenannte ,Gates erstellt werden, auf die sich weitere Teilmengen
beziehen konnen, um so nach Belieben Aussagen zu den gewinschten Teilemengen
ausgeben zu kénnen.

Die entsprechende Zelllinie wurde durch das entsprechende Setzen der ,Gates” detektiert
anhand von der Grofe (FSC-A) und der Granularitat (SSC-A), auch um Zelldebris und tote
Zellen aus der Analyse auszuschlieRen. Durch Eingrenzen der Population bei der hdchsten
Event-Dichte wurden die lebendigen Zellen der jeweiligen Zelllinie erkannt. In einem nachsten
Schritt werden die Zellen auf der SSC-H und SSC-W Achse aufgetragen, um Dupletten und
Zellklumpen auszusortieren. GFP-Fluoreszenzintensitat konnte mit dem FITC-A und PE-A

Kanal detektiert und hier ein GFP-positives Gate festgelegt werden. Initial wurde jeweils mit
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einer GFP-naiven Kontrollpopulation das GFP-negative Gate definiert. Mittels dem KALUZA
Programm von Beckman Coulter Life Sciences wurden die Analysen und das Gating
durchgefuhrt, sowie Abbildungen und Tabellen erstellt mit Teilangaben der jeweiligen
Populationen zur weiteren statistischen Analyse.
Das fur diese Arbeit genutzte Durchflusszytometer CyAn ADP ist mit einem blauen Laser
(488nm; 20mW), einem roten Laser (633nm; 17mW) und einem violetten Laser (405nm;
25mW) ausgestattet.
Folgende optische Filter wurden genutzt:

e 488/10 BP fur SSC

e 530/40 BP fur GFP

e 575/25 BP fur PE als ,Leerkanal“ (GFP gegen PE)

e 680/30 BP fur Propidiumiodid (PI)

e 665/20 BP fir BRDU-APC und CellTrace far red
GFP und Pl wurden mit dem blauen Laser mit 488nm angeregt. Das Emissionsmaximum von
GFP liegt bei 510nm, von Pl bei 617nm. GFP wurde im FITC-Kanal (FL1) logarithmisch
verstarkt detektiert. Pl wurde im PerCP / PerCP-Cy™5.5-Kanal linear verstarkt
detektiert (FL4). CellTrace far red und das mit dem Fluorochrom Allophycocyanin (APC)
konjugierte BrdU wurden mit dem rotem 633nm Laser angeregt. CellTrace far red hat ein
Emissionsmaximum von 661nm, APC hat ein Emissionsmaximum von 660nm, beide wurden
im APC-Kanal detektiert (FL6).

2.5.12.1 Durchflusszytometrische Analyse des BrdU-Assays

Fir die Zellzyklusanalyse wurden erneut wie zuvor beschrieben die lebendigen (FSC-A und
SSC-A) und als Einzelzelle (SSC-A und SSC-W) vorliegenden Zellen identifiziert. Zudem
erfolgte eine Differenzierung nach GFP-Signal tber den FITC-A und PE-A Kanal.

Die PI-Farbung wird zur Quantifizierung des DNA-Gehalts Uber die PerCP-A und PerCP-W
Signale genutzt. BrdU ist aufgrund der Konjugation mit dem Fluorochrom APC im APC-Kanal
detektierbar, Pl im PerCP-H Kanal. Durch Darstellung des PerCP-H- gegen das APC-Signal
konnten drei Gates definiert werden: eines fir die GO/G1-Phase, eines fir die M-Phase und
eines fur die S-Phase. Zellen mit hdherem Signal im APC-Kanal hatten BrdU in ihre DNA
eingebaut und befanden sich somit in der S-Phase des Zellzyklus. Die Unterscheidung
zwischen G0/G1- und M-Phase erfolgte Uber die Pl-Farbung, da Zellen in der M-Phase die
doppelte Menge an DNA aufweisen und daher eine hdhere Pl-Fluoreszenz im PerCP-H-Kanal
zeigten. Es wurden stets 100.000 Zellen ausgezahlt und anschlielend die Teilmengen der
Zellzyklusphasen in Prozent ausgegeben. Zuvor wurden die Gates mit einer Farbekontrolle

mit BrdU-naiven Zellen etabliert.
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2.5.12.2 Durchflusszytometrische Analyse des CellTrace-Assays

Fir das CellTrace-Proliferationsexperiment wurde das CellTrace™ Far Red Proliferation Kit
verwendet. Es wurden erneut, wie zuvor beschrieben, die lebendigen (FSC-A und SSC-A) und
als Einzelzelle (SSC-A und SSC-W) vorliegenden Zellen identifiziert. Zudem erfolgte eine
Differenzierung nach GFP-Signal Gber den FITC-A und PE-A Kanal. Das Fluoreszenzsignal
des CellTrace Far Red (Anregung 630 nm, Emission 661 nm) wurde im APC-Kanal erfasst und

ein Intensitatsmittelwert fir die Zellpopulation erhoben.

2.5.13 FACS-Zellselektion

Zusatzlich lassen sich die Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie sortieren (121). Aus der
MikrokanalkUvette tritt ein Zellsuspensionsstrom aus, ein zusammenhangender Einzelzell-
Flissigkeitsfaden. Mithilfe eines Vibrators werden die Zellen aus diesem Fadenstrom in
einzelne Tropfchen getrennt. Dieses Prinzip nennt sich hydrodynamische Fokussierung. Dabei
sind die Trépfchen gerade so grol3, dass nur eine Zelle pro Tropfchen vorliegt. Diese, die Zelle
umgebende Flussigkeit im Tropfchen, lasst sich so durch Anlegen eines elektrischen Feldes
polarisieren und Ablenken in ein anderes Gefal3. Diese Ablenkung bzw. Sortierung wird
ausgelost, sobald die zuvor definierten Kriterien in der Messung mittels FSC, SSC und
Fluoreszenzkanalen erfullt werden. Somit wird jede Zelle einzeln analysiert und sortiert. Es
liegen die sortierten Zellen in unterschiedlichen FACS-Rdhrchen vor und kénnen fir weitere
Experimente oder Rekultivierung verwendet werden. Mit diesem Prinzip erfolgte eine Selektion
der GFP-positiven Zellen, um eine moglichst vollstandig GFP-positive Zellpopulation zu
erhalten. Somit erganzte die FACS-Methode die Selektion mit Puromycin Uber die

Resistenzkasette der transduzierten Zellen.
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3 Ergebnisse

3.1 Transduktionseffizienz

Das entsprechende Ostrogenrezeptor-beta tragende Plasmid ist mit einer fir GFP
kodierenden Sequenz gekoppelt. Bei erfolgreicher Transduktion ist neben einer
Ostrogenrezeptor-beta Expression somit auch eine GFP-Expression zu erwarten. Die
verwendeten Zellen wiesen vor Transduktion keine GFP-Expression auf. Der
Transduktionserfolg wird mittels Fluoreszenzmikroskopie durch Nachweis eines GFP-
positiven Fluoreszenzmikroskopiesignals erbracht. Dieses gelingt fir die Zellen der Zelllinie
HCT116 wie in Abb. 5 und Abb. 6 ersichtlich, nicht mit den HT29 und SW620 Zellen.

Abb. 5 FM 20x HCT116-ESR2-GFP in Zellkultur Fluoreszenzkanale (A-C) mit individuell
angepasstem linearem Kontrast zur besseren Visualisierung
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400 ym

Abb. 6 FM 5x HCT116-ESR2-GFP in Zellkultur Fluoreszenzkanale (A-C) mit individuell
angepasstem linearem Kontrast zur besseren Visualisierung

Abb. 7 FM 20x HCT116-ESR2-GFP Zellen im Selektionsprozess nach dem ersten FACS-
Durchgang und niedriger Puromycindosierung (A), nach dem ersten FACS-Durchgang und
hoher Puromycindosierung (B) und nach zwei FACS-Durchgéngen (C)

Um eine stabile Population mit einer hohen Rate an GFP-positiven Zellen zu erreichen, wurden
die Zellen mittels FACS sortiert und nur GFP-positive Zellen weiter kultiviert. So zeigte sich in
einem ersten FACS-Durchgang eine GFP-Positivrate von 19,10% (Abb. 8) und in dem zweiten
FACS-Durchgang bereits eine GFP-Positivrate von 55,27% (Abb. 9). Im weiteren Verlauf
erfolgte eine Puromycin-Selektion Uber die Resistenzkasette des Plasmids, wie in Abb. 7
abgebildet. Bei den Transduktionsversuchen mit den Zelllinien SW620 und HT29 konnte
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weder per Fluoreszenzmikroskopie noch per FACS eine stabile GFP-positive Population
gewonnen werden. Nach mehrfachen frustranen Versuchen wurden die Transduktionen
abgebrochen. Neben den erfolgreich transduzierten HCT116-ESR-GFP Zellen wurden die
Experimente mit SW620-GFP Zellen durchgefihrt, da diese keine endogene ERB-Expression

aufweisen und der Vergleich somit interessante Ergebnisse zeigen konnte.
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Abb. 8 erster Selektions-FACS-Durchgang HCT116-ESR2-GFP mit der Detektion einer vitalen
Zellpopulation (A) iiber die GroRe (FSC-Height) und der Granularitét/Streusignal (SSC-Height),
Selektion von Einzelzellen (B) iiber Impulsdauer (SSC-Width) und Granularitat/Streusignal
(SSC-Height) und Selektion nach GFP-Signal (C) iiber die Signale im PE-Kanal
(Ordinatenachse) und GFP(FITC)-Kanal auf der Abszisse

56



Ergebnisse

256 256
192 192
= c R2
B B
T 128 g 128
O Q
17 9]
w w
64 64
0 i’ Paba SR S-S - — 0
0 64 128 192 256 0 64 128 192 256
FSC-Height SSC-Height
Region Count % Hist % Al Region Count % Hist % Al
A Total 4369625 100.00 100.00 B Total 3038360 100.00 90.13
R1 3938360 90.13 90.13 R2 3564902 9052 81.59
105
104
e R2 = lebendige Zellen:
S 103 3,56 *10e6  81,59%
3
II g
g R3 = GFP-positive Zellen:
E 102 1,97*10e6  55,27% (von R2)
T 45,09% (von Gesamt)
101
100
100 101 102 103 104 105
GFP-Log Height Comp
Region Count % Hist % All
C Total 3564992 100.00 81.59

R3 1970203 55.27 45.09

Abb. 9 zweiter Selektions-FACS-Durchgang HCT116-ESR2-GFP mit der Detektion einer vitalen
Zellpopulation (A) iiber die GroRe (FSC-Height) und der Granularitét/Streusignal (SSC-Height),
Selektion von Einzelzellen (B) iiber Impulsdauer (SSC-Width) und Granularitat/Streusignal
(SSC-Height) und Selektion nach GFP-Signal (C) iiber die Signale im PE-Kanal
(Ordinatenachse) und GFP(FITC)-Kanal auf der Abszisse

3.2 CellTrace Proliferations Experiment

In Abb. 10 ist das Ergebnis einer durchflusszytometrischen Messung des CellTrace-

Experiments abgebildet.
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Abb. 10 Durchflusszytometrie CellTrace-Experiment und Gating Strategie HCT116 ESR2 ERB-
041 Behandlung mit der Detektion einer vitalen Zellpopulation (A) iiber die GroRe (FS) und
der Granularitat (SS), Selektion von Einzelzellen (B) liber Pulse Width (SSC-W) und SS
(SSC-H=Pulse height), Selektion nach GFP-Signal (C) liber die Signale im GFP-(FITC)
und PE-Kanal, CellTrace Messung der GFP-positiven (D) und GFP-negativen Zellen (E)
im APC-Kanal nach Intensitat (a.u.) auf der Abszisse und Anzahl der Zellen (Count) auf
der Ordinatenachse

Bei der Zelllinie HCT116-ESR2-GFP konnte beim Vergleich der normierten Mittelwerte der
CellTrace-Intensitaten zwischen den jeweiligen Behandlungen weder bei den GFP-positiven
(Abb. 11-A) Zellen noch bei den GFP-negativen Zellen (Abb. 11-B) ein signifikanter
Unterschied festgestellt werden.

Ebenfalls zeigte sich kein signifikanter Unterschied beim Vergleich der unterschiedlichen
Behandlung bei den GFP-negativen Zellen der Zelllinie SW620-GFP (Abb. 11-D).
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Ein hochsignifikanter Unterschied zeigte sich bei den GFP-positiven Zellen der Zelllinie
SW620-GFP hinsichtlich der Behandlung (p<0,001) (Abb. 11-C). Bei einer Behandlung mit
ERB-041 und mit PHTPP zeigte sich jeweils eine geringere CellTrace-Intensitat (p<0,001), als
bei der Behandlung mit DMSO (Kontrolle).

Deskriptiv zeigt sich in allen untersuchten Proben ein stets geringerer normierter Mittelwert der
CellTrace-Intensitat bei den mit ERB-041 behandelten Zellen als bei den mit PHTPP
behandelten Zellen (Tabelle 9).

Bei der Zelllinie SW620-GFP weisen GFP-positive und GFP-negative Zellen bei Behandlung
mit ERB-041 und PHTPP einen geringeren normierten Mittelwert der CellTrace-Intensitat auf
als die DMSO-Kontrolle (Abb. 11-C und -D).

Bei der Behandlung mit ERB-041 zeigen GFP-positive HCT116-ESR2-GFP Zellen eine nicht
signifikant hohere Intensitat als die entsprechende Kontrollgruppe mit DMSO als Behandlung
(p=0,788; MWEere-041 NCTI 1,015 £0,048; MWpwmso NCTI 1) (Abb. 11-A).

Ebenfalls bei der Behandlung mit PHTPP zeigen GFP-positive HCT116-ESR2-GFP Zellen
eine nicht signifikant héhere Intensitat als die entsprechende Kontrollgruppe mit DMSO als
Behandlung (p=0,788; MWpxtee NCTI 1,028 +£0,071; MWpuso nCTI 1) (Abb. 11-A).

HCT116-ESR2-GFP | negativ ERB-041 0,987 0,034
PHTPP 1,019 0,016

DMSO 1,000 0,000

positiv ERB-041 1,015 0,048

PHTPP 1,028 0,071

DMSO 1,000 0,000

SW620-GFP negativ ERB-041 0,964 0,032
PHTPP 0,974 0,030

DMSO 1,000 0,000

positiv ERB-041 0,945 0,009

PHTPP 0,950 0,006

DMSO 1,000 0,000

Tabelle 9 Ergebnisse CellTrace Experiment normierte CellTrace-Intensitat
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Abb. 11 normierte CellTrace-Intensitét (y-Achse) mit Mittelwert und Standardfehler des
Mittelwertes von HCT116-ESR2-GFP (oben) und SW620-GFP (unten) Zellen mit
unterschiedlicher Behandlung (x-Achse) nach GFP-positiv (links) und GFP-negativ (rechts)
separat aufgefiihrt
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ERB-041 1372,32 +792,83 1347,40 702,94 1,85%
PHTPP 1392,05 +804,80 1362,69 681,46 2,16%
DMSO 1354,39 +806,96 1346,29 687,97 0,60%

Tabelle 10 Ergebnisse HCT116 CellTrace-Intensitat

Die nicht normierten CellTrace-Intensitaten zeigten bei HCT116-Zellen nur minimale
Unterschiede zwischen GFP-positiven und GFP-negativen Populationen (Differenz 0,6-
2,16 %), die angesichts der hohen Standardabweichungen und geringen Stichprobengréfe
nicht signifikant waren (p=0,49-0,50), jedoch war der Mittelwert der CellTracer-Intensitat in
allen drei Behandlungsgruppen bei den ESR2-GFP-positiven HCT116 hoher (Tabelle 10).

ERB-041 3709,48 +1033,41 2539,56 549,14 46,07%
PHTPP 3721,90 +1012,39 2571,26 +594,56 44,75%
DMSO 3918,50 +1057,49 2632,60 +540,42 48,85%

Tabelle 11 Ergebnisse SW620 CellTrace-Intensitat

Innerhalb der SW620-Zellen zeigte sich in allen Behandlungsgruppen ein Trend (p=0,079-
0,094) zwischen GFP-positiven und -negativen Populationen mit einer durchschnittlich um ca.
45% hoheren Fluoreszenzintensitat in GFP-positiven Zellen, was auf eine reduzierte
Teilungsrate hinweist, siehe Abb. 12 und Tabelle 11.
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Abb. 12 CellTrace Experiment Vergleich nach GFP-Signal der SW620 Zellen (y-Achse) mit
Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes der CellTrace-Intensitit von SW620-GFP Zellen
mit GFP-positiv (links) und GFP-negativ (rechts) nach unterschiedlicher Behandlung (x-Achse)
separat aufgefiihrt

Ein Vergleich der beiden Zelllinien HCT116-ESR2-GFP und SW620-GFP ergab Uber alle
Behandlungen hinweg signifikant hohere CellTrace-Intensitdten in den SW620-Zellen
(p <0,05) siehe Abb. 12. Ahnlich beim Vergleich der GFP-negativen HCT116 und SW620
Zellen, es zeigte sich ein Trend (p=0,058-0,069), somit lag der Mittelwert der CellTrace-
Intensitat (nicht normiert) bei SW620 stets Uber den entsprechenden Pendants nach
Behandlung und GFP-Signal der HCT116 Zellen (ca. 2,7x GFP-positiv und ca.1,9x GFP-
negativ).
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CellTrace Intensitat
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Abb. 13 CellTrace Experiment Vergleich von SW620 GFP und HCT116 ESR2 GFP Zellen (y-

Achse) mit Mittelwert und Standardfehler des Mittelwertes der CellTrace-Intensitat) nach
unterschiedlicher Behandlung (x-Achse) separat aufgefiihrt

3.3 BrdU-Assay

In Abb. 14 ist das Ergebnis einer durchflusszytometrischen Messung des BrdU-Assays
abgebildet.
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Abb. 14 Durchflusszytometrie BrdU-Assay und Gating Strategie HCT116 ESR2 ERB-041
Behandlung mit der Detektion einer vitalen Zellpopulation (A) iiber die GroRe (FS) und der
Granularitat (SS), Selektion von Einzelzellen (nicht gezeigt) liber Pulse Width (SSC-W) und SS
(SSC-H=Pulse height), Selektion nach GFP-Signal (B) iiber die Signale im GFP-(FITC) und PE-
Kanal, Zellzyklusbestimmung der GFP-positiven (C) und GFP-negativen Zellen (D) im APC-
Kanal nach BrdU-Intensitét (a.u.) auf der Ordinatenachse und nach Pl-Intensitét (a.u.) im PerCP
| PerCP-CyTM5.5-Kanal auf der Abszisse

HCT 116 ESR2 GFP | negativ | ERB-041 73,45 [570 |16,87 |7,37 |9,68 1,78
PHTPP 76,29 [0,76 | 14,40 |205 |9,31 1,55

DMSO 76,11 [ 254 | 1474 |334 9,15 1,70

positiv | ERB-041 64,95 [4,92 [2335 [7,10 [11,70 | 2,32

PHTPP 66,93 | 1,91 [2163 [280 |11,44 |209

DMSO 66,31 | 4,57 [2257 [6,05 [11,11 | 1,91

SW620 GFP not ERB-041 59,24 [ 1,65 |1,10 0,20 |39,66 | 1,60
gated  "pHTPP 58,63 | 0,97 | 1,24 0,25 |40,13 | 1,21

DMSO 58,77 | 1,42 |1,52 0,21 [39,71 |[1,63

Tabelle 12 Ergebnisse BrdU-Assay
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Bei den Zelllinien HCT116-ESR2-GFP und SW620 konnten weder bei den GFP-positiven
Zellen noch bei den GFP-negativen Zellen beim Vergleich der anteiligen Zellzyklusphase nach

Behandlung signifikante Unterschiede nachgewiesen werden (Abb. 15).

Bei Behandlung von HCT116-ESR2-GFP GFP-positiven Zellen mit ERB-041 zeigen sich nicht
signifikant weniger Zellen in der Mitosephase G0/G1 (MW 64,95% +4,92%) als bei der
Behandlung mit PHTPP (MW 66,93% +1,91%) oder DMSO (MW 66,31% +4,57).

Der prozentuelle Anteil der Zellen in den proliferativen und aktiveren Zellzyklusphasen G2/M
und S zeigte sich ebenfalls nicht signifikant. In der G2/M Phase zeigte sich ein leicht hdherer
Prozentsatz (MW 23,35% +7,1%) bei der Behandlung mit ERB-041, als bei Behandlung mit
PHTPP (MW 21,63 +2,8%) und DMSO (MW 22,57% +6,05%). In der S-Phase sind die
Prozentsatze nah beieinander mit 11,70% +2,23% bei Behandlung mit ERB-041, 11,44%
+2,09% bei PHTPP-Behandlung und mit 11,11% +1,91% bei der Kontrolle mit DMSO (Tabelle
12).
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Abb. 15 Ergebnisse BrdU-Assay Prozentualer Anteil (y-Achse) der Zellzyklusphasen (x-Achse)
bei unterschiedlicher Behandlung mit GFP-positiven (A), GFP-negativen (B) HCT116-ESR2-GFP

und SW620-GFP (C) Zellen
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Beim Vergleich der GFP-positiven und GFP-negativen Zellen der HCT116-ESR2-GFP Zellen
zeigten sich bei der Behandlung mit PHTPP signifikante Unterschiede wie in Abb. 16 graphisch
dargestellt. Bei Betrachtung der GO/G1-Phase (Abb. 16-A) ist der Unterschied hochsignifikant
(p<0,001) mit einem geringeren Mittelwert bei den GFP-positiven Zellen (MWgoc1 66,93%
1£1,91%) als bei den GFP-negativen (MWgoc1 76,29% 10,76%). Ebenfalls signifikant ist der
Unterschied beim Vergleich in der G2/M-Phase (Abb. 16-B) (p=0,014) mit einem hdheren
Mittelwert bei den GFP-positiven Zellen (MWg2m 21,63% £2,80%) als bei den GFP-negativen
(MWaom 14,40% £2,05%). In der S-Phase (Abb. 16-C) ist der Unterschied nicht signifikant
(p=0,5), jedoch zeigt sich auch hier ein hoéherer Wert fur die ebenfalls proliferative
Zellzyklusphase S bei den GFP-positiven Zellen (MWs 11,44% +2,09%), als bei den GFP-
negativen Zellen (MWs 9,31% £1,55%).

A  Go/G1 PHTPP B GamPHTPP C S PHTPP
p<0,001 Tokk p=0,014 * p=0,5 ns
80 - |—| 25— l | 14 - I |
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& 75- =21 - £ 12
g § 15 7 9
% 70 - E % % 104 [
§ | 3+ 5107 z y %
G 65 o g 5. N 8- .
S S o
o o
positiv negativ positiv negativ positiv negativ
GFP GFP GFP
n=3 n=3 n=3

Abb. 16 PHTPP-HCT116-ESR2-GFP Zellzyklusanalyse Vergleich der Prozentanteile (y-Achse)
von GFP-positiven und GFP-negativen SW620-GFP (x-Achse) bei PHTPP Behandlung bzgl. der
Zellzyklusphasen G0/G1 (A), G2/M (B), S (C)

Beim Vergleich GFP-positiven Zellen und GFP-negativen Zellen bei der Behandlung von
HCT116-ESR2-GFP mit ERB-041 (Abb. 17-A) zeigt sich hinsichtlich der Zellzyklusphasen kein
signifikanter Unterschied, jedoch zeigt sich, dass die GFP-positiven Zellen in der Ruhephase
(GO/G1) weniger sind (MWgoig1 64,95% 14,92%) als die GFP-negativen Zellen (MWago/e1
73,45% +5,70%) und andersherum sich die GFP-positiven Zellen vermehrt in den aktiveren
Zellzyklusphasen befinden (MWg2m 23,35% £7,10%; MWs 11,70% +2,32%), als die GFP-
negativen Zellen (MWgom 16,87% +7,37%; MWs 9,68% +1,78%). Ahnlich sieht es bei der
Behandlung mit DMSO aus (Abb. 17-B). In der Zellzyklusphase G0/G1 ist der Unterschied
signifikant (p=0,026) mit weniger GFP-positiven Zellen (MWgoc1 66,31% 14,57%) als GFP-
negativen Zellen (MWegoc1 76,11% 12,54%). Dementsprechend andersherum lasst sich

deskriptiv sagen, dass sich ebenfalls die GFP-positiven Zellen vermehrt in den aktiveren
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Zellzyklusphasen befinden (MWaeam 22,57% £6,05%; MWs 11,11% +1,91%), als die GFP-
negativen Zellen (MWgam 14,74% £3,34%; MWs 9,15% +1,70%).

A ERB-041 HCT116-ESR2-GFP B DMSO HCT116-ESR2-GFP
ns p=0,026
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E 80 ‘1‘“ E 80 . s
T 60- T T 60- =
c c
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c 404 c 40
ﬁ _i_ A g !E
o 20 o 204
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G0/G1 G2/m ] G0/G1 G2/M S
Zellzyklusphase Zellzyklusphase
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Abb. 17 ERB-041 und DMSO HCT116-ESR2-GFP Zellzyklusanalyse Vergleich der Prozentanteile
(y-Achse) von GFP-positiven und GFP-negativen HCT116-ESR2-GFP bei Behandlung mit ERB-
041 (A) und DMSO (B) bzgl. der Zellzyklusphasen G0/G1, G2/M, S (x-Achse)

Beim Vergleich der Zelllinien bei gleicher Behandlung (Abb. 18) zeigt sich bei der Betrachtung
von der Zelllinie SW620-GFP bei allen Behandlungen, teils signifikant, teils als Trend, teils
nicht signifikant, stets ein geringerer Anteil von SW620-GFP Zellen in der GO/G1-Phase, sowie
in der G2/M-Phase, als bei den HCT116-ESR2-GFP positiven und negativen Zellen. Ebenfalls
bei allen Behandlungen zeigen sich mehr SW620-GFP Zellen in der S-Phase als bei den
HCT116-ESR2-GFP positiven und negativen Zellen.
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Abb. 18 Vergleich der Zellzyklusphasen der Zelllinien je nach Behandlung - Vergleich der
Prozentanteile (y-Achse) von GFP-positiven und GFP-negativen HCT116-ESR2-GFP und
SW620-GFP Zellen bei Behandlung mit ERB-041 (A), PHTPP (B) und DMSO (C) bzgl. der
Zellzyklusphasen G0/G1, G2/M, S (x-Achse)
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3.4 Matrigel-Proliferations Experiment

In den folgenden Abbildungen sind HCT116-ESR2-GFP-Zellen am 10. Tag im Matrigel nach
Hoechstfarbung mittels IF-Mikroskopie erfasst abgebildet. In Abb. 19 sind verbliebende
Einzelzellen, in Abb. 20 Organoide abgebildet.

Uberlagerung (GFP, DAPI, RED) Durchlicht

Abb. 19 FM HCT116-ESR2-GFP im Matrigel mit verbliebenden Einzelzellen (10. Tag, high-
density Kultur und 20x Objektiv nach Hoechstfarbung) im GFP-Kanal (A), DAPI-Kanal (B),
Uberlagerung des GFP, DAPI und Cy3-Kanal (C) und Durchlicht (D), Fluoreszenzkanile (A-C)
mit individuell angepasstem linearem Kontrast zur besseren Visualisierung

70



Ergebnisse

Uberlagerung (GFP, DAPI, RED)

Abb. 20 FM HCT116 ESR2-GFP Organoide im Matrigel mit Organoiden (10. Tag low-density

Kultur und 5xObjektiv nach Hoechstfiarbung) im GFP-Kanal (A), DAPI-Kanal (B), Uberlagerung
des GFP, DAPI und Cy3-Kanal (C) und Durchlicht (D)

Die Ergebnisse des Matrigel-Versuchs sind in der unten aufgefiihrten Tabelle 13 und Tabelle

14 aufgetragen. In allen HCT116-ESR2-GFP und SW620-GFP Proben zeigt sich im Verlauf
uber 10 Tage eine Abnahme der Einzelzellen (Abb. 21).
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Abb. 21 Wachstum der HCT116-ESR2-GFP Singletten im Matrigel - Vergleich des Wachstums
von HCT116-ESR2-GFP Einzelzellen (MW y-Achse) im Matrigel iiber die Zeitpunkte 2, 5 und 10
Tage (x-Achse) bei Behandlung mit ERB-041, PHTPP und DMSO in der high-density Kultur (hd)
und low density Kultur (Id)

Nur in der high-density Kultur der HCT116-ESR2-GFP Zellen zeigten sich an Tag zwei schon
Organoide, jedoch waren es sehr wenige mit 0,54+0,68 bei den mit ERB-041 behandelten
Zellen und 0,07+0,12 bei den mit PHTPP und 0,07+0,06 bei den mit DMSO behandelten

Zellen. In allen anderen Proben konnten keine Organoide nachgewiesen werden.

low-density | ERB-041 2 310 | 095 | 450 | 246 | 0,00 | 0,00
5 307 | 091 | 360 | 210 | 0,77 | 0,99

10 1,73 | 0,25 | 1,03 | 057 | 040 | 0,69

PHTPP 2 488 | 089 | 474 | 1,93 | 000 | 0,00

5 245 | 126 | 351 | 095 | 181 | 1,78

10 103 | 082 | 1,02 | 088 | 1,39 | 2,08

DMSO 2 289 | 1,06 | 2,67 | 287 | 000 | 0,00

5 1,74 | 045 | 481 | 266 | 122 | 1,35

10 124 | 060 | 1,80 | 1,30 | 1,42 | 188

high- ERB-041 2 589 | 2,06 | 541 | 267 | 054 | 0,68
density 5 350 | 046 | 6,79 | 693 | 0,11 | 0,19
10 141 | 060 | 197 | 1,11 | 041 | 040

PHTPP 2 557 | 1,20 | 510 | 2,02 | 007 | 012

5 253 | 095 | 560 | 382 | 257 | 3,16

10 127 | 1,16 | 247 | 156 | 2,97 | 3,35

DMSO 2 843 | 125 | 983 | 2,75 | 0,07 | 0,06

5 376 | 2,00 | 7,72 | 2,02 | 338 | 3,93

10 218 | 241 | 411 | 342 | 435 | 544

Tabelle 13 HCT116-ESR2-GFP Matrigel-Experiment Ergebnisse
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low-density | ERB-041 2 1,27 | 090 | 020 | 035 | 000 | 0,00
5 017 | 029 | 000 | 000 | 000 | 0,00

10 007 | 012 | 000 | 000 | 000 | 0,00

PHTPP 2 053 | 061 | 037 | 064 | 000 | 0,00

5 020 | 026 | 037 | 064 | 000 | 0,00

10 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00

DMSO 2 1,43 | 1,76 | 150 | 1,80 | 0,00 | 0,00

S 033 | 058 | 044 | 077 | 000 | 0,00

10 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 0,00

high- ERB-041 2 440 | 440 | 167 | 247 | 000 | 0,00
density 5 023 | 040 | 007 | 012 | 000 | 0,00
10 0,03 | 006 | 000 | 000 | 000 | 0,00

PHTPP 2 087 | 064 | 080 | 1,22 | 0,00 | 0,00

5 020 | 020 | 017 | 029 | 0,00 | 0,00

10 0,00 | 0,00 | 000 | 000 | 000 | 0,00

DMSO 2 393 | 474 | 243 | 331 | 000 | 0,00

5 020 | 035 | 027 | 046 | 000 | 0,00

10 0,00 | 000 | 000 | 000 | 000 | 000
Tabelle 14 SW620-GFP Matrigel-Experiment Ergebnisse

3.4.1 Vergleich der ERB-041-, PHTPP- und DMSO-Gruppen bei HCT116-ESR2-GFP

Deskriptiv zeigen sich in der low-density-Kultur bei HCT116-ESR2-GFP Zellen an Tag 10 die
meisten Singletten bei der ERB-041 Probe mit 1,73+0,25. Bei PHTPP Behandlung verblieben
1,03+0,82 und bei DMSO-Behandlung 1,24+0,60 Singletten an Tag 10 (Abb. 22).

Singlets HCT116-ESR-GFP low density
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Abb. 22 Wachstum der HCT116-ESR2-GFP Singletten in der low-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Einzelzellen (MW y-Achse) in der low-
density-Matrigel-Kultur tGber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit
ERB-041, PHTPP und DMSO
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In der low-density Kultur bei HCT116-ESR2-GFP Zellen an Tag 10 zeigten sich am wenigsten
Organoide bei der ERB-041 Probe mit 0,4 +0,69. Bei PHTPP Behandlung lagen 1,39 +2,08
und bei DMSO-Behandlung 1,42 +1,88 Organoide an Tag 10 vor (Abb. 23).
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Abb. 23 Wachstum der HCT116-ESR2-GFP Organoiden in low-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Organoiden (MW y-Achse) in der low-
density-Matrigel-Kultur Gber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit
ERB-041, PHTPP und DMSO

In der high-density Kultur bei HCT116-ESR2-GFP Zellen (Abb. 24) an Tag 10 zeigten sich die
meisten Singletten bei der DMSO-Probe mit 2,18 £2,41. Bei ERB-041 Behandlung verblieben
1,42 0,60 und bei PHTPP Behandlung 1,27 £1,16 Singletten an Tag 10.
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Abb. 24 Wachstum der HCT116-ESR2-GFP Singletten in high-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Einzelzellen (MW y-Achse) in der high-
density-Matrigel-Kultur tUber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit
ERB-041, PHTPP und DMSO
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An Tag 10 lagen in der high-density Kultur bei den HCT116-ESR2-GFP Zellen (Abb. 25) bei
der ERB-041 Probe am wenigsten Organoide vor mit 0,42 +0,40. Bei PHTPP-Behandlung
lagen 2,97 £3,36 und bei DMSO-Behandlung 4,35 +5,44 Organoide an Tag 10 vor.
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Abb. 25 Wachstum der HCT116-ESR2-GFP Organoiden in high-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Organoiden (MW y-Achse) in der high-
density-Matrigel-Kultur Gber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit
ERB-041, PHTPP und DMSO

3.4.2 Wachstumsverhalten HCT116-ESR2-GFP

Bezlglich des Matrigel-Experiments ist bei einer wachsenden und proliferierenden Zellkultur
Uber die Tage 2,5 und 10 ein kontinuierlicher Abfall der Singletten zu antizipieren, da bei
Proliferation Singletten in das Stadium der Multipletten Gbergehen wirden, wie teilweise in
Abb. 26 zu beobachten. Dies zeigt sich in der low-density-Kultur bei den HCT116-ESR2-GFP
Zellen, wie in Abb. 29-A ersichtlich. Bei den Multipletten kénnte man initial deswegen eine
Steigerung an Tag 5 erwarten, jedoch dann an Tag 10 eine sinkende Zahl, da eine
Transformation zu Organoiden zu erwarten ware bei Wachstumstendenz. Folglich misste in
einer proliferierenden Zellkultur die Anzahl der Organoide kontinuierlich Uber die Zeit steigen
(siehe Abb. 29-B). In Abb. 27 sind Organoide in einer 2D-FM-Aufnahme von HCT1165SR2¢FP.
Zellen abgebildet und mittels Z-Stack in 3D in Abb. 28.
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Durchlicht

&..

o'

Abb. 26 FM HCT116 ESR2-GFP Einzelzellen und differenzierbare Zellaggregate (Multipletten) im
Matrigel (2. Tag low-density Kultur und 20xObjektiv) im GFP-Kanal (A) und Durchlicht (B)
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Uberlagerung (GFP, DAPI, RED)

Abb. 27 FM HCT116-ESR2-GFP Organoide im Matrigel mit Organoiden (10. Tag low-density

Kultur und 20xObjektiv nach Hoechstfiarbung) im GFP-Kanal (A), DAPI-Kanal (B), Uberlagerung
des GFP, DAPI und Cy3-Kanal (C) und Durchlicht (D)

Abb. 28 HCT116-ESR2-GFP Organoide im Matrigel in 3D-Rekonstruktion
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A Singlets HCT116-ESR-GFP
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Abb. 29 Wachstumsverhalten im Matrigelexperiment A: Singlettenabfall in der Kontroligruppe
(DMSO) von HCT116-ESR2-GFP Zellen in low-density-Matrigel-Kultur mit dem MW der Anzahl
(y-Achse) liber die Zeit (x-Achse) B: Schemenhaftes Proliferationsmodell des
Matrigelexperiments

Betrachtet man unter diesen Gesichtspunkten das Verhalten der Zelllinie HCT116-ESR2-GFP
in high-density Kultur fallt bei ERB-041 Behandlung (Abb. 30-A) auf, dass die Singletten
abfallen, es zu einem Ansteigen der Multipletten an Tag 5 kommt, mit deutlichem Abfall an
Tag 10. Ein Ansteigen der Organoide ist jedoch nicht zu beobachten.

Dieses Verhalten zeigt sich bei PHTPP-Behandlung (Abb. 30-B) ahnlich, aul’er dass es zu
einer steigenden Anzahl an Organoiden kommt. Bei DMSO-Behandlung (Abb. 30-C) bleibt das

initiale Wachstum der Multipletten aus, die Organoide steigen ebenfalls.
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Abb. 30 Wachstum der HCT116-ESR2-GFP in high-density-Matrigel-Kultur - Vergleich des
Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Zellen (MW y-Achse) in der high-density-Matrigel-Kultur
iiber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit ERB-041 (A), PHTPP(B) und
DMSO(C)
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In der low-density Kultur (Abb. 31) der HCT116-ESR2-GFP Zellen zeigt sich ein ahnliches
Verhalten bei ERB-041 Behandlung wie in der high-density Kultur, jedoch fallt auf, dass sich
die Singletten zwischen Tag 2 und 5 auf statischem Niveau halten (MWiq.s-1ag2 3,10 £ 0,95;
MWig.s-Tag 5 3,07 £ 0,91). Das Organoid-Wachstum ist ebenfalls schwach.
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Abb. 31 Wachstum unter ERB-041 von HCT116-ESR2-GFP in low-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Zellen (MW y-Achse) in der low-density-
Matrigel-Kultur tiber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit ERB-041

Bei Betrachtung der low-density Kultur der HCT116-ESR2-GFP Zellen, zeigt sich ahnliches
Verhalten wie bei der high-density Kultur bei PHTPP-Behandlung (Abb. 32) und DMSO-
Behandlung (Abb. 33) mit einem Organoid-Anstieg bis Tag 10.
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Abb. 32 Wachstum unter PHTPP von HCT116-ESR2-GFP in low-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Zellen (MW y-Achse) in der low-density-
Matrigel-Kultur iiber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit PHTPP
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HCT116-ESR-GFP low density DMSO
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Abb. 33 Wachstum unter DMSO von HCT116-ESR2-GFP in low-density-Matrigel-Kultur -
Vergleich des Wachstums von HCT116-ESR2-GFP Zellen (MW y-Achse) in der low-density-
Matrigel-Kultur iiber die Zeitpunkte 2, 5 und 10 Tage (x-Achse) bei Behandlung mit DMSO

3.4.3 Vergleich der low-density und high-density Kultur

Bei den HCT116-ESR2-GFP Zellen lagen entsprechend signifikant mehr Singletten in der
high-density Kultur an Tag 2 bei der Kontrollgruppe (DMSO-Behandlung, siehe Abb. 34) vor
(p=0,004) MWi4.s 2,89+1,06 und MWhq.s 8,43£1,25.

Singlets DMSO Tag 2 HCT116-ESR-GFP
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Abb. 34 High- vs. low-density Kultur Einzelzellen HCT116-ESR2-GFP Tag 2 DMSO

Ebenfalls bei den Multipletten (DMSO-Behandlung) lagen an Tag 2 signifikant weniger in der
low-density Kultur vor (p=0,035) MWi4.m 2,67%2,87 und MWha.m 9,83+2,75 (Abb. 35).
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Multiplets DMSO Tag 2 HCT116-ESR-GFP
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Abb. 35 High- vs. low-density Kultur Multipletten HCT116-ESR2-GFP Tag 2 DMSO

Deskriptiv lagen auf3er bei den Singletten bei ERB-041 Behandlung an Tag 2 stets mehr
Singletten, Multipletten und Organoide in der high-density Kultur an Tag 2 (Abb. 36) und Tag
10 (Abb. 37) bei den HCT116-ESR2-GFP Zellen vor.

Tag 2 HCT116-ESR-GFP high- vs low-density Kultur
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Abb. 36 High- vs. low-density Kultur HCT116-ESR2-GFP Tag 2
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Tag 10 HCT116-ESR-GFP high- vs low-density Kultur
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Abb. 37 High- vs. low-density Kultur HCT116-ESR2-GFP Tag 10
3.4.4 SW620-GFP im Matrigel

Die SW620-GFP Zellen lielten sich bei der low-density Kultur, als auch bei der high-density
Kultur sehr schlecht im Matrigel kultivieren (Abb. 38).
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Abb. 38 FM SW620-GFP Zellen im Matrigel an Tag 2 mit teils avitalen und vitalen Einzelzellen

An Tag 10 zeigten sich bei den SW620-GFP Zellen nur bei den mit ERB-041 behandelten

Zellen lebendige Singletten mit 0,07+0,12 in der low-density Kultur (Abb. 39) und 0,03£0,06 in
der high-density Kultur (Abb. 40).
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Abb. 39 Low-density Kultur Einzelzellen SW620-GFP
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Abb. 40 High-density Kultur Einzelzellen SW620-GFP

Beim Vergleich von ERB-041 und PHTPP behandelten SW620-GFP Zellen ist zu erwahnen,
dass weniger Singletten an Tag 2 in der low- und high-density Kultur bei PHTPP Behandlung
vorliegen (MWiy.sers-041 1,27 £0,90; MWi4.s.prrep 0,53 0,61 und MWhg.s.ers-041 4,40 £4,40. und
MWha.s-prtep 0,87 £0,64) (Abb. 41).
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Abb. 41 High- vs. low-density Kultur Einzelzellen SW620-GFP an Tag 2

Zur Bildung von SW620-GFP Organoiden ist es bis Tag 10 nicht gekommen (Abb. 42).
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Abb. 42 Ergebnisiibersicht SW620-GFP im Matrigelexperiment

3.4.5 Vergleich der Zelllinien
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Bei der ersten Messung an Tag zwei lagen stets weniger Singletten bei den SW620-GFP vor
als bei den HCT116-ESR2-GFP Zellen. Deskriptiv lasst sich sagen, dass die HCT116-ESR2-

GFP Zellen deutlich besser im Matrigel zu kultivieren sind als die SW620-GFP.

Im Vergleich mit den HCT116-ESR2-GFP sind die an Tag 10 verbleibenden SW620-GFP-
Singletten (ERB-041-Behandlung) signifikant weniger bei den SW620-GFP Zellen als bei den
HCT116-ESR2-GFP Zellen (low-density Kultur: p<0,001, MWq.s-erB-041-swe20-crp 0,0710,12,
MW ,y.s-ers-041-HcT116-ESR2-GFP 1,73 £0,25; high-density Kultur: p=0,017, MWhg.sers-041 0,0310,06,
MWhd.s-erB-041-HcT116-EsR2-GFP 1,41 £0,60) (Abb. 43).
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Abb. 43 HCT116-ESR2-GFP vs. SW620-GFP Einzelzellen an Tag 10 nach ERB-041 Behandlung
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4 Diskussion

Der Ostrogenrezeptor beta (ERB) und seine Rolle in der Genese des kolorektalen Karzinoms
wird seit einigen Jahren untersucht, ist jedoch weiterhin unklar. Der ERPB ist der
vorherrschende Ostrogenrezeptor im Darmepithel (77) und wird GroBteils mit protektiven
Eigenschaften im CRC assoziiert (77, 96, 102, 103, 105, 110). Ebenfalls protektiv beztiglich
einem CRC scheint das Vorhandensein von erhéhten Ostrogenspiegeln im menschlichen
Organismus, wie es bei Frauen vor der Menopause und bei Einnahme einer
Hormonersatztherapie nach der Menopause der Fall ist (15, 61, 67, 94-97, 111). Es scheint
sich um eine kombinatorische protektive Wirkung zu handeln, bei dem die Ostrogenwirkung
rezeptor-vermittelt erfolgt (72). Der Ostrogenrezeptor alpha wird im CRC - sowie in anderen
onkologischen Erkrankungen - eher mit Tumorproliferation assoziiert (104, 105). Da einerseits
das kolorektale Karzinom eines der haufigsten Karzinome des Menschen darstellt (1) und
andererseits ein Grofteil der Patienten nicht an dem Primartumor, sondern an der
metastasierten Situation und Rezidiven verstirbt (2), ist eine Erforschung der verantwortlichen
Mechanismen von besonderem Interesse.

Der Forschungsbereich Dormancy beschaftigt sich mit den Mechanismen, die einerseits den
Ruhemodus von disseminierten, dormanten Tumorzellen hervorrufen und andererseits mit der
gefahrlichen Reaktivierung der dormanten Tumorzellen, die zu potenziell tédlichen und
therapielimitierenden Metastasen und Rezidiven fiihren. Aufgrund der anatomischen
Verhaltnisse ist das am haufigsten betroffene Organ im kolorektalen Karzinom die Leber (16,
17). In vivo konnte zuvor eine Interaktion des ER mit der wichtigen p38 Schaltstelle (p38/ERK
Aktivitdt) des Dormancy-Programms ausgemacht werden (43, 85).

Diese Arbeit wurde durchgefihrt, um das biologische Verhalten in vitro von ERf-
exprimierenden, einzelnen, kolorektalen Karzinomzellen zu untersuchen. In einem ersten
Schritt erfolgte die lentivirale ESR2-GFP-Transduktion der HCT116 Zelllinie. Im Folgenden
wurden zwei Proliferationsassays durchgefiihrt, die jeweils mit Durchflusszytometrie
gemessen wurden. Es erfolgte jeweils eine Behandlung der HCT116-ER Zellen in vitro mittels
des ERB-Agonisten ERB-041 und des Antagonisten PHTPP, sowie eine Kontrolle mittels des
Lésungsmittels DMSO.

Die Proliferation der HCT116- und SW620-Zellen wurden mittels eines fluoreszierenden
CellTrace Farbstoffes untersucht (eine abnehmende Intensitéat bedeutet mehr Verdiinnung
durch Zellteilung), sowie mittels BrdU-Assay der Zellzyklus ermittelt.

In dem Kernexperiment meiner Arbeit wurde die Situation von disseminierten Tumorzellen in
der Leber als Einzelzelle in mit Matrigel gefillten chamberslides imitiert. Es erfolgte eine

regelmafige Behandlung mit ERB-041, PHTPP und DMSO, sowie eine regelmaflige manuelle
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Auszahlung und Beurteilung der Proliferation mittels Fluoreszenzmikroskopie. Die

Experimente wurden jeweils mit n=3 biologischen Replikaten durchgefiihrt.

4.1 CellTrace-Assay: Keine Signifikanz; geringerer Proliferation in
PHTPP-Gruppe

Die Nutzung des CellTrace-Farbstoffes ermdglichte eine quantitative Erfassung von
Zellteilungen mittels Durchflusszytometrie, wobei eine geringere Fluoreszenzintensitat auf
eine erhohte Zellteilungsrate hinweist. Die Zelllinie HCT116-ESR2-GFP und die GFP-
negativen SW620-Zellen zeigten keine signifikanten Unterschiede der normierten CellTrace-
Intensitat (nCTI) zwischen den Behandlungen. In allen Experimenten war die nCTI unter
PHTPP- hoher als bei ERB-041 Behandlung, was der Hypothese einer antiproliferativen
Wirkung des ERp-Agonisten widerspricht. In GFP-positiven SW620-Zellen flihrte eine
Behandlung mit ERB-041 und PHTPP im Vergleich zu DMSO jeweils zu einer signifikant
geringeren nCTI (p<0,001). Die SW620 Zellen haben eine schwache endogene ER-
Expression, eine Manipulation am ERB koénne hier bei agonistischer und antagonistischer
Behandlung die Proliferation beeintrachtigt haben.

Insgesamt blieben die Ergebnisse der ERB-Stimulation mittels ERB-041 und Inhibition mit
PHTPP in den transduzierten HCT116-ESR2-GFP Zellen und nicht transduzierten SW620

Zellen leider inkonklusiv.

Vergleichbare Studien zu CellTrace-basierten Proliferationsexperimenten in HCT116- und
SW620-Zellen liegen bisher nicht vor. Ma et al. verdéffentlichen eine Arbeit 2023, in der sie
mittels eines CFSE-CellTrace Farbstoffes eine dosisabhangige antiproliferative Wirkung von
Oxaliplatin an T-Zellen in einem CRC-Mausmodell nachweisen konnten (122). Dies zeigt die
grundsatzliche Eignung des von mir verwendeten CellTrace-Ansatzes fiir Proliferationsstudien
im onkologischen Kontext.

Hartman et al. fiihrten Proliferationsexperimente nach ERB-Uberexpression mit CRC-Zelllinien
durch (HCT116, SW480 und HT29). Nach einer Stimulation mit 10nMol/L E2 wurde in den
HCT116- und SW480-Zellen eine verminderte Proliferation beobachtet (85). Ein methodischer
Unterschied zu meinen Versuchen bestand darin, dass Hartmann et al. 24h vor den
Experimenten das FBS im Zellkulturmedium durch mit Aktivkohle behandeltes FBS ersetzt
haben, mit dem Ziel die darin vorhandenen Steroidhormone (u.a. Ostrogene), andere Lipide,
Fettsduren, Wachstumsfaktoren und Vitamine zu eliminieren. Des Weiteren wurde von
Hartmann et al. kein ERB-Antagonist zur Kontrolle genutzt. Der fir meine Arbeit verwendete
Antagonist PHTPP wirkt als selektiver ERB-Antagonist und blockiert als ,,silent antagonist“den

ERB ausschliellich, ohne die basale Rezeptoraktivitat zu beeinflussen (123).
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Topi et al. konnten einen wichtigen Beitrag zu dem Kontext dieser Arbeit leisten, indem sie die
tumorsuppressiven Effekte des ERB anhand von klinischen Daten an CRC-Patienten, mit
CRC-Zellen in vitro sowie anhand eines Zebrafish-Xenograft-Modells in vivo untersuchten
(124). Der Fokus ihrer Arbeit bestand in der Wirkung des ER auf die entziindlichen Prozesse
und wie sie die Progression bzw. das Verhalten von CRC-Zellen beeinflussen. Neben anderen
Zelllinien wurde hier ebenfalls die Stimulierung des Ostrogenrezeptors in der Zelllinie HCT116
untersucht. Wahrend ich mit einer ERB-041 Konzentration von 100nM gearbeitet habe, nutzen
diese jedoch 60nM Uber einen Zeitraum von 48h und 72h. Die Arbeit konnte zeigen, dass die
HCT116 und Caco-2 Zellen (eine weitere CRC-Zelllinie) eine endogene ERp-Expression
haben. Nach Stimulation mit ERB-041 zeigte sich eine erhohte ESR2-mRNA sowie eine
erniedrigte MYC-mRNA und CTNNB1-mRNA (kodiert fur -Catenin) in beiden Zelllinien. Die
ebenfalls untersuchte CCND1-mRNA, die fir Cyclin D1 kodiert, war in Caco-2 Zellen ebenfalls
erniedrigt, nicht aber bei den HCT116 Zellen, in denen eine B-Catenin Mutation vorliegt. Somit
zeigt sich eine Zelllinien-abhangige Expressionskaskade des ERp -Signalwegs, die ggf. auch
fur die inkonklusiven Ergebnisse meiner Arbeit relevant sein kénnten. Grundsatzlich konnte
die Arbeit von Topi et al. die in der Einleitung genannten Beobachtungen unterstitzen, dass
es ERB-vermittelt zu einer antiproliferativen Wirkung und einem Zellzyklusarrest kommt. Die
ERB-vermittelte Herunterregulierung von MYC- und CTNNB1-mRNA zeigt ebenfalls die tumor-
protektive Signalwirkung. Dass dies in der Arbeit von Topi et al. durch eine agonistische
Stimulation mit der gleichen Substanz (ERB-041) wie in meiner Arbeit erreicht wurde ist ein
gutes Beispiel dafir, dass der methodische Aufbau meiner Arbeit, bei der ich leider wenig
konklusive Ergebnisse gefunden habe, dennoch sinnvoll fiir die Untersuchung der Hypothese

ist.

Aufgrund meiner inkonklusiven Ergebnisse kdnnte ein nachster Schritt fir anschlieRende
Arbeiten darin bestehen, zur weiteren Validierung der ERB-Expression nach der Transduktion
neben der GFP-Expression eine zusatzliche Methode heranzuziehen.

Ein methodischer Aspekt, der beriicksichtigt werden muss, sind die hier beschriebenen teils
erheblichen Intensitdtsschwankungen innerhalb der Messansatze. Die Reproduzierbarkeit
innerhalb einzelner Proben war jedoch gegeben, was die Validitdt der Ergebnisse trotz
interexperimenteller Variation stitzt. Die Normierung auf DMSO-Proben erwies sich als
notwendige und effektive Strategie, um Vergleichbarkeit zwischen den Experimenten

herzustellen.

90



Diskussion

4.2 Ligandenunabhangige antiproliferative Wirkung des ERf
moglich
Beim Vergleich der GFP-positiven (und damit ERB -transduzierten) und GFP-negativen (und
damit auch ERB-Wildtyp) Zellen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede. Ein Vergleich
der beiden Gruppen (GFP-positiv und GFP-negativ) kann als interne Kontrolle genutzt werden,
um Rulckschlisse auf die Wirkung bei Vorliegen bzw. Fehlen des ER zu schlie3en.
Beim deskriptiven Vergleich der ERB-positiven und ERB-negativen HCT116 Zellen zeigt sich
sowohl bei ERB-041, als auch bei PHTPP-Behandlung eine erhéhte nCTIl in den ER-
positiven HCT116-ESR2-GFP Zellen.
Bei genauer Betrachtung der nicht normierten Rohdaten zeigten sich die nCTI-Werte der
jeweiligen GFP-positiven und GFP-negativen Versuchspaare nah beieinander, jedoch war der
Mittelwert der CellTrace-Intensitat in allen drei Behandlungsgruppen bei den ESR2-GFP-
positiven HCT116 hdher (ERB-041: 1,85%; PHTPP: 2,16% und DMSO: 0,6%) und deutet
somit auf eine geringere Proliferation in diesen Zellen hin.
Wenngleich die Interpretation sehr vorsichtig vorgenommen werden sollte, lasst sich ein
ligandenunabhangiger Effekt durch das reine Vorliegen des ERp diskutieren, da sich bei den
ERB-positiven HCT116 Zellen behandlungsunabhangig eine erhéhte nCTl messen liel3 und
somit weniger Zellteilungen und Proliferation stattfand, als in den ERp-negativen (GFP
negativen) internen Kontrollzellen.
Eine ligandenunabhéangige ERp-Aktivierung wurde ERK-abhangig in Osteoblasten von
Castillo et al. beschrieben (125). Diese fanden eine EGFR-Rezeptor abhangige Aktivierung
des ERp Uber die Kinasenkaskade Ras/Raf/MAPK, was zu einer ligandenunabhangigen
Ostrogenrezeptor vermittelten Genexpression fiihrte (81).
EGF und direkte Agonisten und Antagonisten sind zumindest nicht in den von mir in den
vorliegenden Experimenten genutzten Zellkulturmedien (L-15 und McCoy's) enthalten, jedoch
kann eine indirekte Beeinflussung durch enthaltene Lipide und Vitamine nicht ausgeschlossen
werden. Auch das in der Zellkultur verwendete FBS kann Spuren von E2, Zytokinen und
Wachstumshormonen enthalten.
Mittels western blot Analyse zeigten Hartman et al. ebenfalls eine ERB abhangige Induktion
von p142RF(p53 Stabilisierer), p53, p21 und p27. C-MYC und p45 (p27-Regulierer) waren
herunterreguliert. Dies konnte bei in der DNA-Bindungsdoméne (DBD) mutiertem ER, bei
dem eine ERE-Interaktion nicht moglich ist, nicht nachgewiesen werden. Allein der Ligand
reichte nicht aus fur eine protektive Wirkung. Mittels realtime PCR zeigte sich eine E2-
unabhangige c-MYC-mRNA Reduktion um 70% bei intakter DBD. Die Arbeit von Hartman et
al. spricht entsprechend teilweise fir eine ERB vermittelte antiproliferative Wirkung, die nicht
nur durch Vorhandensein des Liganden E2 erreicht werden kann. Dies unterstitzt die

ligandenunabhangige These aus den CellTrace Versuchen meiner Arbeit.
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4.3 Unterschiede SW620 und HCT116

Beim Vergleich der GFP-positiven und GFP-negativen SW620 Zellen zeigt sich ebenfalls bei
Betrachtung der nicht normierten Daten, dass die CellTrace-Intensitat in allen
Behandlungsgruppen deutlich héher in der GFP-positiven Gruppe war (ERB041 1:1,46;
PHTPP 1:1,45 und DMSO 1:1,49). Eine Erklarung konnte sein, dass die GFP-Produktion
metabolisch aufwendiger fur die Zellen ist und diese somit im Vergleich zu den GFP-negativen
Zellen nicht so schnell proliferieren kénnen.

Der Mittelwert der CellTrace-Intensitat (nicht normiert) war bei den SW620 stets grofer als bei
den HCT116 Versuchspaaren (ca. 2,7x GFP-positiv (p <0,05) und ca.1,9x GFP-negativ
(p=0,058-0,069)). Der beobachtete Proliferationsunterschied ist konkordant mit den géngigen
Darstellungen der Literatur, in der die Dopplungsrate der SW620 Zelllinie (aus einer humanen
Metastase) langsamer als die der HCT116 Zellen (von einem Primartumor stammend) ist (116,
117).

In meinen Experimenten vorteilhaft ist, dass GFP-positive und GFP-negative Zellen vor der
Messung gemeinsam in derselben Zellkultur inkubiert wurden und somit identische
Bedingungen erfahren haben. Da die Trennung der Zellpopulationen erst bei der Messung
erfolgte, kann eine gegenseitige parakrine Beeinflussung Uber das Kulturmedium beim
Vergleich der ERp-positiven und ERpB-negativen HCT116-Zellen dennoch nicht

ausgeschlossen werden.

4.4 BrdU-Assay: kein ERB-041 vermittelter Zellzyklusarrest bei
fehlender Signifikanz

In dem fir diese Arbeit durchgefuhrten BrdU-Zellzyklusanalyseexperiment konnte mit den
HCT116-ESR2-GFP und SW620-GFP Zellen kein signifikantes Ergebnis beim Vergleich der
unterschiedlichen Behandlungsgruppen gezeigt werden.

Gemal der Hypothese, dass eine agonistische Stimulation des ERB zu einer
Proliferationshemmung fiihrt, ware in dem BrdU-Experiment ein GO-Zellzyklusarrest
anzunehmen, so wie ihn auch die Arbeitsgruppe um Hartmann et al. fiir SW480 Zellen zeigen
konnte (75% der Zellen in der G1-Phase). In meiner Arbeit waren von den agonistisch mit
ERB-041 behandelten HCT116-ESR2-GFP Zellen 64,95% der GO/G1-Phase zuzuordnen,
23,35% der G2/M-Phase und 11,70% der S-Phase.

Hartman et al. verwendeten zusatzlich eine Kontrollzelllinie mit mutierter DNA-
Bindungsdoméane des ERB. In diesen Zellen zeigten sich weder im Proliferationsassay noch
in der Zellzyklusanalyse antiproliferative Effekte. So lag der Anteil der G1-Phase in den

SWA480ERF-DEDMU Zgllen mit 58 % auf einem &hnlichen Niveau wie in der Kontrollgruppe (52 %).
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Die SW480R*2 Zellen von Hartmann et al. lagen auch in den mit Proliferation assoziierten
Zellzyklusphasen vor, wenn auch weniger als in den hier von mir dargestellten Ergebnissen.
Wahrend Hartmann et al. einen deutlicheren Unterschied zur Kontrollgruppe nachweisen
konnten, zeigte sich der Effekt nicht in den von mir mit HCT116-Zellen durchgefiihrten
Experimenten.

Entgegen der Hypothese befanden sich bei mir die mit PHTPP und DMSO (Kontrolle)
behandelten Zellen vermehrt in der G1-Phase mit 66,93% und 66,31%. Der Effekt war gering
und statistisch nicht signifikant, jedoch auch bei den GFP-negativen HCT116-ESR2 Zellen
aufgetreten.

Beim Vergleich der GFP-positiven HCT116-ESR2-GFP und GFP-negativen HCT116-ESR2
Zellen fallt auf, dass die GFP-negativen HCT116-ESR2 Zellen, unabhangig von der
Behandlung, vermehrt in der GO/G1-Phase zu finden waren und entsprechend weniger in der

G2/M-Phase, wobei das Niveau in der S-Phase naher zusammen blieb mit ca. 9% und 11%.

Zu diskutieren ist, inwieweit die Zellen, die kein GFP mehr produzieren (aufgrund der
Selektionsprozesse Gating und Puromycin ist eine initiale GFP-Produktion anzunehmen) unter
Stress stehen und eher den avitaleren Populationsanteil darstellen und somit ein Bias besteht.
Es ware mdglich, dass stressbedingt die aufwendige GFP-Produktion eingestellt wurde und
folglich auch keine Ressourcen zur Proliferation bereitstehen - oder die Zelle bereits den

Apoptoseweg eingeschlagen hat.

Ein zu beachtender Unterschied zwischen meinem Experiment und dem von Hartman et al.
ist die initiale Synchronisierung des Zellzyklus mit 40pumol/L Mevinolin, die Hartmann et al.
durchfuhrten. AuRerdem wurde mit Aktivkohle gereinigtes FBS verwendet um eine obskure
Wirkung auf den ERR auszuschliefen. Dieser sinnvolle Schritt ist in meiner Arbeit nicht
beachtet worden. Die Inkubationszeit von 36h bei Hartman et al. glich dem Setup meines

Experimentes.

Méoglicherweise ist auch die einmalige Stimulation mit einem Agonisten/Antagonisten nicht
ausreichend bzw. deren Effekt Uber 36h nicht mehr nachweisbar. Dies ware bei einer friheren
Beurteilung ggf. aufgefallen. Diesbezlglich ware es sinnvoll, weitere Zeitintervalle zu
untersuchen und mit unterschiedlichen Konzentrationen des ERB041 und PHTPP zu arbeiten.
Hartman et al. haben initial, dann nach 16h, 24h und 36h eine Zellzyklusbestimmung
durchgefiihrt. Anfangs befanden sich die ERB-041- und Kontrollzellen zu 89% in der G1
Phase, nach 16h nur noch 70% in der Kontrollgruppe wahrend die ERB-041-Zellen noch zu
87% von initial 89% in der G1 Phase sich befanden. Nach 24h waren es jedoch schon 10%

(77%) weniger, Uber die Zeit war insgesamt auch hier ein fallender Trend zu beobachten.
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Moglicherweise hatte nach einer noch langeren Inkubationszeit eine Angleichung
stattgefunden. In den von mir durchgefuhrten Matrigelexperiment erfolgte alle 48h ein

Mediumwechsel mit erneuter Behandlung - hier konnte ich einen Effekt beobachten.

Des Weiteren ist ein Rebound-Phanomen zu diskutieren. Dies kdnnte bei PHTPP Behandlung
zu einer kompensatorischen Upregulation von ERB nach Blockade flihren und so die
antiproliferativen Effekte im CellTrace-Proliferationsassay und Brdu-Zellzyklusassay bei

PHTPP Behandlung erklaren. In der Literatur wurden diesbezlglich keine Arbeiten gefunden.

Beim Vergleich der SW620 Zellen, bei denen keine ERB-Transduktion erfolgt ist, und den
HCT116-Zellen zeigt sich unabhangig der Behandlung eine deutliche Tendenz zu einem
proliferativen biologischen Verhalten bei niedrigeren GO/G1-Raten und mehr G2/M- und S-
Phase-Raten. Eine unterschiedliche Zellbiologie der beiden Zelllinien liegt somit vor und ist
ggf. dafur verantwortlich. Jedoch kann man auch diskutieren, inwieweit das Vorliegen des ERf3
in der Zellkultur bei den HCT116-Zellen, die gemeinsam kultiviert wurden, ggf. eine
antiproliferative parakrine interzellulare Wirkung hatten. Dies ist spekulativ und misste anhand
des Mediums weiterfiihrend untersucht werden. Die Ergebnisse widersprechen dennoch den
CellTrace Ergebnissen, die weniger Zellteilungen in den SW620 Zellen vermuten lassen, was
sich mit der Literatur deckt (116, 117).

4.5 Matrigel: Stagnierende Einzelzellen und weniger Organoide bei
ERB-041

Die SW620 Zellen konnten in keinem Experimentansatz im Matrigel Gber 10 Tage kultiviert
werden. Auch wenn nur bei den mit ERB-041 behandelten Zellen tberhaupt noch vereinzelt
lebende Einzelzellen am 10. Tag gefunden werden konnten sind die Ergebnisse nicht
statistisch signifikant. Daher gehe ich im Folgenden auf die HCT116 Zellen ein, mit denen das

Experiment erfolgreicher gelang.

Im Matrigelexperiment zeigt sich in der Kontrollgruppe der HCT116-ESR2-GFP Zellen in low-
density Kultur ein Proliferationsverhalten dem angenommenen Modellwachstum entsprechend
- mit einer Abnahme der Einzelzellen Uber die Zeit, einem Zunehmen der Zellverbande
(Multipletten) hin zu Organoiden am Ende des Experiments an Tag 10.

Statistisch signifikante Unterschiede hinsichtlich der Behandlung der Zellen zeigten sich

dennoch nicht.

HCT116-ESR2-GFP Zellen zeigten in der low-density-Kultur im Matrigel-Experiment bei
Behandlung mit PHTPP eine schnellere Abnahme von Einzelzellen (Tag 2: 4,88; Tag 5: 2,45),
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hin zu einem Zellverbund, wahrend sich die Einzelzellen an Tag 2 und 5 bei Behandlung mit
ERB-041 statisch verhielten (Tag 2: 3,10; Tag 5: 3,07).

In der high-density-Kultur zeigte sich ein anderes Wachstumsverhalten mit friherem Abfallen
der Einzelzellen hin zu einem Zellverband bei Behandlung mit ERB-041, ggf. ist eine
Beeinflussung Uber das Mikromilieu bei dichterer Kultivierung mit interzellularen
Wachstumssignalen verantwortlich. Nur in der high-density-Kultur waren schon an Tag 2
Organoide vorhanden, was auf die Notwendigkeit der Zell-Zell-Adhasion in der high-density

Kultur hinweist.

In der high-, sowie in der low-density-Kultur wurden jeweils am 10. Tag am wenigsten
Organoide in der ERB-041 Gruppe registriert. Somit kann eine verminderte Organoidbildung
in der low- und high-density-Kultur aufgrund einer antiproliferativen und antiinvasiven ERB-

041 vermittelten ERB Wirkung angenommen werden.

Das Stagnieren des Wachstums der Einzelzellen von Tag 2 bis Tag 5 bei agonistischer ERB-
041-Behandlung in der low-density-Kultur sowie das verminderte Organoidwachstum sowohl
in der high-density-Kultur als auch in der low-density-Kultur an Tag 10 bei ERB-041
Behandlung unterstitzt die These und kénnte auf eine Dormancy-induzierende Funktion des

ERB bei agonistischer Stimulation hinweisen.

Ein grundsatzlich ahnlicher methodischer Ansatz konnte von Fluegen et al. in ebenfalls low-
density Matrigel-Dormancy Experimenten etabliert werden. Hier ergaben sich Hinweise auf
eine hypoxische NR2F1-abhangige Dormancy Induktion in low-density ER+-Brustkrebszellen
(27). Diese Ergebnisse decken sich mit den in vitro Migrations-, Uberlebens- und
Koloniebildungsassays von Topi et al. (124) und Hsu et al. (126), sowie mit den in vivo
Ergebnissen von Topi et al. im Xenograft-Zebrafisch-Modell (124) und Hartman et al. im
Mausmodell (85).

Topi et al. flhrten ein Zellmigrationsexperiment und ein Koloniebildungsassay (colony
formation assay) durch (124). Ebenfalls bei ERB-041 Stimulation verhielten sich die HCT116
und SW480 Zellen weniger invasiv und bildeten signifikant weniger Kolonien aus. Dieser Effekt
zeigte sich nicht, als die Zellen zuvor antagonistisch mit einer 1uM Konzentration von PHTPP
fir 30 Minuten vor ERB-041 Stimulierung behandelt wurden. Bei diesen beiden Experimenten
gibt es Parallelen, so werden im Koloniebildungsassay ebenfalls Einzelzellen ausgesat, auch
wenn die 3D Matrix hier fehlt. Zusatzlich wurde der ERB in den Zellen mittels siRNA-
Transfektion supprimiert, was zu einem Verlust der ERB-041 Wirkung, ahnlich der PHTPP
Behandlung flhrte.
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Hsu et al. behandelten CRC-Zellen (LoVo) mit ERB-Agonisten (E2) und zeigten im cell viability
assay (MTT-Assay) eine Abnahme der Zellviabilitat von 28%, sowie in Western blot Analysen
eine p21 und p27 Abnahme und eine Abnahme der Migrationsfahigkeit und Motilitat im 2D

Zellmigrationsassay (126).

Des Weiteren zeigte die ERB-041-Behandlung im Uberlebensassay (survival assay) von Topi
et al. nach 72h eine verminderte Uberlebensrate sowie eine erhdhte CASPASE 3 Aktivitat
(124), was auf eine proapoptotische Ursache hindeutet. Ebenfalls zeigten sich bei ERB-041
vermittelter ERB-Stimulation vermehrte apoptotische Blaschen (apoptotic blebs) sowie eine
verminderte Viabilitdt von Sphéaroiden (Spheroid Viability) im Vergleich zu den
Kontrollgruppen. In dem Fall zeigt sich kein aktivierter Uberlebensmodus, sondern eine ERB-

041 vermittelte Apoptose.

Die Arbeit von Topi et al. konnte zudem in einem weiteren Experiment zeigen, dass es im
Xenograft-Zebrafisch Modell bei Injektion von mit ERB-041 behandelten CRC-Zellen zu
weniger distalen Schwanzmetastasen kommt als in der Kontrollgruppe (124). Hier scheint
ERB-041 eine protektive Wirkung auf die metastatische Kompetenz von CRC-Zellen in vivo
zu haben. Das Experiment von Topi et al. flhrt zu einer metastatischen Situation, die in meiner

Arbeit durch das Ausstreuen von Einzelzellen imitiert werden sollte.

In einem konsekutiven in vivo Mausmodell von Hartman et al. wurden ERp-positive und
negative SW480 CRC-Zellen in immunsupprimierte Mause implantiert, mit subkutanen
Injektionen von E2 behandelt, und nach 14 Tagen die Tumormasse gemessen. Hier zeigte

sich eine deutlich geringere Tumormasse bei ERB-Expression und E2-Behandlung (85).

Die ebenfalls meinerseits diskutierte zu kurze Experimentdauer, um ggf. Effekte in vitro zu
bemerken, die sich im menschlichen Organismus Uber Jahre abspielen, wird durch
erganzende Untersuchungen von Hartman et al. gestitzt, da Gber einen Zeitraum von drei
Wochen mittels Microarray Analyse vielfache transkriptomweite Veranderungen detektiert

wurden, im Grofteil mit repressivem Charakter.

4.6 Limitationen

Die vorliegende Arbeit ist durch eine geringe Anzahl an experimentellen Wiederholungen
limitiert, was die statistische Aussagekraft einschrankt. Zudem fehlen Optimierungsschritte wie
eine Serumdepletion oder Synchronisation des Zellzyklus, die in vergleichbaren Studien

durchgeflihrt wurden.
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Ein Rebound-Phanomen am ERP kdnnte aufgetreten sein und kénnte die hier beschriebenen
Ergebnisse erklaren. Eine downstream Betrachtung mittels weiterer Methoden zur Erhebung
der Dormancy-Biomarker ist ebenfalls ein sinnvoller ausgebliebener Validierungsschritt.

Die gemeinsame Kultivierung von GFP-positiven und -negativen Zellen kann zu interzellularen
Effekten fihren und eine klare Trennung der Gruppen beeinflussen. Schlief3lich erlaubt das in
vitro-Setting nur eine begrenzte Modellierung komplexer in vivo-Prozesse wie Dormancy oder
Metastasierung, die sich im menschlichen Organismus Uber lange Zeitrdume ereignen. Es
konnten weitere Agonisten und Antagonisten in unterschiedlichen Dosierungen und Uber
verschiedene Intervalle am ER in einer erweiterten Palette an CRC-Zelllinien untersucht
werden. Darauf aufbauend waren in vivo Experimente sinnvoll zur Validierung der hier

beschriebenen in vitro Ergebnisse.

4.7 Schlussfolgerungen

In der Zusammenschau konnte mit der Arbeit leider kein konklusiver Zusammenhang
zwischen dem ERB-Signalweg und der verlangsamten Proliferation oder einem verlangerten
Einzelzell-Status (als Surrogat fir eine zellulare Dormancy) in zwei CRC Zelllinien festgestellt
werden. Dies ist Uberraschend, da mehrere publizierte in vitro und in vivo Studien einen
protektiven ERB Effekt im CRC gezeigt haben (88).

In dieser Arbeit wurden im 3D Matrigel-Experiment stagnierende HCT116-ESR2-GFP-
Einzelzellen in der low-density Kultur bei agonistischer ERB-Behandlung beobachtet. Auch
beeinflusste die ERB-041 Behandlung die Menge an Organoiden am 10. Tag in der low-

density-, sowie in der high-density-Kultur.

Therapeutisch kdnnten meine Ergebnisse fir zwei Behandlungskonzepte wertvolle Beitrage
leisten. Einerseits kdénnte eine CLM-Prophylaxe mittels eines ERB Agonisten in Betracht
gezogen werden, andererseits konnte man das Erwecken der DTCs aus der Dormancy mittels
eines ERB Antagonisten, mit dem Zweck die DTCs wieder gegenuber einer konventionellen
antiproliferativen Therapie vulnerabel zu machen, erwagen. Bei der Verwendung von z.B.
ERB-041 kann einerseits die Selektivitat auf den ERP einen Vorteil gegenuber einer
unselektiven HRT bieten, die aktuell zu einem erhdhten Brustkrebsrisiko fuhren kann (127),
andererseits sind umfassende weitere Studien zur Erfassung von systemischen Effekten von

ERB-wirksamen Pharmaceuticals nétig.
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