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1 Einleitung

1.1 EntzUndliche Veranderungen des Darms

1.1.1 Divertikulose und Divertikulitis

Die Divertikulose zdhlt zu einem der haufigsten gastrointestinalen Krankheitsbilder und gilt in
Deutschland als Zivilisationskrankheit mit einer Pravalenz von 50% ab dem 70. Lebensjahr (Herold,
2019). Dabei ist die Divertikulose durch das Vorhandensein von asymptomatischen
Pseudodivertikeln gekennzeichnet. Hierbei handelt es sich um Ausstilpungen von Mukosa und
Submukosa durch muskelschwache Bereiche der Darmwand. In Europa treten diese zum groRten
Teil im Colon sigmoideum auf. Neben dem Alter und der damit assoziierten zunehmenden
Bindegewebsschwiache gelten vor allem Adipositas, Nikotinabusus und Alkoholkonsum als
Risikofaktoren. Die Rolle der ballaststoffarmen westlichen Erndhrungsweise ist in diesem
Zusammenhang derzeit umstritten. Selten kénnen auch genetischen Faktoren ursachlich sein
(S2k-Leitlinie Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014).

Treten Symptome wie Unterbauchschmerzen oder StuhlunregelmaRigkeiten auf, spricht man von
einer Divertikelkrankheit. Dazu gehort ebenfalls die akute Divertikulitis, die als haufigste
Komplikation der Divertikulose gilt (Zeuzem et al., 2018).

Der alleinige Nachweis von Kolondivertikeln, meist nebenbefundlich in einer Koloskopie zur
Krebsvorsorge, ist primar nicht behandlungsbediirftig. Die Mehrheit der Patienten bleibt
lebenslang symptomlos (Lock und Germer, 2017). Kommt es jedoch zu einer akuten Divertikulitis
oder einer Divertikelblutung, besteht dringender Therapiebedarf, da vor allem bei
immunsupprimierten Patienten eine nicht zu unterschitzende Letalitdt besteht (S2k-Leitlinie
Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014). Das Risiko flr das Auftreten von Komplikationen liegt bei
der asymptomatischen Divertikulose bei ca. 4% pro Jahr (Herold, 2019).

Definiert ist die akute Divertikulitis durch die Entziindung einzelner Pseudodivertikel und im
Verlauf auch von dem umgebenen Gewebe, meist ausgeldst durch eine Retention von Kotsteinen
im Lumen der Divertikel (Zeuzem et al., 2018).

Klinisch duBert sie sich typischerweise in akut einsetzenden linksseitigen Unterbauchschmerzen,
StuhlunregelméRigkeiten, Fieber und pathologisch erhohten Entziindungswerten im Labor (C-

reaktives Protein (CRP), Leukozyten). Bei einem komplizierten Verlauf mit Perforation kann auch



ein akutes Abdomen vorliegen. Die Abdomensonographie stellt bei der Primar- und
Verlaufsdiagnostik das Verfahren erster Wahl dar, alternativ die Computertomographie (CT).

Die Behandlung der unkomplizierten Divertikulitis ohne Risikofaktoren kann ambulant
symptomatisch und ggf. auch ohne antibiotische Therapie erfolgen. Liegen Risikofaktoren (u.a.
erhohte Infektparameter, starke abdominelle Schmerzen) oder der Nachweis von Komplikationen
wie Perforation, Abszess oder Blutung vor, handelt es sich um einen komplizierten Verlauf, der
einer stationdren Behandlung bedarf. Hierbei steht die Beruhigung des Darms durch
Nahrungskarenz und parenterale Erndhrung unter antiinfektiver Therapie im Vordergrund. In 15-
30% der Falle wird eine chirurgische Therapie notig. (S2k-Leitlinie
Divertikelkrankheit/Divertikulitis, 2014; Zeuzem et al., 2018).

Die Prognose der unkomplizierten akuten Divertikulitis ist gut, dennoch kommt es bei 20-30% zu
rezidivierenden Beschwerden, die haufiger mit Komplikationen assoziiert sind (Mueller et al.,
2005). Die akute komplizierte Divertikulitis hingegen zeigt eine Letalitdt von bis zu 15% (Herold,
2019).

Als entziindliches Krankheitsbild des Dickdarms sind Patienten mit einer Divertikulitis in der hier
vorliegenden Studie mit zur Gruppe der Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen gezahlt
worden, machen dabei aber nur einen geringen Teil der Gesamtkohorte aus. Aufgrund dessen
werden im Folgenden die chronisch entziindlichen Darmerkrankungen (CED) intensiver

betrachtet.

1.1.2  Chronisch entziindliche Darmerkrankungen (CED)

Zu den CED zahlen die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn. Beide Erkrankungen zeichnen sich
durch schubweise Verlaufe bei sehr unterschiedlichen Ausbreitungsmustern aus.

Die Colitis ulcerosa ist ein vom Rektum ausgehendes und sich kontinuierlich nach oral tUber das
gesamte Kolon aszendierendes Entziindungsgeschehen, welches vor allem die Mukosa betrifft
und sich in Ulzerationen und Schleimhautblutungen duflert.

Der Morbus Crohn hingegen zeigt ein diskontinuierliches, segmentales Ausbreitungsmuster tber
den gesamten Gastrointestinaltrakt (GIT) hinweg. Am haufigsten betroffen sind das terminale
lleum und das proximale Kolon. Es handelt sich hierbei um eine transmurale, granulomatose

Entziindungsreaktion (Zeuzem et al., 2018).



1.1.2.1 Epidemiologie

Chronisch entzlindliche Darmerkrankungen betreffen circa 2,5-3 Millionen Europaer. Dabei gibt
es bezliglich der Pravalenz ein deutliches Nord-Sid und West-Ost Gefalle (Burisch et al., 2013).

In Deutschland wird die Inzidenz fiir Morbus Crohn auf 6,6/100.000, fur Colitis ulcerosa auf
3,9/100.000 pro Jahr geschatzt (Ott et al., 2008). Aktuelle Studien belegen einen Anstieg der
Pravalenz von CED in den letzten Jahren in nahezu allen westlichen Landern (Ng et al., 2017,
Windsor und Kaplan, 2019).

Fir die Colitis ulcerosa liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 33 Jahren. Dabei existieren zwei
Haufigkeitsgipfel: vom 20.-35. und vom 60.-80. Lebensjahr. Das Erkrankungsalter fir Morbus
Crohn hingegen liegt mit seinem Haufigkeitsgipfel zwischen dem 15.-35. Lebensjahr etwas friher.
Ein zweiter kleinerer Peak liegt mit circa 10-20% der Erkrankten tiber dem 65. Lebensjahr (Dorreen
et al., 2018; Herold, 2019; Loftus et al., 2007).

Unterschiede zwischen den Geschlechtern konnten fiir Morbus Crohn nicht nachgewiesen
werden. Bei der Colitis ulcerosa zeigte sich allerdings ein hoheres Erkrankungsrisiko flr weibliche
Patienten wahrend der Kindheit, umgekehrt wurde ab dem 35. Lebensjahr ein hoheres Risiko bei

Mannern festgestellt (Shah et al., 2018).

1.1.2.2 Pathogenese und Risikofaktoren

Die Atiologie der CED ist bisher nicht vollstandig geklart. Sicher ist aber, dass es sich um ein
komplexes multifaktorielles Geschehen handelt. Im Zentrum der aktuellen Forschung stehen
genetische, immunologische und mikrobielle Veranderungen sowie Umweltfaktoren.

Eine genetische Komponente ist fiir beide Erkrankungen beschrieben und seit den friihen 2000er
Jahren primar durch Untersuchungen an mono- und dizygoten Zwillingen vor allem fiir Morbus
Crohn dokumentiert. Circa 5-10% der Patienten zeigen eine positive Familienanamnese (Bonen
und Cho, 2003). Im Vordergrund stehen unter anderem Gene, die mit der epithelialen Abwehr und
Barrierefunktion der Darmschleimhaut, der adaptiven Immunabwehr und der Proteinsynthese
assoziiert sind. Die Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2 (NOD2)-Genmutation
stellt beim Morbus Crohn eine der am langsten bekannten und wichtigsten erblichen
Komponenten dar. Heterozygote Trager einer krankheitsassoziierten NOD2-Variante haben ein 2-
3-fach, homozygote Trager sogar ein bis zu 40-fach erhohtes Risiko fiir die Entstehung eines

Morbus Crohn. Pathogenetisch fiihren Verdanderungen im NOD2-Genprodukt zu einer



Fehlfunktion eines Rezeptors in der Erkennung von Bestandteilen von Bakterienzellwdnden, was
zu einer beeintrachtigten Abwehr pathogener Mikroorganismen fiihrt (Rosenstiel et al., 2007).
Ein weiteres Kennzeichen der Pathogenese der CED liegt in der Dysregulation des
gastrointestinalen Immunsystems und einer massiven Infiltration der Mukosa durch Immunzellen
(Lee et al., 2018). Das Uberwiegen von proinflammatorischen Faktoren und die Unfihigkeit des
angeborenen unspezifischen Immunsystems dagegen vorzugehen wird auch der Dysbalance der
gastrointestinalen  Mikrobiota  zugeschrieben.  Bakterielle  Antigene, eine erhdhte
Membranpermeabilitat und eine liberschieBende Antwort der Immunzellen in Form der Sekretion
proinflammatorischer Zytokine fiihren zur Chronifizierung des Entziindungsgeschehens, dessen
Folge eine Gewebsdestruktion darstellt (De Souza et al., 2017). Eine entscheidende Rolle haben
hierbei vor allem Interleukin-6 (IL-6) und der Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) (Allocca et al.,
2013; Reinecker et al., 1993).

Studien, die die gastrointestinale Besiedelung mit Mikroorganismen untersuchten, konnten fir
CED Patienten eine reduzierte Menge und Diversitdat von Bakterien feststellen, davon ist aber
keine der Veranderungen krankheitsspezifisch (Knox et al., 2019; Ott et al., 2004).

Dariber hinaus sind Umweltfaktoren und die Erndhrungsweise (z.B. erhdhter Fleischkonsum) als
Risikofaktoren fiir CED beschrieben worden (S3-Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018; Chiara et al., 2020;
Guan, 2019). Wiahrend Rauchen bei Patienten mit Morbus Crohn als Risikofaktor fiir die
Entstehung der Erkrankung und als nachteilig fiir den Verlauf gilt (Mahid et al., 2006), scheint es

bei Patienten mit Colitis ulcerosa eher ein protektiver Faktor zu sein (Lawrance et al., 2013).

1.1.2.3 Die Rolle von proinflammatorischen Makrophagen in der Darmschleimhaut von CED
Patienten

Makrophagen sind Effektorzellen des angeborenen unspezifischen Immunsystems. Abstammend
von zirkulierenden Monozyten werden sie in die Gewebe rekrutiert und differenzieren sich zu
reifen Makrophagen. Sie gehoren zu den phagozytierenden Zellen und haben zusatzlich
sekretorische und antigenprasentierende Funktionen (Hoffmann et al., 2009; Shapouri-
Moghaddam et al., 2018).

Vereinfacht kénnen Makrophagen sich in zwei verschiedene Phanotypen polarisieren. Dabei
spielen bei CED die sogenannten M1-Makrophagen in der Darmschleimhaut eine entscheidende
Rolle, deren proinflammatorischer Phanotyp u.a. durch die Sekretion von Zytokinen wie TNF-q, IL-
6 und reaktiven Sauerstoffspezies charakterisiert ist (Martinez et al., 2006). Bei

immunhistochemischen Untersuchungen von Darmschleimhautproben von CED Patienten und



Kontrollspendern konnten Lissner et al. eine signifikant hohere Anzahl an Makrophagen in
Gewebeproben von CED Patienten feststellen. Auch waren diese verglichen mit Ergebnissen aus
den Kontrollen in ihrer Verteilung nicht nur auf die Kryptenbasis beschrankt, sondern konnten
auch abseits der subepithelialen Schicht nachgewiesen werden. Die anschliefende
Charakterisierung der Makrophagen zeigte sowohl in Patienten- als auch in Kontrollproben die
Prasenz von M2-Makrophagen in dhnlicher Zahl, denen eher eine Rolle in der Gewebsreparatur
und Proliferation von Geweben zugeschrieben wird. Ausschlieflich im entziindeten Gewebe der
CED Patienten konnte eine massive Infiltration durch M1-polarisierte Makrophagen nachgewiesen
werden (Lissner et al., 2015).

Wahrend in anderen Geweben die Polarisation der Makrophagen aufgrund ihrer hohen Plastizitat
wechseln kann und proinflammatorische Makrophagen im Verlauf einer Entziindung zu
regulatorischen M2-Makrophagen werden, passiert dies bei CED nicht. Vermutet wird hierbei eine
Storung im normalen Differenzierungsprozess, der einerseits durch fehlende Stimulation und
andererseits durch den hohen Level an proinflammatorischen Zytokinen begriindet sein kann
(Bain und Schridde, 2018).

Verschiedene funktionelle Verdanderungen in Makrophagen von CED Patienten tragen zur
Pathogenese der chronischen Entziindung bei, z.B. die vermehrte Expression von Toll-Like-
Rezeptoren (TLR), die bei Aktivierung zu (U(berschieBenden proinflammatorischen
Immunantworten fiihren kénnen sowie die verminderte IL-10 Produktion durch aktivierte
Makrophagen, die zur Dysbalance des gastrointestinalen Mikrobioms beitragt (Steinbach und
Plevy, 2014). Das pathologische Sekretionsmuster der Makrophagen in CED Patienten betrifft auch
TNF-a (Reinecker et al., 1993). Die erhohte TNF-a Sekretion erleichtert weiteren Immunzellen die
Infiltration des intestinalen Gewebes und die Produktion von proinflammatorischen und
antiapoptotisch wirkenden Zytokinen (Hoffmann et al., 2009). Zuséatzlich konnte eine erhdhte TNF-
a Sekretion durch mononukleare Zellen der Lamina propria von Morbus Crohn Patienten mit einer
gesteigerten Wahrscheinlichkeit des Auftretens eines akuten Schubes im folgenden Jahr assoziiert
werden (Schreiber et al., 1999). Als prominente Entziindungszelle in der Darmschleimhaut von
CED Patienten, die Giber zahlreiche Mechanismen den Krankheitsausbruch und die Chronifizierung
mit beeinflusst, wurde sich in der vorliegenden Arbeit dafiir entschieden, M1-Makrophagen
stellvertretend fiir das proinflammatorische Entziindungsinfiltrat von CED Patienten in den in vitro

Versuchen einzusetzen.



1.1.2.4 Chronisch entziindliche Darmerkrankungen und kolorektale Karzinome

Ein Colitis-assoziiertes Karzinom (CAC) gilt als die gefiirchtetste Langzeitfolge einer CED. Erstmals
1925 wurde durch Crohn und Rosenberg ein Zusammenhang zwischen CED und der Entstehung
von kolorektalen Karzinomen (KRK) erkannt (Crohn und Rosenberg, 1925). Zahlreiche Studien
haben seither versucht, das Krebsrisiko flir CED Patienten zu beziffern.

Die im Jahr 2001 von Eaden et al. durchgefiihrte Metaanalyse zeigte eine totale Inzidenz von
3/1000 Personenjahre fur die Entwicklung eines CAC bei Patienten mit Colitis ulcerosa. Abhangig
von der Erkrankungsdauer ergaben sich kumulative Risiken von 2% nach 10 Jahren, 8% nach 20
und 18% nach 30 Jahren Erkrankung. Ab dem achten Jahr nach Symptommanifestation steigt das
CAC Risiko jahrlich um 0,5-1% (Eaden et al., 2001). 2012 zeigten Jess et al. ein 2,4-fach erhohtes
Risiko im Vergleich zur Normalbevolkerung (Jess et al., 2012).

Weiterhin wird vor allem bei der Colitis ulcerosa der Krebspravention ein hoher Stellenwert
zugeschrieben. Fir den Morbus Crohn liegen weniger explizite Daten zur
Karzinomwahrscheinlichkeit vor. Das liegt insbesondere an der héheren Rate an chirurgischen
Interventionen bei Morbus Crohn Patienten, in denen das ,Risikoorgan” fir die Entstehung eines
Karzinoms meist (teil-)reseziert wird (Hoffmann et al., 2009). Doch auch hier konnten einzelne
Studien eine Risikoerhéhung zeigen.

Gillen et al. zum Beispiel untersuchte das CAC Risiko in CED Patienten mit ausgedehnter Colitis.
Hier zeigte sich sowohl fiir die Colitis ulcerosa als auch fiir den Morbus Crohn eine Risikoerhéhung
um das 19- bzw. 18-fache im Vergleich zur Allgemeinbevdlkerung (Gillen et al., 1994).

Neben der Dauer konnten weitere Faktoren der Erkrankung eine besondere Rolle in der
Entstehung eines malignen Tumors spielen. In Subanalysen konnte dies vor allem fiir das
Patientenalter zur Diagnose, die anatomische Ausdehnung der Erkrankung und eine familidre
Vorbelastung dargelegt werden (Askling et al., 2001; Eaden et al., 2001; Jess et al., 2012).

Dabei unterliegt die Entstehung eines KRK auf Grundlage einer CED teilweise anderen Faktoren
als beim sporadischen Kolonkarzinom. Dies fihrt dazu, dass der Prozess der Karzinogenese sich
schneller und auch multifokal abspielen kann (Axelrad et al., 2016). Wahrend beim sporadischen
KRK vor allem genetische- und Umwelteinfllisse relevant sind, sind es beim CAC eher das
chronische Entziindungsgeschehen sowie reaktive Sauerstoffspezies (Foersch und Neurath, 2014).
Ein oxidativer Stress, ausgelost von Zellen des unspezifischen Immunsystems fiihrt auf Dauer zu
einer Zunahme von genetischer Instabilitdt und Mutationen und kann so mit die Grundlage flr

eine maligne Veranderung sein (Ferguson, 2010). Die oben beschriebene erhdhte Konzentration



von proinflammatorischen Zytokinen in der Darmschleimhaut von CED Patienten ist neben der
Aufrechterhaltung und Chronifizierung der Erkrankung auch im Verdacht die maligne
Transformation voranzutreiben (Taniguchi und Karin, 2014).

Kim et al. konnten in einem Mausmodell die antikarzinogene Wirkung von TNF-a-Blockern zeigen.
In Mausen mit induzierter chronischer Colitis entwickelten sich unter Gabe von Infliximab, einem
monoklonalen Anti-TNF-a-Antikorper, nur in 16,7% kolorektale Karzinome, wahrend in der
Kontrollgruppe mehr als 75% der Mause ein Malignom aufwiesen (Kim et al., 2010). Dabei liegt
das karzinogene Potential von TNF-a vor allem in der Induktion von DNA-Schaden sowie in seiner
pro-proliferativen und -angiogenetischen Wirkung (Foersch und Neurath, 2014).

Die antientzlindliche Behandlung ist bei CED also nicht nur als eine Symptom-bekdampfende
Therapie, sondern auch als praventive Manahme zur Vermeidung eines CAC anzusehen.
Angelehnt an die aktuellen Forschungsergebnisse gibt die deutsche Leitlinie flir Colitis ulcerosa
und Morbus Crohn genaue Vorgaben zur Durchfiihrung von Krebs-Vorsorgeuntersuchungen (53-
Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018; S3-Leitlinie Morbus Crohn, 2014).

Berlicksichtigt wird hier einerseits die Erkrankungsdauer andererseits auch die in einigen Studien
nachgewiesene hohere Mortalitdt von CACim Vergleich zum sporadischen KRK (Munkholm, 2003).
Dies schldagt sich in den Leitlinien in periodisch stattfindenden Vorsorgekoloskopien des
,Risikoorgans” Kolon sowie der endoskopischen Entfernung von potentiell pramalignen
Veranderungen der Darmschleimhaut nieder.

Bei der Colitis ulcerosa wird eine erste Vorsorgekoloskopie mit Biopsieentnahme nach 6-8 Jahren
nach der Erstmanifestation empfohlen und je nach individueller Risikostratifikation in Intervallen
von 1-4 Jahren wiederholt. Bei einem alleinigen Befall des Rektums wird von einer Aufnahme ins
Vorsorgeprogramm bei fehlender CAC Risikoerhdhung bei der Proktitis ulcerosa abgesehen (S3-
Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018). Fiir Patienten mit Morbus Crohn und Befall des Diinndarms wird
keine spezifische Uberwachung empfohlen. Fiir alle anderen Patienten mit einem Morbus Crohn
schlieRt sich die Leitlinie den Empfehlungen fiir die Uberwachung der Colitis ulcerosa vollstindig

an (S3-Leitlinie Morbus Crohn, 2014).

1.1.2.5 Symptomatik und Diagnostik

Die Colitis ulcerosa und der Morbus Crohn unterscheiden sich teilweise durch ihr klinisches Bild,
als allgemeine Leitsymptome fiir eine CED gelten aber Diarrh6 und Bauchschmerzen (S3-Leitlinie

Colitis ulcerosa, 2018).



Bei der Colitis ulcerosa stehen schleimig-blutige, teilweise auch eitrige Durchfille im Vordergrund
(Stange et al., 2008; Hoffmann et al., 2009). Die abdominellen Beschwerden werden dabei
mehrheitlich im linken Unterbauch lokalisiert. Es werden drei Verlaufsformen einer Colitis
ulcerosa unterschieden: Die Mehrheit der Patienten (85%) wird der Gruppe der chronisch-
rezidivierenden Colitis ulcerosa zugerechnet. Hierbei wechseln sich komplette Remission mit
akuten Exazerbationen ab. Bei einem chronisch-persistierenden Verlauf (10% der Patienten)
bestehen dauerhaft Beschwerden unterschiedlicher Starke. Flinf Prozent der Patienten zeigen
einen akut-fulminanten Verlauf, der mit einer Letalitdit von 30% einhergeht. In Folge der
Veranderungen der Darmschleimhaut und der blutigen Durchfdlle kénnen Gewichtsverlust,
Leistungsminderung und  Mdudigkeit sowie  Wachstumsstorungen im  Kindesalter
Folgeerscheinungen der Erkrankung sein (Stange et al., 2008; Herold, 2019). Zu den
schwerwiegenden Komplikationen zdhlen massive Blutungen, das toxische Megakolon, die
Darmperforation und das Kolonkarzinom (Zeuzem et al., 2018; Crohn und Rosenberg, 1925).

Der Morbus Crohn zeigt im akuten Schub bei 70-80% der Patienten vor allem schleimig-wassrige
Durchfdlle und kolikartige rechtsseitige Bauchschmerzen. Begleitendes Fieber oder perianale
Blutungen kommen je nach Befallsmuster nur in 10-20% der Falle vor. Im Verlauf der Erkrankung
kommt es bei circa einem Drittel der Patienten zu einem Gewichtsverlust von bis zu 20% (Stange
et al., 2006; Hoffmann et al., 2009). Haufige Komplikation des Morbus Crohn stellen Fisteln,

Abszesse sowie Stenosen und Strikturen dar (Herold, 2019).

Die Diagnose einer CED besteht aus einer Kombination von Anamnese, klinischer Untersuchung
sowie laborchemischer, endoskopischer, histologischer und radiologischer Befunde (S3-Leitlinie
Colitis ulcerosa, 2018; S3-Leitlinie Morbus Crohn, 2014).

Zur Primardiagnostik gehort immer die lleokoloskopie mit Entnahme von Stufenbiopsien. Bei
Verdacht auf einen Morbus Crohn muss zusétzlich eine Osophagogastroduodenoskopie erfolgen.
So kénnen die typischen makroskopischen und mikroskopischen Verdanderungen der Schleimhaut
nachgewiesen werden.

Eine Stuhldiagnostik dient einerseits dem Ausschluss infektioser Darmerkrankungen, andererseits
Iasst sich Calprotectin als Marker einer intestinalen Entziindungsreaktion nachweisen (Zeuzem et
al., 2018). Eine Metaanalyse von Mosli et al. konnte fiir Calprotectin eine Sensitivitat fiir eine CED

von 88% Prozent feststellen (Mosli et al., 2015).



Laborchemische Veranderungen lassen sich vorwiegend wahrend eines aktiven Schubs
nachweisen. Hier kommt es zur Erh6hung von Entziindungsparametern wie CRP, Leukozyten und

der Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG).

1.1.2.6 Therapeutische Méglichkeiten und Prognose

Die Therapie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen ist komplex, daher werden im
folgenden Abschnitt nur die Grundziige der Behandlung zusammengefasst.

Als primares Therapieziel gilt die Remissionsinduktion und ein steroidfreier Remissionserhalt (S3-
Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018). Dabei sind das Befallsmuster, die aktuelle Krankheitsaktivitat und
der Verlauf entscheidend fiir die Therapieplanung. Primar steht die konservativ-medikamentése
Therapie im Vordergrund. Interventionelle oder chirurgische Optionen kommen vor allem bei
Komplikationen zum Einsatz (Zeuzem et al., 2018).

Bei leicht bis maRig aktiver Colitis Crohn oder -ulcerosa wird Mesalazin (retardiert: 5-ASA) topisch
und/oder oral zur primdren Remissionsinduktion verwendet. Bei Nicht-Ansprechen auf die
Therapie werden zusatzlich topische und systemische Steroide eingesetzt.

Eine initiale systemische Therapie mit Glukokortikoiden sollte bei einem schwer verlaufenden
Schub zur Anwendung kommen.

Bei einer steroidrefraktaren Situation oder beim Vorliegen von Kontraindikationen gegen eine
systemische Glukokortikoidtherapie werden sowohl bei der Colitis ulcerosa als auch beim Morbus
Crohn Anti-TNF-a-Antikorper (sog. Biologika) wie Infliximab oder Adalimumab verwendet. Bei der
Colitis ulcerosa kommen als weitere Immunsuppressiva Calcineurininhibitoren (Ciclosporin,
Tacrolimus) oder JAK-Hemmstoffe (Tofacitinib), beim Morbus Crohn Thiopurine wie Azathioprin
und 6-Mercaptopurin zum Einsatz (Abbildung 1) (S3-Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018; S3-Leitlinie
Morbus Crohn, 2014).



Biologika

Immunsuppressiva
(z.B. Azathioprin)

Steroide
(z.B. Prednisolon, Budesonid)

5-ASA/Mesalazin

Abbildung 1: Hdufig eingesetzte Medikamente zur Remissionsinduktion bei CED Patienten
(Kompetenznetz Darmerkrankungen e.V. “Informationen zu hdufig eingesetzten Medikamenten.” Verfiigbar unter
https.//www.kompetenznetz-darmerkrankungen.de/medikamente [14.09.2020])

Der Remissionserhalt sollte steroidfrei sein und kann langfristig mit Thiopurinen, Anti-TNF-a-
Antikoérpern und bei der Colitis ulcerosa auch mit 5-ASA erreicht werden (Herold, 2019).

Die chirurgische Therapie kommt beim Morbus Crohn nur bei Komplikationen zum Einsatz. Hierzu
zahlen in erster Linie dringliche Indikationen wie Perforation, akuter lleus, Blutungen und die
relativen Indikationen Fisteln, Abszesse, Strikturen und Stenosen. Da der Morbus Crohn im
gesamten Gastrointestinaltrakt vorkommen kann und es bei der Mehrzahl der Patienten nicht bei
nur einer Operation bleibt, sollte moglichst organerhaltend operiert werden, um unter anderem
ein Kurzdarm-Syndrom zu vermeiden.

Grundsatzlich kann die Colitis ulcerosa durch eine chirurgische Therapie kurativ behandelt
werden. Eine totale Proktokolektomie kommt aber nur dann zum Einsatz, wenn unter optimaler
remissionsinduzierender Therapie eine Beschwerdeverschlechterung oder keine -verbesserung
innerhalb der erste 4-7 Tage stattfindet, auferdem bei Komplikationen wie dem toxischen
Megakolon oder massiver Blutung (S3-Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018; Zeuzem et al., 2018).
Obwohl der Morbus Crohn nach wie vor nicht heilbar ist, besteht bei optimaler Therapie eine
anndhernd normale Lebenserwartung. Bei der Colitis ulcerosa ist das Uberleben von der
Krankheitsausdehnung abhangig. Fiir die alleinige Proktosigmoiditis besteht keine Einschrankung
(Herold, 2019). Die Pankolitis, der akut fulminante Verlauf sowie die Komplikation des toxischen
Megakolons sind mit eingeschrankter Lebenserwartung assoziiert. Insgesamt besteht ein 1,7-fach

erhohtes Sterblichkeitsrisiko (Zeuzem et al., 2018).
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1.2 Maligne Veranderungen des Darms

1.2.1 Das kolorektale Adenokarzinom

1.2.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Karzinome des Kolons und des Rektums sind mit 1,8 Millionen Neuerkrankungen im Jahr 2018
eine der haufigsten Krebsdiagnosen weltweit (Globocan-The Global Cancer Observatory, 2019). In
Deutschland wurden 2018 circa 60.000 Neuerkrankungen registriert, 26.710 bei der Frau und
33.920 beim Mann. Dies entspricht bei der Frau der zweithdufigsten, beim Mann der
dritthaufigsten Tumorlokalisation einer Krebsneuerkrankung. Innerhalb der Diagnosegruppe
Darmkrebs stellen die KRK mit zwei Drittel aller Falle die deutliche Mehrheit dar (Zentrum fiir
Krebsregisterdaten, 2021). Dabei befinden sich 50% der Malignome im Rektum, 30% im Sigma,
10% im Coecum/Colon ascendens und 10% im Uibrigen Kolon (Herold, 2019).

Das KRK ist eine Erkrankung des hoheren Lebensalters mit einem mittleren Erkrankungsalter
zwischen 72 und 76 Jahren. Mehr als 50% der Neudiagnosen werden bei Patienten gestellt, die
alter als 70 Jahre sind. Nur 10% der Patienten sind unter 55 (Zentrum fiir Krebsregisterdaten,
2021).

Seit Einflihrung der Screening-Koloskopie im Jahr 2002 konnte sowohl ein Riickgang der Inzidenz
um ca. 14% beobachtet werden als auch eine Abnahme der altersstandardisierten Mortalitat bei
Frauen um 26,5% und bei Mannern um 20,8% (Brenner et al., 2016). Die aktuelle relative 5-Jahres-
Uberlebensrate bei Frauen und Mannern liegt (iber alle Tumorstadien hinweg bei 65% bzw. 63%
(Zentrum fiir Krebsregisterdaten, 2021).

Bekannte Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines sporadischen KRK sind neben dem Alter in
erster Linie Tabakkonsum und Adipositas (Zentrum fiir Krebsregisterdaten, 2021). Aber auch
erndhrungsbezogene Faktoren scheinen eine entscheidende Rolle zu spielen: Unter anderem
verarbeitetes Fleisch und eine ballaststoffarme Erndhrung erhéhen das KRK-Risiko (World Cancer
Research Fund/American Institute for Cancer Research, 2018). Auch die fehlende regelmiRige
korperliche Aktivitdt hat nachweislich einen negativen Einfluss (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom,

2019).
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1.2.1.2 Die kolorektale Tumorgenese

Die Uberwiegende Mehrheit (95%) der KRK sind histologisch Adenokarzinome und entstehen aus
adenomatdsen Vorlduferldsionen. Hierbei folgen die meisten Tumore bei ihrer Entstehung der
Adenom-Karzinom-Sequenz. Dieses Modell der Mehrschritt-Entstehung kolorektaler Karzinome
wurde in den spaten 1980er Jahren von Vogelstein und Fearon entwickelt (Vogelstein et al., 1988;
Fearon und Vogelstein, 1990). Entscheidend fir die Tumorprogression ist die schrittweise
Akkumulierung genetischer Alterationen, die in ihrer Gesamtheit die Entwicklung zum Karzinom

vorantreiben (Abbildung 2).

Mismatch-repair gene inactivation
Microsatellite instability: BAT26

Mutation Mutation Loss Mutation
and loss and loss
APC KRAS SMAD2/4 TP53
Normal epithelium Early adenoma/ Intermediate Late adenoma Carcinoma Metastasis
dysplastic crypt adenoma

‘ Other genetic alterations |

methylation

Abbildung 2: Die kolorektale Adenom-Karzinom-Sequenz: Die Entstehung des kolorektalen Karzinoms nach der Adenom-
Karzinom-Sequenz ist charakterisiert durch die Akkumulation von Mutationen bestimmter Gene. Die jeweils zunehmende

maligne Transformation der kolorektalen Epithelzellen fiihrt (iber friihe Adenome bzw. niedriggradige Dysplasien zu spéten

Adenomen mit hochgradigen Dysplasien und zum invasiven Karzinom. Die Abbbildung stellt eine mégliche Reihenfolge des

Auftretens der Tumor-begiinstigenden Mutationen dar.
(Entnommen aus: Davies et al., 2005)

Die kolorektale Epithelzellschicht ist der Bereich, in dem sich die meisten pathologischen
Entwicklungen abspielen, die mit der Entstehung eines Karzinoms assoziiert werden. Einer der
ersten Schritte der kolorektalen Tumorgenese ist der Verlust vom APC Gen auf Chromosom fiinf,
einem Tumorsuppressorgen (Weinberg, 2007). Im Anschluss gibt es eine Vielzahl von
verschiedenen Sequenzen, im Rahmen derer bestimmte Defekte im weiteren Verlauf der
Tumorgenese entstehen. Abbildung 2 zeigt schematisch eine der moglichen Abfolgen des
Auftretens von Treibermutationen.

Als weitere bedeutende genetische Alterationen, neben dem Verlust der APC Genfunktion, trittin
40-50% der Falle eine K-Ras Mutation auf, der Verlust von p53 in 50-70% sowie in 80% eine

Inaktivierung von Genen auf Chromosom 18q. Auch epigenetische Verdanderungen wie die
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Hypomethylierung, die zur genetischen Instabilitdt beitragen kann, stellt einen weiteren
beglinstigenden Faktor in der Adenom-Karzinom-Sequenz dar (Weinberg, 2007).

Neben der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz bestehen noch weitere Pfade der Entstehung
eines KRK: Etwa 20% entstehen entlang des serratierten Karzinogenesewegs, bei dem die initialen

Mutationen in den Protoonkogenen BRAF und KRAS auftreten (Baretton, 2010; Herold, 2019).

1.2.1.3 Symptomatik und Diagnostik

Vor allem in der frihen Erkrankungsphase zeigen KRK keine charakteristischen Symptome und
werden daher meist erst in einem spateren Stadium entdeckt. Allerdings lassen sich Warnsignale
definieren, deren langeres Auftreten einer Abkldarung durch den Arzt bediirfen, da sie auf ein
malignes Geschehen im Darm hinweisen. Hierzu zihlen Anderungen der Stuhlgewohnheit z.B.
Obstipationen oder paradoxe Diarrhden, Verdauungsbeschwerden und rektale Blutabgdnge
(Deutsches Krebsforschungszentrum, 2016). Genauso konnen auch das Vorliegen einer
Eisenmangelandamie und tastbare abdominelle Tumore fiir ein KRK sprechen (Del Giudice et al.,
2014). Unspezifische, aber auch mit KRK assoziierte Symptome sind auBerdem
Leistungsminderung, Bauchschmerzen und vor allem in spaten Stadien die klassische B-
Symptomatik bestehend aus Gewichtsverlust, Fieber und Nachtschweild sowie lleuserscheinungen
(Herold, 2019; Deutsches Krebsforschungszentrum, 2016).

In der Friitherkennung spielen neben der Vorsorgekoloskopie auch der Test auf okkultes Blut im
Stuhl eine entscheidende Rolle (Bundesgesundheitsministerium, 2019; S3-Leitlinie Kolorektales

Karzinom, 2019).

Die Diagnostik eines KRK besteht standardmafRig aus einer kompletten Koloskopie inklusive
Biopsie-Entnahme zur histologischen Sicherung des Befundes. Zur Ausbreitungsdiagnostik gehort
aulBerdem die digital-rektale Untersuchung, eine Abdomensonographie und ein Réntgen-Thorax.
Laborchemisch sollte die Bestimmung des Tumormarkers Carcinoembryonales Antigen (CEA)
erfolgen. Bei rektalen Karzinomen werden zur Therapieplanung auBerdem eine starre
Rektoskopie und ein MRT des Beckens zur Abklarung der lokalen Tumorausbreitung durchgefiihrt

(83-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2019; Lammert, 2019).
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1.2.1.4 Therapeutische Mdglichkeiten und Prognose

Die Therapie kolorektaler Karzinome erfolgt stadienabhéngig (Tabelle 1) und ist einerseits von der
Lokalisation und Ausdehnung des Tumors sowie von den molekularbiologischen Eigenschaften der
Tumorzellen, andererseits aber auch vom Allgemeinzustand des Patienten abhangig (S3-Leitlinie

Kolorektales Karzinom, 2019).

Tabelle 1: UICC Klassifikation des kolorektalen Karzinoms: Die Tabelle zeigt eine vereinfachte Darstellung der
Stadieneinteilung kolorektaler Karzinome nach UICC 2010 (Union International for Cancer Control) (Entnommen aus: S3-
Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2019)

UiCC2010 T N M

Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1/72 NO MO
Stadium 11 T3 /T4 NO MO
Stadium Il jedesT N1 /N2 MO
Stadium IV jedesT jedesN M1

In einem kurativen Setting erfolgt bei Karzinomen des Kolons eine primar chirurgische Therapie.
Risikoarme Vorstufen oder friihe Formen eines malignen Tumors (UICC 0) lassen sich hierbei
gegebenenfalls sogar endoskopisch resezieren.

Die radikale Resektion des betroffenen Darmabschnitts sollte en-bloc und mit ausreichendem
Sicherheitsabstand durchgefiihrt werden. Prognostisch entscheidend ist auferdem die
Entfernung des regionaren Lymphabflussgebiets. Dazu gehort die Resektion von mindestens zwolf
Lymphknoten, die in die postoperative pathohistologische Untersuchung eingehen (N-
Klassifikation) (Herold, 2019; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2019). Kann pathohistologisch ein
Lymphknotenbefall nachgewiesen werden (UICC lll), schlieBt sich eine adjuvante Chemotherapie
an (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2019).

Die Unterschiede in der Behandlung des nicht metastasierten Rektumkarzinoms bestehen in der
Durchfiihrung einer neoadjuvanten Radio- und/oder Chemotherapie bei klinisch T3/T4 und/oder
N1 eingestuften Tumoren, wobei Karzinome des oberen Rektumdrittels wie Kolonkarzinome
behandelt werden (Feeney et al., 2019; S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2019). Das
anschliefende Operationsverfahren ist vor allem in Hinblick auf einen moglichen Erhalt der
Sphinkterfunktion auszuwahlen.

Andere Therapiemoglichkeiten ergeben sich beim Vorliegen von Fernmetastasen (UICC IV). Etwa
25% der Patienten zeigen bereits zum Diagnosezeitpunkt Lebermetastasen, circa 50% der

Patienten entwickeln diese erst im Verlauf (Heinrich und Lang, 2013). Nach der Kaskadentheorie

14



werden primar Leber und Lunge infiltriert, erst spater sind andere Organe betroffen (Herold,
2019). Die Therapieplanung ist hierbei vor allem von der moglichen Resektabilitdt der
Fernmetastasen, dem Allgemeinzustand des Patienten und der Molekularbiologie des Tumors
abhangig und sollte individuell flir jeden Patienten in einer interdisziplinaren Tumorkonferenz
diskutiert werden. Auch in einem solchen fortgeschrittenen Krankheitsstadium kann ein kurativer
Behandlungsansatz verfolgt werden, wenn es sich um resektable, gut zugangliche Metastasen der
Leber oder der Lunge handelt. In diesem giinstigen Fall kann sich die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir
UICC IV Patienten von circa 10% auf 50% verbessern (Heinrich und Lang, 2013). Die Resektabilitat
der Metastasen kann hierbei auch durch eine praoperative Chemotherapie erreicht werden.

In der palliativen Behandlungssituation steht vor allem der Allgemeinzustand und die
Lebensqualitdt des Patienten im Vordergrund und hat maRgeblichen Einfluss auf die Intensitat
einer systemischen Therapie. Je nach molekularpathologischer Subgruppe kdnnen zielgerichtete
Substanzen mit Chemotherapeutika kombiniert werden (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom,
2019). Chirurgisch kommen hier auferdem Anus praeter- oder Stentanlagen und
Umgehungsanastomosen zum Einsatz (Herold, 2019).

Die Prognose kolorektaler Karzinome ist stark abhangig vom jeweiligen Tumorstadium. Tumore
des Stadiums UICC | zeigen mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von >90% die beste
Langzeitprognose. Im Stadium Il kann immer noch eine Rate von 83% erreicht werden. Die
Prognose fiir das Stadium Il ist vom pT- und pN-Stadium abhadngig und liegt zwischen 44-83%.
Beim Vorliegen von Metastasen (Stadium 1V) sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate drastisch und liegt
nur noch zwischen 8-16% (Herold, 2019; Holmer und Kreis, 2017; Zentrum fiir Krebsregisterdaten,

2021).
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1.3 Zirkulierende Tumorzellen

1.3.1 Klinische Bedeutung

Als zirkulierende Tumorzellen (CTC) werden diejenigen malignen Zellen bezeichnet, die entweder
vom Primartumor oder einer Metastase abstammen und im peripheren Blut nachweisbar sind. Sie
gelten als Wegbereiter der Metastasierung (Yang et al., 2019).

Der Nachweis solcher CTC im Blut von Krebspatienten und deren Aussagekraft ist schon seit
einigen Jahren Forschungsthema verschiedener Gruppen. Dabei sind vor allem Fragen zur
optimalen Detektionsmethode zu kldren sowie ihre diagnostische, prognostische, pradiktive und
therapeutische Validitat zu prifen.

Metastasen gelten weiterhin als die Hauptursache fiir den Tod durch ein Karzinom (Pantel und
Brakenhoff, 2004). Als potentielle Wegbereiter der Metastasierung spielen CTC hier eine
entscheidende Rolle. Trotz erfolgreicher ,kurativer” Tumorresektion entstehen bei 10-30% der
KRK Patienten im Verlauf Rezidive inklusive Metastasen. Dies lasst Riickschlisse auf den Zeitpunkt
der Loslésung der CTC von ihrem Primartumor zu. CTC mit dem Potential zur Metastasenbildung
mussen dementsprechend im Zuge der Operation oder bereits davor den Zugang zum Blut
gefunden haben (Hardingham et al., 2000).

Die im Vergleich zu den Zellen des Blutes verschwindend niedrige Anzahl an Tumorzellen lasst sich
durch herkémmliche bildgebende oder laborchemische Verfahren nicht nachweisen, daher
erscheinen CTC vor allem mit Hinblick auf das Prinzip der Liquid Biopsy vielversprechend. Aktuell
wird einerseits die Anzahl an CTC pro Blutvolumen und andererseits der Nachweis Uber die
Expression von Tumorzell-assoziierten Markern genutzt.

Bislang kommt die Detektion von CTC bei soliden Tumoren allerdings zu keiner routinenhaften
Anwendung in der klinischen Praxis. Verschiedene Studien zeigen aber schon jetzt wegweisende
Ergebnisse zur Nutzbarkeit von CTC im zuklinftigen klinischen Alltag in der Behandlung solider
Tumore (Jacobson et al., 2019; Wu et al., 2020).

Der prognostische Nutzen von CTC ist der bisher am haufigsten untersuchte Aspekt. Eine negative
Korrelation von einem Nachweis von CTC oberhalb eines Cut-Off Wertes und dem Uberleben des
Patienten konnte fiir verschiedene Krebsentitdten, unter anderem Mamma, Lunge und Kolon,
nachgewiesen werden. Teilweise konnte hier auch eine Assoziation zum fortschreitenden
Krankheitsstadium gezeigt werden (Bidard et al., 2014; Hinz et al., 2017; Krebs et al., 2011; Yang
etal., 2018).
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CTC als Indikator fir eine systemische Erkrankung wurden vor allem bei Patienten mit
metastasiertem kolorektalen Karzinomen untersucht. Die Datenlage zur Nutzbarkeit der CTC-
Detektion bei nicht-metastasierten Patienten ist noch nicht abschlieRend geklart. In einer
Metaanalyse konnte auch fiir solche Patienten eine negative Korrelation zwischen Positivitat fir
CTC und dem krankheitsfreien- und Gesamtiiberleben gezeigt werden (Yang et al., 2017).

Auch fir das therapeutische Regime konnte der Nachweis von CTC Folgen haben. Eine Phase Il
Studie untersuchte die Anzahl von CTC in Patienten mit fortgeschrittenen KRK. Bei einem
Nachweis einer hohen Anzahl an CTC zeigte sich ein Vorteil fir die Anwendung einer intensiven 4-
Komponenten Chemotherapie im Vergleich zu Patienten mit einem Nachweis auf einem
niedrigeren Level (Krebs et al., 2015). Hier steht vor allem die Idee im Vordergrund, Patienten nach
ihrem individuellen Rezidivrisiko zu stratifizieren und die Anwendung einer aggressiven
adjuvanten Chemotherapie mit hoher Toxizitadt z.B. bei Patienten ohne positiven CTC Nachweis
oder einem Nachweis unter dem Cut-Off Wert zu vermeiden.

Fiir das Therapieansprechen und die schnelle Identifizierung einer ineffektiven Behandlung
konnten Li et al. die Nutzbarkeit von CTC-Verdanderungen unter der Therapie von Patienten mit
Magenkarzinomen nachweisen (Li et al., 2016).

Ausgehend davon, dass die Loslésung von Tumorzellen und die mégliche Metastasenbildung ein
friiher Schritt in der Karzinogenese sind, bietet der Nachweis von CTC auBerdem die Moglichkeit
fir eine frihe Entdeckung einer malignen Erkrankung. Bisher kam dies aufgrund von
unzureichender Sensitivitdit und Spezifitdit zu keiner Anwendung in der friihen klinischen
Diagnostik oder gar in einem Screening der Allgemeinbevélkerung (Yang et al., 2019).

Der Nachweis von CTC gelingt mit verschiedenen Methoden. In der vorliegenden Arbeit erfolgte
eine Anreicherung der peripheren mononuklearen Zellen (PBMC) und damit der CTC iber eine
Dichtegradientenzentrifugation, in denen anschlieBend die Expression CTC-assoziierter Gene
mittels quantitativer Realtime Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR) analysiert wurde. Die hierfiir

verwendeten molekularen Marker werden im Folgenden vorgestellt.

1.3.2 Molekulare Marker zur Detektion zirkulierender Tumorzellen

1.3.2.1 Cytokeratin 20 (CK20)

Cytokeratin 20 (CK20) zahlt als Intermediarfilament zur Struktur des Zytoskeletts epithelialer
Zellen. Hier tragt es entscheidend zur strukturellen Integritat der Zellen bei und schitzt vor

mechanischem und nicht-mechanischem Stress (Fuchs und Weber, 1994; Zhou et al., 2003).
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Die Expression von CK20 konnte besonders fiir die epithelialen Zellen der Mukosa des
Gastrointestinaltrakts, aber auch fiir andere Gewebe wie Blase, Prostata und Haut gezeigt werden
(GeneCards®; Moll et al., 1990; Polari et al., 2020).

Von diesen Geweben abstammende Tumorzellen weisen im Regelfall auch eine Expression von
CK20 auf, welche z.B. in der histopathologischen Beurteilung von Geweben und deren Herkunft
zu Rate gezogen wird (Bayrak et al., 2011).

Im Gegensatz zu anderen Zytokeratinen wird CK20 nicht in hamatopoetischen Zellen exprimiert
und eignet sich daher besonders als Marker fiir die RT-PCR zur Detektion von CTC im peripheren
Blut (Burchill et al., 1995).

Mit Blick auf KRK konnten Hendricks et al. in einer Studie mit 381 Patienten mit KRK verschiedener
Stadien bei 53% der Patienten mittels CK20-RT-PCR eine Positivitdt nachweisen und eine deutliche
Korrelation mit der Prognose zeigen. Nach Bestimmung eines Cut-Off Wertes fir die CK20
Expression zeigte sich fir die Patientengruppe mit hoherer Expression ein 5-Jahres-
Gesamtiiberleben von 39.8%, verglichen zu 69.6% in der Gruppe mit Expressionswerten unterhalb
des Cut-Off Wertes. Zusatzlich konnte eine Korrelation zwischen dem Tumorstadium und der
CK20-Expressionsstarke nachgewiesen werden: so zeigten UICC IV oder pT4 Tumore deutlich
haufiger einen Wert oberhalb des Cut-Off Wertes (Hendricks et al., 2018). Auch Hinz et al. kamen
zu dhnlichen Ergebnissen. In einer Studie mit 299 Kolonkarzinompatienten korrelierten héhere
UICC- oder pT-Stadien signifikant mit der Detektionsrate von CK20-positiven CTC. Im Einklang
damit waren die hoheren Detektionsraten in Patienten mit synchronen Lebermetastasen (M1:
62%; MO: 35%). Keine Korrelation konnte hingegen fir das Vorliegen von
Lymphknotenmetastasen (pN-Stadium) gezeigt werden (Hinz et al., 2017).

Kontrar dazu fanden Hinz et al. in einer weiteren Studie mit Rektumkarzinompatienten keine
Assoziation zwischen dem Nachweis von CTC und Tumoreigenschaften oder dem
Gesamtiiberleben der Patienten. Die Detektionsrate von CTC war hier aber mit dem Ansprechen
auf eine neoadjuvanten Radiochemotherapie korrelierbar. Ein Therapieansprechen driickte sich
hier in einer niedrigeren Inzidenz von CTC im Blut der Patienten aus (Hinz et al., 2015).

Aufgrund der oben beschriebenen Forschungsergebnisse gilt CK20 als einer der

vielversprechendsten Marker fiir die Detektion und klinischen Nutzung von CTC bei KRK.
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1.3.2.2 Plastin 3 (PLS3)

Plastin 3 (PLS3) gehort zur Familie der Aktin-bindenden Proteine. Aktin ist ein zytoplasmatisches
Strukturprotein, welches als Teil der kontraktilen Einheit in Muskelzellen, aber auch als Bestandteil
der Mikrofilamente in fast allen Geweben des menschlichen Koérpers zu finden ist. Als
organisierendes Element der Aktin-Mikrofilamente konnte PLS3 in intestinalen Mikrovilli,
Stereozilien und Pseudopodien von Bindegewebszellen nachgewiesen werden (Lin et al., 1993;
UniProt).

2013 hatte die Forschungsgruppe um Yokobori et al. PLS3 mit Hilfe einer Microarray-Analyse von
132 KRK Proben als neuen potentiellen Marker fir die Detektion von CTC in
Kolorektalkarzinompatienten identifiziert. Im weiteren Verlauf konnte PLS3 im Blut von Patienten
mit KRK nachgewiesen werden, aber nicht im Blut gesunder Individuen. Eine hohe Expression war
in der Kohorte auRBerdem mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium und einer schlechteren
Prognose assoziiert. Eine weitere Untersuchung bestatigte, dass auch Tumorzellen, die eine
Epitheliale-Mesenchymale-Transition (EMT) durchlaufen hatten weiterhin PLS3 exprimierten und
somit der Marker wéhrend der Tumorprogression nicht verloren geht (Yokobori et al., 2013). Trotz
dieser Resultate haben sich bisher nur wenige andere Studien mit PLS3 als CTC-Marker befasst.
Kujawski et al. konnten eine alters- oder geschlechtsabhdngige Expression ausschlielRen.
Allerdings konnte hier keine Assoziation zwischen dem T- oder M-Stadium des KRK und der PLS3
Expression gezeigt werden, dafiir war das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (pN1) mit einer
hoheren PLS3 Expression signifikant korrelierbar (Kujawski et al., 2015).

Auch fir andere solide Tumore wie dem Mammakarzinom kénnte PLS3 eine Rolle spielen. Hier
konnte der Nachweis von PLS3-positiven CTC mit einem schlechteren Gesamt- und

krankheitsfreien Uberleben in Zusammenhang gebracht werden (Ueo et al., 2015).

1.3.2.3 Ladinin 1 (LAD1)

Ladinin 1 (LAD1) gilt als Ankerfilament und Bestandteil der Basalmembran. Es nimmt hier eine
stabilisierende Funktion zwischen der Epithelzellschicht und dem darunterliegenden
Bindegewebe ein (Uitto und Pulkkinen, 1996). Die Expression von LAD1 ist flir zahlreiche vor allem
epitheliale Organe gezeigt, darunter auf hochstem Niveau in der Haut und im Gastrointestinaltrakt
(GeneCards®).

Das Aufstellen von Proteom- oder Genexpressions-Profilen verschiedener Malignitdten im

Vergleich zu ihrem jeweiligen Gesundgewebe identifizierte LAD1 als hochexprimiertes Gen fir
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unter anderem Adenokarzinome der Lunge, das metastasierte Larynxkarzinom, Ovarialkarzinome
und das Triple-negative Mammakarzinom (Codreanu et al., 2017; Klobucar et al., 2016; Santin et
al., 2004; Wang und Guda, 2016). In der Datenbank cBioPortal for Cancer Genomics kann die
vermehrte Expression von LAD1 fiir die verschiedensten Malignitdten eingesehen werden,
darunter auch fiir kolorektale Karzinome (cBioPortal for Cancer Genomics).

Besonders beim Mammakarzinom konnte die erhohte Expression von LAD1 bereits mit einer
schlechteren Prognose assoziiert werden. AuRerdem scheint es als Bestandteil der Basalmembran
mit Einfluss auf das zelluldre Zytoskelett ebenfalls an der Zellmigration und Proliferation beteiligt
zu sein (Roth et al., 2018). Insgesamt ist LAD1 im Bereich der Onkologie bisher jedoch wenig
untersucht.

Die Eignung des Markers fiir die Detektion von CTC in dieser Studie ergibt sich groRtenteils aus der
hohen Expression im Gastrointestinaltrakt sowie den bisherigen Erkenntnissen aus

Untersuchungen an anderen Tumorentitaten.

1.3.2.4 Defensin Alpha 5 (DEFA5)

Defensine zahlen zu den antimikrobiellen zytotoxischen Peptiden und gehdren zur unspezifischen
Immunabwehr (Salzman et al., 2007). Sie sind Bestandteil der sekretorischen Granula von
Neutrophilen und werden im Oberflachenepithel verschiedener Organe exprimiert, hierbei
insbesondere im Diinn- und Dickdarm sowie in der Lunge (Genecards®). Defensin Alpha 5 (DEFAS5)
ist vor allem fiir seine hohe Expression in den sekretorischen Panethzellen des terminalen lleums
bekannt (Porter et al., 2002).

Daher konnte DEFAS5 bisher vornehmlich im entziindlichen Kontext eine Rolle zugeschrieben
werden. Verschiedene Gruppen konnten bei der Erstellung von Genexpressionsprofilen sowohl
fir die Colitis ulcerosa als auch fiir den Morbus Crohn eine Uberexpression von DEFA5 im Vergleich
zu Kontrollen zeigen (Dobre et al., 2018; Lawrance et al., 2001; Noble et al., 2008; Srivastava und
Kulaylat, 2004).

Eine Verbindung des Markers zu malignen Prozessen wurde unter anderem durch Taman et al.
verdeutlicht. Sie konnten eine erhohte Expression von DEFA5 in mukosalen Biospien von
unbehandelten Colitis ulcerosa Patienten im Vergleich zu Kontrollproben zeigen, dies vor allem
bei Biopsien mannlicher Patienten. Unter anderem brachten sie die unterschiedliche

Genexpression in den Geschlechtern hier auch mit dem deutlich héheren Risiko von Mannern fiir
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die Entstehung eines Colitis assoziierten Karzinoms in Verbindung und postulierten DEFA5 als
moglichen Risikofaktor fiir eine maligne Entartung (Taman et al., 2018).

Nastase et al. schlagen DEFAS als friihen diagnostischen Marker vor. Sie konnten zeigen, dass
DEFAS besonders in Kolonadenomen eine erhdhte Expression aufweist und somit Bestandteil der
Tumorgenese (iber die Adenom-Karzinom-Sequenz sein konnte (Nastase et al., 2011).

Auch bei anderen Tumorentitdten wurden Hinweise auf eine Einflussnahme in der Karzinogenese
durch DEFAS gefunden: Beispielsweise konnte fiir das Blasenkarzinom eine Assoziation von Alpha-
Defensinen und der Invasivitat hergestellt werden (Holterman et al., 2006). Des Weiteren wurde
eine Beteiligung von DEFAS bei der Progression von Osophaguskarzinomen durch die negative
Beeinflussung der E-Cadherin Expression beschrieben (Nomura et al., 2013).

In dieser Studie sollte DEFAS5 als CTC Marker hinsichtlich seines Einsatzes als friiher diagnostischer
Marker fur KRK Patienten geprift und zusatzlich geklart werden, inwieweit seine Expression im

Blut durch entztndliche Geschehnisse beeinflusst wird.

1.3.2.5 Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule 5 (CEACAMS5)

CEA assoziierte Zelladhasionsmolekiile (CEACAM) sind eine Familie von Glykoproteinen der
Zelloberflache. Neben ihrer Funktion als Adhdsionsmolekiile sind sie auch an Prozessen der
Differenzierung und der Proliferation beteiligt (Hammarstrém, 1999; Kelleher et al., 2019).
CEACAMS als prominentestes Mitglied der CEA-Familie ist vor allem als Tumormarker CEA fir
kolorektale Karzinome bekannt. 1965 wurde CEA/CEACAMS5 als erstes Protein der Familie von
Gold und Freedman entdeckt und sein Nutzen in der Versorgung von Patienten mit KRK erkannt
(Gold und Freedman, 1965). Heute spielt CEA besonders in der Nachsorge von KRK Patienten eine
entscheidende Rolle. Erhohte Werte im Verlauf erfordern eine diagnostische Abklarung, da sich in
Studien die Uberlegenheit des Markers bei der Friihentdeckung von Lebermetastasen gezeigt
hatte (S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom, 2019).

Deutlich spater, mit dem Beginn der Erforschung von CTC, riickte CEACAMS5 auch als ein Marker
zur Detektion dieser Zellen in den Fokus. Flr verschiedenste epitheliale Gewebe konnte eine
CEACAMS5 Expression nachgewiesen werden, hier vor allem im Kolon auf erhéhtem Niveau, aber
auch fir verschiedene Tumorentitdten; darunter Lungen-, Mamma- und Pankreaskarzinome
(Chan und Stanners, 2007; Han et al., 2020).

Vardakis et al. analysierten Blutproben von Kolonkarzinompatienten vor Einleiten einer

adjuvanten Therapie. Die Detektion von CEACAM5-positiven CTC wurde hier mit einem signifikant
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hoheren Rezidivrisiko und einem niedrigeren Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht (Vardakis
et al., 2011). Darliber hinaus konnten Messaritakis et al. einen negativ-prognostischen Wert der
Detektion von CEACAMS5-positiven CTC in Patienten mit metastasierten KRK zeigen. Der
Zusammenhang bestand vor allem fir BRAF- und KRAS-mutierte Karzinome (Messaritakis et al.,
2018).

Auch fir Mammakarzinome konnte der Nachweis von CEACAMS5-positiven CTC mit einer
schlechteren Prognose assoziiert werden. Auflerdem korrelierte die Rate an CEACAM5-positiven
CTC positiv mit dem Krankheitsstadium (Wang et al., 2019). Im Metastasierungsprozess konnte
fir das Mamma-CA eine Bedeutung von CEACAMS gezeigt werden. Powell et al. hoben den
Marker als entscheidenden Kandidaten hervor, der das Metastasenwachstum fordert und zur
Mesenchymalen-Epithelialen-Transition (MET) am Ort der Metastasierung beitragt (Powell et al.,
2018).

Fir nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome konnten Zhang et al. eine erhdhte Expression von
CEACAMS5 nachweisen, die mit dem T-Stadium und dem Befall von LymphgefalRen assoziiert war.
Experimentell konnte die Rolle von CEACAMS in der Proliferation und der Migration von
Tumorzellen gezeigt werden (Zhang et al., 2020).

AuBRerdem unterstreichen neue Erkenntnisse die Relevanz von CEACAMS5 im inflammatorischen
Kontext der CED. Fiir Morbus Crohn und Colitis ulcerosa zeigte sich eine erhéhte Expression des
Proteins im erkrankten Gewebe. So wird CEACAMS5 einerseits eine Rolle in der komplizierten
Pathophysiologie der chronisch entziindlichen Darmerkrankungen zugeschrieben, andererseits
aber auch als potentieller Wegbereiter im Prozess der Colitis assoziierten Karzinogenese gesehen
(Kelleher et al., 2019; Smithson et al., 1996).

Daher sollte CEACAMS hier als Marker fiir den CTC Nachweis sowohl in Tumorpatienten als auch

in Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen untersucht werden.
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

CED zeigen weltweit eine steigende Inzidenz (Ng et al., 2017; Windsor und Kaplan, 2019). Da
sowohl die Colitis ulcerosa als auch der Morbus Crohn mit einem erhohten Risiko fiir die
Entwicklung eines KRK einhergehen, besteht die grofle Herausforderung aktuell darin, den
Patienten intensive PraventionsmalBnahmen zuzufithren, um eine maligne Progression moglichst
frihzeitig zu erkennen und zu therapieren (Clarke und Feuerstein, 2019). KRK tragen weiterhin,
trotz verbesserter diagnostischer und therapeutischer Moglichkeiten, mafligeblich zur Krebs-
assoziierten Mortalitat bei (Zentrum fiir Krebsregisterdaten, 2021; Siegel et al., 2021).

Die Detektion von CTC konnte hierbei zukiinftig einen wichtigen Stellenwert einnehmen.
Besonders fiir den CTC-assoziierten Marker CK20 konnten bereits Korrelationen zum Uberleben
des Patienten und dem Krankheitsstadium hergestellt werden (Hendricks et al., 2018; Hinz et al.,
2017). Dabei ist bisher noch nicht untersucht, ob ein Nachweis CTC-assoziierter Marker tatsachlich
ein malignes Ereignis anzeigt oder auch in benignen Erkrankungen des Organsystems vorkommen
kann.

In der vorliegenden Arbeit sollte daher gepriift werden, ob sich die Expression CTC-assoziierter
Marker mittels RT-PCR auch im Blut von Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen
nachweisen lassen. Hierbei wurden neben CK20 die Marker PLS3, LAD1, DEFA5 und CEACAM5
untersucht.

Mit Hilfe von Cokulturversuchen mit intestinalen Epithelzellen und proinflammatorischem M1-
Makrophagen sollte der Einfluss inflammatorischer Stimuli auf die Expression der CTC-assoziierten
Marker untersucht werden sowie funktionelle Veranderungen in Hinblick auf die Proliferation, das
Migrations- und Invasionsverhalten sowie Charakteristika der EMT in den Epithelzellen analysiert
werden.

Ein Vergleich der Expressionswerte von Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen,
Gesundspendern und KRK Patienten und die Korrelation des Expressionsniveaus mit klinischen
Parametern sollte dabei helfen zu kladren, inwieweit die Schwere der Darmentziindung die
Markerexpression beeinflusst und ob sich die Marker zur Differenzierung von malignen bzw.
entziindlichen Erkrankungen des Darms eignen.

Insgesamt kann die Arbeit zu einem verbesserten Verstandnis beitragen, wie eine Entziindung die
Progression von Krebs vorantreibt und ob die Detektion von CTC-assoziierten Markern spezifisch
fir ein KRK ist oder die Disseminierung von Epithelzellen ins periphere Blut auch entziindlich

vermittelte Ursachen haben kann.
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2 Material

2.1 Probenmaterial der CED und KRK Patienten sowie der Kontrollprobanden

Das Spenderblut fur die Extraktion von Ribonukleinsdure (RNA) und die Analyse mittels qRT-PCR
wurde von der Biomaterialbank BMB-CCC zur Verfligung gestellt.

Alle Spender wurden zuvor aufgeklart und ihr Einverstandnis mittels einer
Einverstandniserklarung schriftlich festgehalten (Abschnitt V).

Die Sammlung der Proben und dazugehoriger klinischer Daten und deren Verwendung fir
Forschungszwecke wurde von der Ethikkommission der Medizinischen Fakultdat der Christian-
Albrechts-Universitat zu Kiel und dem Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Standort Kiel

genehmigt (A 110/99).

2.2 laborgerate

2.2.1 Zentrifugen

Zentrifuge

Hersteller

Avanti J-20 XP

Centrifuge 5452R

Heraeus Fresco 17

Heraeuss Multifuge X1
Rotina 420

Rotina 420 R

VWR® Galaxy Mini Zentrifuge

2.2.2 Inkubatoren

Inkubator

Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE
Eppendorf, Wesseling-Berzdorf, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Hettich, Tuttlingen, DE

Hettich, Tuttlingen, DE

VWR International, Darmstadt, DE

Hersteller

BBD 6620 CO, Inkubator
Stuart SRT9 Rollenmischer
WNB 7-45 Wasserbad

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Bibby Scientific LTD., Stone, UK
Memmert, Schwabach, DE
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2.2.3 Messgerate

Messgerat

Hersteller

FACScalibur Durchflusszytometer
Fusion SL Detektionssystem

Infinite® 200 PRO, Mikroplatten Reader
LightCycler® 480 Il

NanoDROP 2000c Spektrophotometer
Neubauer Zahlkammer

pH 7110 Meter

StepOnePlus Real-Time PCR System

2.2.4 Mikroskope

Mikroskop

Beckton Dickinson, Heidelberg, DE
Vilber Lourmat, Eberhardzell, DE
Tecan, Crailsheim, DE

Roche, Basel, CH

peqlab, Erlangen, DE

Marienfeld, Lauda-Kénigshofen, DE
inoLab, Weilheim, DE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Hersteller

AE 2000
Evos XL Core Cell Imaging System

2.2.5 Pipetten

Pipette

Motic, Wetzlar,DE
AMG, Bothell, USA

Hersteller

Finnpipette F1 0.2-2 pl
Finnpipette F1 1-10 pl
Finnpipette F1 2-20 pl
Finnpipette F1 20-200 pl
Finnpipette F1 100-1000 pl
Pipetboy-acu

2.2.6 Sterilwerkbanke

Sterilwerkbank

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Brand, Wertheim, DE

Hersteller

HERA Safe
HERA Safe KS

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
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2.2.7 Waagen

Waage

Hersteller

Precisa BJ 2100D
Precisa XB120A

2.2.8 \Weitere Gerate

Weitere Gerate

Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH
Precisa Gravimetrics AG, Dietikon, CH

Hersteller

ARPEGE 110 Stickstofftank

CS-300V Power supply

Gefrierschrank (-20°C)

HERAfreeze Basic freezer

JE-5.0 Elutriationsrotor

Kihlschrank (4°C)

Laboport Vakuumpumpe

Masterflex® Peristaltikpumpen L/S® Serie
MILLI-Q Reagent Water System

Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis
Cell

MR Hei-Mix S Magnetrihrer

Skalpell

Thermozykler T-Gradient
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System
TSX Freezer
Ultraschall-Homogenisator Sonopuls
VORTEX GENIUS 3 Vortex-Mischer

Airliquide, Paris, FR

Cleaver Scientific, West Sussex, UK
Liebherr, Ochsenhausen, DE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE
Liebherr, Ochsenhausen, DE

KNF Neuberger, Freiburg, DE

Cole Parmer Instruments, Kehl/Rhein, DE
Merck Millipore, Billerica, USA

Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE
Heidolph Instruments, Schwabach, DE
Novus Dahle, Lingen, DE

Biometra, Gottingen, DE

Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Bandelin, Berlin, DE

IKA-Werke, Staufen, DE
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2.3 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

0,1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000
Pipettenspitzen

0,1-10 pl, 10-200 pl, 100-1000 pl
Pipettenspitzen mit Filter

1,5 ml, 2 ml Eppendorf Gefalle

15 ml, 50 ml Zentrifugengefale
5ml, 10 ml, 25 ml Serumpipetten
12-/24-/96-Well-Platten, Flachboden
96-Well-Platte, transparent
96-Well-Fast-PCR-Platte, Halbrand
Adhasive gPCR Folie

FACS Rohrchen

Immun-Blot® PVDF Membrane
Inserts, 24-Well-Platte, PET 8um
Micro-Touch Nitril Handschuhe
Parafilm M

Pasteur Pipette ISO 7712

Spritzen

TC-Inserts, 12-Well-Platte, PET, 0,4 um
TC-Inserts, 12-Well-Platte, PET, 8 um
Transferpipette 3,5 ml

Vue-Life Makrophagenkulturbeutel 32-C
Wattestdbchen

Western Blotting Filter Paper
Zellkulturflaschen T-25, Cell+, 25 cm?
Zellkulturflaschen T-75, Cell+, 75 cm?
Zellschaber 25 cm

2.4 Kits

Kit

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE
Eppendorf, Hamburg, DE
Sarstedt, NUmbrecht, DE
Sarstedt, NiUmbrecht, DE
Sarstedt, NiUmbrecht, DE
Sarstedt, NUmbrecht, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE
Sterilin, London, UK
Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE
Ansell, Mlnchen, DE
Brand, Wertheim, DE

Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG,

Sondheim/Rhon, DE

BD Discartid, Heidelberg, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, NUmbrecht, DE

Sarstedt, NUmbrecht, DE
Saint-Gobain, Courbevoie, FR
NOBA Verbandmittel Danz, Wetter, DE
Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE
Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, Nimbrecht, DE

Sarstedt, NUmbrecht, DE

Hersteller

DC™ Protein Assay

Maxima™ Erststrang-cDNA-Synthesekit
pegGOLD RNAPure™

TagMan® Universal Master Mix I
TagMan™ Fast Advanced Master Mix

Bio-Rad Laboratories, Minchen, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
peqlab, Erlangen, DE

Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
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2.5 Chemikalien, Reagenzien, Puffer, Rezepturen

2.5.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz

Hersteller

2-Propanol

Advansta WesternBright™ ECL

Bovines Serumalbumin (BSA), fraction V
Bromphenolblau

Chloroform

Essigsaure

Ethanol 99 %, vollvergallt

Ethanol, reinst

FACSflow sheath fluid

Ficoll-Paque™ PLUS

Grams Kristallviolettlésung

HiPerFect® Transfection Reagent
Kollagen Typ 1 (1 mg/ml)

Konservierer fiir Wasserbader
LightCycler® 480 SYBR Green | Master (2x)
LightCycler®480 SYBR Green | Master
Methanol

Milchpulver

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS) ultra-pur
PageRuler Prestained Protein Ladder
Pancoll human

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Solution 555 Waschlésung

Tris-Base

Triton X-100

Trypanblau Losung Fluka 0,4 %
Trypsin-Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Tween 20

Th. Geyer GmbH, Renningen, DE oder

Merck Millipore, Darmstadt, DE
Advansta Inc., San Jose, USA

Biomol, Hamburg, DE

Merck Millipore, Darmstadt, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE
Chemsolute, Th. Geyer, Renningen, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE

BD Bioscience, San Jose, USA
GE-Healthcare, Uppsala, SE

Merck Millipore, Darmstadt, DE
QIAGEN GmbH, Hilden, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Roche Diagnostics, Mannheim, DE
Roche, Basel, CH

Th.Geyer GmbH, Renningen, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Pan-Biotech GmbH, Aidenbach, DE
Merck Millipore, Darmstadt, DE
Beckmann Coulter GmbH, Krefeld, DE
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE
Sigma-Aldrich, Minchen, DE

PAA, Pasching, AT

Serva, Heidelberg, DE
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2.5.2 Puffer

Puffer

Zusammensetzung

Elutriationspuffer

Ladepuffer (4x)

Laemmli-Puffer (2x)

Sammelgel-Puffer

TBS (10x)

TBS-Tween (TBS-T)

Trenngel-Puffer

Western Blot Laufpuffer

0,1 % (v/v) FCS in PBS

10 mM EDTA

PBS pH 7,4

0,005 % (w/v) Bromphenolblau

2,5 % (v/v) 2-Mercaptoethanol in Laemmli-
Puffer (2x)

128 mM Tris-Base

4,6 % (w/v) SDS

10 % (v/v) Glycerol

1 mM Natriumorthovanadat
pH 7,6

0,5 M Tris-Base

0,4 % (w/v) SDS

pH 6,8

20 mM Tris-Base

140 mM Natriumchlorid
pH 7,6

10 % (v/v) TBS (10x)
0,05 % (v/v) Tween 20
in ddH20

1,5 M Tris-Base

0,4 % (w/v) SDS

pH 8,8

25 mM Tris-Base

192 mM Glycin

0,1 % (w/v) SDS

in ddH,0
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2.6 Material fir die Western Blot Analyse

Gel

Zusammensetzung pro Gel

Sammelgel

Trenngel (10 %)

Trenngel (12 %)

Trenngel (15 %)

2000 pl Agua dest.
765 ul Sammelgelpuffer
310 pl 40 % PAA

20 ul 10 % APS

3,0 ul TEMED

4,0 ml Aqua dest.

2,0 ml Trenngelpuffer
2,0 ml 40 % PAA

30 ul 10 % APS

6,0 ul TEMED

3,6 ml Aqua dest.

2,0 ml Trenngelpuffer
2,4 ml 40 % PAA

30 ul 10 % APS

6,0 ul TEMED

3,0 ml Aqua dest.

2,0 ml Trenngelpuffer
3,0 ml 40 % PAA

30 pl 10 % APS

6,0 ul TEMED
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2.7 Material fur zellbiologische Untersuchungen

2.7.1 Zelllinien

Zelllinie Beschreibung / Quelle

NCM-460 normal-derived colon mucosa, intestinale Epithelzelllinie:

Expression von Kolonepithel-assoziierten Antigenen, negativ fir typische
Antigene anderer Zelltypen, keine kanzerogenen Eigenschaften

(Moyer et al., 1996) / INCELL Corp., San Antonio, USA
HT29 Humane kolorektale Adenokarzinom Zelllinie

(Fogh und Trempe, 1975; Martinez-Maqueda et al., 2015) / American Type
Culture Collection (ATCC), Manassas, USA

2.7.2  Zellkulturreagenzien

Zellkulturreagenzien Hersteller
Dulbecco’s PBS Biochrom, Berlin, DE
Fetales Kélberserum (FCS) Biochrom, Berlin, DE

Granulocyte-macrophage-colony stimulating

Biol Fell, DE
factor (GM-CSF), human recombinant ioLegend, Fell,

L-Glutamin PAA, Pasching, AT

M3:Base F™ INCELL Corporation, San Antonio, USA
Natriumpyruvat Biochrom, Berlin, DE

OPTI-MEM® | (1x) Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) Merck Millipore, Darmstadt, DE

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640
Medium Biochrom, Berlin, DE



2.7.3 Zusammensetzung von Zellkulturmedien

Zellkulturmedium Zusammensetzung

M1-Makrophagenmedium (500 ml) RPMI 1640
10 % (v/v) FCS, 1 % (v/v) L-Glutamin
1% (v/v) Pen/Strep
11 mM D-Glucose
Migrationsassay Medium (500 ml) RPMI 1640
1% (v/v) FCS, 1 % (v/v) L-Glutamin
1% (v/v) Pen/Strep
11 mM D-Glucose
NCM-460 Medium (500 ml) M3:Base F™
10 % FCS

2.7.4 Small interfering RNA (siRNA)

SiRNA Stock Hersteller

Control siRNA A 10 uM Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, DE
CK20 siRNA human 10 uM Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, DE
CEACAMS siRNA human 10 uM Santa Cruz Biotechnology, Heidelberg, DE
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2.8 Antikorper

Primare Antikdrper Spezies / Stock Verdinnungsfaktor Hersteller
(Klon) Isotyp Konzentration
E-Cadherin (32A8) Maus/ k.A. 1000 Cell Signaling,
lgG1 Frankfurt, DE
HSP 90 (F-8) Maus/ 200 mg/ml 2000 Santa Cruz
lgG2a Biotechnology,
Heidelberg, DE
L1CAM (14.10) lgG1 10 mg/ml 1000 Zur Verfligung
gestellt von Prof.
Gerd
Moldenhauer,
DKFZz,
Heidelberg, DE
Vimentin (V9) Maus/ 200 pg/ml 200 Santa Cruz
lgG1 Biotechnology,
Heidelberg, DE
DEFAS (8c8) Maus/ 200 pg/ml 200 Santa Cruz
IgG2b Biotechnology,
Heidelberg, DE
Ceacam5 (CI-P83-1) Maus/ 200 pg/ml 1000 Santa Cruz
lgG1 Biotechnology,
Heidelberg, DE
CK20 (D9717) Kaninchen/ k.A. 1000 Cell Signaling,
IgG Frankfurt, DE
Sekundéare Antikdrper Spezies Verdinnungsfaktor Hersteller
anti-mouse IgG (HRP-gekoppelt) Pferd 2000 Cell Signaling,
Frankfurt, DE
anti-rabbit IgG (HRP-gekoppelt) Ziege 2000 Cell Signaling,

Frankfurt, DE

33



2.9 Primer

Hersteller: Eurofins, Ebersberg, DE

Primer 5'-3'-Sequenz Annealing
Temperatur (°C)
forward TCCATGACAACTTTGGTATCGTGG
GAPDH 58
reverse GACGCCTGCTTCACCACCTTCT
Hersteller: RealTimePrimers, Hamburg, DE
Primer 5°-3'- Sequenz Annealing
Temperatur (°C)
E-Cadheri forward TGCTCTTGCTGTTTCTTCGG 55
--adnerin reverse TGCCCCATTCGTTCAAGTAG
forward GAACTGGATGTGGTGGAGAG
L1CAM 58
reverse GAGGGTGGTAGAGGTCTGGT
Vi . forward TCCAAGTTTGCTGACCTCTC cg
Imentin reverse TCAACGGCAAAGTTCTCTTC

Hersteller: Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE

Primer Assay ID Hersteller

CEACAMS Hs00944025 m1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
CK20 Hs00966063_m1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
DEFAS Hs00360716_m1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
LAD1 Hs00194326_m1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
PLS3 Hs00958350 m1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
TBP Hs00427620_m1 Thermo Fisher Scientific, Schwerte, DE
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2.10 Software

Software

Hersteller

FACScalibur CellQuest

GraphPad PRISM 7

i-controlTM Microplate Reader Software
IBM SPSS®-Software

LightCycler480 Software

Mendeley Ltd. Reference Manager
Microsoft Office 2007/2013

Nano Drop 2000/2000c Software

BD Bioscience, San Jose, USA
GraphPad Software, San Diego, USA
Tecan, Crailsheim, DE

IBM Deutschland GmbH, Ehningen, DE
Roche, Basel, CH

Elsevier, Amsterdam, NL

Microsoft Corporation, Redmond, USA
Thermo Scientific, Schwerte, DE
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3  Methoden

3.1 Analyse von peripheren mononuklearen Zellen aus dem Blut von Patienten und
gesunden Spendern

3.1.1 Isolierung von peripheren mononukleadren Zellen

Vom Spenderblut wurden 20 ml in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Gberfihrt und 1:1 mit RPMI
Medium verdilinnt. Je 20 ml wurden dann vorsichtig auf 15 ml Separationsmedium (Pancoll)
pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Dichtegradientenzentrifugation bei 400 x g und
Raumtemperatur Gber 40 min. Durch die Zentrifugation mit dem Separationsmedium sammeln
sich die PBMC als Zellphase zwischen dem Separationsmedium und einem Uberstand aus
Blutplasma. Diese Zellphase wurde vorsichtig mit einer Pipette abgenommen, in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen gegeben, mit kaltem PBS auf 50 ml aufgefiillt und 30 min bei 500 x g
zentrifugiert. Alle folgenden Arbeitsschritte wurden nun auf Eis bzw. bei 4°C durchgefiihrt. Der
entstandene Uberstand wurde mit einer Pipette abgenommen, das Zellpellet dann in 2 ml kaltem
PBS resuspendiert. AnschlieRend erfolgte eine Zellzdhlung (Abschnitt 3.4.1). Je 1*107 Zellen
wurden in 2 ml Eppendorf-Tubes Uberfiihrt und bei 4°C 5 min bei 960 x g zentrifugiert. Sollten die
Zellen im Anschluss fir eine RNA Extraktion verwendet werden, wurde der Uberstand
abgenommen und die Zellen in je 1 ml RNAPure™ pro Eppendorf-Tube resuspendiert und dann

direkt weiterverarbeitet oder bei -80°C verwahrt.

3.1.2 RNA Extraktion aus peripheren mononukledaren Zellen

Fir die Extraktion von RNA wurden zuerst je 1*107 Zellen in 1 ml RNAPure™ aufgenommen.
Weiterhin wurde nach dem Protokoll vom peqGOLD RNAPure™ verfahren. Hierfir wurde die
Probe, falls sie zwischenzeitlich bei -80°C gelagert wurde, 5 min bei Raumtemperatur angetaut,
um eine vollstdndige Dissoziation der Nukleotidkomplexe zu gewahrleisten. Auf je 1 ml RNAPure™
in der Probe wurden 0,2 ml Chloroform gegeben und fiir mindestens 15 s kraftig geschittelt.
AnschlieBend wurde die Probe auf Eis fir 5 min inkubiert und fiir die Phasenauftrennung bei
12000 x g flir 5 min bei 4°C zentrifugiert. Die RNA reichert sich in der obersten wassrigen Phase
an. Diese wurde vorsichtig mit einer Pipette in ein frisches 2 ml Eppendorfréhrchen Gberfiihrt. Die
Prazipitation erfolgte mit Isopropanol in einem, der abgenommenen wassrigen Phase,

entsprechenden Volumen. Nach einer 15 minitigen Inkubation bei 4°C wurden die Proben bei
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12000 x g und 4°C 10 min zentrifugiert. Nun wurde der Uberstand abgenommen und die Proben
zweimal mit je 1 ml 75% Ethanol gewaschen und anschliefend bei 4°C und 12000 x g 5 min
zentrifugiert. Nach der zweiten Waschung und Abnahme des Uberstandes wurden die Proben
abschlieRend an der Luft getrocknet und zuletzt, je nach PelletgroRe, in 10 bis 20 pl RNase freiem
Wasser gelost. Die Konzentration und Reinheit der isolierten RNA wurde mittels
Spektralphotometer bei einer Wellenldnge von 260/280 nm gemessen. Die Proben standen
anschlieRend direkt fiir die Synthese komplementarer DNA (cDNA) zur Verfligung oder konnten

bis zum Gebrauch bei -80°C gelagert werden.

3.1.3 cDNA Synthese

Um fir die folgende gRT-PCR cDNA herzustellen, wurde der Maxima™ Erststrang-cDNA-
Synthesekit verwendet. Die fir die PCR bendtigte Menge an RNA wurde den Proben entnommen

und in den Folgeschritten weiterverarbeitet. Fir jede Reaktion wurden folgende Komponenten

bendtigt:
Komponente Volumen je Reaktion
5x Reaction Mix 4 ul
Maxima Enzyme Mix 2 ul
RNA Probe 1-2 ug
nuklease freies Wasser auf 20 ul auffillen
Gesamtvolumen 20 ul

Der Master Mix wurde fir die benotigte Anzahl an Reaktionen aus dem 5x Reaction Mix und dem
Maxima Enzyme Mix hergestellt und gut gemischt. Zu jeder RNA Probe wurden anschlieRend 6 pl
des Mastermixes gegeben und mit nuklease freien Wasser auf ein Volumen von 20 pl aufgefillt.
Im Thermocycler wurden die vorbereiteten Proben nun 10 min bei 25°C inkubiert, gefolgt von 30
min bei 50°C. Beendet wurde die Reaktion bei 85°C fiir 5 min. Die Aufbewahrung der cDNA erfolgte
bei -20°C.

3.1.4 Quantitative Real Time PCR

Fir die relative Quantifizierung der Gene wurden von der zuvor hergestellten cDNA je 200 ng pro
PCR Reaktion eingesetzt. Fir jede Patientenprobe wurde hier eine Dreifachbestimmung

durchgefihrt, zusatzlich lief in jedem PCR Lauf eine Negativkontrolle aus Wasser mit.
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Im Verlauf der Versuchsreihe wurden sowohl der TagMan®Universal Master Mix Il als auch
TagMan™ Fast Advanced Master Mix verwendet. Der Wechsel im Verlauf der Versuchsreihe
wurde durch eine deutlich zeitsparendere Aufarbeitung der Proben mit dem TagMan™ Fast
Advanced Master Mix méglich. Die Aquivalenz der beiden Master Mixe wurde vor der Anwendung
am Patientenmaterial Uberprift. Abgesehen von der Konfiguration der PCR Reaktionen glichen
sich die beiden Protokolle. Zuerst wurde in jedes Well einer 96-Well-PCR-Platte das entsprechende
Volumen der cDNA und dem RNase freien Wasser pipettiert, sodass ein sich vorerst ein Volumen
von 9 ul pro Well ergab. Dann wurde fir die benotigte Menge an PCR Reaktionen ein Master Mix
aus dem Primer und dem jeweiligen TagMan™ Master Mix hergestellt. AnschlieRend wurden von
dem jeweiligen Master Mix 11 pl in jedes Well gegeben. Es ergab sich so ein Gesamtvolumen von
20 pl pro Well.

Die Komponentenzusammensetzung in jedem Well war wie folgt:

Komponente Volumen/Well
TagMan® Universal / Fast Advanced Master Mix 10 pl

Primer (TagMan® Assay, 20x) 1l

cDNA + RNase freies Wasser 9 ul
Gesamtvolumen pro Well 20 ul

Zuletzt wurde die Platte mit einer selbstklebenden PCR-Folie bedeckt. Detektiert wurden hier die
Marker CK20, PLS3, LAD1, DEFAS5 und TBP.

Um das Kontaminationsrisiko zu minimieren, erfolgte die PCR Reaktion selbst raumlich getrennt
von der cDNA Synthese und der Herstellung des PCR Master Mixes.

Die PCR lief im StepOnePlus Real-Time PCR System ab. Die Einstellungen der PCR-Reaktion

unterschieden sich hier zwischen dem TagMan® Universal Master Mix Il und dem TagMan™ Fast

Advanced Master Mix:
1. TaqMan® Universal Master Mix Il 2. TagMan™ Fast Advanced Master Mix
Zeit  Temperatur Zeit  Temperatur
[min] [°C] [min] [°C]
Polymerase Aktivierung ~ 10:00 95 Polymerase Aktivierung  02:00 95
PCR Zyklus PCR Zyklus
- Denaturierung 00:15 95 - Denaturierung 00:01 95
- Annealing / Extending  01:00 60 - Annealing / Extending  00:20 60
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Jede PCR lief Gber 60 Zyklen. Als Negativkontrolle diente Nuklease freies Wasser, als
Positivkontrolle cDNA der Zelllinie HT29 bzw. NCM-460.

Die Datenanalyse erfolgte mit der The StepOne™ Software. Als interne Kontrolle diente fir alle
Versuche TBP. Aus den Dreifachbestimmungen der PCR auf die CTC-assoziierten Marker wurde
ein Mittelwert errechnet, der auf die TBP Expression jeder Probe normalisiert wurde. Zeigten nicht
alle drei PCR Reaktionen der CTC-assoziierten Marker einer Probe ein positives Signal, wurde der
Mittelwert nur aus den vorhandenen Werten gebildet.

Diese ACT Werte wurden anschlieBend in folgender Form zur Berechnung der relativen
Genexpression in der weiteren statistischen Analyse verwendet: 22CT) Fiir eine einfachere

Handhabung wurde je nach Gen hier noch mit einem Faktor zwischen 103 und 10> multipliziert.

3.2 Invitro Generierung von Makrophagen aus dem Blut gesunder Spender

3.2.1 Isolierung von peripheren mononukledaren Zellen aus dem Blut gesunder Spender

Zur Gewinnung von M1-Makrophagen fiir die Cokulturversuche wurden PBMC aus dem Blut
gesunder Spender gewonnen. Die Blutspende wurde freundlicherweise vom Blutspendezentrum
im CITTI-Park Kiel zur Verfligung gestellt. Die Spender waren entsprechend den Vorgaben des
Instituts fiir Transfusionsmedizin des Universitatsklinikums Schleswig-Holstein als gesund
eingestuft und Uber die Verwendung des Blutes flir medizinische Forschungszwecke aufgeklart.
Das Blut wurde nach Durchlaufen einer Leukozytenreduktionskammer zur Trennung von
Thrombozyten in einem kegelformigen Behdltnis an das Institut flir Experimentelle
Tumorforschung geliefert. Das erhaltene Leuko- und Erythrozytenkonzentrat wurde in allen
Folgeschritten unter der Sterilbank weiterverarbeitet.

Um die mononukledren Zellen von den Erythrozyten zu trennen, wurde zuerst eine
Dichtegradientenzentrifugation mit Pancoll durchgefiihrt. Dafiir wurde das Blutkonzentrat aus
dem Kegel in eine Zellkulturflasche gegeben, in der bereits 20 ml PBS vorgelegt waren. Die
Kulturflasche wurde dann mit PBS auf 140 ml aufgefillt. Vier 50 ml R6hrchen wurden mit je 15 ml
Pancoll-Separationsmedium gefiillt und dann je 35 ml des verdiinnten Blutkonzentrats langsam
auf das Pancoll pipettiert. Bei Raumtemperatur wurden die R6hrchen zunachst bei 800 x g fir 25
min ohne Bremse zentrifugiert.

Durch die Zentrifugation erfolgt eine Trennung der Probe in vier Fraktionen. Von oben nach unten

entsprechen diese erstens einem Pellet aus Erythrozyten, Granulozyten und toten Zellen und
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zweitens dem Pancoll-Separationsmedium. Nun folgend lasst sich der sogenannte ,, buffy coat”als
dritte Fraktion zwischen dem Separationsmedium und der obersten vierten Fraktion aus Plasma
ausmachen. Dabei handelt es sich um eine schmale triibe, weilR-gelbliche Grenzschicht, in der sich
die PBMC angereichert haben. Die iberstehende Fllssigkeit wurde abgesaugt und der zellreiche
Ring von zwei Rohrchen in je einem neuen 50 ml Zentrifugenréhrchen zusammengefihrt. Alle
weiteren Arbeitsschritte wurden nun bei 4°C durchgefiihrt.

Die gewonnenen PBMC wurden in 50 ml kaltem Elutriationspuffer resuspendiert und bei 4°C und
300 x g fiir 10 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Uberstinde abgesaugt und das Pelletin
20 ml Elutriationspuffer geldst, wieder auf 50 ml aufgefillt und nochmals bei 4°C und 300 x g fiir
7 min zentrifugiert. AbschlieBend folgten das Absaugen des Uberstandes und das Lésen und
Poolen des Pellets in 50 ml Elutriationspuffer.

Fir die Zellzahlung mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer wurden 10 pl der Zellsuspension mit 90
pl sterilem PBS verdiinnt und gut gemischt. Zur Vorbereitung der Zahlkammer wurde das
Deckglaschen mit leichtem Druck auf die Tragerstege gelegt. Bei korrektem und festem Sitz waren
Newtonsche Ringe sichtbar. Anschliefend wurden 10 pl in die Neubauer Zahlkammer gegeben.
Unter dem Mikroskop wurden alle vier groRen Eckquadranten ausgezahlt und ein Mittelwert

gebildet. Die Zellzahl ergab sich nach folgender Formel:

Mittelwert der gezahlten Zellen

X 1000 = Zell lder Originalprob
Volumen eines Eckquadranten (0,1 ul) X Verdinnungsfaktor eclen prome aer Uriginatprooe

Bei einer Zellzahl von gréRer 600*108 pro 50 ml wurde die Zellsuspension auf zwei Rohrchen
aufgeteilt und beide mit Elutriationspuffer auf 50 ml aufgefullt.

Die nun folgende Gegenstrom-Zentrifugal-Elutriation dient der Auftrennung von gemischten
Zellpopulationen in ihre Subpopulationen. Die Elutriation nutzt die verschiedenen
Sedimentationseigenschaften der einzelnen Subpopulationen fir die Trennung. Fir die
Generierung von M1-Makrophagen miissen in diesem Arbeitsschritt die Lymphoyzten von den
Monozyten getrennt werden.

Vor dem Start der Elutriation wurde das Schlauchsystem und die Zentrifuge mit 200 ml 70%
Ethanol, 300 ml autoklaviertem Aqua bidest. und mindestens 200 ml Elutriationspuffer, sowohl
durch den Proben- als auch durch den Tragereinlass, bei einer Flussrate von 65 ml/min gespdilt.
Das System muss vor Beginn der Probenaufladung absolut blasenfrei sein. Zunachst wurde die
Zentrifuge eingeschaltet, sie sollte stabil bei 3500 rpm und 4°C laufen, erst dann wurde bei

Einstellung des Rotors auf 26 ml/min die Probe Uber den Probeneinlass aufgenommen. Es wurde
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mit circa 200 ml Elutriationspuffer nachgespiilt bis keine Zellen mehr in der Blasenfalle sichtbar
waren. Die Flussrate des Rotors wurde schrittweise in zwei Milliliter Schritten auf 32, von da an
bis 41 ml/min in Einerschritten erh6ht. Wahrend der Zentrifugation gelangt die Zellsuspension in
die Elutriationskammer. Hier entsteht eine Balance zwischen der zentrifugalen und der
zentripetalen Kraft. Das schrittweise Steigern der Zentripetalkraft durch Erhdéhung der
Rotorgeschwindigkeit flihrt zur Ausschleusung von zuerst kleinen und spater von gréReren
Partikeln abhangig von ihrem Sedimentationspotential. Da Monozyten im Vergleich zu
Lymphozyten ein héheres Sedimentationspotential aufweisen, reichern sich diese erst in den
Fraktionen ab 36 ml/min und aufwarts an. Daher wurden die Fraktionen ab 36 ml/min bis 41
ml/min inklusive der sogenannten Stoppfraktion, die nach Abschalten der Zentrifuge entstand, in
50 ml Réhrchen aufgefangen und bis zur Analyse bei 4°C gelagert.

AbschlieBend erfolgte eine Spllung der Zentrifuge mit Aqua bidest. und einer Waschlésung
(Solution 555 1:10 mit Wasser verdiinnt) mit einer Einwirkzeit von 30 min. Zuletzt wurde das

System mit 70% Ethanol beladen, dies blieb bis zur nachsten Nutzung bestehen.

Fir die Cokultur von M1-Makrophagen und NCM-460 Zellen wurden nur Monozytenfraktionen
mit einer Reinheit von mindestens 90% beziiglich der Monozyten verwendet. Um dies zu
gewahrleisten, wurden die aufgefangenen Monozytenfraktionen im Anschluss an die
Gegenstrom-Zentrifugal-Elutriation mittels der Duchflusszytometrie (Fluorescence activated cell
sorting, FACS) auf ihre Reinheit analysiert. Die Zellpopulationen waren im FACS durch forward-
scatter-chanel (FSC) und side-scatter-chanel (SSC) zu unterscheiden. Eine Fraktion wurde nur dann
fir die Generierung von M1-Makrophagen verwendet, wenn sich mindestens 90% der
analysierten Zellen der Fraktion dem festgelegten Gate fiir Monozyten zuordnen liefRen.

Fraktionen mit einer Reinheit von weniger als 90% wurden verworfen.

3.2.2 Invitro Generierung von M1-Makrophagen aus Monozyten

Die gewonnenen Monozyten mussten nun zur Differenzierung in M1-Makrophagen gebracht
werden. Dies wurde durch Kultivierung der Monozyten in Anwesenheit von GM-CSF erreicht. Alle
Fraktionen, die im FACS eine Reinheit von mindestens 90% gezeigt haben, wurden hierfir
zunichst 10 min bei 300 x g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, die Pellets
zusammengefiihrt und in 10 ml M1-Makrophagenmedium resuspendiert. Anschliefend erfolgte
eine Zellzahlung mit Hilfe der Neubauer Zdahlkammer. Je 20 Millionen Zellen wurden in 27 ml ihres

Mediums in einem 50 ml Rohrchen resuspendiert und mit je 2 ug/ml GM-CSF versetzt. Der Inhalt
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genau eines Rohrchens wurde dann in einen, zuvor mit autoklaviertem PBS gespiilten, Vue-Life
Makrophagenkulturbeutel pipettiert. Zuletzt wurde der Beutel entliiftet. Die befillten und
entlifteten Beutel wurden fir eine Differenzierungsphase von sieben Tagen im Brutschrank bei

37°C und 5% CO; und 90% relativer Luftfeuchtigkeit (rH,0) aufbewahrt.

3.3 Zellkultur von intestinalen Epithelzellen und Makrophagen

3.3.1 Kultivierung von Zellen

Die Zellen wurden in ihrem entsprechenden Medium in Zellkulturflaschen mit einer GroRe von 75
cm? im Inkubator bei 37°C, 5% CO> und 90% rH,0 kultiviert. Alle Arbeitsschritte zur Verwendung
der Zellen fir Versuche oder die Passagierung der Zellen wurden mit autoklavierten Materialien
unter der Sterilbank mit zimmerwarmen Medien und Reagenzien durchgefiihrt, sofern nicht
anders beschrieben.

Die NCM-460 Zellen wurden zweimal wochentlich passagiert. Hierflir wurde das Medium aus der
Zellkulturflasche mittels Vakuumpumpe entfernt und anschlieRend einmal mit 5 ml PBS
gewaschen. Nach Absaugen des PBS erfolgte die Ablosung der Zellen durch die Protease Trypsin.
Hierflr wurden 5 ml Trypsin-EDTA auf den Zellrasen gegeben und fir 10 min bei 37°C inkubiert.
Der Abloseprozess konnte nach einer zehnminitigen Wartezeit mechanisch durch Beklopfen der
Zellkulturflasche optimiert werden. AnschlieRend wurde die Reaktion in der Zellkulturflasche mit
5 ml FCS-haltigem Zellkulturmedium gestoppt. Der gesamte Inhalt der Flasche wurde nun in ein
50 ml Réhrchen Gberfihrt. Nach einer Zentrifugtion bei 300 x g bei Raumtemperatur tGber 5 min
wurde der Uberstand abgesaugt und das Zellpellet in 10 ml des Zellkulturmediums resuspendiert.
Fir die Aussaat von Zellen fir einen Versuch wurden diese nun gezahlt (Abschnitt 3.4.1) und in
bendtigter Anzahl ausgesat. Wurden keine Zellen ausgesat, wurde das Zellpellet im Verhaltnis 1:3

geteilt, in Zellkulturflaschen gegeben und mit frischem Medium auf 10 ml aufgefiillt.
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3.3.2 Cokultivierung von M1-Makrophagen und NCM-460 Zellen

Der Einfluss einer entzlindlichen Umgebung auf die intestinalen Epithelzellen der Zelllinie NCM-
460 wurde mittels einer indirekten Cokultur untersucht. Hierfir wurden NCM-460 Zellen in eine
12-Well-Platte ausgesdat und mit M1-Makrophagen in einem indirekten Transwellsystem
cokultiviert (Abbildung 3). Damit standen die Zellen also nicht im direkten Kontakt miteinander,
sondern konnten nur Uber |6sliche Botenstoffe kommunizieren und sich beeinflussen, die durch

die Poren (0,4 um) des Transwells innerhalb des Kulturmediums migrieren konnten.

——— M1-Macrophage

1

NCM-460
T +GM-CSF

Mono-culture M1-Co-culture

Abbildung 3: Schematische Darstellung von NCM-460 Zellen (in Wells ausgesdt) in Monokultur bzw. in indirekter Cokultur
mit M1-Makrophagen (in Transwells ausgesiit)

Die Zellen wurden zundchst 24h in ihrem jeweiligen Medium kultiviert. In eine 12-Well-Platte
wurden je 1*¥10° NCM-460 Zellen pro Well in 1 ml ihres Mediums ausgeséat. Fur die Aussaat der
Makrophagen wurden die Vue-Life Makrophagenkulturbeutel fiir mindestens 30 min in Eis gelegt
und anschlieBend mehrmals vorsichtig, aber kraftvoll mit der Seite, auf der die Makrophagen
gewachsen sind, auf eine glatte Oberflache geschlagen, um die Zellen abzuldsen. Der Beutelinhalt
wurde dann in ein 50 ml Réhrchen Uberfiihrt. Der geleerte Beutel wurde anschlieend einmal mit
PBS gespiilt und der Inhalt wieder in das gleiche Réhrchen gegeben. Es folgte eine Zentrifugation
bei 300 x g Giber 10 min bei Raumtemperatur. Der Uberstand wurde abgesaugt und die Zellen in
10 ml PBS resuspendiert. Nach einer weiteren zehnminitigen Zentrifugation bei 150 x g und
Raumtemperatur konnte der Uberstand abgesaugt und das Pellet in 10 ml des M1i-
Makrophagenmediums resuspendiert werden. Wenn Makrophagen aus mehreren Beuteln
zugleich geerntet wurden, konnten diese in diesem Schritt zusammengefiihrt werden. Nach einer
Zellzdhlung wurden je 5*10°> M1-Makrophagen in 0,5 ml ihres Mediums in ein Transwell mit einer

PorengroRe von 0,4 um ausgesat. Im darunterliegenden Well einer 12-Well-Platte wurde 1 ml
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Medium vorgelegt. Die entleerten Makrophagenbeutel wurden zweimal mit PBS gespiilt und bis

zum nachsten Gebrauch mit 70% Ethanol beladen und entliiftet bei Raumtemperatur gelagert.

Nach 24h wurden die Medien aller Wells abgesaugt. Fiir die Cokultur wurde nun nur M1-
Makrophagenmedium verwendet und dafiir 0,5 ml des Mediums in jedes Transwell mit den
Makrophagen und 1 ml in die Wells mit NCM-460 Zellen gegeben. Die Transwells wurden
anschlieRend in die Wells mit den NCM-460 Zellen gesetzt. Als Kontrolle dienten monokultivierte
NCM-460 Zellen in 1,5 ml des M1-Makrophagenmediums. Nach einer Cokulturzeit von sechs

Tagen wurden die Zellen, wie unter Abschnitt 3.4 beschrieben, fiir die Analyse weiterbearbeitet.

3.4 Charakterisierung und Analyse der NCM-460 Zellen

3.4.1 Zellzahlbestimmung

Sowohl fiir die Aussaat von Zellen fiir die Versuche als auch fir die Beurteilung des
Wachstumsverhaltens der Zellen nach einem Versuch erfolgte eine Zellzahlung mittels Neubauer-
Zahlkammer. Die Bestimmung des Wachstums unter Co- und Monokulturbedingungen wurde
nach sechs Tagen Kulturzeit durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen mittel Trypsin-EDTA aus dem
Well abgel6st, wie in Abschnitt 3.3.1 beschrieben.

Fir die Zellzahlung wurden von der Zellsuspension pro Well je 10 pl mit 90 pl Wasser verdiinnt
und gut gemischt. Zur Vorbereitung der Zahlkammer wurde das Deckglaschen mit leichtem Druck
auf die Tragerstege gelegt. Bei korrektem und festem Sitz waren Newtonsche Ringe sichtbar.
AnschlieBend wurden 10 pl in die Neubauer Zahlkammer gegeben. Unter dem Mikroskop wurden
alle vier groBen Eckquadranten ausgezahlt und ein Mittelwert gebildet. Die Zellzahl ergab sich

nach folgender Formel:

Mittelwert der gezahlten Zellen

X 1000 = Zell lder Originalprob
Volumen eines Eckquadranten (0,1 ul) X Verdlinnungsfaktor etien prom: aer Uriginaiprooe

44



3.4.2 Molekularbiologische Methoden

3.4.2.1 Extraktion von RNA

Fir die Extraktion der RNA aus den Zellkulturversuchen wurde wie in Abschnitt 3.1.2 beschrieben
nach dem peqGOLD RNAPure™ Protokoll verfahren. Hierfiir wurde das Zellkulturmedium aus den
Wells abgesaugt, einmal mit PBS gewaschen und die Zellen direkt in 0,4 ml RNAPure™
aufgenommen. Durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit der Pipette konnte eine suffiziente Lyse
der Zellen erreicht werden. Das weitere Prozedere glich den in Abschnitt 3.1.2 beschriebenen

Arbeitsschritten, hier allerdings mit einem Einsatz von 80 pl Chloroform.

3.4.2.2 cDNA Synthese

Fir die Herstellung von cDNA aus den in vitro Versuchen wurde erneut der Maxima™ Erststrang-

cDNA-Synthesekit verwendet. Siehe hierfir die Arbeitschrittanweisungen unter Abschnitt 3.1.3.

3.4.2.3 Quantitative Real Time PCR

Die Analyse der Genexpression von CK20, PLS3, LAD1, DEFA5 und CEACAMS erfolgte mittels gRT-
PCR. Hierbei wurden je 100 ng cDNA in doppelten Ansatz mit dem TagMan™ Fast Advanced
Master Mix im StepOnePlus Real-Time PCR System analysiert. Das jeweilige Volumen an cDNA
wurde mit RNase freiem Wasser auf 9 ul aufgefillt und je 11 pl Mastermix, bestehend aus 1 pl
Primer und 10 pl TagMan™ Fast Advanced Master Mix, wurden in eine 96-Well-PCR-Platte
pipettiert. Die PCR-Platte wurde abschliefend mit einer selbstklebenden Folie verschlossen und
nach den PCR-Reaktionseinstellungen wie in Abschnitt 3.1.4 fiir den TagMan™ Fast Advanced
Master Mix beschrieben Uber 60 Zyklen durchgefiihrt. Aus den beiden CT-Werten wurde ein
Mittelwert gebildet. Dieser wurde auf das Haushaltsgen TBP normalisiert und wie oben
beschrieben als 2(A¢T) angegeben (Abschnitt 3.1.4).

Die Analyse der Gene L1CAM, E-Cadherin, und Vimentin erfolgte im LightCycler® 480 II. Hierfiir
wurden je 100ng cDNA in ihrem entsprechenden Volumen als Duplikate in eine 96-Well-PCR-
Platte pipettiert. Jedem Well wurden 7,5 ul des fluoreszenzhaltigen Mastermixes hinzugefiigt.

Die Zusammensetzung des Mastermixes war abhangig vom Hersteller des Primers:
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Eurofins Primer RealTimePrimers

5 ul Cycler SYBR Green | Master 5 ul Cycler SYBR Green | Master

1 ul Forward Primer 1 4l Primermix (1:50)

1 ul Reverse Primer .
W 1,5 pl nuclease-freies Wasser

0,5 ul nuclease-freies Wasser

Die PCR-Platte wurde nun mit einer LightCycler 480 Sealing Foil bedeckt und fiir 2 min bei 300 x g
und 4°C zentrifugiert. Bei entsprechender Annealing Temperatur des jeweiligen Primers lief die
qRT-PCR im LightCycler® 480 Il fir bis zu 60 Zyklen mit einer anschlieRenden
Schmelzkurvenanalyse als Qualitdtskontrolle. Hier diente Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) als Haushaltsgen fir die Auswertung. Der Mittelwert der beiden CT-
Werte flir LLCAM, E-Cadherin, und Vimentin wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und

als 2(A¢T) angegeben.

3.4.2.4 siRNA-vermittelter Knockdown von CK20 und CEACAMS5

Der Einfluss von CK20 und CEACAMS5 auf die Eigenschaften der intestinalen Epithelzelllinie NCM-
460 wurde durch eine Herunterregulierung der Gene in den NCM-460 Zellen untersucht. Hierfir
wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown vorgenommen. Ziel dieser Methodik ist eine transiente
selektive Blockade der gewilinschten mRNA und die dadurch ausbleibende Translation des
Zielproteins.

Die Transfektion wurde nach dem Protokoll des Herstellers mit dem HiPerFect Transfection
Reagentvon Qiagen durchgefiihrt. Die Transfektion der NCM-460 Zellen fand einen Tag vor Beginn
der Cokultur statt. Dafur wurden 1*10°> NCM-460 Zellen pro Well in einer 12-Well-Platte in 1 ml
ihres Mediums ausgesat. Die Makrophagen wurden wie in Abschnitt 3.3.2 beschrieben geerntet
und parallel in Transwells ausgesat. Fir die Transfektion der NCM-460 Zellen wurde zuerst ein
Medienwechsel zum Cokulturmedium durchgefiihrt, das heift 1 ml pro Well M1-
Makrophagenmedium. AnschlieBRend wurden die Transfektionslésungen mit jeweils der CK20-
siRNA, CEACAMS5-siRNA und der Kontroll-siRNA hergestellt. Aus Voruntersuchungen zeigte sich

eine Konzentration der siRNA von 4 ul pro Well sowohl fiir CK20 als auch fiir CEACAMS als effektiv.
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Die Transfektionslosung setzte sich aus folgenden Komponenten zusammen (Angaben in ul pro

Well):
Komponente Volumen
OPTI-MEM®I (FCS- freies Medium) 100
HiPerFect Transfection Reagent 6
SIRNA 4

Nach gutem Mischen wurde die Lésung 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, um die Bildung von
Transfektionskomplexen zu gewahrleisten. AnschlieBend wurden je 110 pl der Losung
tropfchenweise in das jeweilige Well gegeben. Die Zellen wurden nun flir 24h bei 37°C, 5% CO;
und 90% rH,0 kultiviert. Nach 24h erfolgte dann ein Mediumwechsel und die Cokultur wurde
gestartet, indem die Transwells mit den Makrophagen in die Wells mit den NCM-460 Zellen
gehdngt wurden. Die Aufarbeitung erfolgte wie auch oben beschrieben (Abschnitt 3.4.2.1 -

3.4.2.3) nach sechs Tagen Cokulturzeit.

3.4.3 Western Blot

3.4.3.1 Herstellung von Ganzzelllysaten

Fir den Nachweis von spezifischen Proteinen wurden Ganzzelllysate bendétigt. Die Zelllyse konnte
direkt im Well vorgenommen werden. Hierfilir wurde zuerst das Kulturmedium abgesaugt, einmal
mit PBS gewaschen und anschlieRend je nach Zelldichte 100-200 ul 2 x Laemmli Puffer in das Well
pipettiert. Die Zellen wurden nun mittels Zellschaber vom Boden des Wells gelost und zusammen
mit dem Puffer in ein Eppendorfréhrchen Uberfiihrt. Flir die Weiterverarbeitung der Proben
wurden diese noch viermal eine Sekunde im Ultraschall-Homogenisator SONOPULS behandelt. Die

Ganzzelllysate wurden bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

3.4.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Proteinkonzentration der Ganzzelllysate wurde mit dem Bio-Rad DC™ Protein Assay
bestimmt. Hierbei handelt es sich um ein farbmetrisches Verfahren, welches die Konzentration
indirekt Giber die Absorption nach einer Reaktion der Proteine mit Kupfer und Folin-Reagenz bei

einer Wellenlange von 750 nm im Photometer misst.
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Es wurde nach dem Herstellerprotokoll fir Mikroplatten vorgegangen. Zuerst wurden je 5 pl einer
Probe in zweifacher Form in eine transparente 96-Well-Platte pipettiert. Zusatzlich wurden je fiinf
Proteinstandards verschiedener Konzentrationen auf dieselbe Platte gegeben.

Dann wurden in jedes Well 25 ul von Reagenz A und 200 pl von Reagenz B pipettiert. Es erfolgte
anschlieRend eine 15-minitige Inkubation im Dunkeln. Die Messung der Absorption erfolgte bei
einer Wellenldnge von 750 nm im Infinite® 200 PRO Microplate Reader (TECAN). Uber die

Proteinstandardkurve konnten die Konzentrationen der Proben berechnet werden.

3.4.3.3 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach dem SDS-Page Verfahren. Hierbei wurden die Proteine
innerhalb einer Polyacrylamidmatrix der GrofRe nach aufgetrennt.

Die nétige Uberdeckung der Eigenladung der Proteine im elektrischen Feld wurde mit Hilfe von
Natriumdodecylsulfat erreicht, ein anionisches Detergenz, welches die Proteinladungen
gleichméaRig abdeckt und so eine Auftrennung nur anhand der MolekilgrofRe ermdoglicht. Je Probe
wurden 20 ug in ein Eppendorfrohrchen tberfihrt, mit 2 x Laemmli Puffer auf ein Volumen von
33 ul aufgefillt und mit je 11 pl 4 x Ladepuffer versetzt. Die Denaturierung der Proteine erfolgte
nun flir 5 min bei 95°C. Anschliefend wurden die Proben auf Eis gekihlt und fiir einige Sekunden
herunterzentrifugiert. Die Taschen des jeweiligen Gels wurden dann mit den Proben und
mindestens einem Proteinstandard beladen. Es wurden je nach Zielprotein 10%, 12% und 15%
Gele verwendet. Die Zusammensetzung der Puffer und der Gele ist in Abschnitt 2.5.2 und 2.6
beschrieben. Die Auftrennung erfolgte nach Anlegen einer Spannung von 80 V im Sammelgel und

120V im Trenngel.

3.4.3.4 Membrantransfer

Nach erfolgter Proteinauftrennung im Gel wurde der Transfer auf eine Polyvinylidenfluorid
(PVDF)-Membran nach dem Semi-dry Verfahren vorbereitet. Hierfiir wurde die PVDF-Membran 1
min in Methanol aktiviert und anschlieffend 2 min in Transferpuffer equilibriert. Filterpapiere
wurden 2 min in Transferpuffer gelegt und Luftblasen entfernt. Im Anschluss wurde das Blotting-
Sandwich gebildet: Auf drei Filterpapiere und die PVDF-Membran wurde das Gel gelegt, gefolgt
von drei weiteren Filterpapieren. Das Sandwich wurde in der Kassette des Trans-Blot® Turbo™
Blotting Instruments platziert. Der Transfer erfolgte lber 7 min bei 2,5 A / 25 V im

Herstellerprogramm fir mixed-molecular-weights. AbschlieBend wurde die PVDF-Membran
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entnommen und 10 min in TBS-T gewaschen und anschlieRend bei Raumtemperatur fiir eine
Stunde in 5% Milchsdure in TBS-T blockiert, um unspezifische Antikérperbindungen an freie

Bindungsstellen auf der Membran zu verhindern.

3.4.3.5 Immunchemischer Nachweis von Proteinen

Das Sichtbarmachen der aufgetrennten Proteine auf der Membran erfolgte (ber eine
Antikorperbindungs- und Substratreaktion. Hierfir wurde die Membran zuerst in TBS-T
gewaschen, bevor der jeweilige primare Antikorper bei 4°C lber Nacht inkubierte. Nach
dreimaliger Waschung in TBS-T fir je 10 min wurde die Membran eine Stunde bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Sekundarantikoérper inkubiert. Erneut wurde die
Membran dreimal fir 10 min in TBS-T gewaschen und dann 2 min in WesternBright™ ECL

inkubiert. Die Visualisierung erfolgte im Fusion SL Detektor.

3.4.4 Boyden-Chamber-Migrationsassay

Fir die Bestimmung der Migrationsaktivitat der mono- bzw. cokultivierten NCM-460 Zellen wurde
ein Boyden-Chamber-Assay durchgefiihrt. Das Prinzip dieses Assays besteht darin, Zellen auf einer
semipermeablen Membran auszusden und nach einer definierten Zeit zu messen, wie viele Zellen
durch diese Membran migriert sind und sich auf der Unterseite der Membran befinden. Der Anteil
der Zellen an der gesamt ausgesdten Zellzahl gibt einen Hinweis auf die migratorischen
Eigenschaften der Zellen. In dieser Arbeit wurde dafiir ein Transwell-Migrations-Assay verwendet,
das heiBt, die Epithelzellen wurden in Transwells mit einer PorengréfRe von 8 um ausgesat. Nach
24 Stunden wurden die migrierten Zellen angefarbt und die Farbintensitdt Uber eine
Absorptionsmessung bei einer Wellenlange von 595 nm im ELISA-Reader erfasst. Abbildung 4

zeigt schematisch den Versuchsaufbau.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung des Boyden-Chamber-Migrationsassays: Je 5*10* NCM-460 Zellen wurden in
Transwells mit einer Porengréf3e von 8 um in eine 24-Well-Platte ausgesdt. Nach 24h wurde die Oberseite eines Transwells
mit einem Wattestdbchen gesdubert, um nur die migrierten Zellen auf der Unterseite des Transwells zu belassen; im
zweiten Transwell wurden die Zellen auf der Oberseite nicht entfernt. Nach einer Férbung mit Kristallviolett, mehreren
Waschvorgdngen und einer Entfdrbung der Zellen mit 10% Essigsdure wurde die Farbintensitét als Indikator fiir die Anzahl/
der Zellen in ihrem jeweiligen Kompartiment im ELISA-Reader bestimmt.

Hierflir mussten die Zellen nach sechs Tagen Mono- bzw. Cokultur zuerst mit Trypsin aus ihren
Wells abgelost werden. Das verbrauchte Kulturmedium wurde aus den Wells abgesaugt und jedes
Well wurde einmal mit 0,5 ml PBS gewaschen. Nach Absaugen des PBS wurden 0,5 ml Trypsin-
EDTA in jedes Well pipettiert. Nach einer zehnminitigen Inkubation bei 37°C wurde die Reaktion
mit je 0,5 ml FCS-haltigen Medium je Well gestoppt. Der Inhalt eines jeden Wells wurde in ein 2
ml Tube Uberfiihrt und bei Raumtemperatur 5 min bei 300 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen in 1 ml Migrationsassay Medium resuspendiert, gezahlt und dann in die
Transwells ausgesat. Hierflir wurden in einer neuen 24-Well-Platte je 500 pul Medium vorgelegt
und die Transwells eingehdngt. AnschlieRend wurden 5*10* Zellen in 500 pl Migrationsassay
Medium in die Transwells ausgesat. Jeder Ansatz wurde hierbei doppelt ausgesat, um bei der
Aufarbeitung einmal die Gesamtzellzahl und in einem anderen Ansatz den Anteil der migrierten
Zellen bestimmen zu kénnen. Nach 24h wurde das Medium im Transwell und Well abgesaugt. Je
ein Transwell eines Ansatzes wurde mit einem Wattestdabchen innen gesadubert, sodass nur die
migrierten Zellen an der Unter- bzw. AuRenseite des Transwells verblieben. Das zweite Transwell
blieb ohne Behandlung mit Wattestabchen, um die Gesamtzellzahl jeder Probe zu erfasssen. Alle
Transwells wurden anschlieRend in eine neue 24-Well-Platte umgesetzt. Nach Zugabe von 100 pl
Kristallviolett, 1:4 verdiinnt, in das Transwell und 400 pl in das Well wurde unter dem Abzug 30
min bei Raumtemperatur inkubiert. Der Farbstoff wurde abpipettiert und Wells und Transwells
wurden mit je 1000 pl bzw. 500 pl Aqua dest. finfmal fir 15 min gewaschen. AnschlieRend
erfolgte die Entfarbung der Zellen mit 10% Essigsaure. Hierfir wurden 200 pl in das Transwell und
300 ul in das Well pipettiert und eine Stunde bei Raumtemperatur entfarbt. Die gefarbte

Essigsaure aus je einem Well und dem dazugehorigen Transwell wurden in einer neuen 24-Well-
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Platte zusammengefihrt. Die Messung der Farbkonzentration erfolgte in einer flachen 96-Well
Platte im ELISA-Reader bei einer Wellenlange von 595 nm. Fiir jeden Ansatz erfolgte eine
Doppelbestimmung aus je 100 pl. Als Referenz diente 10% Essigsaure. Der prozentuale Anteil an

migrierten Zellen wurde nach folgender Formel berechnet:

% migrierte Zellen = migrierte Zellen x 100% / Gesamtzellmenge

3.4.5 Boyden-Chamber-Invasionsassay

Zur Bestimmung der Invasionsfahigkeit der Zellen wurde das unter Abschnitt 3.4.4 beschriebene
Prinzip des Migrationsassays abgewandelt. Dafiir wurden die Transwells vor der Aussaat der Zellen
auf ihrer AuRenseite mit je 50 pl Kollagen 1 (mit PBS auf 0,4 mg/ml verdiinnt) beschichtet. Nach
2h Trocknung bei Raumtemperatur unter der Sterilbank wurden die Zellen ausgesat. Das
anschlieRende Verfahren erfolgte wie oben beschrieben.

Die Beschichtung der Transwells mit Kollagen 1 simuliert in diesem Versuch eine wesentliche
Komponente der extrazelluldaren Matrix, durch die die Zellen, mit Hilfe von Proteasen invadieren
miussen, um auf die Unterseite des Transwells zu gelangen. In diesem Assay werden also neben
der Fahigkeit zur Mobilitdt und Migration, die Zellen auch auf Eigenschaften untersucht, die ihnen

erlauben, sich durch eine extrazellulare Matrix zu bewegen.

3.5 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Ergebnisse aus der CTC-Marker Detektion wurde mittels der IBM
SPSS®Software und der Unterstlitzung durch Dr. Alexander Bernsmeier aus der Klinik fir
Allgemeine, Viszeral-, Thorax-, Transplantations- und Kinderchirurgie durchgefiihrt. Zuerst
erfolgte eine Testung auf Normalverteilung mittels Shapiro-Wilk-Test. Zur Analyse der Mittelwerte
zweier parametrischer Datensatze wurde ein t-Test bei unabhangigen Stichproben durchgefiihrt.
Flr nicht parametrische Datenséatze erfolgte ein Mann-Whitney-U-Test. Die Analyse von drei oder
mehr Stichproben erfolgte mittels einfaktorieller ANOVA (analysis of variance) bzw. bei nicht
normalverteilten Daten mit dem Kruskal-Wallis-Test. Die Uberpriifung auf Abhéngigkeit zwischen
kategorialen Variablen wurde mit Hilfe von Kreuztabellen und einem Chi-Quadrat-Test analysiert.
Zur Einordnung der diagnostischen Stdrke der untersuchten Marker wurde eine ROC (receiver
operating characteristic)-Kurven-Analyse erstellt und der Cut-Off Wert mittels Youdens-Index

festgelegt.
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Die statistische Analyse der in vitro Versuche erfolgte mit GraphPad PRISM 7. Zuerst wurden die
Ergebnisse samtlicher Versuche auf ihre Normalverteilung und gleiche Varianzen mittels Shapiro-
Wilk und Equal-Variance Test untersucht. Normalverteilte Daten zweier Stichproben wurden
mittels t-Test analysiert. Bei nicht-normalverteilten Datensatze mit zwei Stichproben erfolgte die
Auswertung durch den Mann-Whitney-U-Test. Zur statistischen Analyse von Mittelwerten
parametrischer Datensdtze von mehr als zwei Stichproben wurde eine one-way-analysis of

variances (one-way ANOVA) durchgefiihrt.

Statistische Signifikanz wurde bei einem p-Wert von kleiner 0,05 angenommen und mittels

Sternchen wie folgt in den Abbildungen markiert: p<0,05 = *; p<0,01 = **; p<0,001 = ***,
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4 Ergebnisse

4.1 Der Einfluss von proinflammatorischen Makrophagen auf Eigenschaften und
Verhalten der Kolonepithelzelllinie NCM-460

4.1.1 NCM-460 Zellen nehmen unter Cokultur mit M1-Makrophagen vermehrt eine
spindelférmige Zellform an und zeigen ein vermindertes Wachstum

Um den Einfluss von proinflammatorischen M1-Makrophagen auf die Morphologie und das
Wachstum der NCM-460 Zellen zu untersuchen, erfolgte nach einer 6-tagigen indirekten Cokultur
bzw. Monokultur zundchst eine morphologische Analyse.

Daftir wurden 1*10° NCM-460 Zellen ausgesat. 24h darauf wurden die Makrophagen in den
Transwells in die, fir die Cokultur vorgesehenen, Wells gehadngt. Als Kontrolle dienten
monokultivierte NCM-460 mit nur mit Medium gefllten eingehdngten Transwells.

Abbildung 5 zeigt die Zellen nach der gesamten Kulturdauer einerseits unter Einfluss von M1-
Makrophagen andererseits aus der Monokultur. Die NCM-460 Zellen alleine zeigten ein
klassisches epitheliales Zellmuster. Erkennbar war ein Wachstum in Clustern mit festen Zell-
Zellverbindungen. Morphologisch betrachtet war der Grofteil der Zellen kubisch bis polygonal.
Die Zellen zeigten aullerdem das fir sie typische gemischte Wachstumsmuster aus
Monolayerzellen und Zellen in Suspension, sodass sich mikroskopisch haufig das Bild angehaufter
Zellmassen in mehreren Ebenen ergab (Moyer et al., 1996). Das morphologische Bild lieR sich
damit gut mit dem epithelialen Charakter der Zellen verbinden.

Nach Cokultur mit M1-Makrophagen waren bei den NCM-460 Zellen jedoch deutliche
morphologische Veranderungen erkennbar. Es zeigte sich bereits optisch ein vermindertes
Zellwachstum, was nach Zellzdhlungen bestatigt werden konnte (s.u.). Auch das clusterartige
Wachstumssmuster der Zellen war hier vermindert und es lieRen sich vermehrt Zellen mit
spindelférmiger Zellform ausmachen, welche eher charakteristisch fir mesenchymale Zelltypen
ist. Zusatzlich zeigte sich eine Dissoziation der Zellen voneinander, auch die zuvor beschriebenen

dichten Zell-Zellkontakte schienen hier loser.
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Abbildung 5: Zellmorphologie von mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen: Dargestellt sind reprdsentative
Aufnahmen der Zellen nach 6-tégiger Monokultur oder Cokultur mit M1-Makrophagen (obere Reihe 130-fache-,
untere Reihe 260-fache VergréfRerung). Der Pfeil markiert eine Ansammlung spindelférmiger Zellen.

Um das im Mikroskop dargestellte verminderte Wachstum der cokultivierten Zellen zu
verifizieren, wurden die Zellen gezahlt.

Nach sechs Tagen zeigten die monokultivierten Zellen durchschnittlich eine Zellzahl von 11,5*10°,
wahrend in cokultivierten Wells im Mittel nur 5,5%10° Zellen pro Well gezahlt werden konnten. Es
ergab sich eine signifikante Differenz von -6,063*10° Zellen (95% KI [-9,104] - [-3,021], p=0,008).

Dies entspricht prozentual einem Unterschied von 52% (Abbildung 6).
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Abbildung 6: NCM-460 Zellen zeigen unter Anwesenheit von M1-Makrophagen ein vermindertes Wachstum:
Aufgetragen sind die Mittelwerte der Zellzahlen in 1*105/ml mit Standardabweichung nach einer Kulturzeit von sechs
Tagen fiir mono- und cokultivierte NCM-460 Zellen von acht verschiedenen Versuchen. (** = p<0,01)

4.1.2 EMT-assoziierte Veranderungen lassen sich bei Kolonepithelzellen nach einer Cokultur
in inflammatorischer Umgebung nachweisen

Ob die morphologische Verdnderung der Zellform mit anderen EMT-assoziierten Veranderungen
einhergeht, wurde im Folgenden sowohl auf RNA, als auch auf Proteinebene analysiert.

Um dies zu prifen, wurden die mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen auf EMT-assoziierte
Marker wie E-Cadherin, L1ICAM und Vimentin untersucht.

E-Cadherin als epithelialer Marker zeigte in der qRT-PCR Analyse eine leicht erhdhte Expression in
den cokultivierten Zellen im Vergleich zu monokultivierten Zellen (Abbildung 7A). Im Westernblot
zeigte sich hingegen ein deutlicher Abfall der Expression des epithelialen Markers nach der
Cokultur, was in Einklang mit den morphologischen Veranderungen steht (Abbildung 7B).

Damit konform waren aullerdem die Resultate aus RNA- und Proteinanalyse beziiglich des
mesenchymalen Markers LLCAM. Aus Vorarbeiten war bereits bekannt, dass Kolonbiopsien von
Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen in der immunhistochemischen
Farbung eine vermehrte Expression von L1CAM gegenliber Geweben von gesunden Spendern
aufwiesen (Schdfer et al., 2013). So zeigte sich auch hier eine erhéhte LICAM Expression auf RNA
Ebene in den NCM-460 cokultivierten Zellen (Abbildung 7A), die sich im Westernblot bestatigen
lieR (Abbildung 7B).

Als zusatzlicher mesenchymaler Marker wurde Vimentin untersucht, welches eine deutlich
erhohte Expression in NCM-460 Zellen nach der Cokultur in der gRT-PCR auf das fast dreifache der
Monokultur zeigte (Abbildung 7A). Der Westernblot fiir Vimentin zeigte hingegen uneindeutige

Ergebnisse und lieR eher auf eine unverdanderte Expression schlieRen (Abbildung 7B).
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Abbildung 7: NCM-460 Zellen wurden fiir sechs Tage entweder alleine (mono) oder cokultiviert mit M1-Makrophagen
(coM1). Anschlief3end erfolgte eine Expressionsanalyse von EMT-Markern mittels qRT-PCR und Westernblot:

A) Analyse der Genexpression von E-Cadherin, LICAM und Vimentin mittels qRT-PCR. Die Expression der verschiedenen Gene
wurde zundchst auf die Expression des Haushaltsgens TBP normalisiert undist hier als n-faches, normalisiert auf die
Expression der monokultivierten NCM-460 Zellen, dargestellt. Die Werte wurden aus drei verschiedenen Versuchen generiert
und sind als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. (*** = p<0,001)

B) Analyse der Proteinexpression von L1CAM, E-Cadherin und Vimentin. Als Haushaltsprotein diente HSP90. Gezeigt ist je ein
représentativer Westernblot von n=3. kDa = Kilodalton

In der Zusammenschau deuten die Daten daraufhin, dass eine inflammatorische Umgebung
aus M1-Makrophagen einen deutlichen Einfluss auf EMT-assoziierte Veranderungen in NCM-460
Zellen hat, welche sich an der morphologischen Transformation sowie der h6heren Expression von

mesenchymalen Markern festmachen lassen. Im Folgenden wurden die Zellen daher funktionell

hinsichtlich EMT-typischer Verdanderungen analysiert.
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4.1.3 Kolonepithelzellen zeigen in inflammatorischer Umgebung ein erhohtes
Migrationspotential

Zum Test funktioneller Auswirkungen der M1-Makrophagen auf die NCM-460 Zellen wurde unter
anderem ihre Migrationsfahigkeit untersucht. Mit dem Boyden-Chamber-Migrationsassay wurde
nach 24h die relative Migrationsrate bestimmt. Die cokultivierten NCM-460 Zellen zeigten
gegeniber den monokultivierten Zellen nur eine geringe Steigerung ihrer Migrationsaktivitat.
Normiert auf die Migrationsraten der monokultivierten Zellen konnte eine 1,25-fach hdhere
Migration in den cokultivierten Zellen beobachtet werden (Abbildung 8).

Der, wenn auch geringe, Anstieg der Migrationsrate steht im Einklang mit den morphologischen
Veranderungen, dem Verlust der starken Zelladhadsion, und stiitzt die These, dass eine
inflammatorische Umgebung mit M1-Makrophagen zu mehr Zellmobilitat, einer verminderten
Expression von E-Cadherin, einer erhéhten Expression von L1CAM sowie zu einem Verlust von

epithelialen Zellcharakteristika in Kolonepithelzellen beitragt.
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Abbildung 8: Relative Migrationsaktivitéit der mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen in der Boydenkammer: Nach 6-
tdgiger Mono- bzw. Cokultur mit M1-Makrophagen wurden je 5*10° Zellen fiir das Boyden-Chamber-Migrationsassay im
doppelten Ansatz in einer 24-Well-Platte ausgesdt. Nach 24h erfolgte die Auswertung. Ein Versuchsansatz wurde dafiir auf
die Gesamtzellzahl und der zweite auf die Anzahl der migrierten Zellen tiberpriift. Fiir die cokultivierten NCM-460 Zellen
sind die Einzelergebnisse der vier durchgefiihrten Versuche als Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt, normiert
auf die Versuche mit monokultivierten NCM-460 Zellen.
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4.1.4 Die Invasionsfahigkeit von mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen zeigt keine
Unterschiede

Die Untersuchung zur Invasionsfahigkeit folgte dem gleichen Aufbau wie das Boyden-Chamber-
Assay fur die Migration mit dem Unterschied, dass die Transwells hier mit Kollagen Typ |
beschichtet waren. Zusatzlich zur Mobilitat mussten die Zellen, um durch das Transwell invadieren
zu konnen, Fahigkeiten aufweisen, die ihnen die Proteolyse und die Degradation von
Bestandteilen der extrazellularen Matrix erlauben. Im Vergleich der Invasionsraten von NCM-460
Zellen allein und NCM-460 Zellen nach Kultivierung unter Anwesenheit von proinflammatorischen
M1-Makrophagen zeigte sich im Gesamtbild kein Unterschied zwischen den beiden Bedingungen

(Abbildung 9).
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Abbildung 9: Relative Invasionsrate der mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen in der Boydenkammer: Nach 6-
tdgiger Mono- bzw. Cokultur mit M1-Makrophagen wurden je 5*10* NCM-460 Zellen im doppelten Ansatz in einer 24-
Well-Platte, in mit zuvor mit Kollagen Typ | beschichteten Transwells mit 8 um Poren, ausgesdt. Nach 24h erfolgte die

Auswertung. Fiir die cokultivierten NCM-460 Zellen sind die Einzelergebnisse der drei durchgefiihrten Versuche als
Mittelwert mit Standardabweichung dargestellt, normiert auf die Versuche mit monokultivierten NCM-460 Zellen.

4.1.5 M1-Makrophagen beeinflussen die Expression CTC-assoziierter Gene in NCM-460
Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass inflammatorische M1-Makrophagen zu EMT-assoziierten
Veranderungen in Kolonepithelzellen fiihren, sollte als nachstes Uberpriift werden, wie sich ein
entziindliches Milieu auf die Expression von Genen auswirkt, die zur Detektion von zirkulierenden
Epithel-/Tumorzellen verwendet werden.

Nach Ablauf der Cokulturzeit von sechs Tagen wurde daher aus den verschiedenen Zellansatzen

RNA gewonnen, um die Genexpression von CK20, DEFA5, PLS3, CEACAMS5 und LAD1 zu
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analysieren. Hierflir wurde neben den mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen auch die
kolorektale Zelllinie HT29 untersucht, die als Vergleichswert fiir die Expression der Gene in einer
malignen Zelllinie des Kolons diente.

Die Genexpression zeigte flr alle Marker Unterschiede zwischen den drei untersuchten
Zellpopulationen (Abbildung 10).

Die Expression von CK20 zeigte schon in cokultivierten Zellen verglichen zu den monokultivierten
NCM-460 Zellen eine deutliche Reduktion. Jedoch fiel besonders bei Betrachtung der malignen
Zelllinie HT29 auf, dass die CK20 Expression nicht nur noch geringer als die der cokultivierten
Zellen war, sondern auch insgesamt nur circa ein Drittel des Niveaus der monokultivierten Zellen
aufwies (Abbildung 10A).

In Hinblick auf DEFAS zeigte sich ein signifikanter Riickgang der Expression bei cokultivierten NCM-
460 Zellen auf ein Zehntel der Expression in monokultivierten Zellen. In der kolorektalen Zelllinie
HT29 konnte in keinem der drei Versuche eine Expression von DEFA5 nachgewiesen werden
(Abbildung 10B).

Diese zwei Gene zeigten somit eine gestaffelte Reduktion ihrer Expression vom benignen
Kolonepithel, zum induziert entziindlichen und letztlich zu einer malignen kolorektalen Zelllinie.
Ein anderes Bild zeigte sich bei der Untersuchung der weiteren Marker.

Fiir PLS3 ergab sich sowohl in cokultivierten NCM-460 Zellen als auch in den HT29 Zellen eine
signifikant verminderte Expression auf einem dhnlichen Level verglichen mit monokultivierten
NCM-460 Zellen. Die Expression in den malignen Zellen war mit 0,75 verglichen zu 0,59 bei den
cokultivierten NCM-460 Zellen jedoch tendenziell etwas hoher (Abbildung 10C).

Das Zelladhasionsmolekiil CEACAMS zeigte in der Analyse mittels gRT-PCR die héchste Expression
in den cokultivierten NCM-460 Zellen, im Mittel fast doppelt so hoch wie in NCM-460 Zellen der
Monokultur. Fir HT29 konnte eine vergleichbar sehr niedrige Expression von CEACAMS5
nachgewiesen werden (Abbildung 10D).

In der Analyse der Expression von LAD1 konnte zwischen keiner der drei Gruppen ein signifikanter
Unterschied dargestellt werden. Die cokultivierten NCM-460 Zellen zeigten allerdings eher einen
Trend zu einer etwas niedrigeren Expression im Vergleich zur Monokultur (Abbildung 10E).
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eine Cokultur von intestinalen Epithelzellen und
proinflammatorischen M1-Makrophagen einen wesentlichen Einfluss auf die Expression von
CK20, DEFAS5, PLS3 sowie CEACAMS5 hat, wobei es einerseits zu einer verminderten Expression

(CK20, DEFAS5, PLS3), andererseits jedoch auch zu einer erhohten Genexpression (CEACAMS5) kam.
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Abbildung 10: Genexpression CTC-assoziierter Gene in mono- und cokultivierten NCM-460 Zellen sowie in der
kolorektalen Zelllinie HT29: Die NCM-460 Zellen wurden sechs Tage mono- bzw. mit M1-Makrophagen cokultiviert. Die
Expression der verschiedenen Gene wurde zundchst normalisiert auf die Expression des Haushaltsgens TBP undist hier als n-
faches, normalisiert auf die Expression der monokultivierten NCM-460 Zellen, dargestellt. Die Werte wurden aus drei
verschiedenen Versuchen generiert und als Mittelwerte mit Standardabweichung angegeben. Untersucht wurden die Gene
A)CK20, B)DEFAS5, C)PLS3, D)CEACAMS5 und E)LAD1. Der Mittelwert fiir HT29 bei der Expression von CEACAMS5 wurde
aufgrund eines fehlenden Nachweises in einem der Versuche hier nur aus den zwei verbliebenen Werten gebildet. n.d. =
nicht detektierbar. (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001)

4.1.6 Der Knockdown von CK20 und CEACAMS fiihrt zu funktionellen Veranderungen in
cokultivierten NCM-460 Zellen

In einem weiteren Schritt wurde die Bedeutung von CK20 und CEACAMD5 auf funktioneller Ebene
analysiert. CK20 als Marker intestinaler Zellen war aus Vorarbeiten fir seine prognostische

Relevanz bei Patienten mit Kolonkarzinomen bekannt (Hinz et al., 2017) und zeigte sich in den
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Versuchen mit NCM-460 Zellen in der Cokultur mit M1-Makrophagen sowie in der kolorektalen
Zelllinie HT29 erniedrigt gegeniiber der NCM-460 Monokultur. Um zu tGberpriifen, inwieweit die
verminderte CK20-Expression in den zwei Zellpopulationen gegeniiber monokultivierten
intestinalen Epithelzellen eine funktionelle Bedeutung fir die Zellen hat, wurde ein CK20
spezifischer siRNA-vermittelter Gen-Knockdown durchgefiihrt.

Gleiches geschah mit dem Marker CEACAMDS. Als Zelladhdsionsmolekil spielt CEACAMS5 eine
wichtige Rolle in der epithelialen Integritdt und ist an zahlreichen zelluldren Prozessen wie der
Proliferation und Tumorsuppression beteiligt (Beauchemin und Arabzadeh, 2013). Wahrend eine
Bedeutung von CEACAMS fiir die Tumorgenese in verschiedenen Organen nachgewiesen werden
konnte und CEACAMS als Serummarker CEA vor allem in der Verlaufskontrolle von kolorektalen
Adenokarzinomen eine wichtige Rolle spielt, ist der Stellenwert dieses Markers im
inflammatorischen Kontext noch unklar, bei bekannter prominenter Expression von CEACAMS5 im
intestinalen Epithel von Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen (Kelleher et al., 2019).
Zunachst wurde mittels gRT-PCR und Bestimmung der relativen Genexpression die Auswirkung
des Knockdowns auf die Expression des entsprechenden Zielgens tberprift (Abbildung 11).
Hierbei ergab sich fir CK20 unter Monokulturbedingungen eine signifikante Reduktion der
Genexpression um mehr als die Halfte in den spezifisch transfizierten Zellen im Vergleich zu den
kontroll-transfizierten Zellen. Die schon bekannte verminderte Expression von CK20 in
cokultivierten NCM-460 Zellen konnte hier ebenfalls in kontroll- und CK20-siRNA transfizierten
Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 11A).

CEACAMS hatte unter Cokulturbedingungen einen Anstieg der Expression gezeigt. Dieser Trend
konnte hier auch in den Kontroll-transfizierten NCM-460 Zellen unter Cokultur bestatigt werden.
Der spezifische Knockdown konnte die CEACAMS Expression in den cokultivierten Zellen
signifikant senken, sodass keine vermehrte Expression verglichen zur transfizierten Monokultur

mehr nachweisbar war (Abbildung 11B).
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Abbildung 11: Relative Expression von CK20 und CEACAMS5 nach dem siRNA-vermittelten Knockdown in NCM-460 Zellen:
Nach erfolgtem siRNA-vermittelten Knockdown von A)CK20 bzw. B)CEACAMS5 wurde die relative Genexpression der
entsprechenden Gene nach einer 6-tdgigen Kultur in mono- und cokultivierten (coM1) NCM-460 Zellen analysiert. Die
Genexpression wurde jeweils auf das Haushaltsgen TBP nomalisiert. Dargestellt sind jeweils Mittelwerte mit
Standardabweichung aus mit spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA behandelten Zellen aus vier verschiedenen Versuchen.
(* = p<0,05)

Nach Priufung der Funktionsfahigkeit des Knockdowns erfolgte eine funktionelle Analyse der
Zelleigenschaften Gber das Boyden-Chamber-Migrations- und Invasionsassay (Abbildung 12).

Die Untersuchung der Migrationsfahigkeit von cokultivierten NCM-460 Zellen nach einem CK20-
Knockdown ergab einen Anstieg der Migrationsrate auf das 1,67-fache, wenn die CK20 Expression
im Vergleich zur Kontrolle vermindert war. Ein geringer Anstieg auf 1,13 war auch nach einem
CEACAMS5 Knockdown sichtbar (Abbildung 12A). Ahnliche Ergebnisse zeigten sich auch fiir die
Zellinvasion. Ein CK20 spezifischer Knockdown hatte hier eine signifikant erhohte Steigerung der
Invasionsrate von 1,0 auf 1,28 zur Folge. Ein Trend zu erhohter Invasionsrate lieR sich auch in
CEACAMS5-siRNA transfizierten NCM-460 Zellen nach Cokultur mit M1-Makrophagen nachweisen
(Abbildung 12B).

Passend zu den Vorergebnissen zeigten in der Funktionsanalyse vor allem die NCM-460 Zellen mit
siRNA-vermittelter Verminderung der CK20-Expression eine vermehrte Migrations- und

Invasionsrate, die darauf hindeutet, dass der Verlust von CK20 im Rahmen von entziindlichen
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Abbildung 12: Relative Migrations- und Invasionsrate der cokultivierten NCM-460 Zellen nach CK20- oder CEACAM5-
Knockdown: Nach 6-tdgiger Cokultur mit M1-Makrophagen und Behandlung mit Kontroll-siRNA oder CK20- bzw. CEACAM5-
spezifischer siRNA wurden je 5%10° Zellen im doppelten Ansatz in einer 24-Well-Platte in unbeschichtete Transwells fiir die
Untersuchung der Migration (A) oder in zuvor mit Kollagen Typ | beschichtete Transwells fiir die Analyse der Invasion (B)
ausgesdt. Nach 24h erfolgte die Auswertung. Dargestellt sind die Mittelwerte mit Standardabweichung aus vier unabhéngigen
Versuchen. Die Werte der spezifisch transfizierten cokultivierten Zellen wurden normiert auf kontroll-transfizierte cokultivierte

NCM-460 Zellen. (* = p<0,05)
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4.2 Untersuchung CTC-assoziierter Marker an humanem Probenmaterial

4.2.1 Probandencharakteristik

Zur Untersuchung CTC-assoziierter Marker in Blutproben wurden drei verschiedene
Probandengruppen fiir die Studie aquiriert, darunter 98 Kolorektalkarzinompatienten, 64
Patienten mit entztindlichen Darmerkrankungen und 40 gesunde Spender. Die Blutproben wurden
durch die Biomaterialbank BMB-CCC zur Verfiigung gestellt. Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber
die Probandencharakteristika Geschlecht, Alter, Raucherstatus sowie fir Tumore die UICC-
Stadien-Zugehorigkeit und fur Patienten mit entziindlichen Erkrankungen eine Aufschlisselung
Uber die Art der entziindlichen Erkrankung (Morbus Crohn/Colitis ulcerosa/Colitis
indeterminata/Sigmadivertikulitis). Bei der Wahl der Probanden sollte moglichst auf eine dhnliche
Altersstruktur und Geschlechtsverteilung geachtet werden. Hierbei unterschieden sich aber vor
allem die Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen und die Gesundspender bezliglich eines
jingeren Alters von den Tumorpatienten. Wird jedoch der typische Zeitpunkt des Auftretens eines
Kolonkarzinoms berticksichtigt, erklart sich hier die Verschiebung des Alters der Probanden in die
hoheren Bereiche. Fiir die Geschlechterverteilung konnte insgesamt eine gute Aufteilung
zwischen den mannlichen und weiblichen Probanden erreicht werden, allerdings waren bei den
Gesundspendern die weiblichen Probanden starker vertreten.

Fir die weiteren Analysen wurden die Tumorpatienten teilweise nach ihrem UICC Stadium in zwei
Gruppen (UICC | + Il und UICC lll + 1V) geteilt, auch hier zeigte sich eine gleichmaRige Verteilung
der 98 Probanden in die zwei Gruppen.

Bei den Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen waren groRRtenteils Patienten mit CED
vertreten, weniger als ein Viertel der Patienten hatte eine Sigmadivertikulitis. Daher wurde in den
folgenden Ergebnissen auch ein besonderer Fokus auf die Patienten mit Morbus Crohn oder Colitis

ulcerosa gelegt.
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Tabelle 2: Zusammenstellung der Probandencharakteristika fiir Patienten mit malignen und entziindlichen
Darmerkrankungen sowie fiir Gesundspender

Patienten mit malignen Patienten mit entziindlichen

Darmerkrankungen Darmerkrankungen Gesunde Spender  Gesamt
Gesamt N 98 64 40 202
Geschlecht N [%]
weiblich 41 (42) 34 (53) 25 (62,5) 100 (50)
mannlich 57 (58) 30 (47) 15 (37,5) 102 (50)
Alter in Jahren N [%]
20-29 0(0) 11 (17) 10 (25) 21(10)
30-39 1(1) 9(14) 10 (25) 20 (10)
40-49 5(5) 13 (20) 8(20) 26 (13)
50-59 14 (14) 15 (24) 10 (25) 39 (19)
60-69 24 (25) 8(13) 2(5) 34(17)
70-79 40 (41) 6(9) 0(0) 46 (23)
>80 14 (14) 2(3) 0(0) 16 (8)
2 69 48 40 56
Rauchen N [%]
ja 21(22) 18 (28) 6 (15) 45 (22)
nein 60 (61) 41 (64) 34 (85) 135 (67)
Zn. 7(7) 4(6) 0(0) 11 (5.5)
k.A. 10 (10) 1(2) 0(0) 11 (5.5)
UICC Stadium N [%]
uicc 7(7) - - -
vicc i 43 (44) - - -
uicc 6 (6) - - -
uicc Iv 42 (43) - - -
Entziindliche
Darmerkrankungen N [%]
Morbus Crohn - 26 (41) - -
Colitis Ulcerosa - 22 (34) - -
Colitis Indeterminata - 2(3) - -
Sigmadivertikulitis - 14 (22) - -

@ = Durchschnitt; Z.n. = Zustand nach; k.A. = keine Angabe

4.2.2 CK20 und DEFAS zeigen eine variable Positivitat innerhalb der drei Probandengruppen

Die Analyse der CTC-assoziierten Marker erfolgte (iber eine gRT-PCR nach Isolation der RNA aus
PBMC. Fir jede Patientenprobe wurde der jeweilige Marker dreifach getestet. Ein positiver
Nachweis wurde hierbei als das Vorliegen von mindestens einem von drei Signalen in der PCR
gewertet. In Tabelle 3 sind die Informationen zur Quantitat der analysierten molekularen Marker
CK20, PLS3, LAD1 und DEFAS zur Detektion von CTC aufgefiihrt.

Wahrend PLS3 mit einer Ausnahme und LAD1 bei allen Probanden drei positive Nachweise in der
gRT-PCR zeigten, konnte fiir CK20 und DEFA5 Unterschiede zwischen den Gruppen festgestellt

werden.
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Tabelle 3: Zusammenstellung der Markerpositivitéit im Blut von Patienten mit malignen und entziindlichen
Darmerkrankungen sowie von Gesundspendern: Fiir die Marker CK20, PLS3, LAD1 und DEFAS ist jeweils die absolute
und prozentuale Anzahl an positiven und negativen Proben in der gqRT-PCR fiir die drei Probandengruppen angegeben.

Fiir CK20 und DEFAS ist zusdtzlich die Positivitdt nach Anzahl der positiven Signale in der gRT-PCR von mindestens einem
bis maximal drei dargestellt.

Patienten mit malignen  Patienten mit entziindlichen

Darmerkrankungen Darmerkrankungen Gesunde Spender Gesamt

Gesamt N 98 64 40 202
CK20 Positivitit N [%]

+ 56 (57) 39 (61) 24 (60) 119 (59)

- 42 (43) 25 (39) 16 (40) 83 (41)
CK20 Anzahl positiv N [%]

0 42 (43) 25 (39) 16 (40) 83 (41)

1 24 (25) 12 (19) 16(40) 52 (26)

2 15 (15) 9 (14) 6 (15) 30 (15)

3 17 (17) 18 (28) 2 (5) 37 (18)
PLS3 Postitivitdt N [%]

+ 97 (99) 64 (100) 40 (100) 201 (99.5)

- 1(1) 0(0) 0(0) 1(0.5)
LAD1 Positivitdt N [%]

+ 98 (100) 63 (100) 40 (100) 201 (100)

- 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
DEFAS5 Positivitdt N [%]

+ 68 (69) 45 (73) 22 (55) 135 (67.5)

- 30 (31) 17 (27) 18 (45) 65 (32.5)
DEFAS5 Anzahl positiv N [%]

0 30 (31) 17 (27) 18 (45) 65 (32.5)

1 24 (24) 16 (26) 12 (30) 52 (26)

2 19 (19) 13 (21) 6 (15) 38 (19)

3 25 (26) 16 (26) 4(10) 45 (22.5)

+ = positives qRT-PCR Ergebnis, d.h. mindestens eins von drei méglichen Ergebnissen positiv; 0 oder - = negatives qRT-PCR Ergebnis

Fir CK20 zeigte sich in allen drei Gruppen eine Positivrate von ca. 60% (Tabelle 3). Allerdings
ergaben sich deutliche Unterschiede, wenn die Anzahl positiver Nachweise von mindestens ein
bis maximal drei betrachtet wurde (Tabelle 3 und Abbildung 13). Zwei Drittel der positiv
getesteten Gesundspender zeigten nur ein positives Signal. Lediglich in 20% der Proben gesunder
Spender konnten zwei oder mehr positive Signale detektiert werden. Beim Vergleich der Rate von
drei Nachweisen in der qRT-PCR ergaben sich fiir Tumorpatienten 17%, fiir Patienten mit
entzlindlichen Erkrankungen 28% und flir Gesundspender nur 5% (p= 0,048). Wird die Gruppe der
Tumorpatienten nach ihrem UICC-Stadium in UICC | + Il (frihes Tumorstadium) und UICC Il + IV
(spates Tumorstadium) unterteilt, ergab sich im Chi-Quadrat-Test fiir die Gruppe der UICC Ill + IV
Tumore deutlich haufiger ein hochpositives Ergebnis (p= 0,002). 50% der fortgeschrittenen
Tumore und nur 16% der Tumore des Stadiums UICC | + Il zeigten zwei bzw. drei positive
Nachweisen (Ergebnis nicht dargestellt). Ein hochpositives Testergebnis konnte hier mit einem

héheren Tumorstadium assoziiert werden.
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Abbildung 13: Anzahl positiver CK20 Nachweise im Blut von Gesundspendern, Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen und Tumorpatienten: Die Expressionsanalyse des CTC-assoziierten Markers CK20 erfolgte mittels gRT-
PCR in Blutproben von Gesundspendern (n=40), Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen (n=64) und
Tumorpatienten (n=98). Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Aufgetragen ist jeweils der prozentuale Anteil der
Probanden, die keinen (0), einen (1), zwei (2) oder drei (3) Nachweise fiir CK20 in der gRT-PCR zeigten. (Drei Nachweise
Gesund vs. Entziindlich * = p<0,05)

Flr DEFAS zeigten entzlindlich Erkrankte und Tumorpatienten in 73 bzw. 69% eine Positivitat,
wohingegen nur 55% der Gesundspender positiv getestet wurden (Tabelle 3). Die Anzahl positiver
Nachweise war flir Tumorpatienten und Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen fast
identisch (Tabelle 3 und Abbildung 14). Je 26% der Proben zeigten hierbei drei, 19% bzw. 21%
immerhin noch zwei positive Signale in der DEFA5-qRT-PCR. Fiir Gesundspender lagen die Werte
hier nur bei 10% fiir drei und 15% fiir zwei positive Nachweise.

Auch fiir DEFA5 ergab sich eine Korrelation zwischen der Markerpositivitit und dem
Tumorstadium. Die Unterteilung der Tumorpatienten in UICC | + Il und UICC Il + IV in der Analyse
zeigte, dass Patienten mit fortgeschrittenen Tumoren deutlich haufiger (35%) drei positive
Nachweise zeigten als Patienten mit Tumoren der Stadien UICC | oder Il (8%) (p= 0,021, Ergebnis

nicht dargestellt).
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Abbildung 14: Anzahl positiver DEFA5 Nachweise im Blut von Gesundspendern, Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen und Tumorpatienten: Die Expressionsanalyse des CTC-assoziierten Markers DEFFA5 erfolgte mittels
gRT-PCR in Blutproben von Gesundspendern (n=40), Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen (n=64) und
Tumorpatienten (n=98). Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Aufgetragen ist jeweils der prozentuale Anteil der
Probanden, die keinen (0), einen (1), zwei (2) oder drei (3) Nachweise von DEFAS5 in der gRT-PCR gezeigt hatten.
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4.2.3 Die verschiedenen Probandengruppen zeigen qualitative Unterschiede in der
Markerexpression

Im Anschluss an die quantitative Analyse der PCR-Signale der Markerauspragung sollte die
Qualitat, d.h. die Expressionsstirke jedes Markers zwischen den drei Probandengruppen
verglichen werden. Hierfiir wurden Gruppenunterschiede mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Tests und
einem anschliefenden paarweisen Vergleich analysiert. Abbildung 15 zeigt die relative
Genexpression fir die vier Marker CK20, PLS3, LAD1 und DEFAS fiir Tumorpatienten, Patienten
mit entziindlichen Darmerkrankungen und Gesundspender.

Fiir CK20 konnten mit Hilfe des Kruskal-Wallis-Test keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Gruppen festgestellt werden, Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen zeigten jedoch
tendenziell die héchste Expression und Tumorpatienten die schwéachste (Abbildung 15A).

Hierbei gilt allerdings zu beachten, dass sich die Variationsbreite der Werte fiir CK20 zwischen den
Gruppen stark unterschied. Hervorzuheben ist, dass bei positiven Gesundspendern relative
Genexpressionswerte von maximal 15,2 EU (Expression Unit) (Median: 3,03 EU; 95%
Konfidenzintervall [0; 3,73]) vorkamen, wéahrend Tumorpatienten und Patienten mit
entziindlichen Darmerkrankungen Maximalwerte von 118 EU (Median: 1,84 EU; 95%
Konfidenzintervall [0; 2,87]) bzw. 97,5 EU (Median: 3,82; 95% Konfidenzintervall [0; 5,35]) zeigten.
Die relative Genexpression von PLS3 ergab fiir Gesundspender und Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen deutlich héhere Werte als fiir Tumorpatienten. Die Expressionswerte lagen in
der letzteren Gruppe ca. zwei Drittel niedriger als fiir die anderen beiden Gruppen (Abbildung
15B).

Anders waren die Unterschiede fiir den Marker LAD1. Hier zeigten sich signifikant héhere
Expressionswerte der Tumorpatienten gegenliber den beiden anderen Gruppen (Abbildung 15C).
Die Expressionsanalyse des Markers DEFA5 ergab, dass Tumorpatienten und Patienten mit
entziindlichen Darmerkrankungen DEFA5 auf einem ahnlichen Niveau exprimierten, wahrend

Gesundspender eine signifikant niedrigere Expression zeigten (Abbildung 15D).
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Abbildung 15: Darstellung der relativen Markerexpression im Blut von Tumorpatienten, Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen und Gesundspendern: Die Expression von CTC-assoziierten Markern A)CK20, B)PLS3, C)LAD1 und
D)DEFA5 wurde mittels gRT-PCR im Blut der drei Probandengruppen detektiert. Jede Probe wurde hierbei dreimal
gemessen. Jeweils der Mittelwert der spezifischen Genexpression wurde auf die Expression des Haushaltsgens TBP
normalisiert. Der Vergleich der mittleren Expressionswerte erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Angegeben sind hier die
Mediane mit 95%igen Konfidenzintervall. (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001)

Abbildung 16 zeigt die Analyse der Markerexpression nach Unterteilung gemaR des UICC Stadiums
in ein niedriges (UICC | + 1) und ein hoheres Tumorstadium (UICC Il + IV). Unterschiede ergeben
sich vor allem fir die Marker CK20 und LAD1. Fiir die Expression des Markers CK20 in
Tumorpatienten wurde nach der Unterteilung gemall der UICC-Stadien deutlich, dass hohe
Expressionswerte vor allem in Proben von Patienten mit fortgeschrittenen Tumorstadien der
Gruppe UICC llI+IV zu finden waren (Abbildung 16A).

Die Marker PLS3 (Abbildung 16B) und DEFA5 (Abbildung 16D) zeigten keine Differenzen in der
Markerexpression zwischen Patienten mit niedrigen und hohen Tumorstadien. In beiden Gruppen
von Tumorpatienten lieRen sich signifikant geringere Expressionslevel von PLS3 gegeniber
Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen oder Gesundspendern nachweisen.

Fir den Marker LAD1 hatten Tumorpatienten eine leicht h6here Expression gegeniliber Gesunden
und Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen gezeigt (Abbildung 15C). In der
Differenzierung der Tumorkohorte nach Tumorstadien wurde deutlich, dass die hohere Expression
vor allem in Patienten mit Tumoren der Stadien UICC | + Il detektiert wurde, die somit eine

signifikante Erhohung gegenilber den Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen zeigten

(Abbildung 16C).
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In einer Subanalyse wurde auch die Gruppe der Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen
in Patienten mit Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn geteilt. Hier konnte fiir keinen der Marker

Unterschiede in der Markerexpression zwischen den beiden Erkrankungen festgestellt werden

(Ergebnis nicht dargestellt).
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Abbildung 16: Darstellung der relativen Markerexpression im Blut von Tumorpatienten nach UICC Stadien I + Il und Il +
1V, Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen und Gesundspendern: Die Expression CTC-assoziierter Marker
A)CK20, B)PLS3, C)LAD1 und D)DEFA5 wurde mittels gqRT-PCR im Blut der drei Probandengruppen detektiert. Patienten mit
einem KRK wurden unterteilt in UICC | + Il und UICC Ill + IV. Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Jeweils der
Mittelwert der spezifischen Genexpression wurde auf die Expression des Haushaltsgens TBP normalisiert. Der Vergleich der
mittleren Expressionswerte erfolgte mittels Kruskal-Wallis-Test. Angegeben sind hier die Mediane mit 95%igen
Konfidenzintervall.

(** = p<0,01; *** = p<0,001)

In der Zusammenschau der Ergebnisse zeigte vor allem der Marker PLS3 deutliche
Expressionsunterschiede zwischen Patienten mit einer malignen kolorektalen Erkrankung und
Probanden mit einer entzlindlichen Erkrankung bzw. Gesunden.

Ein Einfluss des Tumorstadiums auf die Markerexpression ergab sich vor allem fiir die Marker CK20

und LAD1 und kdnnte Hinweise auf mogliche Beteiligung dieser an der Tumorprogression liefern.

4.2.4 Die Erkrankungsdauer von CED Patienten hat einen Einfluss auf die Quantitat und
teilweise auf die Qualitat CTC-assoziierter Marker

CED Patienten haben ein erhohtes Risiko ein kolorektales Karzinom zu entwickeln. Einer der
Hauptrisikofaktoren ist dabei die Dauer der Erkrankung (Eaden et al., 2001; Gillen et al., 1994; Jess
et al., 2012). Daher sollte als nachstes gepriift werden, ob die Expression CTC-assoziierter Marker
mit der Erkrankungsdauer seit der Erstdiagnose in Verbindung steht. Angelehnt an

Forschungsergebnisse von Eaden et al. wurden die CED Patienten hierfiir in drei Gruppen (<10,
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11-20 und 221 Jahre mit Erkrankung) gegliedert, die sich durch ihr Risiko fir eine KRK-Entstehung
unterscheiden (Eaden et al., 2001). AnschlieRend wurde einerseits die Quantitit der
Markerexpression von CK20 und DEFAS5, also die Positivrate in der gRT-PCR und die Anzahl
positiver Nachweise in den Gruppen analysiert, andererseits die qualitative Markerexpression
aller vier Marker gepruft.

In der Analyse von CK20 zeigte sich die Gruppe mit einer Erkrankungsdauer von 11-20 Jahren
einerseits auffallig fir ihre niedrige Negativrate (9%) und andererseits fir die vermehrte Anzahl
an drei positiven Nachweisen in der PCR von knapp 50% verglichen mit den beiden anderen
Gruppen, die nur in 33 bzw. 24% der Falle drei positive Nachweise zeigten (Abbildung 17).
Interessanterweise fand sich in der Gruppe mit der langsten Erkrankungsdauer und damit dem
groRten KRK-Risiko (221 Jahre) die niedrigste Positivrate fir CK20 in der PCR von nur 50%,
gleichzeitig zeigten aber auch verhéaltnismaRig viele Blutproben dieser Gruppe (33%) drei positive

Nachweise.
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Abbildung 17: Anzahl positiver CK20 Nachweise im Blut von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
gruppiert nach Anzahl der Jahre der Erkrankung seit der Erstdiagnose in <10, 11-20 und 221 Jahre: Die Expressionsanalyse
des CTC-assoziierten Markers CK20 erfolgte mittels gRT-PCR in Blutproben von Patienten mit CED. Jede Probe wurde hierbei
dreimal gemessen. Aufgetragen ist jeweils der prozentuale Anteil der Probanden, die keinen (0), einen (1), zwei (2) oder drei
(3) Nachweise in der qRT-PCR gezeigt hatten.
DEFAS hatte flr alle Entzlindungspatienten eine Negativrate von knapp 30% und eine 3fach
Positivrate von 26% ergeben (Abbildung 14). Bei Betrachtung der CED Patienten und deren
Erkrankungsdauer zeigte sich die Gruppe mit 11-20 Jahren Erkrankungsdauer vermehrt negativ
(37%) und weniger haufig dreimal positiv (18%) als die anderen beiden Gruppen (Abbildung 18).
Wahrend die Gruppe mit der langsten Erkrankungsdauer und damit dem héchsten KRK-Risiko

insgesamt die hochste Positivrate zeigte (82%), ergab sich bei der Gruppe <10 Jahre seit Beginn

der Erstdiagnose die hdchste Rate an drei positiven Nachweisen in der gRT-PCR (33%).
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Abbildung 18: Anzahl positiver DEFA5 Nachweise im Blut von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
gruppiert nach Anzahl der Jahre der Erkrankung seit der Erstdiagnose in <10, 11-20 und 221 Jahre: Die
Expressionsanalyse des CTC-assoziierten Markers DEFAS erfolgte mittels gqRT-PCR in Blutproben von Patienten mit CED.
Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Aufgetragen ist je der prozentuale Anteil der Probanden, die keinen (0), einen
(1), zwei (2) oder drei (3) Nachweise in der gRT-PCR gezeigt hatten.

Im zweiten Schritt wurde die Qualitat der Markerexpression zwischen den drei Gruppen analysiert
(Abbildung 19).

Passend zu den Ergebnissen aus der Quantitatsanalyse war CK20 hier im Blut der Gruppe der CED
Patienten mit 11-20 Jahren Erkrankungsdauer am stdrksten exprimiert und unterschied sich
signifikant zu Patienten mit einer Erkrankungsdauer von 221 Jahren (Abbildung 19A). In einer
Subanalyse wurden die CED Patienten mit einer Erkrankungsdauer zwischen 11 und 20 Jahren
beziiglich des Geschlechts, Alters, Raucherstatus und der Medikation sowie der Laborparameter
CRP und Anzahl der Leukozyten mit den anderen Gruppen verglichen, um Verzerrungseffekte
durch ebendiese Faktoren auszuschlieBRen. Als einzige Auffalligkeit gegenliber den anderen
Gruppen ergab sich hierbei, dass fast alle Patienten der Gruppe 11-20 Jahre Erkrankungsdauer
eine immunsuppressive Therapie erhielten (Daten nicht gezeigt).

Fur die Marker PLS3, LAD1 und DEFA5 waren keine wesentlichen Unterschiede zwischen den CED

Patienten mit unterschiedlicher Erkrankungsdauer feststellbar (Abbildung 19B, C, D).
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Abbildung 19: Die relative Expression CTC-assoziierter Marker im Blut von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen gruppiert nach Anzahl der Jahre der Erkrankung seit der Erstdiagnose in <10, 11-20 und 221 Jahre:
Die Expression CTC-assoziierter Marker A)CK20, B)PLS3, C)LAD1, und D)DEFA5 wurde mittels gqRT-PCR im Blut der CED
Patienten detektiert. Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Jeweils der Mittelwert der spezifischen Genexpression
wurde auf die Expression des Haushaltsgens TBP normalisiert. Der Vergleich der mittleren Expressionswerte erfolgte
mittels Kruskal-Wallis-Test. Angegeben sind hier die Mediane mit 95%igen Konfidenzintervall. (* = p<0,05)

4.2.5 Eine immunsuppressive Medikation hat Einfluss auf die Expression CTC-assoziierter
Marker bei Patienten mit CED

Eine immunsupprimierende Therapie gehort zum Standardverfahren in der Therapie von CED
Patienten. Hier kommen sie fiir die Behandlung akuter Schiibe und die Aufrechterhaltung einer
Krankheitsremission zum Einsatz (Abschnitt 1.1.2.6) (S3-Leitlinie Colitis ulcerosa, 2018; S3-Leitlinie
Morbus Crohn, 2014).

Um einen bestehenden Zusammenhang zwischen der Einnahme immunsupprimierender
Medikamente und der Expression CTC-assoziierter Marker zu tGberprifen, wurde die Expression
der vier Marker in Blutproben von CED Patienten mit bzw. ohne immunsupprimierende Therapie
verglichen (Abbildung 20). Fiir die CTC-assoziierten Marker CK20 und PLS3 konnten keine
Unterschiede zwischen den zwei Gruppen festgestellt werden (Abbildung 20A, B). Hinsichtlich der
LAD1 Expression zeigten Patienten, die immunsupprimierende Medikamente bekamen, eine
deutlich niedrigere Expression als Patienten ohne Therapie (Abbildung 20C). Ein
entgegengesetzter Trend lieR sich fir DEFA5 zeigen. Hier wiesen vor allem Patienten mit
immunsupprimierender Therapie eher eine hohere Expression auf (Abbildung 20D).
Zusammenfassend zeigte sich hier, dass eine immunsupprimierende Therapie keinen Einfluss auf
die Expression der CTC-assoziierten Marker CK20 und PLS3 hat, wohingegen vor allem fir den

Marker LAD1 ein Zusammenhang mit einer solchen Behandlung bei CED Patienten deutlich wurde.
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Abbildung 20: Die relative Expression CTC-assoziierter Marker im Blut von Patienten mit chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen in Abhdngigkeit von der Therapie durch immunsuppressive Medikamente Die Expression CTC-
assoziierte Marker A)CK20, B)PLS3, C)LAD1, und D)DEFA5 wurde mittels gRT-PCR im Blut der CED Patienten detektiert. Jede
Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Jeweils der Mittelwert der spezifischen Genexpression wurde auf die Expression des
Haushaltsgens TBP normalisiert. Der Vergleich der mittleren Expressionswerte erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.
Patienten, die zum Zeitpunkt der Blutspende immunsupprimierende Medikamente einnahmen sind hier mir ,,+“ (n=35),

Patienten ohne immunsuppressive Therapie mit ,,-“ (n=15) gekennzeichnet. Angegeben sind die Mediane mit 95%igen
Konfidenzintervall. (** = p<0,01)

4.2.6 Laborchemische Entziindungsparameter wie CRP und Leukozytenanzahl korrelieren
nicht mit der Expression CTC-assoziierter Marker im Blut von Patienten mit
entzindlichen Darmerkrankungen

CRP und Leukozytenanzahl sind typische laborchemische Entziindungsparameter, die in der Klinik
zur Diagnose und Beurteilung von inflammatorischen Erkrankungen genutzt werden (Graf und
Glirkov, 2013; Sproston und Ashworth, 2018). Um zu kldren, ob Entziindungsprozesse des Darms,
die sich in einer Erhéhung dieser Parameter duflern, mit der Expression der CTC-assoziierten
Marker im Blut der Patienten im Zusammenhang stehen, wurden praoperative Laborwerte der
Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen erhoben und mit der Genexpression der Marker
in Verbindung gesetzt. Hierflir wurden die Patienten anhand der Referenzwerte fiir CRP und
Leukozyten des Instituts fir Klinische Chemie des Campus Kiel nach erhéhten bzw. normwertigen
Laborparametern klassifiziert.

Bezliglich des CRP-Wertes liel3en sich fiir keinen der Marker wesentliche Unterschiede zwischen
normwertigen (<5mg/l) und erhdéhten (=5mg/l) CRP-Werten nachweisen (Abbildung 21). Ein
Trend konnte lediglich fir den Marker PLS3 festgestellt werden: Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen mit CRP-Werten oberhalb des Normbereichs tendierten eher zu einer

hoheren Expression von PLS3 als Patienten mit normwertigem CRP (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Die relative Genexpression CTC-assoziierter Marker im Blut von Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen ist unabhdngig vom Entziindungsparameter CRP: Die Expression CTC-assoziierte Marker A)CK20,
B)PLS3, C)LAD1 und D)DEFA5 wurde mittels qRT-PCR im Blut der Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen
detektiert. Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Jeweils der Mittelwert der spezifischen Genexpression wurde auf
die Expression des Haushaltsgens TBP normalisiert. Der Vergleich der mittleren Expressionswerte erfolgte mittelsMann-
Whitney-U-Test. Dargestellt ist die relative Genexpression von CK20, PLS3, LAD1 und DEFAS5 in Blutproben von Patienten
mit entziindlichen Darmerkrankungen als Median mit 95%igen Konfidenzintervall bezogen auf ein normwertiges
(<5mg/l) bzw. erhéhtes CRP (25mg/l) zum Zeitpunkt der Blutentnahme.

Auch die Anzahl der Leukozyten gemessen im peripheren Blut der Patienten konnte nicht mit der
Expression der Marker CK20, PLS3, LAD1 und DEFA5 assoziiert werden. Patienten mit einer
physiologischen Anzahl an Leukozyten (3,9-10,2 x 10%/1) zeigten dhnliche Expressionslevel wie

Patienten mit erhohter Anzahl im peripheren Blut (>10,2 x 10°/1) (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Die relative Genexpression CTC-assoziierter Marker im Blut von Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen ist unabhdngig von der Anzahl an Leukozyten im peripheren Blut: Die Expression CTC-assoziierter
Marker A)CK20, B)PLS3, C)LAD1 und D)DEFA5 wurde mittels gRT-PCR im Blut der Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen detektiert. Jede Probe wurde hierbei dreimal gemessen. Jeweils der Mittelwertder spezifischen
Genexpression wurde auf die Expression des Haushaltsgens TBP normalisiert. Der Vergleich der mittleren
Expressionswerte erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test. Dargestellt ist die relative Genexpression von CK20, PLS3, LAD1
und DEFAS5 in Blutproben von Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen als Median mit 95%igen Konfidenzintervall
bezogen auf eine normwertige (3,9-10,2 x 10°/I) bzw. erh6hte Anzahl von Leukozyten (>10,2 x 10%/l) zum Zeitpunkt der
Blutentnahme.

4.2.7 Der Raucherstatus zeigt nur geringe Auswirkungen auf die Expression CTC-assoziierter
Marker im Blut

Rauchen hat sowohl Einfluss auf die Manifestation als auch auf den Verlauf einer CED. Hierbei gilt
das Rauchen beim Morbus Crohn als Risikofaktor fiir die Entstehung und einen schwereren
Krankheitsverlauf (Mahid et al., 2006). Den Patienten wird daher dringend eine Nikotinabstinenz
empfohlen, um einen effektiven Remissionserhalt zu gewdhrleisten und die Rezidivrate zu senken
(83-Leitlinie Morbus Crohn, 2014). Bei der Colitis ulcerosa hingegen hat sich das Rauchen als
protektiver Faktor sowohl fiir die Entstehung als auch fiir die Krankheitsschwere herausgestellt
(Mahid et al., 2006).

Zusatzlich gilt Nikotinabusus als anerkannter Risikofaktor fiir die Entstehung verschiedener
Tumore, darunter auch fir kolorektale Karzinome (Tsoi et al., 2009). Auf Basis dieser Erkenntnisse
sollte geprift werden, ob sich der Raucherstatus der Probanden auf die Expression der CTC-
assoziierten Marker auswirkt. Hierfir wurden sowohl Tumorpatienten, Patienten mit
entziindlichen Darmerkrankungen als auch Gesundspender nach ihrem Raucherstatus gruppiert

und die Expression der Marker analysiert und innerhalb der Gruppen verglichen (Abbildung 23).
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Im Blut von rauchenden Patienten mit einer entziindlichen Erkrankung des Darms konnte eine
geringfligig hohere CK20 Expression festgestellt werden als im Blut der nicht-rauchenden
entziindlich Erkrankten. Gegensatzliches zeigte sich bei den Gesundspendern. Hier lief} sich eine
leicht héhere CK20 Expression im Blut der Nichtraucher feststellen (Abbildung 23A). Ahnliche
Befunde waren auch fir die CTC-assoziierten Marker PLS3 und LAD1 feststellbar.
Entziindungspatienten und hier auch Gesundspender mit positiver Raucheranamnese wiesen
tendenziell eine hohere Expression dieser Marker auf als Probanden aus der Nichtraucher-Kohorte
(Abbildung 23BC). Die Expression des Markers DEFA5 war geringfigig héher im Blut von
Tumorpatienten und Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen mit negativer
Raucheranamnese. Im Blut der Gesundspender zeigte sich hingegen eine hohere Expression in der
Gruppe der Raucher (Abbildung 23D).

AbschlieBend ist in der hier vorliegenden Analyse kein deutlicher Einfluss des Rauchens auf die
Expression der analysierten CTC-assoziierten Marker im Blut der verschiedenen
Probandengruppen erkenntlich. Tendenziell waren die Expressionswerte fir die CTC-assoziierten
Marker im Blut von nichtrauchenden Tumorpatienten hoéher, wahrend sie sich bei
nichtrauchenden Gesunden oder Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen teilweise eher

erniedrigt zeigten.
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Abbildung 23: Relative Genexpression CTC-assoziierter Marker im Blut in Abhdngigkeit vom Raucherstatus der
Probanden: Mittels qRT-PCR wurde die relative Genexpression von A)CK20, B)PLS3, C)LAD1 und D)DEFA5 im peripheren Blut
von Tumorpatienten, Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen und Gesundspendern bestimmt und auf die Expression

des Haushaltsgens TBP normalisiert. Die relative Genexpression ist hier als Median mit 95%igen Konfidenzintervall
aufgetragen, ,-“ steht hierbei fiir Nichtraucher, ,+“ fiir aktiv rauchende Patienten. (* = p<0,05; ** = p<0,01; *** = p<0,001)
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4.2.8 Die Detektion von PLS3 erlaubt mit hoher Sensitivitat und Spezifitat die
Differenzierung von Patienten mit malignen Erkrankungen des Darms von Patienten
mit entzindlichen Erkrankungen und gesunden Spendern

Die diagnostische Wertigkeit von CTC-assoziierten Markern ist weiterhin Gegenstand der
aktuellen Forschung. Bisher wurde der Fokus hier allerdings vor allem auf eine mogliche
Erkennung von Patienten mit kolorektalen Karzinomen und die Unterscheidung von gesunden
Patienten durch die Detektion von CTC gelegt. Nicht untersucht wurde hingegen, ob diese Marker
auch zur Diskriminierung einer malignen Erkrankung von einer benignen, entziindlichen
Erkrankung des Darms geeignet sind.

Daher sollte hier abschlieRend die Frage geklart werden, ob sich die hier untersuchten Marker zur
Diskriminierung zwischen den drei Probandengruppen eignen.

Dafiir wurden die Expressionslevel der Marker CK20, PLS3 und LAD1 fiir Gesundspender, Tumor-
und Entziindungspatienten mit Hilfe einer ROC-Kurven-Analyse beziglich der Trennscharfe
zwischen den Zustandsvariablen maligne Erkrankung vs. benigne Erkrankung bzw. Gesundheit
analysiert. Abbildung 24 zeigt die ROC-Kurven fir die vier Marker CK20, PLS3, LAD1 und DEFA5
unter Angabe der area under the curve (AUC). Aus den Koordinaten der ROC-Kurve konnte im
Anschluss mit Hilfe des Youdens-Index ein Cut-Off Wert bestimmt werden, an dem die Sensitivitat
und Spezifitdt maximal waren. Kamen hierfiir mehrere Werte in Betracht, wurde derjenige Wert
mit der hochsten Sensitivitat gewahilt.

In der hier vorliegenden Kohorte konnte fiir CK20 kein Cut-Off Wert bestimmt werden, der mit
zufriedenstellender Sensitivitdt und Spezifitdt die Patientengruppen klassifizieren konnte. Die
fehlende Trennscharfe wurde auch durch den niedrigen AUC-Wert von 0,55 (p =0,198) in der ROC-
Kurve veranschaulicht (Abbildung 24A). Nach Anwendung des idealen Cut-Off Werts von 3,06 EU
wurden circa ein Drittel der Tumorpatienten falsch negativ eingestuft und fast die Halfte der
Gesunden bzw. Patienten mit entzlindlichen Darmerkrankungen zeigte ein falsch positives
Ergebnis.

PLS3 hingegen zeigte einen AUC-Wert von > 0,9 (p < 0,001) und konnte bei einem Cut-Off Wert
von 13,28 EU mit anndhernd 90%iger Sensitivitdit und Spezifitdt Patienten mit malignen
Darmerkrankungen aus der Gesamtheit der Probanden detektieren und damit auch von den
Patienten mit benignen Darmerkrankungen diskriminieren (Abbildung 24B). Unter den 13 falsch-
positiv erkannten Probanden waren sechs Patienten mit Morbus Crohn, ein Patient mit Colitis
ulcerosa und sechs Gesundspender. Sechs der sieben falsch klassifizierten CED-Patienten nahmen

Immunsuppressiva ein. Bezlglich anderer Patientencharakteristika konnten keine Auffalligkeiten
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festgestellt werden (Daten nicht gezeigt). Insgesamt zeigten elf Patienten mit kolorektalem
Karzinom ein falsch-negatives Testergebnis. Hinsichtlich des TNM-Stadiums oder anderer
Faktoren konnten ebenfalls keine erklarenden Einflisse unter den erhobenen Daten gefunden
werden (Daten nicht gezeigt).

LAD1 zeigte bei einem Cut-Off Wert von 5,65 EU eine gute Sensitivitat von 81%, bei einer jedoch
unzureichenden Spezifitdit von 38%, erkenntlich durch eine hohe Falsch-Positiv-Rate und den
niedrigen AUC-Wert von 0,62 (p = 0,003) (Abbildung 24C).

Fir den Marker DEFA5 war aus den Expressionsanalysen (Abschnitt 4.2.3) deutlich geworden, dass
hier keine Trennung zwischen maligner und benigner (entziindlicher) Erkrankung des
Organsystems moglich ist, sondern lediglich zwischen einem pathologischen Prozess (maligne /
benigne Erkrankung) und Gesundheit diskriminiert werden kénnte. Daher wurde fiir DEFAS die
Trennkategorie Krank vs. Nicht Krank verwendet. Die ROC-Kurven-Analyse ergab bei einem
optimalen Cut-Off von 3,18 EU eine Spezifitdt von 70%, bei unzureichender Sensitivitit (56%) und
einen ebenfalls niedrigen AUC-Wert von 0,65 (p = 0,002) (Abbildung 24D).
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Abbildung 24: Graphische Darstellung der ROC-Kurven-Analysen fiir die CTC-assoziierten Marker CK20, PLS3, LAD1 und
DEFAS5: Die Expressionslevel von A)CK20, B)PLS3, C)LAD1 und D)DEFA5 wurden beziiglich ihrer Trennschdrfe zwischen einer
malignen Erkrankung und benignen Erkrankungen bzw. Gesundheit untersucht, mit Ausnahme von DEFA5. Hier wurde
aufgrund von Erkenntnissen aus den Expressionsanalysen als Trennkategorie die Unterscheidung von Krankheit
(maligne/benigne) gegen Gesundheit gewdhlt. Mit Hilfe der ROC-Kurven konnte der Youdens-Index als Punkt der besten
Sensitivitét und Spezifitdt festgelegt werden, aus dem sich im Anschluss der Cut-Off Wert ergab. Die rote Linie stellt eine
diagonale Bezugslinie dar. AUC = area under the curve. Der jeweilige p-Wert der statistischen Signifikanz ist unter dem AUC-
Wert genannt.

Zusammenfassend deuten die Befunde aus dieser Analyse an der vorliegenden Probandengruppe
darauf hin, dass vor allem PLS3 als sensitiver und spezifischer Marker zur Detektion von malignen

Erkrankungen des Darms und zur Diskriminierung von benignen Erkrankungen dieses

Organsystems geeignet ist.

80



5. Diskussion

Karzinome des Dickdarms und Rektums sind bei Frauen die zweithaufigste, bei Mannern die
dritthaufigste Krebsneuerkrankung in Deutschland (Zentrum fiir Krebsregisterdaten, 2021). Neben
umwelt- und erndhrungsbezogenen Risikofaktoren werden auch die CED mit dem Auftreten von
KRK assoziiert (Eaden et al., 2001; Gillen et al., 1994). Eine friihe Diagnosestellung des KRK geht
hierbei mit einer héheren Heilungschance einher (Zentrum fiir Krebsregisterdaten, 2021).

Der Nutzen der Detektion von CTC beim KRK kdnnte in Zukunft sowohl zu diagnostischen Zwecken
als auch im Bereich der Therapieliberwachung und -entscheidung an Wichtigkeit gewinnen. Fir
die Expression des CTC Markers CK20 konnten Hinz et al. bereits eine Assoziation zum Uberleben
von KRK Patienten zeigen sowie Hendricks et al. das Expressionsniveau von CK20 mit dem
Tumorstadium korrelieren (Hendricks et al., 2018; Hinz et al., 2017). In der vorliegenden
Doktorarbeit sollten neben CK20 andere Marker, die zur CTC Detektion verwendet bzw. mit der
Tumorprogression des KRK assoziiert werden, validiert und zusatzlich geprift werden, ob diese
auch im Blut von Patienten mit entzlindlichen, aber benignen Erkrankungen des Darms
detektierbar sind. Hierzu gehoérten Patienten mit Colitis ulcerosa, Morbus Crohn und
Sigmadivertikulitis. Mit Analysen von 202 Blutproben von Patienten mit malignen und benignen
intestinalen Erkrankungen sowie gesunden Spendern konnte die Expression verschiedener CTC-
assoziierter Marker bestimmt und mit der Art der Erkrankung (benigne, maligne) sowie
verschiedenen klinischen und pathologischen Parametern assoziiert werden.

Erganzend dazu wurde in vitro unter Nutzung von Cokulturen aus M1-Makrophagen und der
intestinalen Epithelzelllinie NCM-460 der Einfluss einer entzlindlichen Umgebung auf die
Expression CTC-assoziierter Marker in intestinalen Epithelzellen sowie auf funktionelle

Veranderungen untersucht.

5.1 Invitro Studie: Einfluss einer entztndlichen Umgebung auf die Expression CTC-
assoziierter Marker in intestinalen Epithelzellen

In diesem Teil der Studie erfolgte die experimentelle Untersuchung, ob eine entziindliche
Umgebung einen Einfluss auf die Expression CTC-assoziierter Marker in intestinalen Epithelzellen
hat und wie sich diese funktionell auf die Zellen auswirkt. Dazu wurde die humane intestinale
Epithelzelllinie NCM-460 mit humanen in vitro differenzierten M1-Makrophagen lber sechs Tage

indirekt cokultiviert.

81



Vor allem fiir die Marker CK20, DEFA5 und PLS3 konnte gezeigt werden, dass die cokultivierten
NCM-460 Zellen eine deutlich niedrigere Expression aufwiesen als monokultivierte NCM-460
Zellen, teilweise bis auf ein sehr dhnliches Niveau wie Zellen der malignen kolorektalen Zelllinie
HT29. Die cokultivierten NCM-460 Zellen und die HT29 Zellen unterschieden sich in ihrer
Expression insgesamt signifikant von den monokultivierten NCM-460 Zellen. Diese Ergebnisse
zusammen mit der Funktionsanalyse zur Migration und der Expressionsanalyse der EMT-Marker
untermauern die Hypothese, dass intestinale Epithelzellen im Rahmen einer chronisch
entzlindlichen Umgebung malignitats-assoziierte Verdnderungen erfahren (Schdfer et al., 2013;
Taniguchi und Karin, 2014) und sind passend zu der Annahme einer erhohten
Karzinomwahrscheinlichkeit in CED Patienten nach langjahriger Erkrankung.

Insgesamt konnten die in vitro beobachteten EMT-assoziierten Verdnderungen wie eine
gesteigerte LICAM- und Vimentin-Expression, die Annahme einer mesenchymalen Zellform und
Auflosung der Zell-Zellkontakte in der NCM-460 Zelllinie unter dem Einfluss proinflammatorischer
Makrophagen Hinweise liefern, welche Faktoren auch in vivo zur Disseminierung von intestinalen
Epithelzellen in die Blutbahn fiihren kdnnten.

CK20 ist zwar auf KRK-Zellen zu detektieren und wurde als CTC-assoziierter Marker bereits
verwendet (Hendricks et al., 2018; Hinz et al., 2017), allerdings weisen die Daten aus der Cokultur
darauf hin, dass die CK20 Expression unter Einfluss von M1-Makrophagen vermindert wird (auf
ein dhnliches Niveaus wie in der KRK-Zelllinie HT29) und mit einer gesteigerten Migrationsfahigkeit
assoziiert ist.

Im Einklang dazu stehen auch die Auswirkungen des CK20 spezifischen Knockdowns in den NCM-
460 Zellen. Der durch den spezifischen Knockdown verursachte Verlust von CK20 zeigte eine
zusatzliche Steigerung der Migrationsrate und unterstitzt die These einer Losloésung der Zellen im
Rahmen einer in der Tumorgenese veranderten Genexpression (Stratton et al., 2009). Die Marker
CK20 und PLS3 stellen in ihrer Funktion stabilisierende Elemente der Epithelzelle dar, die auch mit
der Zellintegritat und dem Zellzusammenhalt in Verbindung gebracht werden (Coulombe und
Omary, 2002; Pollard und Cooper, 2009). Ein Absinken der Expression im Laufe der Karzinogenese
passt demnach zur Bildung von Metastasen und dem Nachweis von losgelosten zirkulierenden
malignen Zellen im Blut. Der Verlust der Expression von Zytokeratinen ist bereits fir
Karzinomzellen im Rahmen der EMT beschrieben worden (Kndsel et al., 2006; Shi et al., 2020;
Werner et al., 2020), was im Einklang steht mit der niedrigsten CK20 Expression in der

Karzinomzelllinie und der hochsten in der monokultivierten NCM-460 Zellen.
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Neben den ,Hallmarks of Cancer”, einem Konzept, dass die grundlegenden im Mehrschrittprozess
der Karzinogenese erworbenen Fahigkeiten einer malignen Lasion beschreibt, definierten die
Autoren zusatzlich die sogenannten Enabling Characteristics of Cancer (d.h.: Charakteristika, die
die Tumorentstehung ermoglichen). Die Tumor promoting inflammation (d.h.: Tumor-
beglinstigende Entzlindung) wurde als ein Enabling Characteristic definiert, da entzlindliche
Prozesse den Erwerb der anderen Hallmarks of Cancer férdern und damit z.B. die Zellproliferation,
das Zelllberleben sowie die GefaBneubildung oder auch die Invasion von Zellen erhéhen
(Hanahan und Weinberg, 2011).

Vor allem fiir die in dieser Studie verwendeten Makrophagen konnte vielfach gezeigt werden, dass
diese nicht nur eine Rolle in der inflammatorischen, sondern auch in der malignitats-assoziierten
Veranderung von Epithel-/Karzinomzellen spielen (Helm et al., 2014; Ostuni et al., 2015; Rahn et
al., 2019; Schdfer et al., 2013; Singh et al., 2019). Die Bedeutung von TNF-a, einem der wichtigsten
sekretorischen Faktoren von proinflammatorischen Makrophagen (Martinez et al., 2006) in der
Entwicklung einer malignen Neoplasie, konnte von Yan et al. gezeigt werden. In der Studie wurde
die Auswirkung von TNF-a auf die chromosomale Stabilitdt von kultivierten KRK-Zellen gepriift.
Hierbei konnte festgestellt werden, dass TNF-a durch die Erhéhung reaktiver Sauerstoffspezies
eine oxidative DNA-Schadigung hervorruft, was in seiner Schadenshéhe mit ionisierender
Strahlung vergleichbar war. Hierflir wurden unter anderem neu aufgetretene chromosomale
Aberrationen und Genamplifikationen zwischen den kultivierten Zellen unter Zugabe von TNF-a
oder unter ionisierter Bestrahlung verglichen. TNF-a zeigte hier sehr dhnliche Effekte, d.h. es
konnte eine vergleichbare mutagene Potenz von TNF-a im Vergleich zur ionisierenden Strahlung
festgestellt werden. TNF-a konnte demnach als fast gleichwertiges potentielles Karzinogen
behandelt werden (Yan et al., 2006). Dariber, ob TNF-a auch in dem hier verwendeten
Cokulturmodel zu den beobachteten Veranderungen fiihrt, lasst sich bisher nur spekulieren.
Weitere Untersuchungen z.B. unter Nutzung von blockierenden TNF-a Antikbrpern waren
sinnvoll, um zu kldren, ob TNF-a zu den Makrophagen-vermittelten Verdanderungen in den NCM-
460 Zellen beitragt. Die Ergebnisse der Studie von Yan et al. sowie die hier erhobenen Befunde
passen in das Bild, dass eine chronisch-proinflammatorische Umgebung zu malignitats-
assoziierten Veranderungen beitragt.

Hervorzuheben ist aullerdem, dass sich im Rahmen der analysierten EMT-assoziierten
Veranderungen wie der erhohten Expression der Marker LICAM und Vimentin, eine Veranderung
der Zellmorphologie in Richtung eines mesenchymalen Zelltyps und auch eine verdnderte

Expression der CTC-assoziierten Gene beobachten liel8. Beispielsweise gilt CK20 als Zeichen fiir
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eine bestehende Zelldifferenzierung. Die hier in den cokultivierten NCM-460 Zellen gemessene
Reduktion der CK20 Expression, dem typischen zytoskelettalen Strukturprotein kolorektaler
Epithelzellen, passt somit zu den beobachteten morphologischen Veranderungen, kann mit den
erhéhten migratorischen Fahigkeiten in Zusammenhang gebracht werden und kann somit
insgesamt flr eine Entfernung der Zelle von ihrem urspriinglichen Phanotyp gesehen werden.
Insgesamt stehen die hier gewonnen Erkenntnisse im Einklang mit der aktuellen Datenlage zu
einem erhohten Risiko fiir die Entstehung eines kolorektalen Karzinoms auf dem Boden einer
chronischen Entziindung wie der CED (Eaden et al., 2001; Jess et al., 2012; Gillen et al., 1994). Sie
unterstiitzen weiterhin die Bedeutung von Vorsorgeuntersuchungen fiir die betroffenen
Patienten, da solche chronischen Entziindungsgeschehen und die daraus resultierende Erhéhung
von proinflammatorischen Stimuli und reaktiven Sauerstoffspezies langfristig zu irreparablen
DNA-Schaden und damit zu einer Dysplasie der Zellen fihren kdnnen (Foersch und Neurath, 2014;
Ferguson, 2010). Die vorgesehenen regelmafigen histopathologischen Untersuchungen
betroffener Gewebsabschnitte und die prophylaktische Entfernung von dysplastischem Gewebe
ist in Hinblick auf die hier gesammelten Daten eine unbedingt durchzufiihrende
Vorsichtsmalinahme zur Pravention einer malignen Entartung.

Die Tatsache, dass CK20 wie auch andere epitheliale Marker wahrend der Tumorgenese im
Rahmen der EMT verloren gehen (Wildi et al., 1999; Gorges et al., 2012; Thiery, 2002), wirft
allerdings die Frage auf, ob diese Marker tiberhaupt geeignet sind fiir die Detektion von CTC. Vor
allem aufgrund dieser bekannten und viel kritisierten Problematik ist die Suche nach geeigneteren
CTC-assoziierten Markern, die nicht abhangig sind von der EMT bzw. MET, intensiv. In der hier
vorliegenden Arbeit sollten daher weitere bisher noch nicht gepriifte Marker fiir die Detektion von

CTC analysiert werden.

5.1.1 Methodische Limitationen

Eine Einschrankung des hier vorliegenden Versuchsaufbaus ist, dass eine indirekte Cokultur von
Kolonepithel mit Makrophagen ein komplexes Entziindungsgeschehen, wie es bei Patienten mit
CED vorkommt, nur vereinfacht widerspiegelt. Das direkte und indirekte Zusammenspiel von
intestinalen Epithelzellen mit verschiedensten Zellen des angeborenen und erworbenen
Immunsystems wurde hier nicht vollstandig nachgebildet. Da jedoch Makrophagen eine der

prominentesten Immunzellpopulation im Entziindungs- und Tumorgeschehen ist (Lissner et al.,
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2015; Qian und Pollard, 2010), wurde in dieser Studie isoliert der Einfluss von parakrinen Effekten
von M1-Makrophagen untersucht.

Auch wenn in diesem Teil der Studie mittels der Untersuchung parakriner Effekte bekannte
Zusammenhange zwischen einer entziindlichen Umgebung und kolorektalen Epithelzellen
validiert und neue Erkenntnisse gewonnen werden konnten, kdnnte eine Untersuchung des
Einflusses von direkten Zell-Zellkontakten zwischen Entziindungs- und kolorektalen Zellen eine
weitere wichtige Einsicht in die Veranderungen im kolorektalen Epithel durch
proinflammatorische Einfllsse erlauben.

Des Weiteren wurde bisher nur eine einzige intestinale Zelllinie sowie eine KRK Zelllinie
untersucht. Eine Steigerung der Aussagekraft der Ergebnisse kdnnte sich aus der Verwendung
zusatzlicher Zelllinien oder sogar Primarzellen aus dem Gewebe der betroffenen Patienten

ergeben.

5.2 Analyse von Probandenmaterial

5.2.1 Nachweis von CTC Markern im Blut von CED Patienten und gesunden Probanden

Die Analyse des Probandenmaterials erfolgte mittels gRT-PCR auf molekulare Marker, die bereits
fir die Detektion von CTC verwendet oder mit der Tumorprogression in Verbindung gebracht
werden. Ziel der Studie war es zu priifen, ob ein Nachweis solcher CTC-assoziierter Marker auch
in Patienten mit benignen intestinalen Erkrankungen, wie einer CED, maoglich ist, auf welchem
Niveau eine solche Expression vorliegt und ob diese mit klinischen Parametern der Patienten zu
korrelieren ist. Ferner sollte iberprift werden, ob sich dariiber Patienten mit einer malignen
Erkrankung von Patienten mit einer benignen Erkrankung des Organsystems differenzieren lassen.
Als eine weitere Kontrolle dienten Blutproben von gesunden Probanden. Eine primare Erkenntnis
dieser Studie war einerseits, dass sich die CTC-assoziierten Marker durchaus auch im Blut von
Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen nachweisen lieRen, andererseits zeigten aber
auch die Proben der gesunden Probanden positive PCR Ergebnisse. Die verschiedenen Marker
prasentierten sich hierbei allerdings unterschiedlich. Auffallig waren vor allem die Ergebnisse aus
den PLS3- und LAD1-Analysen, in denen alle Gesundspender mit drei Nachweisen positiv waren.
Insgesamt stellt sich hier die kritische Frage der Spezifitat der Untersuchung. Diese war fir die
CK20-gRT-PCR u.a. von Hinz et al. dokumentiert worden, in deren Studie keiner der gesunden

Probanden ein positives Ergebnis zeigte (Hinz et al., 2017). Auch fiir PLS3 konnte ein Nachweis im
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Blut gesunder Spender bisher nicht erbracht werden (Yokobori et al., 2013). Fiir LAD1 und DEFAS5,
als bisher wenig erforschte Marker fir die Detektion von CTC, gab es vor Studienbeginn keinen
Hinweis auf eine Expression der Marker im Blut von Gesundspendern.

An dieser Stelle sollte allerdings nicht auller Acht gelassen werden, dass es sich bei den hier
untersuchten Markern nicht um tumorspezifische, sondern lediglich um tumorassoziierte Marker
handelt. Bei den oben genannten Studien wurde die Expression der CTC-assoziierten Marker
jeweils im Blut von Patienten mit malignen Erkrankungen und im Blut von Gesundspendern
analysiert. Patienten mit entzlindlichen Erkrankungen gehdrten hier weder zur Patienten- noch
zur Kontrollkohorte. Ein Vorkommen in Entziindungspatienten ist also primar nicht unméglich,
jedoch sollten mogliche (patho)physiologische Vorgénge, die im Rahmen einer solchen Expression
eine Rolle spielen kdnnten, betrachtet werden.

Dennoch bringt die Detektion der Marker in der Kontrollgruppe grundsatzlich eine limitierte
Spezifitdt mit sich, die fiir CK20 schon intensiv von Vlems et al. diskutiert wurde (Viems et al.,
2002). Hier wird wunter anderem postuliert, dass eine Aktivierung universeller
Transkriptionsfaktoren sowie Promoterregionen in Zelltypen, die normalerweise keine CK20
Expression aufweisen, zu einer unspezifischen CK20 Expression in verschiedenen Geweben und
auch in hamatopoetischen Zellen fiihren kénnten. So konnten Jung et al. eine geringe Expression
von CK20 in Granulozyten ausmachen (Jung et al., 1999). Granulozyten sollten in dieser Studie
allerdings durch die Dichtegradientenzentrifugation nicht mehr in dem untersuchten
Probenmaterial enthalten sein und so nicht zu einem falsch-positiven Ergebnis beitragen.

Flir CK20 und DEFAS5, bei denen 60 bzw. 55% der Gesundspender ein positives Testergebnis
hatten, konnten aber auch bestimmte Umstiande vor oder zum Zeitpunkt der Blutspende das
Ergebnis verfdlschen, z.B. beginnende entziindliche Prozesse im Darm, der Zustand nach einer
kiirzlich zuriickliegenden Untersuchung des GIT oder dhnliche Faktoren, die in der vorliegenden
Studie nicht erfasst wurden. Fir einen eher krankheitsabhdngigen Nachweis in gesunden
Spendern sprechen auch die deutlichen Unterschiede in der Anzahl der Nachweise bei der PCR
Testung. Positive Gesundspender hatten hier vor allem fiir den Marker CK20 in der Mehrzahl nur
einen von drei Nachweisen in der PCR, wohingegen KRK-Patienten oder Patienten mit
entziindlichen Darmerkrankungen groRtenteils mindestens zwei positive Nachweise hatten. Dies
belegt einerseits die hohe Sensitivitdt des PCR Verfahrens und andererseits wie selten ein solches
positives Ereignis in Gesunden vorkommt.

Neben der Anzahl an Nachweisen in der PCR wurde fiir jeden Marker auch die relative

Genexpression in der Probandengruppe untersucht. Hierbei zeigte sich bei CK20, dass die
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Genexpression in Gesunden und Entzlindungspatienten tendenziell hher war als in Patienten mit
kolorektalen Tumoren. Dieser Befund konnte dadurch erklart werden, dass in den ersten beiden
Gruppen noch intestinale Epithelzellen mit einer physiologisch hohen Expression von CK20
nachgewiesen wurden, wahrend in Proben von Tumorpatienten vor allem Zellen mit EMT-
assoziierter herunterreguliertem CK20 in hoher Zahl detektiert wurden. Dies steht auch im
Einklang mit den Ergebnissen aus der in vitro Studie. Die hochste CK20 Expression konnte hier in
monokultivierten NCM-460 Zellen nachgewiesen werden, wadhrend die maligne kolorektale
Zelllinie HT29 eine signifikant niedrigere Expression aufwies (Abschnitt 4.1.5). Gleichwohl sind die
hier detektierten hohen Expressionswerte von CK20 im Blut gesunder Probanden kaum mit der
Annahme zu vereinen, dass im Blut von Gesunden ein Nachweis epithelialer- bzw. CTC-assoziierte
Marker nicht moglich sein sollte.

Bei Gesunden war ein Nachweis von DEFAS5 seltener und auf niedrigerem Niveau moglich,
wohingegen vor allem entziindliche aber auch KRK Patienten vergleichsweise hohe Expressionen
von DEFAS im Blut zeigten. Diese Befunde stehen in Einklang mit der Beobachtung, dass die DEFA5
Expression im Darmgewebe von Patienten mit chronisch entziindlichen Darmerkrankungen
erhoht ist (Dobre et al., 2018; Lawrance et al., 2001; Noble et al., 2008; Srivastava und Kulaylat,
2004). Diese Erhoéhung konnte genauso auch im Zuge einer Aktivierung des intestinalen
Immunsystems in Folge einer malignen Erkrankung geschehen. Somit ist vorstellbar, dass
intestinale Epithelzellen unter Einfluss des inflammatorischen Milieus u.a. zur vermehrten DEFA5
Expression stimuliert werden und aufgrund der damit auch einhergehenden erhdhten
Permeabilitdit des Endothels Zugang zur Blutbahn erlangen. In diesem Kontext konnte die
Losl6sung von Epithelzellen also als eine entziindlich-vermittelte Disseminierung von Epithelzellen
gedeutet werden. Hiermit vereinbar sind auch die Befunde zur sogenannten Panethzell-
Metaplasie in Patienten mit CED. Panethzellen sind hochspezialisierte sekretorische Zellen, die
physiologischerweise vornehmlich im terminalen lleum vorkommen, eine der am haufigsten
befallenen Lokalisation des Morbus Crohn. Sie zeichnen sich vor allem durch die hohe
Konzentration an intrazelluldrer Granula aus, die eine Vielzahl von antimikrobiellen Peptiden
sowie immunmodulatorischen Molekiilen enthalten (Lueschow und McElroy, 2020; Porter et al.,
2002), wie z.B. DEFA5 (Wehkamp und Stange, 2020). Eine Panethzell-Metaplasie in
Darmabschnitten, in denen normalerweise keine dieser Zellen nachweisbar sind, konnte in
Darmgewebe von CED Patienten gezeigt werden: hier lieRen sich diese histologisch in den Krypten
des Dickdarms sowie bei der Colitis ulcerosa auch im Rektum nachweisen (Mitsuhashi et al., 2005;

Simmonds et al., 2014).
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Der Nachweis vom vermehrten Vorkommen der Panethzellen an atypischen Stellen im
Darmgewebe kdnnte mit den in dieser Studie gewonnenen Erkenntnissen im Einklang stehen,
unter der Annahme, dass die Absiedlung der Panethzellen durch entziindliche Vorgénge getriggert
wird und zu einer Disseminierung in die Blutbahn fihrt.

PLS3 konnte im Blut von allen drei Probandengruppen nachgewiesen werden. Dennoch konnten
fir diesen Marker Unterschiede in der Expression in den verschiedenen Probandengruppen
gezeigt werden. Besonders auffallig war hier die signifikant niedrigere Expression von PLS3 in der
Gruppe der Tumorpatienten. Zwischen Gesunden und Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen war hingegen kein Unterschied detektierbar. Bisherige Erkenntnisse zur
Funktion von PLS3 konnen hierfiir keinen eindeutigen Erklarungsansatz geben. Stattdessen
machen diese Befunde auf ein mogliches Problem der CTC-Detektion mithilfe von
gewebespezifischen Markern aufmerksam. Fiir PLS3 hatten Yokobori et al. den Nachweis erbracht,
dass der Marker sowohl im kolorektalen Primartumor als auch in Metastasen exprimiert wird und
somit nicht dem Prozess der EMT unterliegt (Yokobori et al., 2013). Die in dieser Studie
gewonnenen Erkenntnisse vermitteln eher einen entgegengesetzten Eindruck, denn das niedrige
Expressionsniveau von PLS3 im Blut von Tumorpatienten konnte durch die im Verlauf der
Karzinogenese veranderte Genexpression, z.B. im Rahmen der EMT, erklart werden. Hier zeigen
sich auch Parallelen zu den in vitro Daten, wo die KRK-Zelllinie HT29 und die cokultivierten NCM-
460 Zellen signifikant niedrigere Expressionsniveaus im Vergleich zu den monokultivierten NCM-
460 Zellen gezeigt hatten. Der hochgradige Nachweis von PLS3 in Gesunden und
Entziindungspatienten deutet auf eine entziindlich bedingte und auch im physiologischen Kontext
stattfindende Disseminierung von Epithelzellen in den Blutkreislauf hin. Der Einfluss
proinflammatorischer Mediatoren auf ein erhéhtes Migrationspotenzial epithelialer Zellen ist
bekannt, welche Faktoren im Gesunden zu einer Absiedlung von Zellen in die Blutbahn fiihren ist
bisher allerdings ungeklart (Coussens und Werb, 2002; Pantel et al., 2012).

Allerdings konnte es auch sein, dass PLS3 in Blutzellen exprimiert wird, was zu den hier erhobenen
Daten fihrt. Aber auch dann bliebe PLS3 als Marker weiterhin interessant und mit
Forschungsbedarf verbunden, da sich die Expression stark abhangig vom Vorliegen einer malignen
Erkrankung gezeigt hat und zur Diskriminierung zwischen den Probandengruppen maligne und
benigne/gesund eignet.

Die Expression des Markers LAD1 hatte sich in der Analyse der Probandenproben fir
Tumorpatienten erhoht gezeigt und entsprach so auch den bisherigen Erkenntnissen einer

Hochregulierung von LAD1 in malignem Gewebe (Codreanu et al., 2017; Roth et al., 2018).
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Gleichzeitig war der Nachweis des Markers auch im Blut von Patienten mit benignen
Darmerkrankungen sowie auch bei Gesundspendern moglich, was die diagnostische Wertigkeit
des Markers zur Friherkennung deutlich einschrankt. Bei der Trennung der KRK Patienten nach
UICC Stadien konnte tendenziell eher eine erhdhte Expression fiir die Diagnosegruppe UICC | und
Il nachgewiesen werden. Diese Befunde stehen im Gegensatz zu neuen Erkenntnissen zur Rolle
des LAD1 in der Progression des metastasierten KRK. Moon et al. postulierten hier erstmalig
einerseits einen Zusammenhang einer hohen LAD1 Expression im KRK Gewebe mit einer
schlechteren Prognose des Patienten und andererseits auch eine gesteigerte Migrations- und
Invasionsfahigkeit in malignen kolorektalen Zelllinien mit erhéhter LAD1 Expression (Moon et al.,
2020). Damit konnte LAD1 hier sowohl eine Rolle in der Mobilitat von malignen kolorektalen Zellen
als auch im metastatischen Fortschreiten der Erkrankung nachgewiesen werden.

Somit weisen die hier erhobenen Erkenntnisse zu LAD1 auf eine fehlende Spezifitdt und damit
eingeschrankte Nutzbarkeit fiir diagnostische Zwecke hin, unterstreichen aber in Verbindung mit
den Erkenntnissen von u.a. Moon et al. zur prognostischen Relevanz des LAD1, dass der Marker
im therapeutischen oder prognostischen Setting des KRK durchaus eine Relevanz haben kdnnte.
Der Marker CEACAMS5 hatte in den in vitro Analysen eine erhohte Expression in cokultivierten
intestinalen Epithelzellen sowie eine verminderte Expression in den HT29 Zellen gezeigt. Aufgrund
einer breiten Expression des Markers in den verschiedensten epithelialen Geweben des Korpers
sowie in daraus hervorgehenden Karzinomen (GeneCards®; Hammarstrém, 1999) und der damit
einhergehenden geringen Spezifitdt fir KRK wurde unter Riicksichtnahme eines
materialsparenden Umgangs mit Proben aus der Biobank CEACAMS fir die Analyse am

Patientenmaterial nicht weiter genutzt.

5.2.2 Beeinflussung der Markerexpression durch ein dauerhaft systemisches und lokales
Entziindungsgeschehen

Ein weiteres Ziel der Arbeit war es, klinische Parameter des akuten Entziindungsgeschehen
zusammen mit der Expression CTC-assoziierter Marker an Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen zu analysieren. Weder flir den Laborwert CRP noch fiir die Anzahl der
Leukozyten im Blut konnte eine Korrelation mit der Markerexpression gezeigt werden. Vor allem
fir den Parameter CRP ist eine relativ verldssliche Korrelation zwischen dem Nachweis einer
aktiven mukosalen Entziindung in einer lleokoloskopie und einem erhohten CRP Wert im Labor
von Patienten mit CED nachgewiesen (Chang et al., 2015). Fiir KRK konnte gezeigt werden, dass

der CRP Level im Blut der Patienten mit der TumorgroRe und dem Tumorstadium in positiver
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Korrelation stehen (Koper-Lenkiewicz et al., 2021). Hinz et al. stellte aulRerdem einen
Zusammenhang zwischen einem hohen Tumorstadium und dem vermehrten Vorliegen von CK20-
positiven CTC her. Auch im Blut von Patienten mit Nierenzellkarzinom konnte ein erhéhtes CRP
mit einem vermehrten Nachweis von CTC und einer schlechteren Prognose assoziiert werden
(Wen et al., 2019). Vor allem der laborchemische Entziindungsparameter CRP zeigt also
Assoziationen zu einem malignen Geschehen sowie zu aktiven mukosalen Entzindungsprozessen
im Darm. Fir zirkulierende Epithelzellen im Blut von CED Patienten gibt es bisher keine Studie, die
deren Vorliegen in Abhédngigkeit von Entziindungsparametern prift. Die hier gezeigte
Unabhdngigkeit der Expression der CTC-Marker vom CRP oder den Leukozyten steht damit der
Theorie einer im entzindlichen Kontext herbeigeflihrten Disseminierung von Zellen des
intestinalen Epithels in die Blutbahn entgegen. Gleichzeitig lassen sich die Ergebnisse auch nicht
mit einer moglichen Loslosung von Zellen im Rahmen einer beginnenden malignen
Transformation in Einklang bringen, wobei hierbei zu beachten ist, dass eine moégliche Korrelation
von CTC und CRP vor allem in frihen Tumorstadien noch gering ist (Wen et al., 2019; Koper-
Lenkiewicz et al., 2021).

Fiir CK20 und PLS3 konnte auch in der Untersuchung der Markerexpression im Zusammenhang
mit einer immunsuppressiven Therapie bestatigt werden, dass es sich hier eher um
entziindungsunabhangige Marker handelt. Ein deutlicher Einfluss einer immunsuppressiven
Therapie lieB sich lediglich fir LAD1 beobachten, der sich mit einer verminderten Expression
dieses Markers im Blut der Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen dufSerte. Dabei bleibt
jedoch unklar, durch welchen Mechanismus Immunsuppressiva die Expression von LAD1
beeinflussen. Einerseits konnte die LAD1 Expression mit dem akuten Entziindungsgeschehen im
Darm assoziiert sein, obwohl die Unabhangigkeit von den Entziindungsparametern CRP und
Leukozyten eher dagegen spricht. Andererseits waren auch langfristige Effekte der Therapie und
die Beeinflussung von Signalwegen, die zur veranderten LAD1 Expression fihren, moglich. Da
jedoch eine hdhere Expression von LAD1 sowohl in Tumorpatienten als auch im entziindlichen
Kontext unter Nichteinnahme immunsupprimierender Medikamente beobachtet werden konnte,
konnte LAD1 ein Marker einer malignen Progression sein. Dieser Zusammenhang konnte bereits
flir das Mammakarzinom gezeigt werden. Hier war eine erhdohte LAD1 Expression mit einer
schlechteren Prognose der Patienten assoziiert. Dabei steht vor allem die mégliche Funktion im
Bereich der Zellmigration von LAD1 im Vordergrund (Roth et al., 2018).

Gerade in diesem Zusammenhang ware die Korrelation zwischen der CTC-Markerexpression und

dem histopathologischen Befund bezliglich des Dysplasiegrades oder der Krankheitsaktivitat

90



mithilfe der krankheitsspezifischen Aktivitatsscores bei CED Patienten interessant. Ein erhohter
Dysplasiegrad bei gleichzeitig hoher Markerexpression konnte auf eine Disseminierung im Kontext
eines beginnenden malignen Prozesses schlieRen lassen. Eine verdanderte Markerexpression im
Zusammenhang mit einem hohen Aktivitatsscore, also dem Vorliegen eines akuten Schubes bei
CED, wiirde hingegen eher auf eine entziindlich bedingte Loslosung der Zellen aus dem
Zellverband hindeuten. Hierbei wiirden vor allem Daten, die im Verlauf der Erkrankung gesammelt
wirden, Riickschliisse ermoglichen, wie z.B. die Markerexpression zu verschiedenen Zeitpunkten
bei variablen Krankheitsaktivitdten. In der hier vorhandenen Kohorte waren diese Daten fir die
CED Patienten in den Patientenakten leider nicht verfiigbar und Analysen diesbeziiglich nicht
moglich.

Als weiterer entscheidender Faktor sollte die Erkrankungsdauer von CED Patienten mit der
Expression der vier Marker in Verbindung gesetzt werden. Mit steigender Dauer der Erkrankung
erhoht sich, vor allem bei der Colitis ulcerosa, das Risiko fiir die Entwicklung eines KRK. Eaden et
al. hatten das kumulative Risiko auf bis zu 18% nach 30jahriger Erkrankung beziffert (Eaden et al.,
2001). Zugrunde legend, dass die Metastasierung ein frilher Schritt in der Karzinogenese ist
(Bernards und Weinberg, 2002; Hu et al., 2017), konnte vor allem bei Patienten mit einer
langjahrigen CED und einem damit verbundenen héheren Karzinomrisiko eine Erhéhung der CTC-
assoziierten Marker im Blut erwartet werden. Die Analyse der Blutproben der CED Patienten
unterstiitzen diese Hypothese allerdings nicht. Einzig beim CK20 zeigte sich ein Anstieg der
Expression in der Gruppe mit einer Erkrankungsdauer von 11 bis 20 Jahren. Insgesamt war aber
kein Nachweis Uber einen Zusammenhang zwischen der Dauer einer bestehenden CED und der
Expression der CTC-Marker im Blut moglich. Hierbei darf allerdings nicht vergessen werden, dass
keine Patienten mit einem natirlichen Verlauf der Erkrankung, d.h. ohne medizinische Eingriffe,
untersucht wurden. Alle hier eingeschlossenen Probanden befanden sich zum Zeitpunkt der
Blutentnahme oder generell in ihrem bisherigen Krankheitsverlauf schon unter einer Therapie und
waren ggf. schon in die von der deutschen Leitlinie empfohlene intensive KRK-Vorsorge bei CED
Patienten eingebunden. Folglich sind die hier gewonnen Erkenntnisse zur CTC-Detektion abhangig
von der Zeit seit der Erstdiagnose durch teilweise langjahrige antientziindliche Therapien oder
Interventionen im Zuge einer Vorsorgekoloskopie, wie die endoskopische Entfernung von

potentiell dysplastischen Geweben, beeinflusst.
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5.2.3 Nutzbarkeit der Marker zur Diskriminierung von malignen und entztndlichen
Erkrankungen des Darms

AbschlieBend sollte fir jeden Marker mit Hilfe einer ROC-Kurven-Analyse und der Festlegung eines
Cut-Off Wertes die diagnostische Wertigkeit zur spezifischen Detektion eines Malignoms im Darm
geprift werden. Fir den Marker CK20 war einerseits an der ROC-Kurve und andererseits an den
Ergebnissen nach Anwendung des Cut-Off Wertes zu erkennen, dass dieser nicht ausreichend
zwischen einer malignen und einer entziindlich bedingten Erkrankung des Darms bzw. Gesundheit
trennen kann. In der aktuellen Literatur besteht kein Cut-Off Wert, der mit dem hier vorliegenden
verglichen werden kénnte, da ein solcher bisher nur in einer reinen Tumorkohorte definiert wurde
(Hendricks et al., 2018; Hinz et al., 2017). Die Daten aus friiheren Studien sowie der vorliegenden
Arbeit deuten darauf hin, dass sich der Nutzen einer CK20-gRT-PCR zur Detektion von CTC eher
flr prognostische und pradiktive Aussagen beziiglich Tumorpatienten eignet, aber weniger zur
Friiherkennung. Eine Stratifikation von Tumorpatienten mithilfe der CK20 Expression im Blut
konnte daher durchaus Anwendung in der klinischen Praxis finden. So war in der Studie von Hinz
et al. das Ansprechen auf eine neoadjuvante Radiochemotherapie mit einer gesunkenen CK20
Expression im Blut der KRK Patienten assoziiert (Hinz et al., 2015).

LAD1 hatte in den bisherigen Untersuchungen eine erhohte Expression im Blut von
Tumorpatienten mit leichter UICC-Stadien-Abhdngigkeit gezeigt, ebenso einen Zusammenhang
mit der Einnahme von Immunsuppressiva bei CED-Patienten. Die Spezifitat zeigte sich allerdings
von Anfang an limitiert, da die LAD1-qRT-PCR ausnahmslos fiir alle Gesundspender ein positives
Ergebnis ergeben hatte. Diese Erkenntnisse spiegelten sich abschlieRend auch in der ROC-Kurven
Analyse wider. Mit dem Youdens-Index lieR sich zwar ein Cut-Off Wert festlegen, der eine
ausreichende Sensitivitdt ermoglichte, durch seine niedrige Spezifitat allerdings zu einer sehr
hohen falsch-positiven Rate fiihrte. Ahnlich zum CK20 konnte fiir LAD1 hier daher keine
diagnostische Wertigkeit identifiziert werden. In Hinblick auf die Erkenntnisse des prognostischen
Nutzens beim Mammakarzinom von Roth et al. sowie neuen Erkenntnissen der Forschungsgruppe
um Moon et al. sollte der Marker jedoch weiteren Testungen zugefiihrt werden, um seinen Nutzen
ggf. nur in einer Kohorte aus Tumorpatienten oder ausschlielich CED Patienten zu untersuchen
(Moon et al., 2020; Roth et al., 2018).

DEFA5 zeigte als einziger Marker eine sehr &dhnliche Expression zwischen Tumor- und
Entziindungspatienten, daher ware die Anwendung dieses Markers in der Diagnostik eher fiir eine
Unterscheidung zwischen Krankheit und Gesundheit geeignet. In der Zusammenschau weisen die

Ergebnisse fiir DEFAS darauf hin, dass der Marker sowohl im Blut von Patienten mit malignen als
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auch benignen Erkrankungen des Kolons nachweisbar ist. Dabei kann aufgrund der Funktion der
Defensine als antimikrobielle Peptide (Salzman et al., 2007) und der bekannten Uberexpression in
entziindetem Gewebe (Dobre et al., 2018; Lawrance et al., 2001; Noble et al., 2008; Srivastava
und Kulaylat, 2004) davon ausgegangen werden, dass der inflammatorische Kontext zur Losldsung
der Zellen in die Blutbahn beitragt. In Verbindung mit den hier gewonnen Erkenntnissen der hohen
Expression im Blut von Tumorpatienten und dem Nachweis von DEFA5 in Adenomen, kann DEFA5
andererseits durchaus als Marker flir CTC angesehen werden kann (Nastase et al., 2011). Da
DEFAS5 sowohl im Blut von Tumor- als auch im Blut von Entziindungspatienten mittels DEFA5-qRT-
PCR nachgewiesen werden konnte, ist der Marker allerdings nicht fir eine reine
Verlaufsbeobachtung von Tumorpatienten geeignet, da seine Anfalligkeit fir ein entziindliches
Geschehen die Spezifitat zu stark beeinflussen wiirde.

PLS3 hatte sich angesichts der ROC-Kurven-Analyse mit einer AUC von 0,93 und einer Spezifitat
und Sensitivitdt von anndahernd 90% als trennscharfster Marker zur Diskriminierung von Patienten
mit Kolonkarzinomen von Gesundspendern bzw. Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen
hervorgetan. Das bisher wenig untersuchte PLS3 zeigte in dieser Arbeit eine deutlich geringere
Expression im Blut von Tumorpatienten gegeniiber Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen bzw. Gesundspendern. Daher erfolgte eine Cut-Off Festlegung dessen
Wertunterschreitung flr Malignitat steht. Die auffallig hoheren Expressionsniveaus in Gesunden
und entzlindlich Erkrankten stehen dem Konzept der CTC-Detektion allerdings grundsatzlich
entgegen. Der Nachweis eines CTC-assoziierten Markers miisste idealerweise nur im Blut von
Tumorpatienten moglich sein und nicht in Patienten mit benignen Erkrankungen und
Gesundspendern. Die fiir PLS3 gemessene hohe Expression in Gesundspendern lasst sich daher
moglicherweise durch ein bisher unbekanntes Vorkommen von PLS3 in Zellen des Blutes erklaren.
Abgesehen davon bleibt PLS3 in dieser Arbeit dennoch der Marker mit der héchsten Trennscharfe
zwischen einer malignen Erkrankung des Darms und einer benignen Erkrankung dieses
Organsystems bzw. Gesundheit. In einer anschlieRenden Analyse war auffallig, dass es sich bei den
falsch-positiv getesteten Entziindungspatienten fast ausschlieRlich um Morbus Crohn Patienten
handelte. Allerdings konnte fiir keinen dieser Patienten ein Hinweis auf ein malignes Ereignis zum
Zeitpunkt der Blutentnahme in der Krankenakte gefunden werden. Ein bisher nicht
diagnostiziertes malignes Geschehen kann auch fiir die falsch-positiven Gesundspender nicht
ausgeschlossen werden. Insgesamt ware eine longitudinale Untersuchung von PLS3 an Gesunden
oder CED Patienten sinnvoll, um zu klaren, mit welchen klinischen Veranderungen das Absinken

des Expressionsniveaus von PLS3 einhergeht und ggf. ob es mit der Entstehung eines Tumors
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korreliert. Weiterhin interessant ware, inwieweit PLS3 zur Risikostratifikation fiir eine zukinftige
maligne Erkrankung einsetzbar ware.

So sollten mit Hinblick auf eine mogliche Nutzung von PLS3 als diagnostischen Marker zusatzliche
Untersuchungen an einer groReren Patientenkohorte durchgefiihrt und die Rolle des PLS3 in der
inflammationsassoziierten kolorektalen Karzinogenese intensiver analysiert werden.

Vor allem in Hinblick auf die Marker CK20 und DEFAS5 und die oben beschriebenen Ergebnisse zur
variablen Quantitdt der PCR-Ergebnisse besteht die Maoglichkeit einer Optimierung der
Trennscharfe durch eine Erh6hung des Schwellenwerts fiir die Wertung eines positiven PCR-
Ergebnisses. Dies konnte z.B. bedeuten, dass bei einer Durchfiihrung von Triplikaten in der gRT-
PCR eine Probe erst dann als positiv zu werten ist, wenn mindestens zwei der drei moglichen
Nachweise positiv sind. Gesundspender hatten im Vergleich zu den anderen beiden
Probandengruppen deutlich seltener mehrfach positive Ergebnisse gezeigt, was einhergeht mit
der Annahme, dass die CTC-Zahl in Tumorpatienten und ggf. Patienten mit entziindlichen
Erkrankungen hoher ist als bei Gesunden, sodass hier eine Abgrenzung am ehesten optimiert

werden konnte.

5.2.4 Methodische Limitationen

CTC sind insgesamt ein sehr seltenes Ereignis im Blut. Bei schatzungsweise einer von einer
Milliarde Blutzellen handelt es sich um eine maligne zirkulierende Zelle (Yu et al., 2011).

Die Rationale zur Durchfiihrung einer gRT-PCR zur Detektion der CTC lasst sich vor allem durch die
hohe Sensitivitat und Spezifitat des Verfahrens begriinden. Basierend auf der Amplifikation einer
spezifischen mRNA kann die gRT-PCR bei Auswahl addaquater Marker einen Nachweis mit sehr
hoher Sicherheit erbringen (Alix-Panabiéres und Pantel, 2014; Joosse et al., 2015). Voraussetzung
fir die Detektion von CTC im Blut von Patienten ist hierfiir, dass die Marker einerseits im Tumor
bzw. im vom Tumor-abstammenden Gewebe exprimiert werden und andererseits nicht als
Bestandteil des Blutes oder dessen Zellen vorkommen. Das vorherige Anreichern der PBMC
mithilfe der Dichtegradientenzentrifugation, d.h. das Nutzen einer physikalischen KenngrofRe zur
primaren Zellsortierung, erhoht zusatzlich die Sensitivitat des Verfahrens. Allerdings geht die
Methode auch mit einigen Nachteilen einher: Die gRT-PCR erlaubt keinen direkten Nachweis der
CTC. Dieses Problem zeigt sich vor allem im Umgang mit den PCR Ergebnissen, die immer zwei
mogliche Interpretationswege offenlassen. Eine PCR kann mit ihrem Ergebnis keine Aussage

dariber treffen, ob die gemessene Probe eine hohe Anzahl von Zellen enthalten hat, die den
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Marker auf einem niedrigen Niveau exprimieren oder ob es sich um vereinzelte Zellen mit sehr
hoher Expression handelt. In der Summe kénnen beide Moglichkeiten das gleiche Ergebnis der
PCR ergeben. Beispielsweise ist flir CK20 eine hohe Expression im gesunden kolorektalen Epithel
bekannt (GeneCards®; Polari et al., 2020). Moll et al. konnte nachweisen, dass auch 95% aller
kolorektalen Tumore und ihre Metastasen eine CK20 Expression aufweisen (Moll et al., 1992). Wie
auch in den in vitro Ergebnissen dieser Arbeit sichtbar, zeigte Wildli et al. jedoch, dass diese
Expression im Vergleich zu gesundem kolorektalen Gewebe eher erniedrigt war (Wildi et al.,
1999).

Daher ware besonders im Aufbau dieser Studie eine Expressionsmusteranalyse von Zellen aus
malignen und benignen Blutproben, d.h. die Verteilung des Markers in den detektierten Zellen,
und deren Vergleich hilfreich um die gemessenen Werte in der qRT-PCR besser einordnen zu
kénnen. Hierflr muissten allerdings zuséatzlich andere Methoden zum Einsatz kommen, bei der ein
direkter Zellnachweis erfolgt und die Zelle nach der Detektion in sano erhalten bleibt, sodass sich
z.B. eine Markermarkierung mittels fluoreszierender Antikorper anschlieRen kdnnte.

Alternative Vorgehensweisen zeigen hier teilweise Vorteile. Beim bisher einzigen von der US-
amerikanischen Food and Drug Administration zugelassenen Verfahren handelt es sich um das
CellSearch® System (Allard et al., 2004; Riethdorf et al., 2018). Hierbei werden die CTC primar mit
Hilfe eines Antikorpers gegen das epitheliale Zelladhdsionsmolekil (EpCAM), ein
Oberflachenprotein epithelialer Zellen, angereichert (Keller et al., 2019). AnschlieRend erfolgt eine
Multi-Marker-Immunfluoreszenzanalyse, bei der die CTC mithilfe weiterer epithelialer
Kennmarker identifiziert und im Anschluss gezahlt werden kénnen. Fiir das CellSearch® System
hat sich hierbei der folgende Zellphanotyp fiir die CTC Detektion etabliert: EpCAMH+,
Panzytokeratin+, CD45— und DAPI+. Mit dieser Konstellation werden einerseits epitheliale intakte
Zellen eingeschlossen, wahrend Leukozyten (CD45+) und avitale Zellen (DAPI-) ausgeschlossen
werden (Allard et al., 2004; Alix-Panabiéres und Pantel, 2014). Im Unterschied zur Detektion der
CTC mittels gRT-PCR beruht die Aussagekraft des CellSearch® Systems hier nicht auf der
Expressionstarke eines spezifischen Markers, sondern auf der Anzahl an detektierten CTC pro ml
Blut. Die prognostischen Nutzbarkeit der CTC-Detektion mittels des CellSearch® Systems konnte
bereits fir verschiedene Tumorentitidten gezeigt, darunter metastasierte Kolon-, Mamma-, und
Prostatakarzinome (Cohen et al., 2008; Cristofanilli et al., 2004; de Bono et al., 2008). Die
Patientengruppe mit der besseren Prognose zeigte <5 CTC/7,5 ml Blut, wahrend =5 CTC/7,5 ml

Blut prognostisch eher unglinstig waren. Ein Wechsel von der unvorteilhaften zur prognostisch
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glinstigen Gruppe im Verlauf der Therapie konnte aulRerdem als pradiktiver Faktor fiir das
Ansprechen auf die Therapie interpretiert werden (Andree et al., 2016).

Ein weiterer Vorteil dieses Verfahrens ist der mogliche Anschluss weiterer analytischer Methoden
zur Untersuchung von u.a. Mutationen oder Expressionsmuster verschiedener Proteine in den
isolierten Zellen (Andree et al., 2016).

Doch auch bei diesem Verfahren bestehen Nachteile: Die Detektion der CTC mit zumeist
epithelialen Markern stellt hierbei ein generelles Problem dar, da diese Marker im Rahmen der
EMT verloren gehen kénnen, wie z.B. auch im in vitro Teil der vorliegenden Promotionsarbeit
gezeigt werden konnte. Dieser Prozess beinhaltet eine Dedifferenzierung der epithelialen Zellen
zu einem eher mesenchymalen Phanotyp und ist auch fiir kolorektale Karzinome beschrieben
(Teeuwssen und Fodde, 2019). Betroffen konne hier auch die Expression eben jener Marker sein,
die fur die CTC-Detektion verwendet werden, d.h. EpCAM oder Zytokeratine (Alix-Panabiéeres et
al., 2017; Keller et al., 2019). Ein Nachweis einzelner Tumorzellen im Blut betroffener Patienten
mit Hilfe eines Markers, der im Prozess der Karzinogenese herunterreguliert wird, konnte sich
negativ auf die Sensitivitdt des gewahlten Testverfahrens auswirken.

Diese Problematik trifft sowohl auf die Detektion der CTC mittels gRT-PCR als auch das CellSearch®
System zu (Gorges et al., 2012), sodass neuste Entwicklungen darauf abzielen, neben epithelialen
Markern auch mesenchymale Marker zur Detektion von CTC zu verwenden (Lecharpentier et al.,

2011; Pantazaka et al., 2021; Rushton et al., 2021).

5.3 Ausblick

Der Nachweis CTC-assoziierter Marker gelang in dieser Studie sowohl im Blut von Patienten mit
KRK als auch bei benignen entziindlichen Erkrankungen des Darms und teilweise auch in
Gesundspendern. Fir die klinische Anwendung der Marker besteht weiterhin Forschungsbedarf,
vor allem zur Klarung der Frage, in welchem Zusammenhang auch im Blut von Gesundspendern
ein Nachweis erfolgen kann. Hierfir kénnte eine umfassende Analyse der Marker in ihrem
molekularen Kontext und ihrer gewebespezifischen Funktionen notig sein, um mogliche
Veranderungen in der Expression, die nicht auf malignen Prozessen beruhen, erklaren zu kénnen.
AbschlieRend lassen die Ergebnisse die Uberlegung zu, eine Markerkombination zur Detektion von
CTC im Blut von Tumorpatienten zu nutzen. Vor allem eine Kombination eines positiven CK20 und
DEFA5 Nachweises konnte hierbei sinnvoll sein. Diese Kombination zeigt sich vor allem deshalb

als geeignet, da einerseits CK20 eine Assoziation zum Tumorstadium und zum Gesamtiiberleben
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von Tumorpatienten aufweist und andererseits DEFA5 eine im Vergleich zu Gesundspendern hohe
Expression in Tumorpatienten gezeigt hat. Gleichzeitig konnte hier weiterhin das Problem der
Beeinflussung der Markerexpression durch inflammatorische Aktivitdten im Darm bestehen, denn
beide Marker zeigten auch in Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen hohe positive
Expressionswerte im Blut. Shen et al. zeigten in ihrer Studie einen Anstieg der Sensitivitat der CTC-
PCR bei Nutzung eines Markerpanels aus CK20, CEACAMS5 und Survivin. Als Kontrollproben
dienten hier auch gesunde Probanden sowie Patienten mit benignen Darmerkrankungen (Shen et
al., 2008). Spannend kdnnte hier eine Verifizierung dieser Resultate sowie die Anwendung einer
Markerkombination aus CK20, DEFA5 und CEACAMS5 sein und deren Auswirkung auf die
Sensitivitat und Spezifitat vor allem in Hinblick auf die Unterscheidung von Patienten mit maligner
Erkrankung von Patienten mit entziindlicher Erkrankung des Organsystems.

Wahrend weiterhin die Optimierung der bisherigen Strategien zur Detektion von CTC stattfindet,
riicken nun auch vielversprechende Ansatze in den Vordergrund, die die Detektion nicht von den
CTC selbst, sondern von Tumor-assoziierten Bestandteilen wie zirkulierender Tumor-DNA oder
microRNA beinhalten und eine Alternative oder Ergdanzung zu den bisherigen Methoden darstellen
(Marcuello et al., 2019).

Die hier vorgelegten Ergebnisse legen aulRerdem nahe, dass chronisch inflammatorische Stimuli in
intestinalen Epithelzellen einerseits zu Verdanderungen fiihren, die mit Malignitdt assoziiert
werden und andererseits auch eine Disseminierung von Zellen in die Blutbahn begilinstigen
konnten. Insgesamt kann eine entziindlich vermittelte Disseminierung von Epithelzellen die
Nutzbarkeit der verwendeten Marker stark beeinflussen, sodass hier fir den spezifischen
Nachweis von CTC im Blut z.B. eine wie oben beschriebene Markerkombination nétig ware, um
zweifelsfrei maligne Zellen zu detektieren und disseminierte benigne Epithelzellen aufgrund eines
entziindlichen Geschehens auszuschlieBen.

Die diagnostische Nutzbarkeit der Marker wird in dieser Studie, mit Ausnahme vom Marker PLS3,
durch die unzureichenden Sensitivitdts- und Spezifitdtswerte allerdings so stark limitiert, dass von
deren Anwendung zum aktuellen Zeitpunkt abgesehen werden sollte. Die Anwendung innerhalb
einer reinen Tumorkohorte erscheint dennoch vielversprechend, vor allem auch in der
Zusammenschau anderer Studien (Hendricks et al., 2018; Hinz et al., 2017).

Aktuell ist das CellSearch® System die bisher einzige von der US-amerikanischen Food and Drug
Administration zugelassene Detektionsmethode von CTC in Patienten mit metastasiertem
Mamma-, Pankreas- und Kolonkarzinom. Doch besonders im Vergleich zu anderen

Tumorentitaten ist die Detektionsrate von CTC im Blut von KRK Patienten mittels CellSearch®
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gering (Gorges et al., 2016). Der Bedarf an der Erforschung neuer Marker zur CTC-Detektion ist
hier vor allem auf dem Gebiet der Friiherkennung besonders gro. Die vorliegende
Promotionsarbeit hatte das Ziel, CTC-assoziierte Marker auf ihre Nutzbarkeit der Diskriminierung
eines KRK von einer benignen Erkrankung des Darms zu untersuchen. Obwohl die Ergebnisse hier
zu einem deutlichen Erkenntnisgewinn beigetragen haben, bendétigen die hier gepriiften Marker

weitere Validierungen in grofReren Patientenkohorten.
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6. Zusammenfassung

Kolorektale Karzinome (KRK) sind eine der haufigsten Tumorentitdten in beiden Geschlechtern.
Stadienabhingig liegt das 5-Jahres-Uberleben zwischen >90% und <10%. Der Nachweis von
zirkulierenden Tumorzellen (CTC) im Blut von KRK Patienten konnte mit einem fortgeschrittenen
Krankheitsstadium und mit einer nachteiligen Prognose assoziiert werden. Ein Risikofaktor fir die
Entstehung eines KRK stellen chronisch entziindliche Darmerkrankungen dar, deren Inzidenz vor
allem in der westlichen Welt ansteigt. In der vorliegenden Arbeit sollten daher CTC-assoziierte
Marker im Blut von Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen untersucht werden. Ein
Nachweis in diesen Patienten kann einerseits mit einer entziindlichen Loslosung von Zellen in die
Blutbahn oder andererseits mit einer malignen Progression zusammenhangen. Hierflir wurden
klinische Parameter, die das Entziindungsgeschehen in den Patienten widerspiegeln sowie
Faktoren, die das KRK-Risiko in den Entziindungspatienten beeinflussen, mit der
Markerexpression in Verbindung gebracht. Ferner sollte gepriift werden, ob sich die analysierten
Marker zur Diskriminierung zwischen einer malignen und benignen Erkrankung des Darms bzw.
Gesundheit eignen. Hierflir wurde die Expression der CTC-assoziierten Marker CK20, PLS3, LAD1
und DEFAS5 im Blut von KRK Patienten (n=98), Patienten mit entziindlichen Darmerkrankungen
(n=64) und Gesundspendern (n=40) analysiert. In Cokulturversuchen mit intestinalen Epithelzellen
und proinflammatorischem M1-Makrophagen sollte der Einfluss einer entziindlichen Umgebung
auf die Expression der CTC-assoziierten Marker untersucht werden. Zusatzlich sollten maégliche
funktionelle Veranderungen der Epithelzellen in Hinblick auf die Proliferation, das Migrations- und
Invasionsverhalten sowie Charakteristika der EMT analysiert werden.

Primar konnte ein deutlicher Unterschied in der Quantitat der Markerexpression von CK20 und
DEFA5 zwischen den Probandengruppen festgestellt werden. Vor allem positiv getestete
Gesundspender zeigten hier haufig eine niedrigere Anzahl an Nachweisen. Fiir LAD1 und PLS3
waren alle Probanden im gleichen Mal3e positiv. Dennoch konnten fiir alle Marker qualitative
Unterschiede in der relativen Genexpression zwischen Gesundspendern, Tumor- und
Entziindungspatienten festgestellt werden. DEFA5 zeigte ahnlich hohere Expressionswerte bei
Tumor- und Entziindungspatienten im Vergleich zu Gesundspendern. Flir CK20 und PLS3 konnte
eine deutlich geringere Expression im Blut von KRK Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
und Probanden mit entziindlichen Darmerkrankungen festgestellt werden. Insgesamt waren die
CTC-assoziierten Marker auch im Blut von Patienten mit entziindlichen Erkrankungen des Darms

detektierbar. Klinische Parameter dieser Patienten konnten hingegen nur teilweise mit den
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Expressionsstarken der einzelnen Marker in Zusammenhang gebracht werden, sodass sich keine
eindeutige Assoziation zwischen der Schwere der Entziindung und der Expression der CTC-Marker
ergab. In weiterfiihrenden Analysen zeigte sich PLS3 mit einer Sensitivitat und Spezifitat von circa
90% als trennscharfster Marker zur Unterscheidung zwischen malignen und benignen
Darmerkrankungen bzw. Gesundheit. Hier sollten allerdings weitere Untersuchungen an einer
grofReren Kohorte stattfinden, um dieses Resultat und die Nutzbarkeit in der Friiherkennung des
KRK zu validieren.

In einer Cokultur der kolorektalen Epithelzelllinie NCM-460 mit M1-Makrophagen konnte der
Einfluss einer proinflammatorischen Umgebung in vitro durch eine erhéhte Migrationsrate,
phanotypischer- und EMT-assoziierter Modifikationen sowie Verdanderungen in der Expression der
CTC-Marker verdeutlicht werden.

AbschlieBend wird in dieser Arbeit der Einfluss entziindlicher Stimuli auf malignitats-assoziierte
Veranderungen in Kolonepithelzellen deutlich. Es konnte gezeigt werden, dass der Nachweis von
CTC-assoziierten Markern im Blut von Patienten nicht grundsatzlich mit einer malignen
Erkrankung des Darms einhergeht. Ein Nachweis auch in Patienten mit entziindlichen
Darmerkrankungen gibt Aufschluss dariiber, dass die Disseminierung von Zellen ins Blut auch

entziindlich vermittelte Ursachen haben kann.
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V  Anhang

Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel s

Einwilligungserklarung
Version 1.2.- 22.02.2018

UNIVERSITATSKLINIKUM
Schleswig-Holstein

K
H

Patient (Name, Vorname):

Geburtsdatum (tt.mm.jjjj):

Bitte lesen Sie folgenden Text aufmerksam durch, kreuzen Sie Zutreffendes an und unterschreiben
Sie die Einwilligungserklarung anschlieBend am Ende dieser Doppelseite.

Ich willige ein, dass meine Biomaterialien und Daten, wie in der Informationsschrift
beschrieben, an die Biomaterialbank BMB-CCC im Institut fiir Experimentelle
Tumorforschung, Christian-Albrechts-Universitdat (CAU) zu Kiel und Universitatsklinikum
Schleswig-Holstein (UKSH) Campus gegeben und flr medizinische Forschungszwecke
verwendet werden. Ich willige ein, dass die Zwecke wissenschaftlich-medizinischer
Forschung, fiir die meine Biomaterialien und Daten verwendet werden, nicht eingegrenzt
werden.

Das Eigentum an den Biomaterialien Ubertrage ich an das Universitatsklinikum Schleswig-
Holstein (UKSH).

Ich willige ein, dass die nachfolgend aufgefiihrten Biomaterialien in der Biobank BMB-CCC
gesammelt und fur die biomedizinische Forschung verwendet werden (falls nicht
gewiinscht, bitte ,nein“ ankreuzen):

- Gewebeproben aus meinem entfernten Gewebe OINein
- maximal 45 ml Blut CINein
- maximal 10 ml Knochenmarkblut OInein
- Urin-, Stuhl- sowie Speichelproben CInein

Ich habe die Patienten-Informationsschrift gelesen und hatte die Gelegenheit, Fragen zu
stellen. Ich wei3, dass meine Teilnahme freiwillig ist und ich meine Einwilligung jederzeit
ohne Angabe von Griinden widerrufen kann, ohne dass mir daraus irgendwelche Nachteile
entstehen.

Ich willige ein, dass ich evtl. zu einem spateren Zeitpunkt erneut kontaktiert werde (falls
nicht gewiinscht, bitte ,nein” ankreuzen)

- zum Zweck der Gewinnung weiterer Informationen / Biomaterialien, OINein

- zum Zweck der Einholung meiner Einwilligung in die Verkniipfung mit
medizinischen Daten aus anderen Datenbanken ONein
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UK

UNIVERSITATSKLINIKUM
Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel Schleswig-Holstein
Datenschutzerklarung

Ich willige ein, dass meine behandelnde Klinik und die Biomaterialbank BMB-CCC, wie in

der Information beschrieben,

- personenbezogene Daten, insbesondere Angaben iiber meine Gesundheit, von mir
erhebt und speichert,

- weitere personenbezogene Daten, insbesondere Angaben iiber meine Gesundheit aus
meinen Krankenunterlagen entnimmt,

- und die Daten gemeinsam mit meinen Biomaterialien pseudonymisiert (d.h. kodiert) an
das Institut fiir Experimentelle Tumorforschung, Christian-Albrechts-Universitat (CAU) zu
Kiel und Universitdtsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH) Campus Kiel fiir medizinische
Forschungsvorhaben zur Verfiigung stellt.

Meine Biomaterialien und Daten diirfen unbefristet fiir medizinische Forschungsvorhaben
verwendet werden. Sie diirfen pseudonymisiert an Universitdten, Forschungsinstitute und
forschende Unternehmen zu Zwecken medizinischer Forschung weitergegeben werden.
Dies schlieBt unter Umstdanden auch die Weitergabe fiir Forschungsprojekte im Ausland
mit moglicherweise niedrigerem Datenschutzniveau ein.

Ich bin dariiber aufgekldrt worden, dass ich meine Einwilligung gegeniiber der Biobank
BMB-CCC im Institut fiir Experimentelle Tumorforschung, Christian-Albrechts-Universitat
(CAU) zu Kiel und Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH) Campus Kiel ohne
Angabe von Griinden jederzeit widerrufen kann. Beim Widerruf werden auf mein
Verlangen die verbliebenen Biomaterialien und die erhobenen Daten vernichtet bzw.
geldscht oder anonymisiert. Daten aus bereits durchgefiihrten Analysen kénnen nicht
mehr entfernt werden.

Eine Kopie der Patienteninformation und der Einwilligungserklarung habe ich erhalten. Das
Original verbleibt bei der behandelnden Klinik.

Name des Patienten in Druckbuchstaben

Ort, Datum (vom Patienten/Probanden einzutragen), Unterschrift des Patienten/Probanden

Ich habe das Aufkldrungsgespriach gefiihrt und die Einwilligung des Patienten/Probanden
eingeholt.

Name der aufkldrenden Person in Druckbuchstaben

Ort, Datum, Unterschrift der aufklarenden Person

Version 1.2 - 22.02.2018

113



Danksagung

Mein besonderer Dank gilt Prof. Dr. Susanne Sebens fiir die Bereitstellung des Themas und die
herausragende Betreuung. lhre wissenschaftliche Begeisterung sowie ihre fachliche
Unterstiitzung haben mich stets motiviert und meine Zeitim Labor zu einer besonderen Erfahrung
gemacht.

Fir seine tatkraftige Unterstiitzung in methodischen, statistischen und inhaltlichen Fragen danke
ich auRerdem ganz besonders Dr. Christian Roder, der immer ein offenes Ohr fir Probleme
jeglicher Art hatte.

Danken mochte ich aulRerdem meiner Arbeitsgruppe aus dem Institut fiir experimentelle
Tumorforschung. Bianca Zinke und Dagmar Leisner danke ich fir die tolle Einarbeitung und den
anhaltenden Beistand wahrend meiner gesamten Laborzeit. Sascha Rahn danke ich herzlich fir
seine fachliche Kompetenz und Anleitung. Ein besonderer Dank gilt auch allen studentischen
Kolleginnen und Kollegen: Tina, Silje, Frederik, Lisa, Nadja, Luisa, Elsa, Lilly und Lauritz danke ich
sowohl fiir die fachliche Unterstiitzung als auch flr das entspannte Arbeitsklima.

Mein Dank gilt auRBerdem Julia und Liane, die mich als Mitarbeiterinnen der Biobank stets in
meinem Projekt unterstiitzt haben.

Fir die Unterstlitzung von klinischer Seite mdchte ich Dr. Alexander Hendricks und Dr. Alexander
Bernsmeier aus der Klinik flir Allgemeine, Viszeral-, Thorax-, Transplantations- und Kinderchirurgie
danken. Dr. Alexander Bernsmeier gebihrt auBerdem mein besonderer Dank fir die tatkraftige
Mithilfe bei der statistischen Analyse und Auswertung.

Ein weiterer Dank gilt der Medizinischen Fakultdt der Christian-Albrechts-Universitat zu Kiel, die
mich in der Phase der experimentellen Arbeit finanziell durch ein Promotionsstipendium
unterstutzte.

Meiner Familie und meinem Freund danke ich fir die immerwahrende Unterstiitzung und ihre

aufbauenden Worte. Danke, dass ihr mich auf diesem Weg begleitet und motiviert habt!



Publikationsverzeichnis

Originalarbeit:

Born, J., Hendricks, A., Hauser, C., Egberts, J.-H., Becker, T., Réder, C., Sebens, S. (2022): Detection
of marker associated with CTC in colorectal cancer in mononuclear cells of patients with benign
inflammatory intestinal diseases. Cancers (Basel), 14(1), 47

Tagungsbeitrag (Poster):

Born, J., Hendricks, A., Bernsmeier, A., Rahn, S., Roder, C., Sebens, S. (2020): Dissemination of
intestinal epithelial cells in inflammation-associated-colorectal-carcinogenesis.
Vorgestellt auf dem 34. Deutschen Krebskongress, 19.02. bis 22.02.2020, Berlin



	1 Einleitung
	1.1 Entzündliche Veränderungen des Darms
	1.1.1 Divertikulose und Divertikulitis
	1.1.2 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen (CED)
	1.1.2.1 Epidemiologie
	1.1.2.2 Pathogenese und Risikofaktoren
	1.1.2.3 Die Rolle von proinflammatorischen Makrophagen in der Darmschleimhaut von CED Patienten
	1.1.2.4 Chronisch entzündliche Darmerkrankungen und kolorektale Karzinome
	1.1.2.5 Symptomatik und Diagnostik
	1.1.2.6 Therapeutische Möglichkeiten und Prognose


	1.2 Maligne Veränderungen des Darms
	1.2.1 Das kolorektale Adenokarzinom
	1.2.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren
	1.2.1.2 Die kolorektale Tumorgenese
	1.2.1.3 Symptomatik und Diagnostik
	1.2.1.4 Therapeutische Möglichkeiten und Prognose


	1.3 Zirkulierende Tumorzellen
	1.3.1 Klinische Bedeutung
	1.3.2 Molekulare Marker zur Detektion zirkulierender Tumorzellen
	1.3.2.1 Cytokeratin 20 (CK20)
	1.3.2.2 Plastin 3 (PLS3)
	1.3.2.3 Ladinin 1 (LAD1)
	1.3.2.4 Defensin Alpha 5 (DEFA5)
	1.3.2.5 Carcinoembryonic Antigen-Related Cell Adhesion Molecule 5 (CEACAM5)


	1.4 Zielsetzung der Arbeit

	2 Material
	2.1 Probenmaterial der CED und KRK Patienten sowie der Kontrollprobanden
	2.2 Laborgeräte
	2.2.1 Zentrifugen
	2.2.2 Inkubatoren
	2.2.3 Messgeräte
	2.2.4 Mikroskope
	2.2.5 Pipetten
	2.2.6 Sterilwerkbänke
	2.2.7 Waagen
	2.2.8 Weitere Geräte

	2.3 Verbrauchsmaterial
	2.4 Kits
	2.5 Chemikalien, Reagenzien, Puffer, Rezepturen
	2.5.1 Chemikalien und Reagenzien
	2.5.2 Puffer

	2.6 Material für die Western Blot Analyse
	2.7 Material für zellbiologische Untersuchungen
	2.7.1 Zelllinien
	2.7.2 Zellkulturreagenzien
	2.7.3 Zusammensetzung von Zellkulturmedien
	2.7.4 Small interfering RNA (siRNA)

	2.8 Antikörper
	2.9 Primer
	2.10 Software

	3 Methoden
	3.1 Analyse von peripheren mononukleären Zellen aus dem Blut von Patienten und gesunden Spendern
	3.1.1 Isolierung von peripheren mononukleären Zellen
	3.1.2 RNA Extraktion aus peripheren mononukleären Zellen
	3.1.3 cDNA Synthese
	3.1.4 Quantitative Real Time PCR

	3.2 In vitro Generierung von Makrophagen aus dem Blut gesunder Spender
	3.2.1 Isolierung von peripheren mononukleären Zellen aus dem Blut gesunder Spender
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