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1 Einleitung

1.1 Das humane kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom ist mit einer Inzidenz von 84 (Manner) und 69 (Frauen)
je 100000 Personen jahrlich die dritt- (Manner) bzw. zweithaufigste (Frauen)
Krebserkrankung. Geschlechterunabhangig stellt es die dritthaufigste Krebstodes-
ursache in Deutschland und die dritthaufigste Krebstodesursache in den USA
dar (Robert Koch-Institut, 2017, Siegel et al., 2018).

Histologisch betrachtet finden sich in der grolten Mehrzahl der Falle mit circa 85 %
Adenokarzinome (Robert Koch-Institut (Hrsg.), 2013). Etwa zwei Drittel der Tumo-
re befinden sich im Kolon und circa 30 % betreffen das Rektum. Die Ubrigen Loka-
lisationen betreffen den rektosigmoidalen Ubergang bzw. den Analkanal (Robert
Koch-Institut, 2017). Den groten Risikofaktor flr das sporadische kolorektale
Karzinom, das die grole Mehrheit der Falle ausmacht, stellt das zunehmende Al-
ter dar; 85 % der Falle treten bei Patienten Uber 65 Jahren auf (Ballinger und Ang-
giansah, 2007). Lediglich in 5 % der Falle liegt eine erbliche Variante des kolorek-
talen Karzinoms vor (Labianca et al., 2010). Das kolorektale Karzinom wird in der
Regel erst in fortgeschrittenen Stadien symptomatisch, sodass Friherkennungs-
untersuchungen einen wichtigen Stellenwert einnehmen (Labianca et al., 2010).
Zudem sind die zuerst auftretenden Symptome haufig unspezifisch und umfassen
am haufigsten abdominellen Schmerz, rektalen Blutabgang sowie Veranderungen
des Darmverhaltens (Ballinger und Anggiansah, 2007).

Die chirurgische Resektion stellt die primare Therapieoption bei potentiell kurativ
zu behandelnden Patienten mit Kolonkarzinom dar. Bei lokal fortgeschrittenen
Tumoren im lymphknotenpositiven UICC-Stadium Ill wird zusatzlich eine adjuvan-
te Chemotherapie mit 5-Fluoruracil und Oxaliplatin durchgeflihrt (Labianca et al.,
2010). Beim Rektumkarzinom im unteren und mittleren Drittel wird ab UICC-
Stadium |l vor der Operation die neoadjuvante Radiochemotherapie empfohlen
(Schmiegel et al., 2017).

In der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms spielt die Adenom-Karzinom-
Sequenz eine wichtige Rolle (Vogelstein et al., 1988). Inzwischen wurde eine Rei-

he von Gendefekten beschrieben, die in dieser Sequenz eine Rolle spielen und
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das kolorektale Karzinom ist zu einem guten Modell fir das Verstandnis der Karzi-
nogenese insgesamt geworden (Labianca et al., 2010). Im Laufe der Karzinoge-
nese kommt es in der Regel zu zunehmender genomischer Instabilitat, dem Ver-
lust von Tumorsuppressorgenen und darauffolgend zu zunehmender Dysplasie. In
85 % der sporadischen Kolon- und Rektumkarzinome kommt es zum Verlust des
Tumorsuppressorgens APC (Markowitz und Bertagnolli, 2009). Eine Keimbahnmu-
tation von APC fuhrt zur familiaren adenomatdsen Polyposis (Lynch et al., 2008).
Ein weiterer wichtiger Schritt zur Entstehung des kolorektalen Karzinoms ist der
Verlust des Tumorsuppressors p53, der in 35-55 % der Falle vorliegt (Markowitz
und Bertagnolli, 2009). Der Verlust von p53 fallt haufig mit dem Ubergang vom
Adenom zum invasiven Karzinom zusammen (Baker et al., 1990).

Neben den mit den durch die beschriebenen Veranderungen verbundenen Sto-
rungen der Wachstumskontrolle sind im kolorektalen Karzinom auch weitere Ver-
anderungen von Wachstumsrezeptoren und ihren Liganden gezeigt worden (For-
mentini et al., 2012). Auch die Bedeutung des in dieser Studie untersuchten Inter-
leukin-4-Rezeptors (IL-4R) konnte bereits gezeigt werden. Es liegen Studien vor,
die einen gegensatzlichen Einfluss von Interleukin-4 (IL-4) auf kolorektale Karzi-
nome zeigen (Lahm et al., 1994, Kanai et al., 2000, Todaro et al., 2007, Todaro et
al., 2008).

Ein neuer Denkansatz zur Aufklarung der Pathogenese von Karzinomen ist das
Vorhandensein einer Subpopulation von Tumorstammzellen, die Oberflachenmar-
ker wie CD133 exprimieren und etwa 2 % der Zellen eines kolorektalen Karzinoms
ausmachen (Todaro et al., 2007). Diese CD133-positiven Zellen zeichnen sich
durch autokrine Stimulation mittels IL-4 aus, wodurch sie ihre Apoptose-Resistenz
steigern kdnnen (Todaro et al., 2007, Todaro et al., 2008).

In der Vergangenheit wurden bereits Fortschritte in der Therapie des kolorektalen
Karzinoms erzielt, sodass die 5-Jahresiberlebensraten seit 1975 um 14 % auf
61 % gesteigert werden konnten (Siegel et al., 2014). Im Gegensatz zu den erziel-
ten Fortschritten in frlhen Stadien sind metastasierte Kolon- und Rektumkarzino-
me im UICC-Stadium IV trotz verbesserter Uberlebensraten weiterhin nur selten
heilbar (Labianca et al., 2010).
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1.2 Zelllinien

Bei HT29 handelt es sich um eine Zelllinie eines humanen Adenokarzinoms des
Kolons, die 1964 aus einem Primartumor extrahiert wurde (Fogh und Trempe,
1975). SW480 wurde aus dem Primartumor eines kolorektalen Adenokarzinoms
extrahiert, wahrend SW620 aus einer Lymphknotenmetastase desselben Patien-
ten stammt (Leibovitz et al., 1976). Bei HCT116 handelt es sich ebenfalls um eine

Zelllinie aus einem Primartumor eines Kolonkarzinoms (Brattain et al., 1981).

1.3 Zytokine und ihre Rezeptoren

Zytokine sind eine Familie Ioslicher Mediatoren, die fur die Zell-Zell-
Kommunikation eine erhebliche Bedeutung besitzen. Zu den Zytokinen werden
Interleukine (IL), Interferone sowie koloniestimulierende Faktoren (CSF) gezahlt
(Taniguchi, 1995). Die zellulare Wirkung der Zytokine wird durch Bindung an spe-
zifische Rezeptoren hervorgerufen (Robb, 2007). Die meisten Rezeptoren setzen
sich aus mehreren Untereinheiten zusammen, die sich durch Homo- oder Hete-
rodimerisierung verbinden, wobei eine Untereinheit Bestandteil mehrerer Rezepto-
ren sein kann (Robb, 2007).

1.4 Interleukin-4

Interleukin-4 ist ein Typ-I-Zytokin, das von einer Untergruppe der CD4+-T-Zellen,
den TH2-Zellen, sowie von basophilen Granulozyten und Mastzellen produziert
wird (Nelms et al., 1999). Es besteht aus einer Sequenz von 129 Aminosauren mit
einem Molekulargewicht, das aufgrund variabler Glykosilierung zwischen 12 und
20 kDa schwankt (Luzina et al., 2012, Yokota et al., 1986). Das Gen fur IL-4 liegt
auf Chromosom 5q31, wo es zusammen mit den Genen weiterer Zytokine (IL-3,
IL-5, IL-13, und CSF-2) einen Cluster bildet (Schmutz et al., 2004).

IL-4 wurde unter dem Namen B-cell-growth-factor (BCGF) erstmals 1981 be-
schrieben. Es trat eine mit Anti-IgM-Antikdrpern synergistische Wirkung als
Wachstumsfaktor fir B-Zellen auf (Howard et al., 1982). IL-4 teilt sich homologe
Sequenzen, Rezeptoren und intrazellulare Signalkaskaden sowie teilweise funkti-
onelle Effekte auf Zellen mit IL-13 (Kelly-Welch et al., 2005).
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1.5 Rezeptoren und Signalwege fur IL-4

1.5.1 Der IL-4-Rezeptor-Komplex

Rezeptoren fur IL-4 werden von zahlreichen Geweben exprimiert, was die breite
Funktion dieses Zytokins wiederspiegelt. (Nelms et al., 1999). Der Rezeptor ent-
halt die IL-4Ra-Kette mit einem Molekulargewicht von 140 kDa, die IL-4 mit einer
hohen Affinitat bindet. Der IL-4Ra gehort zur Gruppe der Typ-I-Zytokinrezeptoren,
die auch als Hamatopoetinrezeptoren bezeichnet werden und sich dadurch aus-
zeichnen, dass die Bindung eines Liganden zur Oligomerisierung des Rezeptors
fuhrt (Wang et al., 2009). Eine intrinsische Kinaseaktivitat fehlt beim IL-4R (Nelms
et al., 1999).

Die Bindung von IL-4 an IL-4Ra fuhrt zur Heterodimerisation der Rezeptorkette,
wobei sich je nach Partner der IL-4R vom Typ | oder Typ Il unterscheiden lasst
(Hallett et al., 2012). Bei der Bildung des Typ-I-Rezeptors wird durch IL-4 die He-
terodimerisation mit der gamma-common-Kette (yc) vermittelt, die zunachst als
Bestandteil des IL-2-Rezeptors beschrieben wurde (Russell et al., 1993). Die He-
terodimerisation von IL-4Ra mit IL-13Ra1 fUhrt zur Bildung des Typ-lI-Rezeptors
(Ito et al., 2009). Der Typ-lI-Rezeptor kann ebenfalls durch die Bindung von IL-13
an IL-13Ra1 und folgender Heterodimerisation mit IL-4Ra generiert werden (Wills-
Karp und Finkelman, 2008). Der Typ-I-Rezeptor ist hauptsachlich auf hamatopoe-
tischen Zellen zu finden, wahrend der Typ-II-Rezeptor vor allem von nichthamato-

poetischen Zellen exprimiert wird (Murata et al., 1998).

1.5.2 Signaltransduktion durch den IL-4R

Da der IL-4R keine intrinsische Kinaseaktivitat besitzt, ist dieser auf der zytoplas-
matischen Seite mit Tyrosinkinasen der Janus-Familie (JAK) assoziiert, die durch
die Dimerisation des IL-4R aktiviert werden (Nelms et al., 1999, Wang et al.,
2009). JAK1 ist mit IL-4Ra assoziiert, wahrend JAK3 mit yc interagiert (Wang et
al., 2009). JAK2 ist mit IL-13Ra1 verbunden, wahrend in einigen Zelllinien auch
eine Assoziation mit IL-4Ra gezeigt werden konnte (Kelly-Welch et al., 2005,
Nelms et al.,, 1999). Die Aktivierung dieser Kinasen fiuhrt zur Tyrosin-
Phosphorylierung der IL-4Ra-Kette selbst (Smerz-Bertling und Duschl, 1995). Die

zytoplasmatische Domane des IL-4Ra enthalt dazu konservierte Tyrosinreste, die



1 Einleitung 5

fur die Aktivierung der folgenden Signalkaskaden entscheidend sind (Nelms et al.,
1999). Hierbei sind vor allem die Reste Y575, Y603 und Y631 zu nennen, die flr
die Signaltransduktion zur Aktivierung einiger durch IL-4 induzierter Gene eine
wichtige Rolle spielen (Ryan et al., 1996).

Ein Signalweg der IL-4R-Kaskade ist die Aktivierung von Insulin-Rezeptor-
Substrat (IRS-)1/2. IRS-1 und IRS-2 spielen eine zentrale Rolle in der Regulation
des Zellmetabolismus und agieren als Vermittlerproteine zwischen Tyrosinkina-
serezeptoren und intrazellularen Signalproteinen (Giovannone et al., 2000). Die
Aktivierung dieses Signalwegs erfolgt Uber die Phosphorylierung des konservier-
ten Tyrosinrests Y497, der in einer Sequenz liegt, die groRe Ubereinstimmungen
mit Sequenzen in den zytoplasmatischen Abschnitten des Insulin- und IGF-I-
Rezeptors aufweist und deshalb auch als Insulin-IL-4-Rezeptor-Motiv (14R) be-
zeichnet wird (Nelms et al., 1999). Durch das 14R-Motiv kommt es zur Aktivierung
von weiteren Signalwegen Uber IRS-1/2. So wird die p85-Untereinheit der PI3-
Kinase und daruber hinaus weitere Effektoren wie Akt und PKC aktiviert (Nelms et
al., 1999).

Die Aktivierung des IRS-1/2-Signalwegs durch einige Zytokine ist mit der Aktivie-
rung des Ras/MAPK-Signalwegs assoziiert, wobei eine Aktivierung dieses Signal-
wegs durch IL-4 nicht regelmafig beobachtet werden kann (Nelms et al., 1999).
Uber das phosphorylierte IRS-1/2 kommt es zur Interaktion mit dem Adapter Grb2,
der mit dem Guanin-Nukleotidaustauschprotein Sos verbunden ist (Chardin et al.,
1993, Sun et al., 1993). Sos katalysiert den Austausch von GDP mit GTP in Ras
und fahrt somit zur Aktivierung von Ras (Downward, 1996). Es kommt dartber
hinaus zu einer positiven Ruckkopplung, da die Interaktion von IRS-1/2 mit dem
Grb2-Sos-Komplex die Konzentration von Sos und damit die weitere Aktivierung
von Ras steigert (Nelms et al., 1999).

Bei den Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK) handelt es sich um eine Fami-
lie von Serin-/Threonin-Kinasen, die zahlreiche Funktionen in intrazellularen Sig-
nalkaskaden Ubernehmen (Pearson et al., 2001). Die Aktivierung des MAPK-
Signalwegs erfolgt Uber Kinasekaskaden, die die Aktivierung vorgeschalteter
Kinasen (MAPKK und MAPKKK) beinhalten (Pearson et al., 2001). Eine MAPKKK
ist Raf, die durch Ras-GTP aktiviert wird und eine Kaskade in Gang setzt, die
schliellich zur Aktivierung der Extracellular-signal-regulated-Kinasen ERK-1 und

ERK-2 fuhrt (Nelms et al., 1999). Die aktiven Formen von ERK regulieren die zel-
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lulare Proliferation und Differenzierung sowie Migration (Dhillon et al., 2007). Mu-
tationen dieses Signalwegs kommen in zahlreichen Malignomen vor und sind auch
fur das kolorektale Karzinom beschrieben (Garnett und Marais, 2004). Bei 45 %
der kolorektalen Karzinome liegt eine Mutation von Ras und in 12 % von B-Raf vor
(Downward, 2003).

Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass die Uberexpression von IRS-1 und
IRS-2 eine deutliche Rolle fur Aggressivitat, Progression und Metastasierung spielt
(Esposito et al., 2012, Vigneri et al., 2015). Die Uberexpression von IRS-2 aktiviert
den onkogenen PI3-Kinase-Signalweg, der zur Phosphorylierung von Akt und da-

mit einem Schritt zur Invasivitat fuhrt (Day et al., 2013).

1.6 Ziel der Studie

Ziel dieser Studie war es, den Einfluss des Zytokins Interleukin 4 auf das Wachs-
tum und das Verhalten von kultivierten humanen Kolonkarzinom-Zelllinien zu un-
tersuchen. Fur das humane Pankreaskarzinom konnte bereits ein stimulierender
Effekt von Interleukin-4 nachgewiesen werden (Prokopchuk et al., 2005). In weite-
ren Voruntersuchungen in unserem Labor konnte bereits gezeigt werden, dass IL-
4 und IL-13 sowie die Expression ihrer Rezeptoren einen Einfluss auf die Entste-
hung lokaler Metastasen des kolorektalen Karzinoms haben (Formentini et al.,
2009). Bisher wurden verschiedene Effekte von IL-4 auf das kolorektale Karzinom
beschrieben, wobei ein klarer Trend in Richtung Foérderung oder Hemmung des
Tumorwachstums nicht zu erkennen ist. (Mager et al., 2016).

Mit dieser Studie sollte daher der Einfluss der IL-4-Rezeptorkaskade auf den ma-
lignen Phanotyp weiter untersucht werden. Dazu wurde der Phanotyp von kulti-
vierten humanen Kolonkarzinomzellen, in denen IL-4Ra durch stabile Expression
einer gegen IL-4Ra gerichteten shRNA herunterreguliert wurde, charakterisiert.
Zur Analyse des Wachstums der kultivierten Zellen kamen der MTT-Assay sowie
der Soft-Agar-Assay zum Einsatz. Die Migrationsfahigkeit wurde in der modifizier-
ten Boyden-Kammer untersucht, wahrend die Immunfluoreszenzfarbung der Ana-
lyse der Zellmorphologie diente. Mittels Western Blot wurde die Aktivierung der an

der IL-4R-Signalkaskade beteiligten Proteine untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Anti-CD133 antibody (ab19898) von Abcam plc; Affinity Script Multi Temperature
cDNA Synthesis Kit von Agilent Technologies; Ethylene Diamine Tetraacetic
Acid (EDTA), Sodiumflouride von AppliChem GmbH; sterile Wattestabchen von
Applimed SA; Capan-1 humane Pankreaskarzinomzellen, HCT116 humane ko-
lorektale Karzinomzellen, HT29 humane kolorektale Karzinomzellen, SW480 hu-
mane kolorektale Karzinomzellen, SW620 humane kolorektale Karzinomzellen von
AMERICAN TYPE CULTURE COLLECTION; Sterican Einmal-Injektionskanule
27G und 24G von B. Braun Medical AG; BD Falcon Tube (15 ml und 50 ml), Mul-
tiwell 24-well steril, Cell culture dish (10 cm), 1 ml Luer Einwegspritzen, Zellsieb
40 ym von BD Bioscience; Vortex Genie 2 von Bender & Hobein AG; Fotales
Kalberserum (FKS) von Biochrom AG; Mini-Protean 3 Cell, Mini Trans-Blot Cell,
PowerPac 200, Precision Plus Protein Standards Dual Color von BioRad; Biozym
Plaque GeneticPure Agarose von Biozym Scientific; Neubauer-Zahlkammer
(0,0025%0,1 mm) von Blaubrand; Rotiphorese Gel 30 (37, 5:1), SDS ultrapure
von Carl Roth GmbH; AxioCam ICC 1, ZEN 2012 (blue edition) von Carl Zeiss
AG; Phospho-S6 Ribosomal Protein (Ser235/236) Rabbit Antibody #2211S von
Cell Signaling Technology, Inc; Transwell Membraneinsatze 24-well 8.0, Cell
Lifter, Costar Stripette (5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml) von Corning Inc; AEC Sub-
strate-Chromogen, Dako REAL Peroxidase- Blocking Solution von Dako Denmark
AJS; Pipettenspitzen (verschiedene Grdlien), Eppendorf Tubes (verschiedene
Grolken), 8-fach Multipipetten (Volumen: 10 - 100 pl und 30 - 300 ul), Pipetten
(Volumen: 0,1 pl — 2,5 pl bis 500 ul — 5000 ul), Centrifuge 5417 R, Thermomixer
comfort von Eppendorf research; B-Actin Primer, IL-4Ra Primer von Eurofins
MWG Operon; Ampuwa Spulldsung von Fresenius Kabi Deutschland GmbH,;
ECL Anti-Mouse IgG Horseradish Peroxidase linked whole antibody, ECL Anti-
Rabbit IgG Horseradish Peroxidase-linked whole antibody, rTag-DNA-Polymerase
von GE Healthcare; Brutschrank HERA cell, Sterilarbeitsbank HERA safe, Zentri-
fuge Laborfuge 400 R von Heraeus Instruments; Schiuttler IKA KS 260 basic von

IKA-Werke; Pipettierhilfe Pipettboy von Integra Bioscience; Entwicklermaschine
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ZBE 30-10 Nr.: 038804, Entwicklerkassette BioMax von Kodak; Dulbecco’s
Phosphate Buffered Saline 1x (DPBS), Dulbecco’s Modified Eagle Medium 1x
(DMEM), Penicillin-Streptomycin, von Life Technologies; Human Serum AB (14-
490E), SeaKem LE Agarose von Lonza Group Ltd; 22x22 mm Deckglaser von
Menzel-Glaser; Natriumhydrogencarbonat, OmniPur G418 Sulfat, Entellan, von
Merck Millipore; Feinwaage Mettler AE 50, MP 220 pH-Meter von Mettler-Toledo
GmbH; PTC 100 Thermal Cycler von MJ Research Inc; Imaged, V1.48v von Na-
tional Institute of Health, USA; Cellometer Auto Counter V 3.3.5.11 von Nex-
celom Bioscience LLC; Midori Green DNA-Stain von Nippon Genetics Europe
GmbH; Mikroskop Olympus CK 2, IX81 motorisiertes inverses Mikroskop von
Olympus Corp; Leibovitz's L15 Medium, McCoy’s 5A Medium, Trypsin-EDTA 1x,
Bovine Serum Albumin Fraction V pH 7,0 von PAA the Cell Culture Company;
Coverslips von Paul Marienfeld GmbH & Co. KG; Einmal-Zahlkammern SD 100,
Cellometer Auto T4 von Peqlab; SureSilencing shRNA Plasmid for Human IL-4R,
RNeasy Mini Kit, RNase freies H20, Effectene Transfection Reagent von Qiagen;
Complete, PVDF Western Blotting Membranes von Roche GmbH; p-Akt (1/2/3)
(Ser 473-R): sc-7985-R, p-ATF-2 (103C4111): sc-52941, p-c-Jun (KM-1): sc-822,
p-ERK (E-4): sc-7383, p-p38 (D-8): sc-7973, p-Stat3 (B-7): sc-8059, IL-4Ra (H-4):
sc-28361, von Santa Cruz Biotechnology; Sterilfilter Filtropur S0.2, TC Plate 6-
Well von Sarstedt AG & Co; Eosin Y solution (alcoholic, with phloxine), Haema-
toxylin solution, Gill No 3, Ethanol (299,8%), DAPI, Thiazolyl Blue Tetrazolium
Bromide (MTT), Benzamidine, Aprotinin, Pepstatin A, Phenylmethansulfonylfluo-
ride (PMSF), Leupeptin, Tunicamycin from Streptomyces sp., Glycerol 99,0-
101,0%, Bromophenolblue, p-Mercaptoethanol, Ammoniumpersulfate (APS), Gly-
cine, Natriumchlorid (NaCl), Tween-20, Methanol, Bisbenzimid (Hoechst 33258),
Paraformaldehyde, Skim Milk Powder, Interleukin-4, human (14269), Interleukin-
13, human (I11771), Insulin-like Growth Factor-l human (13769), Triton X-100, Lu-
minol, p-Coumaric acid, Phalloidin-TRITC, Monoclonal Anti-B-Actin Clone AC-15,
Tris (Tris[hydroxymethyllJaminomethane), konzentrierte Essigsaure, Polyvinylalko-
hol, TEMED, DTT, Sodium Orthovanadate, Xylenes, B-Glycerophosphat, McCoy's
5A Medium (modified) powder (M4892) von Sigma Aldrich; SigmaPlot Version
12.0 von Systat Software Inc; 100 mM dNTP Set, Tecan Spectra Reader Classic
von Tecan Deutschland GmbH; BCA Protein Assay Kit, 96-Micro-Well-Platten

(steril), 96-Micro-Well-Platten (unsteril), Nunclon Surface (15cm dishes), Gene
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Ruler 1 kb DNA Ladder, 6x DNA Loading Dye, Adhasionsobjekttrager Super-
Frost® Plus Menzel-Glaser von Thermo Fisher Scientific Inc; Medical X-Ray
Film CX-BL+ von Typon Rontgen-Film GmbH; 24x60 mm Deckglaser, Propan-2-
ol, Hydrochloric acid 1 N von VWR International GmbH.

2.2 Zellkulturen

Die humanen Kolonkarzinomzelllinien HCT116, HT29, SW480 und SW620 wurden
bei 37 °C in einem Inkubator in wassergesattigter Luft mit 5 % CO:2 als Monolayer
kultiviert. Als Nahrmedium diente McCoy’s 5A Medium fiar HCT116 und HT29,
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) fir SW480 sowie Leibovitz's L15 Me-
dium far SW620. Den Medien wurden 10 % FKS, 1 % Penicillin-Streptomycin und
1 % L-Glutamin zugesetzt. Zur Selektion der transfizierten Zellen wurde dem Me-
dium 0,6 mg/ml G-418 fur HT29 zugesetzt. Diese Konzentration wurde in Vorver-
suchen bestimmt, mit der Zielvorgabe, dass Wildtypzellen im Durchschnitt nach
sieben Tagen abstarben. Fur die Zellkulturversuche wurde, wenn nicht anders an-

gegeben, komplettes Medium ohne Zusatz von G-418 verwendet.

2.3 Transfektion

Am Tag vor der Transfektion wurden Zellen des Wildtyps (WT) von HT29 in funf
Locher einer 6-Loch-Platte ausgesat. Am Tag der Transfektion waren die Zellen
zu 60 — 80 % konfluent.

Zur Transfektion wurden vier verschiedene shRNA-Plasmide, die gegen den hu-
manen IL-4Ra gerichtet sind, sowie ein Negativ-Kontrollplasmid, welches nur eine
unspezifische Sequenz enthalt, verwendet. Alle funf Plasmide enthielten zusatzlich
ein Resistenzgen gegen Neomycin, das zur spateren Selektion der Klone diente.
Die Transfektion erfolgte nach den Vorgaben des Herstellers mit dem Effectene-
Kit von QIAGEN. Dazu wurden 2 uyg DNA mit den Kit-Reagenzien vermischt und
nach der geforderten Inkubationszeit zusammen mit 1 ml komplettem Zellkultur-
medium trépfchenweise auf jeweils einem Loch der Platte verteilt. Nun wurden die
Platten fir 24 Stunden inkubiert und im Anschluss mit PBS gewaschen, um ver-
bliebenes Reagenz zu entfernen. Nach dem Waschen erfolgte erneut eine Inkuba-

tion Uber 24 Stunden in komplettem Medium. Die Zellen wurden dann mit Trypsin
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von der Platte geldst und verdinnt auf jeweils vier 10 cm-Platten verteilt, um Kolo-
nien aus einzelnen Zellen zu erhalten. Hier wurden sie mit Selektionsmedium mit
Zusatz von 0,6 mg/ml G-418 inkubiert, bis sich nach 2-3 Wochen einzelne Kolo-
nien bildeten. Diese Kolonien wurden jeweils einzeln mit einer Pipettenspitze iso-
liert und dann getrennt voneinander weiterkultiviert, bis gentigend Zellen zur Lyse
und zum Screening mittels Western Blot vorhanden waren.

Die Transfektion wurde von Frau C. Dreschler (Klinik fur Allgemein- und Viszeral-

chirurgie) durchgefuhrt.

2.4 \Western Blot

241 Zelllyse

Die Zellen wurden in 10-cm-Schalen bis zu 70-80 prozentiger Konfluenz kultiviert.
Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen zweimal mit je 5 ml eiskaltem
PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Platten auf Eis gestellt und je 500 pl
SDS-Lysepuffer hinzugegeben. 1 ml Lysepuffer setzte sich wie folgt zusammen:
100 pl 1,25 M TrisHCI pH 6,6; 90 pl 10 % SDS, 775 pl ddH20, 10 pl Aprotinin
0,25 mg/ml, 10 ul Pepstatin A 1 mg/ml, 10 ul Benzamidin 100 mM und 5 yl PMSF
200 mM. Nach Zugabe des Lysepuffers wurden die Zellen mittels eines Cell
Scrapers von den Platten geschabt, in ein 1,5 ml Eppendorf-Réhrchen Uberfuhrt
und auf Eis gestellt. Das Lysat wurde dann mittels mehrmaligen Aufziehens in ei-
ne 1 ml Spritze durch eine 27G-Kanile homogenisiert und somit die Viskositat
herabgesetzt. Es folgte eine 30-minltige Inkubation auf Eis mit nachfolgender
Zentrifugation der Zelllysate bei 4 °C und 14000 rpm fur fanf Minuten. Die protein-
haltige Zytosolfraktion im Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Eppendorf-
Roéhrchen Gberfuhrt und entweder zur anschlielenden Proteinbestimmung wieder
auf Eis gestellt oder alternativ zur Lagerung bei -20 °C eingefroren, wenn der
Western Blot nicht am selben Tag durchgeflhrt wurde. Das Pellet wurde verwor-

fen.

2.4.2 Interleukin-4-Rezeptor-Signalkaskade

Zur Analyse der Expression der an der IL-4R-Signalkaskade beteiligten Proteine
wurden zunachst 1x10® Zellen in 10 cm-Platten ausgesat. Nach 48 Stunden er-
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folgte die Serumreduktion durch Entfernen des Mediums mit 10 % FKS und Zuga-
be von Medium mit 1,5 % FKS. Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen mit
IL-4 und IL-13 sowie IGF-I| (Positivkontrolle) stimuliert (je 5 nM in 5 ml serumfreiem
Medium). Als Negativkontrolle diente serumfreies Medium. Hierfur wurden HT29-
WT sowie die Klone N-2 und 1-2 verwendet.

Nach Behandlung der Zellen erfolgte ein zweimaliges Waschen der Platten mit
PBS. Nach vollstandiger Entfernung des PBS wurden die Platten in Alufolie ver-
packt und umgedreht fur 24 h bei -80 °C gelagert. Anschlieend erfolgte die Lyse
der Zellen durch Zugabe von jeweils 200 pl Lysepuffer, dessen Zusammensetzung
Tabelle 1 entnommen werden kann. Das weitere Vorgehen erfolgte wie im Ab-
schnitt Zelllyse angegeben. Die Lysate wurden anschlieRend bei -80 °C gelagert
und die Proteinkonzentration erst unmittelbar vor dem Laden der Gele bestimmt.
Tabelle 1: Lysepuffer zur Schonung der phosphorylierten Proteine. (DTT: Dithiothreitol, PMSF:

Phenylmethylsulfonylfluorid, NOV: Natriumorthovanadat, 3-GP: p-Glycerolphosphat, SF: Natrium-
fluorid)

1 ml (Ansatz: 1,5ml 1M TRIS pH 7,4, 1,5
Lvsepuffer ml 5 M NaCl, 0,5ml Triton 100%, 5ml
ysep Glycerol 99%, 41,5ml H.O + 1 Tablet-
te Complete)
DTT 1M 2 ul
PMSF 100 mM 5ul
NOV 0,1 M 10 ul
B-GP 0,1 M 10 ul
SF05M 100 pl

2.4.3 Protein-Assay

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wurde mittels BCA Protein Assay Kit be-
stimmt. Als Standard dienten verdinnte BSA-LOsungen, die wie folgt hergestellt
wurden: 0,1 pg/ul: 45 yl ddH20 + 5 pl BSA (1 mg/ml); 0,3 pg/ul: 35 pl ddH20 + 15
pl BSA; 0,5 pg/ul: 25 ul ddH20 + 25 pl BSA; 0,7 ug/ul: 15 ul ddH20 + 35 pl BSA.
Aus je 10 ul Proteinprobe und 70 ul ddH20 wurden 1:8-Verdinnungen hergestellt,
die als Probe fur die Proteinbestimmung verwendet wurden. Je Standard und Pro-
be wurden 10 ul in eine 96-Loch-Platte pipettiert, wobei je 3 Locher pro Standard
und Probe verwendet wurden. Die Reagenzien A und B wurden im Verhaltnis 50:1
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gemischt und 200 ul zu jeder Probe pipettiert. Nach 30 min Inkubation bei 37 °C
erfolgte die Auswertung mittels eines Plate Readers durch Messung der spektro-

photometrischen Absorption bei 562 nm durch die Software Tecan® Magellan3.

2.4.4 Western-Blot

Fir den Western Blot wurden die Proteinproben auf eine Konzentration von
1,5 pg/pl in einem Probenvolumen von 200 ul verdinnt. Es wurden 50 ul 5-fach
konzentrierter SDS-Ladepuffer (Ansatz: 250 mM TRIS-HCI pH 6,8, 10 % SDS,
0,5 % Bromphenolblau, 50 % Glycerol, 25 % B-Mercaptoethanol) dazu gegeben,
sodass sich ein Gesamtvolumen von 250 pl ergab und der Puffer in einfacher
Konzentration vorlag. Die Proteine wurden fir 5 min bei 98 °C denaturiert und die
Proben im Anschluss bei Raumtemperatur fir 5 min mit 14000 rpm zentrifugiert.

Das 10 % SDS-Gel wurde nach der in Tabelle 2 einsehbaren Rezeptur hergestellt.

Tabelle 2: Rezeptur der SDS-Gele. (APS: Ammoniumpersulfat, H20: Wasser, M: molar, SDS: Na-
trium-dodecylsulfat, TEMED: N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin)

Trenngel Sammelgel
1,25 M Tris 4,0 ml (pH 8,8) 1,25 ml (pH 6,6)
30 % Acrylamidstock 5,3 mi 0,75 ml
H>0 6,4 ml 3,0 ml
10 % SDS 300 pl 100 pl
10 % APS 150 pl 30 ul
TEMED 10 pl 10 pl

Zuerst wurde das untere Trenngel in den Gieldstand gegossen und mit 70 % Iso-
propanol ubergossen, um eine gerade Kante zu erhalten. Nach circa 30 Minuten
Polymerisation wurde das Isopropanol entfernt und das obere Sammelgel hinein-
gegossen sowie ein Kamm mit zehn Taschen hinzugefugt. Nach etwa 30 weiteren
Minuten Zeit zur Polymerisation wurde der Kamm entfernt und die Taschen mit
Laufpuffer (500 ml 10x Laufpuffer (720 g Glycin + 150 g TRIS + 50 g SDS in 5 |
ddH20) + 4500 ml ddH20) gespult. Anschliefiend wurde die Trennkammer in die
Elektrophoresekammer gestellt und die Taschen des Gels mit jeweils 20 ul der
vorbereiteten Proteinproben gefillt, sodass jede Tasche 30 ug Protein enthielt. Als
Standardmarker dienten 7,5 ul des Precision Plus Protein Standard Dual Color
von Bio-Rad. Die elektrophoretische Auftrennung erfolgte zunachst fir 30 Minuten
bei 80 V, anschlieRend fiir ungefahr 90 Minuten bei 120 V. Zur Ubertragung der

Proteine auf eine PVDF-Membran diente die Mini-Trans-Blot Cell Kammer von
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Bio-Rad. Die Membranen wurden auf eine dem Gel angepasste Grolie zuge-
schnitten und vor Beginn des Transfers fur eine Minute in 100 % Methanol und far
20 Minuten in 1x Transferpuffer (500 ml 10X Transferpuffer (292,8 g Glycin +
121,1 g TRIS in 2 | ddH20) + 4500 ml ddH20) inkubiert. Der Transfer der Proteine
erfolgte fur zwei Stunden bei einer konstanten Stromstarke von 350 mA. Nach
dem Transfer wurden die Membranen fir 10 Minuten in 1x TTBS (100 ml 10x TBS
(48,46 g TRIS + 161,32 g NaCl in 2 | ddH20, pH 7,6) + 900 ml ddH20 + 1 ml
Tween-20) gewaschen. Zur Blockade unspezifischer Bindungen wurden die
Membranen fiur eine Stunde bei Raumtemperatur in 3 % Milchlésung (TTBS +
Milchpulver) inkubiert. Antikdrper gegen phosphorylierte Proteine wurden stattdes-
sen mit 5 % BSA-Lésung (BSA in TTBS) blockiert. Uber Nacht wurden die Memb-
ranen im Anschluss bei 4 °C in 50 ml Falcons mit dem Erstantikdrper inkubiert. Die
Erstantikdrper wurden in Milch- bzw. BSA-Lésung verdiinnt. Die Konzentrationen
der verwendeten Antikorper kdnnen Tabelle 4 entnommen werden. Am nachsten
Tag wurden die Membranen dreimal fur jeweils 10 min in TTBS gewaschen, bevor
der in 3 % Milch geléste Zweitantikdrper hinzugeflgt wurde. Nach der einstindi-
gen Inkubation mit dem Zweitantikorper bei Raumtemperatur wurden die Membra-
nen erneut dreimal fir 10 min mit TTBS gewaschen.

Danach wurden die Membranen fur eine Minute in je 10 ml ECL-Reagenz A+B
geschwenkt. Dieses Reagenz wurde fur jeden Western Blot frisch unmittelbar vor
der Verwendung vorbereitet (sieche Tabelle 3). Die Banden zeigten sich nach der
Entwicklung der Réntgenfilme von Typon in der Dunkelkammer.

Tabelle 3: Enhanced Chemoluminescence-Entwicklerldsung (ECL). (HCI: Salzsaure, H20: Wasser,
H202: Wasserstoffperoxid)

Reagenz A Reagenz B
1 ml TRIS-HCI pH 8,5 1 ml TRIS-HCI pH 8,5
9 ml ddH.0O 9 ml ddH.O
100 pl Luminol 15 pl H202
44 yl Cumarin

Wenn notwendig, wurden die Membranen nach folgendem Waschprotokoll ge-
strippt:

10 min Strippingbuffer — 10 min Strippingbuffer — 10 min PBS — 10 min PBS —
5 min TBST — 5 min TBST — Block fur 1 Stunde in 3% Milch
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Ansatz Strippingbuffer: Lésung von 15 g Glycin, 1 g SDS und 10 ml Tween-20 in
1 1 H20 und Anpassung des pH-Wertes auf 2,2.

Beim Western Blot der phosphorylierten Proteine wurde auf ein Strippen verzich-
tet, um einen Verlust der instabilen Proteine zu vermeiden. Stattdessen wurden
auf diesen Membranen nur Antikdrper gegen Proteine mit unterschiedlichem Mo-
lekulargewicht verwendet. Der Nachweis gleicher Proteinmengen auf den Memb-
ranen erfolgte mit Anti-B-Aktin in 3 % Milch Uber Nacht bei 4 °C oder fur eine
Stunde bei Raumtemperatur. In Tabelle 4 sind die beim Western Blot verwendeten
Antikorper dargestellt.

Tabelle 4: Beim Western Blot verwendete Antikdrper. (Akt-1/2/3: v-akt murine thymoma viral on-
cogene homologue-1/2/3, ATF2: Activating Transcriptionfactor 2, ERK: Extracellular-signal-
regulated-Kinase, IL-4Ra: Alpha-Kette des Interleukin-4-Rezeptors, p38: p38-mitogenaktivierte

Proteinkinase, c-Jun: Transkriptionsfaktor, S6: S6 Ribosomal Protein, p-: phosphorylierte Protein-
form, kDa: Kilodalton)

1.Antikorper kDa 2. Antikorper

IL-4Ra (monoklonal, Epitop: humane AS- 140 1:100 Anti-Mouse 1:2500

Sequenz 527-825 des IL-4Ra) ’ ’

-Akt (polykional, Epitop: h AS- . s : .
P-AAK! tpolylonal Epitop: humane 60 1:200 | Anti-Rabbit | 1:2500

p-86 (polyklonal, Epitop: synthetische AS- i .
Sequenz um p-Serin 235/236 des humanen 25 1:1000 Anti-Rabbit 1:5000
Proteins)

-ERK-1/2 (monokional, Epitop: h . . .
P AS_Sequer:Z"E% F‘)’_r‘T";rOS‘i’r']‘;% 4)“'“3”6 42+44 1:200 Anti-Mouse 1:2500

p-p38 (monoklonal, Epitop: humane AS- 38 1:100 Anti-Mouse 1:2500
Sequenz um p-Tyrosin 182)
p-C-JUI’l (monoklonal, Epitop: humane AS- 40 1:100 Anti-Mouse 1:2500
Sequenz um p-Serin 63) ’ ’
p-ATF2 (monoklonal, Epitop: humane AS- 70 1:200 Anti-Mouse 1:2500

Sequenz um p-Threonin 71)

B-Aktln (monoklonal, Epitop: synthetische, 42 1:5000 Anti-Mouse 1:5000

leicht modifizierte Nterminale-AS-Sequenz)

2.5 Reverse-Transkriptase-Polymerasekettenreaktion
(RT-PCR)

2.5.1 RNA-Extraktion

Die Zellen wurden in 10-cm-Schalen bis zu 80-prozentiger Konfluenz kultiviert.
Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit PBS gewaschen und an-

schlielend trypsiniert. Die Zellsuspension wurde mit Medium versetzt, um die
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Trypsinwirkung zu stoppen, in ein 2 ml-Réhrchen gegeben und bei 300-facher
Erdbeschleunigung (g) fiir 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
das Pellet mit 1 ml PBS gewaschen und erneut fur 5 min bei 300 g zentrifugiert.
Nach erneutem Verwerfen des Uberstandes erfolgte die weitere RNA-Extraktion
mit dem RNeasy MiniKit von QIAGEN nach dem entsprechenden Protokoll des

Herstellers.

2.5.2 cDNA-Synthese

Die Konzentration der extrahierten RNA wurde photometrisch gemessen. 4 ug der
RNA wurden mit RNase-freiem Wasser auf ein Volumen von 14,7 pl verdinnt.
Nach Zugeben von 1 pul Oligo(dT)-Primer wurden die Proben fir 5 Minuten auf
65 °C erhitzt und anschlieRend bei Raumtemperatur fir 10 Minuten abgekunhlt. Im
Anschluss wurden die folgenden Komponenten dazu pipettiert, sodass sich ein

Gesamtvolumen von 20 ul pro Probe ergab.

+ 2,0 yl 10x AffinityScript RT Buffer

+ 0,8 yl ANTP-Mix (25 mM pro dNTP)

+ 0,5 pl RNase Block Ribonuclease Inhibitor (40 U/pl)
+ 1 pl AffinityScript Multiple Temperature RT

Die Proben wurden im Thermocycler fur 5 min auf 42 °C erhitzt, danach flr 60 min
auf 55 °C und schliefdlich zum Beenden der Reaktion fur 15 min auf 70 °C erhitzt.

Die gewonnene cDNA wurde bei -20 °C gelagert und mittels PCR amplifiziert.

2.5.3 PCR

Die Quantifizierung der mRNA eines spezifischen Gens erfolgte mittels PCR der

zuvor synthetisierten cDNA. Dabei wurde folgender Ansatz verwendet.

+ 1 ul cDNA

+ 13,8 ul RNase-freies Wasser

+ 2,5 ul 10x PicoMaxx PCR Buffer

+ 2,5 yl ANTP-Mix (2,5 mM)

+ 2,5 pyl Primer upstream (100pmol/l) 1:100

+ 2,5 pl Primer downstream (100pmol/l) 1:100
+ 0,2 pl PicoMaxx DNA-Polymerase
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Die verwendeten Primer hatten folgende Sequenz (5’ — 3’):
IL-4Ra (upstream): AAATCGTGAACTTTGTCTCCGT
IL-4Ra (downstream): CCCAGTGCCCTCTACTCTCAT
B-Actin (upstream): GGCATCCTCACCCTGAAGTA
B-Actin (downstream): GTCAGGCAGCTCGTAGCTCT

Somit ergab sich insgesamt ein Ansatz von 25 ul. Fir den IL-4Ra erfolgte die

Durchfuhrung der PCR im Thermocycler nach folgendem Programm:

5 min 95 °C
1 min 95 °C
1 min 59 °C 25x
1 min 72 °C
10 min 72 °C

Als Ladekontrolle diente die PCR von (3-Aktin. Hierflr wurde folgendes Programm

verwendet:

5 min 95 °C

40 s 95 °C

40 s 62 °C 30x
30s 72 °C

7 min 72 °C

Zur Auftrennung der DNA wurde ein einprozentiges Elektrophoresegel verwendet.
Zur Herstellung des Gels wurden 1,5 g Sea Kem LE Agarose in 150 ml TBE-Puffer
(242 g TRIS, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDTA) in der Mikrowelle erhitzt,
bis die Agarose vollstandig aufgeldst war. AnschlieBend wurden 1,5 pl Midori
Green hinzugegeben und das Gel zum Ausharten bei Raumtemperatur in eine
Form gegossen. Nach Zugabe von 5 pyl 6x DNA Loading Buffer zu 25 pl Probe
wurden 20 ul dieses Ansatzes in die Geltaschen pipettiert und fir 45 min bei 100 V
elektrophoretisch aufgetrennt. Als Marker dienten 10 pl des Gene Ruler 1 kb. An-

schlieRend wurden die Gele unter UV-Durchleuchtung fotografiert.
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2.6 MTT-Assay

FiUr das basale Wachstum wurden fur HT29 10000 Zellen pro Loch in einer steri-
len 96-Loch-Platte in 200 ul komplettem Medium ausgesat. Nach 48 Stunden
Wachstum im Inkubator wurden 25 pl einer flinfprozentigen Dimethylthiazoldiphe-
nyltetrazoliumbromid-Losung (MTT-LOsung) in jedes Loch pipettiert. Zur Herstel-
lung der MTT-Losung wurde das Dimethylthiazoldiphenyltetrazoliumbromid in ste-
rilem einfachen PBS geldst und steril filtriert. Nach weiteren vier Stunden Inkubati-
on bei 37 °C wurde das Medium abgesaugt, ohne dabei Zellen zu entfernen. Zur
Ldsung der Farbkristalle von der Platte wurde in jedes Loch 100 ul saures Isopro-
panol (180 ml Isopropanol + 20 ml HCI 1N) gegeben und fur 15 Minuten in Dun-
kelheit geschittelt. SchlieRlich erfolgte die spektrophotometrische Messung der
Absorption bei einer Wellenlange von 570 nm in einem Plattenleser mithilfe der

Software Tecan Magellan 3.

2.7 Soft-Agar-Assay

Zunachst wurde das Medium hergestellt. Da das Medium mit der Agarlosung ver-
dinnt werden musste, wurde ein zehnfacher Medium-Ansatz erstellt. Hierzu wur-
den 11,9 g McCoy’s 5A Medium-Pulver in 90 ml H20 aufgeldst und anschliel3end
steril filtriert.

Zur Herstellung der Agarldsungen (0,9 % fur die Basisschicht, 0,35 % fir die obe-
re Schicht) wurden 0,9 g bzw. 0,35 g Agar in 80 ml H20 gegeben und in der Mik-
rowelle bis zur vollstandigen Auflosung des Agars erhitzt. Der Agar wurde an-
schlielend im Wasserbad bei 37 °C bis zur Weiterverwendung gelagert. Nach der
Abkuhlung auf 37 °C wurde dem Agar 10 ml FKS, 9 ml des vorbereiteten zehnfach
Mediums sowie 1 ml Penicillin-Streptomycin zugegeben, sodass sich ein Gesamt-
volumen von 100 ml ergab.

Fir die Basisschicht wurden jeweils 2,5 ml der 0,9 % Agarlésung in jedes Loch
einer 6-Loch-Platte pipettiert und anschlieRend bei Raumtemperatur bis zur Aus-
hartung gelagert. In der Zwischenzeit erfolgte die Vorbereitung der Zellen. Diese
wurden nach Waschen mit PBS trypsiniert und nach Uberfiihrung in Suspension
und Bestimmung der Zellzahl zur 0,35 % Agarldsung gegeben. Dabei wurde das
Volumen der Zellsuspension so gewahlt, dass sich eine Zellzahl von 10000 Zellen
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pro 2,5 ml ergab. Nach Ausharten der Basisschicht wurden in jedes Loch der 6-
Loch-Platte 2,5 ml der Agar-Zellsuspension vorsichtig aufgetropft, ohne die Basis-
schicht zu beschadigen. Nach Aushartung der oberen Schicht bei Raumtempera-
tur wurden die Platten im Inkubator bei 37 °C und 5 % COz2 fur 21 Tage inkubiert.

Nach 21 Tagen wurden pro Loch sechs Fotos an zufallig ausgewahlten Stellen in
jeweils zwei verschiedenen Ebenen mit vierfacher VergroRerung aufgenommen.
AnschlieRend wurden pro Loch 500 ul MTT-L6sung auf den Agar pipettiert und die

Platten nach vier Stunden eingescannt.

2.8 Immunfluoreszenz

Flr HT29-WT sowie die bei der Transfektion gewonnenen Klone N-2, N-7, 1-2 und
4-9 wurden je 100000 Zellen in einem Loch einer 6-Loch-Platte ausgesat, nach-
dem in jedes Loch je ein Cover Slip eingelegt worden war. Am darauffolgenden
Tag wurden die Cover Slips nach erfolgter Zelladharenz entnommen und in einen
Trager gestellt. Hierbei und bei allen folgenden Schritten wurde stets darauf ge-
achtet, dass die Zellen zu derselben Seite orientiert waren. Zunachst wurden die
Zellen auf dem Trager in einer Kammer in 50 ml 4 % PFA-Lésung (8 g Parafor-
maldehyd in 200 ml PBS, pH 7,2-7,4) fur 20 Minuten bei 4 °C fixiert. Nach Wa-
schen mit PBS wurden die Zellen fur zehn Minuten mit 50 ml 0,3 % Triton (300 pl
Triton-X-100 in 100 ml PBS) bei Raumtemperatur permeabilisiert. Nach erneutem
Waschen fir funf Minuten in PBS wurden die Cover Slips mit den Zellen nach
oben in einer lichtgeschitzten Kammer ausgelegt. Zur Blockade unspezifischer
Bindungen wurden auf jeden Cover Slip 50 yl 2 % BSA (400 mg BSA in 20 ml
PBS) gegeben und fur 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschliel3end
wurden die Zellen auf dem Trager erneut mit PBS gewaschen. Zur Farbung des
Aktin-Zytoskeletts erfolgte die Inkubation mit 50 ul Phalloidin-TRITC 1:500 in 2 %
BSA bei 4 °C Uber Nacht. Am nachsten Tag wurden die Zellen erneut mit 50 ml
PBS fur zehn Minuten gewaschen. AnschlieRend erfolgte die Farbung der Zellker-
ne mit je 50 yl DAPI 1:1000 in 2 % BSA fir funf Minuten bei Raumtemperatur.
Nach der Farbung wurden die Zellen erneut gewaschen, zunachst dreimal fir je-
weils zehn Minuten in PBS, dann fur zehn Minuten in ddH20. Wahrend der
Waschschritte wurde das Mounting Medium (5 g Polyvinylalkohol, 90 ml PBS,

10 ml Glycin) auf 70 °C erhitzt, um es zu verflissigen. Die Cover Slips wurden
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dann mit je 5 yl Mounting Medium mit den Zellen nach unten auf einem Glas-
Objekttrager eingebettet. Die Aushartung erfolgte lichtgeschutzt bei Raumtempe-
ratur fur mehrere Stunden oder Uber Nacht. AnschlieRend wurden die Objekttrager
dauerhaft bei 4 °C gelagert.

Zur Auswertung wurden die Zellen mit Laser-Belichtung fluoreszenzmikroskopisch
fotografiert, als Ubersichtsaufnahme bei 40-facher VergroRerung sowie im Detail
bei 60 x 1,6-facher VergroRerung. Die Auswertung erfolgte gemeinsam mit

Prof. Dr. U. Knippschild (Klinik fur Allgemein- und Viszeralchirurgie).

2.9 Modifizierte Boyden-Kammer — Zellmigrationsassay

Grundlage des Versuches waren Polykarbonat-Membraneinsatze mit 8 um Poren-
grofde in 24-Loch-Platten. Die Membranen wurden fir mindestens zwei Stunden
mit Medium entsprechend dem spateren Versuchsansatz hydriert. Anschlie3end
wurden 100000 Zellen auf die Oberseite jeder Membran in 100 pyl Medium mit 1 %
FKS ausgesat. In die 24-Loch-Platte wurden je Loch 600 pl Medium mit 10 % FKS
pipettiert und der Membraneinsatz eingebracht. FKS diente so als Chemogradient.
Nach 48 Stunden wurde das Medium auf der Oberseite abgesaugt und mit PBS
gewaschen. Die Fixierung der Zellen auf der Membran erfolgte mit 3,5-4 % neutral
gepuffertem Formalin fir 20 Minuten bei Raumtemperatur. Nun wurden die Zellen
auf der Membranoberseite durch zweimaliges Abwischen mit einem Wattestab-
chen und Spulen mit PBS entfernt. Zur Fluoreszenzfarbung der verbliebenen Zel-
len auf der Unterseite wurden die Membranen fur finf Minuten mit Bisbenzimid
(Hoechst 33258) 2 mg/ml 1:500 inkubiert. Nun wurden die Membranen aus den
Einsatzen herausgeschnitten und auf einen Objekttrager gebracht. Mit dem Fluo-
reszenzmikroskop wurden von jeder Membran sechs Fotos an zufalligen Stellen
bei einer zehnfachen VergroRerung aufgenommen und die migrierten Zellen mit-

tels ImagedJ 1.48v ausgezahit.

2.10 Statistische Analyse

Die dargestellten Ergebnisse sind als Mittelwerte mit jeweiligem SEM (Standard
error of mean) angegeben. Zur orientierenden statistischen Testung wurde bei

normalverteilten Ergebnissen der zweiseitige Student’s t-Test und bei nicht nor-
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malverteilten Ergebnissen der Mann-Whitney Rank Sum Test verwendet. Als Sig-

nifikanzniveau wurde p < 0,05 gewahlt. Die statistische Analyse erfolgte mit Hilfe
von SigmaPlot 12.0.
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3 Ergebnisse

Als Grundlage der Arbeit diente die Bestatigung der Expression von IL-4Ra in vier
etablierten Zelllinien des humanen Kolonkarzinoms, deren biologische Funktionali-
tat in Vorversuchen in unserem Labor bereits bestatigt wurde. Fur die Zelllinie
HT29 wurden anschliel3end Klone mit reduzierter Expression von IL-4Ra selektio-
niert, an denen der Einfluss der IL-4-IL-4-Rezeptor-Signalachse auf den malignen
Phanotyp dieser Zellen untersucht wurde. Die Selektion erfolgte durch stabile Ex-
pression einer IL-4Ra-shRNA in Geneticin (G-418).

3.1 Expression von IL-4Ra in kultivierten Kolon-
karzinomzelllinien

Zur Bestatigung und Erweiterung der bisher in unserem Labor durchgefiihrten Ar-
beiten wurden die Wildtyp-Zellen der vier Zelllinien HCT116, HT29, SW480 und
SW620 vor der Transfektion des IL-4Ra-shRNA-Plasmids auf ihre IL-4Ra-
Expression untersucht. Dazu wurden Lysate der vier Zelllinien mittels Western Blot
aufgetrennt und anschlieRend durch spezifische Antikorper IL-4Ra in der zu erwar-
tenden Grole (140 kDa) nachgewiesen. Es zeigte sich hier fur HT29 die hochste
Expression des IL-4Ra (siehe Abbildung 1), sodass diese Zelllinie fur die weiteren
Versuche verwendet wurde. Eine zweite Bande bei 90 kDa zeigte sich erst bei
langerer Belichtungsdauer des Réntgenfilms.

HCT116 HT29 SW480 SW 620

IL-4Ra

B-Aktin

Abbildung 1. Immunoblot-Analyse mit Anti-human IL-4Rao-
Antikorper (1:100). Die Analyse zeigt ein Signal bei ca. 140 kDa.
Der Rezeptor ist in allen Zelllinien nachweisbar, zeigt jedoch deutli-
che Unterschiede in der Expressionsstarke. Fir IL-4Ra konnte bei
langerer Expositionsdauer eine zweite, schwachere Bande bei ca.
90 kDa nachgewiesen werden. 3-Aktin diente als Ladungskontrolle.
(IL-4Ra: Alpha-Kette des Interleukin-4-Rezeptors, kDa: Kilodalton).
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3.2 Etablierung von Klonen und Screening der IL-4Ra-
Expression

Insgesamt wurden 45 HT29-Klone auf ihre Interleukin-4-Rezeptor-Expression un-
tersucht. Mittels Western Blot konnte zwischen Klonen mit erfolgreicher Herunter-
regulation von |IL-4Ra und Klonen, die nur das Neomycin-Resistenzgen in ihr Ge-
nom integrierten und so in G-418-haltigem Medium (0,6 mg/ml) wachsen konnten,
unterschieden werden. Weiterhin wurde die Starke der erfolgten Herunterregulati-
on bewertet. Dabei fanden sich lediglich funf Klone mit einer herabgesetzten IL-
4Ra-Expression. Fur die weiteren Versuche wurden die beiden Klone mit der nied-
rigsten IL-4Ra-Expression, 1-2 und 4-9, verwendet. Beim Klon 1-2 gelang sogar
ein beinahe kompletter Knockout des IL-4Ra. Als Negativkontrolle wurden die bei-
den Neomycin-transfizierten Klone N-2 und N-7 gewahlt, die im Vergleich zum
HT29-WT keinen Unterschied in der Rezeptorexpression zeigten. Die Ergebnisse

des Screenings der beschriebenen Klone sind in Abbildung 2A dargestellt.
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Abbildung 2: Expression von IL-4Ra-Protein (A) und —_-mRNA (B) in HT29-WT und transfizierten
Zellklonen N-2, N-7, 1-2 und 4-9. Marker in Kilodalton (A) bzw. Basenpaaren (B). (IL-4Ra:Alpha-
Kette des Interleukin-4-Rezeptors, WT: HT29-Wildtypzellen, N-2, N-7: Kontrollklone, 1-2, 4-9: Klone
mit herunterreguliertem IL-4Ra).

Zusatzlich zum Screening auf Proteinebene mittels Western Blot wurde fur die vier
ausgewahlten Klone N-2, N-7, 1-2 und 4-9 eine RT-PCR durchgefuhrt, um Veran-
derungen der IL-4Ra-Expression auf mRNA-Ebene zu untersuchen. Dabei zeigte
sich fur den Klon 1-2 ebenfalls eine verminderte IL-4Ra-Expression. Fur den Klon
4-9 konnte keine Reduktion auf mMRNA-Ebene nachgewiesen werden. Die Ergeb-
nisse der PCR sind in Abbildung 2B dargestellt.
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3.3 Basales Zellwachstum mittels MTT-Assay

Um den Einfluss des IL-4Ra-Spiegels auf das basale Zellwachstum zu untersu-
chen, wurde die relative Zellzahl von HT29-WT, N-2, N-7, 1-2 und 4-9 nach 48
Stunden Inkubation unter Zellkulturbedingungen durch Einsatz von MTT bestimmt.
Die Ergebnisse von vier unabhangigen Versuchen sind in Abbildung 3 dargestellit.
Beide IL-4Ra-Knockdown-Klone zeigten dabei ein signifikant reduziertes Wachs-
tum im Vergleich zum Wildtyp von HT29. Die beiden Kontrollklone N-2 und N-7
wiesen im Vergleich zu WT mit 94,5 % bzw. 95,1 % ein leicht vermindertes
Wachstum auf. Das Wachstum von N-2 war im Vergleich zu WT signifikant redu-
ziert (p=0,02), wahrend sich der Unterschied bei N-7 als nicht signifikant heraus-

stellte.

110

8
_|
——

8
-

Basales Zellwachstum in % vom Wildtyp (WT)

N-2 N-7 12 49

Abbildung 3: Basales Zellwachstum (MTT) von N-2, N-7,1-2 und 4-9 Uber 48 h in Relation zu
HT29-WT. Wachstum von HT29-WT ist als 100 % auf der y-Achse definiert. Klon 1-2 zeigt ein sig-
nifikant reduziertes Zellwachstum (* mit p<0,05) im Vergleich zu den Kontrollklonen sowie WT.
Klon 4-9 zeigt lediglich ein signifikant reduziertes Wachstum (** mit p<0,05) im Vergleich zu WT.
Pro Zelllinie wurden in jedem Versuch 4x10000 Zellen ausgesat und das Wachstum nach 48 Stun-
den bestimmt. Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert (+SEM) vierer unabhangiger Versuche mit
je vier Messpunkten. (WT: HT29-Wildtypzellen, N-2, N-7: Kontrollklone, 1-2, 4-9: Klone mit herun-
terreguliertem IL-4Ra).
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Im Vergleich der Knockdown-Klone mit den Kontrollklonen konnte nur fir den Klon
1-2 ein signifikanter Unterschied festgestellt werden. Das Wachstum von Klon 1-2
war mit 67,2 £ 4,2 % SEM um 27,3 % gegenuber N-2 (p=0,001) sowie um 27,9 %
gegenuber N-7 (p=0,007) verringert. Der Klon 4-9 wuchs mit 88,7 + 3,3 % SEM
des Wachstums von WT-Zellen im Vergleich zu diesen signifikant weniger
(p=0,009). Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen 4-9 und N-2
(p=0,21) sowie zwischen 4-9 und N-7 (p=0,38) festgestellt werden.

3.4 Einfluss von IL-4Ra auf das Aktin-Zytoskelett

Zur Darstellung des Aktin-Zytoskeletts wurden HT29-WT, N-2, N-7, 1-2 und 4-9
mit Phalloidin angefarbt und anschlieRend fluoreszenzmikroskopisch dargestellt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4 gezeigt.

Zellen von HT29-WT stellten sich in der Farbung mit Phalloidin-TRITC als kleine
ovale Zellen mit groRem Zellkern und wenig Zytoplasma dar, die in Konglomeraten
von mehreren Zellen wachsen. Die Aktin-Filamente liegen in einem ungeordneten
Netz. Dies entspricht dem Bild einer volltransformierten, malignen Zelle.
Erwartungsgemal} stellten sich Zellen der Kontrollklone N-2 und N-7 in der Im-
munfluoreszenz ebenso dar. Auch in den Klonen mit herabgesetzter IL-4Ra-
Expression (1-2 und 4-9) konnte kein Unterschied der Morphologie im Vergleich
zu WT-Zellen und somit auch keine Korrelate einer verringerten Malignitat gezeigt

werden.
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Abbildung 4: Immunfluoreszenzfarbung der Aktin-Filamente mit Phalloidin. Die Praparate wurden
mit einer Vergroferung von 40x aufgenommen, der MaRstab entspricht 50 um. Exemplarisch ist fir
WT zusatzlich eine zusatzliche Kernfarbung mit DAPI dargestellt (WT (n)). Die Herunterregulation
von IL-4Ra flhrte dabei zu keiner ersichtlichen Veranderung der morphologischen Malignitatskrite-
rien im Vergleich zu WT und den Kontrollklonen N-2 und N-7.

Jeweils 100000 Zellen wurden in einem Loch einer 6-Loch-Platte auf einem Cover-Slip kultiviert.
Nach Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgte die Farbung der Aktin-Filamente mit
Phalloidin-TRITC 1:500. (WT: HT29-Wildtypzellen, N-2, N-7: Kontrollklone, 1-2, 4-9: Klone mit her-
unterreguliertem IL-4Ra).
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3.5 Basale Koloniebildungsrate im Soft-Agar-Assay

Der Soft-Agar-Assay ermoglicht im Vergleich zum adharenten Wachstum eine
Einschatzung der Fahigkeit zur Tumorinitierung von Zelllinien sowie eine realisti-
schere Wachstumsbeurteilung durch ein dem menschlichen Korper ahnlicheres
Milieu mit dreidimensionalem Wachstum. Die Ergebnisse dreier unabhangiger
Versuche sind in Abbildung 5A dargestellt. Kolonien von WT-Zellen erreichten im
Mittel eine GroRRe von 1454 + 1,5 ym SEM. Hiervon unterschieden sich Kolonien
des Kontrollklons N-2 mit durchschnittlich 142,3 £ 1,4 ym SEM nicht wesentlich.
Im Vergleich zu WT und N-2 wiesen Kolonien von 1-2 mit 87,1 £ 0,8 ym SEM (je-
weils p<0,001 vs. WT und N-2) und 4-9 mit 105,3 £ 0,9 ym SEM (p<0,001) ein
signifikant reduziertes Wachstum sowohl im Vergleich zu WT als auch im Ver-
gleich zu N-2 auf. Fir die mittlere Koloniegréf3e reprasentative Bilder sind in Ab-

bildung 6 dargestellt.
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Abbildung 5A: Koloniegréf3e im Soft-Agar-Assay. Die Klone 1-2 und 4-9 bildeten im Vergleich zu
WT und N-2 signifikant kleinere Kolonien (* mit p<0,001). Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert
dreier unabhangiger Versuche mit je 2 Messpunkten (+SEM).

Abbildung 5B: Koloniezahl im Soft-Agar-Assay. Kolonien der Klone 1-2 und 4-9 zeigten ein unter-
schiedliches Koloniebildungsverhalten (* mit p<0,001). 1-2 bildete weniger Kolonien als WT und N-
2 (** mit p<0,02 und **** ohne signifikanten Unterschied). 4-9 hingegen bildete mehr Kolonien im
Vergleich zu den Kontrollen (** mit p<0,02 und *** mit p<0,05).

Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert dreier unabhangiger Versuche mit je 2 Messpunkten
(xSEM)

(WT: HT29-Wildtypzellen, N-2: Kontrollklon, 1-2, 4-9: Klone mit herunterreguliertem IL-4Ra).
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500 pm

Abbildung 6: Beispielbilder des Soft-Agar-Assays mit 4-facher Vergroferung. Die mittleren Kolo-
niegroRen der gezeigten Bilder kommen dem Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen am
nachsten. Mal3stab mit 500 ym (WT: HT29-Wildtypzellen, N-2: Kontrollklon, 1-2, 4-9: Klone mit
herunterreguliertem IL-4Ra).



3 Ergebnisse 28

Neben der KoloniegroRe wurde auch die Gesamtzahl der gebildeten Kolonien in
einer Flache von 4 cm? bestimmt. Im Mittel bildeten Zellen von WT 1340,3+75,0
SEM Kolonien und Zellen von N-2 1411,5£250,9 SEM Kolonien. Der Klon 1-2
zeigte mit 1015,33£89,2 SEM Kolonien eine verringerte Koloniebildungsrate
(p=0,019 vs. WT und p=0,24 vs. N-2), wahrend 4-9 mit 2176,3+179,6 SEM Kolo-
nien vermehrt Kolonien bildete (p=0,002 vs. WT und p=0,033 vs. N-2). Der Unter-
schied zwischen N-2 und 1-2 war somit nicht signifikant. Es zeigte sich jedoch ein
signifikanter Unterschied zwischen 1-2 und 4-9 (p<0,001). In Abbildung 7 sind re-
prasentative Bilder dargestellt und Abbildung 5B zeigt die statistische Auswertung

dieser Ergebnisse.

Abbildung 7: Ubersicht der Koloniebildung im Soft Agar. Die Kolonien wurden nach 21 Tagen mit
MTT-L6sung angefarbt und anschlieRend eingescannt. Die Abbildungen zeigen Ausschnitte von 4
cm? GrofRe, in denen die jeweilige Koloniezahl bestimmt wurde. Die gezeigten Beispiele kommen
dem Mittelwert der jeweiligen Zelllinie am nachsten. Jeweils 10000 Zellen von WT, N-2, 1-2 und 4-
9 wurden je Loch einer 6-Loch-Platte in den Weichagar ausgeséat. Es wurden 3 unabhangige Ver-
suche mit je 2 Lochern pro Zelllinie durchgefuhrt (WT: HT29-Wildtypzellen, N-2: Kontrollklon, 1-2,
4-9: Klone mit herunterreguliertem IL-4Ra).

3.6 Zellmigrationsassay — Modifizierte Boyden-
Kammer-Untersuchung

Zur Messung der Migrationsfahigkeit der transfizierten Zellklone wurde die modifi-
zierte Boyden-Kammer-Untersuchung verwendet. Nach 48 Stunden Inkubation
migrierten im Mittel pro Bildausschnitt 11,39+0,74 SEM Zellen von WT, 7,3910,78
SEM Zellen von N-2, 11,9410,78 SEM Zellen von N-7, 4,97+0,42 SEM Zellen von
1-2 und 6,03+0,82 SEM Zellen von 4-9. In Abbildung 8 ist die statistische Auswer-
tung dreier unabhangiger Versuche dargestellt und in Abbildung 9 sind reprasen-
tative Bilder dargestellt.
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Wahrend sich Zellen von WT und N-7 in ihrem Migrationsverhalten nicht signifi-
kant unterschieden, migrierten Zellen von N-2 signifikant weniger als Zellen von
WT bzw. N-7 (p<0,001). Der Klon 1-2 wies mit jeweils p<0,001 ein signifikant ver-
ringertes Migrationsverhalten im Vergleich zu WT (-56,3 %) und N-7 (-58,3 %) auf,
sowie im Vergleich zu N-2 (-32,7 %) mit p=0,023. Auch der Klon 4-9 migrierte im
Vergleich zu WT (-47,1 % mit p<0,001) und N-7 (-49,5 % mit p<0,001) signifikant
weniger, wahrend der Unterschied zu N-2 (-18,4 % mit p=0,12) ebenfalls nicht sig-

nifikant war.
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Abbildung 8: Zellmigration im modifizierten Boyden-Kammer-Assay. Es zeigt sich ein Trend zu
einer reduzierten Migrationsfahigkeit der Klone mit reduzierter IL-4Ra-Expression. Die Klone 1-2
und 4-9 migrierten signifikant weniger als WT und die Kontrollklone (* mit p<0,001, ** mit p<0,025).
Der Unterschied zwischen N-2 und 4-9 war nicht signifikant (p=0,12), wahrend N-2 signifikant we-
niger als WT und N-7 migrierte (* mit p<0,001). Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert dreier
unabhangiger Versuche mit je zwei Messpunkten (WT: HT29-Wildtypzellen, N-2, N-7: Kontrollklo-
ne, 1-2, 4-9: Klone mit herunterreguliertem IL-4Ra).
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Abbildung 9: Beispielbilder des Zellmigrationsassays. Gezeigt sind Bilder, deren Zellzahl dem
Mittelwert des jeweiligen Klons am nachsten kam. Pro Zelllinie wurden 100000 Zellen in Medium
mit 1% FKS auf einer porésen Membran mit 8 um Porendurchmesser ausgesat. 10 % FKS in kom-
plettem Zellkulturmedium unter der Membran diente als Chemoattraktant. Nach der Inkubation Gber
36 Stunden bei Zellkulturbedingungen erfolgte die Fixierung und Farbung. Zur Auswertung wurden
pro Membran 6 Fotos bei einer 10-fachen VergroRerung aufgenommen (WT: HT29-Wildtypzellen,
N-2: Kontrollklon, 1-2, 4-9: Klone mit herunterreguliertem IL-4Ra).

3.7 Aktivierung der IL-4Ra-Signalkaskade

Zur Analyse der durch IL-4 und IL-13 stimulierten Signalwege und des Effektes
des IL-4Ra-Knockdowns auf die Zellen wurden WT-, N-2- und 1-2-Zellen mit IL-4

und IL-13 stimuliert. Als Positivkontrolle diente IGF-I, wahrend serumfreies Medi-
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um als Negativkontrolle diente. Zum Nachweis der Stimulation wurde die Phos-
phorylierung relevanter Proteine mittels Western Blot untersucht.

In WT-Zellen konnte nach Stimulation sowohl fur IL-4 als auch fur IL-13 eine er-
hohte Phosphorylierung aller untersuchten Proteine mit einer Ausnahme nachge-
wiesen werden. Diese Ausnahme bildete der Transkriptionsfaktor ATF2, flr den
sowohl fur IL-4 als auch fur IL-13 eine Inhibition der Phosphorylierung nachgewie-
sen werden konnte. Die Positivkontrolle mit IGF-I verhielt sich gleichsinnig zu den
beiden Zytokinen und fuhrte bei ATF2 zur Inhibition der Phosphorylierung, wah-
rend die Phosphorylierung aller anderen untersuchten Proteine stimuliert wurde.
Fir p-STAT3 konnte weder in HT29-WT noch in einem der Klone ein Signal nach-
gewiesen werden. Die Signalintensitaten nach Auswertung mit ImagedJ 1.48v sind

in Tabelle 5 dargestellit.

Tabelle 5: Proteinphosphorylierung in HT29-WT-Zellen nach Stimulation mit IL-4, IL-13 und IGF-I|
(jeweils 5 nM) im Vergleich zu unbehandelter Kontrolle. Die Bandenintensitat der Kontrolle wurde
als 100 % definiert. (IL-4, IL-13: Interleukin-4/-13, IGF-I: Insulin-like-growth-factor-1, Akt-1/2/3: v-akt
murine thymoma viral oncogene homologue-1/2/3, ATF2: Activating Transcriptionfactor 2, ERK-1/2:
Extracellular-signal-regulated-Kinase-1/2, STAT3: Signal transducer and activator of transcription
3, S6: S6 Ribosomal Protein, p-: phosphorylierte Proteinform).

p-Akt-1/2/3 p-ATF2 p-c-Jun p-ERK-1/2 p-p38 p-S6

IL-4 102% 10% 180% 394% 110% | 111%
IL-13 116% 24% 259% 1329% 119% | 120%
IGF-I 154% 37% 211% 1289% 132% | 122%

Neben der Wirkung der Stimulation auf WT-Zellen wurde die Phosphorylierung
von Signalproteinen durch Stimulation mit IL-4 und IL-13 im IL-4Ra- Knockdown-
Klon 1-2 im Vergleich mit dem Kontrollklon N-2 untersucht. Um eine direkte Ver-
gleichbarkeit der Lysate von N-2 und 1-2 zu erzielen, wurden diese stets nebenei-
nander auf dieselbe Membran geblottet.

In vier der sechs untersuchten Proteine konnte eine Reduktion der Phosphorylie-
rung in Zellen von 1-2 nach Stimulation mit IL-4 gezeigt werden. Am deutlichsten
fiel die Reduktion fir ATF2 mit 16 % des Ausgangswerts aus. Fir ERK-1/2 und S6
zeigten sich im Klon mit Herunterregulation von IL-4Ra hingegen verstarkte Inten-
sitaten der phosphorylierten Formen. Dies war bei p-ERK-1/2 mit 572 % vom Kon-
trollklon am deutlichsten. Fur IL-13 zeigten sich im Vergleich zu IL-4 gleichsinnige

Tendenzen der Aktivierung bzw. Inhibition der Proteinphosphorylierung, jedoch mit
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teilweise deutlichen Intensitatsunterschieden. So zeigte sich bei p-ERK-1/2 eine
vermehrte Phosphorylierung mit 210 % im Vergleich zu N-2.

Far IGF-I, das eigentlich als Positivkontrolle dienen sollte, zeigten sich teils deutli-
che Unterschiede in der Proteinphosphorylierung im Vergleich zu IL-4 und IL-13.
So wurde fur ATF2 eine Verstarkung der Aktivierung in 1-2 nachgewiesen, wah-
rend IL-4 und IL-13 in 1-2 eine ausgepragte Inhibition zeigten. Fir p-Akt-1/2/3 und
p-S6 zeigten sich bei IGF-I nur geringe Unterschiede zur Negativkontrolle, wah-
rend IL-4 und IL-13 mit einer deutlichen Aktivierung bzw. Inhibition der Phosphory-
lierung assoziiert waren. Die Signalintensitaten nach Auswertung mit ImageJ

1.48v sind in Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: Proteinphosphorylierung in Klon 1-2 mit Herunterregulation von IL-4Ra im Vergleich zu
Kontrollklon N-2 nach Stimulation mit IL-4, IL-13 und IGF-I. Die Bandenintensitat von N-2 wurde als
100 % definiert und die entsprechende Bande von 1-2 hierzu ins Verhaltnis gesetzt. Zur Vergleich-
barkeit wurden die Lysate von N-2 und 1-2 stets nebeneinander auf dieselbe Membran geblottet
(IL-4, IL-13: Interleukin-4/-13, IGF-I: Insulin-like-growth-factor-I, Akt-1/2/3: v-akt murine thymoma
viral on-cogene homologue-1/2/3, ATF2: Activating Transcriptionfactor 2, ERK-1/2: Extracellular-
signal-regulated-Kinase-1/2, STAT3: Signal transducer and activator of transcription 3, S6: S6 Ri-
bosomal Protein, p-: phosphorylierte Proteinform).

p-Akt-1/2/3 | p-ATF2 | p-c-Jun | p-ERK-1/2 | p-p38 p-S6

IL-4 82% 16% 97% 572% 71% 174%
IL-13 83% 14% 47% 210% 86% 131%
IGF-I 109% 219% 34% 170% 83% 107%

Abbildung 10 zeigt die Western Blots der phosphorylierten Proteine. Links sind die
WT-Lysate und rechts die Lysate der Klone N-2 und 1-2 dargestellt. Zusatzlich
dargestellt ist jeweils eine reprasentative Abbildung von B-Aktin, das zur Kontrolle

gleicher Proteinmenge auf den Membranen diente.
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Abbildung 10: Proteinphosphorylierung durch IL-4, IL-13 und IGF-I. Gezeigt sind links die Effekte
der Zytokine auf HT29 WT-Zellen im Vergleich zu unbehandelten und IGF-I-stimulierten Zellen.
Rechts ist der Vergleich der Aktivierung der Signalwege nach Stimulation von Zellen von N-2 und
1-2 gezeigt.

HT29-WT, N-2 und 1-2 wurden jeweils in gleicher Zellzahl ausgesat und nach erfolgter Adharenz
fir 24 h in Medium mit 1,5 % FKS konditioniert. Die Stimulation erfolgte mit IL-4, IL-13 und IGF-I,
jeweils 5 nM fiir 5 Minuten Eine Platte wurde als Negativkontrolle belassen. Nach schonender Lyse
wurden jeweils 3 Membranen mit WT-Zelllysaten und 3 Membranen mit Lysaten von N-2 und 1-2
geblottet. Durch das Blotten auf einer Membran wurden Lysate von N-2 und 1-2 direkt vergleich-
bar. Die entwickelten Filme wurden eingescannt und die Signalintensitat der Banden mittels
ImageJ 1.48v gemessen. Alle Membranen wurden ebenfalls mit einem B-Aktin-Antikdrper inkubiert.
Da kein Unterschied festzustellen war, ist hier nur jeweils ein Blot fir WT und transfizierte Zellen
reprasentativ dargestellt (WT: HT29-Wildtypzellen, N-2: Kontrollklon, 1-2: Klon mit herunterregulier-
tem IL-4Ra, IL-4, IL-13: Interleukin-4/-13, IGF-I: Insulin-like-growth-factor-I, Akt-1/2/3: v-akt murine
thymoma viral oncogene homologue-1/2/3, ATF2: Activating Transcriptionfactor 2, ERK-1/2:
Extracellular-signal-regulated-Kinase-1/2, S6: S6 Ribosomal Protein, p-: phosphorylierte Protein-
form).



4 Diskussion 34

4 Diskussion

In dieser Arbeit sollte die Bedeutung des Interleukin-4-Rezeptors flir das humane
Kolonkarzinom weiter charakterisiert werden. Dazu wurden die Auswirkungen der
Suppression des IL-4Ra auf den malignen Phanotyp der humanen Kolonkarzi-
nomzelllinie HT29 untersucht. Dies erfolgte, indem Klone etabliert wurden, in de-
nen mittels einer shRNA-Transfektion die Expression des IL-4Ra auf Proteinebene
deutlich reduziert wurde. Im Screening mittels Western Blot und PCR wurden die
Klone mit der hochsten Suppression selektiert. Die Untersuchung des Einflusses
auf die Zellproliferation erfolgte als adharenzabhangiges Wachstum mittels MTT-
Assay und als adharenzunabhangiges Wachstum mittels Soft-Agar-Assay.

Die Farbung des Zytoskeletts mit Phalloidin diente der Analyse morphologischer
Unterschiede der transfizierten Zellen und zur Abschatzung einer Veranderung
des Malignitatsgrads. Zur Untersuchung der Zellbeweglichkeit wurde die modifi-
zierte Boyden-Kammer als gerichteter Migrationsassay verwendet.

Durch Stimulation mit IL-4, IL-13 und IGF-I und anschlieRender Analyse mittels
Western Blot konnten die Auswirkungen des IL-4Ra-Knockdowns auch auf subzel-

lularer Ebene der assoziierten Signalproteine beobachtet werden.

Expression von IL-4Ra in kultivierten Kolonkarzinomzellen

Die Expression von IL-4Ra wurde zunachst in vier verschiedenen Zelllinien getes-
tet. Alle getesteten Zelllinien wurden aus Adenokarzinomen des Kolons gewon-
nen. Bei SW480, HCT116 und HT29 handelt es sich um Zellen aus Primartumo-
ren, wahrend SW620 aus einer Lymphknotenmetastase gewonnen wurde (Fogh
und Trempe, 1975, Brattain et al., 1981, Leibovitz et al., 1976). Der IL-4Ra konnte
in allen untersuchten Zelllinien mit der erwarteten Bande bei 140 kDa nachgewie-
sen werden, wobei sich die Expressionsstarke jedoch deutlich unterschied. HT29
zeigte die hochste Expression, gefolgt von SW620. In HCT116 und SW480 lielRen
sich nur sehr schwache Banden nachweisen.

Ein klarer Unterschied in der Rezeptorexpression zwischen Zelllinien aus Primar-
tumor und Lymphknotenmetastasen scheint nicht vorzuliegen. Bei der geringen
Probenzahl (n=4) und nur einer Zelllinie aus einer Lymphknotenmetastase ist dies

jedoch nicht abschlielend zu bewerten. Weiterhin handelt es sich bei SW620 um
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eine Lymphknotenmetastase desselben Patienten, aus dem SW480 gewonnen
wurde (Leibovitz et al., 1976). Aullerdem konnten Formentini et al. zeigen, dass
eine erhohte Expression von IL-4Ra mit einer geringeren Rate an Lymphknoten-
metastasen einhergeht (Formentini et al., 2012). Im Gegensatz dazu konnte in
einer friheren Studie keine Korrelation zwischen der Expression von IL-4Ra und
der Haufigkeit von Lymphknotenmetastasen gezeigt werden (Kaklamanis et al.,
1992).

Wahrend fur den Einfluss von IL-4 auf die Bildung von Lymphknotenmetastasen
unterschiedliche Ergebnisse vorliegen, konnten Kantola et al. nachweisen, dass
bei Patienten mit Fernmetastasen (M1) héhere Serumspiegel von IL-4 im Ver-
gleich mit Patienten ohne Fernmetastasen (MO) vorliegen (Kantola et al., 2012). In
Mausmodellen konnte gezeigt werden, dass kolorektale Karzinome bei IL-4-
defizienten Mausen sowie bei Mausen mit ausgeschaltetem IL-4Ra durch Azoxy-
methan geringer induzierbar sind (Osawa et al., 2006, Koller et al., 2010). Hierfar
scheint besonders IL-4 durch Aktivierung von IL-4Ra verantwortlich zu sein, da
dieser Effekt in IL-13-defizienten Mausen deutlich auftrat. IL-13 aktiviert ebenfalls
den IL-4Ra, sodass bei Abstinenz von IL-13 eine Rezeptoraktivierung nur durch
IL-4 stattfindet (Ingram et al., 2013).

Mittels eines gegen den humanen IL-4Ra gerichteten shRNA-Plasmids wurden in
dieser Arbeit HT29-WT-Zellen stabil transfiziert und Klone mit herabgesetzter
IL-4Ra-Expression etabliert. Als Nachweis einer geglickten Transfektion diente
das Wachstum in Selektionsmedium mit Zusatz von G-418, da das verwendete
Plasmid auch eine G-418-Resistenz enthielt. Von den insgesamt 45 Klonen mit
gegluckter Transfektion zeigte sich bei 5 Klonen eine herabgesetzte Expression
von IL-4Ra. Die beiden Klone mit der hochsten Herunterregulation, 1-2 und 4-9,
wurden fur die weiteren Untersuchungen ausgewahlt. Bei 1-2 gelang eine subtota-
le Reduktion der Expression. Als Kontrollen dienten die mit einem unspezifischen
Plasmid und G-418-Resistenz transfizierten Klone N-2 und N-7.

Fir die funf gewahlten Zelllinien (HT29-WT, N-2, N-7,1-2 und 4-9) wurde eine RT-
PCR zum Nachweis einer moglichen mRNA-Degradation durchgefiihrt. Die
MRNA-Degradation konnte fir 1-2 nahezu vollstandig gezeigt werden. Interessant
ist, dass sich in vorherigen Versuchen in unserem Labor bei Transfektion der hu-
manen Pankreaskarzinomzelllinie Capan-1 mit dem gleichen Ansatz und der glei-
chen sh-RNA keine mRNA-Degradation erzielt werden konnte (Traub, 2017). Als
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Ursache hierfur kommt in Frage, dass shRNA und mRNA nicht vollstandig kompa-
tibel sind, wodurch nur die Translation blockiert wird (Maier, 2014). Fur die Variabi-
litat der mRNA-Degradation spricht, dass diese bei 4-9 nicht gelang und die glei-
che sh-RNA wie fur 1-2 verwendet wurde. Da die IL-4Ra-Expression auf Protein-
ebene bei 4-9 weniger stark inhibiert war, besteht moglicherweise ein Zusammen-
hang mit dem fehlenden Nachweis einer mMRNA-Degradation, da die PCR nur eine
Teilsequenz des IL-4Ra detektiert (Traub, 2017). Dies lasst sich jedoch aufgrund

der kleinen Stichprobe in dieser Studie nicht bewerten.

Einfluss von Interleukin-4 auf das basale Wachstum und den malignen Pha-
notyp

Als bereits etablierte Methode zur Quantifizierung des basalen, adharenzabhangi-
gen Wachstums wurde der MTT-Assay verwendet (Heo et al., 1990). In diesem
Versuchsansatz fuhrte die reduzierte Expression von IL-4Ra zu einem signifikant
reduzierten Wachstum der Klone 1-2 und 4-9 gegenuber WT-Zellen. Gegenuber
den Kontrollklonen zeigte sich nur teilweise reduziertes Wachstum. Dies bestatigt
bisherige Ergebnisse, in denen gezeigt wurde, dass exogenes IL-4 die Proliferati-
on humaner Kolonkarzinomzellen stimuliert (Koller et al., 2010). Im Gegensatz
dazu konnten unter Stimulation mit IL-4 auch bereits wachstumshemmende Effek-
te auf HT29 gezeigt werden (Toi et al., 1992).

Beim Soft-Agar-Assay handelt es sich um eine in-vitro Methode zur Messung des
dreidimensionalen, Adharenz-unabhangigen Wachstums kultivierter Zelllinien.
Dieses stellt im Vergleich zum Adharenz-abhangigen Wachstum ein besseres
Modell flr die in-vivo Verhaltnisse dar (Mizushima et al., 2009).

Hier konnte nach Wachstum Uber 21 Tage ein signifikant reduziertes Wachstum
der Klone 1-2 und 4-9 im Sinne einer reduzierten KoloniegroRe beobachtet wer-
den. Die relative Reduktion war hier deutlicher ausgepragt als in den Vorergebnis-
sen des MTT.

Zur morphologischen Abschatzung des malignen Phanotyps wurde eine Farbung
des Aktin-Zytoskeletts mit Phalloidin durchgefuhrt. Hier konnten zwischen den
Klonen 1-2 und 4-9 sowie den Kontrollen WT und N-2 keine Unterschiede beo-
bachtet werden. Alle untersuchten Zelllinien zeigten ein nur schwach ausgeprag-
tes, unstrukturiertes Netzwerk der Aktin-Filamente. Dies ist ein fur maligne Zellen
typischer Befund (Hirner et al., 2012).
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Im Soft-Agar-Assay wurde ebenfalls die Koloniebildungsrate zur Bestimmung des
malignen Phanotyps untersucht. Hier zeigte sich, dass 1-2 eine deutlich herabge-
setzte Koloniebildungsrate aufwies und im Gegensatz dazu 4-9 deutlich mehr Ko-
lonien als die Kontrollen bildete. Dies scheint im Zusammenhang mit dem im MTT
nur leicht herabgesetzten Wachstum zu stehen. Als Ursache fir die gesteigerte
Koloniebildungsrate unter IL-4Ra-Herunterregulation kommen unterschiedliche
parakrine Effekte im MTT- und Soft-Agar-Assay infrage. Durch die im Soft Agar
zunachst einzeln liegenden Zellen kommt es zunachst zu keiner parakrinen Stimu-
lation, wahrend im MTT Wachstumsfaktoren Uber das Kulturmedium ausgetauscht
werden kénnen (Traub, 2017).

Der Klon 1-2 wies eine gleichsam stark reduzierte Koloniebildungsrate und Kolo-
niegrofe auf. Moglicherweise liegen hier Zusammenhange mit dem unterschiedli-
chen Ausmal der IL-4Ra-Reduktion bei den beiden Klonen vor, da sich bei 1-2
eine MRNA-Degradation in der PCR nachweisen liel3, wahrend dies bei 4-9 nicht
der Fall war.

Die morphologische Abschatzung der Malignitat durch die Phalloidinfarbung
scheint somit ein ungenauer Marker zu sein, da sich trotz gleicher Morphologie

deutliche Unterschiede in der Koloniebildungsrate zeigten.

Hemmung der Zellmigration

Zur Untersuchung der gerichteten Zellmigration wurde die modifizierte Boyden-
Kammer verwendet. Die verwendeten Polykarbonatmembranen wiesen eine Po-
rengroRe von 8 pm auf. Wie auf den Aufnahmen der Fluoreszenzmikroskopie
sichtbar ist, liegt diese GroRRe deutlich unterhalb der Grélie der Zellen. Somit floss
auch die Fahigkeit zur Verformung durch Zytoskelett-Umstrukturierung als Faktor
in die Migrationsfahigkeit ein. FKS diente als Chemoattraktant.

Es zeigten sich wechselhafte Ergebnisse. Beide Klone mit herabgesetzter IL-4Ra-
Expression, 1-2 und 4-9, zeigten eine signifikant verringerte Migrationsfahigkeit im
Vergleich zu Kontrollzellen. Der Kontrollklon N-2 zeigte eine im Vergleich zu WT-
Zellen und um anderen Kontrollklon N-7 ebenfalls signifikant herabgesetzte Migra-
tionsfahigkeit. Somit erreichte auch der Unterschied zwischen N-2 und 4-9 keine
Signifikanz. IL-4 fUhrt in Kolonkarzinomzellen zu einer herabgesetzten Zell-Zell-
Adhasion (Kanai et al., 2000). Dies kénnte die molekulare Grundlage der herab-

gesetzten Migrationsfahigkeit unter IL-4Ra-Blockade sein.
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Die Migrationsfahigkeit von Tumorzellen spielt auch bei der Entwicklung von
Lymphknotenmetastasen eine Rolle (van Zijl et al., 2011). Klinisch wurde bereits
ein verringertes Risiko lymphogener Metastasierung bei Tumoren mit hoher Ex-
pression von IL-4Ra und IL-4 nachgewiesen (Formentini et al., 2012).

Weiterhin spielt bei der Etablierung von Lymphknotenmetastasen auch die Interak-
tion von zirkulierenden Tumorzellen mit Immunzellen eine Rolle. (Formentini et al.,
2012). Aufgrund des Effektes von IL-4 auf die Reifung und das Priming von T-
Zellen kann so eine Metastasierung in lymphatischem Gewebe bei Zellen mit ho-

her IL-4-Expression erschwert sein (Li et al., 2009).

Effekte auf subzellularer Ebene

Zur Analyse der durch IL-4Ra aktivierten Signalkaskaden wurden Zellen von
HT29-WT, N-2 und 1-2 nach 24-stindiger Serumreduktion (1,5 % FKS) mit IL-4,
IL-13 und IGF-I stimuliert. Die Serumreduktion diente der Reduktion einer durch
10 % FKS in komplettem Kulturmedium hervorgerufenen Kinasenaktivierung
(Nakao et al., 2002). Die gewonnenen Lysate der Zellen wurden mittels Western
Blot analysiert. Hierbei wurden Lysate von WT-Zellen miteinander verglichen und
Lysate von 1-2 mit denen des Kontrollklons N-2. In dieser Arbeit wurden sechs
Signalproteine aus der Gruppe der Kinasen (Akt-1/2/3, ERK-1/2, p38) und der
Transkriptionsfaktoren (ATF2, c-Jun, S6 ribosomal Protein) untersucht.

Die Stimulation von HT29-WT-Zellen mit IL-4 und IL-13 flhrte in funf von sechs
untersuchten Signalproteinen zu einer gesteigerten Phosphorylierung. Die Intensi-
tat der Phosphorylierung lag nach Stimulation mit IL-4 und IL-13 jeweils in einem
ahnlichen Bereich; lediglich bei ERK-1/2 gab es deutliche Abweichungen. Bei
mehreren Signalproteinen wurden Phosphorylierungswerte erreicht, die im Bereich
der Stimulation mit IGF-I liegen. IGF-I spielt Uber seinen Rezeptor IGF-IR eine
Rolle bei der Entstehung und Erhaltung transformierter Zellen durch starke antia-
poptotische Aktivitat (Baserga et al., 2003).

Fur die Proteine, bei denen eine gesteigerte Phosphorylierung nachgewiesen
wurde, wurden bereits pro-onkogene Effekte auf das Kolonkarzinom beschrieben
(Roy et al., 2002, Ashida et al., 2005, Blaj et al., 2017, Wagner und Nebreda,
2009, Lai und Xu, 2007).

Durch den Vergleich der Proteinphosphorylierung in 1-2 und N-2 lassen sich die

Effekte der IL-4Ra-Herunterregulation beobachten. ERK-1/2 und S6 wiesen eine
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gesteigerte Phosphorylierung auf, wahrend alle anderen untersuchten Signalprote-
ine vermindert phosphoryliert wurden. Dies spiegelt die Befunde der verringerten
Malignitat in Bezug auf basales Wachstum und Zellmigration wider.

Auffallig ist besonders, dass es im Klon 1-2 bei ERK-1/2 zu einer deutlichen basa-
len Signalerhéhung kam. Es kommt somit auch ohne Stimulation zu einer gestei-
gerten Phosphorylierung von ERK-1/2, die sich unter Stimulation weiter steigert.
Far IL-4 lag die starkste Steigerung der Phosphorylierung von ERK-1/2 vor. Mog-
licherweise kommt es bei Fehlen von IL-4Ra zur Aktivierung alternativer Signal-
wege. Dafir spricht die bereits basale sowie auch durch IGF-I gesteigerte Phos-
phorylierung. Im Rahmen der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms kommt es
moglicherweise auch zu einer Hochregulation des EGF-Rezeptors und dadurch
verstarkte Aktivierung des ERK-MAPK-Pathways (Fang und Richardson, 2005).
Dies konnte eine mogliche Erklarung fur die gesteigerte ERK-Aktivierung auch
nach Herunterregulation von IL-4Ra sein.

Bei ATF2 fuhrte die Stimulation der HT29-WT-Zellen mit IL-4 und IL-13 zu einer
geringeren Phosphorylierung. Bei der Stimulation der Zellen mit IL-4Rao-
Herunterregulation zeigte sich ebenfalls ein geringes Ansprechen auf die Stimula-
tion mit IL-4 und IL-13. IGF-I fihrte jedoch in 1-2 zu einer deutlichen Aktivierung
der Phosphorylierung von ATF2. Dies spricht fur eine Aktivierung alternativer Sig-
nalwege nach Knockout von IL-4Ra. Die Uberexpression von ATF2 spielt eine

Rolle in mehreren Karzinogenesemodellen (Lopez-Bergami et al., 2010).

AbschlieRende Beurteilung

Zur Pathogenese des kolorektalen Karzinoms konnten bislang zahlreiche Faktoren
identifiziert werden, die zur Entwicklung eines malignen Phanotyps beitragen.

So konnte gezeigt werden, dass von Tumorzellen sezerniertes IL-4 die Proliferati-
on von mononuklearen Zellen des peripheren Blutes (PBMC) hemmt (Volonté et
al., 2014).

In dieser Studie konnte gezeigt werden, dass IL-4 die Tumorentwicklung mehr zu
fordern scheint, da die Reduktion des Einflusses von IL-4 in vitro zu einem redu-
zierten Wachstum sowie einer reduzierten Koloniebildung und Migrationsfahigkeit
fuhrt. Da bei Klon 1-2 eine starkere Suppression des IL-4Ra und auch eine deutli-
cher ausgepragte Reduktion der Malignitat im Vergleich mit Klon 4-9 vorlag, ist

davon auszugehen, dass die Reduktion der Malignitat mit der Starke der Suppres-
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sion von 1-2 einhergeht und der Einfluss von IL-4 mdglicherweise noch starker ist,
als in dieser Studie nachgewiesen werden konnte.

In Tumoren anderen Ursprungs wie dem Nierenzellkarzinom sowie malignen Gli-
omen konnte auch ein hemmender Effekt von IL-4 gezeigt werden (Golumbek et
al., 1991, Yu et al., 1993). Ein moglicher Mechanismus der Anti-Tumor-Aktivitat
von IL-4 ist die TH2-Antwort, die zu einer Aktivierung von eosinophilen Granulozy-
ten fahrt (Tepper et al., 1992). Je nach Tumorlokalisation kann IL-4 die Tumorent-
wicklung also unterschiedlich beeinflussen. Im kolorektalen Karzinom scheint je-
doch die tumorférdernde Komponente fuhrend zu sein (Mager et al., 2016).

Zur weiteren Charakterisierung des Einflusses von IL-4 auf das kolorektale Karzi-
nom sind weitere Studien notwendig. Ein Schritt ware die Ubertragung des in-vitro
Modells in ein Tiermodell. Einen weiteren moglichen Ansatz zur Entwicklung neuer
Therapiestrategien stellt die Untersuchung der CD133-positiven Subpopulation
von Tumorstammzellen dar, deren Uberleben mafgeblich von IL-4 beeinflusst
wird (Francipane et al., 2008). Weiterhin konnte die zukunftige Therapie aus einer
Kombination der konventionellen Chemotherapie mit einer zielgerichteten Thera-
pie bestehen. Dupilumab ist ein monoklonaler Antikorper, der gegen den IL-4Ra
gerichtet ist und damit die Signalwege von IL-4 und IL-13 blockieren kann (Wenzel
et al., 2013). Aus der Asthma-Therapie sind weitere gegen IL-4 und dessen Re-
zeptoren gerichtete Antikorper bekannt (Bankaitis und Fingleton, 2015). In diesen
Antikérpern liegt nach den Ergebnissen dieser Studie ein mogliches Potential in

der Therapie des kolorektalen Karzinoms.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist bei Mannern die dritt- und bei Frauen die zweithau-
figste Krebserkrankung und insgesamt die dritthaufigste Krebstodesursache in
Deutschland. Als kurativer Therapieansatz kommt in fruhen Stadien die chirurgi-
sche Resektion in Betracht. In fortgeschrittenen Stadien mit Fernmetastasen kann
jedoch haufig trotz multimodalen Therapieansatzen keine Heilung mehr erzielt
werden. In der Pathogenese des kolorektalen Karzinoms spielt die Adenom-
Karzinom-Sequenz eine entscheidende Rolle, in deren Verlauf es durch die Muta-
tion verschiedener Tumorsuppressorgene und Onkogene zur Entwicklung eines
invasiven Karzinoms kommt.

Interleukin-4 (IL-4) ist ein immunmodulatorisches Zytokin, das unter anderem von
T-Helfer-Zellen (TH) sezerniert wird. In zahlreichen Geweben finden sich Rezepto-
ren dieses Zytokins, die in Typ | und Typ Il unterteilt werden konnen. In nicht-
hamatopoetischen Geweben ist hauptsachlich der Typ-II-Rezeptor zu finden. Die-
ser setzt sich aus der Alpha-Kette des Interleukin-4-Rezeptors (IL-4Ra), an die
IL-4 bindet, sowie der Alpha-1-Kette des Interleukin-13-Rezeptors (IL-13Ra1) zu-
sammen. Dieser vermittelt wachstumsstimulierende Signale durch die Aktivierung
des Insulin-Rezeptor-Substrat (IRS) Signalwegs sowie die Aktivierung onkogener
Mitogen-aktivierter-Proteinkinasen (MAPK).

In dieser Studie wurde der Einfluss von IL-4 und dessen Rezeptor IL-4Ra (Alpha-
Kette des Interleukin-4-Rezeptors) auf den malignen Phanotyp des kolorektalen
Karzinoms untersucht. Durch stabile Transfektion einer IL-4Ra-shRNA (small hair-
pin Ribonukleinsaure) konnte eine Suppression des IL-4Ra erzielt werden. Die
Selektion der Klone mit IL-4Ra-Herunterregulation erfolgte mittels Western Blot
und PCR (Polymerase-Kettenreaktion). Mit Hilfe des MTT-Assays (Dimethylthia-
zoldiphenyltetrazoliumbromid) sowie des Soft-Agar-Assays konnte eine Reduktion
des basalen Wachstums sowie eine Bildung von kleineren Kolonien und eine ver-
anderte Koloniebildungsrate gezeigt werden. In der modifizierten Boyden-
Kammer, einem Zellmigrationsassay, lag eine verminderte Migrationsfahigkeit der
transfizierten Zellen vor. Nach Stimulation mit IL-4 und IL-13 konnte in HT29-WT-
Zellen (Wildtyp) eine Aktivierung pro-onkogener Signalwege in ahnlichem Ausmalf}

wie IGF-I (Insulin-like-growth-factor-1) gezeigt werden. Zur Darstellung der Effekte
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der Transfektion auf die zugrunde liegenden Signalkaskaden wurden die phospho-
rylierten Zustande der aktivierten Signalproteine nach Stimulation mittels Western
Blot untersucht. Hier zeigten sich Ergebnisse, die zum Teil fur die reduzierte Ma-
lignitat und zum Teil fur die Aktivierung alternativer Signalkaskaden unter IL-4Ra-
Suppression sprechen, da sich ein wechselhaftes Muster mit teilweise erhéhter
Sensibilitat auf die Stimulation zeigte. In einer mit Phalloidin durchgeflhrten Far-
bung des Aktin-Zytoskeletts fand sich keine morphologisch fassbare Reduktion
der Malignitat nach Transfektion. Die Blockade von IL-4 kann also in vitro zu redu-
ziertem Tumorwachstum und verringerter Malignitat fihren.

Eine mdgliche weitere Rolle von IL-4 besteht in der autokrinen Stimulation einer
Subpopulation von CD133 (Cluster of differentiation)-positiven Stammzellen, die
zu einer Therapieresistenz gegen konventionelle Chemotherapeutika beitragen
kann. Insgesamt kann IL-4 die Tumorentwicklung in unterschiedliche Richtungen
beeinflussen, im kolorektalen Karzinom scheinen jedoch tumorférdernde Eigen-
schaften zu Uberwiegen. Fur die Zukunft und weitere Studien bleibt IL-4 also als
Ziel einer moglichen zielgerichteten Therapie mittels monoklonaler Antikorper in
Kombination mit klassischer zytostatischer Therapie oder mit Inhibitoren anderer

beteiligter Signalwege interessant.
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