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Zusammenfassung

Krebs ist eine Haupttodesursache in Europa. Das kolorektale Karzinom (KRK) ist eine der
haufigsten Krebserkrankungen des Menschen. Zentrale Probleme bei der Behandlung des KRK
mit dramatischen Folgen fiir das Langzeitliberleben der Patienten sind Resistenzen gegen die
Chemotherapie und Metastasierung. Fiir beide Phdnomene werden sogenannte Krebsstammzellen
(CSC) verantwortlich gemacht. Als ein Marker fiir diese Zellen gilt die Aldehyd-Dehydrogenase
1A1 (ALDH1A1). Dieses Enzym ist sowohl an den Mechanismen der Chemoresistenz wie auch
an der Regulation von Zellproliferation und Differenzierung beteiligt. Es stellte sich daher die
Frage, welche Bedeutung ALDH1A1 im KRK zukommt, insbesondere, ob das Auftreten von
ALDH1A1 mit dem Uberleben von Patienten korreliert und andererseits, welche funktionelle
Bedeutung das Enzym fiir die Regulation krebsspezifischer Eigenschaften (Hallmarks) hat.
Dazu wurde die Expression von ALDH1AL1 in einer hochgradig geschichteten Stichprobe von
186 Fallen primar kolorektaler Tumoren mit den Charakteristika T3 NO MO G2 analysiert. Hierfir
wurde ein Bewertungssystem entwickelt, das relevante Expressionsmuster des ALDH1A1 unter
Beriicksichtigung der nukledren Expressionsmuster von B-Catenin definierte. Denn B-Catenin
bietet sich als Hilfestellung zur Detektion von CSC an, da es von zentraler Bedeutung fiir
deren Funktion ist und funktionell auch mit ALDH1A1 in Verbindung steht. Dadurch kann die
Expression von B-Catenin helfen, relevante Expressionsmuster von ALDH1A1 besser einzuordnen.
Die Untersuchung der funktionellen Bedeutung von ALDH1A1l im KRK erfolgte mittels der

KRK-Zelllinien HT-29, LOVO und COLO-320. Es wurden dabei die fir CSC bedeutsamen
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Fahigkeiten (Hallmarks) zur Proliferation, Migration und Invasion von unveranderten und durch
4-Diethylaminobenzaldehyd (DEAB) partiell ALDH-supprimierten Zellen (DEAB hemmt die
Aktivitat mehrerer Isoformen des Enzyms) verglichen.

Es gelang, mittels Einteilung nach ALDH1A1-Expressionsmustern unter Zuhilfenahme der
nukledren B-Catenin-Expression das Patientenkollektiv in zwei Gruppen zu unterteilen. Das
Expressionsmuster der Gruppe zwei korrelierte sehr signifikant mit geringerem Langzeitliberleben
(p = 0.01) der Patienten mit T3 NO M0 G2 KRK. Diese Korrelation wurde sowohl univariat
wie auch multivariat mittels des Cox-Modells gefunden. Fiir die zur Funktion untersuchten
Zelllinien zeigte sich ein uneinheitlicheres Bild. Wahrend die Ergebnisse fiir LOVO und COLO-
320 zum Teil keine Signifikanz erreichten oder widerspriichlich waren, wurde durch partielle
ALDH-Unterdriickung mittels Gabe von DEAB fiir die HT-29-Zelllinie eine erhebliche und
signifikante Reduktion von Proliferation, Migration und Invasivitat der Zellen bewirkt.

Im Ergebnis konnte zunachst gezeigt werden, dass Expressionsmuster von ALDH1A1 einen
unabhingigen prognostischen Marker fiir das Uberleben von T3 NO MO G2 Darmkrebspatienten
darstellen. Weiterhin konnte klar die funktionelle Bedeutung von ALDH fiir Krebsstammzellei-

genschaften von Darmkrebszelllinien demonstriert werden.



Kapitel 1

Einleitung

Krebs ist eine Haupttodesursache in Deutschland. Sowohl die Zahl der Erkrankten wie auch
die auf eine Krebserkrankung zuriickzufiihrenden Todesfalle sind in den vergangenen Jahren
weiter angestiegen. Dieser Anstieg ist in erster Linie auf die demografische Entwicklung mit einer
zunehmend &lter werdenden Bevolkerung zuriickzufiihren (Kaatsch u. a., 2015, S. 20 f.). Unter
anderem wird so auch der Darmkrebs zu einem zentralen Gesundheitsproblem in der westlichen
Welt mit einer stetig steigenden Zahl Erkrankter. Dass dies aber auch auf anderen Faktoren basiert,
ist zu erahnen, wenn man die Statistik aus anderen Teilen der Welt betrachtet. Insbesondere in
Afrika und Teilen Indiens und Chinas sind Inzidenz und Pravalenz des kolorektalen Karzinoms
(KRK) deutlich niedriger als in der westlichen Welt (Abbildung 1.1; Rabeneck u. a., 2015, S. 102;
Haggar und Boushey, 2009). Dieser Unterschied besteht auch unabhangig von der deutlich
unterschiedlichen Altersverteilung. Doch welche Risikofaktoren liegen dem zu Grunde? Und
welche Mechanismen und Veranderungen im Darm fiihren letztendlich zu Krebs? Diese Fragen
sollen im Folgenden zunachst naher beleuchtet werden, bevor auf die molekularen Mechanismen
und die Pathologie des KRK selbst und mogliche Ansatzpunkte zu deren Erforschung eingegangen

wird.
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Abbildung 1.1: Altersstandardisierte Inzidenz des kolorektalen Karzinoms (KRK) je 100000
Einwohner. Es ist deutlich zu erkennen, dass Darmkrebs in der westlichen Welt sehr viel haufiger
vorkommt als beispielsweise in Afrika oder in Indien (Quelle: Ferlay u. a., 2013; Bray u. a., 2013).

1.1 Anatomie des Darmkrebs

Darmkrebs tritt zumeist in Form von Adenokarzinomen des Kolons (vorwiegend im absteigenden
Teil) sowie des Rektums auf (Abbildung 1.2). Bei einem kleinen Teil dieser kolorektalen Karzi-
nome (KRK) handelt es sich um den schleimbildenden (muzinésen) oder den Siegelring-Typ.
Im Analbereich treten dariiber hinaus selten Plattenepitelkarzinome auf (Bertz u.a., 2010).
Eine weitere sehr seltene Formen von Darmkrebs ist das Appendixkarzinom (,,ICD-10 C18.1:
Appendixkarzinom Inzidenz und Mortalitat”, 2016).

Das KRK ist ein maligner epithelialer Tumor, der von Zellen des oberflachlichen Driisenepithels
des Kolons sowie des Rektums ausgeht. Dabei bilden sich meist irregulare tubulése Strukturen
aus, bei schleimbildenden Tumoren zusatzlich mit groBen Schleimansammlungen im Interstitium
beziehungsweise im Falle der Siegelringkarzinome mit Schleimansammlungen innerhalb der Zellen

(Nagtegaal und Hugen, 2015).
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Abbildung 1.2: Anatomie des Dickdarms: (1) Caecum/Blinddarm mit Appendix, (2) Colon
ascendens (aufsteigend), (3) Colon transversum/Quercolon, (4) Colon descendens (absteigend),
Colon sigmoideum/Sigma (5), Rectum/Mastdarm und Anus (6). In (5) und (6) treten KRK am
haufigsten auf.

1.2 Haufigkeit des KRK

International betrachtet ist Darmkrebs die dritthaufigste Krebserkrankung und die vierthaufigste
Todesursache aufgrund von Krebs. Beziiglich der Erkrankten, deren Diagnose bis zu fiinf Jahre
zuriickliegt, stellt das kolorektale Karzinom die zweithaufigste Krebserkrankung dar (Haggar
und Boushey, 2009). Dabei korreliert die Haufigkeit der KRK im altersstandardisierten Vergleich
positiv mit dem Pro-Kopf-Einkommen eines Landes. Die Wahrscheinlichkeit fiir einen erkrankten
Menschen, an einem solchen Tumor zu versterben dagegen steigt mit groBerer Armut von
30-31 % in den entwickelten Landern auf 67-68 % in armen Regionen (Rabeneck u. a., 2015,
S. 101-104; Parkin u.a., 2005; Abbildung 1.3). In Landern mit guter Gesundheitsversorgung
geht die Mortalitat an Darmkrebs in absoluten Zahlen seit den Fiinfzigerjahren des letzten
Jahrhunderts deutlich zuriick (Ait Ouakrim u. a., 2015; Siegel u. a., 2014).

In Deutschland ist wie in vielen anderen westlichen Landern die Pravalenz des KRK in den

vergangenen Jahren stark angestiegen. So hat sich die Zahl der Erkrankten von 1990 bis 2004
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Abbildung 1.3: Uberlebensraten von KRK in Prozent. In weniger entwickelten Gesundheitssys-
temen ist die Chance auf das Uberleben eines KRK sehr viel geringer als in den westlichen
Industrienationen (Daten aus: Parkin u. a., 2005).

fast verdoppelt (Bertz u.a., 2010), bei absolut betrachtet 33740 (Manner) beziehungsweise
28490 (Frauen) Neuerkrankungen im Jahr 2012 (Kaatsch u.a., 2015). Darmkrebs stellt die
zweithaufigste Krebstodesursache bei Mannern nach Lungenkrebs dar und die dritthaufigste
Todesursache bei Frauen, wo neben dem Brustkrebs mittlerweile aus bekannten Grinden
(weibliche Tabak-Emanzipation) Lungenkrebs den Darmkrebs iberholt hat (Kaatsch u. a., 2015).
Aufgrund der immer groBer werdenden Zahl Erkrankter bei weiterhin beachtlicher Sterblichkeit
wird das Verstandnis des KRK und damit die Ermoéglichung einer gezielten und adaquaten

Behandlung zur zunehmend drangenderen Herausforderung.

1.3 Risikofaktoren und Pravention

Wie kommt es zu der gegenlaufigen Entwicklung steigender Krankheitszahlen bei gleichzei-
tig sinkender Mortalitat? Dies ist einerseits auf heute verstarkt wirksame Risikofaktoren und

andererseits auf die verbesserte Pravention und chirurgische Behandlung zuriickzufiihren.
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1.3.1 Risikofaktoren

Die Wahrscheinlichkeit, an Darmkrebs zu erkranken, steigt mit hoherem Lebensalter stark
an. 93 % der Neuerkrankungen treten im Alter von iber 50 Jahren auf. Ein groBer Teil der
hoheren Pravalenz erklart sich somit aus der alter werdenden Bevolkerung in den westlichen
Industrienationen. Neben dem Alter sind auch das Geschlecht - mit einem fiir Manner etwas
erhéhten Risiko - und familidre Belastung unabhangige Risikofaktoren, wobei 75 % der Falle
von KRK sporadisch auftreten. Die genetischen Veranlagungen fir HNPCC (hereditares nicht
polypdses Kolonkarzinom) und FAP (familidre adenomatése Polyposis) tragen nur etwa 5 %
beziehungsweise 1 % zur Gesamtzahl der Neuerkrankungen bei. Auch entziindliche Darmerkran-
kungen wie Morbus Crohn oder Collitis Ulcerosa erhéhen das Risiko, am KRK zu erkranken
(Kaatsch u. a., 2015; Rabeneck u. a., 2015, S. 105).

Beeinflussbare Risikofaktoren stellen unter anderem der Konsum von (insbesondere verar-
beitetem) Fleisch (Bouvard u. a., 2015), Rauchen, Ubergewicht und Bewegungsmangel dar.
Wahrscheinlich erhéhen diese Risikofaktoren das individuelle Risiko allerdings jeweils fiir sich nur

geringfigig (Johnson u. a., 2013).

1.3.2 Pravention

Ein weiterer Anteil der ansteigenden Pravalenz des KRK ist ausgerechnet der verbesserten
Sekundarpravention zuzuschreiben. Der Versuch, die Krankheit bereits in einer friihen Phase zu
entdecken, hat sich im Falle des KRK als effektiv und effizient erwiesen, fiir das Uberleben der
Patienten wie auch finanziell fir die Kostentrager. Damit werden allerdings heute in den Landern
mit guter Gesundheitsversorgung auch mehr KRK in haufig friiheren Stadien der Erkrankung
entdeckt. Da die betroffenen Patienten ihre Erkrankung meist langer Gberleben (auch wenn sie

letztendlich daran versterben sollten), tragen sie so zu einer héheren statistischen Pravalenz bei.
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Fir das Darmkrebs-Screening wird in Deutschland fiir nicht bekannt vorbelastete Personen
ab dem 55. Lebensjahr eine kostenlose Vorsorgeuntersuchung mittels Koloskopie im zehnjahrigen
Rhythmus angeboten. Bereits ab dem 50. Lebensjahr kann ein fakal-okkult-Bluttest durchgefiihrt
werden. Diese MaBnahmen zahlen zu den anerkannt wirksamen Moglichkeiten der Fritherkennung

(Rabeneck u. a., 2015, S. 111 f.).

1.4 Diagnose und Stadieneinteilung des KRK

Das primare Werkzeug der Pravention des KRK ist zugleich auch der iibliche Beginn der
Diagnostik. Mittels Koloskopie werden aus verdachtigen Bereichen der Dickdarmschleimhaut
Gewebeproben entnommen oder diese (im Falle von Adenomen) direkt vollstandig abgetragen. Das
entnommene Gewebe wird sodann histologisch untersucht und bewertet. Ergédnzend zur direkten
Inaugenscheinnahme und Untersuchung des Primartumors kann eine bildgebende Untersuchung
mittels Computertomografie oder Magnetresonanztomografie zur Suche von Metastasen erfolgen
(,S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom", 2014). Auch Erkenntnisse aus der Resektion von Tumor
und regiondren Lymphknoten gehen in die Diagnostik ein. Die Stadieneinteilung erfolgt gemaB
der TNM-Kilassifikation. Dieses System der Einteilung existiert fir viele Formen solider Tumore
und wird aktuell betreut durch die Union internationale contre le cancer (UICC). Es beruht auf
der Einteilung eines Tumorleidens aufgrund der Ausdehnung des Primartumors (T0-T4), dem
Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen (NO negativ, N1/N2 positiv) sowie von
Fernmetastasen (MO negativ, M1 positiv) (Tabelle 1.1). Die histologische Stadieneinteilung erfolgt
mittels des histologisch festgestellten Grades der Entdifferenzierung des Gewebes in die Stadien
(Grade) G1 (gut differenziert, dhnlich dem Ursprungsgewebe) bis G4 (undifferenziert, nicht
mehr unmittelbar als dem Ursprungsgewebe entstammend erkennbar). Aus den vielen méglichen
Kombinationen der TNM-Klassifikation werden zur besseren statistischen Auswertbarkeit Gruppen

(Stage) gebildet. Diese reichen von Stage 0 (Carcinoma in situ) bis Stage IV (Fernmetastasen).
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Stadium T N M Dukes
0 Tis NO MO -
I T NO MO A
T2 NO MO A
A T3 NO MO B
IB T4a NO MO B
IC T4b NO MO B
A T1-T2 N1/N1c MO C
T N2a MO C
[[[3] T3-T4a N1/N1c MO C
T2-T3 N2a MO C
T1-T2 N2b MO C
nc T4a N2a MO C
T3-T4a N2b MO C
T4b N1-N2 MO C
VA jedes T jedes N M1a D
VB jedes T jedes N M1b D

Tabelle 1.1: Die Stadien 0 bis IV bilden Gruppen aus TNM-Merkmalen (Tumor,
Node/Lymphknoten, Metastasen), um diese beispielsweise zur statistischen Auswertung besser
handhaben zu konnen. Die Dukes-Klassifikation hat mittlerweile vornehmlich historischen Wert,
ist aber noch immer in der Literatur anzutreffen (Daten aus: Rose, 2013).

TNM-, Grade- und Stage-Einteilung werden durch die UICC-Klassifikation standardisiert (Sobin
u.a., 2009; Rose, 2013).

1.5 Therapie

Auch im Bereich der Behandlung des KRK wurden in den vergangenen Jahrzehnten Fortschritte
erzielt. Insbesondere verbesserte Verfahren der chirurgischen Intervention haben zu erheblichen
Verbesserungen im Langzeitiiberleben gerade in der Frithphase der Erkrankung diagnostizierter
Patienten gefiihrt (Soreide u. a., 2011). Und auch weitere eingesetzte Therapien, in erster Linie
Chemotherapie und Bestrahlung zeigen zunehmende Erfolge, wobei sie sich bislang auf die

letztendliche Uberlebensrate nur wenig positiv auswirken (Kaatsch u. a., 2015, S. 39 ). Als neue
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Therapieform kommt auch der Einsatz monoklonaler Antikorper in Betracht, fiir die jedoch bis
auf erste vielversprechende Ausnahmen (Stintzing u. a., 2016) bisher zumeist ebenfalls nur eine
geringfiigige Verlangerung des Uberlebens gezeigt werden konnte und die aufgrund erheblicher
Behandlungskosten in der Kritik stehen (Chibaudel u.a., 2015 ). Welche Form der Therapie im
individuellen Fall gewahlt wird, beruht derzeit im Wesentlichen auf der aufgrund der Diagnostik
beim einzelnen Patienten erfolgten Stadieneinteilung und der Méglichkeiten einer chirurgischen

Intervention (,,S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom", 2014).

1.5.1 Uberleben

Die Hoffnung auf eine langfristig kurative Therapie besteht aktuell nur durch chirurgische
Tumor-Resektion, eventuell mit begleitender Strahlen- oder Chemotherapie. Dies fiihrt bei im
Frithstadium diagnostizierter Erkrankung zu hohen Heilungsraten, was fiir die USA ein 5-Jahres-
Uberleben von etwa 90 % beim UICC Stadium | zur Folge hat. Fiir die Stadien Il und 1l reduziert
sich das 5-Jahres-Uberleben auf etwa 70 %. Bei Vorliegen von Fernmetastasen, im Stadium IV,
dagegen liegt das 5-Jahres-Uberleben bei nur etwa 10 % (Howlader u. a., 2015). Hier fiihren die
heute verfiigharen Therapien in der Regel nur zu einer geringfiigig verlangerten Uberlebenszeit
und sind damit als palliativ einzuordnen.

Mégliche erfolgversprechende Therapieformen gegen das KRK konnten in der Zukunft eine
gezieltere Antikorpertherapie (Deonarain u. a., 2009) oder die Immuntherapie sein, bei der das
Immunsystem selbst mittels Aktivierung verschiedener Komponenten gegen den Krebs zum
Einsatz gebracht wird (Pan u. a., 2015; Canter u. a., 2016; Abbildung 1.4). Auch die Ausschaltung
von zentralen Schaltstellen der Krebszellen, wahrscheinlich mittels kleiner Molekiile, erscheint
erfolgversprechend (H. Seo u.a., 2013; Johansson und Brage, 2014; B.-J. Chen u.a., 2014;
Buchert u.a., 2015). Jedoch ist bei solchen Therapieformen jeweils zunichst die Frage zu
beantworten, welches die sinnvollsten Ziele eines Angriffs gegen die Krebszellen sind und dabei

insbesondere, welche Zellen (iberhaupt wie getroffen werden. Es ist daher von groBer Bedeutung,
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Chemotherapy
and/or Radiotherapy CSC vaccine-induced
immunity
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Abbildung 1.4: Beispielsweise mittels zielgerichteter Immunotherapie, hier mittels Immunisierung

gegen Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells, CSC) sollen Krebserkrankungen zukiinftig effektiver
behandelt werden kénnen (Quelle: Pan u. a., 2015).

unser Wissen (iber die molekularen Zusammenhange und mogliche Ansatzpunkte zur Heilung

dieser Krankheit weiter zu steigern.
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1.6 Molekulare Zusammenhange des KRK

KRK gehen von den Epithelzellen des Kolons aus. Dabei kommt es iiber einen langeren Zeitraum
hinweg zu einer Anhaufung von Mutationen in Zellen, die in den Krypten der Schleimhaut
angesiedelt sind. Es wird vermutet, dass diese Mutationen in Stammzellen stattfinden (Huang

u.a., 2009; Abdul Khalek u. a., 2010).

1.6.1 Mutationen

Zu 80-90 % betroffen von Mutation ist das APC-Gen (adenomatous polyposis coli; Bienz und
Clevers, 2000), das beispielsweise bei der FAP auch bereits erblich mutiert ist (Kinzler und
Vogelstein, 1996). Durch Mutation wird das APC-Gen, ein Tumorsupressor-Gen, deaktiviert.
Im Rahmen des WNT-Signalwegs bindet das durch das APC-Gen normalerweise kodierte APC-
Protein im Cytosol an B-Catenin, wodurch dieses abgebaut wird. Ist kein APC-Protein vorhanden,
gelangt das stabilisierte B-Catenin per Translokation in den Zellkern und hauft sich mit der
Zeit dort an. B-Catenin kann auch aufgrund einer Mutation des eigenen Gens (CTNNB1) oder
aufgrund der Mutation von in der Funktion dem APC ahnlichen Genen wie AXIN1, AXIN2
oder TCF7L2 sowie NKD1 und andere mehr am Abbau gehindert werden (Markowitz und
Bertagnolli, 2009). Im Zellkern bildet B-Catenin gemeinsam mit DNA-Bindungsfaktoren der
TCF- (T-Cell Factor) / LEF1- (Lymphoid enhancer binding factor 1) Familie einen zentralen
Bestandteil eines aus zahlreichen Proteinen bestehenden Komplexes von Transkriptionsfaktoren.
Dieser aktiviert die Transkription von Genen, die in normalen Zellen auch die Erneuerung und
Differenzierung von Stammzellen regulieren (Bienz und Clevers, 2000; Markowitz und Bertagnolli,
2009; Jaitner u. a., 2012; Ormanns u. a., 2014). Damit tragen diese Zielgene des B-Catenin, wenn
sie auf diese Weise libermaBig exprimiert werden, direkt zu den von Hanahan und Weinberg
postulierten Schliisselmerkmalen von Krebs (Hallmarks of Cancer) (Hanahan und Weinberg,

2011) bei. Zu diesen werden gezahlt die Proliferation, Apoptose, Migration, Invasion, epithelial-
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mesenchymale Transition (EMT), Transformation, Angiogenese (Brabletz u.a., 2005b) und in

letzter Konsequenz Stammzelleigenschaft von Tumorzellen (Vermeulen u. a., 2010).

1.6.2 Entstehung von Darmkrebs: die Adenom-Karzinom-Sequenz

Mutationen des APC-Gens wurden fiir das KRK schon friih in ein Gbergreifendes Modell der
Tumorentstehung einordnet. Ein solches Modell, die sogenannte Adenom-Karzinom-Sequenz,
war bereits lange zuvor aufgrund makroskopischer und histologischer Daten entwickelt worden.
Diese Sequenz beschreibt somit die Vorstufen, aus denen das KRK entsteht sowie die hierfir
erforderlichen Mutationen (Nowell, 1986; Fearon und Vogelstein, 1990; Abbildung (1.5). Die
Adenom-Karzinom-Sequenz geht von der Beobachtung aus, dass die meisten KRK aus Adenomen
im Kolon entstehen. Diese wiederum entstehen aufgrund von Mutationen in Epithelzellen des
Darms. Zu den beschriebenen Mutationen, deren zeitliche Reihenfolge nicht streng festgelegt ist,
zahlen neben der des APC unter anderem die Mutation von KRAS und TP53 sowie Deletionen
auf Chromosom 18 (Kinzler und Vogelstein, 1996). Unter anderem aus der Beschreibung der
Adenom-Karzinom-Sequenz wurde die Empfehlung zur Abtragung von Adenomen bei deren

Entdeckung in der Koloskopie abgeleitet.

DNA
hypomethylation
activation loss of
f K- 189 TSG
loss of APC © l ras ql loss of p53
qormgl l hyperp[astic early »intermediate - late l EIrERaE invasion &
epithelium epithelium adenomas metastasis

Abbildung 1.5: Die Adenom-Karzinom-Sequenz ist das mittlerweile klassische Erklarungsmodell
fur die Entstehung von Darmkrebs. Demnach entstehen KRK aus Adenomen im Kolon, wobei
unter anderem Mutationen in APC, KRAS und TP53 stattfinden (Quelle: Robert A. Weinberg
und Weinberg, 2013, S. 450).

Eine mogliche Erganzung oder Alternative zum Frihstadium der Entstehung von Krebs
bietet die Hypothese der Feldkanzerisierung (field cancerisation), derzufolge sich den Krebs

beglinstigende Mutationen bereits in makroskopisch noch normal erscheinendem Gewebe des
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Darms ansammeln. Dieses Gewebe ist noch kein Krebsgewebe, aber es besteht hier eine erhohte
Gefahr der Entstehung von Krebs gegeniiber unverandertem gesundem Gewebe. Dies wiirde die

frithzeitige Erkennung von derartig verandertem Gewebe beim Patienten erstrebenswert machen

(Patel u. a., 2015; Abbildung 1.6).
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Abbildung 1.6: GemaB der Hypothese der Feldkanzerisierung breiten sich einzelne Mutationen
zunachst in morphologisch normal erscheinendem Gewebe aus, bevor auf dieser Grundlage in
Folge weiterer Mutation Tumoren entstehen (Quelle: Robert A. Weinberg und Weinberg, 2013,
S. 456).

1.6.3 Epigenetische Veranderungen

Ein weiterer beschriebener Weg der Tumorentstehung im Kolon basiert unter anderem auf epige-
netischen Veranderungen im Tumor. Es wurde gezeigt, dass etwa 20 % der KRK wahrscheinlich in
dieser Weise entstehen. Grundlage dieses Weges ist die Entstehung eines sessilen serratierten Ade-
noms (SSA), einer flachen Lasion insbesondere im aufsteigenden Teil des Kolons. Aus einem SSA
kann in der Folge ein mikrosatelliten-instabiles KRK entstehen (Leggett und Whitehall, 2010).
Ursachlich fir diese Form des KRK ist die Mutation des Onkogens BRAF, die zu verstarkter
Methylierung (und damit epigenetischer Veranderung) von CpG-Inseln (Cytosin-phosphatidyl-

Guanin) fihrt (Rad u. a., 2013). Hierdurch wird der Signalweg der Mitogen-aktivierten Protein
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Kinase (MAPK) verstarkt aktiviert, der wiederum zu einer verstarkten Transkription von die

Zell-Proliferation betreffenden Genen fiihrt.

1.6.4 Genetische Vielfalt von Tumoren

?
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Abbildung 1.7: Der aktuelle Stand der Forschung Ubertrifft beziiglich der Mutationen, die zu KRK
fihren konnen, die Komplexitat der Adenom-Karzinom-Sequenz bei weitem (Quelle: Robert A.
Weinberg und Weinberg, 2013, S. 451).

Das lineare Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz zur Entwicklung von Tumoren wie auch
das beschriebene Modell mit epigenetischen Veranderungen kénnen nicht die in jlingerer Zeit
mittels Genomsequenzierung ermittelte genetische Vielfalt von Genomen des KRK erklaren. Somit
stellen die vorgestellten Genkombinationen wahrscheinlich nur einen Ausschnitt des Gesamtbildes
dar und damit nur einen Teilbereich der fiir die Tumorigenese gangbaren Wege (Beerenwinkel
u.a., [2016; H. Seo u. a., 2013; Abbildung 1.7; Abbildung 1.10). Ebenfalls hinweisgebend auf
eine groBere Komplexitat der Zusammenhange in Tumoren sind die divergenten Ergebnisse einer
Vielzahl von Studien zur Bedeutung der Akkumulation von B-Catenin im Zellkern. GemaB dem
Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz kommt dem B-Catenin im Kern fir die Tumorigenese
eine zentrale Bedeutung zu. Die demnach zu vermutende Korrelation von immunohistochemisch
gemessener B-Catenin-Expression mit dem Tumorverhalten und der Prognose der Patienten zeigte
sich allerdings in verschiedenen Studien sehr unterschiedlich und widerspriichlich. Dabei wurden
verschiedentlich positive, negative oder (iberhaupt nicht signifikant feststellbare Korrelationen

ermittelt (Bondi u. a., 2004; Gunther u.a., 1998; Brabletz u. a., 2000; Han u. a., 2006; Lugli
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u.a., 2007; Norwood u. a., 2010; Resnick u.a., 2004; J. O. Seo u. a., 2010; Wangefjord u. a.,
2013; Kamposioras u. a., 2013; Gao u. a., 2014). Erst durch komplexere Messungen lassen sich
die Ergebnisse teilweise stabilisieren, beispielsweise durch Analyse des B-Catenin zusammen
mit Zielgenen von B-Catenin wie Laminin-5y2 (Hlubek u. a., 2001), CD44 (Horst u. a., 2009b)
oder p16INK4a (Wassermann u. a., 2009) oder zusammen mit putativen Stammzellmarkern wie
CD133 (Horst u. a., 2009a), CD166 oder CD44 (Horst u. a., 2009b). Mit dieser kombinierenden
Form der Analyse ist die Definition und Auswertung von Expressionsmustern moglich, die
zu stabileren und konsistenteren Ergebnissen fiihren. Damit bietet sie einen alternativen und
attraktiven Ansatz zur Ermittlung von Uberlebensdaten, der die Heterogenitit und Komplexitat
von Tumoren beriicksichtigt.

Insgesamt basiert die Funktion der einzelnen Tumorzellen wie auch des Gesamttumors
wahrscheinlich nicht nur auf dem Nebeneinander diskreter Signalwege wie dem hier dargestellten
WNT-Signalweg, sondern auf dem Zusammenwirken unterschiedlicher Signalwege (,,Crosstalk"),
die zusammen ein steuerndes Netzwerk bilden (Katoh, 2007; Takebe u. a., 2015). Eine zentrale

Bedeutung koénnte dabei den sogenannten Krebsstammzellen zukommen.

1.6.5 Krebsstammzellen

Das Konzept der Krebsstammzellen (CSC, Cancer stem cells) geht davon aus, dass unter
den Zellen eines Tumors eine kleine Zellpopulation existiert, die (iber Stammzelleigenschaften
verfigt (Bonnet und Dick, 1997; Reya u.a., 2001; Ignatova u.a., 2002). Es ist nach wie
vor unklar, wie und woraus diese CSC entstehen. Als Vorlauferzellen kommen Stammzellen
an der Basis der Darmkrypten in Frage. Diese sorgen normalerweise fiir die Erneuerung des
Epithels (Barker u.a., 2007). Durch beispielsweise Mutation des WNT-Signalwegs werden sie
moglicherweise in die Lage versetzt, ihre Stammzellnische zu verlassen (Huang u.a., 2009;
Abbildung 1.8). Denkbar ist aber auch die Verdnderung normaler Epithelzellen in CSC durch

Umgebungseinfliisse (Schwitalla u. a., 2013). CSC haben die fiir Stammzellen tbliche Fahigkeit zur



1.6 Molekulare Zusammenhange des KRK 15

intestinal lumen

y wild-type crypt Apc_/' crypt \
- \ I \
@1””/ f-catenin:Tcf/Lef ‘ B-catenin:Tcf/Lef \\\\3@
34 . i%e
<ol . OFF " remains ON ° Nk
-:".4-"’ “ “t\'\"-

T\

PN i failure of mutant
e~/ — cell to continue
cell cycle arrested, \\b outward migration

differentiated cells

APC or B-catenin
mutation: progenitor-
like phenotype;
accumulation at site of
777777777777777 ~ _ future polyp formation

proliferating
undifferenti
progenitors
(transit-amplifying cells)

B-catenin: Tcf/Lef
target genes
induced by Wnts

stromal
cells

bottom of crypt

Abbildung 1.8: Stammzellen aus der Kryptenbasis konnen ihre Nische aufgrund einer APC-
Mutation ohne Ausdifferenzierung verlassen und Polypen bilden, die Grundlage von Tumoren
sind (Quelle: Robert A. Weinberg und Weinberg, 2013, S. 261).

Selbsterneuerung sowie die Fahigkeit, ihre Tochterzellen in verschiedene Zellarten differenzieren
zu lassen (asymmetrische Teilung). Daneben besitzen sie auch tumorspezifische Eigenschaften.
So unterliegt ihr Wachstum keiner normalen regulierenden Kontrolle, und es erfolgt keine
Apoptose. Damit wird postuliert, dass CSC Tumoren generieren und formen kénnen. Fiir den
Dickdarm wurden hierfiir Hinweise gefunden, indem kleine Subpopulationen von Zellen, die
aufgrund bestimmter Oberflichenmerkmale isoliert wurden, im Tierversuch wieder neue Tumore
auslésen konnten (O'Brien u.a., 2007; Ricci-Vitiani u. a., 2007; Dalerba u. a., 2007). Damit
kénnen einzelne CSC einen Tumor erneuern (Vermeulen u. a., 2010), nachdem beispielsweise

die TumorgroBe mit Hilfe einer priméar erfolgreichen Chemotherapie erheblich reduziert wurde.
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Hierzu sind sie insbesondere auch deshalb in der Lage, da sie analog zu normalen Stammzellen
in besonderem MaBe resistent gegeniiber Chemotherapien sind (Dylla u. a., 2008; Ghiaur u. a.,
2012). Auch die aus den beschriebenen Eigenschaften hervorgehende Fahigkeit zur Bildung von
Metastasen wird fiir CSC angenommen (Varnat u. a., 2009; Pang u. a., 2010). Dabei gilt im Falle
epithelialer Tumoren insbesondere die EMT als bedeutsam, die vermutlich durch WNT gesteuert
wird und somit fiir CSC verfiigbar ist (Thiery, 2002; Brabletz u. a., 2005b; Zeindl-Eberhart u. a.,
2014).

1.6.6 Tumor-Mikroumgebung

Neuere Forschungsergebnisse weisen darauf hin, dass CSC nicht nur aufgrund von Mutation
entstehen und funktionieren, sondern ihre Funktion analog zur Stammzellnische nur im komplexen
Zusammenspiel mit ihrer Mikroumgebung (Tumor Microenvironment, TME) erfiillen. Eine
solche geeignete Mikroumgebung kann demnach wie bereits angedeutet auch die Funktion
ehemals ausdifferenzierter Zellen als CSC bewirken (Quintana u. a., 2008; Vermeulen u. a., 2010;
Schwitalla u. a., 2013; Canter u. a., 2016)). Damit gestaltet sich das Zusammenspiel innerhalb der
Bestandteile eines Tumors sehr viel dynamischer als gemaB anderen gangigen Theorien vermutet.
Als interessant erweist sich in diesem Zusammenhang auch eine radikale Gegenposition zu den
»Hallmarks of Cancer" nach Hanahan und Weinberg, die von Sonnenschein und Soto eingenommen
wird. In ihrer Tissue Organization Field Theory (TOFT) gehen sie davon aus, dass Krebs in
erster Linie aus der Zerstorung der normalen Gewebearchitektur durch Kanzerogene entsteht.
Demzufolge sind Mutationen der DNA die Folge und nicht die Ursache von Veranderungen auf
Gewebeebene (Soto und Sonnenschein, 2011). Trotz der Haltung der Verfechter der TOFT, dass
diese unvereinbar mit den von Hanahan und Weinberg beschriebenen Prinzipien der Entstehung
von Krebs aufgrund zelluldrer Mutation sei (Sonnenschein und Soto, 2013), kommen beide
Sichtweisen in der aktuellen Forschung zunehmend zusammen. So erscheinen beide Prinzipien,

die Akkumulation von Mutationen und die Definition von Tumoren auf Grundlage der Funktion
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des sie umgebenden Gewebes durchaus vereinbar (Rosenfeld, 2013; Bedessem und Ruphy, 2015).
Und gerade die Entstehung von Krebsstammzellen aufgrund von Signalen des sie umgebenden

Gewebes vereint konstruktiv Elemente beider Theorien (Schwitalla u. a., 2013; Abbildung 1.9).
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Abbildung 1.9: Die Hypothese von der Bedeutung der Tumor-Mikroumgebung besagt, dass
Stroma und intrazellulare Signalwege gemeinsam zu Stammzelleigenschaften und EMT fiihren
(Quelle: Robert A. Weinberg und Weinberg, 2013, S. 674).

Grund zu der Hoffnung, die sich aus solchen Uberlegungen ergebenden komplexen Systeme
und Interaktionen beschreiben und gesammeltes Wissen auswerten zu kdnnen, bietet die (com-
putergestiitzte) Systembiologie (Kitano, 2002; Koutsogiannouli u. a., 2013; Beerenwinkel u. a.,
2016). Gerade in Bezug auf Netzwerke interagierender Signalwege (H. Seo u. a., 2013; X. Wu
u.a., 2014; Dong u. a., 2015; Abbildung 1.10) aber auch in Bezug auf die Beschreibung der
Heterogenitat von Tumoren, darunter auch des KRK, wurden auf dem Gebiet der Systembiolo-
gie bereits betrachtliche Anstrengungen unternommen. Aussichtsreich erscheint insbesondere
die Moglichkeit der Integration und Interpretation groBer Datenmengen, die bei der Analyse

heterogener und komplexer Systeme anfallen. So kénnen molekulare Mechanismen wie auch
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Abbildung 1.10: Die Systembiologie wertet groBe Datenmengen aus und erschlieBt daraus kom-
plexe Zusammenhange. Hier im Beispiel ein Gen-Netzwerk, extrahiert aus einer Gen-Datenbank,
das strukturelle Zusammenhange zwischen sich beeinflussenden Genen im KRK aufzeigt (Quelle:
Emmert-Streib u. a., 2014 ).

neue, fiir die weitere Forschung relevante Bereiche aufgezeigt werden (Blanco-Calvo u. a., 2015),
im hier dargestellten Gen-Netzwerk (Abbildung 1.10) beispielsweise die weniger bekannten Gene,

die die gut erforschten zentral bedeutsamen Gene verbinden.

1.6.7 Embryologie und das kolorektale Karzinom

Viele der bisher beschriebenen molekularbiologischen Mechanismen finden sich auch in der
Embryologie wieder. Forschung zu EMT (Moustakas und Heldin, 2007), Modulation des WNT-

Signalwegs (Nusse, 2005) und methylierten CpG-Inseln (Reik u.a., 2001) wie auch die TOFT



1.7 ALDH 19

berufen sich direkt auf die Embryologie (Soto und Sonnenschein, 2011). Es erscheint also
plausibel, dass Krebszellen und dabei insbesondere KRK auf zellulare Mechanismen zuriickgreifen
konnen, die in der Embryonalentwicklung eine Rolle spielen. Somit ist bei den Mechanismen von
Krebs eine der Embryologie zumindest vergleichbare Komplexitat zu erwarten. Die Bekampfung
von Krebs kann des Weiteren moglicherweise auch ganz direkt von der Embryologie profitieren.
So konnen bestimmte Krebszellen offenbar ihren malignen Phanotyp verlieren, wenn sie in sich
entwickelnde Embryos transferiert werden (Sell, 2004; Hendrix u. a., 2007).

Die beiden Felder von Krebsforschung und Embryologie liberlappen sich insgesamt deutlich.
Nutzbringende Erkenntnisse konnen aus der gemeinsamen Betrachtung beider Felder entstehen.
Auch der Gegenstand dieser Publikation, die Aldehyd-Dehydrogenase (ALDH), spielt eine Rolle
in beiden Bereichen. Damit ist es nicht verwunderlich, dass der ALDH auch im komplexen

Netzwerk von Krebs, wie es derzeit erforscht wird, eine Bedeutung zukommt.

1.7 ALDH

Die Familie der ALDH — Aldehyd-Dehydrogenasen — besteht aus einer Gruppe von Enzymen,
die die Oxidation von endogenen und exogenen Aldehyd-Substraten in ihre entsprechenden
schwachen Carbonsauren katalysieren. Hierfiir sind sie vom Substrat Nicotinamidadenindinu-
kleotid(phosphat)+ (NAD(P)+) abhangig. Endogene Aldehyde werden im Metabolismus von
Aminosauren, Alkoholen, Fetten und Vitaminen erzeugt, wahrend exogene Aldehyde aus dem
Stoffwechsel einer Vielzahl von Umwelteinfliissen und Substanzen wie Zigarettenrauch, Auto-
abgasen und Zytostatika entstammen (Lindahl, 1992). Indem die ALDH-Enzyme die Zellen
vor den zytotoxischen Effekten der Aldehyde schiitzen, nehmen sie eine Funktion der zellularen
Entgiftung wahr.

Insbesondere die Rolle von ALDH beim enzymatischen Abbau von Alkohol durch Oxida-

tion des giftigen Abbauprodukts der Alkohol-Dehydrogenase (ADH), des Acetaldehyd, wurde
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vielfach untersucht (Ehrig u.a., 1990). Aber auch bei anderen Stoffwechselvorgiangen spielt
ALDH mutmaBlich eine Rolle (Jackson u. a., 2011), beispielhaft herausgegriffen seien hier die
Molekularpathologie von Morbus Parkinson (Cai u. a., 2014) und der weibliche Fettstoffwechsel
(Petrosino u. a., 2014). In beiden Fallen spielt die Isoform ALDH1A1 eine besondere Rolle.

Aktuell werden 24 mutmaBlich funktionelle Gene fiir ALDH unterschieden (Vasiliou u. a.,
2013). Die im Folgenden naher betrachteten ALDH1 Proteine, zu denen die hochkonservier-
ten Isoformen ALDH1A1, ALDH1A2 und ALDH1A3 und ALDH2 gezahlt werden, werden in
unterschiedlichen Geweben exprimiert, sowie in allen subzellularen Kompartimenten (Vasiliou
u.a., 2013). ALDH1A1-A3 und ALDH2 sind hauptsachlich im Zytosol der Zellen lokalisiert und
oxidieren dort Retinal und aliphatische Aldehyde. Das hier untersuchte ALDH1A1 kodiert ein
Homotetramer, das in vielen adulten Organen auftritt, darunter Gehirn, Hoden, Niere, Auge,
Leber und Lunge (Niederreither u. a., 2002).

In der Literatur erscheint die Benennung der ALDH teilweise uniibersichtlich. Dies ist mit
der Einfiihrung einer modernen Nomenklatur zur Benennung von ALDH Subtypen zum Ende der
1990er-Jahre zu erkliren, deren teilweise Uberlappung mit den alten Trivialnamen bis heute zu
Mehrdeutigkeiten fiihrt. Das heutige ALDH1AL ist beispielsweise historisch auch als RALDH1
und ALDH1 bekannt, wobei letzteres heute die Bezeichnung fiir die Familie der Gene darstellt,
die unter anderem die Subfamilien ALDH1A, ALDH1B und ALDH1C beinhaltet. Die ALDH1A-
Subfamilie beinhaltet wiederum die bereits erwdhnten Retinsdure synthetisierenden Enzyme
ALDH1A1, ALDH1A2 und ALDH1A3 (Vasiliou u. a., 1999; Vasiliou u. a., 2013).

ALDH1A1 zeigt hohe Affinitat zu Retinal, einer Form von Vitamin A. Dieses oxidiert es zu
Retinsdure. Retinsaure ist Ligand fiir Retinsdure-Rezeptoren im Zellkern und reguliert so die
Expression von Genen, die in der Embryologie wie auch bei Krebszellen eine Rolle spielen (X. Xu

u.a., [2015).
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1.7.1 ALDH in der Embryologie

Retinsaure und damit ALDH beeinflusst viele Entwicklungsprozesse, die auch durch proteinbasierte
Wachstumsfaktoren beeinflusst werden. Hierzu zahlen die Neurogenese, Kardiogenese, Bildung
der Korperachsen, Entwicklung von Extremitaten, Darmsystem und Auge. Aktuelle Forschung
deutet darauf hin, dass es sich hierbei um ein den sonstigen Wachstumsfaktoren iibergeordnetes
System handeln kdnnte, welches diese teilweise reprimiert. Damit diirfte die Funktion der
ALDH, insbesondere von ALDH1A1-A3, von entscheidender Bedeutung fiir normales Wachstum,
Differenzierung, Entwicklung und Funktion von adulten Organen und Geweben sein (Maden,
2000; Niederreither u.a., 2002; Duester, 2008; Wright-Jin u.a., 2013). Auch hier ist bei
der Beriicksichtigung insbesondere alterer Literatur die bereits erwahnte Veranderung der
Nomenklatur zu beachten, in der Embryologie insbesondere die Benennungen RALDH1 fir

ALHD1A1, RALDH2 fiir ALDH1A2 und RALDH3 fiir ALDH1AS.

1.7.2 Funktionelle Bedeutung von ALDH bei Krebs

Es erscheint aufgrund der aufgezeigten Parallelen (Abschnitt 1.6.7) nicht verwunderlich, dass
die bei der Entwicklung des Menschen in der Embryologie bedeutsame Rolle des ALDH auch bei
Krebs, der ebenfalls — in deregulierter Form — Wachstums- und Entwicklungsprozess ist, zum

Tragen kommt.

Regulation

Regulierend behalt ALDH wahrscheinlich in Krebszellen die aus der Embryologie bekannten durch
die Retinsaure vermittelten Funktionen bei. Aufgrund der Aktivierung einer Reihe von zelluldren
genetischen Programmen von Zelldifferenzierung, Apoptose und Regulierung von Zellwachstum
wirkt Retinsaure Mechanismen von Krebs wie dem unbegrenzten Replikationspotential und der

Apoptosevermeidung (Hallmarks) direkt entgegen (Lotan, 1980; Clifford u. a., 1996; Toma u. a.,
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Abbildung 1.11: ALDH1 wirkt ber die Steuerung des Metabolismus von Retinsaure (RA)
regulierend auf Proliferation, Differenzierung und Apoptose von Stammzellen und CSC ein
(Quelle: Tomita u. a., 2016).

1997; Abbildung 1.11). Die Therapie einer speziellen Form der Leukémie, der Promyelozytenleuk-
amie, konnte so durch die Gabe einer Form der Retinsaure revolutioniert werden, mit nunmehr
fast hundertprozentiger Heilungsrate (Tallman u. a., 1997; Lo-Coco u. a., 2013). Auch die Biolo-
gie von CSC des Mammakarzinoms wird durch ALDH reguliert, indem es den Metabolismus der
Retionide, insbesondere der Retinsaure beeinflusst. Retinsaure kann durch Bindung an nukleare
Rezeptoren der CSC zielgerichtete Genexpression aktivieren, die Verlust von Stammzellmarkern,
Differenzierung und Zellzyklusarrest bewirkt. Retinoide beeinflussen auch den Notch-Signalweg,
wodurch dieser Effekt verstarkt wird. Zusammen werden so Tumorwachstum und Ausbreitung
im Falle des Mammakarzinoms deutlich reduziert (Ginestier u. a., 2009; Rodriguez-Torres und
Allan, 2016). Auch fiir das KRK gibt es zunehmend Hinweise auf eine regulierende Funktion von

ALDH (Singh u. a., 2015).
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Chemoresistenz

Ganz unmittelbar betreiben die ALDH-Enzyme die Oxidation von Aldehyden, die im Korper
karzinogenes und anderweitig toxisches Potential besitzen (Lindahl, 1992). Auf &hnliche Weise
tragen sie auch zu Resistenzen gegen Chemotherapie bei. Insbesondere fiir die Therapie mit
dem verbreiteten Chemotherapeutikum Cyclophosphamid wurde gezeigt, dass ALDH dessen
Effektivitat deutlich reduziert (Hilton, 1984; Friedman u. a., 1992), wobei die Isoformen ALDH1A1
und ALDH3A1 eine wichtige Rolle spielen (Sladek, 1999). Dies wurde speziell fir ALDH1A1 auch
fir das KRK bestatigt. Dabei wird wie allgemein in der aktuellen Forschung davon ausgegangen,
dass vor allem die CSC resistent gegeniiber Chemotherapie sind (Dylla u. a., 2008; Abschnitt

1.6.5).

1.7.3 Krebsstammzellmarker

Die Vermutung liegt nahe, dass Mitglieder der ALDH-Familie als Marker fiir CSC dienen kon-
nen, da sie deren Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika vermitteln. Insbesondere ALDH1
wurde hier intensiv analysiert und in verschiedenen Geweben als Marker fiir CSC verifiziert.
ALDH1-Expression wurde zuerst in kleinen Subpopulationen neuronaler (Corti u. a., 2006) und
hamatopoetischer (Christ u. a., 2007) Tumorzellen gefunden, die als CSC-angereichert gedeutet
wurden. Auch in CSC der KRK wurde die Expression von ALDH1 in kleinen Subpopulationen
gefunden. Hier geniigte die Einpflanzung von 25 ALDH1-positiven Tumorzellen in immunokom-
promitierte Mause, um Tumorwachstum zu erzeugen (Huang u. a., 2009). Dies ist sehr effizient
gegeniiber beispielsweise 3000 fiir den Oberflichenmarker CD133-positiven KRK-Zellen, die
unter vergleichbaren Bedingungen zur Erzeugung von Tumoren benétigt wurden (Ricci-Vitiani

u. a., [2007).
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1.8 Uberpriifung von ALDH1A1 beziiglich Uberleben und
funktioneller Eigenschaften

In den vorangegangen Teilen dieser Arbeit wurde aufgezeigt, dass es zunehmend mehr am KRK
erkrankte Menschen gibt, und dass die Heilungschancen in groBen Teilen der Welt noch immer
schlecht sind. Dariiber hinaus wurde verdeutlicht, dass auf der molekularbiologischen Ebene
aktuell viele Mechanismen und Zusammenhange nur wenig verstanden sind, insbesondere das
vernetzte Zusammenspiel biologischer Elemente betreffend, das die Krebserkrankung ausmacht.
Hoffnung auf die Entschliisselung eines groBen Gesamtbilds bieten mutmaBlich langfristig die
netzwerkbasierten Ansatze der Systembiologie. Ein deutlich vernetzter Spieler im System des
Darmkrebs ist ALDH. Die vorliegende Arbeit hat es sich zur Aufgabe gemacht, Hinweise dafiir
zu finden, ob dieses Enzym prinzipiell eine Rolle im Gesamtsystem des KRK spielt, und ob das
Auftreten von ALDH mit dem Uberleben von Patienten zusammenhangt. Als aussichtsreicher
Vertreter der Familie der ALDH wurde ALDH1A1 zur naheren Untersuchung ausgewahlt. Die-
se Isoform zeigte sich gemaB der in den vorangegangenen Abschnitten diskutierten Literatur
als gleichermaBen bedeutsam fiir die Resistenz von CSC gegen Chemotherapeutika, fiir den
Retinsaure-Metabolismus einschlieBlich der damit zusammenhangenden Genregulationen sowie
als Krebsstammzellmarker. Damit erschien es wahrscheinlich, dass ALDH1A1 auch Karzinoge-
nese und Metastasierung beeinflusst. Dies sollte zunachst retrospektiv mittels eines Kollektivs
von Darmkrebspatienten untersucht werden. Dabei wurde (iberraschenderweise die erwartete
Korrelation zwischen der Expression von ALDH1A1 und dem Uberleben der Patienten im KRK
in einer ahnlich angelegten Studie kurz vor der Durchfiihrung meiner Uberlebensstudie nicht
gefunden (Lugli u.a., 2010). Uber diese Studie hinausgehend existierten zu diesem Zeitpunkt
keinerlei publizierte Ergebnisse zur Korrelation von ALDH1A1 mit Patientenlberleben oder zu

dessen funktioneller Bedeutung.
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Aufgrund der vorhandenen Daten sowie der hier bereits ausgefiihrten Uberlegungen zur
Bedeutung der ALDH erschien es mir wahrscheinlich, dass ein solcher Zusammenhang besteht.
Ich stellte daher die Hypothese auf, dass eine Korrelation des Auftretens von ALDH1A1 mit dem
Uberleben vorhanden ist, und dass dies durch sorgfaltige Auswahl des Ansatzes zur Evaluation
der Expressionsmuster von ALDH, kombiniert mit geeigneten MaBnahmen zur Fokussierung
des Ergebnisses, auch gezeigt werden kann. Ebenfalls hervorgehend aus den Voriiberlegungen
zur Bedeutung von ALDH1A1 in unterschiedlichen zellularen Bereichen ergab sich die weitere
Hypothese, dass ALDH1AL1 eine funktionelle Bedeutung im CRC zukommt.

Somit wurde zunichst ein Patientenkollektiv in einer Uberlebensstudie retrospektiv untersucht.
Die Untersuchungsergebnisse wurden 2012 verdffentlicht (Vogler u. a., 2012), sie werden im
Folgenden inhaltlich wiedergegeben. Erganzend zu dieser retrospektiven Untersuchung wurden
funktionelle Tests mit ALDH1A1 anhand von Zelllinien durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser

Untersuchung werden ebenfalls im weiteren Verlauf dieser Arbeit vorgestellt.



Kapitel 2

Material und Methoden

Im Folgenden werden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten Materialien und
Methoden aufgefiihrt sowie deren Einsatzgebiete und die jeweilige Form der Anwendung dargelegt
und detailliert beschrieben. Soweit Material und Methoden des Patientenkollektivs betroffen sind,
handelt es sich dabei zu groBen Teilen um eine inhaltliche Wiedergabe meiner entsprechenden

Publikation (Vogler u. a., 2012).

2.1 Patienten und Gewebeproben

Fir diese Arbeit wurden retrospektiv von

186 Patienten mit einem kolorektalen Tu- .
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mor bereits vorhandene in Formalin fixierte

und in Paraffin eingebettete (FFPE) Gewe- 3

beproben analysiert. Die Standardmethode

der FFPE dient der Haltbarmachung von Abbildung 2.1: Tissue Microarrays (TMA): Paraf-
finblock mit eingebetteten Proben (links), Schnitt

Gewebe und der Ermoglichung weiterer his- 5, Opbjekttrager (rechts) (Quelle: Johns Hopkins

tologischer Untersuchung. Hierbei wird zu- Tissue MicroArray Core Facility).
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erst das Gewebe durch Formaldehyd fixiert, wobei das Formaldehyd die Proteine im Gewebe
denaturiert und somit Lebensvorgange in den Zellen wie beispielsweise die postmortale Au-
tolyse verhindert. Hierauf folgend werden die Proben in Paraffin eingebettet, um sie in fir
die Mikroskopie ausreichend diinne Schnitte schneiden zu kénnen. Alle Patienten, von denen
Gewebeproben analysiert wurden, erhielten einen chirurgischen Eingriff in kurativer Absicht an der
Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen (LMU) im Zeitraum zwischen 1994 und 2004. Die als
Paraffin-Blocke vorliegenden Gewebeproben wurden aus den Archiven des Instituts fiir Pathologie
der LMU entnommen. Tissue Microarrays (TMA) wurden daraus mittels eines Beecher MTA-1
Instruments (Beecher Instruments Inc., Sun Prairie, WI, USA) unter Einsatz einer 1,0 mm Stanze
hergestellt. TMA eignen sich insbesondere zur parallelisierten Verarbeitung vieler Gewebeproben,
da durch dieses Verfahren in einen Paraffinblock zahlreiche Gewebeproben in Form von diinnen
Séulen gemeinsam eingebettet werden kénnen (Abbildung 2.1). Vom Tumorzentrum Miinchen
wurden die Daten zum weiteren Verlauf der Krankengeschichte der Patienten akquiriert. In
die Untersuchung einbezogen wurden nur moderat differenzierte kolorektale Adenokarzinome
(G2 gemaB World Health Organization, WHO) im Tumorstadium 3 (T3), ohne Lymphknoten-
(NO) oder Fernmetastasen (MO) zum Zeitpunkt der Diagnose (siehe hierzu auch Abschnitt 1.4).
Im Verlauf der Beobachtungszeit starben 29 Patienten (15,6 %) aufgrund des diagnostizierten
kolorektalen Tumors (Tabelle 3.1). Die Auswertung der angefarbten Schnitte erfolgte in zufalliger
Reihenfolge und beziiglich des klinischen Verlaufs verblindet. Die Untersuchung befand sich im

Einklang mit den Richtlinien des zustandigen lokalen Ethikkomitees.

2.2 Zellkultur

Die humanen kolorektalen Tumorzelllinien HT-29, CACO-2, DLD-1, RKO, HCT-116, LOVO,
SW-480, COLO-320 und LS-174T wurden iiber DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen, Braunschweig, Deutschland) oder ATCC (American Type Culture
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Collection, Vertrieb LGC Standards GmbH, Wesel, Deutschland) bezogen. Die korrekte Identitat
der Zelllinien wurde mittels DNA-Typisierung sichergestellt. Die Tumorzelllinien wurden in
Dulbecco’'s Modified Eagle’s Medium/Ham's Nutrient Mixture F12 1:1 (DMEM/Ham F-12;
Biochrom AG, Katalognummer: FG4815) kultiviert, lediglich fir die Zelllinie COLO-320 wurde
gemaB Standard Roswell Park Memorial Institute medium 1640 (RPMI 1640 Medium; Biochrom
AG, Katalognummer: FG1215) eingesetzt. Beide Zellkulturmedien wurden mit je 10 % (v/v)
Fetal Bovine Serum (FBS; Biochrom (Merck), Berlin/Darmstadt, Deutschland) erganzt. Es
wurden keine Antibiotika eingesetzt. Die Kulturmedien wurden im Abstand von drei bis finf
Tagen erneuert. Die Tumorzelllinien wurden bei einer Konfluenz von 80-90 % mit Hilfe von

Trypsin/EDTA Lésung (Biochrom AG, Katalognummer: L2148) iibertragen.

2.3 Immunohistochemie

Die immunhistochemische Farbung wurde an 5 um Schnitten von FFPE Proben kolorektaler
Adenokarzinome routinemaBig durchgefiihrt (siehe hierzu Horst u. a., 2008; Wassermann u. a.,
2009). Fir Vergleichsstudien der Expressionsmuster von ALDH1A1 und B-Catenin wurden aufein-
anderfolgende Schnitte verwendet. Als primare Antikorper wurden monoklonale Mausantikorper
spezifisch fiir ALDH1A1 (clone 44, 1:400; BD Pharmingen, San Diego, CA, USA) sowie B-Catenin
(clone 14, ready to use; Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) eingesetzt. In der Farbung
wurde fir ALDH1A1 nur die Immunreaktion des Zytoplasmas bewertet, fiir B-Catenin wurden
nukledre, zytoplasmatische und Membranfarbung getrennt betrachtet. Die Farbung wurde au-
tomatisiert durchgefiihrt mit Hilfe eines Ventana BenchMark XT Farbeautomaten (Ventana
Medical Systems, Tucson, AZ, USA). Hierbei wurden XT UltraView diaminobenzidine Kits
(Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, USA) eingesetzt. AbschlieBend wurden alle Schnitte mit

Hematoxylin gegengefarbt (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Um unspezifische Bin-
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dungen zu registrieren, wurden isotypische Kontrollantikorper eingesetzt, die die Arbeitsschritte

parallel durchliefen.

2.4 Western Blot

Es wurden Proteinlysate von fast konfluenten (gerade noch nicht vollstindig zusammenge-
wachsenen) Zelllinien der Typen COLO-320 und DLD-1 eingesetzt. Als Positivkontrolle wurden
Zelllysate von Hep G2 (Santa Cruz Biotechnology, St. Cruz, CA, USA) eingesetzt. In jeder Bahn
des verwendeten 10 % (w/v) SDS denaturierenden nicht kontinuierlichen Polyacrylamidgels
wurden Volumina des Proteinlysats eingesetzt, die 45 ug Protein enthielten. Als Primarantikor-
per wurden monoklonale Mausantikorper mit Spezifitat fir ALDH1AL (clone 44, 1:1000, BD
Pharmingen, San Diego, CA, USA) und B-Actin (clone AC-15, 1:1000; Sigma St. Louis, MO,
USA) verwendet. Als Sekundarantikérper wurden Meerrettich-Peroxidase gekoppelte Hasenanti-
kérper mit anti-Maus IgG (H+L) eingesetzt (clone 31452, 1:10,000; Thermo Fisher, Waltham,
MA, USA). Zur Darstellung wurden enhanced chemoluminescence kits (Immobilon Western
Chemiluminescent HRP Substrate; Millipore, Billerica, MA, USA) gemaB den Anweisungen des

Herstellers eingesetzt.

2.5 Aldefluor und DEAB

Die ALDH-Aktivitat der eingesetzten Zelllinien wurde mit Hilfe des Aldefluor-Assays (Stemmcell
Technologies, Kéln, Deutschland) in standardisierter Weise (Storms u. a., 1999; J. S. Moreb u. a.,
2007) ermittelt. Hiermit konnte zugleich die Wirksamkeit des Inhibitors 4-Diethylaminobenzaldehyd
(DEAB) zur Unterdriickung der ALDH-Aktivitat bei den eingesetzten Zelllinien demonstriert
werden. Es wurde gemaB Protokoll des Herstellers vorgegangen, wobei die eingesetzte Zellzahl

pro Test fiir die verwendeten CSC Zelllinien im Vorversuch auf 2 x 10° optimiert wurde. Dabei
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erfolgte jeweils eine Messung mit einer Probe der vorbereiteten Zellen ohne Zusatz von DEAB
und eine zweite Messung mit einer Probe der vorbereiteten Zellen unter Zugabe von DEAB. Da
DEAB in Ethanol gelost wird, wurde den Zellen, die nicht mit DEAB behandelt wurden, in der

Kultur die entsprechende Menge an Ethanol ohne DEAB zugegeben.

2.6 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische Messungen erfolgten mit Hilfe eines Accuri C6 Durchflusszytometers
(BD, Accuri Cytometers, Ann Arbor, MI, USA) gemaB des Hersteller-Protokolls. Zur Auswertung
wurde die zum eingesetzten Gerat gehérende CFlow Plus Software in der Version 1.0.227.3

verwendet.

2.7 Zellproliferation

Die Geschwindigkeit der Vermehrung von Zellen aus den verwendeten Zelllinien wurde durch
Zahlung 24 Stunden nach Beginn des Experiments ermittelt. Dies wurde mittels Durchflusszy-
tometrie durchgefiihrt. Zum Ausschluss von toten Zellen und Zellresten wurden die Zellen in
Kultur zuvor mittels Propidiumiodid, 1 pg/ml (Pl; Merck, Darmstadt, Deutschland) gefarbt.
Um eventuelle Ungenauigkeiten des Zahlverfahrens (in erster Linie die nicht véllig konstante
Durchflussquote des verwendeten Durchflusszytometers) zu kompensieren, wurde den Proben
vor der Durchflusszytometrie jeweils zu gleichen Anteilen gefarbte Zellen der selben Zelllinie
zugefiigt. Diese Farbung erfolgte mittels Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester (CFSE; Merck,
Darmstadt, Deutschland), das im verwendeten Durchflusszytometer gemeinsam mit Pl gemessen
werden konnte. Die ermittelte Zahl der ungefarbten Zellen wurde jeweils um den Faktor der
Zahlergebnisse der in der gleichen Probe gemessenen CFSE-gefarbten Zellen korrigiert. Diese

Ermittlung der Vermehrungsgeschwindigkeit wurde jeweils in Triplikaten vorgenommen.
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2.8 Migration

Zur Analyse der Migration wurden die beiden Verfahren des Wundheilungsassay mit Hilfe von

IBIDI-Kammern sowie des Transwell Assay eingesetzt.

2.8.1 Wundheilungsassay zur Migration

Die Migration wurde zunachst mittels Wundheilungs-Assays getestet. Dabei wurden mit Hilfe
einer Barriere zwei zueinander in definiertem Abstand befindliche Zell-Monolayer in der Zellkul-
tur erzeugt. Zu diesem Zweck wurden Kultur-Inserts (ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland)
gemaB standardisierter Prozedur (Liang u.a., 2007; Horst u. a., 2009b) verwendet, beide Kam-
mern wurden mit je 70 pl Kulturmedium mit 5 x 10° Zellen/ml befiillt. Nach Anhaften der
Zellen wurden nach 24 Stunden die Inserts entfernt und die Platten mit Zellkulturmedium
(Abschnitt 2.2) aufgefiillt. Die Verkleinerung der verbleibenden Liicken wurde mittels Fotodoku-
mentation festgehalten. Die quantitative Auswertung dieser Wundflachen wurde mit Hilfe der
Bildbearbeitungs-Software Photoshop CS6 (Adobe Systems Software Ireland Limited, Dublin,
Irland) durchgefiihrt. Hierbei wurden mittels des Zauberstab-Werkzeugs (Toleranz: 6) die Wund-
flachen ausgewahlt und die Wundrander nachfolgend durch Kantenglattung (Einstellung 64)
begradigt, was auch verbliebene kleine im ersten Arbeitsschritt nicht mit ausgewahlte Bereiche
innerhalb der Wundflache erfasste (Abbildung 2.2). Die resultierende Flache wurde mittels der
Pixelberechnung des Histogrammwerkzeugs ermittelt (hierbei ist darauf zu achten, dass das
Histogramm jeweils auf dem aktuellen Bild basieren muss, wozu es gegebenenfalls vor dem
Auslesen im Programm zu aktualisieren ist). Es wurde jeweils die bereits wieder zugewachsene
Flache bewertet, die sich aus der Differenz der Wundflache zu Beginn des Experiments und der
wie beschrieben ermittelten aktuellen Wundflache ergibt. Fiir die LOVO-Zelllinie wurde aufgrund

zahlreicher im Wundbereich befindlicher und das Ergebnis damit verfalschender Einzelzellen als
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zweites Verfahren ebenfalls die Ermittlung der durchschnittlichen Abstidnde der wie beschrieben

festgelegten Wundrander durchgefiihrt. Im Versuch wurden jeweils Triplikate ausgewertet.

Abbildung 2.2: Uberpriifung der Migration mittels Wundheilungs-Assays, die abfotografierten Zell-
verbande (links) werden mit der Bildbearbeitungs-Software Photoshop standardisiert vermessen

(rechts).

2.8.2 Transwell Migration Assay

Als zweites Werkzeug zur Einschatzung der
Migration in vitro wurde wie vorbeschrie-
ben (Fang u.a., 2007; Hulkower und Her-
ber, 2011) ein Transwell Assay eingesetzt
(ThinCert™, Greiner Bio-One GmbH, Fricken-
hausen, Deutschland). Es wurden jeweils 5 x
10* Zellen in 250 pl Medium ohne FBS in den
Transwell Inserts (Abbildung 2.3) platziert. In
die GefaBe, in welche die Transwell Inserts ein-
gesetzt wurden, wurde jeweils 500 ul Medium
mit FBS als Chemoattraktant gefiillt. Nach
Ablauf der in Vorversuchen auf 96 Stunden

festgelegten Migrationszeit wurden die Zellen

Abbildung 2.3: Transwell Inserts sind kleine Ge-
faBe, die mit Zellen in Kultur befillt wurden und
die in eine 24-Well-Platte eingesetzt wurden. Zur
Auswertung des Versuchs wurden die Inserts wie-
der herausgenommen und die an der AuBenseite
befindlichen Zellen beurteilt.

jeweils zehn Minuten lang mit Methanol fixiert und mit Kristallviolett gefarbt. Die gefarbten



2.9 Transwell Invasion Assay 33

Transwell Inserts wurden auf einem Lichttisch fotografiert (Abbildung 3.12). Die Auswertung
erfolgte in Triplikaten, wobei mit der Software Photoshop CS6 mittels des Zauberstab-Werkzeugs
jeweils pixelgenau die Menge der migrierten Zellen pro definierter Flache vermessen wurde. Hierzu
wurde zunachst fiir jede Probe ein Kreis mit definiertem Radius (in diesem Fall 440 Pixel) freige-
stellt. Sodann wurde mittels des Zauberstab-Werkzeugs bei einer Toleranzeinstellung von 32 die
nicht-weiBe Flache selektiert und wie oben beschrieben mit Hilfe des Histogramm-Werkzeugs

die Zahl der Pixel ausgezahlt.

2.9 Transwell Invasion Assay

Die Invasivitat der Zelllinien wurde ebenfalls im Transwell Assay untersucht. Hierzu wurde wie
vorbeschrieben eine diinne Matrigel-Schicht (BD Matrigel™ Basement Membrane Matrix, BD
Biosciences, Bedford, MA, USA) auf die verwendeten Inserts aufgetragen (Fang u.a., 2007;
Hulkower und Herber, 2011). Der weitere Versuchsablauf war identisch zur Transwell Migration
(Abschnitt 2.8.2). Die Zeit bis zur Auswertung wurde auf Grundlage der Auswertung von
Vorversuchen auf sieben Tage festgelegt. Aufgrund einer in den Vorversuchen festgestellten
gewissen Variabilitdt der Dicke der erzeugten Matrigel-Schicht zum Rand der Inserts hin wurde
die zur Vermessung der Zellen festgelegte kreisformige Flache in der Bildbearbeitung mit etwas
Abstand zum Rand der GefaBe und damit kleiner als die verfiigbare Gesamtflache gewahlt (in
diesem Fall 128 Pixel). Die Beurteilung fand ebenfalls an Hand von Triplikaten und ansonsten

wie fiir den Migration Assay beschrieben statt.

2.10 Strukturierte Literaturauswertung

Die Literaturrecherche zum in dieser Arbeit zentralen Thema ALDH beim KRK erfolgte tber

die textbasierte Meta-Datenbank PubMed (http://pubmed.org). Zunachst wurde mittels der
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folgenden Zeichenkette, die fiir das Feld von ALDH und KRK zentral bedeutsame Suchworte

kombiniert, eine regulare Suche durchgefiihrt:

(ALDH[A1l Fields] OR "aldehyde dehydrogenase"[All Fields] OR
"ALDH1"[All Fields] OR ALDH1A1[All Fields] OR RALDH[All
Fields]) AND (CRC[All Fields] OR ("colon"[All Fields]) OR
colorectal [All Fields] OR rectum OR (("beta"[All Fields] AND
"catenin"[All Fields]) OR "beta catenin"[All Fields]) OR

wnt [All Fields])

Diese Suche fiihrte zum Stichtag 30.04.2016 zu 322 Treffern. Die gefundenen Dokumente
wurden auf ihre Relevanz fiir die behandelten Themengebiete untersucht, relevante Dokumente
wurden in die Datenauswertung der Arbeit einbezogen. Weiterhin wurden Quellenangaben dieser
Dokumente auf nicht direkt aufgefundene relevante Quellen durchsucht und diese ebenfalls
mit einbezogen. Flankierende Bereiche der Literatur wurden jeweils in einer angepassten Suche
ebenfalls (iber PubMed recherchiert, so beispielsweise die Bedeutung von ALDH in Bereichen

jenseits des KRK und der aktuelle Stand der Systembiologie.

2.11 Statistische Analyse

Die Uberlebensraten wurden mittels Kaplan-Meier-Schatzer abgeschatzt. Die Signifikanz wurde
durch Berechnung des Log-Rank Tests ermittelt. Kreuztabellierungen wurden mittels y2-Test
errechnet. Die multivariate Analyse wurde basierend auf dem Cox Regressionsmodell durchge-
fuhrt. Das Signifikanzniveau fiir alle Tests wurde auf oo = 5 % in zweiseitiger Weise festge-
setzt. Die statistischen Berechnungen wurden mittels der freien Software R (version 2.11.1,

http://www.r-project.org) durchgefiihrt.



Kapitel 3

Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Um die Bedeutung von ALDH1A1 als Marker fiir das Uberleben von Patienten mit kolorektalem
Karzinom zu untersuchen, wurde ein geeignetes Patientenkollektiv entsprechend histologisch

untersucht und ausgewertet.

3.1.1 ALDH1A1l Expression kann spezifisch mittels Immunhistoche-

mie nachgewiesen werden

Zunachst wurde auf der Grundlage der veroffentlichten Literatur ein geeigneter fiir ALDH1A1
spezifischer Antikorper gesucht. Aufgrund seiner Verwendung in mehreren fiir die gegebene
Problemstellung wesentlichen Verdffentlichungen (Huang u. a., 2009; S. Deng u. a., 2010) wurde
der ALDH1A1-Antikorper Clone 44 (BD Biosciences) ausgewahlt. Hierbei ist zu beachten, dass der
Antikérper seitens BD als spezifisch fir ALDH1 angegeben wird, nicht fir ALDH1AL (,,Purified
Mouse Anti-ALDH", 0.D.). Damit ist allerdings, wie aus dem Zusammenhang, genauer der
Erwahnung von ALDH1, ALDH2, ALDH4 und ALDH10 in der Beschreibung des Antikorpers, zu

entnehmen ist, die alte Benennung nach Trivialnamen gemeint. Diese entspricht dem ALDH1A1
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Abbildung 3.1: Die Spezifitat des ALDH1A1-Antikorpers wurde im Western Blot lberpriift. Die
COLO-320 Zelllinie erweist sich dabei als ALDH1A1-positiv, DLD-1 als ALDH1A1-negativ.

der aktuellen Nomenklatur (Abschnitt 1.7). Mittels Western Blot wurde getestet, ob der gewahlte
Antikorper tatsachlich spezifisch an ALDH1A1 bindet. Zum Test wurden Zelllinien mit Expression
von ALDH1A1 (COLO-320) sowie Zelllinien, die kein ALDH1A1 exprimieren (DLD-1) (S. Deng
u.a., 2010) und kommerziell vertriebene Positivkontrollen (Hep G2) ausgewahlt. Fir COLO-320
und DLD-1 wurden aus kultivierten Zelllinien Proteinlysate hergestellt, fir Hep G2 wurde ein
kommerziell erhaltliches Proteinlysat verwendet. Im Western Blot waren wie erwartet eine
einzelne positive Bande fiir COLO-320 und Hep G2 sowie keine Bande fiir DLD-1 sichtbar,
wobei die Banden bei einem Molekulargewicht von 55 kDa lagen, dem Molekulargewicht des
Proteins ALDH1A1 (Abbildung 3.1). Fiir alle eingesetzten Proteinlysate trat in der gleichzeitigen
Testung auf B-Aktin jeweils eine eindeutige Bande in der zu erwartenden Hohe auf, womit die
Korrektheit auch des negativen Ergebnisses sichergestellt war. Es konnte somit gezeigt werden,
dass der ALDH1A1-Antikorper Clone 44 im Western Blot spezifisch und ohne Kreuzreaktionen

mit anderen Proteinen an ALDH1A1 bindet.
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3.1.2 Auch fiir FFPE-Material ist der immunhistochemische Nachweis

von ALDH1A1-Expression moglich

Um die Anwendbarkeit des Antikorpers fiir die Immunhistochemie zu Gberpriifen, wurde im
nachsten Schritt getestet, ob damit ebenfalls bei FFPE-Material eine spezifische Bindung an
ALDH1AL erfolgt. Hierzu wurden Zellen der bereits im ersten Schritt verwendeten Zelllinien
COLO-320 und DLD-1 mit Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Es wurden verschiedene
Antikorper-Konzentrationen getestet, wodurch die optimale Konzentration ermittelt werden
konnte (Abbildung 3.2). Unter diesen Bedingungen féarbt der eingesetzte ALDH1A1-Antikorper
spezifisch COLO-320 Zellen, nicht jedoch DLD-1. Zusammenfassend konnte somit eine Methode
etabliert werden, spezifisch ALDH1A1 in FFPE-Zelllinien anzufarben. Damit war die immunohi-

stochemische Farbung menschlicher Gewebe mit der spezifischen Detektion der Expression von

ALDH1A1 ermoglicht.
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Abbildung 3.2: FFPE-Zellen der ALDH1A1-positiv getesteten COLO-320-Zelllinie zeigten sich
unter den festgelegten Bedingungen gefarbt, FFPE-Zellen der ALDH1A1-negativ getesteten
DLD-1-Zelllinie dagegen nicht. Somit gelang der immunhistochemische Nachweis von ALDH1A1-
Expression auch in FFPE-Material.
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3.1.3 ALDH1A1 wird innerhalb eines kolorektalen Tumors individuell

exprimiert

Abbildung 3.3: ALDH1A1 Expressionsmuster in normaler humaner kolorektaler Mukosa, die
ALDH1A1-positiven Zellen sind verteilt und vereinzelt (Pfeile).

AnschlieBend wurde ermittelt, ob die Expression von ALDH1A1 im Gewebe kolorektaler
Tumoren einem Muster folgt. Hierfiir wurden elf zufallig ausgewahlte Praparate kolorektaler
Tumoren immunohistochemisch mit dem ALDH1A1-Antikérper gefarbt. In der Ubersicht zeigte
sich normales Gewebe dabei konsistent gleichmaBig schwach bis gar nicht gefarbt, mit in gleich-
maBiger Verteilung eingelagerten einzelnen stark gefarbten Zellen (Abbildung 3.3). Die Expression
von ALDH1A1 im Tumorgewebe erwies sich als entweder homogen (Abbildung 3.4A,B) oder
groBflachig wenig heterogen (Abbildung 3.4C,D). In einigen wenigen Fallen konnte zudem eine
aus unbekannten Griinden sehr intensive gleichmaBige Farbung tiber das gesamte Tumorgewebe
hinweg festgestellt werden (Abbildung 3.4B). Aufgrund der gegebenen Homogenitat der Proben
erwies sich fiir die weitere Untersuchung die Wahl eines Verfahrens mit wesentlich reduzierter
beurteilbarer Tumorflache als moglich. Um dabei die korrekte Identifikation auch der groBflachig
leicht heterogenen Proben sicherzustellen, wurden fiir das daraufhin gewahlte Verfahren der

TMA jeweils sechs Stanzen aus jedem untersuchten Tumor beurteilt.
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Abbildung 3.4: ALDH1A1-Expressionsmuster in humanen kolorektalen Tumoren. (A, B) zeigen
ein homogenes Expressionsmuster, (C, D) ein geordnet heterogenes Expressionsmuster. Alle
Aufnahmen zeigen TMA, 100x VergroBerung.

3.1.4 Identifikation von ALDH1A1-Expressionsmustern in kolorektalen

Tumoren

Wie bereits eingangs diskutiert, erschien es fiir die Bedingungen des KRK angemessen, die
Einordnung von Tumoren gemaB Expressionsmustern vorzunehmen (Abschnitt 1.6.4). Um eine
eindeutige Unterscheidung verschiedener Untergruppen von kolorektalen Tumoren vornehmen zu
konnen, wurde daher nachfolgend untersucht, ob die Expression von ALDH1A1 in gesundem
Gewebe sowie im Tumor unterschiedlichen Mustern folgt. Normales kolorektales Gewebe zeigte
unter starkerer VergroBerung bei allgemein gleichmaBiger schwacher oder nicht vorhandener
Farbung regelmaBig verteilt einzelne starker gefarbte Zellen (Abbildung 3.3A,B). Bei den Proben
des Tumorgewebes konnten vier Typen unterschieden werden. Einerseits wurden homogen
iberhaupt nicht vorhandene Expression (Abbildung 3.5A) und gleichmaBig tber den ganzen

Tumor vorhandene Expression (Abbildung 3.5D) identifiziert. Andererseits fanden sich ein der
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Abbildung 3.5: Detailaufnahmen von ALDH1A1-Expressionsmustern in menschlichen kolorektalen
Tumoren. Hierbei wurde entweder (A) keine ALDH1A1-Farbung, (B) verteilte und seltene Farbung,
vergleichbar mit normaler kolorektaler Mukosa, (C) irregulare, abweichende Farbungsmuster
oder (D) gleichmaBige Verteilung von ALDH1A1 unterschiedlicher Intensitat gefunden. Alle
Aufnahmen zeigen TMA, 400x VergroBerung.

bereits beschriebenen normalen kolorektalen Mukosa ahnliches Muster (Abbildung 3.5B) und

heterogene Muster mit jeweils mehreren beieinander liegenden gefarbten Zellen (Abbildung 3.5C).

Diese Muster wurden (ibereinstimmend in den Einzel-Schnitten wie auch in den TMA-Schnitten
identifiziert. Damit konnte gezeigt werden, dass die Expression von ALDH1A1 in kolorektalen

Tumoren tatsachlich nach klaren Typen von Mustern eingeteilt werden kann.
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3.1.5 Es besteht eine Korrelation zwischen der Expression von ALDH1A1

und B-Catenin in menschlichen kolorektalen Tumoren.

Wie unsere Arbeitsgruppe bereits in friiheren Arbeiten gezeigt hatte, kann die Einfiihrung
von B-Catenin in die Analyse als zusatzlicher Marker dazu beitragen, die Expressionsprofile
untersuchter Gene zu scharfen und besser zu verstehen, da nukleéres -Catenin das Kompartiment
der Tumor-Stammzellen markiert. Dadurch konnten die Farbemuster von CD44, CD133 und
CD166 sinnvoll interpretiert werden (Horst u. a., 2008; Horst u. a., 2009a; Horst u. a., 2009b).
Um dies auch fiir ALDH1AL1 zu erreichen, untersuchte ich fiir nebeneinanderliegende Schnitte
der elf zuvor ausgewahlten Praparate jeweils die Expression von ALDH1A1 und B-Catenin.
Dabei waren nun zwei Gruppen von Expression unterscheidbar. Eine Gruppe, im Folgenden als
ALDH1A1 Gruppe eins bezeichnet, glich in der ALDH1A1 Expression der normalen Mucosa
(Abbildung 3.6A) oder zeigte klare Bereiche gleichmaBiger Expression (Abbildung 3.6C) und
gleichzeitig keine nukledre Expression von B-Catenin (Abbildung 3.6B, D). Im Gegensatz hierzu
zeigten die Tumore der ALDH1A1 Gruppe zwei unterschiedliche Expressionsmuster mit Inseln
unscharf abgegrenzter nebeneinanderliegender ALDH1AL exprimierender Zellen bei gleichzeitiger
Expression von nuklearem B-Catenin. Die Definition und Einteilung dieser Gruppen mit Hilfe des
nuklearen B-Catenin erwies sich als konsistent (ber die untersuchten Praparate. Die Intensitat
der Farbung war damit nicht Teil des Scores. Tumoren, die sowohl Farbungsmuster der Gruppe
eins wie auch der Gruppe zwei aufwiesen, wurden der Gruppe zwei zugeordnet, da auch sie
entsprechend anteilig eine nukledre Expression von B-Catenin aufwiesen. Gleichzeitig zeigten
diese Falle, dass zwischen beiden Gruppen ein Kontinuum, aber weniger eine klare Abgrenzung

herrscht.
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Abbildung 3.6: Die kombinierte Auswertung der Expressionsmuster von ALDH1A1 und B-Catenin
fihrte zur Einteilung in zwei Gruppen. Einerseits (A) Félle von vereinzeltem und verteiltem
Auftreten von ALDH1A1 vergleichbar normaler Mukosa oder (C) mit homogener ALDH1A1-
Farbung. Fir diese Muster wurde (B, D) keine korrespondierende nukledre Farbung mit B-Catenin
beobachtet, sie wurden zusammen als ALDH1A1 Gruppe eins ausgewertet. Andererseits (E)
Falle, bei denen abweichende Muster der Expression von ALDH1A1 auftraten, bei denen auch
(F) die nukledre Expression von B-Catenin beobachtet wurde. Diese Félle wurden als ALDH1A1
Gruppe zwei gewertet. Alle Aufnahmen zeigen TMA, 400x VergroBerung.
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3.1.6 Die ALDH1A1-Expressionsmuster korrelierten mit dem Uberle-

ben von Patienten mit kolorektalem Karzinom

Unter Anwendung der fiir die beiden Gruppen der Farbungsmuster etablierten Kriterien konnten
von den 186 Patienten des Kollektivs 60 Patienten (32 %) der ALDH1A1 Gruppe eins zugeordnet
werden. Die iibrigen 126 Patienten (68 %) wurden Gruppe zwei zugeordnet. Eine mdgliche
Korrelation der Expressionsmuster von ALDH1A1 mit dem Uberleben der Patienten wurde
mittels Kaplan-Meier-Schatzer (iberpriift, wobei die Signifikanz mit Hilfe des Log-Rank Tests
getestet wurde. Dabei erwies sich die Zugehorigkeit der Patienten zur ALDH1AL Gruppe zwei
gegeniiber Gruppe eins als signifikant negativer beziiglich des Gesamtiiberlebens (p = 0.01;

Tabelle 3.1; Abbildung 3.7).

Kollektivdaten y2-Test Uberlebens
Analyse
multivariat
total ALDH1A1  ALDH1A1 relatives
Variable N=186 Gruppe Gruppe Uberleben p-Wert Risiko
eins zwei (95% CI)
Gruppe 60 57 (95 %) 1
eins
ALDH1A1 G 0,01 T
ruppe )
zwei 126 100 (79 %) (1,28-14,05)
Mannlich 96 32 64 82 (85 %) 1,01
Geschlecht 0,87 (0,49-2,10)
Weiblich 90 28 62 75 (83 %) 1
<74 87 31 56 73 (84 %) 128
Alter = 0.44 (0,62-2,65)
(Jahre) ’ E—
>74 99 29 70 84 (85 %) 1

Tabelle 3.1: Immunohistochemische und klinikopathologische Daten der Patienten sowie univariate
(x?) und multivariate (Cox Regression) Statistik zum Patienten-Uberleben (Cl: Konfidenzinter-
vall).

Im multivariaten Cox-Regressionsmodell erwies sich die Auspragung des ALDH1A1-Expressionsmusters
als ein unabhangiges relatives Risiko von 4,25 (95 % Konfidenzintervall: 1,28-14,05; p = 0,018).

Das Gesamtsystem korrelierte in diesem Kollektiv erwartungsgemaB weder im x2-Modell noch
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Abbildung 3.7: Die Expression von ALDH1A1 korrelierte fiir Patienten mit kolorektalem Tumor
mit dem Uberleben. Die Korrelation der beiden Untergruppen ALDH1A1 Gruppe eins (obere,
blaue Linie) und ALDH1A1 Gruppe zwei mit dem Uberleben wurde mittels Kaplan-Meier-Schatzer
untersucht. Es wurde eine sehr signifikante Korrelation (p = 0.01) zwischen ALDH1A1 Gruppe
eins und langerem Uberleben ermittelt.

in der multivariaten Cox-Analyse signifikant mit Alter (xz: p = 0,44; Cox: p = 0,510) oder
Geschlecht (x?: p = 0,87; Cox: p = 0,980). Damit erwies sich das ALDH1A1-Expressionsmuster

im uni- wie multivariaten statistischen Test als signifikant mit dem Uberleben der Patienten

assoziiert.
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3.2 Funktionelle Untersuchungen

Da sich ALDH1A1 in der Untersuchung des Patientenkollektivs als offensichtlich mit dem
Uberleben von Patienten mit kolorektalem Karzinom assoziiert erwiesen hatte, wurde anhand
geeigneter Zelllinien in einem nachsten Schritt ein moglicher funktioneller Zusammenhang

untersucht.

3.2.1 Auswahl geeigneter Zelllinien

Mittels Western Blot wurden in Erganzung der im Rahmen der Antikorper-Testung vorgenomme-
nen Untersuchungen (Abschnitt 3.1.1) eine Reihe von Darmkrebs-Zelllinien auf die Expression
von ALDH1AL1 getestet. Hierflir wurde der bereits etablierte fiir ALDH1A1 spezifische Antikorper
Clone 44 verwendet. Es wurden die Zelllinien HT-29, CACO-2, DLD-1, RKO, HCT-116, LOVO,
SW-480, COLO-320 und LS-174T in den Test eingeschlossen. Dabei zeigte sich jeweils ausschlieB-
lich eine einzelne positive Bande bei dem fiir ALDH1A1 zu erwartenden Molekulargewicht von 55
kDa fiir die Zelllinien HT-29, CACO-2, COLO-320 und LS-174T (Abbildung 3.8). Diese Zelllinien
exprimieren demzufolge ALDH1A1 in einer Quantitat oberhalb der Schwelle der Sensitivitat des
eingesetzten Verfahrens. Dies traf nicht zu fiir die Zelllinien DLD-1, RKO, HCT-116, LOVO,
SW-480 (Abbildung 3.8), hier zeigte sich keine Bande, sie erwiesen sich damit als negativ fir
das Vorhandensein von ALDH1A1.
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Abbildung 3.8: Die ALDH1A1-Aktivitat zahlreicher Zelllinien wurde mittels Western Blot unter-
sucht. Beim fir ALDH1A1 erwarteten Molekulargewicht von 55kDa zeigten sich Banden fiir die
Zelllinien HT-29, CACO-2, LS-174T und COLO-320.
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Aus den getesteten Zelllinien wurden moglichst heterogene Vertreter zur weiteren Untersu-
chung ausgewahlt. Diese Auswahl erfolgte in der Absicht, ein breites Spektrum von Darmkrebs-
Zelllinien abzudecken und so eine méglichst groBe Bandbreite der Zustande in tatsachlichen Tu-
moren abzubilden. Unter den ALDH1A1 positiven Zelllinien wurden somit HT-29 und COLO-320
ausgewahlt, unter den ALDH1A1 negativen Zelllinien wurde LOVO gewahlt. Dabei verhielten
sich HT-29 und LOVO in ausgepragter Weise adharent und epithelial wohingegen die Zellen von
COLO-320 in Einschicht-Kultur nicht adharent waren und eher mesenchymale Eigenschaften zeig-
ten und nur lose Zellverbande bildeten (unveréffentlichte Daten; Hahn u. a., 2013). Es verwundert
somit nicht, dass die gewahlten Zelllinien sich gemaB Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen
ebenfalls auf genetischer und epigenetischer Ebene deutlich unterscheiden ((Knutsen u. a., 2010;

Ahmed u. a., 2013); siehe hierzu auch Abschnitt |4.5.1).

3.2.2 Unterdriickung von ALDH-Aktivitat mittels DEAB

Als bewahrter Inhibitor fir ALDH1A1 wurde DEAB gewahlt, das als spezifisch fiir die Isoform
ALDH1A1 galt (Russo, 1997; aktuelle Daten widersprechen dieser Annahme, siehe Abschnitt
4.4.1). Um die tatsichliche funktionelle Unterdriickung der ALDH1AL-Enzym-Aktivitat in
mit DEAB behandelten kolorektalen Tumorzelllinien zu bestatigen, wurde ein Aldeflour Assay
herangezogen. Dieser Assay galt als eine Moglichkeit, um spezifisch und quantitativ die Expression
von ALDH1AL in Zellverbanden zu messen (Storms u. a., 1999; J. S. Moreb u. a., 2007). Das
Aldefluor-Reagenz ist dabei als Substrat von ALDH1A1 beschrieben. Es wurde in jiingeren Studien
wiederholt erfolgreich zur Erkennung von Krebsstammzellen eingesetzt (Ginestier u. a., 2007;
Huang u. a., 2009; Jiang u.a., 2009). Fir die im Western Blot als ALDH1A1-positiv bestatigte
Zelllinie CACO-2 wurde mittels des Aldefluor-Assays die vermutete ALDH1A1-Enzymaktivitat
gemessen. Diese Messung wurde mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt, wobei Zellen mit
Aktivitat des Enzyms nach Behandlung mit dem Aldefluor-Reagenz mit groBerer Intensitat

fluoreszieren als Zellen ohne entsprechende Aktivitat. Fiir nicht mit DEAB behandelte Zellen
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bestatigte sich die Enzymaktivitat dieser Zelllinie als teilweise positiv, die Zellen, denen zuvor
in der Zellkultur DEAB zugesetzt wurde, zeigten sich entsprechend negativ (Abbildung 3.9).
Aktuelle Studien zu Aldefluor und DEAB legen nun allerdings nahe, dass diese beiden Substanzen
weit weniger spezifisch sind als bisher vermutet, und dass DEAB die Enzymaktivitat nicht nur
von ALDH1AL1 sondern von zahlreichen Isoformen des ALDH hemmt (Abschnitt 4.4.1). Damit
gelten samtliche Messergebnisse des Teils dieser Arbeit, der sich mit der Funktion von ALDH
in Zelllinien beschaftigt, mutmaBlich nicht spezifisch fiir ALDH1A1 sondern allgemein fiir eine

Gruppe von ALDH-Enzymen.
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Abbildung 3.9: Durchflusszytometrie mit Aldefluor-Assay und Zellen der CACO-2 Zelllinie. Ohne
DEAB zeigten sich 52,1 % ALDH-fluoriszierende Zellen gegentiber 3,8 % mit DEAB (SSC-A:
Side-Scatter-Area Intensitatswert, relative Zellkomplexitat).

Interessanterweise wurde mittels des Aldefluor-Assays nur fiir eine Teilmenge der Zellen
ohne DEAB Behandlung eine Aktivitat von ALDH nachgewiesen. Eindeutig konnte mit Hilfe
des Aldefluor-Assays gezeigt werden, dass durch die Behandlung einer Kultur von Zelllinien
mit DEAB tatsachlich deren ALDH-Aktivitat (soweit durch das Aldefluor-Reagenz nachweisbar,

siehe Abschnitt 4.4.1) partiell unterdriickt wurde.
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3.2.3 Teilweise Unterdriickung der ALDH-Aktivitat beeinflusst die

Proliferation kultivierter Darmkrebs-Zelllinien

Um die Proliferation der Zelllinien mit normaler und mit reduzierter Aktivitat von ALDH zu
vergleichen, wurden diese jeweils (iber 72 Stunden kultiviert und dann gezahlt. Die Zellen wurden
hierbei in geringer Dichte ausgesat und im nicht konfluenten Zustand geerntet. Es ist zur
Vermeidung von Verfalschungen des Ergebnisses bedeutsam, die Konfluenz zu vermeiden, da
Zellen mit unmittelbarem Kontakt zueinander teilweise Zellteilung und Wachstum einstellen
oder zumindest verandern. Zum Ausschluss toter Zellen wurde Pl verwendet. Die Zahlung
erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Um hierbei Ungenauigkeiten zu begrenzen, wurden beiden
Gruppen gleiche Volumina einer Suspension von CFSE-gefarbten Zellen der jeweils gleichen
Zelllinie zugesetzt (Abschnitt 2.7). Fiir HT-29 zeigte sich hierbei eine um 38 % reduzierte
Proliferation der DEAB-behandelten Zellen (p = 0,01). Fir COLO-320 war die Proliferation um
48 % (p = 0,00001), fir LOVO um 6 % (p = 0,006) reduziert. Aufgrund des vergleichsweise sehr
geringen Unterschieds der Proliferation fiir die LOVO-Zelllinie wurde das Experiment fiir diese
Zelllinie wiederholt, wobei sich erstaunlicherweise bei diesem zweiten unabhangigen Versuch eine
um 60 % gesteigerte Proliferation der DEAB-behandelten Zellen bei erneuter Erreichung der

Signifikanz (p = 0,03) zeigte (Tabelle 3.2).

3.2.4 Die ALDH-Enzymaktivitat reduziert die Migration von Darmkrebs-

Zelllinien

Im nachsten Schritt wurde der Einfluss der Aktivitat von ALDH auf die Fahigkeit von kultivierten

Darmkrebs-Zelllinien zur Migration untersucht.
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Veranderung durch Behandlung mit DEAB

Versuch Proliferation Wundheilung  Migration Invasion

% -38 % -30 % -97 % 1-98 % -53 %
HT-29

p 0,008 0,01 0,0002 /0,0009 0,03

% -6 % / +60 % 21 % -
LOVO

p 0,006/0,03 n.s. <0,01 -

% -48 % -
COLO-320

p 0,00001 n.s. n.s. -

Tabelle 3.2: Die Ergebnisse der funktionellen Untersuchungen zeigen mehrheitlich eine Reduktion
von Tumoreigenschaften der untersuchten Zelllinien bei Reduktion der ALDH-Enzymaktivitat
durch Behandlung mit DEAB (n.s.: nicht signifikant).

Migration — Wundheilungsassay

Hierzu wurden zunachst Wundheilungsuntersuchungen in der Zellkultur vorgenommen. Diese
wurden gemaB standardisierter Prozedur (Liang u. a., 2007; Horst u. a., 2009b) durchgefiihrt.
Zur Auswertung wurden der jeweils noch nicht wieder von Zellen besiedelte Bereich der initialen

Wunde zu festgelegten Zeitpunkten quantifiziert und die Differenz zum Ausgangszustand gebildet.

LovO 'COLO-320
Abbildung 3.10: Die Auswertung des Ibidi-Wundheilungsassays fiir die Zelllinien LOVO und

COLO-320 war aufgrund des jeweils sehr heterogenen Wachstumsprozesses an den Wundrandern
nur unzureichend moglich. Es wurden keine signifikanten Ergebnisse erzielt.

Die Zellen der Zelllinien LOVO und COLO-320 zeigten an den Fronten der Wundheilung
jeweils ein ausgesprochen heterogenes Wachstumsmuster (Abbildung 3.10). Somit erschien

die nicht bewachsene Flache je nach Bildausschnitt und Versuch recht zufallig, auch eine
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durchschnittliche Entfernung der Wundrander zueinander lieB sich nicht zuverlassig bestimmen.
Es erscheint daher fraglich, ob das Verfahren der Wundheilung unter diesen Umsténden fiir
die Zelllinien LOVO und COLO-320 sinnvoll einsetzbar ist. Es wurden folglich auch fiir beide
Zelllinien keine signifikanten Unterschiede in der Wundheilungsgeschwindigkeit gefunden. Dieser
Befund bedeutet diesbeziiglich aufgrund der geschilderten Unsicherheiten keine Aussage tber

einen moglicherweise nicht vorhandenen Effekt von DEAB.

Kontrolle DEAB

Abbildung 3.11: Fir die Zelllinie HT-29 wurde die Fahigkeit von mittels DEAB ALDH-
supprimierten Zellen zur Wundheilung (rechte Seite) mit unveranderten Zelllinien (linke Seite)
verglichen. Der Wundheilungsassay zeigt dabei eine deutliche Verlangsamung der Wundheilung
der mit DEAB behandelten Zellen (Tabelle 3.2).

Im Gegensatz dazu konnte fir die Zelllinie HT-29 klar eine Verlangsamung der Wundheilung
bei den mit DEAB behandelten Zellen demonstriert werden. Es zeigten sich signifikante Unter-
schiede zwischen den bereits geschlossenen Wundflachen nach 72 Stunden Beobachtungszeit
(-30 % bei DEAB-Behandlung; p = 0,01; Abbildung 3.11; Tabelle 3.2). Aus diesem Versuch
geht damit klar hervor, dass die teilweise Unterbindung der Enzymaktivitat von ALDH die
Geschwindigkeit der Wundheilung bestimmter Zelllinien verringern kann. Dies wird allgemein als
gleichbedeutend mit einer reduzierten Fahigkeit dieser Zellen zur Migration gewertet (Ashby

und Zijlstra, 2012).
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HT-29

LOVO

Kontrolle DEAB

Abbildung 3.12: Fir die Zelllinien HT-29 und LOVO zeigte sich eine signifikante Verlangsamung
der Migration DEAB-behandelter Zellen im Transwell Assay (Tabelle 3.2).

Migration — Transwell Assay

Aufgrund der ungentigenden Auswertbarkeit der Wundheilungsversuche fiir die untersuchten
Zelllinien COLO-320 und LOVO wurde die Fahigkeit zur Migration in der Folge fir alle drei
Zelllinien mittels des alternativ hierfiir einsetzbaren Transwell Migrations-Assays erneut und
eingehender untersucht. Die dabei erfolgende Migration der Zellen durch perforierte Einsatze
(sogenannte Boyden-Kammern) hindurch ist eine allgemein angewandte Methode zur Beob-
achtung des Migrationspotentials von Tumorzellen (Fang u.a., 2007; Hulkower und Herber,
2011). Eine Verlangsamung der Migration mit DEAB behandelter Zellen wurde fiir LOVO-Zellen
(-21 %; p < 0,01) wie auch fir HT-29 Zellen (-97 %; p = 0,0002; Abbildung [3.12; Tabelle 3.2)
gefunden. Die eindrucksvolle Verlangsamung fiir HT-29 zeigte sich konsistent wiederholbar mit
37- bis 57-fachem Unterschied. Im Gegensatz hierzu zeigte sich fiir die COLO-320 Zelllinie bei
anders als im Wundheilungsassay einwandfreier Durchfiihrbarkeit des Versuchs kein signifikantes

Ergebnis (p > 0,05). Es konnte damit eindeutig gezeigt werden, dass die Fahigkeit zur Migration
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einiger der untersuchten Krebs-Zelllinien mit epithelialen Eigenschaften durch Reduktion der
ALDH-Enzymaktivitat erheblich reduziert wird. Auf die COLO-320-Zelllinie scheint die Funktion

dieses Enzyms dagegen bezlglich der Migration keine klaren Auswirkungen zu haben.

3.2.5 ALDH-Enzymaktivitat beeinflusst die Invasion von Darmkrebs-

Zelllinien im Transwell Assay

Volle .;;" e
Flache A s
",,1 ‘.’
Normalisierte 2R Xy
e ey A
Flache ‘v% "
Kontrolle DEAB

Abbildung 3.13: Fur die Zelllinie HT-29 konnte eine signifikante Verlangsamung der Invasion
DEAB-behandelter Zellen im Transwell Assay beobachtet werden (Tabelle 3.2).

Da deutliche Effekte der partiellen Unterdriickung von ALDH insbesondere fiir die Zelllinie
HT-29 nachgewiesen werden konnte, wurde im Folgenden fiir diese Zelllinie die Auswirkung
der Reduktion von ALDH-Enzymaktivitat auf die Invasivitat von Zellen untersucht. Dieser
Versuch wurde erneut mittels des Transwell Assays durchgefiihrt, ein gangiger Standard auch
fur Invasions-Experimente mit Zelllinien (Fang u. a., 2007; Hulkower und Herber, 2011). Die
Analyse des Experiments nach sieben Tagen zeigte auch hier ein signifikantes Ergebnis. Es

findet eine deutlich verlangsamte Invasion der mit DEAB behandelten Zellen statt (-53 %;
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p = 0,03; Abbildung 3.13; Tabelle 3.2). Um entstehende UnregelmaBigkeiten in der Beschichtung
der Transwells mit Matrigel (insbesondere an den GefaBrandern) auszugleichen, wurde eine

standardisierte Flache im Zentrum der Transwells ausgewertet.



Kapitel 4

Diskussion

Zunachst wurde in der vorliegenden Arbeit retrospektiv die Beziehung zwischen der Expres-
sion von ALDH1A1, einem potentiellen Marker fiir CSC, und dem Uberleben von Patienten
untersucht. Dies erfolgte anhand eines Patientenkollektivs, das 186 KRK-Patienten mit moderat
differenziertem kolorektalem Adenokarzinom ohne Lymphknotenbefall oder Fernmetastasen (T3
NO MO G2) einschloss. Auf funktioneller Ebene wurde daraufhin der Zusammenhang zwischen
der Aktivitat von ALDH und der Proliferation, Migration und Invasion von Darmkrebs-Zelllinien

in der Zellkultur untersucht.

4.1 Erkenntnisse aus den durchgefiihrten Experimenten

In einem ersten Schritt wurden die tatsachliche Spezifitat des gewahlten ALDH1A1-spezifischen
Antikorpers Uberpriift und die optimalen Bedingungen fiir das Anfarben von Praparaten experi-
mentell ermittelt. Hierzu wurden FFPE-behandelte Zelllinien kolorektaler Tumoren eingesetzt.
Unter Hinzunahme der subzellularen Lokalisation von B-Catenin wurden sodann zwei Gruppen
von ALDH1A1-Expressionsmustern definiert. Die Lokalisation des B-Catenin bot dabei neben der

ALDH1A1-Expression selbst einen zweiten Parameter zur Definition der Muster. Die Auswertung
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dieser beiden Gruppen von ALDH1A1-Expressionsmustern zeigte eine statistisch sehr signifi-
kante Korrelation zwischen Patienteniiberleben und ALDH1A1-Expression, bei der entweder
(ALDH1A1 Gruppe eins) das Expressionsmuster von ALDH1A1 dem des normalen kolorektalen
Gewebes dhnelte beziehungsweise die Expression gleichmaBig tber alle Zellen verteilt vorlag oder
(ALDH1A1 Gruppe zwei) ein unregelmaBiges, heterogenes Expressionsmuster beobachtet wurde.

Im zweiten Teil der Arbeit wurden die funktionellen Auswirkungen einer Ausschaltung
von ALDH-Enzymen untersucht. Dafiir wurde mittels des inhibierenden Wirkstoffes DEAB
die Enzymaktivitit des ALDH in drei Darmkrebs-Zelllinien reduziert. Die Zelllinien wurden
nach ihren Eigenschaften ausgewahlt, HT-29 aufgrund ALDH1A1-Positivitat bei gleichzeitig
epithelialem Verhalten, COLO-320 aufgrund ALDH1A1-Positivitat bei eher mesenchymalem
Verhalten sowie LOVO aufgrund der gemessenen ALDH1A1-Negativitat. Fiir diese drei Zelllinien
konnte gezeigt werden, dass ALDH einen Einfluss auf Kennzeichen von Krebs (Hallmarks, nach
Hanahan und Weinberg) hat. Bei insgesamt nicht einheitlichen Ergebnissen zeigte sich tendenziell
eine Verminderung von Proliferation, Migration und Invasion bei partieller Unterdriickung der
Enzymaktivitat von ALDH, was mit der Konzeption von Krebsstammzellen einhergeht (Bonnet

und Dick, 1997; Reya u. a., 2001; Hanahan und Weinberg, 2011).

4.2 Studienlage beziiglich ALDH1A1 und Uberleben

Aus den bei Veroffentlichung meiner Studie zur Korrelation zwischen ALDH1A1-Mustern und
Patienteniiberleben bereits verfligbaren Publikationen anderer Arbeitsgruppen zu diesem Themen-
gebiet ergaben sich verschiedene Fragen. Diese, wie auch die Weiterentwicklung des Forschungs-
gebiets bis zum heutigen Tage, werden in der Folge vorgestellt sowie die von mir ermittelten

Ergebnisse in das heutige Gesamtbild eingeordnet.
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4.2.1 Untersuchungen, die das Design meiner Studie zum Patienten-

uberleben beeinflussten

Lugli u. a. (2010) hatten 1420 Patienten mit KRK aller Tumorgrade retrospektiv untersucht und
dabei bei 1287 fiir ALDH1A1 ausgewerteten Fallen keine signifikante Korrelation zwischen dem
Uberleben der Patienten und der Expression von ALDH1A1 gefunden. Die Ergebnisse von Lugli
und Kollegen beziiglich ALDH1AL1 fiihrten dazu, dass ich eine differenziertere Herangehensweise
an die Detektion von ALDH1A1 im Gewebe wahlte. So selektierte ich einerseits ein homogeneres
Kollektiv (T3 NO MO G2) von KRK und bezog andererseits die subzellulare Lokalisation von
B-Catenin in die Bewertung der Expressionsmuster mit ein. Im Gegensatz zu Lugli und Kollegen
ergab sich auf Grundlage dieses erweiterten Studiendesigns eine klare Korrelation zwischen
Uberleben und Verteilung von ALDH1A1 im Tumor. Diese Diskrepanz kénnte auf das im
Gegensatz zu den von Lugli und Kollegen eingeschlossenen zahlreichen Typen und Stadien
von Darmkrebs homogene und mit 186 Fallen deutlich kleinere Kollektiv zuriickzufiihren sein
oder darauf, dass der Effekt iberhaupt erst in hoheren Stadien oder nur in T3-Tumoren zu
sehen ist. Auch in der Wahl des verwendeten ALDH1A1-Antikorpers konnten Unterschiede
zwischen den Ergebnissen begriindet liegen. So wird in der Studie von Lugli und Kollegen
angegeben, dass ein Antikorper ,,anti-human ALDH1 isoform al (polyclonal; 1:500; AbCam,
Cambridge, UK)" fiir die Immunhistochemie eingesetzt worden ist. Polyklonale Antikérper neigen
systembedingt dazu, auch nicht gewiinschte Proteine zu markieren und fiihren zu schlechter
reproduzierbaren Versuchsbedingungen (Lipman u. a., [2005). So stehen auch zumindest drei
der aktuell bei AbCam verkauflichen polyklonalen ALDH1A1-Antikorper nach Herstellerangaben
im Verdacht, auch an andere Isoformen oder sonstige Proteine zu binden (,,ab9883", 0.D;
,ab24343", 0.D.; ,,ab23375", 0.D.). Fiir meine Arbeit dagegen wurde ein spezifisch bindender

monoklonaler Antikérper eingesetzt (,,Purified Mouse Anti-ALDH", 0.D.).



4.2 Studienlage beziiglich ALDH1A1 und Uberleben 57

Der wichtigste Unterschied aber diirfte sein, dass ich einen gerichteten Ansatz fiir die
Definition der Expressionsmuster von ALDH1A1 verwendet habe, wohingegen die Studie von
Lugli und Kollegen nur die gesamte Quantitdt des ALDH1A1 betrachtet. Wobei auch hier in
der Publikation von Lugli und Kollegen Unklarheiten beziiglich der Bewertung bestehen. So
wird einerseits angegeben, ,987 [samples] (76.7 %) had 0 % immunoreactive tumour cells",
andererseits aber die “Overexpression of ALDH1 expression, defined on the basis of ROC analysis
as >25 % of positive cells [...] in the remaining 300 cases (23.3 %)" beschrieben, womit unter
den 1287 Proben keine einzige mit einer ALDH1-Expression zwischen 0 % und 25 % zu finden
gewesen ware. Dies erscheint zumindest unwahrscheinlich.

Um die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, in der geplanten eigenen Untersuchung eine praktisch
anwendbare Unterteilung von Patienten in prognoserelevante Gruppen vornehmen zu konnen,
wurde hierfiir mit Expressionsmustern von ALDH1A1 gearbeitet. Die Expression von 3-Catenin im
Kern als Hilfestellung zur Differenzierung relevanter Muster wurde aus mehreren Griinden gewahlt.
(1) stellt B-Catenin einen sehr wichtigen Baustein im Prozess der kolorektalen Karzinogenese
dar (Kinzler und Vogelstein, 1996). (2) kann nukledres B-Catenin Stammzelleigenschaften
kolorektaler CSC bewirken (Brabletz u.a., 2005b; Vermeulen u.a., 2010). (3) induziert es
im Kern als Transkriptionsfaktor Zielgene, die ihrerseits die Eckpfeiler (Hallmarks) des Krebs
hervorbringen (Brabletz u. a., 2005b; Brabletz u. a., 2005a3; Hanahan und Weinberg, 2011). (4)
wurde gezeigt, dass es mit niedriger Uberlebensrate bei Krebspatienten korreliert (Lugli u. a.,
2007). Somit wurde die Gruppe eins der Untersuchung auf der Grundlage der Relation der (Nicht-
)Expression von B-Catenin und ALDH1A1 definiert. Diese Gruppe vereinte Expressionsmuster, die
bei einer einfachen klassischen Bewertungsanalyse auf Basis von IHC in unterschiedliche Gruppen
eingeordnet worden waren. Der verteilte Expressionstyp (Abbildung 3.6A) hatte in diesem Fall
niedrige Werte erhalten, homogene kraftige ALDH1A1 Verteilungsmuster (Abbildung 3.4B;

Abbildung 3.6C) dagegen waren einem hoheren Wert zugeordnet worden.
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Die von mir durchgefiihrte Studie zur Korrelation von ALDH1AL und Patienteniiberleben unter
Einsatz von Expressionsmustern war die erste Untersuchung, die tatsachlich einen Zusammenhang
zwischen Expression von ALDH1A1 und Uberleben von Patienten zeigte. Hierauf folgend wurden
zahlreiche weitere Studien zur Korrelation von ALDH1A1 und Patienteniiberleben initiiert und

publiziert, die hier kurz vorgestellt und in ihrer Bedeutung analysiert werden sollen.

4.2.2 Untersuchungen, die auf meine Studie folgend publiziert wurden

Die aktuelle Forschung bietet beziiglich des Einsatzes von ALDH1A1 als Prognoseparameter ein
recht heterogenes Bild. In der jiingsten Vergangenheit wurden einige Review-Artikel zur Frage
der klinischen Bedeutung von ALDH1A1 als Stammzellmarker veroffentlicht. Diese sind von
sehr wechselhafter Qualitat. So sind die Ein- und Ausschlusskriterien teils unvollstandig und
nicht transparent gemacht (Weglassen ungenannter Studien, da der Volltext nicht akquiriert
habe werden kénnen (J. Chen u. a., 2015); Nicht dokumentiertes Verfahren mit sehr wenigen
einbezogenen Ergebnissen (Tomita u. a., 2016)). Auch wurden Daten mitunter offenbar nicht
verstanden. Ein prominentes Beispiel dabei bildet einer der Review-Artikel (J. Chen u. a., 2015),
der eine Publikation einschlieBt (S. Deng u. a., 2010) und deren 148 KRK-Falle einschlieBlich
5-Jahres-Uberleben zitiert, ohne dass diese Daten aus der zitierten Veroffentlichung hervor-
gehen wirden. Ein dritter Review-Artikel ist nur schlecht tberpriifbar, da die entscheidenden
Primarquellen soweit bekannt nur auf chinesisch vorliegen (Y. Zhou u. a., 2015). Aufgrund
dieser offensichtlichen Mangel ist die Frage nur von geringer Relevanz, warum eines der Reviews
(J. Chen u.a., 2015) eine Korrelation zwischen hoher ALDH1-Expression (es ist nicht ersichtlich,
ob die Isoform ALDH1A1 gemeint ist) und schlechtem Patiententberleben detektiert hat, die
anderen beiden Reviews dagegen nicht (Y. Zhou u. a., 2015; Tomita u. a., 2016).

Betrachtet man die Studien, die eigene Daten erheben, so bleibt das Bild uneinheitlich. Unter
den 14 Studien, die meine eigene Literaturrecherche ergab (Tabelle 4.1; Abschnitt 2.10), geben

sieben explizit eine Korrelation von hoher ALDH1A1-Expression und niedrigem Uberleben an.
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Publikation Test Lokalisation | # Ergebnis, Bedeutung ALDH1AL1 niedrig
Li, 2016 Cutoff | Kolorektum | 108 NO, MO, Differenzierung
| Yoon, 2015 Cutoff | Rektum 145 | Langeres RFS, U n.s.
Xu, 2014 Ra/c Kolorektum | 406 | U+, MO
Fitzgerald, 2014 | Cutoff | Kolorektum | 21 U+
Kim, 2014 Cutoff | Kolorektum | 231 U+, NO, Korrelation ALDH1/B-Catenin
Goossens, 2014/ | Cutoff | Kolorektum | 309 U+
Zhou, 2014 Cutoff | Kolorektum | 60 U+
Deng, 2014 Cutoff | Rektum 64 RFS+
Avoranta, 2013 | Cutoff | Rektum 64 U+, RFS+,
+209 | Korrelation ALDH1/B-Catenin
Kahlert, 2012 Cutoff | Kolorektum | 997 U n.s., Colon nuklear U+
Hessman, 2012 | Cutoff | Kolorektum | 48 M1, U n.s.
Langan, 2012 Cutoff | Kolorektum | 30 niedrigere Tumorgruppe (Stage)
Vogler, 2012 Muster | Kolorektum | 186 U+
Lugli, 2010 Cutoff | Kolorektum | 1287 | U n.s., niedrigere Gruppe

Tabelle 4.1: Studien zum Uberleben von KRK-Patienten auf Basis der immunhistochemisch
nachgewiesenen Expression von ALDH1A1. Es konnte nicht in jedem Fall abschlieBend sicherge-
stellt werden, dass tatsachlich die Isoform ALDHI1AL untersucht wurde (siehe Abschnitt [1.7).
Es handelt sich in der Regel um die Expression des ALDH1A1l im Cytoplasma. Legende: #:
Anzahl untersuchter Patienten; Cutoff: Gruppeneinteilung ALDH1A1-positiv / negativ mittels
Cutoff-Wert; Ra,c: Einteilung in Gruppen aufgrund des Verhaltnisses ALDH1AL in gesundem /
Tumor-Gewebe; Muster: Einteilung in Gruppen aufgrund des ALDH1A1-Musters (siehe Abschnitt

3.1.5); RFS: recurrence-free survival (Uberleben ohne erneutes Auftreten der Krankheit); U:
Uberleben; +: besser; -: schlechter; n.s.: nicht signifikant

Fir vier Studien geben die Autoren an, keine entsprechende signifikante Korrelation gefunden
zu haben, bei den ibrigen drei Studien wird zu diesem Punkt keine Aussage gemacht. Es
kann also vermutet werden, dass auch diese Studien keine signifikante Korrelation gefunden
haben. Dies gibt Anlass zu der Uberlegung, dass eine Korrelation zwischen ALDH1A1 und dem
Uberleben von Patienten sehr wohl bestehen kénnte, jedoch nur unter bestimmten Bedingungen.
Denkbar sind neben bekannten Einflussfaktoren wie Zusammensetzung des Patientenkollektivs
oder Methode der Bewertung von Expression (wie im Fall meiner Studie) auch bisher noch
unbekannte molekularbiologische Zusammenhange. Ein weiterer Grund fiir variierende Ergebnisse

bei ALDH1A1 konnte trivialerweise die bereits diskutierte uneindeutige Benennung des ALDH1
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oder ALDH1A1 (Abschnitt 1.7) in vielen Publikationen sein, wodurch méglicherweise nicht in
allen Studien tatsachlich dasselbe Protein betrachtet wurde.

Es ist weiterhin auffallig, dass sich die in unterschiedlichen Studien gefundenen Muster der
Farbung von ALDA1AL im Tumorgewebe erheblich unterscheiden. Obwohl ALDH1AL1 in vivo bei
immunokompromitierten Mausen als ein immunhistochemischer Marker von selten auftretenden
CSC beschrieben wurde (Huang u. a., 2009), konnte in einigen anderen Studien kein solches
Muster verteilter vereinzelter Farbung von Zellen identifiziert werden (Brabletz u. a., 20053;
O'Brien u. a., 2007; Ricci-Vitiani u. a., 2007). Stattdessen werden wie auch fiir andere Marker
von CSC Muster gefunden, bei denen angefarbte Zellen zahlreich und gleichférmig auftreten.
Diese Beobachtung wurde auch beispielsweise fir CD44 (Horst u. a., 2009b; Wielenga u. a.,
1999), CD133 (Horst u. a., 2008; Horst u. a., 2009a; Horst u. a., 2009b), oder CD166 (Horst
u.a., 2009b) gemacht. Eine Expression der potentiellen Marker wurde dabei tatsachlich haufig
auch in differenzierten Tumorzellen gefunden (Horst u. a., 2008; Horst u. a., 2009a; Horst u. a.,
2009b; Wielenga u. a., 1999). Dieses Phanomen kénnte auf einfache immunohistochemische
Artefakte zuriickzufiihren sein, beispielsweise den Verlust von Epitopen auf Antigenen. Aber
dass das gleichzeitig bei so vielen Antigen-Antikorper-Kombinationen der Fall ist, erscheint nicht
wahrscheinlich. Durch den Einsatz beispielsweise der in-situ-Hybridisierung zur Detektion von
mRNA konnte dies abschlieBend (iberpriift werden. Ein weiterer moglicher Grund fiir divergente
Verteilungen der Expression von Marker-Proteinen fiir Stammzelleigenschaften von CSC konnte
die fragliche Stabilitat der Expression der Marker selbst sein. Insbesondere ist unklar, wie diese
durch die Prozeduren vor und wahrend der Fixierung beeinflusst werden. Die Zeit der warmen
Ischdmie wahrend der Operation sowie die kalte Ischamiezeit zwischen der Tumorentfernung und
der Fixierung konnten hier relevant sein und zu Veranderungen fiihren (Spruessel u. a., 2004;
Yamagishi u. a., 2014; Unger u. a., 2016). Jedoch deutet der Vergleich der ALDH1A1-Expression
in Biopsien und zugehdrigen Operationspraparaten (Avoranta u. a., 2013) darauf hin, dass diese

Effekte auf die Expression von ALDH1A1 moglicherweise keine radikalen Auswirkungen haben.
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Auch die Expression von B-Catenin scheint als Marker von Stammzelleigenschaften diesbeziiglich
zu einem gewissen Grad stabil zu sein, da seine Expression diejenige abbildet, die fiir CSC im
Tumor beschrieben wurde (Brabletz u. a., 2005a; Brabletz u. a., 2005b; Hlubek u.a., 2001;
Horst u. a., 2009a; Vermeulen u. a., 2010; Wassermann u. a., 2009). Diese Uberlegungen wurden
bei der Konzeption meiner Studie mit der Auswahl von B-Catenin als unterstiitzendem Marker
beriicksichtigt. In den nachfolgenden Studien wurden sie allerdings weitgehend nicht aufgegriffen,
so dass auch hierin ein Grund fiir die sehr verschiedenen Studienergebnisse bestehen kénnte.
SchlieBlich kann es auch sein, dass ALDH1A1 eine andere Zellpopulation als CSC mit anfarbt, z.B.
neben den CSC weiter differenzierte Formen (Tumorzellplastizitat). Somit kdnnte es schwierig
sein, ohne die B-Catenin-Vorgabe die entscheidenden Zellen korrekt zu identifizieren. Durch
die resultierende Form der Expressionsmuster konnte ein Zusammenhang zwischen CSC und
Uberleben unscharfer werden.

Interessant ist, dass sich also fiir die Forschung an ALDH1A1l mittlerweile ein dhnlich
uneinheitliches Bild auftut wie fiir B-Catenin (Abschnitt 1.6.2). Trotz intensiver Forschung auf
beiden Gebieten widersprechen sich jeweils zahlreiche Studienergebnisse zu Prognoseparametern
diametral. Offensichtlich sind die Fragen, die zur Konzeption meiner Studie auf der Grundlage der
Studie von Lugli u. a. (2010) fiithrten, weiterhin aktuell. Es erscheint nach wie vor hochst unsicher,
ob eine rein quantitative Beurteilung von ALDH1A1-Expression wesentliche Informationen
erbringen kann. Gleichzeitig zeigten komplexere Methoden der Korrelation von ALDH1A1 und
Uberleben klare Ergebnisse. Beispiele hierfiir bieten die Studie von Xu und Kollegen sowie meine
eigene Veroffentlichung (S. L. Xu u. a., 2014; Vogler u. a., 2012; siehe auch nachster Abschnitt).
Mogliche Grinde dafiir, warum komplexere Forschungsansatze zu klareren Ergebnissen fiihren
konnen, sowie weitere Implikationen aus der aktuellen Forschungslage, werden im Folgenden

naher erdrtert.
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4.3 Integration der Ergebnisse in den Forschungsstand

Ein direkter Zusammenhang zwischen ALDH1A1-Expression und Patienteniiberleben ist gemal
aktueller Studienlage zweifelhaft. Neben den bereits diskutierten technischen Fragen, die sich zu
verfiigbaren Studien stellen, konnten auch funktionelle Zusammenhange Ursache hierfiir sein. So
ist es denkbar, dass das Vorhandensein von ALDH1A1 in vielen Tumorzellen auf unterschiedliche
Funktionen des ALDH1A1 in den verschiedenen Zellen zuriickgeht (Abschnitt 1.7). Damit ist
ALDH1A1 moglicherweise nur in einer Teilmenge der ALDH1A1-positiv gefarbten Zellen fiir
Stammzelleigenschaften und Patienteniberleben von Bedeutung. Diese Vermutung wird durch
die Entdeckung der Tumorzellplastizitat sowie durch die Entdeckung der Abhangigkeit der
Untergruppe der CSC von ihrer Umgebung gestiitzt (Quintana u.a., 2008; Vermeulen u. a.,
2010; Schwitalla u. a., 2013; Brabletz u. a., 2005b). So kénnte die Expression von ALDH1A1
unterschiedliche Effekte auf die Zelle je nach aktuellem Funktionszustand des Gesamtnetzwerks
aus Krebszellen und Stroma bewirken (H. Seo u.a., 2013; Abschnitt 1.6.6). In diesem Zu-
sammenhang ist es auch interessant, dass sich ALDH unter anderem auch als bedeutsam fiir
Prolifertation und Differenzierung von Zellen (Clifford u. a., 1996; Toma u. a., 1997; Maden,
2000; X. Xu u.a., 2015; Abschnitt 1.7.2) erwiesen hat, und somit in Zellen einen zentralen
Regulationsmechanismus der Plastizitat darstellen konnte. Auch wurde eine nukledre Expression
von ALDH1AL in einer kleinen Untergruppe eines untersuchten Patientenkollektivs gefunden, die
mit signifikant schlechterem Uberleben korreliert war (Kahlert u. a., 2012), was moglicherweise
ein weiteres Indiz fiir noch unbekannte Funktionsmechanismen des ALDH1A1 sein konnte.
Meine Studie beriicksichtigt diese Aspekte zu einem gewissen Grad durch das Einbeziehen
von B-Catenin in die Definition der relevanten Expressionsmuster anstelle einer rein quantitativen
Auswertung der ALDH1A1-Aktivitat im Tumor. Nukleadres B-Catenin kénnte hinweisgebend
auf den fiir die CSC-Funktion bedeutsamen Teil der ALDH1A1-Enzyme sein. Damit kann die

Expression von B-Catenin, wie von mir gezeigt, ein hilfreicher Marker fiir die Bestimmung
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relevanter Expressionsmuster von ALDH1A1 bei der Erforschung von CSC in KRK sein. Darauf
deuten auch mehrere Publikationen hin, die eine direkte Regulation des ALDH1A1 durch
B-Catenin in verschiedenen Tumoren gefunden haben (Condello u. a., 2015; Cojoc u. a., 2015).
Auch Korrelationen zwischen den Expressionsmustern der beiden Molekiile wurden bereits
mehrfach gefunden (Avoranta u. a., 2013; Kim u.a., 2014; S. L. Xu u. a., 2014; Takahashi u.a.,
2014).

Vielversprechend erscheint auch der Ansatz von Xu und Kollegen (S. L. Xu u. a., 2014), die
Einordnung von Tumorgewebe anhand des Quotienten der ALDH1A1-Expressionen von gesundem
Gewebe und dem darin eingebetteten Tumorgewebe vorzunehmen. In elementarerer Form,
mittels Messung von Substraten fiir ALDH allgemein, wurde dieses Verfahren interessanterweise
mit ahnlichen Ergebnissen bereits 27 Jahre zuvor durch Marselos und Michalopoulos (1987)
vorweggenommen. Wie auch durch die von mir angewandte Methode kann durch dieses Verfahren
eventuell zumindest teilweise das Auftreten nicht CSC-spezifischer ALDH1A1-Expression im
Tumor fiir die Vorhersage des Patienteniiberlebens bei der Berechnung neutralisiert werden.

Zusammenfassend erscheint es wie beschrieben aufgrund der sehr heterogenen Ergebnisse
der verschiedenen Studien wie auch aufgrund grundsatzlicher Uberlegungen zur Funktion von
ALDH1A1 im Tumor aktuell unwahrscheinlich, dass fiir das KRK ein allgemeiner direkter und
einfacher Zusammenhang zwischen Quantitat der ALDH1A1-Expression und Patienteniiberleben
besteht. Jedoch ist eine komplexere Korrelationen zwischen ALDH1A1-Expression und Uberleben,
wie von mir erstmalig gezeigt, durchaus wahrscheinlich. Nun gilt es, auf diesem Weg weiter
zu gehen, mit neuen, groBeren Studien, die funktionelle Zusammenhange zur Grundlage der
Definition ihrer Datenauswertung machen. So ist zu hoffen, dass eine fiir Patienten individuelle

Prognostik und Behandlung zukiinftig auf diesem Wege gefordert werden kann.
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4.4 Studienlage beziiglich ALDH und Funktion des kolo-
rektalen Karzinoms

Aus den vorangegangenen Ausfiihrungen zur Verteilung von ALDH1A1 im Tumor ist bereits
die Wichtigkeit einer Klarung der Funktion von ALDH1A1l im KRK hervorgegangen. Noch
viel bedeutsamer ist das Verstandnis der Funktion dieses regulatorischen Enzyms jedoch im
Zusammenhang mit der Aufklarung der generellen Funktion von Krebszellen, die der Behandlung
und Heilung von Darmkrebs unmittelbar dienlich sein kann.

Demgegeniiber ist die Studienlage im Bereich der Erforschung der funktionellen Eigenschaften
der Expression von ALDH im KRK und ganz allgemein bei Krebs bisher recht diirftig. Vor
den von mir durchgefiihrten Untersuchungen wurde zur direkten funktionellen Wirkung einer
Veranderung der ALDH1A1-Expression in Zellen nach meiner Kenntnis erst ein einziges Mal
publiziert. Dabei handelte es sich um die Untersuchung der Zelllinien A549 und H522, die
von Lungenkrebs-Patienten stammen. Proliferation und Migration der durch Knock-Down oder
Gabe von DEAB vermindert ALDH1AL (neben anderen Isoenzymen, siehe Abschnitt 4.4.1)
exprimierenden Zellen waren in dieser Untersuchung ebenfalls gghemmt (Jan S. Moreb u. a., 2008).
Fir das KRK wurden bis heute keine Daten zur funktionellen Untersuchung von ALDH publiziert.
Lediglich fiir das Cervix-Karzinom wurde vor kurzem eine Studie veroffentlicht, die besagt, dass
Knock-Down von ALDH1A1 in HelLa-Zellen deren Fahigkeit zur Migration verlangsamt, sich
jedoch nicht auf Proliferation, Apoptose und Zellzyklus auswirkt (Yao u. a., 2015). Fiir ALDH2
und ALDH1A2 wurde gezeigt, dass Uberexpression in K562 Leukamie-Zelllinien und H1299
Lungenkrebs-Zelllinien zu stérkerer Proliferation fithrt (J. S. Moreb u. a., 2012).

Im Gegensatz zu diesen wenigen Studien, die eine direkte Wirkung von ALDH auf die
Funktion von Zellen untersuchen, findet sich eine vergleichsweise groBe Anzahl an Studien, die
einen einfachen Zusammenhang zwischen ALDH-Expression und Zellfunktion feststellen. Zumeist

wurden hierfiir Zellen aus Zelllinien oder primare Tumorzellen mittels Durchflusszytometrie
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(haufig unter Verwendung des Aldefluor-Assays) in eine ALDH-aktive und eine ALDH-inaktive
Gruppe aufgeteilt, deren Eigenschaften in der Folge verglichen wurden. Exemplarisch sollen
hier einige Ergebnisse genannt werden. So wurde fiir die Lunge gezeigt, dass die Zellen der
ALDH-positiven Gruppe starker tumorauslosend sind und sich schneller vermehren als die
Zellen der ALDH-negativen Gruppe (Sullivan u. a., 2010). Beim Brustkrebs zeigten sich héher
ALDH-angereicherte Zellen invasiver mit groBerer Neigung zur Metastasenbildung (Croker u. a.,
2009; Charafe-Jauffret u. a., 2010). Fir das Cervixkarzinom wurden hohe ALDH-Expression und
schnellere Proliferation, Migration und Invasion korreliert (Rao u. a., 2012). Auch bei Blasenkrebs
(Falso u. a., 2012), Krebs des Nasopharynx (A. Wu u. a., 2013), dem Endometriumkarzinom
(Rahadiani u. a., 2011) und dem Cholangiokarzinom (M. H. Chen u. a., 2016) wurden &hnliche
Zusammenhange gezeigt.

Das KRK betreffend stellen drei Studien fest, dass ALDH-positive Zellen schneller wachsen
(Fitzgerald u. a., 2014) bzw. starker tumorgenerierend sind (Huang u. a., 2009; Chu u. a., 2009)
als ALDH-negative Zellen. In zwei weiteren Studien wird gezeigt, dass Zellen, die Spharoide
bilden, mehr ALDH enthalten als solche, die im Monolayer wachsen. Dabei wurden unter
Verwendung der Zelllinie HT-29 starkere Tumorigenitat und verstarkte Migration (X. Fan u. a.,
2011) festgestellt, fir Zellen der Zelllinie DLD-1 wurden erhéhte Chemoresistenz, Migration,
Invasion und Fahigkeit der Tumorbildung (Leng u. a., 2013) gefunden. Im Widerspruch hierzu
wurde vor kurzem eine weitere Studie mit HT-29-Zellen publiziert, die eine Verringerung von
ALDH in den Spharoiden gefunden hat, bei ebenfalls besserem Tumorwachstum in vivo seitens
der Sphéroid-Zellen (Khorrami u. a., 2015).

Diese Studien erlauben auch schon ungeachtet ihrer zueinander widerspriichlichen Ergebnisse
keine Aussage zur Funktion von ALDH im Tumor. Es wurden jeweils Korrelationen gefunden, die
fir sich genommen keine Schliisse auf eine Ursache-Wirkungs-Beziehung zulassen. Lediglich dass
tatsachlich in einer groBeren Zahl an Studien signifikante Zusammenhange gefunden wurden,

konnte einen Hinweis auf eine mogliche Bedeutung darstellen. Aufgrund des wahrscheinlichen



66 4. Diskussion

Publikationsbias ist aber auch diese Aussage nur Spekulation. Moglicherweise einen weiteren
Hinweis bietet die Beobachtung, dass ALDH durch CSC in unterschiedlicher Weise reguliert wird
(X. Xu u.a., 2015). Tatsachlich wurden Daten zur Funktion von ALDH und der Gruppe der
ALDH1 im KRK aber bisher nicht publiziert. Lediglich die Rolle von ALDH als Marker fiir CSC
wird (mit Ausnahme weniger Widerspriichlichkeiten) durch die bisher vorliegenden Studien zum
Thema untermauert. Dabei ist allerdings zu beachten, dass die meisten Studien nur ALDH-reiche
und ALDH-arme Zellen unterscheiden, ohne Aussage liber die Isoform des ALDH. Dies liegt in

der Verwendung des Aldefluor-Assays begriindet.

4.4.1 Aldefluor und DEAB und die Messung von ALDH1A1

Die Mehrzahl der genannten Studien, die den Zusammenhang zwischen ALDH und funktionellen
Eigenschaften von KRK untersuchen, setzen zur Quantifizierung des ALDH-Gehalts und zur
Sortierung der Zellen den Aldefluor-Assay und damit den ALDH-Inhibitor DEAB ein (Abschnitt
2.5; Beispiele fiir das KRK: Huang u. a., 2009; Chu u. a., 2009; X. Fan u. a., 2011; Khorrami u. a.,
2015). DEAB wurde bis vor wenigen Jahren als vermeintlich selektiver Inhibitor fiir ALDH1A1
betrachtet (Russo, [1997; Storms u. a., 1999). Diese Annahme wurde in jiingster Zeit zunachst in
Zweifel gezogen (Koppaka u. a., 2012) und in der Folge als fehlerhaft tiberfiihrt (J. S. Moreb u. a.,
2012; Morgan u. a., 2015). Damit ist auch der gesamte Aldefluor-Assay zum Nachweis von ALDH
nicht mehr als spezifisch fiir ALDH1A1 anzusehen, da die Quantitat der ALDH1A1-positiven
Zellen durch Vergleich der quantitativen Differenz von mit dem Aldefluor-Reagenz leuchtenden
Zellen ohne und mit Zugabe von DEAB ermittelt werden soll. Des Weiteren wurde bereits zuvor
gezeigt, dass die Aldefluor-Substanz selbst als Reagenz nicht spezifisch fiir ALDH1A1 ist und
somit bei der Durchflusszytometrie mit Aldefluor auch nicht spezifisch fiir diese Isoform sortiert
wird (Levi u. a., 2009; Marcato u. a., 2011). Die meisten aktuellen funktionellen Untersuchungen
zum Einfluss und zur Bedeutung von ALDH1A1 auf die Zellfunktion erlauben daher tatsachlich nur

eine Aussage liber den gemeinsamen Einfluss einer ganzen Reihe von Enzymen der ALDH-Familie.



4.5 Einordnung der vorgestellten funktionellen Ergebnisse 67

Dabei handelt es sich fur Aldefluor um mindestens ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH4A1,
ALDH5A1, ALDH6A1, ALDH7A1 (Marcato u.a., 2011), durch DEAB werden ALDH1AL,
ALDH1A2, ALDH1A3, ALDH2, ALDH1B1, ALDH5A1 in unterschiedlichem MaBe blockiert, fir
ALDH3A1 dagegen ist DEAB ein gutes Substrat (Morgan u. a., 2015). Bei Anwendung des
Aldefluor-Assays mit DEAB als Kontrolle bleibt also mindestens die Schnittmenge beider Gruppen
als gemeinsam detektierte Enzyme, also ALDH1A1, ALDH1A3, ALDH2, ALDH5AL. Es kann
damit behauptet werden, dass im Wesentlichen, aber nicht ausschlieBlich, von entsprechenden

Studien die ALDH1A Unterfamilie vermessen wird.

4.5 Einordnung der vorgestellten funktionellen Ergebnisse

Die von mir durchgefiihrten Untersuchungen fanden zu einer Zeit vor den beschriebenen neuen
Erkenntnissen tiber den ALDH-Inhibitor DEAB statt. Da sie sich daher wie viele andere Studien
ebenfalls auf die Verwendung von DEAB zur Unterdriickung der ALDH-Aktivitat stiitzten,
beziehen sich die ermittelten Ergebnisse nicht wie urspriinglich angenommen auf eine einzige
Isoform sondern tatsachlich auf eine groBere Untergruppe von ALDH-Enzymen. Dabei handelt es
sich wie beschrieben im Wesentlichen (aber nicht ausschlieBlich) um die Unterfamilie ALDH1A,
deren Vertreter weitgehend durch die Substanz blockiert werden.

Damit konnten mit den von mir anhand der drei Zelllinien HT-29, COLO-320 und LOVO
durchgefiihrten funktionellen Versuchen erstmals Hinweise auf die Beeinflussung von Tumorei-
genschaften im KRK durch ALDH-Enzyme gefunden werden. In vitro bestatigen diese Ergebnisse

auch fir das KRK die funktionelle Bedeutung von ALDH.

4.5.1 Auswahl der Zelllinien

Die Auswahl der eingesetzten Zelllinien erfolgte in der Absicht, eine moglichst breite Bandbreite

der Zustande in tatsachlichen Tumoren abzubilden (3.2.1). Bei HT-29 und LOVO handelt es
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sich um Zelllinien mit eher epithelialen Eigenschaften, COLO-320 besitzt eher mesenchymale
Eigenschaften (Hahn u.a., 2013). GemaB meinen Vorversuchen sind HT-29 und COLO-320
positiv fir ALDH1A1, fir LOVO war im Western Blot kein ALDH1A1 nachweisbar (Abschnitt
3.2.1). Genetisch und epigenetisch zeigt LOVO Mikrosatelliteninstabilitat, den TP53 Wildtyp und
eine KRAS-Mutation, wohingegen HT-29 und COLO-320 vom chromosomal instabilen Typ sind,
HT-29 mit BRAF-Mutation und methylierten CpG-Inseln und COLO-320 mit sehr ausgepragten
chromosomalen Veranderungen (Knutsen u. a., 2010; Ahmed u. a., 2013). Diese Auswahl macht
es wahrscheinlich, dass in den drei Zelllinien jeweils deutlich unterschiedliche Signalwege und
allgemein Netzwerke vom physiologischen Normalzustand abweichend funktionieren und dass

damit die Expression von ALDH kontextabhangig unterschiedliche Bedeutung haben kann.

4.5.2 Divergente eigene Ergebnisse

Dementsprechend verwundert es nicht — sondern entspricht vielmehr einem erwartbaren Ergebnis
— dass die aus meinen Untersuchungen resultierenden Ergebnisse deutlich heterogen sind. In der
Messung der Proliferation zeigte sich signifikant langsameres Wachstum der ALDH-supprimierten
Zellverbande fir HT-29 (-38 %) und COLO-320 (-48 %). Fir LOVO dagegen ergab zwar eine
erste Versuchsdurchfiihrung eine schwache aber sehr signifikante Wachstumsverlangsamung
durch Behandlung mit DEAB (-6 %), eine zweite unabhéngige Durchfiihrung des Versuchs unter
soweit kontrolliert gleichen Versuchsbedingungen zeigte allerdings eine ebenfalls signifikante
deutlich beschleunigte Wachstumsrate (+60 %) der unbehandelten Zellen gegeniiber den ALDH-
supprimierten Vergleichszellen. Die Migrationsgeschwindigkeit zeigte sich dagegen fiir LOVO wie
auch fiir COLO-320 nicht signifikant verandert, wahrend fiir HT-29 eine erheblich langsamere
Migration (-97 %) wie auch Invasion (-53 %) der durch ALDH-Inhibition beeinflussten Zellen zu
beobachten war (siehe auch Tabelle 3.2).

Diese Ergebnisse bestatigen einerseits nachdriicklich die Vermutung, dass die Unterdriickung

von ALDH-Aktivitat auf verschiedene Zelltypen unterschiedliche Auswirkungen hat, was auf
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dem Hintergrund der jeweils unterschiedlichen genetischen und epigenetischen Veranderungen
direkt beteiligter Signalwege verstandlich wird. So wurden teils gegensatzliche Ergebnisse bei
der parallelen Untersuchung mehrerer Zelllinien mit dem Fokus auf ALDH auch von anderen
Arbeitsgruppe publiziert (F. Fan u.a., 2015; X. Fan u. a., 2011; Gupta, 2011). Auf der anderen
Seite deutet unter anderem die Abweichung des Ergebnisses bei Wiederholung des Versuchs zur
Proliferation der LOVO-Zelllinie darauf hin, dass auch von mir nicht kontrollierte Einflussfaktoren
auf die Zellkultur eine Rolle spielen konnten. Hierbei sind viele EinflussgroBen vorstellbar, darunter
die Zahl der Passagen vor Versuchsbeginn (mogliche Veranderung von Zellen in Kultur, F. Fan
u.a., 2015), unterschiedliche physikalische Einflisse auf die Zellen (Bewegungen, Temperatur-
schwankungen), veranderliche Inhaltsstoffe der verwendeten Kulturmedien (insbesondere des
FBS: Even u. a., 2006) und vieles mehr.

Dass auch die fiir ALDH1AL negativ getestete Zelllinie LOVO sensibel auf die teilweise
Unterdriickung von ALDH durch DEAB reagierte, konnte darauf hinweisen, dass zur funktionellen
Bedeutung von ALDH tatsachlich andere Isoformen beitragen als nur ALDH1A1 allein. Ebenfalls
moglich ist, dass die fiir die Krebsstammzellfunktion im Gewebe erforderliche Zahl ALDH1A1-
positiver Zellen sehr niedrig ist und somit der vorhandene Gehalt an ALDH1A1 in dieser Zelllinie
unter der Nachweisgrenze des Western Blots liegt (Harlow und Lane, 1988). Dies wurde auch
bereits in Abschnitt 4.3 diskutiert, als einer der moglichen Griinde fiir die Ergebnislosigkeit vieler

Uberlebensstudien, die sich auf die Messung der Quantitit des ALDH1A1 beschrankten.

4.5.3 Widerspriichliche Ergebnisse anderer Gruppen

Die von mir ermittelten divergenten Ergebnisse fiir die Funktion von ALDH in unterschiedlichen
Zelllinien diirften bezlglich ihrer scheinbaren Widerspriiche den Ergebnissen anderer Gruppen auf
diesem Gebiet dhnlich sein (siehe auch die Beispiele im vorhergehenden Abschnitt). Dies wiirde
erklaren, warum bisher nur auffallend wenige (und fiir das KRK iberhaupt keine) Studien bekannt

sind, die Untersuchungen der Funktion von ALDH vornehmen. Negative und widerspriichliche
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Ergebnisse werden vermutlich schlicht nicht veroffentlicht, da die Publikation negativer Ergebnisse
haufig nicht attraktiv erscheint.

Viele der tatsachlich veroffentlichten Studien im Bereich der Untersuchung von ALDH
prasentieren zudem direkt zueinander widerspriichliche Ergebnisse. Einige dieser Widerspriiche,
die das KRK betreffen, sollen hier kurz aufgezeigt werden. So kommen (1) wie bereits erwahnt
zwei Arbeitsgruppen bei vergleichbarem Versuchsaufbau zu dem gegensatzlichen Schluss, dass
in HT-29-Kulturen in Form von Spharoiden gegeniiber der Kultur im Monolayer deutlich
hohere (X. Fan u.a., 2011) beziehungsweise deutlich niedrigere (Khorrami u. a., 2015) Aktivitat
von ALDH messbar ist. Beziiglich des Verhaltnisses von ALDH-Expression im Tumorgewebe
gegeniiber dem umgebenden gesunden Gewebe (2) findet eine Arbeitsgruppe eine gesteigerte
(S. L. Xu u. a., 2014), eine andere dagegen eine reduzierte (Kropotova u. a., 2014) Expression
im Tumorgewebe. (3) wird die Uberexpression von B-Catenin im Zellkern (das bekanntlich in
einen engen funktionellen Zusammenhang zu ALDH gebracht wird) widerspriichlich als fiir das
Patienteniberleben positiv oder negativ gewertet (1.6.2). (4) zeigen sich auch in den Studien
zur ALDH-Expression bei Patientenkollektiven sehr heterogene und gegensatzliche Ergebnisse

(Abschnitt 4.2.2).

4.6 Bedeutung der neuen Ergebnisse zu Uberleben und
Funktion

Im vorangegangenen Abschnitt wurde dargelegt, wie sehr die Forschungsergebnisse unterschiedli-
cher Gruppen heterogen und zueinander widerspriichlich sind. Bisher war es in der Gesamtschau
nicht gelungen, fiir das KRK die Bedeutung von ALDH oder B-Catenin fiir das Uberleben von
Patienten zu demonstrieren. Im Falle von ALDH gilt dies auch nach wie vor fiir die Bedeutung
des Enzyms fiir die Funktion von Tumoren, insbesondere in CSC. Mit der vorliegenden Arbeit

wurde nun erstmals gezeigt, dass ALDH1AL unter Beriicksichtigung einer durch die nukleare
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Expression von B-Catenin vorgegebenen Musterbildung signifikant mit kiirzerem Patienteniiber-
leben korreliert und dass ALDH tatsachlich eine funktionelle Bedeutung in KRK-Zelllinien hat.
Die von mir gezeigten Ergebnisse ordnen sich damit gut in das Gesamtbild der bis heute verflig-
baren Publikationen ein. Insbesondere auch die Heterogenitat der von anderen Arbeitsgruppen
veroffentlichten Ergebnisse bildet sich gut ab. So war im Falle des Patientenkollektivs eine
komplexere Form der Einordnung von Befunden erforderlich, als die (iblicherweise angewandyte,
um zu belastbaren Ergebnissen zu gelangen. Und aus den funktionellen Untersuchungen an
Zelllinien resultierten teilweise direkt gegensatzliche Ergebnisse zwischen den durchgefiihrten
Versuchen.

Daraus, dass in meinen Untersuchungen eine direkte funktionelle Bedeutung der Enzy-
maktivitdt von ALDH fiir einige Eckpfeiler von Krebs (,,Hallmarks of Cancer") gezeigt wurde,
ergibt sich, dass die weitere Klarung und Einordnung der Funktion von ALDH im Tumor fiir
das Verstandnis des KRK und damit die Moglichkeiten der Entwicklung neuer Diagnostik und
Therapien von Bedeutung ist. Weitere Forschung auf diesem Gebiet ist daher sehr erstrebenswert.
Es ist vorstellbar, dass mittels spezifischer Unterdriickung der Aktivitat einzelner Isoenzyme
gleichmaBigere und eindeutigere Ergebnisse fiir die funktionelle Bedeutung von ALDH erzielt
werden konnen. Diesbeziiglich wurden insbesondere fiir ALDH1AL in jingster Zeit Fortschritte
erzielt, indem nun einige als spezifisch fiir ALDH1A1 betrachtete Inhibitoren zur Verfliigung
stehen (Morgan und Hurley, 2015; Yang u. a., 2015; Condello u. a., 2015). Aber auch andere
Isoformen des ALDH, die im KRK vorkommen, sollten detaillierter betrachtet und auf mogliche
Funktion und Bedeutung tberpriift werden (Y. Chen u.a., 2011; Chiang u.a., 2012). Auch
konnte die Verwendung primarer Tumorzellen ein genaueres und korrekteres Bild der Funktion
von ALDH-Enzymen ergeben (F. Fan u. a., 2015). Dabei sollten die unterschiedlichen Typen von
Karzinomen betreffend genetischer und epigenetischer Veranderungen moglichst getrennt von-
einander betrachtet werden, da ALDH Teil jeweils unterschiedlich funktionierender dysregulierter

Signalwege sein konnte (Kropotova u. a., 2014).
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Dass bisher trotz der bereits seit einigen Jahren offensichtlichen Forschungsfrage keine
Publikationen zur funktionellen Bedeutung von ALDH beim KRK vorliegen, deutet allerdings wie
bereits angesprochen darauf hin, dass ALDH eine sehr kontextabhangige Funktion erfiillt. Indizien
hierfiir zeigen sich neben den erwahnten zahlreichen Widerspriichen zwischen Publikationen
auch direkt in den Ergebnissen mehrerer Studien. Darin deutet sich an, welche Parameter neben
der prinzipiell in verschiedenen Zelltypen unterschiedlichen Funktion des ALDH relevant sein
konnten. So haben bereits Koivisto und Salaspuro (1998) gezeigt, dass die Gabe von Acetaldehyd,
einem Substrat von ALDH, die Proliferation der KRK-Zelllinie CACO-2 im zeitlichen Verlauf
zuerst reduziert und dann erhoht. Fan und Kollegen zeigen, dass sich Darmkrebszellen in Kultur
beziiglich ALDH mit der Zeit verandern (F. Fan u.a., 2015). Und mehrere Arbeitsgruppen
zeigen, dass die Konzentration von unter anderem ALDH1AL im entstehenden KRK wahrend
unterschiedlicher Phasen verschieden hoch ist (Salim u. a., 2016; Kropotova u. a., 2014). Neben
diesen Veranderungen der ALDH-Aktivitat auf der zeitlichen Achse scheinen auch Unterschiede
beziiglich ALDH in der Konfiguration der Zellen untereinander zu bestehen, insbesondere
zwischen Zellen in Spharoiden und Zellen im Monolayer (Condello u. a., 2015; Rajcevic u. a.,
2014; Cesarz und Tamama, 2016)).

Auch bei der Betrachtung der funktionellen Bedeutung von ALDH und insbesondere ALDH1A1
wird dessen zunachst widerspriichlich erscheinende Funktion augenfallig. Die Studienlage deutet
nun bereits seit einiger Zeit auf einen hohen Anteil von ALDH und ALDH1A1 in Stammzellen
hin (Dylla u. a., 2008; Huang u. a., 2009; Chu u. a., 2009; Alison u. a., 2010; X. Xu u. a., 2015;
Tomita u. a., 2016). Konsistent damit reduziert ALDH1A1 die Belastung einer Zelle mit reaktiven
Sauerstoffspezies (reactive oxygen species, ROS), indem es Aldehyde abbaut, die diese generieren
(Singh u. a., 2013; Tomita u. a., 2016). Damit werden Zellschadigung und Apoptose verhindert,
aber auch die EMT, da diese durch ein hohes Niveau an ROS in der Zelle beférdert wird (Plaks
u.a., 2015). Andererseits fordert ALDH1A1 aber auch die Differenzierung von Zellen mittels

Retinsaure (Lotan, 1980; Tomita u. a., 2016). So ergibt sich also die funktionell uneindeutige



4.7 ALDH - Perspektiven 73

Situation, dass zwar ein niedriges Level von ROS funktionell bedeutsam fiir Stammzellen ist
und somit auch fiir CSC, um diese vor Schaden zu schiitzen, eine Ausdifferenzierung aber
den Eigenschaften von Stammzellen direkt entgegensteht. Es ware diesbeziiglich beispielsweise
moglich, dass in CSC der Retinsduremetabolismus herunterreguliert ist durch Ausschaltung der
ADH, die deren Vorlaufersubstanz Retinal erzeugt (Koivisto und Salaspuro, 1997; Kropotova
u.a., 2014). In der Gesamtschau zeigt jedenfalls auch die direkte funktionelle Betrachtung
des ALDH, dass die Regulation von ALDH keinem einfach gerichteten Signalweg folgen diirfte
sondern der Integration in einem komplexen regulatorischen Netzwerk entspringt.

In Anbetracht der dargelegten vielschichtigen Komplexitat erscheint es offensichtlich, dass
zukiinftige molekularbiologische Forschung auf dem Gebiet der Funktion von ALDH (wie vermut-
lich auch anderer Bereiche) neue, weitreichendere Methoden wird finden miissen, um erzielte
Ergebnisse verstehen und einordnen und um letztendlich einen Gesamtiiberblick iiber die Funktion

von ALDH erhalten zu kdnnen.

4.7 ALDH - Perspektiven

Sowoh| meine Ergebnisse mit den geschilderten Komplexitaten und Diskrepanzen als auch die in
den vorangegangenen Abschnitten diskutierten gegensatzlichen Ergebnisse verschiedener Studien
auf dem Gebiet und auch die vielfaltige Funktion des ALDH selbst lassen es wahrscheinlich
erscheinen, dass die Bedeutung des ALDH im KRK nur im Gesamtbild eines komplex miteinander
verkniipften Netzwerks molekularbiologischer Mechanismen verstandlich werden kann.

Es ist ganz allgemein zu vermuten, dass wir zunehmend einsehen missen, dass es schlicht
keinen Grund gibt, weshalb sich die Natur an unserem Wunsch nach einfachen gerichteten Zusam-
menhangen in dem Sinne, dass in binarer Weise aus Aktion A Aktion B folgt und aus Aktion B
Aktion C folgt und so weiter (wie beispielsweise in der urspriinglichen Adenom-Karzinom Sequenz

und in vielen anderen Signalwegen vorgeschlagen), orientieren sollte. Vielmehr ist absolut nicht
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auszuschlieBen, dass sich die Zusammenhange in natiirlichen Systemen weit jenseits unserer Intui-
tion bewegen (Mertins, 2014). Dies diirfte sowohl in der komplex vernetzten Struktur biologischer
Organismen wie auch in der wohl erforderlichen Einbeziehung der Parameter Raum und Zeit
in molekularbiologische Modelle (beispielhaft diskutiert wurden hier die Unterschiede zwischen
Spharoiden und Monolayer sowie das unterschiedliche Verhalten von Zellen zu verschiedenen
Zeitpunkten) begriindet liegen. Derartige Komplexitat betrifft alle Ebenen molekularbiologischer
Vorgange, wobei im Folgenden kurz die Ebenen der Signalwege, der intrazellularen Kommu-
nikation sowie der interzellularen Kommunikation und der Tumor-Mikroumgebung betrachtet

werden.

4.7.1 Gen-Netzwerke

Eine lbersichtliche Herangehensweise an die Zusammenhange innerhalb einer Zelle bieten sta-
tistische Methoden zur Kartierung von Gen-Netzwerken mit Hilfe von Gen-Set-Datenbanken
(Sonachalam u. a., 2012; Dai u. a., 2015; Abbildung 1.10). Diese kénnen aufschlussreiche Infor-
mationen beispielsweise zu der Frage liefern, was die gezielte therapeutische Ausschaltung von
Genen fiir die Funktion der Bestandteile des Netzwerks bedeutet. Hiermit kann unter anderem
vorausgesagt werden, wie Funktionen von blockierten Teilnetzwerken dynamisch durch andere
Teile ersetzt werden, so dass entsprechende gezielte Therapieversuche mitunter wirkungslos
bleiben (H. Seo u. a., 2013; Takebe u. a., 2015). Im Falle des ALDH kénnte dies erklaren, warum
nur bestimmte mutierte Zelltypen (Zelllinien) beziiglich ihrer Tumoreigenschaften signifikant auf
eine Veranderung der ALDH-Aktivitat reagieren. Allerdings berlicksichtigen diese statistischen
Modelle nicht Plastizitat in Zeit und Raum innerhalb von Zellen und kénnen alleine nicht erklaren,
warum genetisch (weitgehend) gleich erscheinende Zellen des gleichen Zelltyps zu unterschiedli-
chen Zeitpunkten in unterschiedlicher Weise funktionieren. Ebenfalls wird die Umgebung der
einzelnen Krebszellen, der nach aktuellem Forschungsstand eine zentrale Bedeutung fiir die

Ablaufe von Krebs zukommt (TME, Abschnitt 1.6.6), dabei nicht betrachtet.



4.7 ALDH — Perspektiven 75

4.7.2 Tumor Microenvironment Netzwerke

Die Forschung zu Netzwerken und deren Dynamik im TME versucht, das Gesamtbild eines
Tumors zu modulieren. Im TME spielt insbesondere die gegenseitige Beeinflussung der Zellen
eine zentrale Rolle fiir Steuerung und Funktion, beispielsweise durch positive Feedbackschleifen
zwischen Zellen, oder mittels des Community-Effekts, der besagt, dass manche Ereignisse im
TME erst ab einer bestimmten GroBe einer Zellpopulation getriggert werden (Bolouri, 2015).
Auch ALDH spielt im TME eine Rolle, indem es den Retinsaure-Metabolismus kontrolliert.
Geforscht wird aktuell an der Frage, ob dies moglicherweise auch durch ALDH-Funktion nicht
mutierter Zellen des TME zur Tumorfunktion beitragen kann (Guo u.a., 2012). Die anhand
derartiger Fragestellungen erkennbare Komplexitat des Netzwerks — auch im Bereich von ALDH
— lasst deutlich werden, dass eine umfassende Modellierung des TME-Systems mit Hilfe der
Systembiologie zwar eine groBe Herausforderung, aber auch zum tieferen Verstandnis von Krebs

langfristig hilfreich und erforderlich sein wird.

4.7.3 Signalwege aus Netzwerk-Sicht

Ist die vollstandige Modellierung der Vorgange in einer Zelle oder gar im TME aus heutiger
Sicht noch eine unbeantwortete Herausforderung, so ist es bereits moglich, auf der Ebene von
Signalwegen die Bedeutung von zeitlichen und raumlichen Abfolgen mathematisch zu berechnen,
unter der Annahme, dass alle Komponenten bekannt, der Crosstalk ausreichend geklart und
Feedback-Mechanismen ausreichend aufgeschlisselt sind. An den Beispielen der Signalwege von
WNT (MacLean u. a., 2015) und MAPK (Perez Millan und Turjanski, 2015) wurde unlangst
gezeigt, dass es damit in den jeweiligen molekularbiologischen Netzwerken innerhalb eines
klassischen Signalwegs unterschiedliche stabile Zustinde geben kann. Diese Eigenschaft von
Netzwerken konnte bereits fiir sich genommen sehr elegant auch alle in den vorhergehenden

Abschnitten aufgezeigten Widerspriiche und Inkonsistenzen erklaren und auflésen. Zellen in
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unterschiedlichen Zustanden der internen Signal-Netzwerke kdnnen demnach gegebenenfalls
auch stabil gegensatzliche Messergebnisse hervorbringen, ohne dass dafiir eine genetische (oder
epigenetische) Veranderung erforderlich ist (jedoch durchaus zusatzlich méglich). Da ALDH
funktionell in direktem Zusammenhang zu B-Catenin steht, ist anzunehmen, dass es ebenfalls an
einem von MacLean und Kollegen (MacLean u. a., 2015) beschriebenen System mit mehreren
stabilen Zustanden partizipieren wiirde. Damit waren beispielsweise gegensatzliche Auswirkungen
auf die Proliferation einer Zelllinie in verschiedenen Durchfiihrungen des selben Versuchs oder
der gegensatzlich gemessene ALDH-Gehalt in Spharoiden von HT-29-Zellen (Abschnitt 4.5.2)
auf das bisher unvorhersehbare Einpendeln der jeweiligen Zellen auf unterschiedliche stabile

Netzwerkzustande zuriickzufihren.

4.7.4 Krebs — eine komplexe Antwort

Gemeinsames Ziel der geschilderten Ansatze ist ein Gesamtverstandnis der Ablaufe innerhalb
von Signalwegen, zwischen Signalwegen (,Crosstalk”), in ganzen Zellen und innerhalb von
Zellverbanden. Gelingt es, dies zu modulieren, werden Ergebnisse wie die von mir in Zelllinien
fiir ALDH gezeigten oder die komplexen Zusammenhange zwischen ALDH und Uberleben sowie
zwischen ALDH und B-Catenin moglicherweise verstandlich werden. Viele veroffentlichte — und
wahrscheinlich auch sehr viele bisher aufgrund widerspriichlich wirkender Daten nicht veroffent-
lichte — Studien werden zur Feinjustierung der entwickelten Modelle eingesetzt werden kénnen.
Gerade die jiingsten Anstrengungen, moglichst alle Daten aus wissenschaftlicher Forschung auch
zu publizieren und nicht nur diejenigen, die geradlinige Geschichten vom erfolgreichen Nachweis
erzahlen (,We did this experiment a dozen times, got this answer once, and that's the one
we decided to publish.”, aus Couzin-Frankel, 2013; Ruben, 2012), kénnten entscheidend zur
Verbesserung der Datenlage beitragen. In diesem Sinne wurden in der vorliegenden Publikation

auch diejenigen Ergebnisse veroffentlicht, die nicht zu einer klaren, tibersichtlichen und einfach
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gerichteten Botschaft passend sind. Méglicherweise kdnnen auch diese eines Tages niitzlich sein,
zur Klarung der funktionellen Bedeutung von ALDH im KRK.

GroBes Ziel und ultimativer Erfolg der neuen Modelle zur Funktion von Krebs wird die
gezielte und personalisierte Behandlung dieser fiir die Menschheit dramatischen Krankheit sein.
Wird es moglich, die Wirkung von Behandlung bereits zu Beginn zu simulieren, insbesondere
das gleichzeitige Ansetzen an verschiedenen Angriffspunkten, so wird aus dieser Planung heraus
eine optimale und von vornherein erfolgversprechende Behandlung moglich. Fiir dieses Ziel
bedarf es nun weiterer Entwicklung der Systembiologie sowie noch viele Ergebnisse aus direkten
Untersuchungen der Funktion der Bestandteile von Krebszellen und Stroma wie die hier fiir

ALDH gezeigten.



Anhang A

Verzeichnis der verwendeten
Abkiuirzungen
ADH Alkohol-Dehydrogenase

ALDH Aldehyd-Dehydrogenase
ALDH1Al Aldehyd-Dehydrogenase 1Al

APC Adenomatous polyposis coli
ATCC American Type Culture Collection
BRAF v-Raf murine sarcoma viral oncogene homolog B

CD133 Cluster of differentiation 44 prominin 1
CD166 Cluster of differentiation 166

CD44 Cluster of differentiation 44

CFSE Carboxyfluorescein succinimidyl ester
Cl Konfidenzintervall

CpG Cytosin-phosphatidyl-Guanin

CSé6 Creative Suite 6, Adobe

CSC Cancer stem cell
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DEAB
DMEM
DNA
DSMZ
EDTA
EMT
FAP
FBS
FFPE
GIST
HNPCC

IHC
kDa
KRAS
KRK
LEF1
LMU
MAPK
ml
mRNA
NAD(P)+
Pl

RA
ROS
RPMI

4-Diethylaminobenzaldehyd, Inhibitor fir ALDH
Dulbecco’'s Modified Eagle's medium
Desoxyribonukleinsaure

Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
Ethylenediaminetetraacetic acid, Ethylendiamintetraessigsaure
Epithelial-mesenchymale Transition

Familiare adenomatose Polyposis

Fetal bovine serum, fotales Kalberserum
Formalin-fixed, paraffin-embedded

Gastrointestinaler Stromatumor

Hereditares nicht polyposes Kolonkarzinom
Immunglobulin G

Immunhistochemie

Kilo dalton

Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog
Kolorektales Karzinom

Lymphoid enhancer binding factor 1
Ludwig-Maximilians-Universitat

Mitogen-activated protein kinases, MAP-Kinase-Weg
Milliliter

Messenger RNA
Nicotinamidadenindinukleotid(phosphat)+
Propidiumiodid

Retinsaure

Reactive oxygen species, reaktive Sauerstoffspezies

Roswell Park Memorial Institute
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RFS
SDS
SSA
TCF
TMA
TME
TNM
TOFT
TP53
uICC
USA

WHO
WNT
Mg

Ll

pm

Recurrence-free survival, rezidivfreies Uberleben

Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat

Sessiles serratiertes Adenom

T-Cell Factor

Tissue Microarray

Tumor Micro Environment, Tumormikroumgebung

Tumor, Node (Lymphknotenmetastasen), Metastasen, TNM-Kilassifikation
Tissue Organization Field Theory

Tumor protein p53

Union internationale contre le cancer

United States of America

Uberleben

World Health Organization

Wingless intergated, zentrales Protein des WNT-Signalwegs
Mikrogramm

Mikroliter

Mikrometer
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