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Zusammenfassung

Das KRK sowie der Diabetes Mellitus stellen heute eines der bedeutsamsten
Gesundheitsprobleme  westlicher Industrienationen dar. In Deutschland betrdgt die
Diabetesprivalenz aktuell 7.2 %. Laut WHO-Organisation wird diese in den nichsten Jahren
weiter ansteigen. Zahlreiche epidemiologische Studien zeigen fiir Patienten mit einer DM-
Erkrankung eine Risikoerhdhung fiir die Entwicklung verschiedener Tumorentititen. Auch fiir
das KRK konnten bereits positive Assoziationen aufgezeigt werden.

Zukiinftig werden in der Therapie von Karzinomen, neben den klassischen Chemotherapeutika
mit teils ausgepragten Nebenwirkungen, moglichst individualisierte Therapieschemata eine
wichtige Rolle spielen. Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptor gamma (PPARY) gehort zu
der Familie der Kernrezeptoren und ist an der Regulation der Adipogenese, des
Lipidstoffwechsels, der Insulinsensitivitit, der vaskuldren Homdostase sowie der Inflammation
beteiligt. In der Literatur sind zudem fiir verschiedene Tumorentititen pro- und antitumorale
Eigenschaften von PPARY beschrieben. Dariiber hinaus sind PPARy-Agonisten, sogenannte
Thiazolidindione, in der DM-Typ-II Therapie in Deutschland etabliert und verhdltnisméfBig
nebenwirkungsarm. Vor diesem Hintergrund scheint die Charakterisierung von PPARy im
KRK vielversprechend.

Fiir die Untersuchung der PPARy Funktion im KRK wurden 246 Gewebeproben aus dem
Archiv des Pathologischen Instituts der Ludwig-Maximilians-Universitdt (LMU) von Patienten
mit KRK auf ihr PPARY Expressionsniveau analysiert. Das Studienkollektiv wurde anhand des
Metastasierungsstatus (M0, PUL, HEP) in drei Kohorten mit jeweils 82 Féllen eingeteilt. Die
Félle in den drei Gruppen wurden zur Reduktion von Verzerrungen anhand der
Tumorlokalisation, dem Tumorgrading und dem pT-Stadium paarweise zugeordnet. Weitere
klinische und pathologische Daten wurden retrospektiv aus dem Tumorregister Miinchen
akquiriert. Zudem fiihrten wir Zellkulturexperimente an den kolorektalen Zelllinien SW403 und
HT29 durch. Mittels Resazurin-Assay untersuchten wir die Zellviabilitdt in Abhéngigkeit des
PPARYy Status (transienter Knockdown von PPARY, Inhibition von PPARy, Aktivierung von
PPARy, Kontrolle) unter Normoxie und hypoxischen Bedingungen. Der Einfluss von PPARYy
auf reaktive Sauerstoffspezies wurde durch die zusitzliche Gabe von Elesclomol analysiert.
Zudem wurde die Wirkung von PPARy auf die Chemotherapiesensitivitit von 5-Fluorouracil
mittels Resazurin-Assays untersucht.

In unserem Studienkollektiv zeigte sich verglichen mit der Gesamtbevolkerung in Deutschland
mit 13.4 % eine erhohte Privalenz von DM-Typ-II bei Patienten mit KRK. FEine Korrelation
der PPARy Expression mit dem T-Stadium (p=0.324), dem Nodalstatus (p=0.441) sowie dem
Tumorgrading (p=0.926) konnten wir nicht zeigen. Allerdings stellte in unserem
Studienkollektiv eine hohe PPARy Expression einen Risikofaktor fiir die pulmonale
Metastasierung dar (p=0.019). Zudem korrelierte eine hohe PPARy Expression hoch signifikant
mit einer hohen B-Catenin Expression (p=0.001) und einem deregulierten p53 (p=0.046). In der
Kobhorte der Patienten mit nicht metastasierten Kolonkarzinomen (M0) war die niedrige PPARYy
Expression signifikant (p=0.045) mit einem besseren Overall Survival vergesellschaftet. Bei
pulmonal metastasierten Fillen (PUL) lieB sich eine Trendumkehr beobachten. Fiir Tumore mit
hoher PPARy Expression zeigte sich eine Tendenz hin zu einem besseren Overall Survival
(p=0.059). In der hepatischen Subkohorte (HEP) eignete sich PPARy nicht als Pradiktor fiir das
Overall Survival (p=0.512).
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In den Zellkulturexperimenten mit den Zelllinien SW403 und HT29 konnten wir durch die
Gabe von Pioglitazon und Rosiglitazon dosisabhéngig (20 pM vs. 80 pM) eine signifikante
Steigerung der Proliferationsrate beobachten. Der PPARY Inhibitor GW9662 (10 uM) fiihrte
in beiden Zelllinien zu einer signifikanten Abnahme der Proliferationsrate. Der transiente
Knockdown von PPARy fiihrte hingegen nur in der Zelllinie SW403 zu einer
Zellviabilititsreduktion. Eine Verdnderung der PPARy Funktion unter hypoxischen
Bedingungen konnten wir nicht zeigen. Die Inhibition von PPARy in den Zelllinien SW403
und HT29 bzw. der Knockdown von PPARY in der Zelllinie SW403 fiihrte zur signifikanten
Abnahme der Zellviabilitdt unter der Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies durch Gabe von
Elesclomol. PPARy Agonisten waren nicht in der Lage den gezeigten schiitzenden Effekt von
PPARy vor reaktiven Sauerstoffspezies zu steigern. Womoglich kann der protektive Effekt
durch von uns gezeigte Verdnderungen der CAT und UCP2 Expression erkliart werden.
AulBlerdem konnten wir in den Zelllinien SW403 und HT29 eine signifikante Steigerung der
Chemotherapiesensitivitit fiir 5-Fluorouracil durch die Gabe von Pioglitazon bzw. Rosiglitazon
80 uM beobachten.

Diese Arbeit zeigt, im Einklang mit der Literatur, eine erhohte Diabetesprdvalenz in Patienten
mit einem KRK. Gemeinsame Risikofaktoren der beiden Krankheiten stellen mogliche
Confounder in epidemiologischen Studien dar, sodass ein kausaler Zusammenhang kritisch
hinterfragt werden muss.

Fir PPARy wurden in der Vergangenheit bereits sowohl tumorfordernde als auch
tumorhemmende Eigenschaften beschrieben. In unserer Studienpopulation stellte eine hohe
PPARY Expression einen Risikofaktor fiir die pulmonale Metastasierung dar. PPARYy scheint
abhingig von der Tumorbiologie und dem Tumorprogress unterschiedliche Funktionen
einzunehmen. So ist eine niedrige PPARY Expression mit einem besseren Uberleben in der MO-
Kohorte und einem schlechteren Uberleben in der PUL-Kohorte vergesellschaftet. Der
Unterschied der Funktion von PPARy in nicht metastasierten Tumoren und KRK mit
Lungenmetastasen sollte zukiinftig weiter diskutiert werden.

In Zusammenschau der Ergebnisse der Zellviabilititsassays scheint die Aktivierung von
PPARY zunichst zu einer gesteigerten Proliferation von kolorektalen Zelllinien zu fiihren und
somit tumorprogressive Eigenschaften zu fordern. Durch die von uns beobachtete gesteigerte
5-FU-Chemotherapiesensitivitit in kolorektalen Zellen unter der Gabe von PPARy-Agonisten
konnte die Etablierung einer Kombinationstherapie beider Wirkstoffe moglicherweise trotzdem
einen Vorteil fiir Patienten mit KRK darstellen. Randomisierte klinische Studien bleiben in
Zukunft notwendig, um den in vitro beobachteten Effekt in vivo zu tiberpriifen.
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Abstract (English)

CRC and diabetes mellitus represent one of the most significant health problems in western
industrial nations. In Germany, the prevalence of diabetes is currently 7.2 %. According to the
WHO organisation, this will continue to rise in the next years. Numerous epidemiological
studies show an increased risk of developing different types of tumours in patients with DM.
Positive associations have also been shown for CRC.

In the future, individualised therapy regimens will be developed in the therapy of CRC, in
addition to the classical chemotherapeutic agents with several distinct side effects. Peroxisome
proliferator-activated receptor gamma (PPARY) belongs to the nuclear receptor family and is
involved in the regulation of adipogenesis, lipid metabolism, insulin sensitivity, vascular
homeostasis and inflammation. Furthermore, pro- and antitumour properties of PPARy have
been described in the literature for various tumour entities. Moreover, PPARY agonists, so-
called thiazolidinediones, are established in DM-type-II therapy in Germany and have relatively
few side effects. In this context the characterisation of PPARy in CRC seems promising.

For the investigation of PPARY function in CRC, 246 tissue samples from the archives of the
Institute of Pathology of the Ludwig-Maximilians-Universitidt (LMU) of patients with CRC
were analysed regarding their PPARYy expression level. The study population was divided into
three cohorts of 82 cases each based on metastatic status (M0, PUL, HEP). Cases in the three
groups were matched in pairs based on tumour location, tumour grading and pT-stage to reduce
bias. Further clinical and pathological data were retrospectively acquired from the Munich
tumour registry. In addition, we conducted cell culture experiments with the colorectal cell lines
SW403 and HT29. Using resazurin assay, we investigated cell viability depending on PPARYy
status (transient knockdown of PPARY, inhibition of PPARY, activation of PPARY; control)
under normoxia and hypoxic conditions. The effect of PPARYy on reactive oxygen species was
analysed by the additional administration of elesclomol. Moreover, the effect of PPARY on the
chemotherapy sensitivity of 5-fluorouracil examined by means of resazurin assays.

Compared to the general population in Germany, our study population showed an increased
prevalence of DM-type-II of 13.4 % in patients with CRC. We could not show a correlation of
PPARy expression with T-stage (p=0.324), nodal status (p=0.441) and tumour grading
(p=0.926). However, in our study population, high PPARY expression was a risk factor for
pulmonary metastasis (p=0.019). In addition, high PPARY expression correlated significantly
with high B-catenin expression (p=0.001) and deregulated p53 (p=0.046). In the cohort of
patients with non-metastatic colon cancer (MO0), low expression of PPARYy was significantly
(p=0.045) associated with better overall survival. In pulmonary metastatic cases (PUL), a trend
reversal was observed. For cases with high PPARy expression, a trend towards better overall
survival was detected (p=0.059). In the hepatic subcohort (HEP), PPARY failed to be a predictor
of overall survival (p=0.512).

In the cell culture experiments with the cell lines SW403 and HT29, we observed a significant
increase in proliferation rate by the administration of pioglitazone and rosiglitazone in a dose-
dependent manner (20 uM vs. 80 uM). The PPARY inhibitor GW9662 (10 uM) resulted in a
significant decrease in proliferation rate in both cell lines. The transient knockdown of PPARYy
led to a cell viability reduction in the SW403 cell line. We could not show a change in PPARYy
function under hypoxic conditions. Inhibition of PPARYy in the SW403 and HT29 cell lines and
knockdown of PPARYy in the SW403 cell line resulted in a significant decrease in cell viability
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upon induction of reactive oxygen species by administration of elesclomol. PPARy agonists
were not able to increase the protective effect of PPARy against reactive oxygen species.
Possibly, the protective effect can be explained by changes in CAT and UCP2 expression. In
addition, we observed a significant increase in chemotherapy sensitivity to S-fluorouracil in the
SW403 and HT29 cell lines by the administration of pioglitazone and rosiglitazone 80 uM,
respectively.

Consistent with the literature, we found an increased prevalence of diabetes in our population
of patients with CRC. Common risk factors of both diseases are possible confounders in
epidemiological studies, so a causal relationship must be critically questioned.

In the past tumour-promoting and tumour-inhibiting properties have been described for PPARY.
In our study population, high PPARy expression was a risk factor for pulmonary metastasis.
PPARY seems to have different roles depending on tumour biology and tumour progression.
Thus, low PPARy expression is associated with better survival in the MO cohort and poorer
survival in the PUL cohort. The difference in the function of PPARY in non-metastatic tumours
and CRC with lung metastases should be discussed further in the future.

In conclusion, the results of the cell viability assays indicate that activation of PPARY initially
leads to increased proliferation of colorectal cell lines and thus promotes tumour-progressive
properties. Due to the increased 5-FU chemotherapy sensitivity in colorectal cells under the
administration of PPARY agonists, the establishment of a combination therapy of both agents
could nevertheless represent an advantage for patients with CRC. Randomised clinical trials
remain necessary to verify the effect observed in vitro in vivo.
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1 Einleitung

1.1 Kolorektales Karzinom
1.1.1 Epidemiologie, Diagnostik, Therapie

Das Kolorektale Karzinom (KRK) tridgt einen groflen Teil zur Gesamttumormorbiditit
und -mortalitdt bei [1]. Mit liber 64.000 Neuerkrankungen in Deutschland pro Jahr wird die
Diagnose bei einer von 20 Frauen und bei einem von 17 Ménnern gestellt [2, 3]. Das
Erkrankungsrisiko steigt mit dem Alter stetig an, liber die Hélfte der Erkrankten sind é&lter als
70 Jahre. Das mittlere Erkrankungsalter fiir Frauen betrdgt 76 Jahre, fiir Manner liegt es bei 72
Jahren. Seit 2003 ist nach Einfiihrung von Fritherkennungsuntersuchungen ein Absinken der
altersstandardisierten Erkrankungsraten erkennbar. Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt bei circa
62 %, wobei in den letzten zehn Jahren ein Riickgang der altersstandardisierten Sterberate von
ungefdhr 20 % zu verzeichnen war [3]. Insgesamt belaufen sich in Deutschland die Todesfille
auf tber 25.000 Félle pro Jahr. Das KRK stellt somit nach dem Lungenkarzinom die
zweithdufigste Krebstodesursache dar [4]. Diese Zahlen zeigen auf, dass das KRK bis heute
eines der bedeutsamsten Gesundheitsprobleme westlicher Industrienationen ist.

Neben dem in circa 75 % der Fille auftretendem sporadischen KRK muss man zwischen
erblichen Kolonkarzinom-Syndromen und KRK auf dem Boden eines erhdhten familidren
Risikos differenzieren. Letztgenannte und vor allem das hereditire KRK erhdhen das
Erkrankungsrisiko deutlich [4]. Zu den Hauptrisikofaktoren des KRKs zdhlen vor allem der
Tabakkonsum und das Ubergewicht, gefolgt von Bewegungsmangel, ballaststoffarmer Didit,
regelmiBigem Alkoholkonsum und dem Verzehr von rotem Fleisch. Auch chronisch-
entziindliche Darmerkrankungen (CED) steigern die Erkrankungswahrscheinlichkeit deutlich
[1,3].

KRK treten am hiufigsten (55 %) im Rektosigmoid auf, gefolgt von rechtsseitigen Neoplasien
mit etwa 13 %. In den letzten Jahren zeichnete sich im Kolon eine Umverteilung in der
Auftretenshiufigkeit ab. Vor allem bei Frauen steigt die Inzidenz rechtsseitiger KRK, wéihrend
die im Rektosigmoid abnimmt. Auch bei Ménnern ist diese Tendenz zu beobachten. Mit einem
Anteil von tiiber 90 % sind der Grofiteil der KRK Adenokarzinome. Es wird zwischen
konventionellen Adenokarzinomen (NOS) und weiteren histopathologischen Varianten wie
muzinosen,  siegelringzelligen, medulldren, serratierten, kribriform-komedoartigen,
mikropapillaren, adenosquamdsen oder solid-undifferenzierten Subtypen differenziert [4, 5].

Die UICC (Union International Contre le Cancer) Stadieneinteilung erfolgt nach der Tumour
Node Metastasis (TNM) Klassifikation. Sie ist der entscheidende Pridiktor fiir die Prognose
von Patienten mit KRK. Sie basiert auf der Infiltrationstiefe des Tumors in die Dickdarmwand
(T) sowie dem Vorliegen von Metastasen in Lymphknoten (N) bzw. von Fernmetastasen (M)
[4, 6]. In Tabelle 1 ist die TNM-Klassifikation und in Tabelle 2 das darauf basierende UICC-
Stadium dargestellt. Die Metastasierung des KRKs erfolgt meist lymphogen und das Risiko
steigt mit dem Tumorstadium stetig an. Fernmetastasen des KRKs finden sich am hiufigsten in
der Leber und am zweithaufigsten in der Lunge [4].
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T-Stadium

X Primértumor nicht beurteilbar

TO Kein Anhalt fiir Primirtumor

Tis Carcinoma in Situ: Infiltration der Lamina propria ohne Ausbreitung durch
Muscularis mucosae

T1 Infiltration in Submucosa

T2 Infiltration in Muscularis propria

T3 Infiltration durch Muscularis propria in die Subserosa oder in nicht
peritonealisiertes perikolisches oder perirektales Gewebe

T4 Perforation in das viszerale Peritoneum (T4a) und/oder direkte Infiltration in
andere Organe /Strukturen (T4b)

N-Status

NX Regiondre Lymphknoten (LK) nicht beurteilbar

NO Keine regioniren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in 1-3 regionidren LK (Nla Metastase in 1 regiondrem LK, N2b
Metastase in 2-3 regiondren LK, Nlc Tumorknotchen/Satellit(en) im
Fettgewebe der Subserosa oder im nicht peritonealisierten perikolischen/
perirektalen Fettgewebe ohne regionidre Lymphknotenmetastasen)

N2 Metastasen in >4 regiondren LK (N2a 4-6 regionidre Lymphknoten, N2b >7)

M-Status

MX Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen

MIl Fernmetastasen vorhanden (Mla Metastasen auf ein Organ beschriankt und
ohne Peritonealmetastasen, M1b Metastasen in mehr als einem Organ, M1c
Metastasen im Peritoneum mit/ohne Metastasen in anderen Organen)

Tabelle 1: TNM-Klassifikation fiir das KRK [6]

Stadium T-Stadium N-Status M-Status

0 Tis NO MO

I T1, T2 NO MO

11 T3, T4 NO MO

11 Jedes T N1, N2 MO

1\ Jedes T Jedes N M1

Tabelle 2: UICC-Stadiengruppierung fiir das KRK [6]

Zu den klassischen Behandlungsansitzen in kurativer Intention zdhlen die operative Therapie,
sowie adjuvante Chemo- und Radiochemotherapie. Im Rahmen der Therapie des
Rektumkarzinoms spielen zudem neoadjuvante Therapien wie Kurzzeit-Radiotherapie oder
Radiochemotherapie eine Rolle. Die genannten Therapieformen erfolgen abhingig vom
Tumorstadium und dem  Allgemeinzustand des Patienten sowie spezifischen
Kontraindikationen der jeweiligen Therapie. Bei einer palliativen Situation ist neben der
Tumortherapie besonders auf bedarfsgerechte psychosoziale und psychoonkologische
Versorgung zu achten [2].
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1.1.2 Molekulare Tumorgenese

Die Molekulargenetik des sporadischen KRKs hat zunehmend an prognostischer Bedeutung
gewonnen. Zur Aufkldrung der molekularen Genese des sporadischen KRKs trugen die
Erforschung der hereditdren Kolonkarzinom Syndrome, wie die Familidre Adenomatdse
Polyposis (FAP) und das hereditire nicht-Polyposis-assoziierte kolorektale Karzinom
(HNPCC) bei. Der GroBiteil der KRK entsteht aus adenomatdsen Vorgéngerldsionen. Eine
bedeutende Rolle spielen im Wesentlichen drei grundlegende Entstehungsmechanismen. In
circa 60 % der sporadischen KRK findet man eine chromosomale Instabilitidt (CIN). Dieser
Weg wird traditionell auch als ,,Adenom-Karzinom-Sequenz* bezeichnet (siche Abbildung 1).
CIN-Tumore beruhen meist auf einer Inaktivierung des Adenomatous Polyposis Coli (APC)
Gens [4, 7, 8]. APC ist ein integraler Bestandteil des kanonischen Wnt/B-Catenin-Signalwegs
[9]. Dieser Signalweg ist evolutiondr hochkonserviert und spielt eine entscheidende Rolle im
Signalaustausch von multizelluldren Organismen [10]. Der Verlust beider APC-Allele fiihrt zur
Stabilisierung von B-Catenin, einem Proto-Onkogen, und dessen Translokation in den Nukleus.
B-Catenin bindet an Transkriptionsfaktoren der Familie des T-cell-factor (TCF) und des
lymphoid enhancing factor (LEF) und beeinflusst die Regulation von Genen, die eine wichtige
Rolle in der Proliferation von Zellen spielen [9]. Weitere Entwicklungsschritte sind oftmals
eine Mutation im Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog (K-Ras) Onkogen, der
Heterozygotieverlust (LOH) von Chromosom 18q21 wund die Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens p53 [1, 4, 11].

Der zweite grundlegende Mechanismus ist die Mikrosatelliteninstabilitit (MSI), die in ungeféahr
10-15 % der sporadischen KRK gefunden wird. Ursédchlich ist ein Defekt der DNA-
Reparaturgene, meist eine Hypermethylierung des Promoters des mismatch repair genes human
mutL homolog 1 (hMLHI1). Infolgedessen kommt es zur Beeintridchtigung der Mismatch-
Reparatur, gefolgt von einer Anhdufung von Mutationen in multiplen Genen. Als weiterer
Mechanismus ist die DNA-Hypermethylierung von CpG-Inseln (CIMP) zu nennen. Diese ist
oftmals eng verbunden mit einer B-Raf Mutation und MSI [4]. Die drei oben beschriebenen
Entstehungsmechanismen sind in Abbildung 2 veranschaulicht.

Bei den Vorgingerldsionen, aus denen die Karzinome entstehen, differenziert man zwischen
tubuldren, villosen und serratierten Adenomen sowie Mischformen, denen unterschiedliche
molekulare Entwicklungsschritte zugrunde liegen. Der traditionelle Weg der CIN mit
Mutationen im APC und dem p53 Gen nimmt Entwicklung iiber tubuldre Adenome. Die
Karzinogenese liber serratierte Adenome basiert auf CIMP, B-Raf Mutationen und MSI. Der
Entstehung von Karzinomen aus villosen Adenomen liegen meist CIMP, K-Ras und APC-
Mutationen zugrunde [12].

Normales Frihes Fortgeschrittenes
Epithelium Adenom Adenom

Abbildung 1: Adenom-Karzinom-Sequenz [11]
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4 N\ N\ )
CIN MSI CIMP
( Adenom-Karzinom-Sequenz)
APC-Mutation Mutationin DNA- Hypermethylierung
1 Mismatch- von CpG-Inseln
Reparatur
K-RAS l Assoziation mit
1 B-RAF Mutation
Akkumulation von und MSI
LOH 18qg21 Mutationen in
(SMAD4, DCC, ITF2) multiplen Genen
p53
Hereditar: FAP Hereditar: HNPCC
\_ VAN VAN J

Abbildung 2: Pathogenese von KRK [4, 7]

1.2 Diabetes mellitus

Diabetes mellitus (DM) ist eine héufig auftretende Stoffwechselkrankheit. Nach Angaben des
Robert Koch-Instituts betrdgt die Diabetespriavalenz in Deutschland 7.2 % fiir Personen
zwischen 18 und 79 Jahren, dies entspricht in etwa 4.6 Millionen Einwohnern [13]. In den
nichsten Jahren wird sich die Anzahl der Betroffenen weiter erhohen. Nach Angaben der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) wird die Zahl der Menschen mit DM weltweit von 382
Millionen im Jahr 2015 auf 592 Millionen im Jahr 2030 steigen [14].

Die Klassifikation von DM erfolgt nach der Atiologie. Der Typ-I-DM manifestiert sich meist
im Kindes- und Jugendalter und hat eine geringere erbliche Komponente als der Typ-1I-DM.
Es kommt zur immunologisch vermittelten Destruktion der B-Zellen in den Langerhansinseln
des Pankreas, woraus ein absoluter Insulinmangel resultiert [15, 16]. Die Therapie erfolgt durch
manuelle oder pumpengesteuerte Insulinsubstitution ins subkutane Gewebe [17]. Mit iiber 90 %
ist der Typ-1I-DM die héufigste Form. Er beruht auf einer peripheren Insulinresistenz begleitet
von einem relativen Insulinmangel oder auch einer gestdrten Insulinsekretion. Diese
Verinderungen werden hauptursichlich durch Uberernihrung mit Adipositas hervorgerufen.
Weitere Risikofaktoren sind unter anderem familidre Vorbelastung, hoheres Lebensalter,
sozialer Status, Bewegungsmangel, Rauchen sowie die Vorerkrankung mit dem metabolischen
Syndrom. Die klinische Manifestation erfolgt meist schleichend iiber Jahre und im mittleren bis
hoheren Lebensalter. Die Diagnose kann entweder {iber den Himoglobin Alc-Wert (HbAlc)
(> 6.5 %) oder den vendsen Plasmaglucosespiegel (Niichternglucosewert >126 mg/dl und/oder
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2h-oraler Glucose-Toleranz-Test-Plasmaglucosewert >200 mg/dl) gestellt werden. Die
Therapie basiert auf einem Stufenkonzept. Wenn die zuvor festgelegten individuellen
Therapieziele nicht erreicht werden konnten, wird mit der jeweils ndchst hoheren Stufe
begonnen. Die  Basistherapie (Stufe 1) beruht auf lebensstilmodifizierenden,
nichtmedikamentdsen Mafnahmen. Bei Stufe zwei kommt eine Pharmaka-Monotherapie mit
Metformin (erste Wahl) hinzu. Ab Stufe drei werden Medikamentenzweifachkombination
eingesetzt oder eine Insulintherapie begonnen. Die vierte und letzte Stufe beruht auf einer
intensivierten Insulin- und Kombinationstherapie [15, 16]. Sowohl Typ-I-DM als auch Typ-II-
DM koénnen chronische Komplikationen wie die Makroangiopathie, die Mikroangiopathie, die
Polyneuropathie und das diabetische FuBsyndrom ausldsen [15]. Des Weiteren werden
Zusammenhdnge zwischen DM und dem KRK diskutiert, auf welche unter Punkt 1.3
eingegangen wird [18].

1.3 Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus und Kolorektalem Karzinom
1.3.1 Gemeinsame Risikofaktoren und Epidemiologie

Patienten mit DM unterliegen einem groferen Risiko zur Entwicklung eines Tumors wie dem
Mammakarzinom, Leberzellkarzinom, Blasenzellkarzinom, Pankreaskarzinom, Endometrium-
karzinom und dem KRK. Diskutiert werden die Hyperglykdmie, Hyperinsulinimie,
Insulinresistenz, Insulin-like growth factor-1 (IGF-1), oxidativer Stress, abnormale
Sexualhormone, und gesteigerte Inflammation als mogliche zugrundeliegende Prozesse fiir das
gesteigerte Karzinomrisiko [14].

Zahlreiche epidemiologische Studien deuten an, dass DM und vor allem DM-Typ-II mit einem
erhohten Tumorrisiko vergesellschaftet ist. Eine US-Studie, die eine groere Kohorte
untersuchte, konnte eine erhohte adjustierte Hazard-Ratio fiir das KRK fiir Frauen und Ménner
zeigen. Ahnliche Assoziationen konnten auch in Japan, China, Australien und in einigen
europdischen Lindern nachgewiesen werden [18, 19]. Andere Studien zeigten allerdings, wie
zum Beispiel eine weitere Analyse aus den USA aus dem Jahr 2018, die auf 1923 Krankenakten
basiert, keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem KRK und DM [20]. Zur
Beurteilung der unterschiedlichen Ergebnisse sind demnach weiterfiihrende Untersuchungen
notwendig. Neben den widerspriichlichen Ergebnissen vergangener Studien kommt dazu, dass
DM und das KRK sich iiberschneidende Risikofaktoren haben. Unter anderem gehoren dazu
die Adipositas, eine proteinreiche und ballaststoffarme Didt, die Inflammation, das Mikrobiom
sowie das Alter. Die einzelnen Faktoren sind ausfiihrlicher unter den Punkten 1.1.1 fiir das
KRK und 1.2 fiir den DM zu finden. Diese negativen Einflussfaktoren sind mogliche
Confounder in epidemiologischen Studien [18].

Dariiber hinaus konnte das Mikrobiom des Darms eine Rolle fiir den Zusammenhang von KRK
und DM spielen. Das Mikrobiom des Korpers stellt ein komplexes Okosystem mit enormer
mikrobieller Diversitdt dar. Intestinale Dysbiose ist assoziiert mit einer unerwiinschten
Dysbalance zwischen schédlichen und giinstigen Darmbakterien. Es ist bekannt, dass eine
Storung dieser Homoostase weitreichende Effekte auf die lokale und systemische Immunitét
haben kann. Einige Autoren weisen als weitere mogliche Verbindung zwischen dem KRK und
DM auf die Dysbiose hin [21].
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Zur Verkniipfung der beiden Krankheiten trigt moglicherweise eine weitere gemeinsame
Eigenschaft, die Uberaktivierung des WNT-Signalwegs sowohl im DM-Typ-II als auch im
KRK, bei. Auch kann Glucose selbst zur Aktivierung des Signalwegs flihren. Auf die
Pathologie der gesteigerten Aktivierung des WNT-Signalwegs wird unter Punkt 1.4.4 genauer
eingegangen [22].

1.3.2 Hyperglykimie und Hyperinsulinimie

Wie bereits unter Punkt 1.3.1 erwéhnt sind die Hyperglykdmie und die Hyperinsulindmie
moglicherweise ursiachliche Umweltfaktoren, die die Korrelation zwischen dem KRK und der
Erkrankung mit DM erkldren konnten [14].

Im Einklang dazu stellt Glucose den treibenden Faktor fiir das Tumorzellwachstum dar. So
nehmen Tumorzellen vermehrt Glucose, unter anderem aufgrund einer gesteigerten Expression
von Glucose Transporter 1 (GLUT1) und GLUT3, auf [23]. Hyperglykdmie und der Warburg-
Effekt (anaerobe Glykolyse bei ausreichender Sauerstoffzufuhr) steigern den
Glucosemetabolismus in Tumorzellen. Die vermehrte anaerobe Glykolyse in Tumorzellen fiihrt
dariiber hinaus zu einem Laktatanstieg und bewirkt {iber die Ansduerung des Tumorumfelds
die Induktion von Zelltod von nichtmalignem Gewebe. Die Tumorzellen gewinnen dariiber
,»Platz* zur Migration [23-25]. Auch Prozesse wie die Proliferation und die Apoptose werden
iiber ein Absinken des extrazelluliren pH-Werts in Umgebung der Tumorzellen, dem
sogenannten ,,reversed pH gradient* Effekt, gesteigert [26].

AuBlerdem konnten Zellkulturexperimente mit den KRK-Zelllinien HT29, SW480 und SW620
zeigen, dass unter hyperglykdmischen Konditionen die Proliferationsrate signifikant ansteigt
[24, 27]. Auch die Migrationsaktivitit und die Migrationsdistanz steigerten sich in
Abhingigkeit von der Glucosekonzentration. DNA-Microarray Analysen zeigten unter
hyperglykdmischen Bedingungen eine signifikante (> 2.5fach) Erhohung der Aktivitit von
Genen, die eine Rolle spielen in der Proliferation, Adhédsion und Migration. Dazu gehdren zum
Beispiel Cyclin Al, Cylin E2, Transkriptionsfaktor E2F und die Proteinkinase Ca [24].
Auflerdem konnte in einem Scratch Assay an HCT-116 und HT29 KRK-Zelllinien
veranschaulicht werden, dass die Zellen unter hyperglykdmischen Bedingungen schneller
aufeinander zuwachsen. Hyperglykdmie kann demzufolge die Invasion und Migration von
Zellen des KRK fordern. In den selben Zelllinien war Ki-67, einer der wichtigsten
Proliferationsmarker in Tumorzellen, unter Kulturbedingungen mit hohen Glucosespiegeln im
Vergleich zur Kontrollgruppe (physiologische Glucosespiegel) stiarker exprimiert [28].

Hyperglykdmische Bedingungen konnten zudem die Apoptoseinduktion in RKO und HCT-116
Zellen hemmen. Hohe Glucosespiegel fithren zu einer Abnahme der Phosphorylierung von p53
an Serin 46 und reduzieren dariiber die proapoptotischen Eigenschaften von p53 [29].

Uberdies zeigten in vitro Experimenten an KRK-Zelllinien HCT-116 und HT29, dass
Hyperglykdmie die Epitheliale Mesenchymale Transition (EMT) begiinstigt [28]. EMT ist der
morphologische Ubergang einer Epithelzelle zu einer Zelle mit mesenchymalen Eigenschaften.
In der Regel tritt der Prozess wihrend der Embryogenese und der Wundheilung auf [30]. Die
Expression von Adhésionsmolekiilen wie E-Cadherin und Claudin 1 sinkt, wéhrend Marker fiir
den mesenchymalen Typ wie Vimentin, N-Cadherin, B-Catenin und Snail stirker exprimiert
werden [27, 28]. Niedrige Expressionslevel von E-Cadherin sind mit einer gesteigerten
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Invasion ins umliegende Gewebe assoziiert [24]. Bei einer viertdgigen Exposition mit hohen
Glucosespiegeln (30 mmol/l) kam es zu einer verringerten Expression von E-Cadherin und
einer gesteigerten Expression von Vimentin in HCT-116 und HT29 Zellen [28]. Diese
signifikanten Anderungen der Expressionsmuster hin zum mesenchymalen Typ unter hohen
Glucosespiegel konnten auch in SW480 und SW620 Zellen gezeigt werden [27].

MicroRNAs (miRNA) sind nicht-codierende RNAs, die das Epigenom posttranskriptionell
regulieren. Zahlreiche Zielgene von miRNA sind an Prozessen, wie der Apoptose, der
Proliferation, der Differenzierung und der zelluldren Seneszenz beteiligt [31]. Die Teilhabe von
miRNA an der Tumorpathogenese ist heute etabliert. Die miRNA-9 hat eine tumorsuppressive
Wirkung und verhindert die EMT, moglicherweise liber eine Inhibierung des IGFIR-
Signalwegs. Hohe Glucosespiegel in SW480 und SW620 konnten die Expression von
miRNA-9 signifikant senken. Hyperglykdmie kann somit die tumorsuppressive Rolle von
miRNA-9 senken und die EMT f6rdern [27].

Auch die Angiogenese, welche einen wichtigen Prozess fiir die Tumorentwicklung darstellt,
wird durch hohe Glucosespiegel beeinflusst. Hyperglykdmie kann in Tumoren moglichweise
iiber den hypoxia-inducible factor-1/ vascular endothelilal growth factor (HIF-1/VEGF) -
Signalweg die Angiogenese fordern. Glukagon induzierte Hyperglykdmie konnte unter
hypoxischen Bedingungen die HIF-1 vermittelte VEGF-Expression steigern. Auflerdem konnte
immunhistochemisch eine erhdhte Mikrogefd3-Dichte in Tumor-Xenografts nachgewiesen
werden [32].

In anderen Experimenten konnte gezeigt werden, dass Hyperglykdmie und Advanced Glycation
End Products (AGE) oxidativen Stress und Inflammation férdern. Diese Prozesse kdnnen zu
Schidden an zelluldren Komponenten fithren und einen Beitrag zur malignen Transformation
leisten [18]. Langzeithyperglykdmie fiihrt zur Produktion von proinflammatorischen Faktoren
wie Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrose-Faktor o (TNF-a) und Cyclooxygenase-2 (COX-2).
Diese Faktoren stimulieren die Expression von Onkogenen, welche den Zellzyklus regulieren,
die Proliferation fordern, die Apoptose inhibieren und die EMT induzieren [14]. Dariiber hinaus
konnte eine systematische Analyse aus dem Jahr 2015 fiir einen Grof3teil der eingeschlossenen
Studien eine positive Assoziation beziiglich des HbAlc Wertes und dem Risiko fiir das
Auftreten von KRK zeigen. HbAlc ist ein Biomarker, der Aussagen iiber den
Blutglucosespiegel zulédsst. Die genauen Eigenschaften des Parameters sind unter Punkt 2.2.2
erlautert [33].

Fiir hohe Blutglucosespiegel konnte zudem eine erhohte Resistenz von Tumorzellen gegen
Chemotherapeutika nachgewiesen werden. Patienten mit KRK, begleitet von einer
Hyperglykdmie, bediirfen einer hoheren 5-Fluorouracil (5-FU) Dosis und einer lingeren
Therapie, um das Tumorzellwachstum zu inhibieren [14].

In Abbildung 3 sind die wichtigsten Prozesse, die von dem Zustand der Hyperglykdmie
beeinflusst sind, noch einmal veranschaulicht.
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Abbildung 3: Hyperglykdmie und Tumorgenese

Neben dem Zustand der Hyperglykdmie wird auch die Hyperinsulindmie als eine mogliche
Ursache fiir die Assoziation von KRK mit der Erkrankung DM diskutiert. Die Hypothese basiert
auf der Annahme, dass Hyperinsulindmie das Tumorwachstum fordert. Hohere
Konzentrationen von freiem Insulin sowie dem IGF-1 steigern die Zellproliferation und die
Zelltransformation. Einige Tumorzellen {iiberexprimieren Rezeptoren wie den Insulin
Rezeptor A sowie den IGF-1 Rezeptor. Die gesteigerte Signalwirkung beglinstigt die
proliferativen Eigenschaften der beiden Hormone [22]. Ligandenbindung an IGF Rezeptoren
16st bekanntermafBlen mitogene Prozesse, wie die der Zellproliferation, der Angiogenese und
der Metastasierung aus. Auferdem fordert ein hoher Insulinspiegel durch hepatische
Aktivierung des Somatotropinrezeptors die Sekretion von IGF und verstirkt somit die
mitogenen Effekte. Vermittelt werden die zellteilanregenden Prozesse 1iiber den
PI3K/Akt7mTOR-Signalweg. Zusitzlich stimuliert Hyperinsulinimie die Produktion von
Leptin tiber den Faktor HIF-1a. Fiir das Mamma-, Prostata- und Oesophaguskarzinom konnte
bereits eine Leptin-vermittelte Proliferationsstimulierung gezeigt werden [34].

Nicht nur in vitro Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen Hyperglykdmie und dem
KRK. Eine britische Studie aus dem Jahr 2012 mit einer Studienpopulation von fast 5000
postmenopausalen Frauen =zeigt eine signifikante positive Korrelation zwischen dem
Niichternglucosespiegel und dem KRK. Fiir den Seruminsulinspiegel konnte keine signifikante
Korrelation gefunden werden [35]. Einige weitere Studien mit widerspriichlichen Ergebnissen
iber den Zusammenhang zwischen dem Blutglucosespiegel bzw. dem Seruminsulinspiegel und
dem Risiko fiir ein KRK wurden verdffentlicht. Vulcan et al.[36], Xu et al.[37] und Shin et
al.[38] konnten einen positiven Zusammenhang fiir den Blutglucosespiegel belegen. AuBlerdem
zeigten Gunter et al.[39] und Limburg et al.[40] einen signifikanten positiven Zusammenhang
fiir den Seruminsulinspiegel, nicht aber fiir den Blutglucosespiegel. Stocks et al.[41] und
Tsushima et al.[42] fanden keinen signifikanten Zusammenhang zwischen dem
Blutglucosespiegel und dem Auftreten von KRK.
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1.3.3 Korrelationen zwischen Pharmaka der Diabetestherapie und dem Tumorrisiko

Fiir zahlreiche Medikamente, die Einsatz in der Therapie des DM finden, konnten auch
relevante Tumoreffekte gezeigt werden. Metformin, ein sehr hiufig eingesetztes Medikament
bei DM-Typ-Il, inhibierte in Zellkulturexperimenten an SW480 Zellen die Proliferation zeit-
und dosisabhédngig. Auch ein Anti-EMT Effekt fiir Metformin konnte beobachtet werden. Nach
transforming growth factor B (TGF-P) induzierter EMT konnte eine Behandlung mit Metformin
in SW480 und HCT-116-Zellen Vimentin herunterregulieren und E-Cadherin
hochregulieren [30]. AuBerdem inhibiert Metformin inflammatorische Prozesse durch
Reduzierung der Nuclear factor kappa B (NF-xB) Aktivitdt [43]. Auch in klinischen Studien ist
die Einnahme von Metformin mit einem besseren Outcome fiir Diabetiker mit Krebs
assoziiert [44]. Der Effekt von Sulfonylharnstoffen auf die Tumorentwicklung in Diabetikern
scheint unklar. Es konnten sowohl suppressive Wirkungen auf die Migration und Invasivitit als
auch ein signifikant erhohtes Tumorrisiko fiir Diabetiker mit Sulfonylharnstofftherapie
nachgewiesen werden. Fiir exogenes Insulin konnten einige Autoren eine Assoziation beziiglich
eines gesteigerten Tumorrisiko zeigen. Vor allem langwirksame Insulinanaloga stehen unter
dem Verdacht das Risiko zu erhdhen. Allerdings lassen sich dazu auch gegenteilige Berichte
finden. Fiir GLP-1-Agonisten sowie DDP-4-Inhhibitoren wurden zahlreiche widerspriichliche
Ergebnisse veroffentlicht [34].

Das Kapitel 1.4.3 behandelt ausfiihrlich die Einfliisse von den in dieser Arbeit im Vordergrund
stehenden PPARY-Agonisten, den Thiazolidindionen (TZD), auf die Tumorentstehung.

1.4 PPARy
1.4.1 PPARy Struktur und Funktion

Peroxisom-Proliferator-aktivierte Rezeptoren (PPAR) gehdéren zu der Familie der
Kernrezeptoren. Drei PPAR Isotypen mit jeweils gewebespezifischem Expressionsmuster sind
bis dato identifiziert: PPARa, PPARB/6 und PPARY [45].

PPARYy wird in Fettgewebe, Muskulatur, Gastrointestinaltrakt, Blutzellen, Makrophagen und
Leberzellen exprimiert. PPARy bildet Heterodimere mit Retinoid X Rezeptoren (RXR) und
erkennt spezifische Sequenzmotive, die sogenannten Peroxisomen-Proliferator-Response-
Elemente (PPRE), in regulatorischen Regionen von Zielgenen. Ligandenbindung an PPARYy
induziert eine Konformititsdnderung und fithrt zur Ablosung von Co-Repressoren und zur
Rekrutierung von Transkriptionsaktivatoren (sieche Abbildung 4). Liganden von PPARY sind
unter anderem mehrfach ungesittigte Fettsduren, Prostaglandine, Leukotriene, Eicosanoide,
Low-Density Lipoprotein (LDL) und TZD [45, 46]. Die strukturelle Heterogenitit dieser
Verbindungen scheint sich in der Ligandenbindungsdoméne (LBD), welche eine Y-formige,
hydrophobe Tasche mit niedriger Bindungsspezifitit formt, von PPARy abzubilden [47].



1 Einleitung 25

Ligandenbindung

@ @
e ‘2> ee
Co-Aktivatoren- Co-Repressoren-
Rekrutierung s | F CARY ) Freisetzung
ﬁ Gentranskription
PPAR response element

DNA

Abbildung 4: PPARy Genregulation [48]

Das reife Protein besitzt die gleiche Gesamtstruktur wie die von allen nukledren Rezeptoren.
Die stark variable A/B Region am N-Terminus enthdlt die Liganden-unabhingige
Transaktivierungsdomine (AF1) sowie Lysin 79 und Serin 84 Reste, welche Angriffspunkte
von Sumoylierung und Phosphorylierung sind und dariiber hemmend auf die Rezeptoraktivitét
wirken. Die C-Region ist die DNA-Bindungsdoméne. Sie ist charakterisiert durch zwei C4
Zinkfingerproteine, die mit der Major Groove der DNA interagieren. Die D-Region, oder auch
Hinge Region genannt, ermdglicht Rezeptor Dimerisierung und DNA-Bindung. Die E/F-
Region ist die oben genannte LBD. Sie besteht aus 12a Helices und aktiviert vor allem iiber die
AF2 Domine die Rekrutierung von Koaktivatoren und die Freisetzung von Korepressoren bei
Ligandenbindung [45]. Die Struktur von PPARY ist in Abbildung 5 dargestellt.
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Abbildung 5: PPARy Struktur [45]

Durch alternatives Spleilen des PPARy-Gens entstehen unterschiedliche PPARy Isoformen.
PPARY?2 besitzt am N-Terminus 30 zusétzliche Aminoséduren verglichen mit PPARy1 und wird
ausschlieBlich in Adipozyten exprimiert [48]. PPARy1 hingegen wird in zahlreichen Geweben
exprimiert und scheint die Hauptisoform von PPARY zu sein [49]. Zwei weitere mRNA Splice-
Varianten, PPARY3 und PPARY4, welche das gleiche Protein wie PPARY1 bilden, sind bekannt.
Die biologische Relevanz dieser Varianten bleibt bisher unklar [48].

Die Aufgaben von PPARY (vergleiche Abbildung 6) sind vielfdltig, die Wichtigsten werden
nachfolgend beschrieben. Eine zentrale Rolle spielt PPARy in der Adipogenese, bei der
Entwicklung von einem fibrozytdren Prdadipozyten zu einem lipidreichen Adipozyten. Neben
der tragenden Rolle in der Entwicklung von Fettzellen ist PPARy wichtig fiir die Regulation
der Lipidhomdostase. Fettsduren werden iiber verschiedene PPARy-abhingige Signalwege aus
dem Kreislauf und anderem Gewebe in Adipozyten aufgenommen. AuBlerdem beeinflusst es
den Glucosespiegel und erhoht die Insulinsensitivitét in Fett- und Muskelgewebe. So erhohen
zum Beispiel Glitazone, PPARy-Agonisten, die Expression von Adiponectin, einem
Insulinsensitizer. Dariiber hinaus spielt es eine Rolle in der Modulation von inflammatorischen
und immunologischen Prozessen. Glitazone inhibieren die Expression von inflammatorischen
Proteinen wie die induzierbare NO-Synthase (iNOS), TNF-a, COX2 und Matrix-
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Metalloprotease 9 (MMP-9) und hemmen den Transkriptionsfaktor NF-kB, welcher einen
tragenden Anteil an der Entwicklung von Entziindungen hat. Zuletzt spielt PPARYy eine Rolle
in der Regulation der vaskuldren Homdostase [46, 47, 50, 51].

Insulinsensitivitat

Adipogenese | Vaskuldre Homdostase
| PPARY l
Lipidstoffwechsel (e e
Tumorgenese

Abbildung 6: PPARy-Funktion

1.4.2 Glitazone (PPARy-Agonisten)

TZD bzw. Glitazone sind wie bereits erwdhnt PPARy Agonisten und werden als orale
Antidiabetika zur Therapie von DM-Typ-II eingesetzt. Aktuell ist in Deutschland aus der
Wirkstoffgruppe nur noch Pioglitazon zugelassen, welches nur bei Patienten mit
Unvertraglichkeit von Vergleichsmedikamenten eingesetzt werden soll. Rosiglitazon wurde
aufgrund eines ungiinstigen Nutzen-Risiko Profils am 01.11.2010 vom Markt genommen [15].
Der Wirkmechanismus basiert auf einer Senkung der Insulinresistenz. TZD sind Liganden von
PPARy-Rezeptoren und greifen dariiber in die Regulation von Lipidstoffwechsel,
Glucosestoffwechsel und die Insulinsignaltransduktion ein [17].

1.4.3 PPARYy und Tumorgenese

Die unter Punkt 1.4.1 genannten PPARy abhédngigen Prozesse, wie zum Beispiel die
Inflammation, welche selbst mit der Tumorentwicklung assoziiert ist, steigern die Relevanz fiir
die Erforschung des Zusammenhangs von PPARY und der Entstehung von Tumoren [50]. Auch
der bereits stattfindende Einsatz als Therapeutikum in der Diabetestherapie steigert das
Interesse an der Charakterisierung von PPARY in der Karzinogenese.

PPARy ist in 70 % der sporadischen KRK stark und in circa 30 % schwach exprimiert [52]. Es
gibt zunehmende Evidenz dafiir, dass die PPARy Aktivitit vor allem wéhrend der Transition
vom Adenom zum Karzinom abgeschwécht ist. Dies konnte ein Hinweis dafiir sein, dass der
Einsatz von PPARy-Agonisten vor allem in frithen Stadien von KRK sinnvoll ist [47, 53]. In
der Literatur finden sich auch Nachweise dariiber, dass Mutationen im PPARy-Gen mit der
Entwicklung von Neoplasien assoziiert sind [54, 55]. Auch ein Knock-Out von PPARY in
APC™™* Miusen fiihrte zu einer steigenden Anzahl von KRK [56].

Im Einklang dazu zeigten einige Studien an Azoxymethan (AOM)-behandelten Nagetieren,
einem klassischen praklinischem Tumormodell fiir das KRK, dass TZD die Karzinogenese von
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Kolontumoren inhibieren [53]. Osawa et al.[57] demonstrierte an AOM-behandelten Mausen
sowohl fiir Rosiglitazon, Pioglitazon als auch fiir Troglitazon eine supprimierende Wirkung auf
die Anzahl von aberranten Kryptenherden (ACF). ACF ist eine frithe Stufe in der kolorektalen
Karzinogenese und ein etablierter Biomarker fiir das Risiko zur Entstehung eines KRKs [58].
Vergleichbare Ergebnisse konnten Ueno et al.[59] an adipdsen KRK-AY-Miusen zeigen. Die
Pioglitazon-Behandlung senkte signifikant die Anzahl von ACF im proximalen und mittleren
Kolonabschnitt. Auch Kohno et al.[60] legten in AOM-behandelten Ratten eine supprimierende
dosisabhingige Wirkung von Troglitazon auf die Anzahl der ACFs dar. Ebenfalls konnte eine
klinische Studie aus dem Jahr 2010 zeigen, dass die Gabe von Pioglitazon die Anzahl von ACF
im Vergleich zur Kontrollgruppe ohne Therapie signifikant senken konnte [58]. Im Gegensatz
dazu konnten Lefebvre et al.[61] zeigen, dass die Aktivierung von PPARY zur Steigerung der
Auftretenshiufigkeit von KRK in C57BL/6J-APCM™-M#usen sowie zu einer Progredienz der
TumorgroBe fiihrt. Troglitazon fithrte auBerdem in APCM™Miusen zu einer verstirkten
Entstehung von Dickdarmpolypen [62].

Eine Fall-Kontroll-Studie aus Taiwan zeigte fiir Menschen mit einer Diabeteserkrankung ein
geringeres Risiko zur Entwicklung eines KRKs bei Patienten, die TZD eingenommen haben,
verglichen mit Patienten, die nie TZD eingenommen haben. Diese Studie liefert klinische
Evidenz, dass PPARy-Agonisten einen antineoplastischen Effekt auf das KRK in Patienten mit
DM haben konnten [63]. Im Einklang dazu konnte eine groe nationale Fall-Kontroll-Studie
mit DM-Typ-II-Patienten ein signifikant geringeres Risiko zur Entwicklung eines KRKs unter
der Einnahme von Rosiglitazon zeigen, nicht allerdings unter der Einnahme von Pioglitazon
[64]. Govindarajan et al.[65] konnten fiir das Lungenkarzinom, aber nicht fiir das KRK und das
Prostatakarzinom, zeigen, dass die Einnahme von TZD das Risiko fir die
Karzinomentwicklung senkt. Eine groBe Metaanalyse hingegen zeigte fiir die Einnahme von
Rosiglitazon keine signifikante Modifikation des gastrointestinalen Krebsrisikos [66].

Zudem wird, vermittelt iiber PPARy Agonisten, sex determining region Y (SRY)- box 2
(SOX2) runterreguliert. Dieses Gen ist essenziell fiir die Aufrechterhaltung der Pluripotenz in
Stammzellen [67]. Fiir das rechtsseitige KRK konnte eine signifikante Korrelation zwischen
der Expression von SOX2 und dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen,
Fernmetastasen sowie dem histopathologischen Tumorgrad gezeigt werden [68]. Zu den
gleichen Ergebnissen kam auch eine Metaanalyse aus dem Jahr 2020, eingeschlossen wurden
14 Studien. Diese Beobachtung konnte die Grundlage fiir die in der Literatur beschriebene
Assoziation zwischen einer starken SOX2 Expression und ein einer schlechteren Prognose fiir
Patienten mit KRK sein [69].

In weiteren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass PPARy Liganden wie Rosiglitazon und
Troglitazon Einfluss haben auf den Zell-Zyklus Arrest, die Differenzierung, die Proliferation,
die Migration, und die Inflammation [70]. Der Zell-Zyklusarrest wird unter anderem von
downstream targets von PPARYy, den CDK-Inhibitoren p18, p21 und p27 reguliert [45, 71].
Zudem hat PPARy Einfluss auf den G1/S-checkpoint durch Inhibition der Phosphorylierung
von Retinoblastom (Rb)[72] und Transkriptionsaktivititsminderung des E2F/DP
Komplexes [73]. Im Nierenzellkarzinom [74] und im Pankreaskarzinom [75] konnte bereits
durch eine PPARy-Aktivierung die Induktion des Zell-Zyklus-Arrests erreicht werden.

Fiir das Mammakarzinom konnte zudem eine signifikante inverse Korrelation zwischen dem
Proliferationsmarker Ki-67 und der PPARy-Expression nachgewiesen werden, was einen
Hinweis fiir die antiproliferative Eigenschaft von PPARY darstellt [76]. Widerspriichlich zu
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diesen Ergebnissen vergroferte Pioglitazon in einer anderen Studie das Tumorvolumen im
Mausmodell signifikant. Auch der Proliferationsmarker Ki-67 zeigte eine stirkere Expression
in den Xenografts der Treatment Gruppe [77]. Im Blasenkarzinom fiihrte eine Steigerung der
Aktivitdit von PPARy durch gain-of-function Mutationen zum Tumorwachstum [78]. Pro
Tumor Eigenschaften von PPARy konnten dariiber hinaus in Hirnmetastasen beobachtet
werden. Der PPARy-Antagonist T0070907 senkte signifikant die Tumorzellproliferation [79].

PPARY scheint womdoglich Einfluss auf den Differenzierungsstatus von Tumoren zu haben. In
in-vitro Experimenten fiihrte eine PPARy Aktivierung zu einer erhohten Expression von
Molekiilen wie E-Cadherin, Alkalischer Phosphatase oder Keratin. Diese sind vor allem in gut
differenzierten Zellen stark exprimiert, im Vergleich zu eher undifferenzierten
Tumorzellen [50].

AuBerdem konnten bisherige Untersuchungen zeigen, dass PPARy Liganden {iber eine
Expressionssteigerung von pro-apoptotischen Proteinen wie Bax und Bak und einer Inhibierung
von anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl2 die Apoptoseinduktion bewirken [80].
Widerspriichlich dazu konnte in Endothelzellen die LPS induzierte Apoptose durch die Gabe
von Rosiglitazon verhindert werden [81]. Auch konnte in Neuroblastomzellen, durch die Gabe
von Rosiglitazon die Apoptose durch Hochregulierung von Bcl-2 und Bcl-xI inhibiert werden
[82]. In Zelllinien des KRKs (HT29) konnte hingegen durch Rosiglitazon ein Anstieg der
Apoptoserate sowie der Expression der Caspase 3 beobachtet werden [83]. Auch in Zellen des
hepatozelluldren Karzinoms konnten PPARy-Liganden die Aktivitit der Caspase 3 steigern
[84]. Die Caspase 3 ist eine Effektorcaspase, welche in ihrer aktivierten Form zur Induktion der
Apoptose fithren kann [85]. Dariliber hinaus wird berichtet, dass die Apoptose durch PPARy
Liganden, iiber eine Runterregulierung von Survivin, die Unterdriickung von NF«B und die
Stimulierung des Kriippel-like factors eingeleitet wird [86]. In Zellkulturexperimenten mit
HT29 und HCT-116 Zellen konnte die Gabe von Rosiglitazon/5-FU verglichen mit alleiniger
5-FU Gabe die frithe Phase der Apoptose signifikant steigern [87].

Die Migration sowie die Proliferation von Tumorzellen wird unter anderem durch PPARy-
vermittelte Hochregulierung des Tumorsuppressorgen Phosphatase- und Tensin-Homolog
(PTEN) blockiert. PTEN inhibiert die Phosphorylierung durch die Phosphoinositid-3-Kinasen
(PI3-Kinase) und Proteinkinase B (AKT) und verhindert dariiber die Aktivierung des Akt-
Signalwegs, welcher Migration, Proliferation und Zelliiberleben fordert [45, 88]. Entgegen
diesen Ergebnissen fiihrte die Uberexpression von PPARy im Prostatakarzinom zur
Expressionssteigerung von Akt3 mit der Folge der Tumorprogression [89]. Die Tumorinvasion
konnte von PPARy-Agonisten, beispielsweise iiber die Runterregulation von MMP-7, MMP-2,
MMP-9 und der Induktion von MMP-Inhibitoren, gehemmt werden [45, 90].

Die EMT erlaubt den Zellen invasive Fahigkeiten zu entwickeln und ist Vorrausetzung fiir die
Metastasierung von Tumoren. PPARYy scheint in den Prozess der EMT einzugreifen [45]. In
Zelllinien fiir das Lungen- und Pankreaskarzinom konnte gezeigt werden, dass die TGF-f3
induzierte EMT durch Gabe von Troglitazon und Rosiglitazon gehemmt werden konnte [90].
TGF-p spielt eine zentrale Rolle in der Regulation von zelluldren Signalwegen, die Einfluss auf
das Zellwachstum, die Apoptose, die Differenzierung und die Immunreaktion haben [21]. TGF-
B ist in zahlreichen Karzinomen stirker exprimiert und mit erhohter Invasivitdt und
Metastasierung assoziiert [90]. Fiir das KRK konnte, verglichen mit normaler Kolonmukosa,
immunhistochemisch eine stiarkere Expression von TGF- nachgewiesen werden [91]. PPARy-
Aktivierung schwichte in Zelllinien des Lungenadenokarzinoms die TGF-B induzierte
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Suppression des Zelladhdsionsmolekiils E-Cadherin ab und unterband eine gesteigerte
Expression von Vimentin, Fibronectin und N-Cadherin. Diese Beobachtungen zeigen, dass
PPARy die EMT moglicherweise blockiert, indem es sowohl den Verlust des epithelialen
Phinotyps sowie den Erwerb von mesenchymalen Eigenschaften verhindert [90]. Im Gegensatz
dazu fithrte die Aktivierung von PPARy in myeloischen tumorumgebenden Zellen zur
Produktionssteigerung von TGF-f und dariiber zur Progression von epithelialen
Lungenkarzinomen und zur Férderung der EMT [92]. Uber die Aktivierung des FABP-PPARY-
Signalwegs konnte aullerdem eine Férderung der EMT im Prostatakarzinom beobachtet werden
[93]. Im Mausmodel fiir CED konnte gezeigt werden, dass der PPARy-Agonist GED-0507-34-
Levo (GED) die Expression des mesenchymalen Markers Fibronectin sowie die der Molekiile
IL-13, TGF-B und Smad3 senken kann. Auflerdem normalisierte GED die Expressionslevel von
E-Cadherin und B-Catenin und erhéhte die der Glykogen Synthase Kinase 38 (GSK-3f3). GSK-
3B scheint die EMT zu hemmen, indem es den Transkriptionsfaktor Snail, welcher ein sehr
bekannter EMT-Aktivator ist, inhibiert [94]. Sowohl die GSK-3p als auch B-Catenin sind
wichtige Bestandteile des WNT-Signalwegs, dessen Rolle unter Punkt 1.4.4 erlautert wird [47].
NF«B spielt eine wichtige Rolle fiir die Verkniipfung zwischen chronischer Inflammation und
Tumorentwicklung. Neben der Hochregulierung von zahlreichen tumorstimulierenden
Zytokinen, wie IL-6, IL-a, und TNF-a, fordert es die EMT durch Aktivierung von Snail und
Twist [21]. In neueren Studien wird PPARy eine hemmende Wirkung auf den
Transkriptionsfaktor NFkB nachgesagt [46, 47]. Zusammenfassend wurden in der Literatur
bisher sowohl hemmende, als auch férdernde Effekte von PPARy auf die EMT beschrieben.

Endotheliale Zellmigration ist ein essentieller Prozess fiir die Angiogenese [95]. Die Induktion
der Angiogenese wird iiber pro- und antiangiogene Faktoren im Gleichgewicht gehalten.
Verianderungen dieses Gleichgewichts kdnnen die Angiogenese in Tumoren fordern und das
Tumorwachstum beglinstigen [96]. PPARy-Agonisten hemmen die VEGF induzierte
endotheliale Zellmigration durch die Inhibierung des Akt-Signalwegs [97]. Auch im
Mausmodell konnte gezeigt werden, dass PPARy moglicherweise die Angiogenese in KRK
hemmen kann. So wurden in der Knockdown-Gruppe von PPARY signifikant mehr Félle mit
hoher Expression von VEGF beobachtet als in der Kontrollgruppe [98]. Allerdings konnte in
GefdlBmuskelzellen sowie in Myofibroblasten eine Steigerung der VEGF-Expression vermittelt
durch PPARy-Aktivierung beobachtet werden und somit eine Aktivierung der Angiogenese
durch PPARY [99, 100].

Der signal transducer and activator of transcriptom 3 (STAT3) ist beteiligt an der Regulation
der Proliferation, Tumorwachstum, Migration und der Angiogenese. Troglitazon, ein PPARYy
Agonist, wird als Inhibitor fiir STAT3 vermittelte Signalwege angesehen. In Studien fiihrten
PPARy-Agonisten in Glioblastomen zur JAK/STAT-abhédngige Apoptoseinduktion und zu
einem Wachstumsarrest [67]. Fiir Zelllinien des KRK ist bekannt, dass Antagonisten von
STATS3 zu einer gesteigerten Expression von E-Cadherin und einer reduzierten Expression von
mesenchymalen Markern wie N-Cadherin und Vimentin fiihren [101].

Die bereits genannten tumorsuppressiven sowie tumorfordernden Eigenschaften von PPARYy
sind in Abbildung 7 zur Ubersicht noch einmal zusammengefasst.
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Abbildung 7: PPARy und Tumorgenese

1.4.4 PPARy und der Wnt-Signalweg

Der Wnt-B-Catenin Signalweg spielt eine wesentliche Rolle fiir die EMT, die embryologische
Entwicklung und fiir das Zellschicksal [22]. Genetische und epigenetische Verdnderungen des
Wnt-B-Catenin Signalwegs spielen eine bedeutungsvolle Rolle in der Tumorgenese von KRK.
Der Wnt-Signalweg wird aktiviert durch Ligandenbindung an einen Frizzled Rezeptor (FzD)
in Anwesenheit eines Low Density Lipoprotein Corezeptors (LRP). Diese Interaktion 16st einen
kaskadenartigen Prozess aus. Das cytosolische Adapterprotein Disheveled (Dvl) begiinstigt die
Dissoziation eines Multikomplexes, den ,,destruction complex®, und ermdglicht dariiber die
Stabilisierung von B-Catenin und dessen Translokation in den Zellkern. Im Nukleus interagiert
B-Catenin mit Mitgliedern von TCF und LEF und fordert die Expression von Zielgenen. Diese
Targetgene sind wichtig filir die Zelldifferenzierung, die Proliferation und die Angiogenese,
unter anderem gehoren dazu c-myec, cyclin D1, axin 2, CD44, PDK1, MCT-1 und Survivin. In
Abwesenheit von Liganden ist f-Catenin an den ,,destruction complex®, bestehend aus APC,
GSK3B und Axin, gebunden und wird von der GSK-38 und der Casein Kinase 1 (CK1)
phosphoryliert. Die Phosphorylierung fithrt zur Ubiquitinierung und letztendlich zum
proteasomalen Abbau von B-Catenin [47, 67, 76]. Zur besseren Veranschaulichung ist der
WNT-Signalweg in Abbildung 8 in seiner aktiven als auch in seiner inaktiven Form
dargestellt [47].
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Abbildung 8: WNT-Signalweg [47]

Konstitutive Aktivierung des WNT-Signalwegs fiihrt vermittelt iiber TCF/LEF zu
Zellproliferation, Migration und Angiogenese. Aullerdem konnte fiir das KRK gezeigt werden,
dass die Aktivierung des Signalwegs, unabhingig von der Sauerstoffverfiigbarkeit, den
sauerstoffabhingigen Stoffwechsel verringert und die Laktatproduktion steigert [22, 51]. Bei
KRK kommt es hdufig durch eine Mutation im APC-Gen zu einer iibermédfigen Aktivierung
des WNT-Signalwegs und somit zu einer zytoplasmatischen Akkumulation von -Catenin [9].
Dieses wird mittels direkter Interaktion mit Kernporen-Komplexen in den Zellkern transportiert
[102]. Nukledre Anhdufung von B-Catenin fordert den Prozess der EMT und ist ein niitzlicher
Biomarker, der mit einer schlechteren Prognose fiir Patienten mit KRK vergesellschaftet ist
[47]. Die nukledre Akkumulation von B-Catenin ist zudem mit der gesteigerten Progression und
Metastasierung von KRK assoziiert [103].

Der PPARy-Rezeptor tibt moglicherweise eine tumorsuppressive Wirkung aus und ist mit dem
Wnt-B-Catenin Signalweg verkniipft. Die Interaktion zwischen dem Wnt-Signalweg und
PPARYy basiert auf einer TCF/LEF B-Catenin Doméne und einer Cateninbindungsdoméne
innerhalb von PPARy. Die Aktivierung des Wnt-Signalwegs fiihrt zu einer Inhibierung von
PPARy, wihrend eine Aktivierung von PPARYy zu einer Inhibierung des Wnt-Signalwegs in
zahlreichen zelluldren Systemen fiihrt. Die beiden Systeme arbeiten also in Opposition. In
normalen Zellen unterdriickt PPARY die Karzinogenese, indem es Einfluss auf phosphoryliertes
B-Catenin im Proteasom nimmt [70]. Durch Supprimieren von B-Catenin kann PPARy die
Tumorgenese von KRK in Zellen mit einem funktionierenden Wnt-Signalweg inhibieren [47].
Onkogenes (-Catenin dagegen entgeht dem proteasomalen Abbau durch Inaktivierung von
PPARYy [70]. Mutationen in der TCF/LEF Bindungsdoméne in onkogenem [-Catenin fithren zu
einer verringerten Interaktion zwischen PPARy und B-Catenin. Aufgrund dessen kann vor allem
eine frilhe Behandlung mit PPARy-Agonisten, vor der eigentlichen Tumorentwicklung, die
Tumorentstehung womoglich verhindern [22]. Glitazone, PPARy-Agonisten, verringern die



1 Einleitung 32

Expression von B-Catenin abhdngig von PPARy [67]. In den Zelllinien HT29 und CaCo2
konnte nach Gabe von 20 uM Rosiglitazon, eine signifikante Abnahme der mRNA-Expression
von B-Catenin nachgewiesen werden [104]. PPARy Agonisten aktivieren die GSK-38 und
senken dariiber die Expression von B-Catenin [70]. AuBBerdem konnte fiir das Mammakarzinom
bereits eine signifikante inverse Korrelation zwischen der PPARy und p-Catenin
immunhistochemischen Reaktivitit gezeigt werden [76]. Des Weiteren inhibieren PPARYy
Agonisten den STAT3- und den PI3K/Akt Signalweg. Dies wiederum fiihrt zur
Aktivititsminderung des WNT-B-Catenin Signalwegs und somit zur verringerten Proliferation,
Invasivitdt und Angiogenese [67]. Die Hemmung des PI3K-Signalwegs reduziert die Aktivitét
des WNT-Signalwegs durch die Inhibierung der B-Catenin vermittelten Transkription, hat aber
keinen Einfluss auf die subzelluldre Lokalisation von B-Catenin [105]. Zudem aktivieren
PPARy-Agonisten das Protein Dickkopf-1 (DKK1), welches ein Antagonist des WNT-
Signalwegs ist [106]. DKK1 bindet an den LRP-Rezeptor und fiihrt dariiber zur cytosolischen
Degradation von B-Catenin und verhindert TCF-vermittelte Gentranskription [107].

Diese Ergebnisse deuten in der Gesamtheit auf eine tumorsuppressive Wirkung von PPARy
durch Einflussnahme auf den Wnt-Signalweg hin [70, 98].
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1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die grof3e Heterogenitit der Gesamtheit der KRK, mit unterschiedlichem Therapieansprechen
in verschiedenen Subtypen, macht leicht zu erhebende Parameter mit prognostischer
Aussagekraft erstrebenswert [108]. Angesichts der bisher beschriebenen Zusammenhinge
zwischen dem KRK und DM-Typ-II war das Ziel der Arbeit die folgenden Fragestellungen zu
untersuchen.

1.

Welche Art von Korrelation besteht zwischen dem Faktor PPARy und dem ,,Tumor
spezifischen Uberleben®, bzw. klinisch-pathologischen Parametern bei Patienten mit
KRK und inwieweit wird diese von einem vorliegendem oder fehlendem DM-Typ-I1

beeinflusst?

Ist die Einnahme von Glitazonen bei Patienten mit KRK und DM-Typ-II mit l&éngerem

Uberleben und/oder mit geringerem Metastasierungsrisiko assoziiert?

Eignet sich der HbAlc-Wert als prognostischer Marker bei Patienten mit KRK und
DM-Typ-11?

Welchen Einfluss hat die Aktivierung bzw. die Inhibierung von PPARy auf die
Zellviabilitdt von kolorektalen Zelllinien? Kann dieser Effekt gegebenenfalls
therapeutisch nutzbar gemacht werden, zum Beispiel durch den Einsatz von PPARy-
Agonisten in Patienten mit KRK? Wie verhilt sich die Gabe von PPARy-Agonisten

bzw. Inhibitoren in Kombination mit Standardchemotherapeutika?
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2 Studienkollektiv, Material und Methoden
2.1 Studienkollektiv

Fiir diese Arbeit wurden 246 Gewebeproben aus dem Archiv des Pathologischen Instituts der
Ludwig-Maximilians-Universitit (LMU), die bereits in Formalin fixiert und in Paraffin gebetet
waren, von Patienten mit KRK analysiert. Ausgewihlt wurden diese anhand einer systemischen
Suche in der Datenbank des Tumorregisters Miinchen (TRM). Patienten mit parallelen
Zweitmalignomen wurden aus der Studie ausgeschlossen. Die Studie wurde als Fall-Kontroll-
Studie angelegt, sodass fiir jede Kohorte eigene Suchbegriffe festgelegt wurden. Fiir die
Pulmonale Kohorte (PUL) wurden die Stichworter ,,Kolorektales Karzinom* und
»ausschlieBlich Lungenmetastase®, fiir die Hepatische Kohorte (HEP) ,Kolorektales
Karzinom* und ,ausschlieflich Lebermetastase“ und fiir die Kontrollgruppe ohne
Organmetastasen (MO0) ,,Kolorektales Karzinom* und ,,keine Organmetastase verwendet. Fiir
die pulmonale und die hepatische Gruppe wurden alle Patienten aus den Jahren 1998 bis 2017
mit histologisch oder radiologisch bestdtigter Metastasierung eingeschlossen. Die
Kontrollgruppe ohne Metastasierung wurde aus Fillen zusammengestellt, die dem TRM
zwischen den Jahren 1998 und 2012 gemeldet wurden. Der gewihlte Zeitraum fiir die MO
Gruppe diente der Sicherstellung eines mindestens fiinf Jahre andauernden, Rezidiv-freien
Uberlebens in der Kontrollgruppe. Die Fille in den drei Gruppen wurden anhand der
Tumorlokalisation, dem Tumorgrading und dem pT-Stadium paarweise zugeordnet. Insgesamt
ergaben sich drei Kohorten mit jeweils 82 Patientenfdllen [109].

Zu den jeweiligen Priparaten wurden klinische Daten, wie der HbAlc-Wert, die
Diabetesdiagnose, die Einnahme von Diabetesmedikamenten und der BMI aus dem
Tumorregister Miinchen akquiriert. Diese werden in den folgenden Abschnitten zum Teil noch
ausfiihrlicher beschrieben. Aus Vorarbeiten am selben Kollektiv sind bereits retrospektive
,follow-up“-Daten, wie die Metastasierung, Tumorspezifisches Uberleben, Rezidiv sowie das
Expressionsniveau bekannter Gene, die eine wichtige Rolle in der Karzinogenese spielen,
bekannt. Diese wurden in die Analysen miteinbezogen.

2.2 Erfasste Parameter
2.2.1 Diabetesdiagnose und Diabetestherapie

Fir alle Patienten wurde zundchst erfasst, ob diese zusitzlich zu dem KRK an der
Stoffwechselerkrankung DM erkrankt sind. Mogliche Ausprdgungen der Variablen waren
,keine Erkrankung®, ,DM-Typ-I* und ,,.DM-Typ-1I“. Wenn die Patienten an DM erkrankt
waren, wurde noch differenziert, ob diese Erkrankung bereits vor dem KRK bekannt war oder
erst nach der Erstdiagnose KRK aufgetreten ist. Bei allen Patienten wurde des Weiteren erfasst,
ob sie Medikamente zur Therapie von DM eingenommen haben. Die Therapeutika wurden in
Wirkstoffgruppen eingeteilt. Fiir die einzelnen Untergruppen wurde zusitzlich dokumentiert,
welches Priparat die Patienten erhalten haben. Zur besseren Ubersicht sind die erfassten
Arzneimittel in Tabelle 3 dargestellt. Beziiglich der Insulinpflichtigkeit wurde nur zwischen
,,Ja“und , Nein“ differenziert.
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Wirkstoffgruppe Priparate

Biguanide Metformin

Thiazolidindione Troglitazon, Rosiglitazon, Pioglitazon

Sulfonylharnstoffe Glibenclamid, Tolbutamid, Glibornurid, Gliclazid,
Glimepirid

Glinide Repaglinid, Nateglinid

SGLT2-Inhibitoren Dapagliflozin, Empagliflozin, Ertugliflozin, Canagliflozin,
Sotagliflozin

GLP-1 Analoga Albiglutid, Dulaglutid, Exenatid, Liraglutid, Lixisenatid,
Semaglutid

Gliptine Sitagliptin, Vildagliptin, Saxagliptin

a-Glucosidase-Inhibitoren | Acarbose, Miglitol, Voglibiose

Insulin Ja/Nein

Tabelle 3: Diabetesmedikation

2.2.2 HbAlc

Neben der Diabeteserkrankung wurde der HbAlc Wert als Marker fiir die Hyperglykadmie fiir
das gesamte Kollektiv von KRK mit einer Nachkommastelle erfasst. AGEs kdnnen durch hohe
Blutglucosespiegel entstehen, dabei kommt es zur nicht-enzymatischen Glykierung von NH»-
Gruppen von Proteinen. Auch Hamoglobin kann bei hohen Glucosekonzentrationen spontan
glykiert werden. Durch Bestimmung des HbAlc Wertes ldsst sich somit das Ausmal} der
Hyperglykédmie beurteilen und die Therapieadhirenz des Patienten priifen [110]. Fiir Menschen
mit Typ 2 Diabetes sollten individualisierte Therapieziele bezogen auf den HbAlc Wert
festgelegt werden. Dabei sollten Aspekte wie Alter, Komorbiditdt, Nutzen-Risiko-Profil der
eingesetzten Substanz, Art der eingesetzten Therapie sowie die Patientenpriferenz nach
Aufkldrung beriicksichtigt werden. Zur Prévention von Folgeerkrankungen sollte ein HbAlc-
Korridor zwischen 6.5 % bis 7.5 % angestrebt werden [15].

2.2.3 Uberlebensdaten

Zur Analyse des Uberlebens der Patienten wurde das Overall Survival (OS) wie folgt definiert:
Das OS ist die Zeit zwischen der Erstdiagnose des KRKs und dem letzten Follow Up Datum
bzw. dem Todesdatum. Der Tod wurde als Ereignis festgelegt.
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2.3 Methoden
2.3.1 Immunhistochemie
2.3.1.1 Immunhistochemische Firbung von PPARY

Immunhistochemie dient dem Nachweis von Gewebestrukturen, meist Proteinen, aus
histologischen Gewebeproben. Dabei werden an spezielle Epitope bindende Antikorper
eingesetzt. Mittels verschiedener Detektionssysteme kommt es zur Anfarbung und somit zum
Nachweis der Zielstrukturen [111]. Fiir die nachfolgend beschriebene Farbung wurde das
ImmPress Horse Anti-Rabbit IgG Kit zur Detektion genutzt. Es ist ein enzymatisches, Biotin
unabhingiges Amplifikationssystem.

Es wurde zudem eine Negativkontrolle ohne Antikdrper sowie eine Isotypkontrolle zur
Spezifititspriifung angefertigt.

Entparaffinierung:

Zur Vorbereitung der Farbung miissen die Schnitte zunéchst entparaffiniert werden. Dazu
wurden die Schnitte in Glasschaukeln 30 Minuten in Xylol und anschlieBend in eine
absteigende Alkoholreihe (100 %, 96 %, 70 %, Aqua dest) fiir je flinf Minuten eingetaucht.

Antigendemaskierung:

Die Vorbehandlung erfolgte mit dem Target Retrieval Solution zur Epitop-Demaskierung und
somit Verstarkung der Antikorperfarbung. Das Produkt wurde im Verhéltnis 1:10 mit Aqua
dest verdiinnt. Die Kochzeit betrug zweimal 15 Minuten bei 750 Watt in der Mikrowelle. In der
Pause wurden die Kiivetten mit Aqua dest aufgefiillt, um einer Siderung des Puffers
entgegenzuwirken. Danach wurden die Schnitte fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur (RT)
abgekiihlt. Zur Wiederherstellung des optimalen pH-Wertes wurden die Schnitte zweimal fiinf
Minuten in Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)-Puffer (TRIS: 0,05 M eingestellt auf
pH 7,5, 43,9 g NaCL + 34,25 g TRIS-HCL + 4,5 g TRIS-Base, aufgefiillt auf fiinf Liter Aqua
dest) gelagert.

Blockade der endogenen Peroxidase:

Die endogen vorkommende Peroxidase im Gewebe wurde durch Inkubation der Schnitte in
7,5 % wassrigem Wasserstoffperoxid fiir zehn Minuten bei RT blockiert. Dieser Schritt ist
notwendig, um eine spitere Hintergrundfarbung durch das Horseradish Enzym zu verringern
[112]. Zur Auswaschung des Uberschusses wurden die Schnitte unter flieBendem Wasser fiir
zehn Minuten gewdssert. Danach erfolgte durch zweimal fiinfminiitige Spiilung mit dem TRIS-
Puffer die Wiederherstellung des pH-Wertes.

Farbeprozess:

Zunichst erfolgte die Aufsittigung unspezifischer Proteinbindungen mit dem in dem
ImmPRESS Horse Anti-Rabbit IgG Polymer Kit enthaltenen Normal Horse Serum 2,5 % fiir
20 Minuten bei RT. Der Uberstand wurde abgekippt und die Reste manuell entfernt.
AnschlieBend erfolgte die Inkubation fiir 60 Minuten mit dem Primérantikdrper PPARY bei RT.
Bei dem Antikdrper handelt es sich um einen polyklonalen Antikérper aus Kaninchen. Die
Farbung des Gesamtkollektivs wurde mit zwei verschiedenen Chargen des Antikorpers
vorgenommen. In der Ersten war das Verhiltnis von AntikGrper zum
Antikorperverdiinnungsmedium bei 1:100, fiir die zweite Charge lag das Verhéltnis bei 1:150.
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Zum pH-Angleich erfolgte die erneute zweimalige Spiilung fiir fiinf Minuten im TRIS-Puffer.
Der Zweitantikorper Anti-Rabbit IgG aus dem ImmPRESS Horse Anti-Rabbit I[gG Polymer Kit
wurde nachfolgend fiir 30 Minuten auf die Schnitte aufgetragen. Nach abschlieBender Spiilung
fiir zweimal finf Minuten mit dem TRIS-Puffer erfolgte die Anfirbung mit Chromogen
Diaminobenzidin + (DAB). Dieses wurde fiir drei Minuten auf die Préparate appliziert. Zur
Entfernung des iiberschieBenden Chromogens wurden die Schnitte zehn Minuten unter
flieBendem Wasser gespiilt. Das entstehende Enzymprodukt stellt sich im Schnitt gelb-
braunlich dar. Nach der Hematoxylin Gill's Formula erfolgte die Gegenfarbung fiir zehn
Sekunden. Nach diesem Schritt wurde erneut zehn Minuten flieBend gewissert.

Findecken der Schnitte:

AbschlieBend wurden die Schnittpraparate mit Aquatex von der Firma Merck hdndisch
eingedeckt.

2.3.1.2 Auswertung der Expression mittels H-Score

Die Auswertung der Schnitte erfolgte mit einem Lichtmikroskop und wurde von zwei
unabhingigen  Beobachtern  (Jens Neumann, Leah Schockel) — durchgefiihrt.  Die
immunhistochemische Auswertung erfolgte unabhingig der Gruppen in zufilliger Reihenfolge
und ohne Wissen iiber den klinischen Verlauf der Patienten. Zur Evaluation der PPARYy
Expression wurde der H-Score verwendet. Er beriicksichtigt zum einen die Intensitét der
Farbung. Diese wird in vier Stufen eingeteilt, wobei null keiner Anfarbung der Zellkerne
entspricht, eins einer schwachen Féarbung, zwei einer méBigen Farbung und drei einer starken
Féarbung. In Abbildung 9 sind in 200-facher Vergroerung die Stufen der vier Farbintensitéten
dargestellt. Bild A entspricht keiner Farbung, Bild B zeigt eine schwache Féarbung, Bild C stellt
eine mafige Farbung dar und Bild D eine starke Farbung.

Zum anderen basiert der H-Score auf den Anteilen der vorkommenden Farbintensititen in 5 %
Schritten. Der endgiiltige Score berechnet sich aus der Summe der Produkte von Farbintensitét
und Verhaltnis.

H-Score = O0*Anteil keine Féarbung+1*Anteil schwache Féarbung+2*Anteil maiBige
Farbung+3*Anteil starke Farbung

Insgesamt ergeben sich Score Werte zwischen 0 und 300. Praparate mit Werten gleich bzw.
oberhalb des Medians werden der Gruppe ,,high expression zugeordnet, Schnitte unterhalb des
Medians der Gruppe ,,Jlow expression® [113, 114]. Abbildung 10 zeigt beispielhaft einen Tumor
mit einer niedrigen Expression (Bild A) sowie einen Tumor mit einer hohen Expression
(Bild B) von PPARY. Die Bilder wurden 200-fach vergroBert aufgenommen.

Alle Schnitte, die einen Wert mit einer Entfernung von + 20 vom Median haben, wurden zur
Uberpriifung wiederholt ausgewertet. Diese Auswertung erfolgte ohne Wissen des Score-
Wertes aus der Erstauswertung.
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Abbildung 9: H-Score; A=keine Fdrbung, B=schwache Fdirbung, C=mdfige Fdrbung,

D=starke Fdirbung, 200-fache Vergrofierung

Abbildung 10: PPARy Expression: A=low, B=high, 200-fache Vergrifierung
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2.3.2 Zellkultur
2.3.2.1 Zelllinien

Fiir die anschlieBend beschriebenen Zellkulturarbeiten wurden mittels der Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE) Zelllinien des KRKs ausgesucht, die das PPARy-Gen stark exprimieren
(siehe Tabelle 4). Der Expressionsstatus der Zelllinien wurde sowohl auf Proteinebene mittels
Western-Blot als auch auf RNA-Ebene mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) iiberpriift.
Alle Zelllinien stammen aus der Deutschen Sammlung fiir Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) oder aus der American Type Culture Collection (ATCC). Die Zelllinien sind
ausschlieBlich adhdrent wachsende Zellen.

Zelllinien Firma

SW403 (ACC294) DSMZ, Braunschweig, DE
HT29 (ACC299) DSMZ, Braunschweig, DE
SW837 (CCL-235) ATCC, Manassas, US
SW480 (ACC313) DSMZ, Braunschweig, DE
SW620 (CCL-227) ATCC, Manassas, US
LoVo (ACC 350) DSMZ, Braunschweig, DE
HCT116 (ACC 581) DSMZ, Braunschweig, DE
Sw48 (CCL-231) ATCC, Manassas, US
SWI1116 (CCL-233) ATCC, Manassas, US

Tabelle 4: Zelllinien

2.3.2.2 Standardkulturbedingungen, Passagieren und Einfrieren von Zelllinien
Kultivierung:

Die Kultivierung der Zellen erfolgte bei 37 °C und 5 % CO: mit konstanter Luftfeuchtigkeit in
einem Zellkulturinkubator. Alle Arbeitsschritte wurden steril in einer ,Laminar air flow
Werkbank® durchgefiihrt. Als Zellkulturmedium wurde das Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) mit einer Glucosekonzentration von 4500 mg/L verwendet. AuBlerdem
wurden dem Medium Fetal Bovine Serum (FBS) im Verhéltnis 1:10 sowie Penicillin-
Streptomycin  (10.000 U/ml/10 pg/ml; P/S) hinzugesetzt. Das Medium wurde nach
Begutachtung der Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop mindestens dreimal in der
Woche gewechselt. Dazu wurde das alte Medium mit einer Pipette abgesaugt um nicht-adharent
wachsende tote Zellen zu entfernen. Im Anschluss wurden die Zellen mittels phosphate
buffered saline (PBS) gewaschen und neues Medium hinzu pipettiert.

Passagieren der Zellen:

Die Zellen wurden spétestens im Stadium der Subkonfluenz (80-90 %) passagiert. Dazu wurde
das Medium aus der Zellkulturflasche abgesaugt. Im Anschluss wurden die Zellen mit 5 ml
PBS gewaschen. Die Ablosung der adhdrent-wachsenden Zellen erfolgte mittels 1 ml
Trypsin/EDTA Solution. Dieses wurde vorsichtig in die Zellkulturflasche gegeben und fiir zwei
bis fiinf Minuten im Brutschrank inkubiert. Kontrolliert wurde die Ablosung der Zellen von der
Oberflache der Zellkulturflasche mit dem Phasenkontrastmikroskop. Bei unvollstindiger
Ablosung wurde die Inkubationszeit verldngert. Die Reaktion wurde im Anschluss durch
Zugabe von 5 ml (T-25) bzw. 15 ml (T-75) Medium gestoppt. Die entstandene Dispersion



2 Studienkollektiv, Material und Methoden 40

wurde in ein Falconréhrchen tiberfiihrt und fiir zwei Minuten bei 1200 x g zentrifugiert. Der
Uberstand des Rohrchens wurde verworfen und das Zellpellet wurde mit 1 ml frischem Medium
resuspendiert. AnschlieBend wurde ein Teil der Zellsuspension wieder in Flaschen ausgesét und
ausreichend Medium in die Zellkulturflaschen hinzugefiigt. Der Rest der Suspension wurde in
Experimenten eingesetzt bzw. verworfen.

Auftauen/Einfrieren der Zellen:

Zum Auftauen der Zellen wurden die Kryobehélter aus dem -80 °C-Gefrierschrank
entnommen. Im Wasserbad (37 °C) wurden die eingefrorenen Zellen langsam aufgetaut und
das Eppendorfgefal anschlieBend duBerlich mit 70 % Ethanol desinfiziert. Die Zellsuspension
wurde in temperiertes (37 °C) DMEM (versetzt mit 10 % FBS und P/S) iibertragen und
anschlieBend bei 100 x g fiir fiinf Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und
das Zellpellet wurde in 6 ml bzw. 18 ml Medium resuspendiert. Die entstandene Suspension
wurde in einer Zellkulturflasche (T25 bzw. T75) ausplattiert. Nach 24 bis 48 Stunden wurde
die Vitalitit der Zellen unter dem Phasenkontrastmikroskop beurteilt und das Medium
ausgetauscht.

Zum FEinfrieren der Zellen wurden die Zellen wie beim Passagieren zum Abldsen trypsiniert
und im Anschluss zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgekippt und das Zellpellet mit 1 ml
PBS resuspendiert. Im Anschluss wurde die Suspension erneut zwei Minuten mit 1200
Umdrehungen zentrifugiert. Dieser Waschschritt dient der vollstindigen Elimination von
Trypsinresten. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet mit 1 ml Einfriermedium
(DMEM mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO)) resuspendiert. Zum FEinfrieren wurde die
Suspension in ein Kryorohrchen {iibertragen und in einen Einfrierbehilter, gefiillt mit
Isopropanol (Kiihlungsrate -1 °C/Minute), zur schonenden Abkiihlung auf -80 °C gegeben. Im
Anschluss wurden die Kryorohrchen im Gefrierschrank bei -80 °C gelagert.

Test auf Mykoplasmen Kontamination:

Alle Zelllinien wurden regelméfig auf eine Kontamination mit Mykoplasmen gepriift. Nur
,mykoplasmenfreie* Kulturen wurden in Experimente eingesetzt. Die Testung erfolgte mittels
PCR nach dem ,Detection of Mycoplasma in cell cultures® Protokoll von Nature
protocols [115]. Tabelle 5 zeigt die in der PCR verwendeten Primersequenzen.

MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC
GPO-3 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT

Tabelle 5: Primersequenzen

Zellzéhlung:

Zur Synchronisation der verschiedenen Zelllinien und fiir einen Teil der Experimente wurden
die Zellen mittels einer Neubauer-Zdhlkammer gezdhlt. Die Zellen wurden wie beim
Passagieren trypsiniert und nach dem Zentrifugieren in Kulturmedium resuspendiert. Im
Anschluss wurden 10 pl dieser Suspension im Verhéltnis 1:1 mit Trypanblau in einem
Eppendorfgefdll gemischt. Dies ermoglichte eine einfache Differenzierung zwischen lebenden
und abgestorbenen Zellen. Von dieser Suspension wurden 10 pl in die Neubauer-Zéhlkammer
aufgetragen. Es wurden jeweils vier Eckquadranten in fester Reihenfolge unter einem
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Lichtmikroskop ausgezdhlt und der dazugehorige Mittelwert (n) gebildet. Die endgiiltige
Berechnung der Zellzahl pro ml erfolgte anhand nachfolgender Formel:

7 X10*x2=Zellzahl/ml

Der Faktor zwei (Verdiinnungsfaktor) ensteht durch die Verdiinnung mit Trypanblau. Fiir die
einzelnen Experimente wurde dieser Wert zur Kalkulation des einzusetzenden Volumens
genutzt.

2.3.3 Molekularbiologische Methoden
2.3.3.1 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus den Zellkulturen wurde mit Hilfe des NucleoSpin RNA Kits
(Macherey-Nagel GmbH) analog zu den Herstellerangaben durchgefiihrt. Der Lysepuffer
(350 pl) wurde dabei direkt nach dem Waschen mit kaltem PBS auf die Zellen gegeben. Bei
Experimenten mit Messungen des RNA-Niveaus zu verschiedenen Zeitpunkten wurden
zunichst Zellpellets gewonnen und diese bis zum Abschluss der Zeitreihe bei -80 °C gelagert.
Dazu wurden die Zellen trypsiniert und im Anschluss mit kaltem PBS gewaschen. Nach
Zentrifugation wurde der Uberstand entfernt und die Pellets eingefroren. Die RNA-Extraktion
aus den Zellpellets erfolgte dann zeitgleich nach Herstellerangaben.

2.3.3.2 Vermessung der Nukleinsiurekonzentration

Zur Bestimmung der Nukleosinsdure-Konzentration wurde das Spektralphotometer Nanodrop
ND-1000 (Thermo Fisher Scientific) verwendet. Die Messung der Konzentration erfolgte
mittels Bestimmung der Absorption einer Probe (1 pl) bei Wellenldngen von 260 nm und
280 nm. Zu Beginn wurde eine Leerwert des Elutionsmediums (Nuklease-freies-Wasser)
gemessen. Im Anschluss wurden die eigentlichen Proben vermessen. Das Gerit zieht dabei den
Leerwert selbstéindig von den fiir die Proben gemessenen Werten ab. Die Konzentration wird
im Anschluss automatisch von dem Gerit berechnet. Als Grundlage dient die Lambert-Beer-
Gleichung.

c= A*g*d

c=Konzentration
A=Absorption
e=Extinkionskoeffizient
d=Schichtdicke

Die Schichtdicke ist bereits vom Gerdt vorgegeben. Der Extinktionskoeffizient liegt fiir
doppelstringige DNA bei e= 50 ng/(cm*pl) und fiir einzelstrangige RNA bei e=40 ng/(cm*ul).
Der Quotient aus den verschiedenen Messungen bei 260 nm und 280 nm liefert Information
iber eine mogliche Verunreinigung der Probe. Nach Herstellerangaben sollte der Quotient fiir
DNA grofler 1.8 und fiir RNA groBer zwei sein. Niedrigere Werte liefern Hinweise auf eine
Verunreinigung der Probe zum Beispiel mit Proteinen.
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2.3.3.3 cDNA-Synthese

Um das Expressionsniveau von PPARy auf mRNA-Ebene zu bestimmen, wurde zunichst die
gesamte gewonnene RNA in cDNA umgeschrieben. Dazu wurde das cDNA Synthesis Kit von
ThermoScientific genutzt (RevertAid H minus First Strand cDNA Synthesis Kit). Als Primer
wurden Oligo(dT)-Primer verwendet. Die eingesetzte RNA-Menge lag bei 1 ug. Es wurde
immer mit zwei negativ- (Probe ohne RNA bzw. Probe ohne Reverse Transkriptase) und einer
positiv-Kontrolle (GAPDH-Kontroll-RNA) gearbeitet. Alle Schritte zur Umschreibung der
RNA in cDNA erfolgten nach Herstellerangaben.

2.3.3.4 Quantitative reverse Transkriptase PCR (qRT-PCR)

Zur Messung der verschiedenen Expressionsniveaus der mRNA wurde nach erfolgtem
Umschreiben der gesamten RNA zu cDNA (siehe Abschnitt 2.3.3.3) ein PCR-Ansatz erstellt.
Es wurde mit einer finalen cDNA-Gesamtmenge von 15ng pro Ansatz und mit einem
Endvolumen von 15 pl gearbeitet. Alle Proben wurden in Triplets vermessen. Die PCR wurde
mit dem LightCycler LC480 von Roche durchgefiihrt.

qPCR-Ansatz:

cDNA (2.73 ng/pl): 55u
SYBR-Green-Mastermix: 7.5 ul
Primermix (2.5 uM): 2ul
Reaktionsbedingungen:

Amplifikation (40 Wiederholungen):

20s 95 °C

ls 95 °C

20s 60 °C

ls 72 °C

Schmelzkurve:

10s 98 °C

60 s 60 °C

5 min 98 °C

Abkiihlen:

30s 40 °C

Der Mittelwert (Tripletts) der Schwellenwert Zyklen (=crossing point, CP) der einzelnen
Proben wurde nach der AA-CP-Methode [116] auf die CP-Werte des Referenz Gens (GAPDH)
normalisiert und mit den Ergebnissen der Kontroll-Experimente verglichen. Die verwendeten
Primer Sequenzen fiir die qRT-PCR befinden sich in Tabelle 6.
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GAPDH | Forward | 5° CTTCAACAGCGACACCCACT 3° (20)
Reverse | 5° CTGGTCCAGGGGTCTTACTC 3¢ (20)
PPARy Forward | 5° GCCCAAGTTTGAGTTTGCTG 3° (20)
Reverse | 5° TCAATGGGCTTCACATTCAGC 3¢ (21)
SOD1 Forward | 5° CTCACTCTCAGGAGACCATTGC 3° (22)
Reverse | 5> CCACAAGCCAAACGACTTCCAG 3’ (22)
GPX1 Forward | 5° TGCTCGGCTTCCCGTGCAACCAGT 3° (25)
Reverse | 5° GGTGATGAGCTTGGGGTCGGTCAT 3° (25)
CAT Forward | 5> GTGCGGAGATTCAACACTGCCA 3° (22)
Reverse | 5 CGGCAATGTTCTCACACAGACG 3¢ (22)
UCP2 Forward | 5> CTACAGCCAGCGCCCAGTA 3°(20)
Reverse | 5> TCAGTACGCACCATGGTCAGA 3’ (21)
PTEN Forward | 5> CTCAGCCGTTACCTGTGTGT 3’ (20)
Reverse | 5> AGGTTTCCTCTGGTCCTGGT 3° (20)

BAX Forward | 5> TCAGGATGCGTCCACCAAGAAG 3’ (22)
Reverse | 5> TGTGTCCACGGCGGCAATCATC 3¢ (22)
Tabelle 6: Primersequenzen qPCR

2.3.4 Protein-basierte Methoden
2.3.4.1 Proteinextraktion

Zur Proteinextraktion aus Zellkulturen wurde zundchst das Kulturmedium von den
Zellkulturplatten entfernt und im Anschluss die Zellen mit gekiihltem PBS gewaschen. Durch
Absaugen wurden alle PBS Reste entfernt. Im néchsten Schritt wurde der Protein-Lysepuffer
auf die Zellkulturplatte gegeben (100 pl bei einer PlattengrdBe von 6 cm?). Der Proteinpuffer
(,,triple detergent lysis buffer) wurde nach Maniatis et al.[117] zubereitet und auf Eis gelagert.
(50 mM Tris-HCI pH 8.0, 150 mM NaCl, 0.02 % NaN3, 0.5 % Na-Desoxycholat, 0.1 % SDS,
1% Nonidet P-40, 10x Phosstop Phosphataseinhibitoren-Cocktail,  7x Complete
Proteaseinhibitorencocktail). Mittels eines Zellschabers wurden die Zellen von der gesamten
Oberfliche abgelost. Die gesamte Suspension wurde in ein 1.5ml Eppendorf-
Mikroreaktionsgefdl3 iiberfiihrt und auf Eis gestellt. Die anschlieBende Sonifizierung der
Proben erfolgte fiir fiinf Sekunden bei einer Amplitude von 75 %. Zur Abtrennung des nicht
geldsten Zelldetritus wurde die Proben danach zentrifugiert (15 min, 4 °C, 14.800 x g). Der
Uberstand wurde in ein neues Eppendorf-GefaB transferiert und fiir weitere Analysen genutzt
oder zur Lagerung bei -20 °C eingefroren.

2.3.4.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der verschiedenen Proben wurde mittels dem DC Protein Assay
System (Biorad) strikt nach Herstellerangaben bestimmt. Die Proteinkonzentration wird dabei
iber die gemessene Absorption bei einer Wellenldnge von 750 nm ermittelt. Die Intensitit der
Blaufirbung der Proben ist dabei proportional zu der in der Probe enthaltenen
Proteinkonzentration. Die Eichkurve wurde mittels einer Standardreihe aus im Wasser gelosten
bovinem Serumalbumin (BSA) mit sieben verschieden Konzentration (2.0, 1.5, 1.0, 0.75, 0.5,
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0.25 und 0.125 mg/ml; BioRad) erstellt. Als Leerwert wurde der zur Erstellung der Proben
verwendete Lysepuffer vermessen. Bevor die Proben im Mikroplatten-Photometer (Varioscan
Flash Microplate reader, Thermo) vermessen wurden, mussten die angefertigten Proben 15
Minuten inkubieren. Der Absorptionswert des Leerwerts wurde dann von der Absorption der
Proben abgezogen. Anhand der Eichkurve, die auf der Absorption der Standardreihe basiert,
wurde mit nachfolgender Formel die Proteinkonzentration x in pg/ml bestimmt.

_fx)—b
=170

m

f(x)=Absorption der gemessenen Probe
b=Achsenabschnitt (x=0)
m=Steigung der Eichkurve

2.3.4.3 Western Blot-Analyse

Puffer und Losungen:

(4x) Tris-HCI-pH 6.8

6.05 g Tris-Base in 40 ml H20
0.4 g SDS

ad 100 ml H20

pH 6.8 mit IN-HCI

(4x) Tris-HCl-pH 8.8

91.0 g Tris-Base in 300 ml H20
2.0 g SDS

ad 500 ml H20

pH 8.8 mit IN-HCl

(5x) Running buffer (Laemmli = TGS)
15.1 g Tris Base

72.0 g Glycin

5.0 g SDS

ad 1000 ml H20

(10x) Transferpuffer (= TG)
30.2 g Tris-Base

144.2 g Glycin

Ad 500 ml H20

(10x) TBS

15.76 g Tris/HCI
7.57 g NaCL

ad 1000 ml H20
pH 7.5 mit NaOH
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(10x) TBS/T
1000 ml 10x TBS
10 ml Tween-20

Blotto
100 ml TBS/T
5 g fettfreies Trockenmilchpulver

SDS-PAGE:

Fiir die nicht-denaturierenden Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektropherese (SDS-
PAGE) wurde ein Trenngel mit folgender Zusammensetzung gegossen.

Acrylamid 30 % 5 ml
4xTris-HCI, pH 8.8 3.75 ml
H20 6.25 ml
APS 200 pl
TEMED 40 ul
=15 ml

Das Gel wurde mit einer Pipette zwischen zwei Glasplatten einer PAGE-Vorrichtung gegeben
und um Luftblasen zu entfernen im Anschluss mit 70 % Ethanol bedeckt. Nachdem das
Trenngel polymerisiert war, wurde das Ethanol mit einem Filterpapier entfernt und das
Sammelgel auf das Trenngel pipettiert. Die Zusammensetzung des Stacking Gels war wie folgt:

Acrylamid 30 % 650 ul
4xTris-HCIL, pH 6.8 1.25 ml
H20 3.05 ml
APS 10 % 100 pl
TEMED 20 ul
=5ml

Um die Probentaschen zu bilden, wurde direkt nach Einfiillen des Stacking Gels der Kamm
eingesetzt. Nach dem Polymerisieren des Sammelgels wurden die Gele in die mit Running
Buffer gefiillte Gellaufkammer eingespannt. Die Probentaschen wurden gespiilt und das Gel
mit den Proben beladen. Diese wurden wie folgt vorbereitet:

Abhingig von der Proteinkonzentration der Lysate wurde die Menge des Ladepuffers (SDS 8 %
w/v, B-Mercaptoethanol 20 % v/v, Glycerin 40 % v/v, Bromphenolblau 0.015 % w/v,
phosphatgepuffert) bestimmt um alle Proben auf das gleiche Volumen zu bringen. Insgesamt
wurden jeweils 25-30 pg Gesamtprotein, versetzt mit dem Ladepuffer, in einem Heizblock bei
95 °C fiir fiinf Minuten erhitzt und im Anschluss zentrifugiert, auf Eis gesetzt und geladen. Der
ProteingrofBenmarker wurde dabei in die erste Tasche geladen. Das Gel wurde bis die Proben
das Trenngel erreicht haben (circa 20 Minuten) bei 80 V laufen gelassen. Im Anschluss lief es
weitere 60-90 Minuten bei 120 V, bis das Bromphenolblau des Ladepuffers das Ende des Gels
erreicht hatte. Zum Blotting wurde eine Polyvinylidenfluorid-Membran (PVDF) fiir 15 s in
Methanol eingeweicht und anschliefend mit Wasser gespiilt. AnschlieBend wurde die
Membran, die Blotting-Schwdmme und Whatman-Papiere fiir einige Minuten in den
Transferpuffer (10 % MeOH, 10 % 10x Buffer, 80 % H20) gegeben. Das Sandwich in der
Blotting-Kassette wurde in folgender Reihenfolge zusammengebaut: Schwarze Kassettenseite,
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Blotting-Schwamm, Whatman-Papier, Gel, PVDF-Membran, Whatman-Papier, Blotting-
Schwamm, Durchsichtige Kassettenseite. Die Kassette wurde verschlossen und in die Blotting
Kammer eingesetzt. Um eine Uberhitzung zu vermeiden, wurde zusitzlich ein Kiihlelement in
die Kammer eingebaut. Die Kammer wurde dann mit Transferpuffer aufgefiillt und das Blotting
bei 300 mA fiir circa 90 Minuten gestartet. Dabei wurde durch eine Kiihlbox die Temperatur
zwischen 4-10 °C gehalten. Im Anschluss wurde die Membran aus dem Sandwich entnommen
und die korrekte Ubertragung des ProteingroBenmarkers iiberpriift. Um den Proteintransfer zu
kontrollieren, wurde die Membran in Wasser getaucht und im Anschluss fiir fiinf Minuten in
Ponceau-S Losung, unter Agitation auf dem Orbitalschiittler, gegeben. Die iiberschiissige
Losung wurde abgegossen und die Membran so lange in Wasser gewaschen, bis sich die
Proteinbanden rosarot darstellten. AnschlieBend konnte mit der Blockierung der Membran
begonnen werden. Die Membran wurde fiir eine Stunde bei RT in 5 % Blocking Solution
(Blotto) geblockt. Im Anschluss wurde die Membran dreimal fiir zehn Minuten mit TBS/T
gewaschen und tiber Nacht bei 4 °C unter stdndiger Agitation mittels eines Rollschiittlers mit
der Primérantikorperlosung (siehe Tabelle 7) inkubiert. Die Primérantikorperlosung wurde
durch Zugabe von Natrium-Azid (Endkonzentration: 200 pg/ml) haltbar gemacht und mehrfach
verwendet. Nach Abschluss der Inkubation mit dem Primérantikérper wurde die Membran
erneut dreimal mit TBS/T fiir jeweils zehn Minuten gewaschen und bei RT mit dem in Blocking
Solution geldsten Sekundirantikdrper (HRP-gekoppelt) fiir eine Stunde inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen in TBS/T unter stindiger Agitation wurde die Membran mit 1 ml ECL
Losung nach Herstellerangaben bedeckt und zwischen zwei durchsichtige Folien fiir fiinf
Minuten gelegt. Mit dem Imager (Li-COR Odyssey Fc) wurden mit unterschiedlich langer
Belichtungszeit (30 s bis zehn Minuten) Fotos von der Membran gemacht. Um eine erneute
Antikorperfarbung derselben Membran durchzufiihren, wurde die Membran bei 37 °C fiir eine
halbe Stunde auf dem Orbitalschiittler in eine gebrauchsfertige Stripping-Losung gegeben.
Danach konnte erneut mit dem Blockieren begonnen werden. Zur langerfristigen Lagerung
wurde die Membran nach dem Stripping in Methanol getaucht, luftgetrocknet und anschlieBend
im Kiihlschrank bei 4 °C autbewahrt.

Antigen Verdiinnung Verdiinnungsmedium
PPARYy 1:1000 TBS/T mit 5 % BSA

CK20 1:1000 5 % Blocking Solution
B-Aktin 1:30.000 5 % Blocking Solution

Tabelle 7: Antikorper Western Blot

2.3.5 Zellbiologische Methoden
2.3.5.1 Transfektion

Der transiente Gen-Knockdown von PPARy wurde basierend auf dem Prinzip der RNA-
Interferenz mit einem siPool der Firma Biotech durchgefiihrt. Die Verwendung eines siPools
anstelle von einzelnen siRNA erhoht die Spezifitit des Knock-Downs [118]. Die finale
Endkonzentration des siPools wurde mit 2 nM mdglichst geringgehalten. Zur Durchfithrung der
Transfektion wurde zunichst die siPool dilution sowie die RNAiMax dilution wie in Tabelle 8
hergestellt. Die Mengenangaben beziehen sich auf ein well einer 6-well Platte.
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siPool dilution 248 pl Optimem 2 pl siPool predilution stock (1 uM)
RNAIMAX dilution 246 ul Optimem 4 ul Lipofectamine
Tabelle 8: Transfektionslosung

Fiir die Kontrollgruppe wurde anstatt dem siPool predilution stock die ctrlRNA (1 uM)
verwendet. Die beiden Losungen wurden jeweils fiinf Minuten bei RT inkubiert und
anschlieBend in einem Verhéltnis von 1:1 miteinander gemischt. Der Transfektionsmix (500 pl
pro well) wurde nun fiir weitere fiinf Minuten bei RT inkubiert. Im Anschluss wurde der
Transfektionsmix auf die Zellen gegeben. Diese wurden zuvor mit einer Konzentration von
12.000.000/ml ausgesit, wobei ein Volumen von 500 pul in jedes well gegeben wurde. Die
Zellkulturexperimente wurden 24 Stunden nach der Transfektion gestartet.

2.3.5.2 Read-Out PPARYy Agonisten

Um zu zeigen, dass die in den Zellkulturexperimenten eingesetzten PPARy-Agonisten
Rosiglitazon und Pioglitazon iiber die Bindung an PPARy wirken, haben wir ein bekanntes
Zielgen von PPARy (CK20) [119] 48 Stunden nach Zugabe des Treatments (20 uM) auf
Proteinebene mittels WB gescreent.

2.3.5.3 Resazurin-Zellviabilitits-Assay

Zur Beurteilung der Zellviabilitit nach Behandlung der Zellen mit verschieden Treatments zur
Untersuchung des Einflusses von PPARy auf die Proliferation von kolorektalen Zelllinien
wurde Resazurin eingesetzt. Resazurin ist ein Redox-Farbstoff, der in lebensfahigen Zellen mit
aktivem Metabolismus durch Reduktion in das fluoreszierende Resofurin umgesetzt wird [120].
Die Auswertung des Assays erfolgte mittels Mikrotiterplattenphotometer vier Stunden nach
dem Hinzusetzen des Resazurins. Von den absoluten Werten mussten zur finalen Auswertung
noch die Leerwerte (100 ul Medium + 10 pl Resazurin) abgezogen werden.

Die nachfolgenden Konditionen gelten fiir alle Zellviabiltédts-Assays. Es wurden 96-well Platten
verwendet. Das Endvolumen pro well lag bei 100 pl. Alle Treatments/KD/Crtl-Subgruppen
wurden mindestens in technischen Triplikaten pipettiert. Aufgrund unterschiedlicher
Proliferationsraten wurden bei Versuchsbeginn fiir die Zelllinie SW403 5000 Zellen pro well
und fiir die HT29 2000 Zellen pro well eingesetzt.

KD vs. Kontrolle:

Zu Beginn wurde, wie in Abschnitt 2.3.5.1 beschrieben, der transiente KD in 6-well-Platten in
jeder Zelllinie durchgefiihrt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und
in Medium resuspendiert. Im Anschluss wurden die Zellen mittels der Neubauer-Zahlkammer
gezdhlt und die Zellsuspension erneut zentrifugiert und das Zellpellet mit dem entsprechenden
Volumen zur Erreichung der exakten Zielzellzahl erneut resuspendiert. Fiir jeden
Messzeitpunkt (24 h, 48 h, 72 h) miissen zum Zeitpunkt null eigene Triplikate angesetzt
werden. 24, 48 bzw. 72 Stunden nach dem Aussdhen in die 96-well-Platte wurden 10 pl
Resazurin (0.2 mg/ml) in jedes well gegeben. Zur statistischen Beurteilung wurde der gepaarte
t-test verwendet.
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Austestung der Treatment Konzentration:

Um die optimale Konzentration fiir die verschiedenen Behandlungen in den nachfolgenden
Assays festzulegen, wurden filir Pioglitazon, Rosiglitazon und GW9662 dosisabhéingige
Wachstumskurven erstellt. Dabei wurden folgende Konzentrationen ausgetestet.

Rosi bzw. Pioglitazon: 10 uM, 20 uM, 40 uM und 80 uM
GW9662: 1 uM, 5 uM, 10 uM, 20 uM, 50 uM und 100 uM

Die Auswertung erfolgte 72 Stunden nach Treatmentzugabe mittels Zugabe von 10 ul
Resazurin (0.2 mg/ml). Auf Basis dieser Information wurde die Konzentrationen fiir alle
nachfolgende Zellviabilitits-Assays festgelegt.

Treatment:

Zunichst wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und in Medium resuspendiert. Nach
Zihlung der Zellen wurden diese mit dem entsprechenden Volumen des Treatment-Mediums
zum Erreichen der exakten Zielzellzahl resuspendiert. Folgende Konzentrationen wurden dabei
verwendet:

Rosiglitazon 20 pM,
Pioglitazon 20 puM,
DMSO

Alle weiteren Schritte erfolgten analog zu dem ,,KD vs. Kontroll-Assay*.
Hypoxieschrank:

Zur Beurteilung der PPARy—Funktion unter hypoxischen Bedingungen wurde das Hypoxie-
Assay wie folgt durchgefiihrt. Die Behandlungs-Subgruppen wurden analog zu den Abschnitten
KD vs. Kontrolle* und ,,Treatment* vorbereitet. Im Allgemeinen wurden folgende Treatment-
Subgruppen ausgesiit:

KD-PPARYy,
Kontrolle-PPARY,
Rosiglitazon 20 bzw. 80 uM,
Pioglitazon 20 bzw. 80 uM,
GW9662 10 uM,

DMSO

Das Endvolumen lag bei 100 pl pro well. Alle Subgruppen wurden zu Beginn in doppelter
Ausfiihrung pipettiert. Nach 24 Stunden Inkubationszeit wurde die Halfte der 96-well-Platten
in einen Hypoxieschrank fiir weitere 72 Stunden gegeben. Die anderen Platten wurden fiir den
gleichen Zeitraum unter Normoxie behandelt. Im Anschluss wurden 10 pul Resazurin
(0.2 mg/ml) in jedes well gegeben. Zur statistischen Beurteilung wurde der gepaarte t-test
angewandt.
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Elesclomol:

Um die Relevanz von PPARY in Bezug auf die Protektion vor Reaktiven Sauerstoffspezies zu
kliaren, wurde nachfolgendes Assay pipettiert. Elesclomol induziert in Mitochondrien selektiv
ROS [121]. Zunichst wurden die Zellen trypsiniert, zentrifugiert und in Medium resuspendiert.
Nach Zidhlung der Zellen wurden diese mit dem entsprechenden Volumen des Treatment-
Mediums resuspendiert. Nachfolgende Konzentrationen der jeweiligen Treatments wurden
verwendet.

Rosiglitazon 20 bzw. 80 uM,
Pioglitazon 20 bzw. 80 uM,
GW9662 10 uM,

DMSO

Des Weiteren wurden, wie zuvor beschrieben, Zellen mit bzw. ohne KD ausgesit. Dabei wurde
immer mit einem finalen Volumen von 80 pul pro well gearbeitet. Nach 24 Stunden wurden
20 ul des Elesclomol Treatments hinzugegeben. Es wurde mit folgenden Zielkonzentration
gearbeitet: 10 pymol/l; 1 pmol/l; 0.1 pmol/l; Diese wurden als absteigende Zehnerreihe
pipettiert. Als Kontrolle wurde DMSO eingesetzt. Nach weiteren 72 Stunden wurden 10 pl
Resazurin (0.2 mg/ml) in jedes well gegeben. Zur statistischen Beurteilung wurde der gepaarte
t-test angewandt.

CTX-5-Fluorouracil

Zur Untersuchung des Einflusses von PPARy Agonisten bzw. Inhibitoren auf die
Chemotherapiesensitivitdt von 5-FU, wurde folgendes Assay angesetzt. Zu Beginn wurden die
Zellen analog zu dem Elesclomol-Assay in 96-well-Platten ausgesit. Dabei wurden die
folgenden Behandlungsgruppen gewihlt.

Rosiglitazon 80 uM,
Pioglitazon 80 puM,
GW9662 10 uM,
Kontrolle

Dabei wurde immer mit einem finalen Volumen von 80 pl pro well gearbeitet. Die Behandlung
mit 5-FU erfolgte nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden. Dazu wurden 20 pl Medium mit
entsprechenden Volumen 5-FU hinzugegeben, um nachfolgende 5-FU-Zielkonzentrationen zu
erreichen.

100 umol/l;
50 umol/l;

10 pmol/l;

5 umol/l;

1 pmol/l;

0.5 pmol/l
0.1 pmol/l;
0.01 pumol/l;
0.001 pmol/l;
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Diese wurden als absteigende Zehnerreihe pipettiert. Fiir jede Konzentration und
Behandlungsgruppe wurde in Triplikaten gearbeitet. Nach weiteren 72 Stunden wurden zur
Beurteilung der Zellviabilitit 10 ul Resazurin (0.2 mg/ml) in jedes well gegeben. Zur
statistischen Bewertung wurden die IC50 der jeweiligen Behandlungsgruppe berechnet und
mittels gepaartem t-test verglichen.

2.3.5.4 ROS-Zielgene

Um mogliche Erkldrungen fiir die untersuchten funktionellen Eigenschaften von PPARY in
Bezug auf den Schutz vor Reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) zu finden, wurden mittels gPCR
bekannte Zielgene des oxidativen Stresses (SOD1, GPX1, CAT, UCP2) untersucht [122]. Dazu
wurden die Zellen in einer 6-well-Platte fiir 48 Stunden mit DMSO, Pioglitazon 80 puM,
Rosiglitazon 80 uM und GW9662 10 uM behandelt. Zum Zeitpunkt der RNA-Extraktion
erreichten die Zellen eine 80 bis 90%ige Konfluenz. Die Primersequenzen der qPCR sind in
Tabelle 6 aufgefiihrt.

2.3.6 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung wurde mit dem Statistikprogramm SPSS (Version 26)
durchgefiihrt. Die statistische Evaluation der Tumorcharakteristika und klinisch-
pathologischen Daten wurde fiir die normalskalierten bzw. dichotomen Variablen mit dem Chi-
Quadrat-Test durchgefiihrt. Fiir die metrischen Variablen wurde zur Priifung der
Normalverteilung der Kolmogorov-Smirnov-Test angewendet. AnschlieBend erfolgt zur
Testung der Signifikanz der Kruskal-Wallis-Test. Die Uberlebenszeitanalysen wurden mittels
des Kaplan-Meier-Schitzers beurteilt und mit Hilfe des Log-Rank-Tests auf Signifikanz
getestet. Aullerdem wurde zur Analyse des ,Overall-Survivals“ eine Cox-Regression
gerechnet. Fiir Voranalysen am ,,The Cancer Genome Atlas* (TCGA) Kollektiv wurde der
Pearson-Korrelationskoeffizient r berechnet. Fiir die Zellkulturexperimente wurden die
verwendeten statistischen Tests bereits oben erwihnt. Das Signifikanzniveau wurde fiir alle
Tests zweiseitig auf a=0.05 festgelegt. In den Graphiken wurde zur vereinfachten Darstellung
der Signifikanzwerte mit Sternchen (,,**) gearbeitet (siche Tabelle 9).

P-Wert

<0.05 *
<0.01 *x
<0.001 ok
<0.0001 | ****

Tabelle 9: Darstellung P-Werte
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2.4 Material

Tabelle 10 zeigt das in der Arbeit verwendete Material.

Material Firma
Immunhistochemie
Dako Antibody Diluent Dako North Amerika Inc., Art. Nr. S3022,

Ethanol (reinst)
Hematoxylin Gill’s Formula

Liquid DAB+ Substrate Chromogen
System
Target Retrieval Solution

Carpinteria, USA

CLN GmbH, Niederhummel, DE

Vector Laboratories Inc., Art. Nr. 3401,
Burlingame, USA

Dako North Amerika Inc., Art. Nr. K3468,
Carpinteria, USA

Dako North Amerika Inc., Art. Nr. S1699,
Carpinteria, USA

Wasserstoffperoxid 30 %
Xylol (reinst)

CarlRoth, Art. Nr. 9681, Karlsruhe, DE
CLN GmbH, Niederhummel, DE

Zellkultur

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM)- with high glucose, L-alanyl-
glutamine and sodium bicarbonate,
without sodium pyruvate, liquid, steril-
filtered

Fetales Kalbsserum, FBS, steril filtered
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
(PBS) ohne Calcium und Magnesium
Penicillin/Streptomycin 10000 U/ml &
10mg/ml

Trypsin-EDTA Solution 1X

DMSO, Dimethylsulfoxid

Trypan Blue Solution (0.4 %)

SigmaAldrich, Art. Nr. D0819, Miinchen, DE

SigmaAldrich, Art. Nr. FO804, Miinchen, DE
SigmaAldrich, Art. Nr. D8537, Miinchen, DE

SigmaAldrich, Art. Nr. P4333, Miinchen, DE
SigmaAldrich, Art. Nr. T4299, Miinchen, DE

CarlRoth, Art. Nr. 4720.4, Karlsruhe, DE
SigmaAldrich, Art. Nr. T8154, Miinchen, DE

Proteinextraktion und Western Blot

Albumin, from bovine serum (BSA)
Ammoniumpersulfat (APS)
Bromphenolblau

Complete Proteaseinihibitoren Cocktail
Glycerin

Immobilon-P Polyvinylidenfluorid
PVDF-Membran

Immobilon Chemiluminescent Substrate
(ECL)

Mercaptoethanol

Methanol (Reag. USP, Ph. Eur.)
PageRuler PlusPrestained Protein
Ladder 10-250 kDa

PhosStop Phosphataseinhibitoren-
Cocktail

Ponceau-s-Losung

Rotiphorese Acrylamid-Losung

SDS

Sigma Aldrich, Art. Nr. A2153, Miinchen, DE
CarlRoth, Art. Nr. 9178.2, Karlsruhe, DE
CarlRoth, Art. Nr. A512.1, Karlsruhe, DE
Roche, Penzberg, DE

CarlRoth, Art. Nr. 6967.1, Karlsruhe, DE
Millipore, Schwalbach, DE

Millipore, Schwalbach, DE

ITW Reagents, Art. Nr. A1108, Darmstadt, DE
ITW Reagents, Art. Nr.131091, Darmstadt, DE
ThermoScientific, Art. Nr. 26619, Vilnius, LTU
Roche, Penzberg, DE

Sigma Aldrich, Art. Nr. P7170, Miinchen, DE

CarlRoth, Art. Nr. 3029.1, Karlsruhe, DE
CarlRoth, Art-Nr. 2326.4, Karlsruhe, DE
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TEMED (N,N,N’,N’-
Tetramethylethylendiamin)
Trockenmilchpulver

Tween-20

Western Blot Stripping Buffer

Weitere Grundstoffe (Salze, Puffer, etc.)

CarlRoth, Art. Nr. 2367.1, Karlsruhe, DE

SERVA, Art. Nr. 42590, Heidelberg, DE
Sigma Aldrich, Art. Nr. P1379, Miinchen, DE
Abcam, Art. Nr. ab270550, Berlin, DE

Sigma Aldrich, Miinchen, DE

Antikorper

CK20 (WB) Medacdiagnostika, Art. Nr. MOB123, Wedel, D

PPARy (WB) Cell Signaling, Art. Nr. C26H12, Frankfurt, DE

PPARYy (Immunhistochemie) LSBio, Art. Nr. LS-E42027, Seattle, USA

Aktin (WB) Sigma Aldrich, Miinchen, DE

PCR

Agarose CarlRoth, Art. Nr. 3810.3, Karlsruhe, DE

DNA Gel Loading Dye (6x) ThermoScientific, Art. Nr. R0611, Vilnius,
LTU

dNTP mix (10 mM) ThermoScientific, Art. Nr. R0194, Vilnius, LTU

Ethidiumbromidlésung (10 mg/ml)
GeneRuler 1 kb DNA Ladder

HotStarTaq — DNApolymerase (5000 U)

TAE (50x%)
10x CorallLLoad PCR buffer

CarlRoth, Art. Nr. 2218.2, Karlsruhe, DE
ThermoScientific, Art. Nr. SM0313, Vilnius,
LTU

Qiagen, Art. Nr. 203207 (Kit), Germantown,
USA

CarlRoth, Art. Nr. CL86.1, Karlsruhe, DE
Qiagen, Art. Nr.203207 (Kit), Germantown,
USA

Transfektion

Lipofectamine RNAIMAX
Opti-MEM  Gibco (HEPES, 2.4 g/L
Sodium Bicarbonate, L-Glutamine)

ThermoScientific, Art. Nr. 13778, Vilnius, LTU
ThermoScientific, Art. Nr. 31985070, Vilnius,
LTU

siPool PPARY siPoolsbiotech, Planegg, DE

KITS

DC Protein Assay Kit I1 Bio Rad, Art. Nr. 5000112, Miinchen, DE
NucleoSpin RNA Macherey-Nagel GmbH & Co. KG, Diiren, DE
Polymer Kit ImmPRESS Horse Anti Vector Laboratories Inc., Art. Nr. MP-7401,
Rabbit IgG Burlingame, USA

RevertAid H minus First Strand ¢cDNA ThermoScientific, Vilnius, LTU

Synthesis Kit

SYBR- Select Master Mix

ThermoScientific, Art. Nr. 44729, Vilnius, LTU

Treatments und Chemikalien

Elesclomol

GW9662
Mitomycin
Oxaliplatin
Pioglitazone
Resazurin
Rosiglitazone

5-Fluorouracil

MedChemExpress, Art. Nr. HY-12040,
Monmouth Junction, USA

SigmaAldrich, Art. Nr. M6191, Miinchen, DE
CarlRoth, Art-Nr. 4150.1, Karlsruhe, DE

LMU Klinikum Apotheke, Miinchen, DE
Targetmol, Art. Nr. T021, Wellesley Hills, USA
SigmaAldrich, Art. Nr. R7017, Miinchen, DE
Targetmol, Art. Nr. T0334, Wellesley Hills,
USA

LMU Klinikum Apotheke, Miinchen, DE

Tabelle 10: Material
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2.5 Gerite

Tabelle 11 zeigt die in der Arbeit verwendeten Geréte.

Gerite

Firma

Alpha-Innotech Multiimager Light Cabinet
Eppendorf® ThermoStat Plus
Heracell™ 2401 CO2-Inkubator
Heraeus Fresco21 Centrifuge
Heraeus Megafuge 40R

Hood Maxisafe2020 1.2

HTU Sonil30 Sonicator
Li-COR Odyssey Fc
LightCylcler480

Magnetrithrer RCT-Basic

Mini SUB Cell-GT
Mini-PROTEAN® Tetra Cell
Mini Trans-Blot® Cell

Mikrowelle, M8201-1

ND 1000 NanoDrop Spectrophotometer
Neubauer Counting Chamber

POWER PAC 300

Primovert Mikroskop

T100 Thermal Cycler
Varioskan Multimode Microplate Reader
Vortex Genie2

ProteinSimple, San Jose, USA
Eppendorf GmbH, Hamburg, DE
ThermoFisher Scientific, Schwerte, DE
ThermoFisher Scientific, Schwerte, DE
ThermoFisher Scientific, Schwerte, DE
ThermoFisher Scientific, Schwerte, DE
G. Heinemann, Schwibisch Gmiind, DE
Li-Cor, Lincon, NE, USA

Roche, Penzberg, DE

IKA Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE
Miele & Cie. KG, Giitersloh, DE
NanoDrop Products, Wilmington, USA
CarlRoth, Karlsruhe, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE
Carl Zeiss Microscopy Deutschland GmbH,
Oberkochen, DE

Bio-Rad Laboratories, Miinchen, DE
ThermoFisher Scientific, Schwerte, DE
Bender & Hobein AG, Ziirich, Schweitz

Tabelle 11: Gerdte

2.6 Software

Tabelle 12 zeigt die in der Arbeit genutzte Software.

Software

Firma

Affinity Designer 1.9.0.932

Affinity Publisher 1.9.0.932
FluorChemFC2

Image Studio Ver 5.25

Microsoft Office 2016

Skanlt Software 2.4.3 Research Edition
Varioskan

SPSS Statistics 26

Serif (Europe) Ltd, Nottingham, UK
Serif (Europe) Ltd, Nottingham, UK
ProteinSimple, San Jose, USA

Li-Cor, Lincon, NE, USA

Microsoft, Redmond, USA
ThermoFisher Scientific, Schwerte, DE

IBM, New York, USA

Tabelle 12: Software
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3 Ergebnisse
3.1 Studienpopulation

Analysiert wurde eine Studienpopulation bestehend aus 246 Patientenfdllen, wobei insgesamt
145 (58.9 %) Patienten méinnlichen und 101 (41.1 %) Patienten weiblichen Geschlechts sind.
Die Geschlechterverteilung fiir die drei Kohorten ist in Tabelle 13 dargestellt. Mittels des Chi-
Quadrats-Tests (p=0.053) konnte ein geschlechtsspezifisches Bias zwischen den Kohorten
ausgeschlossen werden.

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose lag der Median fiir das Alter in der gesamten
Studienpopulation bei 67 Jahren. Fiir die nicht metastasierten Fille lag der Median bei 71
Jahren, fiir die pulmonal metastasierte Gruppe bei 64 Jahren und fiir die hepatisch metastasierte
Kobhorte bei 63 Jahren. Der Altersunterschied zwischen den einzelnen Gruppen war auf einem
Niveau von p<0.001 hoch signifikant. Diesem p-Wert liegt der Kruskal-Wallis-Test zugrunde.
Mittels des Kolmogorov-Smirnov-Tests wurde die Variable Alter zuvor auf Normalverteilung
getestet. Die Nullhypothese, dass das Alter normalverteilt ist, musste abgelehnt werden.

Der Primédrtumor war bei 108 (43.9 %) Patienten im Kolon, bei 22 (8.9 %) im Rektosigmoid
und bei 116 (47.2 %) im Rektum lokalisiert. Nach dem Grading-Schema der WHO waren 166
(67.8 %) Félle zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der ,low grade® Gruppe zuzuordnen, 79
(32.2 %) der ,high grade* Gruppe. Das T-Stadium wurde nach der TNM Klassifikation
festgelegt, zwei (0.8 %) Fille waren zum Zeitpunkt der Probeentnahme fiir die Pathologie TO,
da Rektumkarzinome im Allgemeinen vorbehandelt werden [2]. Fiir die restlichen T-Stadien
lag folgende Verteilung in absoluten und relativen Werten vor; T1=11 (4.5 %), T2=30 (12.2 %),
T3=175 (71.2 %), T4=26 (10.6 %). Fiir weitere zwei Félle war das T-Stadium retrospektiv nicht
mehr bestimmbar. 125 (50.8 %) Patienten zeigten zum Zeitpunkt der Erstdiagnose einen
Lymphknotenbefall, 115 (46.7 %) waren Nodal negativ und fiir sechs (2.4 %) Fille ist der
Lymphknotenstatus nicht erhoben worden.

Die Verteilung der Klinisch-Pathologischen Daten in den drei Kohorten sind in der Tabelle 13
zur besseren Ubersicht zusammengefasst. Die p-Werte zum Vergleich der Kohorten wurden,
so weit nicht bereits anders erwéhnt, alle mit dem Chi-Quadrat-Test berechnet. Fiir die
Tumorlokalisation (p<0.001) und dem Lymphknotenbefall (p=0.001) wurden hoch signifikante
p-Werte bestimmt.

MO0 PUL HEP P-Wert
Charakteristika
(n=82) (n=82) (n=82)
Total PUL vs
HEP
Geschlecht
ménnlich 40 (48.8) | 55(67.1) | 50(61.0) 0.053 0.416
weiblich 42 (51.2) | 27(32.9) | 32(39.0)
Alter zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose
Median 71.0 64.0 63.0 <0.001" 0.274"
> 70 46 (56.1) | 28 (34.1) | 24(29.3) 0.0012 0.5032
> 65 64 (78.0) | 39(47.6) | 37(45.1) | <0.001° 0.755°
<65 18 (22.0) | 43 (52.4) | 45(54.9)
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Tumorgrad
Low grade (G2) 56 (68.3) | 54(65.9) | 56 (68.3) 0.968 0.825
High grade (G3) 26 (31.7) | 27(32.9) | 26 (31.7)
Unbekannt - 1(1.2) -
pT-Stadium
pTO - 2(24) -
pTl1 4(4.9) 33.7) 4(4.9)
pT2 8(9.8) 11(13.4) | 11(13.4) 0.714 0.667
pT3 60 (73.2) | 57(69.5) | 58 (70.7)
pT4 10 (12.2) 7 (8.5) 9(11.0)
Unbekannt - 2124 -
N-Status
N-negative 52(63.4) | 32(39.0) | 31(37.8) 0.001 0.544
N-positive 29 (354) | 45(54.9) | 51(62.2)
Unbekannt 1(1.2) 5(6.1) -
Diabetes Typ II
Nein 59 (72.0) | 66(80.5) | 66 (80.5) 0.084 0.253
Ja 16 (19.5) 6 (7.3) 11 (13.4)
Unbekannt 7(8.5) | 10(12.2) | 5(6.1)
Tumorlokalisation
Kolon 51(62.2) | 25(30.5) | 32(39.0) <0.001 0.203
Rektosigmoid 6 (7.3) 6 (7.3) 10 (12.2)
Rektum 25(30.5) | 51(62.2) | 40 (48.8)
Tumorseite
Rechtes Kolon 9 (11.0) 9(11.0) 9(11.0) 1.00 1.00
Linkes Kolon 73 (89.0) | 73(89.0) | 73 (89.0)
absolute Zahlen ohne Klammern, relative Werte mit Klammern (gilt in allen Tabellen)
‘p-Wert fiir Trennung nach dem Median, *p-Wert fiir >70, "p-Wert fiir >65

Tabelle 13: Charakteristika der Studienpopulation

Zusitzlich zu den pathologischen Parametern wurden klinische Daten mit besonderem Fokus

auf die Erkrankung mit DM-Typ-II erhoben. 33 Patienten besalen zum Zeitpunkt der KRK

Diagnose eine DM-Erkrankung vom Typ II (Prévalenz 13.4 %), davon waren 30 medikamentds
behandlungspflichtig. Die Mehrzahl der Patienten nahm als Therapeutikum Metformin ein,

TZDs wurden von einem einzigen Patienten eingenommen, weitere Wirkstoffe mit
Haufigkeitsverteilung sind in der Abbildung 11 dargestellt. Der HbAlc-Wert war retrospektiv
nur fiir 20 Patienten erhebbar, wobei die Zeitspanne zwischen der Abnahme des Wertes und

der Erstdiagnose nicht einheitlich erhebbar war. Auf dieser Grundlage waren keine
aussagekriftigen statistischen Auswertungen durchfiihrbar.
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Abbildung 11:Verteilung der Diabetesmedikation im Studienkollektiv

3.2 Histopathologie
3.2.1 H-Score: PPARY Expression

Zur Beurteilung der immunhistochemischen Farbung wurde, wie bereits unter Punkt 2.3.1.2
erwahnt, der H-Score verwendet. Im Gesamtkollektiv lag der Mittelwert fiir die Expression bei
136.2 und der Median bei 140. Anhand des Medians erfolgte auch die Einteilung in die zwei
Gruppen, ,,Jow expression“ und ,,high expression“. Die méinnlichen Félle hatten mit einem
Mittelwert von 144.2 und einem Median von 155 im Durchschnitt stirker exprimierende
Tumore als die weiblichen Erkrankten. KRK in weiblichen Patienten zeigten im Mittel einen
Score von 124.8 und einen Median von 125. Die deskriptive Statistik des H-Scores ist in Tabelle
14 veranschaulicht. Aulerdem sind die Daten zusétzlich graphisch als Box-Plot in Abbildung

12 dargestellt.
H-Score der PPARy Expression
Gesamt mannlich weiblich
Mittelwert 136.2 144.2 124.8
Konfidenzintervall Mittelwert 127.6-144.8 | 132.9-155.5 | 111.6-138.0
Median 140 155 125
Minimum 0 0 5
Maximum 290 280 290
Standardabweichung 68.5 68.7 66.9
25 Perzentile 80 95 80
75 Perzentile 190 195 180

Tabelle 14: Deskriptive Statistik H-Score
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Abbildung 12: H-Score getrennt nach Geschlecht

Im néchsten Schritt wurde der Wert des H-Score bezogen auf die einzelnen Kohorten (MO,
PUL, HEP) analysiert. Die pulmonale Kohorte zeigte mit einem Mittelwert von 156.9 und
einem Median von 165 die hochsten Werte, gefolgt von der hepatischen Gruppe mit einem
Mittelwert von 128.1 und einem Median von 132.5. Die nicht metastasierten Fille hatten mit
einem Mittelwert von 123.7 und einem Median von 122.5 die niedrigsten Werte. Der
Unterschied in den Gruppen war mit einem p-Wert von 0.009 signifikant (Kruskal-Wallis-
Test). Im paarweisen Vergleich der einzelnen Kohorten lieferte nur der ,,M0 vs. PUL* mit
einem p-Wert von 0.011 ein signifikantes Ergebnis. Pulmonal metastasierte KRK zeigten somit
eine signifikant hohere Expression von PPARY [109]. Zur Veranschaulichung der Unterschiede
des H-Scores bezogen auf den M-Status dient der Box-Plot in Abbildung 13.

H-Score der PPARy Expression

Mo HEP PUL
Mittelwert 123.7 128.1 156.9
Median 122.5 132.5 165

Tabelle 15: H-Score in den Subkohorten

300

PPARy Expression in Subkohorten

200 F

H-Score

100 |

MO PUL HEP

Abbildung 13: H-Score in den Subkohorten
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3.2.2 Korrelation der PPARy Expression mit Klinisch-Pathologischen Parametern

Die mittels H-Score ermittelte PPARy-Expression wurde anschlieBend mit zahlreichen
weiteren Klinisch-Pathologischen Daten korreliert. Die Analysen erfolgten alle auf der Basis
der Einteilung in eine ,,low expression® und eine ,,high expression® Gruppe von PPARy und
nicht mit dem Rohwert des H-Scores. Bezogen auf das gesamte Kollektiv zeigten 122 (49.6 %)
Fille eine niedrige Expression und 124 (50.4 %) eine hohe Expression von PPARY. Die nahezu
Gleichverteilung entstand aufgrund der Definition der Gruppen anhand des Medians.

Der Altersmedian der gesamten Studienpopulation lag bei 67 Jahren. Anhand dessen wurde das
Kollektiv in zwei Altersgruppen (<66 bzw. >67) eingeteilt. Bezogen auf diese zwei
Altersgruppen konnte keine Korrelation (p=0.898) mit der PPARY Expression nachgewiesen
werden. Eine signifikante Korrelation (p=0.005) zeigte sich hingegen zwischen der PPARYy
Expression und dem Geschlecht. Miannliche Patienten zeigten signifikant hdufiger eine hohe
Expression des Proteins PPARY, verglichen mit weiblichen Fillen. Dieses Ergebnis steht im
Einklang mit den Rohdaten des H-Scores aus Abschnitt 3.2.1.

Zur Uberpriifung, ob die Expression von PPARY eine Aussage iiber die Zelldifferenzierung
zuldsst, wurde die Expression mit dem Tumorgrad korreliert. Von 166 (67.8 %) low-grade
Tumoren waren jeweils genau 83 in der niedrig-/hochexprimierenden Gruppe. Auch in den
high-grade Tumoren zeigte sich nahezu eine Gleichverteilung. 39 KRK zeigten eine schwache
Expression und 40 KRK eine starke Expression. Die Expression von PPARY korrelierte folglich
nicht (p=0.926) mit dem Tumordifferenzierungsgrad.

Im nichsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Expression von PPARy einen
Zusammenhang mit dem pT-Stadium zeigt. Zur Ergdnzung muss hier erwidhnt werden, dass fiir
einen kleinen Teil der KRK das ypT-Stadium als ,pT* Stadium verwendet wurde, da fiir
Rektumkarzinome ab dem UICC-Stadium 2 eine neoadjuvante Therapie in der Leitlinie
empfohlen wird [2]. Die Verteilung der Expression von PPARYy gestaltete sich wie folgt: Im
T1-Stadium zeigten sechs Patientenfille eine niedrige Expression und fiinf Félle eine hohe
Expression. KRK im T2-Stadium hatten in elf Fillen eine schwache und in 19 Féllen eine starke
Expression von PPARY. Der Grofiteil der Tumore befand sich zum Zeitpunkt der Diagnose im
T3-Stadium, wovon 91 Fille PPARy schwach und 84 Fille PPARy stark exprimierten.
Karzinome im T4 Stadium zeigten in 14 Fillen eine schwache und in zwolf Fillen eine starke
Expression. Als Resultat dieser Ergebnisse ergab sich ein p-Wert von 0.324. Die Expression
von PPARYy zeigte folglich keine signifikante Korrelation mit dem pT-Stadium der KRK.

Auch der Lymphknotenbefall wurde mit der Expression von PPARY korreliert. Die KRK die
noch keine Infiltration in Lymphknoten zeigten, waren in 52.2 % (n=60) schwach
exprimierende und in 47.8 % (n=55) stark exprimierende Tumore. Bei den Lymphknoten-
positiven Fillen waren 59 (48.4 %) Schnitte schwach und 66 (53.2 %) Schnitte stark angefarbt.
Diese nahezu Gleichverteilung der Expression in Abhéngigkeit des Nodalstatuses spiegelt sich
in dem p-Wert von 0.441 wider.

Im Hinblick auf die Tumorlokalisation sollte tiberpriift werden, ob Tumore im Rektum ein
anderes Expressionsverhalten von PPARy haben als Primértumore, die im Kolon lokalisiert
sind. Von 108 Kolonkarzinomen waren 49 stark exprimierende und 59 schwach exprimierende
Tumore. Im Rektosigmoid waren 14 Fille stark angefarbt und acht Fille schwach angefiérbt.
Innerhalb der Rektumkarzinome zeigte sich mit 59 niedrig exprimierenden und 57 stark
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exprimierenden Tumoren eine nahezu Gleichverteilung. Insgesamt war der Unterschied
bezogen auf die Tumorlokalisation mit einem p-Wert von 0.275 nicht signifikant.

Zur Klirung des Zusammenhangs zwischen einer Diabeteserkrankung und dem
Expressionsstatus von PPARy wurden nachfolgende Korrelationsanalysen durchgefiihrt.
Insgesamt hatten 33 Patienten eine Diabeteserkrankung. In der Gruppe mit niedrig
exprimierenden Tumoren waren 13 an DM erkrankt. 20 Fille mit hoch exprimierenden KRK
hatten DM-Typ-II. Diese Verteilung erreichte mit einem p-Wert von 0.249 keine statistische
Signifikanz.

Die einzelnen Verteilungen sind zur besseren Ubersicht in absoluten Zahlen sowie in relativen
Zahlen noch einmal in Tabelle 16 dargestellt. Fiir alle p-Werte wurde der Chi-Quadrat-Test

berechnet.

Charakteristika Total PPARy P-Wert
low high
Gesamte 246 (100) 122 124 -
Studienpopulation (49.6) (50.4)
Alter (Median: 67)
<66 122 (49.6) 60 (49.2) | 62 (50.0) 0.898
> 67 124 (50.4) 62 (50.8) | 62 (50.0)
Geschlecht
ménnlich 145 (58.9) 61 (50) | 84 (67.7) 0.005
weiblich 101 (41.1) 61 (50) | 40(32.3)
Tumorlokalisation
Kolon 108 (43.9) 49 (40.2) | 59 (47.6) 0.275
Rektosigmoid 22 (8.9) 14 (11.5) 8 (6.5)
Rektum 116 (47.2) 59 (48.4) | 57 (46.0)
T Stage (UICC)
TO 2 (0.8) 0 (0) 2 (1.6)
T1 11 (4.5) 6 (4.9) 5(@4.1)
T2 30 (12.2) 11(9.0) | 19(15.3) 0.324
T3 175 (71.2) 91 (74.6) | 84 (67.7)
T4 26 (10.6) 14 (11.5) | 12(9.7)
Unbekannt 2 (0.8) 0(0) 2 (1.6)
Tumorgrad
Low grade 166 (67.8) 83 (68.0) | 83 (67.5) 0.926
High grade 79 (32.2) 39 (32.0) | 40 (32.5)
N-Status
N negativ 115 (46.7) 60 (49.2) | 55(44.4) 0.441
N positiv 125 (50.8) 59 (48.4) | 66(53.2)
Unbekannt 624 3(25) 3124
Diabetes Mellitus 11
Nein 191 (77.6) 96 (78.7) | 95 (76.6) 0.249
Ja 33 (13.4) 13 (10,7) | 20 (16.1)
Unbekannt 22 (8.9) 13 (10.7) 9(7.3)

Tabelle 16: Korrelation PPARy Expression und Klinisch-Pathologischer Parameter
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Im néchsten Schritt wurde die PPARy Expression mit den Kohorten M0, PUL und HEP
korreliert. In der MO Gruppe zeigten 47 (57.3 %) eine niedrige Expression und 35 (42.7 %) eine
hohe Expression von PPARYy. In der Gruppe der pulmonal metastasierten Patienten hatten 32
(39 %) eine niedrige und 50 (61 %) eine hohe Expression. In der HEP-Kohorte war PPARY in
43 (52.4 %) niedrig und in 39 (47.6 %) hoch exprimiert. Diese Verteilung war mit einem p-Wert
von 0.053, berechnet mit dem Chi-Quadrat-Test, gerade nicht signifikant. Allerdings ldsst sich
aus den absoluten Zahlen die Tendenz ablesen, dass vor allem die Kohorte mit
Lungenmetastasen in einer Vielzahl an Fillen eine hohe Expression von PPARYy zeigt (siche
Tabelle 17).

Total Mo PUL HEP Global
(n=246) (n=82) (n=82) (n=82) P
PPARYy low expression 122 (49.6) | 47(57.3) | 32(39.0) | 43(52.4) 0.053
PPARY high expression | 124 (50.4) | 35(42.7) | 50(61.0) | 39 (47.6)

Tabelle 17: PPARy Expression in den Subkohorten

Im direkten Gruppenvergleich zwischen der PUL- und M0-Kohorte zeigte sich eine signifikante
Korrelation (p=0.019) zwischen der PPARy Expression und dem Vorhandensein von
Lungenmetastasen. Eine hohe Expression von PPARy korrelierte signifikant mit der
Metastasierung in die Lunge (siche Tabelle 18). Im Einklang dazu stehen die Analysen der
Rohdaten des H-Scores aus Abschnitt 3.2.1. Auch hier zeigte der H-Score der pulmonalen Félle
signifikant hohere Werte verglichen mit den nicht metastasierten Fillen [109].

MO PUL P-Wert
PPARYy low expression 47 (57.3) 32 (39.0) 0.019
PPARYy high expression 35 (42.7) 50 (61.0)

Tabelle 18: Hohe PPARy Expression korreliert mit pulmonaler Metastasierung

Fiir die Gruppe der Lebermetastasen wurde auch ein Direktvergleich mit der MO Gruppe
durchgefiihrt. Es konnte im Gegensatz zu den Lungenmetastasen keine signifikante Korrelation
(p=0.530) gezeigt werden (siehe Tabelle 19).

Mo HEP P-Wert
PPARY low expression 47 (57.3) 43 (52.4) 0.530
PPARY high expression 35 (42.7) 39 (47.6)

Tabelle 19: Keine Korrelation zwischen PPARy Expression und Lebermetastasen

3.2.3 Korrelation der PPARYy Expression und p-Catenin Expression und p53-
Regulation

Dariiber hinaus fiihrten wir Korrelationsanalysen zwischen der PPARy Expression und
weiteren Genen die eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des KRKs spielen durch. PPARYy
scheint an der Regulation des WNT-Signalwegs beteiligt zu sein [70]. Um mogliche
Interaktionen zwischen der Expression von PPARy und dem WNT-Signalweg an unserem
Studienkollektiv zu liberpriifen, wurde diese mit der B-Catenin Expression korreliert, welche
im Rahmen eines anderen Projekts an demselben Kollektiv bereits erhoben wurde. Unter
Einschluss aller Patienten ergab sich eine hoch signifikante Korrelation (p=0.001) zwischen der
PPARy Expression und der Expression von nukledrem B-Catenin. Insgesamt hatten 81
Patientenfille sowohl eine niedrige Expression von PPARY als auch eine niedrige Expression
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von B-Catenin. 56 Tumore zeigten eine starke Expression von PPARY, aber eine schwache
Expression von B-Catenin. Weitere 41 Fille exprimierten PPARYy auf einem niedrigen Niveau,
aber zeigten eine starke B-Catenin Expression. Der Rest der KRK (n=68) exprimierte sowohl
PPARYy als auch B-Catenin stark. Eine hohe Expression von PPARYy war somit hoch signifikant
mit einer hohen Expression von -Catenin assoziiert und andersrum zeigte sich, dass eine
niedrige Expression von PPARy mit einer niedrigen Expression von B-Catenin vergesellschaftet
war (vergleiche Tabelle 20).

Gesamtkollektiv (n=246)
p-Catenin p-Catenin P-Wert
Expression low Expression high
PPARy 81 (66.4) 41 (33.6) 0.001
Expression low
PPARy 56 (45.2) 68 (54.8)
Expression high

Tabelle 20: Expression von PPARy korreliert mit der Expression von nukledrem [-Catenin im
Gesamtkollektiv

Im Anschluss wurden dieselben Korrelationsanalysen auch fiir einzelne Untergruppen
untersucht. Unter Einschluss der MO-Gruppe (n=82) sowie der pulmonal metastasierten Gruppe
(n=82) zeigte sich auch eine signifikante Korrelation (p= 0.017) zwischen der Expression von
PPARy und B-Catenin. Die einzelnen absoluten Zahlen sind in der Tabelle 21 dargestellt. Auch
hier zeigte sich, dass eine hohe bzw. niedrige Expression von PPARY mit einer hohen bzw.
niedrigen Expression von -Catenin assoziiert war.

MO und PUL (n=164)
p-Catenin p-Catenin P-Wert
Expression low Expression high
PPARy 50 (63.3) 29 (36.7) 0.017
Expression low
PPARy 38 (44.7) 47 (55.3)
Expression high

Tabelle 21: PPARy korreliert mit der Expression von nukledrem B-Catenin (M0 und PUL)

Unter Einschluss der MO-Gruppe und der hepatisch metastasierten Félle konnte abermals eine
signifikante Korrelation (p=0.020) zwischen den beiden Parametern gefunden werden. Die
absoluten Fallzahlen fiir die jeweilige Art der Expression sind in der Tabelle 22 dargestellt.

MO0 und HEP (n=164)
p-Catenin p-Catenin P-Wert
Expression low Expression high
PPARy 60 (66.7) 30 (33.3) 0.020
Expression low
PPARy 36 (48.6) 38 (51.4)
Expression high

Tabelle 22: PPARy korreliert mit der Expression von nukledrem p-Catenin (M0 und HEP)

Zu guter Letzt wurde die Analyse noch fiir die hepatische Gruppe und die pulmonale Gruppe
durchgefiihrt. In dieser Untergruppe zeigte sich eine hoch signifikante Korrelation (p=0.001)
zwischen der Expression von PPARy und B-Catenin. Die Verteilung der absoluten Zahlen ist
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in Tabelle 23 dargestellt. Auch hier zeigte sich, dass eine starke bzw. schwache Expression von
PPARYy mit einer starken bzw. schwachen Expression von -Catenin vergesellschaftet war.

HEP und PUL (n=164)
p-Catenin p-Catenin P-Wert
Expression low Expression high
PPARy 52 (69.3) 23 (30.7) 0.001
Expression low
PPARYy 38 (42.7) 51(57.3)
Expression high

Tabelle 23: PPARy korreliert mit der Expression von nukledrem [-Catenin (HEP und PUL)

Zur Steigerung der Aussagekraft, dass die beiden Proteine sich gegenseitig beeinflussen, wurde
eine weitere Korrelationsanalyse in einem frei verfiigbaren Tumorkollektiv durchgefiihrt. Das
Datenset wurde aus dem frei verfligbaren TCGA-Datensatz abgerufen und besteht aus 457
Féllen mit KRK. Es enthdlt Genexpressionsdaten (RNA Seq) von PPARy sowie von
B3-Catenin [123]. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson (r=0.196) war mit einem p-Wert von
<0.001 hoch signifikant. Nicht nur fiir immunhistochemische Daten, sondern auch fiir die RNA-
Expression konnte also gezeigt werden, dass eine hohe Expression von PPARYy mit einer hohen
B-Catenin Expression assoziiert war. (siche Tabelle 24)

p-Catenin Expression P-Wert

PPARYy Expression r=0.196 <0.001
Tabelle 24: Korrelation der Genexpressionsdaten von PPARy und p-Catenin im TCGA-
Kollektiv

Das Tumorsuppressorgen p53 postuliert als der ,,molecular policeman®, der die Integritit des
Genoms iiberwacht,[124] wurde im Folgenden mit der Expression von PPARY korreliert. Im
Gesamtkollektiv zeigten 166 KRK ein dereguliertes p53, wobei 75 Tumore PPARY niedrig und
91 Tumore PPARYy stark exprimierten. In 80 Tumoren war p53 reguliert, davon 47 mit
schwacher und 33 mit hoher Expression von PPARY. Ein dereguliertes p53-Protein ging mit
einer hohen Expression von PPARYy einher, wihrend Tumore mit reguliertem p53 eher eine
niedrige Expression von PPARy zeigten. Diese Korrelation war statistisch signifikant
(p=0.046).

Gesamtkollektiv (n=246)
P53 reguliert P53 dereguliert P-Wert
PPARY Expression low 47 (38.5) 75 (61.5) 0.046
PPARY Expression high 33 (26.6) 91(73.4)

Tabelle 25: P53-Deregulation ist mit einer hohen Expression von PPARy assoziiert

Im Anschluss wurde diese Analyse auch noch fiir die die einzelnen Subgruppen durchgefiihrt.
Fiir den Direktvergleich der Kontrollgruppe mit der pulmonalen Gruppe sowie der hepatischen
Gruppe konnte keine signifikante Korrelation gefunden werden. Die absoluten Zahlenwerte und
der P-Wert sind der Vollstindigkeit halber in Tabelle 26 dargestellt.
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MO & PUL (n=164)

P53 reguliert P53 dereguliert P-Wert
PPARYy Expression low 32 (40.5) 47 (59.5) 0.098
PPARY Expression high 24 (28.2) 61 (71.8)

MO0 & HEP (n=164)

P53 reguliert P53 dereguliert P-Wert
PPARy Expression low 32 (35.5) 58 (64.4) 0.243
PPARYy Expression high 20 (27.0) 54 (73.0)

Tabelle 26: Keine Korrelation zwischen der p53 Regulation und der PPARy Expression in
den Subgruppen

Der Vergleich der pulmonalen Gruppe mit der hepatischen Gruppe ergab eine signifikante
Korrelation (p=0.036). 52 KRK waren p53 reguliert, wovon 30 Tumore eine niedrige und 22
eine hohe Expression von PPARYy zeigten. Der Grofiteile der Tumore (n=112) war p53
dereguliert, davon hatten 45 Fille eine schwache und 67 Fille eine starke Expression von
PPARy. Wie im Gesamtkollektiv war die p53 Deregulation mit einer starken PPARy
Expression vergesellschaftet. Félle mit reguliertem p53 zeigten hdufiger eine niedrige
Expression von PPARY (vergleiche Tabelle 27).

PUL & HEP (n=164

P53 reguliert P53 dereguliert P-Wert
PPARYy Expression low 30 (40.0) 45 (60.0) 0.036
PPARy Expression high 22 (24.7) 67 (75.3)

Tabelle 27: P53-Deregulation ist mit einer hohen Expression von PPARy assoziiert (PUL und
HEP)

3.2.4 PPARYy Expression und Uberleben

Im néchsten Schritt sollte untersucht werden, ob die Expression von PPARY einen Einfluss auf
die Uberlebensdauer von Patienten mit KRK hat. Um Verzerrungen aufgrund des
Metastasierungsstatus zu vermeiden, wurde jede Kohorte isoliert betrachtet. Als Cut-Off fiir die
Einteilung in ,,Jow* bzw. , high* Expression wurde der Median der jeweiligen Kohorte gewdhlt.
Begonnen wurde mit der nicht-metastasierten Kohorte. Patienten mit einem niedrigen
Expressionsstatus von PPARY hatten ein medianes OS von 153 Monaten. Patienten mit einer
hohen Expression iiberlebten im Median 115 Monate. Als Referenzkategorie wurde fiir die
COX-Regression ,Jow expression® festgelegt. Die Hazard von 2.04 zeigte, dass Patienten mit
Tumoren, die PPARy hoch exprimierten, ein 2.04-faches Risiko fiir das Auftreten eines
Ereignisses (=Tod) hatten. Eine niedrige Expression von PPARYy war im M0-Kollektiv mit einer
besseren Prognose assoziiert. Der Unterschied zwischen den Gruppen war mit einem p-Wert
von 0.051 fast signifikant (siehe Tabelle 28). Zur graphischen Veranschaulichung wurde
zusitzlich ein Kaplan-Meier-Schétzer bestimmt. Auch hier zeigte sich, dass die Félle mit einer
niedrigen Expression eine hohere Uberlebenswahrscheinlichkeit hatten (vergleiche Abbildung
14). Der Log-Rank Test lieferte mit einem p-Wert von 0.045 ein signifikantes Ergebnis.

MO
PPARYy Expression low | PPARy Expression high Hazard Ratio P-Wert
(median) (median)
OS | 153.0[133.19; 172.81] 115.092.8; 137.2] 2.04[0.997; 4.173] | 0.051

Tabelle 28: Overall Survival der MO-Kohorte
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Abbildung 14: Kaplan-Meier-Schdtzer der M0O-Kohorte

Auch fiir die pulmonale Gruppe wurde untersucht, ob die Expression von PPARY eine Aussage
iiber das Uberleben der Patienten zulisst. Die ,,low expression* Gruppe hatte ein medianes OS
von 59.97 Monaten, die ,,high expression* Gruppe von 67.36 Monaten. Als Referenzkategorie
gilt analog zur MO-Ananlyse ,,low expression®. Der Unterschied zwischen den Gruppen (HR:
0.578 [0.324; 1.03]) war allerdings nicht signifikant (p=0.063) (siehe Tabelle 29). Das gleiche
Ergebnis lieferte auch der Log-Rank-Test mit einem p-Wert von 0.059 (vergleiche Abbildung

15).
PUL
PPARY Expression low | PPARY Expression high | Hazard Ratio P-Wert
(median) (median)
OS 59.97 [43.63; 76.3] 67.36 [63.07; 71.66] 0.578[0.324; 1.03] | 0.063

Tabelle 29: Overall Survival der pulmonalen Kohorte
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Schdtzer der pulmonalen Kohorte

In der hepatischen Kohorte hatte die ,,low expression* Gruppe hat ein medianes OS von 35.24
Monaten, die ,,high expression* Gruppe von 44.09 Monaten. Als Referenzkategorie gilt analog
zur MO-Ananlyse ,,Jow expression“. Der Unterschied (HR: 0.838 [0.494; 1.421]) war nicht
signifikant (p=0.512) (siehe Tabelle 30). Das gleiche Ergebnis lieferte auch der Log-Rank-Test
mit einem p-Wert von 0.512 (vergleiche Abbildung 16)

HEP
PPARY Expression low | PPARy Expression high Hazard Ratio P-Wert
(median) (median)
oS 35.24 [24.62; 45.87] 44.09 [24.51; 63.37] 0.838[0.494; 1.421] | 0.512

Tabelle 30: Overall Survival der hepatischen Kohorte
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Abbildung 16: Kaplan-Meier-Schdtzer der hepatischen Kohorte

Dariiber hinaus fithrten wir, zusitzlich zu den Uberlebensuntersuchungen an unserem
Kollektiv, eine Analyse an dem frei zugingliche Tumorkollektiv von Sheffer et al.[125] in
Bezug auf die PPARy Expression und das Uberleben durch. Hierfiir wurden zunichst die
Genexpressionsdaten (RNA Seq) von 178 Primédrtumoren mit den zugehdrigen klinischen
Daten korreliert. Analog zu unserem Kollektiv erfolgte die Einteilung in die Gruppen ,,Jlow*
und ,,high expression“ von PPARy anhand des Medians. Es zeigte sich ein signifikant besseres
Uberleben in der Gruppe der niedrig exprimierenden Tumore (p=0.015) (vergleiche Abbildung
17). Mit einer HR von 1.82 [1.11;2.98] lebten Patienten der ,low expression* Gruppe fast
doppelt so lange wie Patienten der Gruppe mit ,,high expression Tumoren.
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Abbildung 17: Kaplan-Meier-Schdtzer des Sheffer et al. Kollektivs[125]

3.3 Zellkulturexperimente

3.3.1 Vortestungsergebnisse zur Etablierung der experimentellen Bedingungen

Nach Abschluss der immunhistochemischen und klinischen Analysen erfolgte die
Charakterisierung der PPARy-Funktion im KRK durch die Durchfiihrung von
Zellkulturexperimenten. Um das bestmogliche Versuchsmodell zu etablieren, wurden zunéchst
zahlreiche Zelllinien des KRKs auf das Expressionsniveau von PPARY getestet. Im Rahmen
der Zellkulturexperimente sollte ein transienter Knockdown mittels siPool durchgefiihrt
werden. Hierfiir eignen sich Zelllinien mit einer hohen Genexpression, um spéter
aussagekriftige Vergleiche bezogen auf das Expressionsniveau von PPARy ziehen zu konnen.
Fiir die Zelllinien SW403 sowie HT29 zeigte sich sowohl auf Protein- als auch auf RNA-Ebene
(Abbildung 18 und Abbildung 19) eine starke Expression, sodass die Wahl fiir die
Zellkulturexperimente auf diese Zelllinien fiel.

PPARy e BN - O - 55+0e

o —— —
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Abbildung 18: PPARy-Expression in kolorektalen Zelllinien
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PPARy Expression in kolorektalen Zelllinien
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Abbildung 19: Expressionsniveau von PPARy auf RNA-Ebene in Zelllinien des KRKs

Im néchsten Schritt wurde in den Zelllinien der transiente Knockdown, wie unter Punkt 2.3.5.1
erliutert, etabliert. Abbildung 20 zeigt die Funktionalitdt der Transfektion bei 2 und 5 nm nach
24 und 48 Stunden, sodass bei hoherer Spezifitit bei niedrigeren Konzentrationen mit einer
finalen Konzentration von 2 nm gearbeitet wurde.

HT29 SwW403
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Abbildung 20: Transienter KD von PPARy in den Zelllinien SW403 und HT29

Dariiber hinaus wurde, wie unter Punkt 2.3.5.2 beschrieben, zum Nachweis der direkten
Aktivierung von PPARy durch die Agonisten Pio- bzw. Rosiglitazon das PPARy
nachgeschaltete Zielgen CK20 untersucht. Abbildung 21 zeigt, dass die Aktivierung von
PPARy durch die Gabe von Pio- bzw. Rosiglitazon 20 pM zu einer Erhéhung des
Expressionsniveaus von CK20, verglichen mit der DMSO-Behandlung, fiihrte. In Zellen mit
einem Knockdown von PPARy wurde die Expression von CK20 nicht durch die Gabe von
Agonisten beeinflusst. Das Expressionsniveau war verglichen mit der DMSO-Kontrolle im
Knockdown reduziert. Die PPARy Agonisten waren somit PPARy-abhidngig an der Regulation
von Zielgenen von PPARY beteiligt.
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Abbildung 21: CK20 Expression nach Behandlung mit PPARy-Agonisten
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3.3.2 Proliferation-Zellviabilitits-Assays
3.3.2.1 Knockdown von PPARY fiihrt zur Reduktion der Zellviabilitit in SW403

Als erster wichtiger Punkt sollte die Funktion von PPARy auf die Zellviabilitit bzw. die
Proliferation untersucht werden, da die Zunahme der Zellproliferation eine der wichtigsten
biologischen Fahigkeiten wahrend der mehrstufigen Entwicklung von Tumoren darstellt [126].
Mittels der Durchfiihrung eines transienten KD in den Zelllinien HT29 und SW403 sollte
iiberpriift werden, welchen Effekt PPARy auf die Zellviabilitit in kolorektalen Zelllinien hat.
In der Zelllinie SW403 fiihrte der KD von PPARYy zu einer hochst signifikanten (p< 0.0001)
Reduktion der Zellviabilitit. Verglichen mit der Kontrolle betrug der Lebendzellanteil in der
KD-Gruppe nur 81 % (sieche Abbildung 22, Bild B). In der Zelllinie HT29 zeigte sich allerdings
kein signifikanter (p=0.54) Unterschied zwischen der KD- und Kontrollgruppe (siche
Abbildung 22, Bild A). Alle Versuche wurden in biologischen Triplikaten durchgefiihrt [127].
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Abbildung 22: PPARy Knockdown reduziert die Proliferationsrate in SW403

Um zu iiberpriifen, ob der beobachtete Effekt zeitabhingig ist, wurde nachfolgend eine
Wachstumskurve iiber den Zeitraum von 72 Stunden angefertigt. In Abbildung 23 sind
exemplarische Resultate eines Versuches der jeweiligen Zelllinie (gesamt n=3) dargestellt. Fiir
die HT29 konnte, im Einklang stehend mit den vorherigen Ergebnissen, kein Unterschied
zwischen den KD- bzw. Kontrollzellen iiber den gesamten Beobachtungszeitraum gemessen
werden (p> 0.05 fiir 24 h, 48 h und 72 h). In den SW403 hingegen konnte bereits nach 24
Stunden ein signifikanter (p=0.04), wenn auch geringer Effekt gesehen werden. Der PPARY-
KD fiihrte zu einer signifikanten Reduktion des Lebendzellanteils in den SW403. Dieser Effekt
verstérkte sich deutlich nach 48 und 72 Stunden und war zu beiden Zeitpunkten hoch signifikant
(p<0.001 bzw. p<0.0001).
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Abbildung 23: Wachstumskurve der Zellen SW403 und HT29 mit PPARy Knockdown

3.3.2.2 PPARYy Inhibitor GW9662 senkt die Proliferationsrate in KRK-Zellen

Um den zuvor beobachteten Effekt des PPARy-KDs auf die Proliferationsrate noch genauer zu
beleuchten, wurden die Zelllinien mit einem selektiven PPARY Inhibitor GW9662 behandelt.
Zunichst wurden verschiedene Konzentrationen in den Zelllinien ausgetestet, um eine
geeignete Zielkonzentration zu definieren. Es zeigte sich bereits in dem einmaligen Versuch
eine dosisabhéngige Reduktion der Zellviabilitét (vergleiche Abbildung 24). Auf Basis dieser
Resultate wurde in allen nachfolgenden Experimenten der Inhibitor GW9662 mit einer
Konzentration von 10 uM eingesetzt.
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Abbildung 24: Austestung der GW9662 Konzentration

Im néchsten Schritt wurde das eigentliche Experiment in biologischen Triplikaten durchgefiihrt.
Die Inhibition durch GW9662 fiihrte analog dem Knockdown zu einer Reduktion der
Zellviabilitit in den Zelllinien HT29 und SW403. 96 Stunden nach Inhibitorgabe betrug der
Lebendzellanteil der HT29, verglichen mit der DMSO behandelten Gruppe, nur noch 51 %
(vergleiche Abbildung 25, Bild A). Dieser Unterschied war mit einem p-Wert von p< 0.0001
hochst signifikant. Vergleichbare Ergebnisse konnten auch in SW403 beobachtet werden. Hier
fiihrte die Inhibition zu einer Absenkung der Proliferation auf 64 % verglichen mit der DMSO-
Behandlung (siehe Abbildung 25 , Bild B). Auch dieser Unterschied war mit einem p-Wert von
p<0.0001 hochst signifikant. Alle Versuche wurden in biologischen Triplikaten
durchgefiihrt [127].
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Abbildung 25: PPARy Inhibitor GW9662 reduziert die Proliferation in kolorektalen Zelllinien

3.3.2.3 PPARy Agonisten steigern die Proliferation in KRK-Zellen

Um nun zu testen, ob die Aktivierung von PPARYy zu gegenteiligen Effekten fiihrt, wurden die
Zelllinien HT29 und SW403 mit den PPARy Agonisten Pioglitazon und Rosiglitazon
behandelt. Die zur Festlegung der Arbeitskonzentration pipettierten Wachstumskurven zeigten
sowohl fiir die HT29 als auch fiir die SW403 eine dosisabhingige Steigerung der
Proliferationsrate (siche Abbildung 26). Diese einmalige Austestung der Konzentrationen
diente als Grundlage fiir die weiteren Proliferationsexperimente. In nachfolgenden Versuchen
wurden die Zellen mit 20 pM bzw. 80 uM Pio-/Rosiglitazon behandelt.
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Abbildung 26: Austestung der Agonisten Konzentration

Alle Versuche wurden in biologischen Triplikaten durchgefiihrt. Hier zeigte sich, dass
Pioglitazon und Rosiglitazon die Zellviabilitit von kolorektalen Zelllinien signifikant
steigerten. Fiir die Zelllinie HT29 konnte der Lebendzellanteil um das 1.9-fache fiir die Gabe
von Pioglitazon 20 uM bzw. um das 1.5-fache fiir die Gabe von Rosiglitazon 20 uM erhoht
werden (siehe Abbildung 27, Bild A). Eine Erhéhung der Agonistenkonzentration auf 80 uM
filhrte zu einem weiteren Anstieg der Proliferationsrate. So steigerte sich die Zellviabilitat
verglichen mit der DMSO Gruppe fiir die Gabe von Pioglitazon auf das 2.4-fache und fiir die
Gabe von Rosiglitazon auf das 2.2-fache (vergleiche Abbildung 27, Bild B). Diese
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Unterschiede waren alle mit einem p-Wert von p< 0.0001 hochst signifikant. Fiir die SW403
konnten dhnliche Effekte beobachtet werden. Die Gabe von Pioglitazon 20 uM steigerte hochst
signifikant die Proliferation um 12 % verglichen mit der DMSO Gruppe (p<0.0001).
Rosiglitazon 20 uM senkte entgegen den Erwartungen die Proliferation um 7 % (p<0.01)
(siche Abbildung 27, Bild C). In hoheren Konzentrationen konnte allerdings sowohl fiir Pio-
als auch fiir Rosiglitazon eine Steigerung der Zellviabilitit beobachtet werden.
Pioglitazon 80 pM erhohte den Lebendzellanteil um das 1.9-fache, Rosiglitazon 80 uM auf das
1.5-fache (vergleiche Abbildung 27, Bild D). Diese Unterschiede waren, verglichen mit der
DMSO-Behandlung und einem p-Wert von p< 0.0001, hochst signifikant.
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Abbildung 27: PPARy Agonisten fordern die Proliferation in kolorektalen Zelllinien

Auch fiir die Behandlung mit PPARY Agonisten wurden zur Untersuchung der Zeitabhiangigkeit
des beobachteten Effektes Wachstumskurven erstellt. Abbildung 28 zeigt einen beispielhaften
Versuch fiir die HT29 (Bild A) bzw. SW403 (Bild B). In den HT29 konnte bereits nach 24
Stunden eine signifikante Steigerung der Zellviabilitit sowohl fiir die Behandlung mit Rosi- als
auch Pioglitazon 20 pM beobachtet werden. Dieser Effekt verstérkt sich fiir die Zeitpunkte 48
und 72 Stunden und war hoch signifikant. Alle Signifikanzwerte sind zur besseren Ubersicht
fiir die einzelnen Gruppen und Zeitpunkte in Tabelle 31 dargestellt. Fiir die SW403 hingegen
konnte fiir den Zeitpunkt nach 72 Stunden und die Behandlung mit Rosiglitazon 20 uM eine
signifikante Reduktion des Lebendzellanteils beobachtet werden. Diese Ergebnisse stehen im
Einklang zu den oben beschriebenen Resultaten.
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Abbildung 28: Wachstumskurve PPARy Agonisten
Treatment 24h 48h 72h

HT29 DMSO Rosi 20 pM 0.01 | <0.0001 | <0.001
gegen Pio 20 uM 0.01 <0.001 | <0.001
SW403 | DMSO Rosi 20 uM 0.21 0.45 0.03
gegen Pio 20 uM 0.1 0.75 0.49

Tabelle 31: Signifikanzwerte der Wachstumskurven

Zusammenfassend konnte die Inhibition sowie auch der KD von PPARy die Zellviabilitit
reduzieren. PPARY Agonisten fiihrten in hoheren Konzentrationen zu einer Steigerung der
Proliferation von kolorektalen Zelllinien [127].

3.3.3 Einfluss von Hypoxie auf die PPARY Funktion

Da in der Literatur der Einfluss von Hypoxie auf die PPARy-Funktion zahlreich diskutiert wird
[128-131], wurden die Experimente analog zu den eben erwédhnten Ergebnissen unter
hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Fiir die HT29 konnte auch unter hypoxischen
Bedingungen kein Einfluss des PPARYy Knockdowns auf die Zellviabilitit beobachtet werden
(p=0.58). In den SW403 bestitigte sich das Ergebnis aus den Normoxie Experimenten. Der
Lebendzellanteil sank in der KD-Gruppe hochst signifikant auf 76 % ab (p< 0.0001) (siche
Abbildung 29).
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Abbildung 29: Knockdown von PPARy unter hypoxischen Bedingungen
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Auch die Behandlung mit dem Inhibitor GW9662 lieferte annédhernd vergleichbare Ergebnisse
wie unter Normoxie. In den HT29 fiihrte die PPARy Inhibition mit GW9962 10 uM zu einem
Absenken der Zellviabilitit auf 39 % und in den SW403 auf 63 % (sieche Abbildung 30). Diese
Unterschiede waren, verglichen mit der DMSO-Behandlung, hochst signifikant (p<0.0001).
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Abbildung 30: Behandlung mit dem PPARy Inhibitor GW9662 unter hypoxischen Bedingungen

Zu guter Letzt haben wir auch noch die Behandlung mit PPARy Agonisten unter hypoxischen
Bedingungen untersucht. Auch hier zeigten sich keine relevanten Unterschiede verglichen mit
den Ergebnissen aus der Normoxie. In den HT29 fiihrten sowohl Pio- als auch Rosiglitazon
20 uM bzw. 80 uM zu einer hochst signifikanten Steigerung (p< 0.0001) der Proliferationsrate.
In den SW403 konnte, wie schon unter Normoxie, eine hoch signifikante Reduktion der
Zellviabilitit (p< 0.001) fiir die Behandlung mit Rosiglitazon 20 uM beobachtet werden. Die
Dosissteigerung auf 80 uM erzielte sowohl fiir Pio- als auch fiir Rosiglitazon erneut eine hochst
signifikante Steigerung (p< 0.0001) des Lebendzellanteils.
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Abbildung 31: Behandlung mit PPARy Agonisten unter hypoxischen Bedingungen

3.3.4 Funktion von PPARY unter Elesclomol induzierter ROS-Produktion
3.3.4.1 PPARYy schiitzt KRK-Zelllinien vor reaktiven Sauerstoffspezies

Neben der Beurteilung der Zellviabilitdt unter hypoxischen Bedingungen sollte auch der
Einfluss von reaktiven Sauerstoffspezies auf die verschiedenen Behandlungsgruppen und die
Proliferation untersucht werden. Fiir die Induktion von ROS wurde Elesclomol in
verschiedenen Konzentrationen (0,1 uM, 1 uM, 10 uM) eingesetzt. In der Zelllinie HT29
konnte zwischen dem Knockdown und der Kontrolle kein Unterschied beobachtet werden
(vergleiche Abbildung 32, Bild A-C). In den SW403 hingegen fiihrte der PPARy-Knockdown
unter allen Elesclomol-Konzentrationen zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitdt
verglichen mit der Kontrollgruppe (sieche Abbildung 32, Bild D-F). PPARy wirkt hier somit
protektiv vor ROS.

Generell gilt fiir alle gezeigten Box-Plots unter Punkt 3.3.4.1, dass sie die Zellviabilitit
normalisiert auf die jeweilige Behandlungsgruppe ohne Elesclomolbehandlung darstellen.
Beispielhaft sei hier das Bild D der Abbildung 32 genauer erldutert. Fiir die Behandlung mit
0.1 uM Elesclomol sinkt die Zellviabilitit der Zelllinie SW403 in der Knockdowngruppe auf
40.2 % (Median) gegeniiber der Behandlung mit 0 uM Elesclomol, in der Kontrollgruppe
hingegen nur auf 63,4 % (Median).
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Abbildung 32: PPARy schiitzt die Zelllinie SW403 vor ROS

Um den Effekt in der Zelllinie SW403 noch weiter zu untersuchen, wurden die Zellen mit dem
Inhibitor GW9662 10 uM vorbehandelt. Hier konnte sowohl fiir die Zelllinie HT29 als auch fiir
die Zelllinie SW403 eine signifikante Reduktion der Zellviabilitit durch die Behandlung mit
dem PPARy Inhibitor, verglichen mit der DMSO-Gruppe, beobachtet werden. Diese
Wirkungsbeziehung zwischen dem PPARy-Inhibitor und der Zellviabilitét zeigte sich fiir alle
untersuchten Elesclomol-Konzentrationen (vergleiche Abbildung 33). Die Inhibition von
PPARy fiihrt somit zu einem sensitiveren reagieren auf ROS in kolorektalen Zelllinien und
deckt sich mit den Ergebnissen aus dem Knockdown in der Zelllinie SW403.
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Abbildung 33: Die Inhibition von PPARy erhoht die Sensitivitdit auf ROS

Im néchsten Schritt sollte dann {iberpriift werden, ob die Aktivierung von PPARY zu einem
gesteigerten Uberleben der Zellen unter der Induktion von ROS durch Elesclomol fiihrt. Dazu
wurden die Zellen mit Pio- bzw. Rosiglitazon 20 uM und 80 uM vorbehandelt. In der Zelllinie
HT29 fiihrte, wider unserer Erwartung, die Behandlung tendenziell auch zu einer Reduktion
der Zellviabilitit. So konnte fiir die Konzentration mit 20 uM Pio- bzw. Rosiglitazon fiir alle
Elesclomolkonzentrationen eine signifikante Abnahme der Zellviabilitit beobachtet werden.
Eine Ausnahme stellte die Behandlung mit Rosiglitazon bei einer Elesclomolkonzentration von
0,1 uM dar. Hier =zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Fiir die hohere
Agonistenkonzentration (80 uM) konnte nur fiir die Behandlung mit Rosiglitazon und einer
Elesclomolkonzentration von 0.1 uM eine geringfiigige Reduktion der Zellviabilitdt beobachtet
werden. Alle Ergebnisse sind in der Abbildung 34 als Box-Plot veranschaulicht. Bild A bis C
zeigen die Ergebnisse fiir die niedrigere (20 pM) Agonistenkonzentration, Bild D bis F fiir die
hohere (80 uM) Konzentration.
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Abbildung 34: Wirkung von PPARy-Agonisten unter Elesclomol Behandlung in HT29

Auch in der Zelllinie SW403 wurde der Einfluss der PPARy-Aktivierung durch die Agonisten
Pio- bzw. Rosiglitazon auf die Zellviabilitdt unter Elesclomol induzierter ROS-Produktion
untersucht. Hier zeigten sich sowohl fiir die niedrigere (vergleiche Abbildung 35, Bild A-C),
als auch fiir die hohere (sieche Abbildung 35, Bild D-F) Agonistenkonzentration keine
Unterschiede. Nur fiir die Behandlung mit Rosiglitazon 80puM und einer
Elesclomolkonzentration von 1 puM wurde ein signifikantes Absinken der Zellviabilitéit
beobachtet.
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Abbildung 35: Wirkung von PPARy-Agonisten unter Elesclomol Behandlung in SW403

In Tabelle 32 sind die exakten P-Werte aller Elesclomol-Assays zusammengefasst. Sie beziehen
sich immer auf den Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Behandlung Elesclomol p-Werte (HT29) | p-Werte (SW403)
KD 0,1 uM 0.93 <0.0001
1 uM 0.67 <0.001

10 uM 0.52 <0.01

GW9662 10 pM 0.1 uM <0.0001 <0.01
1 uM <0.01 <0.001

10 uM 0.04 <0.001

Pio 20 pM 0.1 uM <0.0001 0.17
1 uM <0.01 0.17

10 uM <0.01 0.95

Rosi 20 pM 0.1 uM 0.15 0.26
1 uM 0.02 0.9

10 uM <0.01 0.1

Pio 80 pM 0.1 uM 0.07 0.13
1 uM 0.85 0.35

10 uM 0.42 0.11

Rosi 80 pM 0.1 uM 0.02 0.68
1 uM 0.19 <0.001

10 uM 0.85 0.16

Tabelle 32: P-Werte der Elesclomol-Assays
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3.3.4.2 Expression wichtiger Gene des oxidativen Stresses

Um mdogliche Erklidrungen fiir die entdeckten protektiven Effekte von PPARy vor ROS zu
finden, wurde die Expression wichtiger Gene des oxidativen Stresses untersucht. SOD1, GPX1
und CAT stellen Antioxidantien dar. UCP2 ist bekannt dafiir, die mitochondriale ROS-
Produktion zu hemmen [122]. Die Veridnderungen der Expressionsniveaus der untersuchten
Gene nach Behandlung mit Pio- bzw. Rosiglitazon und dem Inhibitor GW9662 sind in
Abbildung 36 dargestellt. Fiir SOD1 konnte in der Zelllinie HT29 eine signifikante Steigerung
der Expression nach Behandlung mit Rosiglitazon beobachtet werden. In der Zelllinie SW403
hingegen fiihrte Pioglitazon zu einem signifikanten Absinken der SOD1 Expression nach
Pioglitazongabe. Auch fiihrte die Inhibition von PPARYy zu einer Steigerung der SODI1
Expression. Fiir das Antioxidans GPX1 zeigte sich in beiden Zelllinien eine niedrigere
Expression nach Agonisten- und Inhibitorgabe verglichen mit der DMSO-Behandlung. Die
CAT Expression hingegen konnte nach Agonistenbehandlung in beiden Zelllinien signifikant
gesteigert werden. Allerdings fiihrte in der Zelllinie SW403 auch die Inhibition von PPARy zu
einer geringfligig erh6hten CAT Expression. Die UCP2 Expression konnte nur in der Zelllinie
HT29 beurteilt werden, da in den Zelllinien SW403 die Expression (Detektion nach Zyklus 35)
zu gering war. In den HT29 wurde fiir die Behandlung mit Pio- bzw. Rosiglitazon eine
gesteigerte Expression beobachtet. Die Inhibition fiihrte wiederum zu einer signifikanten
Reduktion der UCP2 Expression.
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Abbildung 36: Expression wichtiger Gene des oxidativen Stresses

3.3.5 PPARy Agonisten erhohen die 5S-FU Chemotherapiesensitivit:it

Im néchsten Schritt sollte, nachdem wir gesehen haben (siehe Punkt 3.3.2.1; 3.3.2.2; 3.3.2.3),
dass PPARYy Agonisten bzw. Inhibitoren unter anderem die Proliferation von kolorektalen
Zelllinien Dbeeinflussen, untersucht werden, welchen Einfluss die verschiedenen
Behandlungsgruppen auf die Chemotherapiesensitivitit von 5-FU haben. In den Dosis-
Wirkungskurven (vergleiche Abbildung 37) zeigte sich, dass die Behandlung mit PPARy
Agonisten in den Zelllinien HT29 und SW403 zu einer signifikanten Steigerung der
Chemotherapiesensitivitit fithrt. Die IC50 lag in der Zelllinien HT29 fiir die Vorbehandlung
mit Pio- bzw. Rosiglitazon (80 uM) bei 4.4 uM bzw. 5.3 uM. In der Kontrollgruppe war mit
31.4 uM eine deutlich hohere 5-FU Konzentration notwendig um die Hélfte der maximal
moglichen Hemmung (=IC50) zu erreichen. Diese Unterschiede sind mit einem p-Wert von
p <0.0001 hochst signifikant. Vergleichbare Ergebnisse konnten wir auch in der Zelllinie
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SW403 beobachten. Hier lag die IC50 fiir die Vorbehandlung mit Pioglitazon bei 3.8 uM und
fiir Rosiglitazon bei 5.0 uM. Die IC50 fiir die Zellen ohne Vorbehandlung war mit 10.6 uM
deutlich hoher. Die Unterschiede waren hoch signifikant (p< 0.0001 bzw. p< 0.001). Auch in
den SW403 zeigte sich somit eine Steigerung der Sensitivitdt auf das Chemotherapeutikum
5-FU. Im Einklang dazu fiihrte die Vorbehandlung mit dem PPARY Inhibitor zu resistenteren
Zellen, bezogen auf die Behandlung mit 5-FU. In den HT29 lag die IC50 fiir die GW9662-
behandelten Zellen bei 100.5 uM, in den SW403 bei 18.8 uM. Allerdings war dieser
Unterschied nur flir die Zelllinien HT29 mit einem p-Wert von p=0.03 signifikant. In den
SW403 konnte keine Signifikanz erreicht werden.
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Abbildung 37: Dosis-Wirkungs-Kurve des Chemotherapeutikums 5-Fluorouracil
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In Tabelle 33 sind die IC50, die Anderungsrate der IC50 sowie die p-Werte aller
Behandlungsgruppen zusammengefasst. Die Anderungsrate der IC50 bezieht sich auf die IC50
der Kontrollgruppe. Die p-Werte vergleichen immer die jeweilige Behandlungsgruppe mit der
Kontrollgruppe.

Behandlungsgruppe | IC50 (nM) Anderungsrate der IC50 p-Wert
Mittelwert=SD Mittelwert=SD
HT29 | Kontrolle 31.4+8.2
Pio 80 uM 44408 0.14 +0.03 <0.0001
Rosi 80 uM 5.3+£0.7 0.17+0.02 <0.0001
GW9662 10 uM 100.5+69.9 |32+£22 0.03
SW403 | Kontrolle 10.6 £1.9
Pio 80 uM 3.8+0.6 0.36 = 0.05 <0.0001
Rosi 80 uM 50+£1.7 0.47+0.16 <0.001
GW9662 10 uM 18.8 £16.1 1.8+1.5 0.19

Tabelle 33: IC50 der Behandlungsgruppen

Zusammenfassend konnte in kolorektalen Zelllinien, durch die Behandlung mit PPARYy-

Agonisten, die Sensitivitit auf das Chemotherapeutikum 5-FU signifikant gesteigert werden
[127].
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4 Diskussion

4.1 PPARy Expression als Marker fiir klinisch-pathologische Parameter in
Patienten mit KRK

Das KRK stellt bis heute nach dem Lungenkarzinom die hdufigste Krebstodesursache in
Deutschland dar [4]. Im Laufe der letzten Jahre ist zwar ein Riickgang der altersstandardisierten
Sterberate zu verzeichnen, die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt allerdings immer noch bei nur
62 % [3]. Aufgrund der groBen Heterogenitit von KRK mit unterschiedlichem Ansprechen auf
Therapien sind einfach zu erhebende Parameter mit prognostischer Aussagekraft
wiinschenswert [ 108]. In den letzten Jahrzehnten wurden dazu bereits zahlreiche Tumormarker
auf ihre prognostische Wertigkeit tiberpriift [132, 133]. Gegenstand unserer Untersuchungen
war der Einfluss der PPARy Expression auf die Tumorbiologie des KRKs sowie die Relevanz
der Expression auf das klinische Outcome fiir Patienten mit KRK. Dafiir untersuchten wir
zundchst die Korrelation der PPARy-Expression mit klassischen klinischen und pathologischen
Parametern.

In unserem Studienkollektiv zeigte sich keine signifikante Assoziation zwischen einer DM-
Erkrankung und dem Metastasierungsstatus. Allerdings war die Privalenz von DM-Typ-II mit
13.4 % deutlich hoher als die Pravalenz in der Gesamtbevolkerung in Deutschland. Zahlreiche
Autoren konnten bereits in der Vergangenheit ein erhohtes KRK-Risiko fiir DM-Erkrankte in
epidemiologischen Studien nachweisen [18, 19]. Auch fiir weitere Tumorentititen wie dem
Mammakarzinom, Leberzellkarzinom, Blasenzellkarzinom, Pankreaskarzinom, Endometrium-
karzinom sind solche Assoziationen bekannt. Als mdgliche zugrundeliegende Prozesse werden
die Hyperglykdmie, Hyperinsulindmie, Insulinresistenz, Insulin-like growth factor-1 (IGF-1),
oxidativer Stress, abnormale Sexualhormone, und gesteigerte Inflammation diskutiert [14].
Der initiale Gedanke zur Untersuchung, ob der HbAlc Wert ein mdglicher prognostischer
Marker sein konnte, musste nach der Datenerhebung verworfen werden, da von zu wenigen
Patienten ein HbAlc Wert erfasst werden konnte. AuBBerdem waren die Messzeitpunkte der
retrospektiven Datenerhebung geschuldet nicht vergleichbar. Die gleiche Problematik ergab
sich auch fiir den BMI-Wert, sodass keine statistischen Analysen durchgefiihrt werden konnten.

Fiir das T-Stadium konnten wir in unserer Studienkohorte keine Korrelation mit der Hohe der
Expression von PPARy finden. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Ogino et al.[134],
Pancione et al.[52] und Theocharis et al.[135] in Studien basierend auf der Immunhistochemie.
Dahingegen konnten Yaghoubizadeh et al.[136] in einer Fall-Kontroll Studie mit 200
eingeschlossenen Proben eine signifikante Korrelation zeigen. Eine niedrige Expression von
PPARYy ist signifikant mit einem fortgeschrittenem T-Stadium assoziiert. In der Studie wurde
die Expression mittels PCR im Verhéltnis zur Expression von PPARy in normaler
Dickdarmmukosa gemessen. Die Diskrepanz in den Ergebnissen konnte folglich durch die
unterschiedlich angewandte Methodik entstehen. Eine stidrkere Transkription muss sich nicht
in einer hoheren aktiven Proteinmenge duBlern. Unter anderem konnen posttranskriptionelle
Prozesse die Proteinbiosynthese beeinflussen [137]. In Zusammenschau der Studien erscheint
es fraglich, ob die PPARy Expression eine Aussage beziiglich des T-Stadium der Patienten
zuldsst. Auch fiir den Lymphknotenstatus konnte in dieser Arbeit keine Korrelation mit der
Expression von PPARy nachgewiesen werden. In der Literatur finden sich diesbeziiglich
widerspriichliche Ergebnisse. So konnten Pancione et al.[52] im Gegensatz zu Theocharis et
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al.[135] zeigen, dass eine niedrige Expression von PPARy mit einer Metastasierung in
Lymphknoten  vergesellschaftet ist. Neben dem Lymphknotenbefall ist der
Metastasierungsstatus ein wichtiger Faktor fiir das Outcome von Patienten mit KRK. Nicht
metastasierte KRK haben das ldngste Overall Survival, gefolgt von pulmonal metastasierten
KRK. Die schlechteste Prognose innerhalb dieser drei Kohorten zeigen Patienten mit
Lebermetastasen [7, 138]. In der in dieser Arbeit untersuchten Gesamtstudienpopulation war
der Unterschied im Metastasierungsstatus bezogen auf das Expressionsniveau von PPARy
gerade nicht signifikant. Es zeichnete sich aus den absoluten Zahlen ab, dass vor allem
Lungenmetastasen mit einer starken Expression von PPARY vergesellschaftet waren. In einem
Direktvergleich der PUL-Kohorte mit der MO-Gruppe zeigte sich eine signifikante Korrelation.
Eine hohe Expression von PPARY stellte in unserem Kollektiv ein Risiko fiir die Metastasierung
in die Lunge dar. Fiir Lebermetastasen konnten wir eine solche Assoziation nicht aufzeigen. Es
lasst sich also diskutieren, ob die Expression von PPARY ein spezifischer prognostischer Faktor
bei Patienten mit Lungenmetastasen sein konnte [109]. Widerspriichlich dazu konnten Pancione
et al.[52] eine positive Assoziation zwischen der Expression von PPARy und dem
Metastasierungsstatus finden. Stark exprimierende Fille waren signifikant hdufiger in Patienten
mit nicht metastasierendem KRK zu finden. Metastasierte KRK zeigten hdufiger eine schwache
Expression von PPARy. Im Kontrast dazu gelang es Theocharis et al.[135] nicht eine
signifikante Assoziation nachzuweisen. Zu erwéhnen sei hier, dass in diesem Kollektiv nur
Lebermetastasen mit einbezogen wurden. Unsere Ergebnisse konnten die bereits in der Literatur
gezeigten positiven Assoziationen von PPARy mit dem MO Status nicht bestitigen. Im
Gegenteil zeigten wir, wie bereits erwéhnt, eine positive Korrelation zwischen einem hohem
PPARY Expressionsniveau und der pulmonalen Metastasierung.

Das tumorspezifische Uberleben stellt einen der relevantesten Faktoren fiir Patienten mit KRK
dar [138]. In unserem Studienkollektiv zeigte sich in der Gruppe der nicht metastasierten KRK
ein signifikant besseres Uberleben in den Tumoren mit niedriger PPARy Expression. Das
mediane Uberleben war in dieser Gruppe mit 153 Monaten um 38 Monate linger als in den
Tumoren mit starker PPARy Expression. Innerhalb der PUL-Kohorte lieB sich eine
Trendumkehr beobachten. Aus unseren Analysen zeichnete sich fiir die pulmonal
metastasierten Fille ein lingeres Uberleben fiir Patienten mit stark exprimierenden Tumoren
ab. Allerdings war der Unterschied gerade nicht signifikant. Wie bereits angemerkt sollte
folglich ein Unterschied der Funktion von PPARY in nicht metastasierten Tumoren und KRK
mit Lungenmetastasen weiter diskutiert werden. Innerhalb der hepatischen Kohorte konnten
wir keine prognostische Relevanz fiir die PPARy-Expression finden. In der Literatur finden
sich aktuell vor allem Hinweise, dass eine hohe Expression von PPARy mit einem besseren
Uberleben fiir Patienten mit KRK assoziiert ist [139]. Allerdings wurde im Gegensatz zu
unseren Analysen nicht zwischen MO und M1 Tumoren differenziert. So konnten Ogino et
al.[134] an einem Kollektiv mit 470 Féllen mit KRK zeigen, dass Patienten mit
immunhistochemisch positiver Expression von PPARy ein signifikant ldngeres Overall
Survival hatten. Mit einer adjustierten HR von 0.43 traf bei Patienten mit positiver Expression
von PPARY bei weniger als der Hilfte der Patienten, verglichen mit Fillen mit negativer
Expression, ein Ereignis ein. Vergleichbare signifikante Ergebnisse konnten von dieser
Arbeitsgruppe auch fiir das karzinomspezifische Uberleben gezeigt werden. Auch Pancione et
al.[52] und Yaghoubizadeh et al.[ 136] konnten an kleineren Kollektiven zeigen, dass eine hohe
Expression von PPARy mit einem besseren kumulativen Uberleben vergesellschaftet ist. Neben
den positiven Berichten finden sich in der Literatur auch Studien, die keinen Zusammenhang
darstellen konnten. Teocharis et al.[ 135] und Gustafsson et al.[97] fanden keinen signifikanten
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Unterschied in Bezug auf das Uberleben der Patienten. Zudem konnten Gustafsson et al.[140]
und Yaghoubizadeh et al.[136] zeigen, dass die Expression von PPARy in Tumorgewebe
verglichen mit normaler Dickdarmmukosa supprimiert ist. Auch diese Verdnderung des
Expressionsniveaus legt unterschiedliche Funktionen von PPARYy abhingig vom Stadium der
Tumorpathogenese nahe. Zudem zeigten unsere RNA-Analysen an dem frei zugénglichen
Tumorkollektiv von Sheffer et al.[125] analog zu unserem Kollektiv ein signifikant besseres
Uberleben in der Gruppe der niedrig exprimierenden Tumore.

Die insgesamt eher widerspriichlichen Ergebnisse iiber den Einfluss von PPARy auf die
Tumorpathogenese und das klinische Outcome sollten weiterhin kontrovers diskutiert werden.
Besonders unter dem Aspekt, dass PPARy-Agonisten bereits fiir die Therapie von DM-Typ-I1
zugelassen sind und in Deutschland somit ein kostengiinstiges Medikament zur Verfiigung steht
[15].

4.2 Interaktion von PPARY mit B-Catenin

Zahlreiche Studien zeigen, dass eine starke immunhistochemische Farbung von B-Catenin mit
einer schlechteren Prognose und einem schlechteren Uberleben fiir Patienten mit KRK
vergesellschaftet ist [141, 142]. Interaktionen zwischen PPARY und B-Catenin kdnnten folglich
von klinischer Relevanz sein. Aufgrund dessen untersuchten wir auch in unserem
Studienkollektiv den Zusammenhang zwischen der PPARy und der B-Catenin Expression.
Hierbei zeigte sich, dass die PPARy Expression signifikant mit der f-Catenin Expression
korreliert. Eine hohe Expression von PPARy war mit einer starken Expression von f-Catenin
vergesellschaftet. Die gleiche Annahme galt auch in die andere Richtung. Diese Daten basieren
auf der immunhistochemischen Analyse der beiden Proteine. Auch die von uns durchgefiihrte
RNA-Analyse an dem frei verfligbaren Tumorkollektiv (TCGA)[123], zeigte eine signifikant
positive Korrelation der RNA-Expression. Eine starke RNA-Expression von PPARy war mit
einer starken RNA-Expression von 3-Catenin assoziiert. In der Literatur hingegen zeigt sich
eine negative Korrelation zwischen den beiden Proteinen. So ist der Wnt/B-Catenin-Signalweg
regelmdBig in KRK hochreguliert, wahrend die Aktivitdit von PPARy oftmals supprimiert
ist [67, 143]. Dabei storen Mutationen in der bekannten TCF/LEF Bindungsdoméne die
Interaktion zwischen den beiden Proteinen [22]. PPARYy kann unter der Bedingung eines
intakten APC-Proteins die B-Catenin Expression supprimieren. Sobald die Tumorgenese
initiiert worden ist, scheint PPARy keinen Einfluss mehr auf die -Catenin-Expression zu
haben. Das moglicherweise tumorsuppressive Potential von PPARY ist demnach vor allem in
frithen Stadien der Tumorgenese relevant [144]. Im Einklang dazu zeigten Liu et al.[145], dass
die Einleitung der proteasomalen Degradation durch PPARy nur fiir ,,normales* B-Catenin
moglich ist. Onkogenes B-Catenin entgeht dem proteasomalen Abbau durch Inhibierung der
PPARy-Aktivitét iiber die TCF/LEF Domane. In Zellkulturexperimenten von Panza et al.[104]
l16ste ein PPARy-Agonist in verschiedenen Zelllinien widerspriichliche Reaktionen aus. In
CaCo-2 Zellen und HT29 Zellen lie sich durch Zugabe des PPARy-Agonisten die f-Catenin-
Expression supprimieren. In HCT116 Zellen hingegen war ein Anstieg der Expression von
B-Catenin zu beobachten. Diese kontriren Ergebnisse konnten sich durch unterschiedliche
Mutationszustdnde von B-Catenin und dem APC-Protein erkldren lassen. Die Annahme, dass
die Aktivierung des Wnt-Signalwegs zu einer Inhibierung von PPARy fiihrt, wahrend die
Aktivierung von PPARY zu einer Inhibierung des Wnt-Signalwegs fiihrt, kann anhand unseres
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Kollektivs nicht bestitigt werden [70]. Da die Interaktion zwischen den beiden Systemen auf
posttranskriptionellem Weg geschieht, ldsst sich allerdings {iber die Proteinmenge/RNA-Menge
keine direkte Aussage auf die Aktivitit der Proteine schlieBen [9, 67]. Zusétzlich scheint die
Interaktion zwischen den beiden Systemen abhidngig vom Mutationsstatus von APC sowie
B-Catenin zu sein [22, 104]. Mit diesem Hintergrund lésst sich die Widerspriichlichkeit der
Ergebnisse relativieren, da APC in liber 80 % der nicht-hypermutierten KRK mutiert ist [123].
AuBerdem scheint die Aktivitit von PPARy wihrend des Ubergangs vom Adenom zum
Adenokarzinom abzunehmen [53]. Insgesamt verdichten sich die Ergebnisse dahingehend, dass
die tumorsuppressiven Eigenschaften von PPARy vor allem in den friihen Phasen der
Entstehung von KRK eine wichtige Rolle spielen [22].

Auch zeigten sich in unserer Studienpopulation, wie bereits unter Punkt 4.1 diskutiert,
Unterschiede im Expressionsniveau abhidngig vom Metastasierungsstatus. Pulmonal
metastasierte Félle zeigten mit einem Mittelwert von 156.9 eine deutliche stirkere Expression
als die MO- (123.7) und die HEP-Kohorte (128.1). Dies ist ein weiterer Hinweis auf die
Abhéngigkeit der Funktion von PPARY von der bestehenden Tumorbiologie. Einen Vergleich
mit normaler Dickdarmmukosa fiihrten wir allerdings nicht durch. Zudem ist bekannt, dass
PPARy Agonisten iiber die Inhibierung von STAT3, PI3K/Akt [67, 106] und tiiber die
Aktivierung von DKK1[146] und GSK3- [70] den Wnt-Signalweg hemmen und die B-Catenin
Level reduzieren. Es scheint also zahlreiche weitere Signalwege zu geben, die Einfluss nehmen
auf die Interaktion zwischen PPARy und B-Catenin und mogliche Erklarungsansitze fiir die
widerspriichlichen Ergebnisse in der Literatur liefern konnten.

4.3 Interaktion von PPARY mit p53

Der Zell-Zyklus-Arrest kann durch p53, einem Tumorsuppressor, kontrolliert werden. Als
Grundlage dient die Reduktion der Transkription von Genen, die mit dem Zell-Zyklus assoziiert
sind. Vermittelt wird dieser Prozess iiber den ,,p53-DREAM-pathway*. Dieser Signalweg hat
Einfluss auf Restriktionspunkte des Zellzyklus, wie dem GI1/S, G2/M und dem
Spindelkontrollpunkt wihrend der Mitose [147]. Aufgrund dieser zentralen Rolle von p53 ist
die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen p53 und PPARY erstrebenswert. In unserem
Studienkollektiv zeigte sich, dass eine hohe Expression von PPARY signifikant mit einem
deregulierten p53-Protein einhergeht. Dies kdnnte mitunter eine mdgliche Erkldrung fiir das
schlechtere Uberleben der stark exprimierenden Tumore in der M0-Kohorte sein. Bekannt ist
bereits, dass KRK mit einer p53 Mutation ein schlechteres Uberleben zeigen, als nicht mutierte
Tumore [148].

In weiteren Studien wurde bereits fiir andere Tumorentititen der Zusammenhang zwischen der
PPARy-Aktivierung und der p53-Expression untersucht. Im Nierenzellkarzinom [74] und im
Pankreaskarzinom [75] konnte durch eine PPARy-Aktivierung die Induktion des Zell-Zyklus-
Arrests erreicht werden. Auch Han et al.[149] beobachteten, dass PPARy Liganden in Zelllinien
des Cholangiokarzinoms die Expression von p53 sowie die von wichtigen p53 Zielgenen
(p21WAFVCiPT ynd GADDA45) zeit- und dosisabhiingig steigern konnten. Dariiber hinaus konnten
Bonofiglio et al.[150] und Nagamine et al.[151] fiir Zellen des Mammakarzinoms bzw. des
Magenkarzinoms zeigen, dass PPARy Agonisten die Expression von p53 und p21WAFI/Ciel
verstirken konnen. P21 hat, neben antiproliferativen Eigenschaften, als CDK Inhibitor
hemmende Wirkung auf den Zell-Zyklus und wird als mogliches ,,target fiir die Tumortherapie
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untersucht [152]. Diese zahlreichen Ergebnisse stehen im Widerspruch zu der von uns
gefundenen Assoziation zwischen dem p53-Status und der PPARy-Expression. Ursdchlich
dafiir konnte die abweichende Methodik der Studien sein. Wahrend wir die Expressionsstérke
als Korrelationsmarker verwendeten, wurde in den meisten Studien PPARy mittels Liganden
aktiviert. Weitere Untersuchungen bleiben somit unumgénglich um die Rolle von PPARy
bezogen auf die p53-Funktion in KRK zu kldren. Des Weiteren bleibt zu untersuchen, ob sich
die Interaktion im Laufe der Tumorpathogenese verdndert. Moglicherweise konnte dies eine
Erkldrung fiir die von uns beobachtete Trendumkehr der PPARy-Funktion hinsichtlich des
Uberlebens abhingig vom Metastasierungsstatus liefern (vergleiche 4.1).

4.4 Einfluss von PPARYy auf die Proliferation von KRK-Zelllinien

Der Einfluss von PPARY auf die Proliferation von Zellen ist ein weiterer wichtiger Kernpunkt
fiir die Untersuchung der Eigenschaften von PPARy. Die Proliferation stellt eine der
wichtigsten biologischen Fahigkeiten in Bezug auf das Tumorwachstum dar [126].

In unseren Zellkulturexperimenten fithrte der Verlust des PPARy Gens durch transienten
Knockdown in der Zelllinie SW403 zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitiat. PPARYy
scheint folglich fordernd auf die Regulation der Proliferation einzuwirken [127].
Widerspriichlich dazu finden sich in der Literatur aktuell vor allem Nachweise, dass ein Verlust
des PPARy Gens zur Tumorprogressivitit fiihrt. So sind ,,Loss-of-function- Mutationen im
PPARY-Gen mit der Entstehung von KRK vergesellschaftet [54]. Capaccio et al.[55] entdeckten
eine Keimbahnmutation im Exon 5 von PPARY, die mit der Entstehung von Dickdarmpolypen
und Dyslipiddmie assoziiert ist. Lin et al.[153] konnten zeigen, dass vor allem Ménner mit
einem PPARY rs3856806 C>T Polymorphismus ein groeres Risiko haben, an einem KRK zu
erkranken. Auch ein Knockdown von PPARy im Mausmodell war signifikant mit einem
schnellerem Tumorwachstum assoziiert [98]. Dariiber hinaus stieg in einem Mausmodell nach
der Etablierung eines hemizygoten Knockdowns von PPARy die Inzidenz von KRK nach
AOM-Behandlung signifikant an [144]. Die von uns demonstrierten tumorfordernden
Eigenschaften von PPARYy stehen zunéchst im Widerspruch mit den bereits verdffentlichten
Studien. Allerdings muss beachtet werden, dass die von uns durchgefiihrte in vitro Studie nicht
direkt vergleichbar mit den hier vor allem angefiihrten in vivo Ergebnissen ist. Einschrinkend
muss zusitzlich erwdhnt werden, dass wir fiir die Zelllinie HT29 in den Versuchen keinen
Unterschied zwischen der Kontroll- und der KD-Gruppe gefunden haben.

Interessanterweise lieferten unsere Experimente mit dem PPARy Inhibitor GW9662 auch
Riickschliisse auf tumorfordernde Eigenschaften von PPARY. Die Behandlung mit dem PPARYy
Inhibitor fiihrte zu einer signifikanten Abnahme der Zellviabilitét in den Zelllinien SW403 und
HT29. Sowohl die Behandlung mit dem Inhibitor als auch die Etablierung des KDs fiihrten
somit in unseren Experimenten zur Reduktion der Zellviabilitat. Moglicherweise konnte
demnach die Inhibition von PPARY einen Vorteil fiir Patienten mit KRK bringen [127]. Im
Einklang damit steht eine Studie von Tsukahara et al.[154], in der die Inhibition von PPARYy
mit cyclischer Phosphatid-Séure zur Hemmung der Proliferation in der Zelllinie HT29 fiihrte.

In unseren nachfolgenden Experimenten mit PPARy-Agonisten zeigte sich, passend zu unseren
Ergebnissen aus den Inhibitorversuchen, eine Steigerung der Proliferationsrate. Die
Behandlung mit Pio- und Rosiglitazon 80 uM fiihrte sowohl in der Zelllinie SW403 als auch in
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den HT29 zu einer signifikanten Zunahme des Lebendzellanteils nach 96 Stunden. Die
Aktivierung des PPARy-Gens konnte somit zu einem progressiverem Tumorverhalten
beitragen. Limitierend muss ergénzt werden, dass die Behandlung mit Rosiglitazon 20 uM zu
einer Abnahme des Lebendzellanteils um 7 % fiihrte. Die Funktion von PPARy-Agonisten
scheint damit dosisabhéngig zu sein [127]. Auch Choi et al.[77] demonstrierten, dass
Pioglitazon das Tumorwachstum in APC-mutierten kolorektalen Zellen in vitro und in vivo
forderte. Im Mausmodell wiesen Saez et al.[62] und Lefebvre et al.[61] eine Zunahme von
Kolonpolypen nach Therapie mit PPARy-Agonisten nach. Diese Beobachtungen bleiben
allerdings umstritten, da in mehreren Studien vor allem eine hemmende Wirkung auf die
Entwicklung von ACF nachgewiesen werden konnte [59, 60]. Auch weitere
Forschungsgruppen =zeigten bereits antiproliferative Eigenschaften von PPARy auf.
Rosiglitazon reduzierte in Experimenten mit den Zelllinien HT29 und CaCo-2 signifikant die
Proliferation [104]. Takano et al.[155] legten in den Zelllinien SW480 und HT29 einen
dosisabhidngigen hemmenden Einfluss auf die Zellviabilitdt durch die Gabe von Pioglitazon und
Ciaglitazon dar. Dieser Effekt scheint durch die PPARy-abhédngige Runterregulierung der Gene
COX-2 und Cyclin D1 vermittelt zu werden [155, 156]. Dariiber hinaus induzierte die
Behandlung mit Biiffelmolke PPARy-abhingig einen Proliferationsstopp in kolorektalen
Zelllinien [157]. Zudem hatte die Uberexpression von PPARY in kolorektalen Zelllinien (CaCo-
2 und DLD-1) mit niedriger PPARy Expression einen hemmenden Einfluss auf die
Proliferationsrate [158]. Bereits untersucht wurde auch, ob die Einnahme von TZD einen Effekt
auf die Inzidenz von KRK im Menschen hat. Chen et al.[63] konnten in einer
Fall-Kontroll-Studie fiir Patienten mit DM ein reduziertes Risiko fiir die Entstehung eines
KRKSs bei Einnahme von TZD zeigen. Im Einklang dazu zeigte Chang et al.[64] in einer
nationalen Fallstudie ein reduziertes Risiko fiir das KRK unter Rosiglitazon-Gabe.
Govindarajan et al.[65] beobachteten allerdings keine Verdnderung der Inzidenz fiir KRK unter
Therapie mit TZD. In unserem Studienkollektiv konnten wir aufgrund der geringen Anzahl an
Patienten, die TZD (n=1) eingenommen haben, leider keine relevante statistische Aussage liber
den Zusammenhang zwischen der Einnahme von TZD und Klinisch-Pathologischen
Parametern treffen.

In anderen Tumorentititen konnten, analog zu unseren Studienergebnissen, bereits mehrfach
tumorprogressive Eigenschaften fiir PPARY nachgewiesen werden. Im Blasenkarzinom fiihrte
eine Steigerung der Aktivitit von PPARy durch gain-of-function Mutationen zum
Tumorwachstum [78]. Pro Tumor Eigenschaften von PPARy konnten dariiber hinaus in
Hirnmetastasen beobachtet werden. Der PPARy-Antagonist T0070907 senkte signifikant die
Tumorzellproliferation [79].

Zusammenfassend zeigen wunsere Ergebnisse aus Knockdown-, Inhibitor- und
Agonistenbehandlung in sich konsistente, fordernde Eigenschaften bezogen auf das
Tumorwachstum von PPARy. Wie oben ausfiihrlich diskutiert iiberwiegen in der Literatur
aktuell die Hinweise, dass PPARYy protektiv gegeniiber Tumorwachstum von KRK wirkt.
Allerdings wurden auch einige Gegenberichte veroffentlicht, sodass die genauen molekularen
Mechanismen weiter diskutiert werden sollten.
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4.5 Einfluss von PPARY auf die Proliferation von KRK-Zelllinien unter Hypoxie

Um den Aspekt der Hypoxie auf die PPARy-Funktion zu untersuchen, haben wir die
Proliferationsexperimente auch unter hypoxischen Bedingungen durchgefiihrt. Kurz
zusammengefasst haben wir in KRK-Zelllinien keine relevanten Unterschiede in der Funktion
von PPARy auf die Proliferation unter Hypoxie, verglichen mit der Normoxie, gefunden
(vergleiche Abschnitt 3.3.3). Konkret zeigte sich durch die Inhibition von PPARYy erneut eine
signifikante Reduktion der Proliferation. Die Behandlung der Zellen mit hohen
Konzentrationen (80 uM) der PPARY-Agonisten fiihrte, wie schon unter Normoxie, zu einer
signifikant gesteigerten Proliferationsrate. In den HT29 konnte fast eine Verdopplung der
Zellviabilititsrate erzielt werden, in den SW403 immerhin eine Steigerung um das
Anderthalbfache. Unsere Untersuchungen lieferten somit keinen Hinweis auf eine vom
Sauerstoffgehalt abhingige Funktion von PPARy in KRK-Zelllinien. In der Literatur wird
hingegen eine besondere Rolle von PPARy unter Bedingungen der Hypoxie diskutiert [128,
130]. Bereits bekannt ist, dass Hypoxie in verschiedenen Zelllinien zu einer
Expressionsabnahme von PPARY fiihrt [130, 159, 160]. In pulmonalen Endothelzellen konnte
zudem die durch Hypoxie induzierte Aktivitdt von HIF-1a, Endothelin-1 und NFkB durch die
Behandlung mit Rosiglitazon abgeschwécht werden [161]. Im Mausmodell konnte die
Behandlung mit Pioglitazon das durch Hypoxie induzierte Auftreten von intrauterinen
Wachstumsretardierungen reduzieren [131]. Zudem konnte in Nervenzellen gezeigt werden,
dass der selektive PPARy-Modulator Amorfrutin B vor hypoxisch und ischdmisch induzierter
Neurodegeneration schiitzt [162]. Die Aktivierung von PPARy scheint somit in zahlreichen
Kontexten vor Hypoxie-bedingten Schiden zu schiitzen. In unseren Untersuchungen zum KRK
konnte allerdings kein protektiver Effekt fiir PPARy vor Hypoxie nachgewiesen werden.

4.6 Einfluss von PPARYy auf reaktive Sauerstoffspezies

Die gesteigerte Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) entsteht vorwiegend durch eine
Dysfunktion in der mitochondrialen Atmungskette [163]. Die Balance zwischen ROS und
Antioxidantien spielt eine zentrale Rolle in der Tumorpathogenese. Erhohte Konzentrationen
von ROS wurden in zahlreichen Tumorentititen gefunden. Diese scheinen sowohl die
Tumorentstehung als auch die Tumorprogression zu férdern und stellen somit einen weiteren
moglichen Angriffspunkt in der Tumortherapie dar [70, 164]. Aufgrund dieser Vorkenntnisse
untersuchten wir den Zusammenhang zwischen Elesclomol-induzierter ROS-Produktion und
der PPARy-Aktivitdit. Wir konnten sowohl fiir die Knockdown- als auch fiir die
Behandlungsgruppe mit dem Inhibitor GW9662 einen protektiven Effekt von PPARy auf die
Bildung von ROS in kolorektalen Zelllinien zeigen. Der transiente Knockdown des PPARY-
Gens bzw. die Inhibition fiihrte, verglichen mit der jeweiligen Kontrollgruppe, zu einer
signifikanten ~ Reduktion der Zellviabilitdit unter FElesclomol-Behandlung.  Die
Agonistenbehandlung fiihrte allerdings nicht zu der von uns erwarteten Steigerung der
Protektionsfunktion, sondern tendenziell auch zu einem stirkeren Sterben der Zellen oder bei
Behandlung mit hoheren Konzentrationen zu keiner Verdnderung verglichen mit der
Kontrollgruppe. Ursdchlich konnte hierfiir eine nach Aktivierung von PPARY auftretende
Herunterregulierung der PPARy-Expression sein. Diese ldsst sich im bereits zuvor gezeigten
Western Blot in der Abbildung 21 fiir beide Zelllinien beobachten. Mdglicherweise sind bisher
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ungekldrte Feedbackmechanismen fiir diesen Effekt verantwortlich, sodass in gewissen
Zeitspannen die Agonistenbehandlung der PPARy-Inhibition gleicht. Diese dosisabhidngigen
Einfliisse der PPARYy Aktivierung sollten zukiinftig weiter untersucht werden. Im Einklang zu
unseren Ergebnissen wird aktives PPARy in der Literatur als Schutzfaktor vor Bildung von
ROS diskutiert. In umbilikalen Endothelzellen konnte die LPS-induzierte ROS-Produktion
durch die Gabe von Rosiglitazon signifikant abgeschwicht werden [81]. Auch in glatten
Muskelzellen fiihrte die lentiviral vermittelte gesteigerte Expression von PPARy zu einer
reduzierten Induktion von ROS [165]. In Haarzellen der Cochlea wurde durch die Gabe von
Pioglitazon die Gentamicin-induzierte ROS-Produktion abgeschwécht [122]. Im Mausmodell
zur Untersuchung des Leberversagens wihrend der Sepsis zeigte sich ferner durch die
Aktivierung von PPARY eine verminderte ROS-Bildung [166]. Zu beriicksichtigen bleibt, dass
die eben diskutierten Forschungsergebnisse, im Gegensatz zu unseren, nicht in Tumorzellen
erzielt wurden.

Um unsere These, dass PPARY eine schiitzende Wirkung vor ROS hat, zu priifen, untersuchten
wir des Weiteren wichtige Gene des oxidativen Stresses (SOD1, GPX1, CAT, UCP2) [122].
Fir SODI1 zeigten sich nach Agonisten- bzw. Inhibitorgabe von PPARy in unserer
Expressionsanalyse inkongruente Ergebnisse in den verschiedenen kolorektalen Zelllinien,
sodass weitere Schliisse tiber den Einfluss von SOD1 und PPARY auf die ROS-Produktion
anhand unserer Resultate schwer zu ziehen waren. In der Literatur konnte fiir die
Superoxiddismutase in glatten Muskelzellen [165] bzw. in den Haarzellen der Cochlea [122]
gezeigt werden, dass die gesteigerte Expression von PPARy zu einer Erh6hung der SOD1
Aktivitdt fihrt. Diese bekannten Regulationsmechanismen konnten wir nicht bestdtigen, sodass
eine SOD1 vermittelte Schutzfunktion von PPARy vor ROS in Tumorzellen des KRK fraglich
bleibt. Fiir das Antioxidans GPX1 beobachteten wir eine niedrigere Expression sowohl nach
Agonisten- als auch nach Inhibitorgabe. Ursdchlich konnte hierfiir der bereits zuvor diskutierte
Feedbackmechanismus nach Behandlung mit PPARy Agonisten sein. Die Expression des
Antioxidans CAT konnte in beiden Zelllinien durch die Behandlung mit PPARy-Agonisten
gesteigert werden. CAT stellt somit einen potenziellen Erklarungsansatz fiir die Schutzfunktion
von PPARy vor ROS dar. Limitierend muss erwéhnt werden, dass der Inhibitor GW9662 in der
Zelllinie SW403 auch zu einer geringen CAT-Expressionssteigerung gefiihrt hat. Genauere
Analysen zur Untersuchung des Zusammenhangs zwischen CAT und PPARy im KRK bleiben
notwendig. In Haarzellen der Cochlea konnte bereits eine PPARy-vermittelte
Expressionssteigerung von CAT beobachtet werden [122]. Fiir UCP2 konnte bereits in
verschiedenen Zellen eine hemmende Wirkung in Bezug auf die ROS Bildung nachgewiesen
werden [122, 167]. Die Untersuchung der UCP2 Expression in der Zelllinie HT29 lieferte einen
weiteren Erkldrungsansatz fiir die protektive Funktion von PPARy vor ROS. Die Aktivierung
mit  Rosiglitazon fiihrte in unseren Untersuchungen zu einer signifikanten
Expressionssteigerung von UCP2, wéhrend die Inhibition mit GW9662 zu einer signifikanten
Expressionsabnahme von UCP2 fiihrte. Der Schutz von PPARy vor ROS koénnte somit unter
anderem tiber eine ,,UCP2-PPARy-Achse* vermittelt werden. Auch im Tiermodell fiihrte die
orale Einnahme von Rosiglitazon zur Hochregulierung von UCP2 und somit zur Reduktion des
oxidativen Stresses [168]. Dariiber hinaus konnte in Adipozyten bereits eine Interaktion
zwischen PPARy und dem Intron 1 von UCP2 gezeigt werden, sodass eine gegenseitige
Regulation nahe liegt [169].

Zusammenfassend stellen vor allem die eben beschriebene ,,UCP2-PPARy-Achse sowie die
PPARy-vermittelten Expressionsverdnderungen von CAT mdgliche Signalwege zur
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protektiven Funktion von PPARY vor ROS im KRK dar. Weitere umfassende Untersuchungen
bleiben notwendig, um die Funktion von PPARY in Bezug auf die ROS Produktion im KRK zu
verstehen.

4.7 Einfluss von PPARY auf die Chemotherapiesensitivitit

Um die klinische Relevanz von PPARYy fiir Patienten mit KRK einschitzen zu konnen, haben
wir im nédchsten Schritt untersucht, welchen FEinfluss die Gabe von PPARy-
Agonisten/Inhibitoren auf die 5-FU-Chemotherapiesensitiviit hat. 5-FU ist ein Analogon des
natiirlich vorkommen Pyrimidins Uracil und wird im Rahmen des multimodalen
Therapiekonzeptes regelhaft als Zytostatikum zur Behandlung des KRKs eingesetzt [2, 170].
In unseren Experimenten zeigte sich, dass die Vorbehandlung von kolorektalen Zelllinien mit
PPARy-Agonisten zu einer signifikanten Steigerung der Chemotherapiesensitivitit fiihrt. In den
Zelllinien HT29 war ohne Vorbehandlung der Zellen eine flinffach hohere Dosierung des
Zytostatikums 5-FU notwendig, um die Hélfte der maximal moglichen Hemmung zu erreichen.
Auch in den SW403 zeigte sich eine Verdopplung der IC50 in der Kontrollgruppe [127]. Eine
zusitzliche Gabe von Glitazonen bei Patienten mit KRK konnte somit moglicherweise die
Therapieeffektivitit von 5-FU steigern und eine Dosisreduktion des nebenwirkungsreichen
Zytostatikums 5-FU moglich machen [171]. Im Einklang mit den Agonisten-Experimenten
fiihrte der PPARy-Inhibitor zu einer erhohten Resistenz der Zellen gegeniiber dem
Pyrimidinanalogon 5-FU. Limitierend muss erwidhnt werden, dass dieser Unterschied fiir die
Zelllinien SW403 nicht signifikant war. Auch andere Autoren wie Lau et al.[87] und Zhang et
al.[172] konnten unter der Therapie mit Rosiglitazon eine gesteigerte 5-FU induzierte
Apoptoserate in den Zellen des KRKs beobachten. Fiir das Pyrimidinanalogon 5-FU ist bereits
bekannt, dass es unter anderem {iiber die Modulierung der Bcl-2 Proteinfamilie (u. a. Bcl-2,
BAX, BAK) die Apoptose in kolorektalen Zellen einleitet [173]. Auch die PPARy-Aktivierung
fiihrt zu einer gesteigerten Expression von pro-apoptotischen Proteinen wie Bax und Bak und
einer Inhibierung von anti-apoptotischen Proteinen wie Bcl2 [80]. Diese Schnittstelle konnte
ein moglicher Erkldarungsansatz fiir die gesteigerte Chemotherapiesensitivitdt von 5-FU unter
PPARy-Aktivierung sein. Weitere Studien zeigten, dass die Apoptose durch PPARYy Liganden
iiber eine Runterregulierung von Survivin, die Unterdriickung von NFkB und die Stimulierung
des Kriippel-like factors induziert wird [86]. Zukiinftig bleibt die Untersuchung des Einflusses
der PPARy-Aktivierung auf Gene des Pyrimidinstoffwechsels interessant, um weitere mogliche
Erklarungsmodelle fiir die gesteigerte Chemotherapiesensitividt unter PPARy-Aktivierung zu
finden.

In Zusammenschau der Ergebnisse mit der Proliferation scheint die Aktivierung von PPARy
zunichst zu einer gesteigerten Proliferation von kolorektalen Zelllinien zu fiihren (vergleiche
Abschnitt 3.3.2) und somit eher tumorprogressive Eigenschaften zu fordern. Durch die
gesteigerte 5-FU-Chemotherapiesensitivitdt in kolorektalen Zellen unter der Gabe von PPARY-
Agonisten konnte die Etablierung einer Kombinationstherapie beider Wirkstoffe
moglicherweise trotzdem einen Vorteil flir Patienten mit KRK darstellen. Randomisierte
klinische Studien bleiben in Zukunft notwendig, um den in vitro beobachteten Effekt in vivo
zu iberpriifen. Zu erwihnen bleibt auch, dass in Phase 1 Studien fiir den PPARy-Agonist
Efatutazon bereits ein ausreichendes Sicherheitsprofil fiir dessen Einnahme in Patienten mit
KRK gezeigt werden konnte [174, 175].
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4.8 Limitationen

Bei der Interpretation der Ergebnisse dieser Arbeit sollten nachfolgend diskutierte limitierende
Faktoren beriicksichtigt werden.

Aufgrund der von uns durchgefiihrten aufwéndigen immunhistochemischen Methodik und
Analysen umfasst unsere Studienpopulation nur eine Gesamtfallzahl von 246 Schnitten. Dies
ist insbesondere bei den Analysen der Uberlebenszeiten kritisch zu betrachten, da die Kaplan-
Meier Schétzer zur Vermeidung von Verzerrungen durch den Metastasierungsstatus nur
innerhalb der Subkohorten mit einer jeweiligen Fallzahl von 82 durchgefiihrt wurden. Dennoch
konnten unsere Ergebnisse durch RNA-Analysen an dem frei verfiigbaren Tumorkollektiv von
Sheffer et al. mit 178 Féllen bestdtigt werden. Einschriankend ist auBerdem zu erwéhnen, dass
durch die Wahl der Immunhistochemie zur Bestimmung des Expressionsniveaus von PPARy
kein ,,echtes* quantitatives Verfahren zum Einsatz gekommen ist. Der H-Score ist dennoch als
semiquantitative Messmethodik in der Pathologie zur Auswertung immunhistochemischer
Priparate etabliert [113, 114].

Zudem wihlten wir als Studiendesign eine Fall-Kontroll-Studie. Das Studienkollektiv ist
demzufolge stark vorselektiert und anfillig fiir systematische Fehler. Zur Steigerung der
Aussagekraft und Reduktion von Verzerrungen durch Storvariablen fithrten wir deshalb ein
»,matching® fiir die folgenden Parameter durch: Tumorlokalisation, Tumorgrading und pT-
Stadium. Weitere moglicherweise beeinflussende Parameter, wie zum Beispiel das Geschlecht
und Alter, blieben in unserer Arbeit unberiicksichtigt. Fiir das Geschlecht konnten wir mittels
Chi-Quadrat-Test ein Bias ausschlieen. Fiir die Variable Alter zeigte sich allerdings eine
signifikante unterschiedliche Verteilung in den verschiedenen Kohorten. Die Uberlebensdaten
wurden allerdings nur innerhalb einer Kohorte (MO, PUL, HEP) beurteilt und nicht
gruppenvergleichend, sodass hierfiir der unterschiedliche Altersmedian in den einzelnen
Kohorten keine Rolle spielt. AuBerdem konnten wir einzelne unserer Fragestellungen aufgrund
des retrospektiven Studiendesigns der Fall-Kontroll-Studie nicht beurteilen, da sich zum
Beispiel die Exposition mit der Einnahme von TZD im Nachhinein als zu selten herausgestellt
hat. Auch die Erhebung des HbAlc-Wertes zur Etablierung eines moglichen prognostischen
Markers fiir Patienten mit KRK war durch das retrospektive Studiendesign nicht méglich. Dies
hétte durch eine prospektive Studie, die allerdings meist deutlich kosten- und zeitintensiver ist,
vermieden werden konnen.

Zudem sollten auch die Ergebnisse der Zellkulturexperimente kritisch betrachtet werden. Die
Beobachtungen iiber das Proliferationsverhalten unter PPARy-Agonisten/Inhibitorbehandlung,
und oxidativem Stress, sowie iiber Chemotherapiesensitivitit gegeniiber 5-Fluorouracil
basieren nur auf zwei verschiedenen kolorektalen Zelllinien (SW403 und HT29). Die
Durchfiihrung der Experimente an weiteren kolorektalen Zelllinien hitte die Relevanz der
Studie steigern konnen. Insbesondere da einzelne Ergebnisse der Zellviabilitidtsuntersuchungen
nicht in beiden Zelllinien beobachtet werden konnten. Zudem tragen die kolorektalen Zelllinien
HT29 und SW403 beide eine Basenaustauschmutation im APC-Gen [176]. In der Literatur wird
vor allem ein tumorpradiktiver Einfluss von PPARY in friihen Stadien ohne APC-Mutation
diskutiert. Die Durchfiihrung der gleichen Experimente an kolorektalen Zelllinien ohne APC-
Mutation hétte ein groferes Spektrum der Tumorpathogenese von KRK abbilden kénnen [47,
53, 56]. Da eine APC-Mutation in den meisten kolorektalen Karzinomen gefunden wird, haben
unsere Untersuchungen dennoch fiir den GroBteil der Patienten mit KRK klinische Relevanz
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[7, 8]. Dariiber hinaus sollten zur Validierung der in vitro Ergebnisse in vivo Studien
durchgefiihrt werden, um ein geeignetes biologisches Modell fiir den Einsatz von TZD bei
Patienten mit KRK zu erschaffen.

4.9 Ausblick

Aufgrund der grofen Heterogenitit von KRK und unterschiedlichem Therapieansprechen ist
die Etablierung von einfach zu erhebenden prognostischen Parametern zukiinftig
erstrebenswert [108]. Mit dieser Arbeit wollten wir durch die Charakterisierung der PPARY-
Funktion im KRK dessen Nutzen als Prognosemarker untersuchen. Es zeigte sich eine
signifikante Assoziation zwischen einer starken Expression von PPARy und einer pulmonalen
Metastasierung [109]. Dariiber hinaus konnten wir in unserer M0O-Kohorte sowie in der RNA-
Analyse des Sheffer et al. Kollektivs [125] zeigen, dass eine hohe PPARY Expression mit einem
schlechteren Uberleben vergesellschaftet ist. Unsere Ergebnisse liefern erste Hinweise, dass
die PPARy-Expression Riickschliisse auf die Tumorbiologie zuldsst. Moglicherweise konnte
das PPARy-Expressionsniveau zukiinftig einen Faktor darstellen, der {iiber den
unterschiedlichen Einsatz und Dosierungen von Chemotherapeutika mitentscheidet.
Idealerweise erhalten Patienten zukiinftig moglichst individualisierte Therapieschemata, um
nicht notwendige aggressive Therapien mit starken Nebenwirkungen zu vermeiden [177].
Einen weiteren einfach zu untersuchender Prognosemarker, vor allem fiir Patienten mit
DM-Typ-II und KRK, stellt der HbAlc dar. Retrospektiv konnten wir keine Aussage iiber den
HbAlc-Wert treffen, sodass im Rahmen einer prospektiven Studie die Messung des HbAlc-
Wertes zur Untersuchung der Eignung von HbAlc als prognostischen Marker erfolgen sollte.

Basierend auf den Ergebnissen unserer Zellkulturexperimente scheint die weitere
Charakterisierung von PPARy im KRK vielversprechend. Insbesondere die von uns gezeigte
Steigerung der Proliferationsrate durch die Gabe von PPARy-Agonisten sowie die Zunahme
der Chemotherapiesensitivitit von 5-FU in Zellen des kolorektalen Karzinoms machen
nachfolgende klinische Studien notwendig. Der Einsatz von TZD in Patienten mit KRK kdnnte
womoglich neben den etablierten klassischen Chemotherapeutika, mit oftmals erheblichen
Nebenwirkungen, das Uberleben von Patienten mit KRK steigern und dabei die Lebensqualitiit
der Patienten nicht weiter einschrinken. Aufgrund unserer gewonnenen Grundlage sollte der
Einsatz von PPARy-Agonisten wie Rosiglitazon und Pioglitazon gemeinsam mit 5-FU in
Patienten mit KRK in klinischen Studien iiberpriift werden. Zudem sollte nach mdoglichen
Erklarungsansitzen fiir die Interaktion zwischen PPARy und 5-FU gesucht werden. 5-FU ist
ein Pyrimidinanalogon und hemmt zusétzlich die Thymidilat-Synthase, ein Schliisselenzym der
Pyrimidinbiosynthese [178]. Die Untersuchung von Genen, die eine Rolle im
Pyrimidinstoffwechsel spielen, konnte ferner zum besseren Verstindnis der Interaktion
zwischen PPARy und 5-FU beitragen.

Zusammenfassend ergaben sich in unseren klinisch-pathologischen Analysen und
Zellkulturexperimenten zahlreiche Hinweise auf eine mogliche klinische Relevanz fiir den
Einsatz von PPARy-Agonisten in Patienten mit KRK. Zukiinftig sind vor allem randomisiert
kontrollierte Studien notwendig, um die mdgliche klinische Bedeutung von PPARy-Agonisten
fiir Patienten mit KRK zu {iberpriifen.
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