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1. Einl eitung

1.1. Krebserkrankungen

Tumore, die zu den funf klassischen Entziindungszeichen nach Celsus und
Galen z&hlen, werden in benigne und maligne Schwellungen unterteilt. Tumore
benigner Genese stellen hierbei Raumforderungen dar, wahrend es sich bei
malignen Tumoren mit unkontrolliertem Zellwachstum sowie destruierender
Tendenz um Krebserkrankungen handelt (1). Hierbei unterscheiden sich solide
Primartumore, die haufig abgrenzbaren Organen zuzuordnen sind und deren
Zellen sich als Metastasen in weiteren Organen ansiedeln kénnen, von
hamatologischen Tumoren, welche bei Befall des lymphatischen Systems oder
des Knochenmarks diffus im gesamten Korper auftreten (1). Maligne Neoplasien
konnen somit alle Korperregionen sowie Gewebearten betreffen und bei
Patienten jeder Altersgruppe auftreten. Die Summe aller Krebsarten flhrt
weltweit jahrlich zu Gber 19 Millionen Neudiagnosen sowie zu fast 10 Millionen
krebsbedingten Sterbeféllen (2), sodass es gesellschaftlich und medizinisch
hochrelevant ist, deren komplexe Pathogenesen zu verstehen.

Krebserkrankungen sind vielstufige Prozesse und entstehen hauptsachlich auf
der Basis von chronischen Entzindungsgeschehen. Um die Onkogenese
systematisch greifbar und somit gezielt behandelbar zu machen, hat sich die

Definition V 0O n ACancer Hal | mar k s i al

S

Bereits2 011 schufen Hanahan & Weinberg mit

Hal | ma(B)k ®di denen Entzindungsgeschehen eine wichtige Rolle
zugemessen wird, die Basis dieser Definition. Aufgrund wachsender Bedeutung
von Metastasierung, welche bei kolorektalen Karzinomen besonders héufig
beobachtet wird (4), erfolgte im Jahr 2019 durch Welch & Hurst eine Erweiterung
um vier AHal | ma r(® mit deni Fokas dubirsdsisen Vagangen.
Um den Erkenntnissen der aktuellen Forschung gerecht zu werden, definierten

Senga & Grose im Jahr 2021 schlie@)ich

wodurch nun auch Faktoren des modernen Lebensstils wie ein verandertes
Mikrobiom sowie epigenetische Dysregulationen Beachtung finden und diese
sind bei der Risikoermittlung fur kolorektale Karzinome von hoher Bedeutung.

Die weitere Systematisierung maligner Erkrankungen einschlie3lich deren
Karzinogenese bleibt stdndiger Gegenstand aktueller Forschungsfragen und ist
entscheidend fir die Weiterentwicklung von Krankheitsverstandnis und
Therapiemdoglichkeiten.
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1.2. Entz¢ndungsgenzKasei nogenese

Akute, lokale Entziindungsreaktionen, deren Hauptsymptome als Schwellung
(tumor), Ro6tung (rubor), Schmerz (dolor), Erwarmung (calor) sowie
eingeschréankte Funktionsfahigkeit (functio laesa) definiert wurden, sind im
physiologischen Mal3e Uberlebensnotwendig, da sie in gesundem Gewebe der
Abwehr von Infektionen und Krankheitserregern dienen (7). Dauern akute
Entziindungen langer als drei Wochen an, kénnen diese chronisch werden (7),
was die Dedifferenzierung von Zellen und somit die Krebsentstehung begunstigt.

Mit der Krebsausbreitung sind multiple Signalwege verbunden, wobei vor allem
der entziindlichen Kaskade um nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells (NF-kB) eine Schlusselrolle zukommt (8). Dieser Haupt-
Transkriptionsfaktor der Entzindung (9) reguliert tber 500 Gene und deren
Endprodukte (10), sodass eine Missregulation weitreichende Folgen haben kann,
auch im Sinne einer expandierenden Inflammation sowie Tumorproliferation,
Invasion und Metastasierung. Des Weiteren sind die Kaskaden verschiedener
Kinasen oder Aktivatoren (11) wie beispielsweise die der mitogen-aktivierten
Proteinkinase (MAPK) (12, 13), mitogen-aktivierten Proteinkinase-Kinase (MEK)
(14), extrazellular Signal-regulierten Kinase (ERK) (14), c-Jun N-terminalen
Kinase (IJNK) (12, 15), Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) (13), Serin/Threonin
Proteinkinase B (Akt) (13, 15), Januskinasen (JAKs) (16) und des
Signalubertragers und  Transkriptionsaktivators 3 (STAT3) (16) in
inflammatorische Geschehen der Kanzerogenese involviert.

Gesamthaft unterstreicht diese Vielfalt an beteiligten Signalwegen und
Botenstoffen, dass Entzindungsprozesse in Tumorzellen von zentraler
Bedeutung sind und einen hohen Anteil an der Variabilitat von
Krebserkrankungen haben.

1.3. Kol orektales Kar zi nom

Maligne Neoplasien des Kolon- oder Rektumepithels, welche die Lamina
muscularis mucosae durchdringen und damit lokal infiltrieren, werden als
kolorektale Karzinome bezeichnet (17). Unter den Krebserkrankungen, die zu
den haufigsten Krankheitsdiagnosen und Todesursachen zahlen, nehmen
kolorektale Karzinome mit einem Gesamtanteil von ca. 10% weltweit einen
erheblichen Stellenwert ein: 2020 wurden in 185 Landern insgesamt fast zwei
Millionen Neudiagnosen des kolorektalen Karzinoms gestellt und es wurden tber
935.000 damit assoziierte Todesfalle erfasst (2). Die hdchsten Fallzahlen fir
Kolonkarzinome registrierten Nordamerika, Europa, Australien und Neuseeland,
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die meisten Rektumkarzinome traten dagegen in ostasiatischen Landern auf (2).
Statistisch gesehen sind die verschiedenen Darmabschnitte in unterschiedlicher
Haufigkeit betroffen, wobei Kolonkarzinome meist proximal (40%) oder distal
(22%) gefunden werden und Rektumkarzinome rund ein Drittel (29%) der
Erkrankungen ausmachen (18). Wahrend kolorektale Malignome bis vor wenigen
Jahren hauptséachlich Patienten Uber 65 Jahre betrafen, steigt derzeit vor allem
die Rate der Erkrankten zwischen 50 und 64 Jahren (18), wobei Frauen sowie
Manner gleichermal3en betroffen sind (2).

Beachtenswert ist hierbei, dass ein Viertel der Patienten bereits zum Zeitpunkt
der Erstdiagnose Metastasen aufweisen. Im Verlauf der Erkrankung werden
solche sogar von mehr als der Halfte aller Patienten mit kolorektalem Karzinom
entwickelt (4), was das hohe Aggressionspotential der Erkrankung unterstreicht.
Obwohl die Zahl der vorsorglichen Koloskopien und weiterer
Friherkennungsmoglichkeiten wachst, ist insgesamt in den nachsten Jahren mit
weiter steigenden Patientenzahlen zu rechnen (18).

14. Ri si kofaktoren des kol orektal en K

Die hohen Fallzahlen des kolorektalen Karzinoms kommen dadurch zustande,
dass im Rahmen der Karzinogenese sowohl endogene als auch exogene
Faktoren eine grofRe Rolle spielen kbnnen. Zu den endogenen Risikofaktoren
zahlen genetische Veranderungen, die fir 5-10% aller Krebserkrankungen (19),
aber fir bis zu 20% der kolorektalen Karzinome (20) verantwortlich gemacht
werden und in diesen Fallen zu hereditarem nicht-polypésem Kolonkarzinom-
Syndrom (21), familiarer adenomatdsen Polyposis (21, 22), Aktivierung von
Onkogenen (22) oder dem Verlust von Tumorsuppressorgenen (23) fiuhren
konnen. AulRerdem entstehen 1-2% der malignen Neoplasien in Kolon oder
Rektum aufgrund vorab bestehender chronisch-entzindlicher
Darmerkrankungen wie Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn (24). Das
sporadische Erkrankungsrisiko erhdht sich generell mit steigendem Lebensalter,
besonders durch die Adenom-Karzinom-Theorie, bei der die Entstehung von
malignen Karzinomen verstarkt aus vorhandenen benignen kolorektalen
Adenomen beobachtet wird (25).

Insgesamt werden bei tUber 80% dieser Erkrankungen (19, 20) ein ungesunder
Lebensstil mit fettfokussierter Erndhrung, Bewegungsmangel, Adipositas (19, 26,
27), gesteigertem Alkoholkonsum oder Zigarettenrauchen (28) und weiteren
exogenen Umweltfaktoren (19) als urséachlich angesehen. Diese Erkenntnis klingt
erschreckend in Bezug auf den aktuellen Lebensstil weiter Teile der modernen
Bevolkerung und bietet dennoch gleichzeitig eine grof3e Chance zur praventiven
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epigenetischen Regulation. So wird die Modulation der Alltagsgewohnheiten
durch sportliche Betéatigung, gesunde Erndhrung und Vermeidung von
Ubergewicht in jedem Lebensalter empfohlen (27, 29, 30) und fur die
asymptomatische, tiber 50-jahrige Bevoélkerung sind dariber hinaus regelméaRige
FriherkennungsmalBnahmen ratsam, mdglichst in Form von Vorsorge-
Koloskopien oder fakalen immunchemischen Tests (30, 31).

15 Erkennung und Behandlung des kol

Zunehmende Verdauungsbeschwerden (20), ein positiver Stuhltest auf okkultes
Blut (20) oder ein auffalliger Befund bei der digital-rektalen Untersuchung (30)
kénnen erste Hinweise auf eine maligne kolorektale Neoplasie liefern, woraufhin
eine Koloskopie mit Probenentnahme erfolgen sollte. Wird der Befund eines
kolorektalen Karzinoms histologisch bestétigt, wird ein umfassendes Staging
mittels bildgebender Verfahren, kombiniert aus Abdomen-Sonographie, Thorax-
Rontgen und Becken-Computertomographie, durchgefihrt (30). Tumormarker
wie das carcinoembryonale Antigen (CEA) haben sich bisher nicht als
organspezifisch erwiesen und kénnen dadurch nicht zur Friherkennung von
kolorektalen Karzinomen eingesetzt werden. Wahrend der Behandlung stellen
sie allerdings einen wichtigen Parameter in der Verlaufskontrolle dar, da ein
Anstieg des CEA-Wertes im Vergleich zum Zeitpunkt der Diagnosestellung auf
eine Lebermetastasierung oder ein Rezidiv hinweisen kann (32).

Die Therapie eines kolorektalen Karzinoms besteht in Abhangigkeit des
Allgemeinzustandes sowie des Erkrankungsstadiums und unter Einbeziehung
psychoonkologischer Betreuung aus chirurgischer Resektion, Poly-
Chemotherapie nach dem FOLFOX4-, FOLFOX6- oder CAPOX-/XELOX-
Schema und/oder Radiochemotherapie (30). Besondere Herausforderungen
stellen fortgeschrittene oder metastasierte Karzinome dar oder solche, deren
Tumorzellen Resistenzen gegen klassische Chemotherapeutika, beispielsweise
5-Fluorouracil (5-FU) oder Oxaliplatin (30), gebildet haben.

16. Ent z¢ndpmgzeskoel deelKaalzemogenese

In der Pathogenese kolorektaler Malignome spielen entzindliche Prozesse eine
zentrale Rolle. Bei einem Parametervergleich zwischen Gesunden und Patienten
mit kolorektalem Karzinom wurde bei den Erkrankten nicht nur ein erniedrigter
Plasmaspiegel des Immunglobulins A festgestellt, sondern es lag gleichzeitig
eine erhéhte Lymphozytenzahl im Stroma des Karzinoms vor (33). In
nekrotisierten Tumorbereichen wurde zudem eine erh6hte Anzahl an
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Makrophagen und polymorphkernigen Zellen gefunden (33). Interessanterweise
wurden zusatzlich die peritumoralen Zellinfiltrate untersucht, die durch
Entziindungsprozesse entstanden und mit 47% Lymphozyten, 19%
Plasmazellen, 15% Makrophagen/Monozyten und 5% granulierten Mastzellen
zum Grof3teil aus Immunzellen bestanden, wobei auch hier bereits 15% der
Immunzellen polymorphkernig verandert waren (33). Insgesamt sprach die
Analyse fur ein stark inflammatorisches Geschehen und die entsprechenden
Signalwege wurden weiter untersucht.

Hierbei zeigte sich die besondere Bedeutung des immunmodulatorischen
Transkriptionsfaktors NF-kB, dessen Phosphorylierung sowie Translokation in
den Zellkern im Rahmen von Entzindungsprozessen durch Zytokine wie
Tumornekrosefaktor (TNF)-U und Interleukin (IL)-1 induziert wird (34, 35),
wodurch die Aktivierung von entzindungs- und damit tumorfordernden
Endprodukten  wie Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 4 (CXCR4), Cyclooxygenase (COX)-2 und dadurch auch
Prostaglandin E2 voranschreitet (11, 35-38). Bei der Proliferation und
Metastasierung von Zellen kolorektaler Neoplasien kristallisierten sich MMP-9,
CXCR4 und auch der involvierte Apoptosemarker Caspase-3 als hochrelevant
heraus (8). Des Weiteren werden Proteine der Transforming growth factor-b
(TGF-b ) F aiminflamnnmeatorischer Tumorumgebung fehlreguliert, sodass ihre
ursprunglich tumorunterdriickende Wirkung zu einer tumorunterstitzenden
Komponente wird (39). Zur tierversuchsfreien Simulation dieser komplexen
entziindlichen Vorgange, hat sich mittlerweile der Einsatz von multizellularen 3D-
Kulturen in vitro (40, 41) bewahrt und etabliert, da durch die Zusammensetzung
von Tumorzellen, Fibroblasten und T-Lymphozyten in einer Petrischale der
interzellulare Cross-Talk verschiedener Zellarten und somit auch der Austausch
ihrer Botenstoffe vivo-nah nachgeahmt werden kann.

1.7 Pl astwzhténdkoder elKhalzemogenese

Unter zellularer Plastizitat versteht man im Rahmen der Onkogenese die
Fahigkeit von Zellen, mit einem folgenreichen phéanotypischen Wandel auf pro-
kanzerogene Stimuli zu reagieren. Im Falle des Intestinaltraktes fuhren
inflammatorische Trigger zu Umprogrammierung des Stoffwechsels und
epithelial-mesenchymaler Transition (EMT) von Darmepithelzellen (42) sowie der
Bildung von Krebsstammzellen (43).

EMT meint die Fahigkeit von Zellen, sowohl ihre Polaritat als auch ihren Phénotyp
von epithelial zu mesenchymal zu verdndern, was zu migratorischen
Eigenschaften fuhrt (44). Wahrend dieser Prozess zu Zeiten der embryonalen
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Entwicklung im Rahmen der Organogenese in gesunden Zellen physiologisch
und sogar notwendig ist (44), ist er im Kontext einer Krebserkrankung als
hochpathologisch anzusehen, weil er den Tumorzellen die Wanderung und damit
die Metastasierung ermdglicht (45). AuRerdem werden das Wachstum sowie die
Aggressivitat von kolorektalen Malignomen mafdgeblich durch
Tumorstammzellen  beschleunigt (43). Daher besteht ein grofes
Forschungsinteresse, die Vorgange der zellularen Plastizitat in allen Stadien der
kolorektalen Karzinogenese, die Initiation, Promotion sowie Progression
umfassen (46), zu entschlisseln.

Hierbei ist die Untersuchung markanter Parameter auf Ebene der
Proteinexpression von besonderer Aussagekraft. Wahrend erhohte Bildung von
Tumorstammzellen mit der Expression von ALDH1, CD44 sowie CD133
einhergeht (43), wird EMT durch den Transkriptionsfaktor Slug, den
mesenchymalen Marker Vimentin sowie den epithelialen Stabilisator E-Cadherin
reprasentiert (47, 48). Aufgrund des ausgepragten Invasionspotentials wurden
diese Parameter in verschiedenen Zelllinien des kolorektalen Karzinoms (Caco-
2, HCT116, HT29, RKO, SW480, SW620) untersucht mit der Feststellung einer
erhéhten Expression von ALDH1, CD44, CD133, Vimentin sowie Slug und der
gleichzeitig eingeschrankten Bereitstellung von E-Cadherin (47, 48).
Untersuchungen in  multizellularen  3D-Kulturen mit tumorassoziierten
Fibroblasten, T-Lymphozyten und Zellen des kolorektalen Karzinoms zeigten
daruber hinaus, dass durch intensiven, entziindungsférdernden interzellularen
Austausch von Botenstoffen alle Komponenten der Plastizitat verstarkt werden
(41, 47, 49), was insgesamt die Entstehung einer Chemoresistenz begunstigt
(50).

Diese Erkenntnisse des tumorfordernden Cross-Talks sollen kinftig als
Angriffspunkte fir Modulationen bei aggressiven kolorektalen Neoplasien dienen.
So wurde bereits nachgewiesen, dass kolorektale Karzinomzellen mit geringem
E-Cadherin-Anteil besonders gut auf die Chemotherapeutika Irinotecan und
Oxaliplatin ansprechen (48). Gleichzeitig zeigen Phytopharmaka wie die
Curcuminoide Calebin A und Curcumin sowie das Stilbenoid Resveratrol gute
praventive Ansadtze, um Plastizitatsprozessen in solchen Tumorzellen
vorzubeugen oder die Chemosensibilitat gegentber klassischen Zytostatika zu
erhéhen (47, 51, 52).

18. Resveratrol

Das Polyphenol Resveratrol wurde bereits 1939 als sekundéarer Pflanzenstoff aus
Veratrum grandiflorum extrahiert (53) und anschlie3end als Bestandteil vieler
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Nahrungsmittel wie roten Trauben und dem daraus entstehenden Wein (54),
Preiselbeeren, Heidelbeeren, Moosbeeren, Johannisbeeren, Erdbeeren (55)
sowie Pistazien (56) und anderen NUssen detektiert. In diesen Frichten bt
Resveratrol eine Abwehrfunktion gegentber Pathogenen mit besonderer
Schutzfunktion vor Pilzinfektionen aus (57).

Mittlerweile sind auch die Auswirkungen dieses Phytopharmakons auf
menschliche Zellen gut untersucht und der Naturstoff zeigt umfangreiche
gesundheitsfordernde Wirkungen. So wurden beim Menschen ebenso
infektionseindammende (58) Effekte gezeigt, wobei sich Resveratrol aufgrund
seiner anti-oxidativen Wirkung (59) zudem schutzend auf ganze Organsysteme
wie das Nervensystem (60), die Herz-Kreislauf-Organe (61) sowie die
Verdauungsorgane (62) auswirkt und den Blutglukosespiegel (40) reguliert
(Abbildung 1). In gesundem Gewebe, beispielsweise in Sehnen und Knorpel,
kann der Naturstoff Uber die schitzende Funktion hinaus sogar anabol wirken
(63, 64), was unterstreicht, dass es sich bei Resveratrol nicht um ein einseitig,
sondern um ein regulatorisch wirkendes Polyphenol handelt. Besonders
hervorzuheben ist dessen modulatorische Fahigkeit in Bezug auf die Pravention
und Bekadmpfung von Entziindungen (36), welche die Chronifizierung von
Krankheitsprozessen verhindern oder verzdgern kann.

Als Multi-Target-Molektl kann Resveratrol somit an verschiedenen Stellen in die
Entstehungs- und Ausbreitungskaskaden unterschiedlicher chronischer
Erkrankungen einschlief3lich Krebserkrankungen (65-68) eingreifen und ist in der
Lage, Tumorzellen durch ein breitgefachertes Wirkspektrum wie die Regulation
des pH-Wertes und Warburg-Effektes (40) gezielt auszuschalten.

anti- anti-
infektics oxidativ

immun- organ- stoffwechsel-
modulierend schiutzend regulierend

entziindungs- chemo-
eindammend praventiv

krebs-
hemmend

Abbildung 1: Ubersicht tiber die gesundheitsférdernden Eigenschaften des Polyphenols
Resveratrol.
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19. Wi rkunQRewsoureraufrodas kol or ekt

An kolorektalen Karzinomzellen wurden bereits stark tumoreinddmmende und
metastasierungshemmende Effekte durch Resveratrolbehandlung gezeigt. So
konnte das Phytopharmakon in mehreren Zelllinien kolorektaler Malignome
(HCT116, RKO, Sw480) die durch beispielsweise TNF-U oder TNF-b
hervorgerufene EMT umkehren (69). Aul3erdem ist bekannt, dass verschiedene
Zytokine und Enzyme Entziindungs- sowie Adhéasionskaskaden in kolorektalen
Tumorzellen fordern. Eine Behandlung der Zellen mit Resveratrol hemmt
diesbeziglich sowohl die Phosphorylierung des entziindungsférdernden
Transkriptionsfaktors NF-kB als auch die Aktivierung der fokalen
Adhasionskinase (FAK), die als zentrales Enzym der Tumorausbreitung gilt (70).
Dartber hinaus wirkt sich der in einer multizellularen 3D-Tumorkultur
beobachtete Cross-Talk zwischen tumorassoziierten Fibroblasten, T-
Lymphozyten und Kkolorektalen Karzinomzellen forderlich auf die
Inflammationsexpansion, das Uberleben, die Migrationsfahigkeit sowie die
Krebsstammzellbildung aus und Resveratrol kann in diese vielschichtigen
Prozesse durch die Hemmung des Cross-Talks lindernd eingreifen (49, 71).
Hierbei stellte sich neben der NF-kB-Kaskade auch Sirtuin-1 (Sirtl), das
Schlisselenzym der intrazellularen Signaltransduktion, als Hauptangriffspunkt
von Resveratrol heraus (72, 73).

Da die Entwicklung von Therapieresistenzen gegen klassische Zytostatika eine
grolRe medizinische Herausforderung darstellt, wurde die Wirkung von
Resveratrol auch dahingehend untersucht. Eine Zugabe des natirlichen
Polyphenols erhoht den Behandlungserfolg des Standard-Chemotherapeutikums
5-FU in kolorektalen Karzinomzellen der Linien HCT116, SW480 und SW620.
Interessanterweise entfaltet Resveratrol seine anti-tumordse Wirkung sogar in
Zelllinien (HCT116R, SW480R), die bereits eine Resistenz gegenuber 5-FU
zeigen, verbunden mit der Fahigkeit, die NF-kB-Aktivierung, EMT-Entstehung
sowie Krebsstammzellbildung zu reduzieren und gleichzeitig die Apoptose dieser
Tumorzellen zu fordern (66, 74, 75). Diese Erkenntnis liefert wertvolle Hinweise
auf Resveratrols Modulationsmoglichkeiten beziglich Plastizitdtsprozessen in
allen Stadien der Onkogenese des kolorektalen Karzinoms.

Die tumoreindammenden Effekte beziiglich kolorektaler Malignome wurden
aul3erdem bereits sowohl in Tiermodellen (76) als auch in klinischen Studien mit
humanen Patienten (77) bestétigt, wobei keine relevanten Nebenwirkungen
auftraten (78). Vor diesem Hintergrund scheint sich Resveratrol sowohl als
Prophylaxe zur Gesunderhaltung des Intestinaltraktes als auch als Co-
Therapeutikum fir Patienten mit kolorektalen Neoplasien zu empfehlen.

al
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1.10.b 3 nt e-Rezaptiom eknol orektal en Kar zi

Bereits 1986 wurden Integrine als integrale Membrankomplexe definiert, die bei
der transmembranen Verbindung zwischen Zytoskelett und extrazellularer Matrix
von Bedeutung sind (79). Es handelt sich hierbei um heterodimere Glykoproteine,
die sichausjee i n eunddJi n eKette husammensetzen. Mittlerweile sind 18
U sowie 8 b-Untereinheiten bekannt, aus deren Kombination sich im
menschlichen Korper mindestens 24 Integrin-Typen ergeben (80). Wéahrend die
U-Kette hierbei eine regulatorische Funktion ibernimmt, ist (iberwiegend die b-
Kette fir den Empfang und die Weitergabe von Signalen zustandig (81). Die
relevanten Untereinheiten wurden durch die Isolation mit spezifischen Antiseren
nachgewiesen, so auch b lintegrin-Rezeptoren im Jahr 1988 (82). Deren basale
Bedeutung wird bereits wahrend der embryonalen Entwicklung deutlich, wobei
sie als Rezeptoren der extrazellularen Matrix an Vorgangen wie der myogenen,
chondrogenen sowie epidermalen Differenzierung essenziell beteiligt sind (83-
85). Als multifunktionelle Signalempfanger und SignalUbertrager, die
beispielsweise Fibronektin, Kollagene und Laminine erkennen, sind b 1integrin-
Rezeptoren fur die Aufrechterhaltung von Morphologie, Stabilitét sowie
Funktionstichtigkeit in gesundem Gewebe lebenslang unentbehrlich (86).

Diese existentiellen Eigenschaften machen sich allerdings auch maligne
Neoplasien zunutze. So ist inzwischen bekannt, d a slrdegrimelwesentlich an
der Metastasierung von Tumoren beteiligt sind. Hierbei gleiten Tumorzellen mit
akt i vi elntagrnfejcheb \lorwbélbungen am Endothel entlang, welche sich
dber Laminin mit der subendothelialen Matrix verbinden (87). Durch die
anschlieRende Anreicherung des Strukturproteins F-Actin und die Translokation
der Tumorzelle in das Nachbargewebeer f ol gt s elntegrin-veeniittelte
Invasion Uber vaskulare Basalmembranen (87). Dies ist auch bei stark
metastasierenden kolorektalen Tumoren von Bedeutung, denn in mehreren
kolorektalen Karzinom-Zelltypen, beispielsweise HCT116 und SW480, wurde
bereits ei n-ntegemr ExPréssiom nabhfewiesen (70), sodass b 1
Integrin als Tumormarker, mindestens aber als Prognosemarker, diskutiert
werden kann. Ob sich b lintegrin-Rezeptoren darliber hinaus auch als
Zielstruktur in die Behandlung kolorektaler Malignome involvieren lassen, wie es
kirzlich fur U v bltegrin (88) vorgeschlagen wurde, ist noch nicht geklart.

Die Frage nach zuklnftigen Behandlungsoptionen des kolorektalen Karzinoms
unter  Einbezug von b lintegrin-Rezeptoren  bietet ein  grofes
Forschungspotenzial und war ausschlaggebend fur den thematischen
Schwerpunkt dieser Dissertation.

b1
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2. Projektbeschreibung

21. Fragestellung dieser Dissertation

Da es sich beim kolorektalen Karzinom um eine der weltweit haufigsten sowie
todlichsten Krebserkrankungen handelt, bei der die konventionellen
Therapiemoglichkeiten nicht ausreichend zu sein scheinen, fokussiert sich dieses
Dissertationsprojekt auf die diesbezuglich praventiven und supportiven
Moglichkeiten des Phytopharmakons Resveratrol. Dessen gesundheitsférdernde
und anti-kanzerogene Wirkung (Abbildung 1 und 2) wird seit langem untersucht
(40, 72, 89) und da hinsichtlich Zellen kolorektaler Malignome bereits
vielversprechende entziindungs- und tumorhemmende Ergebnisse vorliegen
(49, 69, 70, 72, 75, 90), besteht ein groRes medizinisches Interesse daran, die
exakten Wirkmechanismen zu entschlisseln.

Daher gelten die Bestrebungen dieser Dissertationsschrift dem Verstandnis der
funktionellen Interaktion zwischen Resveratrol und kolorektalen Karzinomzellen
sowie der Art und Weise, wie die Signaltransduktion auf den Tumorzellen
beginnt. Zum Zeitpunkt der Projektkonzeption wurde die erhdhte Expression von
b lintegrin-Rezeptoren in Tumoren tendenziell mit einer schlechten Prognose
verknupft (70, 91, 92). Es war allerdings nicht bekannt, ob diese Rezeptoren als
Zielstrukturen und Ubertragermolekiile fir die Resveratrol-spezifischen anti-
tumordsen Signale genutzt werden. Auf3erdem wurde bereits berichtet, dass
andere Mitglieder der groRen Integrin-Familie, wie U v Bl&egrin, als
Bindungsmolekll oder Rezeptor auf der Oberflache von Tumorzellen eine
wichtige Rolle bei der krebseindammenden Wirkung von Resveratrol spielen (93,
94), di e R o | -Integrinel bai deib krebshemmenden Effekten des
Phytotherapeutikums war jedoch nicht geklart. Diese Licken in der Literatur
fuhrten zu dem vorliegenden Dissertationsthema, das die funktionelle Bedeutung
v 0 n -Iretyrin-Rezeptoren fur die Anti-Tumor-Wirkung des Phytopharmakons
Resveratrol (Abbildung 2) in drei verschiedenen, etablierten Zelllinien des
kolorektalen Karzinoms (HCT116, SW480, RKO) in An- und Abwesenheit
mehrerer spezifischer b integrin-Inhibitoren untersucht.

Zusammenfassend | aut et di e Hauptfragestlisdginung di
Rezeptoren an der Vermittlung der anti-proliferativen, anti-metastatischen, pro-
apoptotischen und somit anti-kanzerogenen Signalwege des Multi-Target-
Moleklls Resveratrol in kolorektalen Tumorzellen beteiligt sind. Die Ergebnisse
der hierzu durchgefiihrten Studien wurden in zwei Publikationen, Avidence that
b lintegrin is required for the anti-viability and anti-proliferative effect of
resveratrol in CRC cellsii(95) und A1-integrin plays a major role in resveratrol-
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mediated anti-invasion effects in the CRC microenvironmentii (96),
zusammengefasst und veroffentlicht.

[ RESVERATROL ]
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Abbildung 2: Projektubersicht. Tumorzellen eines kolorektalen Primértumors metastasieren
lymphogen oder hamatogen bevorzugt in Leber oder Lunge. Resveratrol nutzt b iintegrin-
Rezeptoren als eines von mehreren wichtigen Schliisselmolekilen, um die tumorspezifischen
Parameterveranderungen zu modulieren und seine krebshemmende Wirkung zu entfalten.

22. Met hoden di eser Di ssertati on
221.Mul ti zel {TuwimdMiek rSBoDu mgebung

Die entzindungsfordernde multizellulare 3D-Tumor-Mikroumgebung, welche in
den englischsprachigen Publikationen als Aumor microenvironment (TME)f
bezeichnet wird, stellt das zentrale Kulturmodell und Methodenelement dieser
Arbeit dar. Es wurde entwickelt (8, 49), um einen tumorbefallenen Koérper mithilfe
einer Komposition verschiedener Zellsorten vivo-ahnlich in vitro (Abbildung 3) zu
simulieren, sodass die préklinischen Experimente ohne Tierversuche ablaufen
konnen.

Zunachst wurden Zellen des kolorektalen Karzinoms der Linien HCT116, SW480
oder RKO (Abbildung 4) als Monolayer in Zellkulturflaschen geziichtet und unter
Standardbedingungen bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Die jeweils zweite oder
dritte Passage diente der Initierung der Versuche, wozu die kolorektalen
Karzinomzellen gezahlt und in Alginat resuspendiert wurden. Die Alginat-Zell-
Suspension wurde tropfenweise in CaClz gegeben und nach einer
Polymerisationszeit von 10 Minuten wurden die entstandenen Alginatkugeln
dreimal mit Hanks-Losung und zweimal mit Zellkulturmedium gereinigt (95).
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Anschlielend erfolgte die Umsetzung der 3D-Alginatkugeln in bereits
vorbereitete 12-Wellplatten mit einem am Boden angewachsenen Fibroblasten-
Monolayer aus MRC-5-Zellen (20.000 Zellen pro Well, Abbildungen 3 und 4) und
im Zellkulturmedium schwimmenden T-Lymphozyten von Zelltyp Jurkat (20.000
Zellen pro Well, Abbildungen 3 und 4). Die Behandlungsdauer der Tumorzellen
mit unterschiedlichen Stoffen und Konzentrationen betrug 10-14 Tage und jeden
zweiten Tag erfolgte die Umsetzung der Alginatkugeln in frische 12-Wellplatten
(95, 96).

auswandernde T-Lymphozyten in
Tumorzell- / Zellkulturmedium
Kolonien

- Tumorzellen in
Well einer
Wellplatte 4 / Alginatkugeln

L]
o0
o % °

Tumorzell- ’:g > e = :: : _ Fibroblasten als
Kolonien & > @ - ~* Monolayer

Abbildung 3: Aufbau des multizellularen TME. Tumorzellen wuchsen in Alginatkugeln, wanderten
aus und setzten sich als Tumorzell-Kolonien am Wellplatten-Boden ab. Es kam zu einem
interzellularen Cross-Talk der Tumorzellen mit am Boden wachsenden Fibroblasten und im
Zellkulturmedium schwimmenden T-Lymphozyten.

H\HG S RKO smj4so
|

Zelllinien des kolorektalen Karzinoms

MRC-5 Jurkat
Fibroblasten T-Lymphozyten




2 Projektbeschreibung 29

Abbildung 4: Ubersicht tiber die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien. Die Zellen des
kolorektalen Karzinoms (HCT116, RKO, SW480) sowie die Fibroblasten (MRC-5) adharierten am
Boden von T175-Zellkulturflaschen, wéhrend die T-Lymphozyten (Jurkat) traubenartig formiert im
Zellkulturmedium schwammen.

222.PhasenkoMitkrmresskopi e

Mithilfe eines Zeiss Axiovert 40 CFL Mikroskops (Oberkochen, Deutschland)
erfolgte die Beobachtung und Dokumentation der Versuche per Phasenkontrast.
Hierbei wurden die unterschiedliche Entwicklung der Tumorzell-Kolonien in den
Alginatkugeln (95) oder die Unterschiede in den aus den Alginatkugeln
ausgewanderten und am Boden der Wellplatten angesiedelten Kolonien (96)
dokumentiert (Abbildung 5).

Tag1 Tag 7 Tag 14

auswanderungsbereite auswandernde abgesetzte
Zellkolonien Zellkolonien Zellkolonien

Abbildung 5: Entwicklung von HCT116-Zellen in Alginatkugeln. Im Zeitverlauf kam es zu
Vermehrung, Wachstum und Ausbildung von Zellkolonien, welche zu auswanderungsbereiten
Zellkolonien reiften (rote Pfeile), letztendlich auswanderten (schwarze Pfeile) und sich am Boden
der Wellplatten absetzten.

223. Kol oni ef2r bungen

Nach Beendigung der Versuchslaufzeit und nach Entnahme sowohl der
Alginatkugeln als auch der T-Lymphozyten wurden die 12-Wellplatten mit
Karnovsky-Losung fixiert und anschlieRend mit Toluidinblau gefarbt (95), um die
je nach Behandlung unterschiedliche Ansiedlung der Kolonien am Boden der



2 Projektbeschreibung 30

Wellplatten sichtbar zu machen (Abbildung 6). Diese waren anhand ihrer GroR3e
und Morphologie klar von den Fibroblasten unterscheidbar.

In  einer zusatzlichen Untersuchungsanordnung siedelten sich die
ausgewanderten Tumorzell-Kolonien auf rechteckigen Objekttragern an und
wurden mit der DAPI-Methode gefarbt (96), um den Anteil der vitalen Zellen an
den Kolonien sichtbar zu machen.

Tumorzell-Kolonien am Wellplatten-Boden,
ausgewandert aus Alginatkugeln

1. Ansiedlung im 2. Fixierung in 3. Farbung mit 4. Fotodokumentation
Zellkulturmedium Karnovsky-Losung Toluidinblau gefirbter Kolonien

Abbildung 6: Farbung von Tumorzell-Kolonien. Tumorzellen haben sich in Alginatkugeln
vermehrt, sind ausgewandert und haben sich als Kolonien am Boden der Wellplatten angesiedelt.
Das Zellkulturmedium wurde entfernt, die Tumorzell-Kolonien in Karnovsky-Losung fixiert, mit
Toluidinblau gefarbt und anschlieRend fotografiert.

224 We st &88Fr ot

Zur Gewinnung der Western Blot-Proben wurden die tumorzellhaltigen
Alginatkugeln nach Ablauf Versuchslaufzeit mithilfe einer gebogenen Pinzette
aus den Wellplatten entnommen und in Natriumcitrat-Losung aufgelost. Nach
Entfernung der Alginatreste mittels Zentrifugation, was die spatere
ausschlief3liche Untersuchung von Tumorzellen sicherstellte, wurden die
kolorektalen Karzinomzellen in einem Lysismix resuspendiert, erneut zentrifugiert
und der Uberstand wurde umgehend bei -80°C eingefroren (95). AnschlieBend
erfolgte die Proteinbestimmung sowie die Reduktion mit Mercaptoethanol und die
Lagerung der Proben bei -20°C. Die Proben wurden auf selbst hergestellte Gele
aufgetragen, mit einem Apparat von Bio-Rad (Minchen, Deutschland) geblottet
und anschlief3end auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen. Diese wurde nach
Blockierung der unspezifischen Bindungen Uber Nacht bei 4°C in Primar-
Antikdrper inkubiert, am folgenden Tag mit Sekundar-Antikbrper prozessiert,
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anschlieRend entwickelt und wiederum am Folgetag mit einem Densitometer von
Bio-Rad (Munchen, Deutschland) quantifiziert und ausgewertet (70).

225.MTIAss ay

Zur objektiven Messung der Proliferation und Vitalitdt der Tumorzellen unter
unterschiedlichen Behandlungsbedingungen wurde der MTT-Assay ausgewabhilt.
Auch hier wurden die Alginatkugeln aus den Versuchsplatten entnommen und in
Natriumcitrat-L6sung aufgelost und anschlieBend mittels Zentrifugation und
Hanks-L6sung von Alginatresten gereinigt. Nach Resuspension in MTT-Medium
erfolgte die Ubertragung und Vermischung mit MTT-Reagenz in 96-Wellplatten.
Die Reaktion wurde nach drei Stunden gestoppt und die optische Dichte bei
550nm mit einem Microplate-Reader von Bio-Rad (Munchen, Deutschland)
gemessen (70, 95).

226.l mmunfl uoMe&zeskopi e

Zur Auswertung der Tumorzellen per Immunfluoreszenz-Mikroskopie wurde das
multizellulare 3D-Kulturmodell modifiziert (Abbildung 7). Diesmal wuchsen die
Tumorzellen fur 24 Stunden auf runden Glaspléattchen, die anschlieRend auf
kleine Stahlbriicken in 6-Wellplatten gelegt wurden. Am Boden der 6-Wellplatten
befand sich ein Fibroblasten-Monolayer aus MRC-5-Zellen (50.000 Zellen pro
Well) und das Zellkulturmedium war mit 10.000 T-Lymphozyten (Jurkat) pro
Milliliter angereichert. Nun wurde die entsprechende Behandlungssubstanz fir
vier Stunden hinzugefiigt. Nach Ablauf der Versuchszeit wurden die
Glasplattchen entnommen und mit Methanol fixiert. Es folgte die Inkubation mit
einem Primar-Antikérper tber Nacht bei 4°C sowie die Inkubation in einem
Sekundéar-Antikorper und die Farbung mit DAPI am Folgetag. Ein Leica DM 2000
Mikroskop (Wetzlar, Deutschland) mit zugehdriger LAS V4.12 Software diente
der Aufnahme sowie Evaluation der Immunfluoreszenz-Bilder (96).
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Abbildung 7: Modifiziertes multizellulares TME. Tumorzellen wurden auf Glasplattchen geziichtet
und auf kleine Stahlbrticken in die Tumorumgebung (T-Lymphozyten, Fibroblasten) gelegt, dort

behandelt und anschliel3end markierungsbreit fixiert.

227.Anmer kung

Alle eingesetzten Methoden sowie die Herkunft aller verwendeten Zellsorten,
Antikdrper und Reagenzien sind in den jeweiligen Publikationen detailliert

ausgewiesen (95, 96).
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3. Zusammenf assung

Um zu Uberprufen, ob b 1integrin-Rezeptoren auf der Oberflache der Zellen des
kolorektalen Karzinoms eine signifikante Rolle bei der proliferationshemmenden
Wirkung von Resveratrol spielen, wurden im Rahmen der ersten Publikation
"Evidence th a t -infedrin is required for the anti-viability and anti-proliferative
effect of resveratrol in CRC cells" (95) die b 1integrin-assoziierten Signalwege in
HCT116 und SW480 Zellen untersucht, indem diese mit Hemmstoffen wie a) dem
Antikérper Anti-b 1 b) d e m s e | e kintegimdnhibitdr Bacitracin, ¢) dem

Integrin-bindenden RGD-Peptid oder d) den Kontrollsubstanzen Anti-b 5, RGE

Peptid und/oder Resveratrol in multizellularen 3D-Tumorkulturen behandelt
wurden.

Zunachst wurde die Erhéhung der Proliferationsrate sowie die verstarkte
Ex pr es si o-integvmRezepboden auf der Oberflache der HCT116 und
SW480 Zellen durch das TME bestatigt. Dann zeigte sich Uberraschenderweise
eine Veranderung des Expressionsmusters der b 1integrin-Rezeptoren durch
eine Behandlung mit Resveratrol von homogen in ungleichmafiig und
punktformig akkumuliert. Au3erdem reduzierte das Phytopharmakon die Vitalitat,
Proliferation sowie Koloniebildung der Tumorzellen, wohingegen es die Anzahl
der Apoptosen signifikant steigerte. Interessanterweise wurden diese Wirkungen
des natirlichen Polyphenols durch die spezifischen b %integrin-Hemmstoffe
grof3tenteils aufgehoben. Auf Ebene der Proteinexpression hemmte Resveratrol
die Aktivierung des Entzindungsmarkers NF-kB, des Proliferationsmarkers
Cyclin D1 sowie des Invasionsparameters FAK, wohingegen der
Apoptoseparameter Caspase-3 gleichzeitig anstieg. Auch diese Wirkungen

wurden durch die Hemmstoffe Anti-b 1 , Baci t r ac iPeptd, oi
Gegensatz zu den Kontroll-Antikorpern oder dem RGE-Peptid, Uberwiegend
aufgehoben (95), s o d a-4#ntegrinfkdzeptoren eines der potenziellen

Schlisselmolekile bei der proliferationshemmenden Resveratrol-Wirkung zu
sein scheint.

Aufgrund der wahrend der beschriebenen Untersuchungen bemerkten TME-
induzierten, erh6hten Metastasierungsbereitschaft der Tumorzellen erfolgte eine
Erweiterung der Fragestellung, sodass sich die Experimente im Rahmen der
zweiten Publikation "b lintegrin plays a major role in resveratrol-mediated anti-
invasion effects in the CRC microenvironment” (96) mi t der R-tntedrire
Rezeptoren bei der invasionshemmenden Wirkung von Resveratrol befassten. In
einem Vergleich zweier Zelllinien des kolorektalen Karzinoms (HCT116 und
RKO) wurden hi er zu di e Au s wi-IntéagiinnKgaekdowesi mittels
transienter Transfektion per Antisense-Ol i gonu k| eAS®)i whe der(

er

b1
b1

RG
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entsprechenden Sense-Oligonukleotiden ( b-30) als Kontrollsubstanz sowie
zusatzlich die Effekte eines NF-kB Knockdowns durch Antisense-Oligonukleotide
(NF-kB-ASO) und Sense-Oligonukleotiden (NF-kB-SO) als Kontrolle untersucht.

Hierbei ergab sich die Beobachtung der Bildung von lokalen Adh&sionsstellen an
den zytoplasmatischen Membranen der Tumorzellen in Form von kleinen plaque-
ahnlichen Anlagerungen, die konzentrationsabhangig von Resveratrol induziert
wurden. Dies stand im Einklang mit einer ebenfalls von der Resveratrol-
Konzentration abhéngig festgestellten Erhéhung des Tumorsuppressorgens E-
Cadherin, welches den epithelialen Phanotyp der Tumorzellen wahrte und damit
einen invasionsférdernden Umschlag in den mesenchymalen Phanotyp im
Rahmen der EMT verhinderte. Aul3erdem blockierte eine Resveratrol-
Behandlung groR3tenteils die Expression des Adhasionsadapterproteins Paxillin,
das gleichzeitig als Tumormarker gilt. Ergadnzend hierzu hemmte das
Phytopharmakon in beiden Zellsorten die TME-geforderte Phosphorylierung
sowie die nukleare Translokation von NF-kB und dadurch auch die Expression
verschiedener Proteine, die mit dem NF-kB-Signalweg assoziiert sind. Wahrend
E-Cadherin sowie Caspase-3 durch eine Resveratrol-Behandlung anstiegen,
sanken sowohl die mesenchymalen Parameter Vimentin und Slug als auch die
Invasionsmarker FAK, MMP-9 sowie CXCR4. Interessanterweise hielt eine
Knockdown-Behandlung mi t -A8Q,i m Ge g e n s aSOzallezgenanbtén
tumoreindammenden Eigenschaften des natlrlichen Polyphenols weitgehend
auf (96), sodass die Untersuchungen einen deutlichen Hinweis auf eine
Schl ¢ssel fund{ntegrio-Rezeptaven beb der invasionshemmenden
Wirkung von Resveratrol ergaben. Zusatzlich hatte ein spezifischer Knockdown
von NF-kB mittels transienter Transfektion per NF-kB-ASO, wie auch NF-kB-SO,
keinen hemmenden Einfluss auf die anti-tumorése Wirkung von Resveratrol.
Gegenteilig kam es in diesem Fall sogar zu einem synergistischen Effekt beider
Substanzen (96), was die Bedeutung der entziindungs- und tumorhemmenden
Resveratrol-Wirkung Uber die NF-kB Signalkaskade unterstreicht.

Insgesamt deuteten diese Daten darauf hin, dass das Phytopharmakon
Resveratrol seine anti-proliferativen, anti-invasiven, pro-apoptotischen und damit
tumorhemmenden Wirkungen in kolorektalen Karzinomzellen in relevantem Mal3
auf e rimegrin-Bbhangige Weise entfaltet (Abbildung 8). Dies betont das
grol3e Potenzial der Moéglichkeit, das Multi-Target-Molekil Resveratrol sowohl in
die Pravention als auch Therapie von kolorektalen Karzinomen
miteinzubeziehen.
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4. Abstf Sammar y

To verify -inkelgrim tebeptors oh the surface of colorectal cancer cells
play a significant role in the proliferation-inhibitory effect of resveratrol, the first
publication "Evidence th a t -infedtin is required for the anti-viability and anti-
proliferative effect of resveratrol in CRC cells" (95) investigated th e -ibtégrin-
associated signaling pathways in HCT116 and SW480 cells by treating them with
inhibitors such as a) the antibody anti-b 1 , b) t he -insegrih mhabitor
bacitracin, c) the integrin-binding RGD peptide or d) the control substances anti-
b5, RGE pepti de a nutitetutar 3D-tusmor-eultuees. r o | [

First, the increased proliferation rate and the enhancede x p r e s s i-iotagrino f

receptors on the surface of HCT116 and SW480 cells by TME was confirmed.

Then, surprisingly, a changeint he ex pr e s s i o-mtegpirareceptorsn

from homogeneous to non-uniform and punctate accumulation by resveratrol
treatment was showed. In addition, the phytopharmaceutical reduced tumor cell
viability, proliferation and colony formation, whereas it significantly boosted the
number of apoptosis. Interestingly, these effects of the natural polyphenol were
| argely r ever s e dintdgyn inhilhiters. At phe proteiniexpredsian
level, resveratrol inhibited the activation of the inflammatory marker NF-kB, the
proliferation marker cyclin D1 and the invasion parameter FAK, whereas the
apoptosis parameter caspase-3 increased simultaneously. These effects were
also predominantly reversed by the inhibitorsanti-b 1, baci tracin
in contrast to the control antibodies or RGE peptide (95), so that b %integrin
receptors seem to be one of the potential key molecules in r esver
proliferation-inhibiting effect.

Due to the TME-induced elevated metastasis propensity of the tumor cells during
the described investigations, the research hypothesis was expanded, so that the
experiments inthe frameworko f t h e s e c o n d-integribplays@ adjor
role in resveratrol-mediated anti-invasion effects in the CRC microenvironment"
(96)deal t wi t h t fineegrin redemorsonfthe invagon-mHibiting effect
of resveratrol. In a comparison of two colorectal carcinoma cell lines (HCT116
and RKO), t h e-integfinf keockdasvn hy ftrandieht transfection with
antisense oligonuc | eot i dAS®) aridb the corresponding sense
oligonucleotides ( B-30) as control as well as the effects of NF-kB knockdown
with antisense oligonucleotides (NF-kB-ASO) and sense oligonucleotides (NF-
kB-SO) as control were investigated.
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In this relation, the formation of local adhesion sites on the cytoplasmic
membranes of the tumor cells in the form of small plaque-like deposits was
observed, which were induced by resveratrol in a concentration-dependent
manner. This was consistent with a resveratrol-concentration-dependent
increase in the tumor suppressor gene E-cadherin, which preserved the epithelial
phenotype of the tumor cells and thus prevented an invasion-promoting switch to
the mesenchymal phenotype during EMT. Moreover, a resveratrol treatment
largely blocked the expression of the adhesion adaptor protein paxillin, which
represents also a tumor marker. In addition, the phytopharmaceutical inhibited
TME-promoted phosphorylation and nuclear translocation of NF-kB in both cell
types, thereby reducing the expression of different proteins associated with the
NF-kB signaling pathway. While E-cadherin and caspase-3 increased with
resveratrol treatment, the mesenchymal parameters vimentin and slug as well as
the invasion markers FAK, MMP-9 and CXCR4 decreased. Interestingly,
knockdown tr e atSme n ti nwictohs® blagealythaltedaall db the
aforementioned tumor-repressing properties of the natural polyphenol (96), so
that the studies provided cl-mtagrinrecepiodence f
in the invasion-inhibiting effect of resveratrol. Aside from that, the specific
knockdown of NF-kB by transient transfection via NF-kB-ASO, as well as NF-kB-
SO, had no inhibitory effect on the anti-tumor effect of resveratrol. In contrast,
there was even a synergistic effect of the two substances (96), which underlines
the importance of the anti-inflammatory and anti-tumor effect of resveratrol via
the NF-kB signaling cascade.

Overall, these data indicated that the phytopharmaceutical resveratrol exerts its
anti-proliferative, anti-invasive, pro-apoptotic and thus tumor-inhibitory effects in
colorectal cancer cells at least in part i n aintef@rib-dependent manner
(Abbildung/Figure 8). This emphasizes the great potential of the possibility of
including the multi-targeting molecule resveratrol in both the prevention and
therapy of colorectal carcinomas.
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5. Beitrag zu den Ver°ffentl:i

51. Beitrag zu Paper |

Evi denc e-integnirais regoifed for the anti-viability and anti-proliferative
effect of resveratrol in CRC cells

Der Artikel Avidence th a t -infedrin is required for the anti-viability and anti-
proliferative effect of resveratrol in CRC cellsfi wurde am 25.04.2022 im
International Journal of Molecular Sciences publiziert (95). Diese Arbeit ist unter
der Leitung meines Hauptbetreuers Herrn Prof. Dr. Mehdi Shakibaei (Universitéat
Minchen) und unter Mitwirkung von Herrn Prof. Dr. Parviz Shayan (Universitat
Teheran) entstanden.

An diesem Projekt war ich von Beginn an und durchgehend in allen Bereichen
beteiligt. Aufbauend auf vorangehende Arbeiten der Forschungsgruppe von
Herrn Prof. Dr. Mehdi Shakibaei (AG Shakibaei) entwarfen wir ein
Projektkonzept, welches die Themen kolorektales Karzinom und Resveratrol
enthalten sollte. Nach griindlicher Recherche konnte ich mich hierbei vor allem
bei der Auswahl des Schwerpunktes b1-Integrin, den geeigneten Hemmestoffen
(Anti-b1, RGD, Bacitracin) sowie der Gestaltung des Zeitkonzeptes einbringen.
Die beschriebenen Untersuchungen habe ich selbstandig durchgefuhrt, da ich
durch meine Tatigkeit als Technische Assistentin der AG Shakibaei bereits in die
notwendigen Labormethoden eingearbeitet war. So fiihrte ich alle vorbereitenden
Labormalinahmen, Zellkulturarbeiten, Versuchsablaufe, Probenentnahmen
sowie Versuchsauswertungen durch.

Die in diesem Paper prasentierten Labormethoden beinhalten die Ziichtung von
kolorektalen Krebszellen als Monolayer und im 3D-Alginat-Kulturmodell,
lichtmikroskopische Proliferationsdokumentation, MTT-Assay, Western Blot und
Immunfluoreszenz-Mikroskopie. Zur Sicherstellung der Ergebnis-
Reproduzierbarkeit wurden die Experimente in unserem Labor (Universitat
Munchen) dreimal durchgefihrt und zusatzlich von Herrn Prof. Dr. Parviz Shayan
(Universitat Teheran) wiederholt. Die Interpretation und Zusammenfassung der
Ergebnisse wurden von Herrn Prof. Dr. Mehdi Shakibaei koordiniert. Zum
Schreibprozess konnte ich in allen Bereichen beitragen. Die
Ergebnisinterpretation, Zusammenstellung der Bilder, finale Uberarbeitung sowie
das Reviewing und Proofreading fand gemeinsam mit Herrn Prof. Dr. Mehdi
Shakibaei und Herrn Prof. Dr. Parviz Shayan statt.

chun
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52. Beitrag zu Paper |1

b lintegrin plays a major role in resveratrol-mediated anti-invasion effects in the
CRC microenvironment

Der A rbtlintégen plays a major role in resveratrol-mediated anti-invasion
effects in the CRC microenvironmentiiwurde am 02.09.2022 im Journal Frontiers
of Pharmacology publiziert (96). Diese Arbeit ist unter der Leitung meines
Hauptbetreuers Herrn Prof. Dr. Mehdi Shakibaei (Universitat Miinchen) und unter
Mitwirkung von Herrn Prof. Dr. Parviz Shayan (Universitat Teheran) als
Fortsetzung zur erstgenannten Publikation entstanden.

Auch an diesem Projekt war ich von Beginn an und ohne Unterbrechung beteiligt.
Unter der Leitung meines Hauptbetreuers Herrn Prof. Dr. Mehdi Shakibaei
konnte ich bei der Recherchearbeit und Paper-Konzeption mitwirken. Samtliche
Versuchsvorbereitungen, Versuchsdurchfihrungen und Versuchsauswertungen
habe ich selbstandig und in dreifachem Ansatz im Labor der AG Shakibaei
(Universitat Minchen) durchgefiihrt. Die Hauptversuche wurden zum Zwecke der
Ergebnis-Reproduktion zuséatzlich durch Herrn Prof. Dr. Parviz Shayan
(Universitat Teheran) wiederholt.

Die hier eingesetzten Labormethoden waren Zellziichtung, Versuchsaufbau als
Monolayer und 3D-Alginatkultur, Transfektion, Invasionsdokumentation, Western
Blot, Immunfluoreszenz-Mikroskopie, Toluidinblau-Farbung von Invasionsplatten
sowie die DAPI-Farbung ausgewanderter Tumorzellkolonien. An der
Zusammentragung und Interpretation der Ergebnisse war ich zu jeder Zeit
beteiligt. Alle Abschnitte des Manuskriptes wurden von mir geschrieben, durch
Herrn Prof. Dr. Mehdi Shakibaei wissenschaftlich erganzt und durch Frau M.Sc.
Anna-Lena Mduller kritisch und sprachlich Gberprift. Die endglltige
Uberarbeitung, das Reviewing und Proofreading fiihrte ich zusammen mit Herrn
Prof. Dr. Mehdi Shakibaei und Herrn Prof. Dr. Parviz Shayan durch.
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Abstract: The Bl-integrin receptor is broadly expressed on tumor and other cells in the tumor
microenvironment (TME), and is an unfavorable prognostic factor for cancers. Nature-derived
resveratrol has preventive and apoptotic effects on tumors, but whether resveratrol can exert its
suppressive actions on TME-induced tumorigenesis through 1-integrin on the surface of CRC cells
is still unknown. HCT116 or SW480 cells were exposed to inhibitory antibodies against 31-integrin,
bacitracin (selective f1-integrin inhibitor), integrin-binding RGD (Arg-Gly-Asp) peptide, and/or
resveratrol. We evaluated the anti-tumor actions and signaling impacts of resveratrol in colorectal
cancer (CRC)-TME. We found that resveratrol completely altered the f1-integrin distribution pattern
and expression on the surface of CRC cells in TME. Moreover, resveratrol down-regulated CRC cell
proliferation, colony formation, viability, and up-regulated apoptosis in a concentration-dependent
way. These actions of resveratrol were antagonized mainly by inhibitory antibodies against §1-
integrin but not f5-integrin, and by an integrin-binding RGD peptide but not by RGE peptide, and
by bacitracin in TME. Similarly, resveratrol-blocked TME-induced p65-NF-kB and its promoted
gene markers linked to proliferation (cyclin D1), invasion (focal adhesion kinase, FAK), or apoptosis
(caspase-3), were largely abrogated by anti-B1-integrin or RGD peptide, suggesting that p1-integrin
is a potential transmission pathway for resveratrol/integrin down-stream signaling in CRC cells.
The current results highlight, for the first time, the important gateway role of f1-integrins as signal
carriers for resveratrol on the surfaces of HCT116 and SW480 cells, and their functional cooperation
for the modulatory effects of resveratrol on TME-promoted tumorigenesis.

Keywords: tumor microenvironment; 1-integrin; resveratrol; RGD peptides; proliferation; NF-
kB; bacitracin

1. Introduction

Colorectal cancer (CRC), mainly due to epigenetic alterations, has become widely
recognized as being among the most common aggressive adenocarcinomas causing cancer
deaths worldwide, and unfortunately, the incidence of CRC is increasing [1-3]. In current
statistics, CRC ranks third in the number of new cancer incidents as well as in the total
of patients who have died from cancer [4]. This high value shows the importance of
developing complementary and adequate treatment strategies. The different stages of
cancer development have been known for years and are of great relevance because each
stage offers the opportunity to intervene in the tumor process. Tumors also have the ability
to recruit seemingly normal cells to help them establish a specific tumor microenvironment
(TME) [5], underscoring cancer as a complex, multi-stage disease that requires multi-
targeting therapy.

In recent years, several papers have highlighted the relevance of the TME in CRC
progression, proliferation, and metastasis. However, the extracellular matrix (ECM) com-

https:/ /www.mdpi.com/journal/ijms
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pounds take a central role in this context. Among the components of the ECM responsible
for adhesion, collagens, and proteoglycans are some of the most important matters con-
trolling cancer-related processes at each stage of tumorigenesis [6-8]. Therefore, the TME
plays a central role in tumor research and also in the generation of novel drugs for the
therapeutic intervention of tumors. A multicellular TME consists of a variety of active
cells (immune cells, tumor-associated fibroblasts, endothelial cells, pericytes, adipocytes,
and other stromal cells) as well as many ECM proteins and enzymes produced by tumor
cells and stromal cells [5,9,10]. This complex network of ECM in the TME plays a funda-
mental role in tumor progression and proliferation, and is partially discussed as a specific
biomarker for tumor malignancy [11-13].

An intense interaction exists between cells and ECM in TME that is critical for tumor
cell progression. One of the most important cell surface receptor families that plays a
major role in TME in cell-matrix interaction and simultaneously functions as signaling
molecules is the integrin family [8,9], thus representing a very important and attractive
therapeutic target in TME. It is known that integrins are transmembrane glycoproteins,
composed of non-covalent, heterodimeric complexes of an o- and a B-chain, that can signal
bidirectionally upon binding to their ECM compounds, and thus regulate a number of
important biological activities [14-17]. Association of integrins with the ECM component
causes an active interaction between integrins and cytoskeleton, and signaling complexes
that induce the assembly of cytoskeletal filaments. Modulation of cytoskeletal filaments
further activates integrins to bind more matrix, resulting in an enhanced feedback system.
Furthermore, this interaction induces specific adaptor molecules to form focal adhesion
aggregates. Thus, integrins as functional integrators, enable binding and also signal
transduction between ECM and cytoskeletal proteins, and these very highly orchestrated
complexes are designated as focal adhesion sites [18], highlighting their role in angiogenesis,
growth, migration, and invasion of tumors. Consequently, preclinical and clinical works
displayed interventions in tumor progression by integrin antagonists [19,20]. Notably,
distinct integrins on tumor cells have been found to play essential functional roles in the
progression of diverse tumors, such as avp3, avp5, 531, x634, and a4 p1, which serve
as a prognostic marker for early-stage overall survival in TME, suggesting that integrin
receptors act as regulators of tumor survival and progression [21-26].

Natural plant compounds such as resveratrol can promote health, and support both
disease prophylaxis and co-treatment of many diseases. This is possible because they
are multi-targeting agents having the ability to modulate various signaling pathways.
Resveratrol (3,5,4'trihydroxy-trans-stilbene) has been identified as a plant polyphenol
in berries, grapes, red wine, soy, and peanuts [27]. However, with respect to cancer
cells, resveratrol showed anti-tumor, anti-mutagenic, chemopreventive, anti-oxidative,
and anti-inflammatory activities. In fact, resveratrol is known to exert these properties in
CRC through modulation of various signaling pathways such as CamKKB/AMPK, talin-
FAK, Sirtl, NF-kB, and also glycolysis, and pentose phosphate pathway [28]. Moreover,
the cysteine-rich domain of integrin is assumed to hold the binding site for resveratrol.
Indeed, resveratrol has previously been reported to bind to the integrin av[33 receptor in
breast cancer cells, thereby activating ERK1/2 and AMPK to induce COX-2 accumulation,
and subsequently, p53-dependent apoptosis [29]. In SW480 CRC cells, the av f3-integrin
receptors have been shown to be even involved in both resveratrol-uptake by the CRC cells
as well as resveratrol-induced apoptosis [26].

Although the anti-tumor activity of some active components via av3-, v 5-, and
B1-integrins in many different tumors has been reported more frequently in the past, the
anti-tumor activity of resveratrol in association with p1-integrin receptors in CRC cells is
still unknown. In our previous study, we found that resveratrol attenuated TME-induced
CRC cell growth and migration [30]. Now, we addressed whether resveratrol can interact
with 31-integrin on the surfaces of HCT116 or SW480 cells and exert its anti-proliferative,
anti-viable, and pro-apoptotic effects in an in vitro TME model.
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2. Results

In our previous research, we have demonstrated that resveratrol attenuates pro-
inflammatory TME-induced CRC cell growth and migration [30], and what we want
to further evaluate is regarding the specificity and details of relevant pathways of these
interactions. In this work, we assessed the potential of resveratrol to act on pl-integrin
receptors at the surface of CRC cells to drive its anti-tumor-related cellular actions in an
in vitro 3D-TME model.

2.1. Resveratrol Alters the Expression and Distribution Pattern of B1-Integrin Receptors on the
Surface of HCT116 and SW480 Cells in the TME

To analyze potential functional targets of the anti-tumorigenesis effect of resveratrol in
the TME microarchitecture in CRC cells, we initially left the HCT116 and SW480 cells in
the TME untreated or treated with resveratrol (5 pM), and with or without anti-$1-integrin
antibody (2 pug/mL). Cells were immunolabeled with B1-integrin antibody, and DAPI
counterstaining was carried out to reveal the cell nuclei.

Immunolabeling study by immunofluorescence microscopy in TME control cultures
showed that HCT116 and SW480 cells had strong uniform and homogeneous cell membrane
labeling for f1-integrin (Figure 1B,F), compared with HCT116 and SW480 cells in the
basal control (Figure 1A,E) without TME. Interestingly and surprisingly, we found that
treatment of TME cultures with resveratrol caused a remarkable change in the expression
and distribution pattern of B1-integrin receptors in HCT116 and SW480 cells (Figure 1C,G,
yellow arrows). Indeed, the expression of integrin receptors became punctate rather than
homogeneous on the surface of the cells. In contrast, simultaneous treatment of HCT116 and
SW480 cells in TME with resveratrol and a specific anti-31-integrin blocked the resveratrol-
induced punctate distribution pattern of 31-integrin receptors again, i.e., the expression
and distribution pattern of f1-integrin receptors on the surface of tumor cells remained
homogeneous (Figure 1D,H), as in the TME control (Figure 1B,F). These findings are in
accordance with other reports demonstrating that integrins are overexpressed in the cell
membranes of mitotic-active and various tumor cells [31]. Taken together, these results
underline the critical role of B1-integrin receptors as one of the first transmission molecules
of resveratrol signaling pathway in the TME, and this modulatory effect of resveratrol on the
distribution of 31-integrin receptors on the CRC cell membrane was not cell line-specific.

DAPI

1-Integrin ﬁ1-lntegtin DAPI

Figure 1. Cont.
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Figure 1. Inmunofluorescence microscopy visualization of }1-integrin receptors under resveratrol
challenge on the surface of HCT116 and SW480 cells in the TME. 31-integrin immunolabeled (white
arrows) and DAPI-stained nuclei from untreated basal control (A,E); TME-grown (B,F); resveratrol-
treated (5 uM) (C,G), and further addition of anti-B1-integrin (2 ug/mL) (D,H) HCT116 and SW480
cells. Yellow arrows = change in distribution pattern of p1-integrin receptors. Microscope: Leica DM
2000. Magnification x600; scale bar = 30 pm. Insets: magnification: x1200; scale bar = 15 pm.

2.2. Resveratrol Blocks TME-Stimulated Expression of B1-Integrin, but Not B5-Integrin in
CRC Cells

It has been previously reported that integrin receptors in the TME are overexpressed
and play an essential role in tumor cell progression, survival, and as markers for tumor
prognosis [23]. We wanted to investigate the action of resveratrol on up-regulated and
activated integrin expression in the TME. For this purpose, HCT116 cells were cultured
in 3D-alginate by themselves (basal control) or co-cultured as 3D-alginate culture in the
TME treated with various doses of resveratrol (0, 1, 5, 10, and 20 uM) for 10-14 days,
as outlined in the Materials and Methods. Western blotting results showed that the ex-
pression of fl-integrin was markedly elevated in TME-control cells compared to basal
control. However, treatment of HCT116 cells in the TME with resveratrol clearly showed a
dose-dependent down-regulation of 1-integrin but not 35-integrin compared with TME-
control (Figure 2). Resveratrol exerts a profound dose-dependent action on TME-activated
B1-integrin expression in HCT116 cells. To note, at a concentration of 10 uM resveratrol,
B1-integrin expression was markedly reduced, and at a concentration of 20 pM of resvera-
trol, B1-integrin was largely blocked compared with TME-control (Figure 2). Importantly,
the concentration of resveratrol (5 uM) used as a working dose and the timing of treatment
had marginal effects on B1-integrin expression. This was confirmed by quantitative den-
sitomeltry. Indeed, there was no apparent effect of added resveratrol on the expression of
[5-integrin, underscoring the role of 31-integrin in resveratrol’s specific signal transmis-
sion. Taken together, these data indicate a critical role of pl-integrin for TME-inducing
tumorigenic effects in CRC cells, and further highlight that resveratrol suppresses, at least
in part, TME-stimulated progression of HCT116 cells primarily via gateway 1-integrin
receptor and down-stream p1-integrin signaling pathway.
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Figure 2. The impact of resveratrol on TME-triggered expression of 31- and p5-integrin. HCT116
cells in alginate matrix in basal control (B. Co.) or in TME were untreated or TME treated with
diverse dosages of resveratrol (1, 5, 10, 20 uM) for 10-14 days as outlined in Materials and Methods.
Immunolabeling of cell lysates was conducted by Western blotting with antibodies against 31- and
p5-integrin. Data are originated from three separate assays, and (-actin was used as a reference.
Y-axis: densitometric units confirming Western blot results. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with
TME control.

2.3. B1-Integrin Serves as a Signal Transntission Receptor of Resveratrol in HCT116 and
SW480 Cells

HCT116 or SW480 cultures were treated with resveratrol (0, 1,5 uM) in the presence or
absence of IgG (1, 2, 5 pg/mL), anti-B1-integrin (1, 2, 5 ug/mL), anti-5-integrin (5 ug/mL),
RGD peptide (1, 2, 5 uM), RGE peptide (5 pM), or bacitracin (1, 5 uM) for 10-14 days.

2.3.1. Repression of p1-Integrin by Antibody Inhibits the Blocking Effect of Resveratrol on
TME-Promoted Viability of CRC Cells

To investigate whether B1-integrin signaling is involved in resveratrol-induced anti-
proliferative activity in HCT116 or SW480 cells in TME, the CRC cells were grown in
3D-alginate as basal control (Co.) or in TME control, or TME was treated with resveratrol
(1, 5 uM), or anti-mouse IgG (served as the negative control) (1, 2, 5 ng/mL), or inhibitory
anti-Bl-integrin antibody (1, 2, 5 ug/mL) by itself, or were co-treated with 5 uM resveratrol
and anti-mouse IgG (1, 2, 5 ng/mL), or anti-B1-integrin (1, 2, 5 ng/mL). Cell proliferation
was examined by MTT assay as detailed in Materials and Methods.

TME significantly increased the viability and thus indirectly, the proliferation of
HCT116 and SW480 cells, as evidenced by the fact that the measurement rate of viable
cells for both cell lines was more than one-third higher in TME than in the basal control
(Figure 3A,B). However, resveratrol significantly and concentration-dependently sup-
pressed TME-enhanced viability in both CRC cell lines by around 19% and 55% in HCT116
as well as 32% and 69% in SW480 cells at 1 or 5 uM resveratrol compared with TME control.
Treatment with IgG or anti-B1-integrin (Anti-B1) by itself did not significantly suppress
cell proliferation in HCT116 or SW480 cells compared to untreated TME control cultures
(Figure 3A,B). Of note, in opposite to control co-treatment with IgG and resveratrol, which
reduced CRC cell viability by around 58% in HCT116 and 64% in SW480, co-treatment of
CRC cells with inhibitory anti-B1-integrin antibody and resveratrol significantly abrogated
resveratrol-induced inhibition of proliferation in tumor cells in a concentration-dependent
way, so that at a concentration of 5 ig/mL anti-B1 and 5 uM resveratrol, only around 20%
(HCT116) and 25% (SW480) respectively, less viable cells were measured than in the TME
control (Figure 3A,B). These results are consistent with other findings stating that other
integrins such as integrin av 33 are able to bind resveratrol on the surface of breast tumor
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cells [32]. Collectively, these data underline that the 1-integrin receptor is actively in-
volved in the anti-viability and anti-proliferative effect of resveratrol on the surface of CRC
cells (HCT116 and SW480). Furthermore, the involvement of 31-integrin in the suppressive
effect of resveratrol on CRC cell viability and proliferation was not cell line-specific.
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Figure 3. The importance of $1-integrin for resveratrol-mediated down-modulation of tumor cell
viability: (A,B) CRC cells (HCT116, SW480) from basal control (Co.) or TME control were not treated
or treated with resveratrol (1, 5 uM) in the presence or absence of 1gG (1, 2, 5 ug/mL), the blocking
anti-B1-integrin antibody (1, 2, 5 ug/mL); (C,D) bacitracin (1, 5 uM); (E,F) the blocking anti-31-
integrin antibody (1, 2, 5 ug/mL), anti-B5-integrin (5 ug/mL); (G,H) RGD peptide (1, 2, 5 uM), RGE
peptide (5 uM) for 10-14 days. Tumor cell survival and, indirectly, proliferation were assessed by
MTT assay. Relative to TME control, * p < 0.05 and ** p < 0.01.

2.3.2. Bacitracin (B1-Integrin Inhibitor) Suppresses the Inhibitory Impact of Resveratrol on
TME-Induced Viability in CRC Cells

To confirm that p1-integrins are actively involved as surface receptors for the resvera-
trol signaling pathway on TME-promoted viability and thus indirect proliferation of CRC
cells, HCT116 or SW480 cells were treated with resveratrol (0, 1, 5 uM) in the presence
or absence of bacitracin (1, 5 uM), a selective pharmacological inhibitor of B1-integrin
and B7-integrin-mediated cell adhesion [33], and evaluated by MTT assay. As demon-
strated in Figure 3C,D, TME indirectly stimulated the proliferation of CRC cells in alginate
beads, with over a third more viable CRC cells (HCT116, SW480) in the TME control
than in the basal control. However, resveratrol inhibited TME-induced viability of cells
in a concentration-dependent fashion by decreasing cell viability around 23% and 67% in
HCT116 as well as 27% and 59% in SW480 at 1 or 5 uM resveratrol, compared to TME.
However, there was no significant difference between the bacitracin treatment by itself
and TME control group. Notably, bacitracin suppressed resveratrol-induced inhibition of
HCT1160r SW480 cell viability in a concentration-dependent way (Figure 3C,D), visible by
a reduction of viable cells by 32% (HCT116) and 27% (SW480) respectively, compared to
TME, at a co-treatment with 5 uM bacitracin and 5 uM resveratrol. These data confirm the
results from Figure 3A,B and underline that resveratrol-promoted inhibition of CRC cell
viability is, at least in part, dependent on (31-integrin signaling pathway, and this was not
cell line specific.

2.3.3. RGD-Peptide, Similar to Anti-B1-Integrin, in Opposite to RGE Peptide or
Anti-B5-Integrin, Inhibits Resveratrol-Suppressed TME-Induced Viability in CRC Cells
To further support the specific role of B1-integrin in signal transmission for resveratrol
in HCT116 or SW480 cells, they were alternatively treated with resveratrol (5 uM) by
itself or co-treated with anti-p5-integrin (5 pg/mL), or anti B1-integrin (1, 2, 5 ug/mL)
(Figure 3E,F) or with an integrin inhibitor RGD peptide (1, 2, 5 uM), or control RGE-peptide
(5 uM) (Figure 3G,H). Cell viability and thus indirectly, proliferation was investigated by
MTT test as outlined in Materials and Methods. TME-induced viability of HCT116 as well
as SW480 cells (over one third more viable CRC cells in TME control than in basal control)
was clearly suppressed at a concentration of 5 uM resveratrol by around 67% (3E) and 64%
(3G) respectively in HCT116, and 77% (3F) and 76% (3H) respectively in SW480, compared



7 Paper |

49

Int. |. Mol. Sci. 2022, 23, 4714

8of17

Basal Co.

to TME as demonstrated before. To note, the RGD peptide reduced cell viability by around
27% in HCT116 and 32% in SW480 when co-treated with 5 uM RGD and 5 uM resveratrol,
similar to the blocking antibody to 1-integrin (by around 26% in HCT116 and 33% in
SW480 when co-treated with 5 pug/mL anti-p1-integrin and 5 pM resveratrol), in opposite
to RGE peptide or anti-p5-integrin, and thus significantly blocked resveratrol-inhibited
viability of CRC cells in a concentration-dependent way (Figure 3E-H), compared to TME
control. Taken together, these data clearly demonstrate that 1-integrin and the $1-integrin
signaling pathway, at least in part, is a potential receptor transfer pathway for the anti-
tumor effect of resveratrol on the tumor cell membrane, and this was not cell line-specific,

due to reproducibility in different CRC cell lines (HCT116, SW480).

2.4. B1-Integrin Signaling Pathway Is Involved in Resveratrol-Modulated TME-Induced Colony
Formation in HCT116 Cells

To evaluate further effects of 31-integrin receptor on resveratrol’s anti-tumor mech-
anisms, colony formation [34] of HCT116 cells, an essential and prominent feature of
tumor cells, was performed in 3D-alginate TME cultures with resveratrol in the absence
or presence of IgG or anti-p1-integrin, as outlined in Materials and Methods. Resveratrol
by itself suppressed the colonosphere development of HCT116 (Figure 4A,B) in a dose-
dependent mode. To note, TME initiated the quantity of colonosphere formations in CRC
cells compared to that in basal control cultures of HCT116 cells (Figure 4A,B), indicating the
pro-tumor role of TME in initiating the aggressiveness of CRC cells. In contrast, it was seen
that there was no effect of IgG and anti-f1-integrin alone on colonosphere formation in
CRC cells. Interestingly, only anti-31-integrin, but not IgG, abolished the anti-colonosphere
formation effects of resveratrol, so that the number of colonospheres formed in the 3D-
alginate TME culture was similar to that in the control TME (Figure 4A,B). Thus, resveratrol
has promising anti-CRC efficacy by inhibiting cell colony formation via 31-integrin.

1 5 - . - . Res (M)
: - 1 2 : ) 196G (pgiml)
- - Anti-p1 (ug/ml)

Res (M)
196 (pgimi)

*

s.col Tve | The [ The | The | The 171(1 v | The | T | Tve | The

s s lselelalela 2| 4|2

Res | Res | Res | Res | 105 | IG ﬁm--o_ém-m WG | 16 AntipiAntip
Res | Res  Res  Res

Figure 4. The implication of Bl-integrin in resveratrol-mediated down-modulation of tumor cell
colony assembly in TME: (A) HCT116 cells from basal control (Basal Co.) or untreated TME or TME
were treated with different concentrations of resveratrol (1, 5 uM) in the presence or absence of
1gG (1, 2 ug/mL) or blocking anti-B1-integrin antibody (1, 2 pg/mL) for 10-14 days as indicated
in Materials and Methods; (B) Colonies (black arrows) were quantified by scoring 20 different
microscopic patches. Microscope: Zeiss Axiovert 40 CFL. Magnification (A): %24, bar = 0.2 mm.
“star” = Alginate. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with TME control.
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2.5. 1-Integrin Is Required for Anti-Tumor Effects of Resveratrol in CRC Cells

To more specify and confirm one of the primary functional proteins that recruits
resveratrol to the surface membranes of HCT116 cells in TME, which has not been fully
elucidated yet, the following studies were performed. HCT116 cells in 3D-alginate TME
were provoked with or without an appropriate neutralizing antibody against 1-integrin
(1, 2,5 ug/mL), or antibody against 35-integrin (5 pg/mL) (Figure 5A), with or without an
RGD peptide (1, 2, 5 uM), or RGE peptide (5 uM) (Figure 5B) for 10-14 days, as detailed
in the Materials and Methods. Samples were tested by Western blotting with antibodies
against FAK, p-FAK, (downstream of (31-integrin), pro-inflammatory transcription factor
p65-NE-kB, cyclin D1 (proliferation), and activated caspase-3 (apoptosis). Inmunoblotting
of TME control cultures, similar to anti-p5- or p1-integrin, or to RGD-, or RGE-peptides
by themselves, showed high expression of p65-NF-kB and p-FAK, cyclin D1 from HCT116
cells, and very low expression of activated caspase-3 (Figure 5A,B). As demonstrated in
Figure 5A,B, treatment of HCT116 cells in TME with resveratrol resulted in down-regulation
of p-FAK, p65-NF-kB, and cyclin D1 but a significant up-regulation of activated caspase-3
(Figure 5A,B). In contrast, we found that in combination with resveratrol and neutralizing
antibodies against B1-integrin or resveratrol and RGD peptides, the effect of resveratrol
on the above-stated proteins was revised in a concentration-dependent way (Figure 5A,B).
However, the 35-integrin antibody or an inactive RGE peptide had no inhibitory effect on
this process. Collectively, because of this, the down-regulatory actions of resveratrol on
HCT116 cell proliferation are linked with the regulation of 31-integrin dependent FAK-,
NF-kB-, and cyclin D1-signaling.
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Figure 5. pl-integrin is required for anti-tumor effects of resveratrol. TME-HCT116 cells were treated
with resveratrol (5 uM) in the presence or absence of anti-p1- (1, 2, 5 pg/mL), or anti-B5- integrin
(5 pg/mL) (A) or of RGD (1, 2, 5 uM), or RGE (5 pM) peptide (B) as mentioned in Materials and
Methods. Western blot samples were probed with antibodies against FAK, p-FAK, p-NF-kB, cyclin D1,
and activated caspase-3. In addition, anti-B-actin was used as a loading control. Y-axis: densitometric
units confirming Western blot results. * p < 0.05, ** p < 0.01 compared with TME control.
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