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Einleitung

1.1. Das kolorektale Karzinom

1.1.1. Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom zahlt zu den haufigsten Karzinomen in Deutschland, obwohl die
absoluten Zahlen der jahrlichen Neuerkrankungen (Inzidenz) abnehmen.! In der ménnlichen
Bevdlkerung hat das kolorektale Karzinom die dritthaufigste Inzidenz, in der weiblichen
Bevdlkerung ist es am zweithdufigsten.” Es ist die zweithdufigste karzinombedingte

Todesursache bei Mannern und die dritthaufigste bei Frauen.’

1.1.2. Pathogenese

Anhand der unterschiedlichen Genese erfolgt die Unterteilung der Kolonkarzinome in
sporadische kolorektale Karzinome (sCRC), hereditdre kolorektale Karzinome und kolorektale
Karzinome im Rahmen von chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen.? Von groRer

Bedeutung sind dabei insbesondere die Colitis ulcerosa-assoziierten Kolonkarzinome (cCRC).2

Bei ca. 70% der Fille entsteht das kolorektale Karzinom sporadisch aus Adenomen aufgrund
von Punktmutationen ohne bekannte Ursache.3 Das Risiko an einem sCRC zu erkranken, steigt
mit zunehmendem Alter.* Proinflammatorische Prozesse und Dyshiose scheinen beteiligt zu
sein, wobei Lebensstil und Erndhrung als Einflussfaktoren eine entscheidende Rolle spielen.?:3
RegelmiaRige korperliche Aktivitat, eine ballaststoffreiche Ernahrung und die Reduktion von
Ubergewicht gelten als Faktoren zur Senkung des sCRC-Risikos.2 Besonders
Ubergewichtigkeit, definiert als ein Body-Mass-Index (BMI) {iber 25, ist mit einem erhéhten
Risiko fir kolorektale Adenome und Karzinome assoziiert.>®> Dieser Zusammenhang ist
vorwiegend bei Mannern zu beobachten.>¢ Weitere Risikofaktoren sind aulerdem der Verzehr
von rotem Fleisch, Tabakrauch und Alkoholkonsum.®? Der wochentliche Konsum von mehr als
100g Alkohol scheint das sCRC-Risiko um bis zu 15% zu erhdhen.2”

Bei 20-30% der Fille treten kolorektale Karzinome familiar gehauft auf, es ist jedoch nur ein
Anteil von circa 5% auf hereditdre Syndrome zuriickzufiihren.28 Das Lynch-Syndrom, auch
hereditares nichtpolyposes kolorektales Karzinom (HNPCC)-Syndrom genannt, entsteht

infolge von Mikrosatelliteninstabilitit und Mutationen von Mismatch-Reparatur-Genen, wie



shuman mutL homolog 1“ (hMLH1) und ,human MutS protein homolog 2“ (hMSH2).8 Das
CRC-Risiko bei Betroffenen liegt bei bis zu 70%, aber auch extraintestinale Malignome sind
nicht selten.® Bei der Familiaren Adenomat&ésen Polyposis (FAP) kommt es aufgrund von
Mutationen des Adenomatdses Polyposis Coli Protein (APC)-Gens zu einer extremen
Ansammlung von Adenomen im Kolon.'®'" Hier besteht ein lebzeitiges CRC-Risiko von fast
100%.2 Die ,mutY DNA glycosylase“ (MUTYH)-assoziierte Polyposis, das Peutz-Jeghers
Syndrom, das Juvenile Polyposis Syndrom und die Hyperplastische Polypose sind weitere

Syndrome mit erhdhtem CRC-Risiko aufgrund von hereditaren Mutationen.™’

1.1.3. Karzinogenese: Die Adenom-Karzinom-Sequenz

Das ,Genetische Modell der kolorektalen Tumorgenese® beschreibt eine Abfolge
molekulargenetischer Ereignisse, die liber mehrere Stadien bis zu der Entstehung des sCRC
flhren.’?2 Fearon und Vogelstein definierten darin einen jahrelangen Prozess, welcher die
Ausbildung eines hyperproliferativen Epithels, die Entwicklung des friihen, des intermediaten
und des spdten Adenoms und zuletzt die Entstehung des Karzinoms umfasst.#'2 Das Adenom
als dysplastische Vorlauferldasion des Karzinoms weist bereits molekulargenetische
Aberrationen auf, ohne jedoch den gesamten Kriterien eines Karzinoms zu entsprechen.’® Die
Adenom-Karzinom-Sequenz wird bis heute als Modell fiir die Entwicklung der sCRC
angesehen.’™ Es ist allerdings vielmehr die Addition der molekulargenetischen Schiden als
deren exakte Abfolge, die letztendlich die Karzinogenese vorantreibt.’'# Ausschlaggebend
sind dabei die Aktivierung von Onkogenen, die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen und

Chromosomeninstabilitat.3+15
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Abbildung 1.1. Die Adenom-Karzinom-Sequenz
(modifiziert aus ,,Cancer in inflammatory bowel disease“ von Xie und Iltzkowitz 2008) '¢

Im Verlauf der Karzinogenese kommt es zu multiplen sukzessiven genetischen Veranderungen.

Adenomatdses Polyposis Coli Protein (APC), Mikrosatelliteninstabilitat (MSI), Protoonkogen ,Kirsten RAt Sarcoma“
(k-Ras/KRAS), Cyclooygenase-1 (COX-1), Tyrosinkinase ,cellular-sarcoma“ (c-src), Tumorsuppressorgen ,Deleted in
colorectal cancer“ (DCC), Tumorsuppressorgen der Gruppe ,Mothers against decapentaplegic“ (SMAD = DPC4),
Transkriptionsfaktor mit molekularer Masse von 53 kDa (p53)

Ein frihes Ereignis der Karzinogenese ist der Verlust des APC-Gens auf Chromosom 5,
wodurch es zu der Ausbildung eines hyperplastischen Epithels kommt.3.72 Entscheidend dabei
ist die Hochregulation des proliferativen und anti-apoptotischen Wingless Int-1 (WNT)-
Signalwegs aufgrund der ausgefallenen Regulation durch das APC-Protein.’ Folgend fihrt die
Mutation des Proto-Onkogens KRAS zu der Forderung des intrazellularen Epidermal Growth
Factor Receptor (EGFR)-Signalwegs mit entsprechenden mitogenen Effekten.'* Die
Genverluste von DCC und DPC4 (=SMAD4) auf Chromosom 18q und die Inaktivierung des
Tumorsuppressors p53 sind spate Ereignisse der Karzinogenese.'>'¢ Die Inaktivierung von
p53 fihrt zu einer Dysregulation des Zellzyklus und erméglicht die unkontrollierte Zellteilung

und Invasivitat des Karzinoms.314

Alternativ entsteht ein geringerer Anteil des sCRC Uber serratierte Lasionen als Vorstufe und
nicht gemaR der Adenom-Karzinom-Sequenz.'” Fiihrende Ereignisse sind die Mutation der
Isoform B des ,rapidly accelerated fibrosarcoma“-Proteins (BRAF), woraus eine ibermaRige
Aktivierung der ,Mitogen aktivierten Proteinkinase“ (MAPK) Kaskade resultiert.'”-'8 Dieser
Signalweg wirkt proliferativ und anti-apoptotisch, ermoglicht ein verlangertes Zelliiberleben
und Invasivitat.' Dariber hinaus fiihrt die Hypermethylierung von Cystein- und Guanin-
reichen Desoxyribonukleinsdure-(DNA)-Abschnitten, sogenannten CpG-Inseln, der
Promotorregionen zu der Inaktivierung regulatorischer Gene, die fiir die Kontrolle von Teilung

und Wachstum verantwortlich sind.'”'® Typisch ist eine Mikrosatelliteninstabilitat.’”



1.1.4. Diagnostik und Friherkennung

Das Auftreten von sporadischen kolorektalen Adenomen und Karzinomen ist typisch fiir das
hohere Lebensalter, besonders ab dem 50. Lebensjahr ist die Inzidenz deutlich erhdht.?9:2° Die
Entartungswahrscheinlichkeit eines Adenoms steigt zudem mit zunehmenden Alter.2° Das 10-
Jahresrisiko fiir den Ubergang eines fortgeschrittenen Adenoms in ein sCRC reicht von ca.
25% bei den 55- bis 59-Jahrigen bis zu Uber 40% in der Altersgruppe lber 80 Jahre.?° Die
aktuelle Leitlinie empfiehlt daher die Darmkrebsfritherkennung ab dem 50. Lebensjahr fir die
Normalbevolkerung ohne Risikokonstellationen, wie familidre Haufung oder bereits vorhandene
Adenome.? Dabei gilt die Koloskopie als Goldstandard, da mit dieser Methode nicht nur
Karzinome sondern auch Adenome mit hoher Sensitivitdt und Spezifitat entdeckt werden
kdnnen.?

Einschrankungen der endoskopischen Diagnostik stellen mangelnde Einsicht der gesamten
Mukosa durch inkomplette Koloskopien, Stenosen und Stuhlreste im Darm dar sowie das
Ubersehen von flachen, kleinen Lasionen durch den Untersucher.2! Mégliche erginzende
Screeningmethoden umfassen die alleinige Sigmoidoskopie, den fdkal-okkulten Bluttest

(FOBT) und gegebenenfalls die Computertomographie-Kolonographie.?

Die endoskopische Diagnostik erméglicht als einzige Methode ein simultanes therapeutisches
Vorgehen, sodass durch die Entfernung der Adenome die Karzinomentstehung verhindert
werden kann.? Es erfolgt anschlieRend immer die Beurteilung durch den Pathologen.? Die
histologische  Einteilung  der  konventionellen = Adenome  erfolgt anhand des
Wachstumsverhaltes in tubulidre, tubulovillose und villose Adenome sowie anhand des
Differenzierungsgrades in low-grade und high-grade intraepitheliale Neoplasien (IEN).2
Serratierte Léasionen werden unterteilt in hyperplastische Polypen, sessile serratierte

Lasionen, gemischte Polypen und traditionelle serratierte Adenome.?

Die Ausbreitungsdiagnostik bei Nachweis eines kolorektalen Karzinoms umfasst das lokale
Staging mittels kompletter Koloskopie sowie die Bestimmung des Tumormarkers
sCarcinoembryonales Antigen“ (CEA) im Blut des Patienten.? Bei einem Rektumkarzinom
werden zusadtzlich eine starre Rektoskopie, eine Magnetresonanztomographie des Beckens
und eine rektale Endosonographie zur Einschatzung der lokalen Ausbreitung durchgefiihrt.?
Bei 25% der Patienten besteht bei Erstdiagnose bereits ein metastasierter Zustand.?
Typische Lokalisationen sind Leber, Lunge und Peritoneum.2 Das pratherapeutische Staging
umfasst deshalb immer eine Abdomensonographie und eine Réntgenuntersuchung des Thorax

in zwei Ebenen oder eine Computertomographie des Abdomen bzw. Thorax.?
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1.1.5. Therapie kolorektaler Adenome und Karzinome

GemaR der aktuellen ,S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom“ (2019) sollten kolorektale
Adenome komplett endoskopisch abgetragen werden.? Je nach GroRe und AusmaR wird dies
durch eine Schlingen- oder Zangenpolypektomie, eine endoskopische Mukosaresektion oder
eine endoskopische Submukosadissektion erreicht.?2 Eine laparoskopische oder offene
Resektion ist nur in Einzelféllen indiziert.?

Die GroRe, die Anzahl, die Histologie sowie die anamnestischen und familidren Risikofaktoren
bestimmen das Intervall der folgenden endoskopischen Kontrollen.? Eine Nachsorge in
normalen Abstand von 5-10 Jahren wird bei ein bis zwei Adenomen ohne high-grade IEN mit

einer GroRe unter 1cm empfohlen.?

Bei der Diagnose eines kolorektalen Karzinoms erfolgt die Einteilung anhand der Klassifikation
der ,Union internationale contre le cancer® (UICC), welche die Grundlage der Therapieplanung
und der Prognosebestimmung darstellt.? Die chirurgische Therapie des sCRC reicht, je nach
TNM-Stadium und Risikoeinordung, von lokaler Ablation bis hin zu einer onkologischen
Resektion mit Lymphadenektomie oder kompletter mesokolischer Exzision.?2 Im UICC-Stadium |
ist die alleinige Operation mit RO-Resektion bereits kurativ.* Bei fortgeschrittenen Karzinomen
wird die Durchfilihrung einer adjuvanten Chemotherapie von dem genauen UICC-Stadium sowie
den begleitenden Risikofaktoren abhangig gemacht.2# Die Resektion von Leber- und
Lungenmetastasen ist im Rahmen kurativer Konzepte moglich.? In palliativer Situation wird

eine alleinige palliative Chemotherapie empfohlen.?

UICC-Stadium T N M
0 Tis NO MO
I T1/T2 NO MO
Il T3/T4 NO MO
Il jedes T N1/N2 MO
v jedes T jedes N M1

Tabelle 1.1. Die UICC-Klassifikation des kolorektalen Karzinoms
(zusammengefasst aus der ,,S3-Leitlinie Kolorektales Karzinom 2019%)2

Einteilung der UICC-Stadien nach TNM-Klassifikation. Dabei sind die relevanten Parameter die Ausdehnung des
Tumors (T), der Nodalstatus (N) und die Fernmetastasierung (M).



DefinitionsgemaR liegt ein Rektumkarzinom vor, wenn der Tumor in dem Bereich bis 16cm
aboral der Anokutanlinie liegt.? Bei initial ausreichendem Abstand oder nach neoadjuvanter
Therapie ausreichendem Abstand sollte ein operatives Verfahren mit Sphinktererhalt
durchgefiihrt werden.2 Im Gegensatz zu Kolonkarzinomen ist ein stadienabhangiger
Bestandteil der Therapie rektaler Karzinome aulferdem eine neoadjuvante Radiotherapie

zusatzlich zu einer Chemotherapie.?

1.2. Colitis ulcerosa und das Colitis ulcerosa-assoziierte Kolonkarzinom

1.2.1. Colitis ulcerosa

Die Colitis ulcerosa (CU) ist eine chronisch entziindliche Darmerkrankung unklarer Genese, die
differentialdiagnostisch vom Morbus Crohn abzugrenzen ist.2223 In Deutschland liegt die
Inzidenz der Erkrankung bei 3-4 Fillen pro 100000 Einwohnern.?4 Das typische Alter der
Erstmanifestation liegt zwischen dem 15. und 30. Lebensjahr, ein zweiter Altersgipfel
existiert zwischen dem 50. wund 70. Lebensjahr.2? Das Krankheitsrisiko st
geschlechtsunabhangig.?2?® Genetische Veranderungen kdnnen zu der Entwicklung einer CU
pradisponieren.?? Familiare Haufungen werden besonders bei weiblichen Betroffenen
beobachtet.?> Die Bedeutung von Umweltfaktoren ist weiterhin groRtenteils unbekannt, unter
anderem scheinen eine fettreiche Erndhrung, eine Dysbiose und eine immunologische
Dysregulation Einflussfaktoren darzustellen.23:26 Ein Zusammenhang besteht auRerdem mit der
ethnischen Herkunft und geographischen Lokalisation gemaR eines Nord-Sud-Gefalles

innerhalb Europas.?2:23

Die CU verlauft schubweise mit Phasen der aktiven Entziindung sowie Remissionsphasen ohne
Entzlindungsaktivitat.2®> Das klinische Bild im Entziindungsschub ist geprdgt von blutiger
Diarrhoe und abdominellen Schmerzen.23 Im schwerem Schub kénnen Fieber, Tachykardie und
Anamie auftreten.?> Die Remission zeichnet sich durch das Ausbleiben von Diarrhoe,
Blutbeimengungen im Stuhl und weiteren Symptomen aus oder durch die endoskopisch
gesicherte entziindungsfreie Kolonmukosa.?2:2%

Die Koloskopie mit Histologiegewinnung ist das diagnostische Mittel der Wahl.2>
Charakteristisch fir die CU ist eine kontinuierlich nach oral fortschreitende Ausbreitung
beginnend im Rektum.?3 Dabei betrifft die Erkrankung nur das Rektum und Kolon, von dem
restlichen Gastrointestinaltrakt kann einzig das terminale lleum in Form einer ,Backwash-
lleitits“ beteiligt sein.?? Histologische Merkmale sind Architekturstérungen der Krypten,
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Entzindungsinfiltrate und der Verlust von Becherzellen sowie die Beschrankung der
Ausbreitung auf die Mukosa 2°

Durch die aktuelle Leitlinie empfohlen wird die Einteilung anhand der endoskopischen
Ausbreitung in Proktitis, Linksseitencolitis und ausgedehnte Colitis bis zur Pancolitis
(Montreal-Klassifikation, siehe Tabelle 1.2.).2> Weitere Klassifikationssysteme auf der
Grundlage des endoskopischen und klinischen Bildes sind der Mayo-Score, der ,Ulcerative
Colitis Endoscopic Index of Severity“ (UCEIS) und die Einteilung in leichte, moderate und

schwere Kolitis nach Truelove und Witts. 2527

Einteilung Ausdehnung Beschreibung
E1 Proktitis Limitiert auf das Rektum (distal des rektosigmoidalen
Ubergangs)
E2 Linksseitencolitis Befall bis zur linken Flexur
E3 ausgedehnte Colitis  Ausdehnung tber die linke Flexur hinaus bis zur
Pancolitis

Tabelle 1.2. Die Montreal-Klassifikation der Colitis ulcerosa
(aus ,Aktualisierte AWMF-S3-Leitlinie Colitis ulcerosa“ der Deutschen Gesellschaft fir Gastroenterologie,
Verdauungs-und Stoffwechselkrankheiten (DGVS))2s

Die Therapie der CU richtet sich nach Schweregrad und Ausdehnung der Entziindung sowie
nach dem Erkrankungsverlauf und Praferenzen des Patienten.?> Das Ziel der medikamentdsen
Therapie ist das Erreichen und die Aufrechterhaltung von Remissionsphasen.?> 5-
Aminosalizylate (5-ASA) und Steroide in topischer oder systemischer Verabreichung bilden
die Basis der Therapie im Schub.2> Zudem kdénnen Azathioprin, Tumor Nekrose Faktor-(TNF)-
Antikdrper und Integrin-Antikorper eingesetzt werden.?> Zum Remissionserhalt kommen 5-
ASA-Praparate, Azathioprin, TNF- oder Integrin-Antikdrper und Probiotika zum Einsatz.2> Eine
mukosale Heilung kann in Remissionsphasen nachweisbar sein und ist mit besserem klinischen
Outcome assoziiert.?® Bei therapierefraktidrer fulminanter Colitis sowie bei nicht stillbaren,
relevanten Blutungen, Stenosen, Perforationen und Karzinomen ist eine chirurgische Therapie
indiziert.2> Dabei wird die Durchfliihrung einer restaurativen Proktokolektomie mit

ileopouchanaler Anastomose empfohlen.2>

Mit der CU assoziierte Erkrankungen sind die Primar Sklerosierende Cholangitis, Arthritiden,
Hautveranderungen und Entziindungen im Bereich der Augen.?® Es besteht ein erhohtes

Karzinomrisiko bei Patienten mit CU im Vergleich zu der Normalbevélkerung.?>



1.2.2. Karzinomrisiko bei Colitis ulcerosa

Die Wahrscheinlichkeit, ein cCRC zu entwickeln, steigt mit fortschreitender Ausdehnung und
Dauer der Entziindung.?® Alteren Studien zufolge liegt das Karzinomrisiko von Patienten mit
CU nach 10-jahriger Erkrankungsdauer bei 2%, nach 20-jahriger Erkrankungsdauer bei 8% und
nach 30-jdhriger Erkrankungsdauer bei 18%. Neuere Studien beschreiben allerdings ein
geringeres Risiko.22:30 Dies kann auf eine effektivere Entziindungshemmung sowie auf bessere
Friherkennungsprogramme zuriickgefiihrt werden.?>3°  Anti-inflammatorische Therapien

fuhren demnach zu einer Reduktion des cCRC.3!

1.2.3. Pathogenese des Colitis ulcerosa-assoziierten
Kolonkarzinoms

Die chronische Entziindung fihrt zu einer Gewebeschddigung, wodurch andauernde
Reparatur- und Regenerationsreize auf das Epithel einwirken.3? Die hohe Zellteilungsrate
bedingt ein erhdhtes Fehlerpotential, sodass die Wahrscheinlichkeit von Replikationsfehlern
und Mutationen steigt.33 Der im Entzindungsmilieu erhéhte oxidative Stress verursacht
direkte DNA-Schaden.3? Proinflammatorische Zytokine und Wachstumsfaktoren haben zudem
direkte onkogene Effekte auf die Zellen, hemmen die Apoptose und fordern die
Angiogenese.3334 Auf molekulargenetischer Ebene relevante Signalkaskaden mit karzinogener
Wirkung sind: TNF-a Uber die Induktion von Interleukinen (IL) und der Cyclooxygenase-2
(COX-2), die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren ,Signal transducer and activator of
transcription 3“ (STAT3) und ,nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells“ (NFkB) sowie die Aktivierung des WNT-Signalwegs und die Hypermethylierung von CpG-
Inseln. Daraus kann die Genmodifikation von Tumorsupressorgenen resultieren.3234 Es ist
davon auszugehen, dass der Zustand der chronischen Entziindung an mehreren Stellen des
betroffenen Kolons zu onkogenen Mutationen fiihrt, sodass im Sinne einer Feldkanzerisierung
bei CU simultan multifokale Dysplasien als Prikanzerosen entstehen.323> Jeweils ausgehend
von einer mutierten Stammzelle mit Selektionsvorteil und Proliferationsbeschleunigung breitet
sich ein veranderter Zellklon zunichst innerhalb einer Krypte und spater krypteniibergreifend

aus.35



1.2.4. Karzinogenese: Die Dysplasie-Karzinom-Sequenz

Die Entstehung des cCRC verlauft nicht gemaR der Adenom-Karzinom-Sequenz des sCRC.3' Im
Rahmen der CU entsteht das Karzinom auf dem Boden der chronischen Entziindung Uber die

Dysplasie als Prakanzerose, sodass von einer Dysplasie-Karzinom-Sequenz gesprochen wird.3?

Der Verlauf der Dysplasie-Karzinom-Sequenz ist geprdgt durch die Ansammlung spezieller
Mutationen, ahnlich wie die Adenom-Karzinom-Sequenz des sCRC.3% Unterschiede finden sich
besonders in der Reihenfolge und Auspragung dieser molekulargenetischen Aberrationen. 35
Friilhe Ereignisse der Karzinogenese des cCRC sind die p53-Uberexpression und
Mikrosatelliteninstabilitat, welche die maligne Transformation initiieren.'%36.37 Mutationen oder
Heterozygotieverlust von p53 lassen sich teilweise in entziindeter Mukosa ohne dysplastische
Veranderungen nachweisen und bilden demnach einen sehr frithen Schritt der cCRC-
Entstehung.3? Weitere frilhe Faktoren der Karzinogenese sind Aneuploidie,
Hypermethylierung  und  Mikrosateliteninstabilitat.3> Im  folgenden  Verlauf  der
Dysplasieprogression bedingen Deletionen auf 18q oder der Verlust des kompletten
Chromosomarms 18q den Ausfall der Tumorsuppressorgene DCC und DPC4 (=SMAD4).38:39

Eher spate Ereignisse sind die RAS-Mutation und APC-Resistenz.16:31:40

Aneuploidy
methylation
MSI

o e em s e
T T

Negative Indefinite Low-grade High-grade -
|— —_— — > | Carcinoma
dysplasia dysplasia dysplasia dysplasia

Abbildung 1.2. Die Dysplasie-Karzinom-Sequenz
(aus ,Cancer in inflammatory bowel disease“ von Xie und ltzkowitz 2008 ¢)

Darstellung der Abfolge molekularer Ereignisse, welche die Entstehung des cCRC.

1.2.5. Diagnostik und Friherkennung

Da das cCRC iber die Dysplasie als Prakanzerose entsteht, sieht die Leitlinie regelmaRige
Uberwachungskoloskopien mit Entnahme von Gewebeproben als Screening auf Vorstufen und

Karzinome vor.?> Die Diagnose der Dysplasie bedeutet die Identifikation einer Prakanzerose



und stellt einen akuten Behandlungsbedarf zur Verhinderung der Entstehung eines Karzinoms
dar.%' Eine geringgradige Dysplasie birgt bereits ein 9-fach erhéhtes Karzinomrisiko, wahrend
dieses Risiko bei einer high-grade Dysplasie sogar 12-fach erhdht ist.4? Ein frihzeitiger
Nachweis der Dysplasie ist demnach essentiell, um dem Patienten die Progression zum
Karzinom und alle diesbeziiglichen Konsequenzen zu ersparen.?> Deshalb werden bei Patienten
mit CU regelmiRige Uberwachungskoloskopien mit der Entnahme von ungezielten Biopsien
(,random biopsies®) sowie gezielten Biopsien aus auffidlligen Darmbereichen durchgefiihrt.?5
Teils ist der endoskopische Nachweis der Dysplasie schwierig, besonders flache dysplastische
Lasionen konnen Ubersehen werden.#' Zusatzlich kann eine Chromoendoskopie angewandt
werden, wobei die Farbstoffe Methylenblau oder Indigokarmin mukosal appliziert werden, um
epitheliale Lasionen bei der Koloskopie besser sichtbar zu machen.43

Die endoskopische Einteilung auffilliger Lasionen erfolgt in polypoide und nicht-polypoide
Lasionen, orientiert an der Pariser Klassifikation.2>44 Die Bezeichnungen ,,Adenom-assoziierte
Lasion oder Masse“ (ALM) und ,Dysplasie-assoziierten Lision oder Masse“ (DALM) werden

aktuell nicht mehr empfohlen.2>

| Non-Polypoid |

P

Slightly Flat Slightly Excavated
Elevated Depressed (ulcer)
0-1 O-lla 0-ib 0-lic o-lll

(p, Is)

Abbildung 1.3. Die Pariser Klassifikation

(aus ,, The Paris endoscopic classification of superficial neoplastic lesions: esophagus, stomach, and colon)#4
Die Pariser Klassifikation unterscheidet orientierend an der Japanese Gastric Cancer Association die Typen 0-5.
Dabei beschreiben Typ 1-4 karzinomatdse Veridnderungen, Typ 5 unklassifizierte Karzinome und Typ O
oberflachliche nicht-invasive Lasionen. Polypoide Lasionen ragen tber die Mukosa heraus und werden ferner in
gestielt (Ip) und sessil (Is) unterteilt. Oberflachliche nicht-polypoide Lasionen sind leicht erhaben (lla), flach
(llb) oder leicht eingesenkt (lic). Davon zu unterscheiden sind tiefe nicht-polypoide, ulzerierte Lasionen (lll).

10



Nach der Gewebeentnahme wird die Diagnose der Dysplasie histologisch durch den
Pathologen gestellt, wobei infolge der hohen Untersuchervariabilitat und der groRen
Konsequenz der Diagnose eine Zweitbeurteilung durch einen weiteren unabhingigen
Pathologen erfolgen sollte.?> Die Dysplasie, auch IEN genannt, bezeichnet die Ansammlung
von atypischen Zellen ohne Uberschreitung der Basalmembran und ohne die Fahigkeit der
Invasivitat.2> Die histopathologische Einteilung erfolgt anhand der Klassifikation der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) in high-grade, low-grade und unklare/indefinite IEN.25 Die
histopathologische Einstufung der Dysplasie kann in friilhen Stadien teils nicht eindeutig
getroffen werden, da der Ubergang von Entziindung zu Dysplasie ein fortlaufender Prozess
ist.#! Schwierigkeiten bestehen besonders bei der Unterscheidung von reaktiven und
regenerativen zu dysplastischen Epithelveranderungen aufgrund der morphologischen
Ahnlichkeit sowie bei der Beurteilung hinsichtlich des kompletten AusmaRes der
Veranderungen, wenn die Biopsie nur aus kleinen Gewebemengen besteht oder die Lasion
nicht vollstandig erfasst wurde.*' Ki-67- und p53-immunhistochemische Farbungen kénnen im
Rahmen der Einschatzung dysplastischer Verdnderung in Einzelfdllen nitzlich sein.*!

Zelluldre Merkmale der low-grade Dysplasie beinhalten eine VergroRerung und Hyperchromatie
der Zellkerne, basale Streifung und vergroRerte Zellen.#' Eine verminderte Anzahl an
Becherzellen und dystrophe Becherzellen sind zwar Merkmale der Dysplasie, allerdings
ebenfalls bei entzilindlich veranderter Mukosa reduziert vorhanden, sodass hieran eine
Unterscheidung nicht immer mdoglich ist.4' Im Gegensatz zu regenerierender Mukosa reichen
die Veranderungen bei der Dysplasie bis an die luminale Oberflache.*' Die high-grade Dysplasie
zeichnet sich durch eine stark gestérte Kryptenarchitektur sowie Abnormitédten in allen
Kryptenabschnitten aus.*' Es bestehen ein zelluldrer Polaritdtsverlust und stark ausgepragte
nukleare Abweichungen, welche Hyperchromatie, eine Stratifizierung bis in oberflachliche

Kryptenabschnitte und eine erhdhte Kern-Zytoplasma-Relation umfassen.4!

1.2.6. Therapie der Colitis ulcerosa-assoziierten Dysplasie und des
Colitis ulcerosa-assoziierten Karzinoms

Bei histopathologischem Nachweis einer CU-assoziierten Dysplasie wird, sofern technisch
maoglich, die komplette endoskopische Resektion empfohlen.?5> Die Diagnose einer high-grade
Dysplasie durch den Pathologen indiziert laut Leitlinie eine Proktokolektomie, wahrend der
Nachweis einer low-grade Dysplasie eine relative Proktokolektomieindikation ist und alternativ

durch engmaschige Koloskopien und Biopsieentnahmen Uberwacht werden kann.?> Bei dem
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Nachweis eines cCRC ist die Proktokolektomie immer die Therapie der Wahl, da hier ein

erhohtes Risiko fiir syn- und metachrone Zweitkarzinome besteht.?>

Eine effektive antiinflammatorische Therapie kann eine Reduktion des Karzinomrisikos von CU
Patienten um bis zu 45% bedeuten.*>46 Dabei ist nicht nur eine makroskopische, sondern
bestenfalls eine mikroskopische Heilung, ein sogenanntes ,mucosal healing“ anzustreben,

welches als histologisch nachgewiesene, entziindungsfreie Mukosa definiert ist.2847

1.3. Insulinrezeptor und Insulin/Insulin-like growth factor-System

1.3.1. Insulin

Insulin ist ein Proteohormon, das in den B-Zellen der Langerhans’schen Inseln des Pankreas
gebildet wird 8. Als Hauptregulator des Blutglukosespiegels, mit Glucagon als Gegenspieler,
nimmt Insulin Einfluss auf samtliche Stoffwechselprozesse des Korpers.484% Ein kurzzeitiger
Effekt ist die Senkung des Blutzuckerspiegels, langfristig kommt es zum Eingriff in die
Proteinbiosynthese und Genexpression von Enzymen, Rezeptoren und anderen, an der
Signaltransduktion  beteiligten  Proteinen.’®  Insgesamt  fdérdert Insulin  anabole
Stoffwechselprozesse, Wachstum und Differenzierung.®'

Auf Chromosom 11 befindet sich das Insulingen, welches zunachst fiir das Vorlaufermolekiil
Praproinsulin codiert.>253 Diese Peptidkette setzt sich zusammen aus einer Signalsequenz,
gefolgt von der B-Kette, dem C-Peptid und der A-Kette.>3>% Durch posttranslationale
Modifikation wird ber mehrere Zwischenstufen das Endprodukt Insulin synthetisiert, wobei
das C-Peptid abgespalten wird.55:6

Die Speicherung der Insulinmolekiile erfolgt als hexamere Zinkkomplexe in Vesikeln der
pankreatischen B-Zellen.5” Die extrazelluldre Glukosekonzentration im Blut wirkt sich direkt auf
die Expression sowie auf die Sekretion des Insulins aus.*® Durch die vermehrte
Glukoseaufnahme (iber Glukosetransporter Typ 2 (GLUT-2) und die anschlieRende
Metabolisierung der Glukose steigt die Konzentration von Adenosintriphosphat (ATP) in der B-
Zelle.*8 Die ATP-abhangige Depolarisation fiihrt zu einem Calcium-Einstrom in die B-Zelle,
woraufhin die Insulinsekretion ausgeldst wird.*® Dariliber hinaus fordert das ,Glucagon-like-

Peptide 1%, welches durch Glukose und Fettsduren stimuliert wird, die Insulinsekretion.®
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1.3.2. Der Insulinrezeptor: Aufbau und zelluldre Wirkweise

Vermittelt werden die Effekte von Insulin Uber den Insulinrezeptor (IR), ein integrales
Membranprotein mit Tyrosin-Kinase-Aktivitat.>8>° Der Rezeptor ist als Tetramer (a2b2)
aufgebaut, bestehend aus zwei homologen Rezeptormolekiilen (a1b1).6° Jeder dieser Dimere

wiederum setzt sich zusammen aus einer a-Untereinheit und einer B-Untereinheit.>8

Die a-Untereinheit ist ausschlieRlich extrazellular lokalisiert und enthdlt die
Ligandenbindungsstelle.>® Durch Disulfidbriicken zwischen den beiden a-Ketten zweier
Rezeptormolekiile entsteht der tetramere Gesamtrezeptor.’’ Es wird davon ausgegangen,
dass auf jeder a-Kette zwei Bindungsdominen fiir Liganden lokalisiert sind, jeweils eine
Domaéane mit niedriger Affinitdt (,low-affinity site“ = Bindungsstelle 1) und eine Domane mit
hoher Affinitat (,high-affinity site“ = Bindungsstelle 2).62 Ein Insulinmolekil bindet an die
Bindungsstelle 1 der einen a-Kette und die Bindungsstelle 2 der anderen a-Kette, wodurch
der Rezeptor aktiviert wird.62 Durch Bindung eines zweiten Insulinmolekiils an die jeweils
gegensatzlichen, freien Bindungsstellen entsteht das Phanomen der negativen
Kooperativitat.6263 Die Dissoziation von Insulin und IR wird beschleunigt, indem die erste
Insulin-IR-Bindung durch die zweite Ligandenbindung gelockert und der gesamte Rezeptor-
Insulin-Komplex destabilisiert wird.6364 Hohe Insulinkonzentrationen bewirken somit eine
schnellere Liganden-Rezeptor-Dissoziation und neue Insulinbindung an den Rezeptor.63.64

Die B-Untereinheit ist jeweils an ihrem extrazellularen Anteil Gber Disulfidbriicken mit der a-
Untereinheit verkniipft.6! Sie beinhaltet den transmembraniren Teil des Rezeptors und ist fir
die Integration in die Zellmembran zustandig.>® Der gréRte Anteil der B-Kette befindet sich
intrazellular, wo die wichtigen Domanen der Signaltransduktion lokalisiert sind.>8 Hier liegt die
Tyrosin-Kinase-Domane, umgeben von regulatorischen Abschnitten sowie Bindungsstellen fiir

weitere Signalmolekiile.®>
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Abbildung 1.4. Der Insulinrezeptor

(aus Insulin, Insulin Receptors and Cancer von Vigneri et al. 2016)4°

Jede dimere Peptidkette des Insulinrezeptors lasst sich in verschiedende Abschnitte unterteilen: Zwei groRe
Doménen (large domains = L1, L2), eine Cysteinreiche Doméne (CR), vier Fibronection Typ 3 Domanen (Fnlll-1, Fnlll-
2, Fnlll-2b, Fnlll-3), eine Juxtamembranare Domane (JM), eine Tyrosinkinase Doméne (TK) und das Carboxyl-Ende
(CT). Dabei besteht jeder Dimer aus der a-Kette (hellblau) und B-Kette (dunkelblau).

Die Ligandenbindung an den extrazellularen  Rezeptorteil fihrt zu einer
Konformationsanderung des gesamten Rezeptomolekiils.®¢ Die stereotaktische Inhibition der
Tyrosin-Kinase-Domane durch die a-Untereinheit wird aufgehoben und die beiden B-
Untereinheiten = werden  ndher  zusammengefiihrt.6768  In  Form  einer  trans-
Autophosphorylierung wird der Rezeptor vollstandig aktiviert, indem die nun aktivierten
Tyrosin-Kinase-Domanen ATP-abhangig drei Tyrosinreste der jeweils anderen B-Untereinheit
phosphorylieren.®® Es werden Ligandenbindungsstellen freigelegt, an denen Adaptermolekiile
andocken und ebenfalls durch Phosphorylierung aktiviert werden.5® Wichtige Signalmolekiile
sind dabei die Insulinrezeptorsubstrate (IRS), IRS-1 bis IRS-6 sowie die Proteine ,Src
Homology 2 containing protein 1“ (Shc) und ,Casitas B-lineage Lymphoma“ (Cbl).7® Die IRS
werden durch zahlreiche Faktoren beeinflusst und zeigen eine gewebespezifische
Verteilung.’%”" An sie binden wiederum weitere intrazellulare Molekiile und ein vielfaltiges

Netzwerk aus Signalkaskaden wird in Gang gesetzt.”®

14



Insulin )

IGF-1
IR or IGF-1R
Ras Ras
GTP GDP p{Shc)p g P
P IRS-2 [-p/ P85 ™ PDK-1) ,_(aPKC)
v P:@P " P|IRS-3 [-p\P55 P P N4
Raf 4 )P Lipid
| \/ synthesis
Glucose
> TBC1D1
P Gluconeo- J 7 7 7 P "transport
| genesis x p P P p
P (Foo)  (rsc2ftsc) P—> Metabolism
~ Gene « 1 / )
transcription
l e / Glycogen P — Survival
Proliferation /i t synthesis

Lipid . i
synthesis. (SREBP1] (4E8P1) (_s6K ] md2rr112 _ Cel
\4 / 227 cycle

Protein
synthesis

Abbildung 1.5. Die Signalkaskaden des Insulinrezeptors

(aus ,Insulin Receptor Signaling in Normal and Insulin-Resistant States“ von Boucher, Kleindridders und Kahn)70

Graphische Darstellung des komplexen Netzwerks der IR-Wirkung. Die Aktivierung des IR durch die unterschiedlichen
Liganden l6st weitreichende intrazelluldre Signalkaskaden aus.

Als zentraler Punkt der Transduktion des IR agiert die Proteinkinase B (Akt), welche
hauptséchlich metabolische Effekte vermittelt, aber auch an der Regulation der
Genexpression beteiligt ist.” Nach Aktivierung von Akt durch die Phosphoinositid-Kinase 3
(PI3K) wird Uber die Akt-vermittelte Phosphorylierung von den Akt-Substraten TBC1D4 und
TBC1D1 die Aufnahme von Glukose in die Zellen durch die Transposition des GLUT-4 an die
Zellmembran von Muskel und Fettzellen gesteigert.”? Akt-unabhingig verlauft die GLUT-4-
Transposition daneben Uber die Proteinkinase C (PKC) sowie Uber die Rekrutierung der
Ubiquitinligase Cbl.69:70.73

Relevante metabolische Wirkungen durch Akt-Phosphorylierung bestehen aus der
Inaktivierung der Glykogensynthase-Kinase 3 (GSK3) und folgend aus der Steigerung der
Glykogensynthese in den Hepatozyten, und der Blockierung der Transkriptionsfaktoren der
Forkhead-Box-Protein-O-Gruppe (FOXO0).626> Dies filhrt zu einer Reduktion der
Glukoneogenese und Lipogenese (Triglyceridsynthese/-sektretion) sowie zu der Hemmung
mitogener, anti-apoptotischer und proliferativer Effekte.5> Die Phosphorylierung der
Phosphodiesterase 3B (PDE3B) bewirkt die Hemmung der Lipolyse in Adipozyten.”® Ein

direkter Einfluss auf die Proteinsynthese entsteht durch die Aktivierung von ,Mechanistic
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Target of Rapamycin“ (mTOR) infolge der Aufhebung der ,proline-rich AKT substrate of 40
kDa“ (PRAS40)-Inhibition sowie der Hamartin/Tuberin-Komplex-Aufldsung.”®74 Hamartin
(Tuberous Sclerosis Complex 1 = TSC1) und Tuberin (Tuberous Sclerosis Complex 2 = TSC2)
sind Tumorsuppressorproteine, die als Komplex wirksam sind.”4 Uberdies werden mittels Akt
direkte Effekte bis in den Zellkern vermittelt und der Zellzyklus beeinflusst.”® Die
Phosphorylierung des Murine-Double-Minute-Onkogens 2 (mdm2) fiihrt zur Inhibition des
Tumorsuppressors  p53  und  dementsprechend zur  Apoptosehemmung.”®  Die
Phosphorylierung von Transkriptionsfaktoren, wie NFKB und Zellzyklusinhibitoren, wie die
Proteine ,Bcl-2-associated X Protein, (BAX) und Bcl-2-Antagonist of Cell Death“ (BAD),
fordert ebenfalls das Zellwachstum, Zelliiberleben und wirkt anti-apoptotisch.70.7>

Unabhingig von Akt flihrt eine Kaskade tber Shc und ,,Growth factor receptor-bound protein
2“ (Grb2) als Verbindungsproteine, sodass ,Son of Sevenless“ (SOS) an den IR gelangt und
aktiviert wird.4>76 SOS ist ein Guanin-Nukleotid-Austausch-Faktor fir das G-Protein ,rat
sarcoma“ (RAS) und fiihrt wiederum zu dessen Aktivierung.”” Im Folgenden fiihrt die Kaskade
Uber die Proteinkinase ,rapidly accelerated fibrosarcoma“ (RAF) sowie Uber die ,Mitogen-
activated protein kinase kinase“-1 und -2 (MEK-1 und -2) zu der Aktivierung der MAP-Kinasen
sExtracellular-signal regulated kinases® Isoform 1 und 2 (ERK-1 und -2).”' Diese haben
Einfluss auf die Genexpression, auf die Zellproliferation und Zelldifferenzierung sowie
extranukleare Effekte durch kovalente Modulation mittels Phosphorylierung des

Zytoskeletts.”®

Nach Insulinbindung, Autophosphorylierung und Signaltransduktion kommt es zu der
Internalisierung des Insulin-Rezeptorkomplexes.”® Durch Endozytose werden Vesikel gebildet,
in denen der pH-Wert mittels Protonenpumpen von 7,4 auf ca. 5,0 gesenkt wird, wodurch es
zu einer Dissoziation von Insulin und IR kommt.”?8° Der Rezeptor kann daraufhin
dephosphoryliert und zur erneuten Verwendung zuriick in die Zellmembran integriert werden,
wahrend das Insulinmolekil proteolytisch abgebaut wird.8" Die Endozytose des IR kann
Clathrin-abhangig als auch Clathrin-unabhangig vermittelt werden.>' Dabei scheint hierdurch
der weitere Weg des Rezeptors, also Abbau oder erneute membranare Expression, beeinflusst
zu werden.>" Angesichts der praferentiellen Aktivierung des ERK-Signalwegs durch Clathrin-

unabhangige Endozytose wird zudem ein Einfluss auf die Signaltransduktion vermutet.>'
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1.3.3. Die Isoformen des Insulinrezeptors

Das Gen fir den IR befindet sich auf Chromosom 19 und enthdlt 22 Exons.828 Davon
kodieren je 11 Exons fiir die a-Kette und 11 Exons fir die B-Kette.®3 Das zunachst einkettige
Vorlauferpeptid wird posttranslational modifiziert, indem es unter anderem proteolytisch in
die a- und B-Kette gespalten wird, die Disulphidbriicken eingebaut werden und eine
Glykosylierung stattfindet.®> Durch alternatives Splicing kénnen zwei verschiedene Isoformen
des Rezeptormolekiils hergestellt werden.8384 Das Exon 11 der a-Kette ist Bestandteil von
Isoform B (IR-B), wahrend es bei Isoform A (IR-A) nicht enthalten ist, sodass dessen a-Kette
um 12 Aminosduren am C-Terminus verkirzt ist.558% Der tetramere IR kann sich als
homologer Rezeptor aus jeweils zwei IR-A-Dimeren oder aus zwei IR-B-Dimeren bilden.5>
Zudem ist die Bildung eines heterologen Rezeptors moglich, bei dem ein IR-A-Dimer mit einem

IR-B-Dimer kombiniert ist.65

Die Expression des IR wird durch multiple Faktoren auf den Ebenen der Transkription,
Translation und posttranslationalen Modifikation gesteuert. An der Regulation der
Transkription sind nukledare Proteine, unter anderem auch p53 und FOXO, beteiligt.>’
Spezifische Boten-Ribonukleinsduren (mRNA) und mikro-Ribonukleinsduren (miRNA) wirken
dariiber hinaus auf die Synthese des Rezeptors.>’ Letztere weisen eine gewebespezifische
Verteilung auf und angesichts ihrer Hochregulation im Rahmen von Ubergewicht scheinen sie
an der dysregulierten IR-Expression und der Entstehung von Insulinresistenz beteiligt zu
sein.>’ Regulatorische Elemente auf Intron 10 und Exon 11 regulieren zusammen mit
Splicingfaktoren die Expression der IR-Isoformen.>' Ein Einfluss durch Wachstumsfaktoren, wie
auch Insulin selbst, wird angenommen.>' IR-A und IR-B weisen gewebeabhangig spezifische
Expressionsmuster auf. 8586 Der strukturelle Unterschied der Isoformen bewirkt, dass jeweils
individuelle Ligandenbindungsmuster bestehen und Signalkaskaden mit unterschiedlicher

Gewichtung ausgelost werden.5'
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Abbildung 1.6. Die Isoformen des Insulinrezeptors
(modifiziert aus ,, The Role of Insulin Receptors and IGF-I Receptors in Cancer and other Diseases“ von Frasca et al. 77)

Die beiden Isoformen des IR unterscheiden sich durch 12 Aminosauren, welche durch das Exon 11 kodiert werden. Es
ist bei dem IR-B enthalten, wihrend es bei dem IR-A fehlt. Dies bedingt weitreichende Unterschiede in Expression,
Ligandenbindung und Wirkung der IR-Isoformen.

In den typischen Zielgeweben von Insulin, wie z.B. Muskel-, Fett- und Lebergewebe, ist der IR-
B vorherrschend.5> Diese Isoform ist in differenziertem Gewebe dominierend und bedingt den
Differenzierungsprozess der Zellen.”> Der IR-B wird als der spezifische Rezeptor fir Insulin
angesehen, denn im Gegensatz zu den anderen Rezeptoren des Insulin/“Insulin-like growth
factor” (IGF)-Systems wird vorrangig Insulin als Ligand gebunden.#® Eine Aktivierung von IR-B
flhrt zu den typischen metabolischen Wirkungen von Insulin, wie z.B. GLUT-4-Transposition
an die Zelloberflaiche in der Muskulatur und Steigerung der Glykogensynthese in den
Hepatozyten.*®

Der IR-A vermittelt hingegen verstarkt mitogene und anti-apoptotische Effekte.8” Es werden
durch Ligandenbindung praferenziell Signalkaskaden ausgeldst, die bis in den Zellkern reichen
und die Proteinbiosynthese beeinflussen.6588 Uber den Grb/SOS-Komplex, die RAS-Kaskade
und den MAP-Kinase-Weg werden Proliferation, Zellmigration und verlangertes Zelliiberleben
vermittelt.#%65 Darliber hinaus kommt es vorwiegend bei der Aktivierung des IR-A, nicht aber
des IR-B, zur Translokation von IRS-1 in den Zellkern.22 Der IRS-1-Weg wirkt anti-
differenzierend sowie proliferativ auf die Zelle und ist ebenfalls ein Teil der Signaltransduktion
des IGF-Systems.87:89

Die wachstumsfordernde Wirkung des IR-A spielt eine entscheidende Rolle im pranatalen
Organismus, wo der IR-A vorherrscht und ebenfalls als funktioneller Rezeptor fir ,lInsulin- like
growth factor 2“ (IGF-2) fungiert.8® Der IR-A bindet zuséatzlich zum eigentlichen Liganden
Insulin auch IGF-2 mit entsprechender Affinitdt.64%0 Besonders durch IGF-2 als typischen

Wachstumsfaktor werden mitogene Signalkaskaden ausgel®st.88 Allerdings konnte
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experimentell gezeigt werden, dass sowohl ein Fehlen des IR als auch ein Insulinmangel zu
einer embryonalen Wachstumsminderung fiihren.®' Daraus lasst sich schlieen, dass nicht nur
IGF-2, sondern auch Insulin selber pranatal tGber den IR-A proliferative Effekte vermittelt und
fur das Kérperwachstum essentiell ist.””

Es existiert auBRerdem noch ein weiterer Ligand fir den IR-A:%> Proinsulin, also eine
Insulinvorstufe, zirkuliert vermehrt im embryonalen und fetalen Organismus und zeigt ein
ahnliches Bindungsmuster wie IGF-2, sodass in erster Linie der IR-A als Rezeptor fungiert.?
Ausgeldst werden lberwiegend mitogene und proliferative Signalkaskaden wie der SOS/ERK-
Weg und weniger metabolische Effekte iber Akt.?2 Da Proinsulin im adultem Kreislauf nur in
geringen Konzentrationen vorhanden ist, scheint es fast ausschlieRlich pranatal relevant zu
sein.?2 Bei Patienten mit Diabetes mellitus Typ 2 konnte allerdings eine bis zu filinffach
erhdhte Konzentration im Blutkreislauf nachgewiesen werden.??

Die vorherrschende Prasenz des IR-A in undifferenziertem Gewebe, wie es embryonal und
fetal vorkommt, korreliert mit den Beobachtungen, dass der IR-A vermehrt von Tumorzellen
exprimiert wird.88 So wurde unter anderem eine Uberexpression des IR-A bei Prostata-,
Mamma- und Kolonkarzinomen festgestellt.”7:2%93 Auch hier beeinflusst der IR-A Wachstum,

Zellzyklus und Apoptose.””

1.3.4. Das Insulin/Insulin-like growth factor-System

Das System der insulindhnlichen Wachstumshormone steht in engem Zusammenhang mit dem
Insulinsystem.®* Dazu gehoéren zwei Liganden, ,Insulin-like growth factor 1“ (IGF-1) und
sinsulin- like growth factor 2“ (IGF-2), sowie zwei Rezeptoren, IGF-1-Rezeptor (IGF-1R) und
IGF-2-Rezeptor (IGF-2R).%5% Durch die strukturellen Ahnlichkeiten der Liganden sowohl mit
Insulin als auch des IGF-1R mit dem IR gibt es groBe Uberschneidungen, sodass von einem

Insulin/IGF-System gesprochen wird.%497

Der Aufbau der insulindhnlichen Wachstumsfaktoren zeigt groRe Ubereinstimmung mit dem
Insulinmolekiil, wodurch die Peptide zu ihrem Namen gekommen sind.®>9% Die Peptidketten
der beiden IGF-Molekiile selbst variieren in der Lange um nur 3 Aminosduren, wobei die
Sequenzen zu 62% homolog sind.*® Die IGF-Molekiile enthalten Bindungsstellen fiir IGF-
Bindungs-Proteine (IGFBP).109.107 Die sechs verschiedenen IGFBP binden an die IGF-Molekiile im

zirkulierenden Blut und regulieren dartiber deren Aktivitat und Verfiligbarkeit.?00.101
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IGF-1 und IGF-2 werden groRtenteils in der Leber synthetisiert, daneben entsteht durch die
lokale Produktion von IGFs im Gewebe auch eine parakrine Wirkung.%%192 Die hepatische
Produktion von IGF-1 steht unter dem Einfluss des Wachstumshormons Somatropin (=
»,Growth Hormone®), denn IGF-1 lUbermittelt einen GroRteil der wachstumsférdernden Effekte
des Somatropin.’®®  Waiahrend die Hauptaufgabe von Insulin die Regulation von
Stoffwechselablaufen ist, nehmen die IGFs vornehmlich Einfluss auf Wachstum und
Zelluberleben.®®

IGF-1 wirkt stimulierend auf Zellwachstum und -differenzierung im adulten Kérper.%6 So
bewirkt IGF-1 sowohl die Muskelzellproliferation, als auch die Differenzierung von Myoblasten
zu Myozyten.%* Des Weiteren foérdert IGF-1 das Skelettwachstum Uber vielfaltig stimulierende
Effekte auf Chondroblasten und Osteoblasten.'®> Als Proliferationsstimulus beeinflusst IGF-1
den Zellzyklus und ermdglicht das Voranschreiten in der G1-Phase.'°¢ Dariliber hinaus hat IGF-
1 insulindhnliche, metabolische Wirkungen wund erhéht die Insulinsensitivitdt des
Gewebes.07.108 Dabei werden die anti-lipolytischen Effekte vermutlich nur lber den IGF-1R
direkt ausgelost, wahrend die Senkung des Blutzuckerspiegels und der Einfluss auf den
Proteinstoffwechsel ebenfalls durch Aktivierung des IR erfolgt.'03

IGF-2 hat eine bedeutende Rolle fiir das pranatale Kérperwachstum.'9?® Knock-out Miuse, mit
inaktiviertem IGF-2 zeigten im Vergleich zu normalen Ma3usen ein embryonales
Wachstumsdefizit von bis zu 60%.9° Im gesunden adulten Korper spielt IGF-2 nur noch eine
untergeordnete Rolle, obwohl die Serumkonzentration von IGF-2 hdher ist als die des IGF.'"©
Dies lasst sich einerseits durch die 6-fach héhere Affinitat von IGF-1 zum IGF-1R erkldren und
andererseits durch die hdhere Affinitat von IGF-2 zu den IGFBP, wodurch die Rezeptorbindung
verhindert wird.""® Durch genomisches Imprinting ist das Gen auf dem maternalen
Chromosom inaktiv, wodurch die Aktivitat im adulten Organismus nur durch die paternale
Version des Gens bestimmt wird.™""

Der IGF-1R Ubermittelt die wachstumsstimulierenden Effekte beider IGFs und wird im
humanen Kérper ubiquitér exprimiert.'0 Er zeigt eine groRe Ahnlichkeit in Form und Struktur
mit dem IR."'2 Die Grundlage dafiir liegt in der Entwicklung der beiden Rezeptoren, denn sie
sind evolutiondr aus einem Vorlaufergen entstanden und ahneln stark in der Primarstruktur.5>
GroRere Unterschiede zeigen die Ligandenbindungsdomanen auf der jeweiligen a-Kette,
wodurch das verschiedene Bindungsmuster der Liganden erklart werden kann.®” Hier liegt
gleichwohl immer noch eine Homologie von fast 50% vor.%” Diese strukturelle
Ubereinstimmung erméglicht die Bindung der Liganden Insulin und IGF-2 an beide
Rezeptoren.''® Unterschiede bestehen in der Affinitat: Der IGF-1R bevorzugt IGF-1 und IGF-2,
Insulin kann aber mit reduzierter Affinitdt von 1/500 bis 1/1000 binden.'’® Besonders bei

hohen Insulinkonzentrationen im Blut kommt es zu einer Spill-Over-Aktivierung des IGF-1R
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durch Insulin.”? An den IR-B bindet fast ausschlieRlich Insulin, an den IR-A hingegen binden
Insulin und IGF-2 mit ahnlicher Affinitdat (1/10) und IGF-1 mit einer vergleichsweise

niedrigeren Affinit4t.88113

Rezeptor Affinitat der Liganden
IGF1-Rezeptor IGF-1 > IGF-2 >> Insulin
IGF2-Rezeptor IGF-2

Insulinrezeptor Isoform-A (IR-A) Insulin > IGF-2 >> IGF-1
Insulinrezeptor Isoform-B (IR-B) Insulin >>> IGF-2 = IGF-1
Hybridrezeptor IR-A/IR-B Insulin >> IGF-2 = IGF-1
Hybridrezeptor IGF-1R/IR-A IGF-1 = IGF-2 >> Insulin
Hybridrezeptor IGF-1R/IR-B IGF-1 = IGF-2 >>>  Insulin

Tabelle 1.3. Die Rezeptoren des Insulin/IGF-Systems und die Affinitdt der Liganden

(Zusammenfassende Darstellung auf der Grundlage von ,Insulin, insulin receptors, and cancer,, von Vigerni et al.,
»Insulin receptor and cancer” von Belfiore et al., ,,The IGF system*“ von Annunziata et al. und , The insulin receptor: A
new target for cancer therapy“ von Malaguarnera und Belfiore 49:73.76,96)

IR und IGF-1R zeigen viele Ubereinstimmungen, eine differenzierte Wirkung entsteht jedoch
durch unterschiedliche Expressionsmuster im Korper.6%1'4 So wird der IR typischerweise in
Muskel-, Fett- und Lebergewebe exprimiert, wahrend der IGF-1R in Muskel- und Fettgewebe
nur in geringerem MaRe vorkommt.'%” AuRerdem flihrt die praferenzielle Aktivierung spezieller
intrazelluldrer Interaktionen und Kaskaden zu unterschiedlichen Effekten.'® Durch
Ligandenbindung an den IGF-1R werden besonders lber die RAS/ERK-Kaskade mitogene und
proliferative Effekte vermittelt.’07 Zusatzlich existieren unterschiedliche Theorien, wonach
einige Adapterproteine, wie das Proto-Onkogen ,CT10 Regulator of Kinase“ (Crk Il) und 14-3-
3 Proteine, praferenziell an den IGF-1R binden und onkogene Wirkungen vermitteln.76115.116
Die distinkten Einfllisse in Bezug auf die Auslosung spezifischer mitogener oder metabolischer

Signalwege sind bislang nicht abschlieRend aufgeklart.?

Des Weiteren kann es zur Entstehung gemischter Rezeptoren kommen (Hetero-Tetramer).''”
Bei diesen IR-/IGF-1R-Hybriden dimerisiert ein IR-Molekil mit einem Rezeptormolekil des IGF-
1-Rezeptors.’’” Sind IR und IGF-1R zu dhnlichen Anteilen in einem Gewebe vorhanden, ist die
Bildung von diesen Hybridrezeptoren haufig.’’® Dabei koénnen beide Isoformen des IR

gleichermaRen die Bindung mit dem IGF-1R eingehen.''® Die Affinitat von IGF-1 scheint hoher
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zu dem IR-A/IGF-1R zu sein als zu dem IR-B/IGF-1R. 5" Es besteht wohl eine niedrige Affinitat

fur Insulin bei beiden Hybridrezeptoren.>?

IR-A IR-B IR-A/ IGF-1R IGF-1R/ IGF-1R/

2 NTA IIR-B
Metabolic Effects Mitogenic Effects

Abbildung 1.7. Die Liganden und Rezeptoren des Insulin/IGF-Systems
(aus ,Insulin analogs and cancer“ von Sciacca et al. 2012 119)

Die Abbildung zeigt die moglichen Kombinationen der Liganden-Rezeptorbindung innerhalb des Insulin/IGF-Systems.
Dabei werden schwiachere Affinitaten und Wirkungen mit gestrichelten Pfeilen dargestellt.

Neben IR und IGF-1R wird der Insulin Receptor related Receptor (IRR) als ein dritter Rezeptor
der Insulinrezeptorfamilie zugeordnet.’?° Der IRR hat das gleiche Vorlaufergen und weist eine
vergleichbare Struktur wie der IR und der IGF-1R auf.?".122 Trotz der engen Verwandtschaft
mit den anderen Rezeptoren der IR-Familie kénnen die Liganden des Systems, Insulin und IGF-
1 und -2, nicht an den IRR binden.’®" Es wird angenommen, dass der IRR eine Rolle bei der
pranatalen sexuellen Entwicklung des mannlichen Geschlechts spielt sowie dariiber hinaus im
adulten Korper durch ein alkalisches Milieu aktiviert wird und somit einen Teil der Saure-

Basen-Regulation darstellt.123.124

Der IGF-2-Rezeptor besitzt im Gegensatz zu den anderen Rezeptoren des Insulin/IGF-Systems
einen monomeren Aufbau.''* Die Hybridrezeptorbildung ist nicht méglich und seine Funktion
unterscheidet ihn von den anderen Rezeptoren des Systems.?* Er hat keine
Tyrosinkinaseaktivitdt und entspricht strukturell dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor,
wodurch er einen Teil des lysosomalen Abbausystems bildet.?° Im Insulin/IGF-System stellt er
einen spezifischen Rezeptor nur fir IGF-2 dar.'?> Uber die Internalisierung und den

lysosomalen Abbau von IGF-2 reguliert er dessen Verfligbarkeit in der Blutzirkulation.'26
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1.3.5. Diabetes mellitus Typ 2 und das metabolische Syndrom

Aufgrund der komplexen Wirkung des Insulin/IGF-Systems sind Stérungen einzelner Ebenen
im Rahmen des Diabetes mellitus Typ 2 mit weitreichenden Folgen verbunden.>' Infolge der
steigenden Erkrankungsrate stellt Diabetes mellitus ein globales gesundheitliches Problem
dar.'?” In Deutschland liegt die Pravalenz von Diabetes mellitus aktuell bei ca. 12%, weltweit
sind fast 9% der Erwachsenen betroffen (Stand 2017).727 Es handelt sich in 90% der Falle um
Diabetes mellitus Typ 2.727 In den letzten Jahren bis Jahrzehnten war ein starker Anstieg der
Erkrankungen zu verzeichnen und von einer weiteren Steigerung in den nachsten Jahrzehnten
ist auszugehen.'?” Dabei ist der groRte Anteil der Patienten im arbeitsfahigen Alter.’??
Diabetes mellitus verursacht insgesamt Uber 10% der Todesfidlle weltweit und stellt somit
eine der 10 haufigsten Todesursachen dar.’?” Zudem entstehen hohe Gesundheitskosten

sowohl durch Diabetes mellitus selber als auch dessen Folgeerkrankungen.'2?
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Abbildung 1.8. Die Entwicklung der Prdvalenz des Diabetes mellitus weltweit

(aus ,IDF Diabetes Atlas; 8th edn. 2017“127)

In dem Zeitraum von 2000 bis 2017 war circa eine Verdreifachung der Erkankungsfélle an Diabetes mellitus zu
verzeichnen.

Bei Diabetes mellitus Typ 2 ist eine periphere Insulinresistenz vorhanden, die einem
reduzierten zellularen Ansprechen der Zielzellen auf die Stimulation mit Insulin
entspricht.>>70.127 Es besteht hierdurch ein relativer Insulinmangel.'?” Erhohte Blutglucose-
und Blutlipidspiegel fiihren daraufhin zu einer kompensatorischen Insulin-Mehrproduktion der
B-Zellen mit Hyperinsulindmie.'?7:128 |angfristig kann es im Laufe der Erkrankung zu einem
progredienten Funktionsverlust und einer Apoptose der B-Zellen kommen, sodass zusatzlich
ein absoluter Insulinmangel entsteht.>>128

Ein Diabetes mellitus liegt vor bei einer Serumglucose von >126mg/dL in niichternem

Zustand, einem zufalligen Serumglucosewert von >200mg/dL, bei einem Anteil von >= 6,5%
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des glycosylierten Hamoglobin Alc (HbA1c) oder einem pathologischen 2-Stunden-

Glucosetoleranztest.'2”

Die Wahrscheinlichkeit, an Diabetes mellitus Typ 2 zu erkranken steigt mit zunehmendem
Alter.’27 Das Risiko wird allerdings stark durch die Lebensgewohnheiten der Patienten in Form
von Uber- und Fehlerndhrung, Bewegungsmangel und Ubergewichtigkeit beeinflusst.’2” Es
besteht eine Assoziation zu weiteren Stoffwechselerkrankungen, die als metabolisches
Syndrom zusammengefasst werden.’?® Neben der Hyperglykdmie im Rahmen von
Insulinresistenz und Diabetes mellitus sind die Dyslipoproteinamie (Triglyceride, Low-Density-
Lipoprotein (LDL) und Cholesterol erhdht, High-Density-Lipoprotein (HDL) erniedrigt), der
Bluthochdruck und die Ubergewichtigkeit Komponenten des metabolischen Syndroms.128

Die Insulinresistenz im Rahmen von Diabetes mellitus Typ 2 entsteht vor allem in dem
normalerweise insulinsensiblen Muskel-, Leber- und Fettgewebe durch eine veranderte
Signaltransduktion {ber den IR.728 Dabei fiihren Veranderungen der IR-Expression und IR-
Signalkaskaden zu dem reduzierten peripheren Ansprechen auf Insulin.'?® Es kommt zu einer
Verschiebung des IR-A/IR-B-Verhéltnisses zugunsten des IR-A.5" Dies fihrt dazu, dass
verhdltnismaRig weniger metabolische Effekte Uber den IR-B vermittelt werden.>'
Entscheidende Mechanismen sind aufRerdem die inhibitorische Phosphorylierung von IRS-1, die
Herabregulation von GLUT-4 und die Beeintrdchtigung der Signalkaskaden {ber Akt und
PI3K.70.128.130 Durch die Hyperinsulinamie wird ferner die IGF-1-Synthese gesteigert und die
Verfligbarkeit von IGF-1 durch Beeinflussung der IGF-Bindungsproteine erhdht.'3’
Insbesondere das Ubergewicht stellt einen relevanten Einflussfaktor auf die Entstehung der
Insulinresistenz und des Diabetes mellitus Typ 2 im Rahmen des metabolischen Syndroms
dar.'?® Entscheidenden Einfluss darauf hat der Zustand der geringgradigen Entziindung bei
Ubergewichtigeit.28132  Hypoxische Adipozyten und freie Fettsduren I6sen vermehrt
oxidativen Stress aus und induzieren proinflammatorische Gene.28.129.131 Freje Fettsduren und
weitere Abbauprodukte des Fettstoffwechsels wirken lipotoxisch.70.128 Die
proinflammatorischen Zytokine TNF-a, IL-18 und IL-6 fordern die inhibitorische
Phosphorylierung von IRS-1 und GLUT-4 und tragen zu der peripheren Insulinresistenz durch
die veranderte Signalweiterleitung tber Akt und PI3K bei.”®128 Die geringgradige Entziindung
fihrt auRerdem zu einer Reduktion von Adiponectin, welches physiologischer Weise die
Insulinsensibilisierung des Gewebes férdert und bei reduzierter Expression die Insulinresistenz
verstarkt.’?® Einen weiteren Einfluss auf die Insulinresistenz bildet die Glykolysierung von
Proteinen bei Hyperglykamie.”%13! Die glykolysierten Molekiile wirken glykotoxisch und fiihren
zu einer Mitochondriendysfunktion mit der Bildung von Sauerstoffradikalen und Auslésung

einer Entzliindung.”%'28 Dies tragt wiederum zu der Entwicklung einer peripheren

24



Insulinresistenz durch die Hyperphosphorylierung von wichtigen Signalmolekiilen der IR-

Signaltransduktion, beispielsweise von IRS-Proteinen bei.”®

Diabetes mellitus Typ 2 und Hyperglykdmie sind mit diversen chronischen Folgeerkrankungen
assoziiert.'?” Hohe Blutzuckerspiegel bedingen die Schadigung der BlutgefiaRe und
kardiovaskulare Erkrankungen.'?” Diabetische Nephropathie, Retinopathie und Neuropathie
sind charakteristische Folgeerkrankungen und kdnnen zu Niereninsuffizienz, Erblindung, und
Wundheilungsstoérungen sowie Amputationen von GliedmaRen erforderlich machen.’2” Damit
verbunden sind hohe Kosten fiir das Gesundheitssystem, etwa durch Nierenersatztherapien
oder Versorgung des diabetischen FuRsyndroms.'?” Auch die Entstehung und Progression
von Karzinomerkrankungen wird durch das metabolische Syndrom und Diabetes mellitus Typ
2 gefdrdert.22131 Um die irreversiblen Folgen eines Diabetes mellitus Typ 2 zu verhindern, ist
eine frithzeitige Diagnose und Anderung der Lebensgewohnheiten entscheidend.'?” In der
Stufentherapie des Diabetes mellitus Typ 2 konnen daneben noch verschiedene

antidiabetische Medikamente und zuletzt auch Insulin eingesetzt werden.'?”

1.4. Der Insulinrezeptor als Treiber der Karzinogenese

Die Entstehung von Karzinomen ist ein multifaktorieller Prozess, auf den unterschiedliche
Einflussfaktoren wirken.! Bei verschiedenen Karzinomerkrankungen steht die Dysregulation
des Insulin/IGF-Systems im Zusammenhang mit der Tumorentstehung und -progression.5’ Die
aktuelle Studienlage zeigt unter anderem eine erhdhte Expression des IR-A bei Mamma-,
Prostata- und Lungenkarzinomen sowie auch bei kolorektalen Karzinomen.>' Neben der
Uberexpression des IR-A sind die Expression des IGF-1-Rezeptors auf Tumorzellen und eine
gesteigerte Produktion von IGFs durch Tumorzellen bekannt.88% Veranderungen des
Insulin/IGF-Systems im Rahmen von Diabetes mellitus Typ 2 und des metabolischen Syndroms
stellen Risikofaktoren fiir die Karzinomentstehung dar.’3" Adipositas und Stérungen des
Insulinstoffwechsels beeinflussen die Insulin- und IGF-1-Konzentrationen im Blut und stehen
so im Zusammenhang mit einem gesteigerten Karzinomrisiko.”394 Die geringradige chronische
Entziindungsreaktion bei Adipositas tragt in diesem Zusammenhang zu der Entstehung einer
peripheren Insulinresistenz bei.’3® Bei sinkender Insulinsensibilitit des Gewebes sind
kompensatorisch erhdhte Insulin- und IGF-1-Spiegel die Folge.>** Hohe IGF-Konzentrationen
und hohe Insulinkonzentrationen im Blut sind mit dem erhdhten Risiko und dem schlechterem

Outcome von kolorektalen Karzinomerkrankungen verbunden.>'33 Die Verschiebung des
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Isoformverhaltnisses des IR zugunsten der proliferationsférdernden Isoform A ist ein weiterer
Bestandteil der peripheren Insulinresistenz.>' Die Dominanz des IR-A bedingt eine verstarkte
Weiterleitung proliferativer Signale tiber die MAP-Kinase und kdnnte in diesem Zusammenhang
mutmaRlich das Risiko fiir sCRC erhdhen.590,94

Bei Karzinomen kommt es auch bei hohen Insulinkonzentrationen nicht zu der Herabregulation
des IR.’3'" Im Gegenteil konnte bei sCRC eine vermehrte Expression des IR-A nachgewiesen
werden.?® Mutationen in Tumorzellen fiihren zur Herabregulation bestimmter miRNAs, welche
normalerweise  als  Tumorsupressor  fungieren.>® Diese miRNAs und  weitere
Transkriptionsfaktoren regulieren die IR-Expression, sodass deren Dysregulation eine IR-
Uberexpression und Verschiebung des IR-A/IR-B-Verhiltnisses zugunsten von IR-A in
Tumorzellen ermdglicht.> Ein weiterer Faktor bei sCRC ist die Dysregulation der
Signaltransduktion des IR aufgrund einer Uberexpression von IRS-1 und -2.%0 Dabei besteht
eine Assoziation zu der Tumorprogression sowie zu der Lebermetastasierung.®® Die simultane
Uberexpression von IR-A und IGF-1R auf Karzinomzellen fiihrt dariiber hinaus zu einer
vermehrten Hybridrezeptorbildung (IR-A/IGF-1R).4® Diese Rezeptoren binden die Liganden
Insulin, IGF-1 und IGF-2 mit hoher Affinitat und |6sen praferentiell mitogene und proliferative
Signalkaskaden aus.#%:134

Zusatzlich kann die Hyperglykdmie bei Diabetes mellitus fordernd auf die Progression von
malignen Erkrankungen wirken.#®32 Eine hohe Zellteilungsrate bedeutet einen hohen
Energieverbrauch der Tumorzellen, der durch aerobe Glykolyse gedeckt wird.'3':135 Durch

erhdhte Blutzuckerspiegel steht vermehrt Glukose fiir die Tumorzellen zur Verfligung.*?

Bei Karzinomen besteht auRerdem eine lokale Uberexpression von IGF-2, indem das
normalerweise durch Imprinting stumm geschaltete maternale IGF-2-Gen in Tumorzellen
aktiviert ist.94136 Genamplifikationen, die Uberexpression von Transkriptionsfaktoren und
Proteinkonvertasen sowie Mutationen in Tumorsuppressorgenen, wie TP53, tragen ebenfalls
zu der vermehrten Expression von IGFs in Karzinomen bei.>".'3¢ Die auto- und parakrinen
Effekte der IGFs auf Zellteilung, -wachstum und -motilitdt bewirken die Foérderung der
Karzinomentwicklung und Metastasierung.’97:13¢ Dabei werden durch Bindung von IGF-2 an
den IR praferentiell die mitogenen Signalkaskaden tiber MAPK/ERK ausgel6st.®> Aufgrund des
engen Zusammenhangs und der simultanen Uberexpression von IGF-2 und IR-A wird vermutet,

dass das eigentliche Ziel von IGF-2 in Tumorzellen nicht der IGF-1R, sondern der IR-A ist.73.88
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1.5. Fragestellung

Das Risiko an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken wird von multiplen
Lebensstilfaktoren beeinflusst.’* Aktuelle Studienergebnisse bestdtigen, dass metabolische
Stoffwechselstérungen das Risiko erhéhen, frithzeitig an einem sCRC zu erkranken.'3” Bei der
CU fuhrt die chronische Entziindung zu einem erhohten cCRC-Risiko Uber die Dysplasie als
Vorstufe.*3

Angesichts der generellen Bedeutung des IR fiir den Zellstoffwechsel, das Zellwachstum und
die Zelldifferenzierung entstand die Hypothese, dass die Uberexpression des IR im
Rahmen der Karzinogenese kolorektaler Karzinome relevant ist. Als Grundlage
nahm ich die Verotffentlichungen von Abbruzzese et al. und Bjerrum et al., die eine IR-
Uberexpression zu frithen Zeitpunkten im Rahmen der Entstehung des sCRC sowie des cCRC
zeigten.’3813%  Um die Hypothese zu prifen, untersuchte ich die IR-Expression bei
Gewebeproben mit CU-assoziierten Dysplasien und sporadischen kolorektalen Adenomen,
welche den Vorstufen des cCRC und sCRC entsprechen. AuRerdem untersuchte ich die IR-
Expression in nicht-dysplastischer Mukosa bei Patienten mit CU verschiedener Schweregrade
und die IR-Expression beim cCRC.

Der Vergleich der IR-Expression bei den Karzinomvorstufen ermdglicht Rickschliisse auf
Gemeinsamkeiten und Unterschiede der Karzinogenese von sCRC und cCRC. Als potentieller
molekularer Marker intestinaler Prdkanzerosen koénnte sich der IR als diagnostisch und

maoglicherweise klinisch-therapeutisch bedeutend erweisen.
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2. Material und Methoden

2.1. Studiendesign

Um meine Hypothese zu prifen, wurden sechs Studiengruppen gebildet, die die
folgenden Kriterien erfillten:

Die erste Gruppe sollte Gewebeproben von Patienten mit CU-assoziierter Dysplasie
enthalten. Hierbei sollten sowohl low-grade als auch high-grade Dysplasien einbezogen
werden. Als Ausschlusskriterien in dieser Gruppe galten entziindliche Darmerkrankungen
anderer Genese, wie z.B. Morbus Crohn oder Colitis indeterminata. Die umgebende nicht-
dysplastische Mukosa wurde als Gruppe ,,Dysplasie-Umgebung® untersucht.

Die zweite Gruppe sollte sich aus Gewebeproben von Patienten mit einer Pancolitis ulcerosa
zusammensetzen, die als E3 nach der Montreal-Klassifikation eingestuft worden waren. Die
Entzlindung wies entsprechend bei diesen Patienten die gréRte Ausdehnung auf, da sie das
gesamte Kolon umfasste. Die Voraussetzung zur Aufnahme in die Gruppe war aulerdem das
Fehlen von dysplastischen Veranderungen.

In der dritten Gruppe sollten Gewebeproben von Patienten mit einer linksseitigen CU,
entsprechend E2 nach der Montreal-Klassifikation, untersucht werden. Es durften keine
dysplastischen Veranderungen in den Biopsien vorhanden sein.

Die vierte Gruppe sollte aus Gewebeproben von Patienten mit einem cCRC bestehen. Es
sollten sowohl gut differenzierte Adenokarzinome (G1) als auch Adenokarzinome mit einer
maRigen Differenzierung (G2) und gering differenzierte Adenokarzinome (G3) eingeschlossen
werden.

In der fiinften Gruppe sollte Gewebe von tubuldren kolorektalen Adenomen untersucht.
Lediglich low-grade Adenome sollten ausgewahlt werden. Der Ausschluss von CU oder einer
anderen entziindlichen Darmerkrankung oder einem entziindlichen Infiltrat der Mukosa sollte
gewidhrleistet sein. Das umgebende, gesunde Darmgewebe wurde als Gruppe ,Adenom-
Umgebung“ gesondert ausgewertet.

Die Kontrollgruppe (sechste Gruppe) sollte Gewebeproben von darmgesunden Patienten
beinhalten. Die Mukosa musste histopathologisch als gesund klassifiziert sein. Ausgeschlossen
wurden Gewebeproben von Patienten mit chronisch-entziindlichen Darmerkrankungen,
Divertikulose oder Divertikulitis und gastrointestinalen Karzinomen. Des Weiteren durfte die
Darmschleimhaut histopathologisch keine Zeichen entziindlicher Veranderungen jeglicher Art
zeigen. Patienten mit mikroskopischer Colitis, pseudomembrandéser Colitis und Cytomegalie

Virus-Colitis wurden ausgeschlossen.
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2.2. Gewebeschnitte

Die Zusammenstellung des Kollektivs erfolgte zunichst in theoretischer Vorauswahl unter
Beachtung der oben genannten Ein- und Ausschlusskriterien. Das mit Formalin fixierte, in
Paraffin eingebettete (FFPE)-Gewebematerial stammte aus dem Archiv des Instituts fir
Pathologie des Universitatsklinikum Schleswig-Holstein (UKSH) Kiel. Es handelte sich um
Biopsien aus Koloskopien und Resektate von Kolektomien oder Teilkolektomien. Die Proben
waren zur Beurteilung von den verschiedenen Fachabteilungen des UKSH sowie von externen
Kliniken und niedergelassenen Medizinern eingesandt worden. Das Gewebe wurde zu dem
jeweiligen Zeitpunkt der Einsendung zur histologischen Bewertung und Aufbewahrung mit
10%-iger Formaldehyd-Losung fixiert. AnschlieRend wurden die fixierten Proben in
Paraffinblocke gebettet. Von jedem Paraffinblock wurde mit dem Mikrotom Leica Rm2245
drei bis sieben Schnitte von 2um Dicke hergestellt. Diese wurden auf Superfrost PLUS
Objekttrager aufgezogen und zunachst Uber Nacht im Warmekasten (Binder) bei 54°C

getrocknet. Die anschlieRende Aufbewahrung der Schnitte erfolgte bei -8°C.

2.3. Immunhistochemische Farbung

Um den IR in dem Epithel der Kolonschleimhaut nachzuweisen wurde eine

immunhistochemische Antikorperfarbung (IHC) angewandt. Diese wurde als manuelle Farbung

Uber zwei Tage durchgefihrt.

2.3.1. Materialen
Substanz Lot/Ref- Hersteller Anwendung
Nummer
Tag 1 Tag 2
Xylol Bezug durch Th. Geyer  Absteigende Aufsteigende
Alkoholreihe Alkoholreihe
96% (99%) Ethanol 8419.1 Carl Roth GmbH & Co. Absteigende Aufsteigende
(Bestell- KG, Karlsruhe Alkoholreihe Alkoholreihe
Nummer)
Deionisiertes Wasser 8420.1 Carl Roth GmbH & Co. Absteigende Aufsteigende
(Bestell- KG, Karlsruhe Alkoholreihe Alkoholreihe
Nummer)
UltraVision Hydrogen Peroxide  02Q150904 Thermo Fisher Blockierung
Block TA-125-H202Q Scientific, Fremont,
USA
UltraVision Protein Block TA- PBQ160223 Thermo Fisher Blockierung

125-PBQ

Scientific, Fremont,
USA
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Antibodydiluent 1: griin REF: ZUCO25-  Zytomed Systems Antikorper-
500 GmbH, Berlin verdinnung
LOT: P882
Antibodydiluent 2: klar REF: AR9352 Leica Biosystems Antikorper-
LOT: Nussloch GmbH, verdinnung
Bond Primary Antibody Diluent SLBT3060 Nussloch
ab 36550 monoclonal Maus LOT: Abcam, Cambridge, UK Etablierung Priméaranti-
Insulin-Rezeptor a GR221398-6 korper
ab137747 polyclonal Rabbit LOT: Abcam, Cambridge, UK Etablierung
Insulin Rezeptor Gr246269-5
Rabbit Polyclonal Antibody to LOT: Sino biological Inc., Etablierung
INSR/CD220 HBO4SE3006  Peking, China
INSRB(4B8) rabbit mAb LOT: 8 Cell Signalling Farbung des
Technologies, Danvers,  Kollektivs
USA
ImmPRESS REAGENT ZB 0821 Vector Laboratories, Sekundaranti-
PEROXIDASE Universal Anti- ZC 0307 Inc, Burlingame, USA korper
MOUSE/RABBIT Ig - MP-7500
ImmPact NovaRed Peroxidase Vector Laboratories, Chromogen
Substrate SK-4805 Kit Inc, Burlingame, USA
Hamalaunlésung sauer nach 49141 Dr. K. Hollborn & Kernfarbung
Mayer (Hamalaun-RL) Séhne, Leipzig
0088663
pertex 41-4011 00 10518 MEDITE Medical GmbH, Eindeckelung
Burgdorf
Leitungswasser Spulung Spulung
Tabelle 2.1. Chemikalien und Substanzen
Puffer Inhalt LOT/Ref- Hersteller Anwendung
Nummer
10x TBS 87,579 Natriumchlorid  3957.2 Carl Roth GmbH & Co.  Spilung mit 1x TBS
(Tris- (Artikel- KG, Karlsruhe
buffered nummer)
saline) 60,579 Tris-Base LOT: Sigma-Aldrich, St. Spilung mit 1x TBS
(Trizma Base) SLBQO403V Louis, USA
1000ml deionosiertes Carl Roth GmbH & Co.  Spilung mit 1x TBS
Wasser KG, Karlsruhe
Titration mit HCL auf Spulung mit 1x TBS
pH 7,4
Tris- 1,219 Tris-Base Sigma-Aldrich, St. Pascal-Druckkochtopf
EDTA- (Trizma Base) Louis, USA
Puffer 0,379 EDTA (Tris LOT: Sigma-Aldrich, St. Pascal-Druckkochtopf
10x EDTA Buffer Solution) 1298629 Louis, USA
1000ml deionosiertes Carl Roth GmbH & Co.  Pascal-Druckkochtopf
pH: 9,0 Wasser KG, Karlsruhe
Citrat- 3,789 Zitronenséure Pascal-Druckkochtopf
Puffer Etablierung
10x 24,219 Tri- Charge: Carl Roth GmbH & Co.  Pascal -Druckkochtopf
Natriumcitrat-Dihydrat 191168925 KG, Karlsruhe Etablierung
pH: 6,0 1000ml Art-Nr. Carl Roth GmbH & Co.  Pascal-Druckkochtopf
Zweifachdestilliertes 3478.1 KG, Karlsruhe Etablierung
Wasser (Bidest) Charge:
212186423

Tabelle 2.2. Pufferansiatze
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Material Produkt(-Nummer) Hersteller Anwendung

Superfrost PLUS J1800AMNZ Thermo Fisher Eindeckelung

Objekttréager Scientific, Waltham,
USA

Deckglaser (Menzel- Menzel, Braunschweig  Eindeckelung

Gliaser) 24x60mm

Mikrotom RM2245 Leica Biosystems Schnitt
Nussloch GmbH,
Nussloch

Kuhlplatte COP 30 MEDITE Medical GmbH,  Schnitt (-14°C)
Burgdorf

Brutschrank 9010-0002 Binder, Tuttlingen Schnitt, Trocknung bei 50-55°C

B 28 #04-68149

Pascal S$2800 DakoCytomation, Druckkochtopf
Glostrup, Danemark

See-Saw-Rocker SSL4 Stuart/Cole Parmer, Spulung
Vernon Hills, USA

Mini Centrifuge GMC-060 (Serien- Neo Lab, Heidelberg Zentrifuge

Lab Dancer Vario
Farbeautomat

Mikroskop

Scanner

Computerprogramme

Statistikprogramm

nummer: 0307058)
01.735279

Leica BOND-MAX
Leica DM1000

Leica SCN 400

Leica SCN400 Client
Leica SCN400 Image

Viewer
XnView

SPSS Version 24

IKA, Staufen

Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar
Pierre-Emmanuel
Gougelet, Reims,
Frankreich

IBM, Armonk, USA

Vortex-Schuttler

Auswertung

Scan

Scan

Scan, Bildherstellung

Bildherstellung

Statistische Auswertung

Tabelle 2.3. Weitere Materialien, Gerate und Programme

2.3.2. Durchfihrung

Zu Beginn der Behandlung wurden die Objekttrager mit dem FFPE-Gewebe entparaffiniert um
das Epitop fir die Farbung zugénglich zu machen. Es folgte die Rehydrierung in absteigender
Alkoholreihe. Daflir wurden die Objekttrager zunachst zweimal fir jeweils 15 Minuten in
reinem Xylol entparaffiniert. Es folgten zwei fiinf miniitige Spulschritte in 99%-igem Ethanol,
zweimal funf Minuten in 70%-iger Ethanolldsung, zweimal zwei Minuten in 50%-iger

Ethanollésung und abschlieRend die zweifache Spiilung in deionisiertem Wasser.

Nach Vollendung der absteigenden Alkoholreihe wurden die entparaffinierten Objekttrager mit

1x Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)-Puffer behandelt. Die Pufferlosung und die
Hitzebehandlung im ndchsten Schritt bewirkten die Lockerung der Quervernetzung der

Proteine des Gewebes. Die Fixierung mit Formalin wurde dadurch riickgangig gemacht. Der
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Druckkochtopf Pascal der Firma DakoCytomation wurde mit 500 ml deionisiertem Wasser
gefillt und die Kivette mit den Objekttragern (in EDTA-Puffer) mittig in dem Behalter
platziert. Durch Voreinstellung des Programms wurde die Temperatur automatisch tber 15
Minuten auf 125°C gesteigert und dann eine Minute gehalten. AnschlieRend reduzierte das
Gerat die Temperatur innerhalb von 20 Minuten auf die eingestellte Abkihltemperatur von
10°C. Nach Vollendung des Programmes wurde die Kiivette entnommen und die Objekttrager
insgesamt neun Minuten unter flieRendem Leitungswasser gespilt. Dabei wurde die
Wassertemperatur schrittweise alle drei Minuten gesenkt. Die ersten drei Minuten wurde
heiles Wasser verwendet, anschlieRend drei Minuten lauwarmes Wasser und zum Schluss
erfolgten drei Minuten Kiihlung mit kaltem Wasser.

Das Leitungswasser in der Kivette wurde durch 1x , Tris-buffered Saline® (TBS) ersetzt und
die Objekttrager fur finf Minuten auf dem see-saw rocker SSL4 der Firma Stuard mit einer

Frequenz von 37/Minute gesplilt.

Es folgte die Blockierung mit Hydrogen Peroxidase Block (Thermo Fisher Scientific) um die
Aktivitat der endogenen Peroxidase in dem Gewebe zu hemmen. Dadurch sollten falsch-
positive Signale bei der Farbung verhindert und die Hintergrundfarbung reduziert werden. Zu
diesem Zweck wurden die Schnitte aus der TBS Losung entnommen und die Objekttrager mit
»Hydrogen Peroxidase Block” (Thermo Fisher Scientific) bedeckt. Die Inkubation erfolgte fiir

15 Minuten bei Raumtemperatur.

AnschlieRend folgte die erneute dreimalige Spllung der Objekttrager in 1x TBS fir jeweils
flinf Minuten auf dem See-Saw Rocker SSL4. Zwischen den Spiilgdngen wurde die TBS Lésung

jeweils erneuert.

Die Objekttrager wurden erneut aus der Kiivette entnommen und das Gewebe wurde mit
yUltraVision Protein Block“ (Thermo Fisher Scientific) behandelt, um die Spezifitat der
Antikdrperbindung im weiteren Verlauf zu steigern. Die unspezifische Bindung des
Antikdrpers an Proteinkomplexe sollte so reduziert werden. Die Inkubationszeit betrug finf

Minuten bei Raumtemperatur.

Im Anschluss folgten drei Spilgange in 1x TBS fir jeweils zwei Minuten, wobei die TBS

Ldsung zwischen den Spiilgangen jeweils erneuert wurde.

Der Primdrantikérper wurde bei -20°C gelagert. Nach dem Auftauen wurde die

Antikdrperverdiinnung mit dem Antibodydiluenten (ABD) hergestellt. Es wurde eine
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Verdinnung von 1:50 hergestellt. Auf jeden Objekttrager wurden 200ul der
Antikdrperverdiinnung pipettiert. Dabei war darauf zu achten, dass das Gewebe vollsténdig
und gleichmaRig bedeckt war. Nach 30-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur folgte die

Inkubation bei 4-8°C fir 12 Stunden.

Fur den zweiten Teil der Farbung wurde das Gewebe zunidchst in drei Spiilgdngen in 1x TBS
jeweils flinf Minuten gespult. Die Schnitte wurden anschlieRend mit dem Sekundarantikorper
»IMMPRESS REAGENT Peroxidase Universal Anti-Mouse/Rabbit Ig MP-7500“ (Vectorlabs)

bedeckt. Die Inkubationszeit betrug 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Es folgten drei weitere Spiilgange in 1x TBS fiir jeweils finf Minuten.

Die Herstellung des Chromogens erfolgte durch Ansetzen des ,,ImmPACT NovaRed Peroxidase
Substrate Kits“ (Vector SK-4805). Hierflr wurden nach Anleitung des Herstellers zu 5ml
»ImmPACT NovaRED Diluent“ nacheinander drei Tropfen der Reagenz 1 und jeweils zwei
Tropfen der Reagenz 2, 3 und 4 hinzugefligt. Zwischen den einzelnen Schritten sowie vor
Anwendung, wurde die Lésung jedes Mal mit einer Pipette sorgfidltig gemischt. Auf jeden
Objekttrager wurde 200ul des Substrates aufpipettiert. Die Inkubationszeit bei

Raumtemperatur betrug sieben Minuten. Es folgten drei Spilungen in deionisiertem Wasser.

Im Zuge der Gegenfarbung wurden die Gewebeschnitte fiir eine Minute in Hamalaunlésung
sauer nach Mayer (Dr. K Hollborn & Séhne) gebadet und anschlieRend zehn Minuten unter
flieRendem warmen Leitungswasser gebldut. Das enthaltende Hamatoxylin farbte die Zellkerne
blau. Dies diente der besseren Beurteilbarkeit bei der mikroskopischen Auswertung, denn die
blauen Zellkerne stellen einen Kontrast zu der rotlichen immunhistochemischen Farbung dar.
Das Bldauen mit Leitungswasser war notwendig, da nach der Einwirkung des Farbstoffs im

sauren Milieu ein pH-Wert von 7 eingestellt werden muss um die Farbung zu konservieren.

AbschlieBRend erfolgte die erneute Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe. Nach
zweimaligem Spuilen mit deionisiertem Wasser, verbrachte das Gewebe zweimal drei Minuten
in 70%-iger Ethanollésung und jeweils zweimal fiinf Minuten in 99%-igem Ethanol und reinem

Xylol.

Die Gewebeschnitte wurden unter Verwendung von Pertex Schnelleindeckmedium (MEDITE

GmbH) mit Deckglasern der Firma Menzel-Glaser eingedeckelt.
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2.4. Antikérperetablierung und Antikérper

Urspriinglich sollte fiir den Nachweis des IR in unserer Studie der Antikorper insulin receptor
alpha (INSRA, 17661-25E, dilution 1:50; US Biological, Salem, MA) genutzt werden. Dieser
wurde von Bjerrum et al. in der Arbeit ,Transcriptional Analysis of Left-sided Colitis,
Pancolitis, and Ulcerative Colitis-associated Dysplasia“ verwendet.'3? Allerdings stand der
Antikdrper nicht mehr zur Verfiigung, da der Bestand komplett aufgebraucht war. Es musste
somit ein anderer Antikdrper zum Nachweis des IR verwendet werden.

IR als Zielstruktur getestet. Fir den ersten Schritt jeder Etablierung der verschiedenen
Antikdrper wurde stets das gleiche Gewebe verwendet. Es handelte sich um ein ,Tissue
Microarray“ (TMA) von kolorektalen Karzinomen, Gewebeproben eines Kolonresektats und
eines Pankreasresektats. Stellte sich der Antikdrper als potentiell einsetzbar heraus, wurden
weitere Etablierungsfarbungen an einem kleinen Validierungskollektiv durchgefiihrt. Dieses
bestand aus zwei Gewebeproben aus jeder Versuchsgruppe und drei zusatzlichen TMAs von

kolorektalen Karzinomen.

Der monoklonale Antikdrper ,ab36550 Maus Insulin-Rezeptor a“ (abcam) sollte laut
Hersteller an der extrazelluliren Domane, speziell den Cystein-reichen Abschnitt (AS 140-
301), binden. Zur Testung und Etablierung des Antikorpers wurden mehrere manuelle
Farbungen sowie Automatenfirbungen mittels Leica Bond-Max durchgefiihrt. Um das
Ergebnis zu optimieren wurde eine Reihe an Farbungen mit den Verdiinnungen 1:500, 1:200,
1:100 und 1:50 durchgefiihrt (Herstellerempfehlung: 1 pg/ml) und dabei sowohl mit Citrat-
Puffer als auch mit ETDA-Puffer gearbeitet. Der Antikérper zeigte allerdings eine schwache
Farbung, sodass sich nur die Konzentration von 1:50 als potentiell verwendbar herausstellte.
Darliber hinaus zeigte sich bei den Farbungen eine starke Kernfarbung ohne
membranstandige Farbung. Der Antikdrper wurde fiir diese Studie verworfen, da er nicht den

membranstandigen IR nachweist.

Der polyklonale Antikdrper ,,ab137747 Rabbit Insulin Rezeptor” (abcam) wurde ebenfalls
getestet. Seine Zielstruktur liegt auf dem Abschnitt AS 939-1047. Auf Herstellerempfehlung
wurde eine Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen 1:1000, 1:500, 1:200 und 1:100
gefarbt. Aufgrund der intensiven Farbung erwies sich eine geringe Konzentration als
angemessen. Es wurden weitere IHC-Durchgidnge mit einer Verdiinnung von 1:2000
durchgefihrt. Eine Optimierung sollte ferner durch die Variation des Puffers (Citrat oder
EDTA) und des ABD erreicht werden. Jedoch war bei samtlichen Verdiinnungen eine starke

Hintergrundfiarbung, besonders von Myozyten und Lymphozyten, zu beobachten. Mit
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abnehmender Konzentration des Antikorpers bis auf 1:4000 konnte diese Hintergrundfarbung
im Verhaltnis zu der Zielfarbung nicht reduziert werden. Da dabei aber eine Abnahme der
membranstandigen Farbung zu beobachten war, wurde der Antikdrper ,ab137747 Rabbit

Insulin Rezeptor” als zu unspezifisch eingestuft. In dieser Studie fand er keine Verwendung.

Es wurde auRerdem der Antikérper ,Rabbit Polyclonal Antibody to INSR/CD220“ der Firma
Sino biological Inc. zum Nachweis des IR getestet. Das genaue Epitop des Antikdrpers wurde
vom Hersteller nicht spezifiziert. Fir die IHC wurde eine Konzentration von 1-3 pg/mL
empfohlen. Fiir die Etablierung wurde zunachst eine Verdiinnungsreihe (1:200, 1:400, 1:800,
1:1200) genutzt. Bei weiteren Farbungen wurde die Verdiinnung bis 1:2000 erhdht sowie
Citrat und EDTA als Puffer getestet. Der Antikorper zeigte eine klare und spezifische IR-

Farbung in dem Gewebe.

Der Antikérper ,INSR B (4B8) rabbit mAb“ der Firma Cell Signalling Technologies, dessen
Zielstruktur auf der B-Untereinheit des IR liegt, wurde getestet. Dieser monoklonale
Antikdrper wurde zuvor noch nicht fiir eine immunhistochemische Farbung verwendet, sodass
keine Orientierungsangaben oder Erfahrungswerte fiir die Verdinnung durch den Hersteller
angegeben waren. In einem ersten Etablierungsdurchgang wurde eine Verdiinnungsreihe mit
den Konzentrationen 1:50, 1:100, 1:200, 1:400 und 1:800 angewandt. Es zeigte sich bei
der Auswertung dieser Farbung, dass der Antikorper aufgrund der eher geringen Farbung in
hoher Konzentration verwendet werden muss. In weiteren Schritten der Etablierung wurden
die Faktoren Verdiinnung, Puffer, ABD und Inkubationszeit des Chromogens variiert, um die
beste Farbung zu erhalten. Die Konzentration von 1:50 unter Verwendung des ABD der Firma
Zytomed Systems und des EDTA-Puffers sowie eine Inkubationszeit des NovaReds von 7

Minuten erwies sich als optimal.

Letztendlich kamen fir die immunhistochemische Farbung der Studie nur der ,Rabbit
Polyclonal Antibody to INSR/CD220“ der Firma Sino biological Inc und der cell signalling
Antikdrper LINSR B (4B8)“ in Frage. Beide zeigten in den Testfarbungen des
Validierungskollektivs ein dhnliches Verteilungsmuster. Die Entscheidung fiel aber letztendlich
auf den ,INSR B (4B8)“ Antikérper, da dieser die deutlichste Farbung der Zielstruktur mit
wenig ausgepragter Hintergrundfarbung zeigte. Hierdurch kann von einer hoheren Spezifitat
ausgegangen werden. Dieser Antikorper war von dem Hersteller bisher nur fiir Western blots
und Immunprazipitation vorgesehen. Mit der hier durchgefiihrten Etablierung lie sich
allerdings zeigen, dass dieser monoklonale Antikérper flr immunhistochemische Farbungen

verwendet werden kann.
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Abbildung 2.1. Die immunhistochemischen Farbungen zur Etablierung im Vergleich

a: ab36550 Maus Insulin-Rezeptor a (abcam), b: ab137747 Rabbit Insulin Rezeptor (abcam), c: INSR/CD220 (Sino
biological Inc.), d: INSR B (4B8) (Cell Signalling). Fur die immunhistochemischen Farbungen dieser Studie wurde nach

den Etablierungsfarbungen der Antikorper INSR B (4B8) der Firma Cell Signalling ausgewahlt. Anti-Insulinrezeptor-
Antikoérper, Himatoxylin-Gegenfarbung; Originalvergroferung a-d: 200x, MaRstab: Tcm = 50um.

2.5. Histologische Auswertung

Die histologische Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurde mit dem Mikroskop
Leica DM1000 durchgefiihrt. Die Bewertung jedes Gewebeschnitts erfolgte anhand zuvor

definierter Kriterien.

Fur die Auswertung wurde zwischen membranstandiger und zytoplasmatischer Farbung
unterschieden. Die Bewertung der membrandren und zytoplasmatischen Farbungen innerhalb
des Gewebes erfolgte getrennt voneinander. Die Intensitdt der immunhistochemischen

Farbung in dem Gewebe wurde jeweils in die Stufen 0, +1, +2 und +3 gegliedert.

Sieben festgelegte Referenzschnitte gewahrleisteten eine vergleichbare, nachvollziehbare und
konstante Bewertung aller gefdrbten Proben. Die Auswahl der Referenzen erfolgte
unabhangig von der Gruppenzugehdrigkeit der Gewebeprobe. Zundchst wurde das gesamte
Kollektiv im Schnelldurchlauf mikroskopisch begutachtet, um einen Uberblick und eine erste
Einschatzung der Farbungsverhiltnisse zu erhalten. Daraufhin wurden die Referenzschnitte
ausgewahlt. Fur die Intensitatsstufe O wurde eine Probe gewdhlt, bei der weder eine
zytoplasmatische, noch eine membranstandige Farbung vorlag. Fir die Referenzschnitte der
membrandren Farbung wurden drei Gewebeproben ausgewdhlt: Es wurde ein Schnitt mit
schwacher Membranfarbung als Intensitdat +1 festgelegt und ein Schnitt mit starker
membranstandiger Farbung als Intensitat +3. Eine Gewebeprobe mit maRiger membrandrer
Anfarbung reprasentierte die Intensitat +2. Analog hierzu wurden drei Gewebeproben mit
zytoplasmatischer Farbung als Referenz festgelegt, ebenfalls ein Referenzschnitt zu jeder

Intensitatsstufe.
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Durch die Anwendung des Histoscores (HScore) konnte eine verbesserte Gegeniberstellung
der Ergebnisse erreicht werden. Fiir jede Probe wurde nicht ein Intensitdtswert bestimmt,
sondern es wurden die prozentualen Anteile jeder Intensitatsstufe in dem Gewebe festgelegt.
AnschlieRend wurde der Intensitatswert jeder Stufe (entsprechend O, 1, 2 und 3) mit der
zugehorigen Prozentzahl multipliziert. Die Addition der Produkte ergab den HScore-Wert.
Dieser konnte entsprechend Werte zwischen minimal O bis maximal 300 annehmen. Die
Bewertung wurde fiir die membranstindige und die zytoplasmatische Farbung getrennt
voneinander durchgefiihrt. Infolgedessen ergaben sich fiir jede Gewebeprobe zwei HScore-
Werte, einen HScore fir die membranstindige Farbung und einen HScore fir die

zytoplasmatische Farbung.

Histoscore (HScore) - Formel = [0 x (%-Anteil 0)] + [1 x (%-Anteil Intensitatsstufe 1)] +
[2 x (%-Anteil Intensitatsstufe 2)] + [3 x (%-Anteil Intensitatsstufe 3)]

Des Weiteren wurden bei der Auswertung jeder Gewebeprobe Auffilligkeiten in Bezug auf das
Verteilungsmuster der Farbung in dem Gesamtgewebe sowie die Lokalisation der Farbung auf

zellularer Ebene notiert.

Fur diese Arbeit wurden die Objekttrager mit dem Scanner Leica SCN400 und mittels des
Computerprogramms Leica SCN400 Client eingescannt. Mit dem Programm Leica SCN400
Image Viewer wurden aus den gescannten Dateien die Bildausschnitte fiir diese Dissertation

erstellt. Die Farbverhaltnisse wurden nicht verandert.

Intensitatsstufe +1 Intensitatsstufe +2 Intensitatsstufe +3

Abbildung 2.2. Die Referenzen fir die Beurteilung der membranstédndigen Fiarbung

Anti-Insulinrezeptor-Antikorper, Himatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergréRerung a-d: 200x, MaRstab: 1cm = 50um.
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Intensitatsstufe O Intensitatsstufe +1 Intensitatsstufe +2 Intensitatsstufe +3

Abbildung 2.3. Die Referenzen fiir die Beurteilung der zytoplasmatischen Farbung

Anti-Insulinrezeptor-Antikorper, Himatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergréRerung a-d: 200x, MaRstab: 1cm = 50um.

2.6. Statistische Auswertung

Bei der statistischen Auswertung wurden die Beobachtungen innerhalb des gesamten
Patientenkollektivs sowie Unterschiede und Gemeinsamkeiten im Gruppenvergleich analysiert.
Dariber hinaus wurde der Zusammenhang zwischen  zytoplasmatischer und
membranstandiger Farbung innerhalb des Gesamtkollektivs und bei den einzelnen Gruppen
untersucht.

Die Berechnung der Korrelation zwischen der membransténdigen und zytoplasmatischen
Farbung erfolgte mit dem Korrelationskoeffizienten nach Kendalls-tau mit einem
Signifikanzniveau (a) = 0,01. Fir die Errechnung des Zusammenhangs der membransténdigen
und zytoplasmatischen Farbung wurde auRerdem der Pearson Chi-Quadrat-Test verwendet.
Signifikante Unterschiede zweier Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-Test bestimmt.
Dabei erfolgte jeweils die Testung von zwei Gruppen im direkten Vergleich. Es wurde stets
zwischen membranstandiger und zytoplasmatischer Farbung unterschieden. Das
Signifikanzniveau wurde mit a = 0,05 festgelegt. Fir die Auswertung wurde das Programm

SPSS Version 24.0 (IBM Corp., Armonk, NY, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1. Zusammensetzung des Patientenkollektivs

Das Gesamtkollektiv der Studie beinhaltete 91 Gewebeproben von 70 Patienten. Durch die
getrennte Auswertung des dysplastischen und nicht-dysplastischen Gewebes bei den CU-
assoziierten Dysplasien und sporadischen kolorektalen Adenomen ergab sich fir das Kollektiv
eine Gesamtzahl von 134 Fallen. Von diesen 134 Fallen waren 77,6% mannlich (104) und
22,4% weiblich (30). Das Alter der Patienten betrug im Median 54 Jahre, wobei der alteste in

der Studie eingeschlossene Patientin 92 Jahre war und der jiingste 21.

Gruppe Anzahl Weiblich Midnnlich Medianes Alter
(absolut) (absolut) (absolut) in Jahren
Dysplasie 26 2 24 51
Dysplasie-Umgebung 24 2 22 51
Pancolitis ulcerosa 10 3 7 44
(Montreal-Klassifikation E3)
Colitis ulcerosa 16 3 13 44
(Montreal-Klassifikation E2)
Colitis ulcerosa- 9 4 5 54
assoziiertes Karzinom
Adenom 20 5 15 70
Adenom-Umgebung 19 5 14 69
Kontrollgruppe 10 6 4 65
Insgesamt 134 30 104 54

Tabelle 3.1. Patientenkollektiv

Die Tabelle stellt eine Ubersicht iiber die Geschlechter- und Altersverteilungen in den Gruppen dar.

In der Gruppe ,Dysplasie“ wurden 26 Gewebeproben ausgewertet. Im Sinne der friiheren
Klassifikation umfassten zwei der Proben DALM. Eine low-grade Dysplasie war bei zwdlf
Proben vorhanden, sieben Proben enthielten eine high-grade Dysplasie, wobei die Dysplasie in
drei dieser Gewebeproben nur fokal bis high-grade klassifiziert wurde. Bei sieben
Gewebeproben konnten keine genauen Angaben beziglich des Differenzierungsgrads der
Dysplasie gemacht werden. Bis auf zwei Dysplasiefalle enthielten alle Gewebeproben ebenfalls
nicht-dysplastische Mukosa. Daraus ergab sich die Gruppe ,Dysplasie-Umgebung® mit 24
Fallen.

Gewebeproben von Patienten mit CU ohne Dysplasie wurden anhand der Ausdehnung der CU

entsprechend der Montreal Klassifikation in die Gruppen ,Pankolitis“ und ,Linksseitenkolitis“
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eingeteilt. Es wurden zehn Proben mit Pancolitis ulcerosa untersucht. Bei diesen Proben
betraf die Ausbreitung der Entziindung das ganze Kolon, E3 der Montreal Klassifikation
entsprechend. Bei acht Gewebeproben war eine hochgradige Entziindungsaktivitdt
vorhanden, bei zwei Gewebeproben war die Entziindung mittelgradig ausgepragt.

Es wurden 16 Gewebeproben mit Linksseitencolitis, E2 der Montreal-Klassifikation
entsprechend, untersucht. Histologisch zeigte sich bei sieben dieser Gewebeproben eine
geringgradige Entziindungsaktivitdt, bei einer Gewebeprobe eine mittelgradige und bei acht

Gewebeproben eine hochgradige Entziindungsaktivitat.

Es wurden neun cCRC in der Gruppe ,Karzinom“ untersucht. Eingeschlossen wurden acht
tubulo-villése Adenokarzinome und ein muzindses Adenokarzinom. Dabei handelte es sich um
zwei gut differenzierte Adenokarzinome (G1), finf Adenokarzinome mit einer maRigen

Differenzierung (G2) und zwei gering differenzierte Adenokarzinome (G3).

Die Gruppe ,low-grade Adenome“ umfasste 20 Gewebeproben. Bis auf eine Gewebeprobe war
in allen Proben ebenfalls nicht-adenomattse Mukosa vorhanden. Dieses Gewebe wurde als

Gruppe ,,Adenom-Umgebung“ zusammengefasst und bestand entsprechend aus 19 Fallen.

Als Kontrollgruppe wurden zehn Falle mit gesunder Darmschleimhaut ausgewertet.

3.2. Allgemeine Beobachtungen

Anhand der immunhistochemischen Farbung mit dem Antikoérper ,INSR B 4B8“ (Cell
Signalling) konnte ich den IR in den verschiedenen Gewebeproben nachweisen. Bei der
histologischen Auswertung wurden Merkmale festgestellt, die charakteristisch fir die

Gewebeproben des gesamten Kollektivs waren und im Folgenden beschrieben werden.

3.2.1. Heterogenitat

Eine Beobachtung stellte die Heterogenitat des Farbemusters innerhalb des Epithels einer
Gewebeprobe dar. Bei 79,9% (zytoplasmatisch) bzw. 82,7% (membranstandig) der Proben
waren Bereiche mit unterschiedlich stark ausgepragter IR-Expression nachzuweisen. Der Anteil

der Gewebeproben des gesamten Kollektivs, bei denen mindestens drei Intensitatsstufen der
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immunhistochemischen Farbung gleichzeitig vorhanden waren lag bei 26,8% zytoplasmatisch
und 63,3% membrandr. Bei der Membranfirbung enthielten 29,1% der Proben alle
Intensitatsstufen. Ferner fielen gruppenibergreifend einzelne Epithelzellen oder Zellgruppen
auf, die sich durch eine starke membranstandige IR-Expression von dem restlichen Gewebe
deutlich abgrenzten. Am Haufigsten war diese Beobachtung bei der Dysplasie-Gruppe und bei
der Karzinom-Gruppe vorhanden. Bei 50% der dysplastischen Gewebeproben und 55,6% der
Adenokarzinome bestand eine ausgepragte Heterogenitdt der IR-Expression. Infolge einer
fokal gesteigerten IR-Expression waren die betroffenen Zellverbande deutlich gegentiber ihrer

Umgebung abgrenzbar. Nur bei der Kontrollgruppe war diese Beobachtung nicht vorhanden.

Abbildung 3.1. Die Heterogenitédt der Insulinrezeptorexpression innerhalb einer Gewebeprobe

a: Linksseitenkolitis, b: Pancolitis. Exemplarische Darstellung der heterogenen IR-Expression bei Gewebe
unterschiedlicher Gruppen des Kollektivs. Hier jeweils Epithelabschnitte mit starkerer Insulinrezeptorexpression als die
umgebenden Epithelzellen. Anti-Insulinrezeptor-Antikérper, Hamatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergroRerung a-b:
100x, MaRstab: Tcm = 100um.

Gruppe Gesamtanzahl Absolute Haufigkeit Relative Haufigkeit
in %
Adenom 20 4 20,0
Adenom-Umgebung 19 2 10,5
Dysplasie 26 13 50,0
Dysplasie- 24 6 25,0
Umgebung
Karzinom 9 5 55,6
Pancolitis ulcerosa 10 1 10,0
Linksseitencolitis 16 6 37,5
ulcerosa
Kontrollgruppe 10 0 0,0
Insgesamt 134 37 27,0
Tabelle 3.2. Heterogenitdt der Insulinrezeptor-Expression innerhalb einer Patientenprobe -

Haufigkeiten im Gruppenvergleich

41



3.2.2. Zytoplasmatische und membransténdige
Insulinrezeptorexpression

Der IR war sowohl in der Plasmamembran sowie auch im Zytoplasma von Enterozyten
nachweisbar. Grundsdtzlich war die zytoplasmatische Farbung vergleichsweise starker
ausgepragt als die Membranfarbung. Fir das Gesamtkollektiv lag der Median der
zytoplasmatischen Farbung bei HScore = 145,18 (Standardabweichung 67,224) und der
Median der membransténdigen Farbung bei HScore = 105,03 (Standardabweichung 84,604).
Es zeigte sich eine unterschiedliche Verteilung je nach Lokalisation. Wahrend bei der
Membranfarbung der groRte Anteil der IR-Expression in dem HScore-Bereich zwischen 50 und
100 lag, befand sich bei der Zytoplasmafdarbung die hochste Anzahl der Proben in dem
HScorebereich zwischen 100 und 150. Es fiel auf, dass bei insgesamt 16,4% aller

Gewebeproben keine membranstandige Farbung vorhanden war.
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Abbildung 3.2. Darstellung der membranstédndigen und zytoplasmatischen Histoscore-Verteilung des
Gesamtkollektivs

Membransténdig war eine abnehmende Haufigkeit in héhrenen HScore-Intensitasbereichen feststellbar wahrend das
Maximum zytoplasmatisch im mittleren Intensitatsbereich lag.
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Histoscore- Membranfirbung Zytoplasmafarbung

Wertebereich = Anzahl der Fille Prozent (%) Anzahl der Fille Prozent (%)

0 22 16,4 8 6,0

1-50 19 14,2 6 4,5
52-100 27 20,1 20 14,9
101-150 25 18,7 41 30,6
151-200 24 17,9 37 27,6
201-250 7 5,2 18 13,4
251-300 10 7,5 4 3,0

Tabelle 3.3. Verteilung der mebranstédndigen und zytoplasmatischen Farbung des Gesamtkollektivs

Alle Intensitatsabstufungen der membranstindigen sowie der zytoplasmatischen Farbung waren in dem
Gesamtkollektiv vorhanden. Darstellung der absoluten und prozentualen Anteile der Histoscorewertungen.

Die histologische Auswertung ergab, dass sich die zytoplasmatische und membransténdige
IR-Expression innerhalb der einzelnen Gewebeproben nicht deckungsgleich verhielt. Eine
starke Membranfiarbung bei schwacher Zytoplasmafarbung konnte bei den Proben ebenso
beobachtet werden, wie Bereiche mit starker zytoplasmatischer Farbung und schwacher oder
nicht vorhandener Membranfarbung. Eine Membranfarbung trat allerdings nur bei gleichzeitig
zytoplasmatischer Farbung auf. Hingegen konnte eine zytoplasmatische Farbung auch ohne
membrandre Farbung beobachtet werden.

Trotz heterogener Intensitdt und Verteilung der zytoplasmatischen und membranstandigen
Farbung innerhalb eines Zellverbandes zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen

Membran- und Zytoplasmafarbung (p=0,000).

43



300 o o
o
N 2507 o o o
o o
<
g o o
S o o o
() o o
2 22004 o© o ChS 000 ) [
3 o o oo o
s o o) 0O o0 0o o
o] %0 oo o
3 o & o
} 150~ o o o o o
7 o o °o o go % C)o o ° 4
5 8
2 o o8 o © 8oo0 o
g o o o0 ©
o 104 o 000 ©
o
&
o)
so{ ©
? o
o o
o4 ©o0
T T T T T 1 T
0 50 100 150 200 250 300

Membransténdiger Histoscore

Abbildung 3.3. Korrelation zwischen der Membran- und Zytoplasmaféarbung

Graphisch stellte sich im Streudiagramm eine positive lineare Korrelation zwischen der membranstandigen und der
zytoplasmatischen immunhistochemischern Farbung des Gesamtkollektivs anhand der Histoscore-Bewertungen dar.

Bei 41% der Gewebeproben fiel eine starker ausgepragte membranstandige IR-Expression an

der apikalen Zellmembran als an der lateralen und basalen Zellmembran auf. Die basalen und

lateralen Abschnitten wiesen eine schwache oder keine membranare Farbung auf. Die

Verteilung der zytoplasmatischen Farbung verhielt sich hingegen gleichmiRig innerhalb des

Zytoplasmas einer Zelle.

Abbildung 3.4. Die apikale Betonung der Membranfédrbung

In allen Gruppen, hier beispielhaft Bildausziige aus der Pancolitis-Gruppe (a) und Dysplasie-Gruppe (b), war eine
héhere IR-Expression an der apikalen Zellmembran zu beobachten. Anti-Insulinrezeptor-Antikérper, Hamatoxylin-
Gegenfarbung; OriginalvergroRerung a-b: 400x, Malkstab: 1cm = 25um.
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3.2.3. Kryptengradient

Eine weitere Beobachtung war die Zunahme der Membranfarbung entlang der Krypten mit
einer maximalen Intensitdt in den oberen Kryptenabschnitten und am Oberflachenepithel bei
multiplen Gewebeproben unterschiedlicher Gruppen. Analog zu diesem membranstandigen
Gradienten entlang einer Krypte konnte ebenfalls eine Zunahme der zytoplasmatischen
Farbung zur Oberflache hin beobachtet werden. Teilweise war in der Basis der Krypte keine
IR-Expression nachweisbar.

Der Kryptengradient war mit einer Ausnahme bei allen Fallen der Kontrollgruppe zu
beobachten. Die Auswertung der Falle mit CU zeigte ein haufigeres Auftreten des
Kryptengradienten bei Pancolitis im Vergleich zu Linksseitenkolitis und Dysplasie. Bei
kolorektalen Adenomen fiel eine starkere Ausprdgung des Gradienten in dem
Umgebungsgewebe der Adenome als in den Adenomen selbst auf. Nur bei den Zellverbanden

der Kolonkarzinome wurde kein Kryptengradient beobachtet.

Abbildung 3.5. Der Kryptengradient

Eine haufige Beobachtung war der Gradient entlang der Krypte mit Zunahme der IR-Expression zu der luminalen
Oberflache des Epithels (OE). In den Epithelzellen der Kryptenbasis (KB) war ein schwacher bis kein
membransténdiger IR-Nachweis vorhanden. Hier exemplarisch ein Beispiel aus der Dysplasie-Gruppe, Anti-
Insulinrezeptor-Antikorper, Hamatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergréRerung: 100x, MaRstab: Tcm = 100um.
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Gruppe Gesamtanzahl Absolute Haufigkeit Relative Haufigkeit

in %
Adenom 20 7 35,0
Adenom-Umgebung 19 15 78,9
Dysplasie 26 6 23,0
Dysplasie-Umgebung 24 5 20,8
Karzinom 9 0 0,0
Pancolitis ulcerosa 10 7 70,0
Linksseitencolitis 16 6 37,5
ulcerosa
Kontrollgruppe 10 9 90,0
Insgesamt 134 55 41,0

Tabelle 3.4. Vorkommen des Kryptengradienten im Gruppenvergleich
In allen Gruppen auRer bei Karzinomen wurde ein Kryptengradient beobachtet. Am haufigsten kam dieser in der

Kontrollgruppe und in dem Umgebungsgewebe der kolorektalen Adenome vor.

3.3. Colitis ulcerosa-assoziierte Dysplasie und nicht-dysplastisches
Umgebungsgewebe

Die Gruppe der CU-assoziierten Dysplasien beinhaltete dysplastisches sowie nicht-

dysplastisches Gewebe. Beides wurde separat ausgewertet und anschlieRend verglichen.

Bei der Dysplasie-Gruppe variierte die IR-Expression zwischen den Proben. Die
immunhistochemische Farbung wies in den dysplastischen Anteilen der Mukosa eine
besonders groRe Heterogenitat der Farbeintensitdt auf. Die HScore-Werte befanden sich
zwischen O und 290 (membranar) bzw. O und 300 (zytoplasmatisch). Insgesamt war die IR-
Expression leicht bis maRig stark ausgepradgt, wobei die zytoplasmatische Expression
(Medianer HScore: 140) geringfiigig starker war als die membransténdige (Medianer HScore:
107,5). Es konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der membranstandigen und

zytoplasmatischen Farbung der Dysplasien nachgewiesen werden (p = 0,000).

Das nicht-dysplastischen Gewebe beinhaltete HScore-Werte im Bereich zwischen O und 290
(membranir) bzw. 0 und 220 (zytoplasmatisch). Diese Gruppe wies im gesamten Kollektiv
die geringste zytoplasmatische Farbung (Medianer HScore: 100) sowie membranstandige
Farbung (Medianer HScore: 20) auf. Hier war bei 50% der Gewebeproben keine
membranstandige Farbung vorhanden (HScore: 0). Auch bei den nicht-dysplastischen
Gewebebereichen war der Zusammenhang zwischen membranarer und zytoplasmatischer

Farbung signifikant (p = 0,000).
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Die statistische Analyse ergab einen signifikanten Unterschied der IR-Expression zwischen
dem dysplastischen und dem nicht-dysplastischen Gewebe. Sowohl die membranstandige
Farbung als auch die zytoplasmatische Farbung im dysplastischen Areal waren signifikant
hoher als im nicht-dysplatischem Areal (membranar: p = 0,035, zytoplasmatisch: p = 0,044).
Zwar bestand somit insgesamt rein rechnerisch eine hdhere IR-Expression in den
dysplastischen Bereichen, diese lieRen sich allerdings histologisch nicht auf einen Blick hin
anhand der IR-Expression identifizieren. Eine ausgepragte IR-Expression konnte an

dysplastischen Zellen genauso beobachtet werden wie an nicht-dysplastischen Zellen.
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Abbildung 3.6. Verteilung der Histoscore-Werte der membranstédndigen und zytoplasmatischen IR-
Expression in der Dysplasie und in dem Umgebungsgewebe der Dysplasie

Es fallt der groRe Anteil ohne membranstéandige IR-Expression bei beiden Gruppen auf. Bei den nicht-dysplastischen
Bereichen war vergleichsweise eine geringere membranstandige IR-Expression vorhanden.

Abbildung 3.7. Die Verteilung der IR-Expression in dysplastischem und nicht-dysplastischem
Gewebe

Bei der Dysplasie-Gruppe war kein einheitliches IR-Expressionsmuster zu beobachten. Beispiele einer starken
membranéren IR-Expression (a) bis keiner membranare IR-Expression (c). Anti-Insulinrezeptor-Antikorper,
Hamatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergroRerung a-c: 100x, MaRstab: 1cm = 100um.

47



Der statistische Vergleich zwischen der Dysplasie-Gruppe und der Kontrollgruppe in Bezug
auf die membranstindige sowie die zytoplasmatische IR-Expression ergab keinen signifikanten
Unterschied (membranar: p = 0,669, zytoplasmatisch: p = 0,243). Ebenfalls nicht signifikant

war der Unterschied zwischen der Dysplasie-Gruppe und der Karzinom-Gruppe (p = 0,676).

3.4. Nicht-dysplastische Mukosa von Patienten mit Colitis ulcerosa

Die epitheliale IR-Expression zeigte eine Abhdngigkeit von dem AusmaR der
Entzlindungsaktivitat der CU. Patienten mit einer Pancolitis ulcerosa wiesen eine starkere
epitheliale IR-Expression auf als Patienten mit einer Linksseitencolitis. Ferner ergab die
statistische Analyse im Gruppenvergleich die starkste membranstandige IR-Expression bei
Gewebeproben von Patienten mit Pancolitis ulcerosa. Der Median der Membranfarbung lag hier
bei dem HScore-Wert 185. Die zytoplasmatische Farbung war weniger intensiv ausgepragt,
aber nichtsdestotrotz mit einem HScore- Median von 150 und dem maximalen HScore-Wert
von 200 miRig. Die Pancolitis-Gruppe war die einzige Gruppe mit einer durchschnittlich
schwacher ausgepragten Zytoplasmafiarbung als Membranfarbung. Eine Korrelation zwischen

Membran- und Zytoplasmafarbung konnte hier nicht nachgewiesen werden (p = 0,583).

Bei der Gruppe der Linksseitencolitis lag der Median der Membranfarbung bei einem HScore-
Wert von 92,5 und der Median der Zytoplasmafarbung bei dem HScore-Wert 130. Hier
bestand eine signifikante Korrelation zwischen Membranfarbung und Zytoplasmafarbung (p =

0,000).

Die histologische Auswertung der immunhistochemischen Farbung ergab den IR-Nachweis
nicht nur epithelial sondern auch in den Endothelien. Eine starke vaskuldre IR-Expression war
bei dem Gewebe mit Pancolitis zu beobachten. Hier war bei 90% Prozent der Proben (9/10)
eine vaskulare IR-Expression vorhanden, welche Uberwiegend als stark eingestuft wurde. Es
war eine Zunahme der Intensitdt der vaskuldren IR-Expression in Annaherung an die Mukosa zu
beobachten. Die Lokalisation der starksten Endothelfarbung befand sich direkt subepithelial.

Bei den Gewebeproben von Patienten mit Linksseitencolitis wurde nur vereinzelt eine
vaskulare IR-Expression beobachtet. Auch bei fast allen anderen Gruppen des Kollektivs trat
die vaskuldre IR-Expression nur vereinzelt auf. Bei der Kontrollgruppe war in 2 der 10 Proben
eine vaskuldre IR-Expression vorhanden. 80% der kolorektalen Adenome (16/20) zeigten

zwar eine vaskuldre IR-Expression, diese war aber lberwiegend schwach und nur in einem
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Adenom mittelstark ausgepragt. Bei den Dysplasie-Gewebeproben lie} sich bei nur zwei Fallen

eine vaskulare IR-Expression beobachten, welche jeweils schwach ausgepragt war.

Abbildung 3.8. Die Endothelfdrbung bei der Pancolitis

Die endotheliale IR-Expression subepithelial bei Patienten mit Pancolitis ulcerosa, hier exemplarisch mit Pfeilen markiert.
Anti-Insulinrezeptor-Antikérper, Hdmatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergréRerung a-b: 400x, MaRstab: 1cm = 25um..

3.5. Colitis ulcerosa-assoziiertes Kolonkarzinom

Die Auswertung der neun cCRC zeigte eine heterogene Verteilung der epithelialen IR-
Expression. Die Heterogenitat der IR-Expression war hier im Gruppenvergleich am starksten
ausgepragt. Ein IR-Kryptengradient wurde nicht beobachtet. Innerhalb der Karzinome lagen
Areale mit starker IR-Expression unmittelbar neben Arealen mit schwacher Expression,

wodurch sich ein heterogenes Bild ergab.

Es wurde ein muzinbéses Adenokarzinom untersucht. Bei diesem war weder eine

membranstandige noch eine zytoplasmatische Farbung vorhanden.
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Abbildung 3.9. Die Insulinrezeptorexpression bei Colitis ulcerosa-assoziierten Adenokarzinomen
Darstellung der Heterogenitat der zytoplasmatischen und membransténdigen IR-Expression innerhalb der Karzinome.
Anti-Insulinrezeptor-Antikérper, Hamatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergroRerung a-b: 100x, MaRstab: 1cm =
100um.

Bei den Gewebeproben der cCRC war eine vaskuldre IR-Expression vorhanden. Die vaskuldre
IR-Expression war am stérksten in den Kapillaren in unmittelbarer Umgebung der Tumorzellen
ausgepragt. Diese Kapillaren wiesen eine starkere IR-Expression als vergleichsweise groRere
Gefalke auf. Innerhalb der cCRC war eine Abnahme der vaskularen IR-Expression nach peripher
zu beobachten. Bei dem miterfassten nicht-karzinomatésen Darmgewebe der Proben

existierte keine vaskulare IR-Expression.

Beispielhafte Darstellung der vaskuldaren IR-Expression in einem cCRC, exemplarisch mit Pfeilen markiert. Anti-
Insulinrezeptor-Antikérper, Hamatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergroRerung: 200x, MaRstab: 1cm = 50um.
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3.6. Low-grade Adenome und nicht-adenomatdses Umgebungsgewebe

Die 20 Gewebeproben von kolorektalen Adenomen beinhalteten sowohl Adenomgewebe, als
auch nicht-adenomatdses Gewebe. Bei einer Gewebeprobe war allerdings ausschlieRlich
Adenom vorhanden. Bei der Auswertung wurden die Adenome und die umgebende Mukosa

getrennt beurteilt.

Charakteristisch fir das adenomatdose Gewebe war der ausschlieflich zytoplasmatische IR-
Nachweis. Eine deutliche Abgrenzung zeigte sich zu dem umgebenden, nicht-adenomatdsen
Gewebe, denn hier war eine membransténdige IR-Expression deutlich vorhanden. Die bei den
Adenomen schwache oder fehlende membrandre IR-Expression spiegelte sich in einem
niedrigen medianen HScore-Wert von 57,5 wider. Im Gegensatz dazu war in dem umgebenden
nicht-adenomatdsen Gewebeanteil eine deutliche membransténdige IR-Expression vorhanden.
Hier lag der mediane HScore-Wert bei 130, welches der zweithdchsten medianen Intensitat
der Membranfarbung im Gruppenvergleich entspricht. Dieser Unterschied der membrandren

IR-Expression erwies sich als statistisch signifikant (p = 0,000).

Abbildung 3.11. Verteilung der IR-Expression der kolorektalen Adenome und des nicht-

adenomatdsen Gewebes im Vergleich

Jeweils deutliche Unterscheidung des adenomatésen Anteils des Gewebes (ohne membranstindige IR-Expression)
und des nicht-adenomatdsen Gewebeanteils (mit membranstéandiger IR-Expression). Anti-Insulinrezeptor-Antikérper,
Hamatoxylin-Gegenfarbung; OriginalvergroRerung a-b: 200x, MaRstab: 1cm = 50um..

Zytoplasmatisch war der IR-Nachweis bei dem Adenom und dem entsprechenden
Umgebungsgewebe haufig lbereinstimmend ausgepragt. Fir beide Gewebeanteile, Adenom

und nicht-adenomatése Mukosa, wurde fiir die Zytoplasmafarbung der mediane HScore-Wert
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165 berechnet. Auch statistisch konnte kein signifikanter Unterschied der zytoplasmatischen

IR-Expression zwischen Adenom und Umgebungsgewebe festgestellt werden (p = 0,360).

Eine Korrelation zwischen der membranaren und zytoplasmatischen Farbung lag bei den
Adenomen nicht vor (p = 0,669). Auch bei den nicht-adenomatésen Gewebeanteilen lieR sich

keine Korrelation nachweisen (p = 0,084).
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Abbildung 3.12. Graphische Darstellung Verteilung der Histoscore-Werte der membransténdigen
und zytoplasmatischen IR-Expression in Adenom und Umgebungsgewebe

Die graphische Darstellung der HScore-Wertungen verdeutlicht die gering ausgepragte membransténdige IR-
Expression bei kolorektalen Adenomen.

3.7. Kontrollgruppe

Die IR-Expression der Kontrollgruppe unterschied sich nicht signifikant von den anderen
Gruppen. Bei den Vergleichen zwischen dem membranstidndigen IR-Nachweis (Dysplasie: p =
0,669, Kolorektales Adenom: p = 0,311, Pankolitis: p = 0,108) und dem zytoplasmatischen
IR-Nachweis (Dysplasie: p = 0,243, Kolorektales Adenom: p = 0,493, Pankolitis: p = 0,223)
zeigte sich kein signifikanter Unterschied. Das Bild der immunhistochemischen Farbung war
auch in diesen Gewebeproben heterogen, mit starker sowie schwacher IR-Expression in
verschiedenen Bereichen. Es war eine starke zytoplasmatische Farbung zu beobachten. Der
mediane HScore lag hier bei dem Wert 195. In 50% der Proben (5/10) kamen Bereiche mit
einer Zytoplasmafarbung der hdchsten Intensitat (Intensitatsstufe 3) vor, wahrend nur in
einer Probe ein Bereich ohne zytoplasmatische Farbung (Intensitatsstufe 0) vorhanden war.

Insgesamt erwies sich die Membranfarbung mit einem medianen HScore von 155 schwéacher
als die Zytoplasmafarbung. Bei 70% der Proben (7/10) war eine starke IR-Expression
(Intensitatsstufe 3) vorhanden. Ein Kryptengradient konnte bei 80% (8/10) der

Kontrollproben beobachtet werden.
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Abbildung 3.13. Epitheliale Insulinrezeptorexpression bei der Kontrollgruppe

Beispiele aus der Kontrollgruppe mit unterschiedlicher Auspragung der membransténdigen und zytoplasmatischen IR-
Expression. Es wurde im Gruppenvergleich eine starke IR-Expression beobachtet. Anti-Insulinrezeptor-Antikorper,

Hamatoxylin-Gegenfarbung; Originalvergroferung a-b: 200x, MaRstab: Tcm = 50um.

3.8. Zusammenfassung der Ergebnisse

Gruppe Histoscore-Median, Histoscore-Median,
zytoplasmatisch membranstandig

Kolorektales Adenom 165 58

Kolorektales Adenom-Umgebung 165 130

Dysplasie 140 108

Dysplasie-Umgebung 100 20

Colitis ulcerosa assoziiertes Karzinom 170 115

Pankolitis (Montreal-Klassifikation E3) 150 185

Colitis ulcerosa (Montreal- 130 93

Klassifikation E2)

Kontrolle 195 155

Gesamtkollektiv 145,18 (0: 67,224) 105,03 (o: 84,604)

Tabelle 3.5. Medianer Histoscore der zytoplasmatischen und membranstédndigen

Insulinrezeptorexpression im Gruppenvergleich

Insgesamt war fast in dem gesamten Kollektiv eine Heterogenitdt des Farbemusters zu
beobachten. Ein epithelialer IR-Nachweis war an der Plasmamembran sowie auch im
Zytoplasma vorhanden. Dabei war die zytoplasmatische Farbung vergleichsweise starker
ausgepragt als die Membranfarbung und es bestand eine signifikante Korrelation zwischen

Membran- und Zytoplasmafarbung. Ferner wurde eine Zunahme der Membranfarbung entlang
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der Krypten mit einer maximalen Intensitit in den oberen Kryptenabschnitten und am
Oberflachenepithel beobachtet und als Kryptengradient bezeichnet.

Die CU-assoziierten Dysplasien zeichneten sich ebenfalls durch eine Heterogenitat der
Farbeintensitdt aus. Trotz signifikantem Unterschied der IR-Expression zwischen dem
dysplastischen und dem nicht-dysplastischen Umgebungsgewebe konnte die Dysplasie
histologisch nicht anhand der IR-Expression identifiziert werden. Es bestand kein signifikanter
Unterschied der IR-Expression der Dysplasie-Gruppe und der Kontrollgruppe.

Die epitheliale IR-Expression zeigte eine Abhdngigkeit von dem AusmaR der
Entzlndungsaktivitat der CU. Ein ahnlicher Trend zeigte sich bei der vaskularen IR-Expression.
Diese trat subepithelial auf und war am starksten bei der Pancolitis ausgepragt. Auch bei den
cCRC trat eine vaskuldre IR-Expression in den Kapillaren in unmittelbarer Umgebung der
Tumorzellen auf.

Deutlich anders stellte sich die IR-Expression der kolorektalen Adenome dar. Hier war
ausschlieRlich ein zytoplasmatischer IR-Nachweis vorhanden und somit war eine deutliche
Abgrenzung der Adenome von dem nicht-adenomatésem Umgebungsgewebe zu beobachten,

bei dem durchaus eine membranare IR-Expression vorhanden war.
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4. Diskussion

4.1. Klinische Relevanz der Studie

In dieser Studie untersuchten wir die IR-Expression in den Karzinomvorstufen Adenom und
Dysplasie. Aufbauend auf den Arbeiten von Abbruzzese et al. und Bjerrum et al. ergab sich
die Hypothese, dass die Expression des IR bedeutend ist fir die Karzinogenese von
kolorektalen Karzinomen unterschiedlicher Genese.'3813% Da sich die Karzinogenese des sCRC
und des cCRC unterscheiden, sollte die getrennte Betrachtung der IR-Expression in den
jeweiligen Karzinomvorstufen Riickschliisse auf Unterschiede und Gemeinsamkeiten der
Tumorentwicklung ermdéglichen.3> Zudem sollte untersucht werden, ob sich der IR als Marker

flr die Diagnostik von kolorektalen Prikanzerosen im Rahmen der Krebsfriiherkennung eignet.

Die molekulargenetischen Veranderungen im Zuge der Karzinogenese des sCRC und cCRC sind
im Sinne der Adenom-Karzinom-Sequenz und Dysplasie-Karzinom-Sequenz bekannt.2:31
Dartiber hinaus existieren weitere Einflussfaktoren, die das Karzinomrisiko erhthen.3 Ein
Zusammenhang konnte bei Alkoholkonsum, Nikotinkonsum, Ubergewicht, Diabetes mellitus
Typ 2 und der damit verbundenen Insulinresistenz gezeigt werden.3> Als Teil des Insulin/IGF-
Systems scheint der IR Uber vielfaltige Wirkungsweisen an der Entstehung von
Adenokarzinomen beteiligt.?® Mitogene und proliferative Signalkaskaden werden durch die
Bindung von Insulin, IGF-1 und -2 an den IR-A ausgeldst.87:20 Die Zellteilung kann durch die
Translokation von IRS-1 in den Zellkern geférdert werden und durch die Induktion einer

Apoptoseresistenz kommt es zu einem lingeren Uberleben der Tumorzellen.87:90

Der friihzeitige Nachweis von kolorektalen Karzinomvorstufen ist fiir Patienten prognostisch
relevant, da mit adaquater Therapie der Prakanzerose eine Karzinomentstehung verhindert
werden kann.'. Die Koloskopie als Friiherkennungsdiagnostik und die histologische
Aufarbeitung der Biopsien sind der Goldstandard zur Erstdiagnostik und Kontrolle kolorektaler
Adenome.? Dies ist mit hohem Aufwand und Kosten verbunden.'®> Genaue Marker zur
Risikoeinschatzung sind notwendig, um eine effiziente Frilherkennung und Behandlung zu
gewdhrleisten.’3 Zudem ist bei Patienten mit CU die Unterscheidung zwischen entziindlich-
regenerativen und dysplastischen Veranderungen der Mukosa anhand der Histologie nicht
immer sicher mdglich.

Bjerrum et al. wiesen bei Patienten mit CU eine hohere IR-Expression bei der Dysplasie im

Vergleich zu Pancolitis- und Linksseitencolitispatienten ohne Dysplasien nach. '3° Abbruzzese
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et al. beschreiben eine hohere Expression des IR in sporadischen kolorektalen Adenomen als in
geringradig differenzierten Karzinomen und eine wiederum niedrigere Expression in
hochgradig differenzierten Karzinomen.'38 Dies kdonnte eine Beteiligung des IR besonders im
Rahmen der frihen Karzinogenese bedeuten. Im Falle einer charakteristischen IR-
Uberexpression in Dysplasien und/oder Adenomen kénnte der IR als Marker die histologische

Diagnostik erweitern.

Dartiber hinaus entstehen durch die Erforschung der molekulargenetischen Details der
Karzinomentstehung neue Angriffspunkte fir spezifische zielgerichtete Therapien (,targeted
molecular therapy*).6>94 Bisherige Versuche der zielgerichteten Tumortherapie durch Eingriffe
in das Insulin/IGF-System wirkten zwar in praklinischen Versuchen vielversprechend, stellten
sich allerdings in klinischen Studien dann als nicht einsetzbar heraus.?%%4 Zum Einen besteht
der Ansatz der direkten Rezeptorhemmung, wobei IGF-1R-Antikérper in klinischen Versuchen
scheiterten, moglicherweise aufgrund der ersatzweisen Signaltransduktion durch den IR-A.%*
Antikdrper, welche sowohl IGF-1R wie auch IR inhibieren, zeigten eine sehr hohe Toxizitat
oder unzureichende Wirkung.®4 Ein weiterer Ansatz ist die Hemmung der Liganden, wobei die
generelle Hemmung von Insulin aufgrund der ubiquitdren Wirkung im Organismus nicht
vorstellbar ist.?4

Hyperinsulindmie und Insulinresistenz  und die damit verbundenen metabolischen
Veranderungen bei Diabetes mellitus Typ 2 werden als Einflussfaktoren fiir ein erhdhtes
Karzinomrisiko angesehen.’' Somit ist die adaquate Therapie mit konsequenter
Blutzuckereinstellung ein wichtiger Faktor zur Reduktion des CRC-Risikos.’®' Ein genaueres
Verstandnis des Zusammenspiels der Liganden und Rezeptoren des Insulin/IGF-Systems sowie
die Kenntnis Uber spezifische Expressionsmuster und Wirkweisen sind notwendig, um

selektive Therapeutika zu entwickeln.

4.2. Interpretation der immunhistochemischen Ergebnisse

Die Hypothese, dass der IR vermehrt in den Priakanzerosen von sCRC und cCRC exprimiert
wird, konnte in unseren Experimenten nicht bestdtigt werden. Im Vergleich zu der gesunden
und entziindlich verdnderten Darmschleimhaut der Vergleichsgruppen zeigte sich keine
signifikant erhdhte IR-Expression in der Dysplasie bei CU und auch nicht in sporadischen low-

grade Adenomen.
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4.2.1. Zytoplasmatische und membransténdige
Insulinrezeptorexpression

Die immunhistochemische Farbung mit dem Antikorper ,INSR B 4B8“ (Cell Signalling) zeigte
sowohl eine membranstandige, als auch zytoplasmatische IR-Expression in unseren
Vergleichsgruppen. Der membranstandige Nachweis des IR entspricht der membraniren
Expression von Tyrosinkinaserezeptoren.®? Die membranire IR-Expression wurde in stirkerem
MaRe an der apikalen Zellmembran als an den lateralen und basalen Membranabschnitten
beobachtet. Durch die luminale OberflachenvergroRerung der Enterozyten mittels Mikrovilli ist
die Membrandichte an der apikalen Oberfliche stark erhdht, sodass der Eindruck einer
hdheren IR-Konzentration entstehen kann.’* Im Gruppenvergleich zeigte sich bei den Proben
von Patienten mit CU der Trend einer stdrkeren IR-Expression mit steigendem AusmaR der
Entziindung. Diese Beobachtung traf insbesondere auf die membranstandige IR-Expression zu.
Bei der Pankolitis war im Gruppenvergleich die hochste membranstandige IR-Expression zu
beobachten. Diese vergleichsweise stirkere membranare IR-Expression kénnte auf ein hohes
MaR an Rezeptorrecycling zurlickzufiihren sein, wodurch die Rezeptoren nach

Ligandenbindung und Internalisierung rasch wieder an der Plasmamembran exprimiert werden.

Die Beobachtung der zytoplasmatischen IR-Expression stimmt mit den Ergebnissen von
Abbruzzese et al. Uberein.’3® GemaR der Physiologie des Tyrosinkinaserezeptors entspricht
der zytoplasmatische IR-Nachweis dem internalisierten aktivierten Rezeptor.5'80 Der
ausgepragte zytoplasmatische IR-Nachweis kann fiir die endosomale Lokalisation des IR
sprechen, welche mit mitogenen Signalen assoziiert ist.8'3° Die Regulation der Endozytose
durch die Rezeptorisoform und den Liganden sind Mdoglichkeiten, um die Dauer der
Aktivierung und die Signalweiterleitung zu beeinflussen.’3° Es wird vermutet, dass die IGFs
und Insulin verschiedene Auswirkungen auf die IR-Verarbeitung und Wirkung haben.>" Die
Bindung von Insulin an den IR-A ist mit einer vermehrten Internalisierung und Degradation des
Rezeptors assoziiert, wahrend die Bindung von IGF-2 eine verldngerte mitogene
Signalweiterleitung des IR-A induziert.>! Die Insulinstimulation des IR-B scheint hingegen eine
Uberwiegend metabolische Signalweiterleitung auszuldsen.>’'#" Bei der Gruppe der
kolorektalen Adenome fiel die fehlende membranstandige IR-Expression bei einem fast
ausschlieRlich zytoplasmatischen IR-Nachweis auf. Dies scheint fiir das Vorliegen des
Rezeptors in aktiviertem Zustand zu sprechen. Vorstellbar ware auch eine entsprechende
mitogene Wirkung bei endosomaler Lokalisation.'30

Ferner ist eine Translokation von Tyrosinkinaserezeptoren, auch des IR, in den Zellkern

bekannt.>' Moglicherweise kann der Rezeptor im Nukleus als Transkriptionsfaktor direkten
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Einfluss auf die Genexpression nehmen. Da in unserer Studie ausschlieflich die
zytoplasmatische und membranare IR-Expression untersucht wurden, kann liber eine mogliche

nukleare IR-Transposition keine Aussage getroffen werden.

Es besteht insgesamt eine positive Korrelation zwischen membranstiandigem und
zytoplasmatischem IR-Nachweis in unserem Kollektiv. Daraus ldsst sich schlieRen, dass sich
eine IR-Uberexpression sowohl auf die membranstindige Expression als auch auf die IR-

Internalisierung und zytoplasmatischen IR-Lokalisation auswirkt.

4.2.2. Verteilung der Insulinrezeptorexpression im Gewebe

Die Expression des IR in unseren Gewebeproben war durch ein heterogenes Muster gepragt.
Innerhalb eines Epithelverbandes gab es Epithelabschnitte mit starker und schwacher oder
fehlender IR-Expression. Besonders bei den dysplastischen Bereichen sowie bei entziindlich
veranderten Arealen und im Kolonkarzinom war die IR-Expression abschnittsweise deutlich
heterogen.

Diese Heterogenitat ist moglicherweise auf lokale Unterschiede des Zellumsatzes und
Energieverbrauchs zurlickzufiihren. Die entziindlichen Prozesse der CU fiihren zu Schaden der
Enterozyten, sodass ein standiger Wiederaufbau des Gewebes ablauft.>’ Die proliferierenden
Zellen bendtigen groRe Mengen an Glukose zur Deckung des Energiebedarfs sowie fiir die
Produktion der Zellbestandteile.3? In seiner metabolischen Funktion induziert der IR den Einbau
von GLUT-Transportern und somit die Bereitstellung von Glukose.4%>' Dadurch kann der IR zur
Deckung des Energiebedarfs durch den Einstrom von Glukose in die Zelle beitragen.>’7" Der
IR-A ist durch direkte Bindung an GLUT-1 und -2 mit einer erhéhten basalen Glukoseaufnahme
in die Zelle assoziiert.>® Neben der metabolischen Funktion kénnen durch den IR auRerdem
proliferative und mitogene Signale den Wiederaufbau des Gewebes anregen.>' Die heterogene
Auspragung der IR-Expression kénnte somit Ausdruck der lokal unterschiedlich starken
Entzlindungsaktivitat bei Gewebeproben mit CU sein und der IR hypothetisch als Indikator des
hohen Zellumsatzes und des entsprechend erhéhten Energiebedarfs angesehen werden.

Bei der Pancolitis war kaum Heterogenitdt zu beobachten. Die einheitlich stark ausgepragte
IR-Expression ist mutmaRlich auf den hohen Zellumsatz und Energiebedarf des gesamten
Gewebes aufgrund der global stark ausgepragten Entziindung zurlickzufiihren.
Wahrenddessen war bei Gewebeproben mit insgesamt geringem Entziindungsgrad ein hoheres

MaR an Heterogenitdt vorhanden. Hier kénnte in entzindlich verdnderten Bereichen des
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Epithels ein hoherer Energiebedarf die starkere IR-Expression bedingen, wahrend in Bereichen
mit geringerer Entziindungsaktivitat ein geringerer Energieverbrauch vorhanden ist. Es bedarf
zukiinftiger Studien, um weitere Einsicht in den Zusammenhang zwischen dem lokalen
Entzindungszellinfiltrat und der IR-Expression als Indikator des Glukosebedarfs des Gewebes
zu erhalten.

Der hohe Zellumsatz im Rahmen der Karzinogenese bedeutet auch bei Dysplasie und
Karzinom einen hohen Glukosebedarf.”0 Bei 50% der Dysplasien war eine Heterogenitat der
IR-Expression zu beobachten. Auch bei dysplastischen Arealen kdnnte die heterogene IR-
Expression auf lokal unterschiedlich rasches Zellwachstum und damit verbundenen
Energiebedarf zurtickzufiihren sein. Auferdem sind auch Uber den IR-A vermittelte Effekte,
welche Zellwachstum und -teilung induzieren vorstellbar und hierdurch eine Forderung der
Entartung und Karzinomentstehung mdglich.'3>

Darliber hinaus ist das Gesamtbild des Insulin/IGF-Systems zu beachten, denn die
intrazellularen Signalwege kdnnen durch verschiedene Rezeptoren vermittelt werden.*® Es ist
wahrscheinlich, dass innerhalb des Gewebes eine simultane Expression von IR, IGF-1R und
Hybridrezeptoren vorhanden ist.®> An den Stellen ohne IR-Nachweis kdnnten IGF-1R oder
Hybridrezeptor  die  entsprechenden  Effekte  vermitteln, sodass in  unseren
immunhistochemischen Experimenten hier keine Farbung des IR auftrat.

Letztendlich kdnnte die Heterogenitdt auferdem mit dem Aktivierungszustand des IR einer
Zelle zusammenhadngen. Durch die Aktivierung des Rezeptors kommt es zu einer
Internalisierung und einer entsprechenden intrazellularen Lokalisation.> Bei Zellen mit
membranstandigem Nachweis sind hingegen Uberwiegend Rezeptoren ohne gebundenen
Liganden transmembranar exprimiert.”’ Die Zellen innerhalb des Zellverbandes kénnten sich in
verschiedenen Zustanden der Rezeptoraktivierung bzw. des Rezeptorrecyclings befinden,

welches zu der Heterogenitat der immunhistochemischen Farbung beitragen kénnte.

Eine weitere Beobachtung war die kontinuierliche Zunahme der IR-Expression entlang der
Krypte von basal nach luminal. In der Basis der Krypte liegen die multipotenten Stammzellen,
welche zu Enterozyten ausdifferenzieren sowie auch zu den weiteren Zellen des Kolonepithels
(Becherzellen, Panethzellen und endokrine Zellen).6?2 Wahrend des Aufstiegs entlang der
Krypte findet die Differenzierung der Zellen bis zur Oberflache hin statt.’#2 Bei simultaner
Zunahme der IR-Expression entlang der Krypte kénnte der IR als Marker der Differenzierung
angesehen werden. Fir differenziertes Gewebe charakteristisch ist besonders der IR-B.'42
Andres et al. zeigten die Zunahme der IR-B Expression in differenzierten Zellen im Vergleich
zu epithelialen Stammzellen und die Hemmung der Proliferation durch die IR-B-

Expression.87:143 Dabei scheint der IR-B entscheidend fiir die Aufrechterhaltung der normalen
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Differenzierung der Zellen und fir die Verhinderung der Entartung zu sein.'3 Diese Annahme
ist mit unserer Beobachtung zu vereinbaren, dass der Kryptengradient vor allem bei
gesundem Gewebe ausgepradgt war. Innerhalb der Kontrollgruppe war der Gradient bei 90%
der Gewebeproben vorhanden. Vorstellbar ware, dass der hohe Zellumsatz im Rahmen der
Entziindung bei CU die Differenzierung der Enterozyten entlang der Krypte behindert, sodass
es nicht zu der Ausdifferenzierung der Zellen mit entsprechender IR-Expression kommt. Bei
malignen Tumore ist der Verlust der Differenzierung der Zellen ein Merkmal der
Karzinogenese.'® Entsprechend war der Kryptengradient bei unserem Dysplasie- und
Adenom-Gewebe nur bei 23% bzw. 30% der Proben zu beobachten. Bei unseren Proben

kolorektaler Karzinome war ein Kryptengradient nicht vorhanden.

4.3. Riickschliisse auf die Karzinogenese

4.3.1. Colitis ulcerosa und Karzinogenese des Colitis ulcerosa-
assoziierten Karzinoms

Neben der klassischen Adenom-Karzinom-Sequenz entsteht ein Teil der kolorektalen
Karzinome aufgrund der entziindlichen Vorgange bei chronisch-entziindlichen
Darmerkrankungen.’#* Speziell bei CU besteht ein erhdhtes Karzinomrisiko.?%32 Die chronische
Entziindung erzeugt standige Wachstums- und Regenerationsreize.3? Dies wirkt sich fordernd
auf die Entstehung von Dysplasien als Prdkanzerosen und letztendlich von Karzinomen
aus.32145 Um die Rolle des IR in diesen Ablauf einzuordnen, wurden Gewebeproben von

Patienten mit Linksseitencolitis, Pancolitis, Dysplasien und cCRC untersucht.

Anhand unserer Ergebnisse ist ein Zusammenhang zwischen Entziindung und IR-Expression zu
vermuten. Mit zunehmendem Entziindungsgrad war eine starkere Expression des IR zu
beobachten. Diese Beobachtung ist Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Bjerrum et
al.’™#> Darlber hinaus konnte ich eine vaskuldre IR-Expression nachweisen, die ebenfalls mit
dem Entziindungsgrad korrelierte.

Durch die Gewebeschadigung und stédndige Bildung neuer Enterozyten als Ersatz der
geschadigten Zellen ist der Energiebedarf der Zellen bei CU gesteigert.’®® Die Expression des
IR kénnte in entziindeter Mukosa hochreguliert sein, um Uber den Einbau von GLUT-
Transportern zu einer vermehrten Glukoseaufnahme in die Zelle beizutragen.32'3> Dariber

hinaus sind proliferative und anti-apoptotische Effekte zur Anregung des Zellwachstums bei
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entziindlich bedingten Gewebeschaden (ber den IR und IGF-1-Rezeptor mdéglich.>' Dies kann
einen entscheidenden Punkt der Entziindung-Dysplasie-Karzinom-Sequenz darstellen.
Vorstellbar ist auRerdem die Entwicklung einer lokalen Insulinresistenz im Entziindungsmilieu
der CU. Chronisch entziindliche Zustande sind auf systemischer Ebene mit der Entstehung
von insulinresistenten Zellen assoziiert.”%'30 Die systemische geringgradige Entziindung bei
Adipositas ist ein Faktor bei der Entstehung einer peripheren Insulinresistenz.'2813
Proinflammatorische Zytokine bewirken die inhibitorische Phosphorylierung von IRS-1 mit
einer beeintrachtigten Autophosphorylierung des IR als Folge.'3 Die dysregulierte
Signalweiterleitung fiihrt insgesamt zu dem Verlust der metabolischen Wirkweise lber den
IR.70.130 Es entsteht eine Verschiebung des IR-A/IR-B-Verhaltnisses zugunsten des IR-A durch
Herabregulation des IR-B bei insulinresistenten Zellen.>' Durch die Dominanz des IR-A kommt
es zu der vermehrten Formation von IR-A/IGF-1R-Hybridrezeptoren.5' Dies tragt weiter zu der
Insulinresistenz der Zellen bei, denn die Affinitat der Hybride zu Insulin ist vermindert, sodass
vorranging IGFs gebunden und weniger Insulineffekte vermittelt werden.>'

Auf lokaler Ebene kénnten die proinflammatorischen Einfliisse der CU ein Ubergewicht des IR-
A in Enterozyten und in diesem Zusammenhang mitogene Signale sowie die Entstehung von
Dysplasien erméglichen. IR-A sowie IR-A/IGF-1R-Hybride wirken stark wachstumsstimulierend
auf die Zellen.>" Sie sind hochaffine Rezeptoren fir IGF-2 und Insulin, deren Bindung
proliferative Signalkaskaden lber ERK und MAP-Kinase aktiviert.4%:88 Somit ist es mdoglich,
dass die proinflammatorischen Zytokine direkt, aber auch (ber die Induktion der IR-A-

Expression proliferative Reize vermitteln.®>

Im Widerspruch zu den Ergebnissen von Bjerrum et al. konnten wir keine starkere IR-
Expression innerhalb der Dysplasie im Vergleich zur Pancolitis feststellen.>'4> Auch im
Vergleich zu den anderen Gruppen war keine signifikant erhdhte IR-Expression bei der
Dysplasie nachweisbar. Einzig der Vergleich zu dem nicht-dysplastischen Umgebungsgewebe
ergab eine signifikant héhere IR-Expression bei der Dysplasie. Dieser Unterschied anhand der
HScore-Wertungen spiegelte allerdings nicht das mikroskopische Gesamtbild wider. Es
bestand ein heterogenes Expressionsmuster des IR, sodass die Dysplasie nicht anhand der IR-
Expression identifiziert werden konnte. Sowohl in dysplastischen als auch in nicht-
dysplastischen Bereichen waren Epithelanteile mit starkem und schwachem IR-Nachweis
vorhanden. Die Expression des IR stellt anhand der histologischen Bewertung somit keinen
spezifischen Marker fiir Dysplasien dar.

Auch ohne IR-Uberexpression in dem dysplastischen Gewebe ist die mitogene Stimulation
Uber den IR méglich. Angesichts der entziindlichen Umgebung kdnnte eine Dysregulation der

IR-Expression und Entstehung von insulinresistenten Zellen geférdert werden. Dann wiirde die
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Herabregulation des IR-B zu einer reduzierten metabolischen Signaltransduktion fiihren,
wahrend vermehrt proliferative Effekte Uber die Dominanz von IR-A und IR/IGF-1R-
Hybridrezeptoren vermittelt werden kénnten.’3® Zu der Rolle des IGF-1R in dysplastischen
Zellen bei CU ist bisher wenig bekannt und es werden weitere Studien bendtigt um den IGF-1R
in die Dysplasie-Karzinom-Sequenz einzuordnen. Das Zusammenspiel unterschiedlicher
Rezeptoren kdnnte auch die Ursache der heterogenen IR-Expression sein. An Stellen ohne IR-
Expression kdnnten stattdessen IGF-1R oder Hybridrezeptoren exprimiert werden, die jedoch
nicht Gegenstand dieser Arbeit waren.

Zu beachten ist auRerdem, dass die Bewertung der Dysplasie nicht unabhangig von der
Entzlindung moglich ist, da die CU-assoziierten Dysplasien im Rahmen der Entziindung
entstehen. In der entziindeten Mukosa war unabhangig von der Dysplasie eine starke IR-
Expression nachweisbar. Somit kann keine klare Trennung zwischen IR-Expression im Rahmen
der Entziindung und méglicher IR-Uberexpression dysplastischer Zellen gemacht werden. Zur
weiteren Differenzierung der Wirkweise des IR wiare auRerdem die Unterscheidung der IR-

Isoformen notwendig.

Die cCRC zeigten eine maRige bis stark ausgepragte IR-Expression. Hinsichtlich der lokalen
IGF-2 Produktion durch Tumorzellen scheint die Signaltransduktion durch IR-A und IR-A/IGF-
1R-Hybride entscheidend fiir eine parakrine, onkogene Stimulation zu sein.>" Die
Uberexpression des IR-A und des IGF-1R auf Tumorzellen ist entscheidend fiir die mitogene
Stimulation und Hemmung der Aptoptose.t>88 Es ist vorstellbar, dass auch hier eine lokale
Entziindung dies Uber die Beeinflussung der IR-Expression und IR-Signaltransduktion fordert

und somit einen Teil der Karzinogenese darstellt.

4.3.2. Karzinogenese des sporadischen kolorektalen Karzinoms

Die immunhistochemische Farbung ergab bei den low-grade Adenomen membransténdig eine
sehr geringe Expression des IR. Dies unterschied das adenomatdse Gewebe von dem
umgebenden Normalgewebe, bei dem eine deutliche membranare IR-Expression nachweisbar
war. In Ubereinstimmung mit den Ergebnissen von Abbruzzese et al. lag der IR in dem
Adenomgewebe auch in unserer Studie fast ausschlieRlich zytoplasmatisch vor.41.138
Anzunehmen ist der aktivierte Zustand des IR mit endosomaler Lokalisation nach

Internalisierung des Liganden-Rezeptor-Komplexes.'38 Es ware entsprechend vorstellbar, dass
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die Signalweiterleitung zu diesem friihen Zeitpunkt der Karzinogenese Uber den IR vermittelt

wird. Eine IR-Uberexpression bei low-grade Adenomen fand sich allerdings nicht.

Die grundséatzliche Beteiligung des Insulin/IGF-Systems in der Anfangsphase der
Karzinomentstehung ist wahrscheinlich.>".3% Hohe IGF- und Insulinspiegel stehen nicht nur im
Zusammenhang mit kolorektalen Karzinomen, sondern erhdhen bereits das Entstehungsrisiko
kolorektaler Adenome.?° So ist bei Patienten mit Akromegalie, einer Erkrankung mit erhéhten
IGF-1-Spiegeln, das Risiko kolorektaler Adenome erhoht.> Auch hohe IGF-1-Konzentrationen in
Folge von Adipositas und Insulinresistenz scheinen die Entwicklung kolorektaler Adenome zu
fordern.’#¢ Relevant konnte dabei nicht nur die Hohe, sondern die Dauer erhohter
systemischer IGF-Konzentrationen sein.>

Auch Hyperinuslindmie im Rahmen von Diabetes mellitus Typ 2 ist mit dem erhdhten Risiko
kolorektaler Adenome assoziiert.'#” Die Hyperinsulindamie entsteht durch die Steigerung der
pankreatischen Insulinproduktion, um die periphere Insulinresistenz zu kompensieren.>’ Die
Hyperinsulindmie scheint in der normalen Kolonmukosa eine Reduktion der Apoptoserate zu
bewirken und so die Entwicklung von Adenomen zu begiinstigen.*® Santoro et al. fanden
heraus, dass hohe Insulinspiegel das IR-A/IR-B-Verhaltnis durch die verminderte Expression
des IR-B verschieben.>’133 Dadurch (berwiegen mitogene Signale des IR-A, was mit dem
vermehrten Auftreten kolorektaler Adenome assoziiert ist.'#® Darliber hinaus konnten sie
zeigen, dass die verminderte Expression des IGF-1-Rezeptors durch hohe Insulinspiegel
induziert wird.'® Dies ist mdoglicherweise auf die insulinabhangige Steigerung des IGF-1-
Spiegels zuriickzufiihren, wodurch es zu der Herabregulation des IGF-1R kommt.'48
Entsprechend assoziieren sie Insulin und die Signaltransduktion Gber den IR-A als
hauptséachliche Risikofaktoren der Adenomentstehung und nicht den IGF-1R.™48

Bei low-grade Adenomen scheint die Verschiebung des IR-A/IR-B-Verhdltnisses der erste
Schritt in Richtung proliferativer Signalkaskaden zu sein, ohne dass es zundchst zu einer
Uberexpression des IR im Gesamten kommt.'#8 Eine Uberexpression des IR konnten wir
entsprechend nicht nachweisen. Eine Heraufregulation der IR-A-Expression durch Insulin
koénnte die mitogene Signalweiterleitung lber diese Isoform des IR beglinstigen.>' Dies konnte
zudem zu der vermehrten Bildung von IR-A/IGF-1R-Hybridrezeptoren flihren, welche mit stark

proliferativen Reizen assoziiert sind.>’

Bei kolorektalen Karzinomen ist die Uberexpression des IR-A, des IGF-1R und des IR-A/IGF-1R-
Hybridrezeptors bekannt.'3.14? Diese Rezeptoren sind hochaffin fir Insulin und IGF-2 und
vermitteln proliferative und anti-apoptotische Effekte.>'.'30 Fiir die Tumorzellen ist Insulin ein

essentieller  Wachstumsfaktor.#® Die  systemischen Insulinspiegel sind flr die
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Prognoseeinschatzung bei Patienten mit kolorektalen Karzinomen, moglicherweise auch zum
Screening oder zur Risikostratifizierung, besser geeignet als der IGF-1 oder IGF-2-Spiegel.*®
Dies ist auf die lokale Produktion der IGFs durch die Karzinomzellen zurtickzufiihren, sodass
die systemische Erfassung der Spiegel nicht die Konzentration im Tumorgewebe
widerspiegelt.?* Allerdings scheint in Karzinomgewebe, im Gegensatz zu Adenomgewebe, der
IGF-1R starker exprimiert zu werden.®* Dies lasst darauf schlieRen, dass mitogene und anti-
apoptotische Signale im spateren Verlauf der Karzinogenese ebenfalls tber den IGF-1R

vermittelt werden, wahrend anfangs der IR-A entscheidend sein kdnnte.

Mit Diabetes mellitus Typ 2 assoziierte Pathologien sind als weitere fordernde Einfllisse der
Karzinogenese zu bedenken. Es wird angenommen, dass Hyperglykdamien ebenfalls das
Wachstum maligner Zellen fordern, da Glukose zur Deckung des Energiebedarfs der
Zellproliferation bendtigt wird.4%131.133 Zudem entstehen proinflammatorische und proliferative
Effekte durch oxidativen Stress, welcher im Rahmen von Hyperglykamien durch die vermehrte
Glycolysierung von Proteinen entsteht.'3' Bei Adipositas wirken proliferative Mediatoren im
Rahmen der geringgradigen chronischen Entziindung auf die Entwicklung von Tumoren.31.133
Dabei ist vorrangig ein vergrofRerter Bauchumfang mit dem erhohten Risiko kolorektaler
Adenome assoziiert, mdglicherweise aufgrund des direkten Effekts des viszeralen
Fettgewebes auf die Adenomentstehung.>'3! Unsere Studie ist hinsichtlich der metabolischen
Einflisse auf die Karzinogenese limitiert, da unklar ist, welche Gewebeproben von Patienten
mit Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2 oder pradiabetischer Insulinresistenz stammen. Es
war nicht mdoglich, Zusammenhange von Hyperglykamie und Hyperinsulindmie mit dem

Auftreten kolorektaler Adenome anhand unseres Kollektivs zu lGberpriifen.

4.3.3. Vaskulare Insulinrezeptorexpression und lokale Entziindung

Wir konnten nachweisen, dass der IR nicht nur epithelial, sondern auch vaskuldr exprimiert
wird. Mit zunehmender Entziindung war die Zunahme einer vaskularen IR-Expression zu
beobachten, mit starkster vaskularer IR-Expression bei der Pancolitis. Dariliber hinaus war die

vaskuladre IR-Expression bei den kolorektalen Karzinomen signifikant haufiger nachweisbar.

Anhand von in vitro-Studien scheint eine Beteiligung des IR an der Transzytose von Insulin bei

Endothelzellen mdglich zu sein.'3% So kénnte zirkulierendes Insulin zu den Zielzellen, in diesem
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Fall die Enterozyten, gelangen. Dies kénnte eine Erklarung der vaskuldren IR-Expression
darstellen.

Andererseits sind direkte IR-Effekte auf Endothelzellen bekannt.>' Die vaskulare IR-Aktivierung
bewirkt eine Vasodilatation durch die Freisetzung von Stickstoffmonooxid tber den PI3K-Akt-
Signalweg.'30151 AuRerdem ist die Beteiligung des Insulin/IGF-Systems mittels vaskularer IR-
Expression an der Angiogenese mdaglich.’>" Durch Insulin wird die Zellmigration im Rahmen der
Angiogenese Uber die PI3K-Akt-Signalkaskade stimuliert.’>? Im mikrovaskuldaren GefaRsystem
konnten weitere Einflisse von Insulin nachgewiesen werden, hier stimuliert Insulin die
endotheliale Zellproliferation und Produktion der proangiogenen Mediatoren ,vascular
endothelial growth factor” (VEGF) und Angiogenin (Ang).'>? Die Angiogenese ist ein wichtiger
Prozess der Karzinogenese um die Versorgung des schnell wachsenden Tumorgewebes zu
erméglichen.’s' Die vaskuldre IR-Uberexpression bei Karzinomen kénnte auf einen pro-
angiogenen Effekt hindeuten. Dies stellt eine weitere Moglichkeit der onkogenen Wirkung des
IR neben dem proliferativen Einfluss auf die Tumorzellen selbst durch die epitheliale IR-
Expression dar. Uber den vaskuldren IR ist die Méglichkeit der Stimulation der Angiogenese
unabhangig von VEGF in Prostatakarzinom-Xenografts beobachtet worden.'>? Dabei scheinen
proangiogene Effekte durch beide Isoformen vermittelt zu werden.>"'53 Roudnicky et al.
identifizierten die vaskuldre IR Expression im Rahmen von Blasenkarzinomen.>' Wir konnten in
unserer Studie zeigen, dass der IR auch bei kolorektalen Karzinomen vaskuldr exprimiert wird.
Von daher besteht auch hier die Vermutung, dass durch den IR pro-angiogene Effekte
vermittelt werden. Heckl et al. konnten in einer Nachfolgestudie zeigen, dass die vaskulare IR-
A-Expression im Zusammenhang mit fortgeschrittenen Stadien kolorektaler Karzinome
steht.’* Da in fortgeschrittenen Tumorstadien aufgrund des raschen Wachstums oft
hypoxische Bedingungen herrschen, kénnte die vaskuldre IR-Uberexpression durch Hypoxie
stimuliert sein.’*® So hatten Roudnicky et al. beispielsweise beim Blasenkarzinom einen
Zusammenhang zwischen der vaskuldaren IR-Expression und dem Transkriptionsfaktor
sHypoxie-induzierter Faktor 1a“ (HiF1a) nachgewiesen.’>%'>4 Es scheint auRerdem ein
Zusammenhang zwischen HiF1a mit der GLUT-1-Aktivierung bei hypoxischen Zustanden zu

bestehen, wobei die Rolle des IR bisher nicht vollstéandig geklart ist.’54155

Ein Zusammenhang zwischen IR-Expression und Angiogenese ist zudem auch bei Entziindung
vorstellbar. Als Bestandteil der Entziindungsreaktion ist die Angiogenese wichtig, um die
Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff und Nahrstoffen bei der Heilung und Reparatur zu
gewdhrleisten.’>® Die stellt eine mdgliche Erklarung fir die Zunahme der vaskuldren IR-
Expression mit Zunahme des EntziindungsausmaRes der Colitis ulcerosa dar. Es ist

hypothetisch denkbar, dass das Entziindungsgeschehen bei Colitis ulcerosa eine lokale
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Insulinresistenz im Bereich des entziindeten Areals induziert und hierdurch eine vermehrte
lokale Insulinrezeptor IR-A-Expression bedingen kénnte. Grundlage dieser Uberlegung ist der
Zusammenhang zwischen inflammatorischen Erkrankungen und der Entwicklung einer
Insulinresistenz.'28.132 Dije systemische Insulinresistenz im Rahmen von Diabetes mellitus Typ
2 ist mit einer endothelialen Dysfunktion assoziiert und durch verdnderte IR-
Signaltransduktion an der Entstehung kardiovaskuldrer wie auch neoplastischer Erkrankungen

beteiligt.30.151

Auch im Rahmen von Karzinomen besteht ein mdglicher Zusammenhang zwischen der
vaskularen IR-Expression und inflammatorischen Einfliissen durch das Tumormicroenvironment
(TME). Dieses Umgebungsgewebe der Tumorzellen ist typischerweise ein entziindliches Milieu
mit diversen Immunzellen.'>8 Das TME setzt sich aus Fibroblasten, Immunzellen und Zellen des
monozytiren Systems zusammen.'>® Durch die Produktion proinflammatorischer Mediatoren,
wie TNF-a, IL-8 und IGF-1, wird die Entstehung und das Wachstum von Tumorzellen
stimuliert.’® Es ist hypothetisch denkbar, dass diese lokalen Entziindungsprozesse eine
vaskuldre Uberexpression von IR-A auslésen kénnten und dadurch die Angioneogenese des
Tumors befordern kdnnten. Die lokale IGF-2-Produktion bei Karzinomen kénnte dabei den
Prozess verstarken, denn IGF-2 bindet im Allgemeinen praferentiell an den IR-A.#® Zudem ist
eine Assoziation von Insulinresistenz und Hyperinsulindmie mit Tumorangiogenese und -
entwicklung bekannt.>’

Entziindung und Insulinresistenz kénnten entsprechend nicht nur epithelial, sondern auch
vaskuldr zu der IR-A-Uberexpression beitragen und einen relevanten Einfluss auf die
Angiogenese darstellen. Dies kénnte im Rahmen von chronisch-entziindlichen Erkrankungen
wie CU, aber auch bei Karzinomen, im Zusammenhang mit einem inflammatorischen TME eine

Rolle spielen.

4.4. Fazit

Die IR-Expression in low-grade Adenomen und Dysplasien war nicht signifikant erhoht, sodass
der IR keinen Marker der kolorektalen Karzinomvorstufen darstellt. Der IR scheint erst zu
spateren Zeitpunkten der Karzinogenese auf den Zellen von sCRC wie auch cCRC
Uberexprimiert zu werden. Insgesamt besteht der Verdacht, dass nicht nur die Expression des
IR auf Tumorzellen, bzw. der Vorlauferzellen, die Karzinogenese férdert, sondern dass auch

die vaskuldre IR-Expression Uber eine die Stimulation der Angiogenese beteiligt sein kdnnte.
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Dabei kdnnten proinflammatorische Einfliisse sowohl die epitheliale als auch vaskuldre IR-
Expression beeinflussen. Die Kenntnis der differenzierten Expression der Isoformen in diesen

Zusammenhingen ist von Bedeutung und bedarf weiterer Studien.

67



5. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom zahlt zu den haufigsten Karzinomen in Deutschland und stellt die
zweithdufigste karzinombedingte Todesursache bei Mannern und die dritthaufigste bei Frauen
dar. In 70% der Falle entsteht das kolorektale Karzinom sporadisch aus Adenomen aufgrund
von Punktmutationen ohne bekannte Ursache. Lebensstil und Ernahrung sowie daraus
folgende Stoffwechselerkrankungen stellen entscheidende Einflussfaktoren dar. Ferner
koénnen kolorektale Karzinome im Rahmen der chronisch entziindlichen Darmerkrankung Colitis
ulcerosa auf dem Boden der chronischen Entziindung entstehen.

Das weitreichende Netzwerk des Insulin/IGF-Systems nimmt Einfluss auf viele Prozesse im
Korper. Der Insulinrezeptor, welcher in zwei Isoformen vorkommt, kann Uber die Isoform A
mitogene und anti-apoptotische Effekte vermitteln. Stoffwechselerkrankungen wie Diabetes
mellitus und Adipositas filhren zu Stérungen des Insulin/IGF-Systems. Im Rahmen dieser
Dysregulation kénnen erhdhte IGF-1-Spiegel und die Uberexpression der Isoform A des
Insulinrezeptors mit Karzinomerkrankungen, unter anderem dem kolorektalen Karzinom,
assoziiert werden.

Das Ziel dieser Doktorarbeit war zu prifen, inwiefern und zu welchem Zeitpunkt die
Uberexpression des Insulinrezeptors im Rahmen der Karzinogenese kolorektaler Karzinome
relevant ist. Es wurden die Karzinomvorstufen Adenom und Dysplasie untersucht um
Gemeinsamkeiten und Unterschiede hinsichtlich der Insulinrezeptorexpression bei der
Entstehung von sporadischen und Colitis ulcerosa-assoziierten kolorektalen Karzinomen zu
prifen und diagnostische und therapeutische Ansdtze zu ermdglichen. Nicht-dysplastisches
Darmgewebe von Patienten mit Colitis ulcerosa, Colitis ulcerosa-assoziierte Karzinome und
gesundes Darmgewebe wurden dariiberhinaus untersucht.

An FFPE-Gewebeschnitten wurde eine immunhistochemische Farbung mit Nachweis des
Insulinrezeptors durchgefiihrt. Hierfir wurde der verwendete Antiképer im Rahmen dieser
Arbeit erstmalig fir die Immunhistochemie etabliert. Die Auswertung der Farbung erfolgte
unter Anwendung des Histoscores mit festgelegten Referenzen.

Die Insulinrezeptorexpression war sowohl in der Plasmamembran als auch in dem Zytoplasma
von Enterozyten nachweisbar, wobei eine signifikante Korrelation zwischen Membran- und
Zytoplasmafarbung bestand. Der Insulinrezeptor war insgesamt in den Karzinomvorstufen
Adenom und Dysplasie epithelial nicht signifikant iberexprimiert im Vergleich zu den anderen
Studiengruppen. Es konnte allerdings eine Korrelation zwischen Insulinrezeptorexpression und
EntzindungsausmaR bei Colitis ulcerosa beobachtet werden. Neben der epithelialen

Insulinrezeptorexpression war die vaskuldre Expression eine neue Beobachtung, die mit dem
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EntziindungsausmaR korrelierte und ebenfalls bei den Colitis ulcerosa-assoziierten Karzinomen
vorkam.

Der Insulinrezeptor als spezifischer Marker fiir Prakanzerosen des kolorektalen Karzinoms lieR
sich nicht bestatigen. Es ist jedoch eine Verschiebung des IR-A/IR-B-Verhéltnisses als erster
Schritt in Richtung proliferativer Signalkaskaden denkbar ohne dass es zundchst zu einer
Uberexpression des Insulinrezeptors im Gesamten kommt. Das AusmaR des lokalen
Entziindungsgeschehens war mit der vaskuldren Insulinrezeptorexpression assoziiert. Der
relevante Zusammenhang zwischen Entziindung und Insulinrezeptorexpression kénnte als
Hinweis auf die proliferativen Effekte des Insulinrezeptors gedeutet werden. Die erstmalige
Beschreibung der vaskuldren Insulinrezeptorexpression im Zusammenhang mit Entzilindung
sowie kolorektalen Karzinomen stellt die Grundlage weiterfiihrender Forschung dar. In
Anbetracht der weltweit zunehmenden Inzidenz an metabolischen Erkrankungen, wie Diabetes
mellitus Typ 2, und dem damit verbundenen Zustand der Hyperinsulindmie und
geringgradigen Entziindung, sind die genauen Zusammenhange zwischen Inflammation,
Insulinrezeptorexpression und Karzinomentstehung von groRer Bedeutung. Der maogliche
Einfluss einer vaskuldren Insulinrezeptorexpression auf die Angioneogenese im Prozess der
Karzinogenese ermdglicht weitere Ansatzpunkte bei Diagnostik und Therapie kolorektaler

Karzinome und deren Vorstufen.
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