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Abstract

In this thesis, the alterations are investigated that are responsible for an increased tumour
risk in colonic epithelium of humans with inflammatory bowel disease (IBD). To detect early
signs for a risk of tumour development, suitable markers indicative of tumorigenesis before
the appearance of an initial tumour stage should be identified. For this purpose, several rele-
vant genes were investigated at the levels of RNA and protein expression, using the methods
of real time PCR and immunofluorescence staining. The samples investigated were obtained
from normal colonic epithelium of humans without inflammatory bowel disease (IBD), from
colonic epithelium of patients with IBD (patients with ulcerative colitis or Crohn’s disease),
from intestinal polyps and from intestinal carcinomas of humans without IBD.

The results obtained for RNA expression of COX-2 and IL6 confirm the important function of
these genes in inflammation and tumour development also in colonic epithelium. RNA ex-
pression of COX-2 and IL6 is significantly increased in the group of patients with ulcerative
colitis (UC) and in tumour samples, compared to RNA expression in tissue from normal hu-
mans. The amount of IL6 RNA in tissue of the tumour group is several times higher than in
the UC group. Also one polyp sample of a patient with UC contained considerably more IL6
RNA than all the other UC samples. This result indicates the suitability of IL6 RNA as a
marker of inflammation and UC-associated cancer. Whether the IL6 RNA level will turn out to
be useful in practice as an early marker of UC-associated cancer (as a reliable indicator of
tumour risk before the appearance of dysplasia or polyp), remains to be demonstrated in
further experiments, e.g., by analysing dysplasia samples of UC patients. COX-2 RNA ex-
pression is nearly equally high in the UC and the tumour group. Since the amount of COX-2
RNA seems to be similarly increased in inflammatory tissue and in tumours, this gene is not
suitable as a marker for UC-associated tumour risk.

B-Catenin RNA expression is found to be significantly increased in the polyp and tumour
samples compared with normal tissue. This result confirms the important role of $-catenin in
tumour development. In the UC samples, the amount of B-catenin RNA is found to be only
slightly increased in comparison with the normal samples.

In the group of intestinal tumour samples, the gene Musashi-1 shows the strongest RNA ex-
pression among the four investigated groups. This may be explained by the fact that the
Musashi-1 protein is produced in the stem cells of the crypts and that tumour cells returning
to an undifferenciated state with the ability of unlimited cell division exhibit a corresponding
stem cell - like behaviour. In the UC group, the quantity of Musashi-1 RNA is lowest with a
significant difference to the normal group. This can be explained by the importance of repair
of damage in inflammatory tissue and the advantage of a reduced proliferation.

The Bcl-2 protein shows no substantial differences between the four investigated groups.
Increased values of Bcl-2 RNA expression in the UC group might indicate a tumour risk.
However, this assumption has to be confirmed by further experiments, e.g., by the investiga-
tion of dysplasia samples, because they represent the transition from inflammation to tumour.
A significantly increased amount of p53, at RNA and protein levels, is observed in polyp and
tumour samples, but not those of IBD. Only one of the two polyp samples of the UC group
showed a nuclear accumulation of p53 protein. All the other IBD samples were negative con-
cerning p53 translocation to the nucleus. This indicates that p53 expression does not rise
before the development of dysplasia or a polyp. Therefore, p53 does not seem to be suitable
as an early tumour marker, at neither RNA nor protein levels, as far as this should be used
as an indicator of IBD-associated tumour risk prior to dysplasia.

The role of survivin as a tumour marker is also confirmed in colonic epithelium, at both RNA
and protein levels. Whether the observed increase of survivin RNA expression in some sam-
ples of the UC group might be interpreted as an indication of a tumour risk, cannot be defi-
nitely answered. Further experiments are required to elucidate whether survivin is suitable as
an early marker for the development of IBD-associated tumours.



Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, welche Ereignisse dem erhdhten Tumorri-
siko im Kolonepithel von Menschen mit einer CED zugrunde liegen. Um die Gefahr der Tu-
morentstehung rechtzeitig erkennen zu kdnnen, sollen friihe Marker gefunden werden, die
die Bereitschaft, einen Tumor zu entwickeln, noch vor Entstehen seiner Vorstufen anzeigen.
Dazu wird mit Hilfe der Methode der Real Time PCR und der Immunfluoreszenzfarbung die
RNA- und die Proteinexpression bestimmter Gene untersucht. Das Probenmaterial ist nor-
males Kolonepithel von Menschen ohne CED, Kolonepithel von Patienten mit einer CED,
Kolonpolyp- und Kolontumorgewebe von Menschen ohne CED.

Die Ergebnisse der RNA-Expression von COX-2 und IL6 bestatigen deren wichtige Funktion
bei Entziindungen und der Entstehung von Tumoren auch im Kolonepithel: Die COX-2- und
IL6-RNA-Expression ist in der CU- und in der Tumorgruppe im Vergleich zur Normalgruppe
signifikant erhoht.

Der IL6-RNA-Gehalt ist in der Tumorgruppe nochmals um ein Vielfaches hdher als in der
CU-Gruppe. Auch die Polypprobe eines CU-Patienten hat deutlich mehr IL6-mRNA als die
anderen CU-Proben. Daraus lasst sich schlief3en, dass IL6 auf RNA-Ebene sich als Marker
fur Entziindungsvorgange und flir CED-bedingte Tumore eignen kdnnte. Ob sich der IL6-
RNA-Gehalt jedoch als friiher Marker fir die Entstehung CED-bedingter Tumore eignet,
wenn er das Tumorrisiko bereits vor Auftreten einer Dysplasie oder eines Polypen anzeigen
soll, lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht beantworten. Mehr Klarheit wirde
die Untersuchung von Dysplasieproben von CED-Patienten bringen.

Die COX-2-RNA-Expression ist in der CU- und in der Tumorgruppe nahezu gleich. Da der
COX-2-RNA-Gehalt bei Entziindungsvorgangen anscheinend genauso stark erhoht ist wie
im Tumor, kann er nicht als Marker flr ein CED-bedingtes Tumorrisiko funktionieren.

Die B-Catenin-RNA-Expression ist in den Polyp- und in den Tumorproben signifikant erhéht
gegeniiber den Normalproben, was zeigt, dass R-Catenin bei der Tumorentstehung eine
wichtige Rolle spielt. In den CU-Proben ist der [3-Catenin-RNA-Gehalt kaum erhéht gegen-
Uber den Normalproben.

Musashi-1 ist auf RNA-Ebene in den untersuchten Kolontumorproben am starksten expri-
miert, was sich damit begriinden lasst, dass Musashi-1 in den Stammzellen der Krypten vor-
kommt und Tumorzellen die Eigenschaft haben, in einen undifferenzierten, unbegrenzt tei-
lungsfahigen Zustand zurlckzukehren und sich somit &hnlich wie Stammzellen zu verhalten.
In der CU-Gruppe ist die Musashi-1-RNA-Menge am niedrigsten mit einem signifikanten Un-
terschied gegenulber der Normalgruppe. Das ist damit erklarbar, dass in entziindlichem Ge-
webe die Reparatur von Schaden besonders wichtig ist, so dass eine verminderte Zelltei-
lungsrate sinnvoll ist.

Bcl-2 zeigt auf Proteinebene keine auffalligen Unterschiede in den vier Untersuchungsgrup-
pen. Die erhdhten Bcl-2-RNA-Expressionswerte der CU-Gruppe koénnten ein Tumorrisiko
anzeigen. Diese Annahme muss jedoch durch weitere Experimente abgesichert werden,
zum Beispiel durch die Untersuchung von Dysplasieproben, da sie den Ubergang von der
Entziindung zum Tumor darstellen.

Die signifikant erhdhte p53-Menge auf RNA- und auf Proteinebene betrifft nur die Polyp- und
Tumorproben, nicht aber die CED-Proben. Nur eine der beiden Polypproben der CU-Gruppe
zeigt eine Anreicherung des p53-Proteins im Zellkern. Alle anderen CED-Proben sind nega-
tiv bezlglich einer p53-Anreicherung im Zellkern. Das deutet darauf hin, dass eine erhdhte
p53-Expression friihestens in Dysplasien und im Polypgewebe auftritt. Deshalb scheint p53
sich auf RNA- und Proteinebene nicht als friher Tumormarker zu eignen, wenn er ein CED-
bedingtes Tumorrisiko noch vor Entstehen der Dysplasie anzeigen soll.

Survivin bestatigt sich auch im Kolonepithel als Tumormarker sowohl auf RNA- wie auch auf
Proteinebene. Ob die erhdhte Survivin-RNA-Expression in einigen Proben der CU-Gruppe im
Sinne eines damit verbundenen Tumorrisikos interpretiert werden kann, Iasst sich nicht mit
Sicherheit beantworten. Weitere Experimente waren nétig um zu klaren, ob Survivin sich als
friher Marker fiir die Entstehung CED-bedingter Tumore eignet.
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Einleitung 1

1. Einleitung

Das Kolonkarzinom beim Menschen ist der zweithdufigste Tumor in den Industrielandern und
gehort zu den am besten erforschten Tumoren. Bei seiner Entstehung spielen viele Faktoren
eine Rolle, dazu gehdren Umwelteinflisse, wie zum Beispiel Erndhrungsverhalten und kor-
perliche Bewegung, aber auch genetische Ursachen.' Bei Vorliegen einer chronisch ent-
zundlichen Darmerkrankung (CED), wie Colitis Ulcerosa oder Morbus Crohn, ist das Risiko,
einen Darmtumor zu bekommen, um ein Vielfaches erhoht.

Es gibt gegenwartig mehrere anerkannte Theorien Uber die molekularbiologischen Entste-
hungsmechanismen von Darmtumoren.? Diese beinhalten verschiedene genetische und epi-
genetische Veranderungen der Zellen. Bei der Einteilung in verschiedene Modelle der Tu-
morentstehung ist zu berlcksichtigen, dass die Entwicklung eines Darmtumors nicht unbe-
dingt einem der beschriebenen Modelle folgen muss. Umgekehrt kann ein Modell nicht die
Entstehung aller Tumore beschreiben.?

1.1. Sporadisch auftretende, Colitis-assoziierte und erblich bedingte
Darmtumore

Darmtumore treten in der Uberwiegenden Zahl der Falle sporadisch auf, das heil3t es liegt
keine erbliche Krankheitsform vor und auch keine Vorbelastung durch eine CED.

Zu einem geringen Prozentsatz, etwa 5-10%, sind Darmtumore erblich bedingt. Die Veranla-
gung zur Tumorentstehung wird Uber die Keimbahn an die Nachkommen vererbt. Dass es
sich um einen erblich bedingten Darmtumor handelt ist daran erkennbar, dass er familiar
gehauft auftritt, falls es sich in wenigen Ausnahmefallen nicht um eine Neumutation handelt.
Zu den erblichen Formen des Kolonkarzinoms gehdren die familidre adenomatése Polyposis
(FAP) und das hereditére nichtpolypdse Kolonkarzinom (HNPCC).*?

Die FAP ist in 95% der Falle mit chromosomaler Instabilitdt verbunden, das heil3t mit Verlust
oder Gewinn ganzer Chromosomen oder Teile von Chromosomen. Ursache der FAP sind
Keimbahnmutationen im APC (Adenomatdse Polyposis Coli)-Gen. Die Erkrankung wird au-
tosomal dominant vererbt, das heillt jeder Gentrager entwickelt eine FAP. Als Konsequenz
bilden sich Hunderte bis Tausende zunachst gutartige Darmpolypen, von denen einige zu
Tumoren entarten.®

Mutationen im APC-Gen gelten als ein friihes Ereignis auf dem Weg zur Tumorentstehung
und spielen nicht nur bei der FAP, sondern auch bei den meisten sporadischen Kolonkarzi-
nomen eine Rolle. Als Ergebnis werden Gene aktiviert, die flr verstarkte Proliferation sorgen,
wodurch Adenome entstehen kdnnen, aus denen sich Tumore entwickeln.

Die HNPCC entsteht durch ein fehlerhaftes DNA-Reparatursystem, was zur Mikro-
satelliteninstabilitat fiihrt. Dabei handelt es sich um Langenunterschiede von Mikrosatelliten,
repetitive Einheiten des Genoms, die aus einer Abfolge gleicher Basensequenzen bestehen.
Auch hier bilden sich als Konsequenz Polypen, die zu Tumoren werden kénnen. Ursache fir
das defekte DNA-Reparatursystem ist im Fall des HNPCC entweder eine Mutation oder die
Hypermethylierung, eine epigenetische Veranderung. Zum Beispiel wird durch Hypermethy-
lierung der Promotorregion des DNA-Reparaturgens MLH1 (mutL homolog 1) das Gen inak-
tiviert und nicht mehr transkribiert.”®
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Das Phanomen der Hypermethylierung von DNA-Abschnitten, die normalerweise nicht me-
thyliert sind, tritt auch unabhangig von der Krankheitsform des HNPCC bei den sporadischen
Tumoren auf. Neben dem MLH1-Gen kénnen noch viele andere Gene methyliert sein, zum
Beispiel Gene, die zustandig sind fur die Regulation von Zellzyklus und Apoptose oder Tu-
morggjoppressorgene. Die Inaktivierung dieser Gene kann dann zur Tumorentstehung fiih-
ren.”

Bei der Entstehung der sporadisch auftretenden Kolonkarzinome spielen somatische Mutati-
onen als Ursache eine zentrale Rolle. Die Mutationen kénnen zur Aktivierung von Onkoge-
nen (zum Beispiel k-ras) oder Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (zum Beispiel APC,
p53, DCC=deleted in colorectal cancer) fiihren. Aufgrund einer Anhaufung dieser Mutationen
kommt es zur Bildung eines Tumors (Multistep-Karzinogenese).’

Durch Mikrosatelliteninstabilitat herbeigefihrte Darmtumore befinden sich Uberwiegend im
rechten Darmabschnitt, im Colon ascendens. Die sporadisch auftretenden Kolonkarzinome
und die FAP-Tumore sind dagegen vor allem im linken Darmabschnitt, Colon descendens,
lokalisiert.®

Eine chronische Entziindung beinhaltet ein deutlich erhohtes Risiko der Tumorentstehung.
Viele Tumore, wie auch die Colitis-assoziierten (CED-bedingten) Tumore, lassen sich auf
chronische Entziindungen zurickfiihren und treten am Ort der Entziindung auf.

Wie bei den erblichen Formen entsteht das sporadisch auftretende und auch das CED-
bedingte Kolonkarzinom Uber das Adenom als Tumor-Vorstufe. Die Entwicklung des Kolon-
karzinoms Uber das Adenom ist verbunden mit morphologischen Veranderungen im Darm-
epithel: Die Anzahl an Becherzellen im Epithel nimmt ab und somit auch die Schleimsekreti-
on; es treten mehrreihige Zelllagen des Darmepithels auf im Gegensatz zum einreihigen Epi-
thel im Normalgewebe und die Kern-Cytoplasma-Relation nimmt ab. Im Kolonkarzinom gibt
es keine Schleimproduktion mehr und die Zellkerne liegen zentral in der Zelle statt basal, wie
es im Normalgewebe der Fall ist (Abb. 1-1 und Abb. 1-2).

Lamln Becherzellen
rla
cosae’

(Stroma)

-
Becherzelle

Darmlumen

Abb. 1-1: Ausschnitt aus dem Kolonepithel, Normalgewebe. Hamalaungefarbter Gefrier-
schnitt. Originalvergréerung 400 x. Eigenes Praparat.

Das Epithel besitzt viele Becherzellen, die der Schleimsekretion dienen. Der Schleim schutzt
vor schadlichen chemischen, physikalischen und mikrobiellen Einflissen. Die Zellkerne lie-
gen basal in der Zelle und das Epithel ist einreihig.
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Abb. 1-2: Ausschnitt aus dem Kolonepithel, Adenom. Hamalaungefarbter Gefrierschnitt. Ori-
ginalvergréRRerung 100 x. Eigenes Praparat.

Das Epithel der Krypten ist mehrreihig; die Zellkerne liegen zentral in den Zellen und es sind
weniger Becherzellen vorhanden, was verbunden ist mit geringerer Schleimsekretion.

1.2. Modell der schrittweisen Entstehung von Darmtumoren

Die Vorstellung der schrittweisen Entstehung des Kolonkarzinoms Utber mehrere Vorstufen
vom normalen Epithel Uber friihe und spate Stadien des Adenoms bis zum Karzinom wurde
erstmals in den spaten achtziger Jahren von Fearon und Vogelstein entwickelt. In diesem
Modell kommt es durch Mutation im APC-Gen zu dysplastischen Veranderungen im Darm-
epithel, die die Vorlaufer des Adenoms darstellen. Durch das Hinzukommen weiterer Mutati-
onen, z#:? Beispiel in p53 und in k-ras, entwickelt sich schliel3lich aus dem Adenom ein Kar-
zinom." "

Daruber, ob die Mutationen in den Stammzellen der Krypten oder in den differenzierten Ko-
lonepithelzellen stattfinden missen, um zum Tumor zu fihren, herrscht Uneinigkeit. Seit lan-
gem wird angenommen, dass es die Stammzellen sind, in denen sich die Mutation ereignen
muss, weil dann eine Akkumulation von Mutationen am wahrscheinlichsten ist. Die Mutation
wird bei jeder Zellteilung weitergegeben, neue Mutationen kénnen hinzukommen." Anderer-
seits weild man, dass eine Akkumulation von Mutationen auch in Tumorzellen mdglich ist.2
Es gibt Berichte, dass APC-Mutationen in den differenzierten Zellen im oberen Teil der Kryp-
te gefunden wurden, im unteren Teil derselben Krypte aber nicht, was flr den oberen, diffe-
renzierten Teil der Krypte als Ausgangspunkt der Tumorentstehung sprache.™

Das Modell von Fearon und Vogelstein ist eine sehr vereinfachte Beschreibung der Entste-
hung von Darmtumoren. Es sind noch weitere Gene entscheidend beteiligt. Dabei handelt es
sich vor allem um Gene, die bei der Proliferation, der Differenzierung und der Apoptose eine
wichtige Rolle spielen.



Einleitung 4

1.3. Regulation von Proliferation und Apoptose im Darmepithel

Das Darmepithel ist das am schnellsten sich erneuernde Gewebe des Menschen. Es schitzt
den Organismus vor dem Eindringen von Giftstoffen, schadlichen Nahrungsbestandteilen
und pathogenen Mikroorganismen. Die Lebensdauer einer Darmepithelzelle betrdgt maximal
sieben Tage. Um das Gleichgewicht zwischen dem programmierten Zelltod ,alter Zellen* und
der Bildung neuer Zellen, die die alten ersetzen, aufrechtzuerhalten, ist eine strenge Regula-
tion von Zellteilung, Differenzierung und Apoptose wichtig. Eine Stérung dieser Regulation
kann viele Ursachen haben.

In den Krypten des Darmepithels haben die von den Stammzellen gebildeten Progenitorzel-
len die Funktion, durch Zellteilung fiir die stidndige Erneuerung des Epithels zu sorgen.'®
Dieser Prozess lauft unten in der Basis der Krypten ab. Die neu gebildeten Zellen wandern
innerhalb von drei bis finf Tagen Richtung Darmlumen in den oberen Bereich der Krypten
und werden dann abgestoRen."”'® Abb. 1-3 zeigt einen Ausschnitt aus dem Kolonepithel.

_Lamina muscularis mucosae

Abb. 1-3: Ausschnitt aus dem Kolon-

4 " . . . epithel, Normalgewebe. Immunfluo-
¢ g3 ‘ reszenzfarbung eines Gefrierschnitts.

' . Eigenes Praparat. Doppelfarbung von
g . Bcl-2 (rot) und Actin (griin). Gegenfar-

I f r Epithelzellen r bung der Zellkerne mit DAPI (blau).

' - Kryptenbasis und Lymphozyten zei-

gen Bcl-2-Farbung, Zellmembranen

Darmlumen und Lamina muscularis mucosae

zeigen Actinfarbung.

Das Anti-Apoptose-Gen Survivin ist Gberwiegend in der Basis der Krypten vorhanden. In den
meisten adulten Geweben fehlt es. Survivin wird wahrend der Embryonalentwicklung expri-
miert und auf3erdem in vielen Tumoren, auch im kolorektalen Karzinom. Es hemmt die Apop-
tose und férdert die Proliferation. Es assoziiert wahrend der Mitose an die Mikrotubuli des
Spindelapparates. Eine Stérung dieser Interaktion fihrt zum Verlust der Antiapoptose-
Funktion des Survivins und zu einer erhdhten Caspase-3-Aktivitat. Survivin wird mit der Tu-
morentstehung in Verbindung gebracht '*%° und gilt als Proliferations- und Tumormarker.

Bcl-2, auch vorwiegend in der Basis der Krypten exprimiert, begiinstigt bei Uberexpression
ebenfalls die Entstehung von Tumoren (iber eine reduzierte Apoptose.?’

Musashi-1 ist ein weiteres Gen, das in der Basis der Krypten des Kolonepithels exprimiert
wird und gilt als Marker fir Stammzellen. Es spielt vermutlich eine Rolle bei der Zellteilung
der Stammzellen oder der aus ihnen hervorgehenden Progenitorzellen, aus denen die diffe-
renzierten Epithelzellen entstehen.???

Bei der Regulation der Proliferationsrate sind weitere Gene entscheidend beteiligt, zum Bei-
spiel die Gene APC und R-Catenin. APC ist Teil eines Proteinkomplexes, des GSK-31 (Gly-
cogen Synthase Kinase-3R)/ APC/ Axin - Komplexes, das die Konzentration von freiem, nicht
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membrangebundenem [-Catenin in der Zelle reguliert. Die Konzentration von freiem [3-
Catenin hat wiederum Einfluss auf die Proliferationsrate der Zelle.?* Die Ansammlung von
freiem, nicht membrangebundenem R-Catenin in der Zelle wird als ein frihes und mogli-
cherweise initiilerendes Ereignis bei der Entstehung von Darmtumoren diskutiert.?

Im oberen Bereich der Krypten teilen sich die differenzierten Epithelzellen nicht mehr und am
Ende ihrer Lebensdauer tritt die Apoptose ein.

Eine gestorte Regulation des Zellzyklus hat einen zentralen Stellenwert bei der Karzinoge-
nese, wobei der Ubergang von der G1- in die S-Phase kritisch ist.?® Der Zellzyklus wird ent-
scheidend von p53, ein Tumorsuppressorgen, gesteuert.?” Bei Zellen mit DNA-Schaden ver-
hindert p53 den Eintritt in die S-Phase. Punktmutationen im p53-Gen sind eine haufige Ursa-
che fir Tumoren. Sie erzeugen ein abnormes p53-Protein, das stabiler ist als das Wildtyp-
Protein. Es sammelt sich im Zellkern der betroffenen Zelle an und bildet Proteinkomplexe mit
dem intakten p53, wodurch die Funktion von diesem auler Kraft gesetzt wird. Die Folge ist
eine ungentigende Kontrolle von Zellzyklus und Apoptose, so dass auch Zellen mit DNA-
Schaden die Zellteilung durchlaufen. Es herrscht weitgehende Einigkeit dariber, dass ver-
hinderte Apoptose der Hauptgrund fiir die Entwicklung eines Tumors ist.?

Einen zentralen Stellenwert bei der Regulation der Apoptose haben auch die Caspasen, die
wiederum von einer anderen Familie von Proteinen reguliert werden, der Bcl-2-Familie. Die
Apoptose wird eingeleitet durch die Aktivierung einer Kaskade von Caspasen, proteolytische
Enzyme, die zunachst in inaktiver Form vorliegen. Den Anfang dieser Signalkette bilden die
initiierenden Caspasen, Caspase-2, -8, -9 und -10, die das Apoptose-Signal weitergeben an
die ausfuhrenden Caspasen, von denen Caspase-3 die wichtigste ist. Caspase-3 wird durch
proteolytische Spaltung aktiviert und ist in der aktiven Form ein Heterotetramer, bestehend
aus zwei kleinen und zwei grofden Untereinheiten. Ihre Aufgabe ist, die Spaltung bestimmter
Molekile einzuleiten, darunter das DNA-Reparaturenzym poly(ADP-ribose) Polymerase
(PARP) und den DNA-Fragmentierungsfaktor (DFF), was zu den fir die Apoptose typischen
180 bp DNA-Strang-Briichen fiihrt.?***3! Die ersten Signale, die die Apoptose einleiten und
die am Anfang der Kaskade stehenden Caspasen aktivieren, sind unter anderem Cytochrom
¢, das von den Mitochondrien freigesetzt wird, und die Bindung von FasL an den Fas-
Rezeptor.*? Eine Schadigung der Mitochondrienmembranen [6st damit unweigerlich die
Apoptose aus.* Die Freisetzung von Cytochrom c filhrt zur Bildung des sogenannten ,Apop-
tosoms®, ein Multiproteinkomplex aus initiierenden Procaspasen und einem ,Geristprotein®,
das es den Procaspasen ermoglicht, sich durch proteolytische Spaltung selbst zu aktivieren.
Die Bildung des Apoptosoms wird durch die Familie der Bcl-2-Proteine reguliert.

Bcl-2 verhindert die Bildung des Apoptosoms und blockiert so die Apoptose. Die ebenfalls
zur Bcl-2-Familie gehdrenden proapoptotischen Proteine Bak und Bax sind Antagonisten der
antiapoptotischen Bcl-2-Untergruppe und haben den gegenteiligen Effekt; sie férdern die
Apoptose. Die Aktivitat dieser zwei gegenteilig wirkenden Untergruppen der Bcl-2-Familie
beeinflusst die Entscheidung, ob die Apoptose eingeleitet wird oder nicht.** Einige der anti-
apoptotischen Bcl-2-Mitglieder werden kontrolliert durch den Transkriptionsfaktor NF-
kappaB. Die proapoptotischen Mitglieder, wie Bak und Bax, tragen zur Bildung von Poren in
den Mitochondrienmembranen bei, was die Freilassung von proapoptotischen Proteinen, wie
zum Beispiel Cytochrom c ins Cytoplasma erleichtert.>

Ein weiteres Molekiil, das Einfluss auf die Apoptose hat, ist Buttersaure. Sie wird im Darm
durch Vergarung von Kohlenhydraten gebildet und hat vielfaltige biologische Effekte. Sie
spielt eine wichtige Rolle beim Schutz vor Darmtumoren. Sie hemmt das Wachstum von Tu-
morzellen und foérdert die Apoptose. Versuche mit Zellkulturen deuten darauf hin, dass die
Apoptose-fordernde Wirkung von Buttersaure tUber den Caspase-Signalweg verlauft, wobei
die Aktivierung von Caspase-3 ein notwendiges Ereignis darstellt. Auch der Bcl-Signalweg
scheint beteiligt zu sein durch Hochregulierung des proapoptotischen Proteins Bak.>*>*
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1.3.1. Der Wnt-Signalweg und seine Zielgene

Der Wnt-Signalweg nimmt bei entwicklungsregulatorischen Prozessen eine wichtige Stellung
ein und ist wahrend der Evolution hoch konserviert geblieben.* Auch in adulten, sich standig
erneuernden Geweben hat er eine entscheidende Bedeutung. Ein haufiger Grund fur die
Entstehung von Tumoren in sich erneuernden Geweben ist eine gestorte Regulation des
Whnt-Signalwegs, die in einer Ubermafligen Zellteilung resultiert. Das Darmepithel ist das am
besten verstandene Beispiel fir den Zusammenhang zwischen Tumorentstehung und ge-
stérter Wnt-Regulation in sich erneuernden Zellen.*

Mutationen im APC-Gen sind eine haufige Ursache von Darmtumoren. APC wird in diesem
Zusammenhang eine ,gatekeeper-Funktion“ zugesprochen.’ APC-Mutationen kénnen zum
Verlust der Proteinfunktion fihren, was Uber den Wegfall der GSK-3k/ APC/ Axin -
vermittelten Degradation von R-Catenin eine Anhaufung von freiem R-Catenin in der Zelle
bewirkt, was wiederum in einer gesteigerten Proliferation der Zelle resultiert. Der GSK-3[3/
APC/ Axin - Komplex ist Teil des Wnt-Signalwegs.

Die Wnt (wingless-type)-Gene codieren eine grofde Familie von sekretorischen Proteinen, die
wichtig sind bei der Proliferation und Differenzierung von Zellen in embryonalem Gewebe
und im Magen-Darm-Trakt.

Das Wnt-Protein bindet an einen spezifischen Transmembranrezeptor, den Fz (frizzled)-
Rezeptor. Das Zusammenwirken von Wnt und dem Fz-Rezeptor wird durch eine andere
Gruppe von Proteinen reguliert, die Wnt-Antagonisten. Durch Bindung von Wnt an den Fz-
Rezeptor kommt es zur Inaktivierung des GSK-3/ APC/ Axin - Komplexes in der Zelle, so
dass dieser freies R-Catenin nicht mehr abbaut, welches sich deshalb im Cytoplasma an-
hauft, in den Nucleus wandert und dort als Teil des TCF (T-Cell Factor)/ LEF (Lymphoid En-
hancer Factor) - Transkriptionsfaktorkomplexes die Transkription bestimmter Zielgene aus-
I6st, was schlieRlich zu einer gesteigerten Proliferation der Zelle fiihrt.?

Zu diesen Zielgenen gehoren zum Beispiel cyclin D1, ein Regulator des Zellzyklus,
das Oncogen c-myc.*%*’

38,39 und

Auch Survivin scheint eines der Zielgene zu sein, das durch den TCF/ 3-Catenin - Komplex
aktiviert wird, was bewirkt, dass die Kolonepithelzellen sich wieder ahnlich wie Stammzellen
verhalten, verbunden mit gesteigerter Proliferation und verminderter Apoptose.®

Ein weiteres Zielgen des Wnt/ -Catenin - Signalwegs ist Cdx1 (Caudal type homeo box
transcription factor 1), ein Homéobox-Gen, das wahrend der Embryonalentwicklung die Mor-
phogenese und Differenzierung der Organe steuert und im adulten Organismus in den proli-
ferierenden Zellen in der Basis der Darmkrypten exprimiert wird.* Es ist nachgewiesen wor-
den, dass der Cdx1-Promotor eine Bindestelle fir den R-Catenin/ TCF - Komplex besitzt.*
Cdx1 wird eine oncogene Wirkung zugeschrieben. Bei in vitro- Untersuchungen ist festge-
stellt worden, dass eine Uberexpression von Cdx1 zu erhdéhter Proliferation fihrt und die
Apoptose hemmt.*? Die Cdx1-Expression ist in den meisten Darmpolypen erhéht. Cdx1
scheint vor allem bei den ersten Schritten auf dem Weg zur Tumorentstehung eine wichtige
Rolle zu spielen.*® Es gibt dazu widerspriichliche Daten, denn es wird andererseits auch von
reduzierter Cdx1-Expression im Adenom und Karzinom berichtet.***°

Im Gegensatz zu Cdx1 wird Cdx2 die Funktion eines Tumorsuppressors zugesprochen.
Cdx2 wird vor allem in den differenzierten Zellen im oberen Teil der Darmkrypten exprimiert.
Es gibt Berichte, dass Cdx2 wahrend der Karzinogenese herunterreguliert ist und dass eine
Uberexpression von Cdx2 die Proliferation hemmt und die Differenzierung von Darmepithel-
zellen und Darmtumorzellen férdert.*® Es gibt Daten iiber eine verminderte Cdx2-Expression
bei Tumoren spaten Stadiums.*’

Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, um die Rolle von Cdx1 und Cdx2 bei der
kolorektalen Karzinogenese besser zu verstehen.
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1.4. Entstehung von Darmtumoren bei Vorliegen einer chronisch ent-
ziindlichen Darmerkrankung

Chronisch entzundliche Darmerkrankungen (CED) und die Entstehung von Darmtumoren
stehen in einem engen Zusammenhang.*® Menschen mit einer CED, dazu gehéren die Coli-
tis Ulcerosa (CU) und der Morbus Crohn (MC), haben im Vergleich zur Normalbevdlkerung
ein bis zu 20-fach hoheres Risiko, einen Darmtumor zu bekommen. Das gilt vor allem bei
Bestehen einer langjahrigen Colitis Ulcerosa, weniger bei einer Crohn Colitis. Das Karzinom-
risiko ist abhangig von der Dauer der CED und vom ErkrankungsausmaR.*****" Wahrend bei
den sporadisch auftretenden Kolonkarzinomen etwa 50% der Patienten alter als 65 Jahre
sind, bekommen Patienten mit einer CED statistisch gesehen 10 bis 20 Jahre friher einen
Darmtumor.’

Dass chronische Entziindung und Karzinogenese eng miteinander verkniipft sind,*% sieht
man auch daran, dass entzindungshemmende Medikamente nicht nur die Entzindung be-
kampfen, sondern auch der Entwicklung eines Tumors entgegenwirken.**

Bei Colitis Ulcerosa- und Morbus Crohn- Patienten gibt es bezlglich der Entstehung kolorek-
taler Karzinome mehrere Gemeinsamkeiten: Kolorektale Karzinome treten sowohl bei CU-
wie auch bei MC- Patienten meistens nach mehr als achtjahrigem Bestehen der CED auf.
Das Karzinom entsteht fast immer in makroskopisch sichtbar erkrankten Bereichen des
Darmepithels. In etwa drei viertel der Falle sind sowohl bei CU- wie auch bei MC-Patienten
Dysplasien vorhanden. Das deutet auf einen gleichen zugrunde liegenden Mechanismus der
Entstehung kolorektaler Karzinome bei CU- und MC- Patienten hin.>®

Die molekulargenetischen Vorgange bei der CED-bedingten Tumorentstehung sind weniger
gut erforscht als bei den sporadisch auftretenden Kolonkarzinomen.*® Man geht davon aus,
dass auch die CED-bedingten Tumore (iber mehrere Stufen schrittweise entstehen,® wobei
eine Kolitis-Dysplasie-Karzinom-Sequenz bei der CED-bedingten Tumorentstehung der
Adenom-Karzinom-Sequenz bei den sporadischen Kolonkarzinomen entspricht.®® Die
dysplastischen Epithelveranderungen bei Colitis Ulcerosa- Patienten, die die Tumorvorstufen
darstellen, sind flach und bei der Endoskopie relativ schwierig zu identifizieren, so dass viele
Stufenbiopsien auf Verdacht entnommen werden muissen. Durch Anfarben des Darmepithels
mit einer 0,1-prozentigen Methylenblau-Lésung wahrend der Endoskopie kdnnen deutlich
mehr dysplastische Verdnderungen und intraepitheliale Neoplasien identifiziert werden.*

Die Ursachen fir die Entstehung einer CED sind noch nicht aufgeklart. Als gesichert gilt,
dass eine unkontrollierte, UbermaRig aktive Immunantwort des Darms auf das normale
Darmmilieu dabei eine wichtige Rolle spielt.?® Da die CED familiar gehauft auftritt und eineii-
ge Zwillinge oft beide betroffen sind (Uber 55%) im Gegensatz zu zweieiigen Zwillingen (un-
ter 5%), muss davon ausgegangen werden, dass genetische Ursachen bei der Entstehung
einer CED groRe Bedeutung haben.®' Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass die Gen-
expression von LRH-1, ein Protein, das bei der Glucocorticoidsynthese beteiligt ist, einen
schitzenden Effekt hat bezliglich des Auftretens chronisch entziindlicher Darmerkrankun-
gen. Bei Patienten mit einer CED besteht ein inverser Zusammenhang zwischen der LRH-1-
Genexpression und der Entziindung. Anscheinend reguliert LRH-1 die Immunantwort des
Darms Uber die Glucocorticoidproduktion im Darmepithel und wirkt chronischen Entzindun-
gen des Darms entgegen.®?%

Bezuglich Morbus Crohn scheint eine Mutation des NOD2 (CARD15)-Gens bei etwa 25%
der Morbus Crohn-Patienten fiir die Krankheit verantwortlich zu sein.® NOD2 ist bei der Bak-
terienabwehr entscheidend beteiligt und sorgt flr eine Aktivierung von NF-kappaB. Mit dem
NOD2-System arbeiten die Toll-like-Rezeptoren eng zusammen. Sie erkennen bestimmte
Bakterienoberflachenstrukturen und leiten das Signal ins Zellinnere weiter, woraufhin eine
Kaskade entziindungsspezifischer Reaktionen in Gang gesetzt wird. Was die Colitis Ulcero-
sa betrifft, sind bisher noch keine Gendefekte identifiziert worden, die ursachlich unmittelbar
fur die Entstehung der Krankheit verantwortlich sind.
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1.4.1. Molekulargenetische Ursachen bei der CED-bedingten Tumorent-
stehung

Bei den sporadischen und bei den CED-bedingten Kolonkarzinomen fuhren Stérungen in der
Regulation des Zellzyklus zur Tumorentstehung.®® Auch bei der CED-bedingten Karzinoge-
nese kann der Wnt-Signalweg beteiligt sein.®® Das kann mit einer Abnahme von membran-
gebug;%genem und einer Zunahme von cytoplasmatischem, freiem R-Catenin verbunden
sein.””

Die chronische Entzindung fuhrt oft zur immer wiederkehrenden Zerstérung des betroffenen
Gewebes. Um die zerstdrten Zellen zu ersetzen, steigt die Proliferationsrate an.®® Die be-
schleunigte Zellerneuerung erhoht die Gefahr der Entstehung von Zellen, die ein krebsauslo-
sendes Potential in sich tragen.” Dabei handelt es sich um genetische Veranderungen, die
auch bei den sporadischen Kolonkarzinomen vorkommen, namlich Deletionen, Mikrosatelli-
teninstabilitat und Mutationen. Diese genetischen Veranderungen sind bei Menschen mit
einer CED in Darmtumoren und auch in Dysplasien des Darmepithels zu finden.”

Aufgrund der Schadigung des Darmepithels durch die CED sind andere Wege der Tumor-
entstehung im Vergleich zu den sporadisch auftretenden Tumoren denkbar. Tatsachlich gibt
es Unterschiede bei den molekulargenetischen Ursachen der CED-bedingten und der spora-
dischen Kolonkarzinome. Die Unterschiede betreffen die Haufigkeit und das zeitliche Auftre-
ten bestimmter genetischer Veranderungen. Mutationen in k-ras, APC und p53 werden bei
den sporadischen und auch bei den CED-bedingten Kolonkarzinomen gefunden. Mutationen
im ras-Gen und im APC-Gen sind jedoch bei den Colitis Ulcerosa (CU) -bedingten Darmtu-
moren um ein mehrfaches seltener als bei den sporadischen Darmtumoren.”>"3"

Mutationen im p53-Gen sind bei den sporadischen Kolonkarzinomen ein spat auftretendes
Ereignis.” Bei Vorliegen einer Colitis Ulcerosa treten p53-Mutationen bereits in den Dyspla-
sien, den Vorstufen der Darmtumore auf ®’” und scheinen die Entwicklung der Dysplasie zu
fordern.”® p53-Mutationen finden sich auferdem in Bereichen des Darmepithels, die keine
Dysplasie aufweisen.”® Das haufige Vorkommen von p53-Mutationen in nicht kanzerdsem
Darmepithel bei Menschen mit Colitis Ulcerosa ist als eine Folge der Entziindung des betrof-
fenen Gewebes beschrieben worden: Die am Ort der Entziindung in erhéhter Konzentration
gebildeten Sauerstoffradikale haben in dem durch die Entzindung veranderten Milieu ein
groReres Potential, genetische Schaden zu verursachen.?’ Dabei scheint die Konzentration
an Stickstoffmonoxid (NO) und die Aktivitat der Stickstoffoxidsynthase-2 (NOS2) eine wichti-
ge Rolle zu spielen.?’ AuRerdem gibt es Hinweise, dass NO durch funktionelle Interaktion,
eventuellsglber NOS2 und deren Produkte, mit dem mutierten p53 eine tumorférdernde Wir-
kung hat.

Ein weiteres frlhes Ereignis, das noch vor dem Entstehen von Dysplasien auftreten kann
und bei CU-Patienten auf eine Tumorgefahr hinweist, sind Aneuploidien.®*%* Es gibt deutliche
Hinweise dafir, dass Aneuploidien Dysplasien verursachen (Aneuploidie-Dysplasie-
Sequenz). Bei sporadischen Kolonkarzinomen sind Aneuploidien dagegen spate Ereignis-
se.”” Aneuploidien zeigen mit dem Auftreten von p53-Mutationen keine Korrelation, so dass
man davon ausgehen kann, dass p53- Mutationen allein wahrscheinlich nicht fir das Entste-
hen von Aneuploidien verantwortlich sind.”’

Eine enge Korrelation besteht zwischen dem Vorhandensein von p53-Mutationen und dem
Grad der Dysplasie. Das frihe Auftreten von p53-Mutationen und die hohe Korrelation mit
dem Dysplasiegrad bei der CU-bedingten Tumorentstehung bietet die Mdglichkeit, nicht ein-
deutig zuzuordnende Dysplasien besser klassifizieren zu kénnen und Patienten mit erhdh-
tem Tumorrisiko eher erkennen zu kénnen.””
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Widerspruchliche Daten gibt es beziglich der Expression von Bcl-2 in CU-bedingten und
sporadischen Darmtumoren. Es wird von einer niedrigeren Bcl-2-Expression in CU-bedingten
im Vergleich zu sporadischen Darmtumoren berichtet.?®> Andere Arbeitsgruppen fanden kei-
nen Unterschied in der Bcl-2-Expression, berichten aber von einer hdéheren Survivin-
Expression und damit verbundenen niedrigeren Apoptose in CU-bedingten Kolonkarzinomen
im Vergleich zu den sporadisch entstandenen.®

1.4.2. Ubergang von der Entziindung zum Tumor: Die Rolle von COX-2,
IL6 und NF-kappaB

Dass chronisch entziindliche Erkrankungen die Tumorentstehung fordern, gilt nicht nur fur
den Darm, sondern auch fir viele andere Organe. Viele Tumore entstehen an Orten chroni-
scher Entziindungen.®:%8:8°

Die in den Ort der Entziindung einwandernden Entziindungszellen, wie zum Beispiel
Makrophagen und Lymphozyten, haben in chronisch entziindlichen Bereichen und in Tumo-
ren einen erhdhten Sauerstoffbedarf und geben deshalb vermehrt Stickstoffmonoxid (NO)

und andere Sauerstoffradikale ab. Diesegokgnnen DNA-Schaden verursachen und wirken bei

erhdhten Konzentrationen karzinogen.
Mechanismen.%?

NO hemmt aullerdem die DNA-Reparatur-

Abb. 1-4: Ausschnitt aus dem Kolonepithel, Pseudopolypgewebe eines Patienten mit Colitis Ulcerosa. Hdmalaun-
gefarbter Gefrierschnitt. Originalvergré3erung 100 x. Eigenes Praparat.

In der Tela Submucosa ist ein Lymphfollikel mit zahlreichen Lymphozyten zu sehen (siehe Pfeil) und auch in der
Lamina propria mucosae sind viele Lymphozyten vorhanden (siehe Pfeilkopf).
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Die Prostaglandinsynthase 2 (PTGS2), auch Cyclooxygenase-2 (COX-2) genannt, scheint
eine Schliisselstellung zu haben beim Ubergang von der Entziindung zur Tumorentste-
hung.*® Sie ist fiir die Synthese der Prostaglandine zustandig, die an Entziindungsvorgéngen
beteiligt sind und in friihen Stadien der Tumorentstehung eine Rolle spielen.®*%%

COX-2 ist nur in bestimmten Organen vorhanden, zum Beispiel im zentralen Nervensystem,
der Niere, den Augen. Die COX-2-Expression ist schnell induzierbar und wird streng regu-
liert.®> COX-2 kann auch in Zelltypen exprimiert werden, in denen sie normalerweise nicht
vorkommt. Das ist der Fall in Bereichen chronischer Entziindungen oder Tumore. An diesen
Orten ist sie oft stark Uberexprimiert, zum Beispiel in Darmepithelzellen von entzlindlichen
Bereichen des Kolons bei Vorliegen einer CED und im kolorektalen Karzinom.%*%

COX-2 scheint die Expression regulatorischer Proteine zu beeinflussen, die den Zellzyklus
kontrollieren.®* Es gibt Hinweise, dass COX-2 die Expression von Bcl-2 hochreguliert, was zu
einer reduzierten Apoptose filhrt.”” AuRerdem fordert COX-2 die Proliferation *® und hemmt
die Apoptose in Darmepithelzellen.” Es wird beschrieben, dass sie auRerdem die Angioge-
nese und die Metastasierung von Tumoren fordert.'®

Zur Therapie chronisch entzindlicher Darmerkrankungen werden COX-2-Inhibitoren einge-
setzt, wie zum Beispiel Celecoxib oder Sulindac. Sie gehdren zu den nichtsteroiden entziin-
dungshemmenden Medikamenten (NSAIDs = nonsteroidal anti-inflammatory drugs)."®"102193
Celecoxib und Sulindac bekdmpfen die Entzindung und haben noch weitere Effekte: Sie
bewirken eine Riickbildung der Polypen bei Patienten mit FAP 3*'%'% ynd hemmen das Tu-
morwachstum.®® Auch Aspirin gehort zu den NSAIDs. Studien besagen, dass eine langfristi-
ge Einnahme von Aspirin das Risiko eines kolorektalen Karzinoms senkt.'” Wegen mégli-
cher schadlicher Nebenwirkungen wird die Einnahme zur Pravention von Tumoren nicht
empfohlen. Anhand der Wirkungen der NSAIDs wird jedoch der enge Zusammenhang zwi-
schen Entziindung und Tumorentstehung deutlich, wobei COX-2 eine zentrale Rolle spielt.

Eine groBe Bedeutung beim Ubergang von der Entziindung zum Tumor hat auch der
Transkriptionsfaktor NF-kappaB (Nuclear Factor of kappaB). Er reguliert (iber 100 Gene,'®
von denen die meisten an entzindlichen Vorgangen beteiligt sind, darunter auch COX-2 und
NOS2.3* NF-kappaB hat bei der Immunantwort wichtige Funktionen und kontrolliert Prolifera-
tion und Apoptose. In Zellen, die dabei sind, sich zu Tumorzellen zu entwickeln, scheint NF-
kappaB die Apoptose zu verhindern. AuRerdem sorgt er fir eine gesteigerte Produktion
proentziindlicher Cytokine in den Entziindungszellen.®”'® Bei chronischen Entziindungen
und in manchen Tumoren ist NF-kappaB standig aktiv."'® Er scheint daran beteiligt zu sein,
dass sich aus der chronischen Entziindung ein Tumor entwickelt.'” In entziindeter Darm-
schleimhaut konnte aktives NF-kappaB in situ nachgewiesen werden. Es ist in Makrophagen
in der Lamina propria und in Epithelzellen des entziindeten Bereichs lokalisiert und die An-
zahl an Zellen mit positivem Nachweis ist umso groRer, je starker der Grad der Entzindung
ist. In nicht entziindeter Darmmukosa ist es kaum vorhanden.""

In vitro- Untersuchungen mit Darmtumorzellen zeigen, dass die Uberexpression von COX-2
einhergeht mit einer Uberexpression von IL6 und NF-kappaB.? Es wird angenommen, dass
IL6 Uber die Bindung an den IL6-Rezeptor dazu beitragt, dass NF-kappaB in den Nucleus
wandert und dort an bestimmte Promotorsequenzen bindet.”® Zu diesen Zielgenen gehért
unter anderem COX-2.%

Das entziindungsspezifische Cytokin Interleukin-6 (IL6), welches von Makrophagen, Fibro-
blasten und Tumorzellen produziert wird, ist sowohl in chronisch entziindlichen Bereichen 12
wie auch im Kolonkarzinom (iberexprimiert.''*'"* Cytokine haben eine zentrale Funktion bei
der Immunreaktion und sind wichtig bei der Abwehr der Entstehung von Tumoren. Trotzdem
passiert es haufig, dass Tumorzellen der Immunabwehr entgehen.'” Anhand des niedrigen
Caspase-3- und erhéhten Bcl-2-Spiegels konnte in kolorektalen Tumoren nur geringe Apop-
tose nachgewiesen werden. Dagegen zeigten ins Tumorgewebe eingedrungene mononukle-
are Zellen des Immunsystems eine deutlich gesteigerte Apoptose im Vergleich zu jenen Zel-
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len im Normalgewebe. Eine verdnderte Expression von Apoptose-regulierenden Proteinen,
wie Bcl-2 und Caspase-3, der ins Tumorgewebe eingedrungenen mononukledren Zellen
kénnte ein Grund sein, warum die Tumorzellen nicht vom Immunsystem zerstért werden. '

Entziindungsregulierende Molekiile, wie zum Beispiel Cytokine, werden nicht nur von den
Immunzellen oder von den von der Entziindung betroffenen Zellen produziert, sondern auch
von Tumorzellen. Das trifft zu auf TNF-alpha und IL6. Es gibt immer mehr Hinweise, dass
TNF-alpha wie auch IL6 die Tumorentstehung férdern.?” IL6 scheint das Wachstum von Ko-
lonkarzinomzellen anzuregen."'” Es gibt Studien, die zeigen, dass Menschen mit der geneti-
schen Veranlagung, einen hohen IL6-Spiegel zu produzieren, eine geringere Wahrschein-
lichkeit haben, ein sehr hohes Lebensalter zu erreichen und im Fall einer Tumorerkrankung
eine schlechtere Prognose haben.'® Tumorzellen produzieren auch Cytokine mit immun-
suppressiver Wirkung, wie zum Beispiel TGF- und IL10, was ebenfalls ein Grund sein kann,
warum die Tumorzellen den Angriff des Immunsystems Uberleben. Auch der Expression von
IL6 in Tumorzellen konnte eine immunsuppressive Wirkung zugeschrieben werden.'?'%°
Trotz des tumorférdernden Potentials einiger Cytokine'?! sind diese fiir das Uberleben des
Organismus unverzichtbar, da sie zentrale Funktionen im Immunsystem haben.

Die Entziindung ist eine wichtige Reaktion des Immunsystems, den Organismus vor patho-
genen Mikroorganismen oder schadlichen Fremdstoffen zu schitzen. Die in den Ort der Ent-
ziindung einwandernden Immunzellen haben die Aufgabe, die eingedrungenen Mikroorga-
nismen zu zerstéren und die Reparatur von geschadigtem Gewebe in Gang zu setzen. Dabei
setzen sie eine Vielzahl entziindungsspezifischer chemischer Botenstoffe und Cytokine frei.
Makrophagen, die eine zentrale Rolle bei chronischen Entziindungen haben, produzieren
neben Cytokinen auch Wachstumsfaktoren, die die Proliferation anregen, was fir eine
schnelle Erneuerung von zerstértem Gewebe sorgt. Von den Immunzellen abgegebene Cy-
tokine, entziindungsspezifische Botenstoffe und Enzyme sorgen flr ein verandertes Milieu
der von der Entzindung betroffenen Zellen. Dieses veranderte Milieu kann am Ort der Ent-
ziindung ein erhdhtes Tumorrisiko mit sich bringen.?®’

Es gilt inzwischen als erwiesen, dass bei chronisch entzundlichen Darmerkrankungen eine
gestérte Immunreaktion im Darm fiir die Krankheit mitverantwortlich ist."?? Die gestorte Im-
munreaktion daulRert sich in der Weise, dass die Abwehr gegenilber Bakterien und Darminhalt
UbermafRig aktiv ist. Auch kérpereigene, nicht pathogene Bakterien werden angegriffen. Das
Gleichgewicht zwischen Immunabwehr und Immuntoleranz gegeniber dem Darmmilieu, das
existentiell wichtig ist fur die Gesunderhaltung des Darms, ist zu sehr in Richtung Abwehr
verschoben.'?"'?* Dieser Prozess ist verbunden mit Entziindungen und Schadigungen des
Darmepithels. Im Zuge der Erneuerung des betroffenen Gewebes kommt es zu einer gestei-
gerten Proliferation. Dadurch erhoht sich die Gefahr, dass Zellen mit krebsauslésendem Po-
tential entstehen. Durch Fehler bei der Replikation und Zellteilung kénnen zum Beispiel
Punktmutationen und Aneuploidien auftreten. Infolgedessen steigt das Tumorrisiko. Zudem
haben Tumorzellen Strategien entwickelt, der Imnmunabwehr zu entgehen.
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2. Zielsetzung

Eine Beziehung zwischen chronischen Entziindungen des Darms und der Entstehung von
Darmtumoren ist schon seit langem erkannt worden; 1925 wurde erstmals Uber ein Kolon-
karzinom bei einem CED-Patienten berichtet.'® Trotzdem ist der molekularbiologische Hin-
tergrund noch nicht ganz verstanden. Es gibt mehrfach Hinweise auf unterschiedliche Ent-
stehungsmechanismen der CED-bedingten und sporadischen Kolonkarzinome.'®'?® Diese
Unterschiede kénnen damit erklart werden, dass bei CED-Patienten aufgrund der chroni-
schen Entziindung eine véllig andere biochemische Situation im betroffenen Darmepithel
vorliegt als bei Menschen ohne Darmerkrankung. Die chronische Entzindung wird als ein
malfdgeblicher Faktor der CED-bedingten Tumorentstehung angesehen.

Bei CED-bedingten und sporadischen Kolonkarzinomen spielen Mutationen in den Genen
p53, APC und k-ras eine wichtige Rolle. Auch Deletionen, Aneuploidien und Mikrosatelliten-
instabilitat sind als Ursachen der Tumorentstehung bei CED-bedingten und sporadischen
Kolonkarzinomen identifiziert worden.'?” Es gibt aber Unterschiede in der Haufigkeit und dem
zeitlichen Auftreten dieser genetischen Veranderungen.”>”*"* Es herrscht allgemeiner Kon-
sens darlber, dass eine verhinderte Apoptose von Zellen, die ein krebsauslésendes Potenti-
al in sich tragen, zur Tumorentstehung fiihrt.?®

Wahrend bei den sporadischen Kolonkarzinomen das Adenom die Vorstufe des Tumors dar-
stellt, entstehen CED-bedingte Karzinome meistens lber Dysplasien als Tumorvorstufe. Ein
Problem bei der Uberwachung des Tumorrisikos von CED-Patienten ist, die Dysplasien
rechtzeitig zu erkennen und den Grad der Dysplasie richtig einzuordnen.'?'2%"" |n wenigen
Fallen verlauft die Entstehung eines CED-bedingten Tumors nicht {iber die Dysplasie.'*

Deshalb wird versucht, zusétzlich zur koloskopischen Uberwachung neue zuverlassige Me-
thoden und Marker zu finden, die ein erhohtes Tumorrisiko der CED-Patienten friihzeitig,
zum Beispiel noch vor der Entstehung einer Dysplasie anzeigen.**”” Solche zuverldssigen
Marker stehen zur Zeit noch nicht zur Verfugung. Der Grund hierfur kdnnte sein, dass an-
scheinend auch den CED-bedingten Tumoren, wie den sporadischen, mehrere verschiedene
molekularbiologische Entstehungsmechanismen zugrunde liegen.'®

Es gibt Hinweise, dass das Tumorsuppressorgen p53 ein friher Marker fir CED-bedingte
Tumore sein kénnte. Mutationen in p53 treten bei der Colitis-assoziierten Tumorentstehung
bereits in den Dysplasien und sogar noch vor Entstehung der Dysplasie auf.”®"®

Ein weiterer Marker, der frihzeitig ein erhéhtes Tumorrisiko im Darmepithel von CED-
Patienten anzeigen konnte ist Bcl-2. Bezlglich der Bcl-2- Expression in CED-bedingten und
sporadischen Kolonkarzinomen gibt es jedoch widerspriichliche Daten.3%2¢

Survivin kénnte sich ebenfalls als nltzlicher Tumormarker fiir Colitis-assoziierte Tumore er-
weisen, denn es wird Uber eine erhdhte Survivin-Expression in CED-bedingten im Vergleich
zu sporadischen Kolonkarzinomen berichtet.®®

In der vorliegenden Arbeit soll die Expression von p53, Bcl-2 und Survivin auf Proteinebene
in situ und auf RNA-Ebene untersucht werden. Zusatzlich wird auf RNA-Ebene die Expressi-
on von [-Catenin, COX-2, IL6 und Musashi-1 nachgewiesen. Musashi-1 wird im Stammzell-
bereich der Krypten des Kolonepithels exprimiert und spielt vermutlich eine Rolle bei der
Zellteilung. 3-Catenin kann innerhalb des Wnt-Signalwegs Uber die Aktivierung bestimmter
Zielgene zu einer gesteigerten Proliferation fihren. COX-2 ist ein zentrales Enzym beim
Ubergang von der Entziindung zum Tumor und IL6 wird sowohl in chronisch entziindlichem
Gewebe wie auch im Kolonkarzinom Uberexprimiert.
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Das Untersuchungsmaterial ist normales Kolonepithel von Menschen ohne CED, von CU
oder MC betroffenes Kolonepithel von Menschen mit einer CED, Kolonpolyp- und Kolon-
tumorgewebe von Menschen ohne CED.

Aufgrund des Vergleichs der Expression der oben genannten Gene in den vier Untersu-
chungsgruppen soll dazu beigetragen werden aufzuklaren, inwiefern diese Gene mit der
Entstehung eines CED-bedingten Tumors in Zusammenhang stehen.

Es soll herausgefunden werden, ob sich diese Gene als fruhe Marker fur ein CED-bedingtes
Tumorrisiko eignen.
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3. Proben, Material und Methoden
3.1. Proben

Die Proben sind Biopsien des Kolonepithels von Menschen ohne CED, von CU- und MC-
Patienten, Darmpolypen von Menschen ohne CED und Darmtumorgewebe (Adenokarzinom)
von Menschen ohne CED. Die Darmepithelproben der CU-Patienten beinhalten auch Poly-
pen, Pseudopolypen, entziindliches und nicht entziindliches Gewebe. Das Kolontumorgewe-
be stammt von gréReren Gewebestlicken aus operativen Eingriffen. Alle anderen Proben
sind Biopsien aus endoskopischen Untersuchungen. Die Proben werden nach der Entnahme
sofort in flissigem Stickstoff eingefroren und dann bei -80°C gelagert.

Die Proben stammen von Menschen verschiedenen Alters und in unterschiedlicher gesund-
heitlicher Verfassung. Bei manchen CED-Patienten besteht eine langjahrige CU oder MC,
bei anderen ist die CED erst seit kurzem diagnostiziert worden. Die Biopsie-Entnahme
erfolgte wahrend eines akuten Krankheitsschubs oder in der Phase einer Remission. Einige
der Patienten sind mit entziindungshemmenden Medikamenten therapiert worden.

3.2. Material
3.2.1. Gerate

Backofen: ,FUNCTION Line“, Firma Heraeus Instruments
Digitalkamera, EOS D60, Firma Canon

Eismaschine zur Eisherstellung, Firma Ziegra

Electronic Timer Clock

Fluoreszenzmikroskop mit zugehoriger Software und angeschlossenem Computer:
Axiovert 200M, Firma Zeiss

Gefrierschrank (-80°C und -20°C)

Homogenisator, batteriebetrieben: Homogenizer, Firma Biospec Products
Kryostat: 2800 FRIGOCUT E, Firma Reichert-Jung

Klhlschrank (ca. 4°C)

Licht-/Fluoreszenzmikroskop: Axioskop 50, Firma Zeiss

Real Time PCR-Gerat: ABI PRISM 7000 Sequence Detection System, Firma Applied Biosys-
tems

Spektrophotometer: GeneQuant I, RNA/DNA Calculator, Firma Pharmacia Biotech
Thermoblock: eppendorf Thermomixer 5436, Firma Eppendorf

Tischzentrifuge: eppendorf Centrifuge 5415 D, Firma Eppendorf

Vortexer: Minishaker MS 2, Firma lka Works, Inc.

Zentrifuge flir PCR-Platten: ROTIXA/A, Firma Hettich
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3.2.2. Gebrauchsmaterial

Behalter mit Deckel und Objekttragerhalterung fiir die IHC, ,feuchte Kammer*

Dako Pen, Firma Dako

Deckglaser, 24 x 60 mm, Firma Knittel

Eppendorf-Pipetten, Reference® (Variabel), 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl, Firma Eppendorf

Eppendorf-Pipettenspitzen: epTIPS, Reloads, PCR clean, 0,5-20 pl L; 2-200 pl; 50-1000 pl,
Firma Eppendorf

Eppendorf-Tubes: Safe-Lock Tubes, 1,5 ml und 2,0 ml, PCR clean, Firma Eppendorf
Erlenmeyerkolben, 300 ml, Firma Schott

Farbegestell, fiir 10 Objekttrager 76 x 26 mm, mit Drahtblgel, Firma Schitt Labortechnik
Farbetrog, fur 16 Objekttrager (8 Paare Riicken an Riicken), Firma Schitt Labortechnik

Falcon-Réhrchen: FALCONR Blue Max™, 50 ml, aus Polypropylen, steril, Firma Becton
Dickinson

Flissigstickstoffvorratsbehalter, Firma KGW Isotherm

Fluoreszenz-Kivette, flir Fluometrie, 45 mm hoch, 12,5 mm breit, Quarzglas SUPRASILR,
Einsatzbereich 200 - 2500 nm, Firma Schiitt Labortechnik

Glaskasten, zur Aufnahme des Farbegestells, Firma Schitt Labortechnik
Handschuhe, Peha-soft, powderfree, 100 Stiick, Firma Hartmann
Isolierbehalter fur Eis, aus Polystyrol, Schiitt Labortechnik

Objekttrager, 76 x 26 mm, Mattrand, Firma Knittel

Parafilm, ,Laboratory Film“, Firma American National Can

PCR-Platten: 96 Well Multiply?-PCR Plate, Firma Sarstedt
PCR-Platten-Cover: Absolute™ QPCR Seal Sheets, Firma ABgene

Pestillen, ,Pellet Pestle®, passend fir den Homogenisator, fir 1,5 ml-Tubes, aus Polypropy-
len, autoklavierbar, Firma Kontes

Pinzette

Praparatekasten, fir Objekttrager 76 x 26 mm, Firma Schitt Labortechnik
Reaktionsgefalistander

Schere

Schraubflasche, 1 I, Firma Schott

Skalpell: ,Disposable Scalpel®, steril, Firma Feather
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3.2.3. Chemikalien, Substanzen, Kits

Aceton, zur Analyse, 1 |, Firma AppliChem

Alkohol, vergallt, zur Desinfektion, Alkopharm 80, Firma Briggemann
Ampuwa®, 1000 ml, Firma Fresenius Kabi

Aqua bidest.

Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, 500 Tests
Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution

DAPI, 10 mg, Firma Invitrogen

Deoxynucleoside Triphosphate Set, PCR Grade, 4 x 250 pl, Firma Roche
Desinfektionsmittel fir den Kryostat, Leica CRYOFECT, 250 ml, Firma Leica
DTT, 0,1M, Firma Invitrogen

Ethanol, absolut, zur Analyse, 1 |, Firma Merck

Fluorescent Mounting Medium, Firma Dako

flussiger Stickstoff

Kaisers Glyceringelatine, fir die Mikroskopie, 100 g, Firma Merck

Mayers Hamalaunlésung, flr die Mikroskopie, 500 ml, Firma Merck
Mercaptoethanol, 50 ml, Firma Merck

M-MLV Reverse Transcriptase, 200u/ul, 40000u, Firma Invitrogen

PBS Dulbecco w/o Ca**, Mg**, Firma Biochrom

Platinum ® SYBRR Green qPCR SuperMix UDG, 500 reactions, Firma Invitrogen
Primer p(dT)4s for cDNA synthesis, 40 ug, Firma Roche

Protein-Block Serum-Free, Firma Dako

QlAshredder™ Homogenizer (250), Firma Qiagen

RNasin® Ribonuclease Inhibitor, 2500u, Firma Promega

RNeasy” Mini Kit (250), Firma Qiagen

RT-Puffer, 5 x, Firma Invitrogen

Tissue-Tek® 0.C.T.™ COMPOUND, 125 ml, Firma Sakura
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3.2.4. Antikorper fur die IHC

Primarantikorper:

Actin rabbit 19G, anti-human, 12,7 mg/ml, empf. Verdinnung 1:400, Cat.No. A5060, Firma
Sigma-Aldrich, eingesetzte Konzentration 31,75 ug/ml

-Catenin rabbit IgG (H-102), anti-human, mouse, rat, zebrafish, xenopus, 200 ug/ml, empf.
Verdiinnung. 1:100, Cat.No. sc-7199, Firma Santa Cruz, eingesetzte Konzentration 2,0 ug/mli

Bcl2 mouse IgG, monoclonal, anti-human, 260 pg/ml, empf. Verdinnung 1:100, Cat. No.
MO0886 , Firma Dako, eingesetzte Konzentration 2,6 ug/ml

p53 mouse IgG, monoclonal, anti-human, 390 ug/ml, empf. Verdinnung, 1:100, Cat. No.
M7001, Firma Dako, eingesetzte Konzentration 3,9 pug/ml

Survivin goat IgG (C-19), anti-human, 200 pg/ml, empf. Verdinnung. 1:100, Cat.No. sc-8807,
Firma Santa Cruz, eingesetzte Konzentration 2,0 ug/ml

Negative Control, mouse IgG1, gegen Glucoseoxidase von Aspergillus niger, 100 ug/ml, Cat.
No. X0931, Firma Dako

Normal goat IgG, Negativkontrolle, 400 ug/ml, Cat.No. sc-2028, Firma Santa Cruz

Sekundarantikorper:

Alexa Fluor 555 goat anti-mouse IgG, 2 mg/ml, 0,5 ml, highly cross adsorbed against bovine,
goat, rabbit, rat, human; empf. Verdiinnung 1:400 ,Cat.No. A21424, Firma Invitrogen, einge-
setzte Konzentration 5,0 pg/ml

Alexa Fluor 488 goat anti-rabbit IgG, 2 mg/ml, 0,5 ml, highly cross adsorbed, against bovine,
goat, mouse, rat, human; empf. Verdinnung 1:200, Cat.No. A11034, Firma Invitrogen, eing-
esetzte Konzentration 10,0 pg/ml

Alexa Fluor 555 donkey anti-goat IgG, 2 mg/ml, 0,5 ml, adsorbed against rabbit, rat, mouse,
human; empf. Verdiinnung 1:400, Cat.No. A21432, Firma Invitrogen, eingesetzte Konzentra-
tion 5,0 pg/ml



Proben, Material und Methoden 18

3.2.5. Primer fur die Real Time PCR

Die Primer (siehe Tabelle 1) werden nach eigener Anweisung synthetisiert von der Firma
MWG Biotech AG, 85560 Ebersberg. Sie werden im HPSF-Verfahren (high purity salt free)
synthetisiert und in lyophilisiertem Zustand geliefert. Nach Ankunft werden sie sofort in Am-
puwa geldst und auf eine Konzentration von 100 pmol/ul (100 uM) eingestellt. Von dieser
Stammldsung wird ein Aliquot gebrauchsfertige Losung durch nochmalige Verdinnung mit
Ampuwa auf 5 pmol/pl (5 uM) hergestellt.

Gen und Accession Number Primersequenz und Ampliconeigenschaften

R-Catenin forward Primer 5-GACACAGCAGCAATTTGTGGAG-3’
NM_001904 reverse Primer 5-CAATTCGGTTGTGAACATCCC-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 81°C, 101 bp
R2-Mikroglobulin forward Primer 5-GGCTATCCAGCGTACTCCAAAG-3’
NM_004048 reverse Primer 5-CAACTTCAATGTCGGATGGATG-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 78°C, 116 bp
Bcl-2 forward Primer 5-ATGACTGAGTACCTGAACCGGC-3
NM_000633 reverse Primer 5-GCCAGGAGAAATCAAACAGAGG-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 83°C, 115 bp
COX-2 forward Primer 5-GAATGTTCCACCCGCAGTACA-3
NM_000963 reverse Primer 5-GCATAAAGCGTTTGCGGTACTC-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 78°C, 101 bp
IL6 forward Primer 5-AATTCGGTACATCCTCGACGG-3
NM_000600 reverse Primer 5-GGTTGTTTTCTGCCAGTGCCT-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 79°C, 101 bp
Musashi-1 forward Primer 5-ATAAAGTGCTGGCGCAATCG-3
NM_002442 reverse Primer 5-TCGTTCGAGTCACCATCTTGG-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 83°C, 102 bp
p53 forward Primer 5-CCCAGCCAAAGAAGAAACCAC-3’
NM_000546 reverse Primer 5-TGAGTTCCAAGGCCTCATTCA-3
Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 81°C, 105 bp
Survivin forward Primer 5-AAAGCATTCGTCCGGTTGC-3
NM_001168 reverse Primer 5-GCACTTTCTTCGCAGTTTCCT-3’

Schmelztemp. und Lange des Amplicons: 76°C, 161 bp

Tabelle 1: Primer fiir die Real Time PCR.
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3.3. Methoden

3.3.1. Gefrierschneiden am Kryostat

Von den Proben werden am Kryostat bei -20°C 6-7 um dicke Gefrierschnitte hergestellt und
auf Objekttrager Uberfiihrt. Um die Proben schneiden zu kénnen, werden sie auf Metall-
blécken mit O.C.T-Compound fixiert. Die Gefrierschnitte werden ca. 15 min bei Raumtempe-
ratur luftgetrocknet und dann bei -20°C gelagert bis zu ihrer weiteren Verwendung.

3.3.2. Immunfluoreszenzfarbung

Die bei -20°C gelagerten Gefrierschnitte werden bei Raumtemperatur ca. drei Minuten aufge-
taut, dann fir 5 min in Aceton fixiert. Danach werden sie einige Minuten an der Luft getrock-
net. Wahrenddessen werden die Objekttrager beschriftet und die Praparate mit dem Dako
Pen umkreist. Danach folgt eine fiUnfminatige Inkubation in PBS. Dabei I6st sich das O.C.T-
Compound, das die Gefrierschnitte umgibt, auf. Die Gefrierschnitte werden in der feuchten
Kammer fir 10 min mit dem ,Protein-Block Serum-Free“ inkubiert, um eine unspezifische
Bindung des Primarantikérpers ans Praparat zu verhindern. Daraufhin wird wieder flr flinf
min in PBS gewaschen. Die Gefrierschnitte werden in die feuchte Kammer auf die Objekttra-
gerhalterung gelegt und mit dem Primarantikorper in der geeigneten Verdinnung (siehe Ka-
pitel 3.2.4.) bei geschlossenem Deckel fur 20 h bei 4°C im Kuhlschrank inkubiert. Bei einer
Doppelfarbung mit zwei Primarantikbrpern werden die beiden Antikbrper gemischt, wobei
jeder die richtige Verdiinnung im Endvolumen aufweisen muss. Verdunnt wird mit PBS. Die
beiden Primarantikbrper missen aus unterschiedlichen Organismen stammen, zum Beispiel
aus Maus und Kaninchen. Die Negativkontrolle wird nicht mit dem Primarantikdrper inkubiert,
sondern mit einem Antikérper, der aus demselben Organismus wie der Primarantikdrper
stammt, aber gegen ein pflanzliches Protein gerichtet ist (,Negative Control mouse IgG1“ von
Dako bei Primarantikérpern aus der Maus oder ,Normal goat IgG* von Santa Cruz, wenn der
Primarantikorper aus der Ziege kommt). Der Negativkontrollantikorper muss auf dieselbe
Konzentration wie der Primarantikorper verdiinnt werden. Das Zielprotein der Negativkontrol-
le kommt im Praparat nicht vor, so dass es keine Reaktion geben sollte.

Nach der 20stindigen Inkubation wird die Antikérperldsung von den Objekttrdgern abge-
schittelt und diese dreimal 5 min in PBS gewaschen. Dann folgt eine einstlindige Inkubation
bei Raumtemperatur und im Dunkeln in der feuchten Kammer mit dem passenden Sekundar-
antikdrper, der vorher mit PBS geeignet verdinnt wurde (siehe Kapitel 3.2.4.). Bei einer
Doppelfarbung mit zwei Primarantikérpern wird mit der Mischung der zwei passenden Se-
kundarantikorper inkubiert. Dabei muss auf eine eventuelle Kreuzreaktivitat geachtet werden,
damit die Sekundarantikérper nicht aneinander binden. Um Kreuzreaktivitdt zu vermeiden,
werden bei der Doppelfarbung mit Primarantikbrpern aus Ziege und Kaninchen nacheinan-
der mit den Sekundarantikdrpern inkubiert, und zwar zuerst 1 h mit dem gegen die Ziege
gerichteten Sekundarantikdrper und danach 1 h mit dem gegen das Kaninchen gerichteten
Sekundarantikdrper, da dieser aus der Ziege stammt. Andernfalls wirde der gegen die Ziege
gerichtete Sekundarantikérper an den aus der Ziege stammenden Sekundarantikoérper bin-
den. Nach der Inkubation mit dem ersten Sekundarantikorper werden die Praparate griind-
lich dreimal 5 min in PBS gewaschen, um nicht gebundenen Sekundarantikdrper zu entfer-
nen.

Nach der Inkubation mit den Sekundarantikérpern, die im Dunkeln durchgefiihrt werden
muss, da die fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Sekundarantikérper lichtempfindlich sind, wer-
den die Praparate zweimal 5 min in PBS gewaschen. Danach folgt eine dreiminltige Inkuba-
tion in der feuchten Kammer mit der geeigneten Verdinnung des DAPI-Farbstoffs (siehe
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Kapitel 3.2.4.), was eine Blaufarbung der Zellkerne bewirkt. AnschlieRend wird der DAPI-
Farbstoff abgeschittelt und die Praparate 5 min in der Glasklvette in PBS gewaschen. Das
PBS wird abgegossen und es wird kurz in bidestilliertem H,O gewaschen. Danach werden
die Praparate fur ca. 30 min senkrecht an der Luft getrocknet und dann mit einem Fluores-
cent Mounting Medium eingedeckt. Bei 4°C im Kuihlschrank gelagert halt sich die Fluores-
zenzfarbung einige Monate.

Die Analyse der Fluoreszenzfarbung der Praparate erfolgt am Fluoreszenzmikroskop Axio-
vert 200M der Firma Zeiss. Die Detektion der Fluoreszenz erfolgt in drei Kanalen: DAPI wird
mit Licht der Wellenlange 365 nm angeregt und wird detektiert bei 450 nm (blau). Der Fluo-
reszenzfarbstoff Alexa Fluor 488 wird angeregt bei 470 nm und wird detektiert bei 550 nm
(grin) und Alexa Fluor 555 wird angeregt bei 545 nm und wird detektiert bei 670 nm (oran-
ge). Mit der zum Mikroskop zugehdrigen Software ,Axio Vision Rel.4-2“ von Zeiss wird die
Fluoreszenzfarbung in den drei Kanalen am Computer digital als Bild gespeichert, sowohl fir
jeden Kanal einzeln wie auch als Darstellung der Dreifachfarbung in allen drei Kanalen ge-
meinsam. Das auf dem Computerbildschirm zunachst als Graustufenbild gezeigte Fluores-
zenzsignal wird sofort in ein Farbbild mit schwarzem Hintergrund umgewandelt. Die Zuord-
nung einer bestimmten Farbe zum jeweiligen Kanal muss im Programm nur einmal vorab
bestimmt werden und erfolgt dann automatisch immer auf die gleiche Weise. Das so erhalte-
ne Fluoreszenzbild wird anschlieRend invertiert, so dass sich das Fluoreszenzsignal vom
weillen Hintergrund abhebt und dadurch besser sichtbar ist.

3.3.3. Peroxidasefarbung

Die Vorgehensweise ist zu Anfang identisch mit der bei der Immunfluoreszenzfarbung bis zur
ersten finfmindtigen Inkubation in PBS. Dann werden die Gefrierschnitte in der feuchten
Kammer fiir 10 min mit der ,Dako REAL™ Peroxidase-Blocking Solution* inkubiert, um die
endogene Peroxidase zu blockieren. Dann wird zweimal 5 min in PBS gewaschen. Um un-
spezifische Bindungen der Antikdrper zu vermeiden, werden die Gefrierschnitte fir 10 min
mit dem ,Protein-Block Serum-Free” inkubiert. Danach wird wieder zweimal 5 min in PBS
gewaschen. Die nachfolgende 20stlindige Inkubation mit den Primarantikorpern erfolgt ge-
nauso wie bei der Immunfluoreszenzfarbung. Dann wird dreimal 5 min in PBS gewaschen.
Der Sekundarantikdrper ist Bestandteil des ,Dako REAL™ EnVision™ Detection System,
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse”. Flaschchen A beinhaltet Dextran-Polymere, an die Per-
oxidasemolekiile und Antikérper aus der Ziege, gerichtet gegen Maus- und Kaninchen-
Immunglobuline gekoppelt sind. Die Praparate werden in der feuchten Kammer 30 min mit
der Losung aus Flaschchen A inkubiert, dann dreimal 5 min in PBS gewaschen. In der Zwi-
schenzeit wird eine Mischung des wasserstoffperoxidhaltigen ,Dako REAL™ Substrate Buf-
fer (Flaschchen B) und des ,Dako REAL™ DAB+ Chromogen“ (Flaschchen C) in der bend-
tigten Menge hergestellt. Es wird im Verhaltnis 50:1 gemischt, da die Lésung in Flaschchen
C 50fach konzentriert ist, zum Beispiel 1 ml Lésung B + 20 ul Losung C. Nach dem Waschen
in PBS werden die Objekttrager in die feuchte Kammer gelegt und die vorher gemischte
DAB-haltige Substrat-Arbeitsldsung wird auf die Praparate pipettiert. Am Ort des Zielantigens
wird das Wasserstoffperoxid durch die mit dem Sekundarantikdrper gekoppelte Peroxidase
gespalten, dabei wird das DAB zu einem braunen Produkt oxidiert. Nach Eintritt der Braun-
farbung am Ort des Zielantigens, zum Beispiel nach 30 bis 60 sec, werden die Objekttrager
einige Minuten in Leitungswasser gewaschen.

AnschlielRend werden die Praparate zur Blaufarbung der Zellkerne mit Mayers Hamalaunl6-
sung ca. 6 sec inkubiert und dann fir 10 min in Leitungswasser gewaschen. Die Praparate
werden ca. 30 min senkrecht an der Luft getrocknet und dann in Kaisers Glyceringelatine
eingedeckt. Die Auswertung erfolgt am Axioskop 50 von Zeiss. Mit einer an das Mikroskop
angeschlossenen Digitalkamera, die vom mit der Kamera verbundenen Computer mit der
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Software ,Remote Capture” von Canon gesteuert wird, werden die Praparate fotografiert und
als digitale Bilder gespeichert. Die Praparate werden bei 4°C im Kihlschrank gelagert.

3.3.4. RNA-Extraktion und photometrische Messung der RNA-Konzentra-
tion

Die RNA-Extraktion wird mit dem ,RNeasy® Mini Kit* von Qiagen durchgefiihrt. Mit dieser
Methode werden RNA-Molekiile isoliert, die groRer als 200 Nukleotide sind, so dass man
hauptsachlich mRNA als Produkt erhalt. Die bei -80°C gelagerten Proben werden zum
Transport auf Eis gestellt und dann mdglichst schnell in den gekihlten RLT-Puffer tGberflhrt.
Der RLT-Puffer enthalt Guanidin-Isothiocyanat, das RNasen inaktiviert. Vor der Verwendung
wird die benotigte Menge RLT-Puffer mit Mercaptoethanol versetzt und gevortext: 1 ml RLT-
Puffer + 10 ul Mercaptoethanol. Jede Probe wird in 300 ul des RLT-Puffer/Mercaptoethanol-
Gemisches mit dem Homogenisator im 1,5 ml-Eppendorf-Tube grindlich zerkleinert. Die
homogenisierte Probenldsung wird gevortext und auf eine QlAshredder™-Saule gefiillt. Die
Saulen werden zur weiteren Zerkleinerung und Abtrennung gréRerer Bestandteile bei Zim-
mertemperatur und 13000 rpm fur 2 min zentrifugiert. Auch alle weiteren Zentrifugati-
onsschritte werden bei Zimmertemperatur durchgefiihrt.

Zum Durchfluss wird ein Volumen (300 pl) 70%iges eisgekuhltes Ethanol zugegeben um die
Nukleinsduren auszufallen und die nachfolgende Bindung der RNA in der RNeasy Mini-
Saule zu erleichtern. Die Losung wird sofort mit der Pipette gemischt und auf eine RNeasy
Mini-Saule, die in einem 2,0 ml-Tube steckt, pipettiert. Die Saulen werden bei 11000 rpm 15
sec zentrifugiert. Dabei bindet die RNA an die Silikat-Membran der Saule. Der Durchfluss
wird verworfen und die Saule in den 2,0 ml-Tube zurtickgesteckt. Zum Waschen werden 700
pl RW1-Puffer auf die Saule pipettiert. Es wird bei 11000 rpm 15 sec zentrifugiert. Der Tube
mit dem Durchfluss wird verworfen und die Saule wird in ein neues 2,0 ml-Tube gesteckt.
Dann folgt ein zweimaliges Waschen mit 500 yl RPE-Puffer mit nachfolgendem Zentrifugie-
ren bei 11000 rpm fiir 15 sec bzw. 11000 rpm fir 2 min.

Nach dem Zentrifugieren wird der Durchfluss verworfen. Die Saule wird auf ein beschriftetes
1,5 ml-Tube gesteckt. Der ebenfalls beschriftete Deckel wird abgeschnitten. Es werden 40 pl
Ampuwa (RNase-freies Wasser) genau auf die Silikatmembran der Saule pipettiert, um die
RNA zu eluieren. Dann wird bei 12000 rpm fiir 1 min zentrifugiert. Die RNA ist nun im Durch-
fluss. Die Saule wird verworfen und der Tube wird mit dem dazugehoérenden Deckel ver-
schlossen und bis zur Messung der RNA-Konzentration auf Eis gestellt.

Die Bestimmung der RNA-Konzentration erfolgt an einem Spektrophotometer durch Mes-
sung der Absorption bei 260 nm (Azs0), dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren. Um
Verunreinigungen festzustellen wird auch bei 280 nm, dem Absorptionsmaximum von Prote-
inen, bei 230 nm, dem Absorptionsmaximum von Salzen und bei 320 nm, dem Absorptions-
maximum von Phenolen gemessen. Eine Absorption von Ays=1 entspricht bei einer Mes-
sung in Wasser einer Konzentration von 40 pg/ml RNA. Es wird in einer 1 ml Quarzkivette
gemessen, die einen Volumendurchmesser von 1 cm hat. Die RNA-Probe wird um Y400 N
Wasser verdiunnt und das Spektrophotometer wird vor der RNA-Messung mit Wasser auf
den Nullwert geeicht. Es gilt nach dem Lambert-Beer-Gesetz:

Konzentration der RNA-Probe = 40 ug/ml x Az x Verdlinnungsfaktor

Zusatzlich wird die Reinheit der RNA bestimmt durch Messung des Verhaltnisses Ageo /A2s0.
Reine RNA hat einen Axgg /Azso -Wert von 2,0.
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3.3.5. Reverse Transkription

Um in der Real Time PCR als Template verwendet zu werden, muss die mRNA vorher in
cDNA umgeschrieben werden. Fir die Reverse Transkription werden 2 uyg RNA in einem
Reaktionsvolumen von 50 pl eingesetzt (Endkonz. 0,04 ug/ul). Ausgehend von der gemes-
senen RNA-Konzentration wird das entsprechende Volumen der RNA-Probe auf 17 ul mit
Ampuwa aufgefillt. Es werden 10 pl des 10uM Oligo(dT)ss Primer hinzugefligt (Endkonz. 2
pMM). Das RNA/Primer-Gemisch wird bei 65°C unter Schatteln fur 5 min im Thermoblock in-
kubiert, damit sich Sekundarstrukturen der RNA losen. In der Zwischenzeit wird die bendtigte
Menge an RT-Mix angesetzt und auf Eis gestellt. Der Mix fir eine Reaktion setzt sich zu-
sammen aus 10 pl 5x RT-Puffer (Endkonz. 1x), 5 pyl dNTP-Mix (10 mM jeder dNTP, Endkonz.
1 mM jeder dNTP), 5 ul 0,1 M DTT (Endkonz. 0,01 M), 1 yl RNasin (40 u /ul, Endkonz. 0,8 u
/ul). DTT ist zur Stabilisierung der Transkriptase erforderlich, RNasin hemmt die Aktivitat von
RNasen. Nachdem das RNA/Primer-Gemisch auf Eis kurz abgekuhlt worden ist, werden 21
pl des RT-Mix hinzugegeben. Es folgt eine 2minutige Inkubation bei 40°C im Backofen. Da-
raufhin werden in jeden Reaktionsansatz 2 ul M-MLV Reverse Transkriptase (200 u /ul, End-
konz. 8 u /pl) pipettiert. Der fertige Ansatz wird kurz gevortext und fir 1,5 h bei 40°C im
Backofen inkubiert. Anschlief3end folgt eine 15minutige Inkubation bei 70°C im Thermoblock,
um die Reaktion zu stoppen. Zum Schluss wird die cDNA auf Eis gestellt, kurz herunter-
zentrifugiert und bei —20°C gelagert.

3.3.6. Real Time PCR

Die Genexpression auf RNA-Ebene wird durch die hoch sensible Methode der Real Time
PCR bestimmt. Die Vervielfaltigung der eingesetzten cDNA kann in Echtzeit verfolgt werden
anhand des eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffs SYBRR Green. Er bindet an doppelstringige
DNA und emittiert nur in gebundenem Zustand bei Anregung im Bereich 494 nm Fluores-
zenzlicht der Wellenlange 521 nm. Die Fluoreszenzintensitat ist proportional zur Menge dop-
pelstrangiger DNA und ist ein Mal fur die vorhandene Menge amplifizierter DNA. Die Fluo-
reszenz wird wahrend der gesamten Dauer der PCR im ,ABI PRISM 7000 SDS* Real Time
PCR-Gerat gemessen und mit dem angeschlossenen Computer und der dazugehorigen
Software ,,ABI Prism 7000 SDS* von Applied Biosystems aufgezeichnet.

Durch Auftragen der Fluoreszenz gegen die Zeit (Anzahl der Runden) ergibt sich eine sig-
moidale Kurve, da sich die Anzahl an Kopien des Templates in jeder Runde verdoppelt, was
zu einem exponentiellen Anstieg fihrt, bis es zu einer Sattigung der Reaktion kommt (siehe
Abb. 3-1).

Im Bereich der grofiten Steigung der Kurve liegt der cr Wert (threshold cycle). Er ist definiert
als diejenige Runde, bei der das Fluoreszenzsignal sich deutlich von der Hintergrundfluores-
zenz unterscheidet.”' Dieser Wert wird wiahrend der PCR gemessen und gibt Aufschluss
Uber die Menge der anfangs vorhandenen, eingesetzten cDNA, die mit Hilfe spezifischer
Primer detektiert werden soll. Je kleiner der ct Wert ist, desto grolter war die Menge der an-
fangs vorhandenen zu detektierenden cDNA.

Da die Reaktion zwischen SYBRR Green und doppelstrangiger DNA nicht sequenzspezifisch
ist, ist es mdglich, dass auch unerwinschte PCR-Produkte zur Fluoreszenzemission beitra-
gen. Um Uberprifen zu kdénnen, ob es sich beim PCR-Produkt um die gewlinschte DNA
handelt, wird am Ende der PCR eine Dissoziationskurve erstellt. Das geschieht durch lang-
sames Aufheizen (0,1°C pro Sekunde) von 60°C auf 95°C, wahrenddessen die Fluoreszenz-
emission kontinuierlich gemessen wird. Am Schmelzpunkt des PCR-Produktes nimmt die
Fluoreszenz plétzlich stark ab, da sich die DNA-Doppelstrange bei dieser Temperatur von-
einander trennen. Jedes PCR-Produkt hat eine bestimmte Schmelztemperatur, die von des-
sen Lange und GC-Gehalt abhangt. Die PCR-Reaktion ist spezifisch, wenn nur ein Peak in
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der Dissoziationskurve vorhanden ist und dieser bei der Schmelztemperatur des gewlinsch-
ten PCR-Produktes liegt. Primer-Dimere und unspezifische PCR-Produkte kénnen das Er-
gebnis verfalschen und sind erkennbar durch zusatzliche Peaks in der Dissoziationskurve,
wobei die Peaks der Primer-Dimere immer vor dem des gewlnschten Produktes liegen.

Parallel zu den PCR-Ansatzen mit Primern fur das zu detektierende Gen wird als interner
Standard eine PCR mit Primern fur ein Housekeeping-Gen, und zwar R2-Mikroglobulin,
durchgefiihrt. R2-Mikroglobulin hat sich fir die Messung im Kolonepithel unter den am meis-
ten verwendeten Housekeeping-Genen als am geeignetsten erwiesen.’** Housekeeping-
Gene sind definiert als Gene, die in verschiedenen Gewebearten und Entwicklungsstadien in
konstant gleichem AusmaR exprimiert werden."*® Setzt man die zwei cr Werte, die man erhalt
aus der PCR fir das zu detektierende Gen und aus der PCR fiir das Housekeeping-Gen
miteinander in Beziehung, erhalt man eine Quantifizierung der Expression des zu detektie-
renden Gens, relativ zur Expression des Housekeeping-Gens.

Typical Amplification Plot

—=— Sample A
—e— Sample B |/

Log-linear

Abb. 3-1: Typische Amplifikationskurven
Threshold der PCR. Die Kurven zeigen den exponen-
—————— —_———— tiellen Anstieg der Fluoreszenz von zwei
Proben (A und B). Probe A enthalt eine
groRere Anfangsmenge der zu detektie-
| renden DNA als Probe B.

T T T Aus: Critical Factors for Successful Real-
0 10 20 30 40 Time PCR. 01/2004. Handbuch von Qia-
gen.

Fluorescence

Baseline
0 T

Cycle number

Um eine mdgliche Kontamination des Reaktionsansatzes zu erkennen, werden parallel zu
den eigentlichen PCR-Ansatzen Negativkontrollen mitgeflihrt, die statt der cDNA als Tem-
plate Wasser enthalten. Um Schwankungen der PCR aufzudecken, die verursacht werden
durch die eingesetzte cDNA, werden Doppelkontrollen durchgefiihrt, das heil3t es werden
zwei vollig identische Reaktionsansatze nebeneinander in die 96 Well-Platte pipettiert.

Es werden 2,5 ul cDNA als Template eingesetzt, die eine Konzentration von 0,01 pg/ul hat.
Die anfangliche Menge an gesamter cDNA betragt also 25 ng. Da die mRNA wahrend der
Reversen Transkription im Verhaltnis 1:1 in cDNA umgeschrieben wird, geht man von einer
cDNA-Konzentration von 0,04 ug/ul aus (2 ug eingesetzte RNA / 50 ul Reaktionsvolumen).
Fir die Real Time PCR wird daher die aus der Reversen Transkription erhaltene cDNA um
Ya mit Ampuwa verdinnt.

Je nach Anzahl der Reaktionen wird die benétigte Menge des PCR-Mix hergestellt. Der Mix
fir eine Reaktion setzt sich zusammen aus 13,0 ul SYBR® Green (gebrauchsfertig durch
vorherige Zugabe des ROX-Reference Dye), 1,5 pl 5 uM Forward Primer, 1,5 pl 5 uM Rever-
se Primer und 6,5 yl Ampuwa. In die 96 Well-Platte werden zuerst pro Loch 22,5 ul des Mix
pipettiert, dann 2,5 ul der cDNA-Probe beziehungsweise 2,5 uyl Ampuwa bei den Negativkon-
trollen. Das Gesamtvolumen pro Reaktion betragt 25 pl.

Die PCR-Platte wird mit der Cover-Folie verschlossen und die Reaktionsansatze ca. 30 sec
bei 3000 rpm in der PCR-Platten-Zentrifuge herunterzentrifugiert. Dann wird die Platte ins



Proben, Material und Methoden 24

PCR-Gerat gestellt und die PCR wird gestartet. Die Gesamtdauer der PCR betragt 2 h und
wird durchgefiihrt nach folgendem Programm:

95°C 2 min 1 Runde
95°C 15 sec
60°C 30 sec 45 Runden

Das anfangliche Erhitzen auf 95°C aktiviert die Tag DNA-Polymerase (Hot Start PCR). In
den folgenden 45 PCR-Runden erfolgt bei 95°C die Denaturierung, das heifl3t Trennung der
Doppelstrange. Bei 60°C kommt es nach Bindung der Primer an die DNA zur Elongation, das
heillt der Kettenverlangerung durch die Polymerase. Zum Schluss wird langsam (0,1°C pro
Sekunde) auf 95°C hochgeheizt, um die Dissoziationskurve zu erstellen.

3.3.6.1. Konstruktion der Primer

Die Primer fir die Real Time PCR missen spezifisch sein flr das zu detektierende Gen und
dirfen nicht auch andere Gene oder eventuell vorhandene Pseudogene miterfassen. Ob die
Primer ausschliellich zur Sequenz des gewtlinschten Gens komplementar sind wird im Inter-
net kontrolliert mit Hilfe der Datenbank des National Institute of Health (NIH, Bethesda, Mary-
land, USA) auf der NCBI (National Center for Biotechnology Information) Homepage
http://www.ncbi.nim.nih.gov. In der Suchmaske des ,nucleotide blast“ wird die Basensequenz
des Primers eingetragen und die Suche gestartet. Das Programm vergleicht die eingegebe-
ne Sequenz mit allen in der Datenbank gespeicherten Sequenzen. Als Ergebnis werden alle
in der Datenbank gespeicherten DNA-Sequenzen angezeigt, zu denen der Primer komple-
mentar ist. Werden aufler dem gewinschten Gen auch noch andere Sequenzen erfasst,
muss ein anderer Primer gewahlt werden. Der BLAST Search (Basic Local Alignment and
Search Tool) wird durchgefiihrt fir den Forward- und den Reverse-Primer.

Da mit Hilfe der Real Time PCR die Genexpression, also nur die aus der mRNA hervorge-
gangene cDNA gemessen werden soll, missen die Primer cDNA-spezifisch sein, das heil’t
sie dirfen nur die cDNA erfassen, nicht aber eventuell in der Probe vorhandene genomische
DNA. Das wird erreicht, indem die Primer so gelegt werden, dass sie sich iber eine Exon-
Exon-Spleil3stelle erstrecken (,intron spanning primer®). Durch das fehlende Intron in der
mMRNA besitzt die cDNA an dieser Stelle eine andere Sequenz als die genomische DNA, so
dass der entsprechend konstruierte Primer nur an die cDNA bindet. Eine weitere Mdglichkeit,
cDNA-spezifische Primer zu konstruieren ist, sie so zu legen, dass sie ein langes Intron
(>1500 Basen) umfassen. Der Forward Primer bindet an das vor dem Intron liegende Exon,
der Reverse Primer bindet an das nachfolgende, hinter dem Intron liegende Exon. Die
Intronsequenz gibt es nur in der genomischen DNA, nicht in der cDNA, und sie ist so lang,
dass wahrend der 30sekiindigen Elongationsphase der PCR die Polymerase nicht das
nachste Exon erreicht, so dass der zweite Primer nicht binden kann und es zum Abbruch der
Kettenreaktion kommt. Die Exon-Intron-Sequenz eines Gens kann im Internet auf der Home-
page des European Bioinformatics Institute (EBI) und des Wellcome Trust Sanger Institute
(WTSI), Hinxton, Cambridge, UK, http://www.ensembl.org abgerufen werden. Die Sequenz
kann in das Textverarbeitungsprogramm ,Word“ von Microsoft kopiert werden und anhand
der Suchfunktion in ,Word* lasst sich dann Uberprifen, wo genau die Primer binden. Dabei
muss beachtet werden, dass die komplementare Sequenz des Reverse Primer von rick-
warts in die Suchmaske von ,Word“ einzugeben ist.

Zur Konstruktion der Primer wird das Programm ,Primer Express v2.0“ von Applied Biosys-
tems verwendet. Die codierende Sequenz (ohne Introns) des zu erfassenden Gens wird in
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das dafir vorgesehene Feld des Programms kopiert. Nach dem Befehl zur Primersuche wird
eine Liste mdglicher Primerpaare angezeigt, die einige vorgeschriebene Bedingungen erfiil-
len, wie zum Beispiel bestimmte Primerlange (18-22 Basen), Schmelztemperatur bei ca.
60°C und nicht zu grofier GC-Gehalt (ca. 50%), da sich die Doppelstrange sonst zu langsam
voneinander l6sen. Aus dem gleichen Grund soll die Lange des Amplicons (des gewiinsch-
ten PCR-Produktes) 150 bp maoglichst nicht Gberschreiten. Die optimale Lange sind etwa 100
bp. Die Primerpaare werden dann wie oben beschrieben auf ihre Spezifitat hin untersucht.
Mit der Synthese der Primer wird die Firma MWG Biotech AG, 85560 Ebersberg, Deutsch-
land, beauftragt (http://www.mwg-biotech.com). Die Primer werden im HPSF-Verfahren (high
purity salt free) synthetisiert und in lyophilisiertem Zustand geliefert. Nach Ankunft werden
sie sofort in Ampuwa geldst und auf eine Konzentration von 100 pmol/ul (100 uM) eingestellt.
Von dieser Stammldsung wird ein Aliquot gebrauchsfertige Lésung durch nochmalige Ver-
dinnung mit Ampuwa auf 5 pmol/pl (5 uM) hergestellt.

3.3.6.2. Auswertung der Real Time PCR

Die Auswertung der Real Time PCR erfolgt mit dem Programm ,,ABI Prism 7000 SDS* von
Applied Biosystems. Es zeigt den Verlauf der PCR als Fluoreszenzintensitat aufgetragen
gegen die Zeit und gibt die dazugehdérigen cr Werte an. Die weitere Analyse und graphische
Darstellung des Ergebnisses wird durchgefiihrt mit dem Programm ,GraphPad Prism v4.0¢
von GraphPad Software. Zunachst werden alle cr Werte in einer Tabelle im Programm einge-
tragen. Die Auswertung geschieht nach folgender Formel aus dem Handbuch von Applied
Biosystems (ABI Prism 7700 Sequence Detection System. The Perkin Elmer Corporation.
User Bulletin #2: Rev A, Part # 4303859, Stock # 777802-001 (1997)) auf der Homepage
http://www.appliedbiosystems.com :

Genexpression = 2 - (c1 Wert Gen - ct Wert Housekeeping-Gen)

In ,GraphPad Prism v4.0“ entspricht das dem Algorithmus Y = 2* -Y , nachdem man
Y = ctWert Gen - cr Wert Housekeeping-Gen

vom Programm vorher hat berechnen lassen. Die cr Werte der Doppelkontrollen werden ge-
mittelt.

Der cr Wert ist abhangig von der Anfangsmenge der zu detektierenden DNA. Je mehr von
der zu detektierenden DNA zu Beginn der PCR in der Probe vorhanden ist, desto kleiner ist
der cr Wert. Deshalb geht (cr Wert Gen - ¢t Wert Housekeeping-Gen) als Kehrwert in die
Formel ein. Die Menge der amplifizierten DNA verdoppelt sich in jeder PCR-Runde und
steigt damit exponentiell an.

Das Ergebnis der Real Time PCR lasst sich vom Programm ,GraphPad Prism v4.0“ in der
gewlnschten Form, zum Beispiel als Box & Whiskers-Plot, graphisch darstellen.

Um zu Uberprufen, ob die Unterschiede zwischen den Untersuchungsgruppen signifikant
sind, wird der Mann-Whitney-Test (unpaired, two-tail) durchgefihrt. Bei p-Werten <0,05 wird
der Unterschied als signifikant betrachtet.
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4. Ergebnisse

4.1. Immunhistochemische Untersuchung der Genexpression im Kolon-
epithel: Proteinexpression der Anti-Apoptose-Gene Bcl-2 und Survi-
vin und des Tumorsuppressorgens p53

4.1.1. Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2

Es werden insgesamt zehn Proben normales Kolonepithel von Menschen ohne chronisch
entzindliche Darmerkrankung (CED) gefarbt. In 90% der untersuchten Gefrierschnitte ist
Bcl-2 vorhanden (Abb. 4-1 bis 4-9), eine Probe zeigt keine Bcl-2-Farbung (Abb. 4-10). Bei
den Bcl-2-positiven Proben ist die Bcl-2-Farbung im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen
lokalisiert, wobei die Kryptenbasis am starksten gefarbt ist (siehe Pfeile). Nicht alle Bcl-2-
positiven Proben zeigen eine stark gefarbte Kryptenbasis, was aber hdchstwahrscheinlich
darauf zurtickzufiihren ist, dass die Kryptenbasis beim Gefrierschneiden nicht getroffen wor-
den ist. In allen Proben sind die Lymphozyten in der Lamina propria mucosae (Basal-
membran) stark Bcl-2-gefarbt (sie sind exemplarisch durch Pfeilkbpfe gekennzeichnet).

Bcl-2-positive Proben (Abb. 4-1 bis Abb. 4-9):
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Abb. 4-1.b.  Probe Nr. 4236 Normal. OriginalvergréRerung 400 x. |IF-Farbung von Bcl-2.
Abb. 4-1: Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe eines Menschen ohne CED.
Doppelfarbung mit Actin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.
Abb. rechts: Nur Bcl-2-Farbung ist dargestellt. Es ist cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen
vorhanden. Die Kryptenbasis ist am stéarksten gefarbt (Pfeile). Die Lymphozyten zeigen ebenfalls starke Bcl-2-
Farbung (Pfeilkdpfe).
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Abb. 4-2.b.  Probe Nr. 10402 Normal AusschnlttsvergroBerung aus Abb. 4-2.a. IF-Farbung von Bcl-2.
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Abb. 4-4. Probe Nr 4248 Normal. OrlglnalvergroBerung 250 x. IF Farbung v
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Abb.5 Probe Nr. 4346 Normal Ongmalvergrol&erung 200 X. IF-Férbungj von Bcl-2.

Abb.'.-4-8. Probe Nr. 2842 Normal OrlglnalvergroBerung 200 x IF- Farbung von Bcl- 2
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Abb. 4-9. Probe Nr 4232 Normal. Ongmalvergrol&erung 200 x. IF-Férbung von Bcl-2.

Bcl-2-negative Probe (Abb. 4-10):
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Abb. 4-10.b. Probe Nr. 4163 Normal. Negativkontrolle. OriginalvergroRerung 200 x.

Abb. 4-1 bis 4-10:

Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe von Menschen ohne CED. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Bcl-2-Farbung ist im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen vorhanden und ist in der Kryptenbasis am stérksten
(siehe Pfeile). Die Basis der Krypten grenzt an die Lamina muscularis mucosae. Durch den hohen Actingehalt der
Lamina muscularis mucosae ist diese griin gefarbt. Die Lymphozyten in der Lamina propria (Basalmembran)
zeigen in allen Proben starke Bcl-2-Farbung (siehe Pfeilkdpfe).

Abb.4-1 bis 4-5, links: Doppelfarbung mit Actin (griin).

Abb. 4-1 bis 4-9, rechts: Nur Bcl-2- Farbung ist dargestellt.

Abb. 4-10: Keine Bcl-2-Farbung. Beim vorhandenen Signal handelt es sich wahrscheinlich um eine unspezifische
Bindung des Antikérpers an den Schleim der Becherzellen. Die Negativkontrolle (Abb. 4-10.b) zeigt dasselbe
Farbemuster wie die Probe (Abb. 4-10.a).
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Bei den 20 gefarbten Kolonepithelproben von Patienten mit Colitis Ulcerosa (CU) ist der
Anteil an Bcl-2-negativen Proben hoéher als bei der Gruppe der Normalproben. Er betragt
25% (Abb. 4-26 bis 4-30). 75% der CED-Proben sind Bcl-2-positiv (Abb. 4-11 bis 4-25). Un-
ter den 20 untersuchten CU-Proben befinden sich finf Pseudopolyp- und zwei Polypproben.
Sie verhalten sich bezilglich der Bcl-2-Farbung wie die anderen Proben. Die Pseudopolyp-
proben sind Bcl-2-positiv; von den Polypproben ist eine Probe Bcl-2-positiv (Abb. 4-14), die
andere Bcl-2-negativ (Abb. 4-30). Wie beim Normalgewebe ist auch hier bei den Bcl-2-
positiven Proben das Bcl-2 im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen lokalisiert. Die Krypten-
basis ist am starksten Bcl-2-gefarbt (Abb. 4-11 und 4-13). Die Lymphozyten zeigen in allen
Proben eine starke Bcl-2-Farbung.

Bcl-2-positive Proben (Abb. 4-11 bis Abb. 4-25):

Abb. 4-12. I Prob Nr. 610 CU. Orlgmalvergro[&erung 200 x. IF- Farbung von Bcl- 2
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Abb. 4 13. " Probe Nr. 608 CU Pseudopolyp Orlglnalvergrorserung 200 x. IF- Farbung von Bcl- 2
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Abb 4- 15 Probe Nr 524 CU. Orlglnalvergro[&erung 200 X. IF- Farbung von Bcl-2.
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& i
IF—Férbung von Bcl-2.

Abb 4-16.b. Probe Nr. 586 CU, Pseudopolyp AusschnlttsvergroBerung aus Abb 4- 16 a.
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Abb 4-18.  Probe Nr. 474 CU. OriginalvergrofRerung 200 x. IF-Farbung von Bcl-2.
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Abb. 4-21. Probe Nr 584 CU Pseudopolyp Orlglnalvergroﬁerung 200 x. IF Farbung von Bcl-2.
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Abb. 4-22.  Probe Nr. 536 CU, Pseudopolyp Orlglnalvergroﬁerung 200 x. IF- Farbung von Bcl-2.
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A ‘
Abb 4-24.b. Probe Nr. 577 CU Ausschmttsvergrol&erung aus Abb. 4-24.a. IF- -Farbung von Bcl-2
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Abb. 4-25. Probe Nr 552 CED (CU oder MC) Orlglnalvergroﬁerung 200 x. IF Farbung \Ye] Bc -2.
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Bcl-2-negative Proben (Abb. 4-26 bis Abb. 4-30):
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Nr. 522 CU. OriginalvergréRerung
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Abb. 4-27.  Probe Nr. 562 CU. OriginalvergroRerung 200 x. IF-Farbung von Bcl-2.

PR A WY S =. ) g gt W, 0
{ .} P: i ?"}: 3 1: o . i ‘J

:. \;. '.\‘-“?'.-'.,4,

Abb.4-28.  Probe Nr. 574 CU. OriginalvergroBerung 200 x. IF-Férbung von Bcl-2.

Abb. 4-26 bis 4-28: Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Gewebe von CU-Patienten. Gegen-
farbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-26, links: Doppelfarbung mit Actin (gran).

Es ist keine Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen vorhanden. Die Lymphozyten in der Lamina propria mucosae
zeigen starke Bcl-2-Farbung (Pfeilkdpfe).
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Probe Nr. 583 Ccu, Pblyp. Originalvergréﬁerung 200 x. IF:-Férbung von Bcl-2.

Abb. 4-11 bis 4-30:

Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Gewebe von CED-Patienten. Gegenfarbung der Zell-
kerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb.4-11 bis 4-25: Die Proben sind Bcl-2-positiv. Sie zeigen cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithel-
zellen.

Abb. 4-26 bis 4-30: Die Proben sind Bcl-2-negativ in den Kryptenepithelzellen. Die Lymphozyten in der Lamina
propria sind stark Bcl-2-gefarbt.

Abb. 4-11, Abb. 4-13 und Abb. 4-26, links: Doppelfarbung mit Actin (griin).

Abb. 4-11 bis 4-30, rechts: Nur Bcl-2- Farbung ist dargestellt.

Die Bcl-2-Farbung bei den positiven Proben ist in der Kryptenbasis (Stammzellbereich) am starksten (siehe Pfei-
le). Die Basis der Krypten grenzt an die Lamina muscularis mucosae. Durch den hohen Actingehalt der Lamina

muscularis mucosae ist diese griin gefarbt. Die Lymphozyten in der Lamina propria mucosae (Basalmembran)
zeigen in allen Proben starke Bcl-2-Farbung (siehe Pfeilkdpfe).
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Von den zehn untersuchten Polypproben sind 90% Bcl-2-positiv und zeigen wie die ande-
ren positiven Proben eine cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen (Abb. 4-
31 bis 4-39). Nur eine Probe ist in den Krypten Bcl-2-negativ (Abb. 4-40). In allen Proben
sind die Lymphozyten stark Bcl-2-gefarbt. Die Polypproben stammen von Menschen ohne
chronisch entzindliche Darmerkrankung.

Bcl-2-positive Proben (Abb. 4-31 bis Abb. 4-39):
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Probe Nr. 613 Ponp Orlglnalvergrorserung 200 x. IF Farbung von Bcl-2.

Abb. 4-32.

Abb. 4-31 bis 4-32: Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen ohne
CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt. Abb. rechts: Nur Bcl-2-Farbung ist dargestellt.
Es ist cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen vorhanden. Die Lymphozyten in der Lamina
propria mucosae sind stark Bcl-2-gefarbt.
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Abb. 4-34. Probe Nr. 615 Polyp Orlglnalvergro[&erung 200 x. IF- Farbung von Bcl-
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Abb. 4-35.b. Probe Nr 568 Polyp OrlglnalvergroBerung 200 x “IF- -Farbung voh Bcl-2.
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Abb. 4-38.

3

robe Nr. 553 Polyp. OriginalvergréReru n Bcl-2.
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Probe Nr. 545 Polyf).. Oriéinalvergré[&érﬁng 200 x. IF-F.érbung von Bcl-2.
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Abb 4 39 Probe Nr. 598 Polyp OngmalvergroBerung 200 x. IF-Farbung von Bcl-2.

Bcl-2-negative Probe (Abb. 4-40):
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Abb. 4-40.  Probe Nr. 596 Polyp Orlglnalvergro[&erung 200 x. IF- Farbung von Bcl-2.

Abb. 4-31 bis 4-40:

Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen ohne CED. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb.4-31 bis 4-39: Proben sind Bcl-2-positiv und zeigen eine cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithel-
zellen. Die Lymphozyten in der Lamina propria mucosae sind stark Bcl-2-gefarbt (Pfeilkdpfe).

Abb. 4-36, links: Doppelfarbung mit Actin (grtin). Die Bcl-2-Féarbung ist in der Kryptenbasis am stérksten (Pfeile).
Die Basis der Krypten grenzt an die Lamina muscularis mucosae. Wegen des hohen Actingehalts der Lamina
muscularis mucosae ist diese griin gefarbt.

Abb. 4-40: Probe ist Bcl-2-negativ beztglich der Farbung in den Krypten. Die Lymphozyten in der Lamina propria
mucosae zeigen starke Bcl-2-Farbung und dienen daher als eine interne Kontrolle (Pfeilkdpfe).

Abb. 4-31 bis 4-40, rechts: Nur Bcl-2- Farbung ist dargestellt.
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Von den elf Tumorproben (Adenokarzinom) sind 73% Bcl-2-positiv (Abb. 4-41 bis 4-48),
27% sind negativ bezuglich einer Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen (Abb. 4-49 bis 4-
51). Die Bcl-2-negative Probe Nr. 4163 Tumor (Abb. 4-51) stammt von demselben Patienten
wie die einzige Bcl-2-negative Normalprobe Nr. 4163 Normal (Abb. 4-10). Die Lymphozyten
sind in allen Proben stark Bcl-2-gefarbt. Die Bcl-2-positiven Proben zeigen eine mehr oder
weniger starke cytoplasmatische Farbung der Kryptenepithelzellen. Die Tumorproben sind
von Patienten ohne chronisch entzindliche Darmerkrankung.

Bcl-2-positive Proben (Abb. 4-41 bis Abb. 4-48):

Krypten sind in Aufsicht zu sehen (statt im Langs- oder Querschnitt).

Abb. 4-41 bis 4-42: Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom)
von Menschen ohne CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.
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Abb. 4-44.b. Probe Nr. 4236 Tumor. Originalvergréerung 400 x. IF- -Farbung von Bcl 2.
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Abb. 4-45.  Probe Nr. 4642 Tumor. Originalvergréf3erung 200 x. IF-Farbung von Bcl-2.
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Abb. 4-46
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Probe Nr. 4232 Tumor. OriginalvergréRerung 200 x. |IF-Farbung von Bcl-2.
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Abb. 4-48.  Probe Nr. 6550 Tumor. Originalvergréerung 200 x. IF-Farbung von Bcl-2.
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Bcl-2-negative Proben (Abb. 4-49 bis Abb. 4-51):
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Abb 4- 51 Probe Nr 4163 Tumor. OrlglnalvergroBerung 200 x. IF- Farbung von Bcl-2.

Abb. 4-41 bis 4-51:

Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom) von Menschen ohne
CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb.4-41 bis 4-48: Proben sind Bcl-2-positiv und zeigen eine cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithel-
zellen. Die Lymphozyten in der Lamina propria mucosae sind stark Bcl-2-gefarbt (Pfeilkdpfe).

Abb. 4-41.a, links: Doppelfarbung mit Actin (griin). Die Bcl-2-Farbung ist in der Kryptenbasis am starksten (Pfei-
le). Die Basis der Krypten grenzt an die Lamina muscularis mucosae. Wegen des hohen Actingehalts der Lamina
muscularis mucosae ist diese griin gefarbt.

Abb. 4-49 bis 4-51: Proben sind Bcl-2-negativ bezliglich der Farbung in den Krypten. Die Lymphozyten in der
Lamina propria mucosae zeigen starke Bcl-2-Farbung (Pfeilképfe).

Abb. 4-41 bis 4-51, rechts: Nur Bcl-2- Farbung ist dargestellt.
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Zusammenfassend lasst sich Uber die Bcl-2-Farbung in den vier Gruppen Normal, CED, Po-
lyp und Tumor sagen, dass bei den CED-Proben und den Tumorproben der Anteil der Pro-
ben, die Bcl-2-negativ sind bezlglich einer Farbung der Kryptenepithelzellen héher ist (25%)
als bei den Normal- und Polypproben (10%).

4.1.2. Peroxidasefarbung von Bcl-2

Zur Absicherung des Ergebnisses der Immunfluoreszenzfarbungen wird als eine positive
Kontrolle stichprobenartig eine Peroxidasefarbung mit denselben Proben und demselben
Primarantikoérper durchgefiihrt. Es werden Proben von Normal-, CU-, Polyp- und Tumorge-
webe untersucht. Das Ergebnis der Peroxidasefarbung entspricht dem der Immunfluores-
zenzfarbung: Die in der Immunfluoreszenz positiven Proben zeigen auch in der Per-
oxidasefarbung eine cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen (Abb. 4-52 bis
4-56), wobei die Kryptenbasis am starksten gefarbt ist (Abb. 4-52, siehe Pfeil). Die Lympho-
zyten der Lamina propria sind auch in der Peroxidasefarbung stark Bcl-2-positiv (siehe Pfeil-
kopfe).

Abb. 4-52 bis 4-53: Peroxidasefarbung von Bcl-2 (braun) im Kolonepithel. Gegenfarbung der Zellkerne mit Mey-
ers Hamalaun (blau). Gefrierschnitt. Die Proben zeigen cytoplasmatische Bcl-2-Farbung. Die Kryptenbasis ist
stark Bcl-2-gefarbt (Pfeil), ebenso die Lymphozyten in der Lamina propria mucosae (Pfeilkdpfe).



Ergebnisse 46

] N
, o

Abb. 4-56.  Probe Nr. 122 Tumor. Or

iginalvergroRerung 400 x. POD-Farbung von Bcl-2.

Abb. 4-52 bis 4-56:

Peroxidasefarbung von Bcl-2 (braun) im Kolonepithel. Gegenfarbung der Zellkerne mit Meyers Hamalaun (blau).
Gefrierschnitt.

Alle Proben zeigen eine cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen. Die Lymphozyten der Lamina
propria mucosae sind stark Bcl-2-positiv (Pfeilkopfe).

Abb. 4-52: Starke Bcl-2-Farbung der Kryptenbasis (Pfeil).
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4.1.3. Immunfluoreszenzfarbung von Survivin

Die Survivinfarbung im Kolonepithel kann die Zellkerne betreffen und das Cytoplasma der
Kryptenepithelzellen. Die cytoplasmatische Survivinfarbung kann mehr oder weniger stark
ausgepragt sein, ebenso die Zellkernfarbung.

Die insgesamt zehn Proben normales Kolonepithel von Menschen ohne CED lassen sich
bezlglich der Survivinfarbung in zwei Gruppen einteilen: 80% der Proben zeigen Survivin-
farbung im Zellkern und im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen (Abb. 4-57 bis Abb. 4-64).
20% der Proben haben nur cytoplasmatische Survivinfarbung, aber keine Survivin-Zellkern-
farbung (Abb. 4-65 bis Abb. 4-66).

Die Zellkernfarbung ist in einigen Bildern exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet.

Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-57 bis Abb. 4-64):

8= 2t - A
Abb. 4-57.b. Probe Nr. 4830 Normal. AusschnittsvergrofRerung aus Abb. 4-57.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-57: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe eines Menschen ohne
CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Die Survivin-Zellkernfarbung ist exemplarisch mit Pfeilen gekenn-
zeichnet.
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Abb. 4-58.c. Probe Nr. 10402 Normal. Originalvergréf3erung 200 x. IF-Farbung von Survivin.
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Abb. 4-58.d. Probe Nr. 10402 Normal. Ausschnittsvergrij[&érur;g .aus Abb. 4-58.c. IF-Farbung von SUrvivin.
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Abb. 4- 59 a. Probe Nr. 326 Normal. Onglnalvergrofserung 200 x. IF- Farbung von Survwln
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Abb. 4-59.b. Probe Nr. 326 Normal. Ausschmttsvergrol&erung aus Abb. 4-59.a. IF- Farbung von Survwm
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Abb. 4-60.b. Probe Nr. 4236 Normal. Ausschnittsvergrofierung aus Abb. 4-60.a. IF-Farbung von Survivin.
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Abb 4 61.a. Probe Nr. 3033 Normal Ongmalvergrol&erung 200 x. IF- Farbung von Suﬁnvm
o . "

Abb. 4-62.b. Probe Nr. 2842 Normal. Ausschnlttsvergroﬁerung aus Abb. 4-62.a. IF-Farbung von Survivin.
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Abb. 4-63.c. Probe Nr. 4346 Normal. Ausschnittsvergréferung aus Abb. 4-63.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-63: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe eines Menschen ohne
CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Die Survivin-Zellkernfarbung ist exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet. Auch das Cytoplasma der Krypten-
epithelzellen ist Survivin-gefarbt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt.
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Abb. 4-64.a. Probe Nr. 4232 Normal. OriginalvergroRerung 200 x.

PR i ik i . o . We A9 i N Tgn
Abb. 4-64.b. Probe Nr. 4232 Normal. AusschnittsvergroRerung aus Abb. 4-64.a. IF-Farbung von Survivin

Abb. 4-64: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe eines Menschen ohne
CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Die Survivin-Zellkernfarbung ist exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet. Es ist auRerdem starke cytoplasmati-
sche Survivinfarbung vorhanden.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt.
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Keine Survivinfarbung im Zellkern, aber Farbung im Cytoplasma der Kryptenepithel-
zellen (Abb. 4-65 bis Abb. 4-66):

Survivin.

Abb. 4-65: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe eines Menschen ohne
CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Es gibt keine Survivin-Zellkernféarbung. Es ist aber starke cytoplasmatische Survivinfarbung der Kryptenepithelzel-
len vorhanden.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellit.
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Abb. 4 66 a. Probe Nr 4163 Normal Ongmalvergrol&erung 200 x. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-66.b. . Probe Nr. 4163 Normal. Aussc‘hnittsvergréfsefbng aus Abb. 4-66.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-57 bis Abb. 4-66:

Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe von Menschen ohne CED. Gegen-
farbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-57 bis 4-64: Proben mit Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma.

Abb. 4-65 bis 4-66: Keine Survivinfarbung im Zellkern, aber Survivinfarbung im Cytoplasma.

Abb. 4-63 und 4-65, links: Doppelfarbung mit 3-Catenin (grin).

Abb. 4-57 bis 4-66, rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt.
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Unter den 20 Kolonepithelproben von Menschen mit Colitis Ulcerosa (CU) gibt es be-
ziuglich der Survivinfarbung finf Varianten: Wie bei den Normalproben zeigt der Gberwiegen-
de Teil (55%) der CU-Proben Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-67 bis
Abb. 4-77). 20% der Proben haben ebenfalls Survivinfarbung im Zellkern und starke Farbung
im Cytoplasma (Abb. 4-78 bis Abb. 4-81). 10% der Proben haben keine Survivin-
Zellkernfarbung, aber Survivinfarbung im Cytoplasma (Abb. 4-82 bis Abb. 4-83). 5% der Pro-
ben zeigen keine Survivin-Zellkernfarbung, aber starke Survivinfarbung im Cytoplasma (Abb.
4-84). 10% der Proben sind, was die Survivinfarbung betrifft, negativ (Abb. 4-85 bis Abb. 4-
86). Die zwei untersuchten Polypproben von CU-Patienten haben Survivinfarbung im Zell-
kern und im Cytoplasma (Abb. 4-77) bzw. Survivinfarbung im Zellkern und starke Farbung im
Cytoplasma (Abb. 4-79), ebenso drei Pseudopolypproben (Abb. 4-71, 4-78, 4-80); zwei
Pseudopolypproben haben keine Survivinfarbung (Abb. 4-85 und Abb. 4-86).

Insgesamt zeigen 75% der Proben eine Survivinfarbung im Zellkern und Cytoplasma; 15%
zeigen keine Zellkernfarbung, sondern nur cytoplasmatische Farbung und 10% sind ohne
Survivinfarbung. Die Survivinfarbung im Zellkern ist in einigen Bildern exemplarisch mit Pfei-
len gekennzeichnet.

Survivinfiarbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-67 bis Abb. 4-77):
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Abb. 4-67.a. Probe Nr. 527 CU. OriginalvergrofRerung 200 x.
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Abb. 4-67.b. Probe Nr. 527 CU. Ausschnittsvergréfierung aus Abb. 4-67.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-67: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe eines CU-Patienten. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Die Zellkernfarbung ist exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet.
Es gibt auBerdem cytoplasmatische Survivinfarbung der Kryptenepithelzellen.
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Abb 4- 68 b. Probe Nr. 566 CU Ausschnlttsvergrof&erung aus Abb 4-68.a. IF-Farbung von Survnvm
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Abb. 4-69. b Probe Nr. 595 CU' AusschnittsvergréRerung aus Abb 4-69.a. IF -Farbung v'on Survivin.
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Abb. 4-70.b. Probe Nr. 574 CU. Ausschnittsvergrofier us Abb. 4-70.a. IF-Féerng von Survivin.
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At;b.4-71 .a. Probe Nr. 60 C, Pseudopolyp. Originalvergr&&erung 200';(. IF-Farbung Vo
; . T 3
0

n Survivin.
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réRerung aus Abb. 4-71.a.

Abb. 4-71.b. Probe Nr. 608 CU, Pseudopolyp. Ausschnittsverg
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IvergréRerung 200 x. IF-Farbung von Survivin.
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Abb 4 74 a. Probe Nr. 524 CU OrlglnalvergroBerung 200 x. IF- Farbung von Survwln

IF- Farbung von Survivin.
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Abb. 4-75. b Probe Nr. 571 CU. Ausschmttsvergrof&erung aus Abb 4 75.a.
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Abb. 4-76.b. Probe Nr. 562 Ccu. AusschmttsvergroBerung aus Abb 4- 76 a.

f~.

IF Farbung von Survwln

Abb. 4-77.b. Probe Nr. 583 CU, Polyp. Ausschnittsvergréfierung aus Abb. 4-77.a. IF- Farbung von Survivin.



Ergebnisse 61

Survivinfarbung im Zellkern und starke Farbung im Cytoplasma (Abb. 4-78 bis Abb. 4-
81):
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Abb. 4-78.a. be Nr. 586 CU, Pseudopolyp. OriginalvergroReru
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Abb. 4-78.b. Probe Nr. 586 CU, Pseudopolyp. AusschnittsvergréRerung aus Abb. 4-78.a.

Abb. 4-78: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Pseudopolypgewebe eines CU-
Patienten. Doppelfarbung mit 3-Catenin (grtin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Es gibt Survivinfarbung im Zellkern und starke cytoplasmatische
Survivinfarbung der Kryptenepithelzellen.
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Abb 4 79 a. Probe Nr. 523 CU, Polyp Orlglnalvergro[&eruﬁg 200 x. IF- Farbung von Sur\nvm

Abb. 4-80.b. Probe Nr. 584 CU, Pséudopolyp. AusschnittsvergréRerung aus Abb. 4-80.a7
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Abb. 4-81.b. Probe Nr. 474 CU. Au;schnittsvergréﬁerung aus

4

Abb. 4-81.a. IF-Férbund von Survivin.

Abb. 4-81: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe eines CU-Patienten. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Es gibt Survivinfarbung im Zellkern und starke cytoplasmatische
Survivinfarbung der Kryptenepithelzellen. Einige Zellkerne sind exemplarisch mit Pfeilen gekennzeichnet.
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Keine Survivinfarbung im Zellkern, aber Survivinfarbung im Cytoplasma (Abb. 4-82 bis
Abb. 4-83):
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Abb. 4-82.b. Probe Nr. 544 CU. Ausschnittsvergréfierung aus Abb. 4-82.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-82: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe eines CU-Patienten. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Es gibt keine Survivinfarbung im Zellkern, aber cytoplasmatische
Survivinfarbung der Kryptenepithelzellen.
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Abb. 4-83.b. Probe NT. 577 CU. Ausschmttsvergrof&erung aus Abb. 4-83.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-83: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe eines CU-Patienten. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Es gibt keine Survivinfarbung im Zellkern, aber cytoplasmatische
Survivinfarbung der Kryptenepithelzellen.
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Keine Survivinfiarbung im Zellkern, aber starke Survivinfiarbung im Cytoplasma (Abb.
4-84):

# e A 'y ‘ ’ & A
Abb 4-84.b. Probe Nr. 522 CU. Ausschmttsvergrof&erung aus Abb 4-84.a. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-84: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe eines CU-Patienten. Doppelfar-
bung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Es gibt keine Survivinfarbung im Zellkern, aber starke cytoplas-
matische Survivinfarbung der Kryptenepithelzellen.

Keine Survivinfarbung (Abb. 4-85 bis Abb. 4-86)
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robe Nr. 475 CU Pseudopolyp Ongmalvergro[&erung 200 x.

Abb. 4-85: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe eines CU-Patienten. Gegenfar-
bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt. Keine Survivinfarbung. Das Signal ist eine unspezifische Reak-
tion des Antikérpers mit dem Schleim der Becherzellen (siehe auch Negativkontrolle Abb. 4-85.b).
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Abb. 4-86.b. Probe Nr. 536 CU, Pseudopolyp, Negativkontrolle. Originalvergré3erung 200 x.

Abb. 4-67 bis Abb. 4-86:

Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Gewebe von CED-Patienten. Gegenfarbung der

Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-67 bis 4-77: Proben mit Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma.

Abb. 4-78 bis 4-81: Proben mit Survivinfarbung im Zellkern und starker Farbung im Cytoplasma.

Abb. 4-82 bis 4-83: Keine Survivinfarbung im Zellkern, aber Farbung im Cytoplasma.

Abb. 4-84: Keine Survivinfarbung im Zellkern, aber starke Farbung im Cytoplasma.

Abb. 4-85 bis 4-86: Keine Survivinfarbung. Die unspezifische Farbung ist auch in den Negativkontrollen vorhan-
den und wird wahrscheinlich hervorgerufen durch eine unspezifische Bindung der Antikérper
an den Schleim der Becherzellen.

Abb. 4-74, 4-78 und 4-84, links: Doppelfarbung mit R-Catenin (grin).

Abb. 4-67 bis 4-86, rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt.
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Bei den zehn Polypproben von Menschen ohne CED haben 90% der Proben Survivin-
farbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-87 bis Abb. 4-95). 10% zeigen keine Survi-
vinfarbung (Abb. 4-96).

Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-87 bis Abb. 4-95):
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Abb. 4-88. Probe Nr. 598, Polyp. Orlglnalvergrofserung 200 x. IF Farbung von Survivin.
Abb. 4-87 bis 4-88: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen
ohne CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Es gibt deutliche Survivinfarbung im Zellkern und auferdem Sur-
vivinfarbung im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen.
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Abb 4- 89 b. Probe Nr 615 Polyp Ausschmttsvergrol&erung aus Abb. 4- 89 a. IF Farbung Survivin.

Abb 4 90 b. Probe Nr 618, Polyp Ausschnlttsvergrolserung aus Abb 4- 90.a. IF- Farbung von Survwm.
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Abb. 4-9;1.a. Probe Nr. 568Polyp Orlglnalvergroﬂerung 200 X. IF- Farbung von Survwlln
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Abb 4- 91 b Probe.Nr 568, Polyp. Ausschmttsvergrol&erung aus Abb 4- 91 a
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IF-Farbung von Survivin.
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Abb. 4-92.b. Probe Nr. 521, Polyp. Ausschmttsvergrol&erung aus Abb. 4-92.a.

IF- -Farbung von Survivin.
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Abb. 4-95.b. Probe Nr. 613 Polyp. Ausschmttsvergrol&erung aus Abb 4- 95 a. IF-Farbung von Survivin.
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Keine Survivinfarbung (Abb. 4-96):
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Abb 4-96.b. Probe Nr 553 oyb ﬁ ega

riginalvergréf3erung 200 x.

Abb. 4-87 bis Abb. 4-96:

Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen ohne CED. Gegenfar-

bung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-87 bis 4-95: Proben mit Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma.

Abb. 4-96: Keine Survivinfarbung. Die unspezifische Farbung ist auch in der Negativkontrolle vorhanden und wird
wahrscheinlich hervorgerufen durch eine unspezifische Bindung der Antikdrper an den Schleim der
Becherzellen.

Abb. 4-87 bis 4-91 und Abb. 4-95, links: Doppelfarbung mit R-Catenin (grin).

Abb. 4-87 bis 4-96, rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt.
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Von den insgesamt elf Tumorproben (Adenokarzinom) von Menschen ohne CED zeigen
91% der Proben Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-97 bis Abb. 4-106).
9% der Proben haben keine Survivin-Zellkernfarbung aber Farbung im Cytoplasma (Abb. 4-
107). Die Survivin-Zellkernfarbung bei den positiven Tumorproben ist deutlich starker als bei
den Proben der anderen Untersuchungsgruppen.

Survivinfiarbung im Zellkern und im Cytoplasma (Abb. 4-97 bis Abb. 4-106):
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Abb. 4-97.a.
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Probe Nr. 4163, Tumor. Originalvergréferung 200 x. IF-Farbung von Survivin.
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Abb. 4-98.  Probe Nr. 3033, Tumor. Originalvergréf3erung 200 x. IF-Farbung von Survivin.
Abb. 4-97 bis 4-98: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom)
von Menschen ohne CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau).
Gefrierschnitt.

Die Zellkerne zeigen deutliche Survivinfarbung. Auch im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen ist Survivinfarbung
vorhanden. Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestelit.
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Abb. 4-99.a. Probe Nr. 4830 Tumor Ongmalvergrol&erung 200 X. IF Farbung von SurV|V|n
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Abb 4-99.b. Probe Nr. -4830 Tumor. Ausschmttsvergrofserung aus Abb. 4- 99 a. IF-Farbung von Survivin.

IF-IEérbang von Survivin.

Abb. 4-100.b. Probe Nr. 122, Tumor. Ausschnittsvergrofierung aus Abb. 4-100.a.
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Abb. 4-101.a. Probe Nr. 6846, Tumor. Originalvergréferung 200 x. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-101.b. Probe Nr. 6846, T
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Abb. 4-102.a. Proe Nr. 6550, Tumor. Original\‘/ergrél&erung 200 x. IF-Férbljﬁé vonlédwivin.
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ergrolRerung aus Abb. 4-102.a. IF-Farbung von Survivin.
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Abb. 4-102.b. Probe Nr. 6550, Tumor. Ausschnittsv
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Abb. 4-103.b. Probe Nr 4642 Tumor. Ausschmttsvergrofserung aus Abb 4-103.a.
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Abb. 4-104. b Probe Nr. 10402 Tumor. Ausschmttsvergrol&erung aus Abb. 4-104.a.

IF- Farbung von Survivin.

IF-Farbung von Survivin. .
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Abb. 4-106. Probe Nr. 4232, Tumor. Originalvergréf3erung 200 x. IF-Farbung von Survivin.

Abb. 4-105 bis 4-106: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzi-
nom) von Menschen ohne CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt. Die Zellkerne zeigen deutliche Survivinfarbung. Auch im Cy-
toplasma der Kryptenepithelzellen ist Survivinfarbung vorhanden.
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Keine Survivin-Zellkernfarbung, aber Survivinfarbung im Cytoplasma (Abb. 4-107):
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Abb. 4-97 bis Abb. 4-107:

Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom) von Menschen
ohne CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-97 bis 4-106: Proben mit Survivinfarbung im Zellkern und im Cytoplasma.

Abb. 4-107: Keine Survivinfarbung im Zellkern, aber Farbung im Cytoplasma.

Abb. 4-97 bis 4-102 und 4-107, links: Doppelfarbung mit R-Catenin (grun).

Abb. 4-97 bis 4-107, rechts: Nur Survivinfarbung ist dargestellt.

Was die Survivinfarbung betrifft, 1asst sich zusammenfassend sagen, dass bei den Polyp-
und Tumorproben der Anteil an Proben mit Zellkernfarbung am grofRten ist (90% bzw.
91%). Auch scheint die Intensitat der Zellkernfarbung in diesen beiden Gruppen am stark-
sten zu sein.

Bei der Gruppe der CU-Proben ist der Anteil an Proben mit Survivin-Zellkernfarbung am
kleinsten (75%) im Vergleich zu den anderen Gruppen Normal, Polyp, Tumor. Bei der CU-
und Normal-Gruppe gibt es den gréfliten Anteil an Proben ohne Zellkern- aber mit cytoplas-
matischer Farbung.

Diese Variante der Survivinfarbung ist in der Gruppe Polyp tberhaupt nicht reprasentiert; bei
den Tumorproben trifft diese Variante auf eine Probe zu (Abb. 4-107). Morphologisch hat
diese Tumorprobe als einzige Ahnlichkeit mit den CU-Proben.
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4.1.4. Immunfluoreszenzfarbung von p53

In den p53-positiven Proben tritt die p53-Farbung im Zellkern auf, durch Anreicherung defek-
ter und daher stabilerer p53-Proteine. In manchen Proben scheint es auch cytoplasmatische
p53-Farbung zu geben.

Alle zehn Kolonepithel-Normalproben von Menschen ohne CED sind negativ beziglich
einer p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-108 bis Abb. 4-117).

Abb. 4-108. .-I-Drobe Nr. 4232, Normal. Originalvergréfierung 200 x.
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Abb. 4-110. Probe Nr. 4236, Normal. Originalvergréerung 200 x.

Abb. 4-108 bis 4-110: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe von Menschen
ohne CED. Doppelfarbung mit 3-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Es ist keine p53-Farbung im Zellkern vorhanden. Es ist schwache cytoplasmatische Farbung erkennbar. In Abb.
4-109 handelt es sich bei der Farbung innerhalb der Krypten um eine unspezifische Reaktion des Antikorpers mit
dem Schleim der Becherzellen.
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Abb. 4-113.
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Abb. 4-114.

Probe Nr. 2842 Normal OrlglnalvergroBerung 200 x.

Probe Nr. 4830 Normal OrlglnalvergroBerung 200 x.
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Abb. 4-117. Probe

Nr. 3033, Normal. OriginalvergréRerung 200 x.

Abb. 4-108 bis Abb. 4-117:

Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Normalgewebe von Menschen ohne CED. Doppelfar-
bung mit 3-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Es ist keine p53-Farbung der Zellkerne vorhanden. Es scheint schwache cytoplasmatische Farbung vorhanden
zu sein.

Abb. 4-108 bis 4-117, links: Doppelfarbung mit 3-Catenin (griin).

Abb. 4-108 bis 4-117, rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.
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Von den 20 Kolonepithelproben von Menschen mit Colitis Ulcerosa sind 19 Proben p53-
negativ, das heildt es ist keine p53-Farbung im Zellkern sichtbar (Abb. 4-118 bis Abb. 4-136).
Die einzige positive Probe mit p53-Farbung im Zellkern ist eine der beiden Polypproben der
CU-Gruppe (Abb. 4-137). Die andere der beiden untersuchten Polypproben der CU-Gruppe
ist p53-negativ (Abb. 4-124).

Bei manchen Proben scheint es eine cytoplasmatische p53-Farbung zu geben.

Keine p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-118 bis Abb. 4-136):
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Abb. 4-118.  Probe Nr. 522 Cu. Orlglnalvergrofserung 200 x. IF-Farbung von p53.
f .

Abb. 4-120. Probe Nr. 610, CU Orlglnalvergrofserung 200 x. IF-Farbung von p53.

Abb. 4-118 bis 4-120: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Gewebe von CU-Patienten. Dop-
pelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.
Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt. Es ist keine p53-Zellkernfarbung vorhanden.
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Abb.4-121. Probe Nr. 474, CU. OriginalvergréRerung 200 x. IF-Férbung von p53.
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Abb. 4-122. Probe Nr. 475, CU, Pseudopolyp. OriginalvergréRerung 200 x. IF-Farbung von p53.
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Abb. 4-123.

Abb. 4-124. Probe Nr. 523, CUj’on;S. OriginalvergréfRerung 200 x. IF-Farbung von p53.-_
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Probe Nr. 562 Cu. Orlglnalvergrofserung 200 x. IF-Farbung von p53.
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Abb. 4-127 Probe Nr 584 CU Pseudopolyp Orlglnalvergro&erung 200 X. IF-Farbung von p53.

Abb. 4‘-?-2‘8. Probe Nr 536 CU Pseudopolyp OrlglnalvergroBerung 200 X. IF-Farbung von p53
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Abb. 4- 136

Probe Nr. 552, CED (CU oder MC) OrlglnalvergroBerung 200 X. 'I

Farbung von p53.
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Probe mit p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-137):

P ’ ' o r 3 :
Abb. 4-137.b. Probe Nr. 583, CU Polyp Ausschmttsvergrof&erung aus Abb 4-137.a. IF-Farbung von p53.

Abb. 4-137.c. Probe Nr. 583, CU, Polyp OrlglnalvergroBerung 200 x. IF- Farbung von p53

Abb. 4-118 bis Abb. 4-137:

Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Gewebe von CED-Patienten. Gegenfarbung der Zellker-
ne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-118 bis 4-136: Es ist keine p53-Farbung im Zellkern vorhanden.

Abb. 4-118, 4-119, 4-121, 4-122 und 4-127 bis 4-137: Es scheint cytoplasmatische p53-Farbung vorhanden zu
sein.

Abb. 4-120: Beim Signal handelt es sich um eine unspezifische Reaktion der Antikérper mit dem Schleim der
Becherzellen.

Abb. 4-137: Die Polypprobe des CU-Patienten hat p53-Farbung in den Zellkernen der Kryptenepithelzellen.

Abb. 4-118 bis 4-127, links: Doppelfarbung mit 3-Catenin (griin).

Abb. 4-118 bis 4-137, rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.
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Genau die Halfte der zehn Polypproben von Menschen ohne CED sind p53-positiv bezlg-
lich einer p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-138 bis Abb. 4-142); die anderen 50% der Proben
sind p53-negativ (Abb. 4-143 bis Abb. 4-147). Die p53-Zellkernfarbung der positiven Proben
betrifft ausschliel3lich die Zellkerne der Kryptenepithelzellen.

Proben mit p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-138 bis Abb. 4-142):
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Abb. 4- 138 b. Probe Nr. 618, Polyp Ausschnlttsvergrorserung aus Abb. 4-138.a. IF—Férbung von p53.
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Abb. 4-139. Probe Nr. 603, Polyp OrlglnalvergroBerung 200 x. IF- -Farbung von p53

Abb. 4-138 bis 4-139: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen ohne
CED. Doppelféarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt. Es ist deutliche p53-Farbung in den Zellkernen der Kryptenepithel-
zellen vorhanden.
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Abb. 4-140. b Probe Nr. 596, Polyp Ausschmttsvergrof&erung aus Abb. 4- 140 a.

&' . 3
IF-Farbung von p53.

Abb. 4- 140 d. Probe Nr. 596 Polyp Ausschmttsvergrof&erung aus Abb 4-140.c. IF Farbung von p53
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Abb. 4-142. Probe Nr. 545
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Abb. 4-141 bis 4-142: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen ohne
CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt. Es ist deutliche p53-Farbung in den Zellkernen der Kryptenepithel-
zellen vorhanden.

Proben ohne p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-143 bis Abb. 4-147):
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Abb. 4-143. Probe Nr. 598, Polyp. OriginalvergroRerung 200 x. IF-Férbung von p53.
Abb. 4-143: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe eines Menschen ohne CED.
Doppelfarbung mit B-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt. Es ist keine p53-Farbung in den Zellkernen vorhanden. Es scheint
cytoplasmatische p53-Farbung zu geben.
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Probe Nr. 615, Polyp. OriginalvergréBerung 200 x. IF-Farbung von p53.
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Abb. 4-146.
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Abb. 4-147. Probe Nr. 553, Polyp. Originalvgaréﬂerung 200 x. IF-Farbung von p53.

Abb. 4-138 bis Abb. 4-147:

Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Polypgewebe von Menschen ohne CED. Doppelfarbung
mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-138 bis 4-142: Es ist p53-Farbung in den Zellkernen der Kryptenepithelzellen vorhanden.

Abb. 4-143 bis 4-147: Es ist keine p53-Farbung in den Zellkernen vorhanden.

Abb. 4-138 bis 4-147: Es scheint cytoplasmatische p53-Farbung vorhanden zu sein.

Abb. 4-138 bis 4-147, rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.
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Bei den zwolf Tumorproben (Adenokarzinom) von Menschen ohne CED ist der Anteil an
p53-positiven Proben am hdchsten; er betragt 75% (Abb. 4-148 bis Abb. 4-156). 25% der
Tumorproben zeigen keine p53-Zellkernfarbung (Abb. 4-157 bis Abb. 4-159). Die Zellkern-
farbung der p53-positiven Proben betrifft ausschliellich die Kryptenepithelzellen.

Proben mit p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-148 bis Abb. 4-156):

Abb. 4 148.b. Probe Nr 4163 Tumor Ausschnlttsvergroﬁerung aus Abb. 4- 148 a. IF-Farbung von p53.

.‘:-...n ‘ . .\_. . A - = .
Abb. 4-149. Probe Nr. 4830, Tumor. Originalvergrofierung 200 x. |IF-Farbung von p53.

Abb. 4-148 bis 4-149: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom)
von Menschen ohne CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau).
Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.

Es ist starke p53-Farbung der Zellkerne der Kryptenepithelzellen vorhanden.
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Abb 4- 150 a. Probe Nr 3033 Tumor OrlglnalvergroBerung 200 x. IF- Farbung von p53

Abb 4-150.b. Probe Nr. 3033 Tumor Ausschmttsvergro[&erung aus Abb. 4- 150 a. IF Farbung von p53.
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Abb 4-151.b. Probe Nr. 122 Tumor. Ausschmttsvergroﬂ»erung aus Abb 4 151.a. IF-Farbung von p53.
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Abb. 4-152. Probe Nr. 7464, Tumor. Originalvergréf3erung 200 x. IF-Farbung von p53.
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Probe Nr. 6846, Tumor. Original réfRerung 200 x. IF-Farbung von p53.
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Abb. 4-154.b. Probe Nr. 4642, Tumor. Originalvergré3erung 200 x. IF-Farbung von p53.
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Abb. 4-156. Probe Nr. 4232, Tumor. Originalv

Abb. 4-155 bis 4-156: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom)

von Menschen ohne CED. Doppelfarbung mit R-Catenin (griin). Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau).
Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.

Es ist p53-Farbung der Zellkerne der Kryptenepithelzellen vorhanden. AulRerdem scheint es cytoplasmatische
p53-Farbung zu geben.
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Proben ohne p53-Farbung im Zellkern (Abb. 4-157 bis Abb. 4-159):

e |.‘ )l : .
Abb. 4-158.  Probe Nr. 6550 Tumor OrlglnalvergroBerung 200 x. IF-Farbung von p53.

Abb. 4-157 bis 4-158: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom)
von Menschen ohne CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.

Es ist keine p53-Farbung der Zellkerne vorhanden. Es scheint aber cytoplasmatische p53-Farbung zu geben. Die
Negativkontrolle (Abb. 4-157.b) zeigt keine cytoplasmatische p53-Farbung und auch keine p53-Farbung im Zell-
kern.
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Abb. 4-159. Probe Nr. 10402, Tumor. OriginalvergroRerung 200 x. IF-Farbung von p53.
Es ist keine p53-Farbung im Zellkern vorhanden.

Abb. 4-148 bis Abb. 4-159:

Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel, Tumorgewebe (Adenokarzinom) von Menschen ohne
CED. Gegenfarbung der Zellkerne mit DAPI (blau). Gefrierschnitt.

Abb. 4-148 bis 4-156: Es ist p53-Farbung in den Zellkernen der Kryptenepithelzellen vorhanden.

Abb. 4-157 bis 4-159: Es ist keine p53-Farbung in den Zellkernen vorhanden.

Abb. 4-157.b: Die Negativkontrolle zeigt keine cytoplasmatische p53-Farbung und auch keine p53-Farbung im
Zellkern.

Abb. 4-148 bis 4-159: Es scheint cytoplasmatische p53-Farbung vorhanden zu sein.

Abb. 4-148 bis 4-156, links: Doppelfarbung mit 3-Catenin (griin).

Abb. 4-148 bis 4-159, rechts: Nur p53-Farbung ist dargestellt.

Zusammenfassend betrachtet liefert die Immunfluoreszenzfarbung von p53 ein klares Er-
gebnis: Keine der Normalproben zeigt p53-Zellkernfarbung. Von den 20 CED-Proben hat nur
eine Probe p53-Farbung im Zellkern. Es handelt sich um eine Polypprobe eines CU-
Patienten. Genau 50% der Polypproben und 75% der Tumorproben von Menschen ohne
CED sind p53-positiv bezlglich einer Kernfarbung der Kryptenepithelzellen.

Es sind zwei Polypproben von CU-Patienten untersucht worden, damit ist der Anteil an p53-
positiven Polypproben der CU-Gruppe ebenfalls 50%.

Eine Ubersicht (iber die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen der einzelnen Proben
zeigt Tabelle 2.
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Probe Nr. Bcl-2 Survivin p53
326 Normal + Kryptenbasis + Zellk, +Cytopl -

2842 Normal + Krypten + Zellk, +Cytopl -

3033 Normal + Kryptenbasis + Zellk, +Cytopl -

4163 Normal - - Zellk, +Cytopl -

4232 Normal + Krypten + Zellk, +Cytopl -

4236 Normal + Kryptenbasis + Zellk, +Cytopl -

4248 Normal + Kryptenbasis, Krypten - Zellk, +Cytopl -

4346 Normal + Kryptenbasis, Krypten + Zellk, +Cytopl -

4830 Normal + Krypten + Zellk, +Cytopl -
10402 Normal + Kryptenbasis + Zellk, +Cytopl -

474 CU + Krypten + Zellk, ++Cytopl -

475 CU,Pseudopolyp + Krypten - -

522 CU - - Zellk, ++Cytopl -

523 CU, Polyp + Krypten + Zellk, ++Cytopl -

524 CU +Krypten + Zellk, +Cytopl -

527 CU + Kryptenbasis, Krypten + Zellk, +Cytopl -

536 CU,Pseudopolyp + Krypten - -

544 CU + Krypten - Zellk, +Cytopl -

552 CED + Krypten + Zellk, +Cytopl -

562 CU - + Zellk, +Cytopl -

566 CU - + Zellk, +Cytopl -

571 CU + Krypten + Zellk, +Cytopl -

574 CU - + Zellk, +Cytopl -

577 CU +Krypten - Zellk, +Cytopl -

583 CU,Polyp - + Zellk, +Cytopl + Zellk
584 CU,Pseudopolyp + Krypten + Zellk, ++Cytopl -

586 CU,Pseudopolyp +Krypten + Zellk, ++Cytopl -

595 CU +Krypten + Zellk, +Cytopl -

608 CU,Pseudopolyp + Kryptenbasis, Krypten + Zellk, +Cytopl -

610 CU + Krypten + Zellk, +Cytopl -

521 Polyp + Krypten + Zellk, +Cytopl -

545 Polyp + Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
553Polyp +Krypten - -
568Polyp +Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
596 Polyp - + Zellk, +Cytopl + Zellk
598 Polyp + Krypten + Zellk, +Cytopl -

603 Polyp + Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
613 Polyp + Krypten + Zellk, +Cytopl -

615 Polyp + Krypten + Zellk, +Cytopl -

618 Polyp + Kryptenbasis + Zellk, +Cytopl + Zellk
122 Tumor + Kryptenbasis, Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
2842 Tumor + Zellk
3033 Tumor + Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
4163 Tumor - + Zellk, +Cytopl + Zellk
4232 Tumor + Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
4236 Tumor + Krypten + Zellk, +Cytopl -

4642 Tumor + Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
4830 Tumor +Krypten + Zellk, +Cytopl + Zellk
6550 Tumor + Krypten + Zellk, +Cytopl -

6846 Tumor - + Zellk, +Cytopl + Zellk
7464 Tumor - - Zellk, +Cytopl + Zellk
10402 Tumor + Krypten + Zellk, +Cytopl -

Tabelle 2: Ubersicht iiber die Ergebnisse der Inmunfluoreszenzfirbungen der einzelnen Proben.

Zeichenerklarung:

+ : Farbung vorhanden

++ : starke Farbung vorhanden
- : keine Farbung vorhanden

+ Kryptenbasis : Farbung in der Kryptenbasis vorhanden
+ Krypten : Farbung in den Krypten vorhanden
+ Kryptenbasis, Krypten: Farbung in den Krypten und starkere Farbung in der Kryptenbasis vorhanden

+ Zellk : Farbung im Zellkern der Kryptenepithelzellen vorhanden

- Zellk : keine Farbung in den Zellkernen vorhanden

+Cytopl : Farbung im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen vorhanden

++Cytopl : starke Farbung im Cytoplasma der Kryptenepithelzellen vorhanden
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4.2. Untersuchung der Genexpression im Kolonepithel auf RNA-Ebene

Die Genexpression auf RNA-Ebene wird zwischen finf Gruppen miteinander verglichen:
Normales Kolonepithel von Menschen ohne CED (Anzahl der Proben N = 11), Kolonepithel
von Patienten mit Colitis Ulcerosa (N = 23), Kolonepithel von Patienten mit Morbus Crohn (N
= 7), Kolon-Polypgewebe von Menschen ohne CED (N = 11) und Kolon-Tumorgewebe von
Patienten ohne CED (N = 15).

Die Unterschiede der Stichproben werden nach dem Mann-Whitney-Test (unpaired, two-tail)
berechnet. Bei p-Werten <0,05 wird der Unterschied als signifikant betrachtet.

4.2.1. Genexpression von Bcl-2, Survivin und p53 auf RNA-Ebene

Die RNA-Expression von Bcl-2 (Abb. 4-160.a und 4-160.b) bei den Colitis Ulcerosa-
Patienten spaltet sich in zwei Gruppen auf: Bei der einen Gruppe sind die Werte der Bcl-2-
Expression stark erhéht gegeniber der Expression in den Normalproben; die andere Gruppe
zeigt eine gegenuber den Normalwerten niedrigere Genexpression. Deshalb entsprechen die
Werte der CU-Proben nicht einer Normalverteilung. Da die Gruppe mit den gegeniber den
Normalproben niedrigeren Werten starker reprasentiert ist als die Gruppe mit den erhéhten
Werten, ist der Median der CU-Gruppe niedriger im Vergleich zur Kontrollgruppe Normalge-
webe. Der Unterschied ist aber nicht signifikant.

Die Polyp- und Tumorproben zeigen gegeniber den Normalproben eine insgesamt etwas
erhdhte Bcl-2-RNA-Expression, unterscheiden sich jedoch nicht signifikant gegentber der
Normalgruppe. Der Median der Tumorproben ist etwas hdher als der der Polypproben. Bei
den Polyp- und Tumorproben finden sich die hdchsten Extremwerte. Beachtenswert ist, dass
die erhdhten Werte der CU-Gruppe sich fast auf derselben Héhe befinden wie die Extrem-
werte der Polyp- und Tumorgruppe.

Die Bcl-2-Expression in den Morbus Crohn-Proben verhalt sich genauso wie in der Unter-
gruppe der CU-Patienten mit niedrigerer Expression; die Mediane liegen auf fast gleicher
Hohe.

Die RNA-Expression von Survivin (Abb. 4-161.a und 4-161.b) ist bei zwei Proben der Grup-
pe Colitis Ulcerosa im Vergleich zur Normalgruppe erhoht.

In den Gruppen Polyp und Tumor gibt es stark erhéhte Werte gegeniber den Normalproben.
Die Mediane der Gruppen Polyp und Tumor sind um das 11,7-fache bzw. 15,9-fache héher
im Vergleich zur Normalgruppe. Es gibt einen signifikanten Unterschied zwischen den Grup-
pen Tumor und Normal (p < 0,0001) und zwischen Polyp und Normal (p = 0,0006).

Der Median bei Colitis Ulcerosa ist etwas niedriger als bei der Gruppe Normal. Der Unter-
schied zwischen Tumor und CU (p < 0,0001) und Polyp und CU (p = 0,0002) ist signifikant.
Die p-Werte werden berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.

Die Expression von Survivin zeigt in der Gruppe Morbus Crohn etwa dasselbe Verhalten wie
in der Gruppe Colitis Ulcerosa, der Median liegt etwas hoher. Die MC-Proben weisen im
Vergleich zu den Normalproben keine erhéhten Expressionswerte auf. Der Grund kann darin
liegen, dass die Stichprobe der MC-Gruppe (N = 7) viel kleiner ist als die der CU-Gruppe (N
= 23).

Die p53-RNA-Expression (Abb. 4-162.a und 4-162.b) der Colitis Ulcerosa-Gruppe ist etwas
niedriger im Vergleich zur Normalgruppe; der Unterschied ist jedoch nicht signifikant.

In den Polyp- und Tumorproben ist die Expression von p53 gegenlber der Normalgruppe
signifikant erhéht (Vergleich Tumor — Normal: p = 0,0001 und Vergleich Polyp — Normal: p =
0,0016 nach Mann-Whitney-Test). Die p53-Expression in der Tumorgruppe ist aulRerdem
hoher als in der Polypgruppe.
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Der Median der Gruppe Tumor betragt das 10,4-fache des Medians der Gruppe Normal. Der
Median der Polypgruppe ist um das 7,1-fache héher gegeniiber dem der Normalgruppe.

Die Gruppe Morbus Crohn verhalt sich wie die der Colitis Ulcerosa-Patienten; die Mediane
sind fast gleich und liegen beide knapp unter dem der Normalgruppe.
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Abb. 4-160.a: RNA-Expression von Bcl-2 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel
von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die RNA-
Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde als
Standard das Housekeeping-Gen R2-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.
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Abb. 4-160.b: RNA-Expression von Bcl-2 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel
von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Darstellung
von Abb. 4-160.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer Probe.
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Abb. 4-161.a: RNA-Expression von Survivin im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel
von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die RNA-
Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde als
Standard das Housekeeping-Gen R2-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.

Links: Darstellung der Gruppen Normal, CU und MC.

Rechts: Darstellung aller funf Gruppen.
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Abb. 4-161.b: RNA-Expression von Survivin im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel
von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Darstellung
von Abb. 4-161.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer Probe. Die
p-Werte sind berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.
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Abb. 4-162.a: RNA-Expression von p53 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel von
CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die RNA-
Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde als
Standard das Housekeeping-Gen R2-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.
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Abb. 4-162.b: RNA-Expression von p53 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel von
CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Darstellung von
Abb. 4-162.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer Probe. Die p-
Werte sind berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.
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4.2.2. Genexpression von Musashi-1, IL6, COX-2 und B-Catenin auf RNA-
Ebene

Die RNA-Expression von Musashi-1 (Abb. 4-163.a und 4-163.b) ist in der Gruppe Colitis UI-
cerosa signifikant niedriger als in den Gruppen Normal (p = 0,0123) und Tumor (p = 0,0007).
In der Gruppe Tumor ist die RNA-Expression am hdchsten; der Median ist um das 2,7-fache
hdher als in der Normalgruppe. Die Tumorgruppe hat stark erhdhte Extremwerte, doch der
Unterschied zur Normalgruppe ist nach Mann-Whitney-Test nicht signifikant (p = 0,0549).

Die Mediane in den Gruppen Normal, MC und Polyp liegen etwa auf derselben Hohe. Die
Gruppen CU und Polyp haben einen bzw. zwei erhdhte Extremwerte.

IL6 zeigt in der Gruppe Tumor die héchste RNA-Expression (Abb. 4-164.a und 4-164.b); es
besteht ein signifikanter Unterschied zur Normalgruppe (p < 0,0001), zur CU- (p = 0,0014),
zur MC- (p = 0,0039) und Polypgruppe (p = 0,0002).

Auch die IL6-Expression der CU-Gruppe ist signifikant hoher gegentber der der Normalpro-
ben (p = 0,0245).

Die Gruppe CU zeigt beziglich der IL6-RNA-Expression einen stark erhdhten Extremwert.
Es handelt sich dabei um die einzige Polypprobe der CU-Gruppe. Dieser Wert ist zwecks
einer besseren graphischen Darstellung bei der Gegentiberstellung von Normal, CU, MC und
Polyp ausgeschlossen (Abb. 4-164, links). In der graphischen Darstellung von CU und Tu-
mor ist der Extremwert der CU-Gruppe berticksichtigt (Abb. 4-164, rechts).

Die IL6-RNA-Expression der MC-Gruppe entspricht der der CU-Gruppe, die Mediane liegen
fast auf gleicher Hohe.

Im Kolon-Normalgewebe von Menschen ohne CED ist IL6 so gut wie gar nicht exprimiert; der
Median liegt bei Null.

Die RNA-Expression von COX-2 (Abb. 4-165.a und 4-165.b) ist in den Gruppen CU (p =
0,0375) und Tumor (p = 0,0379) signifikant héher im Vergleich zur Normalgruppe. Die Grup-
pen CU und Tumor haben auch die héchsten Extremwerte.

Die MC-Gruppe hat ebenfalls erhdhte Extremwerte, unterscheidet sich aber nicht signifikant
von der Normalgruppe (p = 0,4151), wobei zu bertcksichtigen ist, dass die Stichprobe der
MC-Gruppe sehr viel kleiner ist als die der CU-Gruppe.

Auch die COX-2-RNA-Expression der Polypgruppe ist etwas erhdht aber unterscheidet sich
nicht signifikant von der Normalgruppe.

Die RNA-Expression von R-Catenin (Abb. 4-166.a und 4-166.b) ist in der Gruppe Tumor
stark erhéht und signifikant unterschiedlich zur Normalgruppe (p < 0,0001), zur CU-Gruppe
(p < 0,0001) und zur Polypgruppe (p = 0,0005). Der Median betragt das 9,6-fache des Me-
dians der Normalgruppe.

Auch die RNA-Expression in der Gruppe Polyp ist im Vergleich zur Normalgruppe (p <
0,0001) und zur CU-Gruppe (p < 0,0001) signifikant hdher. Der Median der Polypgruppe be-
tragt das 2,9-fache des Medians der Normalgruppe.

Die 3-Catenin-RNA-Expression in den Gruppen Normal, CU und MC liegt auf etwa gleicher
Hoéhe. Die Gruppen CU und MC weisen im Vergleich zur Normal-Gruppe einige etwas erhdh-
te Werte auf, wobei der Unterschied nicht signifikant ist (p = 0,1313 und p = 0,1744).
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Abb. 4-163.a: RNA-Expression von Musashi-1 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolon-
epithel von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die
RNA-Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde
als Standard das Housekeeping-Gen 32-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.

0.0010- : p =0,0007 ,
p=0,0123 —
0.0009- r
L]
< 0.0008-
Z s
S =  0.00074
23
=2 0.00061 .
S
>
> 9  0.00054
§% : .
2= 0.00044 &
QN
E- (=]
X'= 00003 . .
E L]
® 0.0002- . s
*
L * ™
0.0001+ . A v » S
I... ‘:::‘ ": :‘. ..
0.0000 2 = ae
NORMAL coL ULC M CROHN POLYP TUMOR

Abb. 4-163.b: RNA-Expression von Musashi-1 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolon-
epithel von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Dar-
stellung von Abb. 4-163.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer
Probe. Die p-Werte sind berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.
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Abb. 4-164.a: RNA-Expression von IL6 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel von
CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die RNA-
Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde als
Standard das Housekeeping-Gen R2-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.

Links: Darstellung ohne Gruppe Tumor. Stark erhdhter Extremwert der einzigen Polypprobe der Gruppe CU ist
ausgeschlossen.

Rechts: Gegeniiberstellung von Gruppe Colitis Ulcerosa und Gruppe Tumor. Der Extremwert der Polypprobe
eines CU-Patienten in der Gruppe CU ist berlicksichtigt.
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Abb. 4-164.b: RNA-Expression von IL6 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel von
CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Darstellung von
Abb. 4-164.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer Probe. Die p-
Werte sind berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.
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Abb. 4-165.a: RNA-Expression von COX-2 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel
von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die RNA-
Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde als
Standard das Housekeeping-Gen R2-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.
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Abb. 4-165.b: RNA-Expression von COX-2 im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolonepithel
von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Darstellung
von Abb. 4-165.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer Probe. Die
p-Werte sind berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.
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Abb. 4-166.a: RNA-Expression von R-Catenin im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolon-
epithel von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Die
RNA-Expression wurde durch Reverse Transkription und nachfolgende Real Time PCR bestimmt. Dabei wurde
als Standard das Housekeeping-Gen 32-Mikroglobulin gewahlt. Graphische Darstellung der Ergebnisse als Box &
Whiskers-Plot mit Median (waagerechte Linie) und Mittelwert (Kreuz). Die Box beinhaltet 50% der Werte der
Stichprobe. Die Whiskers reichen bis zu den Extremwerten.
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Abb. 4-166.b: RNA-Expression von R-Catenin im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED, im Kolon-
epithel von CU- und MC-Patienten, im Kolon-Polyp- und im Kolon-Tumorgewebe von Menschen ohne CED. Dar-
stellung von Abb. 4-166.a als Punkte-Diagramm mit Median (waagerechte Linie). Jeder Punkt entspricht einer
Probe. Die p-Werte sind berechnet nach dem Mann-Whitney-Test.
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5. Diskussion

Das Risiko der Entstehung eines Tumors bei Vorliegen einer chronisch entzindlichen Darm-
erkrankung wird als hoch eingeschatzt, wenn dysplastische Veranderungen oder Polypen
des Darmepithels vorhanden sind. Um das Auftreten eines Tumors zu verhindern, werden
diese entfernt und manchmal wird in solchen Fallen eine Kolektomie der betroffenen Darm-
region in Betracht gezogen und durchgefiihrt.'*® Ein Problem ist, dass die Dysplasien und
Vorstufen von Tumoren nicht immer rechtzeitig entdeckt werden. In wenigen Fallen verlauft
die CED-bedingte Tumorentstehung nicht {iber die Dysplasie."*

Um schon moglichst friihzeitig, noch vor Entstehen einer Dysplasie ein Tumorrisiko erkennen
zu kénnen, wird nach Markern gesucht, die im Kolonepithel von CED-Patienten eine Tumor-
gefahr anzeigen. Dazu ist es hilfreich, mehr Erkenntnisse Gber den Mechanismus der CED-
bedingten Tumorentstehung zu gewinnen.

Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit normales Kolonepithel, von einer CED
betroffenes Kolonepithel, Kolonpolypen und Kolontumorgewebe bezlglich der RNA- und
Proteinexpression von Bcl-2, Survivin und p53 und der RNA-Expression von Musashi-1, IL6,
COX-2 und R-Catenin miteinander verglichen.

Dazu wurde die hochempfindliche Methode der Real Time PCR gewahlt und die Immunfluo-
reszenzfarbung. Die Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung wurden bei einem Teil der
Proben zusétzlich abgesichert durch die Methode der Peroxidasefarbung. Es stellte sich
heraus, dass die Methode der Immunfluoreszenzfarbung eine hohere Auflésung zeigte und
ein besseres Ergebnis lieferte als die POD-Farbung. Dies war zu erwarten, da bei der IF-
Farbung die Farbreaktion auf fluoreszenzfarbstoffgekoppelten Antikérpern beruht, wahrend
es sich bei der Farbreaktion der POD-Farbung um eine chemische Reaktion handelt. Aulder-
dem hat die IF-Farbung den Vorteil, dass eine Doppelfarbung mit zwei Antikbrpern moglich
ist und dass sich die Farbung in den einzelnen Kanalen getrennt darstellen Iasst.

Was das Probenmaterial betrifft, muss bertcksichtigt werden, dass es sich um menschliches
Gewebe von verschiedenen Patienten handelt und individuelle Unterschiede flr eine gewis-
se Inhomogenitat innerhalb der Untersuchungsgruppen sorgen kdnnen. Diese kdnnen gene-
tisch bedingt sein; zum Beispiel kann es Unterschiede im Immunsystem geben, was Auswir-
kungen auf den Verlauf der CED haben kann bei den Colitis Ulcerosa (CU)- und Morbus
Crohn (MC)-Patienten. Aber auch auftere Faktoren spielen eine Rolle, wie zum Beispiel Er-
nahrung und Lebensweise. Das Alter der Personen ist unterschiedlich und der gesundheitli-
che Allgemeinzustand. Manche Patienten haben eine langjahrige CED, bei anderen ist die
CED erst vor kurzem festgestellt worden, aulierdem kénnen verschiedene Regionen des
Kolons betroffen sein. Einige CED-Patienten wurden mit entzindungshemmenden Medika-
menten behandelt, die das Erscheinungsbild der Krankheit beeinflussen. Die CED-Proben
stammen von Patienten, die zum Zeitpunkt der Entnahme einen akuten Schub hatten oder
bei denen sich die Entzindung in Remission befand. Daher stammt das Probenmaterial so-
wohl von entziindlichen wie auch von regenerierten Bereichen des Kolonepithels.

Unter den CU-Proben befinden sich auch Polypen und Pseudopolypen. Es zeigte sich, dass
sich die Pseudopolypproben genauso wie die anderen CU-Proben verhielten. Eine der bei-
den untersuchten Polypproben der CU-Patienten lieferte jedoch andere Ergebnisse als die
anderen CU-Proben. Als einzige Probe der CU-Gruppe zeigte sie p53-Zellkernfarbung der
Kryptenepithelzellen (siehe Seite 87) und sie war die einzige Probe der CU-Gruppe mit ex-
trem hohem IL6-mRNA-Gehalt (siehe Abb. 4-164, rechts). Das unterschiedliche Verhalten
der Polyp- und Pseudopolypproben lasst sich damit erklaren, dass Pseudopolypen durch
Reparaturprozesse entziindlicher Bereiche entstehen, wogegen Polypen eine Folge Uber-
mafiger Proliferation sind.
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Der CU-Gruppe wurde die grolte Bedeutung beigemessen; in dieser Gruppe wurde die
grofite Anzahl an Proben untersucht. Es stellt eine wichtige Gruppe dar, da versucht werden
soll, die frGhen Ereignisse auf dem Weg zur Tumorentstehung aufzudecken, die im Kolon-
epithel von CU-Patienten noch vor Entstehen einer Dysplasie oder eines Adenoms eintreten.

Bezlglich der Proteinexpression von Bcl-2 im Kolonepithel ist in den vier Untersuchungs-
gruppen Normal, CU, Polyp und Tumor kein wesentlicher Unterschied festzustellen (siehe
Kapitel 4.1.1. und Abb. 5-1). Die CU- und Tumor-Gruppe hat bei der Immunfluoreszenzfar-
bung einen etwas hdéheren Anteil an Bcl-2-negativen Proben (ca. 25%) als die Normal- und
Polypgruppe (10%).
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Abb. 5-1: Immunfluoreszenzfarbung von Bcl-2 (rot) im Kolonepithel. Gefrierschnitte. Die Bcl-2-Farbung der Bcl-2-
positiven Proben ist cytoplasmatisch. Die Kryptenbasis ist am starksten Bcl-2-gefarbt (Pfeile). Die Lymphozyten
(einige sind exemplarisch durch Pfeilkopfe gekennzeichnet) in der Lamina propria mucosae zeigen immer starke
Bcl-2-Farbung und dienen daher als eine interne Kontrolle.

A: Normalgewebe eines Menschen ohne chronisch entziindliche Darmerkrankung. Die Krypten sind Bcl-2-gefarbt
mit starker Farbung der Kryptenbasis. Originalvergrofierung 400 x.

B und C: Gewebe von zwei Patienten mit Colitis Ulcerosa. OriginalvergroRerung 400 x und 200 x. Die Krypten-
epithelzellen zeigen cytoplasmatische Bcl-2-Farbung (B); beim anderen Patienten ist keine Bcl-2-Farbung vor-
handen, nur die Lymphozyten sind Bcl-2-gefarbt (C).

D bis F: Polypgewebe von drei Patienten ohne chronisch entziindliche Darmerkrankung. Originalvergréf3erung
400 x (D) und 200 x (E, F). Die Proben sind Bcl-2-positiv bezuglich einer Farbung der Kryptenepithelzellen (D und
E) oder sind Bcl-2-negativ (F). Die Lymphozyten sind auch in der negativen Probe stark Bcl-2-gefarbt (F).

G bis I: Tumorgewebe (Adenokarzinom) von drei Patienten ohne chronisch entziindliche Darmerkrankung. Origi-
nalvergréRerung 200 x. Die Krypten sind Bcl-2-positiv mit stellenweise starker Bcl-2-Farbung (G). Beim anderen
Patienten zeigen manche Krypten stellenweise starke Bcl-2-Farbung, wahrend andere Krypten nur schwach ge-
farbt sind (H). Die dritte hier gezeigte Probe ist Bcl-2-negativ, nur die Lymphozyten sind stark Bcl-2-gefarbt (I).

Die Bcl-2-Farbung zeigt in allen vier Untersuchungsgruppen Normal, Colitis Ulcerosa, Polyp und Tumor keine
wesentlichen Unterschiede: In der Regel ist eine cytoplasmatische Bcl-2-Farbung der Kryptenepithelzellen vor-
handen; einige wenige Proben sind Bcl-2-negativ; die Lymphozyten sind jedoch immer stark Bcl-2-gefarbt.
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Auch die Bcl-2-Expression auf RNA-Ebene (Abb. 4-160) zeigt keinen signifikanten Unter-
schied zwischen den fiinf Untersuchungsgruppen Normal, CU, MC, Polyp und Tumor.
Beachtenswert ist aber, dass die CU-Gruppe sich aufspaltet in zwei Untergruppen mit niedri-
gerer bzw. stark erhohter Bcl-2-RNA-Expression im Vergleich zur Normalgruppe (Abb. 4-
160.b). Die gegentber der Normalgruppe niedrigeren Werte der Bcl-2-RNA-Expression der
CU-Proben lassen sich damit erklaren, dass in entztindlichem Gewebe ein erhohter Bedarf
an Reparatur der durch die Entziindung entstandenen Schaden besteht und deshalb eine
Verminderung der Proliferationsrate sinnvoll ist.

Die Polyp- und Tumorgruppe zeigt eine etwas erhéhte Bcl-2-RNA-Expression gegeniber der
Normalgruppe. Die erhéhten Werte der CU-Gruppe liegen auf etwa gleicher Hohe mit den
erhdhten Extremwerten der Polyp- und Tumorgruppe. Man kann vermuten, dass die gréere
Bcl-2-RNA-Menge zu vermehrtem Bcl-2-Protein fihrt und ein gesteigertes Tumorrisiko be-
deutet aufgrund einer daraus folgenden hdheren Proliferationsrate und einer vermehrten
Blockierung der Apoptose. Diese Annahme muss jedoch mit Vorsicht betrachtet werden und
durch weitere Experimente abgesichert werden, denn der Grofteil der Bcl-2-RNA-
Expressionswerte der Polyp- und Tumorproben befinden sich auf gleicher Héhe mit den
Werten der Normalgruppe (Abb. 4-160.b). Trotzdem weisen die Polyp- und Tumorgruppe
einige stark erhdhte Extremwerte auf, so dass sich eine im Vergleich zur Normalgruppe ins-
gesamt etwas hohere Bcl-2-RNA-Expression ergibt. Ein Zusammenhang der erhéhten Bcl-2-
Werte der CU-, Polyp- und Tumorproben und der Entstehung von Tumoren liegt daher nahe.

Die Expression von Survivin im Kolonepithel zeigt auf RNA- und Proteinebene ein Uber-
einstimmendes Ergebnis. Es gibt eine erhéhte Menge an Survivin-Protein im Zellkern von
Kolon-Polyp- und Kolon-Tumorgewebe im Gegensatz zu Epithelgewebe von CU-Patienten
und normalem Kolonepithel (siehe Kapitel 4.1.3. und Abb. 5-2). 90% der untersuchten Polyp-
und Tumorproben haben eine Survivin-Zellkernfarbung und die Survivinfarbung ist deutlich
intensiver als bei den Normal- und CU-Proben.
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Abb. 5-2: Immunfluoreszenzfarbung von Survivin (rot) im Kolonepithel. Gefrierschnitte. Die Survivinfarbung kann
das Cytoplasma und die Zellkerne (siehe Pfeile) betreffen. Originalvergréerung 400 x.

A und B: Normalgewebe von zwei Menschen ohne CED. Bei einer Probe ist Survivinfarbung im Zellkern vorhan-
den (A), bei der anderen nicht (B). Beide Proben zeigen cytoplasmatische Survivinfarbung.

C und D: Gewebe von zwei CU-Patienten. Auch hier gibt es in beiden Proben cytoplasmatische Survivinfarbung;
eine Probe hat Survivinfarbung im Zellkern (C), die andere Probe nicht (D). Stattdessen zeigt die Probe starke
cytoplasmatische Survivinfarbung (D).

E: Polypgewebe eines Menschen ohne CED. Es ist deutliche Survivin-Zellkernfarbung vorhanden.

F: Tumorgewebe (Adenokarzinom) eines Patienten ohne CED. Die Zellkerne der Kryptenepithelzellen zeigen
starke Survivinfarbung. Das Cytoplasma ist ebenfalls Survivin-gefarbt.
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Auch auf RNA-Ebene ist die Survivin-Expression (Abb. 4-161) in der Polyp- und Tumor-
gruppe signifikant hoéher im Vergleich zur Normalgruppe (Polyp: p=0,0006; Tumor:
p<0,0001). Man weil}, dass Survivin die Apoptose hemmt und die Proliferation fordert, was
eine entscheidende Rolle spielt bei der Entstehung von Tumoren Gber Adenome als Tumor-
vorstufe. Der erhdhte Gehalt an Survivin sowohl auf RNA- wie auch auf Proteinebene in den
Kolonpolyp- und -Tumorproben bestatigt die Eigenschaft von Survivin als Tumormarker.

Bei der CU-Gruppe ist der Anteil an Survivinfarbung im Zellkern am kleinsten (75%), statt-
dessen hat sie den hdochsten Anteil an Proben mit starker cytoplasmatischer Survivinfarbung.
Auf RNA-Ebene ist Survivin in der CU-Gruppe am niedrigsten exprimiert, wobei der Unter-
schied zur Normalgruppe aber nicht signifikant ist (Abb. 4-161.b). Die CU-Gruppe besitzt
zwei Extremwerte mit gegentber der Normalgruppe erhohter Survivin-RNA-Expression. In
diesen zwei Proben lasst sich die erhdhte Survivin-RNA-Expression eventuell als Ubergang
zur Tumorentstehung interpretieren, doch diese zwei Werte sind immer noch um einige Gro-
Renordnungen niedriger als die erhohten Survivin-RNA-Werte der Polyp- und Tumorgruppe.
Die einzige untersuchte Polypprobe der CU-Gruppe hat keinen erhdhten Survivin-RNA-
Gehalt. Damit ware eine erhdhte Survivin-RNA-Expression im Kolonepithelgewebe von CU-
Patienten als friher Marker fur ein Tumorrisiko mdglich, aber anhand des vorliegenden Er-
gebnisses nicht eindeutig.

Die immunhistochemische Darstellung des p53-Proteins im Kolonepithel (siehe Kapitel
4.1.4. und Abb. 5-3) liefert ein klares Ergebnis: Eine Anreicherung des p53-Proteins im Zell-
kern der Kryptenepithelzellen scheint haufiger im Tumorgewebe des Kolonepithels (75% der
untersuchten Proben) als im Kolonpolypgewebe (50% der untersuchten Proben) aufzutreten
und selten oder niemals im nicht dysplastischen Kolonepithel von CED-Patienten. Von den
untersuchten CU-Proben zeigt nur eine Probe p53-Farbung im Zellkern und bei dieser Probe
handelt es sich um eine Polypprobe eines CU-Patienten. Im untersuchten normalen Kolon-
epithel von Menschen ohne CED gibt es keine p53-Zellkernfarbung.
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Abb. 5-3: Immunfluoreszenzfarbung von p53 (rot) im Kolonepithel. Gefrierschnitte. Bei den p53-positiven Proben
tritt die p53-Farbung ausschlief3lich in den Zellkernen der Kryptenepithelzellen auf. OriginalvergréRerung 200 x.

A: Normalgewebe eines Menschen ohne CED. Es ist keine p53-Zellkernfarbung vorhanden.

B: Polypgewebe eines CU-Patienten. Die Zellkerne der Krypten zeigen p53-Farbung.

C und D: Polypgewebe von zwei Patienten ohne CED. Bei einer Probe ist keine p53-Farbung im Zellkern vorhan-
den (C), stattdessen scheint es cytoplasmatische p53-Farbung zu geben. Die Probe des anderen Patienten zeigt
starke p53-Féarbung in den Zellkernen der Kryptenepithelzellen (D).

E und F: Tumorgewebe (Adenokarzinom) von zwei Patienten ohne CED. Bei der Probe des einen Patienten gibt
es keine p53-Farbung im Zellkern (E), bei der Probe des anderen Patienten ist eine deutliche p53-Farbung der
Zellkerne der Kryptenepithelzellen zu sehen (F).
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Obwohl Uber frihe p53-Mutationen, die noch vor Entstehen einer Dysplasie auftreten, berich-
tet worden ist ’°, zeigen die untersuchten Darmepithelproben von CU-Patienten keine Anrei-
cherung von p53-Protein im Zellkern. Nur von den zwei Polypproben der CU-Gruppe ist eine
Probe p53-positiv. Dies deutet darauf hin, dass eine p53-Anreicherung im Zellkern frihes-
tens in dysplastischen Veranderungen oder Polypen, jedoch selten in noch nicht dysplastisch
verandertem Gewebe von CU-Patienten auftritt.

Auch auf RNA-Ebene besteht in Bezug auf p53 ein deutlicher Unterschied zwischen der Po-
lyp- und Tumorgruppe und den anderen Untersuchungsgruppen. Sowohl in der Polyp-
(p=0,0016) wie auch in der Tumorgruppe (p=0,0001) ist die p53-RNA-Expression (Abb. 4-
162) signifikant héher als im normalen Kolonepithel.

In den untersuchten Kolonepithelproben der CU-Patienten ist der p53-RNA-Gehalt etwas
niedriger im Vergleich zu den normalen Kolonepithelproben von Menschen ohne CED, der
Unterschied ist aber nicht signifikant.

Aus den vorliegenden Ergebnissen kann man schlieen, dass p53 auf RNA- und Protein-
ebene sich nicht als friiher Marker fir ein CED-bedingtes Tumorrisiko eignet, wenn er dieses
schon vor Entstehen einer Dysplasie anzeigen soll.

Obwohl das Ergebnis bezlglich p53 auf RNA- und auf Proteinebene Ubereinstimmend ist, ist
von einem ursachlichen Zusammenhang zwischen erhdhter p53-RNA- und erhéhter p53-
Protein-Menge nicht auszugehen. Man weil3, dass die Anreicherung von p53 im Tumorge-
webe meistens die Folge von Mutationen im p53-Gen ist, wodurch ein verandertes und funk-
tionsloses p53-Protein entsteht, das stabiler ist als das normale p53-Protein.’** Dagegen ist
die erhohte p53-RNA-Expression nicht unbedingt die Folge von Mutationen im p53-Gen,
sondern kann auch andere Grinde haben, wie zum Beispiel eine Hochregulierung der
Transkription des p53-Gens oder stabilere p53-RNA-Varianten. Die erhdohte p53-RNA-
Expression muss auch nicht zwingend zu einem funktionslosen p53-Protein flihren.

Anhand der Tatsache, dass die erhdhte p53-RNA-Expression nur in den Polyp- und Tumor-
proben auftritt, muss jedoch angenommen werden, dass wie bei der Anreicherung von p53
auf Proteinebene auch bei der erhdhten p53-RNA-Menge ein ursachlicher Zusammenhang
mit der Tumorentstehung besteht. Eine denkbare Erklarung ware die Tatsache, dass durch
eine abnorm erhohte Transkriptionsrate von p53 das Risiko steigt, dass es zu Fehlern beim
Ablesen des p53-Gens kommt, was zu fehlerhaften p53-RNAs und moglicherweise funkti-
onslosen oder in der Funktion eingeschrankten p53-Proteinen fihrt. Der Grund fir die erhoh-
te Transkription kénnte eine Stérung der Regulation der Transkriptionsrate sein. Die funkti-
onslosen p53-Proteine kdnnen ihre Aufgabe, ndmlich Regulation des Zellzyklus und Einlei-
tung der Apoptose nicht wahrnehmen, wodurch es zur Tumorentstehung kommt. Es ist be-
kannt, dass fehlerhafte p53-Proteine Komplexe mit intakten p53-Proteinen eingehen konnen,
wodurch auch diese ihre Funktion verlieren.””

Bei dem erhdhten p53-RNA-Gehalt kann es sich aber auch um eine Hochregulierung der
p53-Genexpression infolge des Tumors handeln, da in geschadigtem Gewebe oder in Zellen
mit unnatirlich hoher Zellteilungsrate vermehrt p53 bendétigt wird.

Man fand heraus, dass in Zellen, bei denen man durch UV- oder radioaktive Strahlung
Schaden hervorgerufen hat, die Konzentration an p53-Protein erhéht ist durch verlangsam-
ten Abbau des normalerweise sehr kurzlebigen Molekiils.” Es stellt sich die Frage, ob auch
verstarkte Transkription des p53-Gens durch DNA-schadigende Behandlung induziert wer-
den kann und ob das daraus hervorgehende p53-Protein intakt ist.

Von Musashi-1 ist bekannt, dass es im Stammzellbereich der Krypten exprimiert wird und
vermutlich eine Rolle bei der Zellteilung der Stammzellen spielt.?*?* Die RNA-Expression
von Musashi-1 (Abb. 4-163) ist in der Gruppe Tumor am hochsten: Im Vergleich zur Nor-
malgruppe ist der Unterschied nicht signifikant (p=0,0549), im Vergleich zwischen Tumor-
und CU-Gruppe gibt es einen signifikanten Unterschied (p=0,0007).

In der CU-Gruppe ist die Musashi-1-RNA-Expression am niedrigsten, mit einem signifikanten
Unterschied zur Normalgruppe (p=0,0123).
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Die erhdhte RNA-Expression von Musashi-1 im Kolontumor liel3e sich sinnvoll durch die Tat-
sache begriinden, dass Tumorzellen die Eigenschaft haben, in einen undifferenzierten Zu-
stand zurickzukehren und eine unbegrenzte Teilungsfahigkeit wiederzuerlangen, ahnlich wie
es bei Stammzellen der Fall ist. Die Gruppe Polyp unterscheidet sich von der Normalgruppe
durch zwei erhdohte Extremwerte, die auf derselben Hohe liegen wie die Extremwerte der
Tumorgruppe. Auch Polypgewebe hat, wenn auch in begrenzterem Malle als Tumorgewebe,
die Eigenschaft Gbermafig zu proliferieren.

Die niedrige Musashi-1-RNA-Expression in der CU-Gruppe konnte genauso wie die niedrige
Bcl-2-RNA-Expression in der CU-Gruppe erklart werden: In entziindlichem, reparaturbedurf-
tigem Gewebe ist eine Ubermafige Zellteilung nicht sinnvoll. Durch tGbermaRige Proliferation
kdnnten sich Zellschaden und Mutationen vervielfaltigen, was zur Entstehung von Adenomen
und Tumoren fuhren wirde.

Die RNA-Expression von B-Catenin (Abb. 4-166) ist in der Tumorgruppe sehr hoch und im
Vergleich zu allen anderen Gruppen besteht ein signifikanter Unterschied (Tumor und Nor-
mal: p<0,0001; Tumor und Polyp: p=0,0005). Auch die Expression in der Polypgruppe ist im
Vergleich zu Normal stark erhoht (p<0,0001). Die R-Catenin-RNA-Expression ist in den
Gruppen CU und MC geringfugig erhoht im Vergleich zur Normalgruppe.

Alle untersuchten Tumorproben haben [3-Catenin-RNA-Expressionswerte, die oberhalb der
Werte der Normalproben liegen. Es ist denkbar, dass die stark erhdhte R-Catenin-RNA-
Expression der untersuchten Tumorproben eine Zunahme von freiem, nicht membrangebun-
denem R-Catenin im Cytoplasma verursacht, welches in den Zellkern wandert und durch
Aktivierung bestimmter Zielgene eine gesteigerte Proliferation der Zelle bewirkt.

Das Ergebnis der IL6-RNA-Expression (Abb. 4-164) ist Gbereinstimmend mit den Angaben
aus der Literatur: Sie ist in der Tumor- und in der CU-Gruppe im Vergleich zur Normalgruppe
stark erhéht (Tumor: p<0,0001; CU: p=0,0245). Die IL6-RNA-Expression ist in der Tumor-
gruppe um ein Vielfaches hoher als in der CU-Gruppe; der Unterschied ist signifikant
(p=0,0014). Damit bestatigt sich auf RNA-Ebene, dass Abwehrprozesse des Immunsystems,
an denen auch IL6-produzierende Entzindungszellen, wie zum Beispiel Makrophagen betei-
ligt sind, bei der Tumorbekampfung eine bedeutende Rolle spielen. Aullerdem gibt es Tu-
morzellen, die selbst IL6 produzieren.'®

Die Polypprobe der CU-Gruppe mit p53-Anreicherung im Zellkern (siehe Seite 87) zeigt ei-
nen sehr hohen IL6-RNA-Gehalt im Vergleich zu den anderen CU-Proben (siehe Extremwert
der CU-Gruppe in Abb. 4-164, rechts). Bei den Polypproben von Menschen ohne CED ist die
IL6-RNA-Menge dagegen nur geringfugig erhdht im Vergleich zur Normalgruppe (Abb. 4-
164, links).

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass bei Vorliegen einer CED der IL6-RNA-Gehalt be-
reits in nicht dysplastisch verdndertem Kolonepithel erhdht ist und im Polypgewebe noch-
mals deutlich ansteigt. In den untersuchten Tumorproben von Menschen ohne CED ist der
IL6-RNA-Gehalt am gréfiten. Im normalen Kolonepithel von Menschen ohne CED ist IL6 auf
RNA-Ebene kaum nachzuweisen. Da unter den nicht dysplastischen CU-Proben keine einen
IL6-RNA-Gehalt aufweist, der sich in der GréRenordnung der Polypprobe des CU-Patienten
oder der Tumorproben befindet, kann aus den vorliegenden Ergebnissen nicht geschlossen
werden, dass sich die IL6-RNA-Menge als Marker eignet, um ein CED-bedingtes Tumorrisiko
noch vor Entstehen der Dysplasie anzuzeigen.

Auch die COX-2-RNA-Expression (Abb. 4-165) ist erwartungsgemaf in der CU- und der
Tumorgruppe am hdchsten, mit einem signifikanten Unterschied zur Normalgruppe (Tumor:
p=0,0379; CU: p=0,0375). Im Gegensatz zur IL6-RNA-Expression besteht bei der COX-2-
RNA-Expression nahezu kein Unterschied zwischen CU und Tumor. Das Ergebnis bestatigt
COX-2 in seiner Funktion bei der Beteiligung an Entziindungsprozessen und beim Ubergang
von der Entzindung zum Tumor.
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Die Polypprobe der CU-Gruppe hat keinen héheren COX-2-RNA-Gehalt als die anderen CU-
Proben.

Als spezifischer, zuverlassiger Marker, der friihzeitig ein CED-bedingtes Tumorrisiko auf-
deckt, scheint COX-2 sich auf RNA-Ebene nicht zu eignen.

Aufgrund der relativ kleinen Stichprobe (N=7) lasst sich bezliglich der RNA-Expression der
MC-Gruppe keine gesicherte Aussage machen, aber es scheint zwischen der CU- und der
MC-Gruppe keinen Unterschied in der RNA-Expression der untersuchten Gene zu geben.
Die Werte der Proben der MC-Gruppe liegen immer innerhalb des Bereichs der Werte der
CU-Proben. Das entspricht der heutigen Auffassung, dass es zwischen CU und MC keinen
grundsatzlichen Unterschied gibt bezlglich der Entstehung CED-bedingter Tumore.
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, welche Ereignisse dem erhdhten Tumor-
risiko im Kolonepithel von Menschen mit einer CED zugrunde liegen. Um die Gefahr der Tu-
morentstehung rechtzeitig erkennen zu kdnnen, sollten frihe Marker gefunden werden, die
die Bereitschaft, einen Tumor zu entwickeln, noch vor Entstehen seiner Vorstufen anzeigen.
Dazu wurde mit Hilfe der Methode der Real Time PCR und der Immunfluoreszenzfarbung die
RNA- und die Proteinexpression bestimmter Gene untersucht. Das Probenmaterial war nor-
males Kolonepithel von Menschen ohne CED, Kolonepithel von Patienten mit einer CED,
Kolonpolyp- und Kolontumorgewebe von Menschen ohne CED.

Dabei ist es wichtig zu berlcksichtigen, dass aufgrund der individuellen Unterschiede der
Patienten, von denen die Proben stammen, erwartungsgemafl auch Schwankungen in den
Ergebnissen innerhalb einer Untersuchungsgruppe zu erwarten sind. Um den sich aus der
Inhomogenitat des Probenmaterials ergebenden Unterschieden besser gerecht zu werden,
waren weiterflhrende Experimente sinnvoll, bei denen speziell die CU-Gruppe mit einer gro-
Reren Anzahl an Proben untersucht wird, und bei denen die Unterschiede der Proben be-
rucksichtigt werden durch nochmalige Unterteilung der CU-Gruppe in verschiedene Unter-

gruppen.

Auch ware eine Einbeziehung weiterer Gruppen in die Untersuchung sinnvoll, wie zum Bei-
spiel Dysplasieproben von CU-Patienten als ein wichtiges Stadium beim Ubergang zum
CED-bedingten Tumor und auflerdem Tumorgewebe von CED-Patienten im Vergleich zu
Tumorgewebe von Patienten ohne CED.

Trotz der von Natur aus gegebenen Variabilitdt der Proben liefert die Untersuchung der
RNA- und Proteinexpression von Bcl-2, Survivin und p53, und der RNA-Expression von Mu-
sashi-1, COX-2, IL6 und [3-Catenin eindeutige Ergebnisse.

Die Ergebnisse der RNA-Expression von COX-2 und IL6 bestatigen deren wichtige Funktion
bei Entziindungen und der Entstehung von Tumoren auch im Kolonepithel: Die COX-2- und
IL6-RNA-Expression ist in der CU- und in der Tumorgruppe im Vergleich zur Normalgruppe
signifikant erhoht.

Der IL6-RNA-Gehalt ist in der Tumorgruppe nochmals um ein Vielfaches hdher als in der
CU-Gruppe. Auch die Polypprobe eines CU-Patienten hat deutlich mehr IL6-mRNA als die
anderen CU-Proben. Daraus lasst sich schlief3en, dass IL6 auf RNA-Ebene sich als Marker
fur Entziindungsvorgange und fur CED-bedingte Tumore eignen kdnnte. Ob sich der IL6-
RNA-Gehalt jedoch als friher Marker fir die Entstehung CED-bedingter Tumore eignet,
wenn er das Tumorrisiko bereits vor Auftreten einer Dysplasie oder eines Polypen anzeigen
soll, lasst sich anhand der vorliegenden Ergebnisse nicht beantworten. Mehr Klarheit wirde
die Untersuchung von Dysplasieproben von CED-Patienten bringen.

Die COX-2-RNA-Expression ist in der CU- und in der Tumorgruppe nahezu gleich. Da der
COX-2-RNA-Gehalt bei Entziindungsvorgangen anscheinend genauso stark erhoht ist wie
im Tumor, kann er nicht als Marker fur ein CED-bedingtes Tumorrisiko funktionieren.

Die -Catenin-RNA-Expression ist in den Polyp- und in den Tumorproben signifikant erhéht
gegenlber den Normalproben, was zeigt, dass 3-Catenin bei der Tumorentstehung eine
wichtige Rolle spielt. Der Anstieg der [3-Catenin-RNA-Menge kdnnte einen Anstieg von frei-
em R-Catenin in der Zelle bewirken, welches in den Zellkern wandert und bestimmte Zielge-
ne aktiviert, die flr eine verstarkte Proliferation der Zelle sorgen.

In den CU-Proben ist der B-Catenin-RNA-Gehalt kaum erhdht gegentiber den Normalproben.
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Musashi-1 ist auf RNA-Ebene in den untersuchten Kolontumorproben am starksten expri-
miert, was sich damit begriinden lasst, dass Musashi-1 in den Stammzellen der Krypten vor-
kommt und Tumorzellen die Eigenschaft haben, in einen undifferenzierten, unbegrenzt tei-
lungsfahigen Zustand zurlckzukehren und sich somit &hnlich wie Stammzellen zu verhalten.
In der CU-Gruppe ist die Musashi-1-RNA-Menge am niedrigsten mit einem signifikanten Un-
terschied gegenulber der Normalgruppe. Das ist damit erklarbar, dass in entziindlichem Ge-
webe die Reparatur von Schaden besonders wichtig ist, so dass eine verminderte Zelltei-
lungsrate sinnvoll ist.

Bcl-2 zeigt auf Proteinebene keine auffalligen Unterschiede in den vier Untersuchungsgrup-
pen. Die erhdhten Bcl-2-RNA-Expressionswerte der CU-Gruppe koénnten ein Tumorrisiko
anzeigen. Diese Annahme muss jedoch durch weitere Experimente abgesichert werden,
zum Beispiel durch die Untersuchung von Dysplasieproben, da sie den Ubergang von der
Entzindung zum Tumor darstellen. Die untersuchte Polypprobe eines CU-Patienten zeigt
keine erhdhte Bcl-2-RNA-Expression.

Die signifikant erhéhte p53-Menge auf RNA- und auf Proteinebene betrifft nur die Polyp- und
Tumorproben, nicht aber die CED-Proben. Nur eine der beiden Polypproben der CU-Gruppe
zeigt eine Anreicherung des p53-Proteins im Zellkern. Alle anderen CED-Proben sind nega-
tiv bezlglich einer p53-Anreicherung im Zellkern. Das deutet darauf hin, dass eine erhdhte
p53-Expression frihestens in Dysplasien und im Polypgewebe auftritt. Deshalb scheint p53
sich auf RNA- und Proteinebene nicht als friilher Tumormarker zu eignen, wenn er ein CED-
bedingtes Tumorrisiko noch vor Entstehen der Dysplasie anzeigen soll.

Survivin bestatigt sich auch im Kolonepithel als Tumormarker sowohl auf RNA- wie auch auf
Proteinebene. Ob die erhohte Survivin-RNA-Expression in einigen Proben der CU-Gruppe im
Sinne eines damit verbundenen Tumorrisikos interpretiert werden kann, lasst sich nicht mit
Sicherheit beantworten. Dagegen spricht, dass die Polypprobe der CU-Gruppe keinen erhdh-
ten Survivin-RNA-Gehalt aufweist. Weitere Experimente waren nétig um zu klaren, ob Survi-
vin sich als friher Marker fir die Entstehung CED-bedingter Tumore eignet.
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Abkurzungen

°C Grad Celsius

Mg Mikrogramm

i Mikroliter

um Mikrometer

MM Mikromolar

Aoso Absorption bei 260 nm

Abb. Abbildung

APC Adenomatdse Polyposis Coli
Bcl-2 B-cell ymphoma 2

bp Basenpaare

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CARD caspase recruitment domain
cDNA complementary DNA

Cdx1 Caudal type homeo box transcription factor 1
Cdx2 Caudal type homeo box transcription factor 2
CED chronisch entzindliche Darmerkrankung
cm Zentimeter

COX-2 Cyclooxygenase-2

Cr threshold cycle

Cu Colitis Ulcerosa

DAB 3,3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
DAPI 4’ 6-diamidino-2-phenylindole
DCC deleted in colorectal cancer

DFF DNA-Fragmentierungsfaktor

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP desoxy-Nucleosid-Triphosphat
DTT 1,4-Dithiothreit

empf. empfohlen

FAP Familiare adenomatdse Polyposis
Fz frizzled

GSK-31 Glycogen Synthase Kinase-303

h Stunde

HNPCC Hereditares nichtpolypdses Kolonkarzinom
IF Immunfluoreszenz

IHC Immunhistochemie

IL6 Interleukin 6

IL10 Interleukin 10

Konz. Konzentration

k-ras kirsten-rat sarcoma virus

I Liter

LEF Lymphoid Enhancer Factor
LRH-1 liver receptor homolog-1

M Molar

MC Morbus Crohn

min Minuten

mi Milliliter

MLH1 mutL homolog 1

mm Millimeter

mM Millimolar

mRNA messenger RNA

NF-kappaB

Nuclear Factor of kappaB
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ng
nm

NO
NOD2
NOS2
NSAIDs

PARP
PBS
PCR
pmol
POD
RNA
rem
RT

Schmelztemp.

sec
TCF
TGF-R
TNF-alpha
u

Wnt

Nanogramm

Nanometer

Stickstoffmonoxid

nucleotide-binding oligomerization domain containing 2
Stickstoffoxidsynthase-2

nonsteroidal antiinflammatory drugs (nichtsteroide entzindungshemmende
Medikamente)

poly(ADP-ribose) Poymerase

Phosphate Buffered Saline

Polymerase chain reaction (Polymerase-Ketten-Reaktion)
Pikomol

Peroxidase

Ribonukleinsaure

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

Reverse Transkription

Schmelztemperatur

Sekunden

T-Cell Factor

Tumor Growth Factor-3

Tumor Necrosis Factor-alpha

unit

wingless-type
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