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Kurzreferat

Die Colitis ulcerosa (CU) ist eine chronisch entziindliche Darmerkrankung, die mit einer stark
erhdhten Inzidenz an kolorektalen Karzinomen einhergeht. Péhimann et al. konnten in einem
zelluldaren Colitis-Modell eine Fehlregulation der p-JNK-Expression mit assoziierter

WAF1
1

Verminderung von p2 und y-H2AX nachweisen.

Die vorliegende Arbeit Uberprift, ob Veranderungen des JNK-Signalwegs auch in vivo eine
Rolle spielen. Dazu wurden immunhistologische Untersuchungen zur Expression von p-JNK,
p21VAF! y-H2AX und Ki67 an Kolon-Biopsien und -Resektaten von Patienten mit aktiver CU,
CU in Remission, CU-assoziierten Dysplasien und CU-assoziiertem Karzinom (CAC)
durchgefuhrt. Zum Vergleich wurden Biopsien und Resektate von entziindungsfreier
Kolonschleimhaut, Sigmadivertikulitiden, sporadischen Adenomen und sporadischen
kolorektalen Karzinomen (CRC) herangezogen. Es konnte ein Anstieg der p-JNK2- und
p21"AF_Expression bei aktiver CU und eine Reduktion der p-JNK2- und p21"*"'-Expression
bei der CU-assoziierten und der sporadischen kolorektalen Karzinogenese beobachtet
werden. Ki67 zeigte eine inverse Expression mit erhdhter Proliferation in der CU-assoziierten
und der sporadischen kolorektalen Karzinogenese. Die Expression von p-JNK123 stieg in
der aktiven CU und der CU in Remission und sank erst beim CU-assoziierten Karzinom. Der
y-H2AX-Wert lag bei den CAC signifikant unter dem der CRC. Wir vermuten, dass die
chronische Entziindung eine fehlregulierte JNK-Aktivitat mit verminderter p-JNK2-Expression
bewirken kénnte, die zu einer fehlerhaften Zellzyklus-Kontrolle, einer erhdhten Proliferation

und einem undetektierten DNA-Schaden beitragt.

Schlisselworter

Colitis ulcerosa; Colitis ulcerosa-assoziiertes kolorektales Karzinom; Zellzyklus;
JNK-Signalweg; p-JNK1; p-JNK2; p21VAF": y-H2AX



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
Dokumentationsblatt .........ccciieuiiiiiiiiiiiiiiiiii s ea s s s s e n e s s s e nns i
INhAltSVErzeiChNiS. ..c...iiiiieiiiiiiiiiiiirc s s rea s s s s e nassssnees iii
AbKUrzungsverzeichnis ......c.ccciiiieeiiiiiieuiiiiiieniiiiiiiniiresiiress s resssssnreassssssressssssnssssssns vi
AbbildungsverzeiChNis......ccccciiiiiiiiiiiiiiiiiii e ressesessserensssanssssnnsssenes ix
TabellenVverzeichnis .......cciveeiiiiiiiiiiiiiiiiiiir s rreesss s ressssssnessssssnesnssssnns X
R T3-S 1
1.1. Entziindungsassoziierte KarziNnOgeNese ......cccciveuereenirieniireeerennirennerensserenerensersassssasessnssesnnnes 1
1.1.1. TumMoren UNd ENTZUNAUNG......ccuiiieiiiee ettt ettt e e et e e e e bee e e e be e e e e nbee e e e aneeas 1
0 A ] [ V1 [o1=Y o 1Y IR 3
1.1.2.1. AlIBEIMEINES c.neeeitteette ettt sttt ettt et s e e bt e st e e bt e st e e bt e st e e eabeesabeeeabeesabeeenee s beeebeesbeeeneenane 3
1.1.2.2. Morphologie der Colitis UICEIrOSa .......cccuiiiieiiiie ettt e ite e s rree e e tre e e e aaae e eareeeeas 3
1.1.2.3. Erkrankungsstadien der Colitis UICErOSa ......c.uiiiiiie ittt re e s aaee e 3
1.1.3 Colitis ulcerosa-assoziiertes kolorektales KarzinOm.........cccveeeueeeriiinieesiies s 4
1.1.3.1. Epidemiologie und RiSiKOTaKEOrEN.......cccueiiiiiiiiiiieee et 4
1.1.3.2. Colitis ulcerosa-assoziierte intraepitheliale Neoplasie..........ccocvieveeriiiiiie i 4
1.1.3.3. Molekulare Mechanismen der Colitis ulcerosa-assoziierten Karzinogenese .........cccccecevvvveeeeennne 4
1.2 Regulation des Zellzyklus nach DNA-Schaden ........cccccceiiiiieiiiiiieiiinieniinienisnnenesssnenesssssenens 6
1.2.1 Zellzyklus und Zellzyklus-KontrollpUnKte .........ccveiiieiieeiieiee et 6
1.2.2 Organisation und Regulation der DNA-Schadens-AntWort.........ccceevieeeeiciieeeccciee e 6
1.2.3 Bedeutung der Proteinkinase JNK in der DNA-Schadensantwort..........ccccocveevcieeeiicveeeecnneen. 7
1.2.3.1 Vorkommen und Varianten VON JNK ........ooiiiiiiiiee ettt siree e st e s siee e e sareeeeas 7
1.2.3.2 Regulation des JINK-SIZNalWEES ......ccciieiiiiiiiiee e eeccitieeee et e e e e e e e s e aatae e e e e e eesnntbanaeaeeennes 8
1.2.3.3 INK-Substrate und FUNKEIONEN .......coiiiiiiiieeeeceee ettt 9
1.2.4 Bedeutung des Zellzyklusregulators p21"** in der DNA-Schadensantwort ....................... 10
1.2.4.1 Regulation von p21WAFl ................................................................................................................ 10
1.2.4.2 Funktionen von p21WAFl ............................................................................................................... 10
1.2.5 Bedeutung des DNA-Schadensmarkers y-H2AX in der DNA-Schadensantwort................... 10
1.2.5.1 REgUIAtION VON Y-H2AX .. .oeeiieiiieceies sttt e st e e et e e s naae e e stt e e e esntaeessnsaeeesnsseeeannseeesnnnneas 11
1.2.5.2 FUNKEIONEN VON Y-H2AX ...eeeeieiie ettt e sttt e ettt e e st e e e st e e e esnta e e s snsaeeesnsseeeaneeeesnnnees 11
1.2.6 Bedeutung des Proliferationsmarkers Ki67 in humanen Malignomen.........ccccoceeevcvieennns 11
R BT 4 o T L £ 12



Inhaltsverzeichnis

1.4 Zielstellung der Arbeit ......... o eeeeiiiiierccrrcc s e e s e e e s e e na s s e s n s e s ernnssssenasssssennnnnnnenn 13

2 Material und Methoden.......... et rrecrreeerree e ren s renserensessensesenasesennes 15
R | =T 4 T | 15
2.1.2UntersuchUungSsKOIIEKEIV.....cccvuiiiieiiie e e e s e e e s naaeee s 15
2.1.1.1 Kollektiv Colitis ulcerosa-assoziierter und sporadischer kolorektaler Karzinome....................... 16

2.1.1.2 Kollektiv Colitis ulcerosa-assoziierter intraepithelialer Neoplasien und sporadischer kolorektaler

1o (=13 o] 4o T O TP PSR U PPV PP RUPPRPPPRPP 16
2.1.1.3 Kollektiv aktiver und in Remission befindlicher Colitis ulcerosa ..........ccccevvvieveiiiiienieniieeneene 16
2.1.1.4 Kollektiv der Sigmadivertikulitiden..........oocuiee i 17
2.1.1.5 Kollektiv entziindungsfreier KONtrollen............cooiiieiiiiieieeee e 17
2.1.2 Patientencharakteristik ........cooeoioiiei e 17
2.1.3 LoKalisatioNSEINTEIIUNG .....ccccvviieeeiiiee ettt e e et e e et e e e enat e e e seatbeeesannaeeeas 17
2.1.4 Charakteristika der kolorektalen Karzinome..........coccooueiiieiieneenieneeeeeeeeee e 17
2.1.4.1 TUMOIKIASSITIKATION ..eevutieiiiiiitieeiee ettt st e b e st e e bt e s beeeneeeane 17
2.1.4.2 Histologische Typisierung und Grading der Karzinome ........ccoceeeveeriiieieeniieeenee e 18
2.1.5 Charakteristika der kolorektalen ADenomME ..........oovieieiiiiniiiiieeec e 18
2.1.6 Charakteristika der Entziindungsaktivitat und -chronizitat .........cccccoeevieeiniciiieccceccee, 18
2.2 MethOdeN ... e 19
2.2.1 Materialgewinnung, Fixierung und EiNDEttUNE..........cccveiiiiiiiiiieiieee e 19
2.2.2 Histochemische und Immunhistochemische Reaktionen .........cccceeviirviiiieniininiinieeenne 19
D28 M 14910 0 Y0Ta Vo] o] o) u 1o V-SSR 20
2.2.4 Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion...........ccccueeeeiiiiieicieee e 21
2.2.5 StatistiSCNe ANAIYSEN......oii e e e e et e e et e e e e tre e e e naaea s 23

3 =] o 4 1Y 24
3.1 Klinisch-pathologische Daten des Untersuchungskollektives.........cccccceirieeriiiiineniiineneiiinnenen. 24
3.2 Ergebnisse der immunhistologischen Expressionsanalysen ............cccceeiiieeeiiiieneiiineneiennenens 26
3.2. 1 EXPression VON P-JNK2 ... e s e e e e e e an 26
3.2.1.1 KONTrOIKOHEKLIV ..ottt s e st s e n e e 26
3.2.1.2 Die p-JNK2-Expression steigt bei aktiver Colitis und sinkt bei Remission signifikant.................... 26

3.2.1.3 Signifikante Reduktion der p-JNK2-Expression wahrend der Colitis-assoziierten und

SPOradiSCHEN KArZINOGENESE ......veiiieeieeeciiee ettt e ettt e e sttt e e st e e s eee e e e s taeeeesstaeeesaaaeeesnsseeeeasseeeesnsaneessseeenns 27
3.2.2 EXpression VON P-JNKL23 ... s s s s 30
3.2.2.1 KONTrOIKOHEKLIV ..ottt s s s e sreen e 30
3.2.2.2 Signifikante Steigerung der p-JNK123-Expression bei der Colitis-assoziierten Entziindung ........ 30

3.2.2.3 Reduktion der p-JNK123-Expression bei der Colitis-assoziierten und sporadischen Karzinogenese



Inhaltsverzeichnis

3.2.3 EXPresSion VON Y-H2AX ... i s s s s s 34
3.2.3.1 KONTIOIKOIEKLIV ettt sttt ettt et s e s bt e s e e bt e sbeeeneeeane 34
3.2.3.2 Expression von y-H2AX bei Colitis-assoziierter Entziindung und Divertikulitis ...........cccocoueeveenne 34

3.2.3.3 Der DNA-Schadensmarker y-H2AX ist bei der Colitis-assoziierten Karzinogenese im Vergleich zur

sporadischen Karzinogenese signifikant vermindert..........cccccooiieiiiiiiiiiiieeeee e 35
3.2.4 Expression von p21WAFl ........................................................................................................ 37
3.2.4. 1 KONTIOIKOIEKLIV ..eeneieiiieeieeeiteee ettt sttt ettt sb e s bt e st e e bt e sbeeeneeeane 37
3.2.4.2 Die p21WAF1-Expression wird bei aktiver Colitis basal hoch- und bei Remission apikal
T U] =Y =T~ U] [ T=T o USRSt 37
3.2.4.3 Reduktion der p21WAF1-Expression und Verlust der zonalen Verteilung bei der Colitis-
assoziierten und der sporadischen KarzinOZENESE .........c.eeeueiriiiiiiieiiiieeiie ettt 38
3.2.5 EXPresSiON VON KiB7..couuuiiiiiiieiiieeiiiiteeee e eesiitte e e e e s sttt et e e e s s sesitbtaeee e e e s ssssnraeeeeeesesannnssneens 41
3.2.5.1 KONTrOIKOHEKLIV ..ottt sttt ettt ettt s st sbeenneeteenee e 41
3.2.5.2 Anstieg der Ki67-Expression bei aktiver Colitis und bei Remission ...........ccccccvveeevciieeeciieee e, 41

3.2.5.3 Erhohung der Ki67-Expression und Verlust der zonalen Verteilung wahrend der Colitis-

assoziierten und der sporadischen KarziNnOZENESE .........cececviiiiiiiiie e ittt e e et etae e e siree e 42
4 DiSKUSSION ...uiiiiiiieiiniiiiiiiiiiiiiieneiiiiiiieeeeeeeaeitessseeeesssssssssses st eessssssssssssssseessssssssssssssenes 44
5 ZUSAMMENTASSUNG ...ccuuiieeniireeieieenerrenerteneereaserensnerensereasessassessnsssansessassessnsssssnsesennsessnnes 61
6 Literaturverzeichnis ........ueuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnrrrtc e 62
7Y 3 -1 - 2SN 82
DaANKSAGUNE. .. cteereieeeereeneerennerranerresnerenseereaseesessessasssessessnsssssnsssssssessnssssansessnsssssnsesssnsessnnes 84
Liste der Veréffentlichungen und anderer wissenschaftlicher Leistungen......................... 85
ERrenerKIArUNg. ... . cee cieeieieeirrecereeereieeeteeneetennerensesrensesensesssnsessensessnssssensessnssssensessansesennes 86
Lebenslauf.....ccceveeeeiiiir s 87



Abkurzungsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

AFP o-Fetoprotein

APC Adenomatous polyposis coli

AP-1 Aktivatorprotein-1

ASK1 Apoptosesignal-regulierende Kinase 1

ATF2 Aktivierender Transkriptionsfaktor 2

ATM Ataxia-teleangiectasia-mutated

ATP Adenosintriphosphat

ATR ATM-and Rad3-related

Bax Bcl2-assoziiert X

Bcl2 B-cell-Lymphoma 2

Bcl-xL B-cell-Lymphoma-extra large

CAC Colitis ulcerosa-assoziiertes kolorektales Karzinom
CAK CDK-aktivierende Kinase

CC-401 ATP-kompetitiver, selektiver JNK123-Inhibitor

CC-930 ATP-kompetitiver, selektiver JNK123-Inhibitor (Tanzisertib)
CEP-1347 Semisynthetischer Inhibitor der MLK-Familie (KT7515)
CNI-1493 Inhibitor proinflammatorischer Zytokine (Semapimod)
CDC25 Cell division cycle 25-Phosphatasen

CDK Cyclin-abhangige Kinase, cyclin-dependent kinase
CED Chronisch entzindliche Darmerkrankung

c-Fos cellular-FBJ (Finkel-Biskis-Jinkins) -osteosarcoma oncogene
Chk1 Checkpoint Kinase 1

Chk2 Checkpoint Kinase 2

CIN chromosomale Instabilitat

CIP1 CDK-interagierendes Protein 1

c-Jun cellular ju-nana 17 oncogene (derived from ASV 17 virus)
COX-2 Cyclooxigenase-2

CRC Kolorektales Karzinom

Cu Colitis ulcerosa

DALM dysplasia associated lesion or mass

DCC Deleted in Colorectal Cancer

DDR DNA-Schadens-Antwort

D-JNKI-1 peptinerger JNK1-Inhibitor (XG-102, AM-111)

DNA Desoxyribonucleinsaure (deoxyribonucleic acid)

DPC4 Deleted in Pancreatic Carcinoma Locus 4

Vi



Abkurzungsverzeichnis

DSB

DSS
Fas-Liganden
GO0-Phase
G1-Phase
G2-Phase
y-H2AX
HCEC
HCT116
H&E

Hpf

IL

JNK

Ki67

KIP

K-ras
LOH
MAPK
MAP2K/MKK
MAP3K/MKKK
MC
MEKK1
MKK4
MKK?7
MKP
mRNA
miRNA
MSI

MLK

myc
NFkB
Notch
NSAR
PCNA
PIKKs
p21WAF1
p38

DNA-Doppelstrangbriiche

dextran sulphate sodium

Ligand des Rezeptors 6 der TNF-Superfamilie

Gap 0-Phase

Gap 1-Phase

Gap 2-Phase

phosphoryliertes H2A histone family-member X
humane Kolonepithelzellen (human colonic epithelial cells)
Humane Kolonkarzinomzelllinie
Hamatoxylin-Eosin-Farbung

maximal vergréRertes Gesichtsfeld (Highpowerfield)
Interleukin

c-Jun-N-terminale Kinase

Protein Kiel 67

Kinase inhibitory protein

Kirsten rat sarcoma oncogene

Verlust der Heterozygotie (Loss of Heterozygosity)
Mitogen-aktivierte Proteinkinase

Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kinase
Mitogen-aktivierte Proteinkinasen-Kinasen-Kinase
Morbus Crohn

Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase-Kinase 1
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase 4
Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Kinase 7
MAPK-Phosphatase

messenger-RNA

micro-RNA

Mikrosatelliteninstabilitat

mixed lineage Kinase

Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog
Nuclear factor “kappa-light-chain-enhancer of activated B-cells
Transmembrandser, Enzym-gekoppelter Rezeptor
Nichtsteroidale Antirheumatika

Proliferating-cell nuclear antigene
Phosphatidylinositol 3-Kinase related Proteinkinase
Protein 21/Wild-type p53-aktivierter Faktor 1

Protein 38 (MAPK)

Vii



Abkurzungsverzeichnis

p53
p-JNK
RAS
RNA
RNS
ROS
S-Phase
SAPK
siRNA
Sp1i
SP600125
STAT
TAK1
TNBS
TNF
TPA
Upm
WAF1
WNT

Protein 53

phospho-JNK, phosphorylierte Form von JNK

rat sarcoma oncogene

Ribonukleinsaure (ribonucleic acid)

Reaktive Stickstoffradikale (reactive nitrogen species)
Reaktive Sauerstoffradikale (reactive oxygen species)
Synthese-Phase

Stress-aktivierte Proteinkinase

small interfering RNA

specificity protein 1

ATP-kompetitiver JNK-Inhibitor

signal transducer and activator of transcription
Transformierender Wachstumsfaktor beta-aktivierte Kinase 1
2,4 ,6-Trinitrobenzolsulfonsaure
Tumor-Nekrose-Faktor
12-O-Tetradecanoyl-phorbol-13-Acetat

Umdrehungen pro Minute

Wild-type p53-aktivierter Faktor 1

wingless/integrated

XG-102 (D-JNKI-1) spezifischer peptinerger JNK-Inhibitor

viii



Abbildungsverzeichnis

Abbildungsverzeichnis

Abb. 1: Schematische Darstellung der im Rahmen chronischer Entziindung wirkenden
potentiell karzinogenen Einflisse und ihrer Folgen.. ... 2

Abb. 2: Vergleich der molekularen Pathogenese des sporadischen kolorektalen Karzinoms

und des Colitis-assoziierten KarzinOms. ..........ooouiiiiiiiiiii e 5
Abb. 3: Zellzyklus und Zellzyklus-Kontrollpunkte. ............cccoooiiiiiiiiiiiiieeecceee e, 7
Abb. 4: MAP3K-MAP2K-MAPK-Signalkaskade. .............ccuuieeiiiiiiiiiiiiiie e eeciieeee e 8
Abb. 5: Schematische Darstellung der gesteigerten Proliferation auf Basis des in vitro

Modells der ColitisS UICErOSA. ......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
Abb. 6: Bewertung der Entziindungsaktivitat und -chronizitat..............ccccccvviiiiiiiiiiiiinnnn. 19
Abb. 7: Immunhistologische Evaluation innerhalb der Kolonkrypte............cccccccceiiiiiiinnnnnnens 22
Abb. 8: Beurteilung der Farbeintensitat. ... 23
Abb. 9: EXPression VON P-JNK2........i it ea s e e e e a e e e e e e aaanee i
Abb. 10: Ubersicht und Vergleich der p-JNK2-EXPreSsion............cooueeveeeeveiveeeeeineeeaeenes v
Abb. 11: EXpression VON p-dNKT23. ... e e e e e e e s \
Abb. 12: Ubersicht und Vergleich der p-JNK123-EXPression.............cccveeveveeeveeeeecreeeaeenes Vi
Abb. 13: EXPression VON Y-H2AX. .. ..t e e e aaeees Vi
Abb. 14: Ubersicht und Vergleich der y-H2AX -EXPreSSion. ........cccccviveeeeeeeeeeeeesee e VI
Abb. 15: Vergleich der p-JNK2-, p-JNK123- und y-H2AX-Expression. ..........ccccceeveeeeeeeennne VI
Abb. 16: EXpression VOn P21 A e IX
Abb. 17: Vergleich der mittleren p21"W A  -EXPression. ..........ccccooveeeveeoeeeeeeeeeeeeeeeee e, X
Abb. 18: Vergleich der p21"*"'-Expression im basalen Kryptendrittel. ...............cccccevrevnn... X
Abb. 19: Vergleich der p21"A"'-Expression im mittleren Kryptendrittel. ..............cccocveernen. Xl
Abb. 20: Vergleich der p21"*"'-Expression im apikalen Kryptendrittel. ..............c.ccocveernen. Xl
Abb. 21: Vergleich der pJNK2-Expression und der mittleren p21"*""-Expression. .............. Xl
Abb. 22: EXPression VON KiB7. ........ccuiiiiiiiii et e et e et e e e eeeaaa s Xl
Abb. 23: Vergleich der mittleren KiG7-EXpression. ... XV
Abb. 24: Vergleich der Ki67-Expression im basalen Kryptendrittel. .............ccccceeeiiiiennnnnns XV
Abb. 25: Vergleich der Ki67-Expression im mittleren Kryptendrittel. ............cccccccoeeeei. XV
Abb. 26: Vergleich der Ki67-Expression im apikalen Kryptendrittel. .............ccccccoeeeiiiin. XV
Abb. 27: Gegeniiberstellung der Gesamt-p21"**'- und Gesamt-Ki67-Expression............. XVI
Abb. 28: Positiv- und Negativkontrollen der verwendeten Antikorper. ...........ccovvvvvivvviveenneee. 82
Abb. 29: Immuno-Blot Analysen zur Bestimmung der Spezifitdt des p-JNK2-Antikdpers..... 83



Tabellenverzeichnis

Tabellenverzeichnis

Tab. 1: Ubersicht tber die Zusammensetzung der Kollektive. .............ccoooeiveeiveeeceieeieeieennn I
Tab. 2: Bewertungsmalistab fir die Aktivitat und Chronizitat der Entzliindung. .................... 18
Tab. 3: Details der verwendeten Primarantikorper fur die immunhistologischen Analysen... 20
Tab. 4: Durchschnittliche p-JNK2-, p-JNK123- und y-H2AX-Expression pro Kollektiv....... XV
Tab. 5: Korrelation der mittleren Gesamtexpression von p-JNK2, p-JNK123 und y-H2AX mit
Geschlecht, Lokalisation und der Entziindungsaktivitat und —chronizitat................... XVII
Tab. 6: Korrelation der mittleren Gesamtexpression von p-JNK2, p-JNK123 und y-H2AX mit
Geschlecht, Lokalisation, dem histologischen Adenom-Typ und dem Grad der
intraepithelialen NeoPIaSIe. ..o e e XIX
Tab. 7: Korrelation der Expression aller Marker mit dem Geschlecht, der Lokalisation, der
Tumorausdehnung, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, dem Tumorstadium und
dem Grading, bei Colitis-assoziiertem Karzinom............ccccccceeiiiiiiiiiiiiiiiee e, XX
Tab. 8: Korrelation der Expression aller Marker mit dem Geschlecht, der Lokalisation, der
Tumorausdehnung, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen, dem Tumorstadium und
dem Grading, bei sporadischem Karzinom. .............ccooiviiiiiiiiieiceeee e XXI
Tab. 9: Vergleich der Farbeintensitaten von p-JNK2 und p-JNK123 unter den Gruppen. . XXI|

Tab. 10: Entwicklung der mittleren Gesamt-p21"/A""’

und -Ki67-Expression sowie der zonalen
EXPresSSioNSVErTEIlUNG. ..... ... e XXl
Tab. 11: Korrelation der mittleren Gesamtexpression sowie der zonalen Verteilung von
p21"A"" und Ki67 mit dem Geschlecht, der Lokalisation und der Entziindungsaktivitat
B aTo Ited o] {o] o1 -4 = | SO USRRPPRPRR XX
Tab. 12: Korrelation der mittleren Gesamtexpression sowie der zonalen Verteilung von
p21"A"" und Ki67 mit dem Geschlecht, der Lokalisation, dem Adenom-Typ und dem
Grad der intraepithelialen Neoplasie. ..............ooouiiiiiiiiiicc e, XXIV

Tab. 13: Analyse des Alterseinflusses auf die Unterschiede zwischen den Kollektiven. .. XXIV



Einleitung

1. Einleitung

1.1. Entziindungsassoziierte Karzinogenese

1.1.1. Tumoren und Entziindung

Entziindliche Prozesse sind die physiologische Reaktion des Koérpers auf Pathogene und
Zellschaden, wie Infektionen oder Verletzungen, mit dem Ziel, diese zu beseitigen oder
einzuddmmen '®'. Normalerweise sind Entziindungen selbstlimitierend, da die Ausschiittung
antiinflammatorischer Zytokine direkt an jene proinflammatorischer Zytokine gekoppelt ist.
Bei chronischen Entzindungen jedoch scheinen initiierende Signale zu persistieren oder die
negativen Ruckkopplungsmechanismen fehlreguliert zu sein, so dass die Entzlindung
fortbesteht und sich ihr protektiver Effekt in das Gegenteil wandelt *'.

Es ist schon lange bekannt, dass eine Verbindung zwischen chronischen Entzindungen und
Malignomen besteht. Epidemiologische Studien zeigen, dass etwa 25% aller Karzinome
mit einer chronischen Infektion oder Entziindung assoziiert sind '°' '. Typische Beispiele
sind hepatozellulare Karzinome bei chronischer Hepatitis, Karzinome des gastro-
dsophagealen Ubergangs bei Barrett-Syndrom und kolorektale Karzinome bei chronisch
entziindlichen Darmerkrankungen (CED) #*°. Antientziindliche Therapien, zum Beispiel mit
nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR), reduzieren dahingegen die Inzidenz bestimmter

Karzinome '?

. Zahlreiche Malignome zeigen zudem, ein entziindliches Begleitmilieu
bestehend aus Entzindungszellen und Entzindungsmediatoren. Eine mdgliche Erklarung
dieses inflammatorischen Mikromilieus ist die Steuerung entziindungsassoziierter
Signalwege durch Onkogene wie dem myc-Onkogen oder Mitgliedern der RAS-Familie &° #°
249 Diese bewirken nicht nur die Tumorinitiation selbst sondern férdern durch Schaffung
eines entsprechenden entzindlichen Begleitmilieus auch den Erhalt, das Wachstum und die

Ausbreitung des Tumors .

Umgekehrt setzten tumorassoziierte Entzindungszellen
Zytokine frei, die auf Epithelzellen wachstumsférdernd wirken. So werden Zytokine wie TNFa
und IL-1B an die Epithelzellen abgegeben und kdnnen onkogene Transkriptionsfaktoren
wie NFkB % 2% AP-1 2 oder STAT-3 *° aktivieren. Als Folge werden Zielgene der
Epithelzellen transkribiert, die an der Inhibition der Apoptose sowie der Foérderung der
Zellzyklus-Progression, der Angiogenese und der Metastasierung beteiligt sind und zu einem

84 122 124

pramalignen Phanotyp fihren . Die zur entziindungsbedingten Reparatur der

Gewebsschaden an flutenden Wachstumsfaktoren tragen zudem zur vermehrten
Proliferation pramaligner Zellen und so zur Tumorentstehung bei. Dieser Effekt wird umso

starker, je haufiger sich die Abfolge von Verletzung und Regeneration wiederholt "2,
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Ein wesentlicher Faktor der entziindungsbedingten Tumorgenese ist oxidativer Stress, der
entsteht wenn ein Ungleichgewicht zwischen reaktiven Sauerstoff- und Stickstoffspezies
(ROS und RNS) und anti-oxidativen Abwehrmechanismen wie Glutathion vorliegt. ROS und
RNS werden bei chronischen Entziindungen von Leukozyten und Makrophagen im UbermaR
freigesetzt, wohingegen die anti-oxidativen Mechanismen in den alterierten Epithelzellen
haufig reduziert sind ' '*® 2 ROS und RNS kénnen zu Basen-Substitutionen, Deletionen
und Insertionen und konsekutiv zur Aktivierung von Onkogenen oder der Inaktivierung von
Tumorsuppressorgenen filhren . So lassen sich bei chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen bereits in nicht neoplastisch verandertem Gewebe vermehrt p53-

308 100

Mutationen nachweisen Zusatzlich kann es zu DNA-Strangbrichen und

Telomerschaden kommen, was unter anderem eine Mikrosatelliteninstabilitat nach sich

% Diese oxidativ bedingten DNA-Schaden scheinen mit Fortbestehen der

ziehen kann
Entziindung zu akkumulieren '*°. Die Schaden durch ROS und RNS beschrénken sich nicht
nur auf die DNA, sondern betreffen auch Proteine und Lipide. So kann es zu
posttranslationalen Proteinmodifikationen kommen, was wichtige zellulare Funktionen wie
Apoptose, DNA-Reparatur und Zellzyklus-Kontrolle beeintrachtigen und so unter anderem
das Fortbestehen der Mutationen zuséatzlich begiinstigen kann 2*° ' (Abb. 1). ROS und RNS
bewirken aulRerdem eine indirekte Aktivierung von MAPKs (Mitogen-aktivierte
Proteinkinasen) -Signalkaskaden mit Induktion proto-onkogener Transkriptionsfaktoren wie

c-Jun, c-Fos und AP-1 248 33 140,

Innate Immune _ Stress —» Adaptive Inmune
Response Response

\ Chronic Inflammation /

« Cytokines
» Chemokines
« Free Radicals

 Prostaglandins
» Growth Factors
* MMPs

Epithelium < L » Stroma
« DNA Damage l
Adaptive Immune » Protein Modification
Response * Proliferation Landscape
« miRNA Expression Effects
* DNA and Histone Methylation
l « Angiogenesis l
+ Humoral Immune

A Trfases;og:ﬁs — CANCER —» Metastasis

Abb. 1: Schematische Darstellung der im Rahmen chronischer Entziindung wirkenden potentiell
karzinogenen Einflisse und ihrer Folgen. Zytokine, Wachstumsfaktoren, freie Sauerstoffradikale,
Prostaglandine u.a. kénnen DNA-Schaden, Proteinmodifikationen, Veranderungen des Genexpressionsprofils
und die Expression spezifischer miRNA induzieren. Zusammen mit der Interaktion zwischen Epithel und Stroma
sowie den immunsuppressiven Effekten der adaptiven Immunantwort, kénnen diese Veranderungen die
Tumorentstehung und -Entwicklung unterstiitzen. Aus Hussain and Harris, 2007 '°".
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1.1.2. Colitis ulcerosa

1.1.2.1. Allgemeines

Die Colitis ulcerosa (CU) zahlt wie der Morbus Crohn (MC) zu den chronisch entziindlichen
Darmerkrankungen. Sie ist durch eine chronisch rezidivierende, oft ulzerierende, mukosal
betonte Entzindung des Kolons definiert. Klinisch auf3ert sie sich durch wiederkehrende
Erkrankungsschibe mit krampfartigen Bauchschmerzen und schleimigen, zum Teil blutigen
Durchfallen mit dazwischen liegenden Remissionsintervallen wechselnder Dauer. Die
Inzidenz der CU liegt in Deutschland bei 3,0 bis 3,9 pro 100000 Einwohner pro Jahr und war
in den letzten Jahren leicht steigend ?°’. Es lassen sich drei Inzidenzgipfel - zwischen dem
20sten und 24sten, dem 40sten und 44sten und zwischen dem 60sten und 64sten
Lebensjahr - beobachten, wobei der erste Inzidenzgipfel deutlich tGber den beiden anderen
liegt ® "%, Als atiologische Faktoren einer multifaktoriellen Genese werden neben einer
genetischen Pradisposition, Umwelteinflisse, Infektionen und immunologische Faktoren
sowie eine Veranderung des Mikromilieus und eine geschwachte Schleimhautbarriere

diskutiert % ¥,

1.1.2.2. Morphologie der Colitis ulcerosa

Die Morphologie der CU ist stark von der Dauer, dem Schweregrad und der Ausdehnung der
Entzindung abhangig. Die Entzindung schreitet klassischerweise vom Rektum ausgehend
kontinuierlich nach oral fort. 95 % der Patienten sind lediglich von einer Proktitis betroffen.
Eine Pankolitis ist selten ® *". Bei schweren Verlaufen kann zusatzlich eine Entziindung des
terminalen lleums, eine sogenannte Backwash-lleitis auftreten. Makroskopisch ist die
Schleimhaut in der aktiven CU 6dematés, blutreich und granuliert. Flachige, oft longitudinal
ausgerichtete Ulzerationen kénnen die angrenzende Schleimhaut unterminieren und so zu
einem pseudopolypdsen Erscheinungsbild fihren. In Remission wirkt die Schleimhaut oft
blass, granuliert oder atroph mit verstrichenem Relief. Teils finden sich postinflammatorische
Polypen. Es kann aber auch zu einer vollstandigen Normalisierung des makroskopischen
Erscheinungsbildes kommen. Fur die Diagnose einer CU ist neben der Makroskopie sowie
klinischen, serologischen und endoskopischen Daten vor allem der histomorphologische
Befund entscheidend. Wesentlich sind hier die histopathologischen Kriterien, die auch in
die S3-Leitlinien fur CU von 2011 dbernommen wurden und die Erkrankungsstadien

definieren ' 111 268 286

1.1.2.3. Erkrankungsstadien der Colitis ulcerosa

Das histomorphologische Bild korreliet meist eng mit der Erkrankungsaktivitat.

Entsprechend kann die Erkrankung anhand der entziindlichen Veranderungen in

verschiedene Stadien eingeteilt werden. Die aktive CU ist vor allem durch ein

transmukosales Infiltrat neutrophiler Granulozyten mit Ausbildung von Kryptenabszessen
3
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sowie Erosionen  und Ulzeration, einem  Schleimhautédem und  starken
Kryptenarchitekturstorungen gekennzeichnet. Die Aktivitdt kann wiederum in leicht, mafig
und schwer graduiert werden. In der Remissionsphase finden sich keine floriden
entzindlichen  Veranderungen, allerdings lassen sich  meist  persistierende
Schleimhautschaden wechselnden Ausmales in Form von Kryptendistorsionen, einer
Kryptenatrophie, einer Paneth-Zell-Metaplasie im linken Kolon sowie einem leicht
vermehrten lymphoplasmazellularen und teils auch eosinophilen Infiltrat beobachten. Bei
chronisch-rezidivierendem Verlauf ist durchaus ein Nebeneinander von akuten und
chronischen Veranderungen zu beobachten. In seltenen Fallen kann es zu fulminanten
Verlaufen mit Ausbildung eines toxischen Megakolons kommen. Neben dieser schweren

Komplikation stellt das erhéhte Risiko kolorektaler Karzinome die Hauptkomplikation dar.

1.1.3 Colitis ulcerosa-assoziiertes kolorektales Karzinom

1.1.3.1. Epidemiologie und Risikofaktoren

Patienten mit einer CED, insbesondere mit einer CU, haben gegenuber der
Allgemeinbevolkerung ein deutlich erhdhtes Risiko fiur kolorektale Karzinome. Die
Gesamtpravalenz eines CU-Patienten, ein kolorektales Karzinom zu entwickeln, liegt bei
etwa 3,7%, wobei sich das Karzinomrisiko von 2% nach den ersten 10 Erkrankungsjahren
auf 18% nach 30 Erkrankungsjahren erhdht ®. Auch ein friiher Erkrankungsbeginn, eine
starke Intensitat und grofle Ausdehnung der Entziindung sowie Kolonstrikturen und eine
zusatzlich bestehende primar sklerosierende Cholangitis, steigern das Karzinomrisiko 2 278
23186 217 Der mit Abstand wichtigste Risikofaktor sind jedoch intraepitheliale Neoplasien. Sie

gelten als sogenannte Indikatorlasionen 7 &,

1.1.3.2. Colitis ulcerosa-assoziierte intraepitheliale Neoplasie

Als intraepitheliale Neoplasie oder Epitheldysplasie definiert man Epithelveranderungen, die
eindeutige Kriterien einer Neoplasie, also zellulare Atypien und strukturelle Veradnderungen
wie zum Beispiel Sekundararchitekturen aufweisen aber nicht invasiv sind. Sie werden als
obligate Prakanzerosen gewertet. Anhand des Ausmales ihrer Veranderungen werden sie in
geringgradige (low grade) und hochgradige (high grade) intraepitheliale Neoplasien eingeteilt
23 Sie kénnen flach oder polypds sein. Fiir polypdse Neoplasien wurde der Begriff DALM
(dysplasia associated lesion or mass) eingeflhrt. Je nach Art und Schweregrad der
Dysplasie steigt das Risiko eines assoziierten Karzinoms. Am hdchsten ist es bei der DALM,

hier liegt es bei 43% % '°.

1.1.3.3. Molekulare Mechanismen der Colitis ulcerosa-assoziierten Karzinogenese
Vergleichbar zur Adenom-Karzinom-Sequenz des sporadischen kolorektalen Karzinoms

lasst sich auch bei dem mit der CU-assoziierten kolorektalen Karzinom ein schrittweiser

4
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Ubergang von der entziindlich alterierten, regenerativ-hyperplastischen Schleimhaut zur

intraepithelialen Neoplasie bis hin zum Karzinom beobachten %%

Die morphologischen
Veranderungen basieren auf akkumulierenden genetischen Alterationen von
Tumorsuppressorgenen, Onkogenen und DNA-Reparaturgenen. Abbildung 2 fasst die
bekannten genetischen und epigenetischen Veranderungen im CU-assoziierten Karzinom im
Vergleich zum sporadischen kolorektalen Karzinom zusammen. Wahrend bei Uber 90% der
sporadischen kolorektalen Karzinome aktivierende APC-Mutationen des fur die Proliferation
gesunder und entarteter Zellen essentiellen Wnt-/B-Catenin-Signalweges sehr frih in der
Mutationskette auftreten, lassen sich diese bei CU-assoziierten Karzinomen erst spat im
Krankheitsverlauf beobachten %" 3. Das lasst sich damit erklaren, dass dieser Signalweg
bei der CU durch entziindungsassoziierte Signalkaskaden wie NFkB auch ohne Mutationen

271 81 118 149
d .

verstarkt wir Im Gegensatz dazu sind p53-Mutationen bereits in nicht

dysplastischer, entziindlich alterierter CU-Schleimhaut nachweisbar %8 8 38 177 278 278 - A\ ch
eine Mikrosatelliteninstabilitat I&sst sich bei CU zum Teil schon in entziindlich veranderten
Epithelien nachweisen. Der  Antell an CU-assoziierten Karzinomen mit

Mikrosatelliteninstabilitat ist insgesamt jedoch vergleichbar zum sporadischen kolorektalen

Karzinom 8% 2370,
Sporadic colon cancer
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Abb. 2: Vergleich der molekularen Pathogenese des sporadischen kolorektalen Karzinoms (oben) und
des Colitis-assoziierten Karzinoms (unten). Beide Karzinogenese-Wege weisen zahlreiche Uberschneidungen
auf, wie die Entwicklung einer Aneuploidie und chromosomalen Instabilitdt (CIN), eine Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI), DNA-Methylierungen, eine Aktivierung des k-Ras-Onkogens, eine Aktivierung von COX-2
(Cyclooxigenase-2), sowie Mutationen oder Verlust der Heterozygotie (Loss of Heterozygosity, LOH) der
Tumorsuppressor-Gene p53, APC (Adenomatous-polyposis-coli) und DCC/DPC4 (Deleted in Colorectal Cancer/
Deleted in Pancreatic Carcinoma Locus 4). Beide Wege unterscheiden sich jedoch in der Frequenz und
Reihenfolge der Veranderungen. Aus Ulliman und ltzkowitz, 2011 278,
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Da DNA-Schéaden zu den alltaglichen Folgen exo- und endogener Noxen wie ROS gehdren,
ist die Zelle auf den Umgang mit diesen Veranderungen vorbereitet. Sie besitzt ein
ausgekligeltes Netzwerk, das sogenannte DNA-Schadensantwortsystem, das die Behebung
der entsprechenden Schaden einleitet und reguliert. Damit also die beschriebenen
genetischen Alterationen persistieren und akkumulieren kénnen, ist zusatzlich eine
Fehlfunktion oder Uberforderung der DNA-Schadens-Antwort notwendig ®° °. Ein wichtiger
Aspekt der DNA-Schadens-Antwort ist die Regulation des Zellzyklus.

1.2 Regulation des Zellzyklus nach DNA-Schaden

Die DNA-Schadens-Antwort umfasst komplexe Kontroll- und Reaktionsmechanismen, um die
Zelle vor genetischen Schaden und ihren Folgen zu schiitzen '®?. Uber sogenannte DNA-
Schadens-Kontrollpunkte kann der korrekte Verlauf des Zellzyklus (berwacht und
gegebenenfalls ein Zellzyklusarrest eingeleitet werden, um Zeit fir die DNA-Reparatur zu

198 317 216

gewinnen . Eine Deregulation der Zellzyklus-Kontrolle fihrt zur Persistenz und

Akkumulation genetischer Alterationen und muandet in einer gesteigerten und unkontrollierten

Proliferation, einem Meilenstein der malignen Transformation 794

1.2.1 Zellzyklus und Zellzyklus-Kontrollpunkte

Das Leben einer proliferierenden, eukaryotischen Zelle lauft in einem Zyklus ab, der nach
der Zellteilung beginnt und bis zum Ende der darauffolgenden Zellteilung andauert (Abb.3).
An kritischen Punkten des Zellzyklus liegen Kontrollpunkte, die von Cyclin-abhangigen
Kinase (CDK, cyclin-dependent kinase) -Cyclin-Komplexen gesteuert werden (Abb. 3). Die
verschiedenen CDKs werden aktiviert indem das entsprechende Cyclin an die regulatorische
Untereinheit der CDK bindet. Cycline wiederum werden nur in bestimmten Zellzyklus-
Phasen synthetisiert. Die Aktivierung des CDK-Cyclin-Komplexes erfolgt durch Bindung des
spezifischen Cyclins, Phosphorylierung der CDK-aktivierenden Kinase (CAK), bestehend
aus CDK7 und Cyclin H, sowie Dephosphorylierung an seiner ATP-Bindungsstelle. Die
Phosphatasen der CDC25-Familie wirken dabei als Katalysatoren ' #* "' (Abb. 3). Bevor
die nachste Phase des Zellzyklus begonnen werden kann, muss der entsprechende CDK-
Cyclin-Komplex der vorherigen Phase durch Ubiquitin-vermittelten Proteinabbau deaktiviert

werden .

1.2.2 Organisation und Regulation der DNA-Schadens-Antwort

Tritt ein DNA-Schaden auf, wird dieser zunachst von Sensoren wie ATM und ATR erkannt,
welche das Signal an Transduktoren oder direkt an Effektoren weiterleiten. Als
Transduktoren wirken beispielsweise die Checkpoint Kinasen Chk1 und Chk2, MAP-Kinasen
wie JNK oder der DNA-Schadensmarker y-H2AX, die Uber Effektoren einen G1/S- und
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G2/M-Arrest einleiten kénnen #° #'®. Zu den Effektoren zahlen Proteine der DNA-Reparatur,

der Transkriptionsregulation und der Zellzykluskontrolle wie JNK oder p21"AF" 317 216

Mitose-Kontrollpunkt
G2/M-Kontrollpunkt Mitose /

Cdk1 (Cdk2)-Cyclin B\ Cdk4/6-CyclinD

Bildung Mitose- .
spezifischer Vorberen‘upg '
RNA und Proteine DNA-Replikation/

Synthese von
RNA und Proteinen

Cdk2-Cyclin A

| Cdk2-Cyclin E

AN

G1/S-Kontrollpunkt

DNA-Replikation

Cdk2-Cyclin A

T Intra S Phase-Kontrollpunkt

Abb. 3: Zellzyklus und Zellzyklus-Kontrollpunkte. CDK-Cyclin-Komplexe regulieren den Eintritt und den
Progress der Zellen in bzw. durch die G1-, S-, G2- und M-Phase des Zellzyklus. Kontrollpunkte halten bei DNA-
Schaden die Zellzyklus-Progression am G1/S-, intra-S-, G2/M- und dem mitotischen Kontrollpunkt an. In der
frihen G1-Phase ist der CDK4/6-Cyclin D-Komplex aktiv. Daran schlieBen sich zur Kontrolle des S-Phase-
Eintritts und -Durchtritts die CDK2-Cyclin E und CDK2-Cyclin A-Komplexe. Der GZ/M-KontroIIfunkt wird durch
den CDK1(CDC2)-Cyclin B-Komplex liberwacht. Modifiziert nach Poehimann & Roessner, 2010 2'®

1.2.3 Bedeutung der Proteinkinase JNK in der DNA-Schadensantwort
Die c-Jun-N-terminale Kinase (JNK) gehort zur Familie der Mitogen-aktivierten
Proteinkinasen (MAPK), einer Gruppe von Serin/Threonin-Proteinkinasen, die essentiell fur

die Signaltransduktion vor allem von Stresssignalen, wie zum Beispiel ROS sind.

1.2.3.1 Vorkommen und Varianten von JNK
JNK wird bei Saugetieren von drei Genen, JNK1, JNK2 und JNK3, kodiert. Dabei werden

JNK1 und JNK2 ubiquitar exprimiert, wohingegen JNK3 auf Gehirn, Myokard und Hoden

57 20
t

beschrankt is . Durch alternatives Splicing entstehen insgesamt bis zu 10 Splice-

Varianten mit einer GréRe von 46 oder 54 kDa & *
46 kDa Protein (p-46) und das JNK2-Gen das 54 kDa Protein (p-54) kodiert . Die

verschiedenen JNK-Formen unterscheiden sich stark in ihrer Fahigkeit, bestimmte Substrate

, wobei das JNK71-Gen uberwiegend das

zu binden und zu phosphorylieren .
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1.2.3.2 Regulation des JNK-Signalwegs

JNK ist Teil einer mehrstufigen Signaltransduktions-Kaskade, bei der eine sequentielle
Phosphorylierungsreaktion das aktivierende Ausgangssignal an JNK weitergibt (Abb.4).
Durch duale Phosphorylierung an seinen Threonin183- und Tyrosin185-Resten wird JNK
durch die MAP-Kinase-Kinasen (MKK / MAP2K) MKK4 und MKK?7 aktiviert und als p-JNK
bezeichnet (phospho-JNK) ?® "7 Die Aktivierung von MKK4 und MKK7 erfolgt ebenfalls
durch duale Phosphorylierung durch MAPKK-Kinasen (MKKK / MAP3K), von denen bisher
etwa 14 MAP3K bekannt sind ®. MAP3K wiederum kdnnen von unzahligen extra- und
intrazelluldren Stimuli aktiviert werden. Darunter finden sich proinflammatorische Zytokine,
wie TNFa und IL-1 Mitglieder der Toll-like-receptor-Familie, Zellstress bei ROS oder

onkogener Stress bei Aktivierung bestimmter Onkogene wie Ras '8 20 ©

. Eine weitere
Regulationsmoglichkeit des JNK-Signalweges bieten sogenannte Gerlist- oder
Faltproteine, welche die drei Proteinkinasen (MAP3K, MAP2K und MAPK) in einem grof3en
Proteinkomplex binden und so die Spezifitdt der Interaktion erhéhen und die Reaktion
verstarken oder beschleunigen kénnen *'° °”. Dephosphoryliert und somit inaktiviert wird JNK
wie alle MAPK durch gewebs- und signalspezifische MAPK-Phosphatasen (MKP) wie MKP

1,2, 5 oder 6 34 19,
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Abb. 4: MAP3K-MAP2K-MAPK-Signalkaskade. MAP3K wie MLK, MEKK1, TAK1 oder ASK1 werden durch
extra- und intrazellulare Stimuli aktiviert, diese phosphorylieren dann die MAP2Ks MKK4 und MKK?7, welche dann
JNK1 oder JNK2 aktivieren. Diese konnen Uber ihre zahlreichen Substrate, wie beispielsweise p53, ATF2 oder c-

Jun in verschiedenste Bereiche der Zellfunktion eingreifen. Modifiziert nach Bubici und Papa 2014.
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1.2.3.3 JNK-Substrate und Funktionen

Uber 50 Proteine kénnen von JNK phosphoryliert werden, wie beispielsweise die
Proteinkinasen und Transkriptionsfaktoren c-Jun, p53, myc, Bcl2 oder Bax 2° (Abb. 4).
Zusatzlich kann JNK die Halbwertszeit bestimmter mRNAs verlangern und so deren

Translation verstarken '72.

Zu den Reaktionen, die JNK beeinflusst, gehdéren die
Gewebshomobostase, Apoptose, Entzindung, Zelldifferenzierung, Proliferationskontrolle
sowie ein verlangertes Zelliiberleben und eine vermehrte Proliferation > '2* 28 (Abb. 4).

JNK wirkt an der Regulation der G1/S-Phase, der S-Phase und der Mitose mit, indem es
den Zellzyklusregulator p21"*"" durch Phosphorylierung stabilisiert *. JNK kann nach
Stimulation durch Stresssignale p53 phosphorylieren und stabilisieren und so zu einem
G1/S-Arrest beitragen *'. Ein G2/M-Arrest kann durch JNK sowohl unter normalen als auch
unter Stressbedingungen durch pJNK-vermittelte Inaktivierung von CdC25C und -A durch
Phosphorylierung oder indirekt (ber eine Aktivierung der p21"“A"'-Transkription (iber
Transaktivierung des Transkriptionsfaktors Sp1 induziert werden 88 120 246,

Seine proliferationsfordernde Wirkung vermittelt JNK vorwiegend Uber sein Hauptsubstrat
c-Jun %2, Als Teil des Proteinkomplexes AP-1 fungiert c-Jun als Transkriptionsfaktor und die
Expression von positiven Zellzyklus-Regulatoren wie Cyclin-D1 2%* 8% 121 6 Epenfalls
proliferationsférdernd kann c-Jun wirken, indem es an die p53-Promotor-Region bindet und
die p53-Transkription unterdriickt ?*' . Andere Studien wiesen nach, dass c-Jun die
p21VA"!_Transkription sowohl hemmen als auch aktivieren kann 2" '2.

JNK kann bei dauerhafter Aktivierung den intrinsischen Apoptose-Signalweg induzieren.
Dies kann Uber die Aktivierung von Effektor-Caspasen erfolgen, indem JNK womaoglich Uber
die Phosphorylierung und Hemmung von Bcl-2 und Bcl-xL, zur Freisetzung von Cytochrom C
aus Mitochondrien beitragt oder {ber die Induktion des Fas-Liganden #° 37 % Der
Transkriptionsfaktor myc kann ebenfalls durch JNK phosphoryliert werden und die Apoptose
einleiten *’.

Der JNK-Signalweg spielt auch eine wesentliche Rolle bei der Reaktion auf Entziindungen
und oxidativen Stress. So ist JNK an der Regulation der T-Zell-Differenzierung und -
aktivierung sowie der Synthese verschiedener Zytokine sowie an der Pathogenese der
rheumatoiden Arthritis *, der Arteriosklerose und der chronischen Hepatitis beteiligt 2°4 2 %% >3
2. Auch bei CED, insbesondere bei aktiver CU, wurde eine verstarkte JNK-Aktivierung
beobachtet 187 288 96 287.

Wahrend der Tumorentwicklung kann JNK Uber c-Jun proliferationsférdernd wirken. So
konnte in Tumorzelllinien eine dauerhafte JNK-Aktivierung beobachtet werden '%°. Durch
seine pro-apoptotische Funktion und seinen Einfluss auf die Zellzyklus-Kontrolle kénnte JNK

aber auch der Tumorentwicklung entgegen wirken *°.
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1.2.4 Bedeutung des Zellzyklusregulators p21¥A"! in der DNA-Schadensantwort

p21"AF1 ist ein Inhibitor Cyclin-abhangiger Kinasen, der zur Familie der CIP/KIP (Kinase
inhibitory protein) -CDK-Inhibitoren gehort. Es wurde zunachst als CIP1, fur CDK-
interagierendes Protein 1, oder WAF1, fur Wild-type p53-aktivierter Faktor 1 bezeichnet .
p21"AF1 hemmt hauptséchlich die Aktivitait des CDK2-Cyclin E- und des CDK1-Cyclin
B1-Komplexes und verlangsamt so die Zellzyklus-Progression, durch einen G1-, S- und

G2-Phase-Arrest " %'°,

1.2.4.1 Regulation von p21"AF!

Die Transkription von p21"*"' kann nach DNA-Schaden durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren wie p53 oder Sp1 direkt oder indirekt Uber Aktivierung dieser
Transkriptionsfaktoren durch Proteine wie JNK induziert werden © 76 303 120 246
Dementsprechend fihrt alles, was eine p53-Hemmung bewirkt, zu einer konsekutiven
p21"YAF'.verminderung, wie beispielsweise die Initiierung der p53-Transkription durch c-Jun
mit nachfolgender p21"*"'-Verminderung und konsekutiver Beschleunigung des Zellzyklus
211 Zusatzlich kann die p21"*"'-Konzentration auch durch Phosphorylierung und somit

Stabilisierung erhoht werden ***.

1.2.4.2 Funktionen von p21"4F!

Die Uberexpression von p21"*F" resultiert klassischerweise in einem G1-, G2- und S-Phase-
Arrest 2 ?° |In normalen menschlichen Zellen liegt p21"*"" in einem Viererkomplex mit
einem Cyclin, einer CDK und PCNA vor und fungiert hier als Anordungsfaktor. Dabei wirkt
p21"A"" in niedrigen bis mittleren Konzentrationen eher aktivierend, in hohen
Konzentrationen eher hemmend *'° ' AuRerdem kann p21"*"' die DNA-Replikation
und -Reparatur regulieren. Fallen Cyclin und CDK weg, kann p21"AF" direkt PCNA binden
und seine Induktion der DNA-Replikation hemmen ?*°. So koordiniert p21"VA"" Zellzyklus-
Arrest und -Stopp mit der DNA-Transkription und scheint als Tumorsuppressor zu

fungieren. So konnte in Studien mit p21"A™

-negativen Mausen eine erhohte Tumorneigung
nachgewiesen werden, die sich allerdings erst spat manifestierte % '"°. Weitere Studien
zeigten, dass die Expression von p21"*"! sowohl in CU-assoziierten als auch sporadischen

kolorektalen Karzinomen reduziert ist 220 301 59 104 311,

1.2.5 Bedeutung des DNA-Schadensmarkers y-H2AX in der DNA-Schadensantwort

H2AX ist eine Isoform des Histons H2A, welches zusammen mit den Histonen H2B, H3 und
H4 den oktameren Histonkern bildet, der mit einem darum gewundenen, 147 Basenpaar-
messenden DNA-Abschnitt das Nukleosom ergibt '** ' Codiert wird H2AX von einem
Intron-freien Gen (H2AFX) ''. H2AX ersetzt H2A je nach Gewebetyp in 2 bis 20 % aller

Histon-Oktamere des menschlichen Genoms und ist somit wesentlicher Bestandteil des
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Chromatins #’. Nach Phosphorylierung an seinem Serin Rest 139 wird H2AX als y-H2AX

bezeichnet.

1.2.5.1 Regulation von y-H2AX
Direkt nach Entstehung von DNA-Doppelstrangbriichen (DSB) kommt es im benachbarten
Chromatin zu einer massiven H2AX-Phosphorylierung durch Mitglieder der Familie der

Phosphatidylinositol 3-Kinase related protein Kinasen (PIKKs) wie ATM und ATR 2% 317 90 253

% 2% Diese Akkumulation von y-H2AX wird auch als nukledrer oder y-H2AX-Fokus
bezeichnet. Diese y-H2AX-Foci liegen im Verhaltnis 1:1 zu DNA-Doppelstrangbriichen vor %
245 212 Dje Phosphorylierung von H2AX kann auch durch andere Formen des DNA-
Schadens wie Einzelstrangbriiche nach UV-Bestrahlung hervorgerufen und bei der
Apoptose und zum Teil auch bei der Mitose beobachtet werden 175 180 305 257 103 '3 gjch in
Apoptose oder Mitose befindliche Zellen histologisch jedoch gut abgrenzen lassen, gilt
y-H2AX dennoch als ein sehr sensitiver und spezifischer Marker flir DNA-Schaden und lasst
sich gut durch y-H2AX-Antikérper darstellen 22 24° 212,

Einige Studien zeigen, dass die y-H2AX-Foci sich direkt nach Wiederherstellung der DNA-
Struktur aufldsen '®°. Zur Entfernung von y-H2AX sind zwei womdglich simultan agierende
Mechanismen vorstellbar. Zum einen kénnte y-H2AX durch Phosphatasen ** *
dephosphoryliert werden, zum anderen kdnnte es Uber einen Histonaustausch von der
129 44 143

DNA geldst und durch unphosphoryliertes H2AX ersetzt werden

1.2.5.2 Funktionen von y-H2AX

Die Phosphorylierung von H2AX fihrt zur Einleitung der DNA-Reparatur und Aktivierung der
Zellzyklus-Kontrollpunkte 229 317 90 253 30 254 v HoAX rekrutiert zahlreiche DNA-Schadens-
Signal- und -Reparatur-Proteine sowie Proteine der Zellzyklus-Kontrolle, die hier
akkumulieren. So spielt y-H2AX eine wesentliche Rolle bei der Detektion und Reparatur
von DNA-Schiden sowie der parallelen Synchronisierung des Zellzyklus 27 22 1% Des
Weiteren scheint es die Chromatinstruktur zu 6ffnen und den Reparaturproteinen so Zugang
zum beschadigten DNA-Abschnitt zu verschaffen und ihnen als eine Art Plattform zu dienen
14121089 Fin weites Spektrum an Malignomen des Menschen weist Mutationen im H2AX-
Gen auf. Die Haufigkeit der Mutationen lasst vermuten, dass diese die Tumorentstehung und

-entwicklung begiinstigen und dass H2AX als Tumorsuppressor wirkt 2°° 262 202,

1.2.6 Bedeutung des Proliferationsmarkers Ki67 in humanen Malignomen

Ki67 ist ein nukledres Antigen, das in allen Zellzyklus-Phasen ausschlief3lich sich teilender

238 78
t

Zellen zu finden is . Die Ki67-Konzentration wird wahrend des Zellzyklus durch

Synthese und Degradation genau reguliert mit einem Maximum zu Beginn der Mitose und

einer Halbwertszeit von maximal 90 Minuten °' 32 238 189 148

11
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Zur Regulation der Ki67-Expression und seiner spezifischen Funktion im Zellzyklus ist
bisher wenig bekannt. Die Transkription von Ki67 wird unter anderem vom
Transkriptionsfaktor Sp1 initiiert und von p53 inhibiert *° ' 32 7 Ki67 scheint eine
essentielle Rolle fir die Zellproliferation zu spielen 1330 filhrte in Tiermodellen mit Urothel-,
Prostata- und Nierenzellkarzinomen die Gabe von antisense Oligonukleotiden zu einer
Wachstumsinhibition 2% % 159 40 Offenbar erfiillt Ki67 strukturelle Funktionen im Nucleolus
und ist hier an der rdumlichen Organisation von DNA, RNA und verschiedener Proteinen
sowie an der Synthese von Ribosomen beteiligt ' 2'® 24,

Der Anteil immunhistologisch Ki67-positiver Zellen in einem Gewebe entspricht der
proliferativen Zellfraktion und wird als Ki67-Index bezeichnet **. Er eignet sich zum einen
entziindlich-reaktive, benigne Prozesse von malignen, proliferationsaktiveren Prozessen
abzugrenzen * %. Zum anderen korreliert ein hoher Ki67-Index mit der Tumoraggressivitat
und gilt als negativer prognostischer Marker in einer Vielzahl von Malignomen wie
Karzinomen der Mamma, Prostata, Lunge, Cervix oder Lymphomen 38 22 102 17 106 46 115 259 312
%4 Die immunhistologische Evaluierung der Ki67-Expression ist inzwischen ein
Standardverfahren der histomorphologischen Tumordiagnostik und Bestandteil des Gradings
verschiedener Entititen, wie gastrointestinaler neuroendokriner Tumoren 7 9 110 138 Bgj
anderen Malignomen, wie zum Beispiel dem Mammakarzinom, wird der Ki67 bei der

Therapiewahl beriicksichtigt *'* 2'".

1.3 Synopsis

Vor dem beschriebenen Hintergrund hat die Arbeitsgruppe um Frau PD Dr. Péhimann ein
zellulares Colitis-Modell etabliert, in dem die in vivo Bedingungen der CU nachgestellt
wurden 2" 2'*_ Dije Zellkulturen humaner Kolonepithelzellen (human colonic epithelial cells,
HCEC) wurden dazu in zyklischen Abstanden mit Wasserstoff-Peroxid (H,O,) behandelt.
Zwischen den Behandlungen lagen Erholungsphasen. Dabei zeigte sich in der akuten
Phase ein Anstieg von p-p46-JNK und p-p54-JNK. Parallel waren eine Zunahme von
p21"A"! und y-H2AX sowie ein konsekutiver Zellzyklus-Arrest zu beobachten (Abb. 5). Mittels
Inhibitionsanalysen konnte nachgewiesen werden, dass p21"*"" und y-H2AX durch JNK
reguliert wurden. In der Remissionsphase kam es zu einer Verminderung von p-p54-JNK

1WAF1 Und

bei gleichzeitiger Erhdhung von p-p46-JNK, was mit einer Reduktion von p2
y-H2AX einherging (Abb. 5). Gleichzeitig lieR sich ermitteln, dass die Zellen die Zellzyklus-
Kontrollpunkte trotz nachgewiesenem DNA-Schaden Uberwinden konnten und vermehrt
proliferierten. Die beobachteten Veranderungen der Expression der verschiedenen p-JNK-
Isoformen mit Reduktion der p-p54-JNK-Isoform bei gleichzeitigem Anstieg der p-p46-JNK-
Isoform bei chronischer Entziindung wurden als eine Fehlregulation gewertet. Diese
Fehlregulation filhrte durch Suppression von p21"*"" und y-H2AX zu einer vermehrten
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Uberwindung der Zellzyklus-Kontrollpunkte mit erhdhter Proliferation und gleichzeitig

maskiertem DNA-Schaden, also zu einer beginnenden malignen Transformation 2'° 2™,

Akute Phase: Zellzyklus-Arrest

T pP-p46-JNK —>p2 1 WAF1 T
p-p54-JNK

y-H2AX T

Kontrollpunkt-
Aktivierung

L

Chronische Phase: Gesteigerte Proliferation

I p-p46-JNK —> p21WAF1 l

p-p54-JNK \

y-H2AX l

Kontrollpunkt-
Uberwindung

Abb. 5: Schematische Darstellung der gesteigerten Proliferation auf Basis des in vitro Modells der Colitis
ulcerosa. Entziindungsassoziierter oxidativer Stress bewirkt in der akuten Phase (oben) eine Aktivierung des
JNK-Signalwegs. Dies fuhrt zu einer Erhéhung der p21WAF1— und y-H2AX-Spiegel mit konsekutiver Aktivierung der
DNA-Schadens-Kontrollpunkte und des Zellzyklus-Arrests. Bei chronischer Belastung mit oxidativem Stress
(unten) kommt es zu einem Umschalten von Zellzyklus-Arrest zu vermehrter Proliferation. Dies wird durch eine
JNK-Fehlregulation mit Erhéhung von p-p46-JNK und Verminderung von p-p54-JNK hervorgerufen, was eine
Reduktion von p21WAF1 und y-H2AX bewirkt. Dies wiederum erméglicht die Uberwindung der DNA-
Schadenskontrollpunkte, mit vermehrter Proliferation und unerkanntem DNA-Schaden. Modifiziert nach Lessel et
al., Carcinogenesis; angenommen Marz 2017.

1.4 Zielstellung der Arbeit
In der hier vorliegenden Arbeit sollte geprift werden, ob die in vitro nachweisbaren
Veranderungen auch in vivo eine Rolle spielen. Dazu flhrten wir immunhistologische

Untersuchungen der identifizierten Signalproteine p-JNK, p21"A™

und y-H2AX sowie des
Proliferationsmarkers Ki67 an Kolon-Biopsien und -Resektaten von Patienten mit aktiver CU,
CU in Remission, CU-assoziierten Dysplasien und CU-assoziiertem Karzinom durch. Zum
Vergleich zogen wir Biopsien und Resektate entzindungsfreier Kolonschleimhaut,
Sigmadivertikulitiden, sporadischer Adenome und sporadischer kolorektaler Karzinome
heran. Zum Zeitpunkt der Untersuchung standen keine paraffingangigen Antikdrper gegen
die JNK-Varianten p-p54 und p-p46 zur Verfigung. Da das JNK1-Gen hauptsachlich die
p-46-Varinate und das JNK2-Gen vorwiegend die p-54-Variante kodiert, nutzten wir
Antikorper gegen p-JNK2 und p-JNK123 zur Bestimmung der JNK-Expression. Ein
ausschliel8lich gegen p-JNK1 gerichteter, paraffingangiger Antikdrper war zum Zeitpunkt der
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Untersuchungen nicht erhaltlich. p-JNK3 wird ausschliellich im Gehirn, dem Myokard und
dem Hodenparenchym exprimiert, so dass der p-JNK123-Antikérper im Kolon nur p-JNK1/2
nachweisen sollte, womit eine vergleichende Beurteilung der Reaktion der beiden

verwendeten JNK-Antikdrper moglich schien.

Ziel der Arbeit war die Beantwortung der Frage, ob sich auch in vivo eine Aktivierung des
JNK-Signalwegs bei der aktiven CU beobachten lasst und wie sich die p-JNK-Expression in
der Colitis-assoziierten Entziindung und Karzinogenese verhalt. Dazu wurde untersucht, ob
hier ein Expressionsunterschied zwischen p-JNK2 und p-JNK123 besteht. AuRerdem wurde

geprift wie sich die p21"A™'-

und y-H2AX-Expression in der Colitis-assoziierten Entziindung
und Karzinogenese entwickeln. Zusatzlich wurde analysiert, ob sich die Veranderungen der
p21"AF. und y-H2AX-Expression mit denen der p-JNK2- oder p-JNK123-Expression
korrelieren lassen und wie sich die Proliferation bzw. die Ki67-Expression in Entziindung und
Karzinogenese der Colitis ulcerosa verandert. AbschlielRend sollte geklart werden, wie sich
p21"AF1- und Ki67-Expression zueinander verhalten und ob die Veranderungen von p-JNK,
y-H2AX und p21"AF" sowie der Proliferation spezifisch fiir die Colitis-assoziierte Entziindung

und Karzinogenese sind.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Untersuchungskollektiv

Das Untersuchungskollektiv umfasste insgesamt 265 Falle. Dabei verteilten sich die
Kollektive wie folgt. 40 Falle (15,1%) mit nicht-entzindlicher und nicht-neoplastischer
Kolonmukosa (= Kontrollen), 42 Falle (15,8%) mit aktiver CU, 40 Falle (15,1%) mit CU in
Remission, 20 Falle (7,5%) mit Sigmadivertikulitis, 52 Falle (19,6%) mit CU-assoziierten
Dysplasien, 21 Falle (7,9%) mit sporadischen kolorektalen Adenomen, 30 Falle mit CU-
assoziiertem Karzinom und 20 Falle mit sporadischem kolorektalem Karzinom (Tab.1).

Der Grofteil der Falle (238, 89,8%) stammte aus dem nicht selektierten fortlaufenden
Eingangsgut des Institutes fur Pathologie des Universitatsklinikums der Otto-von-Guericke-
Universitat Magdeburg. 18 Falle (6,8%) wurden dem nicht selektierten Eingangsgut des
Academic Department of Pathology, St Mark’s Hospital Harrow, UK, entnommen, die uns
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. med. Thomas Giuinther zur Verfligung gestellt wurden.
Daruber hinaus wurden uns 5 Falle (1,9%) freundlicherweise Uber Frau PD Dr. med. Petra
Rimmele und Herrn Prof. Dr. med. Arndt Hartmann aus dem Institut fir Pathologie des
Universitatsklinikums Regensburg uUberlassen. Weitere 4 Falle (1,5%) erhielten wir
dankenswerterweise Uber Frau Prof. Dr. med. Andrea Tannapfel aus dem Institut flr
Pathologie des Universitatsklinikums Leipzig.

Die Entnahme, Asservierung und Verwendung von Gewebe fur wissenschaftliche Studien
wurde von den Ethikkomissionen der jeweiligen Universitdten genehmigt. Fir die CU-
assoziierten Kollektive wurde eine zugrunde liegende CU anhand klinischer Angaben,
vorrausgegangener bioptischer Befunde und aktueller histomorphologischer Veranderungen
sichergestellt. Das Vorliegen einer CED wurde fir alle anderen Kollektive

histomorphologisch und klinisch-anamnestisch sicher ausgeschlossen.
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Tab. 1: Ubersicht iiber die Zusammensetzung der Kollektive.

Gruppe Sex Alter+SD Lokalisation | Lokalisation Il Aktivitat Chronizitét Adenom-Typ Dysplasiegrad
n (%) m (min-max) - Proximal Keine Keine - Tubular - Low-grade
w - Distal Leicht Leicht - Tubulo-villés - High-grade
MaBig MaBig
Schwer Schwer
Kontrolle 16(40%) 43,4+18,8 (15-76) Zoe: 2 (5%) 15 (37,5%)
40 (15,1%) >48,5+17,5 CA: 11 (27,5%) 25 (62,5%)
24(60%) 51,9+16,2 (24-83) CT: 2 (5%)
CD: 11 (27,5%)
Sig: 5 (12,5%)
Rek: 9 (22,5%)
Colitis aktiv 24 (57,1%) 47,5+17,1 (20-73) Zoe: 3 (7,1%) 6 (14,3%) 0 (0%) 0 (0%)
42 (15,8%) >43,5+15,6 CA: 1 (2,4%) 36 (85,7%) 4 (9,5%) 0 (0%)

Remission
40 (15,1%)

Divertikulitis
20 (7,5%)

CU-Dysplasie
52 (19,6%)

Adenom
21 (7,9%)

18 (42,9%)

23 (57,5%)

17 (42,5%)

13 (65%)

7 (35%)

41(78,8%)

11(21,2%)

10 (47,6%)

11 (52,4%)

38+11,6 (22-62)

55,2+14,4 (24-78)
>49,8+14,8
42,5+12,3 (25-66)

58,2413,6 (38-81)
>58,95+14,8
60,3+17,9 (36-84)

49,1+10,6 (31-73)
>49,2+11
49,8+12,8 (28-74)

69,8+8,4 (60-80)
>65,5+11
61,6£12,1 (47-90)

CT: 2 (4,8%)

CD: 9 (21,4%)
Sig: 12 (28,6%)
Rek: 15 (35,7%)

Zoe: 3 /7,5%)
CA: 7 (17,5%)
CT: 6 (15%)
CD: 9 (22,5%)
Sig: 10 (25%)
Rek: 5 (12,5%)

Sig: 20 (100%)

Zoe: 4 (7,7%)
CA: 5 (9,6%)
CT: 2 (3,8%)

CD: 6 (11,5%)

Sig: 14 (26,9%)
Rek: 21 (40,4%)

Zoe: 2 (9,5%)
CA: 3 (14,3%)
CT: 2 (9,5%)
CD: 3 (14,3%)
Sig: 4 (19%)
Rek: 7 (33,3%)

16 (40%)
24 (60%)

0 (0%)
20 (100%)

11(21,2%)
41 (78,8%)

7 (33,3%)
14 (66,7%)

26 (61,9%)
12 (28,6%)

40 (100%)
0 (0%)
0 (0%)
0 (0%)

(10%)
(40%)
(35%)
(

2
8
7
3 (15%)

26 (61,9%)
16 (38,1%)

0 (0%)
40 (100%)
0 (0%)
0 (0%)

0 (0%)

51(98,1%)
1(1,9%)

9 (42,9%)
12 (57,1%)

31(59,6%)
21 (40,4%)

10 (47,6%)
11 (52,4%)
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Gruppe Sex Alter= SD (min-max) Lokalisation | Lok. Il Tumoraus- Lymphknoten- Fern- Tumor- Grading
m - Proximal dehnung metastasen metastasen stadium (G)
w - Distal (pT) (pN) pM (uice)

CU-Karzinom 20 (66,7%) 51,9+11,2 (39-75) Zoe: 4 (13,3%) 12 (40%) 1:3(10,7%) * 0: 15(53,6%)* 0:22(78,6%)* 1:11(39,3%)  2:20 (66,7%)
30 (11,3%) >50,4+12 CA: 6 (20%) 18 (60%) 2: 10 (35,7%) 1: 7 (25%) 1:6(21,4%) N:4(14,3%)  3:10(33,3%)
10 (33,3%) 47,4+13,5 (34-74) CT:2(6,7%) 3: 14 (50%) 2:6(21,4%) Iz 7 (25%)

CD: 3 (10%) 4: 1 (3,6%) IV: 6 (21,4%)

Sig.: 5 (16,7%)
Rek: 10 (33,3%)

Karzinom 12 (60%) 68,2+12,5 (41-84) Zoe: 3 (15%) 1: 0 (0%) 0:10(50%)  0: 19 (95%) I: 3 (15%) 2: 15 (75%)
20 (7,5%) >72412,4 CA: 3 (15%) 7 (35%) 2: 5 (25%) 1: 5 (25%) 1: 1 (5%) II: 7 (35%) 3: 5 (25%)
8 (40%) 76,9+10,9 (60-89) CT:1(5%) 13 (65%) 3: 12 (60%) 2: 5 (25%) Iz 9 (45%)
CD: 1 (5%) 4: 3 (15%) IV: 1 (5%)

Sig.: 6 (30%)
Rek: 6 (30%)

n = Anzahl; Sex = Geschlecht; SD = Standardabweichung
Lokalisationsbezeichnungen (Lok.): Zoe = Zoekum; CA = Colon ascendens; CT = Colon transversum; CD = Colon descendens; Sig = Sigma; Rek = Rektum
* 2 fehlende Falle bei Rezidiv
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2.1.1.1 Kollektiv Colitis ulcerosa-assoziierter und sporadischer kolorektaler Karzinome
Das Kollektiv CU-assoziierter kolorektaler Karzinome (Colitis-assoziierte Karzinome)
umfasste 30 Patienten, bei denen im Zeitraum von 1993 bis 2015 ein Karzinom des Kolons
oder Rektums auf dem Boden einer vorbestehenden CU diagnostiziert wurde. Es handelte
sich dabei um drei Schleimhautbiospien und 10 primare Tumorresektate aus dem
Universitatsklinikum Magdeburg, vier primare Tumorresektate des Universitatsklinikums
Leipzig, funf primdre Tumorresektate des Universitatsklinikums Regensburg und acht
primare Tumorresektate des St Mark’s Hospital Harrow, UK.

Das Kollektiv priméarer sporadischer kolorektaler Karzinome (sporadische Karzinome)
bestand aus 20 Patienten, bei denen im Jahr 2015 ein sporadisches Karzinom des Kolons
oder Rektums diagnostiziert wurde. Alle Patienten erhielten in diesem Zeitraum eine primare
Tumorresektion am Universitatsklinikum Magdeburg.

Bei beiden Kohorten erfolgte die makroskopische Begutachtung der Tumorpraparate und die
Entnahme reprasentativer Gewebeproben aus dem Tumor sowie von makroskopisch
unauffalliger Schleimhaut entsprechend der interdisziplindren S3-Leitlinien fir kolorektale
Karzinome #'°.

Falle mit einem vererbbaren Tumor-Syndrom, einer malignen Zweiterkrankung und einer
praoperativ durchgefihrten Radio- und/oder Chemotherapie wurden nicht in die Studie
aufgenommen. Im Rahmen anderer molekularer Studien unserer Arbeitsgruppe wurde fir

beide Kollektive sichergestellt, dass keine Mikrosatelliteninstabilitat vorliegt.

2.1.1.2 Kollektiv Colitis ulcerosa-assoziierter intraepithelialer Neoplasien und
sporadischer kolorektaler Adenome

Das Kollektiv der CU-assoziierten intraepithelialen Neoplasien (Colitis-assoziierte
Dysplasien) umfasste 52 Félle aus dem Diagnosezeitraum 1985 bis 2015. Dabei handelte
es sich um 32 endoskopisch gewonnene Schleimhautbiopsien und 10 Kolonresektate aus
dem Universitatsklinikum Magdeburg. 10 weitere Kolonresektate stammten aus dem St
Mark's Hospital Harrow, UK. Falle mit ,indefinite for dysplasia“ wurden nicht eingeschlossen.
Das Kollektiv der sporadischen kolorektalen Adenome (sporadische Adenome)
bestand aus 21 kolorektalen Adenomen, die allesamt zwischen 2005 bis 2008 am

Universitatsklinikum Magdeburg reseziert wurden.

2.1.1.3 Kollektiv aktiver und in Remission befindlicher Colitis ulcerosa

Die Kollektive der aktiven CU (aktive Colitis) bzw. in Remission befindlichen CU
(Remission) umfassten 42 bzw. 40 Falle, die zwischen 2004 und 2014 untersucht wurden.
Es handelte sich hierbei ausschliellich um am Universitatsklinikum Magdeburg

endoskopisch gewonnene Schleimhautbiopsien.
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2.1.1.4 Kollektiv der Sigmadivertikulitiden

Das Kollektiv setzte sich aus 20 in dem Zeitraum von 2001 bis 2006 am Universitatsklinikum
Magdeburg resezierten Sigmateilresektaten mit Sigmadivertikulitis  (Divertikulitis)
zusammen. Es wurden nur Falle ohne zusatzlich bestehende gastrointestinale

Grunderkrankung oder Malignom in die Studie aufgenommen.

2.1.1.5 Kollektiv entziindungsfreier Kontrollen

Dieses Kollektiv enthielt 40 kolorektale Schleimhautbiopsien aus dem Diagnosezeitraum
2009 bis 2013 des Universitatsklinikums Magdeburg, die bei klinisch angegebenen
rezidivierenden abdominellen Beschwerden endoskopisch gewonnen wurden. Klinisch und
histomorphologisch konnten eine Entziindung, eine infektidse oder ischamische Colitis, eine
chronisch entzundliche Darmerkrankung, eine Divertikulitis, ein Mukosa-Prolaps-Syndrom,
eine Nahrungsmittelunvertraglichkeit, eine NSAR-induzierte Colitis oder eine andersartige

gastrointestinale Grunderkrankung ausgeschlossen werden.

2.1.2 Patientencharakteristik

Die patientenbezogenen Daten wurden mit Hilfe von Krankenakten und Arztbriefen, die von
den Kliniken der jeweiligen Universitat zur Verfligung gestellt wurden und anhand der
histopathologischen Befunde des Institutes flr Pathologie der jeweiligen Universitat erhoben.
Fur alle Falle wurden Alter und Geschlecht der Patienten sowie Ursprungslokalisation des
untersuchten Gewebes dokumentiert. FUr alle Karzinome wurden zusatzlich Stadium und
Grading des Tumors erfasst. Fir alle intraepithelialen Neoplasien wurden neben Alter und
Geschlecht des Patienten der histologische Typ sowie der Grad der intraepithelialen

Neoplasie ermittelt.

2.1.3 Lokalisationseinteilung
Zur Beschreibung der Lokalisation der Probeentnahme wurde das Kolon neben seinen
anatomischen Unterbezirken in einen proximalen (Zékum — C. transversum) und einen

distalen Kolonabschnitt (linke Flexur — anorektaler Ubergang) untergliedert.
2.1.4 Charakteristika der kolorektalen Karzinome

2.1.4.1 Tumorklassifikation
Die Stadieneinteilung der Karzinome erfolgte entsprechend der siebten Auflage der UICC

300 Dje Karzinome wurden anhand von

(p)TNM-Klassifikation fur kolorektale Karzinome
Hamatoxylin- und Eosin-(H&E)-gefarbten Schnittpraparaten und unter Berlcksichtigung aller
verfugbaren klinischen und pathologischen Daten hinsichtlich der Infiltrationstiefe und lokalen
Ausbreitung (pT-Kategorie), des Befalls regionarer Lymphknoten (pN-Kategorie) und des

Auftretens von Fernmetastasen (M-Kategorie) klassifiziert.
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2.1.4.2 Histologische Typisierung und Grading der Karzinome

Bei den untersuchten kolorektalen Karzinomen handelte es sich ausschlieBlich um
Adenokarzinome, NOS. Sowohl Varianten des siegelringzelligen, medulléren, serratierten
oder muzinésen Typs als auch Karzinome mit partieller neuroendokriner Differenzierung
wurden ausgeschlossen. Die Einteilung des histologischen Malignitatsgrades der Karzinome

116 92

(Grading) erfolgte entsprechend der Richtlinie der aktuellen WHO-KIlassifikation

2.1.5 Charakteristika der kolorektalen Adenome

Die histologische Typisierung der Adenome erfolgte analog zu den Richtlinien der aktuellen
WHO-KIassifikation in tubular, villds und tubulo-villds. Zudem wurden die intraepithelialen
Neoplasien gemall dem Dysplasiegrad in geringgradig (low-grade) und hochgradig (high-

grade) eingeteilt % "°.

2.1.6 Charakteristika der Entziindungsaktivitat und -chronizitat

Die Charakterisierung der Entzindungsaktivitat und —chronizitat wurde an allen Fallen mit
aktiver CU, CU in Remission und Divertikulitis gleichermalfen in einer vierstufigen Skalierung
in den immunhistologisch auszuwertenden Schleimhautarealen vorgenommen (Tab. 2;
Abb.6). Die Aktivitdt wurde anhand der Dichte und Verteilung des Infiltrates neutrophiler
Granulozyten bestimmt. Areale mit Schleimhautdefekten wurden nicht in die Wertung
einbezogen, da diese nicht zur Beurteilung des immunhistologischen Expressionsmusters
herangezogen werden konnten. Die Chronizitdt wurde nach Dichte und Verteilung des
lymphoplasmazellularen Infiltrates evaluiert. Das Vorliegen einer Entziindung wurde fir die

entzindungsfreien Kontrollfalle analog des beschrieben Schemas ausgeschlossen.

Tab. 2: BewertungsmaBstab fiir die Aktivitdt und Chronizitét der Entziindung.

Score Aktivitat Chronizitét

0 (negativ) kein vermehrtes Infiltrat kein vermehrtes Infiltrat

1 (leicht) lockeres Infiltrat im Stroma vermehrtes, lockeres Infiltrat im Stroma

2 (mahRig) Granulozyten im Epithel (Kryptitis) Gruppenbildung/  Verdrdngung  von
Krypten

3 (schwer) Mikroabszesse/ Kryptenabszesse Ausbildung von Lymphfollikeln
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Abb. 6: Bewertung der Entziindungsaktivitat und -chronizitit (x200).
A - C: Kolonschleimhaut mit leichter (A), maRiger (B) und schwerer (C) Entziindungsaktivitat.
D - F: Kolonschleimhaut mit leichter (D), maRiger (E) und schwerer (F) Entzindungschronizitat.

2.2 Methoden

2.2.1 Materialgewinnung, Fixierung und Einbettung

Die Gewebeproben wurden in 4%iger Formalinlésung fixiert und mittels Athylalkohol und
Xylol in aufsteigender Konzentration automatisiert entwassert (ASP 300S, Leica Instruments
GmbH, Nussloch, Deutschland), und in Paraffin eingebettet. Fir die histologischen und
immunhistochemischen Farbungen wurden Schnitte von 2-3 um Dicke angefertigt (Mikrotom
RM 2155, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland). Als Ubersichtfarbung diente fir

alle Schnitte die standardisierte Hamatoxylin-Eosin-(H&E)-Farbung.

2.2.2 Histochemische und Immunhistochemische Reaktionen

Die immunhistochemische Detektion der Expression von p-JNK2, p-JNK123, p21VAF!
y-H2AX und Ki67 erfolgte an 2 ym -dicken Paraffinschnitten. Diese wurden Uber Nacht bei
60°C getrocknet, in einer absteigenden Xylol- und Alkoholreihe entparaffiniert und
abschlielend gewassert. Das darauffolgende Procedere erfolgte unter standardisierten
Automatenbedingungen im BenchMark® Ultra-Farbeautomaten (Ventana, Tucsin, USA). Die
Schnitte wurden zur Antigendemaskierung mit Cell Conditioning Solution® (CC1, Ventana)
behandelt. Die Inkubationszeit mit dem jeweiligen Primarantikdper betrug fur alle Antikérper
32 Minuten. Die detaillierten Angaben zu den verwendeten Primarantikorpern sind Tabelle 3
zu entnehmen. Zur Detektion der Reaktion wurde das ultraVIEW™ Universal DAB Detection
Kit (Ventana) verwendet. Hierbei handelt es sich um ein indirektes, Biotin-freies Multimer-

System, das Maus-IgG und Maus-IgM sowie Kaninchen-Antikérper bindet. Dieses System
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beinhaltet sowohl den HRP-markierten (Meerrettichperoxidase) Sekundarantikorper als auch
das 3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-haltige Chromogen und flhrt zu einem braunen
Prazipitat. AbschlieRend erfolgten die Kerngegenfarbung der Schnitte mit Hamatoxylin nach
Mayer, die Entwésserung in einer aufsteigenden Reihe mit Athylalkohol und Xylol und die
Eindeckung mit Kanada-Balsam. Als Positiv- und Negativkontrolle der Antikérper wurde,
soweit angegeben, das von den Herstellern empfohlene Gewebe verwendet (Tab. 3) (Abb.
28, Anhang).

Tab. 3: Details der verwendeten Primérantikérper fiir die immunhistologischen Analysen

Antikérper Species Klonalitdt | Verdiinnung Hersteller Code-Nr. Testgewebe
(Clone)
JNK2, r p 1:1000 Zytomed 210-0031 Kolonschleimhaut
phospho
(Thr183)
Anti- r m 1:50 Abcam ab124956 Kolon-
JNK1+2+3, schleimhaut,
phospho Hirnparenchym
(EPR5693)
gammaH2AX r p 1:750 Novus NB100-384 | Ovarialkarzinom
(pSer139) Biologicals
p21"AT r m 1:20 Epitomics AC-0156 Magenkarzinom
(EP147)
Ki67-Antigen m m 1:100 DAKO M7240 Tonsille
(Mib1)

Spezies: r=rabbit, m=mouse; Klonalitat: m=monoklonal, p=polyklonal

2.2.3 Immunoblotting
Um die Spezifitdt des verwendeten, polykonalen p-JNK2-Antikdrpers zu belegen, fihrten wir
Immunoblotting an gesunder Kolonschleimhaut und gesundem Mammaparenchym durch.
Dabei verwendeten wir zum einen den p-JNK2-Antikorper sowie einen gegen R-Aktin
gerichteten Antikdrper (monoclonal Anti-R-Actin, Sigma, Clone AC-13) als Kontrolle. 100 mg
Gewebe wurden in 1 ml Lyse-Puffer unter

Inhibitor Cocktail Set I,

Phenylmethylsulfonylfluorid, Roth) mittels VWR VDI12 homogenisiert. Danach wurde das

Hinzugabe des frisch hergestellten

Proteaseinhibitors  (Protease Calbiochem  und
Protein-Lysat Uber zwei Stunden bei 4°C geschuttelt und fur 20 Minuten mit 12000 Upm bei
4°C zentrifugiert. Die Inkubation mit dem Primarantikdrper erfolgte Gber Nacht, bei 4°C unter
Schaukeln. Am folgenden Tag wurde der Primarantikdrper entfernt und die Membran wieder
standardgemaf 3 x 10 min gewaschen. In dieser Zeit konnten der Sekundarantikérper sowie
der Anti-Biotin Antikorper zur Detektion des biotinylierten Molekulargewichtsmarkers
vorbereitet werden. Der Sekundarantikdrper wurde in Konzentrationen zwischen 1:50 und
1:10.000 im Blockingpuffer verdunnt. Die Membran wurde nun fur eine Stunde unter
Raumtemperatur und Schaukeln mit den Antikérpern inkubiert. Der Sekundarantikérper war
an das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt. Um die spezifischen Proteine

sichtbar zu machen, wurde das ,Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate"
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hinzugeflgt. Im Anschluss daran konnte der neue gewtinschte Primarantikorper Gber Nacht
mit der Membran bei 4° C inkubiert werden. Die Abbildung 29 im Anhang zeigt fur p-JNK2,
insbesondere fir die p-p54-Isoform eine Hauptbande, was zum einen flr die hohe Spezifitat
des verwendeten pJNK2-Antikérpers spricht und zum anderen zeigt, dass der von uns
verwendete p-JNK2-Antikorper die p-p54-JNK-Isoform darstellt und so unsere Ausgangsidee
rechtfertigt (Abb. 29, Anhang).

2.2.4 Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion

Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbereaktion gegen p-JNK2,
p-JNK123, y-H2AX, p21"*"" und Ki67 erfolgte lichtmikroskopisch bei 200- und 400-facher
Vergrofierung am Nikon, Eclipse E400 (Nikon, Germany). Es wurde der Anteil positiver
Epithelzellen pro Krypte, die Farbeintensitdt und das Verteilungsmuster der positiven
Epithelzellen bestimmt. Fiir die Farbungen gegen p21YAF'| y-H2AX und Ki67 wurde
entsprechend der Literatur ausschlieBlich eine nukledre Expression als positiv gewertet 2%
10421 Bei p-JNK2 und p-JNK123 ist sowohl eine nukledre als auch eine zytoplasmatische
Expression mdoglich. Letztere lied sich jedoch schlecht von einer partiell bestehenden
unspezifischen Hintergrundaktivitdt abgrenzen und war zudem ungenigend reproduzierbar,
so dass hier in Anlehnung an andere immunhistochemische Arbeiten lediglich eine nukleare

Expression in die Evaluation einfloss ' 2% 2%,

Ausgewertet wurde die Expression der genannten Proteine in den Epithelzellen der
Kolonschleimhaut. Dazu wurde bei Nicht-Tumor-Féllen eine Schleimhautkrypte mdglichst in
ihrer gesamten Lange, in einem fur die jeweilige Kohorte reprasentativen, intakten
Schleimhautareal begutachtet. So wurde beispielsweise bei Fallen mit aktiver CU ein
Schleimhautareal mit deutlicher, aktiver Entzindung gewahlt, welches jedoch keine
grol¥flachigen Epitheldefekte aufwies, damit erhaltene Krypten fir die Auswertung vorlagen.
Je nach Lange der Krypte erstreckte sich das evaluierte Areal durchschnittlich Uber ein bis
zwei maximal vergroRerte Gesichtsfelder (Highpowerfield, HPF). Bei Karzinomen fand sich
naturgemal eine aufgehobene Kryptenarchitektur. Hier wurden drei reprasentative Areale
ausgewanhlt, die sowohl ein unter Umstadnden inhomogenes Expressionsmuster abbildeten
als auch verschiedene Anteile des Tumors, wie Oberflache, Zentrum und Invasionsfront
erfassten. Dabei wurde die Tumoroberflache in Zone 1, das Tumorzentrum in Zone 2 und die
Tumortiefe mit Invasionsfront in Zone 3 eingeteilt. Pro Areal wurde der Anteil positiver

Tumorzellen pro 100 Tumorzellen pro Hpf gezahit.

Zur Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion gegen p-JNK2, p-JNK123 und
y-H2AX wurde der Anteil positiver Epithelzellen an der Gesamtepithelzellzahl innerhalb einer

Schleimhautkrypte sowie dem angrenzenden Oberflachenepithel bestimmt. Dabei wurde
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darauf geachtet, dass die Krypte mdglichst in ihrer gesamten Lange getroffen und jeder
Kryptenabschnitt bei der Auswertung gleichmafig abgebildet wurde (Abb. 7). Zusatzlich zur
Zellzahl wurde dokumentiert, in welchen Kryptenabschnitten sich der Hauptanteil der
positiven Zellen befand. Dazu wurde eine Dreiteilung der Krypte vorgenommen, wobei das
untere Kryptendrittel mit Kryptenbasis als Zone 1, das mittlere Kryptendrittel als Zone 2 und
das apikale Kryptendrittel mit benachbartem Oberflachenepithel als Zone 3 bezeichnet
wurden ?*° '8 _Fir die Beurteilung der immunhistochemischen Reaktion gegen p21YVA™
und Ki67 wurde ebenfalls der Anteil positiver Epithelzellen an der Gesamtepithelzellzahl

innerhalb einer Kolonkrypte ermittelt. Da sowohl die p21"A™

- als auch die Ki67-Expression
von der proliferativen Aktivitdt der Zelle abhangig sind, korreliert die Verteilung beider
Proteine im Kryptenepithel stark mit den Proliferationszonen der Krypte. Aus diesem Grund
wurden, in Anlehnung an andere immunhistochemische Arbeiten, die verschiedenen Zonen
der Krypte getrennt ausgewertet 2 %' 3 20" Dje Aufteilung der Krypte erfolgte dabei wie oben

beschrieben in drei Abschnitte (Abb. 7).

Abb. 7: Immunhistologische Evaluation innerhalb der Kolonkrypte.

(A) Zur Ermittlung des Anteils p-JNK2, p-JNK123 oder y-H2AX positiver Epithelzellen wurde der Anteil an Zellen
mit einer eindeutigen nuklearen Farbung an der Gesamtzahl der Epithelzellen einer Kolonkrypte bestimmt. Die
Zellen wurden kontinuierlich entlang der gesamten Kryptenlange von der Kryptenbasis bis zur Kryptenoberflache
gezahlt (durchgangiger Pfeil). SP_JNK’ x200)

(B) Um den Prozentsatz p21"""" und Ki67 positiver Zellen zu ermitteln, wurde die Krypte in drei Zonen unterteilt.
Zone 1 entspricht dem basalen Drittel, Zone 2 dem mittleren Drittel und Zone 3 dem apikalen Drittel und dem
angrenzenden Oberflachenepithel. Die Zellen wurden fiir jede Zone gesondert evaluiert (geteilter Pfeil). (p21"VA7",
x200)

Die Beurteilung der Farbeintensitat erfolgte anhand einer vierstufigen Skalierung mit O
(keine Farbreaktion), 1 (schwache Farbreaktion), 2 (moderate Farbreaktion) und 3 (starke
Farbreaktion) (Abb. 8). Die ermittelten Werte flr den Anteil positiver Zellen und die

Farbeintensitat wurden einzeln dokumentiert und nicht in einem Score zusammengefasst.
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Abb. 8: Beurteilung der Féarbeintensitét (x400).

p-JNK2 (A-C): Colitis-assoziierte Karzinome mit negativer (A, =) und schwacher (A, =) sowie moderater (B, =)
Farbreaktion. Aktive Colitis mit starker Farbreaktion (C, =).

p-JNK123 (D-F): Colitis in Remission mit negativer (D, =), schwacher (D, =) und Colitis-assoziiertes Karzinom
mit moderater (E, =) Farbreaktion sowie aktive Colitis mit starker Farbreaktion (F, ).

2.2.5 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung und Darstellung der Daten wurde mit Hilfe von Herrn Dr. rer. nat.
Friedrich-Wilhelm R&hl am Institut fir Biometrie und Medizinische Informatik der Otto-von-
Guericke-Universitat Magdeburg sowie Frau Prof. Dr. med. Dérthe Jechorek am Institut fur
Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg durchgefihrt. Alle Daten wurden
mit der Statistiksoftware IBM® SPSS® Statistics Version 22 analysiert. P-Werte <0.05
wurden als statistisch signifikant gewertet. Die Beschreibung der klinischen Parameter hat
die Formel x+S8D fur kontinuierliche Variablen oder n (%) fur Variablen mit diskreten
Ebenen. Eine funktionale univariate Varianzanalyse (ANOVA) mit DUNNETT’s Korrektur fur
a wurde fur multiple Vergleiche verwendet, um die Beziehung zwischen dem
Durchschnittswert der immunhistochemischen Proteinexpression und den
Untersuchungsgruppen oder den klinisch-pathologischen Faktoren der entsprechenden
Gruppe zu beurteilen. Fur zusatzliche Univariat-Vergleiche (Untergruppen Analysen)
zwischen Kategorien in Spezialgruppen wurde der T-test (Welch-Test, Satterthwaites
Annaherung zur Berechnung der Freiheitsgrade) ohne a-Adjustierung verwendet. Diese
Ergebnisse sollten auf explorative Weise interpretiert werden. Die statistischen Analysen
wurden 2-seitig mit einer kritischen Wahrscheinlichkeit von a = 0.05 durchgefuhrt. Zur
Analyse des Alterseinflusses auf die Gruppenunterschiede wurde eine 2-faktorielle
Varianzanalyse mit Wechselwirkung und Alter als Covariable durchgefuhrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinisch-pathologische Daten des Untersuchungskollektives
Die vollstandigen klinisch-pathologischen Daten zu den Kollektiven sind in Tabelle 1
zusammengefasst. Das Kontrollkollektiv (n=40) setzte sich aus 16 (40%) mannlichen und
24 (60%) weiblichen Individuen zusammen. Das Geschlechtsverhaltnis betrug 1:1,5 (m:w).
Das Durchschnittalter lag bei 48,5+17,5 Jahren, dabei waren der jungste Patient 15 Jahre
und der alteste 83 Jahre zum Untersuchungszeitpunkt alt. Die mannlichen Individuen wiesen
ein Durchschnittsalter von 43,4+18,8 Jahren auf, die weiblichen von 51,9+16,2 Jahren. Aus
dem Gesamtkollektiv wurden 15 (37,5%) Falle aus dem proximalen und 25 (62,5%) aus dem
distalen Kolon entnommen.
Das Kollektiv der aktiven Colitis (n=42) bestand aus 24 (57,1%) mannlichen und 18 (42,9%)
weiblichen Individuen, woraus sich ein Geschlechtsverhaltnis von 1,3:1 (m:w) ergibt. Das
Durchschnittsalter belief sich auf 43,5£15,6 Jahre. Der jlingste Patient war zum Zeitpunkt
des Eingriffs 20 Jahre alt, der alteste Patient 73 Jahre. Bei den mannlichen Individuen lag
das Durchschnittsalter bei 47,5+17,1 Jahren, bei den weiblichen bei 38+11,6 Jahren. Es
wurden 6 Falle (14,3%) aus dem proximalen und 36 Falle (85,7%) aus dem distalen Kolon
entnommen. Der Grofdteil der Falle wies eine malige Entziindungsaktivitat (n=26, 61,9%)
auf. Dabei zeigten 12 Faélle (28,6%) eine schwere und 4 Falle (9,5%) eine leichte
Entzindungsaktivitat. Ebenfalls 26 Falle (61,9%) lieRen eine malige Entzindungschronizitat
erkennen, bei den restlichen 16 Fallen (38,1%) war eine schwere Entziindungschronizitat zu
verzeichnen.
Das Kollektiv der Colitis in Remission (n=40) setzte sich aus 23 (57,5%) mannlichen und
17 (42,5%) weiblichen Individuen zusammen. Das Geschlechtsverhaltnis lag somit bei 1,4:1
(m:w). Das Durchschnittsalter betrug 49,8+14,8 Jahre und umfasste eine Altersspanne von
24 bis 78 Jahren zum Untersuchungszeitpunkt. Das Durchschnittsalter der mannlichen
Individuen lag bei 55,2+14,4 Jahren. Das der weiblichen Individuen lag bei 42,5+12,3
Jahren. Dem proximalen Kolon entstammten 16 Falle (40%), dem distalen Kolon 24 Falle
(60%). Eine Entzindungsaktivitdt konnte entsprechend der Definition einer Remission fur
keinen der 40 Falle des Gesamtkollektivs nachgewiesen werden. Alle Falle des Kollektivs
(100%) wiesen eine geringe Entziindungschronizitat auf.
Das Kollektiv der Sigmadivertikulitis (n=20) umfasste 13 (65%) mannliche und 7 (35%)
weibliche Individuen, womit ein Geschlechtsverhaltnis von 1,9:1 (m:w) vorlag. Es ergab sich
ein Durchschnittsalter von 59,0+14,8 Jahren, wobei der jingste Patient 36 Jahre und der
alteste 84 Jahre alt waren. Das Durchschnittsalter der mannlichen Individuen betrug
58,2113,6 Jahre, das der weiblichen Individuen 60,3+11,6 Jahre. Bei 8 Patienten (40%) fand
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sich eine leichte, bei 7 (35%) eine mafige und bei lediglich 3 Patienten (15%) eine schwere
Entzindungsaktivitat. Fur 2 Patienten (10%) lieR sich keine Entzindungsaktivitat
nachweisen. Bezogen auf die Chronizitat wiesen 4 Patienten (20%) einen leichten, 9 (45%)
einen maRigen und 7 (35%) einen schweren Entzindungsgrad auf.

Das Kollektiv der Colitis-assoziierten Dysplasien (n=52) bestand aus 41 (78,8%)
mannlichen und 11 (21,2%) weiblichen Individuen. Das Geschlechtsverhaltnis lag bei 3,7:1
(m:w). Das Durchschnittalter betrug 49,2+11,0 Jahre, dabei war der jingste Patient zum
Zeitpunkt des Eingriffs 28 Jahre, der alteste 74 Jahre alt. Bei den mannlichen Individuen war
ein Durchschnittsalter von 49,1+10,6 Jahren zu verzeichnen, was nicht nennenswert Uber
dem der weiblichen Individuen mit 49,8+12,8 Jahren lag. 11 Falle (21,2%) wurden dem
proximalen und 41 Falle (78,8%) dem distalen Kolon entnommen. Der Anteil an low-grade
intraepithelialen Neoplasien lag bei 59,6% (31 Falle), der der high-grade intraepithelialen
Neoplasien bei 40,4% (21 Falle).

Das Kollektiv der sporadischen Adenome (n=21) wies 10 (47,6%) mannliche und 11
(52,4%) weibliche Individuen auf. Das Geschlechtsverhaltnis lag bei 0,9:1 (m:w). Bei einem
Durchschnittsalter von 65,5£11,0 Jahren waren der jlingste Patient zum Entnahmezeitpunkt
47 Jahre und der alteste 90 Jahre alt. Das Durchschnittsalter der mannlichen Individuen
betrug 69,848,4 Jahre. Die weiblichen Individuen lagen mit einem Durchschnittsalter von
61,6+12,1 Jahren etwas darunter. Es waren 7 Falle (33,3%) im proximalen und 14 Falle
(66,7%) im distalen Kolon lokalisiert. Beziiglich des histologischen Adenom-Typs, wiesen 9
Falle (42,9%) eine tubulare und 12 Falle (57,1%) eine tubulo-villdse Morphologie auf. Der
histologische Differenzierungsgrad war mit 10 Fallen (47,6%) mit low- und 11 Fallen (52,4%)
mit high-grade intraepithelialer Neoplasie gleichmalig verteilt.

Das Kollektiv Colitis-assoziierter Karzinome (n=30) setzte sich aus 20 (66,7%) mannlichen
und 10 (33,3%) weiblichen Individuen zusammen. Das Geschlechtsverhaltnis betrug 2:1
(m:w). Das Durchschnittsalter lag bei 50,4+12,0 Jahre wobei der jungste Patient 34 Jahre
und der alteste Patient 75 Jahre zum Zeitpunkt der Resektion waren. Es lag kein
wesentlicher Unterschied zwischen dem Durchschnittsalter der mannlichen Individuen mit
51,9+11,2 Jahren und dem der weiblichen mit 47,4+13,5 Jahren vor. Im Gesamtkollektiv
entstammten 12 Falle (40%) dem proximalen und 18 Falle (60%) dem distalen Kolon. Zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose wiesen 6 Patienten (21,4%) Fernmetastasen auf. Bei den zwei
Rezidivfallen konnten im Vergleich zu den primaren Karzinomen keine Differenzen bezlglich
der Expressionsmuster der untersuchten Proteine beobachtet werden.

Das Kollektiv der sporadischen kolorektalen Karzinome umfasste insgesamt 20 Falle mit
12 (60%) mannlichen und 8 (40%) weiblichen Individuen. Es ergibt sich ein
Geschlechtsverhaltnis von 1,5:1 (m:w). Das Durchschnittsalter betrug 72,0£12,4 Jahre,

beginnend bei 41 Jahren bis maximal 89 Jahre zum Zeitpunkt des Eingriffs. Das
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Durchschnittsalter der mannlichen Individuen lag bei 68,2+12,5 Jahren, das der weiblichen
Individuen bei 76,9+10,9 Jahren. Es stammten 7 (35%) Falle des Kollektivs aus dem
proximalen und 13 (65%) Falle aus dem distalen Kolon. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose war
bei lediglich 1 (5%) Patienten eine Fernmetastase bekannt. Die weiteren klinisch-

pathologischen Daten finden sich in Tabelle 1.

3.2 Ergebnisse der immunhistologischen Expressionsanalysen

3.2.1 Expression von p-JNK2

p-JNK2 wurde bei allen Kollektiven nukledr exprimiert. Partiell lieR sich eine leichte
zytoplasmatische Positivitdt erkennen. Da diese jedoch inkonsistent und schwer zu
validieren war, floss in Ubereinstimmung mit géngigen Publikationen, nur die nukleére

p-JNK2-Expression in die Wertung ein 2% 230 1%

. Es wurde ausschlieldlich die p-JNK2-
Expression im Kolonepithel bestimmt. Eine konsistente zonale Verteilung p-JNK2-positiver
Zellen innerhalb der Krypte war bei keinem der Kollektive zu beobachten. Ebenso liel} sich
bei keinem der Kollektive eine Korrelation der p-JNK2-Expression mit dem Geschlecht, dem
Patientenalter oder der Lokalisation des Gewebes im proximalen oder distalen Kolon
nachweisen. Die detaillierten Expressionswerte zu p-JNK2 sind den Tabellen 4 bis 9 zu

entnehmen.

3.2.1.1 Kontrollkollektiv

Im nicht entziindlichen, nicht neoplastischen Kryptenepithel der Kontrollen fand sich eine
gleichmafig Uber die gesamte Krypte verteilte mittlere p-JNK2-Expression von 20,6%4,4%
(Tab. 4). Gleichzeitig war eine maRig kraftige Farbeintensitat mit einem Mittelwert von
2,3+0,5 zu beobachten (Tab. 9; Abb. 9).

3.2.1.2 Die p-JNK2-Expression steigt bei aktiver Colitis und sinkt bei Remission
signifikant

Das Kryptenepithel in der aktiven Colitis zeigte verglichen mit den Kontrollen eine
signifikante Zunahme der p-JNK2-Expression um 4,8% auf 25,4%4,2% (Tab. 4; Abb. 9).
Zusatzlich war auch eine Erhdhung der Intensitat mit durchschnittlich 2,7+0,6 zu erkennen
(Tab. 9). Eine Zunahme der p-JNK2-Expression bei steigendem Schweregrad der
Entziindungsaktivitidt war allein fir das Kollektiv der aktiven Colitis nicht nachzuweisen
(Tab. 5). Es zeigte sich sogar eine geringfugige Abnahme der Expression um 1,2% von der
schwacheren zur starkeren Aktivitdt (p=0,595). Anzumerken ist jedoch, dass der
Stichprobenumfang mit 4 Fallen mit geringer und 38 Fallen mit maRiger oder schwerer

Entziindungsaktivitat gering beziehungsweise ungleichmafig verteilt war.
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Bei der Colitis in Remission, fiel die mittlere p-JNK2-Expression signifikant um 8,6%
gegenuber der aktiven Colitis (p<0,001). Sie war mit 16,8%%4,4% auch gegeniber den
Kontrollen signifikant reduziert (p<0,001) (Tab. 4; Abb. 9). Die Farbeintensitat sank
verglichen mit der aktiven Colitis leicht ab, blieb mit 2,5+0,6 gegenuber den Kontrollen

jedoch geringfiigig erhéht (Tab. 9).

Da sich im Kollektiv der Colitis in Remission ausschliellich Falle mit fehlender oder geringer
Entziindungsaktivitdt und —chronizitdt fanden, konnte der Zusammenhang der p-JNK2-
Expression mit beiden Faktoren allein fir dieses Kollektiv nicht untersucht werden. Gleiches
galt fur das Kollektiv der aktiven Colitis mit einer ausschlieBlich maRigen bis schweren
Entzindungsaktivitdt und -chronizitdt. Um den Einfluss der Colitis-assoziierten
Entziindungsaktivitat und -chronizitat auf die p-JNK2-Expression zu untersuchen, wurden
deshalb beide Colitis-Kollektive gemeinsam betrachtet (Tab. 5). Dabei war ein signifikanter
Anstieg der mittleren p-JNK2-Expression mit zunehmender Entzindungsaktivitat und
auch -chronizitat zu beobachten. So ergab sich ein Anstieg von 17,6%5,2% bei fehlender
oder geringer auf 25,3%+4,2% bei mafiger oder starker Entziindungsaktivitat (p<0,001). Mit
Zunahme der Entzindungschronizitdt stieg das durchschnittliche p-JNK2-Level von
16,8%4,4% auf 25,4%+4,2 % (p<0,001).

Um zu Uberprifen, ob die Erhéhung von p-JNK2 bei aktiver Entziindung eine Besonderheit
der Colitis-assoziierten Entztiindung ist, wurden 20 Falle mit Sigmadivertikulitis untersucht.
Die p-JNK2-Expression lag hier mit 9,2%+4,8% signifikant unter jener der Kontrollen
(p<0,001) und somit weit unter jener der aktiven Colitis (p<0,001) (Tab. 4; Abb. 9), was sich
auch in einer eher schwachen Farbeintensitat von 1,5+0,5 widerspiegelte (Tab. 5e). Eine
Korrelation der p-JNK2-Expression mit der Entziindungsaktivitét liel® sich fir das Kollektiv
der Divertikulitis nicht nachweisen (p=0,894) (Tab. 5). Gleiches galt fir die
Entziindungschronizitat (p=0,624) (Tab. 5).

3.2.1.3 Signifikante Reduktion der p-JNK2-Expression wédhrend der Colitis-assoziierten
und sporadischen Karzinogenese

Das Kollektiv der Colitis-assoziierten Dysplasien wies eine mittlere p-JNK2-Expression
von 13,6%+4,4% auf (Tab. 4). Dieses Level lag 7,0% unter dem der Kontrollen (p<0,001).
Auch im Vergleich zur Colitis in Remission zeigte sich eine signifikante Reduktion (p<0,001)
(Tab. 4; Abb. 9). Die Farbeintensitat war maRig kraftig ausgebildet (2,4+0,7) womit sie etwa
auf dem Niveau der Kontrollen lag (Tab. 9). Eine Korrelation der p-JNK2-Expression mit dem
Grad der intraepithelialen Neoplasie liel3 sich nicht nachweisen (p=0,647) (Tab. 6).
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Das Kollektiv der Colitis-assoziierten Karzinome zeigte gegenliber den Colitis-assoziierten
Dysplasien eine weitere Reduktion der durchschnittlichen p-JNK2-Expression um 3,6% auf
11,0%x4,8% (p=0,015) (Tab. 4). Diese Verringerung war sowohl gegeniber den Kontrollen
als auch gegenuber den Colitis-assoziierten Entzindungen hoch signifikant (p<0,001) (Tab.
4; Abb. 9). Parallel nahm auch die Intensitat der Farbung leicht ab. Sie lag hier bei 2,0+0,9
(Tab. 9). Es wurde der Einfluss der Tumorausdehnung auf die p-JNK2-Expression
untersucht (Tab. 7). Dabei zeichnete sich fir das Stadium des Primartumors (T-Stadium)
kein konsistenter Einfluss ab (p=0,081). Mit zunehmendem Befall regionarer Lymphknoten
(N-Stadium) lie® sich ein kontinuierliches, statistisch nicht signifikantes Absinken der
p-JNK2-Expression ablesen (p=0,512). Einen gleichartigen Einfluss hatte das Fehlen oder
Vorhandensein von Fernmetastasen (M-Stadium) auf die p-JNK2-Expression (p=0,842). Fir
das UICC-Stadium konnte kein konsistenter Zusammenhang mit dem p-JNK2-Level
dargestellt werden (p=0,607). Beziglich des histologischen Differenzierungsgrades
(Grading) war mit zunehmender Entdifferenzierung ein tendenzieller Anstieg der p-JNK2-
Expression erkennbar (p=0,087) (Tab. 7).

Die mittlere p-JNK2-Expression der sporadischen Adenome lag mit 16,4%+4,5% signifikant
unter jener der Kontrollen (p<0,001). Sie war des Weiteren 2,8% hdher als die der Colitis
assoziierten Dysplasien (p=0,015) (Tab. 4; Abb. 9). Die p-JNK2-positiven Zellen zeigten eine
mafig kraftige Intensitat mit durchschnittlich 2,1+0,7, was etwa der Intensitat der Colitis-
assoziierten Dysplasien entsprach (Tab. 5e). Der Adenom-Typ hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die p-JNK2-Expression (p=0,067). Bei zunehmendem Grad der
intraepithelialen = Neoplasie zeigte sich eine geringe, nicht signifikante
Expressionsabnahme (p=0,331) von 17,4%4,1% bei low-grade intraepithelialer Neoplasie
auf 15,5%+4,8% bei high-grade intraepithelialer Neoplasie (Tab. 6).

Das Kollektiv der sporadischen Karzinome zeigte verglichen mit den Kontrollen und auch
mit den sporadischen Adenomen eine starke Reduktion der mittleren p-JNK2-Expression auf
11,5%%2,7% (p<0,001). Das Expressionslevel war nahezu identisch mit dem der Colitis-
assoziierten Karzinome (p=0,656) (Tab. 4; Abb. 9). Das galt auch fur die Intensitat der
Farbung, die vorwiegend maRig stark ausgepragt war (2,2+0,6) (Tab. 9). Auch bei den
sporadischen Karzinomen wurde der Einfluss der Tumorausdehnung auf die p-JNK2-
Expression untersucht (Tab. 8). Die Ergebnisse entsprachen weitgehend denen der Colitis-
assoziierten Karzinome. Das Stadium des Primdrtumors (T-Stadium) zeigte keinen
Einfluss auf die p-JNK2-Expression (p=0,992). Bezuglich regionarer
Lymphknotenmetastasen (N-Stadium) war ein geringes, nicht signifikantes Absinken der

p-JNK2-Expression mit zunehmendem Stadium erkennbar (p=0,187). Des Weiteren konnte
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keine Veranderung der p-JNK2-Expression mit Vorhandensein von Fernmetastasen (M-
Stadium) dargestellt werden (p=0,855). Mit steigendem UICC-Stadium war ein leichter Abfall
der p-JNK2-Level von Stadium 1 bis 3 erkennbar, bei Stadium 4 stieg das p-JNK2-Level
erneut an, wobei jedoch anzumerken ist, dass nur ein Fall das Stadium 4 aufwies. Eine
statistisch signifikante Korrelation ergab sich nicht (p=0,548). Die Betrachtung des
histologischen Differenzierungsgrades (Grading) lie eine tendenzielle Verringerung der

p-JNK2-Expression mit zunehmender Entdifferenzierung erkennen (p=0,224).

Zusammenfassend zeigte sich ein signifikanter Anstieg der p-JNK2-Expression bei der
aktiven CU verglichen mit den Kontrollen. Beginnend bei der Colitis in Remission nahm die
p-JNK2-Expression (ber die CU-assoziierten Dysplasien zum Colitis-assoziierten Karzinom
signifikant ab. Eine starke Expressionsverminderung war auch bei der sporadischen
Karzinogenese sichtbar. Allerdings war die p-JNK2-Reduktion erst bei den sporadischen
Karzinomen ebenso deutlich ausgepragt wie bei den Colitis-assoziierten Karzinomen (Abb.
10).
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Abb. 9: Expression von p-JNK2 bei aktiver Colitis ulcerosa (A), Kontrollen (B), Remission (C), Divertikulitis (D),
Colitis-assoziierten Dysplasien (E), sporadischen Adenomen (F), Colitis-assoziiertem Karzinom (G) und
sporadischem kolorektalem Karzinom (H). (x200)
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Abb. 10: Ubersicht und Vergleich der p-JNK2-Expression zwischen den Kohorten.
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3.2.2 Expression von p-JNK123

p-JNK123 wurde bei allen Kollektiven intranuklear exprimiert. Wie bei p-JNK2 war auch bei
p-JNK123 partiell eine zytoplasmatische Positivitdt zu erkennen, jedoch wurde auch hier
ausschlielich die nukleare p-JNK123-Expression im Kolonepithel fir die Wertung
herangezogen %2> #° '8 Ein zonales Verteilungsmuster der p-JNK123-Expression innerhalb
der Kolonkrypte war bei keinem der Kollektive zu beobachten. Eine signifikante Korrelation
der p-JNK123-Expression mit dem Geschlecht, dem Patientenalter oder der Lokalisation des
Gewebes im proximalen oder distalen Kolon lie sich nicht nachweisen. Die ausfihrlichen

Ergebnisse der p-JNK123-Expression sind in den Tabellen 4 bis 9 aufgefiihrt.

3.2.2.1 Kontrollkollektiv

In dem entzindungs- und dysplasiefreien Kryptenepithel der Kontrollen lag eine kraftige
p-JNK123-Expression von durchschnittlich 19,1%%4,1% vor (Tab. 4; Abb. 11). Die
p-JNK123-positiven Zellen waren malig bis stark gefarbt mit einer durchschnittlichen
Farbeintensitat von 2,6+0,56 (Tab. 9).

3.2.2.2 Signifikante Steigerung der p-JNK123-Expression bei der Colitis-assoziierten
Entziindung

Bei dem Kollektiv der aktiven Colitis zeigte sich gegenlber den Kontrollen ein Anstieg der
durchschnittlichen p-JNK123-Expression um 15% auf 34,1%+9,3% (p<0,001) (Tab. 4; Abb.
11). Parallel zur Anzahl p-JNK123-positiver Zellen nahm auch die Intensitat der Farbung zu
(mittlere Farbintensitat 2,9+0,3) (Tab. 9). Passend dazu fand sich, anders als bei p-JNK2, mit
steigender Entzindungsaktivitidt ein tendenzieller Anstieg der mittleren p-JNK123-
Expression (27,8%5,6% bei geringer Entziindung, 34,7%+9,4% bei maliger bis starker
Entziindung, p=0,154) (Tab. 5). Anzumerken ist, dass der Stichprobenumfang auch hier nur

4 Falle mit geringer neben 38 Fallen mit maRiger oder starker Aktivitat aufwies.

Bei der Colitis in Remission sank die p-JNK123-Expression demgegenuber signifikant um
7,5% auf 26,6%16,9% (p<0,001) (Tab. 4). Im Gegensatz zu der p-JNK2-Expression bei
Remission lag die p-JNK123-Expression hier Uber jener der Kontrollkohorte (p<0,001) (Abb.
11). Auch hier war eine vorwiegend kraftige nukleare Farbung von durchschnittlich 2,8+0,4
zu beobachten (Tab. 9).

Wie bei p-JNK2 wurde auch bei p-JNK123 der Einfluss der Entziindungsaktivitat und -
chronizitat auf die p-JNK123-Expression fur beide Kollektive gemeinsam geprift (Tab. 5).
Dabei fiel ein signifikanter Anstieg der p-JNK123-Expression mit zunehmender Aktivitat
(p<0,001) und Chronizitat (p<0,001) auf (26,8%+6,8% bei fehlender oder geringer und
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34,8%19,4% bei maRiger oder starker Entziindungsaktivitat; 26,6%+6,9% bei fehlender oder

geringer und 34,1%9,3% bei maRiger oder starker Entziindungschronizitat).

Wie bereits flr die p-JNK2-Expression beschrieben, wurde die p-JNK123-Expression auch
bei Divertikulitis untersucht, um ein Vergleichskollektiv zu den Kollektiven der Colitis-
assoziierten Entziindungen zu haben (Tab. 4). Dabei zeigte sich die p-JNK123-Expression
signifikant niedriger als jene der Kontrollen (10,1%6,8%; p<0,001) bei parallel schwacherer
Farbeintensitat von 1,7+0,9 (Tab. 9; Abb. 11). Im Gegensatz zur aktiven Colitis war bei der
Divertikulitis mit zunehmender Entziindungsaktivitat (p=0,075) und -chronizitat (p=0,495)
eine tendenzielle Reduktion der p-JNK123-Expression zu erkennen (Tab. 5). Diese
Ergebnisse sprechen daflir, dass der beobachtete Anstieg der p-JNK123-Expression vor

allem mit der Colitis-assoziierten Entziindung in Verbindung steht.

3.2.2.3 Reduktion der p-JNK123-Expression bei der Colitis-assoziierten und
sporadischen Karzinogenese

Das Kollektiv der Colitis-assoziierten Dysplasien wies gegenuber dem der aktiven Colitis
(p<0,001) und dem der Colitis in Remission (p<0,001) eine signifikant verminderte
p-JNK123-Expression von durchschnittlich 21,0%%8,7% auf, vergleichbar der bei p-JNK2
beobachteten Expression (Tab. 4). Anders als bei p-JNK2, war die Expression von p-JNK123
gegenuber den Kontrollen nicht verringert sondern minimal erhoht (p=0,803) (Abb. 11). Die
Intensitat der Expression war jedoch stark, mit im Mittel 2,8410,6 (Tab. 9). Eine Korrelation der
p-JNK123-Expression mit dem Grad der intraepithelialen Neoplasie ergab sich nicht
(p=0,987) (Tab. 6).

Bei dem Kollektiv der Colitis-assoziierten Karzinome war eine deutliche Reduktion der p-
JNK123-Expression auf 11,5%6,6% nachweisbar (Tab. 4). Diese war wie bei p-JNK2 im
Vergleich mit dem  Kontrollkollektiv ~ (p<0,001) und den Colitis-assoziierten
Entziindungskollektiven (p<0,001) hoch signifikant. Gegenuber den Colitis-assoziierten
Dysplasien lag eine ebenfalls hoch signifikante Reduktion von 9,5% vor (p<0,001) (Abb. 11).
Auch bei den Colitis-assoziierten Karzinomen war die Farbeintensitat stark ausgepragt
(2,51£0,8) (Tab. 9). Es wurde der Einfluss des primaren Tumorstadiums (T-Stadium) auf die
p-JNK123-Expression untersucht (Tab. 7). Dabei war ein kontinuierlicher, tendenzieller Abfall
der Expression von Stadium T2 bis T4 zu verzeichnen (p=0,212), allerdings zeigte sich von
T1 zu T2 ein Expressionsanstieg. Zwischen dem Ausmald des Befalls regionarer
Lymphknoten und der p-JNK123-Expression liel® sich kein konsistenter Zusammenhang
erkennen (p=0,413). Auch das Vorhandensein von Fernmetastasen wirkte sich nicht
nennenswert auf die p-JNK123-Expression aus (p=0,871). Bei Untersuchung der

Abhangigkeit des p-JNK123-Levels vom UICC-Stadium war von Stadium 1 bis 3 eine
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kontinuierliche Expressionsabnahme auszumachen, in Stadium 4 zeigte sich ein
geringflgiger Anstieg (p=0,934). Die Abnahme des histologischen
Differenzierungsgrades (Grading) war mit einem leichten Anstieg des p-JNK123-Levels
assoziiert (p=0,359).

Das Kollektiv der sporadischen Adenome zeigte eine mit dem Kontrollkollektiv nahezu
identische p-JNK123-Expression (18,4%+7,3%; p=1,000) (Tab. 4) was einen deutlichen
Unterschied zu p-JNK2 darstellt. Aulierdem war die p-JNK123-Expression, entgegen dem
bei p-JNK2 beobachteten Expressionsbild, 2,6% niedriger und nicht héher als die Expression
der Colitis-assoziierten Dysplasien (p=0,256) (Abb. 11). Die Farbeintensitat entsprach jener
der Colitis-assoziierten Dysplasien (2,8+0,5) (Tab. 9). Bei Betrachtung des Adenom-Typs
war bei den tubulo-villdsen Adenomen eine geringfligig niedrigere p-JNK123-Expression als
bei den tubularen Adenomen erkennbar (p=0,374) (Tab. 6). Der Grad der intraepithelialen
Neoplasie hatte keinen Einfluss auf die p-JNK2-Expression (p=0,987) (Tab. 6).

Beim Vergleich der sporadischen mit den Colitis-assoziierten intraepithelialen
Neoplasien zeigte sich, dass die Expression von p-JNK123 bei den Colitis-assoziierten
Dysplasien signifikant hdher war als die p-JNK2-Expression (p=0,001), wohingegen sich bei
den sporadischen Adenomen lediglich ein marginaler Unterschied zwischen der p-JNK123-
und der p-JNK2-Expression fand (p=0,866) (Tab. 4). Diese Differenz zwischen den
Unterschieden der Proteinexpression der beiden Kollektive war statistisch signifikant
(p=0,045).

Das p-JNK123-Level der sporadischen Karzinome lag nur 3,2% hdher als das der Colitis-
assoziierten Karzinome (14,7%%10,7%; p=0,205) (Tab. 4). Wie bei p-JNK2 fiel hier eine
deutliche Verminderung des Expressions-Levels im Vergleich zu den Kontrollen (p=0,026)
und den sporadischen Adenomen auf (p<0,001) (Abb. 11). Die Intensitat der Expression lag
etwa auf dem Niveau der Colitis-assoziierten Karzinome (2,410,7) (Tab. 9). Bei
Untersuchung einer Korrelation der p-JNK123-Expression mit dem Tumorstadium
(T-Stadium) zeichnete sich eine tendenzielle Abnahme der p-JNK123-Expression von T2 bis
T4 ab (p=0,427) (Tab. 8). Diese fand sich jedoch nicht zwischen Stadium T1 und T2. Eine
konsistente Abhangigkeit der p-JNK123-Expression vom regiondren Lymphknotenstadium
(N-Stadium) war nicht auszumachen (p=0,671). Der Fall mit Fernmetastase (M-Stadium)
zeigte gegeniber den Fallen ohne Fernmetastasen eine deutlich hdhere p-JNK123-
Expression (p<0,001). Das UICC-Stadium zeigte von Stadium 1 bis 3 eine leichte, stetige
Abnahme der p-JNK123-Expression, was sich in Stadium 4 jedoch nicht fortsetzte (p=0,150).

Bezuglich des histologischen Differenzierungsgrades (Grading) war mit abnehmender
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Differenzierung auch eine tendenzielle Abnahme des p-JNK123-Levels zu erkennen
(p=0,297).

Zusammenfassend liel3 sich ebenso wie bei p-JNK2 ein starker Anstieg der p-JNK123-
Expression bei der aktiven Colitis im Vergleich zu den Kontrollen beobachten. Anders als bei
p-JNK2 sank das p-JNK123-Level bei Remission gegentber der aktiven Colitis nur gering
und blieb Uber dem p-JNK123-Level der Kontrollen. Auch bei den Colitis-assoziierten
Dysplasien und den sporadischen Adenomen fiel das p-JNK123-Expressions-Niveau nicht
unter das der Kontrollen. Erst bei den Colitis-assoziierten und sporadischen Karzinomen
glichen sich die p-JNK123- und die p-JNK2-Expression an (Abb. 12).

33



Ergebnisse

QPP 3

Abb. 11: Expression von p-JNK123 bei aktiver Colitis ulcerosa (A), Kontrollen (B), Remission (C), Divertikulitis
(D), Colitis-assoziierten Dysplasien (E), sporadischen Adenomen (F), Colitis-assoziiertem Karzinom (G) und
sporadischem kolorektalen Karzinom (H). (x200)
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Abb. 12: Ubersicht und Vergleich der p-JNK123-Expression.
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3.2.3 Expression von y-H2AX

y-H2AX wurde in allen Kollektiven nur nukledr exprimiert und zeigte eine ausschlielllich
starke Farbeintensitat. Gewertet wurde nur die Expression im Kolonepithel. Ein zonales
Verteilungsmuster innerhalb der Krypte fand sich bei keiner der Stichproben. Eine
signifikante Korrelation der y-H2AX-Expression mit dem Geschlecht, dem Patientenalter,
oder der Lokalisation des Gewebes im proximalen oder distalen Kolon lie3 sich nicht
nachweisen. Die detaillierten Expressionswerte zu y-H2AX sind in Tabelle 4 bis 8 und 13

aufgefuhrt.

3.2.3.1 Kontrollkollektiv
Das entziindungs- und dysplasiefreie Epithel der Kolonschleimhaut der Kontrollen zeigte
eine durchschnittliche y-H2AX-Expression von 3,7%+2,8% (Tab. 4; Abb. 13).

3.2.3.2 Expression von y-H2AX bei Colitis-assoziierter Entziindung und Divertikulitis
Bei dem Kollektiv der aktiven Colitis war im Vergleich zu den Kontrollen ein signifikanter
Anstieg der durchschnittlichen y-H2AX-Expression auf 6,6%4,0% zu verzeichnen (p<0,001)
(Tab. 4; Abb. 13). Mit steigender Entziindungsaktivitat lie? sich eine leichte, nicht
signifikante Verminderung der y-H2AX-Expression von 8,3%15,7% auf 6,4%3,9%
nachweisen (p=0,392) (Tab 5).

Bei der Colitis in Remission fiel die y-H2AX-Expression verglichen mit der aktiven Colitis
stark ab (3,3%%2,4%; p<0,001) und lag etwa auf dem Expressions-Niveau der Kontrollen
(p=1,000) (Tab. 4; Abb. 13).

Fiar beide Kollektive gemeinsam wurde der Einfluss der Entziindungsaktivitat auf die
y-H2AX-Expression Uberpruft. Dabei zeigte sich mit steigender Entziindungsaktivitat eine
signifikante Expressionszunahme von 3,8%%3,1% auf 6,4%+3,9% (p<0,001) (Tab. 5). Die
Untersuchung der Entzindungschronizitit erbrachte ein gleichartiges Ergebnis
(3,3%%2,4% zu 6,6%+4,0%; p<0,001) (Tab. 5).

Das Kollektiv der Divertikulitis zeigte eine deutlich Uber dem Level der Kontrollen liegende
y-H2AX-Expression von 8,1%+3,6% (p<0,110) (Tab. 4). Auffallend war, dass diese
aulRerdem 1,5% hoher war als die y-H2AX-Expression der aktiven Colitis (p=0,174) (Abb.
13), was moglicherweise auf eine Colitis-getriggerte Verminderung der y-H2AX-Expression
hinweist. Bezuglich der Entziindungsaktivitdt war eine Zunahme der Aktivitdt mit einem
tendenziellen Anstieg der y-H2AX-Expression vergesellschaftet (7,6%+3,1% auf 8,5%+4,2%;
p=0,592) (Tab. 5). Ein etwas geringerer Anstieg der y-H2AX-Expression fand sich in
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Korrelation mit der Starke der Entzindungschronizitat (7,5%%1,7% auf 8,2%%4,0%;
p=0,744) (Tab. 5).

3.2.3.3 Der DNA-Schadensmarker y-H2AX ist bei der Colitis-assoziierten
Karzinogenese im Vergleich zur sporadischen Karzinogenese signifikant vermindert
Das Kollektiv der Colitis-assoziierten Dysplasien zeigte gegentber den Kontrollen
(p<0,001) sowie den Kollektiven mit Colitis-assoziierter Entzindung (p<0,001) einen
signifikanten Anstieg der y-H2AX-Expression auf 11,5%%6,3% (Tab. 4; Abb. 13). Mit
zunehmendem Schweregrad der intraepithelialen Neoplasie fand sich eine tendenzielle
Erhdhung der y-H2AX-Expression (p=0,049) (Tab. 6).

Bei dem Kollektiv der Colitis-assoziierten Karzinome fiel eine weitere Erhdhung der
y-H2AX-Expression auf (16,9%+10,8%). Diese war gegenuber den Kontrollen (p<0,001), den
Kollektiven mit Colitis-assoziierter Entziindung (p<0,001) und auch gegenuber den Colitis-
assoziierten Dysplasien (p<0,001) hoch signifikant (Tab. 4; Abb. 13). Bei Untersuchung des
Stadiums des Priméartumors (T-Stadium) war kein konsistenter Einfluss auf die y-H2AX-
Expression auszumachen (p=0,721) (Tab. 7). Auch bezlglich des Befalls regionérer
Lymphknoten (N-Stadium) lie3 sich kein konsistenter Zusammenhang mit dem y-H2AX-
Level ablesen (p=0,206). Beim Vorliegen von Fernmetastasen (M-Stadium) zeigte sich eine
tendenziell hohere y-H2AX-Expression als ohne Fernmetastasen (p=0,641). Fur das UICC-
Stadium konnte wiederum kein konsistenter Einfluss auf die y-H2AX-Expression dargestellt
werden (p=0,317). Die Analyse des Gradings erbrachte eine tendenzielle Abnahme der

y-H2AX-Expression mit zunehmender Entdifferenzierung (p=0,544).

Die mittlere y-H2AX-Expression der sporadischen Adenome entsprach mit 10,9%5,3%
weitestgehend jener der Colitis-assoziierten Dysplasien (p=0,664) (Tab. 4). Sie lag damit
signifikant Uber der y-H2AX-Expression der Kontrollen (p<0,001) (Abb. 13). Der Adenom-
Typ hatte keinen signifikanten Einfluss auf die y-H2AX-Expression (p=0,766) (Tab. 6). Beim
Grad der intraepithelialen Neoplasie zeigte sich eine tendenzielle Zunahme des

Expressionslevels von der low- zur high-grade intraepithelialen Neoplasie (p=0,397) (Tab. 6).

Beim Kollektiv der sporadischen Karzinome fiel eine drastische Erhdhung der
durchschnittlichen y-H2AX-Expression auf 33,6%%15,7% auf (Tab. 4). Diese war sowohl
gegenuber den sporadischen Adenomen als den Kontrollen und entzindungsassoziierten
Kollektiven hoch signifikant (p<0,001). Besonders hervorzuheben ist, dass das Level der
y-H2AX-Expression auflerdem signifikant Uber dem der Colitis-assoziierten Karzinome lag
(p<0,001), was daraufhin weist, dass es bei der Colitis-assoziierten Karzinogenese zu einer

geringeren Aktivierung von H2AX kommt (Abb. 13). Bei Betrachtung des Stadiums des
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Primartumors (T-Stadium) zeigte sich ein kontinuierlicher, nicht signifikanter Anstieg des
y-H2AX-Levels mit Erhéhung des Stadiums (p=0,649) (Tab. 8). Eine konsistente Korrelation
der y-H2AX-Expression mit dem Ausmald regiondrer Lymphknotenmetastasen
(N-Stadium) konnte nicht nachgewiesen werden (p=0,523). Bei Untersuchung des Einflusses
von Fernmetastasen (M-Stadium) wies der eine Fall mit Metastase, gegenuber der Gruppe
ohne Metastasen eine signifikant erhdhte y-H2AX-Expression auf (p<0,001). Das UICC-
Stadium zeigte keinen kontinuierlichen Zusammenhang mit dem y-H2AX-Level, auch wenn
sich zwischen einzelnen Stadien signifikante Unterschiede ergaben (p<0,001). Die
Betrachtung des histologischen Differenzierungsgrades (Grading) lie eine tendenzielle
Verringerung der y-H2AX-Expression mit zunehmender Entdifferenzierung erkennen
(p=0,413).

Zusammenfassend zeigte sich y-H2AX sowohl in der Colitis-assoziierten Entziindung als
auch in der Colitis-assoziierten Karzinogenese weniger stark erhdht als in der zum Vergleich
herangezogenen Sigmadivertikulitis und insbesondere der sporadischen Karzinogenese.
Das kdnnte darauf hinweisen, dass die Colitis-assoziierte Entziindung durch verminderte
y-H2AX-Aktivierung zu einer Maskierung von DNA-Schaden beitragt (Abb. 14).
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Abb. 13: Expression von y-H2AX bei aktiver Colitis ulcerosa (A), Kontrollen (B), Remission (C), Divertikulitis (D),
Colitis-assoziierten Dysplasien (E), sporadischen Adenomen (F), Colitis-assoziiertem Karzinom (G) und
sporadischem kolorektalem Karzinom (H). (x200)
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Abb. 14: Ubersicht und Vergleich der y-H2AX —Expression.
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Abb. 15: Vergleich der p-JNK2-, p-JNK123- und y-H2AX-Expression.
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3.2.4 Expression von p21YA™!

p21"WAF1 zeigte in allen Kollektiven eine ausschlieRlich kraftige, nukledre Expression, wobei
nur die p21"*"'-Expression im Kolonepithel gewertet wurde. Bei keinem der Kollektive lie
sich eine signifikante Korrelation der p21""'-Expression mit dem Geschlecht, dem
Patientenalter oder der Lokalisation des Gewebes im proximalen oder distalen Kolon
nachweisen. Die detaillierten Expressionswerte zu p21VA"' sind den Tabellen 10 bis 13

sowie 7 und 8 zu entnehmen.

3.2.4.1 Kontrollkollektiv

In der Mukosa der Kontrollen war eine deutliche zonale Verteilung der p21"*""-Expression
innerhalb der Krypte zu beobachten (Tab. 10). Dabei war die p21"*""-Positivitat im apikalen
Kryptendrittel am hoéchsten (82,5%19,5%), was damit Ubereinstimmt, dass sich hier unter
Normalbedingungen die differenzierten, nicht mehr proliferierenden Zellen befinden. Nach
basal war eine deutliche Abnahme der p21"A"'-Expression mit 35,0%+14,0% im mittleren
und 3,3%%4,4% im basalen Kryptendrittel zu verzeichnen. Die Grenze zwischen hoher und
niedriger Expressionszone war scharf ausgebildet und fand sich meist im oberen Anteil des
mittleren Kryptendrittels (Abb. 16).

3.2.4.2 Die p21"*F'-Expression wird bei aktiver Colitis basal hoch- und bei Remission
apikal herunterreguliert

Bei der aktiven Colitis war im Vergleich zu den Kontrollen ein signifikanter Anstieg der
Gesamt-p21"AF"-Expression (p=0,013) sowie eine deutliche Verschiebung der zonalen
p21VAF_Expression nach basal zu beobachten mit hier 16,2%+13,6% im unteren (p<0,001)
und 49,2%+20,7% im mittleren Kryptendrittel (p=0,001) (Tab. 10). Im apikalen Kryptendrittel
zeigte sich die p21"*"'-Expression nahezu unveradndert (p=0,237). Das zonale
Verteilungsmuster blieb weiterhin bestehen. Die Grenze zwischen hoher und niedriger
p21"A"_Expression verlor an Scharfe (Abb. 16). Die beobachteten Veranderungen kénnten
durch eine vermehrte Aktivierung von Zellzyklus-Kontroll-Punkten auch in proliferativ aktiven,
basalen Kryptenabschnitten bei entzindlich bedingtem Zellstress erklart werden. Passend
dazu liel3 sich ein tendenzieller Zusammenhang zwischen dem Ausmal der Veranderungen
der zonalen p21VAF'-Expression mit einer Expressionszunahme im basalen Kryptendrittel
und dem Schweregrad der Entziindungsaktivitdt erkennen (pgasa=0,125, Pwiwe=0,167,
Papika=0,412) (Tab. 11).

Bei der Colitis in Remission normalisierte sich die p21"*"'-Expression gegeniiber der
aktiven Colitis weitgehend (Tab. 10). Die Gesamt-p21"*"'-Expression senkte sich ebenso
wie die p21"*"'-Expression im basalen und mittleren Kryptendrittel im Vergleich zu der

aktiven Colitis signifikant (p<0,001) und lag nur wenig hdéher als die der Kontrollen
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(pmw=0,647; Pgasa=0,945; puie=0,994). Auch das zonale Verteilungsmuster glich sich dem
der Kontrollen an. Allerdings lag die p21"*F"-Expression im apikalen Kryptendrittel deutlich
unter jener der Kontrollen (75,4%+16,5% zu 82,5%9,5%; p=0,286) (Abb. 16). Die Grenze
zwischen den Expressionszonen blieb im Vergleich zu den Kontrollen leicht verwaschen. Die
fortbestehenden Veranderungen der p21"A"'-Expression kdnnten sowohl auf eine bei
Regeneration kompensatorisch erhéhte Proliferation als auch auf eine beginnende

Fehlregulation der Zellzyklus-Kontrolle zurtickzuflihren sein.

Es wurden die Entziindungsaktivitat und -chronizitét fur das gesamte Kollektiv der Colitis-
assoziierten Entziindungen untersucht (Tab. 11). Dabei zeigte sich mit steigender Aktivitat
eine signifikante Zunahme der Gesamt-p21"*""-Expression (p<0,001), die einer vorwiegend
auf die beiden unteren Kryptendrittel bezogenen Expressionssteigerung geschuldet war. Ein
gleichartiges Bild zeigte die p21"“*"'-Expression im Zusammenhang mit der Stirke der
Entziindungschronizitdt. Auch hier stieg die Gesamt-p21"“*"'-Expression signifikant
(p=0,001), was durch eine signifikante Expressionszunahme im basalen (5,6%5,2% zu
16,2%+13,6%; p<0,001) und mittleren Kryptendrittel (37,2%x17,0% zu 49,2%+20,7%;
p<0,001) von fehlender oder geringer zu maRiger oder starker Chronizitat bedingt war.
Zusammenfassend fand sich bei einer starkeren Entziindung eine vorwiegend an der
Kryptenbasis erhdhte p21"AF'-Expression, passend zu einem vermehrtem Zellzyklus-Arrest

bei Zellstress und eventuellem DNA-Schaden.

Bei der Divertikulitis lag die p21"“""'-Expression mit 26,6%#14,1% im Durchschnitt
signifikant unter der mittleren p21"A"-Expression der Kontrollen (p<0,001) (Tab. 10). Dabei
bestanden die Unterschiede in einer leicht erhdhten Expression um 3,4% in der Kryptenbasis
(6,7%x6,6%; p=0,877) bei deutlicher Reduktion in der Kryptenmitte um 11% (23,6%%21,2%;
p=0,108) und signifikanter Verminderung im apikalen Kryptendrittel um 33% (49,5%+27,5%;
p<0,001) (Abb. 16). Das p21"*"'-Expressionsmuster der Divertikulitis unterschied sich somit
signifikant von dem der aktiven Colitis (Pgasa=0,005; Puitte, Papikal, Pvw j€<0,001). Nennenswerte
Veranderungen der p21VA"'-Expression in Korrelation mit der Entziindungsaktivitit lieRen
sich nicht nachweisen (pwy=0,254) (Tab. 11). Gleiches galt fir die Entziindungschronizitét
(Pmw=0,622) (Tab. 11).

3.2.4.3 Reduktion der p21"**'-Expression und Verlust der zonalen Verteilung bei der
Colitis-assoziierten und der sporadischen Karzinogenese

Bei der Colitis-assoziierten Dysplasie zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollen eine
starke Verminderung der Gesamt-p21"*F"-Expression auf 33,7%+12,7% (p=0,004) (Tab. 10).
Zudem war eine angedeutete Aufhebung der zonalen Gliederung mit Erhéhung der

p21"A"'-Expression in der Kryptenbasis um 12,1% (15,4%+13,6%; p<0,001) und erheblicher
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Abnahme im apikalen Kryptendrittel um 26,4% (56,1%+17,0%; p<0,001) zu beobachten
(Abb. 16). Diese Veranderungen setzten die bei der Remission bereits angedeutet
nachweisbaren Verschiebungen fort. Dabei war sowohl die Zunahme der basalen p21"/A"'-
Expression als auch die Abnahme der apikalen Expression gegenuber der Remission
signifikant verstarkt (p<0,001). Beim Vergleich der mittleren Gesamt-Expression beider
Kollektive fand sich lediglich eine tendenzielle Abnahme bei den Dysplasien auf
33,7%x12,7% (p=0,022) (Tab. 10). Diese Veranderungen kdnnten auf eine zunehmende
Dysregulation der Zellzyklus-Kontrolle hinweisen. Ein konsistenter Zusammenhang der
p21VAF_Expression mit dem Grad der intraepithelialen Neoplasie lieR sich nicht erkennen

(Pmw=0,647) (Tab. 12).

Die Colitis-assoziierten Karzinome zeigten im Vergleich zu den Colitis-assoziierten
Dysplasien einen weiteren signifikanten Abfall der p21"“A"'-Expression auf durchschnittlich
22,6%%12,8% (p<0,001) (Tab. 10; Abb. 16). Da Karzinome naturgemaf® nicht Uber eine
erhaltene Kryptenarchitektur verfigen, war die Beurteilung der zonalen Verteilung der
p21VAF_Expression, die wie oben beschrieben durchgefilhrt wurde (sieche Kap. 2.2.4 in
Material und Methoden) von untergeordneter Bedeutung. Es war hier insgesamt eine
Abnahme der p21"“*"'-Expression zur Tumortiefe erkennbar (Tab. 7). Es wurde ein
statistischer Zusammenhang mit dem Tumorstadium untersucht (Tab. 7). Bezlglich der
Ausbreitung des Priméartumors (T-Stadium) fand sich von T1 zu T4 ein leichtes Absinken
der Gesamt-p21"*"'-Expression  (pwy=0,964). Das AusmaR der regioniren
Lymphknotenmetastasen (N-Stadium) lieR keinen linearen Zusammenhang mit der
p21VA"_Expression erkennen (pww=0,120). Bei den Fallen mit Fernmetastasen zeigte sich
eine geringfiigig hohere p21"AF'-Expression verglichen mit den Fallen ohne Fernmetastasen
(pmw=0,581). Bei Untersuchung des Einflusses des UICC-Stadiums fand sich keine lineare
Veranderung der p21"*"'-Expression (pmw=0,202). Bei Betrachtung des histologischen
Differenzierungsgrades (Grading) fiel ein nicht signifikanter Anstieg der p21"*"'-Expression

mit steigender Entdifferenzierung auf (pyw=0,447).

Bei den sporadischen Adenomen zeigte sich eine zu den Colitis-assoziierten Dysplasien
nahezu identische p21"*"'-Expression (pmw=0,339) (Tab. 12). Auch hier war verglichen mit
den Kontrollen ein signifikanter Expressionsanstieg an der Kryptenbasis (14,5%%16,3%,
p=0,006) und eine Verminderung im mittleren (24,3%%18,8%; p=0,144) und vor allem
apikalen Kryptendrittel (52,8%+15,4%, p<0,001) bei deutlich reduzierter p21"*"'-Gesamt-
Expression (30,5%%12,9%, p=0,001) zu erkennen. Die zonale Verteilung schien nahezu
aufgehoben (Abb. 16). Nach Untersuchung des statistischen Zusammenhangs der p21VAF'-

Expression mit dem Grad der intraepithelialen Neoplasie war insgesamt ein statistisch
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nicht signifikanter Anstieg der p21"“*"'-Expression von der low-grade zur high-grade
intraepithelialen Neoplasie um durchschnittlich 5,5% zu verzeichnen (pww=0,693) (Tab. 12).
Ein Zusammenhang der p21"A"'-Expression mit dem histologischen Adenom-Typ lieR sich
nicht nachweisen (pwy=0,680) (Tab. 12).

Bei den sporadischen Karzinomen stieg die mittlere p21"*F"-Expression im Vergleich zu
den Adenomen geringfligig an (35,2%+11,4 puw=0,225) und war verglichen mit den Colitis-
assoziierten Karzinomen sogar signifikant um 12,6% erhoht (p=0,001) (Tab. 10). Das
durchschnittliche p21"*"'-Level lag jedoch 5,1% unter dem der Kontrollen (p=0,459) (Abb.
16). Die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der mittleren p21"“*"'-Expression und
dem Tumorstadium ergab fir die Ausbreitung des Primartumors (T-Stadium) eine leichte
Reduktion der Expression bei zunehmendem Stadium (puww=0,477) (Tab. 8). Fir das
Ausmall regionarer Lymphknotenmetastasen (N-Stadium) war kein Zusammenhang
nachweisbar (puw=0,775). Der eine Fall mit Fernmetastasen zeigte eine deutlich gesteigerte
p21VA"_Expression im Vergleich zu den Fallen ohne Fernmetastasen. Auch fiir das UICC-
Stadium lieR sich kein konsistenter Einfluss auf die p21"“"'-Expression erkennen
(pww=0,772). Bezuglich des histologischen Differenzierungsgrades zeichnete sich mit

steigender Entdifferenzierung eine Abnahme des p21"*"'-Levels ab (pyw=0,113).

Zusammenfassend lieR sich eine signifikante p21"A"'-Erhéhung bei aktiver Colitis und eine
signifikante p21"“""'-Reduktion sowohl bei der Colitis-assoziierten als auch bei der
sporadischen Karzinogenese beobachten. Dabei waren die Veranderungen bei den Colitis-
assoziierten Karzinomen stirker ausgepragt. Insgesamt entwickelt sich die p21VAF'-

Expression somit parallel zur Expression von p-JNK2 (Abb. 17-21).
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IX



Ergebnisse

80%

T _
= =
)

=

20%

T
=
=

60%—

40%
0%

100%
80
60%

2

aydfiy sywesal - Lzd |onupuaydiay sajeseq- Lzd

3
%
2
Abb. 17: Vergleich der mittleren p21WAF1-Expression zwischen den Kohorten.

0%
Abb. 18: Vergleich der p21WAF1-Expression im basalen Kryptendrittel zwischen den Kohorten.



Ergebnisse

100%-
3
£ 80%
5 ° o 0
s
8
f= 5 af |
2 6% o
x
w -
2
g a0%]
E
N 20%- 9
0% €
| | |
% & & & % % %
- %% P ] + 5 ™ <
Y B 0% % % % B %
°© “ % % % % %,
L)
5 % 3 ®

Abb. 19: Vergleich der p21WAF1-Expression im mittleren Kryptendrittel zwischen den Kohorten.
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3.2.5 Expression von Ki67

Ki67 wurde in allen Kollektiven kraftig und nuklear exprimiert. Gewertet wurde ausschlief3lich
die Expression innerhalb des Kolonepithels. Bei keinem der Kollektive liel® sich eine
signifikante Korrelation der Ki67-Expression mit dem Geschlecht, dem Patientenalter oder
der Lokalisation des Gewebes im proximalen oder distalen Kolon nachweisen. Die

detaillierten Expressionswerte zu Ki67 finden sich in Tabelle 10 bis 13 sowie 7 und 8.

3.2.5.1 Kontrollkollektiv

In der entzindungs- und dysplasiefreien Mukosa der Kontrollen war eine deutliche zonale
Ki67-Expression innerhalb der Krypten entsprechend den Proliferations- und
Differenzierungszonen zu beobachten, die sich nahezu spiegelbildlich zur p21WAFL
Expression verhielt (Tab. 10). So zeigte sich eine vorwiegend in der Kryptenbasis lokalisierte
Ki67-Positivitat (58,1%+12,9%), die nach apikal stark abnahm (Abb. 22). Im oberen
Kryptendrittel und dem Oberflachenepithel fanden sich lediglich vereinzelt Ki67-
exprimierende Zellen (1,9%t 3,9%). Die Grenze zwischen hoher und niedriger
Expressionszone war scharf ausgebildet und meist im unteren Anteil des mittleren

Kryptendrittels lokalisiert.

3.2.5.2 Anstieg der Ki67-Expression bei aktiver Colitis und bei Remission

Bei der aktiven Colitis war die Gesamt-Ki67-Rate im Vergleich zu den Kontrollen signifikant
von 30,6%%7,8% auf 49,7%19,9% erhoht (p<0,001) (Tab. 10). Der Anteil Ki67-positiver
Zellen stieg vor allem im mittleren und apikalen Kryptendrittel signifikant (p<0,001). Das
zonale Verteilungsmuster blieb aber erhalten. Die Grenze zwischen hoher und niedriger
Ki67-Rate erschien leicht verwaschen (Abb. 22). Ein linearer Zusammenhang der Ki67-
Expression mit dem Schweregrad der Entziindungsaktivitdt war nicht darstellbar
(Pmw=0,700) (Tab. 11).

Bei der Colits in Remission war analog zur p21"*"'-Expression eine partielle
Normalisierung der Ki67-Rate gegenuber der aktiven Colitis zu erkennen (Tab. 10). So nahm
die Ki67-Positivitat signifikant um durchschnittlich 12% ab (p<0,001) und reduzierte sich vor
allem im mittleren und apikalen Kryptendrittel (p<0,001). Sie lag hier jedoch weiter Uber der
Ki67-Rate der Kontrollen (puite=0,060; papika=0,350) (Abb. 22). Die Grenze zwischen den

Expressionszonen erschien weiterhin leicht verwaschen.

Wie fiir die p21"*""-Expression dargestellt, wurde zur Beurteilung des Verhaltnisses der
Ki67-Expression zur Entziindungsaktivitit und -chronizitat das gesamte Kollektiv der
Colitis-assoziierten Entziindungen untersucht (Tab. 11). Fur die Aktivitat zeigte sich Uber alle

Kryptenabschnitte ein mit der Entziindungsstarke korrelierender Anstieg der Ki67-Rate um
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durchschnittlich 10,7% (p<0,001). Eine gleichartige Korrelation zeigte die Ki67-Expression
mit dem Ausmal® der Entzindungschronizitat ebenfalls Uber die ganze Krypte. Die
Steigerung lag hier bei durchschnittlich 12,1% (p<0,001).

Bei der Divertikulitis stellte sich verglichen mit den Kontrollen nur eine minimale Erhéhung
der Ki67-Rate dar (puw=0,687) (Tab. 10). Auch hier fand sich die Erhéhung der Expression
vorwiegend im apikalen Kryptendrittel (papika=0,009) (Abb. 22). Die Veranderungen waren
insgesamt signifikant schwacher ausgepragt als bei der aktiven Colitis (pww<0,001). Mit
steigender Entzindungsaktivitat fand sich im basalen und apikalen Kryptendrittel ein
leichter Anstieg der Ki67-Rate um durchschnittlich 8,4% (pww=0,254) (Tab. 11). Bei
Betrachtung der Entziindungschronizitat war lediglich ein Anstieg der Ki67-Rate im
basalen und mittleren Kryptendrittel sowie der mittleren Gesamt-Ki67-Rate zu verzeichnen
(Tab. 11). Apikal sank die Ki67-Expression leicht. Weder die Veranderung der Gesamt- noch

die der zonalen Ki67-Expression war signifikant (pyw=0,622).

3.2.5.3 Erhéhung der Ki67-Expression und Verlust der zonalen Verteilung wédhrend der
Colitis-assoziierten und der sporadischen Karzinogenese

Bei den Colitis-assoziierten Dysplasien zeigte sich im Vergleich zu den Kontrollen eine
signifikante Erhohung der mittleren Gesamt-Ki67-Rate um 14,2% auf 44,9%%13,2%
(p<0,001) (Tab. 10). Diese war einer weitgehenden Aufhebung der zonalen Gliederung mit
deutlicher Zunahme der Ki67-Rate im apikalen Kryptendrittel von 2,0%%3,9% auf
32,4%+21,0% (p<0,001) und leichter Abnahme der Ki67-Rate im basalen Kryptendrittel von
58,1%+12,9% auf 52,8%%19,4% (p=0,138) geschuldet (Abb. 22). Verglichen mit der aktiven
Colitis war das Ki67-Level im apikalen Kryptendrittel signifikant erhdht (p<0,001) und basal
signifikant reduziert (p<0,001). Ein statistisch signifikanter Zusammenhang der Ki67-
Expression mit dem Grad der intraepithelialen Neoplasie lie3 sich nicht nachweisen (Tab.
12), wobei die high-grade intraepithelialen Neoplasien eine minimale Ki67-Erhéhung um
durchschnittlich 1,7% zeigten (pyw=0,647).

Die Colitis-assoziierten Karzinome zeigten im Vergleich zu den Kontrollen eine
aufgehobene Kryptenarchitektur mit einer um 16,1% erhdhten Gesamt-Ki67-Rate von
46,8%+14,1% (p<0,001) (Tab. 10). Das Ki67-Level lag somit leicht Uber dem der Colitis-
assoziierten Dysplasien (pwy=0,174). Der Anteil Ki67-positiver Zellen war jedoch mit
durchschnittlich 46,8%+14,1% nicht hoher als die durchschnittliche Ki67-Rate der aktiven
Colitis mit 49,7%%9,9% (Abb. 22). Es wurde der statistische Zusammenhang der Ki67-
Expression mit dem Tumorstadium untersucht (Tab. 7). Dabei war beziglich der
Ausbreitung des Primartumors (T-Stadium) kein konsistenter Zusammenhang darstellbar

(pvw=0,364). Dieses Ergebnis fand sich auch bei Betrachtung der regionaren
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Lymphknotenmetastasen  (N-Stadium) (pww=0,164). Das Vorhandensein  von
Fernmetastasen war mit einer verminderten Ki67-Rate assoziiert (pyw=0,060). Bei der
Untersuchung des UICC-Stadiums liel sich kein Zusammenhang mit der Ki67-Expression
nachweisen (pmw=0,202). Fur den histologischen Differenzierungsgrad kam eine leichte
Reduktion der Ki67-Rate zur Darstellung (puyw=0,447).

Bei den sporadischen Adenomen war verglichen mit den Kontrollen eine weitgehende
Aufhebung des zonalen Verteilungsmusters der Ki67-Expression mit deutlicher, apikaler
Zunahme der Rate (48,2%+21,7%; p<0,001) zu beobachten (Tab. 10). Auch hier war die
mittlere Gesamt-Ki67-Rate gegenuber den Kontrollen signifikant erhdht (41,5%+12,8%;
pmw=0,001) (Abb. 22). Eine lineare Korrelation der Ki67-Expression mit dem Grad der
intraepithelialen Neoplasie war nicht zu erkennen (puw=0,547) (Tab. 12). Gleiches galt fur
den histologischen Adenom-Typ (pww=0,800) (Tab. 12).

Bei den sporadischen Karzinomen war, verglichen mit den sporadischen Adenomen eine
weitere Erhéhung der mittleren Ki67-Rate auf 54,8%+13,7% zu verzeichnen (pww=0,003)
(Tab. 10). Die Ki67-Expression war dabei weitegehend gleichmafig Uber die verschiedenen
Tumorareale verteilt. Der Anstieg der Ki67-Rate zeigte sich gegenuber den Kontrollen
statistisch hoch signifikant (pmw<0,001). Im Vergleich zu den Colitis-assoziierten Karzinomen
wiesen die sporadischen Karzinome eine 8% hohere Gesamt-Ki67-Rate auf (puw=0,055)
(Abb. 22). Es wurde Uberpruft, ob ein Zusammenhang zwischen der Ki67-Expression und
dem Tumorstadium besteht (Tab. 8). Dabei zeichnete sich mit zunehmender Ausbreitung
des Primédrtumors (T-Stadium) ein tendenzieller Abfall der Ki67-Rate ab (puw=0,500). Das
Ausmald regionarer Lymphknotenmetastasen (N-Stadium) lie® keinen linearen Einfluss
auf die Ki67-Expression erkennen (p=0,486). Dies galt auch fur das Vorhandensein von
Fernmetastasen (puwy=0,660). Bei der Untersuchung des UICC-Stadiums war ebenfalls
kein konsistenter Zusammenhang mit der Ki67-Expression nachweisbar (puy=0,962). Der
histologische Differenzierungsgrad ging mit einem leichten Anstieg der mittleren Gesamt-

Ki67-Rate bei zunehmender Entdifferenzierung einher (puw=0,482).

Zusammenfassend lieR sich eine starke Zunahme der Ki67-Rate bei aktiver Colitis

1WAF! entwickelte.

verglichen mit den Kontrollen beobachten, womit sich Ki67 parallel zu p2
Bei Remission sank der Ki67-Index wieder, eine vollstdndige Normalisierung war jedoch
nicht zu verzeichnen. Passend zu einer gesteigerten Proliferation nahm Ki67 sowohl bei der
Colitis assoziierten als auch bei sporadischen Karzinogenese zu und zeigte somit eine

inverse Entwicklung zu p21VA¥ (Abb. 23-27).
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Abb. 22: Expression von Ki67 bei aktiver Colitis (A), Kontrollen (B), Remission (C), Divertikulitis (D), Colitis-
assoziierten Dysplasien (E), sporadischen Adenomen (F), Colitis-assoziiertem Karzinom (G) und sporadischem

kolorektalem Karzinom (H). (x200)
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Abb. 23: Vergleich der mittleren Ki67-Expression zwischen den Kohorten.
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Abb. 24: Vergleich der Ki67-Expression im basalen Kryptendrittel zwischen den Kohorten.
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Abb. 25: Vergleich der Ki67-Expression im mittleren Kryptendrittel zwischen den Kohorten.
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Abb. 26: Vergleich der Ki67-Expression im apikalen Kryptendrittel zwischen den Kohorten.
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[]Ki67 - gesamte Krypte
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Abb. 27: Gegenuberstellung der Gesamt-p21 - und Gesamt-Ki67-Expression.
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Tab. 4: Durchschnittliche p-JNK2-, p-JNK123- und y-H2AX-Expression pro Kollektiv. Die angegebenen p-
Werte sind gegeniiber der Expression der Kontrollkohorte gerechnet.

Gruppe p-JNK2 p-JNK123 y-H2AX
MW=SD(%) MW=xSD(%) MW=xSD(%)
Kontrolle 20,6+4,4 19,14 1 3,7£2,8
aktive Colitis 25,4+4,2 34,1+£9,3 6,614,0
p<0,001 p<0,001 p<0,001
Remission 16,8+4,4 26,616,9 3,312,4
p<0,001 p<0,001 p=0,551
CU-Dysplasie 13,61+4,4 21,0£8,7 11,546,3
p<0,001 p=0,220 p<0,001
CU-Karzinom 11,0+4,8 11,5+6,6 16,9+10,8
p<0,001 p<0,001 p<0,001
Divertikulitis 9,2+4,8 10,1+6,8 8,113,6
p<0,001 p<0,001 p<0,001
Adenom 16,4+4,5 18,4+7,3 10,945,3
p=0,001 p=0,866 p<0,001
Karzinom 11,5£2,7 14,7£10,7 33,6+15,7
p<0,001 p=0,026 p<0,001

MW=SD (%): Mittelwert in Prozent + Standardabweichung in Prozent.
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Tab. 5: Korrelation der mittleren Gesamtexpression von p-JNK2, p-JNK123 und y-H2AX mit Geschlecht
(Sex), Lokalisation im proximalen oder distalen Kolon und der Entziindungsaktivitdt und —chronizitat.

Gruppe N p-JNK2 p-JNK123 y-H2AX
PP MW (%) p MW (%) p MW (%) p
Kontrolle
Sex mannlich 16 21,0+4,3 18,5+4,6 3,9+2,8
weiblich 24 20,414,6 0.667 19,4+3,9 0,499 3,542,9 0,686
Lokalisation  proximal 15 21,915,1 19,144 ,4 4,613,2
distal 25 19,91£3,9 0,172 19,041 0,985 3,1+2,5 0,100
aktive Colitis*
Sex mannlich 24 25,8+4,5 36,219,4 7,144
weiblich 18 25,0+3,8 0,570 31,318,6 0,091 5,9+3,4 0,328
Lokalisation  proximal 6 26,2+4,0 34,5+9,6 4,723
distal 36 25,3+4,2 0,645 34,019,4 0,904 6,9+4,2 0,207
Aktivitat keinel/leicht 4 26,5+4,0 27,815,6 8,3+5,7
maRig/schwer 38 25,3%4,2 0,595 34,7+9,4 0,154 6,413,8 0,392
Remission**
Sex mannlich 23 16,413,1 27,316,8 3,729
weiblich 17 17,245,8 0,602 25,617,2 0,435 2,7+1,3 0,179
Lokalisation  proximal 16 18,415,2 26,6+8,7 3,8+2,5
distal 24 15,74£3,4 0,054 26,615,7 0,978 3,0£2,3 0,273
Gesamt Colitis Kollektiv***
Aktivitat keine/leicht 44 17,615,2 26,816,8 3,81+3,1
maRig/schwer 38 253:42 0001 oy eigs <0001 g4 000
Chronizitat keine/leicht 40 16,81+4,4 26,616,9 3,312,4
méRig/schwer 42 254540 <0001 34,193 <0001 gesao <0001
Divertikulitis****
Sex mannlich 13 9,615,7 10,816,6 8,4+3,6
weiblich 7 8,3+2,8 0,572 8,917,5 0,563 7,4+3,8 0,587
Aktivitat keine/leicht 10 9,314,9 12,845,4 7,61£3,1
maRig/schwer 10 9,0+5,1 0,894 7,4+7,2 0,075 8,5+4,2 0,592
Chronizitat keine/leicht 4 10,315,6 12,316,7 7,5£1,7
maRig/schwer 16 8,9+4,8 0,624 9,617,0 0,495 8,2+4,0 0.744

* Keine Differenzierung beziglich Chronizitat moglich, da bei aktiver Colitis nur Falle mit maRiger oder schwerer Chronizitat
vorliegen.

** Fur die Remission ist keine Differenzierung bezlglich Aktivitat und Chronizitat mdglich, da ausschliellich Falle ohne oder mit
geringer Aktivitdt bzw. Chronizitat vorliegen.

*** Zusammenfassung der Kollektive der aktiven Colitis und der Remission.

**** Fir die Divertikulitis ist keine Differenzierung bezlglich der Lokalisation méglich, da alle Falle aus dem Sigma (distales
Kolon) stammen.
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Tab. 6: Korrelation der mittleren Gesamtexpression von p-JNK2, p-JNK123 und y-H2AX mit Geschlecht
(Sex), Lokalisation im proximalen oder distalen Kolon, dem histologischen Adenom-Typ (Typ) und dem
Grad der intraepithelialen Neoplasie (IEN).

Grunoe - p-JNK2 p-JNK123 y-H2AX
PP MW (%) p MW (%) p MW (%) p
CU Dysplasie
Sex manniich 41 13,6144 21,318,8 11,46,3
weiblich 11 133842 0810 195681 %2 12067 78
Lokalisation  proximal 11 14,4+4,7 21,5492 10,246,0
distal 41 133143 049 207186 808 11.90t64 047
IEN low-grade 31 13,0+4,7 21,149,0 10,144,5
high-grade 21 130639 0847 20683 0389 136179 0%
Adenom
Sex manniich 10 17,1448 18,0%6,3 10,361
weiblich 11 157443 049 18884 0805 114247 8%
Lokalisation  proximal 7 12,7426 18,945,2 12,743,9
distal 14 182841 0004 18283 8% 9.0t58 2%
Typ tubular 9 14,3+3,9 20,1+8,1 10,4+6,2
tubulo-villss 12 17.9¢44 0087 170067 0374 112048 0768
IEN low-grade 10 17,4+4,1 18,445,5 9,845,1
high-grade 11 15,5+4,8 0,331 18,548,9 0,987 11,845,5 0,397
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Tab. 7: Korrelation der Expression aller Marker mit dem Geschlecht (Sex), der Lokalisation (Lok.) im proximalen oder distalen Kolon, der Tumorausdehnung (pT),
Lymphknotenmetastasen (pN), Fernmetastasen (pM), dem Tumorstadium (UICC) und dem Grading (G), bei Colitis-assoziiertem Karzinom.

CU Karzinom

Gruppe p-JNK2 p-JNK123 y-H2AX p217 Ki67
MW (%) MW (%) MW (%) Z1 (%) Z2 (%) Z3 (%) MW (%) Z1 (%) 22 (%) Z3 (%) MW (%)
Sex mannlich 10,324,5 11,646,6 17,0£12,1 16,4+21,6 18,8+12,7 37,4+19,5 24,2+14,3 41,9+23,2 47,9+20,1 59,1x18,0 49,6+13,7
weiblich 12,445,4 11,427,0 16,9+8,1 18,84+12,7 16,1+14,3 26,0+13,2 19,39,1 37,4+17,6 42,1+18,2 44,4+19,6 41,3+14,0
p=0,257 p=0,955 p=0,991 p=0,937 p=0,603 p=0,108 p=0,332 p=0,594 p=0,453 p=0,051 p=0,132
Lok proximal 10,124,0 10,245,8 17,7+11,4 23,8425,7 23,2+13,8 38,4+15,9 28,4+14,8 38,3+24,5 53,5+19,8 59,3£19,1 50,4+14,9
distal 11,645,3 12,447,2 16,4210,7 11,2411,0 14,4+11,7 30,4+19,4 18,7+9,8 41,8+19,5 40,9+17,8 50,8+19,6 44,5+13,5
p=0,422 p=0,378 p=0,767 p=0,075 p=0,071 p=0,244 p=0,038 p=0,672 p=0,080 p=0,250 p=0,272
pT 1 6,7+0,6 5,3+2,9 15,7¢11,5 13,7+14,0 16,7+7,6 46,318,3 25,6+4,6 30,3+18,3 47,0421,8 59,7+17,8 45,7+12,7
2 13,9+4,7 14,1+6,4 20,4+12,9 13,2+13,9 18,0+13,9 38,9416,2 23,448,7 51,7426,4 46,8+19,5 61,4+16,2 53,3+16,5
3 9,9+4,9 10,9+6,6 16,2+10,2 19,6+24,8 18,9+14,4 28,1420,6 22,2417,4 34,7416,9 47,74¢21,5 51,3+22,1 44,6+12,9
4* 12,0£0,0* 9,0£0,0* 10,0%0,0* 14,0%0,0* 0,0£0,0* 40,0£0,0* 18,00,0* 23,0+0,0* 31,0£0,0* 44,0£0,0* 32,740,0*
p=0,081 p=0,212 p=0,721 p=0,964 p=0,364
pN 0 12,124,9 12,16,4 19,84+11,6 16,5+14,2 20,3+12,1 37,7+16,2 34,447 4 43,7+24,8 51,9+19,9 61,1217,7 52,2+16,4
1 10,044,3 8,624,4 11,03,6 8,7+4,8 6,4%5,3 27,6+£12,6 14,2453 37,4+21,6 33,7+16,3 52,1221 41,148,1
2 9,746,1 13,048,6 19,0+13,6 25,7+36,0 24,3+17,0 34,0£28,6 28,0+24,7 33,3+14,6 49,0+19,3 45,7+18,5 42,7+11,8
p=0,512 p=0,413 p=0,206 p=0,120 p=0,164
pM 0 11,145,1 11,5+6,3 16,9+10,7 15,4+13,6 17,3+13,0 33,6217,5 22,1+10,2 42,6+23,1 46,6+19,9 60,9171 50,1+14,7
1 10,7+5,0 11,0£7,8 19,3+13,0 20,7+35,7 19,0+16,5 37,0+23,4 25,6422,4 30,0+14,2 47,04¢21,3 35,8+14,4 37,648,2
p=0,842 p=0,871 p=0,641 p=0,581 p=0,060
uicc [ 12,5¢5,6 12,447 .4 20,5+13,1 14,6+14,2 20,0+12,0 41,3+16,1 25,3+7,6 44,0+26,3 49,0+19,8 61,5+16,8 51,517,0
I 11,0+2,4 11,3+2,9 18,0+7,1 21,5+15,1 21,0+14,3 27,8+13,4 23,4475 42,8+23,6 59,8+20,6 59,8+22,7 54,1£16,9
I 9,145,1 10,346,3 10,7+4,5 13,0412,7 11,0¢13,4 25,0+£18,2 16,3213,3 40,3+20,7 35,4+15,8 60,6+17,1 45,4497
Y 10,745,0 11,07,8 19,3+13,0 20,7+35,7 19,0+16,5 37,0234 25,6422,4 30,0+14,2 47,0£21,3 35,8+14,4 37,648,2
p=0,607 p=0,934 p=0,317 p=0,202 p=0,202
G 2 9,945,1 10,746,1 17,84+10,7 11,5211,5 15,4+11,8 33,5+18,8 20,1498 4244216 46,9+18,3 55,5+20,1 48,3+13,5
3 13,13,5 13,1277 15,2+11,4 25,6+27,1 22,9+14,6 33,9+18,1 27,5+16,9 36,4+21,1 44,0+22,3 51,6419,2 44,0+15,8
p=0,087 p=0,359 p=0,544 p=0,447 p=0,447

Die angegebenen p-Werte sind liber die Expressionswerte der gesamten Gruppe gerechnet.
Z1 = basaler Kryptenabschnitt; Z2 = mittlerer Kryptenabschnitt; Z3 = apikaler Kryptenabschnitt und angrenzendes Oberflachenepithel. * Fiir das Stadium pT4 liegt nur 1 Fall vor.
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Tab. 8: Korrelation der Expression aller Marker mit dem Geschlecht (Sex), der Lokalisation (Lok.) im proximalen oder distalen Kolon, der Tumorausdehnung (pT),
Lymphknotenmetastasen (pN), Fernmetastasen (pM), dem Tumorstadium (UICC) und dem Grading (G) bei sporadischem kolorektalen Karzinom.

Sporadisches Karzinom

Gruppe p-JNK2 p-JNK123 y-H2AX p217 Ki67
MW (%) MW (%) MW (%) Z1 (%) 22 (%) Z3 (%) MW (%) Z1 (%) 22 (%) Z3 (%) MW (%)
Sex mannlich 12,042,1 15,6+11,3 33,8+18,0 24,3+11,5 35,7+¢17,3 42,4+19,0 34,1£10,2 59,2+14,2 53,8+23,6 61,0£21,1 58,0£14,3
weiblich 10,8+3,4 13,3+10,5 33,3+12,6 14,1+14,3 46,8+16,3 49,6+22,4 36,8+13,4 52,5+19,6 52,8+21,1 44,5+16,0 49,9+11,9
p=0,324 p=0,647 p=0,947 p=0,094 p=0,168 p=0,450 p=0,617 p=0,389 p=0,924 p=0,077 p=0,204
Lok. proximal 12,4+3,4 14,649,6 34,3+12,5 15,7+14,4 48,0+14,6 32,646,9 32,1483 62,6£17,3 59,7426,7 56,3£20,5 59,5+15,0
distal 11,02,2 14,7+11,7 33,2417,7 22,7412,7 35,9+17,7 52,2421,9 36,9+12,7 53,2+¢15,7 49,9+19,4 53,4+21,3 52,2412,7
p=0,271 p=0,981 p=0,883 p=0,276 p=0,136 p=0,035 p=0,382 p=0,235 p=0,358 p=0,772 p=0,262
pT 2 11,6+2,9 16,6+8,3 29,2433 29,4+16,1 37,2426,2 50,0%15,2 38,9+16,5 67,2+4,1 53,8420,7 59,0+27,4 60,0+11,7
3 11,5+2,4 15,8+11,8 33,7+18,3 17,9+12,1 40,9+12,3 47,3+22,8 35,448,2 52,8+16,6 55,84+22,2 54,2420,5 54,3+15,3
4 11,3+4,5 7,049,5 40,3+19,3 14,3+8,7 41,7+251 29,3+10,4 28,4414,3 53,7425,1 42,7+29,3 47,7+8,5 48,09,0
p=0,992 p=0,427 p=0,649 p=0,477 p=0,500
pN 0 12,3+3,2 15,7+9,8 32,9+11,3 19,2+11,1 38,3+15,3 42,5+17,1 33,3+9,7 59,1+18,6 51,1£20,0 54,4420,2 54,9+12,0
1 11,8+0,8 16,4+15,5 40,0+28,0 28,2+9,9 36,0+15,5 48,2426, 1 37,5+7,0 56,2+11,3 58,6+27,9 65,2+23,5 60,0+15,1
2 9,642,3 10,88,1 28,4+3,9 14,4418,5 47,8+23,7 48,0£23,8 36,7+18,2 51,6+18,1 52,6+24,3 43,6+15,4 49,3+16,2
p=0,187 p=0,671 p=0,523 p=0,775 p=0,486
pM 0 11,5+2,8 13,248,6 30,6+8,6 20,4+13,7 40,6177 43,0£17,9 34,7114 55,7+16,5 55,5+20,5 54,0£21,0 55,1£14,0
1* 12,0%0,0* 43,0£0,0* 90,0+0,0* 17,0%0,0* 31,0£0,0* 89,0+0,0* 45,7+0,0* 71,0£0,0* 13,0+0,0* 62,0+0,0* 48,7+0,0*
p=0,855 p<0,001 p<0,001 p<0,001 p=0,660
vicc | 13,0+2,7 19,0+10,0 30,3+3,8 25,7+17,9 34,0+20,8 44,7+16,6 34,8+14,0 68,7+4,0 43,7+17,5 59,0+18,7 57,1452
I 12,0+£3,5 14,3+10,2 34,0+13,5 16,4+7,0 40,1+13,9 41,6+18,5 32,748,7 55,0+21,2 54,3+21,4 52,4422,0 53,9+14,3
Il 10,6+2,1 10,3+2,2 28,0%3,1 21,8+16,7 43,1+20,7 43,6+19,8 36,2+13,4 52,0£14,0 60,3+21,0 53,6+23,1 55,3+16,6
Iv* 12,0%0,0* 43,020,0* 90,0+0,0* 17,0+0,0* 31,0+0,0* 89,0+0,0* 45,7+0,0* 71,0£0,0* 13,0+0,0* 62,0+0,0* 48,7+0,0*
p=0,548 p=0,150 p<0,001 p=0,772 p=0,962
G 2 11,9+2,9 16,1+11,5 35,3+17,9 20,2+13,6 42,9+16,8 49,5+21,0 37,6+11,2 58,0+15,6 52,0+£22,5 50,4+18,1 53,5+10,5
3 10,2+1,6 10,247,3 28,4+3,4 20,4+14,1 31,6+18,0 32,6+11,1 28,249,5 52,0£19,8 57,4+22,5 66,4+24,7 58,6+21,8
p=0,224 p=0,297 p=0,413 p=0,113 p=0,482

Die angegebenen p-Werte sind liber die Expressionswerte der gesamten Gruppe gerechnet.
Z1 = basaler Kryptenabschnitt; Z2 = mittlerer Kryptenabschnitt; Z3 = apikaler Kryptenabschnitt und angrenzendes Oberflachenepithel.
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Tab. 9: Vergleich der Farbeintensitdten von p-JNK2 und p-JNK123 unter den Gruppen.

Gruppe p-JNK2 p-JNK123
Kontrolle 2,310,5 2,610,6
Aktive Colitis 2,7+0,6 2,9+0,3
Remission 2,5+0,6 2,8+0,4
CU Dysplasie 2,41+0,7 2,8+0,6
CU Karzinom 2,0£0,9 2,5+0,8
Divertikulitis 1,540,5 1,740,9
Adenom 2,1+0,7 2,84+0,5
Karzinom 2,240,6 2,41+0,8

WAF1

Tab. 10: Entwicklung der mittleren Gesamt-p21 und -Ki67-Expression sowie der zonalen
Expressionsverteilung. Die angegebenen p-Werte sind gegen die Expressionswerte der Kontrollen
gerechnet.
p21"AT Ki67
Gruppe
Z1 (%) 72 (%) 73 (%) MW (%)  Z1 (%) 72 (%) 73 (%) MW (%)
Kontrolle 3.314.4 35,0+14,0 82.5+9.5 40.3+6.8 58.1+12.9 32,0£13.4 1.9+3.9 30.6+7.8
aktive Colitis 16.2£13.6  49.2+20.7 79.3+14.4 48.2+12 72.1+13.2 57,0£16.2 20,0+14.6 49.749.9
p<0.001 p=0.001 p=0.237  p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001
Remission 5.6+5.2 37.2417 75.4£16.5 39.449.9 61.5+¢13.1  43,0+20.2 8.3+10.3 37.6£11.5
p=0.036 p=0.524 p=0.020 p=0.647 p=0.240 p=0.005 p<0.001 p=0.002
CU-Dysplasie 15.4+£13.6 29.6%19.3 56.1+£17 33.7+12.7 52.8419.4 49.4+21,0 32.4+21,0 44.9+13.2
p<0.001 p=0.140 p<0.001 p=0.004 p=0.138 p<0.001 p<0.001 p<0.001
CU-Karzinom 16.2+19 17.9£13.1 33.6%18.2 22.6+12.8 40.4+21.3 45.9+£19.4 54.2+19.5 46.8+14.1
p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p<0.001 p=0.001 p<0.001 p<0.001
Divertikulitis 6.7+6.6 23.6£21.1 49.5%27.5 26.6+14.1 60.3x22.8 28.6+21.5 6.9+£10.1 31.9+16
p=0.023 p=0.015 p<0.001 p<0.001 p=0.630 p=0.454 p=0.009 p=0.687
Adenom 14.5+16.3 24.3%x18.8 52.8+154 30.5%12.9 41.3+19.8 34.9+19.9 48.2+21.7 41.5%12.8
p<0.001 p=0.022 p<0.001 p=0.001 p<0.001 p=0.624 p<0.001 p<0.001
Karzinom 20.3+13.3 40.1£17.4 45.3x20.2 352+11.4 56.6%x16.4 53.4+22.1 54.4+20.5 54.8+1.7
p<0.001 p=0.224 p<0.001 p=0.035 p=0.686 p<0.001 p<0.001 p<0.001

Z1 = basaler Kryptenabschnitt; Z2 = mittlerer Kryptenabschnitt; Z3 = apikaler Kryptenabschnitt und angrenzendes

Oberflachenepithel.
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Tab. 11: Korrelation der mittleren Gesamtexpression sowie der zonalen Verteilung von p21 Y™

proximalen oder distalen Kolon und der Entziindungsaktivitidt und -chronizitét.

und Ki67 mit dem Geschlecht (Sex), der Lokalisation (Lok.) im

p217 Ki67
Gruppe n
Z1 (%) Z2 (%) Z3 (%) MW (%) p Z1 (%) Z2 (%) Z3 (%) MW (%) p

Kontrolle

Sex mannlich 16 2,1+3,0 32,8+134 80,1+9,9 38,3+5,8 0134 56,5+14,7  28,9+12,3 1,6+£2,7 29,0+7,4 0.286
weiblich 24 4,250 36,5+14,4 84,2+9,0 41,6+7,3 ’ 59,0+11,8 34,0+13,9 2,2+4,6 31,8+8,8 ’

Lokalisation  proximal 15 2,0+2,1 35,4488 79,1114 38,8+4,2 0.309 57,4+10,8 30,6+15,5 0,7+1,2 29,6+7,5 0.490
distal 25 4,1#5,3  34,8%+16,5 84,6+7,6 41,118,0 ’ 58,5+14,2  32,8+12,1 2,747 31,318,1 ’

aktive Colitis*

Sex mannlich 24  15,8+13,6 3,2¢21,3  81,1%15,9  50,0+12,1 0.266 72,5¢13,5 56,1151 17,9+14,1  48,8+11,1 0500
weiblich 18 16,7£#14,0 43,9%19,3 76,9+12,1  45,8+11,7 ' 71,7¢13,2  58,2+17,9  22,9+15,2 50,9+8,3 ’

Lokalisation  proximal 6 13,7¢+12,7 43,5214 79,8+11,6 45,7+8,5 0.577 69,2+17,0 47,8+12,8  20,0+12,1 45,7+7,5 0285
distal 36 16,6+13,9 50,1£20,8 79,2+14,9 48,7+12,5 ’ 72,6+12,7 58,6+16,3 20,1151  50,4+10,2 ’

Aktivitat keine/leicht 4 6,3+4,6  35,5+28,4 85,0+2,4 42,3+10,8 0.299 73,3x14,7 54,3x11,9  27,3+24,3 51,6+9,8 0.700
maRig/schwer 38 17,2+13,8 50,6+19,7 78,7+150 48,9+12,0 ’ 72,0+13,3 57,3%x16,7 19,3+13,5  49,5+10,1 ’

Remission**

Sex mannlich 23 6,5+5,4  38,2£16,0 75,9+18,2 40,249,9 0.561 60,1£13,1  42,3+17,2 8,7¢9,9  37,1%£10,0 0.731
weiblich 17 44+48 3594186 74,7+143  38,3+10,1 ' 63,4+13,3  43,8+24,3 7,8t11,1  38,4%13,6 ’

Lokalisation  proximal 16 6,355 38,9174 80,6%12,5 41,949,2 0.198 68,9+t12,6  46,8+19,6 8,8+8,4 41,5+9,9 0.081
distal 24 5,2+¢5,0 36,1¢17,0 71,9+18,1 37,8%+10,2 ’ 56,6+11,2  40,4+20,6 8,0+11,5 35,0+12,0 ’

Zusammenfassung von aktiver Colitis und Remission

Aktivitat keine/leicht 44 5,7¢5,1  37,1+17,9  76,3%16,0 39,749,9 <0.001 62,6+13,5 44,0¢19,8 10,1£13,0 38,9+12,0 <0.001
maRig/schwer 38 17,3+13,9 50,7+20,0 78,8+15,0 48,9+12,0 ' 72,9+13,3 57,4+16,7 19,3+13,6  49,6+10,1 ’

Chronizitat keine/leicht 40 5,615,2 37,2+17,0 75,4%16,5 39,419,9 0.001 61,5£13,1  43,0+20,2 8,3t10,3  37,6%11,5 <0.001
maRig/schwer 42 16,2+13,6  49,2420,7 79,3144  48,2+12,0 ' 72,1£13,2 57,0¢16,2 20,1+14,6 49,799 ’

Divertikulitis***

Sex mannlich 13 56155 20,4t15,6 46,8428,5 24,3+12,4 0.328 58,1+25,7  30,1+24,0 8,8+11,7  32,3%18,9 0.879
weiblich 7 8,7#8,5 29,4+29,4 54,6+26,9 30,9+16,9 ' 64,4+17,1  25,9+17,0 3,1+4,9 31,1+9,8 ’

Aktivitat keine/leicht 10 6,5+6,9 23,0£20,3 57,0+27,8 28,8t154 0.490 55,3+22,1 22,447 1 5,9+12,3  27,7+17 1 0.254
maRig/schwer 10 6,9+6,7 24,1+23,0 42,0+26,5 24,3+13,1 ' 65,3+23,5 19,316,1 7,8£8,0 36,1t14,5 ’

Chronizitat keine/leicht 4 8,0+9,3 23,3+19,3 60,8+23,6 30,7+16,8 0.532 50,8+20,5 24,3+28,4 9,8+17,6  28,3+20,6 0.622
maRig/schwer 16 6,416,2  23,6+22,1 46,7+28,4 25,6+13,8 ' 62,7423,3 29,7+20,4 6,1£8,1 32,8£154 ’

Z1 = basaler Kryptenabschnitt; Z2 = mittlerer Kryptenabschnitt; Z3 = apikaler Kryptenabschnitt und angrenzendes Oberflachenepithel; MW = mittlere Gesamtexpression.
Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf die jeweiligen Werte der mittleren Gesamtexpression.

* Keine Differenzierung bezliglich Chronizitat moglich, da bei aktiver Colitis nur Falle mit maRiger oder schwerer Chronizitat vorliegen.

** Keine Differenzierung bezliglich Aktivitdt und Chronizitat mdglich, da ausschlieBlich Falle ohne oder mit geringer Aktivitat bzw. Chronizitat vorliegen.

*** Fur die Divertikulitis ist keine Differenzierung bezuglich der Lokalisation moglich, da alle Falle aus dem Sigma (distales Kolon) stammen.
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Tab. 12: Korrelation der mittleren Gesamtexpression sowie der zonalen Verteilung von p21 WAFT und Ki67 mit dem Geschlecht (Sex), der Lokalisation (Lok.) im

proximalen oder distalen Kolon, dem Adenom-Typ (Typ) und dem Grad der intraepithelialen Neoplasie (IEN).

Gruppe p21™! Ki67
Z1 (%) Z2 (%) Z3 (%) MW (%) p Z1 (%) Z2 (%) Z3 (%) MW (%) p
CU Dysplasie
Sex mannlich 41 17,7142 30,8+18,7 55,7+17,3 34,7£12,7 0.279 52,4+20,3 48,6+19,3 34,7£19,5 45,2+12,8 0718
weiblich 11 7,1+6,1 25,4+21,5 57,5+16,4 30,0+£12,9 ' 54,2+15,9 52,7427,3 23,8425,0 43,6+15,3 ’
Lok. proximal 11 16,4+13,2 34,5+21,9 58,1£17,0 36,3+13,2 0.453 54,9+17,2 37,5+21,2 25,6+£18,7 39,3+13,5 0118
distal 41 15,2+13,8 28,3+18,6 55,6+17,1 33,0£12,7 ’ 52,2+20,0 52,7+20,0 34,2421,4 46,4+12,9 ’
IEN low-grade 31 18,0+13,8 31,9+16,7 58,1+£16,9 36,0£11,6 0.122 54,7+18,6 45,8+20,1 31,94£20,4 44,2+14,0 0647
high-grade 21 11,7127 26,3+22,6 53,2+17,0 30,4+13,8 ’ 49,9+20,5 54,8+21,6 33,1422,3 45,9+12,1 ’
Adenom
Sex mannlich 10 9,9+13,6 20,7£19,7 50,8+15,7 27,1%15,2 0.257 45,5+13,4 37,1£22,3 45,5+21,1 42,7+10,7 0.687
weiblich 11 18,6+18,0 27,6+18,2 54,6+15,7 33,6+£10,0 ' 37,4+24,2 32,8+18,4 50,7+22,9 40,4+14,8 ’
Lok. proximal 7 24,4+19,0 33,6179 55,3+14,3 37,849,1 0.067 47,4+28,2 36,4+£19,5 55,3+23,3 46,4+17,4 0222
distal 14 9,56+12,8 19,7+18,1 51,6+£16,3 26,9+13,2 ’ 38,3+14,3 34,1£20,9 44,7+20,8 39,049,6 ’
Typ tubular 9 18,1+18,1 29,0+21,4 48,7+18,6 31,9+£15,5 0.680 39,4+23,3 37,6420,1 44,9+22.8 40,6+14,1 0.800
tubulo-vill. 12 11,8+15,1 20,8+16,8 55,9+12,5 29,5+11,1 ’ 42,8+17,6 32,8+20,5 50,8+21,4 42,1123 ’
IEN low-grade 10 11,4+16,6 21,8+15,9 54,8+12,8 29,3+10,8 0.693 41,0£21,0 39,1+22,1 49,8+14,7 43,3+11,9 0.547
high-grade 11 17,3¢16,3 26,6+21,6 52,0£17,9 31,6+14,9 ' 41,6+19,6 31,0+£18,0 46,8+27,2 39,8+13,9 ’

Z1 = basaler Kryptenabschnitt; Z2 = mittlerer Kryptenabschnitt; Z3 = apikaler Kryptenabschnitt und angrenzendes Oberflachenepithel; MW = mittlere Gesamtexpression.
Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf die jeweiligen Werte der mittleren Gesamtexpression.

Tab. 13: Analyse des Alterseinflusses auf die Unterschiede zwischen den Kollektiven mit 2-faktorieller Varianzanalyse mit Wechselwirkung und Alter als
Covariable. Die angegebenen p-Werte beziehen sich auf den statistischen Effekt des Alters auf die Unterschiede der Proteinexpression zwischen den Kollektiven.

Protein p-JNK2 p-JNK123 y-H2AX p21™™" Ki67
Alter x Kollektiv p 0,49 0,88 0,25 0,08 0,71
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4 Diskussion

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit den Veranderungen des JNK-Signalweges in der
entzindungsassoziierten Karzinogenese der CU in vivo. Dazu wurden immunhistologische
Untersuchungen zu p-JNK2, p-JNK123, y-H2AX, p21"*"" und Ki67 an Kolon-Biopsien
und -Resektaten von Patienten mit aktiver CU, CU in Remission, CU-assoziierten Dysplasien
und CU-assoziierten Karzinomen durchgefuhrt. Zum Vergleich wurden Biopsien und
Resektate von tumor- und entzindungsfreier Kolonschleimhaut, Sigmadivertikulitiden,

sporadischen Adenomen und sporadischen kolorektalen Karzinomen betrachtet.

Aktivierung des JNK-Signalwegs bei Colitis ulcerosa

In der Literatur finden sich zahlreiche Hinweise darauf, dass der JNK-Signalweg eine
wesentliche Rolle bei Entziindungsprozessen im Allgemeinen und bei der CU im Speziellen
spielt 288 187 96 287133 93 264 2 g wird der JNK-Signalweg durch ROS und zahlreiche Zytokine,
vor allem durch TNFa und IL-1, aktiviert '* * %2 AuRerdem ist JNK an der Regulation der T-
Zell-Differenzierung und -Aktivierung sowie wiederum an der Synthese verschiedener
Zytokine wie IL-2, IL-6 und TNFa und Metalloproteasen beteiligt * ** 2. Passend dazu
konnte in der hier vorliegenden Arbeit eine signifikante Expressionszunahme sowohl von p-
JNK2 als auch von p-JNK123 bei der aktiven Colitis im Vergleich zu den Kontrollen
verzeichnet werden. Auflierdem stiegen die p-JNK2- und p-JNK123-Expression mit
zunehmender Entzindungsintensitat (Tab. 4; Abb. 9-12 und 15). Diese Ergebnisse decken
sich mit den in vitro Beobachtungen am eingangs erwahnten zelluléren Colitis-Modell 2'*
und liefern einen weiteren Beleg fur die Bedeutung des JNK-Signalwegs bei CU. Auch
andere immunhistologische Arbeiten wiesen eine erhdhte p-JNK-Expression sowohl im
Kolonepithel als auch in Makrophagen und Lymphozyten bei aktiver CU nach '®" 23 9 287 |
Maus- und Rattenmodellen konnte eine direkte Verbindung zwischen einer JNK-Aktivierung
und der Schadigung der Kolon- und Magenschleimhaut bei DSS (dextran sulphate sodium)-
induzierter Colitis und Ethanol-bedingter Gastritis hergestellt werden * '®8. Nach Behandlung
der Tiere mit dem JNK-Inhibitor SP600125 fand sich eine deutliche Kklinische und
histologische Verbesserung. Assi et al. sahen aullerdem eine verringerte TNFa-Expression,
eine Reduktion des Entzindungsinfiltrates sowie eine stark herabgesetzte Apoptoserate in
der Kolonschleimhaut *. Tran et al. konnten an Magenschleimhautepithelien zeigen, dass die
durch eine Helicobacter pylori-Infektion verursachte Zytokin-Expression unter anderem durch

Inhibition des JNK-Signalwegs verringert werden konnte #'°.

Trotz der umfangreichen Studienlage wurde bisher kaum untersucht, ob die verschiedenen
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JNK-Isoformen bei der CU unterschiedlich agieren ™ #*°. Zur Klarung dieser Frage fiihrten
Chromik et al. Untersuchungen an JNK1- und JNK2-knock-out-M&usen durch *°. Dabei
stellten sie fest, dass der Knock-out weder der einen noch der anderen Isoform allein die
Entstehung einer Colitis verhinderte. Die JNK2-knock-out-Mause zeigten im Vergleich zum
Wild-Typ sogar einen schlechteren Verlauf. Als mogliche Erklarung nannten Chromik und
Kollegen die pro-apoptotische Wirkung von JNK2 in Lymphozyten, die durch den Knock-out
fehlte, wodurch die Entzindung prolongiert wurde. Kersting und Kollegen kamen bei

¥ Diese

Untersuchungen an JNK2-knock-out-Mausen zu vergleichbaren Ergebnissen
entwickelten im Gegensatz zu Wildtyp- und JNK1-knock-out-Mausen eine Colitis durch Gabe
niedriger Dosen DSS. Das wirde flr eine protektive Rolle von JNK2 sprechen, was die

Arbeitsgruppe um Mandi¢ et al. weiter untermauern konnte '’

. Huang et al. konnten
aullerdem in einem Mausmodell mit DSS-induzierter Colitis zeigen, dass die spezifische
Suppression von p-JNK1 zu einer Normalisierung der zuvor durch TNFa supprimierten,
endogenen Steroidproduktion im Kolonepithel mit konsekutiv reduzierter Entziindung flihrte
% Es scheinen also sowohl JNK1 als auch JNK2 bei der aktiven Colitis aktiviert zu werden,
was die hier vorgestellten Ergebnisse mit einer bei aktiver Colitis erhdhten pJNK2- und
pJNK123-Expression bestatigen konnten. Allerdings scheinen die JNK-lIsoformen sich in

ihrer Funktion und Wirkung zu unterscheiden.

In Zukunft kdnnte die Hemmung des JNK-Signalwegs eine neue therapeutische Option bei
der CU, vor allem bei Steroid-resistenten Fallen darstellen * '®" 8. Es gibt zwei Hauptklassen
von JNK-Inhibitoren - die ATP-kompetitiven und die peptinergen Inhibitoren °. Beispiele der
ersten Klasse sind Inhibitoren wie SP600125 und CEP-1347 (KT7515), die umfangreich in
verschiedensten entziindlichen Zusammenhangen auch auf3erhalb des Gastrointestinaltrakts
untersucht worden sind %2 270 295 146 29 316 pjiage |nhibitor-Klasse ist weder spezifisch fiir die
einzelnen JNK-Isoformen noch fir die JNK-Kinase-Familie. So kann SP600125 neben JNK
noch mindestens 13 andere Kinasen hemmen #°. Deshalb wurde eine zweite Generation
ATP-kompetetiver Inhibitoren wie CC-401 entwickelt. CC-401 ist ein potenter Inhibitor aller
drei JNK-Isoformen. Eine Phase 1 Studie mit CC-401 fur akute myeloische Leukamie konnte
allerdings aufgrund von Nebenwirkungen nicht fortgesetzt werden und die Entwicklung von
CC-401 wurde beendet '®. Ein weiteres Beispiel ist CC-930. Van der Velden et al. konnten
in einer Phase 1- und einer Phase 2-Studie nachweisen, dass die Behandlung mit CC-930
einen positiven Effekt auf die Entwicklung idiopathischer interstitieller Lungenerkrankungen
hatte ?°. Allerdings zeigten sich zahlreiche teils Therapie-limitierende Nebenwirkungen.
Semapimod (CNI-1493), ein Guanylhydrazon, hat eine vollig andere Struktur und scheint
posttranskriptional zu wirken und die Produktion proinflammatorischer Zytokine, die durch
JNK und p38 reguliert werden, zu beeinflussen “°. In vitro-Kinase-Assays konnten zeigen,
dass sein direktes molekulares Ziel die c-Raf-Proteinkinase ist, die ein upstream Modulator
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des MAPK-Signalweges ist '®. Léwenberg et al. beobachteten eine Korrelation zwischen
dem klinischen Ansprechen von Morbus Crohn Patienten auf die Semapimod-Behandlung
und einem signifikanten Absinken der JNK-Phosphorylierung '®'. In den Untersuchungen von
Hommes et al. an 12 Patienten mit Morbus Crohn, die Uber 12 Tage mit Semapimod

behandelt wurden, kam es zu einer deutlichen Beschwerdebesserung *.

Dotan et al.
konnten dies in ihrer deutlich umfangreicheren Arbeit mit Morbus Crohn Patienten allerdings
nicht bestatigen. Semapimod zeigte sich hier nahezu wirkungslos, zudem trat eine Phlebitis
als schwere Dosis-limitierende Nebenwirkung auf ®'. Im Gegensatz zu den bisher genannten
JNK-Inhibitoren die nicht Isoform-spezifisch wirken, wurde der peptinerge JNK-Inhibitor D-
JNKI-1 (XG-102, AM-111) entwickelt, um spezifisch JNK1 zu inhibieren '®* %2, Er hemmt nicht
die enzymatische Aktivitat von JNK sondern blockiert kompetitiv den Zugang zahlreicher
JNK-Substrate. Dieser selektive JNK-Inhibitor erdffnet viele interessante therapeutische
Méglichkeiten 2** 3. Die Arbeitsgruppe um Reinecke et al. nutzte D-JNKI-1 bei M&usen mit
einer TNBS- (2,4,6-Trinitrobenzol-sulfonsaure) induzierten Colitis und wies nach, dass die
Behandlung eine hochgradige Verbesserung der Klinik, der Histologie mit Abnahme an
Ulzerationen und Normalisierung der Architektur sowie eine Reduktion des
Entziindungsinfiltrates und des TNFa-Spiegels bewirkte **'. AuRerdem nahm das Level an
Apoptose-assoziierten Proteinen und p53 sowie die Caspase 3-Spaltung ab. Kersting et al.
kamen zu einem nahezu identischen Ergebnis als sie die Wirkung von D-JNKI-1 an Mausen
mit DSS-induzierter Colitis untersuchten '*°. Fiir langfristige Therapieansatze am Menschen
werden noch detailliertere Erkenntnisse Uber die Isoform-spezifischen Wirkungen von JNK

und insbesondere weitere Isoform-spezifische, nebenwirkungsérmere Inhibitoren benétigt 7.

p-JNK2 kénnte als Tumorsuppressor in der Colitis-assoziierten und sporadischen
Karzinogenese wirken

In der hier vorliegenden Arbeit konnte, beginnend bei der Colitis in Remission, im Vergleich
zu den Kontrollen ein signifikanter Abfall der p-JNK2-Expression beobachtet werden. Die
Expression zeigte bei den Colitis-assoziierten Dysplasien eine weitere Reduktion und
erreichte den niedrigsten Wert beim Colitis-assoziierten Karzinom (Tab. 4; Abb. 9 und 10).
Mit steigendem Tumorstadium war eine leichte Abnahme der p-JNK2-Expression zu
verzeichnen. Dem gegeniber stieg die Expression mit sinkendem Differenzierungsgrad
nahezu signifikant (Tab. 7). Die hier vorliegenden immunhistologischen Ergebnisse decken
sich mit den in vitro Ergebnissen des zellularen Colitis-Modells, bei dem eine Abnahme der
p-p54-JNK-Expression bei beginnender maligner Transformation der Zellen zu beobachtet
war ?'°. Das sporadische Adenom zeigte ebenfalls eine deutliche Reduktion der p-JNK2-
Expression, die jedoch weniger stark ausgepragt war als die der Colitis-assoziierten
Dysplasien (Tab. 4). Das p-JNK2-Level beim sporadischen kolorektalen Karzinom war
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identisch zu dem der Colitis-assoziierten Karzinome (Tab. 4; Abb. 9 und 10). Auch bei den
sporadischen kolorektalen Karzinomen zeichnete sich eine leichte Expressionsabnahme mit
zunehmendem Tumorstadium ab (Tab. 8). Mit sinkendem Differenzierungsgrad war hier eine
geringe Abnahme der p-JNK2-Expression zu beobachten (Tab. 8). Diese Ergebnisse deuten
darauf hin, dass p-JNK2 als Tumorsuppressor im Kolon insbesondere im Rahmen der
CU-assoziierten Entzindung fungieren koénnte. Daflir spricht auch die Arbeit von
Vasilevskaya et al., die an verschiedenen Kolonkarzinom-Zelllinien zeigen konnte, dass die
Etablierung einer dominant-negativen, isolieten Mutation des JNK1-Gens, zu einer
Uberwindung der zuvor, durch eine Hypoxie-bedingte JNK-Aktivierung ausgeldsten
Chemoresistenz fuhrte, was durch eine dominant-negative Mutation des JNK2-Gens nicht
gelang #'. Zu einem gleichartigen Ergebnis kam auch die Arbeitsgruppe um Zhu 3.
Untersuchungen an JNK2-defizienten Hepatozyten und Fibroblasten, die im Vergleich zum
korrespondierenden Wild-Typ eine gesteigerte Proliferation aufwiesen, legten ebenfalls eine
potentiell tumorprotektive Funktion fiir JNK2 nahe #*2. Als Erklarung konnten Studien zeigen,
dass bei Fehlen von JNK2 der Abbau des proliferationsfordernden Transkriptionsfaktors c-
Jun reduziert ist, wodurch der c-Jun-Spiegel steigt, was eine vermehrte Proliferation zur
Folge hat. ?* %2, Weitere Arbeiten ergaben, dass JNK2 fiir die Phosphorylierung von p53 an
Serin 6 verantwortlich ist, was maRgeblich fiir dessen Stabilisierung und Aktivierung ist " 2°.
Im Gegensatz dazu konnten Ke et al. zeigen, dass JNK2 in dermalen
Plattenepithelkarzinomen unter anderem durch das Zusammenspiel mit verschiedenen
Onkogenen wie Ras eine tumorférdernde Wirkung hat '¥’. So wiesen auch Chen et al. bei
JNK2-knockout Mausen eine deutlich erhdhte Rate und ein verstarktes Wachstum von TPA-
(12-O-Tetradecanoylphorbol-13-Acetat)  induzierten  Papillomen im  Vergleich zu

korrespondierenden Wild-Typ-Mausen nach *' 3%

. Diese Arbeiten bestatigen, dass die
Wirkung von JNK stark Gewebe-abhangig ist. Wir konnten mit der hier vorliegenden Arbeit
weitere Anhaltspunkte daflr liefern, dass JNK2 sowohl in der CU-assoziierten als auch der

sporadischen Karzinogenese eine tumorprotektive Funktion erflllen konnte.

Hinweise auf eine onkogene Funktion von p-JNK1 in der Colitis-assoziierten und der
sporadischen Karzinogenese

Die p-JNK123-Expression war in der aktiven Colitis deutlich erhéht (Tab. 4; Abb. 11, 12 und
15). Im Gegensatz zur p-JNK2-Expression, die bei Remission unter den Wert der Kontrollen
sank, nahm p-JNK123 bei Remission nur leicht ab und lag weit Gber dem Expressionswert
der Kontrollen (Tab. 4; Abb. 11, 12 und 15). Bei den Colitis-assoziierten Dysplasien sank
die p-JNK123-Expression, anders als p-JNK2, weiterhin nicht unter das Niveau der
Kontrollen (Tab. 4). Erst bei den Colitis-assoziierten Karzinomen nahm die p-JNK123-
Expression deutlich ab und erreichte den Wert der p-JNK2-Expression (Tab. 4; Abb. 11 und
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12). Die p-JNK123-Expression war bei den sporadischen Adenomen gegenlber den
Kontrollen weitgehend unverandert, womit sie sich nicht wesentlich von der p-JNK123-
Expression der Colitis-assoziierten Dysplasien unterschied. Die p-JNK123-Expression der
sporadischen kolorektalen Karzinome lag nahezu auf dem Niveau der Colitis-assoziierten
Karzinome (Tab.4; Abb. 11 und 12). Sowohl bei den Colitis-assoziierten als auch bei den
sporadischen kolorektalen Karzinomen war mit steigendem Tumorstadium eine geringe
Abnahme der p-JNK123-Expression erkennbar, was an das Expressionsverhalten von
p-JNK2 erinnerte (Tab. 7 und 8). Ebenso wie p-JNK2, zeigte p-JNK123 bei den Colitis-
assoziierten  Karzinomen eine leichte  Expressionszunahme  mit  steigender
Entdifferenzierung, wohingegen sich die Expression bei den sporadischen kolorektalen
Karzinomen tendenziell gegenteilig verhielt (Tab. 7 und 8).

Da p-JNK3 nicht im Kolon exprimiert wird und p-JNK2 wie oben beschrieben in Remission,
Colitis-assoziierter Dysplasie und sporadischem Adenom vermindert war, spekulieren wir,
dass die beobachtete Erhéhung der p-JNK123-Expression bei Remission und den
intraepithelialen Neoplasien durch p-JNK1 verursacht wurde. Diese Beobachtung gleicht
dem Ergebnis des zellularen Colitis-Modells, bei dem ebenfalls eine Erhéhung von
p-p46-JNK in der entziindungsfreien, chronischen Phase verzeichnet wurde ?'°. Da die
p-JNK123-Expression sowohl beim Colitis-assoziierten als auch beim sporadischen
kolorektalen Karzinom auf das gleiche Level abfiel wie p-JNK2, ist zu vermuten, dass die
p-JNK123-Reduktion auch hier durch p-JNK1 bedingt war, jedoch nicht spezifisch fir die
Colitis-assoziierte Karzinogenese ist. Eine genaue Abgrenzung der p-JNK1- und p-JNK2-
Expression voneinander war durch den p-JNK123-Antikérper jedoch nicht méglich.

Es stellt sich die Frage, ob die postulierte p-JNK1-Erhdéhung in der frihen Phase der Colitis-
assoziierten und sporadischen Karzinogenese auf eine onkogene Wirkung von p-JNK1
hinweist. Darauf deuten verschiedene Arbeiten hin, die eine JNK1-Aktivierung in intestinalen
Karzinomen und intestinalen Tumor-Zelllinien nachweisen konnten ' 0 3% Yyao et al.
bewirkten in einem Mausmodell mit Xenografts der Kolonkarzinomzelllinie HCT116 eine
drastische Reduktion des Tumorwachstums durch Applikation des spezifischen JNK1-
Inhibitors Licochalcone A . Auch Tiermodelle von Magenkarzinomen zeigten, dass JNK1
und nicht JNK2 zur Tumorentwicklung nach Gabe des chemischen Karzinogens N-methyl-N-
Nitrosourea beitrug ?*2. Wie oben beschrieben fanden verschiedene Arbeitsgruppen zudem
Anhaltspunkte dafiir, dass JNK1 in unterschiedlichen Kolonkarzinom-Zelllinien wesentlich
daran beteiligt ist, dass diese eine Resistenz gegen Chemotherapeutika entwickelten 2" 38,
Auch Untersuchungen an anderen Gewebearten fanden Hinweise auf eine onkogene
Funktion von JNK1. So konnten Sabapathy und Kollegen in JNK1-defizienten Fibroblasten
und Hepatozyten eine verlangsamte Proliferation gegeniber dem jeweiligen Wild-Typ

beobachten, was sie durch die speziell von JNK1 ausgeubte Phosphorylierung und somit
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Aktivierung und Stabilisierung von c-Jun erklarten #*® 2. Weitere Studien wiesen nach, dass
JNK1 in der hepatozellularen Karzinogenese die c-myc- und CyclinD1-Expression erhdhte
und so die p21VA""-Expression reduzierte, was ebenfalls proliferationsférdernd wirkte *° *°.
Dies bestatigten auch andere Arbeiten an hepatozellularen Karzinomen, die eine isolierte
Zunahme der JNK1-Expression in iiber 50% der Falle beobachteten % *°. AuRerdem war die
erhdhte JNK1-Expression mit einer schlechteren Prognose und der gesteigerten Expression
von Stammzellmarkern wie AFP (a-Fetoprotein) assoziiert *°. In Mausmodellen reduzierte die
genetische Disruption des JNK7-Lokus die Anzahl und GroRRe hepatozellularer Karzinome,
die durch Gabe von Diethylnitrosaminen hervorgerufen worden waren *. Beim Tabakrauch-
assoziierten Lungenkarzinom konnte gezeigt werden, dass JNK1 wesentlich an der
Unterhaltung der Tabakrauch-bedingten Entziindung beteiligt war und so die Tumorinitiation
unterstiitzte %’. In Zellkulturen die aus kindlichen Sarkomen hervorgegangen waren, fiihrte
ausschliel3lich die Suppression von JNK1 durch siRNA (small interfering RNA) zu einer
Wachstumsreduktion %,

Im Gegensatz zu diesen Beobachtungen fanden Tong und Kollegen im Gastrointestinaltrakt
von JNK1-knock-out M&usen eine tumor-supprimierende Wirkung fiir JNK1 %> Bereits die
tumorfreie Schleimhaut der Mause zeigte eine deutlich erhéhte Proliferationsrate bei
gleichzeitig beeintrachtigter Differenzierung. Die Arbeitsgruppe wies parallel eine starke
p21VA"'_Reduktion nach, was eine Erklarung fiir diese Verdnderungen sein kénnte. Zu
korrespondierenden Ergebnissen kam die Arbeitsgruppe um Song et al., die sowohl in
Zellkultur-Experimenten als auch in einem Mausmodel nachwies, dass JNK1 auch fir die
tumorprotektive Wirkung des NSARs Sulindac essentiell ist **®. Auch hier wurde der Effekt
durch eine JNK1-abhéngige Aktivierung von p21VA"' vermittelt. In beiden Studien wurde
allerdings nicht Uberprift, ob diese Prozesse auch von JNK2 hatten vermittelt werden
kdnnen. Weitere Arbeitsgruppen konnten in Mausmodellen zu TPA- (12-O-Tetradecanoyl-
phorbol-13-Acetat) induzierten Hauttumoren eine tumorsupprimierende Funktion fir JNK1

dokumentieren 2%° 4!,

Zusammenfassend kann man sagen, dass JNK1 und JNK2 je nach Gewebeart und
Konstellation sowohl pro- als auch anti-onkogene Wirkungen entfalten kdnnen. Aul3erdem
scheint die Intensitat des JNK-aktivierenden Signals von entscheidender Bedeutung zu sein.
Bei vorribergehender JNK-Aktivierung, wie sie von vielen Zytokinen wie TNFa ausgelost
wird, scheint JNK Signalkaskaden zu aktivieren, die das Zell-Uberleben férdern kénnen 2%
*2_ Eine dauerhafte JNK-Aktivierung leitet vermutlich die Apoptose ein ?®2. Des Weiteren
nimmt man an, dass es vom Tumorstadium abhiangt wie JNK wirkt ®, was wir in unseren
Untersuchungen allerdings nicht darstellen konnten.

Die hier vorliegende Arbeit erbrachte Hinweise darauf, dass im Kontext der Colitis-
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assoziierten kolorektalen Karzinogenese JNK2 eine tumorsupprimierende und JNK1 eine
eher tumorférdernde Funktion hat. Um diese Vermutungen zu validieren sind jedoch
weiterflihrende Untersuchungen beispielsweise mit grélkeren Kohorten, die insbesondere

intraepitheliale neoplastische Lasionen und Frihkarzinome aufweisen erforderlich.

Verminderter y-H2AX-Anstieg in der Colitis-assoziierten Karzinogenese

y-H2AX ist ein DNA-Schadensmarker, der bevorzugt bei DNA-Doppelstrangbriichen auftritt
226 245 212 Djese kdnnen primar oder sekundar aufgrund von akkumulierten DNA-Schaden
entstehen 2. Da bei Entziindungen vermehrt ROS gebildet werden, entstehen hier mehr
DNA-Schaden, und der y-H2AX-Spiegel steigt an " ?*. Passend dazu zeigte sich auch in
der hier vorliegenden Arbeit eine signifikante Erhéhung von y-H2AX in der aktiven Colitis
und ein Absinken der y-H2AX-Expression auf das Niveau der Kontrollen bei Remission
(Tab. 4; Abb. 13 und 14). Es war zudem ein signifikanter Anstieg von y-H2AX mit
zunehmendem Grad der Entzindungsaktivitat und -chronizitdt nachweisbar (Tab. 5). Im
Zellkulturmodell konnte ebenfalls eine y-H2AX-Erhéhung in vitro, direkt nach Behandlung
von HCEC mit H,O, beobachten werden 2. Risques et al. sahen im Einklang mit unseren
Ergebnissen ebenfalls eine y-H2AX-Vermehrung im Kolonepithel von Patienten mit CU ?%.
Die Arbeitsgruppe um Westbrook fiihrte Untersuchungen an T-Lymphozyten und
Kolonepithelien verschiedener Colitis-Mausmodelle durch und konnte auch eine y-H2AX-
Erhéhung beobachten ?’. Passend dazu fanden Shen et al. deutlich gesteigerte y-H2AX-
Werte in den Kolonepithelien Helicobacter sanguini-infizierter Mause und Primaten, welche

25

eine erhohte Colitis- und Kolonkarzinom-Neigung zeigten ?*'. Auch Arbeiten an anderen

Gewebearten fanden Belege fiir eine Entziindungs-assoziierte y-H2AX-Erhéhung ' %7 %7

34

Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit war ein signifikanter Anstieg von y-H2AX in der
Colitis-assoziierten Karzinogenese im Vergleich zu den Kontrollen und auch der Colitis-
assoziierten Entziindung zu beobachten. Dabei steigerte sich der y-H2AX-Spiegel von der
Colitis-assoziierten Dysplasie zum Colitis-assoziierten Karzinom signifikant (Tab. 4, Abb. 13
und 14). Fur die Colitis-assoziierten Dysplasien zeichnete sich eine Steigerung der y-H2AX-
Spiegel mit zunehmendem Dysplasie-Grad ab (Tab. 6). Bei den Colitis-assoziierten
Karzinomen konnte kein Zusammenhang zwischen dem Tumorstadium und dem y-H2AX-
Spiegel ermittelt werden (Tab. 7). Lediglich bei Nachweis von Fernmetastasen war ein
tendenzieller y-H2AX-Anstieg zu verzeichnen. Mit zunehmender Entdifferenzierung kam es
hier zu einer leichten y-H2AX-Reduktion. Die sporadischen Adenome zeigten eine y-H2AX-
Expression, die der der Colitis-assoziierten Dysplasien glich (Tab. 6). Das sporadische
kolorektale Karzinom wies interessanterweise einen weit Uber dem der Colitis-assoziierten
Karzinome liegenden y-H2AX-Spiegel auf, der mit zunehmendem Tumorstadium und
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Nachweis von Fernmetastasen eine leichte Abnahme zeigte (Tab. 4 und 8; Abb. 13 und 14).
Eine Abnahme des Differenzierungsgrades war mit einer geringfigigen y-H2AX-Erhéhung
assoziiert (Tab. 8).

Die Arbeitsgruppe um Oka et al. sah bei der Untersuchung von sporadischen Adenomen und
Karzinomen mittels Immunhistologie und Western Blot ebenfalls einen signifikanten y-H2AX-
Anstieg, wobei dieser mit einem steigenden Tumorstadium korrelierte 2. Dies konnten Lee
et al. bestatigen, die ebenfalls eine erhdéhte y-H2AX-Expression bei sporadischen
kolorektalen Karzinomen nachwiesen und auch eine Korrelation des y-H2AX-Spiegels mit
dem Tumorstadium und der Prognose fanden '*°. Matsuda et al. betrachteten die Expression
von y-H2AX in Fallen mit chronischer Hepatitis, Leberzirrhose, dysplastischen Knoten und
hepatozelluldren Karzinomen, wobei sie vergleichbar zu unseren Ergebnissen eine
kontinuierliche y-H2AX-Zunahme von der chronischen Hepatitis zum hepatozelllularen

Karzinom sahen '™

. Die Arbeitsgruppe um Matthaios et al. fuhrte immunhistologische
Untersuchungen an nichtkleinzelligen Lungenkarzinomen durch und fand hier eine deutliche
y-H2AX-Erhéhung '"°. Zusétzlich konnte ein Zusammenhang zwischen dem AusmaR der
y-H2AX-Erhéhung und der Prognose hergestellt werden, wobei ein niedriger y-H2AX-Spiegel
mit einem langeren Uberleben assoziiert war. y-H2AX wurde in diesem Zusammenhang als
pradiktiver Marker vorgeschlagen ?**. Aufgrund der uns nicht vorliegenden klinischen Daten
konnten wir eine gleichartige Verbindung an unseren Kollektiven leider nicht untersuchen.

Insgesamt sprechen sowohl unsere Ergebnisse als auch die Ergebnisse der
Literaturrecherche fir eine Aktivierung der DNA-Schadens-Antwort in Form erhdhter
y-H2AX-Spiegel sowohl bei akuter Entziindung als auch im Rahmen der Colitis-assoziierten
und der sporadischen Karzinogenese. Die y-H2AX-Erhéhung scheint hier Ausdruck eines
gesteigerten DNA-Schadens mit konsekutiv aktivierter DDR zu sein. Allerdings war die
y-H2AX-Erhéhung bei den Colitis-assoziierten Neoplasien signifikant schwacher ausgepragt
als bei den sporadischen kolorektalen Neoplasien. Dieser Unterschied kénnte Ausdruck
eines pathologisch herabgesetzten y-H2AX-Spiegels bei CU und einer folglich verminderten
Aktivierung der DNA-Schadens-Antwort, im Sinne eines maskierten DNA-Schadens sein, wie

214 Das ware auch ein

er bereits in dem zellularen Colitis-Modell beschrieben wurde
denkbares Szenario im Rahmen der malignen Transformation. Daflir, dass eine fehlende
Aktivierung von H2AX zu einer malignen Transformation beitragt, sprechen Studien, die
Mutationen des H2AX-Gens oder assoziierter DNA-Schadens-Antwort-Proteine wie ATM und
209 262 163

ATR mit folglich herabgesetzter H2AX-Phosphorylierung nachgewiesen haben

51



Diskussion

Uberwindung von DNA-Schadens-Kontrollpunkten bei Colitis-assoziierter und
sporadischer kolorektaler Karzinogenese

p21"A"1 ist ein Inhibitor Cyclin-abhangiger Kinasen, dessen Uberexpression in einem G1-,
G2- und S-Phase-Arrest resultiert 7 76 216 204 200 51 WA ist wesentlich an der Differenzierung
von Zellen beteiligt ist, indem der von ihm ausgeldste Zellzyklus-Arrest den Ubergang in die
GO0-Phase erméglicht ' 2% 168 Als Ausgangspunkt unserer Untersuchungen zu p21"VA™
betrachteten wir die Expression innerhalb der Kolonkrypten gesunder Kontrollen (Abb. 16).
Das Kryptenepithel des Kolons zeigte, wie bereits 1963 von Lipkin beschrieben, eine von
den an der Kryptenbasis gelegenen Stammzellen ausgehende Regeneration mit stufenweise
fortschreitender Differenzierung der zur Schleimhautoberflache wandernden Zellen mit
parallel abnehmender proliferativer Aktivitat '°” *° ' Dementsprechend konnten wir ein
zonales Verteilungsmuster mit hoher p21"A"'-Expression im apikalen Anteil der Krypte und

im Oberflachenepithel beobachten (Tab. 10; Abb. 16-21). Dieses Expressionsmuster deckt

WAF1 311 296 59
1 t

sich mit anderen immunhistologischen Arbeiten zu p2 in der Kolonschleimhau

20 Bei der aktiven Colitis sahen wir in Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten einen
signifikanten Anstieg der Gesamt-p21"*"'-Expression, was vor allem durch einen
Expressionsanstieg im mittleren und basalen Kryptendrittel bedingt war, wo sich unter
Normalbedingungen nahezu ausschlieRlich proliferierende, p21"*"'-negative Zellen finden
(Tab. 10; Abb. 16-21) 2 **'. Der Anstieg von p21"A*" spricht fiir eine vermehrte Aktivierung
von Zellzyklus-Kontrollpunkten, am ehesten aufgrund entziindungsassoziierter ROS und
konsekutiver DNA-Schaden ' °. Dafiir spricht auch der in der vorliegenden Arbeit erstmals
beschriebene Anstieg von y-H2AX in der aktiven Colitis. Allerdings war flr y-H2AX kein
zonales Verteilungsmuster innerhalb der Krypte zu verzeichnen. Die Zunahme der y-H2AX-
Expression und der Gesamt-p21"*"'-Expression verliefen jedoch parallel. Das AusmalR der
Veranderungen der p21"*"'-Expression war abhangig vom Grad der Entziindungsaktivitat
und -chronizitat (Tab. 11). Auch die Arbeitsgruppe um Arai et al. konnte einen Anstieg der
p21VAF'_Expression bei aktiver CU sowie eine Korrelation der Expression mit dem Grad der
Entziindung nachweisen 3. loachim et al. sahen auch eine gesteigerte p21"*"'-Expression
bei aktiver CED, wobei sie nicht zwischen CU und MC differenzierten '®. Bei anderen
chronischen Entzindungen wie der chronischen Hepatitis-B wurde ebenfalls eine vermehrte
p21VAF_Expression beobachtet 2°° ®*. Bei den in der vorliegenden Arbeit untersuchten Fallen
mit Colitis in Remission konnte, wie auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben, eine
weitgehende Normalisierung der p21"A"'-Expression beobachtet werden * **' (Tab. 10; Abb.
16-21). Allerdings zeigte sich der p21"*F'-Spiegel in unseren Untersuchungen im apikalen
Kryptendrittel gegenuber den Kontrollen reduziert. Das lasst sich am ehesten durch eine
kompensatorisch verstarkte regenerative Proliferation bei erhdhtem Zellumsatz nach

vorhergehendem rezidivierten Epithelschaden erklaren *.
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Andere Studien kamen grundsatzlich zu einem gleichartigen Ergebnis, konnten jedoch einen
Anstieg der p21"A"'-Expression mit zunehmender Erkrankungsdauer der CU nachweisen *
8 Diesen Zusammenhang konnten wir leider nicht untersuchen, da uns keine exakten
klinischen Daten zur Erkrankungsdauer vorlagen. Es liel3 sich also nicht Uberprifen, ob die
von uns beobachtete Reduktion von p21"A"! bei langjahrigen Verldufen zu- oder abnimmt.
Eine Expressions-Zunahme wirde flr eine intakte DNA-Schadensantwort sprechen,
wohingegen eine Abnahme der Expression auf eine beginnende Fehlregulation mit
unkontrollierter Akkumulation von DNA-Schaden hinweisen wirde.

Mit dem Auftreten Colitis-assoziierter Dysplasien ging bei unseren Untersuchungen eine
starke Abnahme der Gesamt-p21"A"'-Expression mit beginnender Aufhebung der zonalen
Verteilung einher (Tab. 10; Abb. 16-21). Diese Beobachtung bestatigten auch andere

280 301

Arbeitsgruppen . Ebenso wie bei den Untersuchungen von Wong et al. sank die

p21VAF_Expression bei den von uns untersuchten Colitis-assoziierten Karzinomen noch

einmal signifikant '

(Tab. 10; Abb. 16-21). Wir konnten eine geringe, tendenzielle Reduktion
der p21"A"'_Expression mit zunehmendem Tumorstadium nachweisen (Tab. 7). Der
statistische Zusammenhang war bei geringer StichprobengroRe jedoch schwach. Auch
Wong et al. sahen einen, bei den Dysplasien beginnenden und zu den Karzinomen

%1 Die Arbeitsgruppe um Mitsuhashi kam bei der

fortschreitenden Abfall der Expression
immunhistologischen Untersuchung von 49 Rektumresektaten von CU-Patienten zu einem
partiell gegenteiligen Ergebnis '®. Sie sahen eine Zunahme der p21"A"'-Expression bei
Dysplasien und Karzinomen verglichen mit aktiver CU und Colitis in Remission, was sie auf
eine Akkumulation von DNA-Schaden zurtckflhrten.

Bei Betrachtung der sporadischen Adenome fand sich wie bei den Colitis-assoziierten
Dysplasien, eine deutlich verminderte p21"*"'-Gesamt-Expression sowie eine beginnend
aufgehobene zonale Verteilung (Tab. 10; Abb. 16-21). Doglioni et al. sahen bei ihren
Untersuchungen an sporadischen Adenomen ein gleichartiges Bild *°. Die p21"A™'-
Expression der sporadischen Karzinome war gegenuber den Kontrollen reduziert, lag aber
leicht Uber jener der sporadischen Adenome (Tab. 10; Abb. 16-21). Auch loachim et al.
konnten eine Reduktion der p21"AF'-Expression bei Fallen mit sporadischen kolorektalen
Karzinomen zeigen '®.
tendenzielle Reduktion der p21"A"'-Expression (Tab. 8; Abb. 16-21). Ebenso wie wir fand die

Arbeitsgruppe um Yasui eine verminderte p21"*"'-Expression bei sporadischen kolorektalen

Mit zunehmendem Tumorstadium sahen wir eine geringe,

Adenomen und Karzinomen, wobei p21"“*"" bei den Karzinomen héher exprimiert war als bei

1 AuRerdem konnten sie eine Abnahme der p21"“*"'-Expression mit

den Adenomen
steigendem Tumorstadium dokumentieren. Die Arbeitsgruppe um Ropponen konnte bei der
immunhistologischen Untersuchung von 162 sporadischen kolorektalen Karzinomen eine

méRige bis kraftige p21"*"'-Expression bei 33% der Tumoren nachweisen, ein Vergleich zu
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tumorfreier Schleimhaut wurde jedoch nicht durchgefiihrt ?*. Friilhe Tumorstadien zeigten
hier verglichen mit fortgeschrittenen Tumoren eine deutlich hdhere Expression. Des
Weiteren war eine hohe p21"A"'-Expression mit einer besseren Prognose assoziiert. Dies

59

konnten auch Doglioni et al. bestatigen Untersuchungen an nicht-kleinzelligen

Lungenkarzinomen erbrachten ein gleichartiges Ergebnis mit Assoziation der p21"A™'-
Expression sowohl mit friihen Tumorstadien als auch mit einer besseren Prognose " %,

Die hier vorgestellten Ergebnisse decken sich mit der Annahme, dass p21"*"' als
Tumorsuppressor fungiert und bei prdmalignen und malignen L&sionen eine Stérung der
Zellzyklus-Kontrolle vorliegt, weshalb hier, trotz entstandenem DNA-Schaden, kein
Zellzyklus-Arrest eingeleitet wird. Auch einige Mausmodelle mit p21"A"'-Knockout weisen auf

eine tumorsuppressive Funktion von p21VAF" hin 76 218,

Anstieg der Proliferation bei aktiver Colitis ulcerosa und neoplastischer
Transformation

Um die Veranderungen der proliferativen Aktivitdt zu bestimmen, nutzten wir den gut
etablierten Proliferationsmarker Ki67. Passend zu dem oben beschrieben Regenerations-
muster der Kolonkrypte und im Einklang mit anderen immunhistologischen Arbeiten, zeigten
die entzindungsfreien Kontrollen in unseren Untersuchungen eine starke Ki67-Positivitat im
unteren Kryptendrittel, wobei die am Scheitelpunkt der Krypte lokalisierten Stammzellen teils
Ki67-negativ waren (Tab. 10; Abb. 22-27) 13° 5 220 54 55 59 280 Baj dem Kollektiv der aktiven
Colitis konnten wir einen signifikanten Anstieg der Ki67-Rate beobachten, der auf eine
Zunahme Ki67-positiver Zellen im mittleren und apikalen Kryptendrittel zurlickging (Tab. 10;
Abb. 22-26). Diese Zunahme lasst sich durch eine verstarkte Epithelproliferation im Rahmen
der Reparatur entziindlich bedingter Schleimhautverletzungen erkldren . Bei Colitis in
Remission war gegenuber der aktiven Colitis eine deutliche Abnahme der Ki67-Rate im
Sinne einer partiellen Normalisierung der Proliferationsrate zu erkennen (Tab 10; Abb. 22-
26). Allerdings lag die Ki67-Rate weiterhin Uber jener der Kontrollen, was sich mit den
Beobachtungen der Arbeitsgruppe um Buczynski et al. deckt 2. Auch immunhistologische
Untersuchungen an der Kolonschleimhaut mit anderen Proliferationsmarkern wie PCNA
(proliferating-cell nuclear antigen) kamen zu dem Ergebnis, dass die proliferative Aktivitat bei
entziindungsfreier Kontrollschleimhaut im unteren Kryptendrittel lokalisiert ist, bei aktiver CU
deutliche ansteigt und sich bei Remission weitgehend normalisiert ®. Andere Arbeiten
konnten wie wir einen fortbestehend erhdhten zellularen Umsatz mit erhdhter Proliferation
bei Remission nachweisen **’. Mit zunehmender Entziindungsaktivitat und -chronizitat kam
es zu einem signifikanten Anstieg der Ki67-Rate (Tab. 11) ?**. Auch bei infektiésen Colitiden
zeigte sich eine erhdhte Ki67-Expression im Rahmen der entziindungsbedingt vermehrten

Proliferation ® ", Es wird vermutet, dass der erhdhte Epithelumsatz bei Infektionen neben
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der Reparation dazu dient, infizierte, erregertragende Zellen zu eliminieren. Die Frage ist, ob
die erhéhte proliferative Aktivitat bei Remission noch durch reparative Vorgange erklarbar ist
oder ob sich hier bereits eine pathologisch vermehrte Proliferation zeigt. Immerhin kénnen
Wachstumssignale, die bei entzindungsbedingten Gewebsschaden zur Wundheilung
ausgeschuttet werden, auch zu einer vermehrten Proliferation von unter Umstanden
geschéadigten Zellen und pramalignen Zellen fiihren "2 Dieser Effekt wird umso stérker, je
haufiger sich die Abfolge von Verletzung und Regeneration wiederholt, was auch in dem
zellularen Colitis-Modell gezeigt werden konnte 2 2" Auch Mausmodelle mit DSS-
induzierter Colitis und anderen entzindlichen Verdnderungen des Kolons zeigten eine
erhdhte Ki67-Expression in der Regenerationsphase ¢ *',

In Ubereinstimmung mit der Literatur, stellte sich auch bei den hier vorliegenden
Untersuchungen eine signifikant erhohte Proliferation bei den Colitis-assoziierten
Dysplasien und den sporadischen Adenomen dar, die mit einer Auflésung der zonalen
Verteilung einher ging (Tab. 10; Abb. 22-26) 2%° ° 302 %5 58 Bgj den Colitis-assoziierten
Dysplasien liel’ sich ein Einfluss des Grades der Dysplasie auf die Ki67-Expression ablesen
(Tab. 12). Dies deckt sich mit Studien, die zeigten, dass Ki67 sowohl bei der Abgrenzung
entziindungsbedingter, reaktiver Atypien bei CU von echten Colitis-assoziierten Dysplasien
sowie bei der Graduierung der Dysplasien genutzt werden kann %2 Bei den Colitis-
assoziierten Karzinomen und auch den sporadischen Karzinomen kam es, in
Ubereinstimmung mit anderen Arbeiten, zu einem weiteren Anstieg der Ki67-Rate, mit einer
diffusen Verteilung Ki67-positiver Tumorzellen innerhalb des Tumors (Tab. 10; Abb. 22-26) °
145458 190 208 263 Aych Principi et al. konnten einen kontinuierlichen Anstieg der Ki67-
Expression von der aktiven Colitis Uber die Colitis-assoziierten Dysplasien zu den Colitis-
assoziierten Karzinomen feststellen ?. Interessanterweise zeigten die von uns untersuchten
sporadischen Kkolorektalen Karzinome eine hodhere Ki67-Expression als die Colitis-
assoziierten Karzinome (Tab. 10, Abb. 22-26). Eine mdgliche Erklarung dafir ist, dass die
sporadischen Karzinome durchschnittlich ein fortgeschritteneres Tumor-Stadium aufwiesen
als die Colitis-assoziierten Karzinome (Tab. 7 und 8).

Es existieren zahlreiche Studien, die eine erhohte Ki67-Rate in diversen Malignomen
beschreiben und zeigen, dass die Ki67-Rate in einer Vielzahl von Malignomen von
beispielsweise Mamma, Prostata und Lunge sowie in Lymphomen, einen starken
prognostischen und pradiktiven Wert hat '06 46 115 259 312 284 110 314 211 79 194 Hiar korreliert eine
hohe Ki67-Expression zumeist mit einer hohen Tumoraggressivitat und somit mit einer
schlechteren Prognose ™8 # %2 7 12 ntersuchungen am kolorektalen Karzinom kamen
teils zu widerspruchlichen Ergebnissen, wobei die Ki67-Rate beim kolorektalen Karzinom

zwar erhdht war, sich aber kein eindeutiger Zusammenhang mit dem Tumorstadium oder der
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Prognose herstellen lieR #° 293 4 14 73 Djes deckt sich mit den in der hier vorgestellten Arbeit
beschrieben Ergebnissen.

Bei Betrachtung des Verlaufs der Gesamt-Ki67-Rate von den Kontrollen Uber die aktive
Colitis, die Remission, die Colitis-assoziierten Dysplasien zu den Colitis-assoziierten
Karzinomen lasst sich vergleichbar zum zellularen Colitis -Modell, ein sinusoidales Muster
mit Proliferationsmaxima bei der aktiven Colitis, den Dysplasien und den Karzinomen
erkennen #'° (Abb. 22 und 23).

1"AF! und Ki67 korrelieren invers

p2
Da der durch p21"VA"" ausgeldste Zellzyklus-Arrest zu einem Stopp der Zellproliferation fiihrt
und zusétzlich die Differenzierung von Zellen erméglicht '*° 2% 1% waren p21"*"" und Ki67
bei unseren Untersuchungen grofRtenteils invers korreliert (Tab. 10; Abb. 16, 22 und 27). So
zeigte sich in den Krypten der gesunden Kontrollen wie oben beschrieben, eine an der
Kryptenbasis hohe Ki67-Rate und eine im oberen Kryptendrittel und dem Oberflachenepithel
hohe p21VAF'-Expression. Bei aktiver Colitis sahen wir einen Anstieg der p21"A7'-
Expression, was die Einleitung des Zellzyklus-Arrestes bewirken und so die Reparatur, der
auch durch y-H2AX angezeigten, entzlindlich bedingten DNA-Schaden ermdéglichen kénnte.
Gleichzeitig konnten wir jedoch auch eine vermehrte Proliferationsrate in Form einer
erhohten Ki67-Rate nachweisen. Bei den Colitis-assoziierten Dysplasien und
Karzinomen fand sich wieder eine inverse Korrelation mit Absinken der p21VA"'-Gesamt-
Expression bei gleichzeitigem Anstieg der Ki67-Rate. Beide Marker lielen eine von den
Dysplasien zu den Karzinomen zunehmende Auflésung der zonalen Verteilung erkennen
(Tab. 10; Abb. 16 und 22). Eine gleichartige Entwicklung fand sich bei den sporadischen
kolorektalen Adenomen und Karzinomen (Tab. 10; Abb. 16 und 22). Im Gegensatz zu
Doglioni et al., die beim kolorektalen Karzinom keine Korrelation der beiden Marker
miteinander sahen *, konnten wir eine gegenléufige Entwicklung mit Abnahme der p21"/A"'-

Expression bei gleichzeitigem Anstieg der Ki67-Expression verzeichnen.

Eine fehiregulierte JNK-Aktivitdt konnte ein Umschalten von Zellzyklus-Arrest zu
vermehrter Proliferation bewirken

JNK spielt bei der Pathogenese verschiedener Malignome des Menschen eine wichtige Rolle
27274 39 290 6 pghlmann et al. konnten im zelluldren Colitis-Modell nachweisen, dass es nach
einer p-JNK-Erhohung bei der aktiven Colitis zu einer Fehlregulation der p-JNK-Expression
mit verminderter p-p54-JNK- und erhéhter p-p46-JNK-Expression in der CU-assoziierten
Karzinogenese, kommt, die bei der Colitis in Remission beginnt 2" 2>, Konsekutiv wurden
p21"A"1 und y-H2AX herunterreguliert, was eine Fehlsteuerung der DNA-Schadens-Antwort

mit folglich vermehrter Proliferation und maskiertem DNA-Schaden nach sich zog (Abb. 5).
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In den hier vorliegenden immunhistologischen Untersuchungen konnte ebenfalls eine
erhdhte Expression von p-JNK2, p-JNK123, y-H2AX und p21"AF" bei aktiver Colitis
beobachtet werden (Tab. 4). Diese Veranderungen deuten darauf hin, dass sich ein grofRer
Teil der Kolonepithelzellen in einem Zellzyklus-Arrest befand, ausgeldst durch
entziindungsbedingten Zell-Stress. Aufgrund der parallelen Entwicklung der Protein-
expression und der Ergebnisse der in vitro Untersuchungen vermuten wir, dass p-JNK auch
in vivo Uber eine p21"A"'- und y-H2AX-Erhéhung die Einleitung des Zellzyklus-Arrestes
bewirkt. Diese These wird von Studien gestitzt, die zeigen, dass JNK sowohl unter Normal-

als auch unter Stressbedingungen einen Einfluss auf den Zellzyklus hat, indem es unter

WAF1 134 31
1 rt

anderem p2 und p53 durch Phosphorylierung stabilisie oder eine Transkription

1WA {iber Transaktivierung des Transkriptionsfaktors Sp1 bewirkt ' 2*¢. Zusatzlich

von p2
kann JNK auch die Phosphorylierung von H2AX induzieren 2'° "2 Da wir parallel eine
erhohte Ki67-Rate nachweisen konnten, ist zusatzlich anzunehmen, dass ein zweiter Teil der
Epithelzellen proliferierte (Tab. 10; Abb. 22 und 23). Ein gleichartiger Proliferationsanstieg
fand sich auch in der akuten Entziindungsphase des zellularen Colitis-Modells 2" #'*,
Naheliegend scheint, dass die Proliferation hier im Rahmen der Wundheilung erhoht ist
%7 Auch bei Remission war eine erhohte proliferative Aktivitit zu beobachten. Die Frage ist,
ob diese noch durch reparative Vorgange erklarbar ist, oder ob sie bereits — wie im zellularen
Colitis-Modell gezeigt '° - Ausdruck einer beginnenden Fehlsteuerung des Zellzyklus ist
(Tab. 10; Abb. 22 und 23), bei der geschadigte Zellen vermehrt die Zellzyklus-Kontrollpunkte
iberwinden, wie es im zelluldren Colitis-Modell gezeigt werden konnte 2'°. Als Ursache
dieser Fehlsteuerung konnten PoOhimann et al. die beschriebene JNK-Fehlregulation

nachweisen 2'°

. Im Einklang mit diesem Modell sahen wir bei Remission, den Colitis-
assoziierten Dysplasien und den Colitis-assoziierten Karzinomen eine signifikante
Verminderung der p-JNK2-Expression (Tab. 4; Abb. 9 und 10). Gleichzeitig war eine
Erhéhung von p-JNK123 bei Remission und den Colitis-assoziierten Dysplasien zu
verzeichnen (Tab. 4; Abb. 11 und 12). Zwar muss man einrdumen, dass der uns zur
Verfligung stehende p-JNK123-Antikdrper keine spezifische Beurteilung der p-JNK1-
Expression erlaubte, dennoch war das beschriebene differente Verhalten von p-JNK2 und
p-JNK123 in der Colitis-assoziierten Karzinogenese zu beobachten, welches an die
Expressionsmuster in der Zellkultur erinnert und auf eine moégliche Fehlregulation der JNK-
Isoformen in vivo hinweist 2'°. Des Weiteren konnte, ebenso wie in dem zelluldren Colitis-
Modell beschrieben, auch in vivo beobachtet werden, dass die p21"“A"'-Expression wahrend
der Colitis-assoziierten Karzinogenese parallel zu p-JNK2 abnahm (Tab. 10, Abb. 16 - 21).
p21"A"1 kénnte in dem hier betrachteten Zusammenhang durch p-JNK2 reguliert werden.
Dagegen sprechen allerdings Arbeiten an Maus- und Zellkulturmodellen zum

WAF1
1

Gastrointestinaltrakt, die eine JNK1-abhangige Aktivierung von p2 mit konsekutiver
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Tumor-supprimierender Wirkung fiir JNK1 sahen *7° 2%,

Sowohl Péhlmann et al. als auch Lu et al. konnten belegen, dass y-H2AX von JNK reguliert
werden kann 2 %2 Da sich im Vergleich zu den sporadischen kolorektalen Neoplasien bei
den Colitis-assoziierten Neoplasien nur ein geringer Anstieg von y-H2AX beobachten lie
(Abb. 4; Tab. 13 und 14), vermuten wir in Anlehnung an das zellulare Colitis-Modell, dass
diese gegenuber den sporadischen kolorektalen Karzinomen signifikant verminderte
y-H2AX-Expression ein Hinweis auf einen maskierten DNA-Schaden ist und
moglicherweise durch die postulierte JNK-Fehlregulation bedingt sein konnte.

Zusammenfassend ist zu vermuten, dass die in der hier vorgestellten Arbeit beobachtete
Verminderung der p-JNK2-Expression und Erhdéhung der p-JNK123-Expression mit der
p21"*F.Verminderung und einer erhdhten Proliferation korreliert sein kénnten und sich
zusatzlich ein maskierter DNA-Schaden bei JNK-abhangig verminderter y-H2AX-Expression
findet. Dieses Zusammenspiel an Veranderungen fihrt moglicherweise zu einer
Fehlregulation der Zellzyklus-Kontrolle in der CU-assoziierten Karzinogenese.
Einschrankend muss man jedoch anmerken, dass die CU eine komplexe Erkrankung
darstellt, bei der diverse pathogenetische und molekulare Mechanismen ineinander greifen.
So wird unter anderem vermutet, dass hier auch komplexe Stérungen der
Schleimhautbarriere vorliegen '**. Diese gehen unter anderem auf Veranderungen des Wnt-
und Notch-Signalweges zuriick, welcher Einfluss auf die Funktion von Paneth- und

Becherzellen und so die antimikrobielle Abwehr hat "2 11,

Spezifische Effekte der Colitis ulcerosa-assoziierten Entziindung

Um die Auswirkungen der CU-spezifischen Entzindung auf die Kolonschleimhaut
objektivieren zu kénnen, haben wir zum Vergleich Falle mit Sigmadivertikulitis untersucht.
Die Sigmadivertikulitis ist eine partiell chronisch und oft auch rezidivierend verlaufende
Entziindung der Kolonschleimhaut, die jedoch nicht mit einer Erhéhung des Karzinomrisikos
einhergeht "' ?*2. Interessanterweise zeigte sich die p-JNK2- und p-JNK123-Expression bei
der Divertikulitis nicht wie bei aktiver Colitis, erhdht sondern lag weit unter jener der
Kontrollen (Tab. 4; Abb. 9-12). Passend dazu war eine Verminderung der Gesamt-p21"/A7'-
Expression und der p21"A"'-Expression im mittleren und apikalen Kryptendrittel zu
beobachten (Tab. 10; Abb. 16-21). Lediglich im basalen Kryptendrittel kam ein minimaler
Anstieg der p21"A"'-Expression verglichen mit den Kontrollen zur Darstellung. Dieser lag
jedoch weit unter dem bei aktiver Colitis zu verzeichnenden Expressionsanstieg (Tab. 10;
Abb. 16-21). Aufgrund dieser Unterschiede vermuten wir, dass der JNK-Signalweg
spezifisch bei der CU-assoziierten Entziindung aktiviert wird. Ein weiterer Unterschied
zur CU ist die proliferative Aktivitat, die bei aktiver Colitis Uber alle Kryptenabschnitte deutlich

erhoht war. Bei Divertikulitis war lediglich im apikalen Kryptendrittel eine signifikante
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Proliferationssteigerung zu erkennen (Tab. 10; Abb. 22-26). Die Frage ist, ob der JNK-
Signalweg tatsachlich speziell bei CU aktiviert wird oder ob hier nicht ein im Vergleich zur
Divertikulitis deutlich starkerer Gewebsschaden vorliegt, der dementsprechend eine starkere
Stressreaktion in Form einer starkeren JNK-Aktivierung nach sich zieht. Dagegen spricht
zunachst, dass bei Divertikulitis, wie beschrieben, nicht nur eine Erhéhung der betreffenden
Proteine ausblieb sondern diese im Gegenteil erniedrigt waren. AuRerdem waren die
Einschlusskriterien fir die Falle beider Kollektive identisch. Bei beiden Kollektiven wurden
ausschlie8lich Falle ausgewahlt, deren Schleimhaut frei von Erosionen oder Ulzerationen
war, um eine Auswertung des Epithels auf gesamter Kryptenldnge zu ermdglichen. Fir einen
starkeren Gewebsschaden bei aktiver CU spricht jedoch, dass die Entzindungsaktivitat bei
der aktiven Colitis durchschnittlich héher war als bei der Divertikulitis. Bei aktiver Colitis
zeigten 90,5% der Falle eine maRige oder starke Aktivitat, bei der Divertikulitis nur 50% (Tab.
1). Aulierdem konnte die bei aktiver Colitis gesteigerte Proliferation auf eine starkere
Regeneration bei Epithelschaden hinweisen. Allerdings konnte fir die Sigmadivertikulitis kein
statistischer Zusammenhang zwischen der Entziindungsaktivitat und der proliferativen
Aktivitat sowie der Expression von p-JNK2, p-JNK123, p21"A"" oder y-H2AX nachgewiesen
werden. Statisch relevante Auswirkungen auf die Proteinexpression fanden sich nur
innerhalb des Colitis-Kollektivs selbst. Ein weiterer Fakt, der gegen eine ausschlielich durch
vermehrten Gewebsschaden bedingte JNK-Aktivierung spricht, ist die bei Divertikulitis im
Vergleich zur aktiven Colitis starker erhohte Expression des DNA-Schadensmarkers y-H2AX
(Tab. 4; Abb. 13 und 14). Somit liegen auch im Epithel der Divertikulitis vermutlich
entziindlich bedingte Schaden der DNA vor. Da die p-JNK-Expression reduziert war, ist
davon auszugehen, dass JNK-unabhangige Signalwege y-H2AX induziert haben. Leider
liegen keine Arbeiten zur Expression von p-JNK, p21"A"'  y-H2AX oder Ki67 bei
Sigmadivertikulitis vor, mit denen wir unsere Ergebnisse vergleichen kdnnten. Ausblickend,
waren Vergleiche mit anderen chronisch entzindlichen Erkrankungen der Kolonschleimhaut
wie Morbus Crohn hilfreich, um die Rolle des JNK-Signalweges hier besser zu verstehen.

Beim Vergleich der sporadischen mit den Colitis-assoziierten intraepithelialen
Neoplasien zeigte sich, dass die Expression von p-JNK123 bei den Colitis-assoziierten
Dysplasien signifikant héher war als die p-JNK2-Expression, wohingegen sich bei den
sporadischen Adenomen lediglich ein marginaler Unterschied zwischen der p-JNK123- und
der p-JNK2-Expression fand (Tab. 4). Die Differenz zwischen den Unterschieden der
Proteinexpression der beiden Kollektive war statistisch signifikant. Wie oben erortert, kann
die Erhéhung der p-JNK123-Expression bei den Colitis-assoziierten Dysplasien
moglicherweise auf eine erhodhte p-JNK1-Expression zurlckgefuhrt werden. Eine
Erhéhung von p-p46-JNK fand sich auch in dem zellularen Colitis-Modell und schien durch

den rezidivierenden oxidativen Stress bedingt zu sein ?'°. y-H2AX wies in den Colitis-
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assoziierten Dysplasien und den sporadischen Adenomen ein nahezu identisches
Expressions-Niveau auf (Tab. 4; Abb. 13 und 14). Bei den sporadischen kolorektalen
Karzinomen zeigte die y-H2AX-Expression jedoch verglichen mit den Colitis-assoziierten
Karzinomen einen nahezu zweifachen Wert (Tab. 4; Abb. 13 und 14). Das koénnte ein
Hinweis darauf sein, dass der auch beim Colitis-assoziierten Karzinom zu vermutende DNA-
Schaden nicht vollstandig durch y-H2AX signalisiert wird und demnach maskiert ist. Diese
Beobachtung deckt sich ebenfalls mit den Untersuchungen am zelluléren Colitis-Modell #°.
Ein Einfluss des Patientenalters, welches den y-H2AX-Spiegel auch verdndern kann 21
konnte trotz durchschnittlich héherem Alter bei den Fallen mit sporadischen kolorektalen
Karzinomen statistisch nicht nachgewiesen werden (Tab. 13), sodass die vorbestehende
Entzindung als mogliche Ursache fur den niedrigeren y-H2AX-Wert bei den Colitis-
assoziierten Karzinomen in Frage kommt. Dazu passt, dass die Arbeitsgruppe um Oka et al.
bei der Progression der sporadischen kolorektalen Karzinogenese eine aktivierte DNA-
Schadens-Antwort mit erhdohten y-H2AX-, p-ATM- und p-Chk2-Werten nachweisen konnte
2% |nteressanterweise war die p21"VA""-Expression bei den sporadischen Karzinomen zwar
gegenuber den Kontrollen reduziert, lag aber signifikant Uber jener der Colitis-assoziierten
Karzinome und sogar leicht Uber jener der sporadischen Adenome, was die beschriebene
These einer aufgrund der chronischen Entziindung verstarkt gestorten Zellzyklus-Kontrolle
weiter untermauert (Tab. 10; Abb. 16-21)

Ausblick

Insgesamt hat das zellulare Colitis-Modell weitere molekulare Mechanismen der Colitis-
assoziierten Karzinogenese aufgedeckt (Abb. 5), die wir in der hier vorliegenden Arbeit an
Patientenmaterial immunhistologisch bestatigen konnten. Anhand der hier vorgestellten

Ergebnisse kann postuliert werden, dass p21"A"’

auch in vivo durch p-JNK reguliert werden
kann und dass die Colitis-assoziierte Entziindung zu einer spezifischen JNK-Aktivierung mit
Einleitung eines Zellzyklus-Arrestes fuhrt. Des Weiteren vermuten wir, dass mit
fortschreitendem Krankheitsverlauf eine JNK-Fehlregulation auftritt, welche durch eine
verminderte p21"A"'-Expression zu einer Uberwindung von Zellzyklus-Kontrollpunkten und
daraufhin pathologisch vermehrter Proliferation flhrt. Zusatzlich konnte eine Reduktion des
DNA-Schadensmarkers y-H2AX bei den Colitis-assoziierten Neoplasien im Vergleich zu den
sporadischen kolorektalen Neoplasien beobachtet werden, wobei es sich hier um einen
Ausdruck maskierter DNA-Schaden handeln kdnnte, der mdglichweise spezifisch fir die
Colitis-assoziierte Karzinogenese ist. Um die hier vorgelegten Daten zu verifizieren, waren
weitere in vivo Untersuchungen mit groReren Kohorten sowie weitere, spezifische JNK-

Inhibitor-Analysen wiinschenswert.

60



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Die Colitis ulcerosa (CU) ist eine chronisch entzundliche Darmerkrankung, die mit einer stark
erhohten Inzidenz an kolorektalen Karzinomen einhergeht. Bei der zellularen Reaktion auf
entzlindlichen Stress spielen c-Jun-N-terminale Kinasen (JNK) eine wesentliche Rolle. Sie
haben Einfluss auf zellulare Funktionen wie Zellzyklus-Kontrolle und Proliferation. Péhimann
et al. konnten zuvor mittels eines Zellkultur-Modells eine Fehlregulation der p-JNK-
Expression im Rahmen einer chronischen Exposition gegeniber oxidativem Stress
nachweisen und zusatzlich zeigen, dass diese mit einer pathologischen Verminderung des

Zellzyklus-Regulators p21"“A"! und des DNA-Schadensmarkers y-H2AX assoziiert war.

Die vorliegende Arbeit Uberprift, ob Veranderungen des JNK-Signalweges auch in vivo eine
Rolle spielen. Dazu wurden immunhistologische Untersuchungen der identifizierten
Signalproteine p-JNK, p21"A"' y-H2AX und des Proliferationsmarkers Ki67 an Kolon-
Biopsien und -Resektaten von Patienten mit aktiver CU, CU in Remission, CU-assoziierten
Dysplasien und CU-assoziiertem Karzinom durchgefuhrt. Zum Vergleich wurden Biopsien
und Resektate von entziindungsfreier Kolonschleimhaut, Sigmadivertikulitiden, sporadischen
Adenomen und sporadischen kolorektalen Karzinomen herangezogen. Es konnte ein Anstieg
der p-JNK2- und p21"A""-Expression bei aktiver CU und eine Reduktion der p-JNK2- und
p21VAF_Expression sowohl bei der CU-assoziierten als auch bei der sporadischen
kolorektalen Karzinogenese beobachtet werden. Die p21"*"'-Verminderung weist auf eine
verminderte Aktivierung von Zellzyklus-Kontrollpunkten, also einen partiell aufgehobenen
Zellzyklus-Arrest hin. Invers dazu zeigte sich eine erhdhte proliferationsassoziierte Ki67-Rate
in der CU-assoziierten und der sporadischen kolorektalen Karzinogenese. Die Expression
von p-JNK123 stieg in der aktiven CU und der CU in Remission und sank erst beim
CU-assoziierten Karzinom auf den Wert der p-JNK2-Expression. Der y-H2AX-Wert lag bei
den CU-assoziierten Neoplasien signifikant unter dem der sporadischen Kkolorektalen
Neoplasien. Das deutet darauf hin, dass die CU-assoziierte Entzindung Uber eine
pathologische Verminderung von y-H2AX zu einer Maskierung des DNA-Schadens fihrt. Wir
vermuten, dass bei aktiver CU ein JNK-abhangiger Zellzyklus-Arrest eingeleitet wird. Die
chronische Entziindung wiederum koénnte eine fehlregulierte JNK-Aktivitat mit verminderter
p-JNK2-Expression bewirken. Diese scheint sich beginnend in Remission zu manifestieren
und wahrend der CU-assoziierten Karzinogenese zu einer fehlerhaften Zellzyklus-Kontrolle,

einer erhdhten Proliferation und einem undetektierten DNA-Schaden beizutragen.
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Anhang
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Abb. 28: Positiv- und Negativkontrollen der verwendeten Antikérper. Entziindungs- und tumorfreie
Kolonschleimhaut (A) und fetales Hirngewebe (B) als Positiv- (=) und Negativ- (=) Kontrollen fir den p-JNK123-
Anitkdrper (x200). (C) Entztindungs- und tumorfreie Kolonschleimhaut als Positiv- (=) und Negativ- (=>) Kontrolle
fur den p-JNK2-Antikdper (x200). (D) Peritonealmetastase eines high-grade serésen Ovarialkarzinoms als
Positiv- (=) und Negativ- (=) Kontrolle fir den y-H2AX-Antikdper (x200). (E) MaRig differenziertes
Adenokarzinom des Magens, vom intestinalen Typ nach Laurén als Positiv- (=) und Negativ- (=) Kontrolle flr
den p21WAF1-Antik6per (x200). (F) Regelhaftes Tonsillenparenchym als Positiv- (=) und Negativ- (=) Kontrolle fir
den Mib1-Antikoper (x100).
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Abb. 29: Immuno-Blot Analysen zur Bestimmung der Spezifitit des p-JNK2-Antiképers. Immuno-Blot
Analysen von entziindungs- und tumorfreier Kolonschleimhaut (1, 2) und entziindungs- und tumorfreiem
Mammaparenchym (3). Die Lysate wurden mittels Immunoblotting unter Verwendung des p-JNK2- und des
3-Actin-Antikorpers analysiert. 3-Actin diente als Ladekontrolle.
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