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Kurzreferat:

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression tdnverschiedenen G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren in kolorektalen Karzinometensucht. Alle 11 der un-
tersuchten G-Protein-gekoppelten Rezeptoren konméeeits in anderen Tumo-
ren als vermehrt exprimiert nachgewiesen werdem.N&chweis in kolerektalen
Karzinomen stand noch aus. Die vorliegende Arbeitrite alle 11 untersuchten
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren mittels Immunbisgaie im Kolonkarzinom
nachweisen. Zunéchst wurde nach unterschiedlickreSsion in Kolonkarzi-
nomen im Vergleich zu gesundem Kolonepithel gesulbes Weiteren wurden
Unterschiede der Expression in Abhangigkeit von drgrol3e, Tumordifferen-
zierung und Metastasenstatus untersucht. Fir 3ltoRezeptoren konnte dabei
eine signifikante Mehrexpression im Kolonkarzinoseegigt werden, ein Rezep-
tor war im Kolonkarzinom im Vergleich zum gesundknlonepithel minde-
rexprimiert. Diese Ergebnisse lassen die Vermuiunglal3 G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren eine wichtige Rolle in der Karzinogeneson kolorektalen Karzi-

nomen spielen kénnten.
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1. Einleitung

1.1 Das kolorektale Karzinom

1.1.1 Definition und Epidemiologie

Das kolorektale Karzinom umfasst Karzinome des &ektund des Kolons. Als
Unterscheidung gilt hier ein Abstand von 16 cm zlen aboralem Tumorrand
und Anokutanlinie (Herold et al. 2006). Kolorekt&arzinome sind die haufigs-
ten malignen Tumoren des Magen-Darm-Traktes (Reessnal. 2004), und die
zweithaufigsten Karzinome generell, sowohl bei Mé&mnals auch bei Frauen.
Die Inzidenz liegt in Deutschland bei Uber 40/100/Qahr. In anderen Landern
liegt sie teilweise deutlich niedriger. Nur etwa @ehntel aller kolorektalen Kar-
zinome findet sich bei Patienten unter 50 Jahréa.lixidenz verdoppelt sich bei
Uber 40jahrigen alle 10 Jahre. Das Karzinomrisikgtlin der Normalbevdlke-
rung bei 6%. Etwa 75% aller kolorektalen Karzinogahoren in diese Gruppe.
Die restlichen 25% entfallen auf Patienten ausk@giuppen. Dazu gehdren Pati-
enten mit kolorektalen Adenomen, Patienten mit \&etdien 1. Grades, die eben-
falls an einem kolorektalen Karzinom erkrankt siRdtienten mit Colitis ulcerosa
oder Patienten mit hereditaren Tumorleiden wiefdmniliaren adenomatdsen Po-
lypose (FAP) oder dem hereditares, nicht Polypassoaziertes Kolonkarzinom
(HNPCC) (Herold et al. 2006).

Pathologisch-anatomisch lassen sich mehrere vedsehe Typen des kolorekta-
len Karzinoms unterscheiden. Makroskopisch undHiarfigkeit nach absteigend
spricht man vom schuisselférmig-exulzerierten Typmdpolypds-exophytischen
Typ und dem seltenen diffus-infiltrierenden Typ.90% der Falle handelt es sich
bei kolorektalen Karzinomen um Adenokarzinome, sligh histologisch weiter
einteilen lassen. In 70% der Falle handelt es wimtein tubuléres, papillares oder
kribriformes Adenokarzinom. In etwa 20% der Fdifelet man muzindse Ade-
nokarzinome mit ausgepragter extrazellularer Seidddung. Als seltenere histo-
logische Varianten sind das Siegelringzellkarzinodas kleinzellige neuroendo-

krine Karzinom und das medullére Karzinom zu neniidade et al.2004)

Die Einteilung der kolorektalen Karzinome erfolgich dem System der UICC

(Union internationale contre le cancer), welches $iadien 0 bis IV mit Unter-



gruppen beinhaltet. Die TNM-Klassifizierung der Werlcksichtigt Tumor-
grolRe, Ausdehnung, Lymphknotenstatus sowie Feastatenstatus. Die Eintei-
lung nach Dukes ist in Deutschland nicht mehr sehbreitet. Diese Einteilung
kennt die Stadien A bis D, die im Wesentlichen &adien |-V der UICC-
Klassifikation gleichen und somit ebenfalls die TMN&hteilung als Grundlage
haben. Der Differenzierungsgrad (Grading) des Twnward in gut (G1), malig
(G2) und gering differenziert (G3) eingeteilt. Lagrade Karzinome sind G1 und

G2 Tumoren. High-grade-Karzinome sind G3 Karzinome.

Die Prognose und vor allem auch die Therapie dé&zdddalen Karzinoms sind
entscheidend abhé&ngig vom Tumorstadium, wobeiarspeutische Unterschiede
gibt, je nach dem ob es sich um ein Kolonkarzinodgr um ein Rektumkarzi-
nom handelt. Die 5-Jahresiberlebensrate liegt BRBRtumkarzinom im Stadium
| noch bei 95%, im Stadium Il bei bis zu 85%, ina@um III bei bis zu 55% und
im Stadium IV bei nur noch 5%. Beim Kolonkarzinomelg es ahnlich aus. Im
Stadium | liegt die 5-Jahresiberlebensrate bezi85%, im Stadium Il noch bei
bis zu 90%, im Stadium Il bei bis zu 65% und iladtum IV bei bis zu 5%. Die
Tumorlokalisation (Kolon vs. Rektum) und das Tunwadgum entscheiden mal3-
geblich, welcher Therapieansatz gewahlt wird (kuraes. palliativ; neoadjuvant

vs. adjuvant) und welche Operationstechnik zumamkommt.
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TNM-Klassifikation kolorektaler Karzinome, 7. Aufja [UICC 2010]

(Neuerungen im Vergleich zu 6. Auflage von 2002iddarsiv gedruckt)

Tabelle I T - Primartumor

TX  Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

Tis  Carcinoma in situ

T1 Tumor infiltriert Submukosa

T2 Tumor infiltriert Muscularis propria

T3 Tumor infiltriert durch die Muscularis propria die Subserosa oder in
nicht peritonealisiertes perikolisches oder pé&tales Gewebe

T4 Tumor infiltriert direkt in andere Organe oddrukturen und/oder perfo-
riert das viszerale Peritoneum

T4a  Tumor perforiert das viszerale Peritoneum

T4b  Tumor infiltriert direkt in andere Organe

Tabelle 2 N - regionare Lymphknoten

NX  Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt desr

NO  Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-3 regionaren Lymphknoten

Nla 1 Lymphknoten befallen

N1lb 2-3 Lymphknoten befallen

Nlc Satellitenlymphknotenmetastasen in der Subserosne regionare
Lymphknoten

N2 Metastasen in 4 oder mehr regionaren Lymphknoten

N2a 4-6 Lymphknoten befallen

N2b 7 oder mehr Lymphknoten befallen
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Tabelle 3: M - Fernmetastasen

MX  Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
MO  Keine Fernmetastasen

M1  Fernmetastasen

Mla ein Organ mit Fernmetstase

M1lb mehr als ein Organ mit Fernmetastase oder M&taen im Peritoneum

Tabelle 4: Grading

GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden
G1  Gut differenziert

G2 MaRig differenziert

G3  Schlecht differenziert

G4 Undifferenziert
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Tabelle 5 TNM-Stadiengruppierung, 7. Auflage [UICC 2010,]

Stadium O Tis NO MO
Stadium | T1, T2 NO MO
Stadium |l T3, T4 NO MO
Stadium lIA T3 NO MO
Stadium 1B T4a NO MO
Stadium IIC T4b NO MO
Stadium 1l jedes T N1-2 MO
Stadium 1lIA T1 N2a MO
Stadium I11B T2-T3 N2a MO oder:
T1-T2 N2b MO
Stadium IIIC T4a N2a MO oder:
T3-T4a N2b MO oder:
T4b N1-2 MO
Stadium IV Jedes T Jedes N M1
Stadium IVA Jedes T Jedes N Mla
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1b

In der vorliegenden Arbeit wird noch die 6. Aufla(002) verwendet, da zum
Zeitpunkt der Datenerhebung die neue 7. Auflagérmocht erschienen war. Die
7. Auflage unterscheidet sich in folgenden Punkiten der 6. Auflage: Die Ein-
teilung der Primartumoren wurde um zwei Punkte mzgal4a: Tumor perforiert
das viszerale Peritoneum, sowie T4b: Tumor inéitridirekt in andere Organe.
Des Weiteren wurde die Einteilung der regionarephinoten um vier Unter-
punkte ergdnzt. N1 spaltet sich jetzt in Nl1a (narleymphknoten befallen) und
N1b (2-3 Lymphknoten befallen) auf. N2 wird jetmt N2a (4-6 Lymphknoten
befallen) und N2 b (7 oder mehr Lymphknoten befglleingeteilt. Der Fernme-
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tastasenstatus wird durch M1a (nur ein Organ ntrfRetatstase) und M1b (meh-
rere Organe mit Fernmetastase) erweitert. Der @iff2erungsgrad bleibt unver-
andert.

Aus diesen Erneuerungen ergibt sich die oben gezeigue 7. Auflage der

UICC-Klassifikation kolorektaler Tumoren.
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1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Die Atiopathogenese des kolorektalen Karzinomsnittifaktoriell und schlief3t

u.a. genetische, epigenetische, Erndhrungs- und-ékanomische Faktoren ein.

Allen Karzinomen ist gleich, daf ihnen somatischatdflonen zugrunde liegen.
Einzelne somatische Mutationen finden sich bermsisdenomen des Dickdarms.
90% der Epitheldysplasien des Kolons treten in Feom Adenomen auf.

Die Aquisition weiterer Mutationen fihrt schliefflicum kolorektalen Karzinom

im Sinne einer Adenom-Karzinom-Sequenz.

Wichtig in diesem Zusammenhang ist der VerlustHigterozygotie l(oss of He-
terozygosity LOH). Der LOH kommt auf verschiedenen Chromosorbenver-
schiedenen Genen vor. Besonders hervorzuheberdalel der LOH auf Chro-
mosom 5 im Bereich deSPG-Gens und der LOH auf Chromosom 17 im Bereich
desP53-Gens(Jo et al. 2005, de la Chapelle et al. 2004).

Diese genetischen Veranderungen sind in der Regahtationen und werden
im Gegensatz zu den hereditaren familiaren Kolarikamen nicht vererbt. Diese
Neumutationen werden durch vorbestehende Risikaekkingen wie langjahrige
entzuindliche Darmerkrankungen (z.B. Colitis ulcajosder durch Zustand nach
Ureterosigmoidostomie begtinstigt.

Das Tumorprogressionsmodell beschreibt wie auKderulation einzelner gene-
tischer Mutationen ein kolerektales Karzinom efhiste kann (Vogelstein et al.
1988). Es kommt zur Aktivierung von Onkogenen weendK-RAS-Onkogen und
zur Inaktivierung bzw. Verlust von Tumorsuppreseogn wie dem APC-
Tumorsuppressorgen, dem DCC-Tumorsuppressorgen dedh p53-

Suppressorgen.

Auch ballststoffarme, fett- und fleischreiche Nakgihat Einflul3 auf die Karzi-
nogese des Kolonkarzinoms. So konnten Slatterly 2040 nachweisen, dal} eine
ballaststoffreiche Diat das Risiko einer p53- odierer K-RAS-Mutation signifi-
kant senken kann (Slattery et al. 2010).
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Weitere Risikofaktoren sind vorausgegangene Karaander Mamma, des Ovars
und des Corpus uteri. Auch eine Darmbilharziosenka&inen Risikofaktor darstel-
len. Alkohol- und Zigartettenkonsum sowie ein Aligrer 40 Jahre konnten eben-
falls als Risikofaktoren nachgewiesen werden. Daszikogene Potential von
Alkohol beruht vor allem auf der Toxizitat des Madéiten Acetaldehyd. Aul3er-
dem stimuliert Athanol die Karzinogenese durch Wbitton der DNA-
Methylierung (Seitz et al. 2007).

Zu unterscheiden vom sporadischen Kolonkarzinond slie hereditarer Kolon-
karzinome. Zu erwdhnen sind vor allem die FAP uag HNPCC. Das HNPCC
ist die haufigste Form der vererbten Kolonkarzingnasome. Etwa ein bis sechs
Prozent aller malignen Erkrankungen des Kolonstemés im Rahmen eines
HNPCC (Aaltonen et al. 1998). Patienten mit HNPGBdn ein 80%iges Risiko,
an einem kolorektalen Karzinom zu erkranken. Frahadyen zusétzlich dazu auch
noch ein 30-50%iges Risiko an einem Karzinom dedoBretriums zu erkranken
(Strate et al. 2005). Das HNPCC wird autosomal damii vererbt und ist auf
Mutationen in DNA-Reparaturgenen zurtick zu fuhitdatationen in finf Genen
wurden inzwischen identifiziert, die zu einem HNP@&@®ren konnen. Am héau-
figsten sind Mutationen in hMSH2 auf Chromosom 2 imMLH1 auf Chromo-
som 3. Diese beiden Gene sind bei etwa 15 bis @llé&HNPCC-Patienten mu-
tiert. Der Rest verteilt sich auf die Gene hPM$M$2 und hMSH6 (Syngal et
al. 1999). Die Mutationen sind i.d.R. mit einem Mst der Genexpression ver-
bunden und fuhren zu einer Mikrosatelliteninstadli

Die FAP wird ebenfalls autosomal dominant verend tat eine fast 100%-ige
Penetranz. Die genomischen Mutationen finden sitclAPG-Gen, das auf dem
langen Arm von Chromosom 5 liegt. Bis zu einem tBFitler Neuerkrankungen
sind allerdings Neumutationen, die von den somiagiscMutationen des APC-
Gens beim sporadischen, also nichtfamiliaren Kodmnkom unterschieden wer-
den missen (Powell et al. 1993). Die Inzidenz o&? kst aber deutlich geringer
als die der HNPCC. Nur etwa 1/10000 Falle erkranjeeles Jahr neu an FAP.

Das sind weniger als 1 % aller Kolonkarzinome (Biikt al. 1996).
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1.2 G-protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCR)

Man unterscheidet Rezeptoren des menschlichen kKOrmmech deren Lokalisie-
rung in der Zelle. Ubergruppen sind die membrambtian, die zytoplasmati-
schen und die nukledren Rezeptoren. Die membratigén Rezeptoren werden
weiter nach deren Aufbau in Rezeptoren mit und BEzen ohne intrinsischer
Enzymaktivitat, sowie in lonenkandle und G-Protgekoppelte Rezeptoren
(GPCR) unterteilt (Schartl et al. 2009). Die GPCiRldn die grol3te Rezeptor-
gruppe. Sie wurden in den siebziger Jahren von Adreitsgruppe Rod-
bell/Welton entdeckt (Welton et al. 1977).

GPCR sind Membranrezeptoren und gehoéren zur Fadelieheptahelicalen Re-
zeptoren (auch Sieben-Transmembranare-Rezeptomn Ssipentinrezeptoren).
Sie sind fir die Weiterleitung hormoneller Reizesr dnformation von Ge-
schmacks- und Geruchsstoffen und sogar von Lichtgnawichtig. Sie sind ge-
kennzeichnet durch sieben TransmembrandomanenamtN-Terminus an der
extrazellularen und dem C-Terminus an der intraiien Seite. Sie bestehen aus
etwa 400-500 Aminosauren und haben eine Molekulssmaon 60-80 kDa. Al-
len GPCR ist gemeinsam, dal3 an der Signaltransauldin heterotrimeres G-
Protein beteiligt ist. G-Proteine bestehen aus draereinheiten. Diese sind die
intrazellular gelegene-Einheit, an der entweder Guanosindiphosphat (Gidley
Guanosintriphosphat (GTP) binden, und die transmands gelegen@- und y-
Einheit. In aktiver Form ist GTP gebunden, in imaét GDP. Zur Uberfiihrung
der inaktiven in die aktive Form ist haufig einsateliches Guaninnucleotid-

releasing-protein (GNRP) notig.

Die Signaltransduktion lauft folgendermal3en ab. Rereptor wird durch einen
fur ihn spezifischen Liganden aktiviert. Dies kagmtweder extrazellular, trans-
membranar oder intrazellular geschehen. GDP disgadaraufhin vom Komplex
aus aktiviertem Rezeptor und G-Protein ab, GTP Katut gebunden werden.
Wenn dies geschehen ist |6st sich die nun aktaviemd mit GTP beladene
a—Einheit vom restlicher—y-Komplex. Diese kann nun, je nach Art des G-
Proteins, entweder Enzyme aktivieren oder inaktane Ein solches Enzym ist
zum Beispiel die Adenylatzyklase. Sie stellt ausPA@en Second Messenger
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cyclisches Adenosinmonophosphat (cCAMP) her. cAMRnka. B. die Proteinki-
nase A aktivieren, oder direkt die Genexpressiogirtfieissen. Ein zweites En-
zym, welches durch die-Einheit aktiviert werden kann, ist die Phosphap.
Wird diese aktiviert, spaltet sie ein MembranligndDiacylglycerol (DAG) und
Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP3). IP3 flhrt zur Achittung von Kalziumionen aus
intrazellularen Speichern, DAG aktiviert mit Kalmionen die Proteinkinase C
(Ganten et al. 2003). Am Ende der Kaskade stehechstamstimulierende
Prozesse, die unter anderem bei der Aufrechteritaltier Proliferation maligner
Zellen des Kolons, des Pankreas und der LungeRtle spielen (Rozengurt et
al. 2002).

Danach kommt es zur Spaltung von GTP zu GDP undtdamInaktivierung der
a-Einheit. Sie bindet wieder an dgdry-Komplex und kann dann so erneut
aktiviert werden (Luttrell et al. 2006).

Trotz dieser Gemeinsamkeiten bilden die GPCR eete beterogene Familie.
Die Uber 2000 bisher entdeckten verschiedenen GBg¥n sich in finf Unter-
familien einteilen. Man unterscheidet dabei laut-NlPHAR (International Uni-
on of Pharmacology Committee on Receptor Nomendadad Drug Classifica-
tion) die folgenden Klassen. Die Rhodopsin-dhnichedie Sekretin-
Rezeptorfamilie und die metabotropen Glutamatrexept Die Klasse der so
genannten Pheromonrezeptoren und als letzte Klassesich noch die Familie
der ,frizzled®* und ,smoothened® GPCR, also die ,gaékselten® und
.geglatteten” GPCR erwahnen (Bockaert et al. 19P#8se Unterfamilien haben
eine gemeinsame Ligandenstruktur, eine annédhernabloge Aminosaurense-
quenz oder ahnliche Rezeptorfunktionen (Ji et@93).

Die Funktionen der GPCR sind dementsprechend itiglfdnter anderem von
besonderer Bedeutung sind, die auch in dieser Abeebachteten Rezeptoren der
Neuropeptide wie Gastrin, Cholecystokinin (CCK) wtid Bombesin-ahnlichen
Rezeptoren. Es ist bewiesen, dal} diese PeptidBealsotransmitter, parakrine
Regulatoren oder als systemische Hormone wirkerdiédsem Zusammenhang
konnte nachgewiesen werden, dal3 eben diese Pagid¥achstumsfaktoren in
Zellkulturen fungieren. Diese Tatsache legt dendgeht nahe, daf3 die Agonisten
der GPCR uber deren Signalkaskade direkt die Zdifpration regulieren kon-
nen (Rozengurt et al. 1986).
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1.2.1 Bombesin-ahnliche Rezeptoren

GRPR (@astrin-releasing peptidRezeptor), BRS 3 (bombesin receptor Subtyp 3)
und NMBR (Neuromedin B Rezeptor) gehdren zur Famdier Bombesin-
ahnlichen Rezeptoren (BLR). Diese Rezeptoren sivandt mit Bombesin,
einem Peptid, das 1971 erstmals aus der Rotbauehi@dmbina bombina) iso-
liert wurde (Anastasi et al. 1971).

Bombesin findet sich aber auch in Saugetieren usairkt dort verschiedene
physiologische Effekte. So wurden beispielsweisekWigen auf Kontraktionen
des Uterus, des Kolons und des lleums beobachéstVieiteren stimuliert es die
Gastrin- und Insulinsekretion (Esparmer et al. 3970

Gastrin-releasing peptid¢GRP) und Neuromedin B (NMB) sind die Liganden
von GRPR und NMBR und sind Bombesin-ahnliche Pept@RP hat die Amino-
sauresequenz His-Leu-Met an seinem C-terminaler End zeigt groRe  Uber-
einstimmung mit Bombesin. Dies gilt auch fur NMBtneiner Aminosaurese-
quenz His-Phe-Met am C-terminalen Ende. Fir NMBritemachgewiesen wer-
den, dal3 es die glatte Muskulatur von Ratten stertMinamito et al. 1983).

Die drei Rezeptoren GRPR, BRS 3 und NMBR habenrmnegrof3en Teil sogar
eine identische Aminosaurensequenz. BRS 3 und NMBRI7%, BRS 3 und
GRPR sogar zu 51% (Fathi et al. 1992).

Der GRPR findet sich unter anderem in gesundem chéokem Pankreas- sowie
Magengewebe und des weiteren, allerdings wenigek stxprimiert, in der Ne-
bennierenrinde und im menschlichen Gehirn, wo damgeand verschiedene
gastrointestinale bzw. zentralnerviose Aufgabennitrent.

NMBR, bzw. dessen Liganden scheinen eine physistbg Rolle in der Regula-
tion der Hypophysen-Nebennierenrindenachse sowie dee Thyreotropin-
auschuttung zu spielen (Malendowicz et al. 1996tdReet al. 1989).

BRS 3 ist ein so genannter ,orphan receptor®, f&m dis jetzt der Ligand noch
nicht gefunden wurde. Da er aber knapp 50 % seidmeinosauresequenz mit
NMBR und GRPR teilt, gehort er ebenfalls zu Grugpe BLR. Obwohl der Li-
gand fur BRS-3 noch unbekannt ist, scheint esadasein, dal} BRS-3 eine wich-
tige Rolle im Kohlenhydratstoffwechsel spielt. Maushne BRS-3 ent-wickelten
Adipositas, Diabetes und arterielle Hypertonie (Rgaal. 1998).
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2005 konnten Porcher et al. mittels reverser Trapisise-PCR und anschliel3en-
der guantitativer real-time-PCR BRS-3 in der Tunmascularis des Gastroin-
testinaltraktes von Ratten nachweisen. Zusétzliahkde noch eine Immunhisto-
chemie durchgefiihrt, um die Lokalisation in derl@elu untersuchen. BRS-3
wurde vor allem in den Neuronen der myenterisclosviessubmukodsen Ganglien
gefunden, und dort vor allem entlang der ZellmembAuRerdem konnte BRS-3
im Zytosol der Cajalzellen des Auerbachplexus neauhgsen werden. Diese Er-
gebnisse lassen den Schluss zu, da? BRS-3 auddr &notilitdt des Darmes be-
teiligt sein konnte (Porcher at al. 2005).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dal3 BRS 3 k#indatikern Bronchial-
epithel dazu bringen kantmansforming growth factor beta {TGF-betal) zu
produzieren und so direkt Fibroblasten zu aktiviefdormalerweise wirde das
Bronchialepithel Uber Prostaglandin E2GE2) genau das Gegenteil bewirken,
namlich eine Hemmung der Fibroblasten. Bei Patremé@ Asthma kann BRS-3
also als direkter Wachstumsfaktor fiir Fibroblastergieren (Wang et al. 2007).

1.2.2 Chemokinrezeptoren

CXCR 4 gehort zur Gruppe der Chemokinrezeptorezgperen der chemotak-
tisch wirksamen Zytokine. Chemokine sind kleinet@ire mit einem Molekular-
gewicht von etwa 8-10 kDa und spielen insbesonoherenmunsystem eine Rol-
le, wobei sie vor allem auf Neutrophile, Monozytehymphozyten und
Eosinophile wirken. Chemokine kdnnen die Zellbewegn wahrend einer Ent-
zundungsreaktion koordinieren und sind wichtigdig Migration von hamtopoe-
tischen Stammzellen. Den Chemokinen ist gemeingaf,sie Uber Cysteinreste
verfuigen, die Uber Disulfidbriicken verbunden sidldthik et al. 2000).

Bis heute sind mehr als 50 Chemokine entdeckt worde sich in vier Klassen
einteilen lassen: CXC, CC, C und CX3C. Die dazugged GPCR werden nach
ihren Liganden eingeteilt, also CXCR 1-5, CCR 1-XCR1 und CX3CR1
(Balkwill 2004). Der Ligand fur CXCR 4 ist CXCL13tfomal cell-derived fac-
tor-1).



20

1.2.3 Tachykininrezeptoren

Neurokininl (NK 1) gehort zur Gruppe der Tachykeiis wurden bis heute drei
verschiedene Rezeptoren entdeckt: NK 1, NK 2 un@.NBer Ligand von NK 1
ist Substanz P, ein Neuropeptid, das in der Schremreitung und Weiterlei-
tung eine grolRe Rolle spielt (Maggi et al. 1995).

Weitere Liganden an Tachykininrezeptoren sind Nieaio A und Neurokinin B.
Diese werden zum Beispiel von den cholinergen Metoonen des Darmes syn-
thetisiert, und wirken dort als exzitatorische rigmitter auf die longitudinale und
zirkulare Muskulatur (Maggi et al. 1997).

NK 1 und NK 2 kommen im glatten Muskelgewebe desaggen Intestinums
Vor.

An Zellen der glatten Muskulatur des Osophagus t@machgewiesen werden,
wie Tachykininrezeptoren direkt an der Kontrakta®r Speiserthre beteiligt sind.
Die Kontraktion wird dabei durch eine KombinatioarnvKalziumeinstromen aus
intrazellularen Speichern und Einstrom durch L-Rgiziumkandale verursacht.
Ein nichtselektiver Kationeneinstrom verursachtctiuNeurokinin A [aR3t die
Membrandepolarisierung entstehen, wahrend die LHA#gziumkanale direkt zu
einer Erh6hung der Kalziumkonzentration in der Maigklle und somit zur Kon-
traktion fuhren (Kovac et al. 2006).

Tachykinine sind des Weitern wichtig im zentralsowie im peripheren Nerven-
system. Sie sind zum Beispiel verantwortlich fie dieurogene Entziindung bei

verschiedenen Prozessen wie Migrane oder Arthnt{@attacchini et al. 1995).

1.2.4 Neurotensinrezeptoren

Der Neurotensinrezeptor Subtyp 2 (NT 2) gehdort en Neurotensinrezeptoren.
Diese beinhalten drei Rezeptoren, von denen atigsdhur zwei zur Familie der
GPCR gehoren. Der Ligand Neurotensin ist ein Peptad vor allem im Gehirn
und im Gastrointestinaltrakt gefunden wird (Vincextal. 1999). Es stimuliert
die Proliferation im Pankreas, Dinndarm und inKie@lonmukosa, sowie die Sek-

retion im Pankreas, auRerdem inhibiert es die Dammohotilitdt (Evers et al.
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1992, Dong et al. 2000). Des Weiteren wurde nachegmm, dal? Neurotensin
unter anderem auch an der Dopaminibertragung urahalgetischen Prozessen
beteiligt ist und aufRerdem eine zerebrale Hypothebai Herzstillstand induzie-
ren kann (Myers et al. 2009). Unter anderem wirgemommen, dal3 Neurotensin
als endogenes Neuroleptikum fungiert. So konnt®aansen gezeigt werden, daf3
ein Neurotensindefizit zu verminderter Prapulsiitiob fuhrt (Kinkead et al.
2005). Die Prapulsinhibition ist eine Art ,Vorwamgf* an das Gehirn, damit ein
Reiz nicht vollig unvorbereitet eintrifft. Bei Efknkungen wie zum Beispiel Schi-
zophrenie ist diese Funktion ebenfalls vermind®uf3erdem konnte fiir verschie-
dene Antipsychotika nachgewiesen werden, dal3 siStiratum zu einer Neuro-
tensinausschattung fuhren, was ebenfalls fur emgpsychotische Wirkung von

Neurotensin sprechen kénnte (Dobner et al. 2001).

1.2.5 Rezeptoren fur VIP und PACAP

Das Neuropeptid vasoaktives intestinales PegwdP) fordert die Salzsaurepro-
duktion im Magen, des Weiteren ist es auch fur \ddatationen in Gefalzen und
Bronchien zustandig.

Daspituitary adenyl cyclase-activating polypepti(RACAP) stimuliert Uber den
pituitary adenyl cyclase-activating polypeptiRezeptor 1 (PAC 1) die entero-
chromaffin-ahnlichen Zellen (ECL) im Magen, die filie Histaminausschittung
verantwortlich sind (Zeng et al. 1999). VIP und R¥ist gemeinsam, dal3 sie an
die gleichen Rezeptoren binden, namlich an denakises intestinales Peptid-
Rezeptor 1 (VPAC 1) und an den vasoaktives intelgs Peptid-Rezeptor 2
(VPAC 2). PACAP bindet zusatzlich noch an PAC 1hiludhe at al. 2002). Des
Weiteren haben PACAP und VIP eine Sequenzhomolamie68% (Vertongen et
al. 1997). VPAC 1 wurde in diversen Geweben gefandi&azu gehdren auch
Lunge, Leber Dunndarm, Niere und das Gehirn (Ishile al. 1992). VPAC 2
wird vor allem in BlutgefaRen und Geweben mit tglatMuskulatur exprimiert,
wo das VIP jeweils eine Erschlaffung des jeweiliggewebes bewirkt. Organe in
denen VPAC 2 nachgewiesen werden konnte sind Paskigere, Herz, Magen
und Hoden. Zusatzlich findet sich VPAC 2 auch imteaen Nervensystem, ins-
besondere im suprachiasmatischen Nucleus (Usdal. 6994, Sheward et al.
1998).
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PAC 1 hingegen findet sich typischerweise im Nelememmark und im Gehirn
(Reubi 2000).

1.2.6 Weitere G-protein gekoppelte Rezeptoren

Der Cholezystokininrezeptor Subtyp A (CCKA-R) geahélbenso wie sein naher
Verwandter, der Cholezystokininrezeptor Subtyp ECKB-R), zu den GPCR.
Beide Rezeptoren haben sowohl Gastrin als auch @E€HK.iganden. CCK und
Gastrin wirken an verschiedenen Stellen im Gadistmaltrakt, insbesondere
sind sie beteiligt an der Magensaurebildung, degéantleerung sowie an der
Gallenblasenmotilitat (Noble et al. 1999).

Die Unterscheidung der CCK-Rezeptoren in den A BrSubtyp erfolgte nach
ihrer Bindungsaffinitat zu CCK. CCKA-R besitzt eiteisendfach hohere Affini-
tat zu CCK als zu Gastrin. Die Affinitat von CCKB iftir Gastrin und CCK etwa
gleich hoch. (Kennedy et al. 1995).

CCKA-R findet sich im gesamten Gastrointestinaliraksbesondere im Bereich
des Pankreas, und auch in bestimmten Hirnregidnem®ankreas bewirkt es die
Sekretion der pankreatischen Enzyme, sowie dasr@aswachstum.

CCKB-R wird vor allem im Magen und im Gehirn gefemd Dort ist er unter
anderem fir die Regulation von Hunger und Sattigeunggandig (Morisset et al.
2000).

Rettenbacher et al. (2001) zeigten mittels Autargdiphie, dal CCKA-R ver-
starkt auch im Plexus myentericus des Gastroinwsiktes vorkommt, und so
auch an der Steuerung der Darmmotilitat beteitiggt i

Eine weitere Bedeutung, kommt CCKA-R bei der Sgbiirenie zu. Tachikawa et
al. (2001) konnten zwei Polymorphismen in der Prmmegion des CCKA-R-
Gens nachweisen, die offensichtlich eine Pradisipositir Schizophrenie darstel-

len.

GHRH-R ist der Rezeptor fur das Neuropeptid Waahshormon-releasing
Hormon, daf3 aus dem Nucleus arcuatus im Hypothaa®zerniert wird und die
Ausschittung von Wachstumshormon (GH) aus der Hyygsgpsteuert. GHRH ist
aber auch an vielen extrahypothalamischen Prozdmsenigt. So wird von Mayo
et al. (1996) auch die Produktion von GHRH in dicBnta beschrieben.
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Insbesondere die ektope GHRH-Produktion steht imd&eht, an der Karzinoge-
nese verschiedener Tumoren beteiligt zu sein (Kigtral. 2005).

Auch im zirkadianen Rhythmus scheint GHRH eine gr&blle zu spielen. So-
wohl an Tieren als auch an Menschen konnte geregtlen, dal3 eine GHRH
Gabe am Anfang der Ruheperiode zu einer Tiefschtafehrung fuhrt (Ehlers et
al. 1986, Kerhofs et al. 1993).

1.3 GPCR in malignen Erkrankungen

Viele GPCR spielen neben ihren mannigfaltigen Whiden im gesunden Gewebe
auch bei der Tumorgenese eine Rolle. Urspringlainmman an, da? GPCR sich
vor allem in postmitotischen Zellen befinden. Dankwischen weil3 man, dal3
GPCR sehr wohl auch in proliferierenden Zellen ewmrt werden. Sie sind be-
teiligt an der Embryogenese, am Umbau von Gewadrefgntziindungsprozessen,
an der Angiogenese, am Wachstum normaler Zellesr, alch am Wachstum von
malignen Zellen.

Werden GPCR uberexprimiert, so kdnnen sie uUber liiganden mitwirken an
Tumorzellwachstum, Tumorangiogenese und Metastddang. Neuerdings
weild man, dal? maligne Zellen sich die physiologischigenschaften von GPCR
zu eigen machen und so nicht nur zu abnormal ausgem Zellwachstum, son-
dern auch zum Beispiel zur Ausschaltung von Imnmkeramungsmechanismen,
oder zur Erh6hung des Sauerstoff- und Ernahrungsentg fihren kénnen (Dor-
sam et al. 2007).

Zu diesen GPCR gehdoren unter anderem die GruppeRrdeease-aktivierenden
Rezeptoren (PAR), Chemokin-rezeptoren und Rezeapfarebioaktive Lipide. So
ist Thrombin beispielsweise in der Lage, den N-Tieus von PAR 1und PAR 4
abzuspalten, so dal3 der N-Terminus jetzt als Ligéimdden GPCR wirken kann
und ihn aktiviert. Dadurch werden Proteasen indierkten Umgebung des Tu-
mors aktiviert (Coughlin 2000). Thrombin aktiviexd ber den GPCR direkt das
Entstehen, das Wachsen und die Neugestalltung leglddér Zellen. Indirekt
wirken GPCR auch Uber die Aktivierung desscularendothelial growth factor
(VEGF) an der Angiogenese von Tumoren mit (Rictedrdl. 2001).

PAR 1 kommt sowohl im Mamma-Karzinom als auch iatfhepithelkarzino-
men des Kopf und Halses (HNSCC) vor (Even-Ram 1B@8et al. 2001).



24

Die Chemokine der CXC-Familie sind zudem in derd,agber GPCR entweder
fordernd oder hemmend auf die Angiogenese in matighumoren zu wirken, je
nach dem was fur einen N-Terminus sie besitzen.nBramend wirkenden Che-
mokine kénnen so Uber die Drosselung der Angiogemkzs Tumorwachstum
sowie die Metastasenbildung verlangsamen (Stradtet. 2006, Arenberg et al.
1996).

Viele verschiedene GPCR konnten in einer Vielzahligmer Tumoren nachge-
wiesen werden. Nur beispielhaft sollen hierfiir 8tadien von Reubi et al. (1997)
erwahnt werden, die zeigen, dal3 CCK-B deutlich wminin medullaren Schild-
drisenkarzinomen, Astrozytomen und kleinzelligerorighialkarzinomen vor-
kommt. Nicht ganz so haufig konnte CCK-B in maligneumoren der Brust, des
Endometriums, der Bauchspeicheldrise und in Ademoi@men des Ovars
nachgewiesen werden. Gar keine, oder nur eine ggefiixpression fand sich im
Kolonkarzinom, in differenzierten Schilddrisenkamnen sowie in den

nichtkleinzelligen Bronchialkarzinomen (Reubi etE97).

1.4 Fragestellung und Hypothese

Die Untersuchung auf eine Mehrexpression von GR€@Ralorektalen Karzinom
ist aus mehreren Grunden von grof3er Bedeutung.ednem geht es um die Frage
des prognostischen Wertes. Inwieweit lasst siclamdldes Rezeptorstatus, ahn-
lich wie z.B. von TumorgroRe der Metastasenstatise Prognose fir den
Krankheitsverlauf ableiten. Ebenfalls von grof3ed&utung kdnnte der diagnos-
tische Nutzen sein. Bei signifikanter Mehrexpression Tumor ware eine
Nutzung fur die Szintigraphie denkbar. So werdeispelsweise Gastro-entero-
pankreatische neuroendokrine  Tumoren mittels Sostetin-Rezeptor-
Szintigraphie (Octreotid-Scan) nachgewiesen. Eimdiéhe Untersuchung ware
auch fur die im kolorektalen Karzinom exprimiert&CR denkbar. Von eben-
falls groRem Stellenwert ist der denkbare therapehe Nutzen. GPCR sind die
haufigsten Therapieangriffspunkte in der modernesdil?in. Die verschiedenen
Funktionen der Liganden der GPCR, wie z.B. die Agghese in malignen
Tumoren bieten einen idealen Angriffspunkt fur #putische Zwecke. GPCR
sind ausgezeichnete Ziele fir z.B. die Dauertherapr Pravention eines Tumor-

rezidivs. Auch eine Nutzung fir die Primartheraptedenkbar.
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Alle in dieser Arbeit untersuchten GPCR konntenelierin anderen malignen
Tumoren, nachgewiesen werden. Ob eine Mehrexpresaioh im kolorektalen
Karzinom vorliegt, konnte bisher noch nicht eindguachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wird die Hypothese astgdt, dal’3 die oben genann-
ten GPCR in Kolonkarzinomen signifikant mehr- odenderexprimiert werden
und deren Expression mit dem Tumorstadium und/Badésrenzierungsgrad kor-
relieren. Daraus ergibt sich die folgende Fragkstgl Sind die G-Protein-
gekoppelten-Rezeptoren BRS 3, CCKA, CXCR 4, GHRRPR, NK 1, NMBR,
NT 2, PAC 1, VPAC 1lund VPAC 2 bei kolorektalen Kiamen signifikant
hoch- oder herunterreguliert, und besteht ein Zansanmang zwischen Expressi-
on der GPCR und Tumorstadium bzw. Differenzierungd@

Ware dies der Fall, konnten die Ergebnisse lartgfricon grofiem Wert sowohl

fur die Diagnostik, als auch fur die Therapie sein.
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2. Material und Methoden

2.1 Untersuchungskollektiv

Aus dem Archiv des Instituts fur Pathologie deroatbn-Guericke Universitat
Magdeburg wurden 83 Falle mit kolorektalem Karzinberausgesucht. Alle 83
Patienten sind zwischen 1996 und 1998 in der KlftikkAllgemeinchirurgie der
Otto-von-Guericke-Universitat operiert worden. AReoben aus dem Tumorge-
webe und der nicht-neoplastischen Kolonschleimhearen in Formalin fixiert
und in Paraffin eingebettet worden. Die histologesdlassifikation der kolorek-
talen Karzinome erfolgte an Hamatoxylin- und Eogafarbten Pa-
raffinschnittpraparaten. Alle Karzinome wurden nalelr 6. Auflage der pTNM-
Klassifikation (UICC) klassifiziert. Der Differengiungsgrad wurde in G1: (stark

differenziert) bis G3 (wenig differenziert) untelte

2.2 Material

2.2.1 Chemikalien

Trinatriumcitratdihydrat, Citronensaure-Monohyduad Tris-HCI wurden bei der
Firma Merck (Darmstadt) bezogen, Tris-(hydroxymétayninomethan bei der
Firma Fluka Chemie GmbH (Buchs SG, Schweiz) und/lEttdiamintetraessig-
saure (EDTA) bei der Firma Sigma-Aldrich Chemie Gin@aufkirchen). Das
fetale Kalberserum (FBS) und das RPMI-Medium wurbeninvitrogen GmbH,
Karlsruhe bezogen. Der Brickenantikdrper polyvasranti-Maus Immunglobu-
lin G wurde bei der Firma Immunotech (Marseillegrikreich) eingekauft, der

Avidin Biotin KompleXABC) stammte von Vector Laboratories (Alexis Dsait-

land GmbH, Grinberg) und das Chromogen Fast Redleofirma Immunotech

(Marseille, Frankreich).

2.2.2 Gerate

Die folgenden Geréate wurden verwendet: Mikroskop&aAHBT 3 von Olym-

pus Optical co. LTD. Japan, das Mikrotom HM 335NHGROM GmbH, Wall-

dorf), der Kryostat Mod.2700 Frigocut REICHERTJUNGer Nexes Immun-

farbeautomat (Ventana Medical Systems GmbH, llkkif€rankreich) und fir die
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Herstellung vonTissue Microarrays(TMA) der MTA Booster Tissue Arrayer
(Alpha Metrix Biotech GmbH, Rddermark, Deutschland)

2.2.3 Puffer

Citrat-Puffer wurde wie folgt hergestellt: Die erdtésung bestand aus 29,4 g
Trinatriumcitratdihydrat in 1 | dpD. Die zweite Losung aus 2,4 g Citronensaure-
Monohydrat in 200 ml dkD. 75 ml der ersten und 25 ml der zweiten Losung in
900 ml dHO ergaben dann die fertige Gebrauchslésung.

Fur den EDTA-Puffer wurden 29,22 g EDTA-Substratlin dH,0O geldst, mit
NaOH auf pH 8,0 eingestellt und anschlieRend miQikin Verhaltnis 1:100 auf
die Gebrauchsverdinnung eingestellt

Die RPMI-L6sung bestand aus 5 ml RPMI-Medium, 5ABIS, 45 ml dHO und
100pug Natriumazid mit einem pH-Wert von 7,4-7,6.

Die Tris-Puffer Stammlosung bestand aus 9 g Tryshibxymethyl)-
aminomethan, 68,5 g Tris-HCI, 87,8 g NaCl auf 1H,@. Die Tris-Puffer-
Gebrauchslésung wurde aus der Stammlosung durcNdrdiinnung mit dbD
hergestellt.

2.3 Immunhistochemie

Bei den verwendeten Antikorpern handelt es sicleltdyghend um nicht kommer-
zielle Antikorper. Die Immunisierungen wurden beir dirma Gramsch Labora-
tories in Schwabhausen durchgefiihrt. Die Spezifigtde von Herrn Prof. Dr.
Schulz, Institut fur Pharmakologie und Toxikologles Universitatsklinikums
Jena, durchgehend Uberpruft und sichergestellhul3cet al 2004, 2005, 20064,
2006b, 2006¢, 2006d, 2006e, Fischer et al. 2008)

Fir die immunhistologischen Farbungen wurden 3 jokedParaffinschnittprapa-
rate auf Superfrost-Ultra-Plus-Objekttrager aufgero und bei 60°C im Brut-
schrank getrocknet. Nach der Entparaffinierung yloXwurden die Schnitte in
einer absteigenden Athanolreihe (100%, 96%, 75%}ydweert und mit Tris-
Puffer gespilt. Die Antigendemaskierung erfolgté @itrat-Puffer in der Mikro-
welle fir 3 mal 10 Minuten bei 600 Watt. Danach eamr die Schnitte abgekuhlt
und mit Tris-Puffer gespult. AnschlieRend wurdea Brimarantikbper in folgen-
den Verdinnungen mit RPMI aufgetragen: CCKA 1.CXCR 4 1.5, GHRH
1:50, GRPR 1.20, NK 1 1:20, NMBR 1:10, NT 2 1:1®8C°1 1.50, VPAC 1
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1:150 und VPAC 2 1:20. Die Priméarantikorper inlarten fiir eine Stunde bei 37
°C. Uberschussiger Antikérper wurde mit Tris-Pufédagespiilt (3 x 5 min.) und
anschlielend erfolgte die Inkubation mit dem pdigrgem anti-Maus/anti-
Kaninchen Immunglobulin G-Bruckenantikérper. Esokgfe eine erneute Spu-
lung mit Tris-Puffer. Anschlie3end wurde mit allsalher Phosphatase konjugier-
tes Streptavidin aufgetragen und 30 Min. in declfwen Kammer unter leichtem
Schitteln inkubiert. Danach erfolgte eine funfzehmitige Inkubation mit Fast
Red in der feuchten Kammer. Zum Schluss folgte@kgenfarbung mit Hama-

laun, zum Sichtbar machen der Zellkerne sowie Eikeg mit Gelantine.

2.4 Tissue Microarray (TMA)

Bei diesem Verfahren werden aus vielen verschiedéteraffinblocken Proben
entnommen und in einen einzigen Paraffinblock zusangefihrt. Damit kbnnen
grof3e Patientenfallzahlen an wenigen histologiscleth immunhistologischen
Schnitten gleichzeitig untersucht werden. Ein Vibdesser Methode ist, daf3 sie
in kurzer Zeit die Begutachtung einer Vielzahl v@roben bei geringem Materi-
alverbrauch erlaubt. Fur den TMA wurde der MTA BmosTissue Arrayer
(Alpha Metrix Biotech GmbH, Rdédermark, Deutschlafnutzt. Die Ausfih-
rung geschah nach Anweisungen des Herstellers.j&tem Paraffinblock wur-
den jeweils sechs Proben vom Tumor und der nicbplastischen Kolon-
schleimhaut mit einem Durchmesser von 0,6 mm entn@mund in einen Emp-

fangerparaffinblock verbracht.

2.5 Auswertung

Die Auswertung der immunhistochemisch gefarbtennih erfolgte mit Hilfe
eines Lichtmikroskopes in 100-, 200- und 400-factiergrof3erung. Es wurden
Stanzen aus Tumorgewebe und aus gesundem Kolongeuriersucht. Pro
Patient wurden sechs Stanzen aus Kolonkarzinomessaghs Stanzen aus nicht
neoplastischer Kolonschleimhaut entnommen und inmstwchemisch gefarbt.
Es wurden die Epithelzellen im Tumorgewebe und esumden Gewebe auf et-
waige immunhistochemische Reaktion untersucht.lBtiensitat der Immunreak-
tion wurde fir jede Stanze separat mit O (keinddg), 1 (geringe Intensitat der
Farbung), 2 (mittlere Intensitat) und 3 (starkeshsitat) bewertet. Die einzelnen

Bewertungen (0-3) wurden separat fir Tumor und tilichor addiert und durch
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die Anzahl der jeweils untersuchten Stanzen dividiBadurch ergab sich ein
Mittelwert der Intensitdt der immunhistochemischiéarbung pro Patient und
Gewebeart (Tumor und Nichttumor). Anschlieend warddie Patienten in
Gruppen nach der 6. Auflage der UICC (TNM-Stadiumgd Metatstasenstatus)
sowie nach Differenzierungsgrad eingeteilt (Sielnéen Tabelle 8). Daraufhin
wurden noch einmal alle Werte aus jeweils einerpBeuaddiert und durch die
Anzahl der Patienten in der Gruppe geteilt, so glaR ein Mittelwert fur die In-

tensitat der immunhistochemischen Farbung pro Grugmmab. Des Weiteren
wurde dokumentiert, ob die Immunreaktion zytoplassch oder membranar im
Kolonepithel vorlag.

2.6 Statistische Methoden

Die statistische Auswertung erfolgte anhand zw&ests. Fur den Vergleich der
Expression in Tumor- und in gesundem Kolongewebedeuder gepaarte
Wilcoxontest angewendet. Dafur wurden immer Prolb@n Kolonkarzinom und
gesunder Kolonschleimhaut von jeweils einem Patienterglichen. Fur die
Uberprifung der Korrelation mit dem TNM-Status wairdler ungepaarte
Wilcoxontest angewendet. Unterschiede wurden glsifdiant bewertet, wenn p

< 0,05 war. Als grenzwertig signifikant wurde 085 < 0,1 angenommen.
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3. Ergebnisse

Die verschiedenen Proben eines einzelnen Patientetien jeweils miteinander
verglichen. Also in erster Linie immer 6 Stanzerss dem Tumorgewebe mit den
6 Stanzen aus dem gesunden Gewebe des gleichentBatiSo konnte Uberpruft
werden, ob der jeweilige Rezeptor im Tumorgeweldeveter hoch- oder herun-
terreguliert war, bzw., ob Uberhaupt ein signifteaanUnterschied zwischen den
beiden Geweben festgestellt werde konnte. In détevem Untersuchung wurde
Uberprift, ob signifikante Unterschiede mit dem TBustadium einhergehen.
Hierzu wurden die durchschnittlichen Bewertungem bigensitat der immun-
histochemischen Farbungen von Patienten im Tunditsta T1 und T2 Stadium
mit denen von Patienten in den Stadien T3 und Teylieken. Die Durch-
schnittswerte aus der Gruppe des Lymphknotenstadiit® und N1) wurden
ebenfalls auf signifikante Unterschiede hin untelnsuEbenfalls bertcksichtigt

wurde der Fernmetastasenstatus MO und M1.

Tabelle 6: Haufigkeit und mittlere Immunreaktivitét

Tumor: Nichttumor: mittlere mittlere

Falle mit posi- | Falle mit posi- | Immunre- Immunreaktivi-

tiver Immunre- | tiver Immun- | aktivitat tat

aktion/ reaktion/ Tumor Nichttumor

Anzahl unter- | Anzahl unter-

suchter Falle suchte Falle
BRS 3 61/80 (76,3 %) | 30/64 (46,9 %) 0,76 0,42
CCKA 59/78 (75,6 %) | 30/56 (53,6 %) 0,55 0,48
CXCR 4 |63/81 (77,8 %) | 33/65(50,8%) 0,74 0,46
GHRH 49/82 (59,6 %) | 36/65 (55,4 %) 0,43 0,51
GRPR 22/79 (27,8 %) | 15/69 (21,7 %) 0,14 0,13
NK 1 79/79 (100 %) 65/68 (95,6 %) 2,37 2,12
NMBR 65/75 (86,6 %) | 50/65 (83,3 %) 1,2 0,96
NT 2 64/81 (79,0 %) | 54/66 (81,8 %) 1,25 1,37
PAC 1 74179 (93,7 %) | 55/65 (84,6 %) 1,38 1,18
VPAC 1 | 44/70 (62,9 %) | 42/62 (67,7% 0,63 0,71
VPAC 2 | 64/80 (80 %) 64/71 (90,1 %) 0,94 1,74
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3.1 Charakterisierung des Untersuchungskollektivs

Das hier untersuchte Kollektiv bestand aus 83 Re&tie die zum Zeitpunkt der
Operation zwischen 35 und 96 Jahren alt gewesemnyanit einem mittleren
Patientenalter von 66 Jahren. Unter den Patiensemb1 (61,4%) Manner und
32 (38,6%) Frauen.

Die Karzinome stammten in 33 (39,8%) Fallen aus Rektum, in 23 (27,7%)
Fallen aus dem Sigmoid und in 27 (32, 5%) Fallendam Kolon. Darunter wie-
sen 3 (4%) Falle Stadium T1, 13 (16%) Félle Stadlian56 (67%) Falle Stadium
T3 und 10 (12%) Falle Stadium T4 auf. Ein (1%) Fahnte nicht zugeordnet
werden (Tx).

Des Weiteren fanden sich in 44 (53%) Fallen kdigemphknotenmetastasen
(NO), in 18 (22%) Fallen Metastasen in 1-3 periciien, bzw. perirektalen
Lymphknoten (LK) (N1), in 16 (19%) Fallen fandertlsiMetastasen in 4 oder
mehr perikolischen oder perirektalen LK (N2), ii226) Féallen Metastasen in LK
entlang der grof3en Bauchgefal3e (N3) und in 3 (48apten die regionaren LK
nicht beurteilt werden (NX). Fernmetastasen fansieh bei 11 (13%) Patienten
(M1), 39 (47%) Patienten hatten zum Operationsaakp keine Fernmetastasen
(MO) und bei 33 (40%) liel3 sich der Fernmetastaséuns nicht beurteilen (MX).
3 (4%) Tumoren waren gut differenziert (G1), 74%§9malig (G2) und 6 (7%)
gering differenziert (G3). 14 (17%) der Patientefelnden sich im Stadium | nach
UICC, 30 (36%) im Stadium lla, 3 (4%) im Stadiur,IB (4%) im Stadium llla,
12 (14%) im Stadium lllb, 9 (11%) im Stadium llladi12 (14%) im Stadium IV.
Zum Zeitpunkt der Einstufung der Pateinten nacB@Kriterien lag die neue 7.
Auflage (2010) der UICC-Klassifikation noch nichory weshalb die Patienten

nach den Kriterien der 6. Auflage eingestuft wordemen.
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Patient Geschlecht Alter

Lokalisation Stadium
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Tabelle 8: Charakteristika des Patientenkollektivs
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Patienten [n] 83

Alter [Mittelwert + SA] 65,96 +12,15 Jahre

Geschlecht Manner [n (%)] 51 (61,4)
Frauen [n (%)] 32 (38,6)

Lokalisierung Rektum [n (%)] 33 (39,8)
Sigmoid [n (%)] 23 (27,7)
Kolon [n (%)] 27 (32, 5)

Stadium pTl [n (%)] 3(4)
pT2 [n (%)] 13 (16)
pT3 [n(%)] 56 (67)
pT4 [n(%)] 10 (12)
pTx [n(%)] 1(2)
pNO  [n(%)] 44 (53)
PN1  [n(%)] 18 (22)
pN2  [n(%)] 16 (19)
pPN3  [n(%)] 2 (2)
pNx  [n(%)] 3(4)
pMO  [n(%)] 39 (47)
pM1  [n(%)] 11 (13)
pMx  [n(%)] 33 (40)

Grading Gl [n (%)] 3(4)
G2 [n (%)] 74 (89)
G3 [n (%)] 6 (7)
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uicC

St.

St
St
St
St
St
St

[n (%)]

Ala  [n (%)]

b

[n (%)]

Alla [n(%)]
b [n (%)]
e [n (%)]

AV

[n (%)]

14 (17)
30 (36)
3(4)

3 (4)
12 (14)
9 (11)
12 (14)
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3.2 Expression von BRS 3

(siehe Tabelle 9)

Eine Immunreaktion in Tumorgewebe fand sich fur BRf& 61 von 80 (76,3%)
untersuchten Fallen. In gesundem Gewebe kam & wor3 64 (46,9%) Fallen zu
einer Immunreaktion. Als positive Immunreaktiontgatde mit >0 bewertete In-

tensitat, dies gilt auch fur alle weiteren unteldan Rezeptoren.

3.2.1 Verteilung im Gewebe

BRS 3 fand sich in Tumorgewebe sowohl in der Kemmim@&an als auch im
Zytosol der Tumorzellen. Im gesunden Gewebe war BR&usschliel3lich im

Zytosol des Epithels der Darmmukosa lokalisiert.

3.2.2 Grad der Expression
Die durchschnittliche Bewertung der Intensitat &&rbung von BRS 3 lag im

Tumorgewebe bei 0,76. Im gesunden Darmgewebe kazintéMittelwert von

0,42 erreicht werden.

3.2.3 Statistik

Von den insgesamt 83 Patienten konnte bei 80 Ratietie Immunhistochemie
an BRS 3 durchgefuhrt werden. Bei Nichttumorgewelae dies in 64 Fallen
maoglich. Paare Tumor/Nichttumor konnten in 61 Falyebildet werden. Bei Mit-
telwerten von 0,76 im kranken Gewebe und 0,42 isugden Gewebe war die
Expression von BRS 3 im Tumor starker als im gesan@ewebe (g 0.0041).

Eine Korrelation mit Tumor-, Lymphknoten oder Mégsenstadium konnte nicht

nachgewiesen werden.
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Nichttumor, VergréRerung x 200

BRS 3

Abbildung 1:

BRS 3, Tumor, VergréRerung x 400

Abbildung 2




Tabelle 9: Expressionen von BRS 3
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Anzahl Patienten 83 BRS 3
Alter [Durchschnitt + Standard- 65,96 +12,15 [ Alle Falle Tumor Alle Félle Nichttumor Positive Félle Positive Félle
abweichung (SD)] Tumor Nichttumor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittel; SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl | Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] [3(4)) 3 (100) 0,3 0,255 |3(100) (0,3 0,577 |2 (67) 0,4 1(33) 1,0
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 13 (100) 0,7 0,617 |10(77) |0,3 0,38 10(77) (0,9 4 (31) 0,6
pT3 [n(%)] |56 (67) 53 (95) 0,9 0,716 |42(79) |05 0,654 |41 (73) |11 19 (34) 1,0
pT4 [n(%)] [10(12) 10 (100) 0,9 0,81 8 (80) 0,4 0,388 |7 (70) 1,3 5 (50) 0,6
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0,6 - 1(100) |0,8 - 1(100) |0,6 1 (100) 0,8
N- pNO [n(%)] |44 (53) 42 (95) 0,8 0,746 |34 (77) |04 0,569 (34 (77) |1,0 18 (41) 0,8
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 17 (94) 0,7 0,648 |16(89) |0,8 0,626 |12 (67) |1,0 8 (44) 0,9
pN2 [n(%)] |16 (19) 16 (100) 0,9 0,626 |9 (56) 0,3 0,661 [13(81) (1.1 2 (13) 15
pN3 [n(%)] [2(2) 2 (100) 0,3 0,471 |2(100) |05 0,707 |1 (50) 0,7 1(50) 1,0
pNx [n(%)] [3(4) 3 (100) 0,6 1,01 3(100) |01 0,192 |1 (33) 1,8 1(33) 0,3
M- pMO [n(%)] |39 (47) 38 (97) 0,8 0,642 |27 (69) |05 0,606 [31(79) |0,9 14 (36) 0,9
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,9 0,704 [8(73) 0,1 0,295 [8(73) 1,2 1(9) 0,8
pMx [n(%)] |33 (40) 31 (94) 0,8 0,781 [29(88) (0,4 0,597 |22 (67) |1,2 15 (45) 0,8
Differen- Gl [n (%)] |3 (4) 3 (100) 0,6 1,058 |2 (67) 0,3 0,424 |1 (33) 1,8 1(33) 0,6
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 71 (96) 0,8 0,7 56 (79) |04 0,599 |[55(74) |11 27 (36) 0,9
G3 [n (%)] |6 (7) 6 (100) 0,9 0,612 |6(100) |0,2 0,4 5(83) 1,1 2(33) 0,6
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 13 (93) 0,5 0,587 |10(71) (0,3 0,425 |9 (64) 0,8 3(21) 0,8
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 28 (93) 0,9 0,792 [23(77) |04 0,627 |22 (73) |1,2 12 (40) 0,8
St.llb [n(%)] [3(4) 3 (100) 14 0,9 3(100) |0,6 0,347 |3(100) (1,4 3 (100) 0,6
St.llla [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0,8 0,6 3(100) |04 0,409 |3(100) |1,0 2 (67) 0,5
St.lllb [n (%)] |12 (14) 11 (92) 0,7 0,71 10(83) |0,6 0,733 |7 (58) 1,1 5 (42) 1,1
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 0,8 0,572 |5 (56) 0,6 0,822 |7 (78) 0,8 2 (22) 15
St.IV [n(W] |12 (14) 12 (100) 0,9 0,675 |9 (75) 0,2 0,406 |9 (75) 1,2 2 (17) 0,9
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor:
61 Tumor: 0,76 Tumor: 0,72 0,0041
Nichttumor: 0,42 Nichttumor: 0,59
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3.3 Expression von CCKA

(siehe Tabelle 10)

In 59 von 78 (75,6%) Fallen konnte CCKA im Tumorgde nachgewiesen
werden. Im gesunden Kolongewebe war dies in 30 5®1§53,6%) Fallen der
Fall.

3.3.1 Verteilung im Gewebe

CCKA war bevorzugt im Zytosol der Darmepithelienr dechtneoplastischen

Mukosa, aber auch der Tumorzellen nachweisbar.

In der nichtneoplastischen Darmmukosa war CCKA altlem im Zytosol der
Darmepithelien zu finden. Auch in den Tumorzellearae diese Lokalisierung

bevorzugt.

3.3.2 Grad der Expression

Der Mittelwert der immunhistochemischen Farburgrdbeurteilten Tumorstan-
zen betrug fur CCKA im kolorektalen Karzinom 0,5%. gesunden Kolongewebe

ergab der Durchschnitt aller bewerteten Stanze®. 0,4

3.3.3 Statistik

Bei CCKA konnten insgesamt Proben von 78 Patiefitedie Immunhistochemie
am Tumorgewebe verwendet werden. Im gesunden Davaigekonnten 56 Pro-
ben gefarbt werden. Das ergibt 55 Paare Tumor/Nictdr. Der Vergleich der
Farbintensitat ergab keinen signifikanten Untemsg¢hzwischen Tumorgewebe
und nichtneoplastischer Darmschleimhaut (p=0,40eB{orrelation mit Tumor-,
Lymphknoten oder Metastasenstadium konnte ebenfallg nachgewiesen wer-

den.



Tabelle 10: Expressionen von CCKA
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Anzahl Patienten 83 CCKA
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 +12,15 [ Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
abweichung] Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittel; SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl | Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4)) 3 (100) 0,8 0,675 |3(100) |0,3 0,577 |2 (67) 1,1 1(33) 1,0
Kategorie pT2 [n(%)] |13(16) 11 (85) 0,5 0,59 9 (69) 0,8 0,776 |7 (54) 0,7 7 (54) 1,1
pT3 [n(%)] |56 (67) 53 (95) 0,6 0,565 |37(66) [0,4 0,565 |43 (77) |0,8 18 (32) 0,9
pT4 [n(%)] |10(12) 10 (100) 0,6 0,634 |7 (70) 0,3 0,32 7 (70) 0,8 4 (40) 0,5
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0 - - - - - - - -
N- pNO [n(%)] |44 (53) 40 (91) 0,7 0,625 |29 (66) |[0,6 0,62 28(64) |1,0 18 (41) 0,9
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 17 (94) 0,5 0,466 |14 (78) |05 0,658 |14 (78) |0,6 17 (94) 1,0
pN2 [n(%)] |16 (19) 16 (100) 0,6 0,554 |8 (50) 0,3 0,444 |14 (88) |0,7 4 (25) 0,6
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 0,4 0,53 2(100) |0 0 1 (50) 0,8 - -
pNx [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,6 0,804 |3(100) (0,2 0,385 |2 (67) 0,9 1(33) 0,7
M- pMO [n(%)] |39 (47) 36 (92) 0,7 0,571 |23(59) (04 0,581 |29 (74) (0,8 10 (26) 0,9
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,5 0,578 |7 (64) 0,3 0,389 [9(82) 0,6 3(27) 0,7
pMx [n(%)] |33 (40) 31 (94) 0,6 0,585 [26(79) |0,6 0,638 |21(64) |0,9 17 (52) 0,9
Differen- Gl [n (%)] |3(4) 3 (100) 0 0,052 |3(100) |04 0,509 |1 (33) 0,1 2 (67) 0,7
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 69 (93) 0,6 0,588 (48 (65) |[0,5 0,616 [53(72) 0,8 25 (34) 1,0
G3 [n (%)] |6 (7) 6 (100) 0,5 0,368 |5 (83) 0,3 0,413 |5 (83) 0,6 3 (50) 0,5
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 11 (79) 0,5 0,652 |10(71) |0,7 0,729 |6 (43) 0,9 7 (50) 1,0
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 28 (93) 0,7 0,602 |20(67) |05 0,561 |22 (73) |0,9 11 (37) 0,9
St.llb [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,9 0,822 |2 (67) 0,3 0,471 |2 (67) 14 1(33) 0,7
St.llla [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,7 0,355 |2 (67) 0,8 1,131 |3 (100) |0,7 1(33) 1,6
St.lllb [n(%)] |12 (14) 11 (92) 0,5 0,527 |9 (75) 0,5 0,664 |9 (75) 0,6 5 (42) 0,9
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 0,5 0,492 |5 (56) 0,3 0,522 |7 (78) 0,7 2(22) 0,7
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 0,5 0,556 |8 (67) 0,2 0,373 |10(83) |0,6 3 (25) 0,7
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor: 55 Tumor: 0,55 Tumor: 0,55 0,400
Nichttumor: 0,48 Nichttumor: 0,59




41

3.4 Expression von CXCR 4

(Siehe Tabelle 11)
Fur CXCR 4 konnte insgesamt in 63 von 81 (77,8%)eRdm Tumorgewebe
eine positive Immunreaktion nachgewiesen werdamitht erkrankten Gewebe

war die Immunreaktion in 33 von 65 (50,8%) Fallesipv.

3.4.1 Verteilung im Gewebe
Im gesunden Darmgewebe fand sich CXCR 4 vor allenZytosol der Epithel-

zellen. Auch in den Tumorzellen war CXCR 4 vorwiedgém Zytosol lokalisiert.

3.4.2 Grad der Expression

Die durchschnittliche Bewertung der Immunhistochemi malignen Zellen mit
CXCR 4 konnte mit 0,74 angegeben werden. In dethEjpgen gesunder Kolon-
mukosa erreichte der Wert 0,46.

3.4.3 Statistik

Bei 81 von 83 Patienten gelang die Immunhistochetee Tumorgewebes. Bei
Nichttumorgewebe lediglich bei 65 Patientenprobdesgesamt ergaben sich so
63 Paare, in denen jeweils Tumor und Nichttumorimhistochemie verglichen
werden konnten. Der Vergleich der Farbintensitdtennte einen signifikanten
Unterschied zwischen Tumorgewebe und nichtneoptdstr Darmschleimhaut
zeigen (p=0,006). CXCR 4 ist also im Tumorgewehe/iergleich zu gesundem
Gewebe hochreguliert. Eine Korrelation mit Tumokymphknoten- oder Metas-

tasenstatus war nicht nachweisbar.



42

Abbildung 3: CXCR 4, Nichttumor, Vergrof3erung x 400




Tabelle 11:Expression von CXCR 4
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Anzahl Patienten 83 CXCR 4
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 +12,15 [ Alle Falle Tumor Alle Félle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttumor
abweichung] Tumor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittel; SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl | Mittel- Anzahl Mittelwert
wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4)) 3 (100) 0,2 0,33 3(100) |01 0,0956 |1 (33) 0,6 1(33) 0,2
Kategorie pT2 [n(%)] |13(16) 12 (92) 0,6 0,512 |11 (85) |0,3 0,447 |10 (77) |0,7 6 (46) 0,6
pT3 [n(%)] |56 (67) 55 (98) 0,9 1,046 |42(75) |05 0,7 45(80) (1,1 20 (36) 1,0
pT4 [n(%)] |10(12) 10 (100) 0,6 0,842 |8 (80) 0,4 0,493 |7 (70) 0,9 6 (60) 0,6
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0 - 1(100) |0 - - - - -
N- pNO [n(%)] |44 (53) 43 (98) 0,9 1,081 |35(80) |05 0,693 [35(80) (1,1 18 (41) 0,9
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 18 (100) 0,7 0,704 (15(83) |04 0,56 13(72) (0,9 8 (44) 0,7
pN2 [n(%)] |16 (19) 16 (100) 0,5 0,741 |10(63) |04 0,579 |11(69) (0,8 4 (25) 1,0
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 0,6 0,566 |2 (100) |05 0,707 |2(100) |0,6 1 (50) 1,0
pNx [n(%)] |3(4) 2 (67) 1,9 1,187 |3(100) |05 0,397 |2 (67) 1,9 2 (67) 0,7
M- pMO [n(%)] |39 (47) 38 (97) 0,8 1,11 27 (71) |03 0,485 [31(79) |1,0 10 (26) 0,8
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,2 0,252 (9 (82) 0,2 0,373 |7 (64) 0,4 3(27) 0,7
pMx [n(%)] |33 (40) 32 (97) 0,9 0,838 [29(88) |[0,6 0,737 [25(76) |[1,2 20 (61) 0,9
Differen- Gl [n (%)] |3(4) 3 (100) 0,3 0,577 |3(100) (0,4 0,742 |1 (33) 1,0 1(33) 1,3
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 72 (97) 0,8 0,975 |56 (76) |05 0,64 59 (80) |1,0 31 (42) 0,9
G3 [n (%)] |6 (7) 6 (100) 0,5 0,744 |6(100) |01 0,136 |3 (50) 1,1 1(16) 0,3
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 12 (86) 0,5 0,51 11 (79) 0,3 0,399 |9 (64) 0,7 5 (36) 0,6
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 29 (97) 1,1 1,238 |23(77) |05 0,769 [25(83) |1,3 12 (40) 1,0
St.llb [n(%)] |3(4) 3 (100) 15 1,066 |[3(100) |0,9 0,591 |3(100) |15 3 (100) 0,9
St.lla [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,4 0,536 |3(100) |04 0,536 |2 (67) 0,6 2 (67) 0,6
St.lllb [n(%)] |12 (14) 12 (100) 0,9 0,763 |9 (75) 0,4 0,669 |9 (75) 1,1 4 (33) 0,8
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 0,7 0,929 |5 (56) 0,8 0,614 |7 (78) 0,9 4 (44) 1,0
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 0,3 0,325 |10(83) |0,2 0,358 |8 (67) 0,5 3 (25) 0,7
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor:
63 Tumor: 0,74 Tumor: 0,74 0.006
Nichttumor: 0,46 Nichttumor: 0,63
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3.5 Expression von GHRH
(Siehe Tabelle 12)

Eine positive Immunreaktion wurde im Tumorgewebd®von 82 (59,6%) Pati-
enten gefunden. Bei Proben aus gesundem Kolongeine®@ von 65 (55,4%)

Fallen.

3.5.1 Verteilung im Gewebe

GHRH war im maligne entarteten Gewebe im ZytosolTdenorzellen, aber auch
in der gesunden Darmmukosa vor allem im ZytosolKjathelzellen der Darm-

mukosa zu finden.

3.5.2 Grad der Expression

Die mittlere Intensitat der Farbung lag im Karzirgewebe bei 0,43, bei gesun-
dem Gewebe bei 0,51.

3.5.3 Statistik

Die immunhistochemische Féarbung gelang bei ProlesnTdimorgewebes von 82
Patienten. Bei 65 Patienten konnte auch im Gesudaefrarbung durchgefihrt
werden. Es ergaben sich somit 64 Félle in denenofumt gesundem Gewebe
von jeweils dem gleichen Patienten verglichen weidennten. Der Vergleich der
Farbintensitat ergab keinen signifikanten Untemsg¢hzwischen Tumorgewebe
und nichtneoplastischer Darmschleimhaut (p=0,3Ede Korrelation mit Tu-

mor-, Lymphknoten oder Metastasenstadium konntet machgewiesen werden.



Tabelle 12:Expression von GHRH
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Anzahl Patienten 83 GHRH
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 +12,15 [ Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
abweichung] Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittel; SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl | Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4)) 3 (100) 0,1 0,231 |3(100) |01 0,192 |1 (33) 0,4 1(33) 0,3
Kategorie pT2 [n(%)] |13(16) 13 (100) 0,2 0,273 |12(92) (0,3 0,402 |7 (54) 0,4 6 (46) 0,6
pT3 [n(%)] |56 (67) 55 (98) 0,5 0,577 |41 (73) |0,6 0,640 |37 (66) |0,8 25 (45) 0,9
pT4 [n(%)] |10(12) 10 (100) 0,2 0,328 |8 (80) 0,1 0,183 |3 (30) 0,6 3 (30) 0,3
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0,7 - 1(100) |1,0 - 1(100) |0,7 1 (100) 1,0
N- pNO [n(%)] |44 (53) 43 (98) 0,5 0,573 [34(77) |05 0,646 [28(64) (0,8 21 (48) 0,9
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 18 (100) 0,3 0,482 (17(94) |04 0,477 |8 (44) 0,6 10 (56) 0,7
pN2 [n(%)] |16 (19) 16 (100) 0,4 0,393 |9 (56) 0,3 0,472 |11(69) |05 4 (25) 0,7
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 0,6 0,786 |2 (100) |05 0,707 |1 (50) 1,1 1 (50) 1,0
pNx [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,3 0,577 |3(100) |0 0 1(33) 1,0 - -
M- pMO [n(%)] |39 (47) 39 (100) 0,4 0,556 |28 (72) |05 0,598 |22 (56) |0,7 16 (41) 0,8
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,3 0,316 [8(73) 0,1 0,182 |5 (45) 0,6 4 (36) 0,3
pMx [n(%)] |33 (40) 32 (97) 0,5 0,527 |29(88) |05 0,601 |22 (67) |0,8 16 (48) 0,9
Differen- Gl [n (%)] |3(4) 3 (100) 0,1 0,093 [3(100) (0,2 0,231 |2 (67) 0,2 1(33) 0,4
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 73 (99) 0,4 0,532 |56 (76) |05 0,583 [43(58) 0,7 32 (43) 0,8
G3 [n (%)] |6 (7) 6 (100) 0,6 0,49 6 (100) |05 0,581 |4 (67) 0,9 3 (50) 0,9
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 13 (93) 0,2 0,278 |12(86) |0,2 0,379 |7 (50) 0,4 5 (36) 0,6
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 29 (97) 0,6 0,642 |21 (70) |0,7 0,722 |20(67) (0,9 15 (50) 1,0
St.llb [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,3 0,577 |3(100) |0 0 1(33) 1,0 - -
St.llla [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,1 0,104 |3(100) |04 0,402 |1 (33) 0,1 2 (67) 0,6
St.lllb [n(%)] |12 (14) 12 (100) 0,4 0,562 [11(92) |05 0,551 |6 (50) 0,7 6 (50) 0,8
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 0,4 0,445 |5 (56) 0,4 0,607 |7 (78) 0,5 2 (22) 1,1
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 0,3 0,389 |9 (75) 0,2 0,332 |6 (50) 0,7 5 (42) 0,4
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor:
64 Tumor: 0,43 Tumor: 0,43 0,374
Nichttumor: 0,51 Nichttumor: 0,58
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3.6 Expression von GRPR
(Siehe Tabelle 13)

In 22 von 79 (27,8%) Patientenproben des Tumorfgeweeigte sich eine positi-
ve Immunreaktion. Im nicht erkrankten Kolongewelségie sich in 15 von 69

(21,7%) Fallen eine Immunreaktion.

3.6.1 Verteilung im Gewebe

GRPR findet sich im Gegensatz zu den meisten anderersuchten Rezeptoren
nicht zytosolisch sondern vor allem membranar. @asowohl fir Tumorzellen

als auch fur gesunde Epithelzellen der Darmmukosa.

3.6.2 Grad der Expression
Die mittlere Farbintensitat betrug fur GPRP im Tugewebe 0,14 und in der

gesunden Mukosa 0,13.

3.6.3 Statistik

Es fanden sich 66 Patienten, bei denen eine Farbmmghl im gesunden als auch
im erkrankten Gewebe maoglich war. Bei 66 Patiefkimmten sowohl Tumor und
nichtneoplastisches Gewebe miteinander verglicherden. Es fand sich kein
signifikanter Unterschied in der Expression des BRp=0,8). Eine Korrelation

mit Tumor-, Lymphknoten oder Metastasenstadiumalach hier nicht vor.



Tabelle 13:Expression von GPRP
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Anzahl Patienten 83 GPRP
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 £12,15
abweichung] Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittelt SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4) 3 (100) 0 0 3 (100) 0 0 - - - -
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 12 (92) 0,1 0,195 |11 (85) 0,1 0,215 |2 (15) 0,5 1(8) 0,7
pT3 [n(%)] |56 (67) 53 (95) 0,2 0,333 |46 (82) 0,2 0,319 |16 (29) 0,6 12 (21) 0,6
pT4 [n(%)] |10 (12) 10 (100) 0,1 0,259 |8 (80) 0 0,118 |3 (30) 0,5 1(10) 0,3
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0,3 - 1 (100) 0,1 - 1 (100) 0,3 1 (100) 0,7
N- pNO [n(%)] |44 (53) 41 (93) 0,2 0,294 |39 (87) 0,1 0,209 |13 (30) 0,5 7 (16) 0,5
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 18 (100) 0,1 0,206 |16 (89) 0,2 0,365 [3(17) 0,4 3(7) 0,9
pN2 [n(%)] 16 (19) 15 (94) 0,2 0,396 |10 (63) 0,1 0,219 |4 (25) 0,8 3(19) 0,4
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 0,1 0,1 2 (100) 0,1 0,378 |1 (50) 0,1 2 (100) 0,9
pNx [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,3 0,433 |2 (67) 0 0 1(33) 0,8 - -
M- pMO [n(%)] |39 (47) 38 (97) 0,2 0,27 28 (72) 0,2 0,298 |15 (38) 0,4 7 (18) 0,6
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,2 0,378 [9(82) 0,2 0,402 |2 (18) 0,9 2 (18) 0,8
pMx [n(%)] |33 (40) 30 (91) 0,1 0,31 32 (97) 0,1 0,249 |5 (15) 0,7 6 (18) 0,6
Differen- G1 [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0,2 0,337 |3 (100) 0,2 0,412 |1 (33) 0,6 1(33) 0,7
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 70 (95) 0,2 0,309 |60 (81) 0,1 0,288 |19 (26) 0,6 13 (18) 0,6
G3 [n(%)] |6 (7) 6 (100) 0,1 0,137 |6 (100) 0,1 0,272 |2 (33) 0,2 1(17) 0,7
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 12 (86) 0,1 0,195 |11 (79) 0,1 0,215 |2 (14) 0,5 1(7) 0,7
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 28 (93) 0,2 0,329 |26 (87) 0,1 0,178 |9 (30) 0,5 4 (13) 0,4
St.llb [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0,4 0,376 |3 (100) 0,1 0,192 |2 (67) 0,5 1(33) 0,3
St.llla [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0 0 3 (100) |O 0 - - - -
St.lllb [n (%)] |12 (14) 12 (100) 0,1 0,216 |10 (83) 0,3 0,439 |[2(17) 0,4 3(25) 0,9
St.lllc [n(%)] | 9(11) 8 (89) 0,2 0,369 |5 (56) 0,2 0,274 |3 (33) 0,6 2 (22) 0,5
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 0,2 0,36 10 (83) 0,2 0,41 3(25) 0,6 3(25) 0,7
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor: 0,8
66 Tumor: 0,14 Tumor: 0,27
Nichttumor: 0,13 Nichttumor: 0,29
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3.7 Expression von NK 1

(Siehe Tabelle 14)
Eine positive Immunreaktion konnte fir NK 1 im Tumgewebe in allen 79
(100%) untersuchten Proben nachgewiesen werdergebunden Kolongewebe

war dies in 65 von 68 (95,6%) Fallen moglich.

3.7.1 Verteilung im Gewebe

Auch NK 1 war vorwiegend im Zytosol sowohl der Tuelen als auch der

Epithelien der gesunden Darmmukosa lokalisiert.

3.7.2 Grad der Expression

Die Intensitat der immunhistochemischen Farbunguigeim Mittel fir NK 1 im
Tumorgewebe 2,37 und im gesunden Kolongewebe 2,12.

3.7.3 Statistik

Von den 83 Patienten war es bei 79 Patienten nfgglie Stanzen aus dem Tu-
morgewebe zu beurteilen. Im Gesunden traf dies @t#nzen von 65 Patienten
Zu. Insgesamt ergibt das 66 Patienten, bei demeWeggleich Tumor/Nichttumor
maoglich war. Der Vergleich der Farbintensitat erg@men signifikanten Unter-
schied zwischen Tumorgewebe und nichtneoplastiscBarmschleimhaut
(p=0,442). Eine Korrelation mit Tumor-, Lymphknoteder Metastasenstadium

konnte auch fur NK 1 nicht nachgewiesen werden.



Tabelle 14:Expression von NK 1
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Anzahl Patienten total NK 1
Alter [Durchschnitt + Standard- | 83 Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
abweichung] 65,96 +12,15 Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittel; SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl | Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4)) 3 (100) 2,3 1,155 |[3(100) |2,1 0,839 [3(100) |2,3 3 (100) 2,1
Kategorie pT2 [n(%)] |13(16) 12 (92) 2,5 0,557 [12(92) |[1,8 0,958 [12(92) (2,5 11 (85) 1,9
pT3 [n(%)] |56 (67) 53 (95) 2,3 0,735 |44 (79) |21 0,746 |53 (95) |2,3 42 (75) 2,2
pT4 [n(%)] |10(12) 10 (100) 2,2 0,62 8 (80) 2,3 0,73 10 (100) |2,2 8 (80) 2,3
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 2,8 - 1(100) |19 - 1(100) |2,8 1 (100) 1,9
N- pNO [n(%)] |44 (53) 42 (95) 2,2 0,711 [36(82) |[2,0 0,642 [42(95) (2,2 35 (80) 2,1
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 18 (100) 2,5 0,73 17 (94) |2,0 0,747 |18 (100) |2,5 17 (94) 2,1
pN2 [n(%)] |16 (19) 15 (94) 2,3 0,676 |10(63) |2,3 0,995 [15(94) |2,3 9 (56) 2,6
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 2,8 0,236 |2 (100) |[2,7 0,424 |2(100) (2,8 2 (200) 2,7
pNx [n(%)] |3(4) 2 (67) 2,9 0,202 |3 (100 1,9 1,665 |2 (67) 2,9 2 (67) 2,9
M- pMO [n(%)] |39 (47) 37 (95) 2,3 0,743 |30(81) |1,9 0,802 |37(95) |2,3 28 (72) 2,1
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 2,1 0,66 9(82) 2,0 1,066 |11 (100) |2,1 8 (73) 2,2
pMx [n(%)] |33 (40) 31 (94) 2,3 0,677 [29(88) (2,2 0,641 [31(94) 2,3 29 (88) 2,2
Differen- Gl [n (%)] |3(4) 3 (100) 2,0 1 3(100) 1,7 0,342 |3(100) |2,0 3 (100) 1,7
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 70 (95) 2,3 0,683 |59 (80) (2,1 0,742 |70(95) |2,3 57 (77) 2,2
G3 [n (%)] |6 (7) 6 (100) 2,1 0,848 |6 (100) (2,2 1,166 |6(100) |2,1 5(83) 2,6
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 12 (86) 2,4 0,701 |12(86) |1,8 0,931 [12(86) |[2,4 11 (79) 2,0
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 28 (93) 2,1 0,738 [23(77) |2,0 0,647 [28(93) (2,1 22 (73) 2,1
St.llb [n(%)] |3(4) 3 (100) 2,5 0,5 3(100) |2,8 0,25 3(100) |25 3 (100) 2,8
St.llla [n(%)] |3(4) 3 (100) 2,8 0,33 3(100) 2,0 1 3(100) |2,8 3 (100) 2,0
St.lllb [n(%)] |12 (14) 12 (100) 2,4 0,79 11 (92) |21 0,619 |12 (100) [2,4 11 (92) 2,1
St.lllc [n(%)] | 9(11) 8 (89) 2,5 0,662 |5 (56) 2,7 0,435 [8(89) 2,5 5 (56) 2,7
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 2,2 0,676 [10(83) (2,1 1,058 |12 (100) |2,2 9 (75) 2,3
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor:
66 Tumor: 2,37 Tumor: 0,665 0,442
Nichttumor: 2,12 Nichttumor: 0,793
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3.8 Expression von NMBR
(Siehe Tabelle 15)

In 65 von 75 (86,6 %) Proben des untersuchten Tgevegbes konnte eine posi-
tive Immunreaktion nachgewiesen werden, bei demtiimorésen Kolongewebe
war dies in 50 von 65 (83,3%) Féllen der Fall.

3.8.1 Verteilung im Gewebe

Die Lokalisierung von NMBR konnte sowohl in den Tanmzellen als auch im

gesunden Kolonepithel vorwiegend im Zytosol nachgsen werden.

3.8.2 Grad der Expression

Im Tumorgewebe lag die durchschnittliche Intensil&t immunhistochemischen
Farbung fur NMBR bei 1,2. In der gesunden Darmmaklag die durchschnittli-
che Bewertung bei 0,96.

3.8.3 Statistik

Die Immunhistochemie des Tumorgewebes konnte beBRMei 75 von 83 Pati-
enten ausgewertet werden. Bei 65 Patientenprobendi®a auch im gesunden
Gewebe moglich. Zum Vergleich Tumor/ Nichttumorraten sich 60 Patienten-
proben.

NMBR war im Tumor starker exprimiert als in dermimeoplastischen Schleim-
haut, ohne jedoch Signifikanzniveau (p=0,074) zeiehen. NMBR wurde somit
als ,grenzwertig signifikant eingestuft. Als gremertig signifikant galt 0.05 p

< 0.1. Unter Berucksichtigung dieser grenzwertiggagnifikanz ist NMBR im
Tumor ebenfalls als hochreguliert zu betrachtennligh verhalt es sich beim
Tumorstadium. Tumorstadium T3/4 war im Vergleichmzumorstadium T1/2
grenzwertig signifikant (p= 0,071) verstarkt expenh. Fiur den Lymphknoten-
und Fernmetastasenstatus liel3 sich keine Korralégtstellen.
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Abbildung 5: NMBR, Nichttumor, VergréR3erung x 200

< 15 i = e recr o




Tabelle 15:Expression von NMBR
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Anzahl Patienten 83 NMBR
Alter [Durchschnitt + Standard-
abweichung] 65,96 £12,15 [ Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittelt SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4)) 3 (100) 1,2 0,721 |3 (100) 0,9 1,018 |3(100) 1,2 2 (67) 1,3
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 11 (85) 1,5 0,708 |11 (85) 0,9 0,925 |11 (85) 15 8 (62) 1,2
pT3 [n(%)] |56 (67) 50 (89) 1,0 0,855 (43 (77) 1,0 0,819 (42 (75) 1,2 34 (61) 1,2
pT4 [n(%)] |10 (12) 10 (100) 11 0,884 |8 (80) 1,0 1,134 |9 (90) 1,2 6 (60) 1,3
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0 - - - - - - - -
N- pNO [n(%)] |44 (53) 40 (91) 11 0,856 |34 (77) 0,9 0,785 |34 (77) 1,3 28 (64) 11
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 18 (100) 11 0,921 |16 (89) 1,1 1,034 |16 (89) 1,3 11 (61) 1,6
pN2 [n(%)] |16 (19) 14 (88) 0,8 0,606 |10 (63) 0,6 0,711 |12 (75) 0,9 7 (44) 0,9
pN3 [n(%)] |2(2) 1 (50) 2,3 - 2 (100) 2,4 0,53 1 (50) 2,3 2 (100) 2,4
pNx [n(%)] |3(4) 2 (67) 1,2 1,143 |3 (100) 0,4 0,409 |2 (67) 1,2 2 (67) 0,5
M- pMO [n(%)] |39 (47) 36 (92) 11 0,864 |26 (67) 1,1 0,899 (30 (77) 1,3 21 (54) 1,4
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 9(82) 0,7 0,398 [9(82) 1,0 1,16 9(82) 0,7 6 (55) 1,5
pMx [n(%)] |33 (40) 30 (91) 1,2 0,891 |[30(91) 0,8 0,72 26 (79) 1,4 23 (70) 1,0
Differen- G1 [n(%)] |3 (4) 3 (100) 1,4 0,394 |3 (100) 0,7 0,028 |3 (100) 1,4 3 (100) 0,7
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 67 (91) 11 0,849 |56 (76) 1,0 0,887 |58 (78) 1,3 44 (59) 1,2
G3 [n(%)] |6 (7) 5 (83) 1,0 0,938 |6 (100) 0,7 0,905 |4 (67) 1,3 3 (50) 1,5
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 11 (79) 1,4 0,693 |11 (79) 0,8 0,926 |11 (79) 1,4 8 (57) 1,2
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 27 (90) 1,0 0,832 |23 (77) 0,9 0,68 22 (73) 1,2 19 (63) 1,1
St.llb [n(%)] |34) 3 (100) 2,0 1 3 (100) 1,0 1,179 |3 (100) 2,0 3 (100) 1,0
St.llla [n(%)] |3(4) 3 (100) 1,3 0,838 |3 (100) 0,9 1,01 3 (100) 1,3 2 (67) 1,4
St.lllb [n(%)] |12 (14) 12 (100) 11 1,059 |10(83) 1,2 1,035 |10(83) 1,4 7 (58) 1,6
St.lllc [n(%)] | 9(11) 8 (89) 0,9 0,73 5 (56) 0,7 0,663 |6 (67) 1,2 4 (44) 0,8
St. IV  [n(%)] |12 (14) 10 (83) 0,9 0,616 |[10(83) 1,1 1,14 10 (83) 0,9 7 (58) 1,6
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor: 0.074
60 Tumor: 1,2 Tumor: 0,83
Nichttumor: 0,96 Nichttumor: 0,84
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3.9 Expression von NT 2
(Siehe Tabelle 16)

In 64 von 81 (79 %) Patientenproben des Tumorgesvebigte sich eine positive
Immunreaktion. Im nicht erkrankten Kolongewebe teeigich in 54 von 66

(81,8%) Fallen eine Immunreaktion.

3.9.1 Verteilung im Gewebe

Die Verteilung von NT 2 in Tumorgewebe beschrardith auf das Zytosol der
Zellen. In den Zellen des gesunden Gewebes hingegenNT 2 eher an der

Kernmembran zu finden.

3.9.2 Grad der Expression

Im Tumor konnte die durchschnittliche Intensitatr dexmunhistochemischen
Farbung bei 1,25 festgelegt werden. In der gesurizEmmukosa betrug der
Wert 1,37.

3.9.3 Statistik

In 81 von 83 Fallen war es mdglich, die Immunhibnie an Tumorgewebe
durchzufiihren. In nichtneoplastischem Gewebe getheg in 66 Fallen, was so
auch zu 66 Paarungen Tumor/ Nichttumor fuhrte.\Dergleich der Farbintensitat
konnte keinen signifikanten Unterschied zwischermdrtgewebe und nicht-
neoplastischem Gewebe nachweisen (p=0,482). Eineeldton mit Tumor-,

Lymphknoten oder Metastasenstadium konnte nichgéssellt werden.



Tabelle 16:Expression von NT 2
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Anzahl Patienten 83 NT 2
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 £12,15
abweichung] Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittelt SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,9 1,501 |3(100) 0,2 0,192 |1 (33) 2,6 2 (67) 1,6
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 12 (92) 0,9 0,784 |11 (85) 1,3 1,172 |8 (62) 1,4 8 (62) 1,9
pT3 [n(%)] |56 (67) 55 (98) 1,2 0,912 (43 (77) 1,4 1,055 |45 (80) 1,5 36 (64) 1,6
pT4 [n(%)] |10 (12) 10 (100) 1,5 0,747 |8 (80) 1,6 1,019 |9(90) 1,7 7 (70) 1,9
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 0,7 - 1 (100) 2,0 - 1 (100) 0,7 1 (100) 1,0
N- pNO [n(%)] |44 (53) 42 (95) 1,1 0,877 |37 (84) 1,4 1,01 36 (82) 1,3 33 (75) 1,6
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 16 (89) 1,2 0,992 |16 (89) 1,5 1,226 |13 (72) 1,7 12 (67) 1,9
pN2 [n(%)] |16 (19) 9 (56) 1,3 0,837 |9 (56) 1,2 1,141 |14 (88) 1,5 7 (44) 1,6
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 11 1,515 |2 (100) 1,9 0,589 |1 (50) 2,1 2 100) 1,9
pNx [n(%)] |3(4) 2 (67) 0,9 1,023 |2 (67) 0,5 0,707 |2 (67) 1,3 1(33) 1,0
M- pMO [n(%)] |39 (47) 38 (97) 1,1 0,797 |28 (72) 1,3 1,043 |31(79) 1,3 25 (64) 1,5
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 1,3 1,064 |8(73) 1,2 1,243 |9 (82) 1,7 6 (55) 1,7
pMx [n(%)] |33 (40) 32 (97) 1,3 0,959 |30 (91) 1,5 1,052 |26 (79) 1,6 24 (73) 1,9
Differen- G1 [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0,9 0,815 |3 (100) 1.8 1,347 |2 (67) 1,3 3 (100) 1,8
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 72 (94) 1,2 0,885 |57 (77) 1,4 1,064 |57 (77) 1,5 46 (62) 1,7
G3 [n (%)] |6 (7) 6 (100) 1,8 0,966 |6 (100) 1,0 0,957 |6 (100) 2,0 5(83) 1,2
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 12 (86) 0,9 0,883 |11 (79) 1,3 1,14 7 (50) 1,5 9 (64) 1,6
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 29 (97) 1,2 0,869 |24 (80) 1,4 1,028 |25 (83) 1,3 20 (67) 1,7
St.llb [n(%)] |3 (4) 3 (100) 2,1 0,192 |3 (100) 1,2 0,694 |3 (100) 2,1 3 (100) 1,2
St.llla [n(%)] |3 (4) 3 (100) 1,1 1,125 |3(100) 0,1 0,192 |2 (67) 1,7 1(33) 0,3
St.lllb [n (%)] |12 (14) 12 (100) 1,3 0,971 |10 (83) 1,8 1,111 |9 (75) 1,7 9 (75) 2,0
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 1,2 0,761 |5 (56) 1,6 1,109 |8(89) 1,4 4 (44) 2,1
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 1,3 1,045 |9 (75) 1,3 1,166 |10 (83) 1,7 7(58) 1,6
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor: 0.482
66 Tumor: 1,25 Tumor: 0,9
Nichttumor: 1,37 Nichttumor: 1,07
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3.10Expression von PAC 1

(siehe Tabelle 18)

Eine positive Immunreaktion konnte fir PAC 1 im Tangewebe in 74 von 79
(93,7%) untersuchten Proben nachgewiesen werdemebunden Kolongewebe
war dies in 55 von 65 (84,6%) Fallen moglich.

3.10.1 Verteilung im Gewebe

PAC 1 fand sich sowohl in den entnommenen Probenrdeors, als auch in den

Proben des gesunden Gewebes fast ausschliel3ligiitasol der Zellen.

3.10.2 Grad der Expression

Die durchschnittliche Bewertung der Immunreaktiag im Tumorgewebe bei
1,38. Im gesunden Gewebe konnte sie mit 1,18 abhgageerden.

3.10.3 Statistik

Bis auf einen Patienten gelang bei allen andereRa&nten die Immunreaktion
des Tumorgewebes. Bei 65 Patienten gelang diesiaughsunden Darmgewebe.
Insgesamt kamen so 65 Paarungen von Tumor/Nichttvomojeweils einem Pa-
tienten zusammen. Es konnte kein signifikanter t$etded in der Expression
gefunden werden (p=0,111). Allerdings liel3 sichsgnifikanter Unterschied bei
der Expression in verschiedenen Tumorstadien nasbweSo war PAC 1 bei
T3/4 Tumoren signifikant starker exprimiert, als den T1/2 Tumoren (p=0,05).
Signifikante Korrelationen des Lymphknoten- odernfReetastasenstaus konnten

nicht nachgewiesen werden.



Tabelle 17:Expression von PAC 1

56

Anzahl Patienten 83 PAC 1
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 £12,15
abweichung] Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittelt SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTl [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,3 0,289 |3 (100) 0,4 0,382 |2 (67) 0,5 2 (67) 0,6
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 12 (92) 11 0,709 (10(77) (0,9 0,773 (11(85) (1,2 9 (69) 1,0
pT3 [n(%)] |56 (67) 53 (95) 1,4 0,849 (42 (75) 1,3 0,853 |52 (93) 15 37 (66) 15
pT4 [n(%)] |10 (12) 10 (100) 1,6 1,225 |9 (90) 1,1 1,083 |8(80) 2,0 6 (60) 1,7
pTx [n(%)] 1(1) 1 (100) 1,0 - 1 (100) 1,2 - 1 (100) 1,0 1 (100) 1,2
N- pNO [n(%)] |44 (53) 42 (95) 1,3 0,864 (34 (77) |11 0,792 |39 (89) 1,4 30 (68) 1,3
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 17 (94) 1,4 1,01 15 (83) 11 0,879 |16 (89) 1,4 12 (67) 1,3
pN2 [n(%)] |16 (19) 16 (100) 1,6 0,902 |11 (69) 1,4 1,205 |15(94) 1,7 8 (50) 1,9
pN3 [n(%)] |2(2) 2 (100) 1,0 0,412 |2 (100) 1,9 0,141 |2 (100) 1,0 2 (100) 1,9
pNx [n(%)] |3(5) 2 (67) 1,9 0,904 |3(100) 0,8 0,289 |2 (67) 1,9 3 (100) 0,8
M- pMO [n(%)] |39 (47) 38 (97) 1,0 0,714 |27 (69) 1,1 0,845 |30 (77) 11 22 (56) 1,4
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 1,5 0,903 |10 (91) 11 1,245 |10 (91) 1,6 6 (55) 1,9
pMx [n(%)] |33 (40) 30 (91) 1,7 0,959 (28 (85) 1,3 0,76 29 (88) 1,8 27 (82) 1,3
Differen- G1 [n(%)] |3 (4) 3 (100) 1,7 1,528 |3(100) 1,3 0,775 |2 (67) 25 3 (100) 1,3
Zierung G2 [n(%)] |74 (89) 70 (95) 1,3 0,867 |56 (76) 1,2 0,85 67 (92) 1,4 48 (65) 1,3
G3 [n(%)] |6 (7) 6 (100) 1,4 1,002 |6 (100) 1,3 1,211 |5(83) 1,6 4 (67) 2,0
UlCC- St. | [n(%)] |14 (17) 12 (86) 1,0 0,786 |10 (71) 0,8 0,807 |10 (71) 1,2 8 (57) 11
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 28 (93) 1,4 0,826 |23 (77) 1,2 0,799 |27 (90) 1,4 21 (70) 1,3
St.llb [n(%)] |3(4) 3 (100) 1,9 1,465 |3(100) 1,2 0,289 |3 (100) 1,9 3 (100) 1,2
St.llla [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,8 0,25 3 (100) 0,5 0 3 (100) 0,8 3 (100) 0,5
St.lllb [n(%)] |12 (14) 11 (92) 1,7 1,035 |9 (75) 1,6 0,768 |11 (92) 1,7 8 (67) 1,8
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 1,4 0,978 |5 (56) 1,3 1,109 |8(89) 1,5 4 (44) 1,6
St. IV  [n(%)] |12 (14) 12 (100) 1,4 0,886 (11 (92) 1,2 1,211 |11 (92) 15 7 (58) 1,9
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor: Tumor: 1,38 Tumor: 0,94 0,111
65 Nichttumor: 1,18 Nichttumor: 0,89
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3.11Expression von VPAC 1
(Siehe Tabelle 18)

In 44 von 70 (62,9 %) Proben des untersuchten Tgeveebes konnte eine posi-
tive Immunreaktion nachgewiesen werden, im gesukadongewebe war dies in
42 von 62 (67,7%) Fallen moglich.

3.11.1 Verteilung im Gewebe

Sowohl in Zellen des Tumors, als auch in Zellengksunden Darmmukosa fand
sich VPAC 1 fast ausschlief3lich im Zytosol.

3.11.2 Grad der Expression

Im Mittel betrug der Grad der Expression im Tumaevgbe 0,63. Die Farbung in
der gesunden Darmmukosa lag durchschnittlich 7.0,

3.11.3 Statistik

Bei 70 von den 83 Patienten konnte die Immunhistoth bewertet werden. In
62 der Falle war dies auch im gesunden Gewebe amidghisgesamt ergaben sich
57 Paarungen aus Tumor/ Nichttumor. Es fand siah signifikanter Unterschied
in der Starke der VPAC 1-Expression (p=0,826). Bfwerelation mit Tumor-,
Lymphknoten oder Metastasenstadium konnte fir VRA@cht festgestellt wer-

den.



Tabelle 18:Expression von VPAC 1
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Anzahl Patienten 83 VPAC 1
Alter [Durchschnitt + Standard- | 65,96 £12,15
abweichung] Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive FalleNichttu-
Tumor mor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittelt SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl Mittel- Anzahl Mittel-
wert wert wert wert
T- pTL [n(%)] |3(4) 3 (100) 11 0,962 |3(100) 0,1 0,192 |2 (67) 1,7 1(33) 0,3
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 11 (85) 0,3 0,797 (12 (92) 0,6 0,71 5 (38) 1,0 8 (62) 1,0
pT3 [n(%)] |56 (67) 46 (82) 0,7 0,751 |40 (71) 0,8 0,986 |31 (55) 1,0 28 (50) 1,1
pT4 [n(%)] |10 (12) 9 (90) 0,4 0,632 |7 (70) 0,7 0,678 |5 (50) 0,8 5 (50) 1,0
pTx [n(%)] 1() 1 (100) 0,4 - - - - 1 (100) 0,4 - -
N- pNO [n(%)] |44 (53) 36 (82) 0,7 0,866 |34 (77) 0,8 0,873 |24 (55) 11 25 (57) 11
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 15 (83) 0,6 0,599 |14 (78) 0,9 1,172 |11 (61) 0,8 9 (50) 1,4
pN2 [n(%)] |16 (19) 16 (100) 0,5 0,634 |9 (56) 0,2 0,376 |5(31) 0,9 4 (25) 0,5
pN3 [n(%)] |2(2) 1 (50) 0,0 - 28 (100) |0,1 0,177 |- - 1 (50) 0,3
pNx [n(%)] |3(4) 2 (67) 0,9 0,859 |3 (100) 0,8 0,174 |3 (100) 0,9 3 (100) 0,8
M- pMO [n(%)] |39 (47) 32 (82) 0,4 0,562 |27 (69) 0,7 0,964 |17 (44) 0,8 18 (46) 1,1
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,5 0,702 [8(73) 0,2 0,351 |5 (45) 0,9 3 (27) 0,6
pMx [n(%)] |33 (40) 27 (82) 0,9 0,9 27 (82) 0,8 0,882 |22 (67) 1,3 21 (64) 11
Differen- Gl [n(%)] |3(4) 3 (100) 1,0 1,732 |3(100) 0,5 0,397 [1(33) 3 2 (67) 0,7
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 62 (84) 0,6 0,69 53 (72) 0,8 0,921 |39 (53) 0,9 39 (53) 1,1
G3 [n(%)] |6 (7) 5 (83) 0,7 0,935 |6 (100) 0,1 0,204 |4 (67) 11 1(17) 0,5
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 11 (79) 0,4 0,889 |12 (86) 0,6 0,71 5 (36) 1,2 8 (57) 1,0
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 24h(80) 0,8 0,866 |23 (77) 0,8 0,901 |18 (60) 1,1 18 (60) 1,1
St.llb [n(%)] |34) 2 (67) 1,0 0,739 |2 (67) 1,3 0,943 |3(100) 1,0 2 (67) 1,3
St.llla [n(%)] |3(4) 3 (100) 0,8 0,839 |[3(100) 0,1 0,192 |2 (67) 1,2 1(33) 0,3
St.lllb [n(%)] |12 (14) 9 (75) 0,5 0,517 |8 (67) 1,4 1,328 |7(58) 0,7 7 (58) 1,6
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 0,5 0,574 |5 (56) 0,3 0,415 |[2(22) 1,0 3 (33) 0,5
St. IV [n(%)] |12 (14) 11 (92) 0,5 0,702 |9 (75) 0,2 0,336 |6 (50) 0,9 3(25) 0,6
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor:
57 Tumor: 0,63 Tumor: 0,79 0,826
Nichttumor: 0,71 Nichttumor: 0,91
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3.12 Expression von VPAC 2

(Siehe Tabelle 19)
Fur VPAC 2 konnte insgesamt in 64 von 80 (80%)ldRdlm Tumorgewebe eine
positive Immunreaktion nachgewiesen werden. Imtngckrankten Gewebe war

die Immunreaktion in 64 von 71 (90,1%) Fallen pesit

3.12.1 Verteilung im Gewebe

VPAC 2 fand sich sowohl in den Epithelzellen desnbus, als auch in den Epi-

thelzellen im gesunden Gewebe im gesamten Zytokalisiert.

3.12.2 Grad der Expression

Im Tumorgewebe lag die durchschnittliche Intensii&t immunhistochemischen
Farbung bei 0,94. In den Proben der nichtneoptdstis Darmmukosa hingegen

konnte die durchschnittliche Intensitat mit 1,74egeben werden.

3.12.3 Statistik

Insgesamt gelang der Immunreaktionsnachweis beiofpmben von 80 Patien-
ten. Bei 66 Patienten war dies auch bei Probemndenalen Darmmukosa der
Fall. So ergaben sich 65 Paare aus Tumor/ Nichttgeweebe von jeweils einem
Patienten. Die Unterschiede zwischen der durch#tbhen Bewertungen von
beiden Gewebeproben waren signifikant (p<0.000BA¥ 2 ist in Tumorzellen

im Vergleich zu gesunden Zellen vermindert exprinie

Eine signifikante Mehr- oder Minderexpression b&iergleich der Tumorstadien

konnte nicht gezeigt werdeiymphknotenstatus und Metastasenstaus zeigten

ebenfalls keine signifikante Mehr- oder Mindere)gsion.
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Abbildung 7: VPAC 2, Nichttumor, Vergro3erung x 400

= Y o




Tabelle 19:Expression von VPAC 2
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Anzahl Patienten 83 VPAC 2
Alter [Durchschnitt + Standard-| 65,96 +12,15
abweichung ] Alle Falle Tumor Alle Falle Nichttumor Positive Falle Positive Falle
Tumor Nichttumor
Stadium Gesamtzahl Anzahl Mittel{ SD Anzahl Mittel- | SD Anzahl Mittel- Anzahl Mittelwert
wert wert wert
T- pTl [n(%)] [3(4) 3 (100) 0,3 0,102 |3 (100) 0,8 0,764 |3 (100) 0,3 2 (67) 1,3
Kategorie pT2 [n(%)] |13 (16) 12 (92) 0,7 0,874 |11 (85) 1,8 0,811 7 (54) 1,2 11 (85) 1,8
pT3 [n(%)] |[56(67) 54 (96) 1,2 0,972 |43 (77) 1,8 0,846 |44 (79) 1,5 43 (77) 1,8
pT4 [n(%)] [10(12) 10 (100) 0,8 0,762 |8 (80) 1,3 0,9 9 (90) 0,8 7 (70) 1,5
pTx [n(%)] 1(2) 1 (100) 3,0 - 1 (100) 3,0 - 1 (100) 3 1 (100) 3
N- pNO [n(%)] |44 (53) 43 (98) 0,9 0,976 |36 (82) 1,5 0,933 |34 (77) 1,4 35 (80) 1,8
Kategorie pN1 [n(%)] |18 (22) 17 (94) 0,6 0,648 |15 (83) 1,7 0,689 |14 (77) 0,8 15 (83) 1,7
pN2 h(%)] 16 (19) 16 (100) 1,4 1,087 |10 (63) 1,3 0,871 |14 (88) 1,6 10 (63) 1,3
pN3 [n(%)] [2(2) 2 (100) 0,6 0,909 |2 (100) 2 1,414 1 (50) 1,3 2 (100) 2,0
pNx [n(%)] |3(4) 2 (67) 1,9 0,793 |3 (100) 1,9 0,804 3 (60) 1,9 3 (60) 1,9
M- pMO [n(%)] [39(47) 37 (95) 0,9 0,984 |27 (69) 1,3 0,841 |30 (77) 1,4 27 (69) 1,6
Kategorie pM1 [n(%)] |11 (13) 11 (100) 0,9 0,86 9(82) 1,3 0,711 |10 (83) 1,1 9 (75) 1,3
pMx [n(%)] |33 (40) 32 (97) 1,1 0,979 |30 (91) 2,0 0,887 |25 (76) 1,4 29 (88) 2,0
Differen- G1 [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0,6 0,459 |3(100) 2,1 0,674 |3 (100) 0,6 3 (100) 2,1
zierung G2 [n (%)] |74 (89) 71 (96) 1,1 0,975 |57 (77) 1,7 0,835 |56 (76) 1,3 55 (74) 1,8
G3 [n (%0)] |6 (7) 6 (100) 1,3 0,99 6 (100) 1,5 1,305 |6 (86) 1,6 6 (86) 1,5
UICC- St. | [n(%)] |14 (17) 12 (86) 0,7 0,855 |12 (86) 1,6 0,929 |8 (57) 1,1 11( 85) 1,8
Stadium St.lla [n(%)] |30 (36) 29 (97) 1,2 0,974 |23 (77) 1,9 0,846 |24 (80) 1,5 23 (77) 1,9
St.llb [n(%)] [3(4) 3 (100) 0,7 0,667 |3 (100) 1,2 1,258 |2 (67) 1,0 2 (67) 1,8
St.llla [n(%)] |3 (4) 3 (100) 0,2 0,173 (2 (67) 1,5 0,707 |2 (67) 0,3 2 (67) 1,5
St.lllb [n(%)] |12 (14) 11 (92) 0,8 0,754 |10 (83) 1,8 0,733 |9 (75) 1,0 10 (83) 1,8
St.lllc [n(%)] | 9(11) 9 (100) 1,7 1,134 |5 (56) 1,5 0,969 (8(89) 1,9 5 (56) 1,5
St.IV  [n(%)] |12(14) 12 (100) 1,0 0,83 10 (83) 1,4 0,868 |11 (92) 1,1 10 (77) 1,4
Vergleich Tumor/Nichttumor Anzahl der Paare Tumor/ | Mittelwerte: Standardabweichung: Signifikanz p:
Nichttumor : p<0,0001
65 Tumor: 0,94 Tumor: 0,87
Nichttumor: 1,74 Nichttumor: 0,87
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4. Diskussion

4.1 BRS 3, CCKA, CXCR 4, GHRH, GRPR, NK 1, NMBR, NT
2, PAC 1, VPAC 1 und VPAC 2 bei Tumorerkrankungen

4.1.1 Bombesin-ahnliche Rezeptoren in malignen Erkrankungn

Bombesin like peptidesverfigen in kleinzelligen Bronchialkarzinomen und
neuroendokrinen Tumoren Uber mitogen aktivierendgeihkinasen und fihren
zur verstarkten Expression von Onkogenen und Wactsftiktoren (Moody et al.
2003).

4.1.1.1 GRPR

GRPR Promoter-Regionen konnten unter anderem irstBrund Duodenal-
karzinomen nachgewiesen werden (Xiao et al. 20B0gh in Zellreihen von
kleinzelligen Bronchialkarzinomen fand sich GRPRy er wahrscheinlich als
autokriner Wachstumsfaktor fungi€@orjay et al. 1991). Auch an der autokrinen
Regulation des HNSCC konnte eine Beteiligung vorPGIRd GRPR nachgewie-
sen werden (Lango et al. 2002). Weitere Zellliniandenen eine erhdohte Expres-
sion von GRPR gezeigt werden konnte, sind Zelltirdes duktalen Pankreaskar-
zinoms und des Prostatakarzinoms (Szepeshazi @0@b, Daaka et al. 2004,
Bartholdi et al. 1998).

Scott et. al (2004) untersuchten ebenfalls mitbgienunhistochemie GRP und
GRPR bzw. deren Expression, allerdings in Karzienides Magens, Dunndarms,
der Appendix sowie des Kolorektums. GRP konntednr@moren, und GRPR in
22 von 26 untersuchten Tumoren nachgewiesen wefBlRRPR zeigte vor allem
in Karzinoiden des Appendix eine starke Expressi&me vergleichende Unter-
suchung der Expression von GRPR in gesundem Geweb&ppendix, Magen,
Dunndarm oder kolorektalen Gewebes wurde nichthayefiihrt. In der Arbeit
von Scott et al. (2004) wird die starkste Interisttér Farbung im Zytosol be-
schrieben. Diese Aussage kann in der vorliegendeeiAnicht bestatigt werden.
Hier war GRPR deutlich membrandr nachweisbar. heremeiner Arbeit sehr
ahnlichen Studie untersuchten Kollegen aus Brasiligmor- und gesundes Kon-

trollgewebe immunhistochemisch auf die Expression GRPR, allerdings in
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Zervixkarzinomen. In 99% der untersuchten Tumorprobel3 sich GRPR nach-
weisen. Eine Korrelation zwischen der GRPR-Expagssind der Invasivitat der
Tumoren konnte nicht gezeigt werd@nornelio et al 2007).

Chave et al.(2000) untersuchten mittels reversandkriptase-PCR kolorektale
Adenokarzinome von 23 Patienten auf GPCR-mRNA. Eben untersucht
wurden Proben aus gesundem Dickdarmgewebe dehgtei23 Patienten. In 16
von 23 untersuchten Paaren Tumor/nichtneoplastiBarenmukosa konnte eine
signifikant héhere Expression von GRPR-mRNA im Tugesvebe nachgewiesen
werden. Allerdings bedeutet diese Aussage noclt migimgend, dal? der Rezep-
tor tatsachlich vermehrt auf Proteinebene exprinwad.

Wie auch in der hier vorliegenden Arbeit geschehenersuchten Chave et al.
(2000) den Grad der Expression von GRPR mit dend @Gea Differenzierung des
Karzinoms auf eine Korrelation. Beide Arbeiten ktmmkeine Korrelation nach-
weisen, was sicherlich auch an der in beiden Aebeitiedrigen Fallzahl liegen
kann.

Auch in der vorliegenden Arbeit konnte GRPR im Kiarzinom sowie in ge-
sundem Kolongewebe nachgewiesen werden. In 2Z9d27,8%) Fallen konn-
te im Tumorgewebe GRPR nachgewiesen werden, ingesukKolonepithel war
dies in 15 von 69 (21,7%) Fallen moglich.

Eine Korrelation mit Tumorstadium und Lymphknotemer Fernmetastasensta-
tus fehlte. Des Weiteren konnte auch keine sigaifie Hoch- oder Runterregulie-
rung im Vergleich zur gesunden Mukosa gefunden arerd

Insgesamt konnte in dieser Arbeit aber eine erhBkfgession von GRPR in Ko-
lonkarzinom nachgewiesen werden. Das die Ergebmsdergleich zu Chave et
al. nicht signifikant sind, mag an der unterschadin Nachweismethode liegen.
Des Weiteren sind die Fallzahlen von Chave et28l0Q) sehr gering, so das die
Aussagekraft ihrer Ergebnisse deutlich eingeschrg&nk

4.1.1.2 BRS 3

Obwohl BRS 3 zu den sogenannten Orphan-Rezeptabarty man also noch
keinen Liganden fir BRS 3 gefunden hat, konnte dauh eindeutig nachweisen,
dall BRS 3 mit malignen Erkrankungen in Zusammenhstegt. Vor allem

Tumoren der Lunge stehen dabei im Vordergrund.
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BRS 3 ist ahnlich wie GRPR eng mit dem KkleinzehigBronchialkarzinom
assoziiert, er findet sich aber auch in allen agwldristologischen Typen des
Bronchialkarzinoms (Fathi et al. 1992). Des Weitekonnte BRS-3 auch in Nie-
renzellkarzinomen,  Ovarial- und Pankreaskarzinonsawie in Prostata-
karzinomen nachgewiesen werden (Reubi et al. 2808, et al. 2000, Schulz et
al. 2006).

Eine Expression von BRS-3 konnte bis jetzt zwarneuronalen Zellen des
Gastrointestinaltraktes gezeigt werden (Porcheaal.a005, Chave et al. 2000),
aber ein Nachweis von BRS-3 in Epithelzellen de$oK® oder in kolorektalen
Karzinomen stand noch aus.

Die vorliegende Arbeit konnte erstmals zeigen, B&S 3 auch in Kolonkarzi-
nomen verstarkt exprimiert wird. Die Auswertung damunhistochemisch ge-
farbten Schnitte konnte zweifelsfrei eine versw@rkxpression in neoplastisch
verandertem Darmgewebe belegen. Im Tumorgewebdendie Intensitat der
Farbung im Mittel mit 0,76 angegeben, wéhrend diesgchnitten gesunden Ge-
webes lediglich bei 0,42 lag. Insgesamt konnte BR& Tumor in 76,3% der
Falle nachgewiesen werden, in gesundem Geweba A, 9% der Falle.

Diese Erkenntnisse legen eine pathophysiologis@&evanz nahe. Ob und in wie
weit BRS 3 fUr die Diagnostik oder Therapie desokektalen Karzinoms einge-
setzt werden kbnnte, missen weitere Studien klaBss Weiteren ware interes-
sant, ob ein Nachweis der Korrelation mit Tumorymphknoten oder Metasta-

senstadium in Studien mit einer grof3eren Fallzahhgt.
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4.1.1.3 NMBR

NMBR findet sich, wie auch die anderen untersucB&m, im kleinzelligen
Bronchialkarzinom (Cuttitta et al. 1985).

In einer groR angelegten Studie Uber BLR in Praktazinomen von Bartholdi et
al. aus dem Jahr 1998 konnten NMBR und GRPR miR&IPCR in malignen
Zellen der Prostata nachgewiesen werden. Wobei GB&RIlich starker ex-
primiert zu sein schien als NMBR. Ein Nachweis 8RS 3 gelang leider nicht.
Des Weiteren wurde fir NMBR eine Koexpression nmiliferierenden Zellen
sowohl in gesundem wie auch in maligne entarteteoépithel nachgewiesen.
So untersuchten Matusiak et al. 2005 ebenfallstmialigne und maligne Zellrei-
hen (nichtmaligne: NCM 460 und maligne Caco 2 urll+29). Monoklonale
Anti-NMBR-Antikdper, die an das COOH-Ende des Réaepbinden, wurden
hergestellt und zur Immunhistochemie verwendet. NMMBvar in malignen Zel-
len der untersuchten Zellreihen im Tumor signifikatérker exprimiert als im
gesunden Kolongewebe. Zuséatzlich zeigte sich eirsétipe Korrelation mit dem
Differenzierungsgrad, hoher differenzierte Tumorgbw zeigten eine starkere
Expression.

Auch in der vorliegenden Arbeit gelang es eine etla&xpression von NMBR in
Kolonkarzinomen nachzuweisen. Insgesamt konnte NNiB8&6,6% der Féalle im
Kolonkarzinom nachgewiesen werden, im gesunden Gewe83,3% der Falle.
Der Mittelwert der Farbintensitat lag mit 1,2 imriargewebe hdher als im ge-
sunden Kolongewebe, wo der Mittelwert 0,96 betDgser Unterschied zwi-
schen neoplastischem und nichtneoplastischem Geveethte aus, um NMBR
als grenzwertig signifikant hochreguliert im Tun@nzustufen. Eine Korrelati-
on zum Differenzierungsgrad wie bei Matusiak et(2005) konnte nicht nachge-
wiesen werden. Dies kbnnte unter anderem an dexhBaskung auf nur drei Zell-
linien in der Arbeit von Matusiak et al. gelegerbéa. Des Weiteren wird in der
Arbeit von Matusiak et al. nicht auf die von ihnererwendete Fallzahl
eingegangen, was die Vergleichbarkeit der vorliedgenArbeit mit der von
Matusiak et al. deutlich einschrankt. Auch die Beong von Matusiak et al.
ebenfalls nicht kommerzieller Antikorper erschween Vergleich. Aber gerade
dal3 die beiden Arbeiten trotz der unterschiedlichatikorper zu ahnlichen Er-
gebnissen kommen, legt den Schluss nahe, dal NMBRolonkarzinom eine

pathophysiologische Relevanz zu kommt.
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4.1.2 Chemokin-Rezeptoren bei Tumorerkrankungen

Insgesamt scheinen G-protein gekoppelte Chemolgpteren eine wichtige Rol-
le bei der Metastasierung von Tumoren zu spielealeVTumoren metastasieren
bevorzugt in Organe, die man nicht als erstes ¢ewawirde. Folgt man dem
Blutabfluss aus dem Tumorgebiet, missten eigendithere Organe bevorzugt
werden. Diese organspezifische Metastasierung tgmgtTeil an der Interaktion
zwischen den Chemokinrezeptoren der Tumorzellendemd Chemokingradien-
ten in den Zielorganen zusammen (Balkwill et aD£4). Viele Tumoren in denen
CXCR 4 gefunden wird, metastasieren in GewebeCGKe&L12 exprimieren
(Balkwill 2004b).

Fur CXCR 4 und dessen Liganden CXCL12 konnte kermitnunhistochemisch
eine signifikant erhohte Expression in Plattenegditarzinomen des Osophagus
nachgewiesen werden (Saski et al. 2009). Des Veeiteeil3 man, dall CXCL12
Uber eine Férderung der Tumorzellmigration eineldRbki der Metastasierung
des hepatozellularen Karzinoms spielt (Liu et B0&).

Zu den weiteren Tumoren, in deren Zellen eine a@éxpression von CXCR 4
nachgewiesen werden kann, zahlt das Mammakarzikten. kann wahrschein-
lich auch der oben beschriebene Metastasierungsaveggnommen werden.
CXCL12 fand sich deutlich hochreguliert in den megiren Lymphknoten der
erkrankten Patientinnen (Mdller et al. 2001).

Auch fur das HNSCC zeigt sich, dal? CXCR 4 starkdait Metastasenbildung in
Zusammenhang steht. Es konnte gezeigt werden, €iaRNSCC mit erhéhter
CXCR 4-Expression nicht nur eine signifikante Varhing zu Lymphknotenme-
tastasen besteht, sondern auch ein ZusammenhaugmiGrad der Invasion des
Tumors, mit der Rezidivwahrscheinlichkeit und damitch mit der Prognose
(Almofti et al. 2004).

Auch die Proliferation der malignen Zellen im klegtligen Bronchialkarzinom
ist stark mit der CXCR 4-Expression assoziiertksnte nachgewiesen werden,
dall CXCL12 direkt das Wachstum von CXCR 4 positiGeweben stimuliert.
Des Weiteren konnte fir CXCL12 auch eine steigeiilkung auf die Motilitat
und auf die Adhasion der maligne entarteten Zejjemeigt werden. AulRerdem
lied sich ein Effekt auf die Zellmorphologie beobi@n. Die malignen Zellen
zeigten eine verstarkte Bildung von Filopodien Welriten-ahnlichen Ansatzen
(Kijima et al. 2002).
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Das nicht kleinzellige Bronchialkarzinom gehorteefalls zu den CXCR 4-
exprimierenden Tumoren. Auch hier konnte ein Zusammang mit der Metasta-
sierung nachgewiesen werden. Interessanterweisetekdner auch ein Zusam-
menhang mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGEhgewiesen werden.
EGF kann die CXCR 4-Expression steigern und somdhadie Fahigkeit zur
Zellmigration (Phillips et al. 2005).

Jordan et al. (1999) wiesen CXCR 4 mittels Durdbidlytometrie auf der Oberfla-
che von HT-29 Kolonepithelzellen nach. In etwa éifte der untersuchten HT-
29 Zellreihen fand sich CXCR 4 an der Oberflache ldelonepithelialzellen.

Auch in immunhistochemischen Untersuchung an Bepsius entziindetem so

wie nichtentziindetem Kolonepithel lie3 sich CXCRathweisen (Jordan et al.
1999). Eine Aussage Uber die Lokalisation in delteZe/urde dabei allerdings
nicht gemacht.

Ein Nachweis von CXCR 4 in kolorektalen Karzinomkemnte in der einschlagi-
gen Literatur nicht gefunden werden.

Die vorliegende Arbeit erbrachte nun erstmals danohweis von CXCR 4 auch in
kolorektalen Karzinomen. CXCR 4 liel3 sich immunbistemisch in maligne
entarteten Zellen des Kolons nachweisen. Als Bigstdf) der Ergebnisse von
Jordan et al. ist auch in dieser Arbeit CXCR 4esundem Gewebe nachweisbar.
Die Intensitat der immunhistochemischen Farbung all@rdings deutlich gerin-
ger ausgepragt, als dies in neoplastischem GewabEaill war. CXCR 4 ist also
im Kolonkarzinom im Vergleich zu gesundem Gewebaetldgh hochreguliert. In
der von mir durchgefihrten immunhistochemischenetsnichung zeigte sich
CXCR 4 sowohl in gesundem, als auch in neoplastiethndertem Gewebe vor
allem im Zytosol lokalisiert. Jordan et al. bermhtaber in der Durchflusszyto-
metrie nur von einer Lokalisierung auf der Obeticler Zellen. Auf die Lokali-
sierung in der Zelle, vor allem in der immunhistestischen Untersuchung wird
leider nicht eingegangen, was sicherlich auch niedicb bedingt ist, denn die
Durchflusszytometrie erlaubt keinen Nachweis vdrairellularen Antigenen.

Eine signifikante Korrelation mit Fernmetastasend Lymphknotenstatus, sowie
mit dem Differenzierungsgrad konnte nicht nachgeefewerden. Das liegt si-
cherlich an der nur geringen Fallzahl. Die Untehsungy eines groReren Fallkol-

lektivs ist zu empfehlen.
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4.1.3 Tachykininrezeptoren bei Tumorerkrankungen

4131 NK1

2001 versuchten Petit et al. (2001) mittels RT-P@R radioaktiv markierten
Liganden in einer ausgewahlten Zelllinie (HT-29nvdolonkarzinomen NK 1-
Rezeptoren nachzuweisen, was damals allerdingsmobkhgelang.

Sieben Jahre spater wiesen Rosso et al. (2008hadsstNK 1 in Zellreihen von
Adenokarzinomen des Kolons, als auch in Zellreivem Magenkarzinomen
nach. lhnen Gelang der Nachweis mittels Immunol#la3erdem konnte gezeigt
werden, dal3 der Ligand von NK 1, Substanz P a&ktis Mitogen in den unter-
suchten Zellreihen fungierte. Bei Zugabe von narekuaren Mengen von
Substanz P zu den Zellreihen der untersuchten Ware, zeigte sich ein signifi-
kantes Wachstum der Zellreihen. Im Gegenzug wurde Einleitung der
Apoptose dieser Zellreihen beobachtet, als man Remntagonisten von NK 1
applizierte.

Die vorliegende Arbeit bestétigt die Ergebnisse ®usso et al. (2008). NK 1
konnte hier in fast allen untersuchten Geweben geaglesen werden. Die Inten-
sitdt der immunhistochemischen Reaktion betrug itteMfiur NK 1 in Tumor-
gewebe 2,37 und im gesunden Kolongewebe 2,12 unedpaisitive Immunreakti-
on konnte fur NK 1 im Tumorgewebe in 100% der wuehten Proben nachge-
wiesen werden. Im gesunden Kolongewebe war dieseitmim noch in 95,6% der
Falle mdglich. Eine Korrelation mit Tumorinvasivitader Metastasierungsgrad
konnte nicht nachgewiesen werden. Allerdings siiedFallzahlen in der vorlie-
genden Arbeit sicherlich zu gering, um zu einemsagskraftigen Ergebnis zu

kommen.

4.1.4 Neurotensinrezeptoren bei Tumorerkrankungen

Tasuta et al. (1990) untersuchten die WirkungenNeuarotensin auf mit Azoxy-
methan (AOM) behandelte Ratten. AOM induziert baitt@ kolorektale Karzi-

nome. Nach Neurotensinapplikation kam es zu eingmfg&kanten Anstieg der
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Anzahl, Grof3e und Invasivitat der kolorektalen Kaome im Vergleich zu nicht
mit Neurotensin, sondern nur mit AOM behandeltettd®a Tasuta et al. (1990)
kamen damals zu dem Schluf3, daf3 Neurotensin wanéich an der Prollifera-
tion von Zellen in Kolonkarzinomen beteiligt ist.

Gui et al. (2008) konnten ebenfalls den Rezeptahwaisen. Vor allem Neuro-
tensinrezeptor Subtyp 1 (NT 1) wird von Adenokaonren des Kolons expri-
miert.

Dong et al. (2000) untersuchten Kolonkarzinome Exgpression des Neuroten-
sin/Neuromedin N-Gens, allerdings nur in den Zal#liKM12C und KM20. Sie
konnten zeigen, dal3 das Neurotensin/Neuromedin mN-&sschliel3lich in der
KM12C-Zellreihe exprimiert wird.

Evers et al. (1996) konnten schon friher zeigeR, ds von Dong et al. (2000)
untersuchte Gen in 25% aller von ihnen untersuchtelonkarzinomzellreihen
exprimiert wird. In Untersuchungen von gesundemoiigewebe zeigte sich das
Neurotensin/Neuromedin N-Gen im gesunden Darmgewelne Neugeborenen
und Erwachsenen unterdriickt. Lediglich in fetalemldigewebe wird das Neu-
rotensin/Neuromedin N-Gen exprimiert.

In der hier vorliegenden Arbeit ist erstmalig deaddweis von NT 2 in kolorekta-
len Karzinomen mittels Immunhistochemie gelungeii. Nwurde in 64 Fallen
(79%) von 81 untersuchten Kolonkarzinomproben naalgsen. In gesundem
Kolongewebe lag der Anteil bei 81% (54 von 66 HlleBei hoheren durch-
schnittlichen Bewertungen der Intensitat war NThZQgesundem Gewebe, wenn
auch nicht signifikant, aber dennoch starker exjantrals im neoplastisch veran-
derten Gewebe. Polak et al. (1977) konnten mitkgimunhistochemie noch
keinen Nachweis von NT 2 in gesundem Kolon erbrnd2ies mag unter ande-

rem auch an der inzwischen verbesserten SpezgtaAntikorper liegen.

4.1.5 Rezeptoren fur VIP und PACAP bei Tumorerkrankungen

Reubi et al. (1995) wiesen einen Rezeptor fur esess intestinales Peptid in
verschiedenen Tumoren nach. Dafur wurden 339 Tumiorevitro mittels Auto-
radiographie und radioaktivem 125I-VIP untersu@it,der untersuchten Tu-
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moren waren Adenokarzinome des Kolons. Damals wahéedings noch nicht
zwischen VPAC 1 und VPAC 2 unterschieden, sondarnvan einem vasoakti-
ven intestinalen Peptid-Rezeptor (VIP-R) gesprocEenden Tumoren bei denen
eine VIP-R-Expression nachgewiesen werden konrne@dmgn unter anderem
Karzinome der Brust und deren Metastasen, KarzindeseEndo-metriums, Ade-
nokarzinome des Ovars, Metastasen von Prostatakanen, Blasenkarzinome,
Adenokarzinome des Kolons, Adenokarzinome des Raskrgastrointestinale
Plattenepithelkarzinome, nicht-kleinzellige Broratkarzinome, Lymphome,
Astrozytome, Glioblastome sowie Meningeome.

Der von Reubi et al. (2000) untersuchte Rezeptggteen allen untersuchten
Tumoren eine hohe Affinitat fir seine Liganden wmar spezifisch fir VIP und
PACAP. Insbesondere die untersuchten Kolonkarzinaaren alle rezeptorposi-
tiv. Allerdings wurde keine Aussage Uber den Grad Expression von VIP-R
getroffen. Auch ob gesundes Kolongewebe rezepsaipast, bzw. ob es Unter-
schiede in der Rezeptorexpression von gesundemeaoplastisch verandertem
Gewebe gibt, wurde nicht untersuctReubi et al. (2000) erganzten ihre bisheri-
gen Ergebnisse mit einer erneut grol3 angelegtetieStiber die Expression von
VIP/PACAP-Rezeptoren in gesunden und neoplastisam@mschlichen Geweben
mittels in vitro Autoradiographie. Diesmal wurde igeghen VPAC 1, VPAC 2
und PAC 1 unterschieden. Reubi et al. (2000) zejglas VPAC 1 vor allem in
gesunden Geweben von Leber, Brustdrise, NieretdapsBlase, Pankreas,
gastrointestinaler Mukosa, Lunge, Schilddrise ymdphatischem Gewebe vor-
kommt. Maligne Tumoren dieser Gewebe exprimiert@mdauch VPAC 1.

VPAC 2 konnte in gesundem Gewebe vor allem in gidtuskulatur und Blutge-
faken nachgewiesen werden. In malignen Tumorent&WRAC 2 nicht nach-
gewiesen werden. Nur Leiomyome zeigten eine VPAEx@ression. PAC 1
konnte in gesundem Gewebe im Mark der Nebenniechgeviesen werden. In
malignen Tumoren zeigte sich eine Expression vawegse in glialen Tumoren
sowie Pragangliomen, Phaochromozytomen und Karzeémodes Endometriums.
In dieser Studie wurde zwar verglichen, ob die jegen Rezeptoren in den glei-
chen Geweben vorkommen, je nach dem ob es sichaesundes oder neoplas-
tisch verandertes Gewebe handelt. Eine Aussagesigrefikante Unterschiede in
der Expression wurde aber nicht getroffen. Des ®&veit wurden leider keine

konkreten Fallzahlen angegeben. Insgesamt unteesuéteubi et al. (2000) Uber
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600 Tumoren und deren Metastasen, wie viele dalen l&olonkarzinomen oder
gesunder Kolonmukosa zuzuordenen waren, wurde eietéhnt. Bei der Viel-
zahl an verschiedenen Geweben, die untersucht wurde aber davon aus-
zugehen, dal’ die einzelnen Fallzahlen nicht setir gewesen sein kénnen.

Die vorliegende Arbeit bestatigt diese Ergebnisea Reubi et al. (2000) nur
teilweise. Beide Arbeiten konnten zeigen, daf} VPIAG gesundem Kolongewe-
be sowie in kolorektalen Karzinomen vorkommen.

Zu deutlich unterschiedlichen Ergebnissen kommedebArbeiten in Bezug auf
die Expression von VPAC 2. Die vorliegende Arbaitgr eine deutlich starkere
Expression von VPAC 2 sowohl im gesunden Kolonaalsh im Adenokarziom,
als VPAC 1.

VPAC 2 zeigte sich nicht nur haufiger positiv (VP&ZQm Tumor 80% rezeptor-
positiv, im gesunden Gewebe 90,1% rezeptorpostRAC 1 im Tumor 62,9%
rezeptorpositiv und im gesunden Gewebe 67,7% regapiitiv) sondern im
Schnitt auch starker exprimiert als VPAC 1 (VPAGngnsitat der Farbung im
Tumorgewebe 0,94, und im gesunden Kolon 1,74, VRAIAtensitat der Far-
bung im Tumorgewebe 0,63 und im gesunden Kolon)OHihe Ursache fir die-
se unterschiedlichen Ergebnisse mag in den vedehén Techniken zum Nach-
weis der Rezeptoren liegen.

Des Weiteren konnte die vorliegende Arbeit zeiggadd VPAC 2 in gesundem
Gewebe signifikant starker exprimiert wird, alsAdenokarzinom des Kolons.
Auch PAC 1, der von Reubi et al. (2000) im Koloapwbim Adenokarzinom des
Kolons nicht nachgewiesen wurde, konnte in meindret eindeutig nachgewie-
sen werden. Das Tumorgewebe zeigte sich in 93, 7% dlke rezeptorpositiv, das
nicht neoplastisch veranderte Kolongewebe in 84dé¥doalle. Zusatzlich konnte
eine verstarkte Expression in hoheren Tumorstagkzeigt werden.

Weitere Arbeiten tber PAC 1 oder VPAC 2 in Kolongbwe, die meine Ergebnis-

se untermauern wirden, waren in der Literatur rechfinden.

4.1.6 Weitere G-protein gekoppelte Rezeptoren bei Tumordrankungen
Sowohl fir CCKA-R als auch fir CCKB-R konnte einellR im Zellwachstum
bei kleinzelligen Bronchialkarzinomen nachgewiesenden (Sethi et al. 1993).
Weinberg et al. (1997) wiesen mittels reverser 3kaption und anschlie3ender
RT-PCR CCKA-R und CCKB-R in Zellen des duktalen IRaaskarzinoms nach.
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Allerdings zeigten Reubi et al. (2000), dal3 beidéEK&Rezeptoren eher in
Nervengewebe und Inselzellen, als in neoplastistinderten Zellen vorkom-
men.

Schulz et al. (2005) wiesen wiederum CCKA-R immgtdghemisch in Karzi-
noiden, Insulinomen, Hypophsyenadenomen und Memgeonach. CCKA-R
fand sich in den Plasmamembranen der Tumorzellen.

Petit et al. (2001) nutzten RT-PCR und radioaktiarkrerte Liganden, um die
Rezeptoren von Cholezystokinin, Neurotensin, Vassgin, Tachykinin und Sub-
stanz P in 11 verschiedenen Tumorzelllinien naclezsen. Die Zelllinien stamm-
ten aus Astrozytomen, Lymphomen, Pankreas-, Brahahind Kolonkarzinomen.
Allerdings gelang ein Nachweis weder von CCKA-Rm@CKB-R in der Zellli-
nie des Kolonkarzinoms. CCKB-R konnte in Zellreiltas Pankreas- (MiaPaCA-
2), sowie in einer Zellreihe eines Bronchialkaronmso (NCI-H69) nachgewiesen
werden. CCKA-R konnte in allen drei Zellreihen dgankreaskarzinome (Mia-
PaCA-2, RWP2 und PACNL1), sowie in einer Zellreilvees Prostatakarzinoms
(LNCaP) und einer Bronchialkarzinomreihe (NCI-H®&@chgewiesen werden.
Imdahl et al (1995) versuchten CCKB-R per RNaseadetmn-Assay in Geweben
aus Kolonkarzinomen nachzuweisen. CCKB-R konnteimd1% der Falle nach-
gewiesen werden. Zusétzlich fand sich in 75% ddleFCCKC-R. CCKC-R ge-
hort nicht zu den GPCR, sondern ist ein Enzym, atasler beta-Oxidation von
Fettsauren beteiligt ist (Baldwin et al. 1994). &htlet al. schlossen daraus, dafl3
weniger CCKB-R als viel mehr CCKC-R an der Sigraadduktion bei der Proli-
feration von Kolonkarzinomen beteiligt ist.

Reubi et al. (1999) untersuchten mittels Rezepitaeradiographie CCKA-R und
CCKB-R in 25 Adenokarzinomen des Kolons. CCKA-R&te in keinem der 25
Falle, und CCKB-R in 1 von 25 Féallen nachgewiesenden.

Diese Ergebnisse widersprechen denen der vorliegerrbeit. Ich konnte
CCKA-R in 75,6% (59 von 78 untersuchten Falle)ralistersuchten Kolonkarzi-
nome nachweisen. Die Intensitat der Farbung la@/&&. Diese Zahlen werden
von den Untersuchungen von Clerc et al. (1997) &egt. Clerc et al. unter-
suchten Proben aus Kolonkarzinomen von 12 verdehen Patienten mittels
reverse Transkriptase PCR auf mRNA von CCKA-R ur@KB-R. CCKA-R-
MRNA konnte in 5 von 12 Fallen im Kolonkarzinom hgewiesen werden.

CCKB-R-mRNA war nur in 2 von 12 Fallen im Kolonkaram nachweisbar.
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Eine Erklarung fur die unterschiedlichen Ergebnisggewahrscheinlich in den

unterschiedlichen verwendeten Techniken zu sudbes.Weiteren wird von Im-

dahl et al. keine Aussage Uber die Herkunft derdeeilmmunhstochemie benut-
zen Antikorper getroffen. Eine weitere Rolle kormtke, im Vergleich zu meiner
Arbeit, relativ geringen Fallzahlen sowohl von Irhbtat al. (1995), als auch von
Reubi et al. (1999) spielen.

4.1.6.1 GHRH-R

GHRH-R konnte in Zelllinien von Mamma-, Prostatajnd kleinzelligem
Bronchialkarzinom nachgewiesen werden (Brabuted.€2008).

Hohla et al. (2008) untersuchten ahnlich der hierdiegenden Arbeit, sowohl
gesundes Kolongewebe als auch Adenokarzinome diem&auf GHRH-R mit-
tels Immunhistochemie und RT-PCR. Die von ihnemwesideten Antikorper wa-
ren allesamt von Hohla et al. (2008) selber heejlesDie Spezifitat wurde von
Toller et al.(2004) nachgewiesen. Die Kollegen hedckten sich dabei nicht nur
auf GHRH-R sondern untersuchten auch auf dessaneSghriante SV-1. Sie
konnten zeigen, dal3 sowohl GHRH-R als auch SV-Katonkarzinom im Ver-
gleich zu gesundem Kolongewebe signifikant staekgarimiert wird. Daflr wur-
den Proben aus gesundem Kolon von 27 PatientebhePreon Adenomen des
Kolons von 7 Patienten und Proben von 9 Patientgéreimem Adenokarzinom
des Kolons untersucht. In den ebenfalls unteramchbrmalen und neoplastisch
veranderten Geweben von Magen, Pankreas und LieBesich kein signifikan-
ter Unterschied feststellen. Hohla et al. (2009)riken aul3erdem zeigen, dal3 der
GHRH-Antagonist JMR-132 das Tumorwachstum in vaignifikant inhibierte
und zu DNA-Schadigung und Apoptose der Tumorzdliéante.

Theophanous et al. (2009) untersuchten SV-1 des HFGRRebenfalls immun-
histochemisch in gesundem Kolongewebe als auchdenékarzinomen des Ko-
lons von 70 Patienten. Sie konnten SV-1 in alletersuchten Geweben nachwei-
sen, SV-1 war dabei zytosolisch lokalisiert. Desitédfen konnte eine negative
Korrelation zwischen Tumorgrad und pathologischdagiig mit dem Grad der
Expression von SV-1 gezeigt werden.

Diese Ergebnisse werden zum Teil von der hier @geihden Arbeit unterstitzt.
So konnte ich auch wie Hohla et al. (2008) GHRHewa@hl in gesundem als
auch in neoplastisch verandertem Gewebe des Kolacisweisen. Dies gelang in
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gesundem Gewebe in 55,4% der Félle und im Tumorigewe 59,6% der Falle.
Auch in meiner Arbeit zeigte sich die Lokalisatisan GHRH-R stets zytoso-
lisch. Allerdings konnte ich keinerlei Korrelatianenit Tumorstadium oder Diffe-
renzierung des Tumors nachweisen. Eine Erklarungliiunterschiedlichen Er-
gebnisse meiner und Hohlas Arbeit (Hohla et al.820Beziiglich der signifkanten
Unterschiede zwischen Expression in Tumor und nicimor mag in der subjek-
tiven Beurteilung von immunhistochemischen Untensungen liegen. Des Weite-
ren benutzen Hohla et al. (2008) ebenfalls nichtkenzielle Antikérper. Da die
Spezifitat der in beiden Arbeiten verwendeten Adrder moglicherweise nicht
vergleichbar ist, sind auch die Ergebnisse beidd&eiken nur eingeschrankt ver-
gleichbar.



75

5. Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom ist eine der haufigsterdignan Tumorerkrankungen
weltweit. Es ist bei Mannern nach dem Bronchialkem und bei Frauen nach
dem Mammakarzinom die zweithdufigste tumorbedinftelesursache. Durch
anfangliche Symptomarmut und noch nicht genlige&aeeeningbereitschaft in
der Bevolkerung wird das kolorektale Karzinom h@udirst spat entdeckt. Die
Prognose hangt mafl3geblich vom UICC-Stadium und Béferenzierungsgrad
ab.

In der vorliegenden Arbeit wurden 11 verschiede®C& untersucht, die zum
Teil bereits im Kolonkarzinom, zum Teil in ande€arzinomen untersucht wur-
den. Die Mehrzahl der untersuchten GPCR stand teermai Verdacht, an der
Tumorgenese auf die eine oder andere Art und Waseiligt zu sein. Die Ex-
pression der GPCR im Kolonkarzinom wurde mittelsniamhistochemie mit der
Expression der gleichen GPCR in korrespondierendesunden Kolongewebe
untersucht und nach der Intensitat der Farbung tietve

Alle untersuchten GPCR konnten sowohl in gesundEmaach in neoplastisch
verandertem Kolonepithel nachgewiesen werden. Davaren drei Rezeptoren
signifikant und ein Rezeptor grenzwertig signifikaerandert exprimiert im Ver-
gleich zum gesunden Kolonepithel. CXCR 4 (p= 0)0@6d BRS 3 (p= 0,0041)
waren im kolorektalen Karzinom signifikant mehrerpert gegentber dem
nichtneoplastischen Kolonepithel. NMBR war verstakprimiert (p=0,074). Fur
VPAC 2 konnte eine signifikante Minderexpression Tmmor gegeniber dem
gesunden Kolonepithel nachgewiesen werden (p<0)0001

Eine Korrelation mit den einzelnen Tumorstadienrikerfur PAC 1 und NMBR
gezeigt werden. PAC 1 ist in lokal fortgeschritterteolonkarzinomen (pT3/4)
gegenuber Tumoren im Stadium pT1/T2 signifikanstéakt exprimiert (p=0.05).
Auch NMBR war in lokal fortgeschrittenen Tumorerrstéarkt nachweisbar, er-
reichte jedoch auf Grund der geringen Fallzahl ¢bddkeine Signifikanz
(p=0,071).
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Eine Korrelation mit Lymphknoten- oder Fernmetastakonnte fur keinen der
untersuchten GPCR nachgewiesen werden, was sathenh der geringen Fall-
zahl lag.

Die untersuchten GPCR zeigten sich meist zytodulidasnahmen bildeten dabei
BRS 3, welches im Tumor eher in der Kernwand |ckait war, im gesunden
Gewebe allerdings zytosolisch. Aul3erdem zeigte &&PR sowohl im Tumor
als auch im gesunden Gewebe eindeutig membranalidekt. NT 2 konnte im
gesunden Gewebe an der Kernwand nachgewiesen weandefumor jedoch
zytosolisch. Des Weiteren war VPAC 2 ebenfalls Wie2 im gesunden Gewebe
in der Kernwand zu finden, im Tumor aber im Zytosol

Insgesamt sind die in der vorliegenden Arbeit dieaeErgebnisse nur teilweise
mit bereits existierenden Studien vereinbar. Diéin@de dafur liegen zu einem
grof3en Teil in der Methodik. Die meisten hier zie@ Arbeiten untersuchen eine
deutlich geringere Fallzahl, als die hier vorliege®rbeit.

Des Weiteren unterscheiden sich die Nachweismethatler verschiedenen Stu-
dien deutlich. Die Ergebnisse von RT-PCR und inovAutoradiographie lassen
sich nicht ohne weiteres mit der Immunhistochenaighkeichen.
Zusammenfassend lasst sich feststellen, daf3 sieh\éelzahl von GPCR in den
Tumorzellen kolorektaler Karzinome nachweisen lassginige davon (z.B.
CXCR 4 und BRS 3) sind sogar signifikant starkedem Tumorzellen exprimiert,
als im korrespondierendem Nichttumorgewebe. DieBEK sollten nun weiter-
fuhrenden Studien zugefuhrt werden, um ihren diagggchen, prognostischen

und therapeutischen Wert weiter zu validieren.
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