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1 Einleitung

1.1 Das Kolonkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Kolonkarzinom stellt in Deutschland mit jéhrlich etwa 73.000 Neuerkrankungen bei beiden
Geschlechtern die zweithdufigste Krebserkrankung dar. Damit liegt Deutschland bei der
Neuerkrankungsrate im internationalen Vergleich mit an der Spitze. Etwa 30.000 Menschen sterben
jahrlich an einem kolorektalen Karzinom. Es ist sowohl fiir Ménner als auch fiir Frauen nach dem
Lungen- bzw. Mammakarzinom die zweithdufigste Krebstodesursache in Deutschland. Die
altersstandardisierte Inzidenz des Kolonkarzinoms ist von 1980 bis 2006 bei Mannern um 34% und
bei Frauen um 26% gestiegen. Im Gegensatz hierzu ist die altersstandardisierte Sterberate bei
Mainnern um 24% und bei Frauen um 38% riickléufig. Insgesamt betrdgt das Lebenszeitrisiko flir
ein Kolonkarzinom bei Ménnern 7,7% und bei Frauen 6,5%. Der Erkrankungsgipfel liegt bei
beiden Geschlechtern in der Altersgruppe der 80-84-Jéhrigen (RKI und GEKID, 2010).

1.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Zu den gesicherten Risikofaktoren des Kolonkarzinoms zdhlt u.a. die individuelle genetische
Vorbelastung. Genetische Faktoren sind fiir 20-25% der kolorektalen Karzinome verantwortlich. So
besitzen Verwandte von Betroffenen ersten Grades ein 2- bis 3-fach hoheres Erkrankungsrisiko
verglichen mit der Normalbevolkerung. Finden sich in der Familienanamnese mehrere kolorektale
Karzinome ist das Risiko sogar bis auf das 6-fache erhoht (Becker, 2003). Vererbbare
Genverdnderungen wie die familiire adenomatdése Polyposis (FAP) oder das hereditire,
nichtpolypdse Kolonkarzinom-Syndrom (HNPCC) fithren beim Gentrdger bereits im frithen
Erwachsenenalter obligat bzw. mit tliber 80%iger Wahrscheinlichkeit zur Entstehung eines
Kolonkarzinoms. Auch Patienten mit einer langjahrigen chronisch entziindlichen Darmerkrankung,
insbesondere einer Colitis ulzerosa als fakultative Prikanzerose, haben ein erhohtes
Darmkrebsrisiko (Ullman und Itzkowitz, 2011). Neben der individuellen Disposition spielen auch
duBere Faktoren wie Emdhrung und Bewegung eine wesentliche Rolle fiir die
Kolonkarzinomentstehung. Zu den modifizierbaren, dufleren Risikofaktoren gehoren das Rauchen,
der Genuss alkoholischer Getrinke sowie der Verzehr von rotem und prozessiertem Fleisch (z.B.
geriuchert, gepokelt). Des Weiteren zihlt Ubergewicht, vor allem aber die abdominelle
Fettleibigkeit zu den Faktoren, die das Kolonkarzinomrisiko erhdhen. Gesichert protektiv wirken

hingegen korperliche Bewegung und eine ballaststoffreiche Erméhrung (Calle et al., 2003; Chao et



6 1 Einleitung

al., 2004; Inoue et al., 2008; Martinez et al., 1997). Ein weiterer Risikofaktor, der unabhingig die
Kolonkarzinomentstehung begiinstigt, ist der Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) (Berster und Goke,
2008). Der Zusammenhang zwischen Lebensstil bedingten Risikofaktoren, Fettleibigkeit, T2DM

und dem Kolonkarzinom wird in Abschnitt 1.3 beschrieben.

1.2 Die Kolonkarzinogenese

Die Kolonkarzinogenese ist histomorphologisch ein mehrstufiger Prozess, der vom Normalgewebe
iiber das Adenom zum Karzinom fiihrt. Die sporadische Kolonkarzinomentstehung ist ein
langandauernder Prozess, der sich iiber ca. 10 Jahre erstrecken kann. Unkontrolliertes
Zellwachstum und sequenzielles Entstehen eines invasiven Karzinoms basiert auf der
Akkumulation genetischer Mutationen. Im folgenden Abschnitt wird die ACF (aberrante Krypten
Foci)-Adenom-Karzinom-Sequenz mit den typischen molekularen Ereignissen, die zur
Tumorinitiation und -progression fiithren, dargestellt. AnschlieBend wird die Bedeutung von
Proliferation und Apoptose fiir neoplastisches Wachstum sowie die Modellierung der

Kolonkarzinogenese im Tiermodell durch chemische Initiation beschrieben.

1.2.1 Die ACF-Adenom-Karzinom Sequenz

Die Genese eines invasiven Karzinoms aus normalem Darmepithel ist ein stufenweiser Prozess.
Der erste sichtbare Schritt epithelialer Alteration ist die Formation kleiner hyper- und
dysplastischer Lasionen — den aberranten Krypten Foci. ACFs konnen sich zu Adenomen
weiterentwickeln und schlieflich maligne entarten (Cheng und Lai, 2003). Die Grofie des
Adenoms, der histologische Typ und der Dysplasiegrad bestimmen dabei das Risiko fiir die
Entartung in ein invasives Kolonkarzinom (Midgley und Kerr, 1999). ACFs gelten damit als
Vorlduferldsion des Kolonkarzinoms und ergénzen die etablierte Adenom-Karzinom-Sequenz der
Kolonkarzinogenese (Cheng und Lai, 2003). Die histomorphologische Sequenz der kolorektalen
Karzinomentstehung basiert auf der Akkumulation Kolonkarzinom-typischer genetischer
Mutationen. Neben Alterationen in DNA-Reparaturgenen (mismatch repair genes) finden sich vor
allem Mutationen, die zur Aktivierung von Protoonkogenen (gain-of-function) bzw. zur
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (loss-of-function) fithren. Vogelstein et al. beschrieben in
den spéten 80er Jahren die Haufung solcher Kolonkarzinom-typischer Mutationen in bestimmten
Stadien der Kolonkarzinogenese (Vogelstein et al., 1988). So finden sich z.B. Mutationen des p53-
Gens gehéuft in spéteren Stadien der Karzinogenese, wohingegen das APC (adenomatous polyposis

coli)- oder KRAS (V-Ki-ras2, Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog)-Gen meist bereits zu
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einem frithen Zeitpunkt der Kolonkarzinogenese mutiert sind (Fearon und Vogelstein, 1990; Goss
und Groden, 2000; Kinzler und Vogelstein, 1996; Powell et al., 1992) (siehe Abbildung 1.1). Zur
Ausbildung eines malignen Phénotyps ist jedoch die Anzahl der akkumulierten Mutationen von

groflerer Bedeutung als eine bestimmte chronologische Sequenz.

Patienten mit einer erblichen familidren adenomatésen Polyposis (FAP) weisen eine
Keimbahnmutation des APC-Gens auf und entwickeln bereits im jungen Erwachsenenalter multiple
kolorektale Adenome mit hohem Entartungsrisiko (Kinzler und Vogelstein, 1996). APC spielt bei
der Degradation von B-Catenin, dem Haupteffektor des Wnt-Signalwegs, eine entscheidende Rolle
(Aberle et al., 1997). Bei Aktivierung des Wnt-Signalwegs bzw. bei Mutation des APC-Gens wird
der Abbau von [-Catenin verhindert. Es kommt zur zytoplasmatischen Akkumulation und
Translozierung von B-Catenin in den Zellkern. Dort aktiviert es als Teil eines Proteinkomplexes die
Transkription wachstumsfordernder Proteine (Kolligs et al., 2002). Die APC-Mutation fiihrt zu
unkontrollierter Proliferation und Tumorprogression und hat somit eine weitreichende Bedeutung

in der Kolonkarzinogenese.

1.2.1.1 Aberrante Krypten Foci (ACF)

Aberrante Krypten Foci wurden von Bird 1987 erstbeschrieben. Nach Behandlung von Mausen mit
dem chemischen Kolonkarzinogen Azoxymethan (AOM) beschreibt er in Methylenblau-geférbter,
makroskopisch unauffélliger Kolonschleimhaut lichtmikroskopisch sichtbare Verdnderungen der
Kryptenstruktur. Die verdnderten Krypten erscheinen dabei dunkler, groBer und besitzen ein
elliptisches statt rundes Kryptenlumen (Bird, 1987; McLellan et al., 1991). Spéter wurden auch im
Menschen ACFs identifiziert, die &hnliche Eigenschaften wie die ACFs in Karzinogen-behandelten
Nagern aufweisen (Pretlow et al., 1991; Roncucci et al., 1991). ACFs wurden schlieBlich in beiden
Spezies als Vorlauferldsion des Kolonkarzinoms identifiziert (Roncucci et al., 2000). Sie kdnnen
bereits Kolonkarzinom-typische Mutationen von KRAS, APC und p53 aufweisen (Losi et al., 1996;
Shivapurkar et al., 1997; Stopera und Bird, 1992; Takayama et al., 2001; Vivona et al., 1993) und
zeigen eine erhohte Expression von Carcinoembryonalem Antigen (CEA) (Pretlow et al., 1994)
sowie B-Catenin (Hao et al., 2001). Analog zum Kolonkarzinom treten ACFs von proximal nach
distal hin hiufiger auf (Furukawa et al., 2002; Shpitz et al., 1998). ACFs sind somit der erste,
mikroskopisch sichtbare Schritt der Kolonkarzinogenese und werden als diagnostischer Biomarker
fiir das Kolonkarzinom diskutiert (Gupta et al., 2007). Die Anzahl an ACFs allein ist jedoch nicht
entscheidend fiir das spitere Auftreten eines Karzinoms. Vielmehr korreliert die Grof3e eines ACFs
(crypt multiplicity) mit der Kolonkarzinominzidenz (Hardman et al., 1991; Magnuson et al., 1993).
Histomorphologisch sind hyperplastische und dysplastische ACFs sowie Mischformen zu
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unterscheiden (Papanikolaou et al., 2000). Bei der familidren adenomatdsen Polyposis, die auf
einer APC-Genmutation basiert, findet man hauptsichlich dysplastische ACFs, wéhrend bei der
sporadischen Kolonkarzinogenese der Anteil hyperplastischer ACFs iiberwiegt (Takayama et al.,
2001). Es ist davon auszugehen, dass nur ein kleiner Teil, und zwar hauptsidchlich ACFs vom
dysplastischen Typ in ein Karzinom iibergehen (Nucci et al., 1997; Papanikolaou et al., 2000;
Paulsen et al., 20006).

MNormale - >

Mukosa ACF Adenom - Karzinom
p53
o —— SMADs

Abbildung 1.1: Darstellung der ACF-Adenom-Karzinom-Sequenz. Gezeigt sind die typischen genetischen
Alterationen der ACF-Adenom-Karzinom-Sequenz und die einzelnen Stadien in schematischer, makroskopisch-
endoskopischer sowie histomorphologischer Darstellung. Der Prozess der sporadischen Kolonkarzinogenese wird héufig
durch Mutation im APC-Gen initiiert. Durch Akkumulation weiterer Mutationen von KRAS, DNA-Reparaturgenen und
p53 kommt es zur Tumorprogression und schlieBlich zur Entstehung eines invasiven Karzinoms. Modifiziert nach

Cardoso et al. (2007) und Pino und Chung (2010).

1.2.1.2 Kolonadenome

Die WHO (World Health Organization) unterteilt Kolonadenome in tubuldre, villose und
tubulovillose Adenome (Midgley und Kerr, 1999). 80% der Kolonadenome im Menschen sind die

gestielt wachsenden tubulidren Adenome, die gewohnlich eine geringergradige Dysplasie als villose
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Adenome aufweisen (Cummings, 2000; Rickert et al., 1979). Die iiberwiegend breitbasig
wachsenden villosen Adenome zeigen neben einem meist hoheren Dysplasiegrad auch eine erh6hte
Neigung zu Rezidiven und maligner Entartung (Rex, 2003). Dariiber hinaus werden auch
Mischformen, sogenannte tubulovillose Adenome, beschrieben (Coverlizza et al., 1989).
Kolonpolypen konnen neben ihren adenomatdsen auch karzinomatdse Anteile besitzen, die
zellmorphologisch die Malignitatskriterien erfiillen, die Lamina propria jedoch nicht iiberschreiten
(Carcinoma in situ) und keine Fernmetastasen setzen (Fogt et al., 2004; Kjeldsberg und Altshuler,

1970).

1.2.1.3 Kolonkarzinome

Kolonkarzinome gehen meist aus adenomatdsen Polypen (Adenome) des Kolonepithels hervor
(Fearon und Vogelstein, 1990). Etwa die Hilfte aller kolorektalen Karzinome wird im Rektum
diagnostiziert. Im Colon sigmoideum sind ca. 30% der Karzinome lokalisiert, gefolgt vom Colon

ascendens (ca. 10%) und dem iibrigen Kolon (ca. 10%).

Befinden sich die Karzinom-typischen Zellen ausschlieBlich intraepithelial, handelt es sich um ein
Carcinoma in situ. Ein invasives Karzinom liegt vor, sobald die neoplastischen Zellen die
epitheliale Basalmembran {berschreiten und die darunterliegende Lamina propria mucosae
infiltrieren. Aufgrund der dort befindlichen Blut- und Lymphgefafe kann es in diesem Stadium zur
himato- und lymphogenen Metastasierung kommen. Durch den vendsen Abfluss tliber die Pfortader
finden sich Kolonkarzinommetastasen hauptsichlich in der Leber. Zum Diagnosezeitpunkt sind
bereits 25% der Kolonkarzinome hepatisch metastasiert. Das TNM-Stadium beschreibt die lokale
Ausbreitung des Karzinoms (T), den regionalen Lymphknotenbefall (N) und den
Metastasierungsstatus (M). Die TNM-Klassifikation und das sich daraus ableitende UICC (union
internationale contre le cancer)-Stadium sind ausschlaggebend filir die Prognose und das
therapeutische Vorgehen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) mit einem kolorektalen Karzinom,
das weder in die regionalen Lymphknoten noch fernmetastasiert ist, liegt bei 85 bis 95% (UICC-
Stadium I bzw. II). Bei regionaler Lymphknotenmetastasierung sinkt die 5-JUR auf 55 bis 65%
(Stadium III), bei Fernmetastasierung auf bis zu 5% (Stadium IV). Die Prognose wird dariiber
hinaus durch starke Dedifferenzierung, durch lymphogene sowie durch hidmatogene und

perineurale Infiltration negativ beeinflusst.

Therapeutisch stehen je nach Stadium und Lokalisation die chirurgische Tumorresektion, eine
postoperative adjuvante Chemotherapie und beim tiefen Rektumkarzinom zusétzlich eine

neoadjuvante Radio-/Chemotherapie zur Verfiigung. In der metastasierten Situation (UICC-
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Stadium IV) stellen auBerdem monoklonale Antikorper gegen den vascular endothelial growth
factor (VEGF), Bevacizumab, oder den epidermal growth factor receptor (EGFR), Cetuximab,
eine Option dar. Da KRAS downstream des EGF-Rezeptors liegt, sollte vor einer Therapie mit

Cetuximab eine gain-of-function Mutation im KRAS-Gen ausgeschlossen werden.

1.2.2 Die Bedeutung von Proliferation und Apoptose fiir neoplastisches Wachstum

Ein stdndiger und rascher Erneuerungsprozess fiihrt innerhalb von sechs bis acht Tagen zu einem
nahezu kompletten Austausch des Kolonepithels (Burgess, 1998). Die Zellzahl wird dabei durch
ein Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose aufrechterhalten (Renehan et al., 2002;
Roberts et al., 1997). Die Erneuerung der Kolonkrypte geht von Stammzellen der Kryptenbasis aus.
Physiologisch findet die Proliferation der neuen Zellen im unteren Kryptendrittel statt, bevor sich
die Zellen auf ihrer Wanderung Richtung Darmlumen ab dem mittleren Kryptenkompartiment
zunechmend zu reifen Epithelzellen differenzieren. An der luminalen Oberfliche angekommen,
werden die Zellen mechanisch abgeschilfert bzw. nach Apoptoseinduktion ins Darmlumen

abgestoBen (Renchan et al., 2002).

Apoptose und Abschilferung

gesteigerte Proliferation und
herabgesetzte Apoptose fordern
neoplastisches Wachstum

Stammazellen

Abbildung 1.2: Bedeutung von Proliferation und Apoptose in der Kolonkrypte. Die linke Seite der Kolonkrypte zeigt
das physiologische Gleichgewicht zwischen Proliferation und Apoptose. Auf der rechten Seite ist die erhdhte
Proliferation bzw. verminderte Apoptose als Mechanismus neoplastischen Wachstums dargestellt. Modifiziert nach

Hessel (2007).
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Die Steigerung der Proliferation bzw. die Hemmung der Apoptose intestinaler Zellen fiihrt zu
Hyperplasie und Entstehung von Neoplasien (sieche Abbildung 1.2). Neoplasien kénnen also durch
Mutationen entstehen, die die normale Zellzyklusregulation auBler Kraft setzen (Lengauer et al.,
1998; Shanmugathasan und Jothy, 2000). Barker et al. konnten zeigen, dass neoplastisches
Wachstum vor allem durch Mutationen in den kryptalen Stammzellen ausgeht. Die mutierten
Stammzellen verbleiben an der Kryptenbasis und fithren durch iiberméfige und beschleunigte
Teilung zur Bildung intestinaler Neoplasien (Barker et al., 2009). Auch Substanzen, die nicht per se
mutagen sind, wie z.B. Insulin oder Insulin-like growth factor 1 (IGF-1), erh6hen in ihrer Funktion
als Wachstumsfaktoren durch Verkiirzung der DNA-Reparaturzeit die Wahrscheinlichkeit fiir
Mutationen. Bei bereits stattgehabter Mutation bzw. Initiation der Karzinogenese beschleunigen
solche Substanzen dariiber hinaus die Proliferation neoplastischer Zellen (Mori et al., 1999; Slaga,

1983).

1.2.3 Die chemisch induzierte Kolonkarzinogenese

Die APC-Min/+ Maus ist ein weit verbreitetes genetisches Kolonkarzinommodell. Es basiert auf
einer autosomal dominanten Mutation des APC-Gens, die zu multiplen intestinalen Neoplasien
(Min) fiihrt. Anders als FAP-Patienten, die ebenfalls Triger einer Mutation des APC-
Tumorsuppressorgens sind, entwickelt die APC-Min/+ Maus nicht nur vielzéhlige Tumoren im
Kolon, sondern auch im Diinndarm und extraintestinal (Fearnhead et al., 2001; Hamilton et al.,
1995). Allerdings entspricht dies nur beschrinkt dem Erscheinungsbild der weit hiufigeren
sporadischen Kolonkarzinogenese im Menschen. Zwar konnen ebenfalls APC-Mutationen in einem
frihen Stadium auftreten, jedoch ist das Mutationsmuster bei der sporadischen
Kolonkarzinomentstehung breiter. So konnen einer APC-Mutation auch eine KRAS- oder andere
Mutationen vorausgehen (Cheng und Lai, 2003; Cottrell et al., 1992). Eine bessere Modellierung
der sporadischen Kolonkarzinogenese gelingt durch Einsatz chemischer Karzinogene, die in Zellen
des Darmepithels spontane Mutationen setzen. Auch das histopathologische Bild dieser chemisch
induzierten Tumore entspricht eher dem sporadischen Kolonkarzinom (Cheng und Lai, 2003).
Inzwischen ist die chemische Karzinominitiation in der Untersuchung der frithen
Kolonkarzinogenese ein etabliertes Modell in Nagern. Es wurde bisher vor allem fiir die
Untersuchung von Risikofaktoren und chemopraventiven Faktoren der Kolonkarzinomentstehung
genutzt (Rao et al., 1998; Yang et al., 1998) und dient auch in der vorliegenden Arbeit als Modell

zur Erforschung der Effekte verschieden modifizierter Insuline auf die Kolonkarzinogenese.
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1.2.3.1 Das Dreistufenmodell der Kolonkarzinogenese

Die Krebsentstehung durch chemische Kanzerogene ist durch einen dreistufigen Prozess, bestehend
aus Initiation, Promotion und Progression, beschrieben (siche Abbildung 1.3). Im ersten Schritt der
Karzinogenese, der Initiation, fungiert das genotoxische Karzinogen als mutagener Stimulus auf
die ihm ausgesetzten Zellen (Miller und Miller, 1981). In der sich anschlieBenden Promotion wird
der Zellzyklus der initiierten Zellen durch Wachstumsstimuli beschleunigt. Durch die als Promotor
wirkenden Mutationen und Substanzen (promovierende Karzinogene) kommt es zur klonalen
Expansion der initiierten Zellen mit phénotypischen Verdnderungen (Bird, 1995; Kuraguchi et al.,
2001). Zusétzlich verkiirzen sie die Zeit fiir DNA-Reparaturmechanismen, was zur Entstehung
weiterer Mutationen fiihrt (Deschner et al., 1983; Potter, 1980; Slaga, 1983). Die Promotion geht
schlieflich in die Progression iiber, in der die zunchmende genomische Instabilitdt durch die

steigende Anzahl von Mutationen zur malignen Entartung fiihrt (Pitot, 1989; Warren et al., 1993).

normale Zelle @

Karzinogen iT Reparatur
DNA-geschidigte @

Zelle
Proliferation iT Apoptose
[PROGRESSION ]
=
S @
ACF Adenom Karzinom

Akkumulation von Mutationen

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der chemisch induzierten Kolonkarzinogenese. Der erste Schritt der

chemisch induzierten Kolonkarzinogenese ist die Initiation durch das chemische Karzinogen. Wéhrend der
anschlieBenden Promotion kommt es unter dem Einfluss von Wachstumsstimuli zur Expansion der DNA-geschiadigten
Zelle mit phénotypischen Verdnderungen. Im dritten Schritt, der Progression, kommt es bei zunehmender Akkumulation

von Mutationen schlieBlich zur malignen Entartung. Modifiziert nach Hessel (2007).
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1.2.3.2 Die 1,2-Dimethylhydrazin (DMH)-induzierte Kolonkarzinogenese in der Maus

1,2-Dimethylhydrazin (DMH) ist ein Prokarzinogen mit ausgeprégter organotroper Wirkung. In der
Leber wird DMH iiber die Zwischenstufe Azoxymethan (AOM) in den reaktiven Metaboliten
Methylazoxymethanol (MAM) umgewandelt. Dieser entfaltet seine mutagene FEigenschaft
ausschlieBlich im Kolon und der Leber von Nagern. MAM zerfillt dabei in hochreaktive
Carboniumionen, die die DNA methylieren und damit zur Initiation der Karzinogenese fiihren
(Herron und Shank, 1981; Pegg, 1984). Abhédngig von Dosierung, Héufigkeit der Behandlung,
sowie dem genetischen Hintergrund des Mausstamms (Cooper et al., 1978), sind etwa 10 Wochen
nach der ersten DMH-Applikation aberrante Krypten Foci (ACF) als prianeoplastische Lésionen in
der Kolonmukosa mikroskopisch sichtbar (Bird, 1995; McLellan und Bird, 1988). Etwa 15 Wochen
nach der Initiation mit DMH und an die ACF-Bildung anschlieBend, entstehen Mikroadenome, die
sich etwa 30 Wochen nach der ersten Applikation zu makroskopisch sichtbaren Tumoren
weiterentwickeln (Schmelz et al., 1996; Schmelz et al.,, 2000). Die Initiation der
Kolonkarzinogenese mittels DMH ist der Entstehung des sporadischen Kolonkarzinoms im
Menschen sehr dhnlich und als Standardmausmodell fiir die spontane Kolonkarzinogenese etabliert

(Newberne und Rogers, 1973).

1.3 Diabetes mellitus Typ 2 und Fettleibigkeit als Risikofaktoren fiir

das Kolonkarzinom

Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) und Fettleibigkeit sind Risikofaktoren des kolorektalen
Karzinoms. Neben anderen Faktoren scheinen vor allem Insulinresistenz und Hyperinsulindmie
eine wichtige Rolle im Zusammenhang dieser unterschiedlichen Erkrankungen zu spielen (Cohen
und Leroith, 2012). Die Einfliisse von T2DM und Fettleibigkeit auf die Kolonkarzinomentstehung

und die Rolle der Insulin-IGF-1-Achse werden in den nachfolgenden Abschnitten beschrieben.

1.3.1 Epidemiologische Evidenz

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass ein T2DM mit bestimmten Krebsarten assoziiert ist
(Berster und Goke, 2008). Diese Studien haben bei T2DM-Patienten relativ zur
Normalbevolkerung ein ca. 30% hoheres Kolonkarzinomrisiko festgestellt (Larsson et al., 2005).
Auch nach Adjustierung fiir BMI, korperliche Aktivitit, Erndhrungsgewohnheiten, familidre
Belastung und ASS-Aufnahme bleibt das Risiko erhoht (Hu et al., 1999; Will et al., 1998; Yang et
al., 2005). Bei einem lang bestehenden T2DM ist die Assoziation zum Kolonkarzinom besonders

stark ausgepragt (La Vecchia et al., 1997). Yang et al. konnten zeigen, dass eine exogen erzeugte
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Hyperinsulindmie durch chronische Insulintherapie bei T2DM-Patienten das Kolonkarzinomrisiko
sogar um das 2—3-fache erhdht. Das Risiko steigt dabei mit der Dauer der Insulintherapie (Yang et
al., 2004). Dariiber hinaus wies eine Studie von Bowker et al. eine erhdhte krebsassoziierte
Sterblichkeit bei insulinpflichtigen Patienten nach (Bowker et al., 2006). Aber auch bei Nicht-
Diabetikern (nach WHO-Kriterien) korreliert das Kolonkarzinomrisiko mit erhohten
Insulinspiegeln (Ma et al., 2004). Eine erhohte Rezidivhiufigkeit und karzinomspezifische
Mortalitét bei Diabetikern ldsst jedoch einen Unterschied in der Tumorbiologie zwischen Typ-2-

Diabetikern und Nicht-Diabetikern vermuten (Meyerhardt et al., 2003).

1.3.2 Gemeinsame Risikofaktoren fiir das Kolonkarzinom und

Diabetes mellitus Typ 2

Die Genese eines Kolonkarzinoms wird durch Risikofaktoren begiinstigt, die auch bei der
Entstehung des Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) eine Rolle spielen (sieche Abbildung 1.4)
(Komninou et al., 2003).

Gemeinsame Risikofaktoren von Insulinresistenz und Kolonkarzinomen

ERHOHTES RISIKO PROTEKTIVER EFFEKT

Fette und Kohlenhydrate 4
»rotes“ Fleisch

Nomalgewicht

Ubergewicht .
Bewegungsarmut 30|‘r(mln §portl. Be:eg:ng!Tag
Hohe Kalorienaufnahme ji;’r:‘e:r::'l‘_eeb:r“asa::;’r‘g
Héheres Lebensalter g

Inflammatorisches Signaling Nichtsteroidale Antirheumatika

Reaktive Sauerstofifspezies 4

Abbildung 1.4: Gemeinsame Risikofaktoren von Insulinresistenz und Kolonkarzinomen. Vor allem ein westlicher
Ernihrungsstil, Uberernihrung, Bewegungsarmut und Ubergewicht sind Risikofaktoren sowohl fiir Kolonkarzinome als
auch fiir einen Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM). Diese Beobachtung flihrte zur Hyperinsulinimie-Hypothese, die den
Zusammenhang zwischen Insulinresistenz, T2DM und der Kolonkarzinomentwicklung in chronisch erhShten

Insulinspiegeln und Hyperglykdmien sieht. Modifiziert nach Berster und Goke (2008).
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Neben der genetischen Pradisposition fiihrt ein westlicher Lebensstil als exogener Faktor ebenfalls
zu einer Risikoerhdhung fiir das sporadische Kolonkarzinom (Slattery et al., 1999). Zu einer
Risikosteigerung fithren dabei u.a. eine fettreiche und ballaststoffarme Erndhrung, wie auch der
Verzehr von rotem Fleisch (Larsson und Wolk, 2006; Norat et al., 2002). Meist findet man parallel
auch einen ausgeprigten Bewegungsmangel, der als eigenstindiger Risikofaktor des
Kolonkarzinoms z&hlt (Chao et al., 2004; Franco et al., 2005; Slattery, 2004). Die westlichen
Ernihrungsgewohnheiten, Uberernihrung und Bewegungsmangel fithren zu Ubergewicht und
Adipositas, die isoliert betrachtet ebenfalls das Kolonkarzinomrisiko erhdhen (Calle et al., 2003;
Larsson und Wolk, 2007; Renehan et al., 2008). Die abdominelle Adipositas ist dabei stiarker mit
dem Kolonkarzinomrisiko assoziiert als der Body-Mass-Index (BMI) (Moore et al., 2004; Wang et
al., 2008).

Abdominelle Adipositas und Bewegungsmangel sind nicht nur mit dem Kolonkarzinomrisiko
assoziiert. Sie sind dariiber hinaus entscheidende Faktoren fiir die Entstehung einer Insulinresistenz
und Hyperinsulindmie (Giovannucci, 2007). Als Zeichen einer gesteigerten Insulinresistenz haben
iibergewichtige Personen hohere Insulinspiegel als Normalgewichtige (Kahn und Flier, 2000).
Insulinresistenz findet man in der Pathophysiologie vieler Erkrankungen, wie Hypertension,
Hyperlipiddmie und Atherosklerose (Reaven, 1995). In der Genese des T2DM ist sie fundamental.
Insulinresistenz fiihrt zundchst zur Hyperinsulindmie und bei zunehmender Dysfunktion der
insulinproduzierenden (3-Zellen im Pankreas zu einer gestorten Glucosehomoostase und schlieBlich
zur T2DM-Manifestation (Kahn et al., 2006). Fiir die Entwicklung eines T2DM sind also neben
einer erblich-genetischen Komponente &hnliche Risikofaktoren wie fiir das Kolonkarzinom
verantwortlich, wobei vor allem die abdominelle Adipositas und der Bewegungsmangel einen

groBBen Einfluss zeigen (2004; Mozaffarian et al., 2009; Riserus et al., 2009; Sigal et al., 2004).

Neben dem um 30% erhohten Kolonkarzinomrisiko (Larsson et al., 2005) findet man bei Patienten
mit T2DM héufiger fortgeschrittene Adenome (Elwing et al., 2006). Als verbindender Faktor
zwischen einem T2DM und einem erhohten Kolonkarzinomrisiko wird die Hyperinsulindmie
postuliert (Giovannucci, 1995). Diese Beobachtungen sind von groBer Bedeutung, da die Fille von
Adipositas und Diabetes seit Jahren weltweit zunehmen (Wild et al., 2004). In Deutschland waren
2005 bereits 25% der Mianner und 23% der Frauen adipds mit einem BMI von iiber 30 kg/m’
(Hauner et al., 2008). Die Anzahl libergewichtiger Kinder und junger Erwachsener steigt ebenfalls
stetig und wird fiir den Anstieg der T2DM-Inzidenz in diesem Alter verantwortlich gemacht
(Flegal, 1999; Rosenbloom et al., 1999).
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Zu den nicht modifizierbaren Risikofaktoren eines T2DM bzw. kolorekalen Karzinoms zéhlt ein
hoheres Lebensalter. Mit zunehmendem Alter steigt die Kolonkarzinomrate (RKI und GEKID,
2010) und durch steigende Insulinresistenz auch das T2DM-Risiko (Ma et al., 2002; Wilson und
Kannel, 2002).

Den nichtsteroidalen Antirheumatika (NSAR) wird dagegen ein protektiver Effekt sowohl auf die
Entstehung von Kolonkarzinomen (Garcia-Rodriguez und Huerta-Alvarez, 2001; Giovannucci,
1999) als auch auf die Entwicklung einer Insulinresistenz (Kim et al., 2001) zugeschrieben. Hierbei
wird der protektive Effekt der NSAR auf die Kolonkarzinogenese in einer verringerten Bildung
pro-proliferativer Prostaglandine (Marnett, 1992; Rosenberg et al., 1991) und einer durch die anti-
inflammatorische Wirkung induzierten Minderung der Insulinresistenz (Slattery et al., 2004)

vermutet.

1.3.3 Die Hyperinsulinimie-Hypothese

Epidemiologische Studien haben gezeigt, dass vor allem westliche Lebensstilfaktoren wie
Ernihrungsstil, Ubergewicht und Bewegungsmangel Risikofaktoren fiir das kolorektale Karzinom
sind. Die gleichen Faktoren sind dariiber hinaus bedeutend fiir die Entstehung von Insulinresistenz
und Hyperinsulindmie, die der T2DM-Entstehung vorausgehen (siche Abschnitt 1.3.2). Aus dieser
Beobachtung heraus entstand in den 90er Jahren die Hyperinsulindmie-Hypothese. Die mit dem
Lebensstil vergesellschafteten Risikofaktoren des Kolonkarzinoms vermitteln der Hypothese nach
ihren pro-kolonkarzinogenen Effekt durch die Erzeugung von Insulinresistenz und einer endogenen

Hyperinsulindmie (Giovannucci, 1995).

Insulinresistenz und Hyperinsulindmie spielen in der Pathophysiologie des T2DM die
entscheidende Rolle (Lillioja et al., 1993). Die Insulinresistenz von Muskel-, Fett- und Leberzellen
kann zundchst durch Erhohung der B-Zell-Funktion mit erhéhten Insulinspiegeln ausgeglichen
werden. Hohe Insulinspiegel wiederum fithren zu verminderter Rezeptorsensibilitit und -dichte
(down-regulation) (Okabayashi et al., 1989). Die relative Insulinwirkung nimmt ab, kann aber
durch noch hdohere Insulinkonzentrationen zundchst kompensiert werden. Folge ist die weitere
Zunahme der Insulinresistenz entsprechend eines circulus vitiosus. Im spéteren Verlauf kommt es
zur Funktionsabnahme und zum ,,Ausbrennen” der insulinproduzierenden (-Zellen im Pankreas.
Der hohe Insulinbedarf kann durch die 3-Zellen nicht mehr gedeckt werden. Die Konsequenz sind
Hyperglykdmien bei gestorter Glucosetoleranz und die Manifestation eines T2DM (McGarry,

2002). Es wird vermutet, dass sowohl die chronisch erhohten Insulinspiegel als auch die
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Hyperglykdmien durch ihre wachstumsfordernden Effekte auf Kolonepithelzellen das Risiko der

Kolonkarzinomentstehung erhdhen (Giovannucci, 1995; McKeown-Eyssen, 1994).

1.3.4 Mechanismen der tumorfordernden Effekte

Das gesteigerte Karzinomrisiko durch T2DM kann u.a. durch direkte pro-proliferative Effekte von
Insulin und dessen Interaktion mit dem IGF-1-System vermittelt werden. Insulinresistenz und
Hyperinsulindmie sind stark mit Fettleibigkeit assoziiert. Es gibt zunehmend Hinweise {iber direkte
Einfliisse des Fettgewebes auf die Kolonkarzinomentstehung, die durch Insulin moduliert werden
konnen. Die direkten und indirekten tumorférdernde Effekte von Insulin werden im folgenden

Abschnitt ndher beschrieben.

1.3.4.1 Die Bedeutung von Insulin und IGF-1

Ein funktionierendes IGF-1-System ist fiir normales Wachstum und eine gesunde Entwicklung
essenziell (Liu et al., 1993). Der insulindhnliche Wachstumsfaktor (Insulin-like growth factor, IGF)
IGF-1 wird unter der Kontrolle von Somatropin (Wachstumshormon, Growth Hormone, GH)
iiberwiegend in der Leber gebildet. Die Effekte von IGF-1 werden iiber den IGF-1 Rezeptor (IGF-
1R) vermittelt, der wie der Insulinrezeptor (IR) zu den Rezeptor-Tyrosinkinasen zéhlt. Der IGF-1R
wird in nahezu allen Geweben exprimiert (Frasca et al., 2008). Der IR wird vor allem in der Leber,
im Fett- und Muskelgewebe exprimiert und ist u.a. fiir die Insulin-vermittelte Glucosehomdostase
verantwortlich. Er vermittelt dariiber hinaus auch pro-proliferative Effekte von Insulin. Eine
Aktivierung des IR oder IGF-1R fiihrt tiber den mitogen activated protein (MAP)-Kinase-
Signalweg zur Proliferation bzw. tiber den PI3-Kinase/Akt-Signalweg zur Hemmung der Apoptose,
Regulierung metabolischer Prozesse und Proteinsynthese (Belfiore und Malaguarnera, 2011) (siehe
Abbildung 1.5). Aufgrund dieser pro-proliferativen Eigenschaften spielt das Insulin-IGF-1-System

fiir die Kolonkarzinogenese eine wesentliche Rolle.

Akromegalie-Patienten sind durch eine vermehrte GH-Ausschiittung mit erhdhten IGF-1-Spiegeln
gekennzeichnet. Sie besitzen ein erhohtes Krebsrisiko, darunter auch fiir das Kolonkarzinom
(Loeper und Ezzat, 2008). Die Kolonepithelproliferation dieser Patienten ist erhdht und korreliert
mit dem IGF-1-Spiegel (Cats et al., 1996). Eine Korrelation von IGF-1 und IGFBP-3, an das ca.
90% des zirkulierenden IGF-1 gebunden sind, mit dem Adenom- bzw. Kolonkarzinomrisiko wurde
in mehreren epidemiologischen Studien nachgewiesen (Giovannucci et al., 2000; Ma et al., 1999;
Renehan et al., 2001; Schoen et al., 2005). In neueren epidemiologischen Studien konnte diese
Beobachtung eingeschrankt und mit méaBiger positiver Assoziation bestitigt werden (Renehan et

al., 2004; Rinaldi et al., 2010). Zusitzlich korrelieren hohe IGF-1 bzw. niedrige IGFBP-3-Spiegel



18 1 Einleitung

auch mit dem Risiko anderer Karzinomentititen, wie z.B. dem Prostata- (Chan et al., 1998),
Mamma- (Hankinson et al., 1998) oder Lungenkarzinom (Yu et al., 1999). Demgegeniiber zeigen
IGF-1-Knockout-Méuse geringere Kolonkarzinomraten, wobei dieser Effekt durch Gabe von IGF-1
aufgehoben wird (Wu et al., 2002).

IGF-1-Rezeptor!
Insulinrezeptor
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mTOR  mammalian Target of Rapamycin
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+ 505 Sonof Sevenless
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Abbildung 1.5: Insulin- bzw. IGF-1-Signalweg fiir Proliferation und Apoptose. Die Aktivierung des Insulin bzw. IGF-
1-Rezeptors fiihrt {iber den MAP-Kinase-Signalweg zu Proliferation und {iber den PI3-Kinase/Akt-Signalkaskade zur
Apoptosechemmung und Steigerung der Proteinbiosynthese. Modifiziert nach Berster und Goke (2008).

Neben seiner Rolle in der Glucosehomdostase hat Insulin auch direkte wachstumsfordernde
Eigenschaften. In Zellkulturstudien konnte der pro-proliferative Effekt von Insulin auf normale
Kolonepithel- und Kolonkarzinomzelllinien nachgewiesen werden (Bjork et al., 1993; Watkins et
al., 1990). Diese Beobachtung wurde durch Tierversuche bestitigt, in denen eine Hyperinsulindmie
zu verstédrkter Epithelproliferation im Kolon von Nagern fiihrte (Tran et al., 2006). AuBerdem
steigern erhdhte Insulinspiegel die Anzahl an chemisch induzierten ACFs (Corpet et al., 1997,
Hirose et al., 2004; Tran et al., 2003) und Kolonkarzinomen in Nagern (Tran et al., 1996).

Der proliferationsfordernde Effekt von Insulin wird nicht alleine iiber den Insulinrezeptor
vermittelt. In hohen Konzentrationen, wie man sie bei Insulinresistenz und T2DM findet, aktiviert

Insulin auch den IGF-1- (Li et al., 2005) und die Hybrid-Insulin/IGF-1-Rezeptoren (Bach und
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Rechler, 1992; Soos et al., 1990). Dies mag an der ausgepridgten Homologie von 84% zwischen

dem Insulin- und dem IGF-1-Rezeptor liegen.

Dartiiber hinaus vermag Insulin den Serumspiegel des IGF-bindenden Proteins (IGFBP)-3, an das
ca. 90% des zirkulierenden IGF-1 gebunden sind, zu senken. Dadurch erhoht sich die Menge an
freiem IGF-1 und damit auch dessen biologische Wirkung (Jones und Clemmons, 1995; Strasser-

Vogel et al., 1995).

Tierversuche haben gezeigt, dass eine langandauernde (Steeb et al., 1994), nicht aber die
kurzzeitige (Steeb et al., 1995) Gabe von IGF-1 die Proliferation im Kolon von Nagern erhdht, und
eine Verminderung des IGF-1-Spiegels das Wachstum von Kolonkarzinomen bremst (Dy et al.,
1992; Pollak et al., 1989). Neben der Steigerung der Proliferation und Inhibition der Apoptose
(Michell et al., 1997) spielt IGF-1 wahrscheinlich auch eine wichtige Rolle bei der Metastasierung

und dem Uberleben von Kolonkarzinomzellen (Baserga, 1995).

1.3.4.2 Die Rolle des Fettgewebes und seiner Adipokine

Ubergewicht ist mit Insulinresistenz (Shoelson et al., 2007) und einem erhdhten
Kolonkarzinomrisiko (Renehan et al., 2008) assoziiert. Zusitzlich zur Energiespeicherfunktion gilt
Fettgewebe als aktives endokrines Organ. Die insbesondere im viszeralen Fettgewebe produzierten
Zytokine und Hormone, die Adipokine (Ibrahim, 2010), werden neben ihrer Rolle im
Fettstoffwechsel und der Nahrstofthomdostase auch mit der Kolonkarzinogenese in Verbindung
gebracht (Fenton und Birmingham, 2010). Die sezernierten Adipokine tragen zu einer
niedriggradigen, chronisch-systemischen Inflammation bei, die mit einem erhohten
Kolonkarzinomrisiko assoziiert ist. Der Einfluss von Inflammation auf die Kolonkarzinogenese
zeigt sich vor allem bei Colitis-assoziierten Kolonkarzinomen (Grivennikov et al., 2009). Als
Biomarker fiir systemische Inflammation korreliert das C-Reaktive-Protein (CRP) positiv mit dem
Kolonkarzinomrisiko (Erlinger et al., 2004). Des Weiteren zeigen epidemiologische Studien, dass
nicht-steroidale-anti-inflammatorische Medikamente (NSAID) das Kolonkarzinomrisiko senken
(Flossmann und Rothwell, 2007). Die pro-inflammatorischen Effekte des Fettgewebes werden
vornehmlich durch Sekretion von IL-6 und TNF-a vermittelt. Sowohl TNF-a als auch IL-6 sind im
Blut libergewichtiger Personen erhoht (Shoelson et al., 2007) und fordern die Kolonkarzinogenese
(Bromberg und Wang, 2009; Grivennikov und Karin, 2011; Mantovani et al., 2008). Dariiber
hinaus ist ein chronischer inflammatorischer Zustand mit einer gesteigerten Insulinresistenz
assoziiert (Shoelson et al., 2007), die zu Hyperinsulindmie fiihrt und folglich ebenfalls das

Kolonkarzinomrisiko erhght.



20 1 Einleitung

Die beiden fettspezifischen Adipokine Leptin und Adiponektin werden vor allem im viszeralen
Fettgewebe produziert. Leptin vermittelt seine Effekte hauptsdchlich im Hypothalamus und spielt
eine wichtige Rolle im Energiestoffwechsel und in der Kontrolle von Appetit und Kdérpergewicht
(Friedman und Halaas, 1998). Adiponektin besitzt anti-inflammatorische Eigenschaften und wirkt
als Insulinsensitizer (Ahima, 2006). Ubergewicht und Adipositas korrelieren mit der Sekretion
beider Hormone und fithren zu erhohten Leptin- bzw. verringerten Adiponektinspiegeln (Arita et
al., 1999; Considine et al., 1996). Leptin und Adiponektin konnen den pro-inflammatorischen
Zustand iiber TNF-a und IL-6 beeinflussen und werden mit der Kolonkarzinogenese assoziiert.
Epidemiologische Studien sehen fiir Leptin eine positive (Stattin et al., 2004) und fiir Adiponektin
eine negative Korrelation (Kelesidis et al., 2006) mit dem Kolonkarzinomrisiko. Die Rolle von
Leptin und Adiponektin in der Kolonkarzinogenese ist jedoch kontrovers und Gegenstand

gegenwirtiger Forschung (Chia et al., 2007; Lukanova et al., 2006; Nakajima et al., 2010).

Insulin beeinflusst die Blutspiegel von Adipokinen und damit indirekt die systemische
Inflammation. So ist eine Hyperinsulindmie, wie man sie auch bei Insulinresistenz findet, mit einer
Hyperleptindmie assoziiert (Kim-Motoyama et al., 1997). Vermutlich tragen erhohte Insulinspiegel,
nicht aber eine Hyperglykédmie zu erniedrigten Adiponektinspiegeln bei (Basu et al., 2007; Blumer
et al., 2008), was auf Hemmung der Adiponektin-Genexpression basieren konnte (Fasshauer et al.,
2002). Des Weiteren ist eine Hyperinsulindmie mit erhdhten Blutspiegeln der pro-

inflammatorischen Adipozytokine IL-6 und TNF-a assoziiert (Ruge et al., 2009).

Die Plasmakonzentration an freien Fettsduren (free fatty acids, FFA) ist bei Adipositas (Gordon,
1960) und T2DM (Reaven et al., 1988) erhoht. FFAs hemmen die periphere Glucoseaufnahme vor
allem im Skelettmuskel (Yu et al., 2002) und stimulieren die Insulinausschiittung. Sie tragen damit
zur Entstehung von Insulinresistenz bei Fettleibigkeit bei (Boden, 1997). Von Insulin unabhéngig

scheinen sie jedoch nicht das Kolonkarzinomrisiko zu erhdhen (Ealey et al., 2008).

1.4 Das Insulinanalogon Glargin (Lantus®)

1.4.1 Klinische Anwendung und pharmakologische Eigenschaften

Gewichtsreduktion und kdrperliche Bewegung sind elementare Bestandteile einer erfolgreichen
T2DM-Therapie. Oft ist jedoch eine medikamentdse Therapie mit oralen Antidiabetika wie z.B.
Metformin erforderlich. Durch Hemmung der hepatischen Gluconeogenese und durch Steigerung
der Glucoseaufnahme in die Muskulatur vermittelt Metformin seinen anti-diabetischen Effekt und

senkt gleichzeitig den endogenen Insulinspiegel. Epidemiologische Studien haben eine
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Risikominderung fiir Hyperinsulindmie-assoziierte Tumore wie das Kolonkarzinom durch
Metformin beobachtet. Zusitzlich werden direkte anti-proliferative Effekte iiber den mTOR-
Signalweg diskutiert (Dowling et al., 2011).

Ist die Therapie mit oralen Antidiabetika nicht mehr ausreichend, muss mit der subkutanen
Injektion von Insulin begonnen werden. Fiir die Insulintherapie stehen verschiedene Insulintypen
zur Auswahl. Neben dem kurzwirkenden Normalinsulin steht u.a. das Verzogerungsinsulin NPH
(neutrales Protamin Hagedorn)-Insulin zur Verfiigung, das seine verlingerte Wirkdauer durch

Kopplung an den basischen Eiweillkdrper Protamin erlangt.

Zur weiteren Optimierung der Insulintherapie kann das Insulinmolekiil in seiner
Aminosduresequenz so modifiziert werden, dass dessen Pharmakokinetik besser dem jeweiligen
Bedarf entspricht (Bolli et al., 1999). Auf dieser Basis wurden verschiedene Insulinanaloga mit
unterschiedlicher Pharmakokinetik entwickelt. So stehen heute kurz wirkende (z.B. Insulin Lispro
oder Insulin Aspartat) und lang wirkende Analoga zur Verfiigung. Insulin Glargin ist ein solches
lang wirkendes Insulinanalogon, das im Jahr 2000 seine Zulassung unter dem Handelsnamen
Lantus® (Sanofi-Aventis, Deutschland) erhielt (Bolli und Owens, 2000). Durch Modifizierung der
Aminoséuresequenz am C-Terminus der A- und B-Kette (siche Abbildung 1.6) erlangt Insulin
Glargin (GlyA21,ArgB31,ArgB32 Insulin) ein 24h Wirkprofil und eignet sich daher hervorragend
als Basalinsulin (Gerich, 2004).
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Abbildung 1.6: Primérstruktur von Insulin Glargin. Wie Humaninsulin besteht Insulin Glargin aus zwei Ketten, die
iiber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. An Position 21 der A-Kette findet sich jedoch statt Asparagin die
Aminosdure Glycin. Zusétzlich ist die B-Kette an Position 31 und 32 mit zwei Arginin-Molekiilen verldngert. Diese ver-

dnderte Aminosiuresequenz resultiert in einen pH 4 und der Prézipitation im subkutanen Fettgewebe mit Depot-Effekt.
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1.4.2 Potentiell krebsfordernde Effekte von Insulin Glargin

Der Verdacht eines potentiell krebsfordernden Effekts von Insulin Glargin kam zunédchst 2000
durch eine Studie von Kurtzhals et al. auf. Die Forschergruppe stellte fiir Insulin Glargin relativ zu
Normalinsulin eine 6- bis 7-fach hohere Affinitét fiir den IGF-1R fest. Die Affinititszunahme ist
dabei auf die in Abschnitt 1.4.1 beschriebene Verdnderung der Aminosiureabfolge zurtickzufiihren.
Die Steigerung der Affinitét fiir den IGF-1R resultiert in einer verstarkten Rezeptoraktivierung und
ca. 8-fach gesteigerten Mitogenitét relativ zu unmodifiziertem Insulin (Kurtzhals et al., 2000). Mit
dieser promovierenden Eigenschaft hitte Insulin Glargin im Vergleich zu anderen therapeutisch
eingesetzten Insulinen einen vielfach stirkeren karzinogenen Einfluss auf die Tumorentstehung,
was Zweifel an der Sicherheit von Insulin Glargin autkommen lie (Berger, 2000). Durch den
Zusammenhang zwischen Insulin, der IGF-1-Achse und der Entstehung von Kolonkarzinomen in
T2DM-Patienten wiirde der Einsatz von Insulin Glargin einen weiteren Risikofaktor fiir das

Kolonkarzinom darstellen.

Das schnellwirksame Insulin Aspart B10 ist ebenfalls ein genetisch modifiziertes Insulinanalogon,
dessen klinische Priifungen jedoch in den 90er Jahren gestoppt werden mussten. Insulin Aspart B10
erhohte in Rattenversuchen die Brustkrebsrate deutlich (Jorgensen et al., 1992; Nielsen et al.,
1995). Ahnlich wie Insulin Glargin zeigte auch Insulin Aspart B10 in den Versuchen von Kurtzhals
eine erhohte IGF-1-Rezeptoraffinitdt mit gesteigerter Mitogenitét (Kurtzhals et al., 2000).

Eine durch Sanofi-Aventis durchgefiihrte Studie an Nagetieren zeigte kein vermehrtes
Karzinomrisiko in Insulin Glargin behandelten Méusen im Vergleich zu nicht modifiziertem Insulin
(Stammberger et al., 2002). Jedoch wurden diese Versuche an nicht-diabetischen Méusen und
Ratten, also an einem nicht dem menschlichen Patientengut entsprechenden Tiermodell,
durchgefiihrt. Es konnten dadurch auch keine relevanten Insulindosen gegeben werden. Durch den
Verlust einer betrachtlichen Anzahl an Versuchstieren (25-50%) wird die Aussagekraft der Studie

zusitzlich gemindert.

1.4.2.1 Epidemiologische Daten

In letzter Zeit wurde der Gebrauch von Insulin Glargin wieder mit einem erhéhten Krebsrisiko fiir
den Menschen in Verbindung gebracht. Vier grole epidemiologische Studien aus dem Jahr 2009
untersuchten den Zusammenhang eines erhdhten Krebsrisikos durch den therapeutischen Einsatz
von Insulin Glargin (Colhoun, 2009; Currie et al., 2009; Hemkens et al., 2009; Jonasson et al.,
2009). In der retrospektiven Studie von Hemkens et al. wurden 130.000 Diabetiker aus

Deutschland untersucht, die mit Humaninsulin oder einem Insulinanalogon therapiert wurden. Es
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zeigte sich dabei ein allgemeiner Anstieg der Krebsinzidenz bei hoheren Insulindosen. Die
dosisabhingige Steigerung des Krebsrisikos unter Insulin Glargin war dabei im Vergleich zu
Humaninsulin signifikant hoher. Die Autoren der Studie schlossen damit aus ihren Ergebnissen auf
eine allgemeine Risikosteigerung fiir Malignome durch den Einsatz von Insulin Glargin (Hemkens
et al., 2009). Die zeitgleich veroffentlichte Beobachtungsstudie von Jonasson et al. zeigte durch
den Einsatz von Insulin Glargin ein erhdhtes Risiko flir Brustkrebs, jedoch kein allgemein erhohtes
Krebsrisiko (Jonasson et al., 2009). Die Studie von Currie et al. beobachtete zwar eine Steigerung
der Krebsinzidenz durch Insulin per se (Currie et al., 2009), aber wie auch die Studie von Colhoun
et al. kein hoheres Krebsrisiko durch Insulin Glargin im Vergleich zu unmodifiziertem Insulin

(Colhoun, 2009).



2 Zielsetzung

Aufgrund der hohen und zunehmenden Zahl an Diabetikern hat die Frage nach dem potentiell
erhohten Krebsrisiko durch Insulin Glargin eine groBe Bedeutung. Epidemiologische Studien
(Colhoun, 2009; Currie et al., 2009; Hemkens et al., 2009; Jonasson et al., 2009) stellen
Assoziationen her, konnen jedoch keine Kausalitit kldren. Nur eine prospektive randomisierte
head-to-head-Studie konnte endgiiltig Klarheit iiber den Zusammenhang zwischen Insulin Glargin
und dem Krebsrisiko im Menschen bringen. Dies wird im Rahmen dieser Arbeit in der Maus
nachgebildet. Im etablierten db/db-Mausmodell fir T2DM wird ein direkter Vergleich von
genetisch nicht verdndertem, an neutrales Protamin Hagedorn gekoppeltem Insulin (NPH-Insulin)
und Insulin Glargin vorgenommen. In zwei unterschiedlichen Versuchsmodellen wird der mogliche
kolonkarzinogene Effekt von Insulin Glargin im Vergleich zu einem unmodifizierten,

langwirkenden Insulin untersucht:

1. Es wird der Effekt einer Langzeitbehandlung mit Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin auf die

Kolonepithelproliferation untersucht.

2. In einem etablierten Modell der chemisch induzierten Kolonkarzinogenese wird der Einfluss
von Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin auf die Bildung von aberranten Krypten Foci (ACF),

den Vorlauferldsionen des sporadischen Kolonkarzinoms, untersucht.

Das Ziel dieser Arbeit ist es, im direkten Vergleich von Insulin Glargin und NPH-Insulin die
Endpunkte Proliferation und ACF-Formation im Kolon des db/db T2DM-Mausmodells zu
untersuchen. Weiterhin werden verschiedene Serumparameter wie IGF-1, IGFBPs sowie
Adipozytokine untersucht, die durch die Insulinbehandlung moglicherweise beeinflusst werden und
ihrerseits Einfluss auf Proliferation und ACF-Formation haben konnen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit liefern damit wichtige Erkenntnisse in der weiterhin andauernden Diskussion um die

Sicherheit von Insulin Glargin.
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3.1 Versuchstiere

3.1.1 Mausstamm

Als Modell fiir einen Diabetes mellitus Typ 2 (T2DM) kamen in dieser Studie transgene Miuse des
Typs BKS.Cg-+Lepr®/+Lepr®/OlaHsd (Harlan Winkelmann, Borchen) zum Einsatz. db/db-Miuse
sind durch eine Punktmutation im Leptin-Rezeptor-Gen (Lepr) charakterisiert, die zu abnormalem
Spleilen mit Erzeugung eines Stopcodons fiihrt. Dadurch kommt es zu einer Verkiirzung der
intrazelluliren Domédne mit Funktionsverlust des Leptin-Rezeptors und infolgedessen zu einer
Leptinresistenz (Chua et al., 1996; Lee et al., 1996). Leptin, ein 16-kDa groB3es Protein, wird
vorwiegend in Fettzellen synthetisiert und in den Blutstrom sezerniert (Zhang et al., 1994). Es
wirkt im Hypothalamus als negatives Feedbacksignal auf die Kontrolle der Nahrungsaufnahme und
des Korpergewichts (Campfield et al., 1995; Halaas et al., 1995; Pelleymounter et al., 1995).
Maidusen mit funktionslosem Leptinrezeptor fehlt dieser hemmende Feedbackmechanismus.
Polyphagie und Gewichtszunahme sind die Folge (Greer et al., 2006; Hummel et al., 1966; Uchida
et al., 2005). Hieraus resultieren eine Hyperleptindmie, Insulinresistenz, Hyperinsulindmie und
Hyperglykdmie mit Glucoseintoleranz (Hummel et al., 1966; Uchida et al., 2005; Yamauchi et al.,
2007). Die Insulinresistenz und Hyperglykédmie steigen mit zunehmendem Alter (Kodama et al.,
1994). Der beschriebene Phénotyp macht die db/db-Maus daher zu einem geeigneten Modell fiir
den T2DM. Des Weiteren sind fiir db/db-Méuse eine massive Leberverfettung (Kanda et al., 2006),
kardiovaskuldre Defekte (Greer et al., 2006; How et al., 2006), erschwerte Wundheilung (Brem et
al., 2007; Werner et al., 1994), sowie Temperaturdysregulation mit geringen Korpertemperaturen
beschrieben (Trayhurn, 1979; Uchida et al., 2005). Der Gesundheitszustand der Versuchstiere

wurde deshalb wihrend der Versuche streng {iberwacht.

3.1.2 Haltung und Futter der Miuse

Die Miuse wurden unter kontrollierten Bedingungen bei einem 12 Stunden hell/dunkel Zyklus,
25 °C Raumtemperatur und 45% relativer Luftfeuchtigkeit gehalten. Sie hatten freien Zugang zu
Trinkwasser und Standardfutter (M-Z exdrudat; V1126, ssniff, Soest, Deutschland) mit 4,5% Fett,
22,1% Proteinen, 3,2% Mineralien, 3,9% Ballaststoffen, 35,8% Kohlenhydraten und einer
Bruttoenergie von 17,2 kJ/g. Den Méusen stand eine Behausung zur Verfiigung. Sie hatten keinen

Zugang zu Laufrddern oder Spielgeriten. Die Futteraufnahme und das Korpergewicht wurden
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téglich gemessen. Das Versuchsvorhaben wurde durch die Regierung von Oberbayern genehmigt

(55.2-1-54-2531-75-07).

3.1.3 Insulinbehandlung diabetischer db/db-Miuse

Zu Beginn der Behandlung wurden die db/db-Maiuse stratifiziert nach Korpergewicht und
Blutzuckerspiegel in die drei Versuchsgruppen Insulin Glargin, NPH-Insulin bzw. Placebo (NaCl)
randomisiert (siche Abbildung 3.1). Das Blutzucker-Zielniveau lag bei 150-200 mg/dl. Im
Unterschied zu bisherigen Publikationen wurde in der vorliegenden Arbeit die Insulinbehandlung
bewusst liber eine lange Zeitdauer von 126 Tagen im Proliferationsversuch bzw. 77 Tage im ACF-
Versuch durchgefiihrt. Dadurch sollten auch mogliche Effekte einer chronischen Insulinbehandlung

wie z.B. die down-regulation des Insulinrezeptors beriicksichtigt werden (Okabayashi et al., 1989).

Stratifizierte Tag 3 Tag 57 Tag 126 ER;)LIFEK?ATIONSVERSUCH
Randomisierung der ; ; P Endpunkt. S
db/db-Mause ngch v v Kolonepithelproliferation

Kérpergewicht und tagliche Insulin- bzw. Placebobehandiung FeesS

Blutzuckerspiegel in die
drei Versuchsgruppen 1\ T 1‘ 'T‘ 1‘ 'T‘ 1‘ '1\ 'T‘ 'P

« Insulin Glargin 10 wochentl. DMH-Injektionen
» NPH-Insulin und A A A

ACF-VERSUCH
Endpunkt:
ACF-Formation

* Placebo (NaCl).

Tag 5 Tag 38 Tag 77

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung des Proliferations- und ACF-Versuchs. Nach Randomisierung in die drei
Versuchsgruppen Insulin Glargin, NPH-Insulin bzw. Placebo (NaCl) wurden die Méause tdglich bis zum Versuchsende mit
Insulin bzw. NaCl behandelt. Als primédre Endpunkte wurden im Proliferationsversuch die Kolonepithelproliferation und
im ACF-Versuch die ACF-Formation analysiert. Den Versuchstieren wurde im Proliferationsversuch an den Tagen 3, 57

und 126 und im ACF-Versuch an den Tagen 5, 38 und 77 Blut aus dem retrobulbiren Plexus entnommen.

3.1.3.1 Insulinbehandlung im Proliferationsversuch

Die Behandlung mit Insulin erfolgte téglich an 126 aufeinanderfolgenden Tagen. Die NPH-Insulin
Tagesdosis wurde dabei auf eine Morgen- und Abenddosis verteilt. Die Mause der Insulin Glargin
und NaCl Gruppe wurden jeweils nur morgens gespritzt. Die morgendliche Injektion erhielten die
Mause zwischen 9.00 Uhr und 10.00 Uhr, die abendliche Injektion wurde zwischen 18.00 Uhr und
19.00 Uhr durchgefiihrt.

Das Insulin bzw. die 0,9% NaCl-Losung wurde den Méausen mit einer 28G-Kaniile (Becton
Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) in das subkutane Fettgewebe der Nackenfalte injiziert. Das

zu injizierende Volumen betrug dabei max. 200 pl.
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Um das Blutzucker-Zielniveau von ca. 150-200 mg/dl zu halten, musste die Insulindosis an die im
Versuchsverlauf steigenden Blutzuckerspiegel angepasst werden. Die dazu bendtigten Insulindosen
wurden in Vorversuchen durch Dr. med. Jutta Nagel (Medizinische Klinik 2 der LMU Miinchen,
Campus GroBhadern) ausgetestet und bestimmt. Die Insulindosis wurde dabei in internationalen
Einheiten (IU) pro kg KG (Korpergewicht) berechnet und stieg im Verlauf des Versuchs von 20
IU/kg KG auf bis zu 150 [U/kg KG pro Tag (siehe Tabelle 3.1). Die Mause der Insulin Glargin und
NPH-Insulin Gruppe erhielten dabei immer dieselbe Tagesdosis. Das NaCl-Volumen entsprach dem

Volumen des zu spritzenden Insulin Glargins.

Zur Verdiinnung von NPH-Insulin wurde 0,9% NaCl-Losung mit pH 7, zur Verdiinnung von Insulin

Glargin mit pH 4 verwendet.

Tabelle 3.1: Insulindosen bei der Langzeitinsulinbehandlung von db/db-Méusen im Proliferationsversuch.

Behandlungstag  Insulindosis (IU/kg KG)
1-4 20
5-14 40
15-20 100
21-46 125
47-126 150

3.1.3.2 Insulinbehandlung diabetischer Mduse bei gleichzeitiger Behandlung mit DMH

Beim ACF-Versuch wurde die Insulinbehandlung und -dosierung zunédchst identisch zum
Proliferationsversuch (siehe Abschnitt 3.1.3.1) durchgefiihrt. Bei diesem Dosisschema kam es
jedoch bei den insulinbehandelten Mausen zum Ende des Versuchs, anders als beim
Proliferationsversuch ohne DMH-Injektionen, zu ausgepriagten Hypoglykdmien mit Verlust von

Versuchstieren.

Da bei sonst gleichen Versuchsbedingungen hdchstwahrscheinlich die Applikation von DMH zu
den Hypoglykdmien fiihrte, musste bei der Wiederholung des ACF-Versuchs die Insulindosis
entsprechend angepasst werden. Um das Blutzucker-Zielniveau von 150-200 mg/dl zu erreichen
war im Versuchsverlauf eine tdgliche Insulindosis von anfangs 5 [U/kg KG bis spéter 20 [U/kg KG

bereits ausreichend (siche Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Insulindosen bei der Insulinbehandlung von db/db-Méusen im ACF-Versuch. Im Vergleich zum
Proliferationsversuch ohne DMH-Applikation waren im ACF-Versuch geringere Insulindosen zur Blutzuckerkontrolle

ausreichend.

Behandlungstag  Insulindosis (IU/kg KG)]

1-9 5
10-16 10
17-77 20

3.1.4 Blutzuckerkontrollen, Blutentnahmen und Gewinnung der Serumproben

Zur Blutzuckerkontrolle wurde vor der morgendlichen Insulininjektion Blut aus der Schwanzvene
entnommen und anschliefend der Blutzucker mit einem elektronischen Messgerit (Precision

Xceed, Abbott Diabetes Care, Wiesbaden, Germany) bestimmt.

Die Blutentnahme zur Bestimmung der Serumparameter und der HbA,.-Werte wurde zu Beginn
und kurz vor Totung der Méuse durchgefiihrt. Den Isofluran-narkotisierten Mausen wurde dabei
mit einer Glaskapillare der retrobulbére Plexus punktiert und das Blut aufgefangen. Das Blut wurde
anschlieBend bei 4 °C aufbewahrt und nach Gerinnung bei 4 °C und 2.500 g fir 10 min
zentrifugiert, das Serum abpippetiert und bei -80 °C gelagert. Zur spéteren Bestimmung des HbA -
Wertes wurde das Blut direkt in einem EDTA-Rohrchen aufgefangen und anschlieBend bei -80 °C
gelagert.

3.1.5 Sektion der Miuse und Priparation des Kolons

Nach retrobulbdrer Blutentnahme wurden die Isofluran-narkotisierten Méuse durch zervikale
Dislokation getdtet. Anschliefend wurden die inneren Organe, das subkutane und perigonadale Fett
fiir weitere Versuche entnommen und in 4% neutral gepuffertem Formalin (Sigma, Missouri, USA)
fixiert, bzw. in flissigem Stickstoff kryokonserviert. Vor der Kryokonservierung bzw.
Formalinfixierung wurde die Leber und das perigonadale Fett, welches mit der Menge des
viszeralen Fetts korreliert (Luu et al., 2009), gewogen. Das Kolon wurde distal des Rektums und
am Ubergang zum Caecum abgesetzt. AnschlieBend wurde das Priparat sofort mit Hilfe einer
Schlundsonde mit eisgekiihltem TRIS-Puffer (siehe Abschnitt 3.6) mehrfach gespiilt, um den
Darminhalt zu entfernen. Im Anschluss wurde das Kolon auf einen Plastikriihrspatel aufgezogen
und an der mesenterialen Seite longitudinal aufgeschnitten. Dann wurde das Kolon in einen

proximalen, medialen und distalen Abschnitt gedrittelt. Die Abschnitte wurden jeweils zwischen
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einen Objekttrdger und Filterpapier mit der Mukosa nach oben platziert und iiber Nacht in 4%
neutral gepuffertem Formalin fixiert (siche Abbildung 3.2).

Abbildung 3.2: Priparation des Mauskolons. (a) Distal des Rektums und am Ubergang zum Caecum abgesetztes
Kolon mit Darminhalt. (b) AnschlieBend Spiilung des Darmlumens mit eisgekiihltem TRIS-Puffer (pH 7,4) und
Aufziehen auf einen Riihrspatel. (c) Longitudinaler Schnitt auf der mesenterialen Seite, in einen proximalen, medialen

und distalen Abschnitt teilen und aufgeklappt auf einem Objekttréger platzieren.

3.2 Epithelproliferation im Kolon diabetischer db/db-M:iuse nach

Langzeitinsulinbehandlung

Die db/db-Méuse wurden im Alter von 3-4 Wochen mit Ohrlochnummern gekennzeichnet und
stratifiziert nach Gewicht und Blutzuckerspiegel in drei Gruppen randomisiert. Es wurden jeweils
12 Miuse der Insulin Glargin Gruppe (Lantus®, Sanofi-Aventis, Germany) bzw. der NPH-Insulin
Gruppe (Insuman basal®, Sanofi Aventis, Germany), sowie 6 Miuse der NaCl Kontrollgruppe
zugeteilt. Die Insulinbehandlung ist in Abschnitt 3.1.3 beschriecben. Ein Schema zum

Versuchsablauf ist in Abbildung 3.1 dargestellt.

3.2.1 Immunbhistochemische Bestimmung der Proliferation

Die Analyse der Kolonepithelproliferation in db/db-Mausen nach chronischer Insulinbehandlung
erfolgte  mittels Immunhistochemie. Die  proliferierenden  Zellen wurden  durch
immunhistochemische Markierung der Proliferationsmarker Ki-67 bzw. BrdU detektiert und die

Proliferation durch Erstellung eines Markierungsindexes quantifiziert.

3.2.1.1 Vorbereitung der Proben fiir die Histologie

Zur immunhistochemischen Bestimmung von Proliferation und Apoptose wurde das Kolon

zundchst wie in Abschnitt 3.1.5 beschrieben prépariert. Nach der Fixation in Formalin wurde das
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aufgeklappte Kolon von proximal nach distal auf einen Plastikriihrspatel aufgerollt und mit einer
Nadel fixiert. Anschlieend wurden die gerollten Praparate (swiss rolls) in Paraffin eingebettet. Von
diesen Paraffinblocken wurden Schnitte in einer Dicke von 3 pm angefertigt, auf einem
Objekttriager platziert und getrocknet. Im Anschluss wurden die Proben entparaffiniert und je nach
Bedarf gefarbt. Die Arbeitsschritte von der Einbettung bis zur Farbung wurden vom Pathologischen

Institut der LMU Miinchen, Campus GroBhadern nach Standardprotokollen durchgefiihrt.

In den Schnitten dieser sogenannten swiss rolls (Moolenbeek und Ruitenberg, 1981) sind die
Krypten iiber die gesamte Darmlidnge hinweg dargestellt und im Querschnitt von der Lamina

muscularis propriae bis zum Darmlumen beurteilbar (siche Abbildung 3.3).

Abbildung 3.3: Histologische Darstellung einer Kolon-swiss roll. (a) Nach Aufrollen des Kolons von proximal nach
distal (swiss roll) und Anfertigung von Querschnitten, lassen sich die Kolonkrypten im Langsschnitt iiber die gesamte
Darmlidnge hinweg beurteilen. Rot kennzeichnet den distalen, griin den medialen und blau den proximalen
Kolonabschnitt. Darstellung in 5-facher VergroBerung. (b) Darstellung der swiss roll in 10-facher VergroBerung. In den

abgebildeten Schnitten wurde Ki-67 immunhistochemisch markiert und mit Hdmatoxylin gegengeférbt.

3.2.1.2 Der Proliferationsmarker Ki-67

Das Antigen Ki-67 wurde 1983 erstmals von Gerdes et al. beschrieben. Demnach ist Ki-67 ein
nukledres Antigen, das mit Ausnahme der GO-Ruhephase in allen Zellzyklusstadien (G1, S, G2, M)
exprimiert wird und als Marker fiir proliferierende Zellen dient. Bis zur Mitose steigt die
Konzentration an nukledrem Ki-67 an, um direkt nach der Mitose wieder abzufallen (Gerdes et al.,

1984). In der histopathologischen Diagnostik kann Ki-67 im Gewebe immunhistochemisch
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detektiert werden. In der Tumordiagnostik wird es zur Ermittlung der Wachstumsfraktion genutzt

und kann fiir die weitere Prognose von Bedeutung sein (Brown und Gatter, 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurde die immunhistochemische Féarbung des Ki-67-Antigens durch das
Pathologische Institut der LMU Miinchen, Campus GroBhadern nach Standardprotokoll
durchgefiihrt.

3.2.1.3 Der in vivo BrdU-Proliferationsassay

Mit dem 5-bromo-2’-deoxy-uridine (BrdU)-Assay lassen sich proliferierende Zellen in vivo und in
vitro detektieren. BrdU ist ein Thymidin-Analogon, welches in der S-Phase (DNA-Synthese) des
Zellteilungszyklus analog zu Thymidin in die zelluldre DNA inkorporiert wird. Das inkorporierte
BrdU lésst sich anschlieBend immunhistochemisch detektieren und macht dadurch in Zellteilung

befindliche Zellen sichtbar (siche Abbildung 3.4).

cCG
T A T
C 4_/-'
normale S-Phase
CcCG
T A U
C

"_/ S-Phase bei Anwesenheit
von Brdl

Immunhistochemische
Detektion von Brdl

OP0-0

Abbildung 3.4: Markierung proliferierender Zellen mit BrdU. Das Thymidin-Analogon BrdU (5-bromo-2’-deoxy-
uridine) konkurriert in der S-Phase mit Thymidin um die Inkorporation in den neu synthetisierten DNA-Strang. Das

inkorporierte BrdU kann anschlieend mit einem Antikorper sichtbar gemacht werden.

Ein bis zwei Stunden vor Tétung der Mause wurde mit einer 28G-Kaniile 30 mg/kg KG BrdU
(Roche Diagnostics, Mannheim) intraperitoneal appliziert. Die immunhistochemische Detektion

und Férbung des inkorporierten BrdUs im Kolonepithel wurde mit einem BrdU Labeling und
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Detection Kit (5’-Bromo-2’-deoxy-uridine Labeling and Detection Kit II, Roche Diagnostics,
Mannheim) durch das Pathologische Institut der LMU Miinchen, Campus GrofBlhadern

vorgenommen.

3.2.1.4 Bestimmung des Ki-67- bzw. BrdU-Proliferationsindex

Die immunhistochemische Vorgehensweise ermoglicht durch Gegenfarbung mit Himatoxylin die
proliferierenden S-Phase-Zellen im morphologischen Kontext und beziiglich ihrer Position
innerhalb des Gewebes zu beurteilen (Kreipe et al., 1993; Scott et al., 1991). Um die
Proliferationsaktivitit innerhalb einer Krypte zu quantifizieren wurde der Proliferationsindex
bestimmt. Der Index wurde nur fiir Krypten bestimmt, die im gesamten Léngsschnitt von der
Lamina muscularis propriac bis zum Darmlumen beurteilbar waren. Es wurden die Ki-67- bzw.
BrdU-markierten Zellen, sowie die Gesamtzellzahl des Kryptenepithels ausgezdhlt (siche

Abbildung 3.5) und der Proliferationsindex aus dem Quotienten

Ki-67-bzw. BrdU - markierteZellen

Gesamtzellzahl

errechnet.

Abbildung 3.5: Immunhistochemische Detektion von BrdU und Ki-67 in einer Kolonkrypte. Durch
immunhistochemische Detektion von (a) DNA inkorporiertem BrdU bzw. (b) exprimiertem Ki-67 und gleichzeitiger
Héamatoxylin-Gegenfarbung kénnen die proliferierenden Kolonepithelzellen abgegrenzt werden. Durch Auszdhlen der
BrdU- bzw. Ki-67-markierten Zellen und der Gesamtzellzahl kann der Proliferationsindex einer Krypte ermittelt werden.

40-fache VergroBerung.
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3.3 ACF-Formation im Kolon diabetischer db/db-M:iuse unter

Insulinbehandlung

Die db/db-Méuse wurden im Alter von 3—4 Wochen mit Ohrlochnummern gekennzeichnet und
stratifiziert nach Gewicht und Blutzuckerspiegel in drei Gruppen randomisiert. Es wurden jeweils
20 Miuse der Insulin Glargin Gruppe (Lantus”, Sanofi-Aventis, Germany) bzw. der NPH-Insulin
Gruppe (Insuman basal®, Sanofi Aventis, Germany), sowie 10 Miuse der NaCl Kontrollgruppe
zugeteilt. Die Insulinbehandlung ist in Abschnitt 3.1.3 beschrieben. In der Abbildung 3.1 ist der

Versuchsablauf schematisch dargestellt.

3.3.1 ACF-Induktion mit DMH

Zur Induktion aberranter Krypten Foci (ACF) im Kolon transgener db/db-Miuse wurde das
chemische Kolonkarzinogen 1,2-Dimethylhydrazin (DMH) intraperitoneal appliziert. Das in einer
NaCl-EDTA-Vehikellosung (sieche Abschnitt 3.6) geloste DMH wurde von der ersten
Behandlungswoche an wochentlich {iber einen Zeitraum von 10 Wochen und in einer Dosierung
von 40 mg/kg KG entsprechend der Literatur injiziert (Diehl et al., 2006). Die DMH Injektionen
fanden zwischen 9.00 Uhr und 11.00 Uhr statt.

3.3.2 Analyse der aberranten Krypten Foci

Zur Analyse der aberranten Krypten Foci wurden zwei Verfahren verwendet. Vor
Paraffineinbettung und Anfertigung histologischer Schnitte wurden die Formalin-fixierten
Kolonabschnitte in der Methylenblaufarbung analysiert, um anschlieBend als swiss roll in der

Hématoxylin-Eosin-Farbung weiter untersucht zu werden.

3.3.2.1 Methylenblaufirbung

Die Bestimmung aberranter Krypten Foci im Kolon mittels Methylenblaufirbung wurde 1987
durch R. P. Bird etabliert (Bird, 1987) und ist heute eine weit verbreitete Methode das Darmepithel
auf kryptale Verdnderungen hin zu analysieren. Die Beschreibung und Klassifizierung der ACFs ist

in Abschnitt 1.2.1.1 zu finden.

Die wie in Abschnitt 3.1.5 priparierten und iiber Nacht formalinfixierten Kolonabschnitte wurden 3
x 5 min mit 0,01 M Phosphat gepufferter Salzlosung (PBS; siche Abschnitt 3.6) gewaschen, wobei
nach dem ersten Waschschritt das Filterpapier entfernt wurde. Im Anschluss erfolgte die Farbung
durch 10-miniitige Inkubation in Methylenblaulosung. Das so gefiarbte Kolongewebe wurde mit

Kaiser’s Glycerin-Gelatine (Merck, Darmstadt) eingedeckelt und ca. 5 min bei 4 °C gekiihlt. In
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direktem Anschluss wurde die Darmmukosa mit der Kryptendffnung nach oben auf das
Vorkommen von ACFs hin untersucht. Die Analyse wurde beziiglich der Gruppenzugehdrigkeit

verblindet und bei 25-facher VergroBerung (Stemi SV 6, Zeiss, Germany) durchgefiihrt.

Die ACFs wurden anhand ihrer vergroferten Kryptendffnung, ihrer verdickten Zellwand und dem
vergrofBerten perikryptalen Lumen im Vergleich zum umliegenden Kolonepithel identifiziert. Bei
Clusterung mehrerer aberranter Krypten innerhalb eines Focusses wurde zusétzlich die so genannte

crypt multiplicity bestimmt, d.h. die Anzahl der aberranten Krypten innerhalb eines Fokus.

Die Sektion der Versuchstiere und die ACF-Auswertung wurden innerhalb einer Woche an
unterschiedlichen Tagen durchgefiihrt. Bei der ACF-Auswertung trat ein Trainingseffekt auf. Dieser
wurde korrigiert, indem die ACF-Ergebnisse pro Auswertetag analysiert wurden. Fiir jeden

Auswertetag wurde die ACF-Anzahl relativ zur NaCl Kontrollgruppe gebildet.

3.3.2.2 Hdmatoxylin-Eosin-Fdrbung

Nach lichtmikroskopischer Quantifizierung der ACFs in der Methylenblaufarbung wurden die
Kolonabschnitte, zu swiss rolls gerollt, in Paraffin eingebettet und geschnitten (siche Abschnitt
3.2.1.1). Im Anschluss wurden die angefertigten Schnitte von Mitarbeitern des Pathologischen
Instituts der LMU Miinchen, Campus GroB3hadern, nach Standardprotokoll entparaffiniert,

entwissert und mit Himalaun und Eosin (HE) gefarbt.

Die HE-gefarbten Schnitte wurden durch einen unabhéngigen, verblindeten Pathologen (Dr. med.
David Horst, Pathologisches Institut der LMU Miinchen, Campus Innenstadt) auf ACFs hin

untersucht. Die histomorphologischen Kriterien eines dysplastischen ACFs beinhalteten dabei:
e cine veranderte (geschlangelte) Kryptenstruktur,

e cine Hyperzellularitit mit Kernschichtung,

e den Verlust von Becherzellen und

e pleomorphe Zellkerne.

Es wurde pro Versuchstier jeweils ein Schnitt begutachtet und ausgewertet.

3.4 Bestimmung von Blut- und Serumparametern

3.4.1 Insulin, Adiponektin und Leptin

Fir den Nachweis von Insulin, Adiponektin und Leptin im Serum der Versuchstiere wurden

mausspezifische, kommerziell erhiltliche Enzym Linked Immunosorbent Assays (ELISA)-Kits
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verwendet (siche Tabelle 3.3). Alle ELISA-Kits wurden entsprechend der Protokolle des Herstellers

verwendet.

Tabelle 3.3: ELISA-Kits zur Bestimmung von Insulin, Adiponektin und Leptin. Zur Bestimmung der
Serumkonzentration von Insulin, Adiponektin und Leptin kamen mausspezifische, kommerziell erhéltliche ELISA-Kits

von ALPCO Diagnostics, NH, USA zur Anwendung.

Serumparameter Produktname

Insulin Insulin (Mouse) Ultrasensitive EIA
Adiponektin Adiponectin (Mouse) EIA

Leptin Leptin (Mouse/Rat) EIA

3.4.2 IGF-1

Die IGF-1-Serumkonzentration wurde mittels Radioimmunoassay bestimmt. Die Grundlage des
kompetitiven Radioimmunoassays (RIA) ist eine Antigen-Antikorper-Reaktion. Dabei konkurriert
das zu bestimmende Antigen mit einem radioaktiv markierten Antigen um die Bindungsstelle des
Antikorpers. Durch Zugabe des zweiten Antikorpers féllt der Antigen-Antikorper-Komplex aus. Je
mehr zu bestimmendes Antigen sich in der Probe befindet, desto weniger markiertes Antigen kann
binden. Die Stirke des radioaktiven Signals ist also umgekehrt proportional zur Menge des zu
bestimmenden Antigens. Die Konzentration wird anhand einer mit einem Standard erstellten
Eichkurve quantifiziert. Die RIAs zum Nachweis der IGF-1-Konzentration im Serum der
Versuchsméuse wurden vom Hormonlabor der Kinderklinik der Universitdt Tiibingen, in dem

dieses Verfahren etabliert und standardisiert ist, durchgefiihrt.

3.4.3 Freie unveresterte Fettsiauren

Zur Bestimmung der freien unveresterten Fettsduren, engl. Non-Esterified Fatty Acids (NEFA) im
Serum, wurde der Assay HR Series NEFA-HR(2) (Wako Pure Chemical Industries, Osaka, Japan)

nach Protokoll verwendet.

3.4.4 HDbA

Der HbA,.-Wert im EDTA-Vollblut der Méause wurde mit Hilfe des High Performance Liquid
Chromatography (HPLC)-Verfahrens bestimmt. Die HPLC-Technik ist ein chromatographisches
Verfahren, das eine sehr gute quantitative und qualitative Auftrennung von Stoffgemischen liefert.
Bei diesem Trennverfahren befindet sich die zu untersuchende Probe in einer mobilen Phase

(Flussigkeit) und wird {iber eine stationdre Phase geleitet. Die stationdre Phase befindet sich in
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einer Trennsdule und besteht aus oberflichenaktivem Material, welches Absorptionseigenschaften
spezifisch fiir den zu untersuchenden Bestandteil der Probe besitzt. Voraussetzung fiir die
Flissigkeitschromatographie ist die Loslichkeit der Probe in einem geeigneten Ldsungsmittel. Dies
trifft fiir alle organischen und ionischen anorganischen Substanzen zu. Die zu untersuchende Probe,
geldst in einem geeigneten Losungsmittel, wird nun als mobile Phase auf die Trennsdule
aufgebracht und mit hohem Druck durch die stationdre Phase gepresst. Die zu trennenden
Komponenten der Probe werden nun je nach Eigenschaft unterschiedlich lange in der stationiren
Phase aufgehalten und verlassen die Saule nach unterschiedlichen Zeiten. Die einzeln austretenden
Probenkomponenten werden von einem Detektor registriert und grafisch als Chromatogramm
dargestellt. Die Zeit nach der ein Signal detektiert wird, nennt man Elutionszeit und ist unter
standardisierten Bedingungen fiir jede einzelne Komponente charakteristisch. Die Flache unterhalb
eines Peaks ist zu der Menge des entsprechenden Stoffes proportional und gibt somit den relativen

Anteil des jeweils detektierten Stoffes an.

Das in dieser Arbeit verwendete HPLC-System (L-6200 Fliissigkeitschromatograph, Merck-
Hitachi, Darmstadt) zur Auftrennung und Quantifizierung der Himoglobin-Subgruppen besteht aus
einem Eluentenfordersystem (Pumpe), einem Injektor, einer Hdmoglobin spezifischen Siule
(HPLC kit for the analysis of Hemoglobin Variants in whole blood, Chromsystems, Deutschland),
einem Detektor (F-1000 Spektrofluorimeter-Detektor, Merck Hitachi, Darmstadt), sowie einer

Auswerteeinheit (D-2500 Integratormodell, Merck-Hitachi, Darmstadt).

Die HbA | .-Messungen wurden von Herrn Egeler aus dem Institut fiir Klinische Chemie der LMU

Miinchen am Campus Grofhadern durchgefiihrt.

3.5 Statistische Analyse

Alle aufgefiihrten Werte sind als Mittelwert einer Gruppe mit der Standardabweichung (SD)
angegeben. Zur statistischen Datenauswertung zwischen zwei Gruppen (Insulin Glargin vs. NPH-
Insulin bzw. Insulin vs. NaCl) wurde der Independent t-Test verwendet bzw. zum statistischen
Vergleich zweier Zeitpunkte innerhalb einer Gruppe der Paired t-Test. Zur Bestitigung der
Ergebnisse und um das Verhiltnis zwischen mehreren Einflussvariablen gleichzeitig zu priifen
(Insulin Glargin vs. NPH-Insulin vs. NaCl) wurde die univariate Varianzanalyse (ANOVA) in
Kombination mit dem Scheffé-Test als Post-Hoc-Uberpriifung eingesetzt. Um mehrere Zeitpunkte
innerhalb einer Gruppe gleichzeitig auf einen Unterschied hin zu iiberpriifen, wurde die univariate
Varianzanalyse mit Messwiederholung angewendet. Der statistische Zusammenhang zwischen zwei

Variablen wurde mit dem BestimmtheitsmaB R> des Korrelationskoeffizienten nach Pearson
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iiberpriift. Bei allen statistischen Tests wurde ein p-Wert <0,05 als signifikant betrachtet. Zur
statistischen Analyse wurde die SPSS-Software (Version 11.5, SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

verwendet.

3.6 Losungen und Puffer

0,05 M TRIS-Puffer pH 7,4
e 6,05gTRIS
e 40ml 1M HCI

e in 900 ml destilliertem Wasser gelost, den pH-Wert mit HCL eingestellt und mit destilliertem
Wasser auf 1000 ml aufgefiillt.

NaCl-EDTA-Vehikellosung

e 1mMEDTA
e 0,9% NaCl

o steril filtriert (0,22 pm) und autoklaviert.

0,01 M PBS pH 7.5

Losung A:

e 1,36 gKH,PO,

e 9gNaCl

e in 1000 ml destilliertem Wasser gelost.
Losung B:

e 1,78 g Na,HPO, x 2 H,0O

e 9gNaCl

e in 1000 ml destilliertem Wasser gelost.

AnschlieBBend wurden 800 ml Losung A mit 200 ml Lésung B gemischt und der pH-Wert auf 7,5

eingestellt.



38 3 Material und Methoden

Methylenblaulosung

e 2 g Methylenblau (Merck, Darmstadt)

e 1000 ml 0,01 M PBS pH 7,5 filtriert (Filter 520b 1).

Falls nicht anders aufgefiihrt wurden alle genannten Chemikalien von der Firma Sigma (Missouri,

USA) bezogen.
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4.1 Proliferationsversuch

4.1.1 Versuchstiere

Der Proliferationsversuch erstreckte sich iiber einen Zeitraum von 126 Tagen mit téglicher
Applikation von Insulin bzw. NaCl als Placebo (siche Abschnitt 3.1.3 und Abbildung 3.1).
Aufgrund eines hohen Verlusts von db/db-Méusen in Vorversuchen zur Insulindosisfindung wurden
fiir den Proliferationsversuch mehr Versuchstiere eingeplant. Uber den langen Versuchszeitraum
hinweg tiberlebten jedoch von den 12 Miusen je Gruppe mehr Versuchstiere als es aufgrund der
Vorversuche zu erwarten war. Von den 12 Miusen je Behandlungsgruppe starb jeweils nur eine
Maus aus der NPH-Insulin bzw. Insulin Glargin Gruppe sowie zwei Maiuse der NaCl
Kontrollgruppe. Die Sektion der vorzeitig verstorbenen Versuchstiere ergab keinen Nachweis eines
makroskopisch sichtbaren Tumors oder anderen Hinweis auf die mogliche Todesursache. Am
Versuchsende wurden jeweils, wie vorab geplant, sechs zufillig ausgewihlte Mause aus der Insulin

Glargin bzw. NPH-Insulin Gruppe, sowie vier Mause aus der NaCl Kontrollgruppe ausgewertet.

4.1.1.1 Korpergewicht und Futteraufnahme

Die Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe unterschieden sich im Versuchsverlauf nur an den
Tagen 49 und 56 signifikant in ihrem Korpergewicht. Ab Tag 28 zeigten die insulinbehandelten
Maiuse ein statistisch signifikant hoheres Korpergewicht als die NaCl Kontrollmduse. Die

Entwicklung des Kdrpergewichts ist in Abbildung 4.1 und im Anhang in Tabelle 5.1 dargestellt.

In Tabelle 4.1 ist das Korpergewicht am Versuchsende angegeben. Die insulinbehandelten Miuse
hatten am Versuchsende ein signifikant hoheres Korpergewicht als die NaCl Kontrollmduse
(Insulin vs. NaCl p=0,014). Das Korpergewicht von Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelten
Maiusen unterschied sich bei Versuchsende nicht signifikant (Glargin vs. NPH p=0,274).

In der absoluten Futteraufnahme bestand an allen Versuchstagen kein signifikanter Unterschied
zwischen der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe. Zwischen den insulinbehandelten Méusen
und den NaCl Kontrolltieren bestand an Tag 96 und 108 ein signifikanter Unterschied in der
absoluten Futteraufnahme. Die Werte der absoluten Futteraufnahme sind im Anhang in Tabelle 5.2
dargestellt. Das unterschiedliche Kdorpergewicht der insulinbehandelten und NaCl Kontrolltiere
lasst jedoch einen unterschiedlichen Futterbedarf vermuten. Daher wurde die Futteraufnahme

zusitzlich auf Unterschiede relativ zum Korpergewicht hin untersucht. Die auf das Korpergewicht

39
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relativierte Futteraufnahme zeigte in der NaCl Kontrollgruppe an den Tagen 52 bis 56 und ab Tag
64 bis zum Versuchsende einen signifikant hoheren Futterkonsum pro g Korpergewicht als die
beiden Insulingruppen. Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelte M&use unterschieden sich
nicht signifikant in der relativen Futterautnahme. Die Entwicklung der relativen Futteraufnahme ist

in Abbildung 4.2 und im Anhang in Tabelle 5.3 dargestellt.
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Abbildung 4.1: Verlauf des Korpergewichts im Proliferationsversuch. Zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Korpergewicht. Ab Tag 41 hatten die insulinbehandelten Versuchstiere ein
signifikant hoheres Gewicht als die NaCl Kontrollmduse. Dieser Unterschied nahm im Versuchsverlauf zu. Glargin n=6,

NPH n=6, NaCl n=4. *Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).
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Abbildung 4.2: Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht im Proliferationsversuch. Die mit Insulin Glargin bzw.
NPH-Insulin behandelten Versuchstiere nahmen im Bezug zu ihrem Korpergewicht weniger Futter zu sich als
nichtinsulinbehandelte Tiere. Die beiden Insulingruppen unterschieden sich hinsichtlich der Futteraufnahme nicht
signifikant. Glargin n=6, NPH n=6, NaCl n=4. *Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl
(p<0,05).

4.1.1.2 Perigonadales Fett, Lebergewicht und -histologie

In Tabelle 4.1 sind die Werte fiir das absolute und relative Leber- sowie perigonadale Fettgewicht

bei Sektion angegeben.

In allen drei Versuchsgruppen des Proliferationsversuchs war die absolute Menge an
perigonadalem Fett dhnlich ohne einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen (Glargin
vs. NPH p=0,134; Insulin vs. NaCl p=0,225). Relativ zum Ko&rpergewicht war der perigonadale
Fettanteil in NaCl Kontrolltieren statistisch signifikant hoher als in insulinbehandelten Tieren
(Insulin vs. NaCl p<0,001). Zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelten Méusen gab es
keinen signifikanten Unterschied im perigonadalen Fettanteil (Glargin vs. NPH p=0,286).

Das absolute Lebergewicht war in den insulinbehandelten Méausen signifikant héher als in den
NaCl Kontrolltieren (Insulin vs. NaCl p=0,048). Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelte
Maiuse unterschieden sich nicht im absoluten Lebergewicht (Glargin vs. NPH p=0,089). Das
Lebergewicht relativ zum Korpergewicht war in allen Gruppen dhnlich ohne signifikanten

Unterschied (Glargin vs. NPH p=0,145; Insulin vs. NaCl p=0,423).
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Alle drei Behandlungsgruppen hatten in der Leberhistologie einen &hnlich hohen Grad an
Leberverfettung mit Zeichen einer Steatohepatitis, von der liber 66% der Hepatozyten betroffen

waren.

Tabelle 4.1: Korper-, perigonadales Fett- und Lebergewicht im Proliferationsversuch. Am Versuchsende des
Proliferationsversuchs (Tag 126) hatten die NaCl Kontrollmiuse ein signifikant niedrigeres Korpergewicht als die
insulinbehandelten Tiere. Die beiden Insulingruppen besaflen einen niedrigeren perigonadalen Fettanteil und ein héheres

Lebergewicht.

Glargin (n=6) NPH (n=6) NaCl (n=4)

Korpergewicht (g)] 73,38+4,41 71,10+2,33  48,78+11,04%*
perigonadales Fett  absolut (g) 4,64+0,40 4,1940,54 4,02+0,66

% des Korpergewichts  6,35+0,79 5,89+0,63 8,36+0,79*
Leber absolut (g) 4,74+0,98 3,89+0,51 3,21+0,94*

% des Korpergewichts  6,48+1,37 5,48+0,74 6,51+0,82

*Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).

4.1.2 Blut- und Serumparameter

4.1.2.1 Blutzuckerspiegel

Die fiir einen Blutzucker-Zielwert von 100-200 mg/dl bendtigten Insulindosen wurden in
Vorversuchen von Dr. med. Jutta Nagel bestimmt (sieche Abschnitt 3.1.3). Dies geschah unter
engmaschiger Blutzuckerkontrolle der db/db-Miause, so dass wihrend des anschlieBenden
Proliferationsversuchs auf die weitere engmaschige Blutzuckermessung im Versuchsverlauf
verzichtet wurde. Eine engmaschig kontrollierte, eine mit der humanen Situation vergleichbare
Blutzuckereinstellung war daher nicht erforderlich. Die Bestimmung der HbA.-Werte am

Versuchsende ergab eine zufriedenstellende Einstellung des Blutzuckers (siehe Abschnitt 4.1.2.2).

Der Blutzuckerspiegel am Versuchsende war in den Mausen der Insulin Glargin und NPH-Insulin
Gruppe mit 201,7+25,2 mg/dl bzw. 208,2+35,5 mg/dl ohne signifikanten Unterschied (Glargin vs.
NPH p=0,884). Die NaCl Kontrollméduse hatten am Versuchsende mit 458,75+16,1 mg/dl einen
hochsignifikant héheren Blutzuckerspiegel als die insulinbehandelten Tiere (Insulin vs. NaCl

p<0,001).
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4.1.2.2 HbA;,

Die Giite der Blutzuckereinstellung durch Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin wurde durch
Bestimmung des HbA,.-Wertes iiberpriift. Zu Beginn des Versuchs (Tag 5) lagen alle Méuse mit
ithren HbA,.-Werten im Normbereich von ca. 3% (Inada et al., 2005) (in %: Glargin 2,66+0,33;
NPH 2,75+0,51; NaCl 2,80+0,52). Zwischen den Gruppen zeigte sich zu Versuchsbeginn kein
signifikanter Unterschied in den HbA,.-Werten (Glargin vs. NPH p=0,734; Insulin vs. NaCl
p=0,723).

Im Versuchsverlauf konnte der Blutzuckerspiegel in der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe
durch die Insulingabe unter Kontrolle gehalten werden. Die NaCl Kontrollméuse hatten bereits zur
Versuchsmitte (Tag 57) hohere HbA.-Werte (in %: Glargin 5,23+0,44; NPH 5,48+0,64; NaCl
7,29+0,99). Der HbA.-Wert an Tag 57 war in NaCl Kontrollmédusen signifikant héher als in
insulinbehandelten Tieren (Insulin vs. NaCl p<0,05). Die Méuse der Insulin Glargin und NPH-
Insulin Gruppe hatten dhnliche HbA,.-Werte ohne signifikanten Unterschied (Glargin vs. NPH
p=0,445).

Der HbA.-Wert war am Versuchsende (Tag 126) in den NaCl Kontrolltieren ca. doppelt so hoch
wie in der Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin Gruppe (in %: Glargin 4,37+0,71; NPH 3,83+0,46;
NaCl 7,95+1,37). Der Unterschied des HbA.-Wertes zwischen insulinbehandelten Tieren und den
NaCl Kontrolltieren zum Versuchsende war statistisch hochsignifikant (Insulin vs. NaCl p<0,001).
Die Insulin Glargin Gruppe unterschied sich hinsichtlich ihres HbA.-Wertes nicht signifikant von
Maiusen der NPH-Insulin Gruppe (Glargin vs. NPH p=0,153).

Die HbA;-Werte waren zu Versuchsende in allen drei Gruppen signifikant hoher als zu
Versuchsbeginn (Tag 5 vs. Tag 126: Glargin p<0,001; NPH=0,003; NaCl p=0,007). Der Verlauf der
HbA,.-Werte ist in Abbildung 4.3 grafisch dargestellt.



44 4 Ergebnisse

10

x —a— Glargin
91 x —=— NPH
8 NaCl

HbA,; (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
Behandlungstag

Abbildung 4.3: HbA,.-Verlauf im Proliferationsversuch. Zu Versuchsbeginn hatten sowohl die insulinbehandelten als
auch die NaCl Kontrolltiere HbA,.-Werte im Normbereich. Im Versuchsverlauf konnte der Blutzuckerspiegel durch die
Insulinbehandlung unter Kontrolle gehalten werden und unterschied sich ab Versuchsmitte (Tag 57) signifikant von den
HbA.-Werten der NaCl Kontrolltiere. Glargin n=6, NPH n=6, NaCl n=4. *Signifikanter Unterschied zwischen
insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).

4.1.2.3 Insulin

Die Insulinserumspiegel zu Versuchsbeginn und -ende sind in Tabelle 4.2 aufgefiihrt. Zu
Versuchsbeginn hatten die Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe &hnlich hohe
Insulinserumspiegel wie die NaCl Kontrolltiere ohne signifikanten Unterschied zwischen den

Gruppen (Glargin vs. NPH p=0,509; Insulin vs. NaCl p=0,617).

Der Insulinserumspiegel der NaCl Kontrolltiere war am Versuchsende (Tag 126) signifikant
niedriger als in den insulinbehandelten Méusen (Insulin vs. NaCl p=0,031). Der hohere
Insulinserumspiegel in den Insulin Glargin behandelten Méusen war im Vergleich zur NPH-Insulin

Gruppe statistisch nicht signifikant (Glargin vs. NPH p=0,053).

In den mit Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin behandelten Méausen stieg der Insulinserumspiegel im
Versuchsverlauf an, wobei dieser Anstieg in der Insulin Glargin Gruppe statistisch signifikant war
(Tag 5 vs. Tag 126: Glargin p=0,01; NPH p=0,078). Der endogene Insulinserumspiegel in der NaCl
Kontrollgruppe fiel signifikant von 25,5+10,6 ng/ml an Tag 5 auf 3,1£2,6 ng/ml an Tag 126 (Tag 5
vs. Tag 126: NaCl p=0,019).
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4.1.2.4 IGF-1

Die IGF-1-Serumspiegel zu Versuchsbeginn (Tag 5) und -ende (Tag 126) sind in Tabelle 4.2
aufgefiihrt. Die hoheren IGF-1-Spiegel im Serum der Insulin Glargin behandelten Méuse zu
Versuchsbeginn waren im Vergleich zur NPH-Insulin Gruppe statistisch nicht signifikant (Glargin
vs. NPH p=0,114). Zwischen den insulinbehandelten Mausen und der NaCl Kontrollgruppe bestand
ebenfalls kein signifikanter Unterschied in den IGF-1-Serumspiegeln (Insulin vs. NaCl p=0,888).

Alle drei Gruppen hatten am Versuchsende niedrigere IGF-1-Spiegel als zu Beginn des Versuchs,
jedoch ohne signifikanten Unterschied zwischen den beiden Zeitpunkten (Tag 5 vs. Tag 126:
Glargin p=0,097; NPH p=0,064; NaCl p=0,592).

Der IGF-1-Spiegel in der NPH-Insulin Gruppe sank stérker als in den Insulin Glargin behandelten
Maiusen, so dass die Insulin Glargin Gruppe am Versuchsende signifikant hohere IGF-1-
Serumspiegel als die NPH-Insulin Gruppe hatte (Glargin vs. NPH p=0,021). Zwischen den
insulinbehandelten Mausen und der NaCl Kontrollgruppe zeigte sich am Ende des Versuchs kein

signifikanter Unterschied in den IGF-1-Serumspiegeln (Insulin vs. NaCl p=0,781).

4.1.2.5 Leptin

Die Leptin-Serumspiegel zu Versuchsbeginn (Tag 5) und -ende (Tag 126) sind in Tabelle 4.2
aufgefiihrt. Zu Versuchsbeginn und Versuchsende bestand jeweils kein signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen (Tag 5: Glargin vs. NPH p=0,997; Insulin vs. NaCl p=0,142;
Tag 126: Glargin vs. NPH p=0,756; Insulin vs. NaCl p=0,694).

Der Leptin-Serumspiegel stieg in allen drei Gruppen zum Versuchsende hin an. Dieser Anstieg war
jedoch nur in der NPH-Insulin Gruppe statistisch signifikant (Tag 5 vs. Tag 126: Glargin p=0,157;
NPH p=0,033; NaCl p=0,294).

4.1.2.6 Adiponektin

Die Adiponektin-Serumspiegel zu Versuchsbeginn (Tag 5) und -ende (Tag 126) sind in Tabelle 4.2
aufgefiihrt. Mause der NaCl Kontrollgruppe hatten zu Beginn des Proliferationsversuchs
signifikant niedrigere Adiponektin-Spiegel als insulinbehandelte Méuse (Insulin vs. NaCl
p=0,017). Zwischen der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe gab es hingegen keinen
signifikanten Unterschied (Glargin vs. NPH p=0,643). In den insulinbehandelten M&usen sank der
Adiponektin-Serumspiegel im Versuchsverlauf. Der Unterschied zwischen Versuchsanfang und -
ende war nur fiir die NPH-Insulin Gruppe signifikant (Tag 5 vs. Tag 126: Glargin p=0,160; NPH
p=0,037). In den NaCl Kontrollmédusen stieg hingegen der Adiponektin-Spiegel im Versuchsverlauf
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an (Tag 5 vs. Tag 126: NaCl p=0,29). Dieser Anstieg war ohne statistische Signifikanz. Jedoch
hatten die NaCl Kontrolltiere zum Versuchsende ein &hnliches Adiponektin-Level wie
insulinbehandelte Méuse (Insulin vs. NaCl p=0,6). Die Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe
unterschieden sich hinsichtlich ihrer Adiponektin-Serumspiegel zum Versuchsende nicht signifikant

(Glargin vs. NPH p=0,813).

4.1.2.7 Freie unveresterte Fettsduren (NEFA)

Die Werte der freien unveresterten Fettsduren am Versuchsende (Tag 126) sind in Tabelle 4.2
aufgefiihrt. Zwischen der Insulin Glargin und der NPH-Insulin Gruppe bestand ebenso wie
zwischen insulinbehandelten Tieren und der NaCl Kontrollgruppe kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der freien unveresterten Fettsduren (NEFA) (Glargin vs. NPH p=0,72; Insulin vs. NaCl
p=0,442).

Tabelle 4.2: Insulin-, IGF-1-, Leptin-, Adiponektin- und NEFA-Serumspiegel im Proliferationsversuch. Der
Insulinserumspiegel war in den insulinbehandelten Tieren an Tag 126 (Sektion) signifikant hoher als in den NaCl
Kontrolltieren. Zu Versuchsbeginn hatten die NaCl Kontrolltiere signifikant niedrigere Adiponektin-Spiegel als die
Mause der beiden Insulingruppen. Dieser Unterschied war am Versuchsende (Tag 126) nicht mehr gegeben. An Tag 126
hatten die mit Insulin Glargin behandelten Méuse signifikant hohere IGF-1-Spiegel als Méuse der NPH-Insulin Gruppe.

Die freien unveresterten Fettsduren (NEFA) wurden nur an Tag 126 bestimmt.

Glargin (n=6) NPH (n=6) NaCl (n=4)

Tag 5 Tag 126 Tag 5 Tag 126 Tag 5 Tag 126
Insulin 24,7+17,6 1181,2+608 17,5+17,1 453,4+496,8 25,5+10,5 3,1£2,6*
(ng/ml)
IGF-1 245,83+69,09 211,00+46,38" 191,00£35,11  147,17+£33,63 213,50+58,90  188,75+81,72
(ng/ml)
Leptin 28,02+4,60 39,51+15,13 28,03+4,45 42,07+12,44 33,4549,56 44,46+22,88
(ng/ml)
Adiponektin  55,02+8,72 40,25+15,24 50,87+9,07 42,09+12,42 30,41+£14,75%  47,24+34,88
(ug/m)
NEFA 2,70+0,44 2,59+0,54 2,87+0,55
(mmol/1)

*Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).

TSigniﬁkanter Unterschied zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin (p<0,05).
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4.1.3 Analyse der Kolonepithelproliferation nach Langzeitinsulinbehandlung

4.1.3.1 BrdU-Proliferationsindex

Zur Quantifizierung des Proliferationsindexes (PI) der Kolonkrypten in der BrdU-
Immunhistochemie wurden von 6 Insulin Glargin behandelten Méusen 347, von 6 Méiusen der
NPH-Insulin Gruppe 282 und von 4 Maiusen der NaCl Kontrollgruppe 198 Kolonkrypten

analysiert.

Fiir jede den Kriterien entsprechende Krypte wurde, wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben, der
Proliferationsindex bestimmt und anschlieBend der Mittelwert aller Krypten einer Gruppe gebildet.
Relativ zur NaCl Kontrollgruppe (100,00+68,04) betrug der Proliferationsindex in der Insulin
Glargin Gruppe 114,80+53,38 und in der NPH-Insulin Gruppe 116,80+£54,96. Es fand sich kein
signifikanter Unterschied in der mit BrdU bestimmten Kolonepithelproliferation zwischen Insulin
Glargin und NPH-Insulin behandelten db/db-Méausen (Glargin vs. NPH p=0,64). Die
insulinbehandelten Versuchstiere hatten jedoch einen signifikant hoheren BrdU-Proliferationsindex
als die NaCl Kontrolltiere (Insulin vs. NaCl p=0,0009). In der Testung mit multifaktorieller
Adjustierung (ANOVA; p=0,004) lieBen sich diese Ergebnisse bekriftigten. Die Post-Hoc-Testung
bestdtigte sowohl den fehlenden Unterschied zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin
behandelten Méusen (Glargin vs. NPH p=0,909) als auch den signifikanten Unterschied zwischen
einer Insulinbehandlung und nicht-insulinbehandelten Tieren (Glargin vs. NaCl p=0,017; NPH vs.
NaCl p=0,008). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 4.4 grafisch dargestellt.
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Abbildung 4.4: Proliferationsindex in der BrdU-Immunhistochemie. Der BrdU-Proliferationsindex zeigte keinen
signifikanten Unterschied zwischen einer Behandlung mit Insulin Glargin oder NPH-Insulin (NS p=0,64). Die
Proliferationsrate der Kolonkrypten war jedoch in insulinbehandelten Madusen signifikant héher als in den NaCl

Kontrolltieren (*p<0,05). Glargin n=6 (347 Krypten), NPH n=6 (282 Krypten), NaCl n=4 (198 Krypten).

4.1.3.1.1 BrdU-Proliferationsindex unterteilt nach Kolonabschnitten

Um die Proliferationsrate in Bezug zum Kolonabschnitt zu untersuchen, konnte nur der mediale
und distale Kolonabschnitt beriicksichtigt werden. Die Krypten des proximalen Anteils waren
aufgrund von Quetschartefakten nur ungeniigend auswertbar. Sowohl die Insulin Glargin als auch
die NPH-Insulin Gruppe hatte im medialen und distalen Kolonabschnitt gleiche
Epithelproliferationsraten (medial vs. distal: Glargin p=0,437; NPH p=0,279). Die NaCl
Kontrolltiere wiesen im distalen Kolonabschnitt eine &hnlich hohe Proliferationsrate wie die
insulinbehandelten Tiere auf (Insulin vs. NaCl p=0,293), zeigten aber im medialen Abschnitt eine
signifikant niedrigere Proliferationsrate als die insulinbehandelten Mause (Insulin vs. NaCl

p=0,00015). Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.5 dargestellt.
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Abbildung 4.5: BrdU-Proliferationsindex unterteilt nach Kolonabschnitten. Im distalen Kolonabschnitt zeigten alle
drei Versuchsgruppen in der BrdU-Immunhistochemie dhnliche Proliferationsraten des Kolonepithels. Im medialen
Kolonabschnitt wiesen die NaCl Kontrolltiere einen signifikant niedrigeren Proliferationsindex als die insulinbehandelten

Mause auf (*p<0,01). Glargin n=6 (347 Krypten), NPH n=6 (282 Krypten), NaCl n=4 (198 Krypten).

4.1.3.2 Ki-67-Proliferationsindex

Zur Quantifizierung des Proliferationsindexes in der Ki-67-Férbung wurden von 6 Insulin Glargin
behandelten Mdusen 199, von 6 Méusen der NPH-Insulin Gruppe 199 und von 4 Miusen der NaCl
Kontrollgruppe 88, den Kriterien entsprechende Kolonkrypten analysiert (sieche Abschnitt 3.2.1.4).
Die Mittelwerte aller Kolonkrypten einer Gruppe betrugen relativ zur NaCl Kontrollgruppe fiir
Insulin Glargin 136,56+£52,85, fir NPH-Insulin 135,93+37,05 und fiir die NaCl Kontrolltiere
100,00+39,05.

Es fand sich in der Ki-67-Immunhistochemie kein signifikanter Unterschied in der
Kolonepithelproliferation von Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelten Mausen (Glargin vs.
NPH p=0,89). Das Kolonepithel der insulinbehandelten Méuse wies jedoch einen signifikant
hoheren Proliferationsindex als die NaCl Kontrollgruppe auf (Insulin vs. NaCl p<0,001).

In der Testung mit multifaktorieller Adjustierung (ANOVA; p=0,001) lieBen sich diese Ergebnisse
bekriftigten. In der Post-Hoc-Testung bestétigte sie sowohl den fehlenden Unterschied in der Ki-
67-Kolonepithelproliferation zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelten Méusen

(Glargin vs. NPH p=0,99) als auch die hochsignifikant hohere Epithelproliferation in den beiden
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Insulingruppen im Vergleich zu nicht-insulinbehandelten Tieren (Glargin vs. NaCl p=0,001; NPH
vs. NaCl p=0,001). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 4.6 grafisch dargestellt.

Der Proliferationsindex in der Ki-67-Methode war hoher als in der BrdU-Immunhistochemie. Die
Werte der beiden immunhistochemisch unterschiedlich ermittelten Proliferationsindizes der
einzelnen Versuchstiere korrelierten jedoch mittelstark miteinander und sind in Abbildung 4.7

dargestellt (R*=0,43; p<0,001; Pearson-Korrelationskoeffizient).
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Abbildung 4.6: Proliferationsindex in der Ki-67-Immunhistochemie. Die Analyse der Kolonepithelproliferation in der
Ki-67-Immunhistochemie ergab keinen signifikanten Unterschied zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin (NS
p=0,89). Die insulinbehandelten Mause wiesen dagegen eine hochsignifikant hohere Proliferationsrate als die NaCl

Kontrolltiere auf (*p<0,001). Glargin n=6 (199 Krypten), NPH n=6 (199 Krypten), NaCl n=4 (88 Krypten).
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Abbildung 4.7: Korrelation zwischen BrdU- und Ki-67-Proliferationsindex. Der BrdU- und Ki-67-Proliferationsindex
korrelieren mittelstark miteinander (R?=0,43; p<0,01; Pearson-Korrelationskoeffizient) und bestitigen somit gegenseitig

die Resultate beider Methoden. Glargin n=6, NPH n=6 und NaCl n=4.

4.1.4 Korrelation der Kolonepithelproliferation mit den Serumparametern

Keiner der erhobenen Serumparameter korrelierte mit dem BrdU-Proliferationsindex (Insulin:
R’=0,32, p=0,23; IGF-1: R*=0,35, p=0,19; Leptin: R*=0,33, p=0,21; Adiponektin: R*=-0,16,
p=0,55 und NEFA: R’=0,28, p=0,3; Pearson-Korrelationskoeffizient). Fiir den Ki-67-
Proliferationsindex fand sich lediglich fiir die Insulinserumspiegel eine starke, positive Korrelation
(Insulin: R?*=0,62, p<0,05; IGF-1: R*=0,16, p=0,55; Leptin: R’=0,31, p=0,24; Adiponektin:
R?*=-0,06, p=0,83 und NEFA: R?*=-0,05, p=0,87; Pearson-Korrelationskoeffizient).

4.2 ACF-Versuch

4.2.1 Versuchstiere

Die Versuchstiere des ACF-Versuchs wurden 70-77 Tage lang mit Insulin behandelt. Zusétzlich
wurde diesen Méusen das chemische Kolonkarzinogen DMH verabreicht, das die Entstehung von
aberranten Krypten Foci (ACF), Vorstufen des Kolonkarzinoms, induziert. Der Versuch wurde mit
je 20 Mausen in der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe, sowie 10 Méausen in der NaCl

Kontrollgruppe begonnen. Vor Versuchsende starben in der Insulin Glargin Gruppe drei und in der
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NPH-Insulin Gruppe zwei Méuse. Die Sektion dieser Méuse ergab weder einen Hinweis auf ein
tumordses Geschehen noch einen anderen Anhalt fiir die Todesursache. Durch Uberfirbung mit
Methylenblau zur Auswertung der ACFs konnten zwei Kolonprédparate der Insulin Glargin Gruppe
nicht ausgewertet werden. Somit gingen insgesamt 15 Méuse der Insulin Glargin Gruppe, 18
Maéuse der NPH-Insulin Gruppe und 10 Versuchstiere der NaCl Kontrollgruppe in die weitere

Analyse und Auswertung ein.

4.2.1.1 Korpergewicht und Futteraufnahme

Zwischen den beiden Gruppen der insulinbehandelten Mause (Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin)
gab es im gesamten Versuchsverlauf keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich des
Korpergewichts. Ab Tag 49 zeigten die insulinbehandelten Mause ein statistisch signifikant hoheres
Korpergewicht als die NaCl Kontrollméuse. Die Entwicklung des Korpergewichts ist in Abbildung
4.8 und im Anhang in Tabelle 5.4 dargestellt.

50

—a— Glargin
—— NPH
NaCl

45
40 -
35 -
30 -

25 4
20 1

Korpergewicht (g)

15 1
10 1
5 J

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Behandlungstag

Abbildung 4.8: Verlauf des Korpergewichts im ACF-Versuch. Die mit Insulin behandelten Méuse wiesen ab Tag 70
bis zum Versuchsende (Tag 77) ein signifikant hoheres Koérpergewicht als die NaCl Kontrollméuse auf. Zwischen den
beiden Insulingruppen Glargin und NPH-Insulin bestand wiahrend der gesamten Versuchsdauer kein signifikanter
Unterschied hinsichtlich des Korpergewichts. Glargin n=15, NPH n=18, NaCl n=10. *Signifikanter Unterschied

zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).
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In Tabelle 4.3 ist das Korpergewicht am Versuchsende angegeben. Die Mause beider
Insulingruppen hatten am Versuchsende ein statistisch signifikant hoheres Kdrpergewicht als die
NaCl Kontrollmiuse (Insulin vs. NaCl p=0,021). Das Korpergewicht von Insulin Glargin und
NPH-Insulin behandelten Méusen unterschied sich bei Versuchsende nicht signifikant (Glargin vs.

NPH p=0,293).

Bei der absoluten Futteraufnahme bestand an Tag 16 zwischen der Insulin Glargin und NPH-
Insulin Gruppe ein signifikanter Unterschied. Ansonsten bestand an allen Versuchstagen kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen. Die Werte der absoluten Futteraufnahme sind im
Anhang in Tabelle 5.5 dargestellt. Wie im Proliferationsversuch (siehe Abschnitt 4.1.1.1) wurde
zusitzlich die Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht hin untersucht. Die auf das
Korpergewicht relativierte Futteraufnahme zeigte im ACF-Versuch an keinem Versuchstag einen
signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen. Die Entwicklung der relativen Futteraufnahme

ist in Abbildung 4.9 und im Anhang in Tabelle 5.6 dargestellt.
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Abbildung 4.9: Futteraufnahme pro Korpergewicht im ACF-Versuch. Im Verlauf des Versuchs nahm die

Futteraufnahme relativ zum Korpergewicht in allen drei Gruppen stetig ab, ohne dass es an einem der Versuchstage zu

einem signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen kam. Glargin n=15, NPH n=18, NaCl n=10.
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4.2.1.2 Perigonadales Fett, Lebergewicht und -histologie

In Tabelle 4.3 sind die Werte fiir das absolute und relative Leber- sowie das perigonadale
Fettgewicht bei Sektion angegeben. In allen drei Versuchsgruppen des ACF-Versuchs war die
absolute Menge an perigonadalem Fett zwischen den Gruppen ohne statistisch signifikanten
Unterschied (Glargin vs. NPH p=0,28; Insulin vs. NaCl p=0,253). Auch relativ zum K&rpergewicht
war der Unterschied im perigonadalen Fettanteil zwischen den Gruppen statistisch nicht signifikant

(Glargin vs. NPH p=0,527; Insulin vs. NaCl p=0,494).

Das absolute Lebergewicht war in den insulinbehandelten Méausen signifikant héher als in den
NaCl Kontrolltieren (Insulin vs. NaCl p=0,037). Die mit Insulin Glargin und NPH-Insulin
behandelten Mause unterschieden sich bzgl. ihres absoluten Lebergewichts nicht (Glargin vs. NPH
p=0,947). Das Lebergewicht relativ zum Korpergewicht war ohne signifikanten Unterschied

zwischen den Gruppen (Glargin vs. NPH p=0,470; Insulin vs. NaCl p=0,321).

Die Leberhistologie zeigte in den Mausen aller Behandlungsgruppen Zeichen einer chronischen,

sowie einer akut-chronisch gemischten Hepatitis.

Tabelle 4.3: Korper-, perigonadales Fett- und Lebergewicht im ACF-Versuch. Am Versuchsende (Tag 77) hatten die
NaCl Kontrollmduse ein signifikant geringeres Korpergewicht als insulinbehandelte Tiere. Es zeigte sich kein
Unterschied in der perigonadalen Fettmenge. Das absolute Lebergewicht fiel in den insulinbehandelten Mausen

signifikant hoher aus als in NaCl Kontrollméusen.

Glargin (n=15) NPH (n=18) NaCl (n=10)
Korpergewicht (g) 39,84+2,39 40,93+3,30  37,95+2,62*
perigonadales Fett  absolut (g) 3,01+0,35 3,15+0,35 2,95+0,22
% des Korpergewichts  7,56+0,64 7,71+0,70 7,81+0,60
Leber absolut (g) 1,30+0,19 1,31+0,20 1,16+0,12*
% des Korpergewichts  3,29+0,32 3,19+0,41 3,09+0,47

*Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).

4.2.2 Blut- und Serumparameter

4.2.2.1 Blutzuckerspiegel

Anders als im Proliferationsversuch fiihrte die DMH-Applikation im ACF-Versuch zu einer
verdanderten Glucosehomdostase mit Hypoglykdmien und dem Verlust von Versuchstieren.

Aufgrund des sehr hohen Verlusts an Versuchstieren musste der ACF-Versuch wiederholt werden.
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Der Blutzuckerspiegel wurde daher bei der Wiederholung des ACF-Versuchs engmaschig

kontrolliert, um die benotigte Insulindosis engmaschig anzupassen.

Die NaCl Kontrolltiere hatten wihrend des gesamten Versuchs hohere Blutzuckerspiegel als Miuse
unter Insulinbehandlung. Dieser Unterschied war an den Tagen 7 und 21 und ab Tag 35 bis zum
Versuchsende statistisch signifikant. Der Blutzuckerspiegel in Méusen der Insulin Glargin und
NPH-Insulin Gruppe war {iber den gesamten Versuchsverlauf ohne signifikanten Unterschied. Die

Blutzuckerwerte sind im Anhang in Tabelle 5.7 dargestellt.

Der Blutzuckerwert der NaCl Kontrollméuse stieg in den ersten beiden Wochen auf bis zu 250
mg/dl und schwankte bis zum Versuchsende um dieses Niveau. Der Blutzuckerspiegel der
insulinbehandelten Tiere stieg zundchst unter Insulindosen von 5-10 [U/kg KG im Durchschnitt auf
bis zu 200 mg/dl an. Nach Erhoéhung der Insulindosis auf 20 [U/kg KG ab Tag 17 sank der
Blutzuckerspiegel auf 150 mg/dl. Dieses Niveau konnte unter gleichbleibender Insulindosis (20
IU/kg KG) bis zum Versuchsende gehalten werden. Der Verlauf der Blutzuckerspiegel und die
applizierte Insulindosis sind in Abbildung 4.10 dargestellt.
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Abbildung 4.10: Verlauf des Blutzuckerspiegels im ACF-Versuch. In den beiden Insulingruppen stieg der
Blutzuckerspiegel zunéchst bei einer Insulintagesdosis von 5-10 IU/kg KG auf Werte um 200 mg/dl an, um sich
anschliefend bei einer Insulindosis von 20 IU/kg KG auf einen Wert von ca. 125 mg/dl einzupendeln. Der gemessene
Blutzuckerspiegel der NaCl Kontrollmduse pendelte sich auf einem hoheren Niveau von ca. 250 mg/dl ein. Glargin n=15,

NPH n=18, NaCl n=10. *Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).
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4.2.2.2 HbA.

Zu Versuchsbeginn (Tag 3) lagen die HbA,.-Werte in allen drei Gruppen des ACF-Versuchs im
Normbereich von ca. 3% (Inada et al., 2005) mit signifikant hoheren Werten in der NaCl
Kontrollgruppe (in %: Glargin 2,08+0,44; NPH 2,14+0,35; NaCl 2,48+0,53), jedoch ohne
signifikanten Unterschied zwischen der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe (Glargin vs. NPH
p=0,68; Insulin vs. NaCl p=0,021). Auch zur Versuchsmitte (Tag 38) lag der HbA.-Wert in allen
Gruppen im Normbereich (in %: Glargin 2,75+0,36; NPH 2,59+0,54; NaCl 2,90+0,41) ohne
statistischen Unterschied zwischen den Gruppen (Glargin vs. NPH p=0,322; Insulin vs. NaCl
p=0,152). Am Versuchsende (Tag 77) lagen die insulinbehandelten Tiere mit ihren HbA,.-Werten
weiterhin im Normbereich, wahrend die NaCl Kontrollmiuse {iber dem Normbereich lagen (in %:
Glargin 2,86+0,62; NPH 2,69+0,56; NaCl 3,34+0,81). Der Unterschied zwischen den
insulinbehandelten Tieren und den NaCl Kontrollmédusen am Versuchsende war statistisch
signifikant (Insulin vs. NaCl p=0,019), wihrend sich die Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe
statistisch nicht unterschieden (Glargin vs. NPH p=0,421).

In allen drei Gruppen lag der HbA.-Wert am Versuchsende signifikant hoher als zu Beginn des
Versuchs (Tag 3 vs. Tag 77: Glargin p=0,002; NPH p=0,007; NaCl p=0,018). Der Verlauf der
HbA,.-Werte ist in Abbildung 4.11 dargestellt.



4 Ergebnisse 57

5,0 .
—— Glargin

45 1 x —#— NPH
4,0 - NaCl

3,5 4
2,0 1 I l

1,5 4

HbA,; (%)

1,0 4
0,5 -

0,0 T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 5 60 70 80
Behandlungstag

Abbildung 4.11: HbA,.-Verlauf im ACF-Versuch. In allen drei Gruppen stieg der HbA | .-Wert im Verlauf an. Die
insulinbehandelten Mause blieben im Normbereich von 3%. Am Ende des Versuchs befanden sich die HbA,.-Werte der
NaCl Kontrolltiere oberhalb des Normbereichs und unterschieden sich signifikant von den Werten der insulinbehandelten

Tiere (*p<0,05). Glargin n=15, NPH n=18, NaCl n=10.

4.2.2.3 Insulin

Die Insulinserumspiegel zu Versuchsbeginn und -ende des ACF-Versuchs sind in Tabelle 4.4
aufgefiihrt. Zu Versuchsbeginn (Tag 3) hatten die Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe &hnlich
hohe Insulinserumspiegel wie die NaCl Kontrolltiere ohne signifikanten Unterschied zwischen den
Gruppen (Glargin vs. NPH p=0,914; Insulin vs. NaCl p=0,581). Die NaCl Kontrollméuse hatten an
Tag 3 und Tag 77 dhnliche Insulinspiegel ohne signifikanten Unterschied (Tag 3 vs. Tag 77: NaCl
p=0,994). Im Vergleich zum Versuchsbeginn hatten insulinbehandelte Maduse am Versuchsende
signifikant hohere Insulinspiegel (Tag 3 vs. Tag 77: Glargin p=0,005; NPH p=0,001). Die sehr
hohen Insulinspiegel im Serum der insulinbehandelten Tiere am Versuchsende unterschieden sich
signifikant von den endogenen Insulinspiegeln der NaCl Kontrolltiere (Insulin vs. NaCl p=0,006).
Zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelten Mausen bestand am Versuchsende kein

signifikanter Unterschied in den gemessenen Insulinserumspiegeln (Glargin vs. NPH p=0,366).

4.2.2.4 IGF-1

Die IGF-1-Werte zu Versuchsbeginn (Tag 3) und -ende (Tag 77) sind in Tabelle 4.4 aufgefiihrt. Die

IGF-1-Serumspiegel unterschieden sich sowohl zu Beginn als auch am Ende des ACF-Versuchs
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nicht signifikant zwischen den Gruppen (Tag 3: Glargin vs. NPH p=0,762; Insulin vs. NaCl
p=0,429 und Tag 77: Glargin vs. NPH p=0,687; Insulin vs. NaCl p=0,460). Der IGF-1-Spiegel fiel
in allen drei Behandlungsgruppen zum Versuchsende hin ab. Die beiden Insulingruppen und die
NaCl Kontrollgruppe hatten am Versuchsende statistisch signifikant niedrigere IGF-1-Spiegel als
zu Beginn des Versuchs (Tag 3 vs. Tag 77: Glargin, NPH, NaCl p<0,001).

4.2.2.5 Leptin

Die Leptin-Serumspiegel zu Versuchsbeginn (Tag 3) und -ende (Tag 77) sind in Tabelle 4.4
aufgefiihrt. Zu Versuchsbeginn und Versuchsende bestand jeweils kein signifikanter Unterschied
zwischen den Behandlungsgruppen (Tag 3: Glargin vs. NPH p=0,094; Insulin vs. NaCl p=0,406
und Tag 77: Glargin vs. NPH p=0,691; Insulin vs. NaCl p=0,376). Der Leptin-Serumspiegel stieg
im Versuchsverlauf an. Alle drei Gruppen hatten am Versuchsende hochsignifikant héhere Leptin-

Serumspiegel als zu Versuchsbeginn (Tag 3 vs. Tag 77: Glargin, NPH, NaCl p<0,001).

4.2.2.6 Adiponektin

Die Adiponektin-Serumspiegel zu Versuchsbeginn (Tag 3) und -ende (Tag 77) sind in Tabelle 4.4
aufgefiihrt. Sie unterschieden sich sowohl zu Versuchsbeginn als auch am Ende des Versuchs kaum
zwischen den beiden insulinbehandelten Gruppen (Tag 3: Glargin vs. NPH p=0,568 und Tag 77:
Glargin vs. NPH p=0,201). Die Adiponektin-Werte der NaCl Kontrolltiere waren sowohl zu
Versuchsbeginn (Tag 3) als auch am Versuchsende signifikant hoher als in den beiden
Insulingruppen (Tag 3: Insulin vs. NaCl p=0,017 und Tag 77: Insulin vs. NaCl p=0,01). Zwischen
Tag 3 und Tag 77 gab es bei den Insulin Glargin und NPH-Insulin behandelten Tiere kaum eine
Veranderung des Adiponektin-Spiegels (Tag 3 vs Tag 77: Glargin p=0,828; NPH p=0,077). Bei den
NaCl Kontrolltieren war der Adiponektin-Wert an Tag 77 hoher als zu Versuchsbeginn, jedoch war
dieser Unterschied ohne statistische Signifikanz (Tag 3 vs Tag 77: NaCl p=0,102).

4.2.2.7 Freie unveresterte Fettsduren

Die Werte der freien unveresterten Fettsduren am Versuchsende (Tag 77) sind in Tabelle 4.4
aufgefiihrt. Zwischen der Insulin Glargin und der NPH-Insulin Gruppe bestand, ebenso wie
zwischen insulinbehandelten Tieren und der NaCl Kontrollgruppe, kein signifikanter Unterschied
hinsichtlich der freien unveresterten Fettsduren (NEFA) (Glargin vs. NPH p=0,147; Insulin vs.
NaCl p=0,734).
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Tabelle 4.4: Insulin-, IGF-1-, Leptin-, Adiponektin- und NEFA-Serumspiegel des ACF-Versuchs. Die Adiponektin-
Spiegel in der NaCl Kontrollgruppe waren sowohl zu Versuchsbeginn als auch am Ende des Versuchs signifikant hoher
als in den beiden Insulingruppen. Bei den iibrigen Serumparametern gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen

den Gruppen. Die freien unveresterten Fettsduren (NEFA) wurden nur an Tag 77 bestimmt.

Glargin (n=15) NPH (n=18) NaCl (n=10)

Tag 3 Tag 77 Tag 3 Tag 77 Tag 3 Tag 77
Insulin 6,87+12,29 403,28+469,42 6,39+12,62 575,46+586,96 4,39+4,53 4,38+5,55
(ng/ml)
IGF-1 122,73+22,63  57,89+14,84 119,78+31,31  60,33+19,14 128,80+24,09  64,50+26,80
(ng/ml)
Leptin 29,26+12,24  55,05+13,11 23,25+7,56 56,78+11,64 23,11+6,03 51,75+16,17
(ng/ml)
Adiponektin = 74,41£9,00 75,63+23,29 72,5349,49 89,38+30,85 81,25+7,20%  122,99+55,73*
(ug/ml)
NEFA 0,97+0,27 0,82+0,22 0,86+0,16
(mmol/1)

*Signifikanter Unterschied zwischen insulinbehandelten Tieren und NaCl (p<0,05).

4.2.3 Analyse der ACFs in der Methylenblaufirbung

Die Quantifizierung der DMH-induzierten ACFs wurde zunichst in der Methylenblaufarbung
anhand morphologischer Verdnderungen, wie vergroflertes Kryptenlumen oder verdicktes Epithel
(siche auch Abschnitt 3.3.2), vorgenommen. Neben der ACF-Anzahl wurde auch die so genannte
crypt multiplicity, d.h. die Anzahl aberranter Krypten pro Fokus, bestimmt. Hierzu wurde zwischen
einzelnen aberranten Krypten und Foci, die sich aus 2, 3, 4, 5 oder mehr aberranter Krypten
zusammensetzen, unterschieden (siche Abbildung 4.13). Nach 10 wochentlichen intraperitonealen

DMH-Injektionen fanden sich im Kolon aller Mause ACFs mit unterschiedlicher crypt multiplicity.

Das ACF-Vorkommen wurde separat fiir jeden Auswertetag relativ zur NaCl Kontrollgruppe
ausgewertet (siche Abschnitt 3.3.2.1). Insgesamt wurden die ACFs im Kolon von 15 Insulin
Glargin behandelten Méusen, 18 Maiusen der NPH-Insulin Gruppe und 10 Maiuse der NaCl
Kontrollgruppe ausgewertet. Das ACF-Vorkommen relativ zu den NaCl Kontrollmiusen betrug in
der Insulin Glargin Gruppe 131,5+47,5, in der NPH-Insulin Gruppe 138,14+38,9 und in der NaCl
Kontrollgruppe 100£21,0. Zwischen der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe fand sich kein
signifikanter Unterschied in der ACF-Formation im Kolon (Glargin vs. NPH p=0,668). Die
insulinbehandelten Versuchstiere hatten jedoch eine signifikant hohere ACF-Anzahl als die NaCl
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Kontrolltiere (Insulin vs. NaCl p=0,016). In der Testung mit multifaktorieller Adjustierung
(ANOVA; p=0,052) lieBen sich diese Ergebnisse anndhernd bestdtigen. Im hieran anschlieBenden
Post-Hoc-Signifikanztest wurde der fehlende Unterschied zwischen der Insulin Glargin und der
NPH-Insulin Gruppe bestétigt (Glargin vs. NPH p=0,893). Ein Trend zeigte sich zwischen der
NPH-Insulin und der NaCl Kontrollgruppe (NPH vs. NaCl p=0,059). Der Unterschied zwischen
der Insulin Glargin Gruppe und den NaCl Kontrollmdusen war in der Post-Hoc-Analyse statistisch

nicht signifikant (Glargin vs. NaCl p=0,156). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 4.4 dargestellt.
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Abbildung 4.12: Relative ACF-Anzahl in der Methylenblaufirbung. Das ACF-Vorkommen relativ zur NaCl
Kontrollgruppe zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen der Insulin Glargin und der NPH-Insulin Gruppe (NS
p=0,668). Die insulinbehandelten Tiere entwickelten jedoch signifikant mehr ACFs im Kolon als Tiere der NaCl
Kontrollgruppe (*p<0,05). Glargin n=15, NPH n=18, NaCl n=10.
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Abbildung 4.13: ACFs mit unterschiedlicher crypt multiplicity in der Methylenblaufirbung. Nach 10 wochentlichen
Injektionen des Kolonkarzinogens DMH konnten im Kolon aller Versuchstiere ACFs mit verschiedener crypt multiplicity
nachgewiesen werden. In den Bildern 1 AC bis 5 AC sind typische ACFs mit unterschiedlicher Anzahl aberranter
Krypten (AC) zu sehen. Das Bild unten rechts (norm) zeigt unverdnderte Kolonmukosa, die von der ACF-

Kryptenstruktur gut abgrenzbar ist.

4.2.3.1 Lokalisation der ACFs im Kolon

Zur Bestimmung der Lokalisation der ACFs im Kolon wurde in der vorliegenden Arbeit das Kolon

in drei Abschnitte (proximal, medial und distal) aufgeteilt (siche Abschnitt 3.1.5).

Eine Formierung von ACFs war bei allen drei Versuchsgruppen hauptséchlich im medialen (in %:
Glargin 50,8+10,3; NPH 45,4+14,2; NaCl 49,5+12,3) und distalen Kolonabschnitt (in %: Glargin
31,7+10,7; NPH 39,9+14,0; NaCl 32,249,8) zu finden. Im proximalen Anteil des Kolons war die
Formierung von ACFs hingegen weniger stark ausgeprigt (in %: Glargin 17,8+15,3; NPH
14,7+14,3; NaCl 13,5+7,9). Der Anteil der proximalen ACFs war signifikant niedriger als in den
distal gelegeneren Kolonabschnitten (proximal vs. medial: Glargin, NPH, NaCl p<0,001 und
proximal vs. distal: Glargin p=0,003, NPH p<0,001, NaCl p=0,009). Die Lokalisation der ACFs im
Kolon ist in Abbildung 4.14 dargestellt.
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Abbildung 4.14: Lokalisation der ACFs im Kolon. ACFs fanden sich bei allen Versuchsgruppen iiberwiegend im
medialen und distalen Kolonabschnitt. Im proximalen Anteil bildeten sich signifikant weniger ACFs als in den weiter

distal gelegenen Abschnitten (p<0,05). Glargin n=15, NPH n=18, NaCl n=10.

4.2.3.2 Crypt multiplicity der ACFs

Die identifizierten ACFs wurden auch hinsichtlich der Anzahl aberranter Krypten pro Fokus, der so
genannten crypt multiplicity (siehe Abbildung 4.13), differenziert. Die crypt multiplicity spielt fir
das Potential zur Tumorentstehung eine bedeutende Rolle (Papanikolaou et al., 2000). In allen drei
Behandlungsgruppen zeigte sich eine dhnliche Verteilung der unterschiedlich geclusterten ACFs.
Den grofiten Anteil bildeten dabei ACFs mit 1-2 aberranten Krypten (60-70%). Die kleinste
Fraktion mit ca. 20% bildeten die ACFs mit 4 und mehr aberranten Krypten (4+ AC). Die
prozentuale Verteilung nach crypt multiplicity ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
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Abbildung 4.15: Prozentuale Verteilung der ACFs nach der crypt multiplicity. Die Differenzierung der ACFs
hinsichtlich ihrer Anzahl aberranter Krypten pro Fokus (crypt multiplicity) zeigte in allen drei Behandlungsgruppen eine
dhnliche Verteilung. Die ACFs mit niedriger Anzahl aberranter Krypten pro Fokus (1-2 AC) bildeten dabei die grofite
Fraktion. Glargin n=15, NPH n=18, NaCl n=10.

In allen drei Gruppen war die Anzahl friiher ACFs (1-3 ACs) signifikant hoher als ACFs im
fortgeschrittenen Stadium mit 4 oder mehr ACs (friilhe ACFs vs. fortgeschrittene ACFs: Glargin,
NPH, NaCl p<0,001). Die Verteilung frither und fortgeschrittener ACFs ist in Tabelle 4.5
dargestellt.

Tabelle 4.5: Verteilung frither und fortgeschrittener ACF-Stadien. Als frithe ACFs wurden ACFs mit 1-3 aberranten
Krypten pro Fokus definiert. Zu den fortgeschrittenen ACFs wurden ACFs mit 4 oder mehr aberranten Krypten gezéhlt.
Der Anteil frither ACFs lag signifikant hoher als der Anteil fortgeschrittener ACFs.

Glargin (n=15) NPH (n=18) NaCl (n=10)
frithe ACFs (%) 83,1* 83,4* 84,8*
fortgeschrittene ACFs (%) 16,9 16,6 15,2

*Signifikanter Unterschied zwischen frithen und fortgeschrittenen ACFs (p<0,001).

4.2.4 Klassifizierung der ACFs in der HE-Féarbung

Zur histologischen Bewertung und Quantifizierung der ACF wurde das Kolon zu swiss rolls gerollt
und die Schnitte in der HE-Férbung von einem unabhéngigen Pathologen verblindet untersucht.

Die ACFs wurden nach histomorphologischen Kriterien identifiziert und zeigten allesamt die
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Merkmale des dysplastischen Typs (sieche Abschnitt 3.3.2.2). In allen drei Behandlungsgruppen war
der Grad der Dysplasie gleich. Abbildung 4.16 zeigt einen fiir alle Gruppen reprédsentativen
dysplastischen ACF.

Das in der HE-Féarbung histologisch bestimmte ACF-Vorkommen betrug relativ zu den NaCl
Kontrollméusen in der Insulin Glargin Gruppe 144,4+58,6, in der NPH-Insulin Gruppe 163,6+67,3
und in der NaCl Kontrollgruppe 100+63,1. Die Anzahl der in der HE-Farbung identifizierten ACFs
war zwischen der Insulin Glargin und NPH-Insulin Gruppe ohne signifikanten Unterschied
(Glargin vs. NPH p=0,396). Die insulinbehandelten Versuchstiere hatten in der HE-Farbung im
Vergleich zur NaCl Kontrollgruppe eine signifikant hoéhere ACF-Anzahl (Insulin vs. NaCl
p=0,021). In der Testung mit multifaktorieller Adjustierung (ANOVA; p=0,049) lieBen sich diese
Ergebnisse bekriftigen. In der Post-Hoc-Testung wurde der fehlende Unterschied zwischen der
Insulin Glargin und der NPH-Insulin Gruppe bestétigt (Glargin vs. NPH p=0,692). In NPH-Insulin
behandelten Méusen fanden sich signifikant mehr ACFs in der HE-Fiarbung als in den NaCl
Kontrolltieren (NPH vs. NaCl p=0,05). Der Unterschied zwischen der Insulin Glargin Gruppe und
den NaCl Kontrollméusen erreichte keine statistische Signifikanz (Glargin vs. NaCl p=0,241).

Abbildung 4.16: Dysplastischer ACF in der HE-Farbung. Dargestellt ist ein fiir alle Behandlungsgruppen
repréasentativer ACF in 20-facher VergroBerung. Er zeigt die typischen Kriterien des dysplastischen Typs mit verdnderter
Kryptenstruktur, Hyperzellularitit mit Kernschichtung, Verlust von Becherzellen und pleomorphen Zellkernen.
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4.2.5 Korrelation der ACFs mit Serumparametern

Das ACF-Vorkommen korrelierte mit keinem der erhobenen Serumparameter (Insulin: R*=0,12,
p=0,46; IGF-1: R*=-0,14, p=0,36; Leptin: R>=0,9, p=0,57; Adiponektin: R*=-0,13, p=0.45 und
NEFA: R2:-0,04, p=0,84; Pearson-Korrelationskoeffizient).
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Zur bequemeren Anwendung und effizienteren Blutzuckerkontrolle bei Diabetikern wurden durch
Modifikation der Insulinmolekiilstruktur verschiedene Insulinanaloga mit unterschiedlichen
Wirkprofilen entwickelt. Die Vorteile dieser neuen Insulingeneration diirfen jedoch nicht mit einem
erhohten Sicherheitsrisiko einhergehen. So mussten beispielsweise 1992 alle klinischen Studien mit
dem kurzwirksamen Insulinanalogon AspB10 (Histidin—Asparagin an Stelle 10 der B-Kette)
abgebrochen werden, da in weiblichen Ratten eine dosisabhingige Steigerung des
Brustkrebswachstums beobachtet wurde (Jorgensen et al., 1992). Die pro-karzinogene Figenschaft
von AspB10 Insulin wird dabei am wahrscheinlichsten durch eine stark erhdhte Insulin- und IGF-1-

Rezeptoraffinitit vermittelt (Kurtzhals et al., 2000).

Im Jahr 2000 wurde das ebenfalls genetisch modifizierte Verzogerungsinsulin Glargin unter dem
Handelsnamen Lantus® in den USA und der Europiischen Union zugelassen. Die verlingerte
Halbwertszeit von Insulin Glargin wird durch den Aminosdureaustausch Asparagin—Glycin an
Stelle 21 der A-Kette und die Verlingerung der B-Kette mit zwei Argininmolekiilen
(GlyA21,ArgB31,ArgB32 Insulin) erreicht. Diese Modifikation ermdglicht dem Patienten die
einmalige tdgliche Injektion und macht dadurch Insulin Glargin zu einem idealen Basalinsulin mit
stabilem 24h-Wirkprofil. Jedoch ergaben in vitro Arbeiten in der humanen Osteosarkomzelllinie
Saos/B10, die durch eine hohe IGF-1-Rezeptorexpression charakterisiert ist, erste mdogliche
Hinweise auf ein erhohtes mitogenes Potential von Insulin Glargin im Vergleich zum
unmodifizierten Humaninsulin (Kurtzhals et al., 2000). Eine geringfiigig erhohte Proliferation,
sowie ansatzweise verminderte Apoptose durch Insulin Glargin wurden dariiber hinaus auch in der
Kolonkarzinomzelllinie HCT-116 (Weinstein et al., 2009) und der Brustkrebszelllinie MCF7 mit
hohem IGF-1R/IR Quotienten (Shukla et al., 2009) beobachtet.

Seit der Publikation von Kurtzhals et al. aus dem Jahr 2000 steht Insulin Glargin durch seine
erhohte IGF-1-Rezeptoraffinitit und verstirkte mitogene Potenz unter dem Verdacht das
Krebsrisiko erhéhen zu konnen. Die tierexperimentellen Studien des Herstellers Sanofi-Aventis
ergaben hingegen keine Hinweise auf eine gesteigerte Kanzerogenitit von Insulin Glargin. Jedoch
wurden diese in vivo Versuche nicht an diabetischen Mausen und Ratten durchgefiihrt. Es konnten
daher keine relevanten Insulindosen gegeben werden und die anfangliche Insulindosis von 40
IU/kg KG pro Tag musste im Versuchsverlauf auf 20 [U/kg KG pro Tag gesenkt werden. Trotzdem
starben insgesamt bis zu 50% der Versuchstiere (Stammberger et al., 2002). Hemkens et al.
publizierten schlieBlich 2009 eine grofle Observationsstudie in der Zeitschrift Diabetologia, mit der

die Sicherheit von Insulin Glargin erneut in Frage gestellt wurde. In dieser retrospektiven Studie

66
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wurden 130.000 Diabetiker eingeschlossen, die entweder mit Humaninsulin oder einem
Insulinanalogon behandelt wurden. Wéhrend allgemein ein Anstieg der Krebsinzidenz bei hoheren
Insulindosen beobachtet wurde, war diese dosisabhidngige Steigerung des Krebsrisikos unter
Insulin Glargin im Vergleich zu Humaninsulin signifikant stirker (Hemkens et al., 2009).
Hauptkritikpunkt an der Arbeit von Hemkens et al. ist jedoch die fehlende Unterscheidung
zwischen Typ-1-und Typ-2-Diabetikern, sowie die ausschlieBliche Einbeziehung von Patienten, die
lediglich mit einem einzigen Insulintyp behandelt wurden. Da Typ-1-Diabetiker allein mit Insulin
Glargin nicht ausreichend behandelt werden konnen, ist anzunehmen, dass die Insulin Glargin
Gruppe hauptsidchlich aus Typ-2-Diabetikern bestanden hat, die bereits an sich ein erhohtes

Kolonkarzinomrisiko aufweisen (Nagel et al., 2010).

Zeitgleich mit der Arbeit von Hemkens et al. wurden drei weitere Beobachtungsstudien
verOffentlicht. Eine dieser Studien zeigte zwar ein fiir Brustkrebs, aber kein allgemein erhoéhtes
Krebsrisiko durch Insulin Glargin (Jonasson et al., 2009). Eine weitere Studie zeigte eine
Steigerung der Krebsinzidenz durch Insulin an sich (Currie et al., 2009), aber wie auch die dritte
Studie keine Erhohung des Krebsrisikos speziell durch Insulin Glargin (Colhoun, 2009). In der
kiirzlich erschienenen pharmako-epidemiologischen Studie von Ruiter et al. wurde ebenfalls ein
positiver Zusammenhang zwischen Insulin Glargin und dem Auftreten von Brustkrebs beobachtet.
Wurden jedoch alle Krebsarten zusammen betrachtet, zeigten die Analysen keine positive
Assoziation (Ruiter et al., 2012). Eine randomisierte Langzeitinterventionsstudie iiber einen
Zeitraum von flinf Jahren hat fiir Insulin Glargin im Vergleich zu NPH-Insulin keine erhdhte
Krebsinzidenz beobachtet (Rosenstock et al., 2009). Da diese Studie jedoch zur Beschreibung der
Effekte von Insulin Glargin auf die Progression der diabetischen Retinopathie durchgefiihrt wurde,
erfasste man das Auftreten von Tumoren als unerwiinschte Wirkung, die lediglich ad hoc analysiert
wurden. Des Weiteren war die Studie mit nur etwa 1000 randomisierten Patienten zu klein, um

abschlieend kldren zu kénnen, ob von Insulin Glargin ein Sicherheitsrisiko ausgeht.

Zusammengefasst zeigt sich bisher fiir die in vivo Situation im Menschen eine zunehmende
Evidenz fiir ein erhohtes Brustkrebsrisiko durch Insulin Glargin (Jonasson et al., 2009; Ruiter et al.,
2012), was sich nur ansatzweise und nicht beweiskriftig genug fiir die Krebsinzidenz insgesamt
bestitigt (Hemkens et al., 2009). In vitro ist jedoch deutlich die gesteigerte IGF-1-Rezeptoraffinitét
und Zunahme der Mitogenitit von Insulin Glargin im Vergleich zum unmodifizierten Insulin
dokumentiert (Kurtzhals et al., 2000; Sommerfeld et al., 2010). Da die insgesamt gegensitzlichen
Befunde den Verdacht, dass Insulin Glargin das Krebsrisiko erhdht, nicht entkréften, stellt sich

weiterhin die Frage, ob (1) eine Steigerung des Krebsrisikos durch Insulin Glargin nachweislich
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vorhanden ist, und falls ja, ob (2) diese schwerer wiegt als die Nachteile eines Verzichts von Insulin

Glargin in der Therapie des Diabetes mellitus.

Zur Klérung dieser Fragen sind neben grofen, retrospektiven Fall-Kontroll-Studien auch
randomisierte, prospektive Langzeitinterventionsstudien notwendig, deren Analysen sich besser auf
die Inzidenz einzelner Krebsarten statt auf deren Mortalitit fokussieren (Renehan, 2012). Da eine
solche Interventionsstudie im Menschen aus ethischen Griinden kaum realisierbar ist, sind
suffiziente tierexperimentelle Untersuchungen dringend erforderlich. Diese miissen in
verschiedenen Krebsentititen weiterfiihrende und genauere Informationen iiber die in vivo Effekte
von Insulin Glargin erbringen, um zukiinftige und bereits zuriickliegende Studien im Menschen und
deren Ergebnisse besser verstehen und einordnen zu konnen. Bisher existieren jedoch keine
Ergebnisse aus einem direkten Vergleich von Insulin Glargin mit unmodifiziertem Insulin in einem
dem Typ-2-Diabetiker entsprechenden Tiermodell. Die hier vorliegenden Untersuchungen in
diabetischen Méausen sollen daher einen ersten Beitrag zum Verstindnis der in vivo Effekte von
Insulin Glargin auf frithe Stadien der Kolonkarzinogenese in einem direkten Vergleich zu NPH-

Insulin leisten.

In der vorliegenden Arbeit wurde im Typ-2-diabetischen db/db-Mausmodell ein pro-proliferativer
Effekt auf das Kolonepithel durch eine Langzeitbehandlung mit Insulin Glargin bzw. NPH-Insulin
gezeigt. Hierbei fanden sich keine Hinweise auf eine erhohte Kolonepithelproliferation durch den
Einsatz des genetisch modifizierten Verzdgerungsinsulins Glargin im Vergleich zum
unmodifizierten, langwirkenden NPH-Insulin. Auch die weiterfilhrenden Untersuchungen
hinsichtlich der Anzahl und GroBe chemisch induzierter ACFs ergaben keinen Unterschied
zwischen den beiden Insulingruppen. Jedoch formierten sich in den insulinbehandelten Tieren
unabhingig vom verwendeten Insulintyp mehr ACFs als in den NaCl Kontrolltieren. Die Studie
liefert damit bei einem direkten Vergleich mit NPH-Insulin keinen Hinweis auf eine
Risikozunahme fiir frithe Stadien der Kolonkarzinogenese durch Insulin Glargin. Die vorliegende
Arbeit beschreibt damit die bisher einzigen prospektiven in vivo Studien, die in einem diabetischen
Tiermodell die Effekte von Insulin Glargin auf die Kolonepithelproliferation, sowie das Risiko fiir
die Entstehung von ACFs durch Insulin Glargin untersucht haben. Die Ergebnisse dieser Arbeit
wurden dabei in zwei unabhéngigen Experimenten mit zwei unterschiedlichen Endpunkten erzeugt

und waren jeweils ohne merklichen Unterschied zwischen Insulin Glargin und NPH-Insulin.

Sowohl eine gesteigerte Epithelproliferation wie auch eine erhohte ACF-Anzahl stellen
Risikofaktoren zur Ausbildung kolorektaler Neoplasien dar. Dabei représentieren ACFs sowohl in

Nagern als auch im Menschen den ersten mikroskopisch sichtbaren Schritt der Kolonkarzinogenese
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(Gupta et al., 2007) und sind als Surrogatparameter fiir das Kolonkarzinom sowohl in Tiermodellen

als auch im Menschen etabliert (Roncucci et al., 2000).

Die im ersten Teil der Arbeit festgestellte Steigerung der Kolonepithelproliferation in
insulinbehandelten Maiusen relativ zur NaCl Kontrollgruppe zeigt, dass Insulin nicht nur
metabolische, sondern dariiber hinaus auch pro-proliferative Eigenschaften besitzt. Dieser Effekt
wurde sowohl durch eine gesteigerte BrdU-Inkorporation als auch durch erhéhtes nukleédres
Antigen Ki-67 nachgewiesen. Der pro-proliferative Effekt durch Langzeitinsulingabe steht somit
im FEinklang mit Experimenten von Tran et al., in denen eine akute, exogen erzeugte

Hyperinsulindmie die Kolonepithelproliferation in Nagern erhohte (Tran et al., 2006).

Als nichster Schritt auf dem Weg zur Karzinogenese wurde im zweiten Teil der Arbeit die
Ausbildung von ACFs, die als frithester sichtbarer Schritt der Kolonkarzinogenese gelten,
untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die exogen induzierte Hyperinsulinimie nicht nur die
Epithelproliferation, sondern auch die ACF-Entstehung nach chemischer Initiation verstdrkt. Diese
Beobachtung stimmt mit den Befunden in nicht-diabetischen Nagern iiberein (Corpet et al., 1997)
und wurde auch fiir eine rein endogene Hyperinsulindmie in unbehandelten diabetischen db/db-
Mausen beobachtet (Hirose et al., 2004). Dariiber hinaus beschrinkt sich der pro-karzinogene
Effekt von Insulin nicht nur auf frithe Stadien der Kolonkarzinogenese, sondern zeigt sich auch bei
der Entstehung chemisch induzierter Kolontumore in F344 Ratten (Tran et al.,, 1996). Unsere
Befunde zeigen somit im Einklang mit der Literatur, dass Insulin per se im Kolon pro-proliferativ

wirkt und ein Promotor fiir primaligne Lisionen ist.

Die Erzeugung von Hypothesen, die auf der Analyse von ACFs beruhen, muss an dieser Stelle
kritisch betrachtet werden. Es hat sich gezeigt, dass die stereomikroskopische Beurteilung von
ACFs in der Methylenblaufarbung auch hyperplastische ACFs einschlief3t, die jedoch im Vergleich
zu dysplastischen ACFs eine erhohte Riickbildungstendenz besitzen. Dysplastische ACFs sind
daher zur Risikobestimmung in frithen Stadien der Kolonkarzinogenese zu bevorzugen (Roncucci
et al., 2000). Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Arbeit die ACFs zusétzlich zur
Methylenblaufarbung in HE-gefdrbten, histologischen Schnitten néher untersucht. Dabei zeigten
alle analysierten ACFs die Merkmale des dysplastischen Typs und bestitigten die
stereomikroskopisch erhobene Verteilung zwischen den Gruppen. Im Einklang mit der Literatur
(Corpet et al., 1997) zeigen die Ergebnisse der hier durchgefiihrten Versuche eine verstérkte
Ausbildung von dysplastischen ACFs in den insulinbehandelten M#usen im Vergleich zu Méusen,

denen lediglich Kochsalz (NaCl) appliziert wurde.
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In Einklang mit den bereits publizierten Studien in Nagern fiihrte die Behandlung mit Insulin an
sich zu einer verstirkten Epithelproliferation (Tran et al., 1996) und zur Formation aberranter
Krypten Foci (Corpet et al., 1997; Hirose et al., 2004) im Vergleich zu Placebo-behandelten
Kontrolltieren. Die Gegeniiberstellung der beiden Verzogerungsinsuline Insulin Glargin und NPH-
Insulin ergab hingegen in den hier durchgefiihrten Mausversuchen keinen Unterschied hinsichtlich
der Kolonepithelproliferationsrate und ACF-Ausbildung. Im Gegensatz zu unseren in vivo Daten
zeigen jedoch die bereits publizierten in vitro Arbeiten in humanen Zelllinien fiir Insulin Glargin
eine erhohte Affinitét fiir den wachstumsfordernden IGF-1R mit konsekutiv erhdhter Mitogenitét
(Kurtzhals et al., 2000; Sommerfeld et al., 2010), sowie pro-proliferative und anti-apoptotische
Effekte in einer Kolonkarzinom- (Weinstein et al., 2009) und Brustkrebszelllinie (Shukla et al.,
2009).

Der Unterschied zwischen unseren in vivo Befunden und den publizierten in vitro Ergebnissen mag
auf mehrere Faktoren zuriickzufiihren sein. Zunichst muss kritisch betrachtet werden, dass bei den
hier durchgefiihrten Tierversuchen humanes Insulin in Méusen zum Einsatz kam. Zwischen dem
Insulinrezeptor des Menschen und der Maus besteht jedoch eine sehr hohe Homologie von {iber
94%. Die daraus folgende Annahme, dass exogen zugefiihrtes Humaninsulin in der Maus eine dem
endogen produzierten Mausinsulin nahezu identische Wirkung am Insulinrezeptor hat, lie} sich

anhand der guten Blutzuckerkontrolle, gemessen an den HbA,.-Werten, bestatigen.

Eine Insulinresistenz und ein konsekutiv erhohter Insulinserumspiegel, wie sie bei Typ 2-
Diabetikern zu finden sind, erh6ht das Risiko an einem Kolonkarzinom zu erkranken (Berster und
Goke, 2008; Larsson et al., 2005). Daher ist die Interaktion zwischen Insulin und dem IGF-1-
Rezeptor, der durch die Vermittlung von Proliferation, Apoptosechemmung (Hakam et al., 1999;
Michell et al., 1997) und vermutlich Metastasierung (Baserga, 1995) eine wichtige Rolle in der
Kolonkarzinogenese spielt, von grofler Bedeutung. So ist auch die in vitro beschriebene
Mitogenitit von Insulin Glargin am ehesten auf dessen gesteigerte IGF-1R-Affinitét im Vergleich
zu Humaninsulin zuriickzufiihren. Da die in vifro Mitogenititsstudien (Kurtzhals et al., 2000;
Sommerfeld et al., 2010) mit humanen Insulinen an humanen Zelllinien durchgefiihrt wurden, stellt
sich die Frage, wie humanes Insulin mit dem IGF-1-Rezeptor der Maus in vivo interagiert. Ahnlich
wie der Insulinrezeptor, ist auch das IGF-1-System durch eine starke genetische Konservierung
zwischen den Spezies gekennzeichnet und zeigt sich in einer hohen Homologie des IGF-1-
Rezeptors von 95,7% zwischen Maus und Mensch. In der Maus sind der IGF-1- und
Insulinrezeptor zu 84% homolog zueinander (http://ca.expasy.org/tools/blast/), wodurch auch die

rezeptoriibergreifenden Effekte von Humaninsulin am IGF-1-Rezeptor der Maus zur Geltung



5 Diskussion 71

kommen sollten. Die Maus ist daher ein geeignetes Modell zur Untersuchung der in vivo Effekte

von Insulin.

Die IGF-1-Achse spielt in der Kolonkarzinogenese eine wichtige Rolle. Dies zeigt sich zum
Beispiel in Nagern durch die Erhéhung der Kolonepithelproliferation durch chronische IGF-1-Gabe
(Steeb et al., 1994) und das gebremste Kolonkarzinomwachstum bei erniedrigten IGF-1-Spiegeln
(Dy et al., 1992). In den vorliegenden Experimenten wurde eine lange Versuchsdauer gewahlt, um
systemische Adaptationsvorgdnge innerhalb der IGF-1-Achse zuzulassen. So konnte Insulin
Glargin auf Hohe der Hypophyse durch verstidrktes negatives Feedback iiber IGF-1R die
Ausschiittung von GH und damit die IGF-1-Synthese in der Leber supprimieren. In den
durchgefiihrten Versuchen wurde jedoch kein Feedbackeffekt auf den IGF-1-Spiegel durch Insulin
Glargin beobachtet. Dies steht in Einklang mit einer Studie im Menschen, in der eine Behandlung
mit Insulin Glargin nicht zu reduzierten IGF-1-Spiegeln fiihrte (Slawik et al., 2006). In den hier
vorliegenden Experimenten fiel der IGF-1-Spiegel im Versuchsverlauf gleichermaflen in allen
Gruppen unabhéngig von Placebo, Insulintherapie und -typ. Im Menschen ist ein IGF-1-Abfall
durch zunehmendes Alter und einen hoheren BMI beschrieben (Gram et al., 2006; Tiryakioglu et
al., 2003). Beides mag wahrscheinlich auch in den adipdsen Méausen der hier vorliegenden Arbeit

zu den sinkenden IGF-1-Spiegeln gefiihrt haben.

Eine groBere Rolle als der IGF-1-Serumspiegel, der sowohl freies wie auch proteingebundenes
IGF-1 beinhaltet, spielt dessen Bioverfiigbarkeit. Daher wurden neben den IGF-1-Spiegeln auch
die Spiegel von IGFBP-2 und IGFBP-3 bestimmt (Nagel et al, 2010). IGFBP-3 ist ein
Serumprotein an das ca. 75% des zirkulierenden IGF-1 1:1 gebunden sind. Der Quotient aus IGF-1
und IGFBP-3 gilt daher als Surrogatparameter fiir ungebundenes und damit biologisch wirksames
IGF-1. Hohe Spiegel an freiem IGF-1 und niedrige IGFBP-3-Spiegel sind mit einem erhohten
Krebsrisiko assoziiert (Schoen et al., 2002). In den hier durchgefiihrten Versuchen war der IGF-
1/IGFBP-3 Quotient in beiden Insulingruppen gleich und lag in der Proliferationsstudie deutlich
iiber den Werten der Kontrollgruppe. In der ACF-Studie, bei der geringere Insulindosen zur
Blutzuckerkontrolle ausreichten, zeigte sich das gleiche Bild ohne statistische Signifikanz zu
erreichen. Dies ldsst vermuten, dass die erhdhten Spiegel an freiem IGF-1 in insulinbehandelten
Tieren unabhidngig vom verwendeten Insulintyp zur erhohten Proliferation und potentiell zur
verstirkten ACF-Ausbildung beigetragen haben. Dabei kann nicht ausgeschlossen werden, dass die
hohen Spiegel an IGFBP-2 in den NaCl Kontrollmdusen, wie fiir die Karzinomzelllinien LS513
und HT-29 beschrieben (Hoflich et al., 1998), zur verminderten Proliferation beigetragen haben.
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Ein weiterer Adaptationsmechanismus durch eine Langzeitinsulinbehandlung ist die potentielle
Veranderung der IGF-1R- bzw. Insulinrezeptorexpression auf zellulirer Ebene. Eine solche
Herabregulierung ist fiir erhohte IGF-1-Spiegel von Schillaci et al. beschrieben (Schillaci et al.,
1998). In der vorliegenden Arbeit wurde versucht diesen Feedbackmechanismus durch den
immunhistochemischen Nachweis von IGF-1R zu analysieren. Dies gelang jedoch aufgrund starker
Kreuzreaktivitdt zwischen dem murinen IGF-1- und Insulinrezeptor nicht. Ebenso war es aufgrund
starker Degradierung der RNA infolge der Gewebeprozessierung nicht mdglich, den Rezeptorstatus
mittels Genexpression sowie andere intrazelluldre Signalstudien durchzufiihren. Dies limitiert die
vorliegenden Studien, da nicht beurteilt werden kann, ob Insulin Glargin und NPH-Insulin in vivo
per se den gleichen pro-proliferativen Effekt haben, oder eine verstirkte IGF-1R vermittelte
Mitogenitidt von Insulin Glargin bei Langzeitgabe durch IGF-1R-Herabregulierung kompensiert

wird.

Eine weitere Limitierung der hier durchgefiihrten Studien ist die Bestimmung der
Insulinserumspiegel mittels eines ELISAs fiir Mausinsulin. Mit diesem ELISA wurde in den
insulinbehandelten Mausen eine Mixtur aus endogenem Mausinsulin und exogenem Humaninsulin
gemessen ohne deren jeweils individuellen Beitrag quantifizieren zu kdnnen. Die Insulinspiegel der
beiden insulinbehandelten Gruppen waren bei beiden Versuchen 100-fach hdher als in der NaCl
Kontrollgruppe und miissen daher vornehmlich durch das exogene Insulin verursacht worden sein.
Bei sonst gleichen Versuchsbedingungen miissen daher auch die beobachteten Effekte durch die
chronische Insulinapplikation vermittelt worden sein. AuBlerdem ist zu beriicksichtigen, dass der
verwendete Mausinsulin-ELISA unterschiedliche Affinitéten fiir NPH-Insulin und Insulin Glargin
von 300% bzw. 109% relativ zu Mausinsulin aufweist (Produktinformation Insulin (Mouse)

Ultrasensitive ELISA, v1.5: November 8, 2010, ALPCO Immunoassays).

Trotz Dosierungen, mit denen sowohl Insulin Glargin wie auch NPH-Insulin den Blutzuckerspiegel
vergleichbar gut kontrollierten, wurden in den Insulin Glargin behandelten Gruppen teils doppelt so
hohe Insulinspiegel gemessen wie in der NPH-Insulin Gruppe. Dies mag darauf zuriickzufiihren
sein, dass nur ein Teil des subkutan applizierten Insulin Glargins unveréndert in die Zirkulation
eintritt, wiahrend der groBte Teil in die beiden ebenfalls ELISA-affinen Metabolite M1 (GlyA21
Insulin) und M2 (GlyA21,des-Thr30B Insulin) metabolisiert wird (Kuerzel et al., 2003). Die
genaue Affinitdt von M1 bzw. M2 fiir den hier verwendeten ELISA ist bisher nur unzureichend
untersucht. Obwohl anzunehmen ist, dass ein betrdchtlicher Teil des applizierten Insulin Glargins
unverdndert das Kolon erreicht, gibt es im Menschen erste Hinweise auf beachtliche

interindividuelle Unterschiede beziiglich der Metabolisierung von Insulin Glargin im Serum (Agin
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et al., 2007). Dies diirfte auch der Grund fiir die hohe interindividuelle Streuung innerhalb der
Insulin Glargin Gruppe sein. Der direkte Vergleich der Insulinserumspiegel ist daher nicht sinnvoll.
Es muss daraus vielmehr gefolgert werden, dass die Gabe von Insulin Glargin in einer Dosierung,
die eine vergleichbare Blutzuckereinstellung wie NPH-Insulin bewirkt, zu keiner Steigerung der

Kolonepithelproliferation oder ACF-Ausbildung fiihrt.

Wihrend Insulin Glargin in den in vitro Versuchen von Kurtzhals et al. im Vergleich zu
Humaninsulin eine gesteigerte Mitogenitidt von 700-800% aufweist, besitzt sein Metabolit M1
(GlyA21 Insulin) nur eine 25%ige Affinitdt zum IGF-1R mit ebenso niedriger mitogener Potenz
(Kurtzhals et al., 2000). Insulin Glargin verliert durch den Aminoséureaustausch Asp—Gly an
Stelle 21 der A-Kette sein gesteigertes mitogenes Potential, wihrend die Affinitit zum
Insulinrezeptor davon unberiihrt bleibt. Bestdtigt werden diese Beobachtungen durch in vitro
Untersuchungen an der Osteosarkomzelllinie Saos-2, in der Insulin Glargin und seine beiden
Metabolite M1 und M2 jeweils eine leicht geringere Aktivierung des Insulinrezeptors relativ zu
Humaninsulin zeigen. Wéhrend Insulin Glargin in diesen Versuchen eine hohere Affinitét zum IGF-
IR und stérkere mitogene Eigenschaften aufweist, gilt dies nicht fiir seine beiden Metabolite M1
und M2. Diese haben sogar eine 1,5- bis 2-fach niedrigere IGF-1R-Affinitét als Humaninsulin und
besitzen eine 1,5-fach geringere Mitogenitit (Sommerfeld et al., 2010). Es konnte daher sein, dass
das hohe mitogene Potential von Insulin Glargin durch die geringere Mitogenitdt seiner Metabolite
in vivo kompensiert wird, wiahrend die Eigenschaften zur Blutzuckerkontrolle davon unberiihrt
bleiben. Die Metabolisierung von Insulin Glargin konnte damit eine entscheidende Rolle fiir die
Diskrepanz zwischen der starken in vitro Mitogenitit und der fehlenden in vivo Steigerung der
Kolonepithelproliferation und ACF-Ausbildung im Mauskolon relativ zu NPH-Insulin spielen. Zur
genauen Erforschung dieser Zusammenhinge, wire die Bestimmung der beiden Metaboliten M1
und M2 in Zusammenarbeit mit Sanofi-Aventis mdglich gewesen. Bewusst wurde jedoch die

vorliegende Arbeit unabhingig und ausschlielich mit akademischen Mitteln finanziert.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden zwei Stadien in der friihen Kolonkarzinogenese, ndmlich
Proliferation und ACF-Bildung, in zwei unabhédngigen Mausexperimenten untersucht. Unsere
Ergebnisse zeigen, dass eine chronische, exogene Insulinzufuhr zur Kontrolle des Blutzuckers in
einem Typ-2-Diabetes-Mausmodell die Kolonepithelproliferation und die Ausbildung von ACFs
verstirkt. Auch wenn die hier beobachteten Effekte von Insulin auf frithe Stadien der
Kolonkarzinogenese gemeinsam mit der Literatur auf ein erhohtes Kolonkarzinomrisiko hinweisen,
ist die Behandlung mit Insulin aufgrund der schwerwiegenden, vor allem kardiovaskuldren

Folgeerkrankungen in der Therapie des Diabetes unerldsslich. Vielmehr miissten zur Optimierung
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der Patientenversorgung diese Erkenntnisse, wie bereits von Berster und Goke diskutiert (Berster

und Goke, 2008), Bestandteil einer individuellen Darmkrebsfritherkennung werden.

Bei der Betrachtung von Insulin Glargin zeigen die vorliegenden Befunde, dass es in diesen frithen
Stadien der Kolonkarzinogenese in diabetischen Méusen weder stirker proliferativ noch stéirker
ACF-fordernd wirkt als NPH-Insulin in gleicher Dosierung. Aus diesen Beobachtungen heraus
ergeben sich damit keine Hinweise auf ein moglich erhohtes Risiko fiir frithe Stadien der
Kolonkarzinogenese durch Insulin Glargin. Auch wenn diese Ergebnisse nicht direkt auf den
Menschen {iibertragbar sind, liefert die vorliegende mausexperimentelle Arbeit einen wichtigen
Baustein zur Bewertung der in vivo Effekte von Insulin Glargin im Hinblick auf die
Kolonkarzinomentstehung. Die Untersuchung der Effekte von Insulin Glargin auf die
Adenominitiation bzw. Adenom-Karzinom-Progression waren nicht Bestandteil dieser Arbeit. Es
kann daher an dieser Stelle nicht ausgeschlossen werden, dass sich moglicherweise stiarkere pro-
karzinogene Effekte von Insulin Glargin erst in einem spéteren Stadium der Kolonkarzinogenese
zeigen. IGF-1 ist eng mit Zellproliferation und malignem Wachstum verbunden (Baserga, 1995;
Michell et al., 1997) und vermittelt seine Wirkung vor allem iiber den IGF-1R. Insulin Glargin hat
in vitro eine hohere IGF-1R-Affinitdt und stirkere pro-proliferative FEigenschaften als
unmodifiziertes Insulin  (Kurtzhals et al., 2000). Erst kiirzlich verdffentlichte
Genexpressionanalysen von normaler Kolonschleimhaut, -polypen und -karzinomen geben
Hinweise auf eine Zunahme der IGF-1R-Expression wihrend der Adenom-Karzinom-Sequenz
(Shan et al,, 2011). Diese Tatsache ldsst vermuten, dass die mdglichen pro-karzinogenen
Eigenschaften von Insulin Glargin in vivo erst in einem spateren Stadium der Kolonkarzinogenese

von Bedeutung sind.

Es werden daher an die vorliegende Arbeit ankniipfend zusétzliche in vivo Studien benétigt, die die
gemachten Beobachtungen bestitigen und die Untersuchungen auf spétere Stadien der
Kolonkarzinogenese (Adenominitiation, Adenom-Karzinom-Progression) ausweiten. Dariiber
hinaus sind sicherlich Studien erforderlich, die die Bedeutung der Metabolisierung von Insulin

Glargin fiir dessen in vivo Effekte auf die Kolonkarzinogenese untersuchen.

Da aufgrund fehlender Konsistenz der bisher verdffentlichten in vivo Studien die Frage nach dem
Gesundheitsrisiko durch Insulin Glargin im Menschen noch nicht endgiiltig beantwortet ist, sind
unbedingt prospektive Langzeitstudien zur Evaluierung der Sicherheit von Insulin Glargin
notwendig. Solange die Sicherheit von Insulin Glargin nicht durch solche prospektiven
Langzeitstudien mit aussagekréftigen Ergebnissen bestétigt wird, sind die klinischen Vorteile von

Insulin Glargin gegeniiber konventionellem Insulin kritisch abzuwigen.
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Tabelle 5.1: Korpergewicht im Proliferationsversuch.

Behandlungstag Korpergewicht (g) p-Wert
Glargin (n=6) NPH (n=6) NaCl (n=4) Glargin vs. NPH Insulin vs. NaCl

0 25,63+£2,4 24,3743,49 24,9+1,56 0,48 0,95
7 30,22+1,93 28,6+2,73 29,13£1,65 0,26 0,83
14 35,77+1,6 33,83+2,14 33,43£1,93 0,11 0,26
21 40,8+1,71 38,95+2,04 38,48+1,96 0,12 0,25
28 45,47+2,06 43,13+1,86 41,15+1,55 0,07 0,02
35 49,62+2,39 47,12+1,83 44,28+1,57 0,07 0,01
42 53,3242,9 50,73+1,81 46,28+1,73 0,09 <0,01
49 56,82+3,12 53,33£1,19 47,65+1,83 0,03 <0,01
56 58,98+2,96 55,32+2,38 47,1+2,19 0,04 <0,01
63 62,72+3,73 58,93+2,3 48,65+2,9 0,06 <0,01
70 64,67+3,89 60,9+1,9 49,9343,03 0,06 <0,01
77 66,12+3,42 62,83+1,3 49,43+3,98 0,05 <0,01
84 67,22+3,39 63,73+1,64 49,63+4,04 0,05 <0,01
91 69,48+3,86 65,97+1,28 50,13£5,23 0,06 <0,01
98 70,28+3,92 67,82+1,29 50,85+5,46 0,17 <0,01
105 70,72+3,38 68,98+1,18 49,8846,12 0,26 <0,01
112 71,7244,03 68,85+1,52 50,35+6,36 0,14 <0,01
119 72,28+3,8 69,35+1,55 49,53+7,61 0,11 <0,01
126 73,38+4,41 71,1+2,33 48,78+11,04 0,29 <0,01
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Tabelle 5.2: Absolute Futteraufnahme im Proliferationsversuch.

Behandlungstag Futteraufnahme absolut (g) p-Wert
Glargin (n=6) NPH (n=6) NaCl (n=4) Glargin vs. NPH Insulin vs. NaCl

16 6,25+0,76 6,21£0,14 6,2+0,37 0,95 0,06
20 6,67+0,7 6,45+0,12 6,41£0,21 0,71 0,67
24 6,54+0,7 6,15+0,28 6,3+0,03 0,54 0,90
28 6,62+0,7 6,37+0,47 6,22+0,02 0,72 0,51
32 6,12+0,69 6,23+0,65 6,27+0,28 0,89 0,84
36 6,35+0,86 6,31+0,55 6,14+0,3 0,96 0,70
40 6,21+0,77 6,31+0,77 6,07+0,28 0,91 0,72
44 6,39+1,02 6,18+0,15 6,24+0,42 0,80 0,93
48 6,19+0,58 6,09+0,17 6,29+0,02 0,84 0,62
52 5,8620,69 5,49+0,04 6,17+0,55 0,52 0,30
56 5,95+0,33 5,69+0,62 5,49+0,58 0,66 0,47
60 5,56+0,46 5,2240 5,65+0,91 0,41 0,60
64 5,51+0,21 4,97+0,05 5,75+0,05 0,07 0,12
68 5,7+0,07 4,83+0,45 5,72+0,13 0,11 0,36
7 5,48+0,57 5,0620,9 5,84+0,02 0,64 0,32
76 5,13+0,6 4,39+0,64 5,41+0,18 0,36 0,27
80 5,18+0,78 4,83+0,82 5,77+0,13 0,70 0,21
84 5,01£0,06 4,3940,51 5,78+0,37 0,23 0,05
88 5,15+0,42 4,55+0,22 5,73+0,1 0,22 0,06
92 4,93+0 4,59+0,44 5,46+0,13 0,39 0,05
96 4,86+0,19 4,69+0,02 5,85+0,09 0,33 0,00
100 4,56+0,58 4,4+0,28 5,56+0,71 0,76 0,06
104 4,51£0,74 4,18+0,18 5,43+0,41 0,61 0,05
108 4,57+0,52 4,51+0,17 5,87+0,62 0,91 0,02
112 4,64+0,26 4,3240,19 5.42+0,84 0,30 0,09
116 4,27+0,49 4,54+0,1 4,92+0,25 0,53 0,13
120 4,36+0,69 4,42+0,26 5,2+0,03 0,92 0,93
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Tabelle 5.3: Relative Futteraufnahme zum Koérpergewicht im Proliferationsversuch.

Behandlungstag Futteraufnahme (g) / Korpergewicht (g) p-Wert
Glargin (n=6) NPH (n=6) NaCl (n=4) Glargin vs. NPH Insulin vs. NaCl

16 0,181+0,016 0,177+0,005 0,179+0,009 0,77 0,96
20 0,163+0,017 0,166+0,006 0,17£0,012 0,82 0,56
24 0,163+0,011 0,161+0,004 0,166+0,006 0,89 0,52
28 0,149+0,01 0,145+0,007 0,157+0,001 0,69 0,16
32 0,142+0,009 0,143+0,011 0,149+0,002 0,97 0,38
36 0,126+0,009 0,133+0,013 0,144+0,004 0,59 0,13
40 0,125+0,01 0,129+0,01 0,137+0,004 0,72 0,21
44 0,118+0,008 0,125+0,013 0,133+0,003 0,60 0,19
48 0,117+0,013 0,118+0,002 0,13540,006 0,92 0,05
52 0,11+0,005 0,113+0,002 0,133+0,003 0,44 <0,01
56 0,101+0,007 0,1£0 0,13140,012 0,78 0,01
60 0,1+0 0,101£0,012 0,117+0,012 0,93 0,09
64 0,091+0,002 0,09+0,001 0,12+0,019 0,75 0,02
68 0,089+0,009 0,084+0,002 0,121£0,001 0,52 <0,01
72 0,09+0,006 0,08+0,006 0,12+0,004 0,24 0,01
76 0,085+0,004 0,082+0,013 0,122+0,003 0,80 <0,01
80 0,078+0,005 0,071+0,009 0,112+0,001 0,41 <0,01
84 0,078+0,008 0,077+0,011 0,121+0,008 0,95 <0,01
88 0,075+0,003 0,069+0,006 0,119+0,01 0,35 <0,01
92 0,075+0,002 0,071+0 0,115+0,003 0,13 <0,01
96 0,071+0,003 0,071+0,003 0,109+0,001 0,95 <0,01
100 0,07+0 0,072+0,005 0,117+0,001 0,57 <0,01
104 0,065+0,006 0,067+0,001 0,11£0,015 0,70 <0,01
108 0,064+0,008 0,063+0,001 0,108+0,008 0,85 <0,01
112 0,065+0,004 0,068+0,006 0,117+0,014 0,63 <0,01
116 0,065+0,001 0,065+0,005 0,108+0,017 0,85 0,01
120 0,06+0,004 0,067+0,001 0,099+0,005 0,14 <0,01
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Tabelle 5.4: Korpergewicht im ACF-Versuch.

Behandlungstag Korpergewicht (g) p-Wert
Glargin (n=15)  NPH (n=18) NaCl (n=10) Glargin vs. NPH Insulin vs. NaCl

0 18,93+3,38 18,8943,4 18,89+3,4 0,97 0,99
7 24,4443 36 23,96+3,23 2431425 0,68 0,91
14 29,02+2,73 27,9343,08 28,0542,17 0,29 0,71
21 32,15+2,05 3143,1 31,26+1,99 0,23 0,78
28 33,91+1,91 32,58+3,21 32,5442,03 0,17 0,50
35 35,3742,22 34,49+3,31 33,8342 0,39 0,28
42 36,67+2,01 35,54+3,28 34,26+1,82 0,26 0,06
49 37,77£2,15 37,05£3,16 35,47+1,72 0,46 0,04
56 38,56+2,24 38,14+2,89 35,92+1,85 0,65 0,01
63 39,57+2,49 39,09+2,9 36,68+1,93 0,62 0,01
70 40,09+2,72 39,74+2,88 36,76+1,94 0,73 <0,01
77 39,84+2,39 40,93+3,3 37,9542,62 0,97 0,02
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Tabelle 5.5: Absolute Futteraufnahme im ACF-Versuch.

Behandlungstag Futteraufnahme absolut (g) p-Wert
Glargin (n=15)  NPH (n=18) NaCl (n=10) Glargin vs. NPH Insulin vs. NaCl

4 4,01+0,29 3,85+0,34 3,95+0,29 0,55 0,91
8 5,03+0,21 4,77+021 4,85+0,1 0,17 0,88
12 4,95+0,26 4,96+0,41 4,5340,09 0,95 0,12
16 5,21+0,3 4,64+0,24 4,86+0,13 0,04 0,92
20 5,14+0,19 4,78+0,3 5,04+0,04 0,14 0,66
24 4,33+0,73 3,96+0,35 4,1+0,23 0,40 0,96
28 5.49+1,2 4,41%0,55 4,38+0,04 0,17 0,51
32 4,72+0,95 4,2+0,65 3,6+0,23 0,43 0,20
36 5,23+0,97 4,99+0,97 4,24+0,06 0,77 0,24
40 4,36+1,02 3,37+0,23 3,41£0,21 0,11 0,54
44 4,74+0,55 4,03+0,59 3,92+0,21 0,17 0,41
48 5,25+1,12 4,25+0,39 4,36+0,59 0,55 0,91
52 4,37+0,43 4,2+0,87 3,72+0,64 0,17 0,88
56 5.24+1,21 3,9+0,37 4,99+0,33 0,95 0,12
60 5,08+1,59 4,16+0,83 3,63+0,22 0,04 0,92
64 4,58+0,95 4,24+0,56 3,74+0,17 0,14 0,66
68 4,23+0,95 3,44+0,44 2,87+0,01 0,40 0,96
72 4,53+0,95 3,79+0,45 2,88+0,11 0,17 0,51
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Tabelle 5.6: Relative Futteraufnahme zum Korpergewicht im ACF-Versuch.

Behandlungstag Futteraufnahme (g) / Korpergewicht (g)

p-Wert

Glargin (n=15)  NPH (n=18) NaCl (n=10)

Glargin vs. NPH

Insulin vs. NaCl

4 0,203+0,015 0,193+0,01 0,240

8 0,217+0,015 0,205+0,01 0,210,014
12 0,193+0,021 0,193+0,005 0,175+0,007
16 0,187+0,006 0,165+0,006 0,1740

20 0,173+0,006 0,168+0,01 0,175+0,007
24 0,14+0,02 0,128+0,01 0,13+0

28 0,17+0,03 0,14+0,012 0,135+0,007
32 0,143+0,023 0,13+0,014 0,11+0,014
36 0,153+0,023 0,148+0,022 0,125+0,007
40 0,127+0,021 0,098+0,005 0,140

44 0,133+0,015 0,115+0,013 0,11%0

48 0,147+0,029 0,120,008 0,125+0,007
52 0,12+0,01 0,115+0,021 0,11+0,014
56 0,14+0,03 0,103+0,013 0,14+0,014
60 0,133+0,042 0,1120,022 0,105+0,007
64 0,123+0,023 0,110,014 0,105+0,007
68 0,1130,023 0,09+0,008 0,080

72 0,117+0,025 0,095+0,013 0,08+0

0,30
0,27
0,94
0,00
0,40
0,32
0,12
0,38
0,75
0,04
0,15
0,30
0,27
0,94
0,00
0,40
0,32
0,12

0,77
1,00
0,10
0,66
0,46
0,80
0,37
0,11
0,15
0,52
0,32
0,77
1,00
0,10
0,66
0,46
0,80
0,37
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Tabelle 5.7: Blutzuckerspiegel im ACF-Versuch.

Behandlungstag Blutzuckerspiegel (mg/dl) p-Wert
Glargin (n=15)  NPH (n=18) NaCl (n=10) Glargin vs. NPH Insulin vs. NaCl

4 120,67+43,47 131,22+30,98 166,3£97,16 0,42 0,06
7 155,13+£30,34 171,944+37,39 215,64+65,22 0,17 <0,01
14 199,07+76,1 195,5+61,64 249,2+58,69 0,88 0,03
21 148,93+49,02 155,89+71,19 225,3483,11 0,75 <0,01
28 140,53+64,27 149,44+79,81 217,1£89,71 0,73 0,01
35 115,27+£69,21 115,28+48,12  221,8479,52 1,00 <0,01
45 121,33+59,56 139,28+63,06 233,34+90,23 0,41 <0,01
49 115,93+55,46 144,72+67,23 287,5+77,92 0,20 <0,01
59 106,8+37,88 98,61+46,95 251,7+138.8 0,59 <0,01
63 104,67+48,01 99,39+62,38 241,7+112,51 0,79 <0,01
70 135,13+64,34  139,06£84,96  231,2+126,02 0,88 0,01
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