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Einleitung 1 

1 Einleitung 

Mit rund 54400 Neuerkrankungen und 29700 Todesfällen pro Jahr ist das kolorektale 

Karzinom (colorectal carcinoma - CRC) sowohl bei Männern als auch bei Frauen die 

zweithäufigste Tumorerkrankung in Deutschland (Angaben der deutschen 

Krebsgesellschaft e.V. für das Jahr 2000). Dabei beträgt der Anteil der 

Erkrankungen, der auf eine genetische Disposition zurückzuführen ist, nur 10%. Die 

meisten Fälle von Darmkrebs werden durch exogene Faktoren hervorgerufen, die zur 

Entstehung des sporadischen CRC beitragen. Zu diesen Risikofaktoren zählen 

insbesondere die Ernährung (z.B. N-Nitrosamine), der Lebensstil (z.B. mangelnde 

Bewegung) sowie Umweltbelastungen (Midgley & Kerr 1999; Willett 2001). Nach 

einer allgemein anerkannten Hypothese entwickelt sich das Kolonkarzinom in einem 

mehrstufigen Prozess, in dem es zur Akkumulation von Mutationen kommt. Dabei 

entstehen zunächst aberrante Krypten Foci (ACF), die sich zu adenomatösen 

Polypen und schließlich zu invasiven und metastasierenden Kolonkarzinomen 

weiterentwickeln können (Cheng & Lai 2003; Fearon & Vogelstein 1990; Kinzler & 

Vogelstein 1996)  

In den letzten zehn Jahren wurde der Bedeutung des IGF-Systems in der 

Kolonkarzinogenese große Aufmerksamkeit geschenkt. Dabei wird insbesondere 

dem IGF-Bindungsprotein IGFBP-2 eine wichtige Rolle zugesprochen. Als das 

zweithäufigste IGF-Bindungsprotein in der Blutzirkulation, vermag IGFBP-2 das 

Wachstum von Zellen sowohl in vitro als auch in vivo zu hemmen. Aus 

verschiedenen Zellkulturstudien ist allerdings bekannt, dass IGFBP-2 das Wachstum 

insbesondere von Tumorzellen nicht nur hemmen, sondern häufig auch stimulieren 

kann. Zudem kann IGFBP-2 in vitro die Expression von Proliferations-hemmenden 

und Invasions-relevanten Genen in Tumorzellen regulieren. Daneben weisen auch 

eine Reihe klinischer Studien auf eine bedeutende Rolle von IGFBP-2 in 

verschiedenen Tumorerkrankungen hin. Bei manifestierter Tumorerkrankung ist die 

IGFBP-2-Konzentration im Serum erhöht und korreliert mit dem Grad der Malignität 

sowie mit Tumormarkern des Ovarial-, Prostata- und des Kolonkarzinoms. Auch im 

Tumorgewebe selbst wird IGFBP-2 verstärkt exprimiert. Für IGFBP-2 werden dabei 

sowohl IGF-abhängige als auch IGF-unabhängige Wirkmechanismen beschrieben. 

Die Frage, ob IGBFP-2 in der Kolonkarzinogenese tatsächlich von Bedeutung ist 

bzw. in welchem Tumorstadium und über welche Mechanismen IGFBP-2 seine 

mögliche Wirkung entfaltet, ist derzeit jedoch noch unklar. 
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Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, einen Beitrag zur Beantwortung dieser 

offenen Fragestellungen zu leisten. Hierzu wird ein etabliertes IGFBP-2-transgenes 

Mausmodell (Hoeflich et al. 1999) eingesetzt, in dem die Kolonkarzinogenese 

chemisch induziert wird und somit das sporadische Kolonkarzinom des Menschen 

nachstellt. Durch die erhöhten systemischen und lokalen IGFBP-2-Spiegel der 

IGFBP-2-transgenen Mäuse werden die in der Kolonkarzinogenese progressiv 

ansteigenden Konzentrationen von IGFBP-2 imitiert. Um herauszufinden, wo IGFBP-

2 in den mehrstufigen Prozess der Kolonkarzinogenese einzugliedern ist, wird die 

Funktion von IGFBP-2 in einem zweistufigen Modell analysiert. 
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aufrechterhalten (Renehan et al. 2002; Roberts et al. 1997). Durch eine gesteigerte 

Proliferation oder eine gehemmte Apoptose, kann es zu einem hyperplastischen 

Wachstum bzw. zur Entstehung von Neoplasien kommen (siehe Abbildung 2.1). 

Somit können Tumoren durch die Aktivierung oder Hemmung von Genen, die den 

Prozess von Proliferation und Apoptose regulieren, entstehen (Lengauer et al. 1998; 

Shanmugathasan & Jothy 2000). Im normalen Kolonepithel werden Mutationen im 

Verlauf der Migration entlang der Kryptenachse durch Apoptose der mutierten Zelle 

beseitigt. Mutationen, die diesen apoptotischen Prozess unterbinden, tragen somit 

zur Tumorentstehung bei (Shanmugathasan & Jothy 2000).  

 

2.1.2 Die chemisch induzierte Kolonkarzinogenese 

2.1.2.1 Mechanismus der chemisch induzierten Kolonkarzinogenese  

Die Entstehung von Krebs durch chemische Kanzerogene wurde bereits in den 40er 

Jahren des vergangenen Jahrhunderts beschrieben (BERENBLUM & Shubik 1949). 

In dem von Berenblum und Shubik beschriebenen Modell wird die Tumorentstehung 

in zwei Stufen, der Initiation und der Promotion, erläutert. Dieses Zwei-Stufen-Modell, 

das zunächst anhand der Entstehung von Hauttumoren erstellt wurde, findet auch in 

der Beschreibung von Tumorerkrankungen anderer Organe wie Leber (Peraino et al. 

1971), Lunge (Witschi et al. 1977) und Kolon (Reddy et al. 1977) Anwendung. In der 

Phase der Initiation sind die Zellen dem karzinogenen Agens ausgesetzt, wobei das 

Karzinogen als mutagener Stimulus fungiert (Miller & Miller 1981). Ein Promotor, der 

per se nicht als mutagen definiert ist, verursacht durch Beschleunigung der 

Proliferation eine Verkürzung der Zeit für z.B. DNA-Reparaturprozesse und führt 

somit zu einem erhöhten Auftreten von Mutationen, die letztlich zur Entstehung eines 

neoplastischen Phänotyps beitragen können (Deschner et al. 1983; Potter 1980; 

Slaga 1983; Deschner 1978). In der Phase der Promotion kommt es somit zur 

klonalen Expansion der initiierten Zellen, was von genotypischen und 

phänotypischen Veränderungen begleitet ist (Kuraguchi et al. 2001; Bird 1995). Die 

dritte Stufe dieses Karzinogenese-Modells, um die das ursprünglich von Berenblum 

und Shubik entwickelte Modell inzwischen erweitert wurde, ist die Progression. 

Dieser Prozess, in dem sich weitere Mutationen ereignen und der zu einer 

zunehmenden genomischen Instabilität beiträgt, führt schließlich zur malignen 

Entartung (Pitot 1989; Warren et al. 1993). 
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verschiedenen Mausstämme zeigen, in Abhängigkeit vom jeweiligen genetischen 

Hintergrund, eine gegenüber dem chemischen Karzinogen unterschiedliche 

Sensitivität (Deschner et al. 1983; Kuraguchi et al. 2001; Tudek et al. 1989; 

Thurnherr et al. 1973; Papanikolaou et al. 2000). C57BL/6J-Mäuse haben eine im 

Vergleich zu anderen Mausstämmen geringere Entstehungsrate von neoplastischen 

Veränderungen im Kolon (Kuraguchi et al. 2001; Thurnherr et al. 1973). 

Da die Entstehung von Kolontumoren in Nagern durch chemische Induktion mit DMH 

viele Gemeinsamkeiten mit der Entstehung des sporadischen Kolonkarzinoms des 

Menschen aufweist, wird dieses Modell für verschiedene Studien des humanen CRC 

angewendet (Cheng & Lai 2003). 

 

2.1.3 Stadien des Kolonkarzinoms 

2.1.3.1 Aberrante Krypten Foci  

Aberrante Krypten Foci (ACF) wurden erstmals 1987 im Methylenblau-gefärbten 

Kolon von Mäusen, die mit einem Karzinogen behandelt wurden, gefunden (Bird 

1987). Kurz darauf wurde diesen ACF eine Bedeutung für die Entstehung von 

Kolontumoren in mit einem Karzinogen behandelten Mäusen beigemessen (McLellan 

& Bird 1988). Wenige Jahre später wurden ACF mit Hilfe der Methylenblau-Färbung 

auch beim Menschen identifiziert und quantifiziert (Roncucci et al. 1991; Pretlow et 

al. 1991). Diese wiesen große Gemeinsamkeiten mit den ACF auf, die im Kolon von 

Mäusen gefunden wurden. 

Im Lichtmikroskop erscheinen die ACF im Methylenblau-gefärbten Kolon im 

Vergleich zum umliegenden Kolonepithel vergrößert, haben ein ovales bis 

ellipsenförmiges Lumen, ein verdicktes Epithel und ein erhöhtes perikryptales Lumen 

(Bird 1987; Roncucci et al. 1991; Pretlow et al. 1991; Pretlow et al. 1992).  

Mehrere aberrante Krypten bilden einen Focus, der durch den Prozess der 

Kryptenteilung (crypt fission) (Bird 1995; Fujimitsu et al. 1996) entsteht. Dieser 

Prozess beginnt an der Kryptenbasis, setzt sich lumenwärts fort und führt zur Bildung 

eines größeren Focus (Otori et al. 1995). Die Anzahl aberranter Krypten pro Focus, 

die sogenannte crypt multiplicity, ist für das Potential der ACF zur Tumorentstehung 

von Bedeutung (Papanikolaou et al. 2000; Uchida et al. 2001).  
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Verschiedene Studien zeigen, dass die ACF der Nager mit denen des Menschen 

Gemeinsamkeiten aufweisen und bestärkten die These, dass ACF vermutlich 

präneoplastische Läsionen des Kolonkarzinoms bei beiden Spezies sind. ACF sind 

sowohl beim Menschen (Shpitz et al. 1998; Nascimbeni et al. 1999) als auch beim 

Nager (Furukawa et al. 2002) vor allem im distalen Bereich des Kolons lokalisiert, in 

dem auch Tumoren entstehen (Pretlow et al. 1991; Roncucci et al. 1998). Die Anzahl 

der ACF, vor allem im distalen Kolon, nimmt mit der Entstehung von Tumoren ab 

(Bird 1995). In ACF wurde eine erhöhte Proliferationsrate nachgewiesen (Otori et al. 

1995; Roncucci et al. 1993). Zudem weisen ACF verschiedene Mutationen auf, zu 

denen u.a. Mutationen der Tumorsuppressorgene APC und p53, des Protoonkogens 

K-ras sowie der DNA-Mismatch-Reparaturgene zählen (Losi et al. 1996; Shivapurkar 

et al. 1997; Smith et al. 1994a; Pretlow et al. 1993), die auch im Tumor relevant sind 

(Vogelstein et al. 1988; Powell et al. 1992; Augenlicht et al. 1996; Luceri et al. 2000). 

Die Beobachtung, dass ACF von einer einzelnen Vorläufer-Stammzelle abstammen 

(Ponder et al. 1985) und somit monoklonal sind (Siu et al. 1999), unterstützt 

desweiteren diese These.  

ACF können durch unabhängige Initiationsprozesse entstehen (Smith et al. 1994a; 

Siu et al. 1999; Minamoto et al. 1995; Pretlow et al. 1993) und zeigen einen 

unterschiedlichen Grad der histologischen Veränderung. Dieser reicht von 

Hyperplasie bis hin zu starker Dysplasie. 

 

Hyperplastische und dysplastische ACF 

Im Gegensatz zu Patienten der familiären adenomatösen Polyposis (FAP), bei denen 

eine Keimbahnmutation des APC-Gens zugrunde liegt und die vor allem die 

dysplastische ACF aufweisen, entstehen in der sporadischen Kolonkarzinogenese 

sowohl hyperplastische als auch dysplastische ACF (Di Gregorio et al. 1997; Shpitz 

et al. 1998; Nascimbeni et al. 1999; Siu et al. 1997). Da bei FAP-Patienten hunderte 

von Adenomen im Darm, hingegen beim sporadischen Kolonkarzinom nur einzelne 

Tumoren entstehen, scheint sich nur ein kleiner Teil der ACF zum Tumor 

weiterzuentwickeln (Nucci et al. 1997).  

ACF zeigen in der Histologie eine unterschiedliche Morphologie anhand derer man 

sie in hyperplastische und dysplastische ACF einteilen kann (Papanikolaou et al. 

2000; Shpitz et al. 1998; Nambiar et al. 2004; Siu et al. 1999). Außerdem sind 
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Mischformen dieser beiden ACF-Typen ebenso wie ein Übergang der 

hyperplastischen in die dysplastische Form beschrieben (Nascimbeni et al. 1999).  

Neuere Studien zeigen, dass sich dysplastische ACF in der Methylenblau-Färbung 

nicht in der von Bird 1987 beschriebenen Form darstellen und sich zudem in der 

klassischen Methylenblau-Färbung kaum vom umliegenden Kryptenepithel 

unterscheiden lassen. Yamada et al. bezeichnen dysplastische ACF als β-Catenin-

akkumulierende Krypten und umschreiben sie als eingedrückte Läsionen mit 

kleineren Krypten im Methylenblau-gefärbten Kolon (Yamada et al. 2000). Paulsen et 

al. beschreiben dysplastische ACF als flache ACF, deren Krypten gleichgroß oder 

moderat vergrößert sind und die zudem ein komprimiertes rund bis länglich 

geformtes Kryptenlumen haben. Diese ACF können in der Methylenblau-Färbung mit 

Durchleuchtung identifizieren werden und haben eine leuchtend hellblaue Färbung 

(Paulsen et al. 2006; Paulsen et al. 2005).  

Auch bezüglich der Wachstumsdynamik gibt es Unterschiede zwischen 

hyperplastischen und dysplastischen ACF. Dysplastische ACF sind in der Regel 

größer als hyperplastische ACF, d.h. sie besitzen eine höhere crypt multiplicity 

(Papanikolaou et al. 2000; Shpitz et al. 1998; Nascimbeni et al. 1999; Paulsen et al. 

2006; Paulsen et al. 2001; Yamada et al. 2001). Außerdem ist die Proliferationsrate 

im Kolon vom Vorkommen der Dysplasie sowie der Größe dieses ACF-Typs 

abhängig (Shpitz et al. 1997). Bei hyperplastischen ACF wurde eine Rückentwicklung 

dieses ACF-Typs beobachtet, wohingegen eine Abnahme der Anzahl dysplastischer 

ACF mit einer Zunahme an Tumoren verbunden ist (Papanikolaou et al. 2000). 

Hyperplastische ACF haben sehr häufig K-ras-Mutationen, während APC-Mutationen 

vor allem in dysplastischen ACF nachzuweisen sind (Jen et al. 1994; Smith et al. 

1994a). In ACF von Nagern, die β-Catenin akkumulieren, tritt häufig eine Mutation im 

β-Catenin-Gen auf (Takahashi et al. 1998). Dysplastische ACF zeigen eine 

veränderte Expression von β-Catenin mit Akkumulation dieses Onkoproteins im 

Zytoplasma und im Zellkern (Paulsen et al. 2005; Yamada et al. 2000; Furihata et al. 

2002).  

Angesicht dieser beschriebenen Unterschiede zwischen den beiden ACF-Formen, 

scheint den dysplastischen ACF eine größere Bedeutung für die Entstehung von 

Tumoren zuzukommen (Papanikolaou et al. 2000; Paulsen et al. 2006; Paulsen et al. 

2005; Furihata et al. 2002). 
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2.1.3.2 Kolonadenome  

Kolonadenome sind neoplastische Veränderungen der Kolonmukosa (Morson et al. 

1984) und sind durch die WHO als benigne Neoplasien des Drüsenepithels mit 

Atypien verschiedenen Grades definiert. Nach der WHO-Klassifizierung 

unterscheidet man histologisch tubuläre, villöse und tubulovillöse Kolonadenome. Die 

tubulären Adenome stellen die häufigste Form dieser Tumoren beim Menschen dar. 

Diese sind aus verzweigten Tubuli aufgebaut und wachsen häufig gestielt. Zudem 

zeigen sie zumeist nur einen geringen Dysplasiegrad (Rickert et al. 1979; Cummings 

2000). Villöse Kolonadenome zeigen einen zottigen Stromaaufbau, wachsen 

überwiegend breitbasig und enthalten Areale mit stärkerer Dysplasie. Zudem neigen 

sie eher zu Rezidiven sowie zur malignen Entartung (Rex 2003). Tubulovillöse 

Kolonadenome weisen tubuläre und villöse Strukturen auf und stellen somit eine 

Mischform dieser beiden Adenomtypen dar. Neben adenomatösen Anteilen können 

diese Neoplasien auch karzinomatöse Anteile besitzen (carcinoma in situ), die 

zellmorphologische Kriterien der Malignität zeigen, aber eine intakte Lamina 

muscularis mucosae aufweisen. 

 

2.1.3.3 Kolonkarzinome 

Kolonkarzinome sind maligne epitheliale Tumoren der Kolonmukosa und entstehen 

zumeist aus Kolonadenomen (Adenom-Karzinom-Sequenz) (Fearon & Vogelstein 

1990). Das Risiko der malignen Entartung ist dabei von der Größe des Tumors, vom 

histologischen Typ und vom Dysplasiegrad abhängig (Rex 2003). 

Nach dem Grad ihrer Differenzierung werden sie in gut, mäßig, schlecht 

differenzierte und undifferenzierte Kolonkarzinome eingeteilt. Die TNM-

Klassifizierung beurteilt das lokale Wachstumsverhalten sowie die Metastasierung 

dieser Karzinome. Kolonkarzinome können nach Durchbruch der Lamina muscularis 

mucosae die Muscularis mucosae infiltrieren und metastasieren. Die Metastasierung 

kann auf lymphogenem oder hämatogenem Wege stattfinden. Seltener findet eine 

Infiltration per continuitatem in benachbarte Organe statt. Das invasive 

Kolonkarzinom metastasiert primär über die Pfortader in die Leber (Pfortadertyp) und 

sekundär in die Lunge. Tiefsitzende Rektumkarzinome metastasieren primär in die 

Lunge (Kavatyp).  
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2.1.4 Genetische Alterationen in der Kolonkarzinogenese  

Die Kolonkarzinogenese ist ein Mehrschrittprozess, in dem es durch Akkumulation 

von Mutationen letztlich zur Entstehung eines malignen Phänotyps kommt (Cho & 

Vogelstein 1992). Diese Mutationen ereignen sich vor allem in Protoonkogenen, 

Tumorsuppressorgenen und DNA-Mismatch-Reparaturgenen. Um einen Überblick 

über in der kolorektalen Karzinogenese relevante Mutationen zu verschaffen, wird im 

Folgenden kurz die Funktion und Mutation der genannten Gengruppen dargestellt. 

Anschließend wird auf die Gene eingegangen, denen eine Schlüsselfunktion in der 

Kolonkarzinogenese zukommt bzw. deren Bedeutung für die ACF-Adenom-

Karzinom-Sequenz.  

 

2.1.4.1 Funktion und Mutation von Protoonkogenen, Tumorsuppressorgenen und 

DNA-Mismatch-Reparaturgenen  

Protoonkogene nehmen eine Funktion in der Regulation des Wachstums wahr. 

Durch Mutation des Protoonkogens wird ein onkogenes Potential erworben, das zu 

einer unkontrollierten Proliferation oder Hemmung der Apoptose führt. Durch diese 

Mutationen, die auch als gain-of-function Mutationen bezeichnet werden, wird ein 

onkogenes Potential bereits durch die Mutation eines Allels erlangt.  

Im Gegensatz zu den Onkogenen führt bei Tumorsuppressorgenen meist erst der 

Verlust von beiden Allelen zum Funktionsverlust des Tumorsuppressors (loss-of-

function Mutation). Man spricht hier auch von der Two-Hit-Hypothese nach Knudson, 

wonach der Mutation des ersten Allels die Mutation oder der Verlust des zweiten 

Allels folgt (Knudson, Jr. 1985; Ilyas et al. 1999; Knudson, Jr. 1971). Der Verlust des 

zweiten Allels wird als LOH (loss of heterozygosity) bezeichnet. Eine Ausnahme 

hiervon stellt das Tumorsuppressorgen p53 dar, bei dem ein mutiertes Genprodukt 

das intakte Genprodukt inaktiviert (Fearon & Vogelstein 1990).  

Während der DNA-Replikation auftretende Fehler wie Basenfehlpaarungen und 

einsträngige DNA-Loop-Bildungen, die durch Insertion bzw. Deletion einzelner Basen 

entstehen, werden durch DNA-Mismatch-Reparaturgene (DNA-MMR-Gene; z.B. 

hMLH1, hMSH1, GTBP) korrigiert (Modrich 1991). Gene, die repetitive DNA-

Sequenzen, sog. Mikrosatelliten, aufweisen, sind für eine fehlerhafte Replikation 

besonders anfällig. Bei defektem DNA-Mismatch-Reparatursystem werden diese 

Mutationen nicht mehr beseitigt, sondern im nächsten Replikationszyklus an die 
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APC-Mutation  

Das auf Chromosom 5q21 lokalisierte (Bodmer et al. 1987) APC-Gen (Adenomatosis 

Polyposis Coli) wird aufgrund seiner weitreichenden Bedeutung in der 

Kolonkarzinogenese auch als Gatekeeper bezeichnet (Kinzler & Vogelstein 1996).  

Eine Mutation des APC-Gens liegt nicht nur den Patienten mit familiärer 

adenomatöser Polyposis (FAP) zugrunde (Nascimbeni et al. 1999), sondern ist bei 

60-80% der sporadischen Adenome und Karzinome zu einem früheren Zeitpunkt 

nachzuweisen (Powell et al. 1992; Miyoshi et al. 1992; Goss & Groden 2000). Die 

Bedeutung von APC für die Kolonkarzinogenese liegt dabei vor allem in der 

Regulierung von β-Catenin begründet. Indem das Wildtyp-APC die Verfügbarkeit und 

Aktivität von β-Catenin im Zytoplasma hemmt, unterbindet es die Aktivierung des 

Wnt-Signalweges (siehe 2.1.5.1) (Rubinfeld et al. 1993; Rubinfeld et al. 1997; 

Munemitsu et al. 1995). 

 

K-ras-Mutation 

K-ras ist als Vermittler der Signaltransduktion von Wachstumsfaktoren relevant. Da 

mutiertes K-ras nicht mehr an GAP (GTPase aktivierendes Protein) binden und somit 

nicht inaktiviert werden kann, kommt es zu einer dauerhaften Aktivierung, die eine 

Erhöhung der Proliferation sowie eine Hemmung der Apoptose zur Folge hat (Bos 

1989; Hoops & Traber 1997). Neben APC ist das Onkogen K-ras in der 

Initiationsphase der Tumorentstehung von Bedeutung. So findet man K-ras-

Mutationen bereits in ACF (Smith et al. 1994a; Pretlow et al. 1993; Yamashita et al. 

1995), wobei es insbesondere in hyperplastischen ACF vorkommt (Jen et al. 1994; 

Takayama et al. 2001; Yamada et al. 2003). Daraus wurde die Schlussfolgerung 

abgeleitet, dass K-ras nur in Verbindung mit einer weiteren Mutation wie z.B. APC 

bei der Entstehung von Tumoren eine Rolle spielt (Arends 2000; Ilyas et al. 1999). Im 

Kolontumor tritt eine K-ras-Mutation in 50% aller Fälle auf (Bos 1989). 

 

DCC-Mutation bzw. Genverlust auf Chromosom 18q 

Ein Verlust des auf Chromosom 18q lokalisierten Gens DCC (deleted in colon 

cancer) liegt bei 70% der kolorektalen Karzinome sowie bei 50% der Adenome im 

späten Stadium vor (Vogelstein et al. 1988; Fearon et al. 1990). Dem in 

Kolonepithelzellen vorhandenen Membranprotein wurde aufgrund seines Fehlens in 
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der Mehrzahl der kolorektalen Karzinome eine wichtige Rolle in deren Entstehung 

zugeschrieben (Fearon & Vogelstein 1990). Zweifel an dieser Funktion als 

Tumorsuppressor begründeten sich in der Entdeckung, dass das Membranprotein 

DCC als Rezeptor von Netrin-1, einem Nervenwachstumsfaktor fungiert (Keino-Masu 

et al. 1996). Außer in Axonen des Nervensystems ist DCC auch in Kolonepithelzellen 

zu finden, für die eine pro-apoptotische Wirkung von DCC beschrieben ist (Mehlen & 

Fearon 2004). Neben DCC sind weitere auf Chromosom 18q liegende Gene für die 

Tumorpromotion bedeutend (Arends 2000). Hierzu gehören Smad2 und Smad4, die 

als Bestandteil des TGF-β-Signalwegs in Kolonkarzinomen mutiert sind (Eppert et al. 

1996; Takagi et al. 1996; Hahn et al. 1996; Thiagalingam et al. 1996). 

 

P53-Mutation 

Mutationen des auch als Wächter des Genoms bezeichneten Gens p53 finden zu 

einem fortgeschrittenen Zeitpunkt der Kolonkarzinogenese statt (Lane 1992). 

Mutationen in diesem auf Chromosom 17p lokalisierten Gen sind bei 75% der 

kolorektalen Karzinome nachzuweisen (Vogelstein et al. 1988; Baker et al. 1989; 

Delattre et al. 1989) und sind für die Progression von Adenomen zu Karzinomen von 

Bedeutung (Baker et al. 1989; Fearon et al. 1987). P53 nimmt eine zentrale Rolle in 

der Apoptose ein (Ilyas et al. 1999). Bei geschädigter DNA induziert p53 den 

Zellzyklus-Inhibitor p21 und ermöglicht durch den damit verbundenen Zellzyklus-

Arrest die Reparatur der DNA vor dem Eintritt in die S-Phase (Lane 1992; el Deiry et 

al. 1994). Als nächste Stufe kann p53 bei größerem DNA-Schaden die Apoptose 

über eine Aktivierung pro-apoptotischer Gene wie Bax oder über eine Inaktivierung 

anti-apoptotische Gene wie Bcl-2 oder Bcl-xL einleiten (Lane 1992; Kokontis et al. 

2001; Weller et al. 1998). 

 

Mutationen der DNA-Mismatch-Reparaturgene  

Tumoren, die Mutationen der DNA-Mismatch-Reparaturgene aufweisen, haben eine 

gesteigerte Mutationsrate und werden als Mikrosatelliten-instabile Tumoren (MSI) 

oder RER+-Tumoren (replication error positive) bezeichnet. (Eshleman et al. 1995; 

Ilyas et al. 1999). Neben Patienten mit dem hereditären nicht-polypösen 

Kolonkarzinom (HNPCC), denen eine Keimbahnmutation in mindestens einem der 

DNA-Mismatch-Reparaturgene zugrunde liegt, ist bei 10-15% der sporadischen 
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Kolonkarzinome eine MSI nachzuweisen (Ionov et al. 1993; Thibodeau et al. 1993). 

Da HNPCC-Patienten eine im Vergleich zu FAP-Patienten beschleunigte 

Tumorprogression aufweisen, scheinen Mutationen von DNA-Mismatch-

Reparaturgenen insbesondere für die Progression von Tumoren bedeutsam zu sein 

(Kinzler & Vogelstein 1996). ACF können eine MSI aufweisen, wobei diese sowohl 

bei hyperplastischen als auch bei dysplastischen ACF auftritt und von der Größe des 

ACF unabhängig zu sein scheint (Augenlicht et al. 1996; Pedroni et al. 2001). In 

RER+-Tumoren treten Mutationen in den für den IGF-IIR und den TGF-β-Rezeptor 

Typ II kodierenden Genen auf, da diese repetitive DNA-Sequenzen aufweisen 

(Markowitz et al. 1995; Souza et al. 1996). Die häufig in RER+-Tumoren auftretende 

Inaktivierung des TGF-β-Rezeptors Typ II, die durch Mutation in dessen Polyadenin-

Sequenz hervorgerufen wird, führt zu einer Unterbindung des 

wachstumshemmenden und Apoptose-induzierenden TGF-β-Signalwegs und trägt 

somit zur Kolonkarzinogenese bei (Salahshor et al. 1999; Markowitz 2000; Parsons 

et al. 1995). 

 

2.1.5 β-Catenin 

2.1.5.1 Der Wnt-Signalweg  

Dem Protein β-Catenin, das als der Haupteffektor des Wnt-Signalwegs gilt, kommt 

eine zentrale Rolle während der Kolonkarzinogenese zu. In normal differenzierenden 

Epithelzellen ist der größte Teil von β-Catenin an das Zellmembranprotein E-

Cadherin gebunden und ist an der Zell-Zell-Adhäsion beteiligt. Nach initialer 

Phosphorylierung durch die Casein Kinase I (Amit et al. 2002; Liu et al. 2002), bindet 

frei vorhandenes β-Catenin an einen aus APC, Axin und GSK-3β bestehenden 

Komplex (Bienz & Clevers 2000). An diesen Multiproteinkomplex gebunden wird β-

Catenin durch die Serin/Threonin Kinase GSK-3β phosphoryliert (Hagen & Vidal-Puig 

2002). Phosphoryliertes β-Catenin wird schließlich durch den Ubiquitin/Proteasom-

Pathway abgebaut (Aberle et al. 1997) (siehe Abbildung 2.4 links). In normal 

differenzierenden Epithelzellen wird der Wnt-Signalweg durch das Binden von Wnt-

Faktoren an den Rezeptor Frizzled aktiviert. Dadurch wird die Phophorylierung von β-

Catenin geblockt. Somit entgeht β-Catenin seiner Degradation und transloziert in den 

Zellkern, wo es nach der Assoziation an T-Zell-Faktoren (TCF)/lymphoid enhancer 
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für andere Transkriptionsfaktoren zugänglich. Nukleäres β-Catenin fungiert somit als 

Transkriptionsaktivator von Genen, die zu einer unregulierten Proliferation sowie zur 

Dedifferenzierung und Progression der Tumoren führt. Daher wird β-Catenin auch als 

Onkoprotein bezeichnet (Brabletz et al. 1998) (siehe Abbildung 2.4 rechts). Zu diesen 

Genen zählen beispielsweise C-myc (He et al. 1998), Cyclin D1 (Shtutman et al. 

1999), Cdx1 (Lickert et al. 2000), Plau, Vegf, C-jun, (Zhang et al. 2001; Mann et al. 

1999). Interessanterweise wurde in einer neueren Studie IGFBP-2 als ein direktes 

Zielgen von β-Catenin postuliert (Naishiro et al. 2005). Die genaue Steuerung der 

nukleären Translokation von β-Catenin ist derzeit noch unklar. Es wird angenommen, 

dass Signale des Tumorenvironment diesen Prozess direkt oder indirekt regulieren 

(Brabletz et al. 1998; Brabletz et al. 2002). Hierzu zählen Faktoren des Environment 

wie IGF-I, -II und EGF, die eine Störung der E-Cadherin Bindung durch Thyrosin-

Phosphorylierung von β-Catenin und damit letztlich den Verlust der interzellulären 

Adhäsion bewirken. Eine Überexpression dieser Faktoren in Karzinomen kann daher 

die Adhäsion und Migration von Tumorzellen beeinflussen (Freier et al. 1999; 

Shibamoto et al. 1994). Ein wichtiger Regulator der intrazellulären Verteilung von β-

Catenin ist ILK (integrin-like kinase), eine Serin/Threonin-Kinase. Nach Binden von 

ECM-Proteinen an den Integrin-Rezeptor induziert ILK die nukleäre Translokation 

von β-Catenin und aktiviert den β-Catenin/TCF-Transkriptionsaktivator-Komplex 

(Novak et al. 1998). Zudem inhibiert ILK die Transkription von E-Cadherin über 

dessen Repressor Snail (Tan et al. 2001). Die Stärke des Wnt-Signals wird als eine 

Ursache für die Aktivierung der Transkription unterschiedlicher Gene in 

verschiedenen Tumorstadien angenommen, da β-Catenin im Tumor heterogen 

verteilt ist und die stärkste nukleäre Akkumulation an der invasiven Front zu finden 

ist. Das Wnt-Signal kann Snail aktivieren und so einen Verlust von E-Cadherin 

verursachen (Bachelder et al. 2005; Yook et al. 2005), was zu einem Freisetzen von 

β-Catenin und somit zu einem verstärkten Wnt-Signal führen kann (Behrens 2005). 

 

2.1.5.2 Expression von β-Catenin in ACF und Tumoren  

Während in hyperplastischen ACF keine veränderte β-Catenin-Lokalisation 

nachzuweisen ist, findet sich in dysplastischen ACF eine deutlich reduzierte 

Zellmembran-Bindung bzw. im Zytoplasma und im Zellkern eine massive 

Akkumulation von β-Catenin (Paulsen et al. 2001; Yamada et al. 2000; Hao et al. 

 



Literaturteil 17 
 

2001). Die zytoplasmatische Akkumulation stellt die häufigste Veränderung in 

dysplastischen ACF dar (Hao et al. 2001). Die Abnahme der Membranbindung ist mit 

der Akkumulation von β-Catenin im Zytoplasma und im Zellkern verbunden. Die 

Akkumulation von β-Catenin nimmt im ACF mit steigendem Dysplasiegrad (Yamada 

et al. 2001; Hao et al. 2001) und von dysplastischen ACF über Adenome bis hin zu 

Adenokarzinomen zu (Hao et al. 2001), weshalb dysplastischen ACF ein höheres 

Potential zur neoplastischen Progression zugeschrieben wird.  

Im Tumor zeigt β-Catenin ein unterschiedliches Verteilungsmuster. Differenzierte 

Tubuli weisen eine membranöse oder zytoplasmatische Lokalisation von β-Catenin 

auf, wohingegen β-Catenin in Arealen mit tubulärer Verzweigung im Zellkern 

nachgewiesen werden kann (Kirchner & Brabletz 2000). Adenokarzinome zeigen 

eine stärkere nukleäre β-Catenin Lokalisation (Hao et al. 1997a; Hao et al. 1997b). In 

dedifferenzierten, dissoziierten Tumorzellen der Invasionsfront von Adenokarzinomen 

ist die stärkste Konzentration von nukleärem β-Catenin aufzufinden (Brabletz et al. 

1998; Kirchner & Brabletz 2000). In Adenomen korreliert die Konzentration von 

nukleärem β-Catenin mit der Tumorgröße, so dass β-Catenin nicht im Zellkern von 

kleinen aber von größeren Adenomen nachgewiesen werden konnte (Brabletz et al. 

2000). Ebenso ist eine Korrelation der nukleären β-Catenin-Konzentration in 

Adenomen mit dem Grad der Dysplasie belegt (Hao et al. 1997b; Brabletz et al. 

2000). Während Hao et al. keine Korrelation von β-Catenin und der Adenomgröße 

finden konnten, berichten Brabletz et al. über eine stärkere Korrelation von β-Catenin 

mit der Tumorgröße als mit dem Dysplasiegrad. Wie im ACF ist auch im Tumor eine 

zunehmende Konzentration von nukleärem β-Catenin mit einer Abnahme der 

Membranbindung von β-Catenin in Adenomen und Adenokarzinomen verbunden 

(Hao et al. 1997b). In Azoxymethan-induzierten Tumoren der Ratte treten Mutation 

von β-Catenin häufig auf und sind mit einer Akkumulation von β-Catenin verbunden 

(Takahashi et al. 1998; Dashwood et al. 1998).  

  

2.2 Das Insulin-Like Growth Factor System  

Das Insulin-Like Growth Factor (IGF-) System besteht aus den Peptidhormonen IGF-I 

und -II, den Rezeptoren IGF-IR und -IIR sowie sechs hochaffinen Bindungsproteinen 

IGFBP-1 bis -6 (Baxter et al. 1998)). In diesem Kapitel sollen die Komponenten des 

IGF-Systems zunächst einzelnen vorgestellt werden und anschließend auf deren 
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Vorläufermolekülen, aus denen sie durch Proteolyse prozessiert werden. Für IGF-II 

existieren neben einer Hauptform weitere gewebespezifische Varianten 

(DAUGHADAY & Rotwein 1989). 

 

2.2.1.2 Wirkung und Expression der IGFs 

Nicht nur in ihrer Struktur, sondern auch in ihrer Funktion weisen die IGFs 

Ähnlichkeiten zu Insulin auf. So vermögen diese Wachstumsfaktoren, ähnlich wie 

Insulin, die Aufnahme von Glucose in Muskel- und Fettzellen zu stimulieren 

(Rinderknecht & Humbel 1978). Im Unterschied zu Insulin werden die IGFs jedoch 

von verschiedenen Geweben gebildet, wobei in der Blutbahn zirkulierendes IGF-II 

vor allem in der Leber synthetisiert wird und auf endokrinem Wege wirkt (Moschos & 

Mantzoros 2002; Khandwala et al. 2000). Zusätzlich zu diesem endokrinen 

Wirkmechanismus werden die IGFs auch lokal im Gewebe produziert, wo sie ihre 

Wirkung über autokrine sowie parakrine Wirkmechanismen entfalten (Humbel 1990; 

Jones & Clemmons 1995; Butler & LeRoith 2001). Die IGF-Wachstumsfaktoren sind 

für das normale Wachstum und die allgemeine Entwicklung von großer Bedeutung 

(Zhou et al. 2003). Dies wurde anhand von igf1- bzw. igf2-Knock-out-Mäusen, bei 

denen starke Wachstumsdefizite auftraten, deutlich. So ist das Körpergewicht 

neugeborener igf1-Knock-out-Mäuse um 60% und das von igf2-Knock-out-Mäusen 

um 40% reduziert. Nach der Geburt entwickeln sich igf1-Knock-out-Mäuse nur 

langsam und weisen eine hohe Sterblichkeit auf (Powell-Braxton et al. 1993). Im 

Unterschied zu IGF-I scheint IGF-II vor allem ein embryonaler bzw. fötaler 

Wachstumsfaktor zu sein, da die postnatale Entwicklung von igf2-Knock-out-Mäusen 

normal weiterverläuft (DeChiara et al. 1990). Die Expression von IGF-I wird durch 

das Wachstumshormon GH (growth hormone) reguliert. Bei der Maus, jedoch nicht 

beim Menschen, unterliegen sowohl das igf2-Gen als auch das igf2r-Gen dem sog. 

genomischen Imprinting (Kalscheuer et al. 1993), wodurch nur das paternale (igf2) 

bzw. das maternale (igf2r) Allel exprimiert wird. Bedingt durch eine Promotor-

Veränderung nach der Geburt geht beim Menschen das Imprinting verloren, so dass 

dort eine biallelische Expression des igf2-Gens erfolgt (Kalscheuer et al. 1993; Vu & 

Hoffman 1994; Davies 1994). Zudem steigt die IGF-II-Serumkonzentration beim 

Menschen in den ersten Lebensjahren an (Zapf et al. 1981). Im Unterschied dazu 
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findet bei Nagern post partum fast keine Gewebeexpression von IGF-II mehr statt, 

was auf ein Fehlen des P1-Promotors zurückzuführen ist (Humbel 1990).  

 

2.2.1.3 Bedeutung der IGFs in der kolorektalen Karzinogenese  

Für die Entstehung des CRC sind neben den Wachstumsfaktoren TGF-β 

(transforming growth factor) und EGF (epidermal growth factor) die insulinähnlichen 

Wachstumsfaktoren (IGF), denen in den letzten Jahren große Aufmerksamkeit 

geschenkt wurde (Durai et al. 2005), von besonderer Relevanz.  

Die Bedeutung der IGFs für die Entstehung von Tumoren liegt insbesondere in ihrer 

mitogenen Wirkung, die über den IGF-I Rezeptor vermittelt wird (Lahm et al. 1992; 

Lahm et al. 1994). Zudem sind die IGFs für die Invasion, Migration und 

Metastasierung relevant (Sachdev & Yee 2001; Clemmons et al. 1999; Jones et al. 

1996). Durch Interaktion mit ανβ3-Integrinen wird sowohl das Proliferations- als auch 

das Migrations-fördernde Potential von IGF-I verstärkt (Clemmons et al. 1999; Jones 

et al. 1996; Zheng & Clemmons 1998). IGF-I vermag die Expression des für das 

Tumorwachstum wichtigen angiogenen Faktors VEGF in humanen Kolontumorzellen 

zu erhöhen (Akagi et al. 1998; Warren et al. 1996). Zudem scheint im Blut 

zirkulierendes IGF-I einen Einfluss auf die Entstehung von Tumoren im Kolon zu 

haben. Erhöhte IGF-I-Serumspiegel sind oft mit einem erhöhten Kolonkrebsrisiko 

assoziiert (Ma et al. 1999; Giovannucci et al. 2000), wobei dies häufig zugleich mit 

niedrigen IGFBP-3-Serumspiegeln verbunden ist (Ma et al. 1999). Leber-spezifische 

IGF-I defiziente Mäuse, deren IGF-I-Serumspiegel stark reduziert sind, zeigen im 

orthotopen Mausmodell ein geringeres Wachstum von Adenomkarzinomen sowie ein 

selteneres Auftreten von Lebermetastasen (Wu et al. 2002).  

IGF-II ist in Kolonkrebszelllinien (Lambert et al. 1992; Singh et al. 1996) sowie im 

Kolonkarzinom (Freier et al. 1999; Tricoli et al. 1986) häufig überexprimiert. Ein 

Verlust des genomischen Imprintings (LOI, loss of imprinting) des igf2-Gens wurde 

bei verschiedenen Tumorerkrankungen beobachtet, weshalb auf eine Bedeutung des 

LOI an der Tumorentstehung geschlossen wurde (Vu et al. 1995; Ogawa et al. 1993). 

Auch bei Patienten des CRC ist das Phänomen des LOI beschrieben (Cui et al. 

2003; Cruz-Correa et al. 2004). Obwohl erhöhte systemische IGF-II-Spiegel das 

Risiko für CRC nicht zu beeinflussen scheinen (Hassan & Macaulay 2002), haben 

Kolonkrebs-Patienten häufig aber erhöhte IGF-II-Serumspiegel (Renehan et al. 
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2000b). Eine Überexpression von IGF-II fördert zudem das Tumorwachstum in 

Mäusen (Hassan & Howell 2000; Harper et al. 2006). Darüber hinaus wurde 

aufgezeigt, dass IGF-II die nukleäre Translokation von β-Catenin in Blasen- und 

Mamma-Karzinomzellen (Morali et al. 2001) und im Kolonkarzinom (Harper et al. 

2006) induzieren kann.  

 

2.2.2 Die Rezeptoren des IGF-Systems  

Die Peptidhormone IGF-I und -II vermitteln ihre biologische Wirkung über den IGF-I 

Rezeptor (IGF-IR) sowie den IGF-II-Rezeptor (IGF-IIR). Die IGF-Rezeptoren sind in 

der Zellmembran lokalisiert und kommen in fast allen Geweben vor. Beide 

Rezeptoren unterscheiden sich hinsichtlich ihrer Struktur und ihrer Funktion (siehe 

2.2.2.1 und 2.2.2.2). Zusätzlich zu diesen spezifischen Rezeptoren können die IGFs 

aufgrund ihrer Strukturhomologie zu Insulin auch mit dem Insulin-Rezeptor 

interagieren, wobei hier die Affinität geringer ist (Roth & Kiess 1994).  

 

2.2.2.1 Der IGF-I Rezeptor 

Die meisten biologischen Effekte der IGF werden über den IGF-IR vermittelt 

(Lopaczynski et al. 1993). Der IGF-IR ist ein heterotetrameres Molekül, das aus zwei 

extrazellulären α-Untereinheiten (130 kDa) und zwei intrazellulären β-Untereinheiten 

(95 kDa) besteht. Die Liganden IGF-I und -II binden an die α-Untereinheiten. Dabei 

ist die Bindungsaffinität für IGF-I um das 10- bis 15-fach höher als für IGF-II 

(Germain-Lee et al. 1992). Aufgrund der Strukturverwandtschaft der IGFs zu Insulin 

kann der IGF-IR auch Insulin binden, allerdings mit einer gegenüber den IGFs etwa 

500-fach geringeren Affinität (Jones & Clemmons 1995). Die β-Untereinheiten des 

IGF-IR vermitteln durch ihre Tyrosin-Kinase-Aktivität die intrazelluläre Effekte der 

IGFs (Ullrich et al. 1986; Kato et al. 1993). Dabei wird durch die Bindung des 

Liganden eine Autophosphorylierung der Tyrosinreste der β-Untereinheiten und die 

Phosphorylierung von zytoplasmatischen Proteinen verursacht (Frattali & Pessin 

1993). Die Signale werden auf intrazelluläre Signalketten übertragen. Zu diesen 

zählen beispielsweise der MAP-Kinase-Weg (Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase), der 

insbesondere für die proliferativen Signale bedeutsam ist oder der PI3-Kinase-Weg 

(Phosphatidylinositol-3-Kinase), der Zelltyp-spezifische Effekte auf Zellzahl und 

Zellgröße besitzt und darüber hinaus auch Kontrollfunktionen über Apoptose, 
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Alterung und Zellzyklus innehat. Die anti-apoptotische Wirkung wird zum einen durch 

die Hemmung pro-apoptotischer Proteine, zum anderen durch die Aktivierung anti-

apoptotischer Proteine der Bcl-Familie vermittelt. Dies hat letztlich eine Hemmung 

von Caspasen zur Folge, die wichtige Kontrollfunktionen über die Apoptose ausüben 

(Butt et al. 1999). So kann beispielsweise eine Aktivierung der Caspase-3 über den 

IGF-IR indirekt gehemmt werden (Wang et al. 1998). Die Inaktivierung des pro-

apoptotisch wirksamen BAD (B-cell leukemia antagonist of death) kann sowohl über 

den PI3-Kinase-Weg, als auch über den MAPK Signalweg erfolgen (Gilmore et al. 

2002). Neben BAD können auch andere pro-apoptotische Proteine wie Caspase-9 

oder FKHR (Forkhead in rhabdomyosarcoma) durch den PI3-Kinase-Weg inaktiviert 

werden (Bai et al. 1999; Brunet et al. 1999). Ebenso kann die verstärkte Expression 

anti-apoptotischer Proteine wie Bcl-2 und Bcl-X durch den PI3-Kinase-Weg (Leverrier 

et al. 1999) oder NFkB (Heck et al. 1999) vermittelt werden. Interessanterweise kann 

die Genexpression des IGF1R durch das Tumorsuppressorgen p53, dessen 

Funktionsverlust vor allem in der Progression von Tumoren von Bedeutung ist, 

gehemmt werden (Ohlsson et al. 1998). Die transformierende Wirkung des IGF-IR 

konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden. Beispielsweise konnten normale 

Fibroblasten durch eine Überexpression des IGF-IR transformiert werden (Kaleko et 

al. 1990). Zudem wurde gezeigt, dass Fibroblasten von igf1r-knock-out-Mäusen 

durch ein virales Protein (SV 40) nicht transformiert werden können (Sell et al. 1993). 

Der IGF-IR ist daher durch die Übertragung von mitogenen, anti-apoptotischen und 

transformierenden Effekten nicht nur für das normale, sondern auch das maligne 

Wachstum von zentraler Bedeutung (Grothey et al. 1999; Baserga et al. 1997; 

Blakesley et al. 1996). Der IGF-IR wird - neben IGF-I und -II - häufig in kolorektalen 

Tumoren überexprimiert (Ouban et al. 2003) und kann somit auch auf autokriner 

Ebene agieren (LeRoith & Roberts, Jr. 2003; Leng et al. 2001a; Weber et al. 2002).  

 

2.2.2.2 Der IGF-II Rezeptor 

Der IGF-IIR, auch IGF-II/Mannose 6-Phosphat-Rezeptor (IGF-II/M6P) genannt, ist ein 

230 kDa großes, multifunktionales Protein, das eine hochaffine Bindungsstelle für 

IGF-II und zwei Bindungsstellen für M6P besitzt. In der Maus unterliegt das Igf2r-Gen 

dem maternalen Imprinting (Barlow et al. 1991; Wang et al. 1994b). Aufgrund seiner 

M6P-Bindungsstellen bindet der IGF-IIR lysosomale Enzyme (Marzella & Glaumann 
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1983). Zudem kann der IGF-IIR Urokinase-Rezeptor (uPAR) (Kreiling et al. 2003), 

Proliferin (Lee & Nathans 1988), Retinsäure (Kang et al. 1997), TGF-β (Dennis & 

Rifkin 1991) und wohl auch Thyreoglobulin (Scheel & Herzog 1989) binden, wobei 

die Bindungsstellen hierbei noch unklar sind. Zudem ist der IGF-IIR am Sorting 

lysosomaler Enzyme im Golgi-Apparat beteiligt (Chen et al. 1997). Durch die Bindung 

von IGF-II sowie von lysosomalen Enzymen werden diese aus dem extrazellulären 

Raum in das Zellinnere aufgenommen und in den Lysosomen abgebaut (Braulke 

1999). Somit reguliert der IGF-IIR die extrazelluläre Konzentration von IGF-II (Oka et 

al. 1985). Aufgrund des erhöhten IGF-II-Spiegels haben Igf2r-Knockout-Mäuse ein 

um 30% gegenüber dem Wildtyp erhöhtes Körpergewicht (Wang et al. 1994b). In 

Tumoren kommt es häufig zu einem Funktionsverlust des IGF-IIR (LeRoith & 

Roberts, Jr. 2003), da das IGF-IIR Gen in seiner kodierenden Sequenz 

Mikrosatelliten beinhaltet, in der häufig Mutationen nachgewiesen werden (Yin et al. 

1997). Durch den Funktionsverlust des IGF-IIR kommt es einerseits zu einem Anstieg 

von IGF-II (Freier et al. 1999), andererseits wird latentes TGF-β in seine aktive Form 

übergeführt (Dennis & Rifkin 1991), wodurch es zu einer Erhöhung der 

Zellproliferation kommt. Aufgrund dessen kommt dem IGF-IIR eine Funktion als 

Tumorsuppressor zu (Hankins et al. 1996). 

 

2.2.3 Die IGF-Bindungsproteine  

Die IGFs sind in der Zirkulation nicht frei, sondern an Bindungsproteine gebunden. 

Insgesamt sind sechs hochaffine Bindungsproteine (IGFBP-1 bis -6) charakterisiert 

(Firth & Baxter 2002).  

 

2.2.3.1 Struktur und Bindungsmotive der IGFBPs 

Die Gene der IGFBPs bestehen aus vier Exons, wobei IGFBP-3 ein weiteres nicht-

translatiertes Exon aufweist. Exon 1 kodiert vor allem die N-terminale Domäne, Exon 

2 die Linker-Region und die Exons 3 und 4 die C-terminale Domäne (Hwa et al. 

1999). Die chromosomale Lokalisation und Größe der Gene, die mRNA-

Transkriptlängen sowie das Molekulargewicht und die Aminosäuren-Anzahl der 

Proteine der menschlichen IGFBPs sind in der Tabelle 2.1 dargestellt.  
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glykosyliert. Eine posttranslationale Phosphorylierung findet bei IGFBP-1, -3 und -5 

statt. Diese kann die Affinität der IGFBPs zu den IGFs (Schedlich et al. 2003), ihre 

Empfindlichkeit gegenüber proteolytischer Spaltung ebenso wie die Halbwertzeit und 

Membranbindungseigenschaften beeinflussen (Coverley et al. 2000). Zudem führt 

eine Phosphorylierung von IGFBP-3 zu einer Hemmung der IGF-unabhängigen 

Apoptose (Hollowood et al. 2002). Die posttranslationalen Modifikationen sind 

gewebespezifisch und zellspezifisch, wodurch sich eine in Abhängigkeit vom 

Gewebe oder Zellkompartiment unterschiedliche IGFBP-Wirkung ergibt (Firth & 

Baxter 2002; Hwa et al. 1999).  

Die proteolytische Spaltung kann durch unspezifische oder durch spezifische 

Proteasen für die IGFBPs erfolgen. Zu den Proteasen zählen beispielsweise Plasmin 

(Lalou et al. 1997; Booth et al. 1996), Thrombin (Booth et al. 1996; Zheng et al. 

1998), PSA (Fielder et al. 1994), PAPP-A (Conover et al. 1995; Overgaard et al. 

2001; Lawrence et al. 1999), Cathepsine (Conover & De Leon 1994), Serinproteasen 

(Busby, Jr. et al. 2000) sowie Matrix Metalloproteinasen (Nakamura et al. 2005; 

Fowlkes et al. 1994). Die Sensitiviät der IGFBPs gegenüber einer Proteolyse wird 

durch verschiedene Faktoren reguliert. Insbesondere ist diese von der Konformation 

der IGFBPs abhängig. So wird die Proteolyse der IGFBPs durch posttranslationale 

Modifikationen beeinflusst (Coverley et al. 2000; Neumann et al. 1998; Gibson et al. 

2001). Darüber hinaus kann die Bindung der IGFBPs an die IGFs einen hemmenden 

Einfluss auf die Proteolyse von IGFBPs haben, aber auch deren Proteolyse bewirken 

(Fowlkes et al. 1994; Qin et al. 2000; Fowlkes & Freemark 1992; Gockerman & 

Clemmons 1995; Laursen et al. 2001). Zudem kann die IGF-Bindung auch durch 

intakte IGFBPs sowie deren Fragmente gehemmt werden, wobei hier die HBD-

Domäne von Bedeutung zu sein scheint (Bunn & Fowlkes 2003; Zhang et al. 2002). 

Desweiteren nehmen Interaktionen der IGFBPs mit anderen Proteinen, wie 

beispielsweise Proteoglykanen der Zellmembran oder Proteinen der ECM, einen 

positiven oder negativen Einfluss auf die proteolytische Spaltung (Jones et al. 

1993a).  

Die Spaltung der IGFBPs führt zur Entstehung von Fragmenten, die eine verminderte 

bzw. fehlende Affinität zu den IGFs haben und somit die Bioverfügbarkeit der IGFs 

steuern können (Clemmons et al. 1998; Clemmons et al. 1993; Conover 1995). 

Zudem entstehen durch die proteolytische Spaltung aber auch neue bioaktive 

Fragmente. Diese können wiederum zum Teil über IGF-unabhängige Mechanismen 
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eigene Wirkungen entfalten (Firth & Baxter 2002; Bunn & Fowlkes 2003; Hoeflich et 

al. 2004), was bereits für ein N-terminales Fragment von IGFBP-5 (Andress et al. 

1993) und ein C-terminales Fragment von IGFBP-4 (Fernandez-Tornero et al. 2005) 

gezeigt werden konnte. Die proteolytische Degradation der IGFBPs ist auch unter 

pathologischen Bedingungen von Relevanz. So führen katabole Bedingungen im 

Allgemeinen zu einer erhöhten Proteolyse (Davenport et al. 1992). Auch bei 

Tumorerkrankungen scheinen die Proteasen eine große Bedeutung zu haben, da 

Tumore Proteasen produzieren können. Beipielsweise wurde eine erhöhte 

Proteolyse von IGFBP-3 im Serum Leukämie-kranker Kinder sowie von 

Brustkrebspatientinnen festgestellt (Muller et al. 1994a; Helle et al. 2001).  

 

2.2.3.3 IGF-abhängige und -unabhängige Effekte der IGFBPs und deren Bedeutung 

in der Karzinogenese 

Die IGFBPs haben eine hohe Affinität zu den Wachstumsfaktoren IGF-I und -II, die 

deren Affinität zu den IGF-Rezeptoren übersteigt (Mazerbourg et al. 2004). Sie 

fungieren nicht nur als Transport-Proteine der IGFs in der Blutbahn und in anderen 

Körperflüssigkeiten, sondern können vor allem auch die Halbwertzeit der IGFs 

erhöhen bzw. deren Degradation verhindern und damit die biologische Verfügbarkeit 

und Aktivität der IGFs modulieren (Hwa et al. 1999; Guler et al. 1989). An ein IGF-

Bindungsprotein gebundenes IGF stellt keinen Liganden für den IGF-Rezeptor dar 

und kann daher kein Signal auslösen (Kelley et al. 1996). Somit können die IGFBPs 

die Wirkung der IGFs hemmen. Ein solcher Effekt existiert für alle IGFBPs (Firth & 

Baxter 2002; Baxter 2000; Clemmons 1997; Silha & Murphy 2002). Neben der 

Hemmung von IGF-Effekten ist für einige der IGF-Bindungsproteine auch eine 

Verstärkung der IGF-Wirkung beschrieben (Mohan et al. 1995; Clemmons et al. 

1998; Clemmons et al. 1993). Diese ist vom Gewebe sowie vom physiologischen 

bzw. pathologischen Status abhängig und wird auch durch posttranslationale 

Modifikationen beeinflusst. Abgesehen von den oben genannten IGF-abhängigen 

Effekten können die IGFBPs ihre Wirkung auch IGF-unabhängig entfalten. Solche 

Effekte werden zum einen IGFBP-Fragmenten (Firth & Baxter 2002) und zum 

anderen definierten Proteinbindungsdomänen (Jones et al. 1993b, Russo et al. 2005) 

einiger Bindungsproteine zugeschrieben. Zudem kann die IGF-unabhängige Wirkung 

der IGFs auch über postulierte IGFBP-Rezeptoren (Andress 1998; Leal et al. 1997) 
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sowie die Lokalisation der IGF-Bindungsproteine im Kern und die Interaktion mit 

Modulatoren der Transkription (Amaar et al. 2002; Liu et al. 2000a) erfolgen. Die 

dargestellten Wirkungsmechanismen sind auch in der Karzinogenese relevant (Durai 

et al. 2005; Firth & Baxter 2002). Auf die Bedeutung der einzelnen IGFBPs in der 

Karzinogenese wird im Folgenden ein kurzer Überblick gegeben, wobei auf IGFBP-2 

im nächsten Kapitel ausführlich eingegangen wird. 

Für IGFBP-1 sind sowohl hemmende als auch fördernde Effekte der IGF-Wirkung 

beschrieben (Hunt et al. 2002). Zudem kann IGFBP-1 die Zellmigration IGF-

unabhängig über α5β1-Integrine stimulieren (Jones et al. 1993b). Die genaue Rolle 

von IGFBP-1 in der Kolonkarzinogenese ist derzeit allerdings noch unklar (Durai et 

al. 2005). IGFBP-3 kann die Wirkung der IGFs ebenfalls hemmend oder fördernd 

modulieren (Jones & Clemmons 1995; Firth & Baxter 2002). Zusätzlich gibt es 

wachstumshemmende Effekte von IGFBP-3, die IGF-unabhängig sind (Firth & Baxter 

2002) und über Zelloberflächenproteine und -rezeptoren (Leal et al. 1997; Booth et 

al. 1995; Fowlkes & Serra 1996; Smith et al. 1994b), nukleäre Translokation 

(Grimberg & Cohen 2000) oder spezifische IGFBP-3 Rezeptoren vermittelt werden. 

Hierzu zählt beispielweise die Induktion der Apoptose nach Schädigung der DNA 

(Williams et al. 2000; Howarth 2003). Zudem wird eine direkte Interaktion von IGFBP-

3 mit dem IGF-IR diskutiert (Mohseni-Zadeh & Binoux 1997). Für IGFBP-4 werden 

vor allem hemmende Effekte, die IGF-abhängig sind, beschrieben (Zhou et al. 2003). 

IGFBP-4 kommt daher eine Rolle als potenter Inhibitor der mitogenen Effekte von 

endogenem und exogenem IGF zu (Singh et al. 1994a). Interessanterweise kann 

IGFBP-4 die Koloniebildung von Kolonkrebszellen durch IGF-unabhängige 

Mechanismen auch hemmen (Diehl et al. 2004). IGFBP-5 vermag die Wirkung der 

IGFs nicht nur zu hemmen, sondern durch Binden an die extrazelluläre Matrix auch 

zu steigern (Andress & Birnbaum 1992). Die Proliferation von Prostatakrebszellen 

kann nicht nur IGF-abhängig, sondern auch IGF-unabhängig stimuliert werden. 

Andererseits kann IGFBP-5 das Wachstum von Osteosarkomzellen auch inhibieren 

(Schneider et al. 2002). Wie IGFBP-3 kann auch IGFBP-5 in den Zellkern 

translozieren (Schedlich et al. 1998; Li et al. 1997). Die genaue Rolle von IGFBP-5 in 

der Tumorgenese scheint jedoch noch nicht vollständig geklärt zu sein (Durai et al. 

2005). Für IGFBP-6 sind bislang nur IGF-abhängige Effekte bekannt (Durai et al. 

2005; Firth & Baxter 2002). Aufgrund der hohen Affinität zu IGF-II (Oh et al. 2001) 
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hemmt IGFBP-6 die mitogenen Effekte von IGF-II in Tumorzellen (Leng et al. 2001b; 

Kim et al. 2002). 

 

2.2.4 Das Bindungsprotein IGFBP-2 

2.2.4.1 Bindungsdomänen von IGFBP-2 

Anknüpfend an die in Abschnitt 2.2.3.1 beschriebenen strukturellen Aspekte und 

Bindungsdomänen der IGFBPs wird in diesem Kapitel auf spezifische, relevante 

Bindungsmotive von IGFBP-2 eingegangen. Für die Bindung zu IGF ist sowohl die C-

terminale als auch die N-terminale Domäne von IGFBP-2 relevant, wobei die 

Bindungsaffinität der C-terminalen Domänen zu den IGFs höher ist (Carrick et al. 

2001). Für diese Bindungseigenschaft ist in der N-terminalen Domäne die Position 

Tyr60 (Hobba et al. 1996) und in der C-terminalen die Positionen 222-284 wichtig 

(Forbes et al. 1998). Wie eine kürzlich veröffentliche Studie zeigt, ist die Strukur der 

C-terminalen Domäne von IGFBP-2 gerade aufgeschlüsselt worden (Kuang et al. 

2006). 

Wie IGFBP-1 (Jones et al. 1993b) verfügt auch IGFBP-2 über ein RGD-Motiv (Asp-

Gly-Asp), über das diese Bindungsproteine an α5β1-Integrine binden und darüber die 

Migration von Zellen beeinflussen können (Wang et al. 2006a; Schutt et al. 2004). 

Analog zu IGFBP-3 und -5 weist auch IGFBP-2 ein Heparin-Bindungsmotiv (HBD) 

auf, über das eine Interaktion mit Glykosaminoglykanen und mit der ECM erfolgen 

kann (Marinaro et al. 2000; Booth et al. 1995; Fowlkes & Serra 1996; Smith et al. 

1994b; Arai et al. 1996b; Arai et al. 1996a; Russo et al. 1997; Russo et al. 2005). 

Hierbei wurden die Positionen Lys227, His228, Asn232, Leu233, Lys234 und His271 als 

Heparin-Bindungsstellen von IGFBP-2 vorgeschlagen (Kuang et al. 2006). 

Interessanterweise wurde kürzlich festgestellt, dass die Ladung der HBD-Domäne 

vom pH-Wert abhängig ist, wobei in leicht saurem Milieu (pH 6,0) die HBD-Domäne 

an Proteoglykane der ECM binden könnte. Diese pH-Wert-Abhängigkeit könnte für 

die besondere Funktion von IGFBP-2 in Tumoren von großer Bedeutung sein, da 

Tumoren aufgrund der erhöhten Glykolyse ein leicht saures Milieu haben (Gatenby & 

Gillies 2004). Im Tumor überexprimiertes IGFBP-2 bzw. dessen C-terminale 

Fragmente (siehe auch 2.2.4.3) könnten daher bevorzugt an Gykosaminoglykane 

binden, wohingegen diese Bindung im pH-neutralen normalen Gewebe nicht zu 

erfolgen scheint (Kuang et al. 2006). 
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2.2.4.2 Regulation der IGFBP-2-Expression  

Die Regulation der IGFBP-2-Expression ist komplex und wird in den 

unterschiedlichen Zelltypen von verschiedenen Faktoren insbesondere 

Wachstumsfaktoren und Hormonen beeinflusst. Der zell- bzw. gewebespezifische 

Einfluss dieser Faktoren auf die IGFBP-2-Expression wurde in verschiedenen in vitro 

und in vivo Studien beschrieben. Angesichts der Fülle an Einflussfaktoren werden 

diese zur besseren Übersicht auf der folgenden Seite in Tabelle 2.2 separat 

dargestellt. 

 

2.2.4.3 Proteolyse von IGFBP-2 

Neben der Regulation der Transkription wird die Konzentration von IGFBP-2 auch 

durch proteolytische Degradation modifiziert. Die Erläuterungen dieses Kapitels 

knüpfen an die in Abschnitt 2.2.3.2 dargestellten Mechansimen zur Proteolyse der 

IGFBPs an. Die Proteolyse von IGFBP-2 wurde in der humanen Muttermilch (Ho & 

Baxter 1997a), im Serum (McCusker et al. 1991) und im Liquor zerebrospinalis 

(Roghani et al. 1989) nachgewiesen, was mit einer geringeren Affinität der IGFBP-2-

Fragmente zu den IGFs verbunden war. In glatten Muskelzellen scheint die IGFBP-2-

Proteolyse durch eine Ca2+-abhängige Serinprotease verursacht zu werden, deren 

Aktivität IGF-II-abhängig ist (Gockerman & Clemmons 1995; Cohick et al. 1995). In 

Neuroblastomzellen wird die IGF-II-vermittelte autokrine Proliferation durch die 

Plasmin-induzierte proteolytische Spaltung von IGFBP-2 kontrolliert (Menouny et al. 

1997). Während der Follikel-Reifung im equinen Ovar ist eine erhöhte proteolytische 

Degradation von IGFBP-2 durch PAPP-A zu finden (Gerard et al. 2004). Auch unter 

malignen Bedingungen scheint der Proteloyse von IGFBP-2 eine große Bedeutung 

zuzukommen. Eine Spaltung von IGFBP-2 durch Proteasen wurde beispielsweise in 

Osteosarkomzellen beschrieben (Koutsilieris et al. 1993). Ebenso wurde im Kolon 

eine hohe proteolytische Aktivität in Extrakten von malignen Geweben gefunden 

(Michell et al. 1997b). Die von Krebszellen produzierten Proteasen können zur 

Entstehung von IGFBP-2-Fragmenten mit einer geringeren Affinität zu den IGFs 

führen (Russo et al. 1999) und dadurch, nach der Freisetzung der IGFs, dem Tumor 

einen Wachstumsvorteil verschaffen (Menouny et al. 1997; Michell et al. 1997b). 
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Interessanterweise wurden im perinukleären Kompartiment verschiedener Organe 

von IGFBP-2-transgenen und nicht-transgenen Mäusen neben intaktem IGFBP-2 C-

terminale Fragmente von IGFBP-2 gefunden (Hoeflich et al. 2004). Die Entstehung 

und Funktion dieser evolutionär hoch konservierten Fragmente am Zellkern ist 

allerdings bislang noch unklar. 

 

2.2.4.4 Effekte von IGFBP-2 

In den beiden folgenden Unterkapiteln wird die Wirkung von IGFBP-2 in vitro und in 

vivo separat dargestellt. Dabei wird auf die Wirkung von IGFBP-2 unter normalen und 

malignen Bedingungen eingegangen. Zusätzlich werden IGF-abhängige und IGF-

unabhängige Wirkmechanismen aufgezeigt. 

 

2.2.4.4.1 IGF-abhängige und IGF-unabhängige Effekte in vitro 

Eine wachstumshemmende Wirkung von IGFBP-2 konnte in mehreren in vitro 

Studien klar gezeigt werden. So führt eine Überexpression von IGFBP-2 zu einer 

IGF-abhängigen Hemmung der Proliferation humaner embryonaler 

Nierenfibroblasten, die durch die Zugabe von exogenem IGF wieder vollständig 

aufgehoben werden kann (Hoflich et al. 1998). Eine Reihe weiterer in vitro-Arbeiten 

weisen ebenfalls auf einen IGF-abhängigen negativen Effekt von IGFBP-2 auf die 

Zellproliferation hin (Reeve et al. 1992; Michell et al. 1997a; Park et al. 1992; Singh 

et al. 1994b; Corkins et al. 1995). IGFBP-2 wird von verschiedenen Tumorzelllinen 

sezerniert, zu denen beispielsweise Ovarialkarzinomzellen SKOV3 (Lee et al. 2005), 

Glioblastomzellen Brust-, Pankreas-, Lungen-, Blasen-, Prostata-, 

Nebennierenrindenkrebszellen (NC-H295R) und Kolonkarzinomzellen (Caco-2) 

zählen (Hoeflich et al. 2001b). In diesen Tumorzellen werden neben hemmenden 

auch stimulierende Effekte auf das Wachstum beschrieben. Zum Beispiel hemmt 

IGFBP-2 die mitogenen Eigenschaften der IGFs in Lungenkrebszellen (SCLC, small-

cell lung carcinoma) (Reeve et al. 1993). Eine Reduzierung der Proliferation durch 

IGFBP-2 wurde auch in humanen Neuroblastomzellen (Babajko et al. 1997; 

Cianfarani et al. 1996) und in Gliomazellen der Zelllinie C6, die nach einer 

Transfektion IGFBP-2 exprimierten, (Bradshaw et al. 1999) beobachtet. Diese Effekte 

sind auf eine Hemmung der mitogenen Wirkung der IGFs zurückgeführen, da freies 

IGFBP-2 mit den IGF-Rezeptoren um die Bindung der IGFs konkurriert. Neben der 
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Hemmung der IGF-Wirkung kann IGFBP-2 als Transporter der IGFs deren Wirkung 

aber auch verstärken, indem es diese an den IGF-I Rezeptor befördert oder die IGFs 

vor der Proteolyse schützt (Ranke & Elmlinger 1997). In Tumoren ist IGFBP-2 häufig 

Zellmembran-assoziiert. Diese perizelluläre Lokalisation (Schutt et al. 2004; Russo et 

al. 1999; Pereira et al. 2004) scheint für die IGF-vermittelte prokarzinogene Wirkung 

relevant zu sein (Russo et al. 2005). Der Proliferations-fördernde Effekt von IGFBP-2 

wurde in Osteosarkomzellen (Slootweg et al. 1995) sowie in Y-1 Tumorzellen der 

Nebennierenrinde beobachtet, welche zudem eine erhöhte Koloniebindung zeigten 

(Hoeflich et al. 2000). In einer aktuellen Studie wurde ein wachstumsstimulierender 

Effekt durch exogenes IGFBP-2 in epithelialen NIH-OVCAR3 Ovarialkrebszellen 

aufgezeigt (Chakrabarty & Kondratick 2006).  

Neben IGF-abhängigen Effekten kann IGFBP-2 seine Wirkung auch IGF-unabhängig 

entfalten. Dabei wird die IGF-unabhängige Wirkung von IGFBP-2 vor allem durch 

Interaktion von IGFBP-2 mit Komponenten der ECM sowie mit Integrinen und 

Proteoglykanen der Zellmembran vermittelt, die Proliferation und insbesondere die 

Adhäsion und Migration von Zellen beeinflussen können (Schutt et al. 2004; Russo et 

al. 1997; Russo et al. 2005; Pereira et al. 2004). Diese IGF-unabhängigen Effekte 

von IGFBP-2 warfen neues Licht auf die zellulären Funktionen von IGFBP-2 

(Frommer et al. 2006). IGFBP-2 kann über seine RGD-Sequenz spezifisch an α5β1-

Integrinen binden und über Modulation des intrazellulären Signalings die Proliferation 

und Migration von Tumorzellen fördern (Schutt et al. 2004). Hierbei konnte auch eine 

Dephosphorylierung von FAK und MAPK festgestellt werden (Schutt et al. 2004). 

IGFBP-2 kann mit ανβ3-Integrinen aber auch RGD-unabhängig interagieren und 

dadurch die IGF-vermittelte Migration in ανβ3-überexprimierenden Brustkrebszellen 

der Linie MCF-7 (MCF-7β3) hemmen (Pereira et al. 2004). Über seine HBD-Domäne 

kann IGFBP-2 mit ECM-Komponenten interagieren und dadurch in 

Neuroblastomzellen die Zellmigration sowie die Invasion verstärken (Russo et al. 

2005). Russo konnte hierbei auch zeigen, dass in diesem Modell die RDG-Sequenz 

nicht für die Bindung an die ECM verantwortlich zu sein scheint.  

IGFBP-2 hat im nicht malignen Kontext zumeist einen negativen Effekt, wohingegen 

in Tumorzellen häufig Tumor-fördernde Wirkungen beschrieben werden. Der 

konditionale Effekt von IGFBP-2 wurde durch die Arbeit von Moore et al. in 

Prostatazellen aufgezeigt. Hier hatte IGFBP-2 einen hemmenden Effekt auf das 

Wachstum von nicht transformierten Prostatazellen, aber einen 
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wachstumsstimulierenden Effekt auf Prostata-Krebszellen (Moore et al. 2003). Ein 

möglicher Mechanismus für den konditionalen Effekt von IGFBP-2 wurde kürzlich 

diskutiert (Kuang 2006). IGFBP-2 ist nicht nur an der Zelloberfläche (Schutt et al. 

2004; Russo et al. 2005; Pereira et al. 2004), sondern auch zytoplasmatisch und 

perinukleär lokalisiert (Hoeflich et al. 2004) und zeigt eine gemeinsame intrazelluläre 

Lokalisation und Interaktion mit dem Zellzyklusinhibitor p21 während der 

Wachstumshemmung (Terrien et al. 2005).  

IGFBP-2 kann die Expression von Genen fördern, deren Produkte für die Invasion 

von Tumoren relevant sind. Hierzu zählt die Matrix Metalloproteinase 2 (MMP2), 

deren Expression in Glioblastomzellen (Wang et al. 2003) sowie in Blasenkrebszellen 

(Miyake et al. 2005) durch eine Überexpression von IGFBP-2 hochreguliert wird. Die 

MMPs spielen eine bedeutende Rolle in der Degradation der ECM (Matrisian 1992). 

Darüber hinaus regulieren sie die intrazelluläre Zellsignaltransduktion über 

Aktivierung/Inaktivierung von Wachstumsfaktoren und Rezeptoren von 

Zelladhäsionsmolekülen (Chirco et al. 2006). Neben MMP2 werden auch TIMP1 

(tissue inhibitor of metalloproteinase 1) und Faktoren der ECM sowie Integrine durch 

eine IGFBP-2-Überexpression in Glioblastomzellen hochreguliert (Wang et al. 2003). 

TIMPs sind Inhibitoren der MMPs, die bei verschiedenen Tumorerkrankungen neben 

den MMPs häufig auch hochreguliert werden (Yoshiji et al. 1996; Kossakowska et al. 

1991). TIMP1 ist beim Kolonkarzinom und vor allem bei Brustkrebs mit einer mit einer 

schlechten Prognose assoziiert (McCarthy et al. 1999; Ree et al. 1997; Schrohl et al. 

2004; Zeng et al. 1995). Darüber hinaus induziert IGFBP-2 das Invasions-hemmende 

Protein 45 (IIp45), das als Bindungsprotein für IGFBP-2 das Invasionspotential von 

Glioblastomzellen reduziert (Song et al. 2003). In IGF-unabhängigen 

Brustkrebszellen fördert IGFBP-2 die Transkription von Proliferations-hemmenden, 

Apoptose-induzierenden sowie Zelladhäsions-relevanten Genen (Frommer et al. 

2006). 

 

2.2.4.4.2 Wirkung von IGFBP-2 in vivo 

In vivo konnte eine Hemmung des postnatalen Wachstums von Körper und Organen 

durch im IGFBP-2-transgenen Mausmodell gezeigt werden (Hoeflich et al. 1999). In 

IGFBP-2-transgenen Mäusen ist unter der Kontrolle des CMV-Promotors eine 

Überexpression von IGFBP-2 in fast allen Organen auf mRNA- und Protein-Ebene zu 
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finden. Im Serum sind die IGFBP-2-Werte um etwa das 3-fache erhöht. Ab der dritten 

Lebenswoche wurden reduzierte Massen des Körpers sowie von Karkasse, Niere, 

Pankreas und Milz messbar. Da IGF-I-transgene Mäusen eine entsprechende 

Gewichtssteigerung in denselben Organen aufweisen, scheint IGFBP-2 die Wirkung 

von IGF-I zu antagonisieren. Diese Hypothese wird dadurch unterstützt, dass GH-

transgene Mäuse, deren IGF-I-Spiegel um das 2- bis 3-fache erhöht ist, nach der 

Verpaarung mit IGFBP-2-transgenen Mäusen ein noch deutlicher reduziertes 

Wachstum aufweisen (Hoeflich et al. 2001a). IGFBP-2 scheint somit, durch die 

Bindung von IGFs und die daraus resultierende Blockierung der über die IGF-

Rezeptoren vermittelten Wirkung, ein negativer Regulator des Wachstums zu sein 

(Hoeflich et al. 2001b). IGFBP-2 kann die Wirkung von IGF-I und -II hemmen, indem 

es mit den IGF-Rezeptoren um die Bindung der IGF konkurriert. Dabei hat IGFBP-2 

eine höhere Affinität zu IGF-II als zu IGF-I (Jones & Clemmons 1995; Carrick et al. 

2001). Der hemmende Effekt von IGFBP-2 auf das Wachstum wurde zudem im 

igfbp2-Knock-out-Modell durch erhöhte Lebergewichte männlicher Mäuse deutlich 

(Wood et al. 1993; Wood et al. 2000). Da das Leberwachstum hauptsächlich durch 

GH gesteuert wird und IGF-I-transgene Mäuse ein unverändertes Lebergewicht 

haben (Mathews et al. 1988), kann ein hemmender Effekt von IGFBP-2 sogar auf die 

Wirkung von GH diskutiert werden. Dass die zelladhäsiven sowie auch die 

wachstumshemmenden Eigenschaften von IGFBP-2 unter normalen Bedingungen 

nicht von der RGD-Domäne abhängig sind, konnte in einem RGE-IGFBP-2-

transgenen Mausmodell gezeigt werden, in dem die RGD-Sequenz durch eine RGE-

Sequenz ersetzt ist (Hoeflich et al. 2002). Über die Funktion von IGFBP-2 in 

Tumormodellen der Maus ist bislang kaum etwas bekannt. IGFBP-2 scheint aber 

nach Interaktion mit ανβ1-Integrinen das IGF-abhängige Tumorwachstum von Balb/c 

nu/nu Mäusen nach Inokulation von Brustkrebszellen zu reduzieren (Pereira et al. 

2004).  

Die Bedeutung von IGFBP-2 für Patienten des CRC wurde in vielen klinischen 

Studien untersucht und wird im Folgenden dargestellt. Das Risiko der 

Krebsentstehung scheint durch den IGFBP-2-Serumspiegel nicht erhöht zu werden. 

So wird etwa das Prostatakrebs-Risiko nicht durch die Höhe des IGFBP-2 

Serumspiegels beeinflusst (Stattin et al. 2000). Für das Kolonkrebsrisiko wurde in 

einer Studie eine neutrale Rolle der IGFBP-2-Serumkonzentration gefunden 

(Palmqvist et al. 2003), wohingegen in einer anderen Studie hohe IGFBP-2-Spiegel 
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mit einem geringeren Kolonkrebsrisiko verbunden waren (Kaaks et al. 2000). Bei 

Patienten, bei denen sich die Krebserkrankung manifestiert hat, ist hingegen häufig 

ein Anstieg des IGFBP-2-Serumspiegels zu beobachten. So wurden erhöhte IGFBP-

2-Serumspiegel bei Patienten mit Hepatozellulärem Karzinom (HCC) (Ranke et al. 

2003), Ovarialkrebs (Flyvbjerg et al. 1997; Lancaster et al. 2006), Prostatakarzinom 

(Cohen et al. 1993), Lungenkrebs (Lee et al. 1999) oder Nebennierenrindenkarzinom 

(Boulle et al. 1998) gefunden. Zudem steigt IGFBP-2 bei Gehirntumor-Patienten auch 

im Liquor cerebrospinalis (Muller et al. 1994b; Zumkeller & Westphal 2001) und bei 

Ovarialkrebspatienten in der Zystenflüssigkeit an (Karasik et al. 1994).  

Bei CRC-Patienten ist der IGFBP-2-Serumspiegel verändert. Die Entstehung 

kolorektaler Adenome ist mit einem Anstieg von IGFBP-2 verbunden. Dabei korreliert 

die IGFBP-2-Konzentration wiederum mit der IGF-II-Konzentration (Renehan et al. 

2000b). Nach der Resektion der Adenome fällt die IGFBP-2-Serumkonzentration ab, 

was mit einem Rückgang an IGF-II verbunden ist (Renehan et al. 2000b). Bei 

Patienten mit kolorektalen Karzinomen werden ebenfalls erhöhte IGFBP-2-Werte im 

Serum gemessen (Kim et al. 2002), die zudem mit dem Grad der Malignität positiv 

korrelieren. Dabei ist der Anstieg von IGFBP-2 bei Tumoren des Duke Stage C oder 

späteren CRC-Stadien nicht mehr mit einer Erhöhung des IGF-II Serumspiegels 

verbunden (Renehan et al. 2000a). Zudem scheint IGFBP-2 die Tumorlast 

widerzuspiegeln, da IGFBP-2 mit der Größe des Karzinoms korreliert und nach 

dessen kurativer Resektion abfällt (Renehan et al. 2000a).  

Im Tumorgewebe selbst wird IGFBP-2 häufig verstärkt exprimiert. Dies konnte im 

malignen Gewebe des Magens (He et al. 2005), der Ovarien (Lancaster et al. 2006), 

des Gehirns (Elmlinger et al. 2001) und der Prostata (Richardsen et al. 2003; 

Tennant et al. 1996) beobachtet werden. Zudem konnte eine starke Protein-

Expression im fortgeschrittenen Ovialkarzinom (high-grade serous ovarial cancer) 

gefunden werden (Wang et al. 2006b). In Kolontumoren wird IGFBP-2 sowohl auf 

mRNA- als auch auf Proteinebene verstärkt exprimiert (Kim et al. 2002; Mishra et al. 

1998; Miraki-Moud et al. 2001). Wie bereits erwähnt korreliert der Anstieg an IGFBP-

2 oft mit dem Grad der Malignität. Dieser Zusammenhang wurde bei 

Tumorerkrankungen der Nebennierenrinde (Boulle et al. 2001), der Prostata (Kaplan 

et al. 1999; Tennant et al. 1996) sowie auch beim Kolonkarzinom gezeigt. Bei 

fortgeschrittenen Kolonkarzinomen (Dukes Stage C) ist IGFBP-2 stärker exprimiert 

als in früheren Tumorstadien (Mishra et al. 1998). Außerdem konnten Mishra et al. 
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zeigen, dass IGFBP-2 in den Tumorzellen und nicht in den Zellen des Stromas 

lokalisiert ist, was für eine autokrine Funktion von IGFBP-2 spricht (Mishra et al. 

1998). Darüber hinaus korreliert die Serum-IGFBP-2-Konzentration mit spezifischen 

Tumormarkern des Hepatozellulären Karzinoms (α-Fetoprotein) (Ranke et al. 2003), 

des Prostatakarzinoms (prostataspezifisches Antigen) (Kanety et al. 1993; Ho & 

Baxter 1997b) sowie des epithelialen Ovarialkarzinoms (CA125 und Tumor-

assoziierter Trypsin-Inhibitor) (Flyvbjerg et al. 1997). Auch beim CRC wurde eine 

Korrelation von IGFBP-2 im Serum mit dem spezifischen Marker CEA beschrieben 

(Renehan et al. 2000a). Daher wurde IGFBP-2 als möglicher prognostischer Marker 

diskutiert, der in Kombination mit anderen Markern eine höhere Sensitivität zeigt 

(Hoeflich et al. 2001b; Renehan et al. 2000a). 
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3 Material und Methoden 

3.1 Material 

3.1.1 Geräte 

7700 Sequence Detection System ABI 

PRISMTM 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Analysenwaage Sartorius, Göttingen 

Analysenwaage Mettler AE 200 Mettler Toledo GmbH, Giessen 

Automatische Pipette EDOS 5222 Eppendorf, Hamburg 

Automatischer Sequenzierer ABI 

PRISMTM377 PE 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Gewebe-Homogenisator (Art-Micro D8) ART Labortechnik, Mühlheim 

Histo Embedder Leica, Heidelberg 

Illuminator Eagleeye II Stratagene, Heidelberg 

Magnetrührer Ikamag® RCT Ika Labortechnik, Staufen 

Microm Einbettautomat HMP 300  Zeiss, Jena 

Mikroskop & halbautomatisches 

Bildanalysegerät 

Zeiss, Jena 

Mikrowellendruckkochtopf Nordi Ware Minneapolis MN, USA 

Optimas Software PC-Systeme Stemmer, Puchheim 

Rotationsmikrotom für Paraffinschnitte Leica, Heidelberg 

Schüttler KS 250 basic Ika Labortechnik, Staufen 

Thermocycler Uno II Biometra, Göttingen 

Thermomixer 5436 Eppendorf, Hamburg 

Vortex Genie 2 Scientific Industries, Inc., NY, USA 

Vortex Genie 2 Bender & Hobein AG Zürich, Schweiz 

Waage PM 3000 Mettler, Schweiz 

Zentrifuge 3200 Eppendorf Hamburg 

Zentrifuge 5417 R Eppendorf Hamburg 

Zentrifuge GS-15R Beckman, München 
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3.1.2 Chemikalien 

1,2-Dimethylhydrazin Sigma, Deisenhofen 

Agarose, ultra pure Invitrogen, Karlsruhe 

Agarose 3:1 Amresco, Ohio, USA 

Äther (Narkose) Merck, Darmstadt 

Chloroform Riedel-de Hâen, Deisenhofen 

Citronensäure Merck, Darmstadt 

DEPC Roth, Karlsruhe 

Entellan Merck, Darmstadt 

Eosin Serva, Heidelberg 

Essigsäure Roth, Karlsruhe 

Ethanol Roth, Karlsruhe 

Ethidiumbromid, 1% Merck, Darmstadt 

Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA) Merck, Darmstadt 

Formaldehyd  Merck, Darmstadt 

H2O2 Merck, Darmstadt 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Kaiser’s Gelantine Merck, Darmstadt 

Kaliumchlorid Merck, Darmstadt 

Kaliumdihydrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Methylenblau Merck, Darmstadt 

NaOH (2 N) Merck, Darmstadt 

Natriumchlorid Merck, Darmstadt 

Natriumcitrat-Dihydrat Sigma, Deisenhofen 

Natriumdihrdrogenphosphat Merck, Darmstadt 

Natriumdodecylsulfat (SDS) ICN, Irvine, CA USA 

RNAlaterTM Quiagen, Hilden 

Rox 1 mM Roche, Mannheim 

Salzsäure (37%) Merck, Darmstadt 

Salzsäure 1 N Merck, Darmstadt 

SeaKem LE® Agarose Biozym, Hess. Oldendorf 

Tris-(hydroxymethyl)-amino-methan 

(Tris) 

Roth, Mannheim 

TrizolTM Reagenz  Invitrogen, Karlsruhe 
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Tween-20 (Polyoxyethylensorbitan-

Monolaurat) 

Sigma, Deisenhofen 

Xylol Merck, Darmstadt 

Ziegenserum  Invitrogen, Karlsruhe 

 

3.1.3 Enzyme und Reagenzien 

ABC-Kit Vector Laboratories, Burlingame 

AmpErase® Uracil N-glycosylase (1 U/µl) Applied Biosystems, Darmstadt 

Avidin/Biotin Blocking Kit Vector Laboratories, Burlingame 

DAB-Tabletten Sigma, Deisenhofen 

DNA Polymerase I (E. coli) (10 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe 

DNase I, RNAse-free (10 U/µl) Roche, Mannheim 

DTT 0,1 M Invitrogen, Karlsruhe 

Erststrang-Puffer (5x) für cDNA Invitrogen, Karlsruhe 

Fast Start TaqMan® Probe Master Roche, Mannheim 

Hotstar DNA Polymerase Kit Qiagen, Heiden 

Proteinase K (20 mg/ml) Boehringer, Mannheim 

Random Hexamer Primers (3 µg/µl) Invitrogen, Karlsruhe 

RNAlater™ Quiagen, Hilden 

RNase-Inhibitor (40 U/µl) RNaseOUTTM MBI Fermentas, St. Leon Roth  

Rox Referenz Dye 1mM Roche, Mannheim 

SuperScript™ II RNase H- Reverse 

Transkriptase 200 U/µl 

Invitrogen, Karlsruhe 

SYBR Green PCR Master Mix Applied Biosystems, Darmstadt 

Taq DNA Polymerase Kit Qiagen, Heiden 

Transcriptase (200 U/µl) Invitrogen, Karlsruhe 

Trizol® Reagent Invitrogen, Karlsruhe 

Uracil-DNA-Glykosylase (1 U/µl) MBI Fermentas, St. Leon Roth 

Wizard Kit Promega, Madison, WI, USA 

Zweitstrang-Puffer (5x) für cDNA Invitrogen, Karlsruhe 
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3.1.4 Lösungen und Reagenzien 

Lösungen und Puffer:  

DEPC-H2O (0,1%) 
1 ml  DEPC 

1000 ml  Aqua bidest. 

2 h bei 37°C unter Rühren gelöst und autoklaviert 

  

10x DNase I Verdau Puffer 
250 mM Tris-HCl (pH 8,3) 

375 mM KCl 

15 mM MgCl2
steril filtriert, autoklaviert und aliquotiert 

  

Rox 10µM  

Rox 1 mM, 1:100 verdünnt mit steril filtriertemTris 0,1 M pH 8,0 

  

50x TAE-Puffer 
242 g   Tris Base 

57,1 ml Essigsäure 

7,2 g Na2EDTA-Dihydrat 

ad 1000 ml aqua dest. 

  

TE-Puffer für RNA-Messung 
10 mM Tris-HCl, (pH 8,0) 

1 mM EDTA 

  

TE-Puffer für Mikrodialyse (pH 7,2) 
1 ml  1mM Tris-HCl 

20 µl 0,5 mM EDTA 

ad 100 ml aqua dest; 1:4 verdünnt mit VE-Wasser 
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Injektionspuffer  
1 mM EDTA 

0,9% NaCl 

steril filtriert (0,22 µm) und autoklaviert 

  

Paraformaldehydlösung 
20 mg Paraformaldehyd 

1000 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,5) 

Im Wasserbad bei 55°C gelöst 

  

0,05 M Tris-Puffer (pH7,6) 
6,05 g Tris 

40 ml  1M HCl 

in 900 ml aqua dest. gelöst, den gewünschten pH-Wert mit HCl eingestellt und auf 

1000 ml mit aqua bidest. aufgefüllt 

  

10x Tris-HCl-Puffer pH 7,8 
12,1 g Tris 

20 g CaCl2 x 2H2O 

  

0,01 M PBS pH7,5 
1,36 g KH2PO4

9 g NaCl 

In 1000 ml aqua bidest gelöst: Lösung A 

1,78 g Na2 HPO4 x 2 H2O 

9 g NaCl 

In 1000 ml Aqua bidest gelöst: Lösung B 

ca. 800 ml Lösung A mit ca. 200 ml Lösung B gemischt und pH auf 7,5 eingestellt 

  

0,1 M PBS pH 7,5 

17,8 g Na2HPO4 x 2H2O in 1000 ml aqua bidest gelöst: Lösung A 

13,8 g NaH2PO4 x 1H2O in 1000 ml aqua bidest gelöst: Lösung B 

ca. 800 ml Lösung A mit etwa 200 ml Lösung B gemischt und pH auf 7,5 eingestellt 

 

 



42  Material und Methoden  
 

10 mM Citratpuffer pH 6,0 

19,2 g Citronensäure in 1000 ml aqua dest: Stammlösung A 

29,4 g Natriumcitrat-Dihydrat in 1000 ml aqua dest: Stammlösung B 

27 ml Stammlösung A und 123 ml Stammlösung B gemischt und nach Zugabe von 

1,5 ml Tween 20 mit aqua dest. auf 1500 ml aufgefüllt und gut gemischt 

  

TBS-Puffer (pH 7,6) 
Stammlösung: 

250 g NaCl: Stammlösung A 

in 3000 ml aqua dest. Gelöst 

181,71 g Tris: Stammlösung B 

in 2400 ml aqua dest. gelöst; pH mit HCl auf 7,6 eingestellt und auf 3000 ml 

aufgefüllt 

Gebrauchslösung: 

300 ml Stammlösung A 

300 ml Stammlösung B 

mit aqua dest. auf 3000 ml aufgefüllt 

  

Blockierungs- und Antikörperverdünnungs-Puffer 
190 ml TBS-Gebrauchslösung 

10 ml Serum (Ziege) 

  

Antikörper-Verdünnungen 
Anti-Ki-67-TEC3: 1:100 mit TBS-Gebrauchslösung verdünnt, frisch angesetzt; 

Anti-Cleaved Caspase-3 Asp175: 1:100/1:200 TBS-Gebrauchslösung, frisch 

angesetzt 

Anti-β-Catenin: 1:4000/1:10000 mit TBS-Gebrauchslösung verdünnt, frisch angesetzt 

Anti-Ratte, Anti-Kaninchen bzw. Anti-Maus IgG: 5 µl ad 1000 ml TBS-

Gebrauchslösung, aliquotiert und bei –20°C gelagert 

  

Methylenblau 
2 g Methylenblau 

1000 ml 0,01M PBS (pH 7,5) 

filtriert (Filter 520b½); vor jeder Färbung frisch angesetzt 
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Eosin-Lösung, gelblich 0,5% 

1 g Eosin 

200 ml Aqua dest 

2 ml Formalin 37% 

  

Hämatoxylin-Lösung nach Ehrlich 
2 g Hämatoxylin 

3 g Kalium-Aluminium-Sulfat 

0,4 g Natriumjodat 

10 ml Eisessig 

100 ml Ethanol 95% 

100 ml Aqua dest 

100 ml Glycerin 

mindestens 1 h gerührt und anschließend filtriert (Filter 520b½) 

  

Hämatoxylin nach Meyers 
1 g Hämatoxylin 

1 g Zitronensäure 

0,2 g Natriumjodat 

50 g Kalium-Aluminium-Sulfat 

50 g Chloralhydrat 

in 1000 ml aqua dest. gelöst und filtriert (Filter 520 b ½) 

  

Essigsäure 
250 µl Eisessig 

250 ml aqua bidest. 

  

H2O2-Methanol-Lösung 
180 ml Methanol 

3 ml Wasserstoffperoxid 30% 

  

Salzsäure-Ethanol-Lösung 
320 µl HCl 25% 

250 ml Ethanol 70% 
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Wasser: 

Für PCR-Reaktionen wurde autoklaviertes und aliquotiertes Reinstwasser nach 

Ultrafiltration (Milli-RO Plus 60, Millipore, Schwalbach) eingesetzt. Für die 

Quantitative Real-time RT-PCR wurde PCR-Grade Water (Roche, Mannheim) 

verwendet. 

 

3.1.5 Molekulargewichtstandards 

Molekulargewichtstandards für DNA:  

Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder Plus: 

SM0321/2/3) 

MBI Fermentas, St. Leon Roth 

Gene Ruler™ (100 bp DNA Ladder: 

SM0241/2/3) 

MBI Fermentas, St. Leon Roth 

pUC Mix Marker 8 (SM0301/2/3) MBI Fermentas, St. Leon Roth 

  

Molekulargewichtstandards für RNA:  

Ready-Load™ 1 Kb DNA Ladder Invitrogen, Karlsruhe 

 

3.1.6 Sonstige Materialien 

96-fach PCR-Reaktionsgefäße ABgene, Hamburg 

Aluminiumfolie Roth, Kalsruhe 

Deckgläser Roth, Karlsruhe 

Dialyse-Membranen Millipore 

(Porendurchmesser 0,025µm) 

Millipore, Schwalbach 

Einbettkassetten Sakura Finetek BV Zoeterwoude, 

Niederlande 

Faltenfilter, 520b½ Schleicher & Schüll, Dassel 

Faltenfilter, fein Schleicher & Schüll, Dassel 

Filter Millex GP Porendurchmesser 0,22 

µm 

Millipore Express, Irland 

Gel-Blotting Papier GB002/GB004 Schleicher & Schuell, Dassel 
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Kanülen B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Klebefolie Adhesive PCR Foil Seals ABgene, Hamburg 

Kryogefäße Nunc, Roskilde, Dämemark 

MicroAmp® Optical 96-Well Reaction 

Plate 

Applied Biosystems 

MicroAmp® Optical Adhesive Covers Applied Biosystems 

Objektträger Roth, Karlsruhe 

Objektträger, Superfrost®Plus Menzel GmbH & Co KG, Braunschweig 

Omnifix 2 ml Luer Lock B. Braun Melsungen AG, Melsungen 

Parafilm American National Can Neehan, WI, 

USA 

PCR Gefäß 0,2 ml G. Kisher GbR, Steinfurt 

PCR Gefäßdeckel G. Kisher GbR, Steinfurt 

PCR-Reaktionsgefäße, à 8 Streifen G. Kisher GbR, Steinfurt 

Reaktionsgefäße safe lock (2, 1,5, 0,5, 

0,2 ml) 

Eppendorf, Hamburg 

Spritze 20 ml Henke-Sass, Wolf GmbH, Tuttlingen 

Zentrifugenröhrchen Schubert, Wackersdorf 

  

Verwendete Software:  

Abi Prism® 7700 Sequenz Detection 

System 

Applied Biosystems, Darmstadt 

Optimas PC-Systeme Stemmer, Puchheim 

Primer Express Applied Biosystems, Darmstadt 

SPSS Statistikprogramm RRZN Hannover (Regionales 

Rechenzentrum für Niedersachsen/Uni 

Hannover) 
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3.1.8 Antikörper 

Anti-Kaninchen IgG, biotinyliert Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Anti-Maus IgG, biotinyliert Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Anti-Ratte, biotinyliert Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Cleaved Caspase-3 (Asp175), Kaninchen Cell Signaling Technologies 

Ki-67, Ratte, monoclonal DakoCytomation, Glostrup, Dänemark 

β-Catenin, Maus Transduction Laboratories, via BD 

Bioscience 

 

3.2 Versuchstiere 

In dieser Studie kam ein transgenes Mausmodell (CMVintIGFBP-2) zum Einsatz, 

welches am Lehrstuhl für Molekulare Tierzucht und Biotechnologie der LMU 

München etabliert wurde (Hoeflich et al. 1999). Die verwendeten Tiere gingen aus 

der Verpaarung von heterozygoten CMV-IGFBP-2-transgenen Männchen mit 

Wildtyp-Weibchen hervor. Die IGFBP-2-transgenen Mäuse exprimierten das murine 

IGFBP-2-Gen im Kolon und in fast allen anderen Organen sowohl auf mRNA- als 

auch auf Proteinebene. Zudem war das Tiermodell durch etwa dreifach erhöhte 

IGFBP-2 Konzentrationen im Serum sowie durch ein postnatal reduziertes Wachstum 

charakterisiert. Die verwendeten Tiere entstammten der 6. Rückkreuzungsgeneration 

auf den Inzuchtstamm C57BL/6 und verfügten über einen C56BL/6-Anteil von über 

98% im Genom. Alle Tiere wurden unter SPF-Bedingungen gehalten und hatten 

freien Zugang zu Trinkwasser sowie Standardfutter (V1435, Ssniff, Soest). Da für 

diese Studie nur weibliche Mäuse gebraucht wurden, wurden die männlichen Mäuse, 

sofern sie nicht für die Zucht benötigt wurden, getötet. Die verwendeten Mäuse 

wurden nach der dritten Lebenswoche abgesetzt und durch Ohrlochnummern 

gekennzeichnet. Während des Versuches wurde der Gesundheitsstatus der Tiere 

überwacht. Das Versuchsvorhaben wurde durch die Regierung von Oberbayern 

genehmigt (Aktenzeichen AZ 209.1/211-2531-50/03). 
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3.3 Methoden 

3.3.1 Genotypisierung der Tiere 

3.3.1.1 Isolierung von genomischer DNA aus Schwanzspitzen 

Die Bestimmung des Genotyps aller Versuchstiere wurde jeweils nach dem Absetzen 

in der vierten Lebenswoche vorgenommen. Dazu wurde den Mäusen unter Narkose 

ein etwa 2-3 mm langes Stück Schwanzspitze entfernt, das auf Trockeneis 

schockgefroren und bis zur DNA-Isolierung bei -80°C gelagert wurde.  

Aus den Schwanzspitzen wurde die DNA nach dem Wizard®-Protokoll unter 

Verwendung der Reagenzien des Wizard® Genomic DNA Purification Kits isoliert. 

Zunächst wurden die Proben proteolytisch verdaut. Dazu wurden diese mit einer 

Verdaulösung aus 17,5 µl Proteinase K, 500 µl Nuclei Lysis Lösung und 120 µl EDTA 

pH 8,0 angesetzt und mindestens für 4 h unter mehrmaligem Schütteln oder über 

Nacht auf dem Thermomixer bei 56°C verdaut. Das Gewebelysat wurde mit 3 µl 

RNase A bei 37°C für 30 min zum Abbau vorhandener RNA inkubiert. Nachdem die 

Proben auf Raumtemperatur abgekühlt waren, wurden 200 µl Protein-

Präzipitationslösung hinzugegeben um die Proteinfraktion von der DNA-Fraktion 

durch Zentrifugation (4 min bei 15800 x g) zu trennen. Die in der wässrigen Phase 

enthaltene genomische DNA wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Die 

genomische DNA wurde mit Isopropanol gefällt und durch Zentrifugation (2 min, 

15800 x g) pelletiert. Nach dem Waschen des Pellets mit Ethanol 70% wurde dieses 

vollständig getrocknet und je nach Pelletgröße in 50-100 µl DNA-

Rehydratationslösung durch eine einstündige Inkubation bei 65°C gelöst. Bis zur 

weiteren Verwendung wurde die genomische DNA bei 2–8°C gelagert. 

 

3.3.1.2 PCR-Reaktion 

Um das IGFBP-2-Genkonstrukt nachweisen zu können, wurden für IGFBP-2 und den 

CMV-Promotor spezifische Primer eingesetzt. 1 µl Template wurde in sterile PCR-

Reaktionsgefäße vorgelegt und 19 µl Mastermix (siehe Tabelle 3.2) hinzupipettiert.  
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3.3.2 Chemische Induktion von ACF und Tumoren 

Die Genese von ACF und Tumoren im Kolon IGFBP-2-transgener und nicht-

transgener Mäuse wurde durch intra-peritoneale Applikationen des Kolonkarzinogens 

1,2-Dimethylhydrazin induziert (Schmelz et al. 1996; Diehl 2002). Ab einem Alter von 

vier Wochen wurden die Mäuse sechs Wochen lang einmal wöchentlich mit DMH in 

einer Dosierung von 40 mg/kg behandelt. Die Injektionen fanden jeweils am gleichen 

Wochentag zwischen 9.00 und 11.00 Uhr statt. Für beide DMH-behandelten 

Versuchsgruppen gab es jeweils eine Kontrollgruppe, denen die Vehikellösung NaCl-

EDTA im gleichen Volumen verabreicht wurde. Zur Untersuchung der Kolonmukosa 

auf frühe pathologische Veränderungen erfolgten die Sektionen 10 Wochen nach der 

ersten DMH-Behandlung. Der spätere Sektionszeitpunkt zur Analyse der 

entstandenen Tumoren fand 34 Wochen nach Behandlungsbeginn statt. 

 

3.3.3 Gewinnung der Serumproben 

Durch Punktion des retrobulbären Plexus wurde den Äther-narkotisierten Mäusen 

Blut entnommen. Nach der Gerinnung des Blutes durch zweistündige Inkubation bei 

4°C, wurden die Proben 2 x 10 min bei 4°C und 10000 x g zentrifugiert. Anschließend 

wurde das Serum abpipettiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert. 

 

3.3.4 Radioimmunoassay zur Bestimmung der IGFBP-2- und IGF-II-
Serumkonzentrationen 

Der kompetitive Radioimmunoassay (RIA) basiert auf einer Antigen-Antikörper-

Reaktion. Hierbei konkurriert das zu bestimmende Antigen mit dem radioaktiv 

markierten Antigen um die Bindungsstelle des ersten Antikörpers. Der entstandene 

Antigen-Antikörper-Komplex fällt durch die Zugabe des zweiten Antikörpers aus. Die 

Menge des Antikörper-markierten Antigens ist zur Menge des zu bestimmenden 

unmarkierten Antigens umgekehrt proportional. Die Konzentration des zu 

bestimmenden Antigens kann anhand einer mit einem entsprechenden Standard 

erstellten Eichkurve quantifiziert werden. Die RIAs wurden vom Hormonlabor der 

Kinderklinik der Universität Tübingen durchgeführt, in dem die Nachweisverfahren 

etabliert und standardisiert sind. 
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3.3.5 Präparation von Kolon und Tumoren  

Nach der Blutabnahme wurden die Mäuse durch zervikale Dislokation getötet. Die 

Haut wurde in der Medianen inzidiert, vom Os pubis bis zum kranialen Rand des 

Thorax longitudinal aufgeschnitten und seitlich vom Körper unter Spannung fixiert. 

Anschließend wurde das Peritoneum in gleicher Weise präpariert. Der so freiliegende 

Intestinaltrakt sowie die mesenterialen Lymphknoten und die Leber wurden auf 

makroskopisch sichtbare pathologische Veränderungen untersucht. Das Kolon 

descendens wurde nach rektal freipräpariert und distal des Rektums abgesetzt. Das 

abgetrennte rektale Ende des Intestinums wurde behutsam hochgezogen und somit 

vom Mesokolon gelöst. Das Kolon ascendens wurde am Übergang zum Zäkum 

abgesetzt und in gekühlten Tris-Puffer (4°C) gelegt. Unter Zuhilfenahme einer 

Schlundsonde wurde dieser Dickdarmabschnitt mehrmals mit gekühltem Tris-Puffer 

gespült, um das Kolongewebe von der Ingesta zu reinigen. Um das Kolongewebe auf 

einem Objektträger aufklappen zu können, wurde der Darmschlauch vorsichtig auf 

einen Rührspatel aufgezogen und an der mesenterialen Seite vollständig 

aufgeschnitten. Das Kolongewebe wurde in drei Abschnitte (I-III) zerteilt. Anatomisch 

gesehen entsprach Abschnitt I dem Kolon ascendens, Abschnitt II dem Kolon 

transversum mit dem proximalen Anteil des Kolon descendens und Abschnitt III dem 

distalen Anteil des Kolon descendens mit dem Rektum. Für die histologischen und 

immunhistochemischen Analysen wurde jeder Abschnitt auf einem beschichteten 

Objektträger so platziert, dass das Gewebe flach ausgebreitet und die mukosale 

Seite objektträgerfern zu liegen kam. Anschließend wurde das Darmgewebe mit Tris-

Puffer getränktem Gel-Blotting-Papier überdeckt und in Paraformaldehyd (4%) 

verbracht. Makroskopisch sichtbare Tumoren wurden nummeriert und ihre 

Lokalisation im Darm protokolliert. Für die histologischen Untersuchungen wurde das 

Kolon proximal und distal des Tumors zerschnitten und separat fixiert. Zur 

Bestimmung des Tumorvolumens wurden Länge, Breite und Höhe aller Tumoren mit 

einem Messschieber nach der Fixierung vermessen. Aufgrund der 

Tumormorphologie wurde das Volumen der Tumoren (V) nach der Ellipsoid-Formel 

V=4/3 π L/2 B/2 H/2 berechnet. Für die Untersuchungen auf RNA-Ebene wurde das 

Kolongewebe in RNAlaterTM aufbewahrt. Sichtbare Tumoren wurden auf Trockeneis 

schockgefroren. Alle Proben wurden bei -80°C gelagert.  
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3.3.6 Histologie 

3.3.6.1 Methylenblau-Färbung 

Methylenblau wurde als sogenannter Vitalfarbstoff bereits 1885 von Paul Ehrlich zur 

Färbung von Geweben verwendet. 1987 wurde dieser Farbstoff erstmals zur 

Darstellung aberranter Krypten in murinem Kolonepithel eingesetzt (Bird 1987). Die 

Methylenblau-Färbung wurde zur Identifikation und Quantifizierung der ACF in der 

Kolonmukosa zum früheren sowie zum späteren Analysezeitpunkt eingesetzt. Dabei 

wurde berücksichtigt, in welchem Kolonabschnitt die ACF lokalisiert waren. Das 

zuvor in Paraformaldehyd 3 h lang fixierte Kolongewebe der Abschnitte I-III wurde in 

0,01 M PBS überführt und 3 x 5 min gewaschen. Dabei wurde das Blotting-Papier 

nach dem ersten Waschschritt entfernt. Die Färbung erfolgte durch eine 10-15 

minütige Inkubation in frischer Methylenblaulösung (2 g/l). Anschließend wurden die 

Gewebe mit Kaiser’s Glycerin-Gelatine eingedeckelt und für wenige Minuten (<5 min) 

bei 4°C gelagert. Direkt im Anschluss wurden die ACF bei 25-facher Vergrößerung 

mikroskopisch quantifiziert. Die Dokumentation wurde mithilfe der Optimas Software 

erstellt. 

 

3.3.6.2 Paraffineinbettung und Anfertigung histologischer Schnitte 

Zur Anfertigung von Gewebeschnitten von ACF und Tumoren für histologische und 

immunhistochemische Färbungen wurden Kolon- und Tumorgewebe in Paraffin 

eingebettet. Die Einbettung erfolgte mit einer vollautomatischen Maschine nach dem 

in Tabelle 3.4 dargestellten Verlaufsprotokoll. Anschließend wurden die Paraffin-

durchtränkten Gewebe mit flüssigem Paraffin in Blöcke gegossen. Das Kolongewebe 

der Abschnitte II und III wurde eingebettet. Die Schnitte wurden in einer Dicke von 

etwa 3 µm angefertigt, auf SuperFrost®Plus-Objektträger gezogen und über Nacht 

im Trockenschrank bei 37°C getrocknet. Von dem flach eingebetteten Kolongewebe 

wurden histologische Schnitte über die gesamte Länge der Krypten angefertigt, um 

die Kolonkrypten im Querschnitt darzustellen. Von den Tumoren wurden 

Serienschnitte angefertigt.  
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3.3.7 Immunhistochemie 

3.3.7.1 Prinzip der Avidin-Biotin-Methode 

Für die immunhistochemischen Färbungen wurde die Avidin-Biotin-Methode, die kurz 

ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex) genannt wird, ausgewählt. Diese zeichnet 

sich durch eine höhere Sensitivität als die PAP- (Peroxidase und Antiperoxidase) 

oder die APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase und Anti-Alkalische 

Phosphatase) aus (Hsu et al. 1981; DakoCytomation 2003). Die ABC-Methode 

basiert auf der hohen Affinität von Avidin zu Biotin. Ein Avidin-Biotin-Enzymkomplex 

besteht aus einem Avidin-Molekül, das vier Bindungsstellen für Biotin ausweist. In 

einem solchen Komplex sind aufgrund der molekularen Ausrichtung nur drei 

Bindungsstellen besetzt. Der ABC-Komplex lagert sich an den Biotin-markierten bzw. 

biotinylierten Zweitantikörper an, der eine Brücke zum Antigen-gebundenen 

Erstantikörper darstellt (siehe Abbildung 3.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 3.1: Schema der ABC-Methode mit Darstellung von Primärantikörper, 
biotinyliertem Brückenantikörper und ABC-Komplex 
Entnommen aus Praxis der Immunhistochemie (Höfler & Müller 2000) 
 

3.3.7.2 Färbung der Antigene Ki-67, Caspase-3 und β-Catenin 

Die immunhistochemischen Färbungen des Proliferationsmarkers Ki-67, des 

Apoptosemarkers Cleaved Caspase-3 sowie von β-Catenin fanden nach demselben 

Verlaufsprotokoll statt, das im Folgenden beschrieben ist. Die histologischen Schnitte 

wurden mit Xylol 2 x 5 min entparaffiniert und durch eine absteigende Alkoholreihe 

(Ethanol 100% 2 x 5 min, 1 x 96% 5 min, 70% 1 x 5 min, 50% 1 x 2 min, 30% 1 x 1 

min, aqua dest. 3 min) rehydriert. Die endogene Peroxidase-Aktivität wurde mit 
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Wasserstoffperoxid nach der zweiten Alkoholstufe 20 min geblockt (3 ml 

Wasserstoffperoxid 30%, 180 ml Methanol). Um das Antigen für den Antikörper 

zugänglich zu machen, wurden die vollständig rehydrierten Schnitte dem 

sogenannten Antigen-Retrieval unterzogen. Hierzu wurden diese in einem 

Mikrowellendruckkochtopf in Citratpuffer (pH 6,0) 12 min lang gekocht. Im Anschluss 

an das Antigen-Retrieval folgte ein Blockierungsschritt mit 5%-igem Ziegenserum zur 

Sättigung unspezifischer Bindungsstellen. Alle folgenden Reaktionsschritte wurden in 

einer Feuchtkammer durchgeführt. Die Waschschritte fanden immer in einer mit Tris-

Puffer (1%) gefüllten Küvette für 3 x 5 min statt. Endogenes Biotin wurde mit dem 

Avidin-Biotin-Blockierungs-Kit blockiert. Zwischen den beiden 15 minütigen 

Blockierungsschritten wurden die Schnitte kurz (< 1 min) mit Tris-Puffer gewaschen. 

Direkt im Anschluss begann die Inkubation mit dem Primärantikörper, die bei 

Raumtemperatur stattfand und über Nacht dauerte. Alle Antikörper, sowohl  Erst- als 

auch Zweitantikörper, wurden mit 5%-igem Ziegenserum verdünnt (siehe Tabelle 3.6 

für Antikörperverdünnungen). Am darauf folgenden Tag wurde die überschüssige 

Antikörperlösung mit Tris-Puffer abgewaschen. Anschließend wurden die Schnitte mit 

dem Sekundärantikörper für 1 h bei Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem 

Waschen erfolgte die Antigen-Detektion nach der ABC-Methode durch Binden des 

ABC-Komplexes an das Antikörper-markierte Antigen. Die Inkubationszeit betrug 

dabei 30 min. Der ABC-Komplex wurde bereits 30 min vor Gebrauch angesetzt. 

Danach wurden die Schnitte wieder mit Tris-Puffer gewaschen. Für die Färbung des 

markierten Antigens wurde der DAB-Farbstoff verwendet. Das Substrat wurde durch 

die Peroxidase innerhalb von 10–15 min umgesetzt und bildete durch seine 

Oxidation ein unlösliches braunfarbiges Produkt (Chromogen). Durch 5 minütiges 

Waschen mit aqua dest. wurde die überschüssige Färbelösung entfernt. Nicht DAB-

gefärbte Zellkerne wurden mit Meyer’s Hämalaun durch eine etwa 1-minütige 

Inkubation gegengefärbt und anschließend unter fließendem Wasser 5 min lang 

gewaschen. Die Schnitte wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe (Ethanol 30% 1 

min, 50% 2 min, 70% 2 min, 95% 5 min, 100% 5 min) dehydriert, in Xylol (2 x 5 min) 

inkubiert und abschließend mit Entellan eingedeckelt. Als Negativkontrolle lief in 

jedem Ansatz mindestens ein Schnitt mit, der ohne Primärantikörper, d.h. nur mit der 

Verdünnungslösung inkubiert wurde. Alle zu färbenden Schnitte für einen der drei 

Erstantikörper wurden gemeinsam angesetzt. 
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ausgewertet, die alle in relativ proliferationsreichen Arealen lagen. Als positiv wurden 

braungefärbte, d.h. mit dem Antikörper markierte Epithelzellen und als negativ 

wurden blaugefärbte, d.h. unmarkierte Epithelzellen bewertet. Die Auszählung fand 

unter Zuhilfenahme der Optimas Software statt. Zur Berechnung der Proliferations- 

bzw. Apoptose-Markierungsindices wurde der prozentuale Anteil der positiven Zellen 

an der Gesamtzellzahl bestimmt. Die Auszählungen wurden von zwei Personen 

unabhängig voneinander durchgeführt. Für die Auswertung wurde der Mittelwert der 

beiden Ergebnisse herangezogen, wobei die Abweichungen beider Ergebnisse unter 

3% liegen sollten. 

 

3.3.8 Vorbereitung der Proben für die Quantitative PCR 

3.3.8.1 Isolierung der RNA 

Die Isolierung der RNA aus Kolon- und Tumorgewebe erfolgte nach einer optimierten 

Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode, die erstmalig von Chomoczynski und Sacchi 

1987 beschrieben wurde (Chomczynski & Sacchi 1987). Hierbei wurde die Gesamt-

RNA mit Hilfe des Reagenz Trizol® gewonnen.  

Zur Isolierung der RNA aus dem Kolongewebe wurde 1 ml Trizol®  in sterile 4,5 ml-

Plastikröhrchen vorgelegt. Das in RNAlater gelagerte Kolongewebe wurde in das 

Trizol überführt und eingewogen (50-80 mg/ml Trizol®). Für die Isolierung der RNA 

aus Tumorgewebe wurden 0,5 ml Trizol® in 2,0 ml Eppendorfgefäße vorgelegt und 

die Tumoren direkt vom Trockeneis in das Reagenz transferiert und eingewogen (5-

50 mg/0,5 ml Trizol®). Alle Proben wurden mit einem Gewebehomogenisator 1 min 

auf Stufe D (23500 rpm) homogenisiert. Die Kolonproben wurden in 2,0 ml 

Eppendorfgefäße überführt. Durch die anschließende Inkubation der Proben bei 

Raumtemperatur erfolgte eine Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe. Nach 

Zugabe von Chloroform (Kolonproben: 200 µl; Tumorproben: 100 µl) wurden die 

Proben 15 s per Hand gemischt und bei Raumtemperatur 10 min inkubiert. Die 

Phasentrennung wurde anschließende Zentrifugation (10500 rpm, 15 min, 4°C) 

verursacht. Die RNA war nun in der farblosen wässrigen Phase gelöst, die sich durch 

eine Interphase (Proteine) von der rötlichen organischen Phase (DNA und Proteine) 

absetzte. Die wässrige Phase wurde abgenommen und mit Isopropanol 

(Kolonproben: 500 µl; Tumorproben: 250 µl) versetzt. In der darauf folgenden 

Inkubation (10 min, RT) bildete die RNA ein Präzipitat, das nach Zentrifugation (20 
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Puffer versetzt und 30 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch eine 

Inkubation von 10 min bei 75°C gestoppt.  

 

Mastermix für den DNA-Verdau: 

4000 ng RNA-Lösung 
ad 10 µl DEPC-Wasser 
1 µl   DNase I (10 U/µl) 
2 µl   DNase I Verdau Puffer (10x) 
 

Nach dem DNA-Verdau wurden Quantität und Qualität der RNA erneut 

photometrisch bzw. gelelektrophoretisch kontrolliert. Die Reverse Transkription wurde 

mit dem Enzym Superscript II durchgeführt und erfolgte nach Angaben des 

Herstellers in drei Reaktionsschritten. Zunächst wurden 400 ng RNA mit sterilem 

Reinstwasser auf ein Volumen von 10 µl aufgefüllt. Im ersten Schritt wurden die 

Proben nach Zugabe des Mastermixes I für 5 min bei 65°C inkubiert. Im nächsten 

Schritt wurde die RNA mit dem Mastermix II versetzt. Jede Probe wurde 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und anschließend direkt auf 42°C erwärmt. Nach 2 min 

wurde der Mastermix III hinzugegeben, wobei die Proben auf dem 42°C warmen 

Thermoblock verblieben. Bei dieser Temperatur fand die Umschreibung in den darauf 

folgenden 120 min statt. Danach wurde die Enzymaktivität gestoppt (15 min bei 

70°C) und die Proben sofort auf Eis gestellt.  

 

Mastermix I (für eine Reaktion, einfacher Ansatz): 

1 µl  Random Primer 250 ng/µl 
1 µl  dNTPs 10mM 
 

Mastermix II (für eine Reaktion, einfacher Ansatz): 

4 µl  5x Puffer 
2 µl  DTT 0,1 M  
1 µl  RNAse-Inhibitor 
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Mastermix III (für eine Reaktion, einfacher Ansatz): 

0,25 µl  Superscript II  
0,75 µl  5X Puffer  

 

Alle Proben, die in der quantitativen Real-time RT-PCR (qPCR) miteinander 

verglichen wurden, wurden gemeinsam umgeschrieben. Um genügend cDNA zu 

erhalten, wurde jede Umschreibung im doppelten Ansatz und in drei Durchgängen 

durchgeführt. Anschließend wurde die gesamte cDNA einer jeden Probe gemischt, 

mit sterilem Reinstwasser verdünnt (cDNA aus Kolon 1:4; cDNA aus Tumor 1:3) und 

in einer Menge von je 8,5 µl aliquotiert. Für die Etablierung der qPCR wurde ein Mix 

verschiedener cDNA-Proben und eine Verdünnungsreihe (1:10, 1:20, 1:40, 1:80) 

hergestellt und entsprechend aliquotiert. Bis zur weiteren Verwendung wurde die 

cDNA bei -80°C gelagert. 

 

3.3.9 Quantitative Real-time PCR 

3.3.9.1 Prinzip der Quantitativen Real-time PCR 

Das Prinzip der Quantitative Real-time PCR (qPCR) basiert auf der nach jedem PCR-

Zyklus stattfindenden Messung eines fluoreszierenden Stoffes bzw. Reporters. Über 

die Stärke des Fluoreszenz-Signals kann direkt auf die Menge des amplifizierten 

DNA-Templates geschlossen werden, da sich dieses mit zunehmender Menge an 

PCR-Produkt verstärkt (Freeman et al. 1999). Die Messung der Fluoreszenz erfolgte 

durch das Detektionssystem des Sequence Detector 7700 (Abi Prism®, Applied 

Biosystems). Dieses System besteht aus einem PCR-Cycler und einem optischen 

Detektionsmodul sowie einem Computer-Programm zur Auswertung der 

gemessenen Signale. In diesem System werden die Fluorophore durch einen Laser 

zur Lichtemission angeregt. Dazu wird das Licht des Lasers über fiberoptische 

Fasern zu jedem der 96 optischen Cups geleitet. Die Messung der Fluoreszenz-

Emission findet im Bereich von 500 nm bis 660 nm statt. Das gemessene Signal wird 

in einem Spektrographen gebündelt und zu einer CCD-Kamera geleitet. Über die 

Software von Applied Biosystems werden die gemessen Fluoreszenz-Signale 

ausgewertet. Dabei wird aus dem Quotienten der Fluoreszenz-Emission des 

Reporters und des passiven Reporterfarbstoffes das normalisierte Fluoreszenz-

Signal ermittelt. Durch Auftragen des logarithmierten Rn-Wertes (Abszisse) gegen 
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den entsprechenden PCR-Zyklus (Ordinate) entsteht eine Amplifikationskurve, die 

den Verlauf der PCR-Reaktion widerspiegelt (siehe Abbildung 3.4). In den ersten 

PCR-Zyklen ist aufgrund der geringen Templatemenge die Fluoreszenz des 

Hintergrundes höher als die des Reporters. Der Schwellenwert (Threshold) gibt die 

Fluoreszenz-Stärke an, ab der ein Signal als positiv gewertet wird, und kennzeichnet 

somit den Beginn der exponenziellen Phase der Amplifikation, in der die PCR-

Bedingungen optimal sind. Der Threshold Cycle (Ct) gibt dabei die Anzahl der PCR-

Zyklen an, die notwendig sind, um eine bestimmte Signalstärke zu erreichen. 

 

3.3.9.2 Quantitative Real-Time PCR-Verfahren 

3.3.9.2.1 Sybr Green PCR 

Dieses gebräuchlichste Verfahren der qPCR basiert auf einem interkalierenden 

Farbstoff, der bei der Amplifizierung an den DNA-Doppelstrang bindet (Morrison et al. 

1998). Während früher Ethidiumbromid als Farbstoff verwendet wurde, setzt man 

heute vor allem Sybr Green I ein. Aufgrund der Sequenz-unspezifischen Bindung der 

Fluoreszenz-Moleküle an doppelsträngige DNA geht allerdings neben dem 

gewünschten PCR-Produkt auch gegebenenfalls von Primer-Dimeren und PCR-

Nebenprodukten ein positives Fluoreszenz-Signal aus. In der vorliegenden Arbeit 

wurde die Sybr Green PCR nur in einzelnen Fällen zur Bestimmung der 

Genexpression im Kolon und im Tumor eingesetzt. 

 

3.3.9.2.2 TaqMan™ PCR 

Das Prinzip des TaqMan™ Assays beruht auf der 5’→3’-Exonuklease-Aktivität der 

Thermus aquaticus (Taq) DNA Polymerase, die erstmals 1991 von Holland et al. 

beschrieben wurde. Dabei kommt neben den Primern ein zusätzliches Oligonukleotid 

zum Einsatz, das am 5’-Ende einen fluoreszierenden Reporter und am 3’-Ende einen 

Quencher trägt. Bei intakter Probe wird die Fluoreszenz des Reporters durch die 

Nähe zum Quencher vollständig unterdrückt (siehe Abbildung 3.3 Bild 1). Dieser 

Effekt beruht zumeist auf dem Fluorescence-Resonance-Energy-Transfer (FRET). 

Der Quencher kann fluoreszierend oder auch ein sog. Dark Quencher sein, der nicht 

fluoresziert. Während der Amplifizierung hybridisiert die Probe mit der Zielsequenz 

des DNA-Stranges und wird durch die 5’→3’-Exonuklease-Aktivität der Taq 
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auszeichnet, sondern auch sehr kosteneffizient ist, stellt dieses die Methode der 

Wahl für die Genexpressionsanalysen in der vorliegenden Arbeit dar. 

3.3.9.3 Design der Quantitativen PCR-Assays 

Die Assays für die TaqMan PCR wurden mit der Online-basierten ProbeFinder 

Software im Assay Design Center der Universal ProbeLibrary erstellt. Dabei wurden 

die Sequenzen in den Datenbanken Ensembl, RefSeq und EMBL anhand der 

Sequenz ID gesucht. Das Primerdesign der Probe Finder Software beruht auf dem 

Primer3 Primer Design Algorithmus des Whitehead Institute for Biomedical Research, 

der speziell für die Anwendung von Sonden der Universal ProbeLibrary optimiert 

urde. Dadurch werden Primer ausgewählt, deren Länge von 18-27 bp - im optimalen 

Fall 20 bp - beträgt und deren Schmelzpunkt bei 58-61°C (Optimum 60°C) liegt. 

Angaben zu den Suchalgorithmen fallen unter das Betriebsgeheimnis von Roche. In 

den meisten Fällen wurden mehrere Assays für den Nachweis eines Gens von der 

ProbeFinder Software vorgeschlagen, deren Spezifität durch die jeweilige 

Kombination aus Primern und Probe gewährleistet wurde. Die Auswahl des Assays 

wurde unter Berücksichtigung der Empfehlungen von Roche und nach Prüfen der im 

Folgenden beschriebenen Aspekte getroffen. Die Probe sollte möglichst nahe am 5’-

Ende hybridisieren, um eine hohe Prozessionsrate der Taq Polymerase zu 

gewährleisten und am 5’-Ende keine Guanin Base haben. Außerdem wurde darauf 

geachtet, dass keine komplementären Sequenzen zwischen den Oligonukleotiden 

bestanden und dass keine repetitiven Sequenzen in der Zielsequenz vorkamen. Die 

Länge der Amplifikate lag zwischen 60-110 bp. Um eine mögliche Kontamination mit 

genomischer DNA ausschließen zu können, wurden Intron-überspannende Assays 

bevorzugt. Die Primer für die Sybr Green I PCR wurden mit der Primer Express 

Software (Applied Biosystems) nach den folgenden Auswahlkriterien entworfen:  

(1) GC-Anteil: 30-80% 

(2) Schmelzpunkt : 58-60°C  

(3) Primerlänge: 18-22 Basen  

(4) Terminal nicht mehr als 2 Guanin und/oder Cytosin Basen  

(5) Vermeidung von Sekundärstrukturen innerhalb eines Primers  

(6) Vermeidung von Basenwiederholungen (vor allem Guanin)  

(7) Amplikonlänge: 70-100 bp  
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3.3.9.4 Etablierung und Optimierung der Assays 

In einem ersten PCR-Lauf wurde die optimale Konzentration der Primer bestimmt. 

Hierzu wurde eine Primermatrix erstellt, bei der je zwei Konzentrationen des Forward 

und des Reverse Primers auf vier verschiedene Weisen kombiniert wurden. Für die 

Probe-basierten Assays betrugen die Konzentrationen 200 nM und 600 nM, für die 

Sybr Green PCR hingegen 300 nM und 900 nM. Die beste Primerkonzentration 

zeichnete sich dadurch aus, dass sie bei geringster Konzentration den niedrigsten 

Ct-Wert aufwies. Die Bestätigung jedes Wertes erfolgte durch Doppelbestimmung. 

Bei zu schwachem Fluoreszenz-Signal wurde die Endkonzentration der eingesetzten 

Probe gegebenenfalls von 100 nM auf 200 nM erhöht. Alle PCR-Produkte wurden in 

einem 4%-igen TAE-Gel aufgetrennt, anhand dessen die Größe des PCR-Produktes 

kontrolliert sowie unspezifische Nebenprodukte und Primer-Dimere ausgeschlossen 

werden konnten.  

Die aus der Sybr Green I PCR stammenden PCR-Produkte wurden sequenziert. 

Dazu wurden 2,5 µl PCR-Produkt aus der optischen 96-Well Platte entnommen und 

durch eine Mikrodialyse aufbereitet. Die Sequenzierung wurde vom 

Sequenzierungsservice der Arbeitsgruppe Blum im Genzentrum durchgeführt. Die 

dadurch erhaltenen Gensequenzen wurden mit Hilfe des BLAST-Algorithmus 

(National Center of Biotechnology Information) mit den entsprechenden Sequenzen 

der öffentlichen Online-Datenbanken (NCBI) abgeglichen. PCR-Produkte, deren 

Amplifizierung mittels Universal Probe erfolgte, wurden gemäß den Angaben des 

Herstellers nicht sequenziert. 

 

3.3.9.5 Bestimmung der PCR-Effizienz 

Da die Quantifizierung der Proben von der Kinetik der PCR-Reaktion abhängig ist, ist 

die Bestimmung der PCR-Effizienz zur Auswertung der gemessenen Ct-Werte 

erforderlich. Zur Berechnung der Effizienz wurde in jedem PCR-Lauf eine aus vier 

Verdünnungsstufen bestehende Verdünnungsreihe gemessen. Anhand der Ct-Werte 

der Verdünnungsreihe wurde eine Standardkurve erstellt (siehe Abbildung 3.5), die 

Effizienz der PCR wurde anhand der Steigung der Geraden nach folgender Formel 

berechnet: Effizienz E = 10 [-1/Steigung der Geraden]. Im Idealfall beträgt die Steigung der 

Geraden -3,322. Das entspricht einer Effizienz von 2 = 100% (10 [-1/-3,322]  = 2). Für 

jeden PCR-Ansatz wurde die Standardkurve eigens berechnet. Der Threshold lag 
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und NFn+1 berechnet. Dabei wurde, ausgehend von den zwei stabilsten HKG, das 

jeweils nächst stabilere HKG zur Kalkulation des neuen Normalisierungsfaktors 

schrittweise miteinbezogen, bis die Hinzunahme eines weiteren HKG keine deutliche 

Verbesserung des neu berechneten Normalisierungsfaktor hat. Vandesompele et al. 

geben eine Mindestanzahl von zwei HKG zur Normalisierung nach GeNorm an, 

wobei drei HKG empfohlen werden. Dabei gilt eine Varianz von 0,15 als ein 

Richtwert, unter dem die Einbeziehung eines weiteren Gens nicht erforderlich ist. 

Eine geringe Variation der Normalisierungsfaktoren bedeutet eine hohe 

Übereinstimmung der Werte (Vandesompele et al. 2002).  

Die Normalisierung der Zielgene (Gene of interest - GOI) wurde wie folgt berechnet:  

Zur Berechnung des Normalisierungsfaktors sowie des Expressionsniveaus wurden 

die Ct-Werte in die relative Quantität Q transformiert: 

Q = E (minCt-ProbenCt)  

(Q= Quantität der Probe; E = Effizienz der PCR; MinCt = kleinster CT-Wert = 

Probe mit der höchsten Expression) 

 

Die Standardabweichung (Standard deviation SD) der relativen Quantität Q wurde 

mittels folgender Formel berechnet:  

SD Q = EdeltaCt lnE SD ProbenCt 

(LnE = natürlicher Logarithmus der Amplifikationseffizienz; SD ProbenCt = 

Standardabweichung der Ct-Werte der Triplikate) 

 

Der Normalisierungsfaktor NF wurde aus dem geometrischen Mittel der relativen 

Quantität der HKG berechnet:  

 NFn = n  HKG1 · HKG2 · … · HKGn 

 

Die Standardabweichung des Normalisierungsfaktors wurde durch folgende Formel 

ermittelt: 

 
SD NFn = NFn ·                            + … +               +        

SD 
n · HKG1

2 SD 
n · HKG2

2 SD 
n · HKGn

 2
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Das normalisierte Expressionsniveau eines Kandidatengens wurde durch Division 

der Quantität des GOI durch den Normalisierungsfaktor errechnet. 

 GOI 
GOI norm  = 

 NF 

 

Die Standardabweichung des normalisierten GOI wurde wie folgt berechnet: 

 
SD GOInorm = GOInorm · +

SD NFn

NFn

2
SD GOI

GOI

2

SD GOInorm = GOInorm · +
SD NFn

NFn

2
SD NFn

NFn

2
SD GOI

GOI

2
SD GOI

GOI

2

 

 

Für die Darstellung der Ergebnisse wurden die normalisierten Expressionswerte 

umskaliert. Hierzu wurde der jeweilige normalisierte Expressionswert durch den 

niedrigsten normalisierten Expressionswert dividiert.  

 

3.3.10 Datenauswertung und Statistische Analysen 

Generell stellen alle angegebenen Werte stellen den Mittelwert einer Tiergruppe mit 

dem Fehler der Standardabweichung dar. 

Zur statistischen Auswertung der histologisch und immunhistochemisch erhobenen 

Daten (mit Ausnahme von β-Catenin) sowie zur Auswertung der 

Serumkonzentrationen wurde der nicht-parametrische U-test (Mann Whitney Test; 

Graph Pad Prism) eingesetzt. Für die Ermittlung der Signifikanz der β-Catenin-

Expression und -Lokalisation in ACF und Tumoren wurde Fisher’s exakter Test 

(SPSS) verwendet.  

Zur Bestimmung der Genexpression in der quantitativen Real-time RT-PCR wurden 

alle Proben als Triplikate gemessen. Die Berechnungen bzw. Auswertungen zur 

Normalisierung der gemessenen Werte ist ausführlich in Abschnitt 3.3.9.7 dargestellt. 

Die statistische Datenauswertung erfolgte mit dem parametrischen T-test (Student`s 

T-test; Graph Pad Prism) bzw. dem nicht-parametrischen U-test (Mann Whitney Test; 

Graph Pad Prism). 
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4.3 Quantifizierung der Serumspiegel  

4.3.1 IGFBP-2-Serumspiegel 

Transgene Tiere wiesen zu beiden Untersuchungszeitpunkten signifikant höhere 

IGFBP-2-Serumspiegel auf. Zum früheren Zeitpunkt waren die Serumwerte um den 

Faktor 2,4 (DMH-behandelte Gruppe; ***p<0,001) bzw. um den Faktor 2,3 (Vehikel-

behandelte Gruppe; **p<0,01) erhöht. Zum späteren Zeitpunkt überstiegen die 

Serumwerte transgener Tiere die Werte nicht-transgener um das 2,9-fache (DMH-

behandelte Gruppe; ***p<0,001) bzw. das 3,2-fache (Vehikel-behandelte Gruppe; 

***p<0,001).  
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Abbildung 4.2: IGFBP-2-Serumspiegel nicht-transgener und transgener Tiere unter 
Berücksichtigung der Behandlungsgruppe und des Untersuchungszeitpunktes 
Signifikante Unterschiede sind zwischen den beiden Genotypen innerhalb einer Phase (**p<0,01; 
***p<0,001) sowie zwischen den Behandlungsgruppen innerhalb der späteren Phase (cp<0,01) und im 
Vergleich der beiden Phasen innerhalb der transgenen DMH-Gruppe (ap<0,01) zu erkennen. 
 

Die Serumspiegel DMH- und Vehikel-behandelter Tiere unterschieden sich in der 

frühen Phase der Kolonkarzinogenese nicht voneinander. Im Unterschied dazu 

waren in der späteren Phase die IGFBP-2-Serum-Konzentrationen in den beiden 

DMH-Gruppen signifikant höher als in der Vehikel-Gruppen (cp<0,01). Dieser 

Unterschied war nicht von der Manifestation sichtbarer Tumoren abhängig. Im 

Vergleich der beiden Untersuchungszeitpunkte zeigte sich, dass die IGFBP-2-

Serumwerte von transgenen DMH-behandelten Tiere zum späteren 

Untersuchungszeitpunkt signifikant höher waren (ap<0,01), während sich diese in 

den anderen Gruppen nicht signifikant unterschieden (siehe Abbildung 4.2). 
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4.3.2 IGF-II-Serumspiegel 

In der früheren Phase der Kolonkarzinogenese unterschieden sich die IGF-II-

Serumkonzentrationen zwischen den beiden Genotypen sowie auch zwischen den 

beiden Behandlungsgruppen (DMH, Vehikel) nicht signifikant voneinander. In der 

späteren Phase war der IGF-II-Serumspiegel in den beiden Behandlungsgruppen 

sowohl der transgenen als auch der nicht-transgenen Tiere gleich. Hingegen zeigten 

transgene DMH-behandelte Tiere zu diesem Zeitpunkt signifikant höhere IGF-II-

Serumwerte als die nicht-transgene Vergleichsgruppe (**p<0,01). Die IGF-II-Werte 

waren in den DMH-behandelten Gruppen nicht-transgener sowie auch transgener 

Tiere zum späteren Zeitpunkt signifikant geringer als zum früheren Zeitpunkt 

(ap<0,01 bzw. cp<0,05). Indessen änderten sich die Werte in den beiden 

Kontrollgruppen (Vehikel-behandelt) nicht deutlich. 
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Abbildung 4.3: IGF-II-Serumspiegel nicht-transgener und transgener Tiere unter 
Berücksichtigung der Behandlungsgruppe und des Untersuchungszeitpunktes 
In der frühen Phase unterscheiden sich die Werte in den verschiedenen Gruppen nicht voneinander, 
während in der späteren Phase signifikante Unterschiede zwischen nicht-transgenen und transgenen 
Tieren der DMH-behandelten Gruppen (**p<0,01) vorliegen. Zum späteren Zeitpunkt waren die 
Serumspiegel DMH-behandelter transgener wie auch nicht-transgener Tiere signifikant niedriger als 
zum früheren Zeitpunkt (ap<0,01 bzw. cp<0,05). 
 

4.4 Analysen der ACF 

4.4.1 Quantifizierung der ACF 

Die Quantifizierung der im Kolon entstandenen ACF wurde im Methylenblau-

gefärbten Kolongewebe an beiden Untersuchungszeitpunkten durchgeführt. In dieser 

Färbung (siehe 3.3.6.1) konnten die ACF aufgrund ihrer morphologischen 

Veränderungen - wie vergrößertes Kryptenlumen oder verdicktes Epithel (siehe 
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2.1.3.1) - von den umliegenden Krypten differenziert werden. Neben der Beurteilung 

der Gesamtzahl an ACF wurde die crypt multiplicity, d.h die Anzahl aberranten 

Krypten pro Focus bestimmt. Hierzu wurde zwischen einzelnen aberranten Krypten 

und Foci, die sich aus 2, 3, 4 oder mindestens 5 AC zusammensetzten, 

unterschieden. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.4: ACF im Kryptenepithel des Methylenblau-gefärbten Kolongewebes 
In den Bildern 1 AC bis 10 AC sind ACF mit einer unterschiedlich großen Anzahl an aberranten 
Krypten im Kolon DMH-behandelter Tiere. Das Bild unten rechts zeigt unveränderte Kolonmukosa von 
Kontrolltieren. (25-fache Vergrößerung) 
 
Sowohl 10 als auch 34 Wochen nach Beginn der karzinogenen Behandlung wurden 

AC bzw. ACF im Kolon von IGFBP-2-transgenen sowie von Wildtyp-Mäusen 

nachgewiesen (siehe Abbildung 4.4). Im Kolon Vehikel-behandelter Kontrolltiere 

wurden weder AC noch ACF zu einem der beiden Untersuchungszeitpunkte 

gefunden. Die Kolonmukosa dieser Tiere zeigte eine gleichmäßige Anordnung der 

Krypten (siehe Abbildung 4.4). 

Zum früheren Analysezeitpunkt wurden im Kolon IGFBP-2 transgener Mäuse 34% 

mehr ACF gezählt als bei Wildtyp-Mäusen, was sich statistisch in einer Signifikanz 

von **p<0,01 widerspiegelte (siehe Abbildung 4.5). Diese Signifikanz war durch 

einzelne AC und Foci von 2 AC bedingt (*p<0,05) (siehe Abbildung 4.6).  

Zum späteren Untersuchungszeitpunkt wiesen beide Genotypen etwa gleiche Zahlen 

an Foci von 1 AC bis ≥5 AC auf (siehe Abbildung 4.6), was sich auch in der 

Gesamtzahl der ACF niederschlug (siehe Abbildung 4.5).   
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Abbildung 4.5: ACF-Gesamtzahl nicht-transgener und IGFBP-2-transgener Mäuse zum 
früheren und späteren Untersuchungszeitpunkt 
Zum früheren Zeitpunkt entwickelten transgene Tiere signifikant mehr ACF als nicht-transgene 
Wurfgeschwister (**p<0,01). Zum späteren Zeitpunkt war die ACF-Anzahl transgener Tiere signifikant 
gegenüber dem früheren Zeitpunkt vermindert (cp< 0,001). Früherer Zeitpunkt: n=10 (wt), n=13 (tg); 
späterer Zeitpunkt: n=19 (wt), n=20 (tg); 
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Abbildung 4.6: Anzahl der Foci mit 1 bis ≥5 AC beider Genotypen zum früheren und 
späteren Zeitpunkt 
Zum früheren Zeitpunkt wiesen transgene Tiere signifikant mehr Foci von 1 und 2 AC auf (*p<0,05). 
Zum späteren Zeitpunkt ging die Anzahl an 1 und 2 AC signifikant zurück (bp<0,01; cp< 0,001), 
während die von 4 AC und ≥5 AC signifikant zunahm (ap<0,05; bp<0,01). Früherer Zeitpunkt: n=10 
(wt), n=13 (tg); späterer Zeitpunkt: n=19 (wt), n=20 (tg); 
 

Im Vergleich zur frühen Phase nahm die Gesamtzahl an ACF bei beiden Genotypen 

ab. Während dieser Rückgang bei den Wildtypen nur 7% betrug, war er in der 

IGFBP-2-transgenen Gruppe mit 38% hochsignifikant (cp< 0,001) (siehe Abbildung 

4.5). Im Einzelnen gingen in beiden Gruppen die Anzahlen von Foci mit 1-2 AC 

signifikant zurück (bp<0,01; cp< 0,001), während Foci mit 3 AC etwa genauso häufig 
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Abbildung 4.7: ACF in der H&E-Färbung 
Representative ACF transgener (Bild a: hyperplastischer ACF; Bild b: mild dysplastischer ACF) und 
nicht-transgener Mäuse (Bild c: moderat dysplastischer und Bild d stark dysplastischer ACF). 
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Abbildung 4.8: Anteile hyperplastischer und unterschiedlich stark dysplastischer ACF 
von transgenen und Wildtyp-Mäusen 
Im Vergleich zum Wildtyp ist der Anteil dysplastischer ACF in der transgenen Gruppe deutlich 
geringer. Außerdem weisen diese ACF in der transgenen Gruppe eine geringergradige Dysplasie auf 
(wt n=4, tg n=5). 
 
Durch die Bewertung der crypt multiplicity konnte zudem festgestellt werden, dass 

der Wildtyp sowohl signifikant mehr dysplastische ACF, bestehend aus 1-2 AC 

(*p<0,05), als auch deutlich mehr dysplastische ACF, bestehend aus mindestens 3 

AC, (p=0,06), entwickelten. Diese grenzwertige Signifikanz größerer ACF wurde für 
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höhergradig dysplastische ACF (moderat und stark dysplastisch) deutlicher, da in der 

transgenen Gruppe zum einen weniger moderat dysplastische ACF zum anderen gar 

keine stark dysplastischen ACF entstanden (*p<0,05). Hyperplastische ACF mit 1-2 

AC kamen bei beiden Genotypen in etwa gleichen Anzahlen vor, während deutlich 

mehr größere ACF mit mindestens 3 AC beim transgenen Genotyp zu finden waren. 

Somit stellten größere ACF (≥3 AC) in der transgenen Gruppe in erster Linie den 

hyperplastischen ACF-Typ dar, wohingegen größere ACF in der nicht-transgenen 

Gruppe überwiegend vom dysplastischen ACF-Typ mit einer insgesamt 

höhergradigen Dysplasie geprägt wurden (siehe Abbildung 4.9) 
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Abbildung 4.9: Anteile hyperplastischer und unterschiedlich stark dysplastischer ACF 
an kleinen (1-2 AC) und großen (≥3 AC) Foci bei nicht-transgenen und transgenen 
Tieren 
Wildtyp-Tiere entwickelten sowohl deutlich mehr kleine als auch mehr große dysplastische ACF. 
Dabei war der Dysplasiegrad großer ACF in dieser Tiergruppe deutlich stärker. Bei den transgenen 
Tieren waren die großen ACF überwiegend hyperplastisch. 
 
 

4.4.3 Korrelation der ACF-Anzahl mit dem IGFBP-2-Serumspiegel 

Zwischen den IGFBP-2-Serumwerten und der mit der Methylen-Färbung ermittelten 

Gesamtzahl an ACF bestand eine signifikant positive Korrelation (r2=0,2592; 

*p<0,05) (siehe Abbildung 4.10).  
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Abbildung 4.10: Korrelation von Serum-IGFBP-2 und ACF-Anzahl (Methylenblau-
Färbung) 
Positive Korrelation zwischen dem IGFBP-2-Serumspiegel und der Anzahl der in der Methylenblau-
Färbung identifizierten ACF in IGFBP-2-transgenen und Wildtyp-Mäusen (*p<0,05). 
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Abbildung 4.11: Korrelation von IGFBP-2-Serumspiegel und stärker dysplastischen 
ACF (H&E-Färbung) 
Stark negative Korrelation zwischen dem IGFBP-2-Serumspiegel und der Anzahl der in der H&E-
Färbung identifizierten stärker dysplastischen ACF (moderate bis starke Dysplasie) bei IGFBP-2-
transgenen und Wildtyp-Mäusen (**p<0,01). 
 
Die IGFBP-2-Serumwerte korrelierten hingegen negativ mit der Anzahl 

dysplastischer ACF, die in der H&E-Färbung bestimmt wurde (r2 = 0,4968; *p<0,05). 

Für stärker dysplastische ACF wurde diese Korrelation noch deutlicher (r2 = 0,6668; 

**p<0,01) (siehe Abbildung 4.11).  
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Zwischen den IGFBP-2-Serumwerten und der Anzahl an hyperplastischen ACF 

konnte kein Zusammenhang festgestellt werden.  

 
4.4.4 Lokalisation der ACF im Kolon 

Ein Grund dafür, dass ACF als präneoplastische Läsionen gelten, war die 

Beobachtung, dass ACF im Kolon ähnlich lokalisiert sind wie Tumoren (Shpitz 1998 

Hum Pathol, Furukawa 2002 Clin Cancer) (siehe 2.1.3.1).  

Zur Beurteilung der Lokalisation der ACF wurden die in der Methylenblau-Färbung 

identifizierten ACF den Kolonabschnitten I-III zugeteilt. Im Rahmen der 

Klassifizierung wurde außerdem die Verteilung von hyperplastischen und 

dysplastischen ACF auf die Kolonabschnitte II und III bewertet. 
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Abbildung 4.12: Lokalisation der ACF in den Abschnitten des Kolons 
ACF entstanden nur im II. und III. Abschnitt des Kolons. Dabei kamen im III. Abschnitt signifikant mehr 
ACF vor als im Zweiten (***p<0,001). Zum früheren Zeitpunkt waren im III. Abschnitt bei transgenen 
Tieren mehr ACF als bei Nicht-transgenen (ap<0,05). Dieser Unterschied war zum späteren Zeitpunkt 
aufgrund des Rückgangs der ACF-Anzahl nicht mehr gegeben (bp<0,001). Früherer Zeitpunkt: n=10 
(wt), n=13 (tg); späterer Zeitpunkt: n=19 (wt), n=20 (tg); 
 

In der Methylenblau-Färbung konnte sowohl zum früheren als auch zum späteren 

Analysezeitpunkt festgestellt werden, dass die ACF im zweiten und insbesondere im 

dritten Kolonabschnitt ACF entstanden, wohingegen sich im I. Kolonabschnitt keine 

ACF bildeten (siehe Abbildung 4.12). Die Anzahl der im III. Abschnitt identifizierten 

ACF war zu beiden Zeitpunkten signifikant größer als die des II. Abschnitts 

(***p<0,001). Zwischen den beiden Genotypen unterschied sich Anzahl der im II. 
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Abschnitt vorkommenden ACF nicht voneinander. Jedoch wiesen transgene Tiere im 

III. Abschnitt zum früheren Zeitpunkt deutlich mehr ACF auf als Nicht-transgene 

(ap<0,05): Dieser Unterschied bestand in der späteren Phase aufgrund des starken 

Rückgangs der ACF-Anzahl transgener Tiere nicht mehr (bp<0,001) (siehe Kapitel 

4.4.1). 

 

4.4.5 Proliferation der ACF 

Neben morphologischen und histopathologischen Veränderungen (siehe 4.4.1 und 

4.4.2) weisen ACF auch zelldynamische Unterschiede auf. So ist die 

Proliferationsrate, insbesondere bei dysplastischen ACF, gegenüber den normalen 

Kolonkrypten desselben Kryptenkomartiments erhöht (siehe 2.1.3.1). 

In Abbildung 4.13 sind immunhistochemische Färbungen des Proliferationsmarkers 

Ki-67 verschiedener ACF-Typen zusammengestellt. Hyperplastische ACF (Bild a) 

weisen einen im Vergleich zu den umliegenden Kolonepithelzellen geringfügigen 

Anstieg der Proliferation auf. Im Unterschied dazu ist bei dysplastischen ACF der 

Anteil an Ki-67-positiven Zellen deutlich höher (Bilder b und c). Bei gleichem 

Dysplasiegrad zeigen kleinere ACF (Bild b) einen geringeren Anteil an 

proliferierenden Zellen als größere ACF (Bild c).  

 

 
 

Abbildung 4.13: Exemplarische Darstellung der Proliferation hyperplastischer und 
dysplastischer ACF 
Im Vergleich zum umliegenden Kolonepithel zeigen hyperplastische ACF eine geringe Erhöhung der 
Prolieration (Bild a), während dysplastische ACF einen deutlich erhöhten Anteil an proliferierenden 
Zellen aufweisen (Bilder b und c). Dabei ist die Proliferationsrate bei kleineren ACF (Bild b) niedriger 
als bei größeren (Bild c). 
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4.4.6 β-Catenin-Expression im ACF 

β-Catenin ist bei den Epithelzellen der Kolonkrypten ebenso wie hyperplastischen 

ACF an der Zellmembran lokalisiert, wo es an Zell-Zell-Verbindungen beteiligt ist. Bei 

dysplastischen ACF geht β-Catenin aus der Zellmembran zurück, akkumuliert im 

Zytoplasma und transloziert schließlich in den Zellkern (siehe 2.1.5.2). 

Die Beurteilung der β-Catenin-Expression im ACF wurde anhand von 

Parallelschnitten der H&E-gefärbten Kolonquerschnitte durchgeführt, die 10 Wochen 

nach Beginn der DMH-Behandlung gewonnen wurden. Diese wurden mit dem 

Antikörper Anti-β-Catenin immunhistochemisch gefärbt (siehe 3.3.7.2). Die Schnitte 

stellten hyperplastische und dysplastische ACF mit unterschiedlichem Dysplasiegrad 

der beiden Tiergruppen dar. Die Veränderung der β-Catenin-Expression wurde 

anhand der drei folgenden Kriterien beurteilt: (1) Reduktion der Membranfärbung, (2) 

Vorhandensein der Zytoplasmafärbung und (3) Vorhandensein der Kernfärbung. 

Dabei wurde nicht nur das Vorliegen einer veränderten β-Catenin-Expression 

sondern auch die Stärke der Veränderung berücksichtigt, wobei zwischen einer 

gering-, mittel- und hochgradig veränderten Expression unterschieden wurde. 

Hyperplastische ACF zeigten eine den umliegenden Epithelzellen entsprechende 

Membranfärbung. Eine Akkumulation im Zytoplasma oder im Zellkern war bei diesem 

ACF-Typ nicht zu beobachten. 
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Abbildung 4.14: Vergleich der membranösen, zytoplasmatischen und nukleären β-
Catenin-Färbung in dysplastischen ACF nicht-transgener und transgener Tiere 
In der Graphik sind die unterschiedlichen Stärkegrade der Merkmalsausprägung in absoluten Zahlen 
angegeben. Sowohl in der Membran, als auch im Zytoplasma und im Zellkern ist die Veränderung der 
β-Catenin-Färbung beim transgenen Genotyp milder ausgeprägt (wt: n=46; tg: n=21). 
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Im Unterschied dazu wiesen dysplastische ACF häufig eine veränderte β-Catenin-

Färbung in der Zellmembran, im Zytoplasma und im Zellkern auf, wobei diese 

Veränderungen in der transgenen Gruppe geringer ausgeprägt waren als beim 

Wildtyp. Die Membranfärbung ging in der Wildtyp-Gruppe bei 91% (42 von 46) der 

ACF und in der transgenen Gruppe bei 86% (18 von 21) der ACF zurück. Dieser 

Rückgang war bei den ACF des Wildtyps bei 41% mittelgradig und bei 7% 

hochgradig ausgebildet. Beim transgenen Genotyp erreichte dieses Merkmal nur 

eine mittelgradige Ausprägung, die bei 29% der ACF auftrat (siehe Abbildung 4.14). 

Bezüglich der Stärke des Rückgangs der Membranfärbung war kein signifikanter 

Unterschied zwischen den beiden Tiergruppen zu verzeichnen.  

Eine zytoplasmatische Akkumulation von β-Catenin trat bei 85% (39 von 46) der ACF 

nicht-transgener sowie bei 81% (17 von 21) der ACF transgener Tiere auf. Während 

beim Wildtyp 39% der ACF eine geringe, 37% eine mittlere und 9% eine starke 

Färbung im Zytoplasma zeigten, dominierte beim transgenen Genotyp die 

geringgradige Form (71%). Eine mittelgradige Ausprägung wurde bei 10%, eine 

hochgradige Ausprägung bei keinem der ACF transgener Tiere nachgewiesen (siehe 

Abbildung 4.15). Somit war die zytoplasmatische β-Catenin-Akkumulation in den 

ACF des Wildtyps signifikant stärker ausgebildet (Chi-Quadrat Test: **p<0,01). 

 

 

Abbildung 4.15: Zytoplasmatische β-Catenin-Färbung bei dysplastischen ACF 
transgener und nicht-transgener Tiere 
Bild a zeigt einen ACF der transgenen Gruppe mit geringer β-Catenin-Färbung im Zytoplasma. In Bild 
b ist ein ACF des Widtyps mit deutlicher β-Catenin-Zytoplasmafärbung dargestellt (wt: n=46; tg: n=21). 
 

Eine Translokation von β-Catenin in den Zellkern wurde bei 46% der ACF des 

Wildtyps, aber nur bei 15% der ACF des transgenen Genotyps beobachtet und kam 
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Die Tumorprävalenz war mit 34% (13 von 38 Tieren) in der Wildtyp-Gruppe und 35% 

(14 von 40 Tieren) in der transgenen Gruppe bei beiden Genotypen vergleichbar. 

Dabei entwickelten sich bei drei Wildtyp- und fünf transgenen Tieren zwei Tumoren 

sowie bei jeweils einem Tier drei Tumoren, während bei den meisten Tieren ein 

Tumor entstand. 

Alle Tumoren der histologischen Untersuchungsgruppen wurden histopathologisch 

klassifiziert. Während in der Gruppe nicht-transgener Mäuse acht Tumoren als 

Kolondenome klassifiziert wurden, entstanden in der transgenen Gruppe zwölf 

Kolonadenome und ein Kolonkarzinom.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4.17: Kolontumoren IGFBP-2-transgener und Wildtyp-Mäuse 
Die Bilder a-c zeigen Tumoren IGFBP-2-transgener Tiere. Tumoren nicht-transgener Tiere sind in den 
Bildern d-e dargestellt.  
 

4.5.2 Lokalisation der Tumoren 

Durch die Bestimmung der Lokalisation der Tumoren im Kolon konnten diese den 

Kolonabschnitten I-III bzw. dem Kolon ascendens, transversum bzw. descendens 

sowie dem Rektum zugeordnet werden.  

In Übereinstimmung mit der Lokalisation der ACF waren auch die Tumoren nur in 

den Kolonabschnitten II und III zu finden. Der überwiegende Teil der Tumoren 

entstand dabei in beiden Tiergruppen im III. Abschnitt. Im einzelnen waren beim 

Wildtyp 7 der 18 Tumoren im II. Kolonabschnitt und 11 der 18 Tumoren im III. 
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Abschnitt lokalisiert. Bei transgenen Tieren entwickelten sich 7 von 21 Tumoren im 

Zweiten und 14 von 21 Tumoren im III. Kolonabschnitt. Unter anatomischen 

Gesichtspunkten, waren die Tumoren im Kolon transversum und descendens sowie 

im Rektum lokalisiert, während das Kolon ascendens keine Tumoren aufwies. Beim 

Wildtyp entwickelten sich 15 der 18 Tumoren im Kolon descendens, während ein 

Tumor dem Kolon transversum und 2 Tumoren dem Rektum zuzuordnen waren. Von 

den Tumoren transgener Tiere war ebenfalls der überwiegende Anteil (17 von 21) im 

Kolon descendens lokalisiert. Im Kolon transversum wurde 1 Tumor und im Rektum 

3 Tumoren gezählt. 

 

4.5.3 Tumorvolumen und Korrelation mit dem IGFBP-2-Serumspiegel 

Zur Bestimmung der Tumorlast wurde das Volumen der Tumoren nach der Formel 

V=4/3 π L/2 B/2 H/2 berechnet (siehe 3.3.5). Bei den Tieren, bei denen sich mehr als 

ein Tumor entwickelt hatte, wurde die Summe der Tumorvolumina als Kennzahl der 

Tumorlast eines Tieres berechnet.  

Das Volumen der Tumoren transgener Tiere war um den Faktor 2,3 kleiner als das 

des Wildtyps (siehe Abbildung 4.18). Aufgrund der höheren Messgenauigkeit wurde 

das Tumorvolumen anhand der Vermessung der PFA-fixierten Kolonadenome 

berechnet. Wegen der stark abweichenden Morphologie wurde das Karzinom nicht in 

die Berechnungen des Tumorvolumens miteinbezogen. 
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Abbildung 4.18: Volumen PFA-fixierter Tumoren (Adenome) transgener und nicht-
transgener Tiere 
Das Tumorvolumen war in der transgenen Gruppe (12 Tumoren) um das 2,3-fache kleiner als in der 
Wildtyp-Gruppe (8 Tumoren).  
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Zur Verdeutlichung der geringeren Tumorlast transgener Tiere konnte in einer 

Korrelationsanalyse gezeigt werden, dass das Tumorvolumen mit steigendem 

IGFBP-2-Serumspiegel transgener Tiere abnimmt (siehe Abbildung 4.19).  
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Abbildung 4.19: Negative Korrelation von Tumorvolumen und IGFBP-2-Serumspiegel 
 

4.5.4 Proliferations- und Apoptoserate der Tumoren 

Der Proliferations- sowie der Apoptoseindex der Tumoren wurde durch 

immunhistochemische Färbung des Ki-67-Antigens bzw. des Cleaved Caspase-3-

Antigens bestimmt. Der Proliferationsindex gibt zum einen Auskunft über die Größe 

der Wachstumsfraktion eines Gewebes und ist zum anderen bei Tumorerkrankungen 

von prognostischer Relevanz. Der Apoptoseindex ist als weiterer 

Zellzyklusparameter für die Regulation des Gewebeerhaltes im Tumor von 

Bedeutung. 

Der Anteil der Ki-67 positiven Zellen im Tumor belief sich auf durchschnittlich 33,2% 

in der transgenen Gruppe gegenüber 48,0% beim Wildtyp. Somit war der 

Proliferationsindex der Tumoren transgener Tiere signifikant niedriger (*p<0,05; siehe 

Abbildung 4.20 und Abbildung 4.20).  
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4.5.5 Expression und Lokalisation von β-Catenin im Adenom 

Wie bei den ACF im frühen Stadium der Kolonkarzinogenese wurde die Expression 

von β-Catenin auch in den zum späteren Analysezeitpunkt entstandenen Tumoren 

beurteilt (siehe 4.5.5). Zur Beurteilung der β-Catenin-Expression wurden 

Serienschnitte von acht Adenomen des Wiltyps sowie von zehn Adenomen des 

transgenen Genotyps mit dem Antikörper Anti-β-Catenin immunhistochemisch 

gefärbt (siehe 3.3.7.2). Die Veränderung der β-Catenin-Färbung wurde anhand von 

drei Merkmalen beurteilt: (1) Reduktion der β-Catenin-Färbung aus der Zellmembran, 

(2) Färbung von β-Catenin im Zytoplasma und (3) Färbung von β-Catenin im 

Zellkern. Neben dem Vorliegen eines Merkmals wurde zudem die Stärke der 

Ausprägung eines Merkmals graduell bewertet, indem diese als fehlend, gering-, 

mittel- bzw. hochgradig eingestuft wurde. 

Alle Tumoren des Wildtyps sowie 9 der 10 Tumoren des transgenen Genotyps 

zeigten einen Rückgang der Membranfärbung von β-Catenin, der in beiden 

Tiergruppen gleich stark ausgeprägt war (siehe Abbildung 4.24 und  

Abbildung 4.25). Dabei zeigte der Großteil der Tumoren, d.h. 75% (6 von 8) beim 

Wildtyp und 60% (6 von 10) beim transgenen Genotyp, einen mittelgradigen 

Rückgang der Membranfärbung. Bei einem Tumor des Wildtyps und bei zwei 

Tumoren des transgenen Genotyps wurde dieses Merkmal als geringgradig sowie 

bei je einem Tumor pro Gruppe als hochgradig eingestuft. 

Eine Akkumulation von β-Catenin im Zytoplasma wurde bei allen Tumoren 

beobachtet (siehe Abbildung 4.24 und  

Abbildung 4.25). In der Wildtyp-Gruppe war die zytoplasmatische Expression bei 

25% (2 von 8) der Tumoren geringgradig und bei 75% (6 von 8) Tumoren 

mittelgradig ausgeprägt. In der transgenen Gruppe wurde die Akkumulation im 

Zytoplasma bei der Hälfte der Tumoren als geringgradig und bei der anderen Hälfte 

als mittelgradig eingestuft. Bei diesem Merkmal konnte kein signifikanter Unterschied 

bezüglich der Stärke seiner Ausprägung in den beiden Tiergruppen festgestellt 

werden.  
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4.6 Analyse der Genexpression 

Durch Quantitative Real-Time PCR wurde die Auswirkung einer Überexpression von 

IGFBP-2 auf die Transkription von bestimmten Genen untersucht. Zu den 

Kandidatengenen zählten Zielgene von β-Catenin, die aufgrund der deutlich 

geringeren nukleären Translokation von β-Catenin bei Tumoren IGFBP-2-transgener 

Mäuse von Interesse waren. Darüber hinaus wurden weitere Kandidatengene 

untersucht, für die eine differenzielle Expression unter dem Einfluss einer IGFBP-2-

Überexpression beschrieben wurde. Neben diesen Kandidatengenen wurde das 

Expressionsniveau von IGFBP-2 und IGF-II zur Charakterisierung des Kolon- und 

Tumorgewebes bestimmt. 

Die Genexpressionsanalysen wurden zum früheren sowie zum späteren 

Untersuchungszeitpunkt in der Kolonkarzinogenese durchgeführt. Für die 

Untersuchung zum früheren Zeitpunkt, der 10 Wochen nach Beginn der 

Behandlungen mit dem Kolonkarzinogen DMH bzw. dem Vehikel stattfand, wurde 

der III. Kolonabschnitt verwendet, da in diesem aufgrund der histologischen 

Ergebnisse mit einer größeren Anzahl an ACF zu rechnen war als im II. 

Darmabschnitt (siehe 4.4.4). Die Probenzahl belief sich auf fünf Proben pro 

Tiergruppe. Neben der Untersuchung eines möglichen Einflusses von IGFBP-2 auf 

die Expression von Genen im gesunden Kolongewebe sowie im DMH-behandelten 

Kolon, wurde außerdem geprüft, ob die DMH-Behandlung eine mögliche Auswirkung 

auf die Transkription der Gene hat. Zum späteren Untersuchungszeitpunkt zehn 

Tumoren, die von 19 Wildtyp-Mäusen, und acht Tumoren, die von 20 transgenen 

Mäusen stammten, analysiert. 

Im Folgenden wird in Kapitel 4.6.1 zunächst auf die Ergebnisse der Auswahl 

geeigneter Housekeeping-Gene zur Normalisierung der Daten eingegangen. 

Anschließend werden die Ergebnisse der Genexpression für die Analysen im Kolon- 

und im Tumorgewebe in Abschnitt 4.6.2 separat dargestellt. 

 

4.6.1 Normalisierung 

Zur Bestimmung des Expressionsniveaus von Genen wird ein internes Kontrollgen 

(Housekeeping-Gen - HKG) verwendet. Das HKG sollte dabei in allen Proben, die 

von verschiedenen Individuen stammen, auf gleichem Niveau exprimiert werden und 

von experimentellen Bedingungen unbeeinflusst sein (Bustin 2000). Da jedoch die 
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Zusätzlich zu den Varianzanalysen wurden zur Validierung der HKG auch 

Korrelationsanalysen durchgeführt. Während sich die Korrelation der 

Normalisierungsfaktoren NF2/3 gegenüber NF3/4 im Kurzzeitversuch nicht 

veränderte (NF2/3 Spearman r=0,9364; NF3/4 r = 0,9234), wurde diese im 

Langzeitversuch durch das dritte HKG deutlich verbessert (NF2/3 Spearman 

r=0,6574; NF3/4 r = 0,9030). 

Aufgrund der geringen Varianzen sowie der guten Korrelationen wurden zur 

Normalisierung der Kolonproben des früheren Analysezeitpunktes die HKG β-Actin, 

RPLP2 und SDHA sowie zur Auswertung der Tumordaten des späteren Zeitpunktes 

die internen Kontrollen RPLP2, β-Actin und PGK eingesetzt. 

 

4.6.2 Genexpression 

Mittels quantitativer Real-Time PCR wurde die Expression ausgewählter Gene auf 

mRNA-Ebene sowohl zum früheren als auch zum späteren Analysezeitpunkt 

bestimmt. Neben einzelnen Faktoren des IGF-Systems zählten hierzu verschiedene 

Kandidatengene, die in der Literatur als Zielgene von β-Catenin beschrieben sind 

oder die in Zusammenhang mit IGFBP-2 gebracht wurden. Dabei sind diese Gene 

für die Regulation des Zellzyklus und die Progression bzw. Invasion von Tumoren 

von Bedeutung (siehe Tabelle 4.3). 

In der frühen Phase der Kolonkarzinogenese wurde die Genexpression im Kolon der 

vier Gruppen (1) Wildtyp/DMH (2) IGFBP-2-transgen/DMH (3) Wildtyp/Vehikel und 

(4) IGFBP-2-transgen/Vehikel untersucht. Die Anzahl der Kolonproben pro Gruppe 

betrug n=5. Durch den Vergleich des nicht-transgenen mit dem transgenen Genotyp 

in beiden Behandlungsgruppen (DMH bzw. Vehikel) wurde der Einfluss der 

Überexpression von IGFBP-2 auf die Transkription bestimmter Gene analysiert. 

Darüber hinaus wurde eine mögliche Auswirkung der karzinogenen Behandlung auf 

die Expression der Gene durch die Gegenüberstellung von DMH- und Vehikel-

Gruppe bei beiden Genotypen geprüft. 

In der späteren Phase der Kolonkarzinogenese wurde das Expressionsniveau der 

Kandidatengene in den Tumoren nicht-transgener und transgener Tiere bestimmt 

und dadurch den Einfluss einer IGFBP-2-Überexpression auf die Transkription der 

Kandidatengene untersucht. Hierzu standen in der Wildtyp-Gruppe zehn und in der 

transgenen Gruppe acht Tumoren zur Verfügung. 
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5 Diskussion 

5.1 DMH-induzierte Kolonkarzinogenese versus APC-Min/+ Modell 

Die APC-Min/+ Maus (Min, multiple intestinale Neoplasien) ist ein heterozygoter 

Träger einer Mutation im Tumor Suppressorgen APC. Diese Mutation führt nach 

einer weiteren Mutation oder durch epigenetische Modifikationen des 2. Allels 

(Fearnhead et al. 2001) zu einem Funktionsverlust des APC-Proteins, der auch bei 

FAP-Patienten (Familiäre Adenomatöse Polyposis) zugrunde liegt (Kinzler & 

Vogelstein 1996). Mutationen des APC-Gens treten auch in der Genese des 

sporadischen Kolonkarzinoms auf, jedoch ist das Mutationsmuster hier breiter 

(Cheng & Lai 2003; Cottrell et al. 1992). So kann die initiale Mutation auch eine K-

ras-Mutation sein, die häufig bei hyperplastischen ACF des sporadischen CRC 

nachgewiesen werden kann (Losi et al. 1996; Otori et al. 1998). 

ACF und Tumore der APC-Min/+ Maus (ACFMin) unterscheiden sich bezüglich 

verschiedener Merkmale von ACF und Tumoren, die nach chemischer Induktion der 

Kolonkarzinogenese entstanden sind. ACF von ACFMin Mäusen haben eine höhere 

Dichte und eine höhere crypt multiplicity als die sporadisch entstandenen ACF. 

Histopathologisch zeichnen sich ACF von ACFMin Mäusen durch einen hohen Grad 

an Dysplasie aus (Paulsen et al. 2000), wohingegen die sporadischen ACF häufig 

hyperplastisch sind und einen milderen Dysplasiegrad aufweisen (Cheng & Lai 

2003). ACFMin Mäuse entwickeln eine Vielzahl von Adenomen pro Tier, die nicht nur 

in den Dickdarmabschnitten Kolon und Rektum sondern auch im Dünndarm 

lokalisiert sind. Zudem entstehen weitere extraintestinale Tumoren und 

Erkrankungen (Hamilton et al. 1995; Fearnhead et al. 2001). Im Unterschied dazu 

entwickelt sich im chemisch induzierten Tumormodell nur ein kleiner Teil der 

sporadischen ACF zu Tumoren (Nucci et al. 1997), die hauptsächlich im Kolon 

descendens lokalisiert sind (Tudek et al. 1989; Furukawa et al. 2002). Zudem 

entspricht auch die Histopathologie der Tumoren des chemisch induzierten Modells 

eher dem Erscheinungsbild des sporadischen CRC des Menschen (Cheng & Lai 

2003). 

Aufgrund der beschriebenen Gemeinsamkeiten zwischen dem Modell der chemisch 

induzierten Kolonkarzinogenese und des sporadischen CRC des Menschen, wurde 

dieses Modell für die vorliegende Arbeit gewählt.  
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Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass IGFBP-2 die Entstehung des 

hyperplastischen ACF-Typs fördert, der mit einer langsameren Weiterentwicklung 

verbunden ist. Außerdem hemmt IGFBP-2 die Entstehung von dysplastischen ACF. 

Durch eine Verpaarung von IGFBP-2-transgenen Mäusen mit APC-Min/+ Mäusen 

wäre daher eine geringere ACF-Gesamtzahl (entspricht der Anzahl an 

dysplastischen ACF) und eine geringere Tumorprävalenz der IGFBP-2-transgenen 

Mäuse zu erwarten.  

 

5.2 Detektion von ACF in der Methylenblau-Färbung und im 
histologischen Schnitt 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Anzahl aberranter Krypten Foci (ACF) sowie die 

Anzahl der aberranten Krypten in einem einzelnen Focus (crypt multiplicity) in der 

Methylenblau-Färbung bestimmt und die Differenzierung zwischen hyperplastischen 

und dysplastischen ACF (ACF-Klassifizierung) im H&E-Schnitt vorgenommen. Dabei 

wurde die ACF-Anzahl und die crypt multiplicity berücksichtigt.  

Es konnte beobachtet werden, dass die mit den beiden Methoden ermittelten ACF-

Zahlen unterschiedlich waren. So wurden in H&E-gefärbten histologischen Schnitten 

von transgenen Tieren Gruppe weniger ACF gezählt als in der Wildtyp-Gruppe.  

In der neueren Literatur werden von verschiedenen Arbeitsgruppen ebenfalls 

methodische Probleme bei der Identifizierung dysplastischer ACF in der 

Methylenblau-Färbung beschrieben. Zwar kann mit der normalen Methylenblau-

Färbung nicht zwischen hyperplastischen und dysplastischen ACF differenziert 

werden, jedoch scheinen sich dysplastische ACF in der Methylenblau-Färbung 

anders als ursprünglich von Bird und Pretlow beschrieben (erhabene, vergrößerte 

Foci mit erhöhtem pericryptalen Lumen) darzustellen (Bird 1987). Yamada et al. 

berichten, dass sich dysplastische ACF bei mit einem Karzinogen behandelten 

Ratten nur undeutlich von den umliegenden Krypten abgrenzen und vielmehr 

eingedrückte Läsionen der Mukosa mit kleineren Krypten darstellen (Yamada et al. 

2000). Paulsen et al. beschreiben dysplastische ACF bei der Min/+ Maus als flache 

ACF mit kleineren Krypten, die sich durch eine andere Beleuchtungstechnik in der 

Methylenblau-Färbung leuchtend blau darstellen lassen (Paulsen et al. 2005). Die 

geschilderte Problematik wird auch durch die Arbeitsgruppe von Nakagama bestätigt, 

die eine neue Methode zur Detektion dysplastischer ACF im ungeschnittenen 
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Kolongewebe entwickelt hat. Hierbei wird im Anschluss an eine konventionelle 

Methylenblau-Färbung eine Entfärbung mit Methanol 70% durchgeführt. Durch diese 

differenzielle Färbung werden (chemisch induzierte) dysplastische ACF im nativen 

Gewebe sichtbar (Ochiai et al. 2005). Als Grund hierfür nehmen die Autoren eine 

„Resistenz“ dysplastischer ACF gegen den Entfärbungsprozesses, der auf der 

Bindung des Farbstoffes an die DNA beruht und sich durch die Morphologie 

dysplastischer ACF (höhere Zellzahl, größere Zellkerne, größere Zellkerndichte) 

erklären lässt.  

Andererseits wurden in der transgenen Gruppe nicht alle in der Methylenblau-

Färbung identifizierten ACF im H&E-Schnitt wiedergefunden. Dies lässt sich darauf 

zurückführen, dass vor allem kleinere hyperplastische ACF aufgrund ihrer den 

normalen Krypten ähnlichen Morphologie im histologischen Schnitt schwerer zu 

detektieren sind. Studien, die eine Quantifizierung der ACF-Anzahl anführen, berufen 

sich entweder auf Ergebnisse aus der Histologie oder aus der Methylenblau-

Färbung. 

 

5.3 IGFBP-2 und Kolonkarzinogenese 

5.3.1 Lokalisation von ACF und Tumoren  

Die Lage der ACF und Tumoren im Kolon wurde bestimmt und definierten 

Kolonabschnitten zugeordnet (siehe 4.4.4 und 4.5.2). ACF und Tumoren entstanden 

nur in den Kolonabschnitt II und III, wobei der überwiegende Anteil dieser (prä)-

neoplastischen Läsionen im Abschnitt III lokalisiert war. Die Ergebnisse zeigen, dass 

die Lokalisationen von ACF und Tumoren übereinstimmen und unterstützen somit 

die gegenwärtige Hypothese, wonach ACF als präneoplastische Läsionen gelten 

(Cheng & Lai 2003; Pretlow et al. 1991).  

Durch die Bestimmung der anatomischen Lage der Tumoren im Kolon wurde zudem 

festgestellt, dass sich diese insbesondere im Kolon descendens und vereinzelt im 

Rektum entwickelten. Somit stimmt auch die Lage der Tumoren im Kolon mit der des 

Menschen überein (Shpitz et al. 1998). 
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5.3.2 Effekte von IGFBP-2 auf die Entstehung und Entwicklung von ACF  

ACF, insbesondere dysplastische ACF, gelten als präneoplastische Läsionen des 

CRC (Cheng & Lai 2003). Im frühen Stadium der Kolonkarzinogenese wurden im 

Methylenblau-gefärbten Kolon der IGFBP-2-transgenen Mäuse deutlich mehr ACF 

als bei deren nicht-transgenen Wurfgeschwistern gezählt. Diese signifikant höhere 

Anzahl war auf kleine ACF, die nur aus einem oder zwei AC bestanden 

zurückzuführen (siehe 4.4.1). Durch die Klassifizierung eines Teils dieser ACF 

konnte festgestellt werden, dass der transgene Genotyp signifikant weniger 

dysplastische ACF bildete, die zudem einen signifikant geringeren Dysplasiegrad 

aufwiesen. Darüber hinaus wurde die Bewertung der crypt multiplicity wurde zudem 

festgestellt, dass dieser Unterschied bei größeren ACF mit mindestens drei AC 

besonders stark ausgeprägt war (siehe 4.4.2). Im späteren Stadium der 

Kolonkarzinogenese wurde eine hochsignifikant niedrigere ACF-Anzahl in der 

transgenen Tiergruppe beobachtet, während diese beim Wildtyp nur geringfügig 

zurückging. Dieser Rückgang betraf insbesondere einzelne AC und Foci von zwei 

AC beider Tiergruppen. Beim Wildtyp nahm die Anzahl an Foci von vier AC und von 

≥5 AC hochsignifikant zu, während beim transgenen Genotyp zwar ebenfalls ein 

signifikanter, aber geringerer Anstieg dieser Foci zu verzeichnen war (siehe 4.4.1). 

Daraus kann gefolgert werden, IGFBP-2, nach einem durch DMH bedingten 

Stimulus, zunächst die Entstehung kleiner Foci mit 1-2 AC fördert. Diese scheinen 

sich jedoch nicht weiterentwickeln, da zum späteren Zeitpunkt ein starker Rückgang 

der ACF-Anzahl transgener Tiere bei gleicher Tumorprävalenz zu beobachten war. 

Der Rückgang der ACF zum späteren Zeitpunkt kann als eine Rückentwicklung 

dieser Läsionen verstanden werden. Dabei wird diese Vermutung durch andere 

Studien unterstützt, die einen Rückgang von einzelnen AC (Thurnherr & Reinhart 

1975) bzw. Foci mit 1-3 AC (Diehl 2002) als deren Rückbildung bzw. Ausheilung 

interpretierten. Eine weitere Studie, die diese Interpretation ebenfalls bestärkt, 

untersuchte die Entstehung und Entwicklung von ACF in für das Kolonkarzinogen 

Azoxymethan (Abbauprodukt von DMH) unterschiedlich sensiblen Mausstämmen. 

Hierbei wurde festgestellt, dass bei dem Mausstamm, der nur kleine hyperplastische 

und mild dysplastische ACF mit 1-2 AC bildete, keine Tumoren entstanden 

(Papanikolaou et al. 2000). Durch die gleiche Tumorprävalenz zum späteren 

Untersuchungszeitpunkt kommt zum Ausdruck, dass die durch IGFBP-2 geförderte 

Entstehung von kleinen ACF, die zum überwiegenden Teil hyperplastisch sind, keine 
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Auswirkung auf die Entstehung von Tumoren zu haben scheint. Die vergleichsweise 

geringere Anzahl größerer ACF in der späteren Phase, lässt sich durch den größeren 

Anteil an hyperplastischen ACF erklären, denen ein langsameres Wachstum 

zugeschrieben wird (Cheng & Lai 2003; Paulsen et al. 2001).  

 

5.3.3 Effekte von IGFBP-2 auf die Entstehung und das Wachstum von 
Tumoren 

Zum späteren Untersuchungszeitpunkt waren bei beiden Genotypen makroskopisch 

sichtbare Tumoren zu erkennen. Dabei unterschied sich die Tumoranzahl in den 

beiden Tiergruppen nicht voneinander (siehe 4.5.1). Diese Ergebnisse zeigen, dass 

IGFBP-2 keinen Einfluss auf die Entstehung von Tumoren im chemisch induzierten 

Mausmodell hat. Im Gegensatz dazu wurde ein signifikant negativer Einfluss von 

IGFBP-2 auf die spontane Entstehung von Tumoren hoch seneszenter IGFBP-2-

transgener Mäuse festgestellt (Hoeflich, unveröffentliche Daten).  

In dieser Arbeit konnte zwar kein Effekt von IGFBP-2 auf die Entstehung von 

Tumoren beobachtet werden, allerdings wurde eine Wirkung von IGFBP-2 auf das 

Wachstum der entstandenen Adenome beobachtet. So war das Volumen der 

Adenome in der IGFBP-2-transgenen Gruppe um den Faktor 2,3 kleiner als das der 

Wildtyp-Tumoren (siehe 4.5.3). Durch die Ermittlung der Proliferations- und 

Apoptoseindices wurde herausgefunden, dass das geringe Tumorvolumen durch 

eine verminderte Proliferationsrate, nicht aber durch eine erhöhte Apoptoserate, 

bedingt ist (siehe 4.5.4). In verschiedenen in vitro Studien wurde ein 

proliferationshemmender (Bradshaw et al. 1999; Cianfarani et al. 1996; Reeve et al. 

1993) aber auch ein proliferationsfördernder (Chakrabarty & Kondratick 2006; 

Hoeflich et al. 2000; Slootweg et al. 1995) Effekt von IGFBP-2 gezeigt (siehe 

2.2.4.4.1). In vivo ist IGFBP-2 unter normalen Bedingungen ein negativer Regulator 

des Wachstums (Hoeflich et al. 1999) (siehe 2.2.4.4.2). Die Wirkung von IGFBP-2 

auf das Wachstum von Tumoren in vivo ist bislang nur unzureichend untersucht 

worden. In BALB/c nu/nu Mäusen konnte ein geringeres Tumorwachstum nach 

Inokulation von MCF-7β3 Brustkrebszellen festgestellt werden, das auf die 

Interaktion dieser ανβ3-Integrin-überexprimierenden Zellen mit IGFBP-2 

zurückzuführen war (Pereira et al. 2004). Durch die Ergebnisse dieser Studie wurde 

eine klare Hemmung des Tumorwachstums in vivo gezeigt. Dieser Effekt kann 
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sowohl über einen IGF-abhängigen Mechanismus, in dem IGFBP-2 die Wirkung der 

IGFs hemmmt, als auch durch einen IGF-unabhängigen Mechanismus, der 

möglicherweise über ανβ3-Integrine vermittelt wird, erklärt werden. 

Die Hemmung des Tumorwachstums im hier untersuchten Modell kann aber auch 

durch einen indirekten Effekt von IGFBP-2 verursacht werden. Dieser beruht darauf, 

dass IGFBP-2 die Entstehung hyperplastischer ACF begünstigt. Somit wäre das 

geringere Tumorvolumen durch das langsamere Wachstum hyperplastischer ACF 

erklärbar (Shpitz et al. 1997; Paulsen et al. 2001; Yamada et al. 2001), was durch die 

geringere Proliferationsrate dieses ACF-Typs, die auch in dieser Studie gezeigt 

werden konnte (siehe 4.4.5), deutlich wird. Diese hyperplastischen ACF können sich 

nicht nur direkt (Cheng & Lai 2003; Yamada et al. 2001), sondern auch nach 

Transformation zu dysplastischen ACF (Cheng & Lai 2003; Nascimbeni et al. 1999) 

bzw. zu Tumoren weiterentwickeln.  

 

5.3.4 Effekte von IGFBP-2 auf die Expression und Lokalisation von β-Catenin 

Durch immunhistochemischen Nachweis des β-Catenin-Antigens wurde die 

Expression dieses Onkoproteins in den ACF des frühen Stadiums und den Tumoren 

des späteren Stadiums der Kolonkarzinogenese bestimmt. Dazu wurde die 

physiologische Lokalisation an der Zellmembran von epithelialen Zellen sowie die 

aberrante Akkumulation im Zytoplasma und im Zellkern unter Berücksichtigung der 

Färbeintensität bewertet (für Details siehe 4.4.6 und 4.5.5).  

Hyperplastische ACF zeigten eine physiologische Membranfärbung und keine 

Akkumulation von β-Catenin im Zytoplasma oder im Zellkern. Diese Beobachtung 

wird durch andere Arbeiten bestätigt, die ebenfalls eine unveränderte 

Membranexpression sowie keine nukleäre Lokalisation von β-Catenin in 

hyperplastischen ACF nachwiesen (Hao et al. 2001; Furihata et al. 2002; Yamada et 

al. 2000). Dysplastische ACF wiesen jedoch häufig eine veränderte Expression von 

β-Catenin auf, die in den ACF des transgenen Genotyps deutlich milder ausgeprägt 

war. Die Membranfärbung war in ACF des transgenen Genotyps tendenziell stärker 

vorhandenen und die Stärke der Akkumulation im Zytoplasma hochsignifikant 

geringer ausgebildet. Die nukleäre Translokation kam in diesen präneoplastischen 

Läsionen signifikant seltener vor und war zudem in ihrer Intensität milder ausgeprägt. 

Die veränderte Expression von β-Catenin in dysplastischen ACF wird durch 
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verschiedene Arbeiten in der Literatur bestätigt (Hao et al. 2001; Yamada et al. 

2000). In den Tumoren transgener Tiere waren der Rückgang von 

membrangebundenem β-Catenin sowie die Akkumulation von β-Catenin im 

Zytoplasma milder ausgeprägt. Die Akkumulation des Onkoproteins im Zellkern war 

signifikant seltener zu finden und zeigte zudem eine geringere Färbeintensität (für 

Details siehe 4.4.6 und 4.5.5).  

Diese Daten bestätigen insgesamt die Beobachtungen von Hao et. al zur 

Reziprozität zwischen der membranständigen Lokalisation und der Akkumulation von 

β-Catenin im Zellplasma und Zellkern (Hao et al. 1997b; Hao et al. 2001). Des 

Weiteren lassen diese Ergebnisse aber auch die Schlussfolgerung zu, dass IGFBP-2 

einen hemmenden Einfluss auf die zytoplasmatische und insbesondere die nukleäre 

Akkumulation von β-Catenin im Tumor, sowie bereits in frühen präneoplastischen 

Veränderungen der Kolonmukosa (ACF) hat.  

Für IGF-II wurde ein Mechanismus beschrieben, wonach dieser Wachstumsfaktor die 

Bindung von β-Catenin an E-Cadherin beeinflusst bzw. die Translokation von β-

Catenin in den Zellkern begünstigt (Freier et al. 1999). Nach Binden von IGF-II 

könnte IGFBP-2 die Wirkung von IGF-II hemmen und dadurch die E-Cadherin-

Bindung von β-Catenin somit theoretisch stabilisieren. Da IGFBP-2 in der frühen 

Phase der Kolonkarzinogenese im Serum transgener DMH-behandelter Tiere 

signifikant höher ist als in der nicht-transgenen Vergleichsgruppe, wohingegen die 

IGF-II-Serumspiegel in diesen Tiergruppen keinen Unterschied zeigen, wäre ein 

solcher Mechanismus denkbar. Zudem könnte dieser Mechanismus auch in der 

späteren Phase die geringere β-Catenin-Akkumulation erklären, in der die IGF-II-

Serumspiegel sogar noch geringer und die IGFBP-2-Serumspiegel höher sind als in 

der frühen Phase. Somit wäre die Theorie von Brabletz et al. gestützt, wonach 

Signale aus dem Tumorenvironment die nukleäre Translokation von β-Catenin 

steuern (Brabletz et al. 2002). 

Neben diesem direkten Einfluss könnte die stabilisierte Membranlokalisation von β-

Catenin in IGFBP-2-transgenen Mäusen auch durch einen indirekten Effekt von 

IGFBP-2 erklärt werden. Da die zytoplasmatische und nukleäre Akkumulation von β-

Catenin mit steigendem Dysplasiegrad der ACF zunimmt (Yamada et al. 2001; Hao 

et al. 2001), könnte der geringere Dysplasiegrad in den ACF transgener Tiere die 

geringere β-Catenin-Akkumulation in diesen ACF erklären. Interessanterweise ist die 
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Korrelation zwischen den IGFBP-2-Serumkonzentation negativ und der Anzahl 

dysplastischer ACF negativ (*p<0,05) und für stärker dysplastische ACF sogar noch 

deutlicher (**p<0,01). Auch in den Tumoren lässt sich die geringere β-Catenin-

Expression durch einen indirekten Effekt von β-Catenin erklären, der auf das 

geringere Volumen der Tumoren transgener Tiere zurückzuführen ist. Diese 

mögliche Erklärung knüpft an die Beobachtung von Brabletz et al., die berichteten, 

dass die nukleäre β-Catenin-Expression in Adenomen mit der Größe dieser Tumoren 

stark korreliert (Brabletz et al. 2000). In dieser Studie konnte ebenfalls ein 

Zusammenhang zwischen der Stärke der nukleären β-Catenin-Expression und dem 

Tumorvolumen hergestellt werden, was in einer positiven Korrelation zum Ausdruck 

kommt (siehe 4.5.6). Die negative Korrelation zwischen dem Volumen der Adenome 

und dem IGFBP-2-Serumspiegel lässt eine ursächliche Rolle von IGFBP-2 vermuten. 

Die Frage nach dem Mechanismus für die Steuerung der β-Catenin-Lokalisation 

durch IGFBP-2 lässt sich möglicherweise durch die Verpaarung von IGFBP-2 

transgenen Mäusen mit ACFMin Mäusen beantworten. In diesem Modell wäre die 

Konzentration von β-Catenin im Zytoplasma unabhängig von Typ und Größe des 

ACF bzw. Tumors. Eine Stabilisierung von membrangebundenem β-Catenin müsste 

sich dann theoretisch in einer Verminderung der Tumorprogression widerspiegeln.  

 

5.4 Genexpressionsanalyse 

Der Effekt von IGFBP-2 auf die Expression ausgewählter Gene wurde sowohl zum 

früheren als auch zum späteren Zeitpunkt der Kolonkarzinogenese untersucht. Dazu 

wurde das Kolon DMH- und Vehikel-behandelter IGFBP-2-transgener und nicht-

transgener Tiere des früheren Zeitpunktes sowie die Tumoren der beiden Genotypen 

des späteren Zeitpunktes in der quantitativen Real-Time PCR analysiert. Neben der 

Expression von IGFBP-2, -3 und IGF-II wurde die Expression von β-Catenin-

Zielgenen sowie weiterer Gene im Kolon und in den Tumoren bestimmt, die 

insbesondere für die Migration bzw. Adhäsion von Zellen relevant sind (siehe 4.6.2).  

 

5.4.1 Wirkung von IGFBP-2 auf die Expression von β-Catenin-Zielgenen 

Durch immunhistochemische Analysen wurde festgestellt, dass die nukleäre 

Expression von β-Catenin sowohl in ACF des früheren Zeitpunktes in der 

Kolonkarzinogenese als auch in den Adenomen des späteren Zeitpunktes bei den 
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IGFBP-2-transgenen Tieren signifikant seltener auftrat als beim Wildtyp (siehe 4.4.6 

und 4.5.5). Daher wurde ein hemmender Effekt von IGFBP-2 auf die Expression von 

denjenigen Genen vermutet, deren Transkription durch den β-Catenin/TCF-Komplex 

reguliert wird, und die Expression solcher β-Catenin-Zielgene sowohl im Kolon als 

auch in den Tumoren transgener und nicht-transgener Mäuse untersucht. Zu den 

analysierten β-Catenin-Zielgenen zählten zum einen die Proliferations-assoziierten 

Gene Cyclin D1 (Shtutman et al. 1999), C-myc (He et al. 1998), Survivin, Mdr1 

(Yamada et al. 2001) und p21 (Kamei et al. 2003), die Differenzierungs-relevanten 

Gene Cdx1 (Lickert et al. 2000), Id2 (Rockman et al. 2001) und Enc1 (Fujita et al. 

2001) sowie die Tumorprogressions-assoziierten Gene C-jun und uPAR (Mann et al. 

1999) und VEGF (Easwaran et al. 2003). Wider Erwarten wurde weder im Kolon 

noch in Tumoren eine signifikant geringere Expression dieser Gene in transgenen 

Mäusen gefunden (siehe 4.6.2.1). Somit konnte die ursprüngliche Vermutung, dass 

IGFBP-2 die Transkription von β-Catenin-Zielgenen hemmt, in dieser Arbeit nicht 

bestätigt werden. Eine mögliche Erklärung hierfür wäre, dass der Wnt-Signalweg in 

den Wildtyp-Tumoren trotz der stärkeren Kernexpression von β-Catenin nicht 

aktiviert war und somit keine Transkription von β-Catenin-Zielgenen stattfinden 

konnte. Dies läßt sich damit begründen, dass die Transkription von Zielgenen nicht 

durch nukleäres β-Catenin allein, sondern durch den β-Catenin/LEF-Komplexes 

aktiviert wird (Kolligs et al. 2002). Eine andere mögliche Erklärung liegt in der Wahl 

der hier angewendeten Methode: Für die quantitative Real-Time PCR wurde die aus 

dem gesamten Tumor bzw. Kolon gewonnene RNA bzw. cDNA verwendet. β-

Catenin zeigt im Tumor ein heterogenes Verteilungsmuster und die nukleäre 

Akkumulation von β-Catenin ist in einzelnen Tumorarealen sowie in dysplastischen 

ACF des Kolons zu finden (siehe 2.1.5.2). Daher wäre es denkbar, dass sich ein 

Effekt von IGFBP-2, der sich im Tumor bzw. im Kolon lokal auswirkt, durch bei der 

Analyse des gesamten Gewebes nicht deutlich wird, da er sozusagen zu stark 

vedünnt wird.  

Zur Klärung dieser Fragestellung stellt die Mikrodissektion einen vielversprechenden 

Ansatz dar, da diese die Analyse bestimmter Areale des Tumors bzw. des Kolons 

(ACF) ermöglicht. Diese Methode hat zudem den Vorteil, dass zunächst eine 

histologische Klassifizierung sowie eine immunhistochemische Analyse des Tumors 

erfolgen kann, bevor einzelne Areale derselben Probe für quantitative 

Expressionsuntersuchungen mit einem Laser herausgeschnitten werden. 
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Die Transkription des als β-Catenin-Zielgen postulierten Gens Enc1 (Fujita et al. 

2001) wurde in den Tumoren der IGFBP-2-transgenen Tiere sogar signifikant 

hochreguliert. Somit scheint dieses Ergebnis zunächst den Ergebnissen von Fujita et 

al. zu widersprechen, da die Expression von Enc1 hier β-Catenin-unabhängig 

reguliert zu sein scheint. Die Transkription von Enc1 wird beispielsweise durch den 

von Tumorzellen produzierten Differenzierungsfaktor Retinolsäure gefördert (Kim et 

al. 2000), der auch die IGFBP-2-Expression positiv beeinflusst (siehe 2.2.4.2). Fujita 

et al. berichteten, dass die Aktivität des Enc1-Promotors in Kolonkarzinomzellen 

durch β-Catenin und Tcf4 hochreguliert wird. Enc1 wird außerdem während der 

Differenzierung von Kolonepitelzellen sowie in der fetalen Entwicklung verschiedener 

Organe exprimiert, wo es die Differenzierung von Zellen fördert (Fujita et al. 2001; 

Kim et al. 1998). Eine Überexpression von Enc1 im Tumor (Fujita et al. 2001; Kim et 

al. 2000) scheint hingegen die Differenzierung zu hemmen (Fujita et al. 

2001).Demnach kann Enc1 die Differenzierung in Abhängigkeit von der Dosis sowohl 

positiv als auch negativ modulieren. Da die in den Tumoren der transgenen Tiere um 

31,2% höhere Enc1-Expression keine Überexpression von Enc1 im Vergleich zum 

Wildtyp darstellt, spricht dieses Ergebnis vielmehr für eine bessere Differenzierung 

der transgenen Tumoren. Diese Vermutung wird auch durch die Expression der 

Differenzierungs-assoziierten Gene Cdx1 und Id2 unterstützt, die tendenziell eher auf 

eine bessere Differenzierung der transgenen Tumoren hinweisen.  

 

5.4.2 Wirkung von IGFBP-2 auf die Expression von Adhäsions/Migrations-
assoziierten Genen 

Sowohl im Kolon als auch in den Tumoren der transgenen und der nicht-transgenen 

Tiere wurde die Expression der Invasions-assoziierten Gene MMP2, Timp1, MMP9 

(MMP9 – nur im Tumor untersucht) und NFκB1 durch quantitative Real-Time PCR 

bestimmt (siehe 4.6.2). Die Analysen ergaben, dass MMP2, TIMP1 und NFκB1 in 

den Tumoren des transgenen Genotyps signifikant hochreguliert wurden, 

wohingegen die Transkription von Mmp9 in den Tumoren der transgenen Tiere zwar 

um 53,2% anstieg, aber der Anstieg sich nicht in einer statistischen Signifikanz 

niederschlug. Im Kolon wurde keines der Gene differenziell exprimiert. 

Die in dieser Studie beobachtete Hochregulation von MMP2 stimmt mit anderen 

Arbeiten überein, die den gleichen Effekt in vitro in IGFBP-2-überexprimierenden 
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Glioblastomzellen sowie Blasenkrebszellen beobachtet haben (Miyake et al. 2005; 

Wang et al. 2003). Die Bedeutung von MMP2 für die Tumorinvasion liegt 

insbesondere in der Degradation der ECM (Matrisian 1992; Mignatti & Rifkin 1993). 

Dass dieser Effekt von IGFBP-2 für die Invasion von Tumoren tatsächlich relevant 

ist, wurde dadurch gezeigt, dass in IGFBP-2-überexprimierende Glioblastomzellen 

MMP2 nicht nur auf mRNA-Ebene sondern auch auf Proteinebene hochreguliert wird 

und eine verstärkte Expression von IGFBP-2 im Glioblastom mit der MMP2-

Expression positiv korreliert (Wang et al. 2003). Dies wird auch dadurch deutlich, 

dass es nach Injektion von IGFBP-2-überexprimierenenden Blasenkrebszellen in die 

Harnblase von Nacktmäusen zu einer erhöhten Lymphknotenmetastasierung kommt 

(Miyake et al. 2005). Somit wäre es möglich, dass IGFBP-2 das 

Metastasierungspotential des Kolonkarzinoms über MMP-2 erhöht. Für die 

Hochregulation von MMP2 durch IGFBP-2 ist sowohl ein IGF-abhängiger als auch 

ein IGF-unabhängiger Mechanismus denkbar. Der IGF-abhängige Mechansismus 

wäre dadurch erklärbar, dass IGFBP-2 die IGF-I-regulierte Expression von MMP-2 

(Yoon & Hurta 2001; Long et al. 1998) verstärkt. Der IGF-unabhängige Mechanismus 

wäre über die Bindung von IGFBP-2 an Integrine der Zellmembran, deren 

Transkription durch IGFBP-2 in Glioblastomzellen gemeinsam mit der von MMP2 

gefördert wird (Wang et al. 2003), erklärbar. 

Neben MMP2 wurde auch die Transkription von TIMP1 in den Tumoren der IGFBP-

2-transgenen Mäuse gefördert. Eine parallele Hochregulation von MMP2 und TIMP1 

wurde auch von Wang et al. beobachtet (Wang et al. 2003). Ein Anstieg der 

Transkription von TIMP1 wurde auch von Frommer et al. in IGFBP-2-

überexprimierenden Brustkrebszellen beschrieben, wobei hier keine Daten zur 

Expression von MMP2 enthalten waren. Die verstärkte Expression von TIMP1 kann 

als Antwort der Zelle auf die Expression von Invasions-fördernden Genen, die einer 

Zellmigration entgegenwirken soll, verstanden werden. Auf der anderen Seite kann 

die Expression von TIMP1 auch MMP-unabhängig stimuliert werden. Hierbei scheint 

dem MAPK- sowie dem PI3K-Signalweg eine große Bedeutung zuzukommen (Kadri 

et al. 2000; Chirco et al. 2006). So wurde in der aktuellen Literatur ein 

Wirkmechanismus für TIMP1 postuliert, in dem TIMP1 über CD63/Integrin-Komplexe 

der Zellmembran de FAK/PI3K-Signalweg aktiviert und dadurch den programmierten 

Zelltod verhindert (Liu et al. 2005; Chirco et al. 2006; Liu et al. 2003).  
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Die signifikante Hochregulation des Transkriptionsfaktors NFκB1 durch IGFBP-2, die 

in dieser Studie gezeigt wurde, wird durch die Arbeit von Frommer et. al bestätigt 

(Frommer et al. 2006). Neben der Bedeutung für die Apoptose, liegt die besondere 

Relevanz von NFκB1 für die Tumorgenese insbesondere in der Regulation von 

Zelladhäsion und -migration, da das NFκB1-Protein die Expression von Invasions-

assoziierten Genen wie beispielsweise MMPs aktivieren kann (Li & Stark 2002; Gao 

et al. 2006; Amiri & Richmond 2005). Zudem fungiert NFκB1 als ein zentraler 

Regulator in der Antwort auf Zellstress, da verschiedene Stressbedingungen wie z.B. 

oxidativer Stress zu dessen Aktivierung führen (Li & Stark 2002). Dies ist insofern 

von Interesse, als die Expression von IGFBP-2 durch oxidativen Stress in 

epithelialen Lungenzellen erhöht wird (Besnard et al. 2001). Interessanterweise 

besitzt der IGFBP-2-Promotor vier potentielle Bindungsstellen für NFκB1. Somit 

könnte, unter der Annahme, dass NFκB1 den IGFBP-2-Promotor aktiviert, die 

Hochregulation von NFκB1 zu einem autokrinen Loop führen (Cazals et al. 1999).  

Für den in dieser Arbeit beobachteten Effekt auf die Expression von Genen im Tumor 

kann sowohl ein endokriner als auch ein auto-/parakriner Effekt von IGFBP-2 in 

Frage kommen, da IGFBP-2 sowohl im Serum DMH-behandelter transgener Tiere, 

als auch im Tumor selbst hochsignifikant überexprimiert wird. Ob IGFBP-2 diese 

Adhäsions-/Migrations-assoziierten Gene über IGF-abhängige oder IGF-

unabhängige Mechanismen reguliert, kann durch diese Studie nicht geklärt werden. 

Allerdings konnte in verschiedenen in vitro Studien gezeigt werden, dass eine 

erhöhte Invasion von Hs578T Brustkrebszellen (Schutt et al. 2004; Frommer et al. 

2006) und SKN-SHEP Neuroblastomzellen (Russo et al. 2005) durch IGF-

unabhängige Mechanismen erfolgen kann. Bei dieser IGF-unabhängigen Wirkung 

könnte die HBD- bzw. die RGD-Domäne von IGFBP-2 von großer Bedeutung sein, 

da IGFBP-2 über diese Domänen mit ECM-Komponenten (Russo et al. 2005) bzw. 

Integrinen interagieren kann. In einer kürzlich erschienen Arbeit wurde zudem eine 

Aktivität der HBD-Domäne im leicht sauren Milieu festgestellt (Kuang et al. 2006), 

was zur Klärung eines konditionalen Wirkmechanismus von IGFBP-2 im Tumor 

äußerst relevant sein könnte. Neben intaktem IGFBP-2 kommen auch C-terminale-

Fragmente von IGFBP-2 für die IGF-unabhängige Wirkung in Betracht. Als weiterer 

IGF-unabhängiger Mechanismus wäre die Translokation von IGFBP-2 in den 

Zellkern vorstellbar. IGFBP-2 könnte somit die Transkription von Invasions-

assoziierten Genen induzieren. Ein solcher Mechanismus wurde bereits im Kontext 

 



114  Diskussion  
 

von oxidativem Zellstress vermutet (Hoeflich et al. 2001b; Besnard et al. 2001) und 

wird dadurch unterstützt, dass IGFBP-2 und sogar definierte IGFBP-2-Fragmente 

auch innerhalb der Zelle zu finden sind (Hoeflich et al. 2004; Terrien et al. 2005). 

Eine Antwort auf die Frage, ob IGFBP-2 über IGF-abhängige oder IGF-unabhängige 

Mechanismen im Tumor wirkt, sollte in weiterführenden Studien, unter Verwendung 

zielgerichteter mutierter IGFBP-2-Varianten, untersucht werden. 
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6 Zusammenfassung 

Die IGFBP-2-Serumkonzentrationen sind beim menschlichen Kolonkarzinom mit dem 

Tumorstadium signifikant positiv korreliert und sogar als prognostischer Marker für 

eine Wiedererkrankung nach Tumorresektion informativ. Dennoch ist die spezifische 

Rolle von IGFBP-2 für die Entstehung und Progression des Kolonkarzinoms völlig 

unklar. In vitro wurden für IGFBP-2 sowohl positive als auch negative Effekte auf das 

Wachstum normaler und maligner Zellen nachgewiesen. Für die zweifelsfreie 

Zuordnung spezifischer Effekte in vivo wurde in der vorliegenden Arbeit das IGFBP-

2-transgene Mausmodell verwendet. In diesem Modell wurde die 

Kolonkarzinogenese chemisch induziert. Um herauszufinden, in welchem Stadium 

der mehrstufigen Kolonkarzinogenese IGFBP-2 von Bedeutung ist, wurden die 

Analysen 10 und 34 Wochen nach Beginn der Behandlung mit dem Karzinogen 

durchgeführt.  

Zum früheren Analysezeitpunkt wurde festgestellt, dass IGFBP-2 zunächst die 

Entstehung von kleinen hyperplastischen aberranten Krypten Foci (ACF) förderte, 

sich diese ACF aber in der späteren Phase zurückentwickelten und keinen Einfluss 

auf die Tumorprävalenz hatten. Im Vergleich zum Wildtyp entwickelten die IGFBP-2-

transgenen Mäuse jedoch weniger dysplastische ACF. Dysplastische ACF in IGFBP-

2-transgenen Mäusen bildeten kleinere Foci und wiesen einen deutlich geringeren 

Dysplasiegrad auf. Größere ACF des transgenen Genotyps stellten den 

hyperplastischen ACF-Typ dar. Interessanterweise war die Expression von β-Catenin 

in den ACF transgener Tiere gegenüber dem Wildtyp deutlich reduziert. Diese 

Ergebnisse deuten darauf hin, dass IGFBP-2 einen hemmenden Effekt bereits im 

frühen Stadium der Kolonkarzinogenese ausübt.  

Zum späteren Untersuchungszeitpunkt unterschied sich die Tumorprävalenz 

zwischen den beiden Genotypen nicht voneinander. Jedoch war das Volumen der 

Adenome der IGFBP-2-transgenen Gruppe um das 2,3-fache kleiner als beim 

Wildtyp, was durch einen geringeren Anteil an proliferierenden Tumorzellen bedingt 

war und sich bereits bei den ACF der frühen Phase abzeichnete. Zudem wurde, in 

Übereinstimmung mit den Ergebnissen der früheren Phase, eine deutlich geringere 

nukleäre Akkumulation von β-Catenin in den Adenomen IGFBP-2-transgener Tiere 

beobachtet. Diese Ergebnisse zeigen, dass IGFBP-2 sowohl in der frühen als auch in 

der späteren Phase der Kolonkarzinogenese einen hemmenden Effekt auf das 
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Wachstum von dsyplastischen ACF und Tumoren hat, indem es die Tumorlast 

reduziert und die Akkumulation von nukleärem β-Catenin inhibiert. 

Um Effekte von IGFBP-2 auch auf Ebene der Genexpression zu berücksichtigen, 

wurde eine Expressionsanalyse von Kandidatengenen, die aus der Literatur im 

Zusammenhang mit einer Überexpression von IGFBP-2 bekannt waren, 

durchgeführt. Interessanterweise ergab die Real-Time PCR Analyse eine erhöhte 

MMP2-, TIMP1- und NFκB-mRNA Expression in Tumoren, nicht aber im normalen 

Kolongewebe von IGFBP-2-transgenen Mäusen. Aus der konditionalen 

Überexpression von Invasions- und Migrations-assoziierten Genen im Tumor von 

IGFBP-2-transgenen Mäusen könnte auf einen möglichen Effekt von IGFBP-2 auf die 

Metastasierung geschlossen werden. Die Relevanz dieser veränderten 

Genexpression sollte in einem Metastase-Modell weiterführend untersucht werden. 
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7 Summary 
The role of insulin-like growth factor binding protein-2 (IGFBP-2) in chemical-
induced colon carcinogenesis in transgenic mice 
 

IGFBP-2 serum levels are positively correlated with Duke’s stages of colon cancer 

and are even informative for the recurrence of tumor growth after resection. 

However, the specific role of IGFBP-2 for tumor growth is unclear, since both positive 

and negative effects have been proven in vitro. For the unambiguous identification of 

specific effects of IGFBP-2 during colon carcinogenesis in vivo we made use of an 

established IGFBP-2 transgenic mouse model and performed a study of chemical-

induced colon carcinogenesis in these mice. In order to identify specific functions at 

distinct stages of multistep colon carcinogenesis we analyzed consequences of 

IGFBP-2 overexpression 10 weeks and 34 weeks after beginning of the treatment.  

At the earlier time point IGFBP-2 promoted development of small aberrant crypt foci 

(ACF) which, however, degenerated later on and thus had no effect on tumour 

prevalence at the later stage of analysis. Instead, IGFBP-2 transgenic mice 

developed significantly less dysplastic ACF than wildtype mice. These ACF displayed 

smaller foci and showed a lower degree of dysplasia, while bigger ACF of the 

transgenic genotype were classified as hyperplastic ACF. Moreover, β-catenin 

immunoreactivity in ACF of transgenic animals was significantly reduced if compared 

to wildtype mice. The results indicate that IGFBP-2 has a negative effect during 

earlier stages of colon carcinogenesis. 

At the later time point, tumour prevalence was similar in both genotypes. The 

volumes of adenoma however were 2.3 times smaller in transgenic mice than in 

wildtype mice. This result was correlated with a smaller proportion of proliferating 

tumour cells and reduced proliferative activity became apparent already in ACF of the 

earlier stage. In line with the findings at the earlier stage, significantly reduced nucleic 

accumulation of β-catenin could be found in adenoma of IGFBP-2 transgenic 

animals. These findings therefore suggest that IGFBP-2 has both at earlier and later 

stages an inhibiting effect on growth and development of dysplastic ACF and growth 

of tumours by reduction of cell proliferation in tumours and inhibition of nucleic β-

catenin accumulation. 

In order to further explore effects potentially induced by IGFBP-2 we also studied 

expression of candidate genes, known as transcriptome analysis in IGFBP-2 
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transfected cell lines from the literature. Our studies in normal and malignant colon 

tissues revealed a specific increase of MMP2-, TIMP1- and NFκB mRNA expression 

in tumours, but not in normal tissues from IGFBP-2 transgenic mice. From the 

specific increases of genes associated with invasiveness in IGFBP-2 overexpressing 

tumours an effect of IGFBP-2 during metastasis might be concluded. The relevance 

of these altered gene expressions should be studied in more detail in a metastatic 

animal model. 
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8 Abkürzungsverzeichnis 
µl Mikroliter 

µM Mikromolar (µmol/l) 

ABC Avidin-Biotin-Komplex (avidin-biotin complex) 

AC Aberrante Krypte (aberrant crypt) 

ACF Aberranter Krypten Focus (aberrant crypt focus) 

ACFMin ACF der APC-Min/+ Maus 

ACtb Synoym für β-Actin 

AK Antikörper 

APC Adenomatosis Polyposis Coli 

APPAP Alkalische Phosphatase und antialkalische Phosphatase 

AS Aminosäuren (amino acids) 

B Breite 

BAD B-cell leukaemia antagonist of death 

Bax Pro-apoptotisches Gen 

BcI-2 B-cell leukemia/lymphoma 2 

bp Basenpaare (base pairs) 

BrdU 5’Bromo-2’-desoxy-Uridin 

Caco-2 Kolonkarzinomzellen Linie 2 

Ccnd1 Synonym für Cyclin D1 

CDK Cyklinabhängige Kinasen (cyclin dependent kinase) 

cDNA Zur mRNA komplementäre DNA (complementary 

desoxyribonucleic acid) 

Cdx1 Caudal type homeo box 1 

CEA Carcinoembryonales Antigen (carcinoembryonic antigene) 

c-jun Jun oncogene 

cm Zentimeter 

CMV Cytomegalievirus 

c-myc Myelocytomatosis oncogene  

CpG island Zytosin paart Guanin-Insel (cytosine pairs guanine) 

cpm Impulse pro Minute (counts per minute) 

CRC Kolonkarzinom (colorectal carcinoma) 

Ct Cycle threshold 

Ctnnb1 Synonym für β-Catenin; cadherin associated protein, beta 1 
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DAB Diaminobenzidine 

DCC Deleted in colon cancer (auf Chromosom 18q lokalisiertes Gen) 

DEPC Diethylpyrocarbonat 

DMH 1,2-Dimethylhydrazin 

DNA Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonulceic acid) 

DNA-MMR DNA-Mismatch-Reparaturgen 

dNTPs 2’Desoxy-nucleotid 5’Triphosphat (deoxynucleotide triphosphates) 

dp Dysplastisch 

DTT 1,4-Dithio-DL-threitol 

E. coli Escherichia coli 

E-cad E-Cadherin 

ECM Extrazelluläre Matrix (extracellular matrix) 

EDTA Ethylendiamintetraessigsäure 

EGF Epidermaler Wachstumsfaktor (epidermal growth factor) 

ELISA Enzym-linked imunosorbent assay 

Enc1 Ectodermal-neural cortex 1 

FAK Fokale Adhäsionskinase 

FAP Familiäre adenomatöse Polyposis 

FKHR Forkhead Transkriptionsfaktor in rhabdomyosarcoma 

FRET Fluorescence resonance enery transfer 

FSH Follikel-stimulierendes Hormon 

g Gramm 

G Relative centrifugal force (RCF) (= 1,119 x 10-5 x rpm2 x r) 

GAP GTPase aktivierendes Protein 

GH Wachstumshormon (growth hormone) 

GOI Gene of interest 

GSK3β Glykogen Synthase Kinase 3β 

h Stunde 

H Höhe 

H&E Hämatoxylin und Eosin (Färbung) 

HBD Heparin-Bindungsdomäne 

HCC Hepatozelluläres Karzinom 

HCG Menschliches Choriongonadotropin (human chorion gonadotropin) 

His Histidin 
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HKG Housekeeping-Gen 

HNPCC Hereditäres nicht-polypöses Kolonkarzinom 

hp Hyperplastisch 

HRPT1 Hypoxanthine guanine phosphoribosyl transferase 1 

i.p. Intraperitoneal 

Id2 Inhibitor of DNA binding 2 

IEC-6 Intestinale Epithelzelllinie 6 

igf1 IGF-I-Gen (Maus) 

igf2 IGF-II-Gen (Maus) 

IGF2 IGF-II-Gen (Mensch) 

Igf2r IGF-IIR-Gen (Maus) 

IGFBP 1 – 6 IGF-Bindungsproteine 1 – 6 

IGF-I, -II Insuline-like growth factor I bzw. II 

IGF-IR, -IIR IGF-Rezeptor Typ I bzw. Typ II 

IL Interleukin 

ILK Integrin-like kinase 

kb Kilo Basenpaare (kilo basepairs) 

kDa Kilodalton 

kg Kilogramm 

KG Körpergewicht 

Ki67 Proliferationsmarker 

l Liter 

L Länge 

LEF Lymphoid enhancer factor 

Leu Leucin 

LNA Locked nucleid acids 

LOH Verlust des zweiten Allels (loss of heterozygosity) 

LOI Verlust der Geninaktivierung durch Methylierung (loss of 

imprinting) 

Lys Lysin 

M Molar (mol/l) 

M6P Mannose-6-Phosphat 

mA Milliampere 

MAPK Mitogen aktivierte Protein Kinase 
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Mdr1 Multidrug resistance protein 1 

mg Milligramm 

Min Multiple intestinale Neoplasien 

min Minute 

ml Milliliter 

mm Millimeter 

mM Millimolar (mmol/l) 

MMP Matrix-Metalloproteinase 

mRNA Messenger RNA 

MSI Mikrosatteliten-instabil 

NFκB Nuclear factor of kappa light chain gene enhancer in B-cells 1 

ng Nanogramm 

nm Nanometer 

NNR Nebennierenrinde 

P Signifikanzniveau 

P21 Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (Cdkn1a) Zellzyklusinhibitor 

PAGE Polyacrylamid Gelelektrophorese 

PAP Peroxidase und Antiperoxidase 

PAPP-A Schwangerschaft-assoziiertes-Plasmaprotein-A (pregancy-

associated plasma protein-A) 

PARP Poly-ADP-Ribose-Polymerase 

PBS Phosphat gepufferte Salzlösung (phosphate buffered saline) 

PCR Polymerasekettenreaktion (Polymerase Chain Reaction) 

PEPCK Phophoenolpyruvatcarboxykinase 

pg Picogramm 

PGK Phosphoglycerate kinase 1 

PI3K Phosphatidylinositol 3-Kinase  

PMSG Serumgonadotropin (pregnant mare’s serum gonadotropin) 

PSA Prostataspezifisches Antigen 

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog deleted on Chromosome 10 

qPCR Quantitative Real-time PCR 

Ras Rat Sarcoma 

RB Retinoblastom Protein (Regulatorprotein im Zellzyklus) 

RER+ Replication error positive 
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RGD Arg-Gly-Asp (Integrinbindungsmotiv) 

RIA Radioimmunoassay 

RNA Ribonukleinsäure (ribonucleic acid) 

RPLP2 Ribosomal protein, large P2 

rpm Umdrehungen pro min (rounds per minute) 

rRNA Ribosomale RNA 

RT Raumtemperatur 

RT-PCR Reverse Transkription-PCR 

s Sekunde 

SCLC Small-cell lung carcinoma 

SD Standardabweichung (standard deviation) 

SDHA succinate dehydrogenase complex, subunit A 

SDS Natriumlaurylsulfat (sodium dodecyl sulfate) 

SEM Standardfehler des Mittelwertes (standard error of the mean) 

SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1 

SPF Spezifisch pathogenfrei 

Survivin Inhibitor of apoptosis homolog  

TAE Tris-Acetat-EDTA (Puffer) 

Taq Thermophilus Aquaticus 

TBS Tris gepufferte Salzlösung (Tris buffered saline) 

TCF T-cell factor 

tg Transgen 

TGF Transformierender Wachstumsfaktor(transforming growth factor) 

TIMP1 Tissue inhibitor of metalloproteinase 1 

Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 

Tyr60 Tyrosin (Position 60) 

U Einheit (unit) 

UNG Uracil-DNA-Glykosylierung 

uPAR Plasminogen activator, urokinase (Plau) 

V Volumen 

VEGF Vascular endothelial growth factor  

wt Wildtyp 
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