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Zusammenfassung
Abstract (Deutsch)

FUr die chronisch entzindlichen Darmerkrankungen (CED) als auch flr das kolorektale
Karzinom (KRK) existieren wenige etablierte Biomarker mit Relevanz fur Diagnose,
Prognose oder Therapieansprechen. Bislang fehlt es an Biomarkern, die die
Progression einer CED zu einem KRK sicher abbilden. Die ldentifizierung von neuen
krankheitsspezifischen Biomarkern konnte daher zum besseren
pathomechanistischen Verstandnis und zur Behandlungsoptimierung beitragen. So
wurde FNDC4 als antiinflammatorischer Faktor beschrieben, der in CED hochreguliert
ist. Der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 116 (GPR116) wurde als potentieller FNDC4-
Rezeptor gefunden. Das erste Ziel dieser Arbeit ist die Analyse der mRNA Expression
der FNDC Familie und GPR116 in nicht-affektierten und affektierten Gewebeproben
von Patienten mit CED oder KRK. Mukosaproben wurden von 30 Patienten im Rahmen
von diagnostischen Koloskopien oder chirurgischen Resektionen von CED und KRK
gewonnen. Die Genexpression wurde mittels quantitativer Real-Time PCR bestimmt.
FNDC1 und FNDC4 waren in CED, im Vergleich zur nicht-affektierter Mukosa,
signifikant hochreguliert. Keine der untersuchten FNDCs wurde im KRK different
exprimiert. Die Versuche zur Etablierung einer Proteinfarbung von FNDC4 schlugen,
bedingt durch eine fragliche Antikorperspezifitat und Autofluoreszenz (AF) des
verwendeten Gewebes, fehl. Allerdings konnten charakteristische AF-
Musterstrukturen identifiziert werden. AF Signale wurden durch Lipofuszin verursacht
und zeigten sich vermehrt in entziindetem Gewebe. Daher kann AF als diagnostischer
Biomarker fur intestinale Inflammation angesehen werden. In dieser Arbeit wird
weiterhin das Wissen zu prognostischen Biomarkern im Blut von chirurgischen
Patienten flr eine optimale praoperative metabolische Vorbereitung erweitert. Bei
Operationen des KRK bestehen bei Patienten oft praoperative Fastenperioden mit
reduzierter postoperativer Rekonvaleszenz. An 50 Patienten mit elektiven Operationen
am unteren und oberen GI-Trakt erfolgte eine Blutanalyse von moglichen Biomarkern
im perioperativen Setting. Eine multivariate Regressionsanalyse zeigte Glutaminsaure
und Valin als signifikante unabhangige Pradiktoren der praoperativen Fastenzeit.
Zusammenfassend konnten FNDC1 und FNDC4 eine relevante Rolle in der
Pathobiologie der CED spielen. Autofluoreszenz kann als diagnostischer Biomarker
der CEDs angesehen werden, limitiert allerdings spezifische

Immunfluoreszenzfarbungen. Im klinischen Kontext kann eine Messung des
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Aminosaurenprofils einen zeitgerechte Nahrungsunterstitzung bei langer fastenden

Patienten vor Operationen erlauben.

Abstract (Englisch)

A few common biomarkers exist for inflammatory bowel disease (IBD) and colorectal
cancer (CRC) with relevance for diagnosis, prognosis und therapy. The identification
of new disease specific biomarkers could reveal a better pathomechanistic
understanding, thus optimizing treatment. FNDC4 was described as anti-inflammatory
factor, upregulated in IBD. The G-protein-coupled receptor 116 (GPR116) was found
to be a putative FNDC4 receptor. This work first aims to analyze the mRNA expression
of the FNDC family and GPR116 in nonaffected and affected mucosal samples of
patients with IBD or CRC. Mucosa samples were obtained from 30 patients undergoing
diagnostic colonoscopy or from surgical resection of IBD or CRC. Gene expression
was determined by quantitative real-time PCR. FNDC1 and FNDC4 were significantly
upregulated in IBD, compared to unaffected mucosa. None of the investigated FNDCs
was differentially expressed in CRC. The attempts to establish protein staining of
FNDC4 failed due to questionable antibody specification and autofluorescence (AF) of
assessed tissue. Although, specific AF-structures were identified. AF signals were
related with lipofuscin accumulation and appeared more pronounced in inflamed
tissues. Therefore, AF appeared as a diagnostic biomarker for colonic inflammation.
Within this study, it is further sought to advance the knowledge on prognostic
biomarkers in the plasma that allow the metabolic characterization of surgical patients
for an optimized preoperative metabolic preparation. In CRC surgery, patients often
suffer from preoperative fasting periods leading to decelerate recovery after surgery.
In 50 patients with elective surgery of the upper and lower gastrointestinal tract blood
analysis of potential biomarkers in the perioperative setting was performed. A
multivariate regression analysis revealed glutamic acid and valine as significant
independent predictors of preoperative fasting periods. Taken together, FNDC1 and
FNDC4 may play a relevant role in the pathobiology of IBD. AF is a diagnostic
biomarker for IBD, although it limits specific immunofluorescence staining. In clinical
context measurement of amino acids profiles allows timely nutritional support for

prolong fasted patient before surgery.



1. Einflhrung

Chronisch entzindliche Darmerkrankungen (CED) sind globale Erkrankungen mit
einer Pravalenz von uUber 0,3% in Nordamerika und Europa sowie einer seit 1990
steigenden Inzidenz in neu industrialisierten Landern, analog zu dem Trend in der
westlichen Welt in dem frihen 20. Jahrhundert (1). Obwohl CEDs zu den meist
erforschten menschlichen Erkrankungen zahlen, ist ihre zugrundeliegende
Pathophysiologie noch nicht vollstdndig verstanden. Maligeblich sind eine
Uberschielende Immunantwort auf das gastrointestinale Mikrobiom und eine
genetische Veranlagung fur die Entstehung einer CED (2). Die CEDs umfassen im
Wesentlichen die Colitis ulzerosa (CU) sowie den Morbus Crohn (MC). Beide
Erkrankungen sind mit einem erhodhten Risiko fur die Entstehung eines kolorektalen
Karzinoms (KRK) assoziiert, welches um das 2,4x fur Patienten mit CU und um das
1,9x fur Patienten mit MC mit der Erkrankungsdauer steigt (3, 4). Auch fur das KRK
auf dem Boden einer CED ist die Pathogenese noch nicht vollstandig verstanden und
basiert auf einem schadlichen Einfluss durch chronische entzundliche Effekte auf die
Darmwand (5). Das KRK ist heute die dritthaufigste Krebserkrankung und die
vierthaufigste krebsbezogene Todesursache weltweit mit stabiler Inzidenz in
Industriestaaten sowie steigender Inzidenz in Entwicklungslandern (6). In den meisten
Fallen tritt die maligne Erkrankung sporadisch auf, jedoch sind Interaktionen mit
genetischen und epigenetischen Alterationen bekannt. Eine chirurgische Operation ist
je nach Krankheitsstadium kurativ moglich. Sowonhl fur die CEDs als auch fur das KRK
existieren etablierte Biomarker mit Relevanz fiur Diagnose, Prognose oder
Therapieansprechen. Fur CEDs werden ASCA, pANCA, CRP im Serum und
Calprotektin und Laktoferrin im Stuhl benutzt (7). ASCA ist ein Antikbrper mit Affinitat
fur ein Antigen der Saccharomyces cerevisiae. ANCAs sind Antikorper mit Affinitat far
neutrophile Granulozyten, die bei diversen Autoimmunerkrankungen beschrieben
sind. Insbesondere Patienten mit CU weisen pANCA auf. CRP wird als Marker der
akuten Inflammation verwendet. Calprotektin ist ein kalzium- und zinkbindendes
Protein, das mit der Menge an neutrophilen Granulozyten in der Darmwand korreliert.
Auch Laktoferrin, ein eisenbindendes Glykoprotein, wird im Rahmen der intestinalen
Inflammation exprimiert. Im klinischen Management des KRK kann insbesondere die
Detektion der Abwesenheit von KRAS, BRAF, NRAS und PIK3CA Genmutationen
einen Einfluss auf eine gezielte Therapie mittels anti-epidermalem

Wachstumsfaktorrezeptor-Antikbrper nehmen (8).



Die Identifizierung von neuen krankheitsspezifischen Biomarkern kdnnte zum weiteren
pathomechanistischen Verstandnis und der Entwicklungen von
Behandlungsmaoglichkeiten beitragen. So wurde 2016 Fibronectin Type [l domain-
containing 4 (FNDC4) als ein antiinflammatorischer Faktor, welcher in humaner und
muriner intestinaler Inflammation hochreguliert ist und therapeutisches Potential
aufweist, identifiziert (9). FNDC4 ist eins von insgesamt acht bisher identifizierten
Mitgliedern der FNDC Proteinfamilie im Menschen. Diese Proteine sind durch
mindestens eine Fibronectin Type [ll domain charakterisiert. Einige Studien zeigten,
dass FNDCs durch microRNAs reguliert werden (10-12). Darlber hinaus sind weitere
Regulationsmechanismen bekannt, wie die FNDC4 Regulation durch TGFB und eine
Beteiligung des Kortikoidrezeptors fur die Expression von FNDC5 (9, 13). FNDCA1
aktiviert G-protein signaling 8 (AGS8) und wurde als Regulator kardiovaskularer
Funktionen (VEGF-vermittelte Angiogenese, Hypoxie-induzierte Apoptose von
Kardiomyozyten) beschrieben (14, 15). Auf der anderen Seite korreliert die FNDCA1
Expression mit aggressivem Prostatakarzinom (11). FNDC3A leistet einen Beitrag zur
Synthese der Extrazellularmatrix in Odontoblasten sowie zur Spermatogenese (16,
17). Eine Expressionsanalyse zeigte eine Hochregulation im sporadischen KRK (18,
19). FNDC3B fordert die epithial-mesenchymale Transition und aktiviert multiple
Krebs-Signalwege inklusive PI3-kinase/Akt, Rb1 und TGF (20-23). Zurzeit ist FNDC5
das intensivste beforschte FNDC, da es das Ausgangsprotein des Peptidhormons
Irisin darstellt, welches fur seine Eigenschaft der Konversion von weil3em in braunes
Fettgewebe bekannt ist (24). Diese zumeist kurzlich veroffentlichten Daten zu FNDCs
deuten auf eine Vielfaltigkeit von Funktionen im Gesunden sowie unter erkrankten
Konditionen in diversen Organen hin und belegen ein aufkommendes Interesse an
einer strukturierten Analyse dieser Proteinfamilie als mdgliche Biomarker-Kandidaten
in CED und KRK. Der exakte Rezeptor oder Bindungspartner von FNDC4 ist bis dato
noch nicht sicher bekannt. Jedoch konnte der G-Protein-gekoppelte Rezeptor 116
(GPR116) als ein maglicher funktioneller FNDC4-Rezeptor-Kandidat in einer in-vitro
Bindungsstudie vorgestellt werden (25). GPR116 wird in verschiedenen Geweben,
darunter Lunge, Niere und Fett exprimiert und ist hochreguliert in metastasierten KRK
und Brustkrebs (26, 27). Das erste Ziel dieser Arbeit ist die Genexpressionsanalyse
von FNDC1, FNDC3A, FNDC3B, FNDC4, FNDC5 und GPR116 in nicht-affektierten

und affektierten mukosalen Gewebeproben von Patienten mit CED oder KRK.



Im Rahmen der Proteinfarbungen dieser Arbeit zeigten sich antikbrperunabhangige
Signale durch natirliche Fluoreszenz, auch Autofluoreszenz (AF), genannt. AF wird
hier ebenfalls als diagnostischer Biomarker, charakterisiert durch ein intrinsisches
Vorkommen ohne Hinzugabe von Enzymen oder Farbstoffen, geprift. Es konnten
frher beispielsweise aromatische Aminosauren, Zytokeratin, Kollagen, Elastin,
NAD(P)H, Flavin, freie Fettsauren, Vitamin A, Porphyrin und Lipofuszin als endogene
Fluorophore identifiziert sowie anhand ihres AF-Spektrums und morphologischer
Aspekte differenziert werden (28). Neben einer zu prufenden Biomarkereigenschaft
bei CEDs, kann AF allerdings auch spezifische Antikorpersignale Gberdecken und zu
Fehlinterpretationen flhren, sodass in dieser Arbeit auch der Versuch zur Reduktion

von AF in Gewebsschnitten von CED-Patienten unternommen wurde.

Im Blut kénnen Glykoproteine, die von Tumoren gebildet und ins Blut abgegeben
werden als Tumormarker genutzt werden. Fur das kolorektale Karzinom kdnnen die
Tumormarker CEA und CA 19-9 fur die Verlaufskontrolle herangezogen werden. Zur
metabolischen Charakterisierung von Patienten kann der Aminosauren-, Peptid- und
Lipidstoffwechsel analysiert werden. Mitglieder der FNDC Proteinfamilie werden durch
Fasten beeinflusst werden. Beispielsweise wird FNDC5 physiologischerweise
wahrend Fastenperioden in der Muskulatur induziert (29), wahrend das klassische
Fibronektin bei prolongiertem Fasten im Plasma herunterreguliert wird (30). Im
perioperativen Setting, so auch bei der Resektion eines KRK, kdénnen prolongierte
Fastenperioden zu einem katabolischen Status mit reduzierter postoperativer
Rekonvaleszenz fuhren. Eine verklrzte Fastenzeit zeigte sich relevant fur eine
adaquate Wundheilung, Immunitat, sowie eine Wiederherstellung der normalen
gastrointestinalen Funktion nach Operation (31, 32). Kachektische onkologische
Patienten weisen ein unterschiedliches Profil von biochemischen Plasmamarkern,
beispielsweise eine Hypoalbuminamie, verglichen mit nicht-kachektischen Patienten
auf (33). Allerdings gibt es bisher keine Studie, die zeitsensitive metabolische
Biomarker bei Patienten bei gastrointestinalen Operationen als kurative Krebstherapie
adressiert. So konnten aus klinischer Sicht Patienten bei Aufnahme im Krankenhaus
hinsichtlich eines erhdhten Risikos fur katabole Situationen mithilfe prognostischer
Biomarker erkannt und bei Bedarf der Metabolismus gezielt optimiert werden. Das
klassische Fibronektin wurde bereits vor ca. 30 Jahren als Biomarker fur

Fastenperioden diskutiert, allerdings bei weiteren Einflussfaktoren auf das



zirkulierende Protein, wie Bindung an Kollagene im Rahmen eines Traumas, nur als
bedingt  geeignet  eingestuft (34). Jedoch konnten beispielsweise
Plasmaaminosaurenkonzentrationen/ -alterationen als zeitsensitive Fastenmarker
bedingt durch die Abwesenheit exogener Aminosauren und den Muskelabbau zwecks
hepatischer Glukoneogenese geeignet sein (35). Das dritte Ziel der vorliegenden
Arbeit ist somit die Erweiterung des Wissens zu prognostischen Biomarkern, die eine
metabolische Charakterisierung von Patienten mit gastrointestinalen chirurgisch-

onkologischen Erkrankungen erlauben.

2. Material und Methodik
2.1 Humane Proben

Die dieser Arbeit zugrunde liegenden Studien wurde von der lokalen Ethikkommission
genehmigt (Registrierungsnummer EA2/021/16) und erfolgten in Einklang mit der
Deklaration von Helsinki. Jeder Studienteilnehmer willigte schriftlich ein.
Gewebeproben von Patienten mit CED oder KRK wurden in der Klinik far
Gastroenterologie und Hepatologie der Charité, der Chirurgischen Klinik der Charité
sowie der Praxis Dr. med. Wolfgang Spitz im Rahmen von klinisch indizierten
Endoskopien oder Operationen gesammelt. Die gesammelten Proben wurden sofort
in flussigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C bis zur weiteren Nutzung gelagert
oder in Formalin fixiert, in aufsteigenden Ethanolkonzentrationen dehydriert und in
Paraffin eingebettet. Die Analyse von perioperativen Fastenmarkern im Plasma
erfolgte bei Patienten bei denen krebsbedingt eine klinisch indizierte Operation am
oberen und unteren GI-Trakt in der Chirurgischen Klinik der Charité durchgefuhrt
wurde. Es erfolgte eine Blutentnahme zur Bestimmung von Elektrolyten, Hamatologie,
Aminosauren, klinischer Chemie, Ketonkdrpern und freier Fettsduren am Tag der
Aufnahme, kurz vor Hautschnitt, am 3. postoperativen Tag sowie am Tag der

Entlassung.

2.2  Patientencharakterisierung

Von 20 CED- (10 CU, 10 MC) und 10 KRK-Patienten wurden affektierte sowie nicht-
affektierte Gewebeproben entnommen. Die Krankheitsschwere der Patienten wurde
mittels Mayo Score fur CU und Harvey-Bradshaw Index fur MC bestimmt. In die

Gruppe der CU-affektierten Patienten wurden 7 Manner sowie 1 Frau eingeschlossen
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mit einem Altersmedian von 39 Jahren. Der Uberwiegende Teil dieser Gruppe hatte
eine Pankolitis (5/8) sowie eine milde Krankheitsaktivitat (7/8). In die Gruppe der MC-
affektierten Patienten wurden 3 Manner sowie 5 Frauen mit einem Altersmedian von
32 Jahren eingeschlossen. Die Patienten hatten Uberwiegend eine ileozokale
Manifestation und 50% befanden sich in klinischer Remission. Zum Zeitpunkt der

Probengewinnung erhielten alle Patienten eine antiinflammatorische Medikation.

Die KRK-Kohorte bestand ausschlieBlich aus Mannern mit einem Altersmedian von
64,5 Jahren. 6/11 Karzinomen (ein Patient mit Doppelkarzinom) entstammten dem
Rektum. Das Krankheitsstadium der Kohorte war uberwiegend UICC Stadium | oder Il
und das histologische Staging Uberwiegend G2. 8/11 Karzinomen waren

mikrosatellitenstabil.

50 Patienten mit einem Altersmedian von 58,4 Jahren und einem Anteil von 72%
Mannern wurden zur Untersuchung der Fastenmarker in eine Studie eingeschlossen.
23 Patienten unterzogen sich einer Operation am oberen und 27 Patienten einer
Operation am unteren Gl-Trakt. Die pra- und postoperativen Fastenzeiten wurde

dokumentiert und der Erndhrungsstatus mittels diverser Testinstrumente ermittelt.

2.3 Quantitative Real-Time RT PCR

Die RNA Extraktion erfolgte mittels PureLink™ RNA Mini Kit (Invitrogen, CA, USA)
sowie mittels einem rotierenden Homogenisator (Retsch MM400, Haan, Deutschland)
entsprechen den Herstellervorgaben. Qualitats- und Quantitatskontrollen wurden fur
jedes Extrakt mit dem NanoDrop™ 2000 Spektrophotometer (Thermo Scientific, DE,
USA) durchgefuhrt. Sofort nach RNA Extraktion erfolge eine cDNA Synthese mit dem
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, CA, USA). Die
cDNA wurde bis zur weiteren Nutzung bei -20°C gelagert. Fir gRT-PCR Reaktionen
wurde der GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, WI, USA) und ein 7500 Real Time
PCR Cycler System (Applied Biosystems, CA, USA) verwendet. Die Genexpression
wurde zu den Housekeeping Genen ACTB und TBP und zu nicht-affektierten Proben
entsprechend der 2-22CtMethode normalisiert (36). qRT-PCR Produkte wurden mittels

ihrer Amplikonlange in der Gelelektrophorese verifiziert.



2.4  Bioinformatische Analysen von Genexpressionsprofilen

Aus der Gene Expression Omnibus (GEO) Datenbank wurden folgende Datensets mit
arraybasierten Genexpressionsprofilen entnommen und analysiert: die Genexpression
von FNDCs und GPR116 in KRK-Zelllinien (GDS4296), in mikrosatelliteninstabilen
KRK (GDS4515) sowie in frih und spat manifestierten KRK in Mannern und Frauen
(GDS5232).

2.5 Immunfluoreszenzfarbungen

Die generelle Gewebeaufbereitung erfolgte mittels Deparaffinisierung, Rehydration in
absteigenden Ethanolkonzentrationen, 15 Minuten Kochen in Citratpuffer (pH = 6,0),
30 Minuten Blockierung mit 5% entrahmter Milch und Deckelung mittels Vectashield
(Vector Laboratories). Zum Versuch der Darstellung des FNDC4 Proteins wurden die
Rabbit Anti-FNDC4 Antikorper (Sigma-Aldrich, HPA05180 oder Novus, NBP2-14023)
mit dem Sekundarantikorper Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 594) (ab150080,
Abcam) verwendet. Jede Probe wurde ebenfalls mittels H&E gefarbt. Die Mikroskopie
erfolgte mittels einem konventionellen Fluoreszenzmikroskop (Axio Observer Z1, Zeiss
oder BZ-9000, Keyence) und einem konfokalen Mikroskop (Eclipse Ti-E, Nikon oder
SP8, Leica).

2.6  Autofluoreszenzfarbungen

Das generelle Protokoll entspricht der Immunfluoreszenz (IF)-Farbungen, allerdings
wurden zur Darstellung der AF keine Antikdrper verwendet. Zur Blockierung von AF
wurde eine Sudanschwarz B (SBB)/ Ethanol-Loésung in verschiedenen
Konzentrationen (0%, 0,1%, 0,5% und 1%) hergestellt und bei Raumtemperatur fur 20
Minuten nach der Blockierung mittels Milch auf die Gewebeschnitte in Dunkelheit
aufgetragen. Eine zweite Blockademdglichkeit wurde mittels Ammoniumacetat-

gepuffertem Kupfersulfat (pH = 5) fur 5 Minuten durchgefuhrt.

2.7  Statistische Analysen

Alle statistischen Analysen wurden mittels SPSS Version 25.0 (IBM, NY, USA) oder
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, CA, USA) durchgefuhrt. Der t-Test wurde

zum Vergleich zweier Gruppen bei normal verteilten Variablen verwendet. Bei qPCR



Daten wurden zuvor mittels Grubbs-Test Ausreil3er identifiziert. Datenprofile der GEO
Datenbank wurden mittels one-way ANOVA fur multiple Vergleiche als auch dem t-
Test zum Vergleich von zwei Gruppen analysiert. Zur Bestimmung der Relation
zwischen Fastenzeit und Fastenmarkern wurde der Korrelationskoeffizient genutzt. Es
erfolgte eine multivariate Analyse zur Identifizierung von unabhangigen Pradiktoren fur
praoperative Fastenzeiten. Im Regressionsmodell erfolgte eine rlckwartige
Elimination von unabhangigen Variablen. Mittels ROC-Analyse wurde der beste
Vorhersagewert der praoperativen Fastenzeit bestimmt. Statistisch signifikante

Unterschiede wurden definiert als p < 0,05.

3. Ergebnisse

3.1 Genexpression von FNDCs und GPR116 in Gewebeproben von CED- und
KRK-Patienten

Die basale FNDC Expression wurde zunachst in nicht-affektierten Gewebeproben
entlang der proximal-distalen Achse von lleum bis Rektum untersucht. Dabei zeigten
sich FNDC3A und FNDCS5 im lleum im Vergleich zu kolonischen Segmenten hdher
exprimiert. Fur FNDC1, FNDC3B, FNDC4 und GPR116 wurden Kkeine
Expressionsunterschiede entlang der proximal-distalen Achse gefunden. Es erfolgte
ein Vergleich der Genexpression von FNDCs und GPR116 in nicht-affektierten
Gewebeproben von CED- vs. KRK-Patienten. Signifikant hohere Level wurden fur
FNDC3A und FNDC3B in nicht-affektierten Gewebeproben von CED-Patienten
verglichen mit nicht-affektierten Gewebeproben von KRK-Patienten gefunden. Fur
FNDC1, FNDC4 und FNDC5 wurden hierbei keine  signifikanten
Expressionunterschiede gefunden. GPR116 war in nicht-affektierte Gewebeproben
bei KRK-Patienten verglichen mit CED-Patienten héher exprimiert. In makroskopisch
und mikroskopisch floride entzindlich veranderten Gewebeproben von CED-Patienten
waren im Mittel FNDC1 (5,5x) und FNDC4 (13,8x) im Vergleich zu nicht-affektierten
Gewebeproben signifikant hoher exprimiert. FNDC3A, FNDC3B, FNDC5 und GPR116
zeigten keine Differenzen im Vergleich zu entzindlichen mit nicht-affektierten
Gewebeproben. FNDC4 ist in aktiver CU (7x) und in aktivem MC (22x) hochreguliert.
GPR116 war nicht spezifisch reguliert in CU oder MC, obwohl sich ein Trend zur
Hochregulierung zeigte. Die Genexpression von allen untersuchten FNDCs und

GPR116 zeigte im entarteten mukosalen Gewebe in gepaarten Analysen mit



benachbarten nicht-affektierten Gewebeproben keine signifikanten Unterschiede.
FNDC3A zeigte den starksten Trend zur Hochregulation im KRK, bislang ohne
Erreichen der statistischen Signifikanz (p = 0,097).

3.2 FNDCs und GPR116 Expressionen in GEO Datensets

Die Analyse von offentlich zuganglichen Datensets der GEO-Datenbank wurde zur
Ergénzung der beschriebenen Expressionsergebnisse mit vergleichbaren Studien
durchgefuhrt. Zunachst wurden aus dem NCI-60 Panel Mikroarray Daten von FNDCs
in sieben humanen kolorektalen Tumorzelllinien entnommen. Alle FNDCs waren
exprimiert, wobei FNDC3A die héchsten Expressionswerte in allen Zelllinien aufwies
(+2,4x). In einem Datenset von mikrosatelliteninstabilen KRK (MSI KRK) wurde die
Genexpression mit der in nicht-affektierter Mukosa verglichen. FNDC4 war im MSI
KRK  signifikant herunterreguliert, wahrend FNDC3A und FNDC3B unverandert
reguliert waren. GPR116 war im MSI KRK ebenfalls signifikant hochreguliert. Zur
Testung des Alters- und Geschlechtseinflusses erfolgte eine Analyse von Frih- und
Spatkarzinomen bei Mannern und Frauen, welche keine geschlechts- oder
altersabhangigen Unterschiede zeigte. Die eben beschriebenen Ergebnisse fanden
Eingang in die Publikation:

Titel: Expression Analysis of Fibronectin Type Ill Domain-Containing (FNDC) Genes
in Inflammatory Bowel Disease and Colorectal Cancer.

Co-Autoren: Tilo Wuensch, Jonas Wizenty, Janina Quint, Wolfgang Spitz, Madeleen
Bosma, Olaf Becker, Andreas Adler, Wilfried Veltzke-Schlieker, Martin Stockmann,
Sascha Weiss, Matthias Biebl, Johann Pratschke, and Felix Aigner.

Journal: Gastroenterology Research and Practice.

3.3 Autofluoreszenz im Kolongewebe als effektives Diagnosewerkzeug

Im Rahmen der IF-Proteinfarbungen von FNDC4 zeigten sich subepithelial
Fluoreszenzsignale, voranging in der Lamina propria mucosae lokalisiert. In IF-
Kontrollfarbungen ohne Primarantikdrper und mit verschiedenen Sekundarantikérpern
(Goat Anti-Rabbit, Alexa Fluor 594 und Goat Anti-Mouse, FITC) erschienen die
fluoreszierenden Zellen unabhangig von Ab- und Anwesenheit und Art der
verwendeten Sekundarantikérper. Zum Ausschluss einer Bindung von Fc-Rezeptoren

an die Antikorper erfolgte die Blockierung mit Ziegenserum. Die unspezifischen
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Signale tauchen auch bei Kontrollfarbungen ganzlich ohne Antikérper auf und kdnnen
somit als AF angesehen werden. Damit wurde gezeigt, dass anstatt eines spezifischen
Rabbit Anti-FNDC4 Antikdrpersignals (Sigma-Aldrich, HPA05180 oder Novus, NBP2-
14023) lediglich AF besteht. IF-Signale waren pradominant basal der Krypten
lokalisiert. Die Dichte der AF-Signale steigerte sich im entztndlichen CED Gewebe im
Vergleich zu gesundem Darmgewebe um etwa die 10-fache Zellzahl. AF existierte
Uber ein breites Emissionsspektrum hinweg, am geringsten war das Signal im blauen
Wellenlangenbereich. In der Konfokalmikroskopie war AF auf eine grine (488,5 nm)
und rote (561,4 nm) Laserexzitation nur in den Kkorrespondierenden Kanalen
detektierbar. Ein sehr schwaches Signal konnte mittels blauer (403,6 nm) und

dunkelroter (638,7 nm) Exzitation gesehen werden.

3.4  Autofluoreszenz im Kolongewebe als ungewolltes Signal

Neben der Funktion als intrinsischer Biomarker stort AF spezifische Antikdrpersignale
in der Fluoreszenzmikroskopie. Daher wurden in der Literatur verschiedene Strategien
zur Reduktion der AF beschrieben. Ein Beispiel ist SBB mit seiner Eigenschaft der
Lésung von Lipofuszin (37), einer typischen Quelle von partikularer AF in Immunzellen
(38). Eine dieser Dissertation zugrunde liegenden Studie zeigte eine dosisabhangige
Reduktion der AF mit SBB. Jedoch erschien die Reduktion mehr als eine generelle
Verdunkelung denn als ein pigmentspezifischer Effekt. Mit verlangerter Expositionszeit
in der Fluoreszenzmikroskopie konnte der Reduktionseffekt kompensiert werden. Eine
zweite Chemikalie, die zur AF Reduktion beschrieben wurde, ist hochkonzentriertes
Kupfersulfat. Wir erreichten eine vergleichbare Reduktion der AF im Vergleich zu SBB
in Erythrozyten und in der Mukosa. Die eben beschriebenen Ergebnisse fanden
Eingang in die Publikation:

Titel: Autofluorescence: A potential pitfall in immunofluorescence-based inflammation
grading.

Co-Autoren: Jonas Wizenty, Muhammad Imtiaz Ashraf, Nadine Rohwer, Martin
Stockmann, Sascha Weiss, Matthias Biebl, Johann Pratschke, Felix Aigner, Tilo
Wuensch.

Journal: Journal of Immunological Methods.
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3.5 Prognostische Biomarker zur metabolischen Charakterisierung chirurgischer

Patienten

Es existieren bisher keine =zeitsensitiven Biomarker zur metabolischen
Charakterisierung von chirurgischen Patienten. So kdnnten Biomarker mangelernahrte
Patienten feststellen, die postoperativ eine erhdohte Morbiditat aufweisen. In unserer
chirurgisch-klinischen Patientenkohorte waren laut Mini Nutritional Assessment 33,3%
der Patienten mit unter GI-Trakt Malignitat und 59,1% der Patienten mit oberer GlI-
Trakt Malignitat mangelernahrt oder hatten ein Risiko fur Mangelernahrung. Patienten
mit Mangelernahrung oder Risiko fur Mangelerndhrung hatten einen signifikant
reduzierten BMI verglichen mit Patienten mit normalem Ernahrungszustand. Patienten
mit einem Risiko fir Mangelernahrung hatten  signifikant  geringere
Nuchternplasmaspiegel von Asparagin, Citrullin, Ornithin, Lysin und Erythrozyten
verglichen mit Patienten mit normalem Erndhrungsstatus. Die praoperative Fastenzeit
korrelierte signifikant positiv mit den verzweigtkettigen Aminosauren Valin und Leucin,
sowie Serin, a-Aminobuttersaure, freien Fettsauren, 3-Hydroxybutansaure und
signifikant negativ mit Chlorid, Glutaminsdure und dem Alanin/Lysin-Verhaltnis. Die
postoperative Fastenzeit korrelierte mit Erythrozyten, Leukozyten und Plasmaspiegel
von Albumin, CRP, HDL-Cholesterin, Asparagin und 3-Methyhistidin. In einer
multivariaten Regressionsanalyse wurden schrittweise Plasmamarker identifiziert, die
unabhangig mit der Fastenzeit assoziiert sind. Das finale Regressionsmodell enthielt
zwei Pradiktoren, Glutaminsaure und Valin. Mittels ROC-Kurvenanalyse wurde der
Vorhersagewert des Regressionsmodells bestimmt. Die AUC stieg mit steigender
Fastenzeit und die beste Kombination aus Sensitivitat und Spezifitat wurde fur eine
Fastenzeit von Uber 20 Stunden (Sensitivitat 90,91%, Spezifitat 92,31%) bestimmt. Die
eben beschriebenen Ergebnisse fanden Eingang in die Publikation:

Titel: Identification of serological markers for pre- and postoperative fasting periods.
Co-Autoren: Tilo Wuensch, Janina Quint, Verena Mueller, Anne Mueller, Jonas
Wizenty, Magnus Kaffarnik, Barbara Kern, Martin Stockmann, Matthias Biebl, Johann
Pratschke, Felix Aigner.

Journal: Clinical Nutrition ESPEN.
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4. Diskussion

Diese Dissertation zielte auf die Analyse von neuen diagnostischen und
prognostischen Biomarkern fur CED wund das KRK ab. Es erfolgten
Genexpressionsuntersuchungen zur ldentifizierung von signifikant hochregulierten
Genen in CED und KRK, histologische Untersuchungen zur Charakterisierung von
endogenen Fluorophoren, welche krankheitsspezifisch prasent sind sowie
Blutuntersuchungen von potentiellen metabolischen Biomarker im perioperativen
Setting.

Die explorative Genexpressionsanalyse von Mitgliedern der FNDC Familie und
GPR116 erfolgte in humanen CED- und KRK-Mukosagewebeproben. Die
Untersuchung der basalen Genexpression entlang der proximal-distalen Achse des
Darms ergab, dass FNDC1, FNDC3B, FNDC4 und GPR116 nicht unterschiedlich
exprimiert sind, wahrend FNDC3A und FNDCS, im Vergleich zum Kolon, vermehrt im
lleum exprimiert waren. Die lokalisationsunabhangige Expression von FNDC4 wurde
bereits in einer anderen Studie beschrieben (9). Die biologische Relevanz einer
variablen regionalen Expression bleibt unklar. Im CED-Gewebe wurde fraher
beschrieben, dass FNDC4 in der Mukosa hochreguliert ist und als
antiinflammatorischer Faktor via Herabregulation von proinflammatorischen Genen
und der Phagozytose wirkt (9). Die Daten der vorliegenden Arbeit bestatigen die
Hochregulation von FNDC4 in CU und MC. Aul3erdem konnte FNDC1 als zweites Gen
der FNDC Familie identifiziert werden, welches in CED hochreguliert ist. Dies deutet
auf eine funktionale Rolle von FNDC1 in CED hin, welches bislang meist in
Zusammenhang mit kardiovaskularen Erkrankungen und Prostatakrebs diskutiert
wurde (10, 14, 15, 39). Die Hochregulation der Expression von FNDC1 und FNDC4
mit nachfolgender Translation konnte intrazellulare oder Zell-Zell Signalkontakte
vermitteln. Bislang wurden unterschiedliche FNDC-Rezeptorkandidaten in
verschiedenen Organen oder Zellen beschrieben. So ist bekannt, dass FNDC1 den
Androgenrezeptor im Prostatakrebs reguliert (10). Weiterhin bildet FNDC1 Komplexe
mit der G-Protein beta gamma Untereinheit und Connexinen in Kardiomyozyten und
reguliert diverse VEGF-Rezeptoren in Endothelzellen (14, 40). Ein FNDCA4-
Rezeptorkandidat wurde von Georgiadi et al. postuliert, die eine Bindung von FNDC4
an GPR116 fanden (25). In der Analyse der vorliegenden Arbeit war GPR116 im CED-
Gewebe nicht signifikant reguliert. Physiologische Funktionen von FNDCS5, das unter

anderem durch Bewegung freigesetzt wird, inkludieren metabolische Effekte wie eine
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verbesserte Glukosetoleranz durch Hochregulation von Thermogenin Uber eine
Phosphorylierung der p38 Mitogen-aktivierten Proteinkinase (41). Die vorliegende
Arbeit bestatigte das Expressionsprofil von FNDC5 in CED-Geweben. Wie Bosma et
al. in verschiedenen chemisch-entzindlichen Mausmodellen bereits zeigten konnten,
ist FNDC5 entweder runterreguliert oder unverandert (9). Eine FNDC5 Expression
scheint somit nicht durch Inflammation getriggert zu sein. Im KRK waren weder FNDCs
noch GPR116 signifikant reguliert. Bislang gab es keine Information Uber die
Regulation von FNDC1 und FNDC4 im KRK, sodass davon ausgegangen werden
kann, dass diese Gene keine relevanten Faktoren fur intestinale Dysplasien sind,
limitiert durch mogliche Regulationen auf Proteinebene. Im untersuchten MSI KRK-
Datenset wies FNDC4 eine geringe, jedoch signifikante Herabregulation (-2,8%) auf.
Dies ist im Einklang mit 2017 veroffentlichten Affymetrix Mikroarrayanalysen, die
ebenfalls eine Herabregulation (4x) von FNDC4 in murinen KRK-Zelllinien beschreiben
(42). Diese Daten deuten auf eine supprimierte Transkription von FNDC4 in den
beschriebenen KRK-Pathologien hin, jedoch bleibt die biologische Relevanz dieser
Expressionsunterschiede ungewiss. GPR116, als ein FNDC4-Rezeptorkandidat war
der Analyse der vorliegenden Arbeit im Vergleich zwischen nicht affektierten,
entzindeten und entarteten Gewebe konstant reguliert. Yang et al. fanden eine
Korrelation zwischen hoch exprimierten GPR116 und einem reduzierten Uberleben im
fortgeschrittenen KRK (n=90) (26). In Ubereinstimmung mit den hier prasentierten
Daten wurde weiterhin eine geringe GPR116 Expression in moderat differenzierten
KRK  (n=56) gefunden. Aufgrund der Uberwiegenden Anzahl von
mikrosatellitenstabilen Karzinomen in der vorliegenden Arbeit erfolgte erganzend die
Analyse eines Datensets mit MSI KRK, welches eine Hochregulation (+6,5%) von
GPR116 zeigte. Die funktionale Beziehung zwischen FNDC4 und GPR116 muss in
weiteren Studien untersucht werden. Eine Studie zeigte eine vermehrte FNDC5-
Immunoreaktivitat bei Osophagus-, Magen-, Leber- und Darmkrebs (43). Dies konnte
mit der methodologischen Differenz zwischen Proteinlevel und mRNA Expression hier
nicht bestatigt werden. Aufgrund der erhdhten KRK-Rate bei CED-Patienten, konnte
eine Expression der FNDCs im Verlauf einer CED Hinweise auf eine mdgliche
pathologische Rolle dieser spielen. Diese Frage konnte in der Arbeit aufgrund der
ausschlielBlich sporadischen KRK nicht naher beantwortet werden. Bisher ist sehr
wenig Uber die Funktion der FNDCs in der Pathogenese des KRK bekannt, noch

weniger fur ein KRK basierend auf einer CED. Von Shivakumar et al. wurde eine
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vermehrte Amplifizierung von FNDC3A im sporadischen KRK, aber nicht im CU-
assoziierten KRK beschrieben. Jedoch konnte eine Immunoreaktvitat fur FNDC3A in
CU mit neoplastischen Veranderungen gezeigt werden (19). In den in der vorliegenden
Arbeit analysierten KRK-Gewebeproben war FNDC3A, im Vergleich zum gesunden
Kolongewebe, nicht signifikant reguliert. Allerdings zeigte sich eine Tendenz hin zu
einer erhohten FNDC3A Expression im KRK-Gewebe. Untersuchungen mit hoheren
n-Zahlen konnten weiteren Aufschluss bringen. Auch die funktionalen Auswirkungen
von FNDC3A auf das KRK bedurfen weiterer Untersuchungen. FNDC3B, welches 50%
der Aminoséauren mit FNDC3A teilt, ist im Osophagus-, Lungen-, Ovarialkarzinom
sowie im Brustkrebs hochexprimiert und wurde mit der Aktivierung diverser Krebswege
inklusive PI3-Kinase/Akt, Rb1 und TGF-b assoziiert (20). 2017 schlugen Chen et al.
FNDC3B als potentiellen Biomarker fur das nodal metastasierte KRK vor (44).
FNDCS3B ist somit ein Kandidatengen, welches sich als Biomarker fir eine Subgruppe

von KRK eignen kénnte.

Eine Proteinfarbung von FNDC4 in der IF gelang in dieser Arbeit bei fraglicher
Spezifitat des Antikdrpers und autofluoreszierendem CED-Gewebe nicht. AF-Signale
wurden hier zellular disseminiert in der Lamina propria mukosae beschrieben. Anhand
der Daten konnen als Hauptsignalort Immunzellen diskutiert werden, die im
entzindlichen Gewebe vermehrt sind. Daher zeigte sich AF als intrinsischer
diagnostischer Biomarker fur Koloninflammation. Die AF war dabei Uber ein breites
Emissionsspektrum hinweg detektierbar und daher auch mit Fluorophoren in
unterschiedlichen Spektren bei spezifischen Antikdrperfarbungen nicht zu umgehen.
In den Blockierungsversuchen zeigte sich ein vergleichbares Resultat mit SBB und
Kupfersulfat. Jedoch kann aufgrund der einfacheren Handhabung Kupfersulfat primar
empfohlen werden. Als intrinsisches Fluorophor kommen unterschiedliche Molekile
wie Retinol, Strukturproteine wie Elastin oder beispielsweise NAD(P)H in Betracht (28).
Diese emittieren Fluoreszenz in einem schmalen Peakmaximum und erscheinen
mikroskopisch deutlich diffus verteilt. Im Gegensatz dazu emittiert das in dieser Arbeit
analysierte Fluorophor in einem breiten Spektrum und erscheint mikroskopisch
partikular. Das einzige Fluorophor mit breiter Emission von 480 nm bis 700 nm ist
Lipofuszin, eine polymere Substanz bestehend aus vernetzten Lipiden und
Proteinresten aufgrund oxidativer Prozesse (45). Lipofuszin akkumuliert in Lysosomen

als Aggregat unter physiologischen (z.B. Leber- und Gehirnalterung) als auch
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pathologischen neoplastischen und nicht-neoplastischen Konditionen zum Beispiel im
Pankreaskarzinom oder der altersbedingten Makuladegeneration (46-48). Mahmoud
et al. beschrieben eine Lipofuszinakkumulation bei epithelialer Nekrose und
Inflammation der Schilddrise. Dabei war Lipofuszin ebenfalls in Immunzellen
enthalten (49). In einer 2017 verdffentlichen Arbeit von Vida et al. zeigte sich
Lipofuszin-AF im Zuge mit einem erhdhten oxidativen Stresslevel gemessen an der
Katalaseaktivitat in peritonealen Makrophagen von natirlich gealterten Mausen (38).
Auch CEDs fuhren bei chronischer Inflammation zu einer mukosalen
Makrophageninfiltration, welche schlussfolgernd Lipofuszin enthalten kdnnen. Somit
gelingt unter Ausnutzung von AF-Phanomenen eine Untersuchung in direkter
Abhangigkeit der Fluorophore und damit der biologischen Struktur von Zellen oder

Geweben.

Die vorliegende Arbeit untersuchte weiterhin prognostische Blutparameter im direkten
Klinikkontext, namlich bei chirurgischen Eingriffen am Gl-Trakt. Ziel dieser Analysen
war es, fastensensitive metabolische Marker zu identifizieren. In der multivariaten
Regressionsanalyse waren Valin und Glutaminsaure die einzig signifikanten
Pradiktoren fur die praoperative Fastenzeit. Der Anstieg der Valinspiegel wahrend
Fastenzeiten ist im Einklang mit friiheren Studien. So wurde bereits gezeigt, dass in
gesunden Mannern nach 36 Stunden die verzweigtkettigen Aminosauren (Valin,
Isoleucin, Leucin) im Plasma ansteigen (50). Dies kdnnte mit dem erhohten
Muskelabbau zur Bereitstellung von Substraten fur die hepatische Glukoneogenese
erklart werden (35, 51). Auch fur Alanin wurde eine Freisetzung aus der Muskulatur
wahrend Fasten beschrieben (52). In dieser Arbeit konnten das nicht bestatigt werden,
was durch zu kurze Fastenperioden (<48h) sowie einen vermehrten Umsatz von Alanin
im Rahmen der Glukoneogenese in der Leber bedingt sein kdnnte. Chiasson et al.
konnten beim Fasten eine effizientere hepatische Konversion von Alanin zu Glukose
spektrophotometrisch in gesunden oder Ubergewichtigen Patienten messen (53).
Plasmaspiegel der Glutaminsaure sanken durch das Fasten. Dies kdnnte durch eine
verstarkte Glutamatdehydrogenaseaktivitat im Fasten erklart sein, wie eine Studie im
Mausmodell (auf 2 Stunden pro Tag reduzierter Nahrungszugang) mit Protein- und
Aktivitatsmessungen des Enzyms zeigten konnte (54). Aminosaurenspiegel hangen
von multiplen weiteren Faktoren neben der Fastenzeit ab, wie dem Alter, dem BMI und

dem Geschlecht (55-57). Die Lange der postoperativen Fastenzeit ist unter anderem
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mit alterierten CRP- und 3-Methylhistidinspiegel assoziiert. Erhdhte postoperative
CRP-Spiegel sind bekannt und kénnen durch frihe postoperative Ernahrung nach
KRK-Resektionen reduziert werden (58). Ob CRP als Biomarker fir die postoperative
Rekonvaleszenz dienen kann sollte in weiteren Studien eruiert werden. Ein gut
erforschter Faktor fur die postoperative Rekonvaleszenz ist eine Mangelernahrung der
Patienten, assoziiert mit reduzierter Immunfunktion, Wundheilung und erhdhten
postoperativen Komplikationsraten wie der Anastomoseninsuffizienz bei kolorektaler
Chirurgie (59). Fur 3-Methylhistidin, ein Muskelabbaumarker, konnte friher eine
vermehrte Freisetzung in den Urin von Patienten mit neuromuskularen Erkrankungen
festgestellt werden (60). Die vorliegende Arbeit zeigte nun auch bei Patienten mit
gastrointestinalen Malignomen eine positive Korrelation von 3-Methylhistidine im
Serum mit der postoperativen Fastenzeit. Zum jetzigen Zeitpunkt sind die optimale pra-
und postoperative Diat und Proteinzufuhr von Patienten mit Operationen am GlI-Trakt
unklar, jedoch ist fir Gl Tumore bekannt, dass ein Energiedefizit ein unabhangiger

Risikofaktor fur die postoperative Morbiditat und Mortalitat ist (61).

Zusammenfassend legte diese Arbeit erste Daten zu Fibronektin Typ [lI domain-
containing Proteinen in CED und KRK dar. FNDC1 und FNDC4 sind in der intestinalen
Mukosa von CED-Patienten hochreguliert, wahrend keine signifikanten
Veranderungen fur FNDCs und GPR116 im KRK detektierbar waren. Das
diagnostische Potential und pathomechanistische Einflisse von FNDCs sind somit am
ehesten bei CED, aber nicht beim KRK zu erwarten. Der potentielle FNDC-Rezeptor
GPR116 ist im fortgeschrittenen und MSI KRK hochreguliert. Weitere Forschung ist
noétig um Expressionsdaten auf Proteinlevel und funktionelle Konsequenzen, inklusive
FNDC-Rezeptorinteraktionen zu verstehen. Autofluoreszenzphanomene kdnnen als
intrinsischer Biomarker zuklnftig mit Fortschritt von makroskopischen und
mikroskopischen visuellen Systemen zur Untersuchung von gesundem und
erkranktem Gewebe herangezogen werden. Vor Operation einer Gl-Malignitat kann
ein praoperatives Screening mittels Bestimmung der zeitsensitiven Biomarker Valin
und Glutaminsaure  zur  Identifizierung  vom Patienten, die eine

Ernahrungsunterstitzung bendtigen, erfolgen.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern Anknupfungspunkte far zuklnftige
Forschungsfragen hinsichtlich der gezielten klinischen Anwendung und des Nutzens

diagnostischer oder Verlaufs-Biomarker.
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