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1   Deutsche Zusammenfassung 

 

1.1   Einleitung und Fragestellung 

 

Die kolorektalen Karzinome können sich aus den adenomatösen Polypen 

entwickeln, aber wie dieses Ereignis auf der molekularen Ebene abläuft steht 

immer noch zur Diskussion [1]. Die meisten familiären und sporadischen Fälle 

entstehen durch die maligne Transformation der benignen Adenome in einem 

Prozess, der schon in den 50er-Jahren als Adenom-Karzinom-Sequenz 

beschrieben wurde [2]. 30 bis 40% der westlichen Bevölkerung entwickeln im 

Laufe des Lebens Adenome, allerdings entartet nur 3% derer zum Karzinom 

[3,4]. Basierend auf diesen Kenntnissen wurden weltweit die Screening-

Programme ins Leben gerufen [5]. 

Die Fortschritte der letzten 30 Jahre der Forschung in diesem Gebiet erlauben 

den molekularen Mechanismus der Kolonkanzerogenese besser zu verstehen 

[6]. Allerdings ist noch eine erhebliche Arbeit erforderlich, um den genauen Weg 

der Progression von benignen Polypen zum Kolonkarzinom zu begreifen. Es 

gibt mehrere Adenomen-Charakteristiken, welche mit erhöhtem Risiko einer 

malignen Transformation assoziiert sind, z.B. Größe, histologischer Typ, Grad 

der Entdifferenzierung und mehrere synchrone Läsionen [7,8]. Diese 

Charakteristiken zeigen, dass die mit dem Wachstum assoziierten 

Eigenschaften von kritischer Bedeutung für die maligne Transformation sind. 

Das sind besonders die Anzahl, Größe und villöse Komponente der 

kolorektalen Adenome, die die Prognose beeinflussen.  

Obwohl die wachstumsfördernden Effekte von Neurotransmittern / 

Neuropeptiden bekannt sind [9-11], stand die Rolle der neuronalen Faktoren bei 

dem Wachstum der Adenome nicht im Fokus der Forschung. Da die Substanz 

P-positiven (SP+) sensiblen Nervenfasern und sympathischen 

katecholaminergen Nervenfasern die Darmwand dicht innervieren [12-14], 

könnten die beiden Nervenfaserarten einen Einfluss auf die Entwicklung von 

Polypen haben. SP+ Nervenfasern können entweder intrinsisch den enteralen 

Nervenfasern entstammen [13] oder extrinsisch den sensiblen Nervenfasern, 
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welche zu der Hinterwurzel der Spinalganglien [15,16] bzw. innerhalb des 

Nervus vagus laufen [17]. 

In mehreren Studien wurde beschrieben, dass die SP eine pro-proliferative 

Rolle beim Epithelzellwachstum hat und in der Progression der epithelialen 

Tumore mitwirkt [18-20]. Die trophische Rolle der SP wird von den Neurokinin 

1-Rezeptoren (NK1) gefördert [18-20]. SP-Rezeptoren sind in der Kolonmukosa 

nachgewiesen [21] und sie sind im Rahmen eines entzündlichen Prozesses im 

Gewebe vermehrt vorhanden [22]. Darüber hinaus wirkt SP vasodilatatorisch, 

was für die Aufrechterhaltung einer angemessenen Ernährung für das 

wachsende Gewebe wichtig ist. 

Ähnliche pro-proliferative Wirkung auf Kolonmukosa wurde über α- und β-

Adrenozeptoren festgestellt [23, 24]. Noradrenalin induziert pro-proliferative 

Reaktionen in den Epithelzellen hauptsächlich über α-Adrenozeptoren [25-28] 

und über β-Adrenozeptoren übt es die gegenläufigen Effekte aus [29,30]. Die 

dichotome Wirkung von Noradrenalin hängt von den verschiedenen G-Protein-

gekoppelten Adrenozeptoren ab mit polaren Effekten auf dem cAMP / 

Proteinkinase A / CREB-Signalweg. Da Noradrenalin mit höherer Affinität zu α-

Adrenozeptoren bindet (Induktion des niedrigen cAMP-Spiegels und Aktivierung 

Proteinkinase C) [31], sind die geringen Konzentrationen des Noradrenalins 

wachstumsfördernd, während die Hohen das Epithelzellwachstum hemmen 

(hohe cAMP). 

Auf diese Weise ist das Vorhandensein des jeweiligen Nervenfasertypes 

(entweder des sympathischen Noradrenalin-positiven oder sensiblen SP+) von 

Bedeutung für die Konzentrationen der Neurotransmitter und hat Auswirkungen 

auf das Wachstum des epithelialen Gewebes. Übergewicht von SP über 

Noradrenalin wirkt fördernd auf die Entwicklung der Darmpolypen. 

Aber wie ist das Zusammensein der unterschiedlichen Nervenfasern im Polyp 

reguliert? 

Regulation des Wachstums der Nervenfasern durch Wachstumsfaktoren und 

deren Lenkung durch Axonlenkungsmoleküle, wie z.B. Semaphorine, war ein 

wichtiger Bestandteil der neurowissenschaftlichen Forschung in den letzten 

Dekaden [32-37]. Während die Nervenwachstumsfaktoren üblicherweise 

unspezifisch wirken, sind die Axonlenkungsmoleküle spezifisch. Letztens 
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bekamen die Axonlenkungsmoleküle viel Aufmerksamkeit, denn sie bestimmen 

spezifisch die Dichte der peripheren Nervenfasern [32-37]. Die wichtigen 

Gruppen der Axonlenkungsmoleküle sind Semaphorine mit ihren Rezeptoren, 

Neutropiline und Plexine; sie weisen spezifisch noradrenerge und sensible 

Nervenfasern ab [38, 39]. Darüber hinaus spielen diese Substanzen, die nicht 

nur für die Wegfindung der Axone verantwortlich sind, eine Rolle bei den 

Darmentzündungen [40]. Außerdem steht die Expression der Semaphorine und 

deren Rezeptoren im Zusammenhang mit der Entwicklung der intestinalen 

epithelialen Tumore und Metastasen, die genaue Bedeutung dieser neuronalen 

Lenkung durch Semaphorine ist allerdings aktuell noch nicht genau erklärt [43]. 

Während Semaphorin 3F (SEMA3F) die sympatischen Nervenfasern abweist, 

stoßt Semaphorin 3A (SEMA3A) sensible Nervenfasern ab. So entscheidet der 

Unterschied in der Ausprägung der Semaphorine über die Dichte dieser zwei 

Typen der Nervenfasern in dem peripheren Gewebe [40-42].  

Aus dieser Sicht sollte man die Dichte der peripheren Nervenfasern immer im 

Zusammenhang mit der Expression der spezifischen Semaphorine erforschen. 

Diese Studie untersucht gezielt die Dichten der noradrenergen 

Tyrosinhydroxylase-positiven (TH+) und sensiblen SP+ Nervenfasern in den 

benignen adenomatösen Polypen des Darms zusammen mit der Expression 

der Axonlenkungsmoleküle SEMA3F (sympatisch) und SEMA3A (sensibel). Die 

Ergebnisse von der Auszählung der Nervenfasern in den Polypen wurden mit 

den entsprechenden Zahlen in der Mukosa und Submukosa des 

Kontrollgewebes aus dem gesunden Darm verglichen. 
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1.2   Material und Methoden 

 

1.2.a   Gewebeproben 

Die ethische Zulassung für diese Studie wurde von den Ethik-Kommissionen an 

der Universität Aberdeen (UK) und der Universität Regensburg erhalten. 

Insgesamt waren es zehn Proben der tubulären kolorectalen adenomatösen 

Polypen, welche man einer detaillierten histologischen Untersuchung (ohne 

vorherige Selektion) unterzogen hat. Die Polypen waren während der 

Colonoskopie bei den Vorsorgeuntersuchungen der Patienten in der 

gastroenterologischen Abteilung der Universitätsklinik in Aberdeen entnommen. 

Die Proben wurden in das Institut für Pathologie in einer Fixationslösung aus 

4% Formalin (neutral gepuffert) zur Routinediagnostik gebracht. Jede Probe 

war von einem erfahrenen Pathologen zur Bestätigung der histologischen 

Diagnose mit der Feststellung des Grades der epithelialen Dysplasie untersucht 

worden. 

Die makroskopische Größe von jedem Polyp wurde nach der Fixation und vor 

der Einbettung als Teil der pathologischen Analyse gemessen. 

Diese zehn Proben stammten von den tubulären Adenomen mit low-grade 

Dysplasie und waren zwischen 3 u 8 mm groß. Von jedem Polypen waren 

insgesamt zehn Schnitte für die Analyse verfügbar. 

Die Kontrollproben wurden den Patienten entnommen, die sich im 

Universitätsklinikum Regensburg einer gastrointestinalen Operation in Rahmen 

der Behandlung des Kolonkarzinoms unterzogen haben. Die Kontrollproben 

stammten aus einem dem Tumor entfernten Areal (mindestens 10 cm) und 

wurden durch eine histopathologische Begutachtung als frei von 

Tumorinfiltration befunden. Von dem gleichen Tumorgewebe wurden die 

Proben der kolorektalen Karzinome entnommen. Die für diese Studie 

histologisch untersuchten Kontrollproben hatten keine Entzündungszeichen. 

Jeweils vier Schnitte von denen auf 3-aminopropyltriethoxysilane-beschichteten 

Objektträgern verwendete man anschließend für die 

Immunofluoreszenzfärbungen. 
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Alle Proben waren paraffineingebettet. 

Histologische Untersuchung und Analyse der Immunofluoreszenzmikroskopie 

der Nervenfasern in den adenomatösen Polypen führte man im Bezug auf vier 

unterschiedlichen mikroanatomischen Zonen der Polypen (Fig. 1). Der Stiel des 

Polypen war durch typische Submukosa und durch ein Streifen von Muscularis 

mucosae deutlich von der Mukosa getrennt. Um die Dichte der Nervenfasern 

als Funktion des Abstandes von der Submukosa des Pedunculus zu beurteilen, 

wurde die gesamte Mukosa des Polypen in drei Drittel (äußere, mittlere und 

innere) aufgeteilt. Typische Histologie der vier unterschiedlichen Zonen des 

Polypen ist in Abbildung 1 demonstriert. 

 

 

 

 

Abbildung 1. Analyse der Zonen der adenomatösen Darmpolypen.  

Die Pedunculus-Zone ist von den mukosalen Zonen durch typisch konfigurierte Submukosa und 

Muscularis mucosae getrennt. Die Mukosa wurde in drei gleich große Drittel (Zonen) geteilt (Z3 

- äußeres Drittel, Z2 - mittleres Drittel und Z1 - inneres Drittel), um die Nervenfaserdichte in 

Abhängigkeit von der Entfernung zum Pedunculus zu untersuchen. Hämatoxylin-gefärbte 

Gewebeschnitte demonstrieren Histologie für jede Zone. Vergrößerung 50x. 
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Die Innervation des Polypen wurde mit Hilfe der Immunofluoreszenzfärbungen 

untersucht. 

Bei der Detektion der noradrenergen Nervenfasern richtete sich der primäre 

Antikörper gegen Tyrosinhydroxylase (TH, ein Schlüsselenzym für die 

Produktion des Noradrenalins in den noradrenergen Nervenendigungen [44]; 

rabbit polyclonal antibody, cat.no. AB152, Chemicon, Temecula, CA, USA). 

Bei der Färbung der sensiblen Nervenfasern verwendete man den primären 

Antikörper gegen SP (ein Schlüsselneuropeptid der sensiblen Nervenfasern 

[45]; mouse monoclonal antibody, cat no. MAB4375, R&D Wiesbaden, 

Germany). 

Die Gewebeschnitte wurden 12 bis 18 Stunden bei Raumtemperatur mit diesen 

Antikörpern inkubiert. 

Für das Durchführen der Immunofluoreszenzfärbungen der noradrenergen und 

SP+ Nervenfasern wurden spezifische Alexa 546-konjugierte sekundäre 

Antikörper eingesetzt (cat. no. A-11010 against rabbit IgG und cat. no. A-11030 

against mouse IgG, Molecular Probes, Leiden, The Netherlands). 

Die benötigte Wiederherstellung des Antigens für TH-Färbungen wurde durch 

30-minütige Erhitzung im Puffer mit pH 9,0 erreicht. 

Es wurden die Fasern jeweils in 17 randomisiert ausgewählten Feldern mit 

Vergrößerung 400x ausgezählt. Die Auszählung der einzelnen Nervenfasern 

erfolgte manuell, da die automatische oder halbautomatische Bildanalyse nicht 

möglich war. 

Die Anzahl der Nervenfasern pro Quadratmillimeter in den unterschiedlichen 

Zonen des Polypen wurde als Mittelwert der ausgezählten gefärbten 

Nervenfasern ermittelt. 

Die minimale Länge einer Nervenfaser wurde als 50 µm festgelegt, sie war 

durch ein entsprechendes Längenmaß in der Optik des Mikroskops bestimmt.  

Jede positive Färbung wurde durch das Mitführen der Negativkontrollen 

kontrolliert, welche immer negativ blieben. In einigen Fällen wurden die 

Zellkerne im Gewebe gegengefärbt durch 4'-6-diamidino-2-phenylindol (DAPI, 

Sigma, München, Deutschland). 
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1.2.b   Immunofluoreszenzfärbung der Semaphorine 3F und 3A 

Entparaffinierte Schnitte wurden mit den polyklonalen SEMA3F- und 

polyklonalen SEMA3A-Antikörpern für 12 bis 18 Stunden bei Raumtemperatur 

inkubiert (SEMA3F: cat.no AB5471P, Millipore, Temecula, USA; SEMA3A: 

cat.no ab23393, Abcam, Cambridge, UK). 

Der Antikörper für die SEMA3F-Färbung ist gegen die lange Form dieses 

Proteins gerichtet, aber weil in vivo lange und kurze Formen des SEMA3F 

parallel existieren, könnte das festgestellte Expressionsmuster durch diese 

Tatsache beeinflusst werden. Die benötigte Wiederherstellung des Antigens 

wurde durch 30 - minütige Erhitzung im Puffer mit pH 9,0 erreicht. 

Die sekundäre Färbung erfolgte mit Alexa 546-konjugiertem sekundärem 

Antikörper (cat. no. A-11010 against rabbit IgG, Molecular Probes). Die 

Negativkontrollen wurden durch das Neutralisieren des primären Antikörpers 

mit  dem immunisierenden Antigen durchgeführt (SEMA3F: cat. no. AG363, 

Millipore Temecula, USA; SEMA3A: cat. no. ab88818, Abcam, Cambridge, UK); 

sie verliefen immer mit einem negativen Ergebnis (siehe Beilagen zu den 

SEMA3F- und SEMA3A-Färbungen unten). 

Die positiven Kontrollfärbungen wurden vorher unter Verwendung der 

Krebszelllinien (Semaphorin 3A: MDA-MB-231) optimiert. 

In manchen Fällen wurden die Zellkerne im Gewebe mit 4'-6-diamidino-2-

phenylindole (DAPI; Sigma, Munich, Germany) gegengefärbt. In diesen 

Versuchsreihen haben wir festgestellt, dass die Epithelzellen die wichtigste 

Quelle der SEMA3F sind (Siehe Ergebnisse). 

Wir verwendeten die folgende Methode um die epithelialen SEMA3F-positiven 

(SEMA3F+) Kryptenzellen zu quantifizieren: Wenn die Epithelzellen in einer 

horizontal angeschnittenen Krypta eine positive SEMA3F-Färbung zeigten, so 

wurde diese Krypta als SEMA3F+ definiert. Wenn die Epithelzellen einer 

gesamten U-förmigen Basis der längs angeschnittenen Krypta positiv für 

SEMA3F waren, wurde diese Krypta ebenso als positiv definiert. 

Wir benutzten 17 randomisiert ausgewählte Felder mit Vergrößerung 400x in 

jeder Zone (Abb.1). Die Zahl 17 war ermittelt aus einer umfangreichen 

quantitativen histologischen Studie [46]. 
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Die Anzahl der positiven horizontal und longitudinal getroffenen Krypten wurde 

in Bezug auf alle Krypten bestimmt (Einheit: Prozent aller Krypten). 

Die Ermittlung der SEMA3A-positiven (SEMA3A+) Zellen erfolgte qualitativ 

ohne genaue Auszählung der Zellen. 

 

1.2.c   Präsentation der Daten und statistische Analyse 

Die Daten in den Abbildungen sind als Box-Plots präsentiert (Sigma Plot, 

V.12.0, SPSS Inc., Chicago, USA). Die Grenze der Box am nächsten zum Null 

zeigt die 25. Perzentile, die Linie innerhalb der Box markiert den Median, die 

Begrenzung der Box am weitesten vom Null entspricht der 75. Perzentile. 

Whiskers (Fehlerbalken) oberhalb und unterhalb der Box zeigen die 90. und 10. 

Perzentile. Zwei unabhängige Datengruppen wurden durch den nicht-

parametrischen Mann-Whitney U-Test (SPSS) verglichen. Abhängige Daten 

(Vergleich von Zonen miteinander; Vergleich der Dichte von verschiedenen 

Nervenfasern im selben Gebiet) wurden durch den nicht-parametrischen 

Wilcoxon-Test für gepaarte Daten (SPSS) verglichen und das Signifikanzniveau 

wurde auf p <0,05 festgelegt. 
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1.3   Ergebnisse 

 

1.3.a   Noradrenerge und sensible Innervation der Polypen 

Der Stiel der Polypen war dicht mit den noradrenergen Nervenfasern innerviert, 

welche nicht nur in der Nähe der Gefäße verliefen, sondern auch intervaskulär. 

Es wurden ganze Bündel der Perlenketten – noradrenerge Fasern – im 

Pedunculus nachgewiesen (Abb. 2). 

 

Abbildung 2. Noradrenerge Innervation der adenomatösen Darmpolypen. 

Perlenkettenähnliche Strukturen sind die noradrenergen Nerven, ganze Bündel und einzelne 

kleine Fasern. In den Zonen 1 bis 3 im Raum zwischen den Krypten sind noradrenerge 

Nervenfasern selten. In der Epithelzellschicht wurden keine noradrenergen Fasern entdeckt. 

Vergrößerung 400x. 
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Es gab eine deutliche Reduktion der Dichte der noradrenergen Fasern 

außerhalb der Muscularis mucosae (vergleiche den Pedunculus mit Zone 1 in 

Abb. 2). Die noradrenerge Innervation nahm allmählich von Zone 1 zur Zone 3 

ab (Abb. 2). Im Gewebe zwischen den Krypten befanden sich nur sehr wenige 

TH+ Zellen. 

Wie bei den noradrenergen Fasern, befanden sich die meisten sensiblen SP+ 

Nervenfasern im Pedunculus (Abb. 3). 

 

Abbildung 3. Sensible Innervation der adenomatösen Darmpolypen.  

Im Pedunculus sind die perlenkettenähnliche Strukturen - SP+ Nervenfasern - sichtbar. In 

Zonen 1 und 2 zwischen den Krypten sind die sensiblen Nervenfasern selten, in der Zone 3 

wurden keine sensiblen Nervenfasern festgestellt. In der Epithelzellschicht befanden sich auch 

keine sensiblen Nervenfasern. Die Blau-Färbung in der Abbildung entspricht der Kernfärbung 

mit DAPI. Vergrößerung 400x.   
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Während in Zone 1 und Zone 2 die SP+ Innervation sehr niedrig war, zeigte 

sich Zone 3 frei von der sensiblen Innervation (Abb. 3). In den Räumen 

zwischen den Krypten wiesen die SP+ Zellen eine Follikel-ähnliche Struktur auf 

(Abb. 3, unten). Das bedeutet, dass die Konzentration der SP, unabhängig von 

dem Vorhandensein der SP+ sensiblen Nervenfasern, hoch sein kann. 

Die quantitative Auswertung der Dichte der noradrenergen Fasern demonstriert 

einen klaren Unterschied zwischen Pedunculus und Mukosa. (Abb. 4A). 

 

 

A) Dichte der noradrenergen Nervenfasern 

im Pedunculus (Ped) und in den drei 

mukosalen Zonen (Z1- Z3) 

 Zum Vergleich sind die Dichten von 

Nervenfasern in tumorfreiem 

Kontrollgewebe (Mukosa und Submukosa) 

gegeben. Es wurden 20 Schnitte von zehn 

Polypen und Schnitte von tumorfreiem 

Kontrolldarmgewebe von 20 Patienten 

verwendet. # # p <0,001 versus 

Pedunculus. 

 

 

B) Dichte der SP+ Nervenfasern im 

Pedunculus und in den drei mukosalen 

Zonen. 

Zum Vergleich sind die Dichten von 

Nervenfasern in tumorfreier Kontrollmukosa 

und -Submukosa gegeben. Es wurden 20 

Schnitte von zehn Polypen und Schnitte 

von tumorfreiem Kontrolldarmgewebe von 

20 Patienten verwendet. Abkürzung: n.s., 

nicht signifikant 

Abbildung 4. Die Quantifizierung der 

Dichte der Nervenfasern in 

adenomatösen Darmpolypen und in 

tumorfreiem Kontrollgewebe.
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Die Mukosa des Polypen präsentierte sich fast frei von der noradrenergen 

Innervation (Abb. 4A). Der Vergleich mit dem tumorfreien Darmgewebe zeigte, 

dass die noradrenerge Innervation in Kontrollmukosa und Kontrollsubmukosa 

signifikant höher lag als im vergleichbaren Gewebe des Polypen (Abb. 4A). 

In tumorfreiem Kontrollgewebe war die noradrenerge Innervation der 

Submukosa auch höher im Vergleich zur Mukosa (Abb. 4A). Das bedeutet, 

dass die Submukosa besser innerviert ist als die Mukosa und dass das 

tumorfreie Darmgewebe viel stärker innerviert ist als das Gewebe des Polypen. 

Die quantitative Auswertung der Dichte von SP+ sensiblen Nervenfasern zeigte 

eine etwas höhere Dichte im Pedunculus im Vergleich zur Mukosainnervation 

des Polypen, dieser Unterschied erreichte aber nicht das Signifikanzniveau 

(Abb. 4B). Ähnlich wie bei den noradrenergen Nervenfasern war die Dichte viel 

höher in der tumorfreien Mukosa des Kontrollgewebes verglichen mit Zonen 1 

bis 3 der Polypen (Abb. 4B). Es wurde kein signifikanter Unterschied bei der 

Innervation der tumorfreien Kontrollen in Submukosa und Mukosa im Vergleich 

zur Innervation von Pedunculus (Submukosa) und Mukosa der Polypen (Zone 

1-3) beobachtet (Abb.4B). 

Im direkten Vergleich der noradrenergen und SP+ sensiblen Nervenfaserdichte, 

stellte sich heraus, dass die noradrenergen Nervenfasern deutlich prominenter 

vertreten waren als SP+ Nervenfasern (Abb. 4A, in dem Pedunculus des 

Polypen, p <0,001; in tumorfreier Kontrollsubmukosa, p <0,001). Allerdings war 

die Dichte der noradrenergen und sensiblen Nervenfasern in der Mukosa des 

Polypen und in der tumorfreien Kontrollmukosa (Abb. 4A versus 4B; nicht 

signifikant) ähnlich. Dies deutet darauf hin, dass es dort eine Dominanz der 

noradrenergen über sensiblen Nervenfasern nur in submukösen Bereichen, 

aber nicht in der Mukosa gibt. 

 

1.3.b   Expression von Semaphorine 3F und 3A in tumorfreiem 

Kontrollgewebe und in Polypen 

Der deutliche Verlust der noradrenergen Innervation in der Mukosa der Polypen 

veranlasste uns, die Präsenz von Axonlenkungsmolekülen, welche spezifisch 

für die Repulsion der sympathischen Nervenfasern sind, zu studieren [40]. Es 

stellte sich heraus, dass viele Epithelzellen in Krypten der Polypen eine sehr 
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intensive zytoplasmatische SEMA3F+ Färbung aufwiesen (Abb. 5 oben). Die 

Neutralisation des Antikörpers durch die Vorinkubation mit dem Antigen 

bestätigte eine spezifische Färbung (Daten nicht gezeigt). Etwa 60 bis 80% aller 

Krypten zeigten eine positive Färbung für SEMA3F (Abb. 5 unten). 

 

 

Oben: Immunfluoreszenzfärbung von 

SEMA3F in verschiedenen Bereichen des 

tumorfreien Kontrollgewebe und in Polypen. 

Die Tafel in der Zone 1 zeigt die 

Kontrollfärbung für SEMA3F mit der 

Neutralisation des Antikörpers durch 

Vorinkubation mit dem Antigen-Peptid 

(AG363, Millipore, Temecula, USA). 

Vergrößerung 200x und 400x.  

 

 

 

Unten: Quantifizierung von SEMA3F+ 

Krypten in tumorfreiem Kontrollgewebe und 

in Polypen. Die Zahl der positiven Krypten 

bezieht sich auf alle Krypten (%). In diesem 

Diagramm sind nur Verhältnisse in der 

Mukosa gegeben, weil die Submukosa 

keine SEMA3F+-Färbung vorweist. Es 

wurden zwanzig Schnitte von zehn Polypen 

und Schnitte von tumorfreiem 

Kontrolldarmgewebe von 20 Patienten 

verwendet.  

Abbildung 5. Die Expression von Semaphorin 3F in Polypen und in tumorfreiem 

Kontrolldarmgewebe. 

 

Der Vergleich der drei Zonen der Polypmukosa zeigte keinen Unterschied in der 

SEMA3F-Färbung (Abb. 5 unten). Im direkten Vergleich von tumorfreier 

Kontrollmukosa und Mukosa des Polypen wurde ein beträchtlicher Unterschied 

in der SEMA3F-Färbung deutlich (Abb. 5 unten). Keine Färbung war im 
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Pedunculus der Polypen und in tumorfreien Submukosakontrollen erkennbar 

(Abb.5 oben). 

Weil die Dichte der sensiblen SP+ Nervenfasern in der Mukosa der Polypen 

deutlich niedriger war als im vergleichbaren Kontrollgewebe (Abb. 4B), haben 

wir die spezifischen Signalmoleküle von sensiblen Nervenfasern, SEMA3A, 

getestet. Wir beobachteten hier eine positive Färbung in der Submukosa des 

Pedunculus und in den nichtepithelialen Zellen im Gewebe zwischen den 

Krypten der Polypen (Abb. 6). 

 

 

Die verschiedenen Zonen der Polypen sind 

auf der linken Seite abgebildet. Die Tafel in 

der Zone 1 zeigt die Kontrollfärbung für 

SEMA3A mit der Neutralisation des 

Antikörpers durch Vorinkubation mit dem 

Antigen-Peptid (Kat. Nr. ab88818, Abcam, 

Cambridge, UK). 

 

Kolonkarzinomproben fungierten als 

positive Kontrollen. Vergrößerung 200x und 

400x. Die blaue Färbung entspricht der 

Kernfärbung mit DAPI. 

 

 

 

 Unterer Teil: Quantifizierung der SEMA3A+ 

Färbung. Die Zahl der positiven Pixel ist im 

Verhältnis zu allen Pixeln gegeben. Es 

wurden sechs Schnitte von sechs Polypen, 

sechs Schnitte von tumorfreiem 

Kontrolldarmgewebe und sechs Schnitte 

von Kolonkarzinomgewebe verwendet.  

Abbildung 6. Die Expression von Semaphorin 3A in Polypen und in tumorfreiem 

Kontrolldarmgewebe. 
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Es gab mehr positive Färbung in der Mukosa der Polypen gegenüber dem 

Pedunculus (Abb. 6). 

Während tumorfreie Kontrollproben aus der Submukosa nicht positiv auf 

SEMA3A waren, zeigten einige epitheliale Zellen im Gewebe zwischen den 

Krypten eine spezifische Färbung (Abb. 6). Darüber hinaus stellten sich 

Gewebeschnitte von kolorektalen Karzinomen auch positiv für SEMA3A dar 

(Abb. 6). 
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1.4   Diskussion 

 

Diese Studie zeigte einen deutlichen Verlust vor allem der noradrenergen, aber 

auch sensiblen SP+ Nervenfasern in den benignen adenomatösen Polypen des 

Dickdarms. Dies ging einher mit einer enormen Hochregulation von 

Axonlenkungsmolekülen sowohl für noradrenerge, als auch für sensible 

periphere Nervenfasern. 

Darüber hinaus färbten sich Cluster von Zellen SP+, was andeutet, dass die 

erhöhte Konzentration der SP wahrscheinlich unabhängig von der Anwesenheit 

von SP+ Nervenfasern ist. 

Ein vermeintliches Übergewicht der SP über Noradrenalin stellt ein 

wachstumsförderndes Signal dar. Die SP wirkt pro-proliferativ bei dem 

Epithelzellwachstum und bei der Progression der epithelialen Tumore [18-20]. 

Zum Beispiel wurde die Expression des NK1-Rezeptors in menschlicher 

Darmmucosa in vivo gefunden, insbesondere in epithelialen Zellen [20]. Der 

NK1-Rezeptor wird in den humanen kolorektalen Karzinomen hochreguliert 

[47]. Nanomolare Konzentrationen von SP beschleunigen das Wachstum von 

Kolontumorzellen und die SP-Antagonisten (L-733, 060) inhibieren das 

Zellwachstum [19]. Ein proinflammatorischer Zytokinen-Cocktail aus IFN-γ, TNF 

und IL-1β stimuliert die NK1-Rezeptor-Expression. 

Darüber hinaus hat SP dosisabhängig eine proliferative Wirkung auf die durch 

Zytokine stimulierten epithelialen Zellen, welche spezifisch über Zytokin-

induzierte NK1-Rezeptor-Hochregulation stattfindet [20]. Diese Ergebnisse 

zeigen, dass ein proinflammatorischer Zustand mittels SP das Wachstum 

menschlicher epithelialer Kolonzellen stimulieren kann. 

Ähnlich zu SP, hat Noradrenalin pro-proliferative Effekte auf epitheliale Zellen 

über α-Adrenozeptoren [25-28]. Dies zeigt die trophische Rolle des 

Noradrenalins über α-Adrenozeptoren (geschieht bei niedrigen 

Konzentrationen), während bei hohen Konzentrationen Noradrenalin eine 

entgegengesetzte Wirkung über β-Adrenozeptoren hat [29, 30]. Allerdings sind 

die Dichten von α-oder β-Adrenozeptoren bei Kolonkarzinomen noch nie 

untersucht worden. 
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Die Frage, die am Anfang unserer Arbeit stand, war: „Welche Quellen für SP 

oder Noradrenalin gibt es in den adenomatösen Darmpolypen?“ 

Drei Quellen von Neurotransmittern / Neuropeptiden existieren im Gewebe: 

1) durch Zirkulation, was aber nur sehr niedrige Konzentrationen von SP und 

Noradrenalin herbeischafft, 

2) durch die peripheren Nervenfasern im Gewebe; 

3) durch Neurotransmitter-produzierenden Zellen.  

Nervenfasern und -zellen können große Mengen von den Neurotransmittern in 

unmittelbarer Nähe der Zellen freisetzen. Somit ist die Anwesenheit der 

jeweiligen Zellen- oder Nervenfasersubtypen für Synthese der Katecholamine 

oder SP von großer Bedeutung. 

In dieser Studie beobachtet man ein Übergewicht der SP über Noradrenalin als 

Folge des Verlustes der noradrenergen und SP+ Nervenfasern, sowie durch 

das Vorkommen von SP+ Zell-Cluster. 

Nur eine Studie untersuchte Nervenfasern in Darmpolypen [48]. Es wurde 

gezeigt, dass perivaskuläre Immunreaktivität von TH und SP in der Submukosa 

der kolorektalen Polypen verringert ist [48]. Darüber hinaus stellte man die 

Erhöhung des vasoaktiven intestinalen Peptids (VIP) in den Polypen fest, was 

als gefäßerweiternder neuraler Einfluss ausgelegt wurde [48]. Ein Milieu mit  

erhöhten VIP und erhöhter SP (von Zell-Cluster) und deutlich erniedrigtem 

Noradrenalin kann einen gefäßerweiternden Einfluss erzeugen, welcher für das 

Wachstum des Polypen notwendig ist. 

Die Nasenpolypen könnten ein weiterer Gegenstand der Forschung in dieser 

Hinsicht sein, obwohl es klar festgehalten werden muss, dass bei den 

Nasenpolypen, ganz anders als bei den pro-neoplastischen Kolonadenomen, 

chronische Infektionen und Allergien die beiden wichtigsten ätiologischen 

Faktoren sind. Dennoch, in den Nasenpolypen wurde ein Verlust von 

adrenergen und cholinergen Nervenfasern nachgewiesen, mit Ausnahme der 

Stielregion, was darauf hindeutet, dass der autonome Beitrag zum Wachstum 

der Nasenpolypen nicht vorhanden war [49]. Die Autoren stellten die Hypothese 

auf, dass die Dysfunktion der autonomen Innervation ein auslösender Faktor 

bei der Entwicklung von Nasenpolypen sein könnte. Da die Nasenpolypen 
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entzündlicher Natur sind, könnte die Hochregulation der Axonlenkungsmoleküle 

ebenfalls eine Rolle spielen. 

In den beiden Studien wurde jedoch der Grund für die Veränderungen in der 

Nervenfaserdichte nicht untersucht, da die Axonlenkungsmoleküle nicht im 

Fokus der Forschung lagen [48]. 

Seit den Studien des proliferativen Pannusgewebes von Patienten mit 

rheumatoider Arthritis, des entzündeten Gewebes bei Charcot-Arthropathie und 

der entzündlichen Läsionen bei Patienten mit Morbus Crohn war man 

interessiert, das Zusammenspiel von Nervenfasern und Axonlenkugsmolekülen 

zu untersuchen [40, 41, 50, 51]. Unter diesen entzündlichen Zuständen besteht 

ein klares Übergewicht der SP+ sensiblen über die noradrenergen 

Nervenfasern [52]. Darüber hinaus sind im entzündeten Gewebe die 

Signalmoleküle der sympathischen Nervenfasern (Semaphorin 3C oder 

SEMA3F) hochreguliert [41, 50] und für sensible Nervenfasern (SEMA3A)- nicht 

nachweisbar [41]. 

In dieser Studie sieht man deutlich, dass dies in den adenomatösen Polypen 

anders ist, weil die jeweiligen Axonlenkungsmoleküle im Gewebe vorhanden 

und beiden Nervenfasersubtypen deutlich verringert sind. Die Gründe für die 

unterschiedliche Expression sind derzeit nicht bekannt. 

Es ist höchst interessant, dass die beiden Semaphorine 3C und 3F für 

sympathische Nervenfasern in epithelialen Zellen exprimiert sind (vgl. Rfz. 40 

für Semaphorin 3C), während SEMA3A in Zellen zwischen den Krypten 

nachgewiesen ist. Dies deutet auf eine unterschiedliche Regulation der 

Signalmoleküle hin. 

Es stellt sich die Frage, was der Reiz für die Expression und Sekretion dieser 

Semaphorine ist. 

Man hat vor kurzem gezeigt, dass SEMA3F durch starke zelluläre Reize wie 

Phorbolmyristatacetat und zu einem geringeren Teil durch TNF hochreguliert 

werden kann (R. H. Straub unveröffentlicht). So könnte eine mögliche Abfolge 

der Ereignisse aussehen: Ein luminaler proinflammatorischer Reiz (Bakterien, 

Viren, Stimuli der Mustererkennungsrezeptoren wie die Toll-like Rezeptoren) 

induziert die Expression der Semaphorine, dadurch werden noradrenerge und 

sensorische Nervenfasern abgestoßen, SP aus den Nervenfasern wird von SP 
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aus den Zellen zwischen den Krypten ersetzt und so entstandenes Übergewicht 

der SP über Noradrenalin wird zu einem wachstumsfördernden und 

gefäßerweiternden Faktor. Dies könnte zur Entwicklung eines Polypen im 

empfindlichen Gewebe führen. Obwohl ein solcher Ablauf hypothetisch ist, 

bringt er neue Ansätze für zukünftige pathophysiologische Forschung von 

Polypen. 

Darüber hinaus muss man erwähnen, dass Semaphorine 3F und 3A nur als 

Dimere aktiv sind, sie werden zu Monomeren durch Pro-Protein-Konvertasen 

wie Furin gespalten. Deshalb, obwohl das Protein durch Immunfluoreszenz 

nachgewiesen war, ist seine Aktivität von der Anwesenheit von Pro-Protein-

Konvertasen abhängig. Semaphorine wurden im kleinzelligen Lungenkarzinom, 

in Lungenadenokarzinomen, Plattenepithelkarzinomen, Melanomen und in den 

anderen malignen Neubildungen identifiziert [53-56]. Es wird immer deutlicher, 

dass die Semaphorine neben der Funktion der Axonlenkung auch für die 

regulatorischen Signale bei der Zellwanderung sorgen und an der 

Morphogenese des Gewebes und der Angiogenese in Tumoren beteiligt sind 

[57]. Es gibt Hinweise, dass einige Semaphorine das Entstehen der Tumore 

fördern, während andere diesen Prozess unterdrücken können. Es ist 

interessant, dass Semaphorine auch Marker von Tumoren darstellen, aber ihre 

genaue Rolle ist unbekannt. Diese zu klären, sollte der Gegenstand zukünftiger 

Forschung sein. 
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1.5   Zusammenfassung 

Die benignen adenomatösen kolorektalen Polypen gehen mit einem Verlust der 

noradrenergen und sensiblen Nervenfasern sowie mit einem Anstieg von SP+ 

Zell-Cluster hervor. Dies führt höchst wahrscheinlich zu einem Übergewicht der 

SP über Noradrenalin und somit zum Entstehen einer pro-proliferativen und 

gefäßerweiternden Umgebung. Axonlenkungsmoleküle der sympathischen 

(SEMA3F) und sensiblen (SEMA3A) Nervenfasern könnten eine wichtige Rolle 

für den fortschreitenden Verlust der Nervenfasern spielen. Ob die erhöhte 

Expression dieser Signalmoleküle und der folgende Verlust der Nervenfasern 

ein frühes Stadium der Polypentwicklung darstellt, sollte ein Schwerpunkt der 

weiteren Forschung werden. 
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