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Untersuchungen zu Caveolin-1 und Gallensalzen bei der 
Barrett-Metaplasie

„This paper concerns a condition whose existence is denied by some, misunderstood by others, and 

ignored by the majority of surgeons. It has been called a variety of names which have confused the story 

because they have suggested incorrect etiological explanations...“

 Norman Barrett, 1957

“When I use a word,” Humpty Dumpty said, in rather a scornful tone, “it means just what I choose it 

to mean--neither more nor less.”

“The question is,” said Alice, “whether you can make words mean so many different things.”

Lewis Carroll, Alice im Wunderland
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Zusammenfassung

Die Barrett-Metaplasie des Ösophagus ist eine Komplikation der gastroösophagealen Refluxerkran-

kung, deren Pathogenese auf zellbiologischer und molekularer Ebene bis heute umstritten ist. Sie stellt 

eine Vorstufe des Adenokarzinoms des Ösophagus dar, desses Inzidenz in den letzten Jahrzehnten 

erheblich angestiegen ist.

Bislang sind keine chemopräventiven Strategien zur Verhinderung oder zur Therapie einer Barrett-

Metaplasie bekannt. Auch eine Säuresuppression mit Protonenpumpenhemmern kann, der gegenwär-

tigen Studienlage folgend, diese Gewebsveränderung nicht effektiv behandeln. Andere, bislang nicht 

systematisch erforschte Bestandteile der Refluxflüssigkeit sind Gallensäuren, die als Ausscheidungs-

produkt von Cholesterin und Steroidhormonen eine wichtige Rolle in der Verdauung von lipidhaltigen 

Nahrungsmitteln, aber auch als Signalmoleküle spielen. Die aktuelle Arbeit befasst sich mit dem Ein-

fluss von Gallensäuren auf den zentralen Signalweg der Cholesterin-Regulation, der über das Sterol 

regulatory element binding protein (SREBP) vermittelt wird.

Als Zielgen dieses Stoffwechselwegs wurde Caveolin-1 untersucht, ein Gen, das drei mögliche 

sterol regulatory elements im Promotor trägt. Dieses fast ubiquitär vorkommende membranassozi-

ierte Protein hat unter anderem die Funktion, die intrazelluläre Cholesterinverteilung zu regulieren. Im 

Zusammenspiel mit anderen Signalproteinen gilt Caveolin-1 in gesunden Geweben als ein differenzie-

rungsrelevanter Faktor, der einer malignen Entartung entgegenwirkt. Untersuchungen an Resektions-

präparaten menschlicher Ösophaguskarzinome gaben nun Hinweise darauf, dass in stark dedifferen-

zierten Tumoren Caveolin-1 auch negative Effekte im Hinblick auf Metastasierung und Invasion haben 

kann. 

In Expositionsversuchen in Zellkulturen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Gal-

lensäuren – insbesondere die stark hydrophoben Derivate Chenodeoxycholsäure und Deoxycholsäure 

– Einfluss auf die Expression von Caveolin-1 haben. Diese Reaktion ist abhängig vom Gewebetyp: 

Zelllinien, die adenoiden Epithelien abstammen, zeigten eine Induktion ausgehend von einem sehr 

niedrigen Expressionsniveau. In Zelllinien aus Plattenepithelkarzinomen zeigte sich ein umgekehrtes 

Bild. Der Effekt ließ sich im Luciferase-Reporterversuch auch in anderen Zelllinien nachweisen. Die 

funktionellen Untersuchungen des Caveolin-1-Promotors bestätigten, dass mindestens ein SRE auf 

Gallensalzexposition die Expression des Cav-1-Gens verändern kann. Dieser Effekt geht einher mit 

einer Veränderung des Musters der proteolytischen Spaltprodukte von SREBP und ist durch Blockade 

der aktivierenden Proteolyse durch ALLN reversibel. 

Mit der Aktivierung von SREBP konnte ein potentiell differenzierungsrelevanter Signalweg identifi-

ziert werden, der durch Gallensäuren beeinflusst wird. Neben der unspezifischen, am ehesten inflamm-

atorischen Schädigung des Epithels liegen nun Hinweise auf Veränderungen vor, die durch direkte 

Ligand-Rezeptor-Interaktion auch im nichtentzündlichen Gewebe zu einer Veränderung der Genex-
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pression führen kann. Die Modellvorstellung der Entstehung der Metaplasie kann daher im Lichte die-

ser Ergebnisse dahingehend erweitert werden, dass im Zuge der unspezifischen chemischen epithe-

lialen Schädigung Signalwege aktiv werden, die eine Regeneration des Plattenepithels behindern und 

einer Regeneration aus Stammzellen im Cardia-Bereich Vorschub leisten, die ihrerseits eine adenoide 

Differenzierung aufweisen. Damit erhält die pathogenetische Vorstellung, dass die Barrett-Metaplasie 

aus der Cardia des Magens hervorgeht, weitere Unterstützung.

Zur weiteren Erforschung der Rolle der Gallensalze ist eine genauere biologische Charakterisie-

rung der verschiedenen Gallensalze sowie ihr Einfluss auf das Plattenepithel des Ösophagus und die 

Kardia-Stammzelle notwendig.
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Abstract

Barrett’s metaplasia of the oesophagus is a complication of gastro-oesophageal reflux disease, 

whose cellular and molecular pathogenesis still is under discussion. It represents the premalignant 

precursor lesion of the oesophageal adenocarcinoma, of which the incidence has risen dramatically 

over the last decades.

Up to now, no chemopreventive strategies are known to suppress or to treat Barrett’s metaplasia. 

Even acid suppression with proton pump inhibitors failed to show, according to current studies, a 

reversing effect. Other components of the refluxate are bile acids, excreted derivatives of cholesterol 

and steroid hormones, which serve as detergents in the digestion of lipid-rich foods, and as intestinal 

signalling agents. The presented work focuses on the effect of bile acids on one central pathway of 

cholesterol homoeostasis, mediated by sterol regulatory element binding protein, SREBP.

As a target gene of this pathway with three putative sterol regulatory elements in its promotor, Cave-

olin-1 was investigated. This nearly ubiquitous membrane-associated protein plays a role in intracellular 

cholesterol trafficking. In interaction with other signalling molecules, it is seen as a pro-differentiating 

factor in healthy tissues, counterbalancing malignant progression. Research on resection specimen of 

human oesophageal adenocarcinoma now disclosed that in highly de-differentiated tumours Caveo-

lin-1 may exert negative effects towards metastasis, and invasion.

In exposure trial in cell cultures, it could be shown in this work that bile acids – in particular the 

highly hydrophobic derivatives chenodeoxycholic acid and deoxycholic acid – influence the expression 

of Caveolin-1. This reaction seems to be tissue specific, since cell lines derived from adenoid epithelia 

showed an increased expression, starting from a very low expression level,  and squamous-derived 

cell lines showed the opposite effect. This effect was reproducible in other cell lines in the luciferase 

reporter assay. Functional investigation of the Cav-1-Promotor supported this finding and provided evi-

dence that at least one of the three putative sterol regulatory elements can alter Caveolin-1 expression 

upon bile salt exposure. This effect is accompanied by differential SREBP cleavage patterns and may 

be reversed by blocking proteolytic cleavage with ALLN.

With the activation of SREBP cleavage a pathway potentially relevant for differentiation influenced 

by bile acids. Besides the well-described nonspecific inflammatory epithelial damage, there is evi-

dence for changes induced by ligand-receptor interaction in noninflammatory tissues leading to chan-

ges in gene expression.

The model of the pathogenesis of Barrett’s metaplasia can be expanded in view of these findings: 

parallel to the unspecific chemical damage to the tissue, pathways may be activated that block rege-

neration of the squamous epithelium and may enhance regeneration out of stem cells in the gastric 

cardia. Hence, the pathogenetic theorem of Barrett’s metaplasia arising form cardia stem cells sees 

further support.
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Further research should focus on the characterisation of the different bile acid derivatives and their 

influence on the squamous epithelium of the stomach, and the cardia stem cell.
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Abkürzungen

Abkürzung Bedeutung
18FDG-PET 18Fluor-Deoxyglucose-Positronenemissionstomografie
5-Aza 5-Azacytidin
5-FU 5-Fluorouracil
ADP Adenosindiphosphat
AEG Adenocarcinoma of the esophago-gastric junction
ALLN Acetyl-Leucyl-Leucyl-Norleucinal
AMP Adenosinmonophosphat
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosintriphosphat
BE Barrett‘s esophagus (engl. für Barrett-Ösophagus)
BMI body mass index
BMP-4 bone morphogenic protein 4
bp base pairs (Basenpaare)
BSA bovine serum albumin
CA cholic acid, engl. für Cholsäure
CAR constitutive androstane receptor
Cav-1, -2, -3 Caveolin-1, -2, -3
CCK-2 Cholecystokinin-2
CDCA chenodeoxycholic acid, engl. für Chenodeoxycholsäure
cDNA copy DNA
Cdx-1, -2 Caudal homeobox-related gene 1, 2
CIM zylindrische intestinale Metaplasie
CO2 Kohlenstoffdioxid
COX-1, -2 Cyclooxygenase 1, 2
CpG Cytosine-Guanin-Dinukleotid
.csv comma separated value (Dateiformat)
CT Computertomografie
ct cycle threshold
CYP Cytochrom-P450-Oxidoreduktase
DAB 3,3‘-Diaminobenzidin
DAPI 4‘,6-Diamidin-2-phenylindol
DCA deoxycholic acid, engl. für Deoxycholsäure
DMEM Dulbecco‘s Modified Eagle Medium
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonucleic acid, engl. für Desoxyribonukleinsäure
dNTP Deoxyribonucleotid-Triphosphat
DTT 1,4-Dithiothreitol
EBV Epstein-Barr-Virus
ECL enhanced chemoluminescence
EGF, -R epidermal growth factor, - receptor
FCS fetal calf serum
FISH fluorescence in-situ hybridisation
FXR Farnesoid X receptor
GERD gastro-esophageal reflux disease (US-engl., gastroösophageale Refluxerkrankung)
GIST Gastrointestinaler Stromatumor
Gln Glutamin
GpBAR-1 G-protein coupled bile acid receptor 1, syn.: Tgr5
H. pylori Helicobacter pylori
HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid
HGD high grade dysplasia (engl. für hochgradige Dysplasie)
HMGCoAS 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzym-A-Synthase
Ihh Indian hedgehog
IL-1, -4 Interleukin-1, -4
iNOS induzierbare Nitroxid-Synthase
IP Immunprezipitation
kD Kilodalton, 1000 Dalton
KLF-4 Kruppel-like factor 4
LCA lithocholic acid, engl. für Litocholsäure
LD50 lethal dose 50 (Dosis, bei der 50% der Zellen sterben)
LGD low grade dysplasia (engl. für niedriggradige Dysplasie)
LSBE long-segment Barrett esophagus
LXR Liver X receptor
MAPK mitogen activated protein kinase
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mRNA messenger RNA
MTT Methylthiazoltetrazolium, korrekt: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

Diphenyltetrazoliumbromid
Muc-2 Mucin 2
mut Mutante
NFkappaB nuclear factor kappa B
PAGE Polyamid-Gel-Elektrophorese
PBS phosphate buffered saline, engl. für Phosphat-gepufferte Salzlösung
PCR polymerase chain reaction
PI-3-K Phosphatidylinositol-3-Kinase
PK-C Proteinkinase C
PPAR peroxisome proliferator activated receptor
PPI Protonenpumpeninhibitor
Ptch-1 Patched-1
qPCR quantitative PCR
RNA ribonucleic acid, engl. für Ribonukleinsäure
RPMI Roswell Park Memorial Institute
rt-PCR reverse transcriptase PCR
SCAP SREBP cleavage activating protein
SDS sodium dodecyl sulfate, engl. für Natriumlaurylsulfat
Shh Sonic hedgehog
SIM spezialisierte intestinale Metaplasie
SNP single nucleotide polymorphism
SRE sterol regulatory element
SREBP-1 sterol regulatory element binding protein 1
SSBE short-segment Barrett esophagus
TAE Buffer Puffer aus Tris-Base, EDTA und Acetat
TEMED N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
TGF beta transforming growth factor beta
Tgr5 Thyroid growth factor receptor 5, syn.: GpBAR-1
TLER transient lower espophageal sphincter relaxations
TNF alpha Tumornekrosefaktor alpha
Tris Tris(hydroxymethyl)aminomethane
UDCA ursodeoxycholic acid, engl. für Ursodeoxycholsäure
UICC Union internationale contre le cancer
VEGF vascular endothelial growth factor
wt Wildtyp
β2M beta-2-Mikroglobulin



Hauptteil

Grundlagen

Epidemiologie der Refluxerkrankung, der Barrett-
Metaplasie und des Ösophaguskarzinoms

Krebserkrankungen des Ösophagus sind insgesamt seltene Erkrankungen. Pro Jahr treten in 

Deutschland etwa 8,7/100.000 bei Männern und etwa 2,1/100.000 bei Frauen. Europaweit liegt die 

Inzidenz nur leicht niedriger (Tumorregister München, n.d.). Adenokarzinome des Ösophagus sind al-

lerdings in ihrer Inzidenz in den letzten 30 Jahre dramatisch angestiegen – stärker als die jeder ande-

ren Krebserkrankung. Die Prognose dieser Krebserkrankung ist schlecht; die Fünfjahresüberlebensrate 

nach gelungener Resektion beträgt über alle Stadien und Subtypen nur knapp 20%. Die Prognose 

konnte seit 1974 nur sehr geringfügig gesteigert werden (Tumorregister München, n.d.). Es besteht 

also dringender Bedarf, die Entstehungsmechanismen und die Biologie dieser Krebserkrankung zu 

erforschen, um die Prognose langfristig verbessern zu können.

Krebserkrankungen des Ösophagus sind in aller Regel Plattenepithelkarzinome oder Adenokarzi-

nome. Sehr selten können auch gastrointestinale Stromatumore (GIST), Lymphome, neuroendokrine 

Tumore und Leiomyosarkome auftreten. Wegen ihrer eigenen Biologie und der geringeren klinischen 

Relevanz werden diese selteneren Formen in dieser Arbeit nicht näher behandelt.

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass sich Plattenepithel- und Adenokarzinome im Hinblick auf 

ihre jeweilige Epidemiologie, Pathogenese, ihrem Verlauf, ihrer Therapie und Prognose und nicht zuletzt 

auch in ihrer Tumorbiologie so deutlich unterscheiden, dass sie eher als eigenständige Krankheitsbilder 

und nicht lediglich als unterschiedliche Manifestationsformen einer malignen Speiseröhrenerkrankung 

angesehen werden sollten (Siewert, Rothmund, & Schumpelick, 2010). Leider wird diese Unterschei-

dung in den meisten klinischen Studien zum Ösophaguskarzinom nicht beachtet. Deren Aussagekraft 

ist daher in einigen Fragestellungen eingeschränkt. Auch die jüngste Version des ICD-10 teilt die Krebs-

erkrankungen des Ösophagus unter dem Code C15.- lediglich anhand der anatomischen Lokalisation 

ein (Deutsches Institut für Medizinische Dokumentation und Information, 2011). Da diese Einteilung 

auch in vielen Krebsregistern übernommen wird, wird eine datenbankbasierte Auswertung ebenfalls 

eingeschränkt (Tumorregister München, n.d.).

Plattenepithelkarzinome treten in der Mehrzahl der Fälle zwischen dem 55. und 65. Lebensjahr auf. 
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Nikotinabusus und der Konsum hochprozentiger alkoholischer Getränke sind häufig, die Patienten 

haben demzufolge auch häufig entsprechende Begleiterkrankungen und einen eher unterprivilegier-

ten sozioökonomischen Status. Patienten mit einem Adenokarzinom sind tendenziell älter, der Erkran-

kungsgipfel liegt zwischen dem 60. und 75. Lebensjahr. Sie leiden oft an Übergewicht und mit einer 

frappierenden Häufigkeit an einer gastroösophagealen Refluxerkrankung (Siewert et al., 2010; Thrift et 

al., 2011). An dieser Erkrankung leiden in westlichen Gesellschaften 10-20% der Gesamtbevölkerung 

(Dent, El-Serag, Wallander, & Johansson, 2005), Männer sind überrepräsentiert, die Erkrankung ist bei 

Menschen europäischer Abstammung häufiger als in anderen ethnischen Gruppen (X. Fan & Snyder, 

2009). Gastroösophagealer Reflux ist damit eine der häufigsten Gesundheitsstörungen in unserem 

Kulturkreis. 

Etwa ein Zehntel der GERD-Patienten entwickelt im Laufe seines Lebens eine Veränderung des 

Ösophagus-Epithels. Der Ösophagus ist physiologischerweise mit einem mehrschichtigen, nicht ver-

hornenden Plattenepithel ausgekleidet.  Es stellte sich im Rahmen histopathologischer Studien heraus, 

dass das Epithel der Speiseröhre bei fast allen Patienten mit einem Adenokarzinom des Ösophagus 

verändert war: das physiologische Plattenepithel war durch zylindrisches Epithel ersetzt. Nach dem 

Autor der ersten englischsprachigen Publikation, Norman Barrett, wird diese histologische Verände-

rung Barrett-Metaplasie genannt (K. E. Bani-Hani & Bani-Hani, 2008; Barrett, 1950; 1957). Die moleku-

laren und zellulären Mechanismen dieser Epithelveränderung sind weitgehend unklar. Es ist allerdings 

allgemein anerkannt, dass es sich bei der Barrett-Metaplasie um ein fakultative Präkanzerose handelt, 

in der sich im Laufe mehrerer Jahre Dysplasien entwickeln können.

Die frappant an Ursächlichkeit erinnernde Assoziation zwischen gastroösophagealer Refluxkrank-

heit und Barrett-Metaplasie wird in einigen Studien kritisch betrachtet: wenngleich das Vorliegen einer 

Refluxerkrankung der wichtigste Risikofaktor zu sein scheint, so wurde zumindest in einer größeren 

Studie von Fan und Snyder 2009 nachgewiesen, dass in der Kontrollgruppe ohne GERD-Symptomatik 

zusammen mehr Adenokarzinome, höhergradige Dysplasien und Barrett-Metaplasien (zusammen) zu 

finden waren als in der Gruppe der symptomatischen GERD-Patienten – wenngleich in der letztge-

nannten Gruppe die meisten alleinigen Metaplasien nachgewiesen wurden (X. Fan & Snyder, 2009). Es 

liegt nahe, dass diese Studie nicht in Betracht gezogen hat, dass die Refluxsymptome möglicherweise 

erheblich früher zu einer endoskopischen Kontrolle geführt haben und daher die Epithelveränderungen 

in einem deutlich früheren Stadium erkannt werden konnten, als dies bei den nicht symptomatischen 

Patienten der Fall war. Dieses Ergebnis unterstreicht, dass Reflux-Symptome allein kein ideales Krite-

rium sind, um mit Vorsorgeuntersuchungen zu beginnen. Leider ist zur Zeit kein Parameter bekannt, 

der Patienten mit erhöhtem Risiko für ein Adenokarzinom des Ösophagus, aber ohne Refluxsymptome 

zuverlässig identifizieren könnte.



17

Historische Modellvorstellung zur intestinalen Metaplasie

Seit der ersten systematischen Beschreibung der Barrett-Metaplasie existieren verschiedene, je-

weils unvollständige Theorien, mit der die Entstehung dieser Epithelveränderung erklärt werden soll. 

Norman Barrett war ursprünglich davon ausgegangen, dass es sich um eine dysontogenetische Ver-

änderung handele, das Gewebe also von Geburt an verändert sei. Er nannte die Veränderung da-

her Endobrachyösophagus, was sich mit „innen verkürzte Speiseröhre“ übersetzen lässt. Allison und 

Lortat-Jacob folgten dieser Einschätzung nicht, sie beschrieben ihre eigenen Beobachtungen getrennt 

voneinander als erworbene Veränderung. Barrett schloss sich schließlich dieser Einschätzung an (Alli-

son & Johnstone, 1953; K. E. Bani-Hani & Bani-Hani, 2008; S. R. DeMeester & DeMeester, 2000; Lortat-

Jacob, 1951; 1957).

Pathophysiologisch wurde die intestinale Metaplasie mit einer Defektheilung erklärt, die vom Epithel 

des Magens ausgehe. Wie oben erwähnt ist diese Erklärung aber unvollständig. Sie erklärt nicht, war-

um das metaplastische Epithel eher postpylorischen Epithelien ähnelt, sie erklärt das Auftreten spezia-

lisierter Zellen wie Becherzellen nicht. Erst jüngste Publikationen beschreiben eine Zellpopulation, von 

der aus diese Defektheilung ausgehen könnte: in menschlichen Feten wurde an der Grenze zwischen 

Plattenepithel und zylindrischem Epithel eine Gruppe von Cytokeratin-7-positiven Zellen beschrieben, 

die auch in C57BL/6-Mäusen zu beobachten sind und dort das Ausgangszellreservoir der intestinalen 

Metaplasie darstellen (Quante et al., 2012; X. Wang et al., 2011).

Eine weitere Therapie ging von einer Defektheilung aus den submukösen Drüsen des Ösophagus 

aus. Auch diese Theorie lässt sich mit den histologischen und molekularen Beobachtungen nicht wi-

derspruchsfrei in Deckung bringen. Es gibt zwar Berichte über eine gewisse genetische Ähnlichkeit 

zwischen den Zellen der Ausführungsgänge der submukösen Drüsen und den Zellen der intestinalen 

Metaplasie, die Berichte sind allerdings rar und bislang nicht sicher reproduziert. Die direkte Umdiffe-

renzierung ösophagealer Zellen ist unter der Voraussetzung möglich, dass man eine gewisse Plastizität 

der epithelialen Stammzelle des Ösophagus-Plattenepithel annimmt. Es gibt allerdings bislang keine 

Hinweise darauf, dass differenzierte Epithelien Stammzellen mit einer solchen Plastizität besitzen.

Die dritte und trotz ihrer inneren Widersprüche häufig vertrete Theorie geht von einer direkten Um-

differenzierung im Ösophagusepithel selbst aus, ohne dass dabei eine weitere Zellpopulation als die 

plattenepithelialen Stammzellen eine Rolle spielte. Tosh und Slack haben in verschiedenen Übersichts-

arbeiten skizziert, welche Veränderungen dazu nötig sein könnten und auf welchem Wege diese Trans-

differenzierung vonstatten gehen könnte (Slack & Tosh, 2001; Tosh & Slack, 2002). Sie unterscheiden 

dabei zwei mögliche Abläufe: entweder verändert sich die Determinierung der Stammzelle im jeweiligen 

Gewebe – bei der Barrett-Metaplasie also von der Plattenepithellinie hin zur intestinalen Linie – oder 

die differenzierten Zellen verändern ihren Phänotyp selbst. Sie waren sich bei der Formulierung ihres 

Artikels wohl der Hindernisse bewusst und beschreiben die Transdifferenzierungshypothese wie folgt:

„Transdifferentiation is the conversion of one differentiated cell type to another, with or without an 
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intervening cell division, so it challenges our preconceived ideas about the nature of the differentiated 

state.“ (Tosh & Slack, 2002)

Bei aller wissenschaftlichen Kontroverse bleibt das Problem bestehen, dass eine direkte Transdif-

ferenzierung bei intestinalen Zellen bislang nicht zweifelsfrei beobachtet wurde. Die in jüngster Zeit 

durchgeführten Versuche lassen eher darauf schließen, dass die Barrett-Metaplasie wahrscheinlich 

nicht aus den Stammzellen des Plattenepithels hervorgeht, sondern auf ein Einwachsen von Kardia-

Epithelzellen zurückzuführen ist.

Spezielle Pathologie der Barrett-Metaplasie und des 
Adenokarzinoms des Ösophagus

Histologie und pathologische Klassifikation

Auch über 50 Jahre nach der Erstbeschreibung ist nach wie vor unklar, welche Kriterien die Barrett-

Metaplasie definieren (S. R. DeMeester & DeMeester, 2000). In den meisten Ländern der Welt gilt der 

Nachweis von Becherzellen im Epithel als zwingendes Kriterium (Weinstein & Ippoliti, 1996). Synonym 

dazu wird der Begriff der spezialisierten intestinalen Metaplasie (SIM) verwendet. Jede Veränderung 

des Epithels hin zu einem zylindrischen Epithel (cylindric intestinal metaplasia, CIM) ohne Becherzellen 

wird unter diesem Kriterium aber nicht als Barrett-Metaplasie erfasst und könnte daher in den statis-

tischen Erfassungen übersehen werden. Es ist davon auszugehen, dass gerade durch diese unklare 

Definition ein großer Teil der Studien kritisch betrachtet werden muss. Grundsätzlich gilt, dass die Epi-

thelveränderungen bis hin zum Karzinom ausschließlich aufgrund ihres histopathologischen Bildes ein-

geordnet werden. Es werden bisher keine molekularen Marker herangezogen (Cook et al., 2007). Einige 

Autoren kritisieren die enge Definition allerdings: Becherzellen sind bei Kindern oft nicht nachweisbar, 

auch bei Erwachsenen fallen etwa 30% der Patienten mit zylindrischem Epithel im distalen Ösophagus 

nicht unter die strenge Definition der Barrett-Metaplasie (Riddell & Odze, 2009).

Wenn die intestinale Metaplasie sich auf einer kürzeren Strecke als etwa 3 cm ausdehnt, spricht 

man von einem kurzstreckigen Barrett-Ösophagus (short segment Barrett esophagus, SSBE), ist die 

maximale Ausdehnung länger, von einem langstreckigen Barrett-Ösophagus (long segment Barrett 

esophagus, LSBE) (Pera, 2003). Zur Beschreibung des endoskopischen Befundes wurden die Prag 

C&M-Kriterien erarbeitet. Die maximale Ausdehnung eines Ausläufers des metaplastischen Epithels 

vom tatsächlichen gastroösphagealen Übergang wird in Zentimetern mit dem Präfix M angegeben. Mit 

dem Präfix C wird die Strecke angeben, über die der Ösophagus in der vollen Zirkumferenz mit meta-

plastischem Epithel ausgekleidet ist. Dieses Stagingsystem wurde in mehreren Kohorten evaluiert und 

wird auch zur Charakterisierung von Studienpopulationen verwendet (Martinek et al., 2008; P. Sharma 

et al., 2006; Vahabzadeh et al., 2012). 
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Das metaplastische Epithel kann im Laufe der Zeit Auffälligkeiten in der histologischen Struktur 

entwickeln. Sind bei frühen, hoch differenzierten Formen der intestinalen Metaplasie gleichmäßig an-

geordnete Zellen mit einem kompakten, basalständigen Zellkern und leicht eosinophilen Zytoplasma 

zu finden, so finden sich in leicht dysplastischen Epithelien bereits schlankere, gedrängt stehende und 

hochgestreckte Zellen mit länglich verformten Zellkernen, ohne dass jedoch die einschichtige Archi-

tektur des Epithels aufgehoben wäre oder eindeutig atypische Zellen aufträten. Diese Stufe der Verän-

derung wird im Englischen als low grade dysplasia (LGD, für niedriggradige Dysplasie) beschrieben.

Hochgradige Dysplasien sind demgegenüber in der zellulären und epithelialen Architektur deutlich 

verändert. Die Zellen sind unterschiedlich groß, die Zellkerne sind heterogen, oft aufgelockert und nicht 

basalständig. Im Englischen wird dieses Stadium als high grade dysplasia (HGD) beschrieben. Die Zel-

len tragen bereits einige genetische Veränderungen in sich, die auch in invasiven Karzinomen auftreten. 

Es ist daher davon auszugehen, dass die dysplastische Barrett-Metaplasie die direkte Vorstufe eines 

invasiven Adenokarzinoms des Ösophagus ist. Diese Einschätzung wird von vielen klinischen Studien 

unterstützt; eine intestinale Metaplasie mit hochgradiger Dysplasie ist mit einem vielfach erhöhten Ri-

siko für ein Adenokarzinom des Ösophagus verbunden (Hvid-Jensen, Pedersen, Drewes, Sørensen, & 

Funch-Jensen, 2011; Stein & Siewert, 1993).

Ösophaguskarzinome werden ihrerseits klinisch einerseits anhand ihres histologischen Subtyps, 

andererseits anhand der UICC- und TNM-Klassifikation und des Differenzierungsgrades eingeteilt. 

UICC- und TNM-Einteilung sind für Plattenepithel- und Adenokarzinome gleich. Sie sind in Tabelle 1a 

und 1b wiedergegeben (Tumorregister München, n.d.).

Ausbreitung des Tumors TNM
Tumor durchbricht Basalmembran nicht Tis
Infiltration der Lamina propria oder der 
Submucosa T1
Infiltration der Lamina muscularis propria T2
Infiltration der Lamina adventitia T3
Infiltration benachbarter Organe T4
keine Lymphknotenmetastasen N0
Metastasen in regionären Lymphknoten N1
keine Fernmetastasen M0
Fernmetastasen in zöliakalen oder zervikalen 
Lymphknoten M1a
Fernmetastasen in anderen Organen M1b

UICC TNM
0 Tis
I T0 N0 M0

IIa T2/T3 N0 M0
IIb T1/T2 N1 M0
III T3 N1 M0

T4 N0/N1 M0
IVa jedes T und N, M1a
IVb jedes T und N, M1b

Tab. 1a: TNM-Einteilung der Ösophaguskarzinome

Tab. 1b: UICC-Einteilung der Ösophaguskarzinome
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Adenokarzinome des Ösophagus treten meist im distalen Drittel der Speiseröhre auf und metasta-

sieren häufig in Lymphknoten in Richtung des Truncus coeliacus. Fernmetastasen treten bei Karzino-

men der Speiseröhre sowohl direkt in der Lunge als auch in der Leber auf. Karzinome des ösophago-

gastralen Übergangs und der Kardia, entsprechend der Siewert-Klassifikation AEG Typ II und III, ver-

halten sich in dieser Hinsicht wie Magenkarzinome und bilden in erster Linie Lymphknotenmetastasen 

im kleinen und großen Netz sowie Lebermetastasen. Diese Eigenschaften erfordern ein differenziertes 

chirurgisches Vorgehen bei der Resektion (Siewert et al., 2010; Stein & Siewert, 1993).

Adenokarzinome neigen anders als Plattenepithelkarzinome nicht so häufig zu einem Lokalrezidiv. 

Daher ist bei der Rekonstruktion der Speisepassage beim erstgenannten Typ ein Magenhochzug im 

Ösophagusbett möglich. Bei Plattenepithelkarzinomen muss die Rekonstruktion retrosternal oder zu 

einem späteren Zeitpunkt erfolgen, um das alte Tumorbett ohne Gefahr nachbestrahlen zu können.

Risikofaktoren

Wie bereits erwähnt, ist gastroösophagealer Reflux der bekannteste Risikofaktor der Barrett-Me-

taplasie, auch wenn etwa 40% der Patienten mit intestinaler Metaplasie keine entsprechenden Sym-

ptome haben. Die Studienlage ist überdies widersprüchlich: in einer bevölkerungsbasierten Erhebung 

in Schweden, in der die Probanden endoskopisch und bioptisch untersucht worden waren, ergab sich 

eine Gesamtprävalenz der Barrett-Metaplasie von 1,6%. Interessanterweise war allerdings die Prä-

valenz unter den Reflux-Patienten mit 2,3% gegenüber der Kontrollgruppe mit 1,2% statistisch nicht 

signifikant erhöht. Refluxsymptomatik hat also, wie oben bereits erwähnt, nur einen  geringen Vorher-

sagewert für das Vorliegen einer Barrett-Metaplasie. Die wichtigsten Risikofaktoren für Reflux sind 

Nikotinabusus, Genuss von Kaffee und Übergewicht, als Risikofaktor diskutiert wird auch männliches 

Geschlecht und Alter. Nichtsteroidale Antiphlogistika scheinen einen protektiven Effekt zu haben, der 

allerdings nicht in allen Studien statistische Signifikanz erreicht (L. A. Anderson et al., 2006; J. S. Wang 

et al., 2010b).

Die intestinale Metaplasie des Ösophagus ist ihrerseits ein wichtiger Risikofaktor für die Entstehung 

eines Adenokarzinoms. Dies gilt sogar unabhängig von der verwendeten Definition des Begriffs der 

intestinalen Metaplasie. Die Risikosteigerung wurde in früheren Publikationen mit einer bis zu 125fa-

chen Risikosteigerung sehr hoch eingeschätzt, wie in einer Arbeit von Stein und Siewert (1993) zusam-

mengefasst (Stein & Siewert, 1993); jüngere Veröffentlichungen kommen zu geringeren, aber dennoch 

bemerkenswert deutlichen Risikosteigerungen um den Faktor 11 (Hvid-Jensen et al., 2011). Das ge-

ringere Risiko ist möglicherweise darauf zurückzuführen, dass Patienten mit dysplastischer intestinaler 

Metaplasie heute in der Regel engmaschig endoskopisch kontrolliert werden und bereits die Vorstufen 

des Adenokarzinoms therapiert werden. Es ist aber durchaus möglich, dass das Progressionsrisiko 

wegen der strengen diagnostischen Kriterien der Barrett-Metaplasie systematisch unterschätzt wird: 

Becherzellen, die zur Diagnosestellung einer Barrett-Metaplasie in vielen Studien zwingend nachge-
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wiesen werden mussten, sind terminal differenzierte Zellen mit einer extrem geringen Entartungsrate. 

Adenokarzinome der Speiseröhre sind in aller Regel auch keine muzinösen Tumoren, so dass Becher-

zellen bestenfalls als Proxyindikator für die Prognose und Risikoabschätzung in Frage kommen. Diese 

Einschätzung wird auch durch die Beobachtung gestützt, dass bis zu 41% der Adenokarzinome in 

zylindrischem Epithel ohne Becherzellen auftreten (Cameron, Souto, & Smyrk, 2002; Riddell & Odze, 

2009). 

Untersuchungen zum Einfluss von Übergewicht legen den Schluss nahe, dass bei der Barrett-

Metaplasie eher die Verteilung des Körperfettes als die absolute Masse oder der Body-Mass-Index 

bedeutsam ist (L. A. Anderson et al., 2007; Zagari et al., 2008). Eine Waist-to-hip-Ratio von mehr 

als 0,9 bei Männern und mehr als 0,85 bei Frauen war in einer Studie mit einem relativen Risiko von 

4,1 (95%-Konfidenzintervall: 1,7-10,0) für eine Barrett-Metaplasie assoziiert. Diese Daten wurden zwi-

schenzeitlich durch andere Studien bestätigt, einschließlich einer kleinen CT-basierten Messreihe, bei 

der die Menge des viszeralen Fettes gemessen wurde. In Bezug auf Adenokarzinome des Ösophagus 

verändert sich das Bild etwas: einige Studien zeigen, dass das Risiko für diese Erkrankung signifikant 

mit dem BMI korreliert (L. A. Anderson et al., 2007).

Legt man die derzeit verfügbare, umfangreiche Datenlange zugrunde, ergibt sich für die übrigen 

bekannten Risikofaktoren für das Adenokarzinom ein ähnliches deutliches Bild. Eine US-amerikanische 

Multicenterstudie quantifizierte den Einfluss der einzelnen Risikofaktoren Übergewicht (definiert als ein 

Body-Mass-Index von 30 oder größer), Zigarettenrauchen, gastroösophageale Refluxerkrankung, und 

obst- und gemüsearme Diät mit jeweils 41%, 40%, 30% und 15% der Fälle in der Studienpopulation. 

Insgesamt war wenigstens einer der genannten Faktoren bei 79% der Patienten zu finden.

Fallberichten zufolge führt auch die operative Entfernung des Pylorus und des unteren Ösophagus-

sphinkters langfristig zu einer Barrett-Metaplasie. Dies wurde insbesondere bei Patienten beobachtet, 

die wegen einer gutartigen Speiseröhrenerkrankung einer Ösophagektomie mit Magenhochzug unter-

zogen wurden. Nach derartigen Eingriffen wurde auch, mit einer Latenz von etwa 50 Jahren, von der 

Entstehung von Barrett-Karzinomen berichtet (Dunn, Robertson, Immanuel, & Griffin, 2010).

Anders als beim Plattenepithelkarzinom des Ösophagus spielt Alkoholmissbrauch keine bedeuten-

de Rolle als Risikofaktor der Barrett-Metaplasie und des Barrett-Karzinoms (Freedman et al., 2011). 

Interessanterweise scheint die Besiedelung mit Helicobacter pylori, insbesondere mit CagA-positiven 

Stämmen, eine protektive Wirkung sowohl vor einer intestinalen Metaplasie als auch des ösophagea-

len Adenokarzinoms zu haben. Die genaue Ursache dieses Effektes ist bisher unklar. Eine Hypothese 

besagt, dass die chronische Gastritis, die durch H. pylori ausgelöst wird, die Säureproduktion des 

Magens hemmt und daher den schädigenden Einfluss der Refluxflüssigkeit mindert. Wird H. pylori 

eradiziert, so steigt das Risiko für ein Adenokarzinom des Ösophagus etwas an (Thrift et al., 2011). Da 

das absolute Risiko jedoch nach wie vor sehr gering ist und Komplikationen der H.-pylori-Besiedelung 

im Magen und Duodenum deutlich zurückgehen, wird derzeit kein Anlass gesehen, von einer Eradika-
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tionstherapie abzuraten (Fischbach et al., 2009).

Die medikamentöse Behandlung der Reflux-Erkrankung mit Protonenpumpeninhibitoren wird eben-

falls als Risikofaktor für die Barrett-Metaplasie diskutiert. Protonenpumpeninhibitoren heben den pH-

Wert im Magen wirkungsvoll an und sind in ausreichender Dosierung in der Lage, die Säureproduktion 

im Magen vollständig zu unterdrücken. Der ansteigende pH-Wert führt physiologisch zu einer kompen-

satorischen Sekretion von Gastrin, das seinerseits eigentlich dazu dient, die Säureproduktion wieder 

zu erhöhen. Der physiologische Gastrin-Spiegel liegt in der Regel um 40 pM (J. S. Wang et al., 2010b). 

In der Folge kommt es bei Patienten, die mit Protonenpumpeninhibitoren behandelt werden, zu einer 

Hypergastrinämie. Neben seiner prosekretorischen Wirkung gilt Gastrin auch als Wachstumsfaktor der 

Belegzellen. Nach langjähriger Gabe von Protonenpumpenhemmern ist bei vielen Patienten eine Be-

legzellhyperplasie zu erkennen. Es gilt zudem als gesichert, dass Gastrin über den CCK2-Rezeptor die 

Proliferation von Ösophagus-Zellen aktiviert und die Expression von COX-2 induzieren kann (Abdalla 

et al., 2004; Haigh et al., 2003; J. S. Wang et al., 2010b). 

Auch die Spiegel proinflammatorischer Zytokine scheinen bei medikamentös behandelten Patien-

ten gegenüber chirurgisch behandelten deutlich erhöht zu sein. Eine nicht-randomisierte Studie an 

einer verhältnismäßig kleinen, symptomfreien Patientengruppe (initial n=40) von Babar et al. (2010) 

(Babar et al., 2010) legt den Schluss nahe, dass die chirurgische Intervention mittels Fundoplicatio 

nach Rosetti-Nissen mit niedrigeren Spiegeln proinflammatorischer Zytokine einhergeht, als dies bei 

PPI-Behandlung der Fall ist. Untersucht wurden die p50- und p65-Untereinheit von NFkappaB, die pro-

inflammatorischen Zytokine Interleukin-1alpha, Interleukin-1beta, Interleukin-8 und vascular endotheli-

al growth factor (VEGF). Jedes dieser Proteine wurde bei PPI-Therapie signifikant stärker exprimiert als 

nach operativer Therapie. Die Expression des antiinflammatorischen Botenstoffes IL-4 war dagegen in 

beiden Gruppen etwa gleich.

Eine systematische Übersichtsarbeit von Chang und Morris (2007) (E. Y. Chang et al., 2007) gibt An-

lass zur Vermutung, dass die medikamentöse Therapie das Lebenszeitrisiko für ein Barrett-Adenokar-

zinom deutlich erhöht. PPI-Studien ergaben ein Risiko von 6,3 Neuerkrankungen pro 1000 Patienten-

jahre (95%-Konfidenzintervall 3,6 bis 10,1), wohingegen chirurgische Studien eine Inzidenzrate von 2,8 

pro 1000 Patientenjahren aufwiesen (95%-Konfidenzintervall 1,2 bis 5,3). Wurden lediglich kontrollierte 

Studien berücksichtigt, war der Trend noch vorhanden, aber nicht mehr signifikant: Für die chirurgisch 

behandelten Patienten ergab sich eine Inzidenzrate von 4,8 pro 1000 Patientenjahre, für PPI-Patienten 

betrug der Wert 6,5, der p-Wert war 0,38.

In Korrelationsstudien wie der kontrollierten Querschnittsstudie von Wang et al. (2010) (J. S. Wang 

et al., 2010b) wurde ein Zusammenhang zwischen sekundär erhöhten Serum-Gastrin-Spiegeln und 

höhergradiger Dysplasien im Barrett-Epithel festgestellt. Statistisch ergab sich zwar kein direkt linearer 

Zusammenhang zwischen dem Serumgastrinspiegel und einer fortgeschrittenen Neoplasie im Barrett-

Epithel, das Risiko für eine derartige Veränderung war jedoch um das Fünffache erhöht, wenn der 
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Gastrinspiegel im höchsten Quartil der gemessenen Werte war. Die Autoren postulieren einen Grenz-

wert für Serum-Gastrin: „The association observed with the highest quartile of serum gastrin suggests 

a possible „threshold“ effect for gastrin“. Leider wird in dieser Publikation kein eines diskreter Wert 

angegeben, oberhalb dessen mit einem negativen Einfluss gerechnet werden muss. Eine frühere Fall-

Kontroll-Studie hatte bereits einen ähnlichen Zusammenhang zwischen hohen Serumgastrinwerten 

und colorektalen Karzinomen beobachtet und einen Grenzwert von 90 pM ausgemacht. Diese Studie 

muss allerdings mit Zurückhaltung bewertet werden, da die Zeit zwischen der Probenentnahme und 

der Analyse 30 Jahre betrug und in der eingebundenen Fall-Kontroll-Studie lediglich eine kleine, ange-

passte Kontrollgruppe definiert werden konnte (Thorburn, Friedman, & Dickinson, 1998).

Insgesamt von größerer Bedeutung ist allerdings die Beobachtung der Studie von Jane Wang, dass 

kein Zusammenhang zwischen dem Gastrin-Spiegel und dem Vorliegen eines nicht-dysplastischen 

Barrett-Epithels besteht. Daraus kann abgeleitet werden, dass die Hypergastrinämie nicht als initiales 

Ereignis oder als verursachender Faktor der Metaplasie anzusehen ist. Insgesamt es aber wahrschein-

lich, dass ein deutlich erhöhter Gastrinspiegel ein Risiko für Dysplasie und Karzinom darstellt. Die 

Bandbreite der Serumgastrinspiegel bei Patienten ist aber so groß, dass auch der Einfluss von PPI 

nicht generell zu einem erhöhten Risiko beiträgt. Lediglich eine Subgruppe der PPI-Patienten muss 

wahrscheinlich mit einem höheren Risiko rechnen (J. S. Wang et al., 2010b).

Einige Forscher, wie Pei et al. (2004), sehen auch die bakterielle Besiedelung des distalen Öso-

phagus als Risikofaktor an. Die physiologische Standortflora im distalen Ösophagus besteht den Un-

tersuchungen von Yang et al. zufolge vor allem aus Streptococcus-Species. Diese verändert sich in 

einer Ösophagitis und einer Barrett-Metaplasie in Richtung einer von anaeroben Bakterien dominierten 

Flora, wie sie auch im distalen Gastrointestinaltrakt vorherrscht. Es ist allerdings unklar, ob die Verän-

derung der Flora Ursache, Folge oder Begleiterscheinung der Metaplasie ist (Pei et al., 2004; L. Yang 

et al., 2009).

Ätiologie und Pathogenese

Wie oben bereits erwähnt lässt sich aus epidemiologischen Assoziationsstudien erschließen, dass 

eine intestinale Metaplasie der Speiseröhre mit frappierender Frequenz mit einer gastroösophagealen 

Refluxerkrankung assoziiert ist. Es gilt als gesichert, dass Reflux von Magenflüssigkeit in die Speise-

röhre die Ursache für die Epithelveränderung darstellt. Bis heute unklar ist aber die Rolle der verschie-

denen Bestandteile der Refluxflüssigkeit. Unterdrückt man die Produktion von Magensäure, so ist in 

den meisten Studien lediglich eine Stabilisierung der Metaplasie zu beobachten. Nur in den wenigsten 

Untersuchungen geht die Epithelveränderung wieder zurück. Daraus wird allgemein gefolgert, dass 

möglicherweise Gallensäuren, Pepsin oder gastrointestinale Hormone für die Epithelveränderung ur-

sächlich verantwortlich sind. 

Seit der Erstbeschreibung der intestinalen Metaplasie der Speiseröhre herrscht Uneinigkeit, ob das 
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metaplastische Epithel als eingewandert oder als an Ort und Stelle neu entstanden zu betrachten sei. 

Norman Barrett ging 1950 ausführlich auf die unterschiedlichen Vorstellungen ein und verlegte sich 

selbst auf die Einschätzung, es handele sich um einen nach kranial verlagerten Magen. Diese Ein-

schätzung revidierte er im Laufe der Jahre, bis sich zunächst der Begriff des Endobrachyösophagus 

(ursprünglich von Lortat-Jacob geprägt (Lortat-Jacob, 1957)) einbürgerte.

Bis heute wird in einigen chirurgischen Lehrbüchern die Ansicht vertreten, das adenoide Epithel 

wachse vom Magen aus in die Speiseröhre vor (THIEME, 2010). Im Zuge dieser pathogenetischen The-

orie wird demnach die Barrett-Metaplasie auch als Endobrachyösophagus bezeichnet. Anfangs wurde 

dies auf eine Fehlbildung oder einen nicht weiter spezifizierten pathologischen Prozess zurückgeführt. 

Diese Hypothese erklärt allerdings nicht, warum das metaplastische Epithel nicht der Magenschleim-

haut, sondern dem Darmepithel ähnelt.

Ein anderer Ansatz geht davon aus, dass das adenoide Epithel im Zuge eines Regenerationsprozes-

ses aus den submukösen Drüsen des Ösophagus in das Lumen vordringe (Leedham et al., 2008). Auch 

die Zellen der submukösen Drüsen entsprechen in ihrer Differenzierung jedoch nicht dem metaplasti-

schen Epithel, so dass auch hier von einem echten Umdifferenzierungsereignis ausgegangen werden 

muss. Des weiteren besteht die Einschränkung, dass insbesondere die Ausführungsgänge der Drüsen 

nur sehr selten proliferieren (van Nieuwenhove, Destordeur, & Willems, 2001).

Eine dritte Hypothese fordert eine direkte Umdifferenzierung des ortsständigen Plattenepithels zu 

einem intestinalen Epithel. Erklären lässt sich hiermit die sehr enge räumliche Korrelation zwischen 

der Schleimhautschädigung durch den Reflux – die Hypothese setzt aber einen grundlegenden Um-

differenzierungsprozess voraus, der sonst im Körper bisher nicht beschrieben wurde und ein grundle-

gendes Paradigma in Frage stellt: nach gegenwärtigem Verständnis ist es einer gesunden Zelle nicht 

möglich, die Differenzierungslinie zu verlassen oder sich gezielt zu dedifferenzieren. Eine direkte Trans-

differenzierung, die mit den Beobachtungen im Einklang steht, muss auf der Ebene einer Stammzelle 

ablaufen, die sich noch in mehrere Zelltypen entwickeln kann (Tosh & Slack, 2002). Wird die Barrett-

Metaplasie jedoch nach einem therapeutischen Eingriff wieder von Plattenepithel verdrängt, so scheint 

dieses neu entstandene Epithel keine Rückdifferenzierung des zylindrischen Epithels zu sein, sondern 

von einer anderen Stammzellpopulation auszugehen (Paulson et al., 2006).

Jüngere molekularbiologische Untersuchungen weisen darauf hin, dass die älteste Hypothese, die 

der vom Magen ausgehenden Ausbreitung des metaplastischen Epithels, unter etwas veränderten 

Voraussetzungen die Metaplasie erklären könnte. Wang et al. (2011) beschrieben im Mausmodell eine 

Zellpopulation der Kardia, aus der bei chronischer Schädigung des Plattenepithels eine Defektheilung 

in cranialer Richtung ausgeht. Unklar ist, ob diese Zellpopulation grundsätzlich vorhanden ist oder nur 

in dem verwendeten Mausstamm auftritt. Die Autoren beschreiben jedoch eine ähnliche Zellpopulation 

im Kardiabereich bei 21 Wochen alten menschlichen Föten (X. Wang et al., 2011). Bekannt ist lediglich, 

dass Kardia-Drüsen, anders als Korpus-Drüsen, molekular den intestinalen Krypten ähnlicher sind als 
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den Drüsen des Korpus. Dies lässt sich davon ableiten, dass in Kardia-Drüsen einige Lgr5-positive 

Zellen zu finden sind. Dieses Gen ist im Korpus nicht aktiv, wohl aber in den intestinalen Abschnitten.

Allein aus dem statistisch engen Zusammenhang zwischen Reflux und Metaplasie lässt sich der 

enorme Inzidenzanstieg der Barrett-Metaplasie nicht erklären. Es mag zutreffen, dass ein gewisser Teil 

dieses Anstieges darauf zurückzuführen ist, dass die Erkrankung bekannter geworden ist und dadurch 

häufiger diagnostiziert wird. Auch diese Annahme bietet aber unter realistischen Bedingungen keine 

zufriedenstellende Erklärung. Genetische Veränderungen werden, wie weiter unten aufgeführt, als Ri-

sikofaktoren diskutiert. Da aber nicht davon auszugehen ist, dass in den Jahren des Inzidenzanstiegs 

auch die Prävalenz genetischer Veränderungen zugenommen haben könnte, ist ein besonderes Augen-

merk auf Umweltfaktoren und epidemiologische Entwicklungen zu legen. So ist der Anteil übergewich-

tiger Personen an der Gesamtbevölkerung im Beobachtungszeitraum deutlich angestiegen. Auch die 

Protonenpumpenhemmer werden deutlich häufiger eingesetzt. Zudem wird eine Infektion mit H. pylori 

konsequenter behandelt.

Verlauf

Progression zum Adenokarzinom

Die Barrett-Metaplasie wird als fakultative Präkanzerose betrachtet, der gegenwärtige Kenntnis-

stand um den Ablauf der Progression ist jedoch sehr lückenhaft. Aus klinischen Beobachtungen ist 

bekannt, dass das Risiko einer Progression zum Adenokarzinom abhängig ist vom Grad der epithelia-

len Dysplasie. Geringgradig dysplastische Epithelien haben ein deutlich geringeres Entartungsrisiko als 

hochgradige Dysplasien (Hvid-Jensen et al., 2011). Die genetischen Veränderungen in den Frühstadien 

scheinen vielfältig zu sein, der gegenwärtige Stand der Forschung zum Stellenwert und Zeitpunkt der 

Mutationen ist widersprüchlich.

Da das Risiko der malignen Entartung der Barrett-Metaplasie deutlich höher ist als das des un-

veränderten Plattenepithels und da zur malignen Entartung nach der gegenwärtigen Vorstellung not-

wendigerweise genetische Veränderungen auftreten müssen, muss davon ausgegangen werden, dass 

die genomische Stabilität im metaplastischen Epithel beeinträchtigt ist. Unklar ist bislang, ob dies auf 

genotoxischen Wirkungen des Refluxes oder auf beschädigten DNA-Reparaturmechanismen basiert. 

Gallensäuren stehen dabei ebenso wie der geringe pH-Wert im Verdacht, durch Bildung freier Radikale 

direkt die DNA zu schädigen.

Die Dysplasien im Epithel werden von einer Reaktion des Bindegewebes unterhalb der Basalmem-

bran begleitet. Dieser Prozess wird Desmoplasie genannt und ist gekennzeichnet durch eine Zunahme 

extrazellulärer Fasern, einer Fibrose und einer Veränderung der Konzentrationen zwischen Matrix-ab-

bauenden Enzymen – vor allem der Matrix-Metalloproteinasen 2 und 9 – und ihren Inhibitoren (Gerg et 
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al., 2008). Der molekulare Mechanismus dieser Veränderung ist bislang ungeklärt. Gegenwärtig wird 

davon ausgegangen, dass Myofibroblasten-Vorläuferzellen aus dem Knochenmark freigesetzt werden 

und an die Stelle der Dysplasie wandern (Direkze et al., 2004). Dort tragen sie auf bisher nicht voll-

ständig geklärte Weise zur Veränderung der extrazellulären Matrix bei. Diese Veränderung begünstigt 

wahrscheinlich ihrerseits die Invasion der entarteten epithelialen Zellen in Lymph- und Blutgefäße.

Therapie und Prognose

Für die Behandlung des Ösophaguskarzinoms hat unabhängig vom histologischen Subtyp die radi-

kale chirurgische Tumorextirpation bis heute einen unverzichtbaren Wert. Sie wird in den UICC-Stadien 

I-III mit kurativem Ansatz durchgeführt und je nach Lokalisation entweder als thorakoabdominelle Öso-

phagusresektion mit Magenhochzug oder Koloninterponat, Operation nach Merendino oder als trans-

hiatal erweiterte Gastrektomie mit Magenhochzug durchgeführt. Die Zwei-Höhlen-Strategie dient der 

Behandlung von Ösophaguskarzinomen, die nicht am gastroösophagealen Übergang lokalisiert sind. 

Diese höher gelegenen Tumoren sind in der Regel Plattenepithelkarzinome. Karzinome des gastroöso-

phagealen Übergangs können in den frühesten Stadien T1m und T1a durch endoskopische Mukosare-

sektion behandelt werden. Lokal begrenzt wachsende Tumoren ohne Nachweis von Lymphknotenme-

tastasen können durch Entfernung des distalen Speiseröhrenabschnittes mit anschließender Rekon-

struktion mittels eines gefäßgestielten Jejunum-Interponates operiert werden. Lokal fortgeschrittene 

Formen bedürfen einer multimodalen Therapie mit chemotherapeutischer oder radiochemotherapeuti-

scher Behandlung vor und nach der Operation.

Leider wird in vielen Studien zur adjuvanten und neoadjuvanten Behandlung des Ösophaguskar-

zinoms nicht zwischen den histologischen Subtypen unterschieden. Damit besteht für keinen der 

beiden Subtypen ein ausreichender Wirksamkeitsnachweis für diese Therapieform. Es scheint aber 

Konsens zu sein, dass Plattenepithelkarzinome in erster Linie mittels Radiochemotherapie und Barrett-

Karzinome vor allem mittels Chemotherapie vor- und nachbehandelt werden. Bei Untersuchungen am 

Klinikum rechts der Isar zeigte sich, dass eine Subgruppe der Patienten mit Adenokarzinomen auf 

die Chemotherapie nicht reagiert. In dieser Subgruppe treten demzufolge auch mehr unvollständige 

Tumorresektionen auf, die Überlebensrate ist trotz neoadjuvanter Vorbehandlung nicht verbessert. Die 

gegenwärtige Forschung zielt darauf ab, Vorhersageparameter zu finden, die es erlauben, Patienten 

mit schlecht ansprechenden Tumoren vor der Chemotherapie zu erkennen und direkt der Chirurgie 

oder einer modifizierten Vorbehandlung zuzuführen. 

Genauere molekulare Mechanismen der Resistenz und des Ansprechverhaltens auf die Chemothe-

rapie sind bislang unbekannt. In einer retrospektiven Analyse von 47 Patienten mit lokal fortgeschritte-

nen Adenokarzinomen des gastroösophagealen Übergangs konnten Schauer et al. (2010) zeigen, dass 

insbesondere der Ephrin-B3-Rezeptor hinsichtlich seiner Expression bei Respondern deutlich höher 

exprimiert war als bei Non-Respondern (Schauer et al., 2009). Angesichts der geringen Fallzahl und 
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des unsystematischen Einschlusses kann aus diesen Ergebnissen keine klinische Strategie abgeleitet 

werden. Die Untersuchung ist jedoch im Zuge der Hypothesengenerierung sinnvoll und auch für die 

hier beschriebene Arbeit von Relevanz: Ephrin-Rezeptoren, zumindest des Subtyps B1, sind eng mit 

Caveolin-1 assoziiert.

Siewert et al. (2007) nutzten zu diesem Zweck die metabolische Aktivität des Tumors, die vor und 

nach dem ersten Zyklus Chemotherapie mittels 18FDG-PET gemessen wurde. Verwendet wurde hier 

Folinsäure und 5-FU zusammen mit Cisplatin, Oxaliplatin oder Paclitaxel. Sank die Aufnahme der Tra-

cersubstanz auf weniger als 65% des Ausgangswertes, wurde der Tumor als „Responder“ klassifiziert 

und weiter chemotherapeutisch behandelt. Änderte sich die Aufnahme nicht oder nur sehr wenig, wurde 

die neoadjuvante Chemotherapie abgebrochen und der Patient direkt der Operation zugeführt. Mit die-

ser Strategie wollte man die zusätzliche, chemotherapiebedingte Morbidität bei nicht ansprechenden 

Tumoren verringern. Die Überlebensrate der Patienten, die gut auf die Chemotherapie angesprochen 

hatten, war signifikant geringer als die der schlecht ansprechenden Patienten. Diese Strategie scheint 

also durchaus in der Lage zu sein, zuverlässig gut ansprechende Patienten zu erfassen (Lordick et al., 

2007). Leider sind die Rückschlüsse auf Unterschiede in der Tumorbiologie allein aufgrund der PET-

Untersuchung sehr begrenzt. Eine nachträgliche Analyse der Biopsien auf eine VEGF 936C>T-Mutation 

konnte bei einem Großteil der Probanden durchgeführt werden. Patienten, die homo- oder heterozygot 

für die T-Form von VEGF waren, hatten eine deutlich schlechtere Prognose. Dieser Parameter scheint 

aber vom PET-Verhalten a priori unabhängig zu sein (Lorenzen et al., 2010).

Genetik der Barrett-Metaplasie

Epidemiologische Daten

Krebserkrankungen werden traditionell anhand ihrer histopathologischen Merkmale beschrieben. 

In jüngerer Zeit trat bei vielen Krebserkrankungen eine Analyse der ihr jeweils zu Grunde liegenden 

genetischen Veränderungen hinzu. Für Kolon und Rektum konnte so die Adenom-Karzinom-Sequenz 

postuliert werden, die zu einem besseren Verständnis des Krankheitsprozesses auf genetischer und 

histopathologischer Ebene geführt hat (Vogelstein et al., 1988).

Ausgehend von rein histopathologischen Befunden wurde eine ähnliche Sequenz auch für die Ent-

stehung eines Adenokarzinoms des Ösophagus auf dem Boden einer Barrett-Metaplasie formuliert. 

Diese Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz konnte allerdings bisher nicht mir charakteristischen 

genetischen Aberrationen in Verbindung gebracht werden. Eine Untersuchung von Rygiel et al. konnte 

unterschiedliche Amplifikationsfrequenzen in den verschiedenen Stadien dieser Sequenz nachweisen 

(Rygiel et al., 2008). Das am häufigsten betroffene Gen war in dieser Untersuchung das Proto-Onkogen 

c-myc mit einer Rate von 18% aller zytologisch untersuchten Barrett-Bürstenabstrichen, gefolgt von 
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dem Genlocus 20q13 (13%) und EGFR (11%). Mit zunehmender Dysplasie stieg die Rate der Amplifi-

kationen signifikant an. Sind bei niedriggradigen Dysplasien in 22 % der Fälle Amplifikationen mit 3-4 

Kopien mindestens eines dieser Loci feststellbar, so zeigen Adenokarzinome bereits in 94% der Fälle 

mindestens 4 und in 72% der Fälle mehr als 10 Kopien. Es bleibt aber festzuhalten, dass anders als 

beispielsweise bei Pankreaskarzinomen keine typische, sehr oft vorhandene spezifische Mutation be-

kannt ist, und die genetischen Veränderungen anders als beim kolorektalen Karzinom bisher nicht klar 

mit den histopathologischen Veränderungen korreliert werden konnten.

In verschiedenen Studien wurden eine Vielzahl bekannter und im Kontext solider invasiver Tumoren 

relevanter genetischer Veränderungen untersucht. Für die Barrett-Metaplasie konnte in einer metho-

disch aufwändigen Arbeit von van Baal et al. dargelegt werden, welche Veränderung in erster Linie im 

Epithel selbst und welche wahrscheinlich im Stroma auftreten (van Baal et al., 2008). In den primären 

epithelialen Zelllinien wurde eine verstärkte Expression von Lipocalin 2, SOX-4, Cytokeratin 7, Galectin 

7 und Cyclin D1 nachgewiesen. Die bereits von anderen Autoren anhand von Biopsien nachgewie-

senen Veränderungen in der Expression von Annexin A10 sowie von trefoil factor 1 und 2 konnten in 

dieser Arbeit reproduziert werden, finden sich aber eben nur in den Biopsien und nicht in den primären 

Zelllinien. Daher sei es wahrscheinlich, so schließen die Autoren, dass die letztgenannten Gene wahr-

scheinlich im Stroma exprimiert werden. Bei der Barrett-Metaplasie sei daher von einer Beteiligung des 

Stromas auszugehen.

Immunhistochemische Analysen von Haveri et al. zeigten, dass der Differenzierungsfaktor GATA-4 

im gesunden Ösophagus mit immunhistochemischen Methoden nicht nachzuweisen ist (Haveri et al., 

2008). Ein weiterer für die Entwicklung des Gastrointestinaltrakts wichtiger Transkriptionsfaktor, GATA-

6, war nebst seinem Ziel-Gen Indian Hedgehog lediglich am ösophagogastralen Übergang anfärbbar. 

Im Gegensatz dazu war die immunhistochemische Färbung in allen Barrett-Biopsien stark positiv.

In einer Untersuchung von Novotna et al. an 24 Patienten mit Barrett-Ösophagus und 21 mit invasi-

vem Karzinom konnte in 9 der Barrett-Karzinom-Fälle, aber in keinem Patienten mit Barrett-Metaplasie 

eine Mutation des TP53-Genlokus nachgewiesen werden (Novotna et al., 2006). Die Autoren folgern 

daraus, dass eine TP53-Mutation wohl erst später im Krankheitsverlauf auftrete. Dies sei entweder 

beim Übergang einer niedergradigen Dysplasie zu einer hochgradigen Dysplasie oder beim Übergang 

der letztgenannten zum invasiven Karzinom möglich. Andere Autoren widersprechen dieser Ansicht; 

TP53-Mutationen seien schon früher im Krankheitsverlauf nachzuweisen (Pilger, Lopez, Segal, & Leist-

ner-Segal, 2007).

Polymorphismen des Epidermal growth factors (EGF) stehen im Zusammenhang mit einem erhöh-

ten Risiko für die Entstehung einer Barrett-Metaplasie und eines Adenokarzinoms des Ösophagus, 

führen aber nicht zu einem schnelleren Fortschreiten einer Krebserkrankung (Lanuti et al., 2008). Ins-

besondere der Genotyp EGF A61G G/G verdoppelt dieser Untersuchung zufolge das Risiko nahezu.

Allen Untersuchungen ist gemeinsam, dass sie von einem oligoklonalen oder vielleicht sogar mono-
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klonalen Entstehungsprozess der Metaplasie und der Krebserkrankung ausgehen. Leedham et al. zeig-

ten jedoch mittels Mikrodissektion von Ösophagus-Tumorproben, dass schon innerhalb eines einzigen 

Tumors erhebliche Unterschiede auf genetischer Ebene bestehen. Damit widersprechen die Autoren 

der bislang vielen Berichten unausgesprochen zugrunde liegenden Theorie des mono- oder oligoklo-

nalen Ursprungs dieser Krebserkrankung (Leedham et al., 2008).

Initiation der Metaplasie

Welche Gene genau zur intestinalen Metaplasie beitragen, sie initiieren und unterhalten ist ein zen-

trales Thema der aktuellen Forschung und wäre für ein tieferes Verständnis essentiell. Dem steht bis-

her entgegen, dass es erst seit kurzem endogene Tiermodelle gibt, und bei Studium der Vorgänge 

in menschlichen Proben die in der Einleitung genannten unscharfen Definitionen – insbesondere die 

Beschränkung auf die spezialisierte intestinale Metaplasie mit Becherzellen – zu einer verzerrten Pro-

benauswahl.

Für die spezialisierte intestinale Metaplasie mit Becherzellen gilt caudal homeobox-related factor 

2 (Cdx-2) als einer der zentralen Transkriptions- und Differenzierungsfaktoren, insbesondere für Be-

cherzellen. Er wird direkt durch Gallensäuren aktiviert, die ihrerseits NFκB aktivieren (Avissar et al., 

2009; Y. Hu, Jones, et al., 2007a; Y. Hu, Williams, et al., 2007b; Kazumori, Ishihara, Rumi, Kadowaki, & 

Kinoshita, 2005).

Ein Protein mit ähnlicher Funktion wie Cdx-2 ist Krüppel-like factor 4 (KLF-4). Kazumori et al. fanden 

Hinweise darauf, dass KLF-4 und Cdx-2 sich gegenseitig induzieren können; KLF4 ebenfalls durch 

NFκB aktiviert wird und seinerseits in der Lage ist, mit Muc-2 ein weiteres differenzierungsrelevantes 

Gen von Becherzellen zu induzieren (Kazumori, Ishihara, Takahashi, Amano, & Kinoshita, 2011).

Neben Cdx-2 scheint auch sein Homolog Cdx-1 relevant zu sein: In einer Untersuchung von Wong 

und Kollegen waren alle getesteten metaplastischen Proben positiv für Cdx-1-mRNA, währenddessen 

sowohl im Magen als auch im gesunden Ösophagus diese mRNA nicht nachweisbar war. Cdx-1 wird 

den Autoren zufolge durch konjugierte Gallensalze, Interleukin-1β und Tumornekrosefaktor α (TNF-α) 

NFκB-abhängig aktiviert – jedoch nur, wenn der Promotor unmethyliert oder nur teilweise methyliert 

ist. Sie folgern daraus, dass die Demethylierung des Cdx-1-Promotors einer der ersten Schritte der 

Metaplasie sein könnte (N. A. C. S. Wong et al., 2005).

Allen diesen Überlegungen ist gemein, dass auf dem Boden dieser Theorien kein funktionierendes 

Tiermodell generiert werden konnte. 

Weitere, in einzelnen Publikationen beschriebene induzierte Gene sind die induzierbare Stickstoff-

monoxid-Synthase (inducible nitric oxide synthase, iNOS) (Ferguson et al., 2008; Vaninetti et al., 2008) 

sowie vascular endothelial growth factor (VEGF) (Burnat, Rau, Elshimi, Hahn, & Konturek, 2007). Auch 

Signalsysteme der epithelial-mesenchymalen Transition wie sonic hedgehog (SHH) sind aktiviert (D. H. 

Wang et al., 2010a).
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Genetische Veränderungen in der Progression zum Adenokarzinom

Ausgehend von den Erkenntnissen der Krebsentstehung in anderen Geweben wurden vor allem an 

die bekannten Onkogene und Tumor-Suppressor-Gene untersucht. Anders als im Colon konnte aber 

bisher keine charakteristische Sequenz oder gar Klassifikation der Erkrankungen gefunden werden. 

Die genetischen Studien werden an menschlichen Proben dadurch erschwert, dass die Ösophagus-

karzinome in der Regel vor der chirurgischen Resektion chemotherapeutisch vorbehandelt werden. Die 

Studien beschränken sich daher in der Regel auf endoskopisch entnommene Biopsien.

Eine erste Einschätzung über die frühen genetischen Untersuchungen skizziert Morales in ihrer 

Übersichtsarbeit über genetische Veränderungen in der Barrett-Metaplasie und -Karzinogenese (Mo-

rales, Souza, & Spechler, 2002). Sie führt ihre Arbeit entlang der Theoreme von Hanahan und Weinberg 

(Hanahan & Weinberg, 2000; 2011) und folgert aus den theoretischen Überlegungen und den wenigen 

belastbaren empirischen Daten, dass eine Überexpression von CyclinD und TGFalpha, eine Methy-

lierung oder ein Heterozygositätsverlust im p16-Gen, sowie eine erhöhte Expression von COX-2 am 

Anfang der malignen Entartung stehen. Im Verlauf folgten dann ein Verlust von p53 und von E-Cadherin 

und Catenin. Die Datenlage zu p53 ist dabei widersprüchlich, jüngere Untersuchungen postulieren eine 

Mutation bereits im Stadium der hochgradigen Dysplasie (Dulak et al., 2013; X. Li et al., 2014; 2008). 

Dieser Annahme liegt im Prinzip eine monoklonale Genese der Erkrankung zugrunde. Im Angesicht der 

seither publizierten Daten muss dies allerdings hinterfragt werden, eine Sequenz genetischer Verände-

rungen konnte nicht reproduziert werden.

Bei Barrett-Karzinomen sind häufig Chromosomenaberrationen mit vielfältigen Translokationen und 

Deletionen zu finden. Die chromosomale Instabilität wird in dieser Ausprägung in epithelialen Tumoren 

anderer Gewebe oder Differenzierung nicht beobachtet. Ursache dieses Phänotyps scheint eine Re-

aktivierung der Telomerase zu sein. Im Mausmodell stellte sich heraus, dass eine defekte Telomerase 

die Neigung zu malignen Tumoren indirekt proportional zur Länge der Telomeren erhöht (S. Chang, 

2005). Wird die Telomerase nun erneut aktiviert, entstehen im Rahmen der Reparaturvorgänge vielfäl-

tige Chromosomenaberrationen (Bollmann, 2007; Campbell, 2012; Depinho & Polyak, 2004; Desmaze, 

Soria, Freulet-Marrière, Mathieu, & Sabatier, 2003; J. Hu et al., 2012). Insbesondere dieser letzte Schritt 

scheint erhebliche Auswirkungen auf das maligne Potential zu haben.

Amplifikationen spielen bei EGFR, ERBB2, c-myc und der Loci 20q.13 eine Rolle. Die Frequenz 

dieser Veränderungen ist bei nicht-dysplastischen Epithelien gering, steigt aber mit dem Grad der Dys-

plasie an. Bei invasiven Karzinomen ist in mehr als 50% der Fälle einer dieser Loci verändert (Rygiel et 

al., 2008). Loss-of-heterozygosity wurde wiederholt im Locus 17p beobachtet (X. Li et al., 2008).

Zur besseren Abgrenzung der nicht-dysplastischen und entarteten Veränderungen wurden in jüngs-

ter Zeit Studien mit gepaarten Biopsien desselben Individuums durchgeführt. Dabei zeigte sich, dass 

bereits hochgradige Dysplasien verhältnismäßig viele genetische Veränderungen zeigen und sich auf 

der weiteren Entwicklung zum invasiven Karzinom in erster Linie die Kopienanzahl verändert, die He-
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terogenität aber in etwa fortbesteht (Ross-Innes et al., 2015). Dieser Befund ist mit einem polyklonalen 

Prozess der Krebsentstehung zu vereinbaren. Die genetische Heterogenität der Barrett-Karzinome war 

dabei deutlich höher als die anderer Tumoren. Die Einzelnukleotidvarianz (single nucleotide variance, 

SNV)-Frequenz wurde mit 6,76 SNV pro 1 Million Basenpaare angegeben. Zum Vergleich: die in der 

Literatur angegebenen Frequenzen für das Multiple Myelom liegen bei 2,9 SNV/Mb, für Brustkrebs bei 

1,1 SNV/Mb, für hepatozelluläre Karzinome 3,69 SNV/Mb sowie für das kilorektale Karzinom mit 5,9 

SNV/Mb (nach Ross-Innes et al., 2015). 

Die chromosomale Instabilität kann im Mausmodell durch Inaktivierung der murinen Telomerase 

simuliert werden. Untersuchungen an IL1β-Mäusen, die mit dieser Mutante gekreuzt werden, könnten 

zum besseren Verständnis dieses Prozesses beitragen.

Physiologische und biochemische Grundlagen

Embryologie des Ösophagus und des ösophago-gastralen Übergangs

Speiseröhre und untere Atemwege teilen eine gemeinsame embryologische Anlage. Sie entstam-

men beide dem Endoderm und trennen sich während der Embryonalentwicklung (u.a. (Benninghoff & 

Drenckhahn, 2008)).

Der frühe Ösophagus bildet sich unter dem Einfluss der Transkriptionsfaktoren Bone Morphogenic 

Protein-4 (BMP-4), Ptch und Gli, die in erster Linie über Sonic Hedgehog (Shh) gesteuert werden (Li-

tingtung, Lei, Westphal, & Chiang, 1998). In dieser Phase ist der Ösophagus mit zylindrischem Epithel 

ausgekleidet. Im weiteren Verlauf der Differenzierung wird der Hedgehog-Signalweg unterdrückt, das 

Epithel wandelt sich in unverhorntes Plattenepithel um. Die dabei wichtigen Differenzierungsfaktoren 

sind bislang nicht eindeutig identifiziert (X. Wang et al., 2011), einer der essentiellen Faktoren scheint 

p63 zu sein, der essentiell ist für die Entwicklung von Plattenepithelien. p63-defiziente Mäuse haben 

einen vollständig von zylindrischen Epithel ausgekleideten Vormagen, der bei Wildtyp-Mäusen wie der 

Ösophagus Plattenepithel aufweist.

Biologie und Physiologie der Gallensäuren

Gallensäuren sind die Ausscheidungsform aller biologischen Molekülen mit Steran-Gerüst. Hierzu 

gehören neben dem Cholesterin auch die Steroidhormone. Für die Umwandlung stehen zwei Synthe-

sewege zur Verfügung; ein neutraler Weg über CYP7A1 sowie ein saurer Weg über die mitochondriale 

27-Hydroxylase CYP27A1. Der neutrale Weg umfasst dabei vierzehn Schritte, die im Cytoplasma, in 

Mikrosomen, in Peroxisomen sowie in Mitochondrien ablaufen. Zunächst wird das Sterol-Grundgerüst 

über eine Sättigung der Doppelbindung, Epimerisierung der 3β-Hydroxylgruppe und Hydroxylierung 

an den Positionen 7α und 12α modifiziert; anschließend wird die Seitenkette oxidativ abgespalten. Im 
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sauren Weg steht die Seitenkettenmodifikation vor den Veränderungen am Sterol-Grundgerüst (Bloch, 

Berg, & Rittenberg, 1934; J. Y. L. Chiang, 2004). Abbildung 1 (nach (J. Y. L. Chiang, 2004)) gibt einen 

schematischen Überblick über den Ablauf.

In diesem Prozess entstehen die primären Gallensäuren, beim Menschen in erster Linie Cholsäure 

(cholic acid, CA) und Chenodeoxycholsäure (chenodeoxycholic acid, CDCA). Sie sind schlecht was-

serlöslich, daher werden sie an Position C24 mit Glycin oder Taurin konjugiert. Bei physiologischen 

pH-Werten liegen Gallensäuren als Natriumsalze vor. Im Darm wird ein Teil der konjugierten Cholsäure 

und Chenodeoxycholsäure dekonjugiert und durch eine bakterielle 7α-Dehydroxylase zu sekundär-

en Gallensäuren umgewandelt. Dies sind Deoxycholsäure (deoxycholic acid, DCA) und Lithocholsäu-

Abb. 1: Biosynthese der Gallensäuren
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re (lithocholic acid, LCA). Beide werden über den Stuhlgang ausgeschieden, während die primären 

Gallensäuren dem enterohepatischen Kreislauf unterliegen. Ein sehr geringer Teil wird durch 3α- und 

7β-Modifikationen zu Ursodeoxycholsäure (ursodeoxycholic acid, UDCA) umgewandelt. Die Abbildung 

2 zeigt die Strukturformeln der wichtigsten primären und sekundären Gallensäuren.

Neben der Gallensäurensynthese in der Leber wird Cholesterin auch in peripheren Geweben – vor 

allem in Hirn und Lunge – verstoffwechselt. Dabei findet in erster Linie eine Oxidation zu 24-, 25- und 

27-Hydroxycholesterol statt. Diese Stoffe gehen dann ihrerseits in die Gallensalzsynthese ein, sind 

aber auch wichtige Regulatoren des Cholesterinmetabolismus (J. Y. L. Chiang, 2004; Lefebvre, Cariou, 

Lien, Kuipers, & Staels, 2009).

Während Cholesterin lediglich an seinem 3‘-C-Atom eine polare Gruppe aufweist und demnach 

stark lipophil ist, sind Gallensäuren – gleich ob primär oder sekundär – an mehreren Stellen hydroxyliert 

und können daher nicht mehr vollständig in biologische Membranen inserieren.

Des weiteren sind die molekularen Charakteristiken von Gallensäuren vom pH-Wert der Umgebung 

abhängig. Glycin-konjugierte Gallensäuren sind vor allem bei niedrigen pH-Werten um 4, unkonjugierte 

Gallensäuren eher bei Werten um pH 6 als Risikofaktoren einer neoplastischen Veränderung anzusehen 

(Cronin et al., 2010). Dieser Unterschied ist von klinischer Relevanz, weil sich die Zusammensetzung 

der Gallensäuren abhängig von den Essgewohnheiten ändert und der pH-Wert der Refluxflüssigkeit 

durch Protonenpumpeninhibitoren medikamentös verändern lässt. 

Die Sekretion der Gallensäuren in die Canaliculi biliferi erfolgt über einen Transporter mit ATP-Bin-

dungskassette (ABCB11). Außerhalb des Gallengangssystems liegen sie im Duodenum in der größten 

Konzentration vor. In der Vergangenheit wurden Gallensäuren in erster Linie als Emulgatoren betrach-

tet, die der Resorption von Fetten dienen. Tatsächlich sind ihre physiologischen Funktionen weitaus 

vielfältiger. Es ist schon seit längerem bekannt, dass Gallensalze die Sekretion von Schleim, Flüssigkeit 

und Elektrolyten im Darms modulieren. Bis vor kurzem wurde davon ausgegangen, dass Gallensalze 

entweder keine oder eine motilitätsfördernde Wirkung hätten. Poole et al. (2010) berichten dagegen, 

dass auf Neuronen des enterischen Nervensystems GpBAR-1-Rezeptoren zu finden sind. Die G-Pro-

tein-gekoppelten, Gallensalz-spezifischen Rezeptoren befinden sich vor allem auf den inhibitorischen 

Neuronen und führen zu einer verminderten Motilität und einer verspäteten Darmentleerung. Dieser 

Effekt wird über Stickstoffmonoxid vermittelt (Poole et al., 2010). 

Abb. 2: Strukturformeln der untersuchten Gallensäuren
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Bislang ist nicht vollständig geklärt, auf welche Weise Gallensäuren die Zellen des Ösophagus 

schädigen. Die weitaus meisten Untersuchungen führen eine unspezifische Membranschädigung mit 

anschließender Freisetzung von Sauerstoffradikalen an. Es gilt hingegen als gesichert, dass die Kom-

bination aus niedrigem pH-Wert und Gallensalzen am stärksten schädigend wirkt (Dvorak, Payne, et 

al., 2007b; Kauer et al., 1995).

Signalwege

Nukleäre xenobiotische Rezeptoren

Mit dem Farnesoid-X-Rezeptor (FXR, (Makishima et al., 1999; Parks et al., 1999; H. Wang, Chen, 

Hollister, Sowers, & Forman, 1999)), dem Pregnane-X-Rezeptor PXR, (Kliewer et al., 1998) (Kliewer, 

Goodwin, & Willson, 2002)), dem konstitutiven Androstan-Rezeptor (constitutive androstane receptor, 

CAR, (Honkakoski, Sueyoshi, & Negishi, 2003)), dem Vitamin-D-Rezeptor, dem Steroid-X-Rezeptor 

(Blumberg et al., 1998) und dem Liver-X-Rezeptor alpha (LXRα, (Janowski, Willy, Devi, Falck, & Man-

gelsdorf, 1996)) sind mehrere nukleäre Rezeptoren bekannt, die Einfluss auf Differenzierungsvorgänge, 

Stoffwechselprozesse und das Immunsystem nehmen (Tabelle 2). Diese Rezeptoren werden zusam-

mengefasst als xenobiotische Rezeptoren bezeichnet. Zur dieser Gruppe gehört auch der Retinoid-X-

Rezeptor, der aber offenbar kein Rezeptor für Gallensäuren ist. Sie teilen sich eine gemeinsame Struk-

tur: eine carboxyterminale, meist hydrophobe Ligandenbindungsstelle ist über eine Scharnierregion mit 

der DNA-Bindungsdomäne verbunden (Krasowski, Ni, Hagey, & Ekins, 2011). Dies ist schematisch in 

Abbildung 3 dargestellt.

Die funktionellen Zusammenhänge dieser nukleären Rezeptoren sind noch Gegenstand der For-

schung, insbesondere weil sie selbst direkt als Transkriptionsfaktoren wirken und in der Regel keine 

Name Abkürzung systematischer 
Name

bekannte Liganden

Liver-X-Receptor alpha LXRα NR1H3 Oxysterole
Liver-X-Receptor beta LXRβ NR1H2 Oxysterole
Farnesoid-X-Receptor FXR NR1H4 primäre Gallensäuren, 

Androstenon, Farnesol
Pregnane-X-Receptor PXR NR1I2 Glucocorticoide, 

einige Medikamente, 
Lithocholsäure, 
Pregnenolon und -derivate

Constitutive Androstane 
Receptor

CAR NR1I3 intrinsisch aktiv, kann 
reprimiert werden 
(Androstenon)

Vitamin-D-Receptor VDR NR1I1 Vitamin D3
Tab. 2: xenobiotische Rezeptoren und ihre Liganden

Abb. 3: schematische Struktur xenobiotischer Rezeptoren
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Signalketten zwischengeschaltet sind. Sie scheinen insbesondere für die Regulation der Cytochrom-

P450-Enzyme sowie der Fettstoffwechselenzyme in der Leber wichtig zu sein. FXR ist der bestun-

tersuchte Rezeptor dieser Gruppe und gilt als wichtiger Regulator des Gallensäurestoffwechsels. Er 

wurde 1998 erstmals kloniert. FXR bindet nach Heterodimerisierung mit dem Retinoid-X-Rezeptor an 

spiegelbildlich angeordnete AGGTCA-Sequenzen mit einem Nukleotid Abstand. Menschen haben ein 

FXR-Gen mit zwei funktionellen Promotoren; durch alternatives Spleißen entstehen vier Isoformen. In-

teressanterweise ist UDCA kein Ligand für FXR (Lefebvre et al., 2009; Mangelsdorf et al., 1995).

Yamada et al. berichten von Versuchen an Bic-1-Zellen, die von einem Adenokarzinom des Darmes 

ausgehen, dass sich mit Guggulsteron die Cdx-2-Expression nach Gallensalzexposition unterdrücken 

lässt (Yamada et al., 2010). Dies lässt darauf schließen, dass FXR an der Cdx-2-Regulation beteiligt 

ist. Patienten mit einer Barrett-Metaplasie haben eine deutlich höhere FXR-Expression als gesunde 

Probanden (Capello et al., 2008).

Im Zusammenhang mit der intestinalen Metaplasie des Ösophagus liegen lediglich für PXR und FXR 

Daten aus menschlichen Biopsien oder Zellkulturversuchen vor (Capello et al., 2008; van de Winkel et 

al., 2011); beide scheinen in der intestinalen Metaplasie höher exprimiert zu sein.

G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Bereits 1996 wurde beschrieben, dass Gallensäuren Einfluss nehmen auf die Aktivität des MAP-

Kinase-Signalwegs (Brady, Beno, & Davis, 1996). 2003 beschrieben Kawamata et al., dass der thyroid 

growth receptor 5 (TGR-5) in der Lage ist, Gallensäuren zu binden und damit über cAMP Einfluss auf 

den intrazellulären Stoffwechsel zu nehmen (Kawamata et al., 2003). Wegen seiner Spezifität für Gal-

lensäuren wird dieser Rezeptor auch G-Protein-gekoppelter Gallensalzrezeptor (G-protein coupled Bile 

Acid Receptor 1, GpBAR-1) genannt. Gallensalze erhöhen über diesen Rezeptor den intrazellulären 

Energieumsatz (Mitsuhiro Watanabe et al., 2006) und verringern die intestinale Peristaltik (Poole et al., 

2010).

Neben diesen Funktionen scheint GpBAR-1 auch wichtige Funktionen bei der Regulation intesti-

naler Entzündungen zu erfüllen (Cipriani et al., 2011) sowie auch im Hirn auf Astrozyten und Neuronen 

exprimiert zu sein (Keitel et al., 2010).

Eine siRNA-vermittelte Suppression der GpBAR-1-Expression in FLO-Zellen verringerte die Expres-

sion von NOX5-S und damit auch die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies. Daher ist möglicherweise 

dem GpBAR-1-Signalweg eine gewisse Rolle bei der Schädigung des Ösophagusepithels zuzuschrei-

ben (Hong et al., 2009).



36

Cholesterin-Homöostase

Als wichtiger Bestandteil biologischer Membranen ist Cholesterin ein lebensnotwendiges Molekül, 

dessen intrazelluläre Konzentration eng kontrolliert wird. SREBP-1 und -2 stellen die beiden wichtigs-

ten Transkriptionsfaktoren Sterol- und Oxysterol-sensibler Gene dar (Bengoechea-Alonso & Ericsson, 

2007). Cholesterin stellt das Grundgerüst der Steroidhormone und der Gallensäuren dar.

Dieser Signalweg wurde vor allem durch die Arbeitsgruppe von Brown und Goldstein in Dallas 

(USA) aufgedeckt (R. G. Anderson, 2003; Goldstein, Debose-Boyd, & Brown, 2006; Radhakrishnan, 

Ikeda, Kwon, Brown, & Goldstein, 2007; Sun, Li, Goldstein, & Brown, 2005; Sun, Seemann, Goldstein, 

& Brown, 2007; Wang, Sato, Brown, Hua, & Goldstein, 1994). Er ist in Abbildung 4 schematisch wie-

dergegeben.

Abb. 4: SREBP-Signalweg
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Cholesterin ist wegen seines lipophilen Charakters nicht im Zytoplasma, sondern innerhalb der 

Membran lokalisiert. Das Sensormolekül für Cholesterin ist SCAP (SREBP cleavage activating protein), 

das in der Membran-durchspannenden Domäne eine Bindungsstelle für Cholesterin trägt (Goldstein 

et al., 2006; Radhakrishnan, Sun, Kwon, Brown, & Goldstein, 2004) (Feramisco et al., 2005). Liegt ein 

Mangel an membrangebundenen Steroiden vor, wird SREBP zusammen mit SCAP zum Golgi-Apparat 

transportiert und dort proteolytisch durch zwei Proteasen gespalten. Auf diese Weise wird das aktive 

Fragment freigesetzt, das als Helix-loop-Helix/Leucinzipper-Transkriptionsfaktor zunächst in den Zell-

kern wandert und dort ein Homodimer mit einem weiteren aktivierten SREBP-Molekül bildet. Nach 

dieser Dimerisierung bindet der Transkriptinsfaktor an SRE (sterol regulatory element) in Promotor-

bereichen steroidsensibler Gene bindet und moduliert dort die Transkription (Bengoechea-Alonso & 

Ericsson, 2007).

In jüngeren Publikationen der Arbeitsgruppe von Brown und Goldstein konnte außerdem nachge-

wiesen werden, dass nicht nur Cholesterin, sondern auch Oxysterole Einfluss auf die SREBP-Aktivie-

rung haben. Da Oxysterole nicht in die Membran inserieren können, sondern ihr lediglich anliegen, kann 

SCAP nicht als Bindungspartner fungieren. Dessen Rolle übernimmt Insig, ein membranassoziiertes 

Protein mit einer außerhalb der Membran gelegenen und damit nur für Oxysterole erreichbaren Sterol-

Bindungsstelle (Feramisco, Goldstein, & Brown, 2004; Gill, Chow, & Brown, 2008; Gong, Lee, Brown, 

Goldstein, & Ye, 2006; Radhakrishnan et al., 2007).

Liegt in der Zelle ein Überschuss an Steroiden vor, so wird der regulatorische Komplex aus SREBP 

und SCAP durch Insig im endoplasmatischen Retikulum zurückgehalten, es erfolgt kein Transport zum 

Golgi-Apparat und keine proteolytische Aktivierung von SREBP. Auf vergleichbare Weise erfolgt die 

Inhibition durch Oxysterole und Insig (Bengoechea-Alonso & Ericsson, 2007). Der SREBP-Signalweg 

wird durch proteolytischen Abbau der aktiven SREBP-Dimere beendet. Dies kann durch den Calpain-

Inhibitor N-Acetyl-Leucyl-Leucyl-Norleucinal (ALLN) verhindert werden, so dass eine unphysiologische 

Überaktivierung des Signalweges erfolgt (Hiwasa, Sawada, & Sakiyama, 1990; Sherwood, Kung, Roi-

telman, Simoni, & Schimke, 1993; Wang et al., 1994).

Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag dazu leisten, den Einfluss der Gallensäuren auf die Cho-

lesterin-Homöostase aufzuklären, um die Schädigung der epithelialen Zellen ergänzend zu den bereits 

etablierten Mechanismen – Membranbeschädigung und direkte DNA-Schädigung – besser beschrei-

ben zu können.
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Funktion von Caveolin-1

Eines der von SREBP regulierten Gene ist Caveolin-1, das auf dem Genlocus D7S522 auf Chromo-

som 7q31.1 lokalisiert ist und für ein 22 kD großes Protein codiert (Engelman, Zhang, & Lisanti, 1998). 

Caveolin-1 wurde zuerst als Bestandteil von nicht-Clathrin-abhängigen Membraninvaginationen, so-

genannten Caveolae, beschrieben. Es handelt sich um ein Membranprotein, dessen intramembranäre 

Domäne die Membran nicht komplett durchspannt, sondern lediglich in diese inseriert. Interessanter-

weise ist nicht die hydrophobe Domäne des Proteins für die Verankerung verantwortlich: sie erfolgt 

durch Farnesylanker, die sich beidseits des membraninserierenden Abschnitts befinden (siehe Abbil-

dung 5) (Cohen, Hnasko, Schubert, & Lisanti, 2004; Spisni, Tomasi, Cestaro, & Tosatto, 2005).

Caveolin-1 trägt in seiner Promotorsequenz mindestens ein Steroid-reguliertes Element (SRE) an 

der Position -287 (Bist, Fielding, & Fielding, 1997; Cao et al., 2005). Zwei weitere mögliche SRE befin-

den sich weiter entfernt vom Transkriptionsstart an den Positionen -395 und -646, wobei deren trans-

aktivierender Effekt geringer ist als der des erstgenannten SRE. Es gibt Hinweise, dass die Expression 

von Caveolin-1 – zumindest in Fibroblasten in vitro – durch freie Steroide als auch durch Oxysterole 

beeinflusst wird, wenngleich in unterschiedliche Richtung (C. J. Fielding, Bist, & Fielding, 1997). Abbil-

dung 7 illustriert die Struktur des Caveolin-1-Promotors (nach Bist und Fielding (Bist et al., 1997))

Es sind bisher drei Caveolin-Isoformen bekannt, die sich vor allem durch ihr Expressionsprofil unter-

scheiden. Caveolin-2 ist vor allem im Nervengewebe exprimiert, Caveolin-3 in erster Linie in Muskeln 

(Engelman et al., 1998; Park et al., 2002). Caveolin-1-defiziente Tiere haben keine Caveolae, entwickeln 

sich aber normal und sind fertil. In einigen Geweben sind  Wachstumsstörungen festzustellen; insbe-

Abb. 5: Caveolin-Promotor mit sterol regulatory elements

Abb. 5: Caveolin-1
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sondere Lunge und Herz sind betroffen (Drab et al., 2001; Razani, 2001).

Bisherige Untersuchungen haben Caveolin-1 im einer Vielzahl innerer Organe, zum Beispiel im Ge-

webe des Magens (Daniel, Jury, & Wang, 2001; Shin et al., 2006), des Pankreas (P. Liu, Li, Machleidt, 

& Anderson, 1999; Witkiewicz et al., 2008), der Brustdrüse (T. Li et al., 2006; Salatino et al., 2006) und 

den Ovarien (Deregowski, Delhalle, Benoit, Bours, & Merville, 2002), der Prostata (Di Vizio et al., 2009; 

Katsogiannou et al., 2009; Thompson et al., 2010; Masami Watanabe et al., 2009), der Leber (Malerød, 

Juvet, Gjøen, & Berg, 2002; Yokomori, Oda, Ogi, Sakai, & Ishii, 2002), dem Endothel (Vepa, Scribner, & 

Natarajan, 1997) und in Fibroblasten (C. J. Fielding et al., 1997) nachgewiesen. Für die Expression im 

distalen Ösophagus fehlen bisher Daten.

Caveolin-1 hat im gesunden Gewebe eine Vielzahl an Funktionen, vor allem im Zusammenhang 

mit der Transzytose und Endozytose von Stoffen, in der Steuerung der intrazellulären Cholesterin-

Verteilung und der Cholesterin-Homöostase (T.-Y. Chang, Chang, Ohgami, & Yamauchi, 2006; Raza-

ni, Woodman, & Lisanti, 2002) sowie in der Koordination der Signaltransduktion als Bestandteil der 

Lipid Rafts (Burgermeister & Seger, 2008; Patra & Bettuzzi, 2007). Caveolin-1 scheint in der Lage zu 

sein, Cholesterinmoleküle der Membranen zu binden und so als Adaptermolekül zu wirken (Soccio & 

Breslow, 2004). Speziell dieser Aspekt spielt bei der biologischen Rolle von Caveolin in Plattenepithe-

lien eine Rolle, da diese einer großen mechanischen Belastung ausgesetzt sind und daher von einem 

hohen Cholesteringehalt in der Zellmembran profitieren, wodurch die Membranen steifer werden.

Die ersten Hinweise, dass Caveolin-1 eine Rolle in der Initiation und Progression von Krebserkran-

kungen haben könnte, wurden in systembiologischen Analysen gefunden. Bereits 1994 konnte anhand 

von RNA-Analysen postuliert werden, dass Caveolin-1 eine Rolle bei der Entstehung und Progression 

von Brustkrebs spielen könnte (Sager et al., 1994). Zudem war aufgrund von loss-of-heterozygosity- 

und Mikrosatelliten-Repeat-Analysen verschiedener Tumoren vermutet worden, dass sich im Genlo-

kus 7q21 ein Tumor-Suppressor-Gen befinden könnte. Der Lokus konnte mit dem Généthon-Marker 

D7S522 am genauesten eingegrenzt werden. Engelmann, Zhang und Lisanti führten eine FISH-Analyse 

dieses Locus durch und detektierten dort Caveolin-1 und -2 (Engelman et al., 1998). Diese Beobach-

tungen ließen die Vermutung zu, dass Caveolin-1 und -2 eine tumorsuppressive Rolle spielen. 

Zwischenzeitlich konnte dies durch direkte molekularbiologische und epidemiologische Untersu-

chungen  bestätigt werden. Die ursprünglichen Beobachtungen an Brustkrebs wurden weitgehend 

bestätigt (Bouras, Lisanti, & Pestell, 2004; Patani, Martin, Reis-Filho, & Dowsett, 2012), zudem wurden 

das Protein auch mit Prostata-Karzinomen (Freeman, Yang, & Di Vizio, 2012), Pankreas-Karzinomen 

(Terris et al., 2002) und Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches in Verbindung gebracht (Y. 

Hu, Lam, Law, Wong, & Srivastava, 2001). In der Lunge scheint Caveolin-1 neben den Krebserkrankun-

gen (H. L. Chen, Fan, Gao, Ouyang, & Zhang, 2011) auch in die Pathogenese der pulmonalen Hyper-

tension und in regenerative Prozesse involviert zu sein.

Die konkrete Funktion in der Initiation und Progression von Krebserkrankungen ist nicht vollständig 
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aufgeklärt; wie die xenobiotischen Rezeptoren scheint auch Caveolin-1 in erster Linie über die Inter-

aktion mit anderen Proteinen eine spezifische Funktion zu erlangen. Es sind demnach gewebs- und 

stadienabhängig unterschiedliche Effekte zu beobachten (Quest, Gutierrez-Pajares, & Torres, 2008; 

Williams & Lisanti, 2005). Diese Tatsache führt dazu, dass Caveolin-1 mit verschiedenen, scheinbar 

unabhängigen molekularen Prozessen bei der Initiation und Progression von Krebserkrankungen in 

Verbindung gebracht wird.

Einige Untersuchungen beschreiben die Rolle von Caveolin-1 in Krebserkrankungen des Kopfes 

und des Halses. Hung et al. zufolge steigt der Anteil Caveolin-1-positiver Gewebeproben mit dem Grad 

der malignen Entartung. Während die normale Mukosa des Mundes lediglich in 8% der Fälle Caveolin-

1-positiv ist, so waren 79% der primären oralen Plattenepithelkarzinome positiv. Parallel dazu stieg die 

Metastasierungsrate von 10% bei Caveolin-1-negativen Tumoren auf über 60% bei positiven Krebs-

geschwüren (Hung et al., 2003). Unklar ist, ob die Caveolin-1-Expression Ausdruck einer epithelial-

mesenchymalen Transition ist oder tatsächlich spezifisch ist für den Metastasierungsprozess.

Es gibt bisher keine Untersuchungen über die gewebsspezifische Verteilung von Caveolin im Platte-

nepithel, in der intestinalen Metaplasie oder im Adenokarzinom des Ösophagus. Dank der großzügigen 

Unterstützung von Prof. Dr. med. A. Walch und Dr. rer. nat. S. Rauser, Institut für Pathologie an der 

TUM, konnten hier neue Erkenntnisse gewonnen werden.

Pathophysiologie des gastroösophagealen Refluxes

Reflux vom Magen in die Speiseröhre erfolgt in der Regel aufgrund einer höheren Frequenz spon-

taner Relaxationen des unteren Ösophagussphinkters. Diese werden entsprechend des englischen 

Terminus – transient lower esophageal sphincter relaxations – TLER genannt. TLER sind physiologisch, 

können jedoch Beschwerden verursachen, wenn sie zu häufig auftreten oder der Ösophagus funktio-

nell nicht in der Lage ist, die zurückgelaufene Säure schnell durch Propulsionsbewegungen wieder in 

den Magen zurückzubefördern. Eine andere Ursache kann in einer erworbenen Schwäche des unteren 

Sphinkters liegen, am häufigsten im Rahmen einer hiatalen Gleithernie.

Es wird davon ausgegangen, dass die Refluxbeschwerden in erster Linie durch die Magensäure ver-

ursacht wird.  Die Rolle der anderen Inhaltsstoffe, also Schleim und Pepsin ist unklar. Abhängig von der 

Funktion des Pylorus kann es auch zum Rückfluss von Duodenum-Inhalt den Ösophagus erreichen; 

auf diesem Weg kann das Ösophagusepithel in Kontakt mit Gallensäuren kommen. Magensäure wie 

auch Gallensäuren führen in erster Linie zu einer chemischen Reizung und zu einer lokalen Entzündung.

Ein Großteil der sezernierten Gallensäuren wird reabsorbiert und unterliegt einem enterohepatischen 

Kreislauf (Lefebvre et al., 2009). Ihre Serumkonzentration beträgt im nüchternen Zustand zwischen 0,46 

µmol/l bei Cholsäure und 1,22 µmol/l bei Deoxycholsäure (Angelin & Björkhem, 1977). Eine Studie von 

Gotley, Morgan und Cooper fand bei Reflux-Patienten mit gesicherter erosiver Ösophagitis bei auf-

rechtem Oberkörper Konzentrationen von im Mittel unter 20 µmol/l, im Liegen von im Mittel 51 µmol/l 
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(Gotley, Morgan, & Cooper, 1988). Rund ein Viertel der Patienten wies dabei Konzentrationen über 200 

µmol/l auf. Die Sekretionsrate von Gallensäuren ist bei Patienten mit Refluxerkrankung möglicherweise 

erhöht, wenngleich hierzu keine methodisch verlässlichen Studien vorliegen: für eine Studie der Chirur-

gischen Klinik und Poliklinik am Klinikum rechts der Isar wurde zwar auch das Volumen des Refluxates 

gemessen; es wurde aber nicht angegeben, an welcher Stelle jeweils die Proben entnommen wurden. 

Es gibt Hinweise, dass eine hohe körperliche Aktivität mit einer geringeren Gallensalzsekretion korre-

liert (Wertheim et al., 2009).

Gallensäuren sind als wichtige Differenzierungsfaktoren insbesondere des Lebergewebes bereits 

seit längerem Gegenstand der Forschung. Eine Rolle in der Karzinogenese wurde bereits 1939 und 

1940 diskutiert (H. Bernstein, Bernstein, Payne, Dvorakova, & Garewal, 2005). Weitere toxische Eigen-

schaften werden den Gallensalzen zugeschrieben, seit sie im Zuge der Erforschung der Barrett-Meta-

plasie in den Fokus des Interesses geraten sind, darunter insbesondere eine unspezifische Schädigung 

der DNA und der Zellmembranen durch eine Erhöhung intrazellulärer Sauerstoff-Radikale (Burnat, Ma-

jka, & Konturek, 2010; Jean-Louis et al., 2006). Es ist bislang kein toxischer Effekt bekannt, der über 

bekannte Rezeptoren oder Signalsysteme vermittelt wird.

Modelle zur Erforschung der gastroösophagealen Refluxerkrankung

Zelluläre Modelle

Die häufigsten Zelllinien ösophagealen Ursprungs, die derzeit in Publikationen erwähnt werden, 

sind die bereits Mitte der 1990er Jahre etablierten Reihen OE-19, OE-21 und OE-33. Einzelne weitere 

Publikationen erwähnen noch Seg-1, Flo-1 und Bic-1. Die ursprüngliche Publikation schlug zwei wei-

tere Zelllinien vor (Rockett, Larkin, Darnton, Morris, & Matthews, 1997). Ein Kontrollexperiment ergab 

jedoch, dass es sich bei diesen zwei Linien um Kontaminationen mit HCT116-Zellen aus colorektalen 

Karzinomen handelte (Wijnhoven et al., 2000). Insgesamt sind in der Literatur nur 14 Zelllinien aus 

Barrett-Karzinomen zu finden, von denen wiederum drei – darunter eben Bic-1 und Seg-1 – jüngst 

ebenfalls als kontaminiert beschrieben wurden (Boonstra et al., 2010).

OE-19, -21 und -33 sind Zelllinien, die aus Karzinomen entwickelt wurden. Sie sind gegenüber ge-

sunden Zellen genetisch deutlich verändert und eignen sich daher nicht ideal zur Erforschung physio-

logischer Signalwege. Nicht-maligne Zelllinien sind allerdings noch rarer: in der Literatur sind lediglich 

HET-1A (Stoner et al., 1991), CP-A, -B, -C (Palanca-Wessels et al., 1998) und EPC-hTert (Harada et al., 

2003) beschrieben. Die Charakteristiken der in den Versuchen verwendeten Reihen sind in Tabelle 3 

angegeben.
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HET-1A sind primäre humane ösophageale Keratinozyten, die plasmidvermittelt durch das large T-

antigen des Simian Virus 40 immortalisiert wurden. CP-C- und EPC-hTert-Zellen sind plasmidvermittelt 

durch hTert-Überexpression immortalisiert; bei beiden sind verlängerte Telomere feststellbar.

Tiermodelle

Operative Eingriffe am oberen Gastrointestinaltrakt, die eine kontinuierliche Verbindung zwischen 

dem Ösophagus und dem postpylorischen Intestinum herstellen, erhöhen das Risiko für eine Barrett-

Metaplasie. Dies kann, wie bereits erwähnt, zum Beispiel bei Patienten nach Magenhochzug aufgrund 

einer peptischen Stenose oder anderer gutartiger Ösophaguserkrankungen beobachtet werden (Csen-

des et al., 2009; Dunn et al., 2010). Ausgehend von dieser Tatsache wurden chirurgische Tiermodelle 

entwickelt, indem experimentell eine Ösophagojejunostomie angelegt wurde. Die Methode wurde an 

verschiedenen Tieren erprobt, wie Ratten (Kazumori, Ishihara, & Kinoshita, 2009), Kaninchen und Mäu-

sen (Raggi et al., 2010) und führte bei den Versuchstieren in einigen Fällen tatsächlich zur Ausbildung 

einer Barrett-ähnlichen Epithelveränderung (Attwood, Harrison, Preston, & Jankowski, 2008; Y. Li & 

Martin, 2007). Raggi et al. beschreiben bei Mäusen sogar eine Progressionsrate zum Adenokarzinom 

des Ösophagus von 60%, inklusive einer Maus mit multiplen Lungenmetastasen. Nachteil der chirur-

gischen Methode ist, dass sie eine große chirurgische Expertise voraussetzt: selbst Zentren mit großer 

Erfahrung in der Ösophaguschirurgie wie die Chirurgische Klinik und Poliklinik am Klinikum rechts der 

Isar berichten, dass etwa ein Fünftel aller Versuchstiere allein an der Operation stirbt und der Eingriff 

eines hohen Maßes an Training bedarf (Raggi et al., 2010). Einen Überblick der Tiermodelle gibt Tabelle 

Name Herkunft Merkmale Referenz

OE-19

Adenokarzinom der Kardia, mäßig 
differenziert (G2), Primärtumor, 
Patient europäischer Abstammung, 
Alter 72 Jahre

vielfältige genetische 
Veränderungen

(Rockett 
et al., 
1997)

OE-21

Plattenepithelkarzinom des 
Ösophagus, mäßig differenziert (G2), 
Primärtumor, Patient europäischer 
Abstammung, Alter 74 Jahre

vielfältige genetische 
Veränderungen

(Rockett 
et al., 
1997)

OE-33

Adenokarzinom des distalen 
Ösophagus, gering differenziert (G3), 
Primärtumor, Patientin europäischer 
Abstammung, Alter 73 Jahre

vielfältige genetische 
Veränderungen

(Rockett 
et al., 
1997)

HET-1A

mit SIV-40 immortalisierte Zelllinie, 
die von primären ösophagealen 
Keratinozyten abstammt; isoliert 
aus einem Autopsiepräparat 
eines 25 Jahre alten männlichen 
Afroamerikaner

hypodiploid (34-40 Chromosomen), 
S2

(Stoner et 
al., 1991)

CPC
Biopsie einer dysplastischen 
intestinalen Metaplasie des 
Ösophagus; erwachsener Mann

hTert-transfiziert, CDKN2/p16 
Wildtyp, p53 C238T, LOH 17p und 
9p; Telomere 12 kb

(Palanca-
Wessels 

et al., 
1998)

EPC-
hTert

humane Ösophagus-Keratinozyten, 
immortalisiert durch Retrovirus-
vermittelte humane Telomerase

diploid, p14INK4a intakt, p53 intakt
(Harada 
et al., 
2003)

Tab. 3: Zelllinien zur Untersuchung ösophagealer Erkrankungen
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4 (nach Attwood et al., 2008).

Erst in jüngster Zeit ist es gelungen, nicht-chirurgische Tiermodelle der Barrett-Metaplasie zu ent-

wickeln (Quante et al., 2012; X. Wang et al., 2011). Das von Wang et al. entwickelte Modell basiert 

auf einer gezielten, chronischen Schädigung des Plattenepithels, indem das Gen p63 rekombinant 

ausgeschaltet wurde. P63 spielt eine wichtige Rolle in der Embryogenese aller Plattenepithelien im 

Körper. Die Tiere haben anstelle der physiologischen Plattenepithelien in Vormagen und Ösophagus 

zylindrisches Epithel. Insbesondere vor dem Hintergrund, dass p63 duch Gallensalzexposition sup-

primiert werden kann (Roman et al., 2007), stellt diese Untersuchung einen interessanten Ansatz zum 

Verständnis der Erkrankung dar.

Quante et al. beschreiben ein Tiermodell, in dem eine plasmidvermittelte, chronische Entzündung im 

Ösophagus ebenfalls zu einer intestinalen Metaplasie führt. Hierbei wurde eine leicht modifizierte Se-

quenz des menschlichen Interleukin-1-beta-Gens (in der verwendeten Variante IL-1β-Rezeptoraktivator 

genannt) unter Kontrolle des L2-Promotors des Epstein-Barr-Virus verwendet.

Name systemat. 
Name

diploider 
Chromo-
somensatz

Anzahl von 
Generationen 
zwischen 
Menschen 
und Spezies

Krebs tritt in der 
Spezies auch 
ohne Karzinogen 
auf

Histologie der 
Krebserkrankung

Mensch Homo 
sapiens 46 N/A ja SCC und EAC

Maus Mus 
musculus 40 15 Millionen ja

SCC mit 
Karzinogenen, 
EAC bei schwerer 
Refluxschädigung

Ratte Rattus 
norvegicus 42 15 Millionen

in Speiseröhre 
und Magen 

unter 
verschiedenen 
Bedingungen

SCC bei Induktion 
mit Karzinogenen,  
EAC bei schwerer 
Refluxschädigung 
mit Dünndarm-
Inhalt

Kaninchen Oryctolagus 
cuniculus 44 15 Millionen nein N/A

Meer-
schweinchen

Cavia 
porcellus 64 15 Millionen nein N/A

Hund Canis 
familiaris 78 25 Millionen

im distalen 
Ösophagus 

induziert

bislang nur EAC 
induziert

Katze Felis catus 38 25 Millionen nein N/A

Frettchen
Mustela 
putorius 

furo
40 25 Millionen nein N/A

Schwein Sus scrofa 38 25 Millionen nein N/A
Oppossum Trichosurus 

vulpecula 22 80 Millionen nein N/A
Zebrafish Danio rerio 50 195 Millionen unbekannt unbekannt

Tab. 4: Tiermodelle
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Ziel der Arbeit

Gastroösophagealer Reflux lässt Gallensäuren auf das Plattenepithel der Speiseröhre einwirken und 

kann so die Entwicklung der Barrett-Metaplasie und von Adenokarzinomen des gastroösophagealen 

Übergangs begünstigen. Während der Metaplasie geht Caveolin-1 verloren; dieses Protein ist aber, 

wie oben erwähnt, wichtig für die Barrierefunktion des Epithels. Zudem kann es als Tumorsuppressor 

wirken.

Die im folgenden beschriebenen Versuche sollen klären, ob hohe Gallensäure-Konzentrationen in der 

Refluxflüssigkeit zur Caveolin-1-Repression beitragen. Die enge strukturelle Verwandtschaft zwischen 

Gallensäuren und Cholesterin, insbesondere seiner hydroxylierten Derivate, könnte auch zu Gemein-

samkeiten bei Steroid-abhängigen Signalwegen führen. Dies soll auf der Ebene des sterol regulatory 

element binding protein-1 (SREBP-1) durch Analyse des Spaltungsmusters und der Bindungsaktivität 

an den Promotor untersucht werden. Des weiteren soll durch ALLN-Behandlung eine Deaktivierung 

von SREBP-1 verhindert werden, um die Caveolin-1-Expression auch in diesem Versuchsaufbau zu 

untersuchen.

Da der Caveolin-1-Promotor über drei mögliche sterolregulierte Elemente verfügt und Caveolin-1 als 

Steroid-reguliertes Gen beschrieben ist, das eine wichtige Rolle im Cholesterinhaushalt spielt, könnte 

eine Expressionsveränderung von Caveolin-1 über diesen Signalweg erklärt werden.

Die Untersuchungen werden an etablierten ösophagealen Zellkultursystemen durchgeführt, dar-

unter EPC-hTert und OE-21 als Modelle für Plattenepithelien und CP-C und OE-19 für zylindrische 

Epithelien. EPC-hTert und CP-C sollen dabei die nicht dysplastischen Stadien, OE-21 und -19 die 

malignen Stadien wiedergeben. Es wurden die Effekte der der beim Menschen quantitativ wichtigsten 

Gallensäuren CDCA, CA und DCA untersucht (vgl. Prade, 2011).
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Experimenteller Teil

Material und Methoden

Kulturmedien und Substanzen

Kulturmedien

Zur Anzucht der Zellen wurden die Zellkulturmedien RPMI, Dulbecco‘s Modified Eagle Medium 

(DMEM), OptiMEM , BEBM und Keratinozytenmedium verwendet. RPMI, Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium (im folgenden DMEM), Keratinozytenmedium und OptiMEM wurden von Gibco geliefert, feta-

les Kälberserum (im folgenden fetal calf serum, FCS) von Biochrom und Invitrogen, BEBM von Gibco. 

RPMI und DMEM wurde als Anzuchtmedium mit 10% (v/v) FCS, 1% (v/v) Glutamin und 1% (v/v) der 

Mischung der Antibiotika Penicillin und Streptomycin versetzt. Im Rahmen der Stimulations- und Expo-

sitionsversuche wurde kein FCS zugesetzt. Um die Toxizität bei Transfektionsversuchen zu verringern, 

wurde in diesen Ansätzen auf Antibiotika verzichtet.

Keratinozytenmedium wurde als Anzuchtmedium mit menschlichem rekombinantem Epidermal 

Growth Factor (hEGF) und Hypophysenextrakt vom Rind versetzt (beides Gibco).

Um in vitro die Stimulation des EGFR-Signalweges gegenüber einem supraphysiologischen Stimu-

lator zu untersuchen, wurde TPA als direkter Ligand des EGF-Rezeptors eingesetzt.

Zellreihen

Die Zellreihen OE-21, OE-19, OE-33 und HEK295 waren im Labor etabliert, die Zellreihen EPC-

hTert, HET-1A und CPC wurden freundlicherweise von Univ.-Prof. Dr. med. Oliver Opitz, Universitäts-

klinikum Freiburg/Breisgau, zur Verfügung gestellt. Alle Zelllinien sind humanen Ursprungs. Die Zellli-

nie OE-19 stammt von einem mäßiggradig differenzierten Adenokarzinom im des gastroösophagealen 

Übergangs (Kardia) im Stadium UICC III eines 72 Jahre alten männlichen Patienten. OE-33 wurde aus 

einem geringgradig differenzierten Adenokarzinom des Ösophagus im Stadium UICC IIa einer 73 Jahre 

alten Frau isoliert; OE-21 wurde aus einem mäßiggradig differenzierten Plattenepithelkarzinom des 

Ösophagus im Stadium UICC IIa eines 74 Jahre alten Mannes entwickelt. Diese drei Zelllinien wurden 

1993 etabliert (s.o.). HEK294-Zellen entstammen aus embryonalem Nierengewebe und wurden bereits 

1977 entwickelt (Graham, Smiley, Russell, Russell, & Nairn, 1977). Diese Zellen dienten der Optimie-

rung der Versuchsprotokolle.

CPC-Zellen wurde analog zu EPC-Zellen aus metaplastischem Epithel isoliert. Sie stellt derzeit die 

einzige etablierte humane Zellreihe aus der Barrett-Metaplasie dar. HET-1A-Zellen wurden ebenfalls 
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von der Arbeitsgruppe Prof. Opitz in Freiburg zur Verfügung gestellt. Im Rahmen der Voruntersuchun-

gen in der AG Prof. Ebert wurde die Caveolin-1-Expression in diesen Zelllinien untersucht. Abbildung 7 

zeigt ECL-Immunoblots von EPC-htert, HET-1A, CPC sowie von den aus Malignomen derivierten Linien 

OE-19, -21 und -33.

Die Kulturmedien wurden zur normalen Zellkultur mit 10% FCS, 1% Glutamin und 1% der. Zur Un-

tersuchung der schnellen Zellaktivierung wurde Magerserum verwendet, das im Prinzip wie oben ange-

geben, jedoch ohne Zugabe von FCS hergestellt wird. Medium zur Transfektion enthält demgegenüber 

zwar FCS und Glutamin, nicht jedoch Penicillin und Streptomycin, da in Interaktion sonst erhebliche 

Toxizitätseffekte zu befürchten sind.

Gallensalze

Zur Stimulation der Zellen wurden die Gallensalze Chenodeoxycholsäure (im folgenden CDCA, Sig-

ma) und Deoxycholsäure (DCA, Sigma) als die im menschlichen Körper physiologischerweise am häu-

figsten vorkommenden Gallensäuren verwendet. Beide wurden in ihrer unkonjugieren Form vor, um den 

physiologische Aufnahmeweg über die konjugierte Form systematisch auszuschließen. Die Gallensalze 

wurden in einer Konzentration von 1 M in Dimethylsulfoxid (im folgenden DMSO), geliefert von Sigma, 

gelöst und anschließend im Verhältnis 1:100 auf die Arbeitskonzentration von 10 mM in OptiMEM® 

verdünnt. Die weitere Verdünnung erfolgte dann in Zellkulturmedium, die Zielkonzentration lag hier zwi-

schen 10 und 100 µM. Diese Konzentration liegt im Rahmen dessen, was bei invasiven Messungen im 

menschlichen Ösophagus gemessen wurde (siehe oben, Abschnitt Biologie der Gallensäuren).

Zelluläre Assays

Gene und Genabschnitte

Untersucht wurde sowohl die Funktion von Caveolin-1 als auch die Funktion der dominant-nega-

tiven Mutante P132L. Dazu wurde der codierende Genabschnitt von Caveolin-1 sowie der P132L-

Mutante in ein pcDNA3.1-Plasmid (Invitrogen, Inc., Carlsbad, CA, USA) kloniert. Die Struktur des Trans-

fektionsplasmids ist in Abbildung 9 wiedergegeben. Zur Klonierung wurden entsprechend der bereits 

publizierten Beschreibung (Burgermeister, Schmid, et al., 2007b) die in Tabelle 13 angegebenen Primer 

für humanes Caveolin-1 verwendet.

Die dominant-negative Variante des Caveolin-1-Gens diente der Negativkontrolle. Eine Punktmuta-

tion im Codon 132 von Cytosin-Cytosin-Adenin, das für Prolin codiert, zu Cytosin-Thymin-Adenin, das 

Abb. 7: Western Blot auf Caveolin-1 in Lysaten der Zelllinien OE-19, 
OE-21 und OE-33. Ladekontrolle mit beta-Actin
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für Leucin codiert, für zu einer autosomal-dominanten Funktionsstörung des Proteins (Hayashi et al., 

2001). Dieses Konstrukt wurde für die Wachstumskurven benötigt.

Zur Bestimmung der Promotor-Funktionalität des Caveolin-1-Gens wurde ein Reporterplasmid kon-

struiert, in dem das Luciferase-Gen unter Kontrolle des Caveolin-1-Promotors steht. Dazu wurde der 

Bereich -737 bis -37 bp, gerechnet ab Transkriptionsstart, aus normalen menschlichen Hepatozyten 

durch PCR kloniert und an KpnI/HindIII-Schnittstellen in das pGL3-luc Luciferase Reporter Plasmid 

(Promega Corporation, Madison, WI, USA) eingefügt (Cao et al., 2005). Die schematische Sequenz 

des pGL3-Plasmids ist in Abbildung 8 dargestellt, die Promotorsequenz ist im Anhang wiedergegeben 

(Prade, 2011). 

Die bislang bekannten und vermuteten SRE-Sequenzen befinden sich innerhalb dieses Genab-

schnitts. Wird im beschriebenen Plasmid der Caveolin-1-Promotor durch einen Transkriptionsfaktor 

aktiviert, so wird sich die Expression des hier artifiziell nachgeschalteten Luciferase-Gens erhöhen. Die 

Funktion des Genproduktes lässt sich photometrisch messen. In den unten beschriebenen Versuchen 

cDNA-Primer Sequenz Codestrang Sequenz codogener Strang
β2-Mikroglobulin 
(human)

TGC TGT CTC CAT GTT TGA TGT 
ATC T

TCT CTG CTC CCC ACC TCT AAG T

Caveolin-1 (human) AAT ACG TAG ACT CGG AGG 
GAC A

GCG GTA AAA CCA GTA TTT CGT C

SREBP-1c (human) TGC ATT TTC TGA CAC GCT TC CCA AGC TGT ACA GGC TCT CC

Methylierungsspezifische 
Primer

Sequenz Codestrang Sequenz codogener Strang

Caveolin-1 (human, 
methyliert)

TTA TTT CGA AGC GTT TGG 
GAG

GCT AAT CTA CAT TTG 
CTC ACA A

Caveolin-1 (human, 
unmethyliert)

TTA TTT TGA AGT GTT TGG 
GAG

ACT AAT CTA CAT TTA CTC 
ACA A

Tab. 5b: methylierungsspezifische Primer

Tab. 5a: cDNA-Primer

Abb. 8: Schema des Transfektionsplasmids auf der Basis eines 
pCNA3-Vectors
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wurde der Luciferase-Reporter-Assay insbesondere zur Überprüfung des theoretischen Konzeptes der 

Interaktion zwischen Gallensäuren und Caveolin-1-Expression verwendet.

Transfektion

Zur Untersuchung des Effektes einer artifiziell erhöhten Expression von Genen wurden zunächst die 

Zielzellen in 15 cm-Zellkulturschalen zu 90% Konfluenz herangezogen. Die Zellen wurden vor Trans-

fektion einen Tag mit Magerserum behandelt. Zur Transfektion wurden Lipofectamine LTX und Lipo-

fectamine 2000 (Invitrogen) und verschiedene im Labor hergestellte Plasmide verwendet. Um stabile 

Zelllinien zu etablieren, wurde am zweiten Tag nach der Transfektion der Wachstumshemmstoff G418 

zugegeben. Dabei wurde eine Hemmwirkung von 75% angestrebt. Die verwendete Dosis orientierte 

sich demnach an der zelltypspezifischen LD50 für G418, die jeweils in vorbereitenden Experimenten 

festgestellt wurde. Zur Stabilisierung der OE-19-Klone wurde eine Konzentration von zunächst 150 µg/

ml eingesetzt, die später auf 250 µg/ml erhöht wurde.

Die Zellen wurden in 15-cm-Kulturplatten ausgesät und in RPMI mit FCS und Glutamin wie oben an-

gegeben, aber ohne Zusatz von Antibiotika zu naher Konfluenz herangezogen. Gemäß dem Versuchs-

protokoll des Herstellers wurde eine Mischung aus 1,5 ml Opti-MEM Medium, 100 µl Lipofectamine® 

und Caveolin-1-Plasmid auf die Zellen ausgebracht. Nach 24 Stunden wurde das Medium entfernt. 

Nach einer Erholungsphase von 24 Stunden in RPMI mit FCS und Glutamin und ohne Antibiotika wur-

de mittels Selektionsmedium alle Zellen eliminiert, die das Resistenzgen nicht exprimierten. Die Zellen 

wurden eine Woche lang in Selektionsmedium herangezogen, bis einzelne Foci erkennbar waren. 24 

dieser Foci wurden als Zellklon in jeweils ein Gefäß einer 24-fach-Kulturplatte überführt und dort wei-

ter vermehrt. Vor weiteren Analysen wurde das Expressionsniveau von Caveolin-1 mittels rt-PCR und 

ECL-Western-Blot überprüft, die Klone wurden nach dieser Analyse in Tiefkühlmedium überführt und 

bei -80°C gelagert.

Abb. 9: Schema des Luciferase-Transfektionsplasmids
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MTT-Assay zur Analyse von Wachstumskurven und zur Toxikologie

Der MTT-Test beruht auf der Umsetzung von 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium 

Bromid, einem gelben Farbstoff, zu Formazan, einem blau-violetten Farbstoff (Mosmann, 1983). Die-

se Reaktion hängt primär von der Glykolyserate der untersuchten Zellen ab (Berridge & Tan, 1993). 

Werden gleichartige Zellen in vergleichbaren Ausgangskonzentrationen ausgesät, kann dieser Test zur 

Abschätzung der Anzahl der lebenden Zellen dienen. Als solcher ist er gut etabliert. Methodische Be-

schränkungen bestehen insbesondere darin, dass Unterschiede in der Glykolyserate Veränderungen 

im Testergebnis bedingen. Auf alternative Methoden, wie der durchflusszytometrischen Messung der 

proliferierenden Zellfraktion, wurde in der vorliegenden Arbeit verzichtet.

Zur Vorbereitung des Tests wurde zunächst eine definierte Zellzahl in eine 96-fach-Zellkulturplatte 

ausgesät. Die Anzahl orientierte sich dabei an der Art des Tests: bei Toxizitätsanalysen wurden 25.000 

Zellen pro Gefäß, bei Wachstumskurventests 5.000 und 10.000 Zellen pro Gefäß ausgesät. Nach 24 

Stunden wurde zunächst 50 µg des Farbstoffs pro Vertiefung zugegeben. Nach 4 Stunden bei 37°C 

wurden die Zellen mit 100 µl eines SDS-Lysepuffers aufgelöst. Dieser Lysepuffer ist so zusammenge-

setzt, dass die endgültige Verdünnung von SDS im Kulturgefäß 1% (m/v) beträgt. Nach 24 Stunden 

wurde in einem Mikroplatten-Lesegerät die Extinktion bei einer Wellenlänge von 570 µm ausgelesen. 

Nach Abgleich mit der Nullkontrolle wurde intern der Transmissionsgrad τ bestimmt:

Der Transmissionswert ist dabei exponentiell zur Dicke der untersuchten Probe. Daher muss auf 

identische Füllungzustände der Proben geachtet werden. Zur weiteren Analyse wurden die Messwerte 

als comma separated values-Datei (.csv) exportiert und in Microsoft Excel und Graph Pad Prism weiter 

berechnet.

Zur Analyse der Toxizität von Selektionsmedien und Versuchssubstanzen wurden pro Konzentra-

tionsstufe jeweils 20.000 Zellen der zu untersuchenden Zellreihe –  in hier beschriebenen Fall OE-19 

und OE-21 – pro Gefäß auf einer 96-Gefäß-Kulturplatte verteilt. 24 Stunden nach Aussaat wurden die 

Zellen im 6-fach-Ansatz in verschiedenen Konzentrationen gegenüber dem Versuchsstoff, hier G418, 

exponiert. G418 wurde in Konzentrationen zwischen 10 mg/ml bis 0,01 µg/ml in log10-Abstufungen 

verwendet, um einen möglichst weiten Bereich untersuchen zu können.

Zur Analyse der Proliferation wurden in einem 2x6-Ansatz von jedem zu untersuchenden Zellklon 

5.000 und 10.000 Zellen in FCS-Gln-Kulturmedium auf einer 96-fach-Platte ausgesät. In der Regel wur-

den 8 Platten angesetzt. Während einer Woche wurde täglich eine Platte mit MTT-Reagens behandelt 

und detektiert.

⌧380 =
I

I0



50

Luciferase Reporter Assay

Untersuchungen zur Promotor-Aktivität wurden, wie oben bereits beschrieben, mit Hilfe des Luci-

ferase-Tests durchgeführt. Grundlage des Tests ist, dass Zellen mit einem Plasmid transfiziert werden, 

das hinter einer beliebigen, durch Klonierung einfügbaren Promotorsequenz die Sequenz einer Luci-

ferase trägt, deren Expression nach Transfektion vor allem von der Aktivität des Promotors abhängt. 

Wirtszellen können dabei prinzipiell beliebig gewählt werden. Wegen der guten Transfizierbarkeit wur-

den in der vorliegenden Arbeit für Luciferase-Messungen HEK293-Zellen verwendet. Die Transaktion 

wurde oben bereits beschrieben.

Die detektierte Reaktion beruht auf der Umsetzung von Luciferin in Anwesenheit von Sauerstoff, 

Magnesium-Ionen und ATP zu Oxiluciferin, katalysiert durch eine Luciferase. Bei dieser Reaktion wird 

neben AMP und Pyrophosphat ein kurzlebiges Intermediat aus der Gruppe der Dioxetane gebildet, das 

spontan unter Lichtemission zerfällt. 

Gemäß den Vorgaben des Herstellers wurden die transfizierten und stimulierten Zellen zunächst mit 

Hilfe eines Lysepuffers aufgelöst. Anschließend wurden 100 µl der Luciferin-Lösung in Detektionskü-

vetten vorgelegt und erst unmittelbar vor der Detektion Zelllysat hinzugegeben. Die Messung wurde in 

einem Luminometer durchgeführt, die Messzeit betrug 10 Sekunden pro Probe.

Expositionsversuche

Schnelle Zellaktivierung

Studien zum MAPKK-MAPK-Erk-Signalweg wurden an den Zelllinien OE-19 und OE-21 vorgenom-

men. Die Zellen wurden zunächst in einem 75-ml-Kulturfläschchen zu neunzigprozentiger Konfluenz 

herangezogen und anschließend auf 24-Gefäß-Kulturplatten verteilt. Pro Gefäß wurden etwa 25.000 

Zellen ausgesät. Nach 24 Stunden wurde den Zellen mittels Mediumwechsel auf RPMI-Magerserum 

gehungert und nach weiteren 24 Stunden mit verschiedenen Konzentrationen CDCA stimuliert. Die ver-

wendeten Konzentrationsstufen waren 10 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM, 100 µM und 250 µM. Zur Nega-

tivkontrolle wurde eine Lösung aus 0,1 ‰ DMSO verwendet; dies entspricht der DMSO-Konzentration 

in der 100-µM-Probe.

Das Stimulationsmedium wurde 60, 30, 15 und 5 Minuten vor Beendigung des Experimentes auf die 

Zellen aufgebracht. Als zeitliche Negativkontrolle wurde eine Reihe nicht stimuliert, dies ist in der Grafik 

als Stimulationszeit von 0 Minuten gekennzeichnet.

Nach Ablauf der Stimulationszeit wurde die Platte auf Eis gebettet, das Stimulationsmedium ent-

fernt und durch auf 4°C gekühltes PBS ersetzt. Alle weiteren Schritte wurden auf Eis durchgeführt. Die 

Zellen wurden mit eigens hergestelltem Lysepuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.6 mit 2% (w/v) SDS) noch im 

Kulturgefäß lysiert, die weitere Analyse ist im Abschnitt Proteinanalytik beschrieben.
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Langzeitexposition

Die Langzeitexposition der Zellen zum Proteinnachweis, zur Expressionsanalyse und zur Chroma-

tin-Immunopräzipitation wurde an Zellen der Zellreihen OE-21 und OE-19 durchgeführt, die in 6-fach-

Kulturplatten zu 90% Konfluenz herangezogen wurden. Dazu wurden etwa 300.000 Zellen pro Gefäß 

benötigt, die Zellen wurden etwa zwei Tage in RPMI (Gibco) mit 10% fetalem Kälberserum (Invitrogen) 

und jeweils 1% Glutamin und einer Mischung aus Penicillin und Streptomycin gezüchtet. Zur Unter-

drückung physiologischer Wachstumsimpulse während der Expositionsphase wurde Magermedium 

eingesetzt, das aus RPMI, 1% Glutamin und 1% Penicillin/Streptomycin hergestellt wurde.

Nach Erreichen einer etwa achtzigprozentigen Konfluenz wurde das Kulturmedium ausgetauscht 

und mit unterschiedlichen Konzentrationen von CDCA und DCA versetzt. Im Versuch über 30 Stunden 

wurden von beiden Gallensäuren die Konzentrationsstufen 10 µM, 25 µM, 50 µM, 75 µM und 100 µM 

untersucht. Im Versuch über sieben Tage wurde CDCA wie oben angegeben, DCA hingegen nur in 

den Stufen 50 µM und 100 µM untersucht. Zur Negativkontrolle wurde eine Lösung aus 0,1 ‰ DMSO 

verwendet; dies entspricht der DMSO-Konzentration in der 100-µM-Probe. Nach Ablauf der im Ver-

suchsprotokoll vorgesehenen Zeit wurde das Medium abgesaugt. Die Zellen wurden in gekühltem PBS 

zweimal gewaschen und anschließend im Kulturgefäß lysiert. Die Herstellung von Zelllysaten und deren 

Analyse ist im Abschnitt Proteinanalytik beschrieben.

Zur Untersuchung des Zusammenhanges zwischen SREBP-1 und Gallensäuren wurde der Prote-

ase-Inhibitor N-acetyl-leucyl-leucyl-norleucinal (ALLN, Biomol) verwendet. Diese Substanz verhindert 

den Abbau des aktiven SREBP-1 und führt damit zu einer supraphysiologischen Aktivierung dieser 

Signalkette (Sherwood et al., 1993; X. Wang, Sato, Brown, Hua, & Goldstein, 1994).

Färbetechniken

Routine-Histologie

Zur Untersuchung der Gewebestruktur wurden mittels Mikrotoms Mikroschnitte von Formalin-fi-

xierten, in Paraffin eingebetteten Gewebeproben angefertigt. Die Dicke der Schnitte betrug je nach Zu-

stand der Paraffinblöcke 3 bis 10 µm. Die Schnitte wurden auf Objektträger aufgebracht und anschlie-

ßend in Histoclear (Roth GmbH, Karlsruhe) entparaffiniert. In einer absteigenden Alkoholreihe wurden 

die Schnitte rehydriert: jeweils 3 Minuten in 100% Ethanol, 96% Ethanol, 70% Ethanol, und schließlich 

einmal 2 Minuten in destilliertem Wasser.

Die Schnitte wurden anschließend entsprechend dem im Labor etablierten Protokoll mit Hämato-

xylin und Eosin gefärbt. Dazu wurden die Objektträger zunächst für 2 Minuten in Eosinlösung getaucht 

und nach einem Waschschritt für eine Minute in Hämatoxylin gegengefärbt.

Histologische Präparate von menschlichen Tumorproben wurden angefertigt vom Prof. Dr. med. 

A. Walch und Dr. rer. nat. S. Rauser (Institut für Pathologie der Technischen Universität München) und 
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dankenswerterweise zur Analyse zur Verfügung gestellt.

Immunhistochemie

Die Anfärbung spezifischer Proteine in Gewebeschnitten wurde mittels immunhistochemischer 

Färbung bewerkstelligt. Formalinfixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben wurden zunächst mit 

einem Mikrotom in 3-10 µm Dicke geschnitten, im Wasserbad gestreckt und auf Objektträger (Su-

perfrost® Plus Objektträger, Menzel GmbH & Co. KG, Braunschweig) aufgebracht. Entsprechend der 

konventionellen histologischen Färbung wurden die Schnitte zunächst in Histoclear® (Roth GmbH, 

Karlsruhe) entparaffiniert und anschließend in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Um die An-

tigene aufzuschließen und einer Detektion zugänglich zu machen, wurden die Schnitte in Demaskie-

rungspuffer für 20 min aufgekocht (Vectastain antigen unmasking solution, Vector Laboratories, Inc.). 

Dies erfolgte in einer Mikrowelle. Nach dem Abkühlen – 30 Minuten bei Zimmertemperatur im selben 

Puffer – wurden die Objektträger drei Mal für jeweils 2 Minuten in PBS gewaschen. Um die endogene 

Peroxidase-Aktivität zu blocken, wurden die Schnitte für 20 Minuten in 3% (v/v) Wasserstoffperoxid in 

PBS inkubiert und anschließend erneut drei mal für 2 Minuten in PBS gewaschen. In einer feuchten 

Kammer wurden die Schnitte mit Normalserum aus Ziegen oder Rind für iene Stunde bei Raumtem-

peratur geblockt, um unspezifische Antikörperbindungsstellen abzusättigen. Die Blockierungslösung 

wurde anschließend entfernt.

Zur spezifischen Anfärbung von Caveolin-1 wurde ein monospezifischer Antikörper (Caveolin-1 (N-

20) sc-894, Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg) in einer Verdünnung von 1:100 in 2% (m/v) 

BSA verwendet. Die Antikörperlösung wurde über Nacht bei 4˚C auf den Schnitten belassen und am 

nächsten Tag entfernt. Nach drei weiteren Waschschritten mit PBS wurde dieser Primärantikörper mit 

einem speziesspezifischen, biotinylierten  Sekundärantikörper in Verdünnungen zwischen 1:1.000 und 

1:5.000 detektiert. Während der Inkubationszeit (eine Stunde bei Raumtemperatur) wurde die Vectas-

tain-Färbelösung entsprechend der Herstellervorgaben vorbereitet und nach der Sekundärinkubation 

und drei PBS-Waschschritten auf die Objektträger getropft.

Zur Anfärbung der Schnitte wurde entsprechend der Herstellervorgaben das DAB-Reagenz her-

gestellt (DAB Peroxidase Substrate Kit, Vector Laboratories, Inc., Burlingame, USA) und auf die Ob-

jektträger aufgebracht. Der Farbumschlag wurde direkt visuell unter einem Mikroskop kontrolliert und 

die Reaktion abgebrochen, sobald eine deutliche bräunliche Färbung zu erkennen war. Dies geschah 

durch dreimaliges Waschen der Objektträger in PBS. Um die Zellkerne und die Gewebestruktur besser 

erkennen zu können, wurden die Schnitte mit Hämatoxylin für einige Sekunden gegengefärbt. Über-

schüssige Farbe wurde unter Leitungswasser abgewaschen. Hämatoxylin-Lösung wurde freundlicher-

weise von PD Dr. med. J. Siveke zur Verfügung gestellt.

Nach der Färbung wurden die Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe wieder dehydriert und 

mit schließlich mit Pertex® (Medite GmbH, Burgdorf) und Deckgläsern eingedeckt.

Die Fast-Red-Färbung von Caveolin-1 in menschlichen Barrett-Karzinom-Proben im Gewebe-Mik-
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roarray (siehe dort) wurde von PD Dr. med. A. Walch und Dr. rer. nat. S. Rauser, Institut für Pathologie 

der Technischen Universität München, durchgeführt.

Immunfluoreszenzmikroskopie

Zur selektiven Anfärbung und bildlichen Darstellung von Proteinen innerhalb der Zelle wurden zu-

nächst die zu untersuchenden Zellen in Zellkulturflaschen herangezogen und mit Trypsin abgelöst. Die 

Trypsin-Reaktion wurde mit FCS abgestoppt und die Zellen in Suspension gehalten. Zur Vorbereitung 

der Färbung wurden Deckgläschen in 6-fach-Platten gelegt und zunächst für eine Stunde bei 37˚C mit 

einer Kollagenlösung inkubiert. Dies diente dazu, das Anheften der Zellen auf der Glasoberfläche zu 

erleichtern. Nach der Beschichtung wurde die vorbereitete Zellsuspension in die 6-fach-Platte mit den 

Deckgläschen überführt. Dabei wurde eine Zellzahl von etwa 100.000 Zellen pro Gefäß angestrebt. Die 

Zellen wurden über Nacht bei 37˚C und 5% pCO2 inkubiert. Am nächsten Tag wurde das Zellkultur-

medium abgesaugt und die Gefäße einmal mit PBS gespült. Anschließend wurden die Zellen mit 4% 

(m/v) Paraformaldehyd in PBS über 10 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Das Fixierungsmedium 

wurde entfernt; die Deckgläschen wurden drei Mal in PBS gewaschen. Um eine optimale Bindung der 

Antikörper zu ermöglichen, wurden die Präparate mit 0,1% (v/v) Triton-X in PBS permeabilisiert. Zum 

Blocken unspezifischer Bindungsstellen wurde 100% FCS über 30 Minuten verwendet.

Die Färbungen wurden als Dreifachfärbungen durchgeführt. Caveolin-1 und SREBP-1 wurden mit 

Antikörpern detektiert und über fluoreszenzgekoppelte Sekundärantikörper angefärbt. Aktin wurde mit 

fluoreszenzgekoppeltem Phalloidin und DNA mit DAPI markiert. 

Zur Antikörperfärbung wurden die Präparate zunächst für vier Stunden mit Primärantikörpern in Ver-

dünnungen von 1:250 bis 1:500 behandelt. Die Primärantikörperlösung wurde danach abgesaugt und 

die Präparate drei Mal mit PBS gewaschen. Zusammen mit dem Sekundärantikörper wurde Phalloidin 

(beide Invitrogen GmbH) im Verhältnis 1:1000 (v/v) in 2% (v/v/) FCS/PBS verdünnt, zu den Präparaten 

gegeben und über eine Stunde bei Raumtemperatur unter Lichtschutz inkubiert. Nach drei weiteren 

PBS-Waschschritten wurde DAPI (Roth GmbH, Karlsruhe) in einer Verdünnung von 1:1000 hinzugege-

ben und fünf Minuten auf den Präparaten belassen. Anschließend wurden sie letztmals gewaschen, 

mit Fluoreszenz-kompatiblem Eindeckmedium versehen (VectaShield, Vector Laboratories) und auf 

Objektträger gelegt.

Auf diese Weise angefertigte Präparate wurden unter Lichtschutz bei 4˚C aufbewahrt.

Die Aufnahmen wurden an einem inversen Fluoreszenzlichtmikroskop mit Ölimmersionsobjektiv 

(AxioVert, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen) durchgeführt. Die Bilder wurden als Graustufen 

aufgenommen und gespeichert und anschließend rechnerisch in RGB-Farbbilder umgesetzt (AxioVisi-

on 4.4, Carl Zeiss MicroImaging GmbH, Göttingen). Dabei wurde für die Wiedergabe der DAPI-Färbung 

eine Darstellung in blau, für den eGFP/FITC-Kanal eine Darstellung in grün, für den Rhodamin/RFP-

Kanal eine Wiedergabe in rot, sowie, falls notwendig, für eine Färbung im Infrarotbereich eine Codie-

rung in Magenta gewählt. Diese Farbwahl entspricht den Gepflogenheiten in unserem Labor und ist 
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nicht barrierefrei, eine Codierung für Deuteranopie und Protanopie (Verwendung von Magenta statt rot) 

wurde nicht vorgenommen.

Gewebe-Mikroarray

Aus 150 zufällig ausgewählten Paraffin-fixierten Ösophaguskarzinom-Resektaten aus der Tumor-

bank des Instituts für Pathologie wurde an repräsentativen Bereichen Stanzen entnommen und in einer 

10x5-Matrix erneut in Paraffin eingebettet. Von diesen Microarray-Blöcken wurden 10 µm-Schnitte an-

gefertigt und mit FastRed(R) (siehe Abschnitt Immunhistochemie) angefärbt. Diese Arbeit wurde in der 

Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Axel Walch, Institut für Pathologie der TUM/Helmholtz-Zentrum für Umwelt 

und Gesundheit, Neuherberg bei München, durchgeführt. Die Aufnahmen wurden uns freundlicherwei-

se zur Verfügung gestellt.

Proteinanalytik

SDS-Polyamidgel-Elektrophorese

Zur Lyse der Zellen zum Zwecke der Proteinanalytik wurden die Zellen direkt im Kulturgefäß mit ei-

nem SDS-Lysepuffer (50 mM Tris-HCl, pH 7.6 mit 2% (w/v) SDS) aus eigener Herstellung versetzt und 

dadurch lysiert.

Nach 20 Minuten Inkubationszeit wurden die Lysate in 1.500-µl-Reaktionsgefäße überführt und 

über 10 Sekunden mit Ultraschall bei 30% Systemleistung homogenisiert. Nach diesem Prozess wur-

den sie in über 10 Minuten bei 13.200 Umdrehungen pro Minute bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand 

wurde in neue 1.500-µl-Reaktionsgefäße überführt und sofort bei -18°C tiefgefroren.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA-Test wurden die Lysate aufgetaut und in 

einer 96-fach-Platte in Doppelansätzen zu jeweils 12,5 µl Probenvolumen und 12,5 µl Aqua Destillata 

ausgebracht. Parallel dazu wurden zur Eichung jeweils 25 µl eines Albumin-Konzentrationsstandards 

mit den Stufen 25 µg/ml, 50 µg/ml, 125 µg/ml, 250 µg/ml, 500 µg/ml, 1000 µg/ml und 2000 µg/ml 

getestet. Zusätzlich wurde auch eine Negativkontrolle mit 25 µl Aqua Destillata gemessen. Zu diesen 

Proben und Standards wurden jeweils 200 µl des Analysereagens gegeben (BCA® Protein Assay Kit, 

Thermo Scientific, Inc., Surrey, GB). Nach 30 Minuten Inkubation bei 37°C wurde die Extinktion bei 

570 nm Wellenlänge gemessen (Precision microplate reader, Molecular Devices GmbH, Ismaning). Die 

Standardkurve wurde mittels linearer Regression berechnet und zur Konzentrationsbestimmung der 

einzelnen Proben verwendet. Die einzelnen Proben wurden mit Aqua Destillata auf eine Zielkonzent-

ration von 100 µg/ml verdünnt und im Verhältnis von 1:5 mit Auftragspuffer (62.5 mM Tris-base, pH > 

10; 10% (w/v) SDS; 5% (v/v) β-Mercaptoethanol; 50% (v/v) Glycerol-Bromphenolblau) für 5 Minuten 

bei 95°C aufgekocht. Die Lysate wurden sofort verwendet oder bei 4°C bei kurzfristiger Lagerung und 

-20°C bei langfristiger Lagerung aufbewahrt.

Zur Gelelektrophorese wurden Polyacrylamid-Gele in einer Konzentration zwischen 15% und 10% 
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mit 1 mm Dicke hergestellt. Tabelle 8 gibt das Mischungsverhältnis an. Die Proben wurden zusammen 

mit einem Protein-Größenstandard (PageRulerTM Plus Prestained Protein Ladder, Fermentas GmbH, 

St. Leon-Rot) aufgetragen und bei 100V unter visueller Kontrolle elektrophoretisch aufgetrennt. Nach 

der Elektrophorese wurden die Proben im Elektroblot-Verfahren abhängig vom weiteren Procedere 

(siehe unten) entweder auf eine Nitrozellulose- oder eine PVDF-Membran übertragen.

ECL-Western Blot

Zur konventionellen Detektion im ECL-Verfahren wurden die Proben auf eine Nitrozellulose-Mem-

bran (PROTRAN BA 83, Schleicher&Schuell) transferiert. Unmittelbar danach wurde die Membran in 

einer Lösung aus 2% Milchpulver in PBS oder 5% bovinem Serum-Albumin (im folgenden BSA, Roth) 

in PBS für eine Stunde bei Raumtemperatur geblockt und anschließend dreimal in PBS mit 1% Tween 

(Sigma, im folgenden wird für diese Mischung die Abkürzung PBS-T verwendet) für jeweils 15 Minuten 

gewaschen.

Die Inkubation mit dem Primärantikörper wurde über Nacht bei 4°C bei konstanter Bewegung durch-

geführt. Die Primärantikörper wurden dazu in einer Mischung aus fünfprozentigem BSA und PBS-T in 

Verdünnungen zwischen 1:250 und 1:5.000 angewendet.

Nach der Primärantikörper-Inkubation wurde die Membran dreimal jeweils 10 Minuten in PBS-T ge-

waschen. Anschließend folgte die Inkubation mit dem passenden, Meerrettich-Peroxidase markierten 

Sekundärantikörper. Dieser wurde hierzu im Verhältnis 1:5.000 in PBS-T verdünnt und eine Stunde lang 

auf der Membran belassen. Nach erneutem dreimaligem Waschen in PBS-T über jeweils zehn Minuten 

wurde die Membran für kurze Zeit in ECL-Reagenz (GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont, Buck-

inghamshire, GB) gelegt und unmittelbar anschließend in der Dunkelkammer mittels Röntgen-Filmma-

terial (Amersham HyperfilmTM ECL, Amersham Biosciences Europe GmbH, Freiburg) detektiert. Der 

Film wurde in einer Entwicklermaschine (Hyper processor SRX-101A, Amersham Biosciences Europe 

GmbH, Freiburg) entwickelt und anschließend von Hand oder softwarebasiert (Quantity One 4.6, Bio-

Rad Laboratories GmbH, München) ausgewertet.

Nach Detektion des Zielproteins wurde die Membran erneut drei Mal für jeweis 20 Minuten in PBS-T 

gewaschen und anschließend mit einem murinen Antikörper gegen β-Aktin zur Ladekontrolle inkubiert. 

Es folgte eine erneute Sekundärantikörper-Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase-markierten, anti-IgG 

(Maus)-Antikörpern. Zur Detektion zu Ladekontrolle ist üblicherweise eine Filmexposition von 10-60 

Sekunden ausreichend. In Einzelfällen wurde die Detektion über 20 min durchgeführt, um schwach 

exprimierte Proteine zuverlässig detektieren zu können.
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LI-COR® Odyssey Western Blot

Im Unterschied zum ECL-Western Blot wurde hier zum Elektroblotting eine hydrophobe PVDF-

Membran (Immobilon-FL®, Millipore Corportion, Billerica, USA) verwendet, die vor Benutzung zu-

nächst in reinem Methanol aktiviert und danach kurz in Transferpuffer gespült wurde. Wegen des spe-

ziellen Detektionsverfahrens muss die PVDF-Membran im Odyssey-Verfahren mit einem generischen 

Blockpuffer geblockt werden (Odyssey Blocking Buffer, LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg), da 

sonst eine unerwünschte unspezifische Fluoreszenz auftritt. Die Primär-Antikörper wurden im Grunde 

ebenso verwendet wie im ECL-Protokoll, wenngleich an keiner Stelle BSA oder Milchpuffer als Block-

medium eingesetzt wurde.

Abweichend vom ECL-Western-Blot-Protokoll ist es durch Verwendung unterschiedlicher Fluoro-

phore und Koppelung an Spezies-spezifische Sekundärantikörper in dieser Technik möglich, Zielprote-

in und Ladekontrolle in einem Durchgang zu detektieren. Dazu muss der Antikörper gegen das Zielpro-

tein von einer anderen Spezies stammen als der Primärantikörper zur Ladekontrolle. Als Ladekontrolle 

wurde ein muriner, polyklonaler Antikörper gegen β-Aktin in Konzentration von 1:1.000 bis 1:5.000 

verwendet, der Antikörper gegen das Zielprotein stammte in allen Versuchen vom Kaninchen.

Nach einstündiger Inkubation mit der Mischung aus beiden Sekundärantikörpern, die in einer Ver-

dünnung von 1:25.000 verwendet wurden und mit Fluorophoren mit 480 nm und 520 nm Wellenlänge 

gekoppelt waren, wurde die Membran drei Mal etwa fünf Minuten in PBS-T gewaschen und mit einem 

Infrarot-Scanner (LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg) detektiert. Der Scanner wurde freund-

licherweise von Dr. med. D. Saur zur Verfügung gestellt. Durch rechnergestützte Analyse des Fluo-

reszenzsignals wurden Falschfarbenbilder erstellt und die relativen Zielproteinkonzentrationen im Ver-

hältnis zum Ladekontrollsignal berechnet. Dazu wurde das proprietäre Softwareprogramm der Firma 

LiCOR (Odyssey 1.2, LI-COR Biosciences GmbH, Bad Homburg, Deutschland) und Microsoft Excel® 

(Microsoft Corporation, Redmont, USA) verwendet.

Nukleinsäureanalytik

Isolation von DNA

Zur Routineanalyse von genomischer DNA aus Zellen wurden diese in Kulturschalen zu subtotaler 

Konfluenz herangezogen und entweder im Gefäß direkt lysiert oder zunächst mittels Trypsin abgelöst 

und bei 300 g für 5 Minuten abzentrifugiert. Das weitere Vorgehen entspricht den Herstellervorgaben 

des verwendeten QIamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) (QIAGEN GmbH, 2010a).

Zur Analyse von DNA aus Gewebe wurde derselbe Kit gemäß den entsprechenden Herstellervor-

gaben verwendet (QIAGEN GmbH, 2010a). Bei der Interpretation der Ergebnisse muss berücksichtigt 

werden, dass die gewonnene DNA aus allen in der Biopsie vorkommenden Zelltypen stammt. Die Ana-

lyse zeigt daher lediglich einen Überblick über die genetische Information des Gewebes. Eine Interpo-
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lation auf die genetische Information der einzelnen Zelle oder eines Zelltyps ist nicht möglich. Werden 

also bei der Analyse von Tumorproben in diesen DNA-Isolaten Hinweise auf Mutationen gefunden, so 

kann nicht auf den Zelltyp geschlossen werden, in dem die Mutation vorhanden ist.

Die Konzentration der DNA in den Isolaten wurde spektrophotometrisch durch Messung des Ab-

sorptionsspektrums und insbesondere der Absorption bei 260 nm und 340 nm bestimmt (NanoDrop® 

Spectrophotometer ND-1000, PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen). In diesem Verfahren ist es 

auch möglich, die Reinheit der Probe abzuschätzen (Ausubel et al., 2004).

Isolation von RNA

Um Veränderungen in der Genexpression mittels quantitativer PCR abschätzen zu können und um 

Ergebnisse der Proteinanalytik zu validieren wurde mRNA isoliert und anschließend in cDNA transkri-

biert (siehe unten). Ausgangsmaterialien waren Zellkulturen und Gewebeproben. Zur Isolierung wurde 

in beiden Fällen der Rneasy® Mini Kit (Qiagen GmbH, Hilden) gemäß Herstellervorgaben verwendet 

(QIAGEN GmbH, 2010b). Zusätzlich wurden die Proben mit DNaseI behandelt, um eine Beeinträch-

tigung der weiteren Analyse durch genomische DNA auszuschließen. Bei der Prozessierung wurde 

besonders darauf geachtet, Kontaminationen mit fremder RNA oder RNasen auszuschließen.

Wie auch bei der DNA-Isolierung aus Geweben ist auch bei der RNA-Gewinnung nicht festzustellen, 

in welchem Zelltyp die Expressionsveränderung vor sich geht.

cDNA-Synthese

RNA kann in den im Labor etablierten Verfahren nicht direkt in der quantitativen PCR analysiert wer-

den. Es ist vor der weiteren Verwendung nötig, sie durch eine reverse Transkriptase in DNA zu transkri-

bieren. Zu diesem Zweck wurde der VersoTM cDNA-Kit (Thermo Fisher Scientific, Inc.) gemäß der Her-

stellervorgaben verwendet (Thermo Scientific, 2011). Üblicherweise wurde 1 µg RNA in die Reaktion 

eingebracht. Als Transkriptionsprimer wurden zufällige Nukleotid-Hexamere verwendet, die rein zufällig 

an die zu transkribierende RNA binden. Zur Synthese wird die Reaktion für 30 min bei einer Temperatur 

von 42ºC inkubiert. Die transkribierte DNA wurde anschließend in die quantitative PCR eingesetzt.

Nach der Transkription wurde die cDNA kurzzeitig bei 4˚C oder über längere Zeit bei -80˚C gelagert.

Chromatin-Immunpräzipitation

Zur Untersuchung der Bindung des Transkriptionsfaktors SREBP-1 an den Promotor von Caveo-

lin-1 wurden OE-21-Zellen in 6-fach-Kulturplatten zu subtotaler Konfluenz herangezogen. Dazu wur-

den pro Gefäß etwa 500.000 Zellen ausgesät und 24 Stunden kultiviert. Die Zellen wurden stimuliert 

mit Vollmedium, dem CDCA und DCA in den Konzentrationsstufen 50 und 100 µM zugegeben wurde. 

Als Negativkontrolle diente 0,1‰ DMSO in Vollmedium. Diese Verdünnung entspricht der DMSO-Kon-

zentration in der 100 µM-Probe.

Bei dieser Methode wird ein Nebeneffekt der Formalinfixierung genutzt, der in anderen Protokollen 

oft eher unwillkommen ist: Formalin verbindet die DNA mit den DNA-gebundenen Proteinen, insbe-
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sondere also Transkriptionsfaktoren und Histonen. Die DNA wird nach der Formalinbehandung durch 

Ultraschall in kleine Fragmente zerbrochen. Über spezifische Antikörper lassen sich dann jene DNA-

Fragmente isolieren, die einen der gewünschten Transkriptionsfaktoren gebunden haben. Die jeweilige 

Sequenz, an die der Transkriptionsfaktor gebunden hat, lässt sich anschließend über eine normale oder 

sogar über eine quantitative PCT detektieren. Die Chromatin-Immunpräzipitation gilt als das einzige 

valide In-vivo-Verfahren, um die spezifische Bindung eines Transkriptionsfaktors an eine spezifische 

Bindungsstelle bei einer klar definierten Zellstimulation zu erkennen.

Zunächst werden die Zellen in den Kulturgefäßen mit Formalin fixiert und damit die DNA mit den 

Proteinen quervernetzt. Dazu wird eine Formalin-Konzentration von 1% im Kulturgefäß angestrebt. In 

den hier beschriebenen Versuchen wurden 270 µl einer 36%-(m/v)-Formalinlösung zu 10 ml Zellkultur-

medium gegeben. Diese Mischung wurde für 10 Minuten auf den Zellen belassen. Anschließend wurde 

das Fixierungsmedium sorgfältig abgesaugt und das Zellkulturgefäß zwei Mal mit eiskaltem PBS ge-

waschen. Der Waschlösung wurden Protease-Inhibitoren zugesetzt (1mM Phenylmethylsulfonylfluorid 

(PMSF), 1µg/ml Aprotinin, 1 µg/ml Pepstatin A). Die Zellen wurden mit einem Schaber abgelöst und in 

ein 1,5-ml-Reaktionsgefäß überführt und bei 2000 min-1 für 4˚C abzentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen.

Zur Lyse der Zellen wurde ein herkömmlicher SDS-Lysepuffer mit den oben beschriebenen Prote-

aseinhibitoren verwendet. Je 106 Zellen wurden 200 µl Lysepuffer verwendet und für 10 Minuten auf 

Eis inkubiert. Die Lysate wurden anschließend mit Ultraschall behandelt, um die DNA zu fragmentieren. 

Diese Proben wurden dann bei 13.000 min-1 und 4˚C für 10 Minuten abzentrifugiert, das Sediment ver-

worfen und 200 µl des Überstandes in ein 2-ml-Reaktionsgefäß überführt.

Vor der weiteren Prozessierung wurde zunächst eine erste Aufreinigung der DNA durchgeführt, 

indem unspezifisch an Agarose bindende DNA mittels einer Lachssperma-Agarose-Mischung abge-

fangen wurde. Diese Substanz wurde anschließend durch einen Zentrifugationsschritt sedimentiert und 

entfernt. Zum Überstand wurde dann der Antikörper gegen den zu analysierenden Transkriptionsfaktor 

gegeben und für eine Stunde bei 4˚C unter konstanter Bewegung inkubiert. Die Antikörper-Protein-

DNA-Komplexe wurden anschließend wiederum über Agarose-Beads adsorbiert und anschließend in 

steigenden Salzkonzentrationen gewaschen.

Zur Isolierung der DNA wurde Elutionspuffer zugegeben (1% (m/v) SDS, 0,1 M NaHCO3). Die Elution 

wurde in zwei Schritten mit jeweils 250 µl Elutionspuffer durchgeführt. Die Quervernetzungen wurden 

dann durch Inkubation bei 65˚C für 4 Stunden wieder aufgehoben. Um die Proteinreste zu entfernen, 

wurde zudem eine Inkubation mit 10 μl 0,5 M EDTA, 20 μl 1 M Tris-HCl, pH 6,5 und 2 μl 10 mg/ml Pro-

teinase K über eine Stunde bei 65˚C durchgeführt.

Die DNA wurde anschließend im Phenol-Chloroform-Verfahren isoliert: Zu den Proben wurde ein 

Volumen (hier 500 μl) Phenol hinzugegeben und für 5 Minuten leicht geschüttelt. Nach 10 Minuten 

Zentrifugation bei 3.000 min-1 und 4˚C wurde der Überstand mit der wässrigen Phase abgehoben und 
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vorsichtig in frische 2-ml-Reaktiongefäße überführt. Dieser Schritt wurde mit Chloroform statt Phenol 

wiederholt. Anschließend wurde das 2,5-fache Volumen (hier 1,25 ml) an reinem Ethanol zugegeben. 

Die DNA wurde so über 15 Minuten bei -20˚C ausgefällt. Durch eine Zentrifugation bei 13.000 min-1 

und 4˚C für 15 Minuten wurde die präzipitierte DNA absedimentiert. Der Überstand wurde verworfen 

und die DNA in 70% (v/v) Ethanol gewaschen. Die sedimentierte DNA wurde unter dem Abzug getrock-

net und schließlich in 50-150 µl destilliertem Wasser gelöst und die Konzentration spektrophotomet-

risch gemessen.

In der anschließenden PCR werden Primer verwendet, die in erster Linie regulatorische Sequenzen 

im Gen abdecken. In hier beschriebenen Fall wurden zwei Primerpaare verwendet, die den Caveolin-

1-Promotor etwa 700 bp und etwa 300 bp vor dem Transkriptionsstart abdecken. In beiden Bereichen 

befinden sich Bindungsstellen für Transkriptionsfaktoren.

Standard-PCR

Zum sequenzspezifischen Nachweis isolierter DNA-Sequenzen, insbesondere genomischer DNA, 

wurde eine konventionelle PCR durchgeführt (Mullis & Faloona, 1987). Die benötigten Substanzen und 

die Taq-Polymerase wurden als vorbereitete Mischung bezogen und nach Herstellerangaben verwen-

det (GO-Taq, Promega). Die Proben wurden nach Abschluss der Amplifikation auf 0,5 - 2%-Agarose-

Gele aufgebracht und durch horizontale Gelelektrophorese bei 100 V aufgetrennt oder bei -80˚C bis 

zur Analyse aufbewahrt. Um die Größe des amplifizierten Fragments abschätzen zu können, wurde je 

nach erwarteter Größe ein 100- oder 1000-bp-Größenstandard in der Gelelektrophorese mitgemessen.

Die Zusammensetzung einer typischen Standard-PCR-Reaktion ist in Tabelle 6a wiedergegeben. 
Substanz Menge Volumen
DNA oder cDNA 40-50 ng variabel
H2O, PCR-geeignet - variabel
Primer je 500 nM je 1 µl
GoTaq® Green Master 
Mix (2x) 1x 10 µl
Gesamtvolumen 20 µl

Die Proben wurden in 200 µl-Reaktionsgefäße angesetzt und in Thermocycler-Geräten prozessiert. 

Je nach der Menge der isolierten DNA wurden zwischen 35 und 55 Zyklen durchgeführt. Ein typisches 

Protokoll ist in Tabelle 6b dargestellt.
Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Präinkubation 94-95˚C 2 min 1x

Amplifkation
Denaturierung 94-95˚C 30 s

35-55xAnnäherung der 
Primer 55-68˚C 30 s
Elongation 72˚C 30-60s

Abschlussinkubation 72˚C 7 min 1x
Kühlung 4˚C ∞ 1x

Tab. 6a: Standard-PCR-Probenansatz

Tab. 6b: Standard-PCR-Parameter
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Die Annäherungstemperatur tA ist abhängig von den verwendeten Primern und wurde aus der ma-

thematisch abgeschätzten Schmelztemperatur tM berechnet:

Die Elongationszeit ist abhängig von der erwarteten Länge des amplifizierten Fragments. Als Nä-

herungswert für die Elongationsgeschwindigkeit der Taq-Polymerase gilt im allgemeinen 1000 bp/min.

Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Zum halbquantitativen Nachweis von DNA-Abschnitten wurden die DNA- oder cDNA-Proben in 

Mikrotiterplatten im SYBR Green-Fluoreszenzverfahren gemessen. Der in dieser Reaktion verwendete 

Farbstoff ist in Lösung farblos und zeigt auch keine Fluoreszenz. Bindet der Farbstoff an doppelsträn-

gige DNA, so entsteht hingegen ein deutliches Fluoreszenzsignal. Damit korreliert die Stärke des Fluo-

reszenzsignals mit der Menge an doppelsträngiger DNA in der Probe.

Zur Vorbereitung der Messung wurde eine LightCycler®-(Roche)-kompatible 96-fach-Mikrotiterplat-

te über 30 Minuten unter UV-Licht inkubiert, um eventuell vorhandene DNA-Kontaminationen zu zer-

stören. Eine typische Reaktion bestand aus den in Tabelle 7a beschriebenen Komponenten.
Substanz Menge Volumen
DNA oder cDNA 40-50 ng variabel
H2O, PCR-geeignet - variabel
Primer je 500 nM je 1 µl
LightCycler® 480 
SYBR Green I Master 
Mix (2x)

1x 10 µl

Gesamtvolumen 20 µl

Die Reaktionen wurden zum Schutz vor Kontaminationen unter einer Plexiglashaube gemischt. Jede 

Reaktion wurde als Duplett angesetzt. Zum internen Abgleich wurde zusätzlich zum Zielgen ein Haus-

haltsgen, in der Regel β2-Mikroglobulin, für jede Probe mitgemessen. Ein typisches qPCR-Protokoll ist 

in Tabelle 7b beschrieben.
Schritt Temperatur Zeit Wiederholungen
Präinkubation 95˚C 5 min 1x

Amplifikation
Denaturierung 95˚C 10 s

45xAnnäherung der 
Primer 50˚C 10 s
Elongation 72˚C 5-10s

Abschlussinkubation 72˚C 2 min 1x
Kühlung 37˚C 10 min 1x

Die Platten wurden in einem LightCycler® 480 der Firma Roche für 35 bis 55 Zyklen inkubiert. Das 

Fluoreszenzsignal wurde jeweils am Ende jeder Elongationsphase durch detektiert und geräteintern als 

cycle threshold-Wert (ct-Wert) ausgegeben. Der ct-Wert beschreibt jenen Amplifikationszyklus, in dem 

das Fluoreszenzsignal einen definierten Schwellenwert überschreitet und damit als positiv gewertet 

wird. Da es sich bei diesem Wert um einen errechneten Wert handelt, ist sein Betrag nicht ganzzahlig 

und damit als hypothetischer Wert zu verstehen. Je geringer der Betrag, desto weniger Zyklen waren 

zur Amplifikation nötig, bis ein messbares Signal erfasst wurde. Damit spricht ein niedriger ct-Wert für 

tA = tM � 5oC

Tab 7a: Ablaufparameter qPCR

Tab 7a: Probenansatz qPCR
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eine hohe Anzahl an DNA-Abschnitten.

Nach Abschluss der Reaktion wurden die Proben durch konventionelle Agarosegel-Elektrophorese 

analysiert, um unspezifische Bindungen oder Amplifikationen unspezifischer Fragmente auszuschlie-

ßen.

Tabelle 8a und b gibt einen Überblick über die verwendeten Primer.

cDNA-Primer Sequenz Codestrang Sequenz codogener Strang
β2-Mikroglobulin 
(human)

TGC TGT CTC CAT GTT TGA TGT 
ATC T

TCT CTG CTC CCC ACC TCT AAG T

Caveolin-1 (human) AAT ACG TAG ACT CGG AGG 
GAC A

GCG GTA AAA CCA GTA TTT CGT C

SREBP-1c (human) TGC ATT TTC TGA CAC GCT TC CCA AGC TGT ACA GGC TCT CC

Methylierungsspezifische 
Primer

Sequenz Codestrang Sequenz codogener Strang

Caveolin-1 (human, 
methyliert)

TTA TTT CGA AGC GTT TGG 
GAG

GCT AAT CTA CAT TTG 
CTC ACA A

Caveolin-1 (human, 
unmethyliert)

TTA TTT TGA AGT GTT TGG 
GAG

ACT AAT CTA CAT TTA CTC 
ACA A

Tab. 8b: methylierungsspezifische Primer

Tab. 8a: cDNA-Primer

Bisulfit-Konversion von DNA

Eine von mehreren Möglichkeiten, die Expression von Genen zu steuern, stellt die epigenetische 

Modifikation von Basen der DNA dar. Dabei werden Cytosin-Reste mit einem Methylrest versehen. Dies 

verändert die dreidimensionale Struktur dergestalt, dass die Bindung von Transkriptionsfaktoren an die 

DNA verändert wird. Diese Reaktion wird durch Cytosin-Methyltransferasen katalysiert. Behandelt man 

Zellen in vivo mit demethylierenden Wirkstoffen, im hier beschriebenen Versuch 5-Azacytidin (5-Aza), 

wird diese Reaktion gehemmt und Methylierungen abgebaut. Damit kann die Expression zuvor methy-

lierter Gene wieder erhöht werden.

	
  
Abb. 10: Prinzip der Bisulfit-Konversion 

(aus [177])
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Eine direkte Detektion der methylierten Cytosin-Reste war zum Zeitpunkt der Versuchsdurchfüh-

rung in der Arbeitsgruppe nicht verfügbar. Im Labor war zur epigenetischen Analyse die sogenann-

te Bisulfit-Konversion etabliert. Durch Behandlung der isolierten DNA mit Natriumhydrogensulfit wird 

unmethyliertes Cytosin in Uracil umgewandelt; in der Sequenzanalyse oder in der hochauflösenden 

Schmelzkurvenanalyse fällt dann eine Sequenzabweichung von C zu T auf. Methyliertes Cytosin bleibt 

dagegen unverändert. Auf diese direkte Analysemethode wurde in der vorliegenden Untersuchung 

verzichtet. Stattdessen wurde wiederum die Expression von Caveolin-1 mit und ohne Behandlung mit 

Natriumhydrogensulfit. Zur Bisulfit-Konversion wurde der EpiTect Bisulfite Kit (Qiagen GmbH) wie vom 

Hersteller angegeben verwendet.

Methylierungsspezifische PCR

Die prozessierte DNA wurde mittels speziell angepasster Primer in einer real-time PCR analysiert. 

Diese Primer müssen die Genabschnitte enthalten, in denen die Sequenzveränderungen erwartet wer-

den. Liegen in der Primersequenz CpG-Folgen vor, wird in einem verwendeten Primerpaar Cytosin 

durch Thymin ersetzt. Findet in der quantitativen PCR eine normale Amplifikation des DNA-Abschnittes 

statt, so ist von einer geringen Methylierung auszugehen. Ergibt die PCR nur ein geringes Signal, 

so wird dies als Zeichen gewertet, dass die Primer wegen vieler konservierter – also wahrscheinlich 

methylierter – Cytosin-Reste nicht binden konnten. Zur Kontrolle wird zusätzlich eine PCR mit den 

unveränderten Primern durchgeführt, die Interpretation der Signale ist genau umgekehrt zu sehen: ein 

starkes Signal weist hier auf einen hohen Methylierungsgrad hin.

Alternativ kann eine hochauflösende Schmelzkurvenanalyse durchgeführt werden. Hierbei wird die 

Probe nach der eigentlichen PCR zunächst auf etwa 55˚C abgekühlt, um eine Bindung komplementä-

rer Basensequenzen zu ermöglichen. Dann wird die Probe unter ständiger fluorometrischer Messung 

langsam bis zur vollständigen Denaturierung bei 94˚C erhitzt und die Messwerte als Kurve aufgetragen. 

Tabelle 13 gibt einen Überblick über die verwendeten Primer.

DNA-Gelelektrophorese

Amplifizierte DNA-Fragmente wurden durch horizontale Agarose-Gelelektrophorese zur Größen-

bestimmung zusammen mit einem Größenstandard aufgetrennt. Dazu wurde Agarose-Pulver in TAE-

Puffer (40 mM Tris-base, 1 mM EDTA pH 8,0, 20 mM Eisessig) bis zur vollständigen Auflösung aufge-

kocht, mit 0,25 µg/ml Ethidiumbromid vermischt und in eine Gussform gegeben (Sub® Cell GT, Bio-Rad 

Laboratories GmbH, München).

Wurden die zu analysierenden Proben einer Standard-PCR entnommen, konnten die Proben ohne 

weitere Prozessierung auf das Gel aufgetragen werden. Wurden sie einer qPCR-Reaktion entnommen, 

mussten sie vor der Gelelektrophorese mit Ladepuffer (6X orange loading dye, Fermentas GmbH) ver-

mischt werden.

Die Auftrennung der Proben erfolgte im horizontalen Feld bei etwa 100 V. Die Auswertung erfolgte 
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nach Aufnahme des Bandenmusters unter UV-Licht (Bio-Rad Laboratories GmbH, München) per Hand 

oder mittels Software (Quantity One 4.6, Bio-Rad Laboratories GmbH, München).

Computergestütze Analyse

Zur Analyse numerischer Daten wurden Microsoft Excel for Mac 2008 (Microsoft, Inc., Richmond, 

VA, USA) sowie GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA) eingesetzt. Dies be-

traf Messungen aus Absorptionsmessungen bei BCA- und MTT-Assays sowie die Abschätzung der 

Genexpression mittels quantitativer PCR.  Immunfluoreszenz-Western-Blots wurden mit der proprietä-

ren Software des Geräteherstellers analysiert (Odyssey, Version 1.2, LI-COR Biosciences, GmbH, Bad 

Homburg). Die daraus gewonnenen Daten wurden in Microsoft Excel weiter berechnet. ECL-Western 

Blots wurden mit der proprietären Software des Aufnahmegeräts registriert und anschließend papierba-

siert oder mittels der proprietären Software (Quantity One4.6, Bio-Rad Laboratories GmbH, München).

Bilddateien aus mikroskopischen Aufnahmen wurden mit der proprietären Steuersoftware des Mi-

kroskopherstellers aufgenommen (ZEISS AxioVision) und mit Fiji und Adobe Photoshop weiter bear-

beitet.
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Ergebnisse

Einfluss und Funktion von Caveolin-1 und seiner dominant-negativen Variante

Caveolin-1-Expression in verschiedenen Zellinien

Zunächst wurden die verwendeten Zellreihen im Bezug auf ihre Caveolin-Expression charakterisiert. 

Die Zellreihe OE-19 entstammt einem Kardia-Karzinom und weist – wie andere von Magenzellen ab-

stammende Linie, wie auch AGS – konstitutionell eine sehr geringe Expression von Caveolin-1 auf. Im 

Unterschied dazu ist die Caveolin-1-Expression in der Ösophaguskarzinom-Zelllinie OE-21 sehr hoch. 

Zwei andere Zelllinien mit plattenepithelialem Ursprung – HET1A und EPC-tert – zeigen jedoch deutli-

che Unterschiede in der Caveolin-1-Expression (Abb. 10a, vgl. Prade et al., 2012).

Um die biologischen Effekte dieses Unterschiedes abschätzen zu können, planten wir, zunächst in 

OE-19-Zellen die Auswirkungen der Wildtyp-Variante von Caveolin-1 zu testen. Im direkten Vergleich 

dazu sollten OE-21-Zellen mit der dominant-negativen Variante transfiziert werden. Das aktuell unter-

suchte Plasmid wurde bereits in früheren Untersuchungen verwendet (Burgermeister, Schmid, et al., 

2007b).

Stabile Transfektion von OE-19-Zellen

OE-19-Zellen wurden in 15-cm-Zellkulturschalen zu subtotaler Konfluenz herangezogen und an-

schließend wie oben beschrieben mit der dominant-negativen Variante von Caveolin-1 transfiziert. Um 

eine biologische Kontrolle zur Verfügung zu haben, wurde gleichzeitig eine Transfektion mit unveränder-

tem Caveolin-1 und eine Leervektorkontrolle durchgeführt. In der Literatur sind bisher nur sehr wenige 

Experimente mit stabil transfizierten OE-19-Zellen publiziert, da diese Zellreihe anders als beispiels-

Abb. 10a: Caveolin-1 in verschiedenen Zelllinen

Abb. 10b: Caveolin-1-Western-Blot, vorbekanntes Muster  
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weise HEK-Zellen anscheinend nur in sehr geringem Maße fremde DNA annimmt und die üblichen 

nichtviralen Transfektionsverfahren nur sehr eingeschränkt toleriert. Wir entschlossen uns dennoch für 

diese Zelllinie, da sie ihrer Herkunft nach die größte biologische Nähe zum Kardia-Karzinom hat.

Die mRNA-Analyse zeigte in fast allen Klonen erwartungsgemäß lediglich ein geringes Expressions-

niveau. Es konnte auch nach Variierung der Transfektionsparameter nicht wesentlich gesteigert wer-

den. Kontrolltransfektionen in HEK-Zellen waren mit hoher Effizienz bereits im Vorfeld der Versuchs-

planung durchgeführt worden. Zur Untersuchung des biologischen Effektes wurden die OE-19-Klone 

funktionellen Tests unterzogen.

Die stabil transfizierten Klone konnten über mehrere Passagen in Kultur gehalten werden.

Wachstumkurve

Die Wachstumskurven der transfizierten Klone sind in Abbildung 11a dargestellt. Auffällig ist, dass 

die dominant-negativen Klone (grüne Graphen) bis Tag 5 offenbar schneller proliferierten als die Wild-

typ-Klone (blaue Graphen). Um abzuschätzen, welchen Einfluss Gallensäure-Exposition auf die ver-

schiedenen Klone hat, wurde der Versuch mit CDCA wiederholt (vgl. Prade, 2011). Die MTT-Messwerte 

sind in Abbildung 11b dargestellt. Wiederum sind die dominant-negativen Klone grün, die Wildtyp-

Klone blau codiert. Es zeigt sich, dass die dominant-negativen Klone auch hier offenbar ein schnelleres 

Wachstum zeigen, der auch an Tag sechs noch messbar ist. Im Mittelwert scheint dabei CDCA die Pro-

liferation bis Tag sechs bei Wildtyp-Klonen eher zu hemmen, währenddessen die dominant-negative 

Variante durch die Gallensalze eher stimuliert zu werden scheint (Abb. 11c). Dies unterstreicht die Rolle, 

die der P132L-Mutation in vivo zugeschrieben wird.

	
  
Abb. 11: Cav-1-mRNA in stabil transfizierten OE-19-Klonen

Abb. 12a: Wachstumskurven der Klone, DMSO-Kontrolle
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Es ist zu diskutieren, inwiefern andere Transfektionsmethoden, insbesondere der virale Gentransfer, 

zu einem anderen Ergebnis geführt hätten. Angesichts der Erfahrungen bei der genetischen Verände-

rung dieser Zelllinie und mangels Zugang zu Laboreinrichtungen der Sicherheitsstufe S2 wurde bei der 

Durchführung der Versuche auf eine entsprechende Überprüfung verzichtet. Des weiteren ist zu disku-

tieren, ob die Kultur in G418-haltigen Medien trotz Resistenzfaktor die replikative Fitness insbesondere 

der OE-19-Zellen zu sehr einschränkt. Aufgrund dieser Erfahrung wurden die weiteren Transfektions-

experimente, insbesondere zur Interaktion des SREBP-Signalwegs mit der Caveolin-1-Expression, in 

HEK293-Zellen durchgeführt.

Caveolin-1- und SREBP-1-Expression im Ösophagus

Immunhistochemische Untersuchungen an Gewebe-Microarrays von Ösophagus-Karzinomresek-

taten erlaubten es, die Expression von Caveolin-1 im menschlichen Ösophagus abzuschätzen. Es liegt 

in der physiologischen Situation in vesikulären, membranassoziierten Strukturen vor. Abbildung 13 

zeigt beispielhaft die Anfärbung des Stratum basale in einem menschlichen Ösophaguspräparat (mit 

freundlicher Genehmigung von Prof. Dr. A. Walch und Dr. rer. nat. S. Rauser, Institut für Pathologie, 

Technische Universität München) mittels FastRed, die Gegenfärbung erfolgte mit Hämatoxylin. Die 

Aufnahme erfolgte an einem 2 µm dicken Paraffin-Schnittpräparat bei einer Objektivvergrößerung um 

den Faktor 40. Diese Lokalisation lässt sich im Mausversuch reproduzieren (Abb. 14). Ergänzende Ex-

pressionsstudien auf Proteinebene konnten die Beobachtung erhärten (Abb. 15). Die Färbung nimmt 

lumenwärts deutlich ab. Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass lediglich die untersten Zell-

Abb. 12b: Wachstumskurven der Klone, Stimulation mit CDCA

Abb. 12c: Statistische Auswertung der Wachstumskurven
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schichten Caveolin-1 exprimieren und das Protein mit fortschreitender Zellalterung verschwindet, oder 

im Zuge der Ausreifung der Zellen in einer Art maskiert wird, die eine immunhistochemische Detektion 

erschwert.

Die Funktion von Caveolin-1 umfasst mutmaßlich den intrazellulären Transport von Cholesterin-Mo-

lekülen, die innerhalb der Lipid-Doppelmembran liegen. Der Zusatz von Cholesterin macht biologische 

Membranen steifer, so dass ein hoher Cholesteringehalt bei Epithelien mit hoher mechanischer Bean-

spruchung – eben Plattenepithelien – eine funktionell wichtige Rolle spielt. Der Einbau von Cholesterin 

erfolgt mutmaßlich bereits in der Neubildung der Zellen in Stratum basale, da die weiter lumenwärts 

	
   	
  
Abb. 13b: IHC auf Cav-1, MausAbb. 13c: IHC auf Cav-1, Mensch

Abb. 13c: qPCR auf Cav-1, Maus

Abb. 14: Immunhistochemie auf SREBP-1 und Caveolin-1, Maus, gastroösophagealer Übergang.

1, 2: anti-SREBP-1-Antikörper, Verdünnung 1:100, 400x, Ösophagus

3, 4, 5: anti-Caveolin-1-Antikörper, Verdünnung 1:50, 200x. 3+4: Ösophagus, 5: Vormagen 

Abkürzungen: SE: squamous epithelium; EL, esophageal lumen; BM, basement membrane; SM, submocosa; 
MP, muscularis propria; CE, columnar epithelium; G, glands; n, negativ; p, positiv.
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liegenden Schichten einerseits weit von einer Blutgefäßversorgung entfernt sind und Cholesterin durch 

Diffusion aufgrund der Größe und der hydrophoben Eigenschaften nicht gut diffundiert, und da ande-

rerseits die lumenwärts liegenden Zellen bereits einen deutlich eingeschränkten Stoffwechsel haben 

oder gar bereits abgestorben sind.

Bei einem postulierten Zusammenhang zwischen der Caveolin-1-Expression und der Aktivität von 

SREBP-1 ist zu fordern, dass in der basalen Zellschicht auch SREBP-1 exprimiert ist. Diese Annahme 

wurde mittels Immunhistochemie untersucht (vgl. Prade et al., 2011, Abb. 14). Es zeigt sich, dass tat-

sächlich im selben Zellkompartiment SREBP-1 und Caveolin-1 nachzuweisen ist. Damit ist ein funkti-

oneller Zusammenhang möglich.

Stimulation des MAPKK-MAP-Erk-Signalwegs durch CDCA

Wie bereits durch Brady (Brady et al., 1996) an Ito-Zellen, durch (Qiao, Stratagouleas, & Martinez, 

2001) an primären Hepatozyten, sowie in der weiteren Folge auch an Zellen des Colon (Qiao et al., 

2001) und schließlich auch an Zelllinien aus einem Barrett-Karzinom (Jaiswal et al., 2006) gezeigt wer-

den konnte, stimulieren Gallensalze und darunter insbesondere CDCA den P-Erk-Signalweg. Erk wird 

im Zuge der Signalkaskade von MAPKK über MAPK phosphoryliert und damit aktiviert. Mittlerweile 

besteht weitgehend Konsens, dass diese Stimulation weder auf einer Form der Verschränkung von 

Signalwegen (receptor crosstalk) noch auf einer physiologischen Bindung von CDCA an den Epidermal 

Growth Factor (EGF) Rezeptor beruht. CDCA aktiviert zwar den Rezeptor direkt, aber nicht an sei-

ner EGF-Bindungsstelle, sondern an einem anderen Epitop. Dies ist aber für die weitere Betrachtung 

der klinischen Relevanz nicht allzu bemerkenswert. Unabhängig von der Art der Aktivierung führt die 

Einwirkung unkonjugierter Gallensäuren auf das Epithel zu einer Aktivierung der Proliferation und des 

Überlebens. Es konnte in vielen Publikationen gezeigt werden, dass die Überstimulation von Prolifera-

tions- und Überlebensfaktoren ein Schritt in der Entwicklung eines Karzinoms ist.

Die Aktivierung des Phospho-Erk-Signalwegs konnte reproduziert werden. Die Abbildung 15a zeigt 

den eingelesenen Immunfluoreszenz-Western-Blot der Untersuchung der schnellen Signalwege in den 

Abb. 15a: Western Blot auf Phospho-Erk Abb. 15b: Ladekontrolle mit beta-Aktin
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Zellreihen OE-19 und OE-21, dessen Durchführung im Abschnitt Material und Methoden dargestellt ist. 

Primärantikörper war ein vom Kaninchen stammender Antikörper spezifisch gegen phosphoryliertes 

Erk (P-Erk). Es ist ein deutlicher Zusammenhang zwischen Aktivierung des Signalweges und CDCA-

Konzentration zu erkennen. Zum Abgleich des Proteingehaltes wurde beta-Aktin auf der Blotmembran 

nachdetektiert (Abb. 15b). Dieses Ergebnis bestätigt den bereits in mehreren Voruntersuchungen be-

schriebenen Effekt von Chenodeoxycholsäure auf die Erk-Aktivierung in zwei weiteren Zelllinien.

Prognostische Relevanz der Caveolin-1-Expression im Barrett-Karzinom

Abbildung 13 zeigt eine FastRed-IHC-Färbung eines gesunden Plattenepithels. Caveolin-1 ist in 

deutlich erkennbaren intrazellulären Einschlusskörpern der Zellen der Basalschicht lokalisiert. Diese 

Beobachtung konnte an histologischen Schnitten an Speiseröhren der Maus reproduziert werden (s.o., 

Abb. 17). Voruntersuchungen durch Hung (Hung et al., 2003) wiesen bereits eine stadienspezifische 

Expression bei humanen Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und des Halses nach.

Die Abbildung 18 zeigt exemplarisch Aufnahmen eines Tissue Microarray, angefertigt durch S. Rau-

ser (Institut für Pathologie, TUM/Helmholtz-Zentrum für Gesundheit und Umwelt) verschiedener Diffe-

renzierungsstufen von Adenokarzinomen des gastro-ösophagealen Übergangs. Es handelt sich dabei 

um Resektionspräparate von AEG-Tumoren der Siewert-Klassen 1 und 2. Es ist festzustellen, dass die 

Expression von Caveolin-1 abhängig vom Differenzierungsgrad zunimmt. Stark dedifferenzierte Tumo-

	
  
Abb. 16: Exemplarische Mikroskopieaufnahmen aus einem Tissue-Microarray ösophagealer Resektionspräparate. 

Immunhistochemische Färbung mit FastRed.

Rechte Seite: Kaplan-Meier-Überlebenskurven, getrennt nach den Expressionsstadien 0/1/2 (oben) und 3 (unten).
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ren, entsprechend einem histopathologischen Grading G3, zeigen eine deutlich erhöhte Reaktivität ge-

genüber anti-Caveolin-1-Antikörpern. Zur Anfärbung wurde in dieser Untersuchung ein monoklonaler 

Antikörper gegen humanes Caveolin-1 verwendet. Für die statistische Auswertung wurden insgesamt 

100 Resektate in Gewebe-Microarrays untersucht. Die große Mehrzahl der Tumorproben wies keine 

signifikante Erhöhung der Caveolin-1-Färbung auf. Einige wenige Tumoren (n=5) wiesen jedoch stark 

positive Färbesignale auf.  Das verwendete Scoring-System ist in der Abbildung 18 illustriert: 0 steht 

für ein negatives Färbeergebnis, +1 für ein schwaches, +2 für ein mittelstarkes und +3 für ein starkes 

Färbesignal. Der Differenzierungsgrad wurde durch einen Experten festgelegt (vgl. (Prade et al., 2012)) 

In einer Auswertung der Überlebensdaten konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen Caveolin-

Überexpression und Mortalität gezeigt werden. Dies wird in der Abbildung durch die Kaplan-Meier-Kur-

ven für Gesamtüberleben (oben) sowie für das krankheitsfreie Überleben (unten) illustriert (Abbildung 

aus Prade et al., 2012).

Dieses Ergebnis ist nicht überraschend, da dedifferenzierte Tumoren in der Regel mit einer deut-

lich schlechteren Prognose einhergehen. Erwähnenswert ist allerdings, dass Caveolin-1 in den stark 

dedifferenzierten Tumoren zytoplasmatisch lokalisiert war, in gesundem Plattenepithel aber membran-

ständig ist. Es ist anzunehmen, dass mit dieser veränderten Lokalisation auch die biologische Funktion 

verändert ist. Caveolin-1 hat keine eigene enzymatische Aktivität und wirkt in vivo in erster Linie als 

Modulator anderer Signalkaskaden, so dass hier insbesondere die Studien zur diesen Interaktionen an 

Relevanz gewinnen (Burgermeister & Seger, 2008; Burgermeister, Chuderland, et al., 2007a; Burger-

meister, Schmid, et al., 2007b; Tencer, Burgermeister, Ebert, & Liscovitch, 2008).

Negativer Zusammenhang zwischen Caveolin-1-Expression und 
Gallensalzexposition

Untersuchungen zur Genexpression von Caveolin-1 in vitro

Da die Effekte von Caveolin-1 auf verschiedene Signalkaskaden und ihre Interferenzen bereits Ziel 

mehrerer Untersuchungen waren, konzentrierte sich die aktuelle Untersuchung auf die Regulation der 

Expression von Caveolin-1. Des weiteren stand im Fokus dieser Arbeit, einen Signalweg zu beschrei-

ben, der Inhaltsstoffe des gastroösophagealen Refluxes mit genetischen Regulationsmechanismen 

verbindet. In dieser Hinsicht diente Caveolin-1 als Surrogatparameter. 

Die Promotorstruktur und einige funktionelle Zusammenhänge wurden oben bereits ausgeführt. 

Zur Untersuchung wurden die Gallensalze Chenodeoxycholsäure und Deoxycholsäure verwendet, die 

aufgrund ihrer Häufigkeit (CDCA) und ihrer lipophilen Eigenschaften (DCA) von besonderem Interes-

se sind. Der Zusammenhang zwischen der Expression von Caveolin-1 und der CDCA-Konzentration 

wurde bereits an Colonkarzinom-Zelllinien (Akare, Akare, & Martinez, 2005; Feldman & Martinez, 2009; 

Jean-Louis et al., 2006) untersucht. Dabei wurde eine Induktion der Caveolin-1-Expression ersichtlich. 
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In unseren Reproduktionsversuchen konnte dieser Effekt auch an OE-19-Zellen nachvollzogen werden. 

Dies ist in Abbildung 17 (rechts) dargestellt. Der Effekt scheint also zumindest Zellen, die von zylindri-

schen Epithelien abstammen, gemein zu sein.

Interessanterweise konnte reproduzierbar gezeigt werden, dass in OE-21-Zellen keine Induktion, 

sondern im Gegenteil eine Repression der Expression zu beobachten ist. Dies ist im oben angeführten 

Western Blot (rechte Bahnen) wegen des stark positiven Signals nicht zu erkennen. Der Versuch wur-

de als Fluoreszenz-Immunoblot wiederholt. Abbildung 17 (links) zeigt beispielhaft einen Western-Blot 

mit klar ersichtlicher Verringerung der Caveolin-1-Konzentration – in der Falschfarbendarstellung grün 

wiedergegeben – im Verhältnis zu β-Aktin. Diese Ladekontrolle wurde mit roter Farbe codiert. Dieses 

Ergebnis konnte in drei unabhängigen Versuchen reproduziert werden.

Auch in der nicht maligne transformierten Zelllinie EPC-htert konnte die Repression von Caveolin-1 

in der quantitativen PCR gezeigt werden. Die Abbildungen 18 und 20a zeigt die Ergebnisse dieser Un-

tersuchung für OE-21 und EPC-htert nach jeweils 24-stündiger Exposition. 

Die Expression ist nicht allein dosisabhängig. In einer Untersuchung über einen Zeitraum von ins-

gesamt 36 Stunden nahm die Reaktivität im Immunoblot bei EPC-htert-Zellen kontinuierlich ab. Auffal-

lend ist dabei, dass auch das aktive Fragment von SREBP in dieser Zeit abnahm (Abbildung 19).

Abb. 17: Dynamik der Caveolin-1-Expression nach Gallensalzexposition

links: Immunfluoreszenz-Western-Blot auf Caveolin-1,  
Primärantikörper-Verdünnung 1:100 (anti-Caveolin-1, Kaninchen), 1:500 (anti-beta-Aktin, Maus),  

Sekundärantikörper anti-Kaninchen-IgG/Alexa Fluor 680, Verdünnung 1:20.000 (grün codiert), 
 anti-Maus-IgG/Alexa Fluor 800, Verdünnung 1:20.000 (rot codiert)

rechts: ECL-Western-Blot in Zelllysaten aus OE-19 und -21,  
Primärantikörper anti-Caveolin-1 , Verdünnung 1:100, Sekundärantikörper anti-Maus-IgG, Verdünnung 1:1000 

Exposition 20 min

Abb. 18: Caveolin-1-Repression in OE-21 und 
EPC-htert-Zellen

Abb. 19: Cav-1-Repression in OE-21 und EPC-htert
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Caveolin-Expression und CDCA-Exposition in vivo

In der Arbeitsgruppe Prof. Ebert wurden durch Xiang Xianbing (unpublizierte Daten) in-vivo-Expo-

sitionsversuche an Mäusen durchgeführt. CDCA wurde dabei dem Futter zugesetzt. Gemessen wurde 

die Expression von Caveolin-1 in den Speiseröhren von Mäusen. Eine erste Auswertung ergab, dass 

auch in vivo die Expression von Caveolin-1 im Trend zurückging (Abb. 13c). Eine Quantifizierung der 

Caveolin-1-Expression auf Proteinebene gelang im Tiermodell nicht.

Interferenz mit dem SREBP-Signalweg

Da Caveolin-1 als wichtiges Gen im Cholesterin-Stoffwechsel über drei postulierte Sterol-regulative 

Elemente in seinem Promotor verfügt, wurde SREBP-1 als möglicher transaktivierender Faktor identi-

fiziert. Bei einer beobachteten Verringerung der Caveolin-1-Reaktivität im Immunoblot wäre also eine 

Abnahme des aktiven Fragments von SREBP-1 zu fordern. Der funktionelle Zusammenhang wird the-

oretisch durch die große strukturelle Ähnlichkeit zwischen Cholesterin und den Gallensalzen gestützt. 

Die Transkriptionsfaktoren der SREBP-Gruppe gehören zu den zentralen Regulatoren des Cholesterin-

haushalts. In der Literatur war ALLN bereits als supraphysiologischer Aktivator des SREBP-Signalwegs 

beschrieben (Bengoechea-Alonso & Ericsson, 2007),  so dass diese Substanz diesen beobachteten 

Effekt abschwächen oder gar umkehren könnte.

Die Expositionsversuche von OE-21-Zellen gegenüber CDCA wurden zunächst mit und ohne ALLN 

wiederholt. Die Abbildung 20 zeigt den Verlauf der Signalstärke im Fluoreszenz-Immunoblot von Ca-

veolin-1 über einen CDCA-Konzentrationsgradienten von 0 bis 75 µM. Dabei nimmt, wie bereits im in-

tialen Fluoreszenz-Immunoblot gezeigt, ohne ALLN-Zugabe die Expression von Caveolin-1 ab (blauer 

Abb. 20: Caveolin-1-Repression und seine Hemmung mit ALLN. 
links oben: Cav-1-mRNA in Abhängigkeit der CDCA-Konzentration, rechts oben: ECL-Western-Blot auf 

Caveolin-1 mit und ohne ALLN, unten: Fluoreszenz-Western-Blot zur Ergänzung 
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Graph). Unter Einfluss von ALLN ist dieser Repressionseffekt nicht zu beobachten (grüner Graph). Die-

ses Ergebnis ist auch im Fluoreszenzimmunoblot sowie im ECL-Western-Blot visuell nachvollziehbar. In 

der quantitativen statistischen Auswertung sind die Veränderungen signifikant, bei einem alpha-Fehler 

von 5%.

Auf Ebene der SREBP-Aktivierung lässt sich feststellen, dass die Exposition gegenüber Gallensal-

zen die Freisetzung des aktiven Fragments von SREBP verringert. Die Auswertung der Immunoblots ist 

wegen unspezifischer Antikörperreaktionen aufwändig, die Quantifizierung im Fluoreszenz-Immunoblot 

ist in Abbildung 21a zu sehen, der entsprechende ECL-Immunoblot in Abbildung 21b.

Aus diesen Untersuchungen lässt sich schließen, dass das aktive Fragment von SREBP-1 und 

die Caveolin-1-Expression bei Exposition gegenüber Gallensäuren, im untersuchten Fall gegenüber 

CDCA, gleichsinnig verlaufen. Eine funktionelle Interaktion ist angesichts der physiologischen Funktion 

von Caveolin-1 und der Promotorstruktur möglich.

Funktionelle Promotoranalyse

Um den Einfluss von Gallensalzen auf den Promotor von Caveolin-1 selbst messen zu können, wur-

de ein etwa 1000 bp umfassendes Fragment des Promotors in ein Luciferase-Reporterplasmid kloniert 

und in HEK293-Zellen eingebracht. Die Zellen wurden dann entsprechend der Versuchen mit OE19- 

und OE21-Zellen mit Gallensalzen stimuliert und anschließend in einem Luminometer ausgelesen. Die 

Aktivität des Caveolin-1-Promotors verhielt sich in diesen Versuchen reziprok zur Gallensalzkonzent-

ration. Es ließen sich sogar, wenn auch nicht auf statistisch signifikantem Niveau, leichte Unterschie-

de zwischen den einzelnen verwendeten Gallensalzen erkennen. Abbildung 22 zeigt die kumulierten 

Abb. 21a: Quantifizierung des aktiven SREBP-1-Fragments in 
Anhängigkeit der CDCA-Konzentration

Abb. 21b: ECL-Western-Blot des aktiven SREBP-
Fragments in Abhängigkeit von ALLN

Abb. 22: Luciferase-Aktivität in Abhängigkeit von FBS, CDCA und ALLN
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Ergebnisse des Luciferase-Reporter-Assays in OE21-Zellen.

Damit ist festzuhalten, dass die Exposition gegenüber Gallensäuren über den Caveolin-1-Promotor 

zu einer Beeinflussung der Expression des Zielgens führt. Dieser Effekt ist in HEK-293-Zellen gleich-

sinnig wie in OE-21-Zellen.

Um zu überprüfen, ob die Repression tatsächlich durch SREBP-1 vermittelt wird, das an den Pro-

motor bindet, wurde eine Chromatin-Immunopräzipitation an OE-21-Zellen durchgeführt. Die Unter-

suchung wurde wie zuvor mit einer ALLN-Kontrolle zur Überaktivierung des Signalwegs durchgeführt. 

Abb. 23a zeigt das relative Cav-1-DNA-Niveau in Abhängigkeit von CDCA jeweils mit und – als Nega-

tivkontrolle – ohne anti-SREBP-Antikörper. Testbedingt ist das Signal in der quantitativen PCR stärker, 

wenn mehr Transkriptionsfaktor an die Promotorabschnitte bindet. Die DNA kann –  ebenfalls prin-

zipbedingt – nur dann in einer relevanten Menge nachgewiesen werden, wenn Antikörper gegen den 

Transkriptionsfaktor hinzugegeben wurden, da alle nicht-proteingebundenen DNA-Abschnitte im Laufe 

der Aufreinigung verloren gehen. Das Signalniveau, das durch die rechten beiden Säulen der Abb. 23a 

dargestellt wird, ist daher als unspezifische Reaktion zu werten.

Abb. 23b illustriert in den Einfluss von ALLN auf die Promotorbindung von SREBP-1. Unter su-

praphysiologischer Aktivierung des Signalwegs ist erheblich mehr Promotor-DNA nachweisbar. Der 

Einfluss von CDCA ist hier nicht mehr nachweisbar.

Epigenetische Untersuchung

Der Promotor von Caveolin-1 weist einige Cytosin-Guanin-Dinukleotide auf, die zur epigenetischen 

Regulation der Genexpression methyliert sein können. Insbesondere bei Zelllinien mit sehr geringer 

Expression kann dieser Mechanismus zum Tragen kommen. Um diese Hypothese näher zu untersu-

chen, wurden OE-19-Zellen mit 5-Azacytidin behandelt und anschließend die Caveolin-1-Expression 

untersucht. Abb. 24 zeigt die beobachteten Veränderungen.

In OE-19-Zellen kann eine demethylierende Behandlung die Expression von Caveolin-1 erhöhen. 

Damit ist eine epigenetische Repression von Caveolin-1 anzunehmen. Anhand dieser Untersuchung ist 

aber nicht festzustellen, ob die Demethylierung des Promotors allein zur Reaktivierung der Expression 

führt. Denkbar ist, dass wichtige Coaktivatoren oder transaktivierende Sequenzen ebenfalls demethy-

liert werden und damit die Expression steuern.

Abb. 23a: Chromatin-IP zur Untersuchung der Bindung von 
SREBP-1 an den Cav-1-Promotor.

Abb. 23b: Einfluss von ALLN auf die SREBP-1-Bindung
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Zusammenfassung

Zusammenfassend ist also gezeigt, dass die mittelfristige Exposition gegenüber Gallensäuren über 

30 Stunden zu einer signifikanten, reproduzierbaren Verringerung der Expression von Caveolin-1 führt. 

Dieser Effekt ist in plattenepithelialen Zellen vom Typ OE-21 und EPC-htert beobachtbar. Dies lässt den 

Schluss zu, dass es sich um einen Mechanismus handelt, der zumindest für Plattenepithelien typisch 

ist. Bei anderen Zelllinien stellt sich dieser Zusammenhang umgekehrt dar (OE-19, AGS), so dass hier 

möglicherweise ein organspezifischer Effekt vorliegt.

Die Repression von Caveolin-1 ist mit einer Verringerung der Aktivität von SREBP-1 vergesellschaf-

tet. Promotorstrukturanalysen lassen vermuten, dass mindestens ein Teil der Repression auf eine In-

teraktion von Caveolin-1 und SREBP-1 zurückzuführen ist. Die verringerte Aktivierung von SREBP-1 

kann darauf zurückzuführen sein, dass Gallensäuren in den Zellen durch ihre strukturelle Ähnlichkeit 

zu Cholesterin eine Überladung der Zelle mit Cholesterin anzeigen und damit den Steroidhaushalt be-

einflussen.

	
  
Abb. 24: Hinweise auf die epigenetische Regulation von Cav-1 durch Methylierung des 

Promotors
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Diskussion

Ergänzende Untersuchungen in der Arbeitsgruppe

Im Rahmen der weiteren Untersuchungen zum Einfluss von Gallensäuren auf die Expression von 

Caveolin-1 und die Aktivität des Signalwegs von SREBP wurden durch Elke Prade weitergehende 

zellbiologische Untersuchungen durchgeführt (Prade, 2011). Die Interaktion des Transkriptionsfaktors 

mit DNA-Abschnitten konnte dabei mittels electrophoretic mobility shift assay (EMSA) erneut bestätigt 

werden.

Des weiteren wurde mittels Immunfluoreszenz die intrazelluläre Lokalisation von Caveolin-1 und 

von SREBP untersucht.Wie bereits aus den Voruntersuchungen zu erwarten war, ist in OE-19-Zellen 

praktisch kein Caveolin-1 anfärbbar. OE-21-Zellen zeigen dagegen ein sehr deutliches Färbesignal. In-

teressant ist hierbei, dass Cav-1 insbesondere in zytoplasmatischen Strukturen lokalisiert ist. Dies stellt 

einen Unterschied zur physiologischen Situation dar, wo das Protein in erster Linie an die Membranen 

assoziiert erscheint. Die Translokation des aktiven Fragments von SREBP-1 auf dem Zytoplasma in 

den Kern konnte mittels Sucrose-Gradient-Ultrazentrifugation nachgewiesen werden.

In einer weiteren Versuchsreihe von Isabel Demmer (Demmer, 2010) wurde versucht, die Transloka-

tion von SREBP vom Zytoplasma in Richtung Zellkern in HEK293-Zellen mikroskopisch nachzuvollzie-

hen. Dabei war die Anfärbung von SREBP-1 grundsätzlich möglich, die Translokation konnte allerdings 

optisch nicht nachgewiesen werden.

	
  
Abb. 25: intrazelluläre Lokalisation von Caveolin-1 in OE-21 und -19-Zellen
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Ergebnisse dieser Arbeit

Biologische Unterschiede zwischen OE-21, EPC-htert und HET-1A

Bereits der erste Versuch der hier beschriebenen Untersuchungen erbrachte ein aufschlussreiches 

Ergebnis. Die in den veröffentlichten Untersuchungen häufig verwendeten Zelllinien OE-21, HET-1A 

und EPC-htert unterscheiden sich in ihrer Caveolin-1-Expression deutlich. Eine mögliche Erklärung 

ergibt sich aus den Ergebnissen der immunhistochemischen Untersuchungen am gesunden Platte-

nepithel des Menschen und der Maus. Die Caveolin-1-Expression ist dort strikt auf das Stratum basale 

beschränkt. In dieser Schicht sind die adulten Stammzellen lokalisiert, aus denen sich das Platte-

nepithel regeneriert. Die Zelllinie EPC-htert konnte nach gentechnologischer Aktivierung der huma-

nen Telomerase gewonnen werden. Dies stellt die einzige relevante Veränderung gegenüber der phy-

siologischen Situation dar. Es ist denkbar, dass die hier etablierten Zellen entweder tatsächlich dem 

Stammzellkompartiment entstammen oder sehr frühe transitamplifizierende Zellen darstellen. HET-1A 

wurden hingegen durch viralen Gentransfer  gewonnen. Es ist einerseits möglich, dass die genetische 

Veränderung als solche zu einer Suppression geführt hat, oder aber dass hierbei eine Zelllinie etabliert 

wurde, die nicht aus Zellen der Basalschicht entstammt. Anhand der immunhistochemischen Daten ist 

ersichtlich, dass bereits in der direkt angrenzenden Zellschicht keine relevante immunhistochemische 

Reaktivität gegenüber Caveolin-1 besteht.

OE-21 stellt hingegen eine maligne transformierte Zelllinie dar. Der ursprünglichen Charakterisie-

rung ist zu entnehmen, dass sie einem mittelgradig differenzierten Plattenepithelkarzinom entstammt. 

Wie oben ausgeführt ist in epidemiologischen Untersuchungen ein Zusammenhang zwischen der Ca-

veolin-1-Expression und dem Differenzierungsgrad in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Berei-

ches beschrieben worden. Es ist möglich, dass das Ursprungsgewebe der OE-21-Zelllinie tatsächlich 

entdifferenzierter war als ursprünglich angegeben.

Anhand dieser Überlegungen ist die von Prof. Opitz in Freiburg etablierte Zelllinie EPC-hTert auf-

grund der minimalen Abweichungen von der physiologischen Situation bei Studien zur Biologie des 

Plattenepithels des Ösophagus zu bevorzugen. Komplexe, dreidimensionale organotypische Zellkul-

tursysteme tragen dem Rechnung: hier wird bevorzugt diese Zelllinie eingesetzt (Kalabis et al., 2012).

Beeinflussung der Cholesterinregulation durch Gallensäuren

Unserer Kenntnis nach ist diese Untersuchung eine der ersten, die eine Interferenz zwischen der 

kanonischen Regulation des Cholesterinhaushalts und den Gallensäuren belegt. Auf molekularer Ebe-

ne kann dies durch ihre strukturelle Verwandtschaft erklärt werden. Zugleich sind Gallensäuren damit 

einer der wenigen Inhaltsstoffe des duodeno-gastroösophagealen Refluxates, für die spezifische Re-

zeptorstrukturen mit direkter regulatorischer Wirkung auf die Transkription bekannt sind. Bislang wurde 
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das nur für Pepsin und Gastrin postuliert. Die beobachteten Effekte sind in einer Konzentration zu 

beobachten, die weit über der im Blut zu erwartenden Gallensalzkonzentration liegt. Damit ist anzu-

nehmen, dass die beobachteten Effekte nur bei Kontakt mit Galleflüssigkeit selbst oder eben Refluxat 

zu beobachten sind, andere Körpergewebe aber nicht betroffen werden. Des weiteren weisen die Un-

tersuchungsergebnisse darauf hin, dass Gallensäuren eine direkte toxische Wirkung auf Zellen haben. 

Daher ist anzunehmen, dass der Einfluss auf das Epithel multifaktoriell ist: einerseits bedingt die Expo-

sition gegenüber Gallensäuren eine Veränderung der SREBP-abhängig regulierten Gene, andererseits 

tritt mit zunehmender Konzentration eine chemisch-toxische Gewebsschädigung in den Vordergrund.

Ergänzung des Modells der Pathogenese der Barrett-Metaplasie

Im Kontext mit den jüngsten Forschungsergebnisse im Mausmodell lässt sich nun das bisherige 

Bild der Entstehung der Barrett-Metaplasie ergänzen: neben der direkten chemisch-toxischen Schädi-

gung des Epithels durch den niedrigen pH-Wert und die hohen Gallensäurekonzentrationen im Refluxat 

ist die Regenerationsfähigkeit des Plattenepithels eingeschränkt, da der Cholesterinhaushalt durch die 

Interferenz mit den Gallensäuren beeinträchtigt ist. Gleichzeitig ist zu postulieren – was in der aktuellen 

Untersuchung allerdings mangels eines geeigneten Zellkulturmodells nicht untersucht werden konnte 

– das die Zellen der Kardia weniger anfällig für diese Interferenz sind. Für Magen-Zelllinien scheint die 

Interferenz tatsächlich zu anderen Effekten zu führen, wie exemplarisch an der Expression von Caveo-

lin-1 in den Zellreihen OE-21 und OE-19 gezeigt werden konnte.

Wenn nun die Zellen der Kardia durch den Reflux weniger beeinträchtigt sind, können sie die orts-

ständigen Zellen des distalen Ösophagus verdrängen und dort zu einer Defektheilung führen. 

Effekte auf differenzierungsrelevante Transkriptionsfaktoren konnten in der aktuellen Untersuchung 

nicht sicher reproduziert werden. Daher lassen sich die Ergebnisse dieser Untersuchung eher mit der 

Theorie einer Defektheilung in Einklang bringen, wenngleich sie nicht als Argument gegen die Transdif-

ferenzierungshypothese herangezogen werden kann. Dies könnte an FXRnull-Mäusen, die mit dem von 

Quante publizierten IL1β-Mausmodell gekreuzt werden, genauer untersucht werden. Ersten Ergebnis-

sen zufolge führt die Gallensäurebelastung im IL1β-Mausmodell zu einer schnelleren Krebsentstehung. 

Die Kombination mit FXRnull könnte eine Aussage über die möglicherweise protektive Funktion dieses 

xenobiotischen und zumindest in der Leber sicher differenzierungsrelevanten Transkriptionsfaktors er-

möglichen.

Zusammenfassend fügen die hier beschriebenen Versuche dem Verständnis des ersten Schrittes 

der Metaplasie der Speiseröhre – der epithelialen und subepithelialen Schädigung durch Reflux – eini-

ge molekulare Erklärungsmuster hinzu. Neben der in der Literatur gut beschriebenen und ausführlich 

experimentell untersuchten unspezifischen Schädigung durch den niedrigen pH-Wert, lösungsmittel-

ähnliche Eigenschaften der Gallensäuren auf Lipidmembranen und eine oxidative Schädigung der DNA 

ist anzunehmen, dass auch Interferenzen mit spezifischen Signalkaskaden wie dem SREBP-System 
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zur Schädigung beitragen.

Terminologie

Ausgehend vom bekannten Wissen über die Erkrankung und den Ergebnissen und Postulaten der 

hier beschriebenen Versuche kann das Modell der Barrett-Metaplasie detaillierter dargestellt werden. 

Wegen der in der Einleitung bereits angesprochenen begrifflichen Unschärfe sei dem aber eine kurze 

Festlegung der Terminologie vorangestellt. Tosh et al. haben in einer ausführlichen Übersichtsarbeit 

Gemeinsamkeiten zwischen verschiedenen Phänomenen zusammengestellt, die in der medizinischen 

Literatur als Metaplasie beschrieben werden (Tosh & Slack, 2002). Zellen des Knochenmarks wurden 

bereits als mögliche Ursprungszellen von Skelett- und Herzmuskelzellen, Hepatozyten, endothelialen 

Zellen, und sogar Purkinje-Neuronen beschrieben. Unklar ist allerdings, ob die ursprüngliche Zelle in all 

diesen Fällen bereits als vollständig ausdifferenziert bezeichnet werden kann, und ob die verwendeten 

Reportergene tatsächlich ausreichend spezifisch sind, um nicht im Rahmen einer unspezifischen Ex-

pression eine Verfälschung des Ergebnisses zu provozieren.

Wie bereits in der Einleitung ausgeführt ist schon die histopathologische Definition – mit oder ohne 

Becherzellen – umstritten. Aber auch der Begriff der Metaplasie selbst geht mit mechanistischen 

Grundannahmen einher: es handelt sich der gebräuchlichsten Definition zufolge um eine erworbene 

Epithelveränderung. So kann die Metaplasie von einer Heterotopie abgegrenzt werden, die eine ver-

mutlich angeborene Epithelveränderung beschreibt. Diese Definition ist aber nicht allgemein akzeptiert, 

die Abgrenzung zur Heterotopie ist unscharf (Rosztóczy et al., 2012; Slack & Tosh, 2001).

Wendet man sich den möglichen Ursachen einer erworbenen Veränderung von Geweben zu, muss 

man wenigstens drei verschiedene Konzepte voneinander abgrenzen. Gut etabliert ist der Begriff der 

Defektheilung: wie bei einer Narbe wird das ursprünglich vorhandene, beschädigte Gewebe nicht 

durch denselben Gewebstyp im Rahmen der normalen Regeneration ersetzt. Die Heilung geht von 

ortsständigen, benachbarten oder eingewanderten Zellen aus und bildet ein Gewebe, das an dieser 

Stelle normalerweise nicht vorkommt. Dabei bleiben alle beteiligten Zellen ihrer Differenzierung und De-

terminierung treu. Im Bezug auf die Barrett-Metaplasie unterstützen insbesondere die jüngsten Studien 

in transgenen Mausmodellen diese Auffassung (Quante et al., 2012; X. Wang et al., 2011). Verkom-

pliziert wird die Theorie der Defektheilung durch Studien, in denen eine Einwanderung und Ausdiffe-

renzierung von Knochenmarkszellen in intestinale Epithelien postuliert wurde (Houghton et al., 2004). 

Die Ergebnisse insbesondere der Arbeit von Houghton sind in ihrer Methodik und Interpretation nicht 

unumstritten und auch nur teilweise reproduziert. Erwiesen sie sich als zutreffend, bestünde allerdings 

erheblicher Forschungsbedarf, um diesen Mechanismus im Detail nachzuvollziehen.

In der Literatur ist in Abgrenzung zu diesem Konzept die Transdifferenzierung zu finden. Dabei 

nimmt das ortsständige Gewebe nach einer Schädigung eine andere Differenzierung an. Legt man das 

derzeitige Verständnis der Stammzellnische und der Differenzierung adulter Gewebe zu Grunde, muss 
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die Veränderung in epithelialen Stammzellen ablaufen. Alle aus ihnen hervorgehenden Zellen sind dem 

gegenwärtigen Verständnis folgend erstens strikt auf eine Differenzierung festgelegt (determiniert) und 

werden zudem nach einigen Teilungen selbst absterben. Veränderten sie nun ihre Differenzierung, wäre 

die Veränderung nach einem Regenerationszyklus bereits wieder verschwunden. Jüngeren Untersu-

chungen zufolge könnte diese Annahme allerdings unzutreffend sein; Schwitalla et al. haben in ihren 

Untersuchungen zur Wnt-Aktivierung in intestinalen Epithelien eine bidirektionale Konversion zwischen 

Tumor-initiierenden Zellen und intestinalen Stammzellen gefordert (Schwitalla et al., 2013). Diese Er-

gebnisse sind bislang nicht sicher reproduziert und beschränken sich auf die Initiation von Krebser-

krankungen. Es ist zu diskutieren, ob die Ergebnisse die bislang angenommene irreversible Determinie-

rung von transitamplifizierenden Zellen im Kontext einer nicht-malignen Metaplasie widerlegen.

Neben der Frage, welcher Nische die Metaplasie-initiierenden Zellen angehören, ist auch die Frage 

der Plastizität der Stammzellen zu diskutieren. Nimmt man an, dass die Metaplasie tatsächlich eine 

Transdifferenzierung beinhaltet, folgt daraus direkt, dass zumindest die Gewebsstammzellen in ihrer 

Differenzierung nicht vollständig determiniert sein. Unklar ist dabei, ob diese Veränderungen reversibel 

oder irreversibel sind.

All diese Begriffe – Defektheilung, Metaplasie, Heterotopie, Transdifferenzierung, Transdeterminie-

rung – werden aber in der Literatur verwendet, ohne sie einer eindeutigen Definition zu unterwerfen. 

Dies erschwert wie schon bei der klinischen Diagnose der Barrett-Metaplasie den Vergleich, die statis-

tische Analyse und die wissenschaftliche Diskussion. Für die Zukunft ist zu fordern, dass diese begriff-

liche Beliebigkeit zugunsten einer einheitlichen Terminologie aufgegeben wird.

Mechanismen der epithelialen Schädigung

Epitheliale und subepitheliale Schädigung

Trotz der relativ hohen Prävalenz der Epithelveränderungen im Ösophagus beschränkt sich das Ver-

ständnis über die Erkrankung wie oben beschrieben weitgehend auf histomorphologische Beschrei-

bungen und daraus abgeleitete Hypothesen. Ein zugrunde liegender molekularer oder zellbiologischer 

Mechanismus konnte bislang nicht formuliert werden, insbesondere aufgrund der unklaren Begrifflich-

keit: wie oben erwähnt weisen nur etwa zwei Drittel der Patienten mit einer ösophagealen Epithelver-

änderung eine spezialisierte intestinale Metaplasie mit Becherzellen auf. Es ist möglich, dass hier ein 

signifikanter systematischer Stichprobenfehler vorliegt: die untersuchten Gene, insbesondere caudal 

homeobox-related 2 (Cdx-2) und Mucin-2 (Muc-2) sind charakteristisch für Becherzellen, nicht aber 

für zylindrische Epithelien im Allgemeinen. Da man sich aber erhofft, durch die Genexpressionsanaly-

se tiefere Einblicke in die Entstehung und der Metaplasie zu gewinnen, ist besondere Sorgfalt bei der 

Auswahl der Stichprobe und der Datenanalyse nötig. Für eine umfassende Analyse wäre eine Studie 

sinnvoll, die alle zylindrischen Epithelien genetisch untersucht und die Proben anhand ihres histologi-
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schen Bildes genau klassifiziert – also zylindrische intestinale Metaplasie von spezialisierter intestinaler 

Metaplasie trennt und den Grad der epithelialen Dysplasie genau beschreibt (Quante, in Arbeit).

Unabhängig vom Ursprung des metaplastischen Epithels muss zunächst postuliert werden, dass 

die Epithelveränderung nicht spontan geschieht, sondern eine Reaktion auf den Rückfluss von Ma-

gen- und Duodenalsekret ist. Diese deutlich saure Flüssigkeit enthält neben Pepsin und Gallensäuren 

eine Reihe weiterer Enzyme und Botenstoffe, die das Epithel des Ösophagus schädigen können. Der 

erste Schritt in der Entstehung der intestinalen Metaplasie des Ösophagus ist daher eine Schädigung 

des Epithels. Wie schon ausgeführt beschrieben die bisher bekannten molekularen Mechanismen die 

mehr oder weniger unspezifische Schädigung von Zellstrukturen. Die Zellmembran wird durch die sei-

fenartigen Eigenschaften der Gallensäuren beschädigt; ein niedriger pH-Wert und auch die Gallensäu-

ren selbst führen zu einer oxidativen Schädigung verschiedener Zellstrukturen einschließlich der DNA. 

Einzelne Bestandteile der Refluxflüssigkeit aktivieren spezifische Signalwege. Dies betrifft Signalwege 

intestinaler Hormone, aber auch wie gezeigt den SREBP-SCAP-Signalweg.

Inwiefern neben dem Epithel auch andere Kompartimente durch den Reflux betroffen sind, ist bisher 

weder in histopathologischen Studien noch im Mausmodell untersucht worden. Insbesondere bei der 

narbigen Ausheilung mit Strikturen muss aber von einer Beeinträchtigung des subepithelialen Binde-

gewebes ausgegangen werden.

Unspezifische Schädigung

Jean-Louis et al. publizierten 2006 einen Artikel mit dem Titel „Deoxycholic acid induces intracel-

lular signaling through membrane perturbations“(Jean-Louis et al., 2006). Im diesem Artikel wird be-

schrieben, wie Gallensäuren, vom Körper als potente Detergenzien in den Dünndarm sezerniert, auch 

auf körpereigene Zellen seifenähnlich wirken und die Membranen direkt schädigen können. Auf diese 

Weise würden, so die Autoren, intrazelluläre Signalwege aktiviert. Insbesondere Deoxycholsäure schei-

ne hier einen besonderen Effekt zu zeigen.

Der erwähnte Artikel formuliert aber keine nachvollziehbare Hypothese, auf welche Weise differen-

zierungsrelevante Gene durch eine unspezifische Membranschädigung aktiviert werden können. Man 

kann aber vermuten, dass die schädigenden Einflüsse der Säure und die seifenähnlichen Eigenschaf-

ten der Gallensäuren tatsächlich einen unspezifischen membranschädigenden Einfluss haben. Weitere 

Publikationen erklären den schädigenden Prozess mit der erhöhten Permeabilität für reaktive Sauer-

stoffspezies und einer daraus folgenden Schädigung intrazellulärer Strukturen, einschließlich der DNA 

(Dvorak, Payne, et al., 2007b; Jolly, Wild, & Hardie, 2004; 2009; Song, Guha, Liu, Buttar, & Bresalier, 

2007). Es gibt also experimentelle Hinweise darauf, dass Reflux tatsächlich eine gewisse Destabilisie-

rung der DNA bewirkt.

Anderen Berichten zufolge gibt es Hinweise auf eine Störung des Golgi-Apparates, was sich an ei-

ner veränderten Glykosylierung und Fucosylierung verschiedener Glykoproteine nachweisen ließ. Die-

ser Effekt wurde von Byrne und Kollegen als Golgi-Fragmentierung beschrieben, die vor allem durch 
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DCA hervorgerufen wurde (Byrne, Sharma, Duggan, Kelleher, & Long, 2012).

In Zellkulturversuchen konnte außerdem mehrfach nachgewiesen werden, dass Gallensäuren den 

nuclear factor kappa B (nfκB) aktivieren – ein zentraler Schritt bei entzündlichen Reaktionen (Quante & 

Wang, 2008). Das Tiermodell von Quante (2012) rekapituliert diesen Weg, indem ein artifizieller IL1β-

Rezeptoragonist im Epithel der Speiseröhre überexprimiert wird. Die Krebsentstehung auf dem Boden 

entzündlicher Prozesse ist in der Literatur gut beschrieben und in der Inflammation-Karzinom-Sequenz 

zusammengefasst (Karin & Greten, 2005). 

Unspezifische Signaltransduktionseffekte von Gallensäuren

Eine Reihe von Signalkaskaden werden durch Gallensalze beeinflusst, obgleich sie bisher anderen 

funktionellen Liganden zugeordnet waren. Gallensäuren und ihre Salze wirken dabei auf verschiedenen 

Ebenen meist als bislang unbekannte Liganden an Rezeptorstrukturen ein.

Einer der ersten beschriebenen Effekte von Gallensäuren auf epitheliale Zellen ist die Aktivierung 

des Phospho-Erk-Signalwegs durch unspezifische Bindung an den epidermal growth factor receptor 

(EGFR). Dieser Effekt scheint bei konjugierten Gallensalzen deutlicher zu sein als bei ihren dekonju-

gierten Derivaten. Die Beobachtung ist wie in den in dieser Arbeit vorgestellen Ergebnissen gut re-

produzierbar, auf molekularer Ebene aber nicht vollständig aufgeklärt (Jaiswal et al., 2006). Auch der 

Phosphatidylinositol-3-Kinase/Akt-Signalweg scheint aktiviert zu werden (Jaiswal et al., 2004). Die PI-

3-K/Akt-Aktivierung ist Andl zufolge Folge der EGFR-Aktivierung (Andl et al., 2003). Beide Signalwege 

sind wegen ihrer pro-proliferativen und anti-apoptotischen Effekte relevante Systeme, ihre Effekte sind 

aber äußerst vielfältig und nicht besonders spezifisch, insbesondere nicht im Hinblick auf die Determi-

nation oder Differenzierung von Zellen. Die Zusammenhänge sind möglicherweise recht komplex, da 

in nicht-ösophagealen Zellkultursystemen der EGFR-Signalweg funktionell auch mit CD95 und damit 

pro-apoptotischen Signalwegen verknüpft zu sein scheint. Dies geschieht über eine Yes-abhängige 

EGFR-Aktivierung (Reinehr, Becker, Wettstein, & Häussinger, 2004; Sommerfeld, Reinehr, & Häussin-

ger, 2009).

Giorgio und Kollegen konnten in vitro Hinweise auf eine reversible und kompetitive Bindung von 

Lithocholsäure an den EphA2-Rezeptor finden. Diese Interaktion hat auch Auswirkungen auf nachge-

lagerte Signalkaskaden. Dabei spielt offenbar eine hochkonservierte Region der Eph-Rezeptorfamilie 

eine wichtige Rolle (Giorgio et al., 2011). Diese Untersuchungen wurden allerdings bisher nicht in vivo 

nachvollzogen und zudem lediglich an Zelllinien durchgeführt, die dem Colon entstammen; die Aktivität 

des Eph-ephrin-Systems in der Barrett-Metaplasie ist bisher auch nicht sicher beschrieben. Daher ist 

die Aussagekraft für die Barrett-Metaplasie eingeschränkt. Die Ergebnisse sind aber möglicherweise 

von einer gewissen Relevanz, weil das Eph-ephrin-System eines der wichtigen regulativen Systeme 

der Regeneration intestinaler Epithelien darstellt. Damit könnte dieses System ein wichtiger Baustein 

sein, um die Defektheilungshypothese der Barrett-Metaplasie auf molekularer Ebene zu unterfüttern.
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Signaltransduktionseffekte spezifischer Gallensalzrezeptoren

Von den bekannten Rezeptoren für Gallensäuren sind mindestens Insig und FXR (Capello et al., 

2008; de Gottardi et al., 2006) im Plattenepithel des Ösophagus exprimiert. Insig ist wie oben beschrie-

ben eng mit der Regulation des Steroid- und Cholesterolhaushalts der Zelle verknüpft; die Rolle von 

FXR ist vor allem im Ösophagus bislang nicht vollständig aufgeklärt. Einzelne Berichte führen eine Rolle 

von GpBAR1 (syn: TGR-5) an. 

Hong et al. fanden in ihren Experimenten eine funktionelle Verbindung zwischen GpBAR1 und NO-

X5S: Die Expression von NOX5-S und damit zusammenhängend die Produktion von H2O2 war in ihren 

Versuchen abhängig von der Dosis an Taurin-DCA. Wurde GpBAR1 nun siRNA-vermittelt supprimiert, 

so sank auch die Expression von NOX5-S und die H2O2-Produktion ab (Hong et al., 2009). Die Gruppe 

führte die Untersuchungen an FLO- und BAR-T-Zellen ausschließlich in vitro durch; die Expression von 

GpBAR1 konnte allerdings in unseren Versuchen an den Zelllinien CP-C, EPC-hTert, OE-19, OE-21 und 

OE-33 nicht reproduziert werden, so dass der von Hong et al. beschriebene Effekt zwar möglicherwei-

se in vivo vorhanden ist, aber wahrscheinlich noch weitere Effekte angenommen werden müssen.

Es ist unklar, ob Gallensalze mit ihrer Bindung an Oxysterol-Rezeptoren das Epithel direkt schädi-

gen können. Die oben beschrieben Versuche lassen den Schluss zu, dass Gallensalze wie Oxysterole 

wirken können und damit auch die entsprechenden Signalwege aktivieren können. Anhand der Expres-

sion von SREBP-Zielgenen, anhand von Bindungsanalysen von Transkriptionsfaktoren an Promotor-

sequenzen und anhand von Reporter-Konstrukten ist dies in vitro nachvollziehbar. Es gibt allerdings 

nur einen einzigen Bericht über ein in-vivo-Modell einer intestinalen Metaplasie, das ausschließlich auf 

einer hohen Gallensalzzufuhr beruht (Dvorak, Guy, et al., 2007a). Dieses Modell wurde jedoch lediglich 

als Kongressplakat veröffentlicht; bislang wurde noch keine Reproduktion publiziert.

Die Rolle der xenobiotischen nukleären Rezeptoren ist wie erwähnt Gegenstand der Forschung. De 

Gottardi et al. sowie Demars et al. beschreiben, dass eine FXR-Aktivierung durch Guggulsteron oder 

6α-Ethyl-CDCA Apoptose induziert (de Gottardi et al., 2006; Demars, Buttar, Anderson, Papenfuss, & 

Wang, 2007). Die Kreuzung von IL1βRA-Tieren mit FXR-defizienten Tieren könnte interessante Einbli-

cke in die Homöostase der Gewebe bei chronischer Entzündung geben, insbesondere bei Belastung 

mit Gallensäuren.

Bislang konnte keiner dieser Rezeptoren funktionell mit der Barrett-Metaplasie oder einer ihrer ver-

muteten zentralen Gene in Zusammenhang gebracht werden, es existieren zu dieser Fragestellung 

bislang auch keine Tiermodelle. 

Legt man die Theorie der direkten Umdifferenzierung zu Grunde, muss allerdings ein hochspezifi-

scher differenzierungsrelevanter Signalweg existieren, der nach der Schädigung des Epithels die Um-

differenzierung auslösen könnte. Die Tatsache allein, dass bislang zumindest kein solcher Signalweg 

gefunden werden konnte, stellt einen zentralen Schwachpunkt der Umdifferenzierungstheorie dar. Die 

Befunde sind allerdings bis zu einem gewissen Grad mit der Theorie der Defektheilung in Einklang zu 
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bringen. Diese Gewebe haben bereits die richtige Differenzierung und müssen zur Ausheilung der De-

fekte lediglich expandieren.

Effekte anderer Hormone und Signalmoleküle

Wie in der Einleitung bereits erwähnt, wird ein hoher Spiegel an Gastrin als Risikofaktor für die 

Barrett-Metaplasie angesehen. Dies beruht in erster Linie auf klinischen Korrelationsanalysen; funkti-

onelle Analysen in vitro oder im Tiermodell sind bisher selten. Metaplastisches Epithel exprimiert den 

Cholecystokinin-2-Rezeptor um fast zwei Größenordnungen stärker als normales Plattenepithel. Es 

ist möglich, dass einzelne Einflussfaktoren in der Refluxflüssigkeit zu einer lokalen Gastrin-Expression 

führen, so dass dann die Zellen über autokrine und parakrine Wege beeinflusst werden. Die Hypothese 

einer autokrinen Gastrin-Wirkung ist unter anderem durch die Ergebnisse zweier Untersuchungen von 

Kochman und DelValle sowie Singh und Xu gestützt worden (Kochman, DelValle, Dickinson, & Boland, 

1992; Singh et al., 1994): beide Gruppen beschrieben eine deutliche Überexpression von Gastrin-

Vorläuferformen in colorektalen Krebszellen. Transgene Mäuse, die Gastrin überexprimieren, zeigen 

ebenfalls eine erhöhte CCK-2-Expression. Wird auch dieser Rezeptor inaktiviert, reduziert sich die Zahl 

intestinaler Stammzellen und Kryptenspaltungen (Jin et al., 2009). Zumindest im Kolon scheint also die 

Gastrin-CCK-2-Signalkaskade einen wichtigen Stellenwert zu haben. Es ist jedoch unklar, inwiefern 

diese Untersuchungen auch auf die Epithelzellen der Kardia und des gesunden und metaplastischen 

Ösophagus übertragen werden können.

Veränderung des mikrobiellen Milieus

Yang et al. zeigten, dass beim Barrett-Ösophagus neben den oben ausführlich beschriebenen Ver-

änderungen im Bereich der Genexpression auch die Mikroflora im Ösophagus deutlich verändert ist. 

Statt der üblicherweise auf Plattenepithelien vorkommenden Streptococcus spp. sind in der Mehrzahl 

der Fälle einer Ösophagitis oder einer Barrett-Metaplasie anaerobe Bakterienspezies ähnlich der im 

unteren Gastrointestinaltrakt zu finden (Pei et al., 2005; L. Yang et al., 2009). Ob diese Veränderung nun 

Ursache oder Konsequenz der Metaplasie ist, bleibt derzeit Gegenstand der Diskussion. Die klinische 

Relevanz dieser Untersuchungen fußt auf der Beobachtung, dass eine Eradikationstherapie von H. py-

lori mit einem geringgradig erhöhten Risiko für ein Barrett-Adenokarzinom vergesellschaftet ist. Auch 

hier ist der funktionelle Zusammenhang bislang unklar.

Reparaturmechanismen

Im Anschluss an die epitheliale Schädigung beginnt die Heilungsphase. In den meisten Fällen re-

generiert dabei das Plattenepithel, in einigen Fällen entsteht eine zylindrische Metaplasie mit oder 

ohne Becherzellen. Narben und Strikturen bilden sich nur selten. Es ist möglich, dass das Ausmaß 

und die Dauer der Schädigung einen Einfluss auf den Heilungserfolg hat. Es ist anzunehmen, dass die 

Refluxflüssigkeit nicht allein das Epithel schädigt, sondern auch die Regeneration des ortsständigen 

Epithels in seiner typischen Differenzierung erschwert. Damit wäre für benachbarte Zelltypen, die von 
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der Refluxflüssigkeit nicht beeinträchtigt sind, eine neue Nische geschaffen.  

Es wäre also angesichts der bekannten Daten zu fordern, dass kurzfristige und auf zellulärer Ebe-

ne nur geringgradig schädigende Refluxepisoden eine vollständige Regeneration des Plattenepithels 

ermöglichen. Eine längerdauernde, gering- bis mäßiggradige Schädigung würde einerseits das Epithel 

direkt schädigen, aber auch die Regeneration des Plattenepithels behindern, so dass von den Kardia-

Zellen eine Defektheilung im Sinne einer zylindrischen Metaplasie ausgehen kann. Ist die Refluxschädi-

gung so massiv, dass das Epithel lokal zerstört wird und die Regenerationskapazität der Kardia-Zellen 

erschöpft ist, kommt es zu einer narbigen Defektheilung mit Strikturen.

Es muss zum gegenwärtigen Zeitpunkt unklar bleiben, ob Becherzellen für die Klassifikation und 

Prognose der Metaplasie relevant sind. Diesbezüglich sind die Ergebnisse der Tiermodell-Studien zur 

Notch-Aktivierung in der zylindrischen Metaplasie des gastroösophagealen Übergangs sowie der Bar-

rettNet-Studie im Menschen abzuwarten (Höhl und Quante, jeweils in Arbeit).

Lineage Tracing

Einen wichtigen Hinweis könnten Lineage-Tracing-Versuche in Barrett-Tiermodellen liefern. In die-

sen  Versuchen wird eine vererbbare Veränderung selektiv in eine bestimmte Zellpopulation einge-

bracht. Alle Zellen, die nach einer gewissen Beobachtungszeit dieses Merkmal tragen, stammen also 

von derselben Zellpopulation ab. Gegenwärtig werden in erster Linie genetische Modifikationen ver-

wendet, die zeit- und zellspezifische Markierungen von einzelnen Zellpopulationen erlauben. Eines der 

am häufigsten verwendeten Konstrukte ist das Cre-loxP-System in Verbindung mit einer durch das 

LacZ-Gen codierten beta-Galaktosidase. Hierbei wird eine Tamoxifen-aktivierbare Cre-Rekombinase 

durch homologe Rekombination unter die Kontrolle eines gewebs- oder sogar zellpopulationsspezi-

fischen Promotor (z.B. Lgr5) gebracht und damit in vivo idealerweise ausschließlich in diesen Zellen 

exprimiert. Das LacZ-Konstrukt steht in der Regel unter der Kontrolle des Rosa26-Promotors. Der 

Rosa26-Locus ist ubiquitär aktiv, ein Genprodukt ist nicht bekannt (Soriano, 1999). Daher ist auch ein 

homozygoter Knockout möglich. Die für die beta-Galaktosidase kodierende Sequenz liegt hinter einem 

loxP-flankierten poly-A-Signal, das als Transkriptionsstopsignal dient. Daher ist ohne Cre-vermittelte 

Rekombination keine Expression des LacZ-Gen möglich. Erst nach Induktion mit Tamoxifen wird Cre 

aktiviert und das poly-A-Segment aus dem Rosa26-Locus entfernt. Die beta-Galaktosidase wird ex-

primiert und führt in einer speziellen Färbetechnik zu einer intensiven Blaufärbung. Die Entfernung des 

Stop-Codons ist dabei vererbbar auf alle Nachkommen der betreffenden Zelle. Die aus der einzelnen 

rekombinierten Zelle hervorgegangenen Nachkommen sind demnach in der Färbung ebenfalls blau 

gefärbt.

Wenn die Metaplasie von einem Stammzellkompartiment in der Kardia ausgeht, dann sollten diese 

Versuche Tochterzellen dieser Stammzellen in der Metaplasie nachweisen können. Studien von Quante 

und Wang haben zumindest im Mausmodell diese Vorstellung untermauert (Quante et al., 2012). Eine 

Reproduktion der Tierversuchsergebnisse im Menschen ist aus methodischen Gründen – es müssen 
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Zellen in ihrer DNA verändert werden – nicht in vergleichbarer Art und Weise möglich. Es ist allerdings 

denkbar, spezifische Spontanmutationen im metaplastischen Gewebe, die nicht auch parallel im Plat-

tenepithel bestehen, an verschiedenen Stellen der Barrett-Metaplasie nachzuweisen sind. Wenngleich 

dieser Biopsie- oder Resektat-basierte Ansatz methodologisch nicht denselben Evidenzgrad eines 

strikten Lineage-Tracing-Experiments hat, so wären doch prinzipiell Hinweise auf eine Klonalität der 

Metaplasie im Menschen gefunden.

Tiermodell der Barrett-Metaplasie

Tiermodelle der Barrett-Metaplasie – Ausblick

„Animals clearly do not smoke, consume alcohol, or laze around eating fatty diets, so it is difficult 

to address the comorbid factors involved in human cancer.“ Mit diesem Satz leiten Attwood et al. ihre 

Gedanken zu Tiermodellen der intestinalen Metaplasie ein (Attwood et al., 2008) und beschreiben plas-

tisch, welche Beschränkungen ein Tiermodell dieser Erkrankung hat. Die Barrett-Metaplasie und das 

Adenokarzinom sind eine komplexe Krankheitsentität, zu deren Entstehung sowohl genetische Fakto-

ren als auch Umwelteinflüsse beitragen. Gerade die Umwelteinflüsse sind aber im Tiermodell nur unter 

artifiziellen Bedingungen herzustellen.

Da in mehreren Untersuchungen in transgenen Tiermodellen eine ektope Cdx-2-Aktivierung im Plat-

tenepithel allein nicht zur Entstehung einer Barrett-Metaplasie geführt hat, muss davon ausgegangen 

werden, dass entweder mindestens ein weiterer Faktor an der Epithelveränderung beteiligt ist oder die 

Metaplasie nicht vom Plattenepithel ausgeht. Ein zweiter Faktor ist bisher nicht identifiziert. Diskutiert 

wird neben einer Funktionsveränderung des Bone morphogeneic protein 4 auch ein verändertes Mik-

romilieu in der Stammzellnische sowie ein erhöhter Gastrin-Einfluss. Grundsätzlich muss aber bei allen 

weiteren Untersuchungen verstärkt die Möglichkeit ins Auge gefasst werden, dass die Metaplasie eine 

von der Kardia ausgehende Defektheilung darstellt und daher endogene Modelle eher dort ansetzen 

müssen. Wenigstens im Rückblick bleibt festzustellen, dass Cdx-2 als Ziel der genetischen Modifika-

tion wahrscheinlich ungeeignet ist: es handelt sich um einen zentralen Differenzierungsfaktor spezi-

alisierter intestinaler Epithelien, insbesondere von Becherzellen. Wahrscheinlich ist die spezialisierte 

intestinale Metaplasie mit Becherzellen aber nur ein Sonderfall der Barrett-Metaplasie. Unbekannt ist 

auch, welcher Phänotyp in der Entstehung zuerst auftritt.

Wie in der Einleitung bereits beschrieben sind mindestens acht verschiedene chirurgische Modelle 

etabliert, die alle eine Reflux-Situation zu simulieren versuchen. Die Autoren teilen diese acht Modelle 

wiederum in drei Gruppen ein: jene, die lediglich eine Entzündung des Ösophagus hervorrufen, jene, 

die eine Ösophagitis mit Barrett-Metaplasie, aber kein Adenokarzinom des Ösophagus provozieren, 

und schließlich jene, die alle Stufen bis hin zum Karzinom reproduzieren. Zur ersten Gruppe zählen 
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Attwood et al. eine Ligatur des Pylorus, eine Ösophagogastroplastie nach Wendel, und die externe 

Perfusion der Speiseröhre. In die zweite Gruppe fallen die totale Gastrektomie, die Mukosaexzision 

und die chirurgische Anlage einer axialen Hiatushernie. Die dritte Gruppe schließlich beinhaltet die 

Ösophagojejunostomie sowie die Anlage einer ösophagoduodenalen oder ösophagogastroduodena-

len Anastomose (Attwood et al., 2008).

Aus diesen Tiermodellen wurde der Verdacht abgeleitet, dass insbesondere Reflux aus dem Duode-

num zur malignen Progression führt. Dies ist aber auf nicht-chirurgischem Weg schwer zu simulieren.

Bislang vor kurzem sind so alle Versuche, ein nicht-chirurgisches Tiermodell einer Barrett-Metapla-

sie zu entwickeln, ohne Erfolg geblieben. Der erste Bericht eines endogenen Tiermodells, ein p63null-

Modell, wurde von Wang und Kollegen erst im Jahr 2011 publiziert (X. Wang et al., 2011). Dem Team 

um Dr. Timothy C. Wang am Columbia University Medical Center in New York gelang es, eine transgene 

Maus zu generieren, bei der ein Interleukin-1-Rezeptoragonist unter dem EBV-Promotor steht. Diese 

Mäuse entwickeln eine Entzündung am ösophagogastralen Übergang, die bei einigen Tieren von einer 

spezialisierten intestinalen Metaplasie begleitet wurde. Bei einigen wenigen Mäusen konnte sogar ein 

Adenokarzinom festgestellt werden. Die Ergebnisse wurden Anfang 2012 publiziert.

Da IL-1beta lediglich zu einer unspezifischen Entzündung führt und auch das p63null-Modell ledig-

lich Plattenepithelien im Allgemeinen schädigt, sind Aussagen zum Mechanismus der Metaplasie nicht 

direkt abzuleiten. Dazu wären Veränderungen nötig, die weniger pleiotope Effekte aufweisen. Interes-

sant ist in diesem Zusammenhang, dass die Entzündung deutlich stärker ausfiel, wenn Gallensalze im 

Trinkwasser aufgelöst wurden. Beide Mausmodelle geben aber wichtige Hinweise zum zugrundelie-

genden Mechanismus. Die p63null-Maus ist der erste Beleg dafür, dass eine Zellpopulation besteht, 

von der eine Metaplasie im Sinne einer Defektheilung ausgehen kann, ohne dass grundlegende Dog-

men der Stammzelldeterminierung in Frage gestellt werden müssen.

Ausgehend von der beim Menschen beobachteten Pathophysiologie scheint das IL1β-Modell et-

was realitätstreuer zu sein, da eine vollständig nicht-entzündliche Schädigung des Plattenepithels beim 

Menschen nicht beschrieben wurde. Das p63-Modell ist aber aufgrund einzelner zellkulturbasierter 

Versuche durchaus relevant: sollte sich bestätigen, dass p63 tatsächlich durch Gallensäuren reprimiert 

wird wie von Roman et al. (Roman et al., 2007) beschrieben, dann ist von einem funktionellen Zu-

sammenhang zwischen Gallensalzeinfluss und direkter Schädigung der Reifung von Plattenepithelien 

auszugehen.

Da der wichtigste Risikofaktor, der gastroösophageale Reflux, durch transgene Modelle nicht zu 

modellieren ist und das Wissen über die molekularen Mechanismen immer noch begrenzt sind, bleibt 

die Entwicklung und Verbesserung der endogenen Tiermodelle auch weiterhin herausfordernd. Auf 

Basis der bislang beschriebenen Mechanismen kommen jedoch einige Signalwege in Betracht, deren 

gezielte Modifikation zum Erfolg führen könnte. Gezielte Kreuzungsversuche könnten zudem dazu bei-

tragen, die Kontroverse um die Herkunft des metaplastischen Epithels zu lösen.
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Um die Barrett-Metaplasie und ihre Progression zum Adenokarzinom im Tiermodell noch präzi-

ser modellieren zu können, sind weitere zentrale genetische Veränderungen zu überprüfen. Menschli-

che Barrett-Epithelien mit hochgradiger intraepithelialer Dysplasie haben sehr instabile Telomere und 

neigen daher zu Chromosomenaberrationen. Dies kann im Mausmodell durch mTert-defiziente Tiere 

nachvollzogen werden. Die Kombination aus dem etablierten pL2-IL1beta-Modell mit der mTertnull-

Maus könnte weitere Hinweise auf die genetischen Mechanismen liefern. In diesem Zusammenhang 

ist aber anzumerken, dass bislang nicht bekannt ist, welche chromosomalen Aberrationen zu onko-

genen Genprodukten führen. Um die beim Menschen beobachteten Veränderungen nachvollziehen 

zu können, ist wahrscheinlich auch eine Verkreuzung mit einer p53-Maus mit ähnlichen genetischen 

Veränderungen assoziiert.

Andere kombinierte genetische und metabolische Untersuchungen widmen sich dem Einfluss von 

Gallensäuren im Entzündungsmodell wie auch in FXR-defizienten Mäusen. Dies dient dazu, die Wir-

kung von Gallensäuren auf die jeweiligen Regelkreise zu erforschen.

Beschränkungen der Arbeit

Diese Arbeit stützt sich in erster Linie auf Zellkulturversuche. Schon aus diesem Grund sind die 

Ergebnisse nicht ohne weiteres auf die Ebene des Gesamtorganismus zu extrapolieren. Des weiteren 

stammten die verwendeten Zelllinien von menschlichen Krebsgeschwulsten ab. Es ist anzunehmen, 

dass angesichts der mannigfaltigen genetischen Veränderungen, wie sie insbesondere in Ösophagus-

karzinomen vorkommen, die Signaltransduktionmechanismen zum Teil erheblich verändert sind.

Des weiteren besteht die grundsätzliche Problematik, dass die Regulation der Steroidsynthese 

und des Cholesterinhaushalts bislang hauptsächlich im Hinblick auf kardiovaskuläre Erkrankungen er-

forscht wurde. Die differenzierungsbezogenen Forschungsprojekte widmeten sich vor allem der Leber 

und den ableitenden Gallenwegen und zu einem kleinen Teil der intestinalen Metaplasie des Magens. 

Ein kritischer Abgleich mit vorhandener Literatur ist daher nur eingeschränkt möglich.

Um die genannten Einschränkungen zu umgehen, wären auch transgene Studien im Mausmodell 

sinnvoll. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, sind die bisher etablierten Mausmodelle aber wenig aus-

sagekräftig, was die konkreten Mechanismen der Metaplasie betrifft. Selbst die beiden bislang publi-

zierten Konstrukte von Quante und Wang stützen sich auf eine unspezifische Schädigung des Epithels.

Leider waren zum Zeitpunkt der Versuchsdurchführung keine Mausmodelle verfügbar, die über eine 

bloße Ablation des SREBP-Gens hinausgehen. Erschwerend kommt hinzu, dass SREBP im Genom 

funktionell redundant angelegt ist und damit selbst ein kompletter Knockout eines möglichen Tran-

skripts keine wesentliche Veränderung des Phänotyps ergibt. So wird beispielsweise die Funktion von 

SREBP-1c durch die Spleißvariante SREBP-1a und eine erhöhte Expression von SREBP-2 kompen-

siert (Liang et al., 2002). Die derzeit verfügbaren Mausmodelle mit SREBP-1c-Überexpression sind so 
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konstruiert, dass sie SREBP konstitutiv überexprimieren (Shimano et al., 1996; Shimomura et al., 1998). 

Dies stellt einen interessanten Ansatz dar, um die Funktionsweise in Leber und Fettgewebe zu erfor-

schen; für gewebsspezifische Studien ist dieser Ansatz nicht sinnvoll. Zudem lässt sich in diesen Kon-

strukten nicht beeinflussen, wann die SREBP-Expression verändert werden soll. Dies wäre über eine 

Cre-loxP-Konstruktion möglich. Dabei müsste zum Knockdown das Gen für SREBP-1 an einer Stelle 

verändert werden, die zum Funktionsverlust aller drei Spleißvarianten führte. Im entgegengesetzten 

Fall, der gewebs- und lebensalterabhängigen Überexpression, könnte das Konstrukt von Shimomura in 

den ROSA26-Locus kloniert werden. Zusammen mit einer Cre-Rekombinase unter einem Ösophagus-

spezifischen Promotor, beispielsweise p63 oder EBV-L2, könnte dann die Rolle dieses Transkriptions-

faktors in vivo untersucht werden.
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Abschließende Bemerkungen

Die Barrett-Metaplasie und das Barrett-Karzinom sind seit ihrer Erstbeschreibung Gegenstand 

emotionaler Diskussionen in der Gastroenterologie und Pathologie. Die Schwierigkeiten in der Be-

schreibung und Erforschung beginnen in einer unsauberen Terminologie und werden durch eine of-

fensichtlich nicht triviale endoskopische und pathologische Einstufung weiter erschwert. Des weiteren 

sind Diagnostik, Therapie und Verlaufskontrolle über mehrere medizinische Fachdisziplinen verteilt und 

damit schwer zu koordinieren. Saubere systematische Analysen sind daher rar. Bis vor kurzen gab 

es zudem keine sicher reproduzierbaren Tiermodelle. Die genetischen Studien gingen lange Zeit von 

einem mono- oder oligoklonalen Entstehungsprozess mit einer klar definierbaren Abfolge genetischer 

Veränderungen auf, was erst in jüngster Zeit widerlegt werden konnte.

Mit den jüngsten, im vorliegenden Werk beschriebenen Entwicklungen könnte es gelingen, die For-

schung zur Barrett-Metaplasie und zum Adenokarzinom des gastroösophagealen Übergangs neu zu 

strukturieren. Es gibt sowohl auf histopathologischer Ebene wie auch auf zellphysiologischer Ebene 

neue Ansatzpunkte zur Charakterisierung des metaplastischen Epithels und zu den relevanten Sig-

naltransduktionsmechanismen. In der Modellierung der Krankheitsentstehung muss der Tatsache 

Rechnung getraten werden, dass es sich bei der Barrett-Metaplasie am ehesten um einen polyklonalen 

Prozess handelt. 
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Anhang

Sequenz des Caveolin-1-Promotors

Sequenz des Caveolin-1-Promotors
1	 aaataattct acaattataa acatttttgt gtattttgca aaatatggct aacctgttgg
61	 ctaaaattcc attgttccag aaaatatcgg taataaaatt atagaaaagt taaagatctt
121	 catttcttat ttcgaagcgt ttgggagaca tttcagaaac ggatgggaaa tgttaaattc
181	 tgcatgcctg cttaagtttc catccacacc gactagatgt aaacgagtgt caccaaaagt
241	 acaccacagg cacccacaca gattccttcc ataagggatc cacaaagttt agatgtaaat
301	 gtacctaaag ttcctagccg tctttcatcc ctccctctgt gaaacaggga acacatgtgt
361	 tttaaggcag agatggaact tgggcatggg agggggtggg gaggtgggaa gggacggctt
421	 aggacagggc aggattgtgg attgtttctg ccgccttggt tcgccatact gggcatctct
481	 gcaggcgcgt cggctccctc cacccctgct gagatgatgc actgcgaaaa cattcgctct 
541	 ccccgggacg cctctcggtg gttcagagca gggaaaattg ttgcctcagg taaaataatc
601	 tgcccaagca ccccagcgcg ggacaacgtt ctcactcgct ctctgctcgc tgcgcgctcc
661	 ccgccctctg ctgccagaac cttggggatg tgcctagacc cggcgcagca cacgtccggg 
721	 ccaaccgcga gcagaacaaa cctttggcgg gcggccagga ggctccctcc cagccaccgc
781	 ccccctccag cgcctttttt tccccccata caatacaaga tcttccttcc tcagttccct
841	 taaagcacag cccagggaaa cctcctcaca gttttcatcc accacgggcc agcatgtctg
901	 ggggcaaata cgtagactcg gaggtaggca tccgtggggg ggcgccggct cgggcgtgcg 
961	 gggg
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