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1. Einleitung

Aufgrund des alarmierenden Anstiegs seiner Inzidenz gewinnt das Adenokarzinom
des distalen Osophagus zunehmend an Bedeutung. Es handelt sich dabei
insbesondere um eine Erkrankung der westlichen Welt (von Rahden et al., 2003).
Seit Mitte der 70-er Jahre hat sich seine Haufigkeit — insbesondere bei wei3en
Mannern ab dem funften Lebensjahrzehnt — mehr als versechsfacht. Der relative
Anstieg der Inzidenz von Tumoren dieser Entitat tUberragt jene von Melanomen,
Brust- oder Prostatatumoren (Devesa et al., 1998; Pohl et Welch, 2005). Es handelt
sich hierbei sich um einen echten Inzidenzanstieg.
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Abb. 1 Relative Veranderung der Inzidenz von 6sophagealen
Adenokarzinomen und anderen Tumoren. Die Daten entstammen dem
.National Cancer Institute’s Surveillance, Epidemiology, and End Results
Program* orientiert an der amerikanischen Standardbevolkerung von 2002.
Die Baseline entspricht der durchschnittlichen Inzidenz von 1973 bis 1975.
Dicke schwarze Linie: Adenokarzinome des Osophagus. Kurz
gestrichelte Line: Melanome. Feine schwarze Linie: Prostata-CA.
Gestrichelte Linie: Brustkrebs. Gepunktete Linie: Lungenkrebs. Punkte
und Striche: Kolorektales Karzinom. Quelle: Pohl et al., 2005.

Im Patientengut der chirurgischen Klinik des Klinikum rechts der Isar wird beim
Adenokarzinom des distalen Osophagus eine stetig ansteigende Pravalenz

verzeichnet (Siewert et al., 2001). Mittlerweile Ubertrifft das Barrett-Karzinom an



Haufigkeit sogar das vormals pradominante Plattenepithelkarzinom. Das
durchschnittliche Alter zum Zeitpunkt der Diagnose liegt beim Adenokarzinom des
distalen Osophagus und 6sophago-gastralen Ubergangs bei etwa 63 Jahren. Es liegt
damit etwa 10 Jahre hoher als beim Plattenepithelkarzinom der Speiserdhre.
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Abb. 2: Klassifikation der Adenokarzinome des 6sophago-gastralen
Ubergangs nach topographischen Gesichtspunkten

Zumeist handelt es sich bei den Adenokarzinomen des distalen Osophagus um
Barrett-Karzinome (90%), die auf dem Boden eines prakanzerbésen Barrett-
Osophagus unter dem chronisch schadigenden Einfluss von gastro-6sophagealem
Reflux (Gastroesophageal Reflux Disease, GERD) entstehen. 5-10% der Patienten
mit GERD entwickeln einen Barrett-Osophagus. In den vergangenen Jahren wurde
eine Zunahme der Inzidenz des Barrett-Osophagus verzeichnet (van Soest et al.,
2005). Letzterer entartet maligne mit einem geschéatzten Risiko von 0,5% pro Patient
und Jahr (Shaheen et al., 2000; Spechler, 2003). Die Diagnose von Metaplasie und
Karzinom erfolgt endoskopisch unter Biopsieentnahme und anschlieRender
histologischer Aufarbeitung (Spechler, 2002). Dabei handelt es sich um eine
spezialisierte intestinale Metaplasie, die durch eine (low-grade/high-grade) Sequenz
intraepithelialer Neoplasien (Vorstufen eines Adenokarzinoms) in einen invasiven
Tumor Ubergeht (Spechler, 2002; Montgomery et al., 2001; von Rahden et al., 2003).
Dies ist ein idealisiertes Modellkonstrukt; nicht alle ,Mutationsetappen” sind bei
jedem Patienten vollstandig ausgepragt. Die Karzinogenese beim Barrett-Osophagus
beinhaltet die Anhaufung von DNA-Abnormitaten. Letztere befahigen Zellen dazu,
1. ihre eigenen Wachstumssignale auszusenden, 2. wachstumshemmende Faktoren

zu ignorieren, 3. Apoptose zu vermeiden, 4.sich unbegrenzt zu teilen, 5. die



Angiogenese zu beeinflussen und 6. invasiv in neue Lokalisationen einzuwachsen
(Hanahan et al.,, 2000; Morales et al., 2002; Spechler, 2005). Einige dieser
genetischen Verdnderungen wurden bereits — als Ergadnzung zur Morphologie — fur
Screening und Uberwachung von Patienten mit Barrett-Osophagus vorgeschlagen
(Werner et al.,, 1999). Zu den Auffalligkeiten bei Barrett-Metaplasie und Barrett-
Karzinom zahlt eine homozygote Deletion im FHIT-Genlocus (fragile histidine triad
gene), einem mutmallichen Tumorsuppressorgen — mit verdnderter FHIT-
Gentranskiption (Michael et al., 1997). Mutationen von p53 scheinen sich im
Ubergang von niedig- zu hochgradigen Dysplasien zu haufen. Die Ausschaltung
anderer Tumorsuppressorgene durch Mutation (APC, p16) oder Hypermethylierung
(p16), sowie die Amplifikation von Onkogenen (wie cerbB2) sind relativ spate
Ereignisse in der Entwicklung zum Adenokarzinom (Werner et al., 1999; Morales et
al., 2002).

Magensaure und Pepsin initieren den Vorgang der Metaplasie durch mukosale
Verletzungen. Sie sind beide Bestandteile des Refluxats. Gallenséuren, biléares
Lysolecithin, sowie pankreatisches Trypsin stehen im Verdacht zusatzlich
kanzerogenen Einfluss auszuliben (Kaur et al., 2002).

Sodbrennen, Regurgitation und jahrelange Beschwerden fiihren zu einer Zunahme
des Erkrankungsrisikos am Adenokarzinom des distalen Osophagus (Faktor bis zu
43,5) und der Kardia (Faktor bis zu 4,4; Lagergren et al., 1999).



Platten-

Platten- epithel

epithel

Zylinder-

epithel i
g Gastrodsophagealer
strodsophagealer .y libergang

f llbergang

Abb. 3: Endoskopische Merkmale dienen der Unterscheidung von normalem Osophagus
(Bild A) und Barrett-Osophagus (Bild B). Die Z-Linie entsteht durch das AneinanderstoRen von
Platten- und Zylinder-Epithel. Endoskopisch ist der gastrodsphageale Ubergang als das orale Ende
der Magenfalten definiert. Die histologische Aufnahme (Bild A) zeigt normales Plattenepithel. Im
Barrett-Osophagus ist die histologische Grenze pathologisch zur anatomischen Grenze oralwarts
verschoben. Dazwischen befindet sich metaplastisches Epithel (Histologie in Bild B). Histologie: HE-
Farbung. Modifiziert nach Spechler, 2002.

In einer Publikation wird postuliert, dass durch konsequente chirurgische und
medikamentOse Refluxtherapie der Fortschritt einer Metaplasie zum Adenokarzinom
aufgehalten werden koénne und sogar mit einer Regression zu rechnen sei
(DeMeester, 2002). Dies steht im Widerspruch zu einer Studie unseres Hauses, der
zur Folge eine maligne Entartung des Barrett-Osophagus durch medikamentse oder
chirurgische Refluxtherapie nicht Uberzeugend verhindert werden kann (von Rahden
et al., 2003).



Abb. 4. Endoskopisches Bild eines Barrett-Osophagus. Rétliches Epithel
breitet sich bis mehr als 3 cm oberhalb des gastroésophagealen Ubergangs aus.
Quelle: Spechler, 2002.

An der TU Minchen wird diese Tumorentitat wegen seiner zunehmenden Bedeutung
im Rahmen des von der Deutschen Krebshilfe geférderten Barrett-Cancer-Projekts
intensiv untersucht. Die chirurgische Klinik des Klinikum rechts der Isar ist ein ,High-
Volume-Zentrum* fur Chirurgie des oberen Gastrointestinaltrakts. Von 1982 bis 2000
wurde unter kurativem Ansatz an mehr als 1059 Patienten mit Adenokarzinomen
eine Tumorresektion vorgenommen (Siewert et al., 2001). Insbesondere bei der
Osophaguschirurgie tragt das Krankenhausvolumen als auch die Eingriffszahl des
ausfuhrenden Chirurgen zum optimalen Operationsergebnis bei (Birkmeyer et al.,
2004; Birkmeyer et Birkmeyer, 2006; Dimick et al., 2005).



1.1. Cyclooxygenasen (COX-1, COX-2)

Die Cyclooxygenase hat mit seinen beiden Isoformen, COX-1 und COX-2, zentrale
Modulatorfunktion im Arachidonsaurestoffwechsel. Beide Isoformen sind stark
homolog (60-65%) hinsichtlich ihrer Sequenz (COX-1 kodiert durch 2.8 kb mRNA,
COX-2 durch 4.0-4.5 kb mRNA) und enzymatischen Aktivitat. Der Hauptunterschied
ist definiert durch das enzymatisch aktive Zentrum. Jenes von COX-2 ist 20% grol3er
als das von COX-1 und leicht unterschiedlich geformt aufgrund drei differenter
Aminosauren. Es wird so zum Angriffspunkt fir selektive COX-2-Inhibitoren (Smith et
al., 2000). Bei COX-2 befinden sich C-terminal 18 individuelle Aminoséauren, die bei
COX-1 fehlen. Die Funktion dieser Aminoséauren ist nicht bekannt. Sie konnten aber
COX-2 fur schnelle Proteolyse markieren (schnellerer Umsatz, kirzere
Halbwertszeit) oder subzellulare Kommunikation ermdglichen. Das aktive Zentrum
schliel3t jeweils einen hydrophoben Kanal mit ein, der Fettsauren als Substrat binden
kann — oder NSAIDs (non-steroidal antiinflammatory drugs; Smith et al., 2000). Beide
Isoformen verflgen Uber Wasserkanéle, die entweder nur strukturgebende Funktion
haben oder auf die Katalyse Einfluss nehmen kénnten (z.B. durch kontrollierten
Protonendurchfluss; Smith et al., 2000).

Das kodierende Gen fir COX-1 liegt auf Chromosom 9 (9932-9933.3; Funk et al.,
1991), es besteht aus 576 Aminosauren. Das Gen fur COX-2 liegt auf Chromosom 1
(1925.2-25.3; Tay et al., 1994), es hat 587 Aminosduren. Beide COX sind
Homodimere — funktional und strukturell (Smith et al., 2000).

COX-1 soll eine Art Housekeeping-Funktion zukommen (u.a. nachgewiesen im
Gastrointestinaltrakt; Kargman et al., 1996). Sie wird in vielen Geweben konstitutiv
bei gleichbleibendem Niveau und Aktivitat exprimiert. COX-1 fuhrt unmittelbar zur
Freisetzung grol3er Mengen von Arachidonsaure und zu konsekutiver Prostaglandin-
Produktion durch Agonisten-vermittelte intrazellulare Calcium-Freisetzung (Murakami
et al., 2003). Die COX-2-Expression ist Ublicherweise niedrig oder fehlt ganz (mit
Ausnahme bei Niere, Plazenta, Gehirn). Sie wird aber verzdgert induziert durch
zahlreiche physiologische Stimuli (Williams et al., 1999; Ermert et al., 2003; Harris et
al., 1994). Auffallig dabei: COX-2 ist in Kernndhe vermehrt nachweisbar. Seine
Produkte kdnnten somit bevorzugt Zugang zum Nukleoplasma haben und durch
Stimulation nuklearer Rezeptoren Kernaktivititen modulieren (Smith et al., 2000).
Auch fur diese COX-Isoform sind Funktionen bei der Gewebshomdostase

beschrieben (Morita, 2002). Die am Besten untersuchten Stimuli der COX-2 sind



bakterielle Lipopolysaccharide (LPS), die proinflammatorischen Zytokine Interleukin
(IL)-1b, -2 und Tumor-Nekrose-Faktor a (tumor necrosis factor a, TNFa; Chen et al.,
2001; Fong et al, 2000; Hempel et al, 1994; Laporte et al., 2000).
Wachstumsfaktoren (z.B. epidermal growth factor (EGF), platelet derived growth
factors [PDGF]) und einige Kanzerogene (z.B. phorbol-12-myristate-13-acetate
[PMA]) stimulieren COX-2 ebenfalls (Peppelenbosch et al., 1993; Goerig et al.,
1987). Andererseits supprimieren anti-inflammatorische Molekule, wie Kortikoide,
IL-3, IL-10 und IL-4, die COX-2-Expression (Niiro et al., 1998).
Den Cyclooxygenasen (COX) wird eine zentrale Bedeutung bei der Kanzerogenese
zugeschrieben. Fur verschiedene Tumorentitaten, insbesondere intestinale Tumoren
(Tsujii et al., 1997), ist die pathologische Bedeutung der Uberexpression von COX-2
(fur manche Tumoren auch von COX-1, z.B. Ovarialtumoren, Zervixkarzinom)
aufgezeigt worden. COX-2 ist durch Mitogene induzierbar. Auch kunstlich mit
Lipopolysacchariden (LPS) behandelte Gewebe weisen erhéhte COX-2-Spiegel auf
(Ermert et al., 2000). Verschiedene Tumorentitaten (Kolon, Pankreas, Haut, Lunge)
exprimieren auf einem hohen Niveau COX-2 (Eberhart et al., 1994; Tucker et al.,
1999; Okami et al., 1999; Higashi et al., 2000; Wolff et al., 1999). Letzteres ist
ebenfalls Uberexprimiert in 50% der benignen Colonpolypen und in 80-85% der
Adenokarzinome (Williams et al., 1999).
COX hat im Rahmen der Karzinogenese u.a. folgende Effekte (Amir et Agarwal,
2005):

Immunsuppression

Erh6hung des metastatischen Potentials der Zellen

Apoptoseinhibition

Angiogeneseinduktion

Die in Tumoren induzierte Aktivitat von COX-2 und der damit gekoppelten
,Stromabwarts* befindlichen Enzyme scheint durch seine Schlisselposition im
Arachidonsaure-Stoffwechsel eine grundlegende Rolle bei der Angiogenese,
Tumorinvasion und Metastasierung (Tsujii et al., 1997), Apoptose-Resistenz,
Osteogenese (Tsujii et al., 1998; Murakami et al.,, 2000) und abgeschwachter
Wirtsimmunitat (Huang et al.,, 1998) zu spielen. Zahlreiche Studien in der
Vergangenheit haben sich der Expression von COX-2 und seiner moglichen Rolle bei

Onkogenese und Tumorwachstum gewidmet wund sich mit potentiellen
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Therapieansatzen befafl3t (Eli et al., 2001; Sawoaka et al., 1999; Grosch et al.;2006;
Martin Sanz et al., 2006).

Die Cyclooxygenasen konnen die karzinombedingte Angiogenese durch zwei
Mechanismen regulieren: COX-2 kann die Produktion angiogenetischer Faktoren
modulieren, COX-1 nimmt auf die Angiogenese endothelialer Zellen Einfluss (Tsujii et
al., 1998).

Auch bei Vorarbeiten unseres Instituts im Rahmen des Barrett-Cancer-Projekts
wurden umfangreiche Studien zur Expression der Cyclooxygenasen auf Protein und
RNA-Ebene durchgefiihrt. Beim Adenokarzinom des distalen Osophagus wurde
gezeigt, dass beide Isoformen der Cyclooxygenase beim Barrett-Karzinom
hochvariabel exprimiert werden und mit wichtigen Parametern der Angiogenese
korrelieren (von Rahden et al., 2005). COX-2 ist in nicht-neoplastischer Barrett-
Mukosa hoch exprimiert — vor Entwicklung einer Dysplasie. Auch Gastrin wird eine
Rolle bei der Entstehung friher Dysplasie-Stadien beigemessen (Abdalla et al.,
2004).

11



1.2. COX-Inhibition und seine Konsequenzen

Bei nicht-steroidalen anti-inflammatorischen Medikamenten (NSAIDs), zu denen
Aspirin® (ASS), Indomethacin, Piroxicam, Sulindac und Ibuprofen gehéren, handelt
es sich um eine strukturell inhomogene Gruppe &hnlich wirkender Medikamente. Sie
werden zur Rheumatherapie und bei Entziindungen eingesetzt. Primar inhibieren sie
die Cyclooxygenasen und somit im selben Zug die Synthese der Prostaglandine.
Chronische Entzindung fuhrt zu freien Radikalen. Zell- und DNA-Schaden sind die
Folge. Durch Eicosanoide wird nun Zellproliferation geférdert (Karzinogenesefaktor).
NSAIDs greifen in diesen Zyklus hemmend ein (Ulrich et al., 2006).

Studien belegen, dass NSAIDs das Risiko von Tumorerkrankungen signifikant
senken konnen (Evans et Kargman, 2004). Dies ist insbesondere fiir das in dieser
Studie relevante Adenokarzinom des distalen Osophagus beschrieben (Corley et al.,
2003). Aspirin reduziert die Mortalitdt von Patienten mit Colon- und Rektumtumoren
um 40%. Dabei ist ein dosisabhangiger Effekt beschrieben (teils ASS uber
300 mg/Tag). Das Risiko an Prostatakrebs zu erkranken ist studienabhangig um
55-66% reduziert (Mazhar et al., 2005).

Die Hemmung (selektiv oder unselektiv) von COX-2 fuhrt u.a. zu einer Zunahme der
Apoptose, sowie zu einer Abnahme der Zellproliferation (Kaur et al., 2002; Buttar et
al., 2000). Positive Effekte wurden u.a. erzielt durch die Etablierung von COX-2-
Hemmern (z.B. Celecoxib) zur Pravention von Kolorektalkarzinomen (30-50%
Risikoreduktion; Taketo, 1998; Chan et al., 2005). Eine weitere Studie belegt, dass
Aspirin das Wachstum von Pankreaskarzinomen bei gleichzeitiger Abnahme der
COX-2-Expression reduzieren kann (Kokawa et al., 2001).

COX-2-Hemmer weisen ein unbedenklicheres Spektrum an Nebenwirkungen auf als
unselektive COX-Hemmstoffe (50% niedrigere gastrointestinale Toxizitat, z.B.
Magenulzera; Smith et al., 2000). Trotzdem gibt es Kritik hinsichtlich COX-2 als
Zielenzym in der Krebspravention. Im Kolon wird COX-2 nur in einem Teil potentieller
Tumorzellen exprimiert. NSAIDs wirken oftmals auch dann, wenn zellular kein COX-2
nachweisbar ist. COX-2-Hemmer stehen im Verdacht ihre Effekte auch andernorts
als an COX-2 zu entfalten (Kashfi et Ragas, 2005; Grosch et al., 2006).

! Natiirliche Salicylsdure und Salicylate werden bereits seit langem als Medikament eingesetzt.

Salicylsdure wurde erstmals 1860 synthetisiert und als Antiseptikum, Antipyretikum und
Antirheumatikum verwendet. 40 Jahre spater entdeckte man neue Formen, die teils &ahnliche
Wirkungen wie Aspirin hatten — die Gruppe wurde als ,aspirin-like drugs“ bezeichnet, heute
Lhonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)" genannt.

12



Am Beispiel des kolonrektalen Karzinoms wurde deshalb die selektive Inhibition von
Enzymen und Strukturen untersucht, die im Arachidonséure-Abbau unterhalb von
COX-2 eingreifen (PGES und EP1-4, siehe folgendes Kapitel; Chell et al., 2005).
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1.3. Prostaglandin E und Prostaglandin-E-Synthase

Die Synthese von Prostaglandin E (PGE) beginnt mit der Abspaltung der
Arachidonsaure aus der Zellmembran durch die Phospholipase A2 (PLA2). Die
Muttersubstanz des Eicosanoid-Metabolismus, die Arachidonséure (AA), ist eine 20
Kohlenstoffe enthaltende ungesittigte Fettsdure im Lipidbilayer der Zellmembran.
Sie ist gewdhnlich an der SN2-Position verestert. Zytosolische und sekretorische
Phospholipasen (PLA2) spalten das membrangebundene Arachidonat. Sie machen

es so zum Substrat fur eine Konversion zu bioaktiven Lipiden.

Abb. 5: Arachidonsdaure (all-cis-5,8,11,14-eicosatetraenoic acid)

Die Arachidonsaure kann unmittelbar nach ihrer Freigesetztung tber folgende drei
Signalwege metabolisiert werden:

Cyclooxygenase Weg

Lipoxygenase Weg

Cytochrom P-450 Monooxygenase Weg
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In unserer Studie fokussieren wir uns auf den gut untersuchten Cyclooxygenase

Signalweg.
Arachidonsaure ----------———c—cccccev s,Hydroperoxy- )
Lipooxygenase Eicosatetraenoische Saure
PGH2-Synthase !
(COX-1/-2) :
Prostaglandin H2 (PGH2) LTB4<----Leukotrien A4
AR P =
M o 1T g Leukotrien D4
PGD2 . | 2 E :
v
PGE2 | ' g Leukotrien E4
T
£ \% =
PGF2 Prostacyclin |
%
Tromboxan

Abb. 6: Prostaglandin-Synthese

COX uberfuhrt die Arachidonsaure in Prostaglandin G2 (PGG2). Letzteres wird in ein
instabiles Intermediarprodukt fur zellspezifische Prostaglandin- und Tromboxan-
Synthasen?, PGH2, umgebaut (DeWitt, 1991). PGH2 ist Substrat zur Bildung von
Prostaglandin E2 (PGE2) und anderen Prostaglandinen, wie PGD2, PGF2a,
Prostacyclin (PGI2) und Tromboxan A2 (TXA2). Zahlreiche terminale Enzyme, die an
der Konversion von PGH2 beteiligt sind, wurden in den vergangenen Jahren geklont
und charakterisiert. Diese Enzyme sind die Prostaglandin-E-Synthase (PGES) fur
PGE2, PGDS fiur PGD2, PGFS fur PGF2a, PGIS fir PGI2 und TXS fur TXA2.
Isoenzyme von PLA2, COX und verschiedener terminaler Synthasen sind bekannt.
Sie sind funktionell miteinander gekoppelt (Ueno et al., 2001). Im finalen Schritt zur
PGEZ2-Biosynthese katalysiert PGES die Bildung von PGE2 aus PGH2.

Fur die PGES wurden bei ihrer Charakterisierung unterschiedliche Isotypen

beschrieben: zwei mikrosomale Formen und eine cytosolische Form.

? Diese Isomerisierung erfolgt durch einen Prozess bestehend aus zwei Schritten: zunachst werden
zwei Sauerstoffmolekile in Arachidonat eingefiigt; ein bizyklisches Peroxid-Intermediat entsteht
(Prostaglandin G2, PGG2). Im zweiten Schritt folgt die Reduktion von PGG2 zum frei diffusiblen
Prostaglandin H2 (PGH2) an definiertem Reaktionsort durch die membranassoziierte Peroxidase
(Williams et al, 1999).
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Die perinukleare Membran-gebundene, mikrosomale Form (mPGES-1) gehort zur
MAPEG-Familie (membrane-associated proteins involved in eicosanoid and
glutathione metabolism), die in vier Unterklassen aufgegliedert wird. Sie ist
insbesondere durch proinflammatorische Stimuli induzierbar. Im Tierversuch wird
MPGES-1 durch LPS-vermittelte Pyrese (Fieber) und durch Stimulation mit IL-1b
vermehrt exprimiert (Mancini et al., 2001; Yamagata et al., 2001). MPGES-1 ist
funktionell vorrangig mit COX-2 assoziiert. Es liegt co-lokalisiert mit COX-1 und ist
mit letzterer hauptsachlich bei Arachidonsaure-Uberschuss gekoppelt (Murakami et
al., 2000). MPGES-1 soll in vivo mit zahlreichen physiologischen und
pathophysiologischen Vorgangen assoziiert sein, darunter Entziindung (Mancini et
al., 2001; Stichtenoth et al., 2001; Yamagata et al., 2001), Tumorgenese (Kamei et
al., 2003), Reproduktion (Guan et al., 2001).

Ein weiteres mikrosomales Enzym, mPGES-2, fordert die PGE2-Produktion aus
PGH2, das beiden Cyclooxygenasen entstammt (unter geringfligiger Bevorzugung
von COX-2). Sie ist Golgi-Membran assoziiert. MPGES-2 kommt als Dimer vor, das
N-terminal membranassoziiert ist® (Yamada et al., 2005). Sie wird in zahlreichen
Zellen und Geweben konstitutiv exprimiert und tritt — im Gegensatz zu mPGES-1 —
nicht vermehrt bei Entzindung oder Verletzung auf. Ein auffalliger mPGES-2-Anstieg
wurde bei kolorektalen Tumoren gefunden. Es spielt somit eine Rolle bei
pathologischen Prozessen als auch bei der gewohnlichen Homoéostase (Murakami et
al., 2003).

Die cytosolische, glutathion-abhangige Form der PGES (cPGES) ist als p23-Protein
bekannt (GSH S-Transferase, GST). Sie wird ubiquitéar und konstitutiv exprimiert. Sie
konvertiert — in enger Verbindung mit dem Hitzeschockprotein 90* (Heat Shock

Protein 90, Hsp90) — PGH2 (vornehmlich von COX-1 stammendes, nicht aber von

3 Zwei hydrophobe Ketten, die V-férmig miteinander verbunden sind, befinden sich in der Tiefe einer
grof3en Hohle und bilden das katalytische Zentrum, das durch Indometacin hemmbar ist.

* Hitzeschockproteine sind Proteine, die in erhdhtem MaRe gebildet werden, nachdem Zellen Hitze
oder anderen Arten von belastenden Umwelteinflissen, wie UV-Strahlung, Schwermetallen oder
Ethanol, ausgesetzt wurden. In Situationen von zelluldrem Stress stabilisieren Hitzeschockproteine
zellulare Proteine um sie vor Denaturierung zu schitzen oder beschleunigen den Abbau nicht mehr
funktionsfahiger Proteine Uber das Proteasom. Hitzeschockproteinen kénnte zukinftig eine Rolle in
der Tumortherapie zukommen. In physiologisch normalen Situationen spielen ubiquitéar vorkommende
Hitzeschockproteine eine wichtige Rolle als Chaperone, die an der korrekten Faltung und Reifung von
Proteinen beteiligt sind. Hitzeschockproteine werden nach ihrem Molekulargewicht unterteilt in die
Familie der ,kleinen* Hitzeschockproteine (z.B. HSP27 mit eine Masse von 27 kDa) und der Hsp70-
Familie der Hitzeschockproteine.
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COX-2) zu PGE2. cPGES ist bedeutsam flur die Gewebshomoostase (Tanioka et al.,
2000). Es wird vermutet, dass die Eicosanoid-Biosynthese unter der Kontrolle
molekularer Chaperone (franz. ,Anstandsdame®; Faltungshelfer, Hitze-Schock-
Protein, HSP) steht (Tanioka et al., 2003).

Erganzend wurde gezeigt, dass das mikrosomale GST1-like 1 (mGST1-L1), Mitglied
der MAPEG-Superfamilie (membrane associated proteins involved in eicosanoid and
gluthatione metabolism), Membran-gebunden ebenfalls signifikante PGES-Aktivitat
zeigt. Es ist Glutathion-abhangig und wird durch das proinflammatorische Cytokin

IL-1b stimuliert (Jakobsson et al., 1999).

I

Abb. 7: Prostaglandin-E (PGE)

Prostaglandine® spielen eine entscheidende Rolle bei einer Vielzahl biologischer
Prozesse (siehe Tab. 1); mit inbegriffen sind die Regulation des Immunsystems, der
Reproduktionsbiologie, Blutgerinnung, Angiogenese (Jones et al., 1999) und
gastrointestinalen Integritat. Im Tierversuch wurde gezeigt, dass eine langfristige
Behandlung von Ratten mit 16,16-dimethyl-PGE2 eine Zunahme der
Schleimhautdicke des Magens bewirkt. Dies wird begleitet von einer erhdhten

Mucosa-Zellzahl (Reinhart et al., 1983).

® Prostaglandine sind durch v. Euler in der Samenfliissigkeit entdeckte und in der — falschen —
Annahme, sie wirden nur in der Prostata gebildet, nach dieser benannte Stoffe. Sie werden jedoch in
verschiedenen Korpergeweben aus Arachidonsdure gebildet.
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Tab. 1. Bekannte Wirkungen der Prostaglandine und anderer
Metabolite der Arachidonséaure

PGE2 entfaltet seine Wirkung an den ihm zugehdrigen Membran-gebundenen

Rezeptoren, EP1-4. Dabei handelt es sich um G-Protein-gekoppelte Rezeptoren.

Cellular
response

Abb. 8 Prostaglandin-Rezeptoren EP1-4:
Darstellung der Art der Kopplung an G-Protein

Unterschiedliche PGE2-Rezeptoren scheinen verantwortlich zu sein fur die
Karzinogenese verschiedener Tumormodelle und Tumortypen (Sonoshita et al.,
2001; Kawamori et al., 2001). Dabei wird EP2 mit der Induktion von VEGF assoziiert,
das fur Angiogenese verantwortlich ist (Hiroshi et al.,, 2002). Kirzlich wurde ein
signifikanter Zusammenhang des EP4-Rezeptors mit pathologischen Parametern bei
Tumoren des oberen Harntrakts nachgewiesen (Miyata et al., 2005). Bei EP1 besteht

der Verdacht des Zusammenhangs mit Colon- und Mamma-Karzinomen (Chang et
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al., 2004). Durch Antagonisierung von EP1 wurden chemoprotektive Effekte erzielt
(Kawamori et al., 2001 et 2005).

PGE wird Bedeutung beigemessen bei tumorbedingter Neovaskularisation und
Tumorwachstum. Wahrscheinlich setzen Magen- und Kolontumoren im Vergleich zu
Normalgewebe ein hdheres Niveau an PGE2 frei (Rigas et al., 1993). Im Barrett-
Osophagus wird PGE2 eine Mediatorfunktion in der Metaplasieentstehung durch
Sauren und Gallensalze zugeschrieben (Kaur et Triadafilopoulos, 2002). Seit
wenigen Jahren ist bekannt, dass PGE2 seine Wirkung auch durch Transaktivierung
des Epidermal Growth Factor Rezeptors (EGFR) bei epithelialen Magenzellen,
Colonkarzinomzellen und Magenschleimhaut entfalten kann (Pai et al., 2002). Es
wurde eine signifikante Korrelation von erhohtem PGE2-Niveau mit COX-2 bei
Adenokarzinomen des Magens festgestellt (Uefuji et al., 2000). Diese Phanomene
scheinen spezifisch fiir PGE2, da die anderen Prostanoide® nicht auffallig in Qualitat
und Quantitdt waren. PGE2 scheint in mechanistischer Verbindung zur
Karzinogenese zu stehen. Es hemmt die Apoptose und verstarkt Wachstum und
Motilitdt von Colonkarzinomzellen (Sheng et al., 1998 und 2001).

Verschiedene Studien belegen, dass Aspirin und andere NSAIDs durch ihre
hemmende Wirkung auf den Signalweg (Mechanismus: siehe Kapitel 1.1) das
Tumorrisiko und -wachstum reduzieren. Fir das Kolonkarzinom ist dieser
chemoprotektive Effekt seit langerem bekannt (Thun et al., 1993). Jedoch die
protektiven Effekte von Aspirin auf die Tumorentstehung erwiesen sich unter
anderem auch beim Osophagus (Funkhouser et Sharp, 1995) und Magen (Farrow et
al., 1998) als wahrscheinlich.

Eine Uberexpression der mPGES-1 wurde bislang u.a. am Tierexperiment und an
humanen Resektaten fur kolorektale Adenome und Karzinome (Yoshimatsu et al.,
2001; Kamei et al., 2003), an humanen Tumorproben und in Zellkultur fir das nicht-
kleinzellige Bronchialkarzinom (Yoshimatsu et al., 2001), sowie an humanen
Tumorproben und durch Zellkultur fir Plattenepithelkarzinome von Hals und Kopf
(Cohen et al., 2003) gezeigt.

Beim Kolonkarzinom besteht eine Kopplung der Induktion von mPGES-1 mit COX-2
(Yoshimatsu et al., 2001). Dies lief3e den Schluss zu, dass die simultane Induktion

von mMPGES-1 und COX-2 synergistisch auf die Karzinogenese wirkt. In der Zellkultur

® Prostanoide sind definiert als Gruppe der Prostaglandine, einschlieRlich Endoperoxide, Prostacyclin
und Thromboxane, die aus der Eicosapentasédure gebildete Prostanoide werden zusammen mit den
Leukotrienen auch als Eicosanoide bezeichnet.
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ist eine PGES-Uberexpression auBer bei Kolonkarzinom-Zelllinien auch bei
Magenkarzinom-Zelllinien gezeigt worden.

Bei verschiedenen Karzinomen ist eine Uberexpression von mPGES gefunden
worden, und zwar insbesondere in Tumoren, die auch COX-2 tberexprimieren. Die
Rolle und der Funktionsmechanismus dieses Markers ist noch nicht vollstéandig
verstanden. Es ist nicht sicher, ob tatsachlich eine Korrelation zur
Tumorangiogenese besteht. MPGES ist bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen
(NSCLC) uberexprimiert. Hier wirkt es proangiogenetisch und prometastatisch
(Yoshimoto et al., 2005). Beim Magenkarzinom gilt ein Zusammenhang von mPGES
und der Karzinogenese als gesichert (Jang, 2004).

Fur das Adenokarzinom des distalen Osophagus ist die Rolle der mPGES noch nicht

hinreichend untersucht.
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1.4. Transforming growth factor b (TGFb)

Der Transforming growth factor b (TGFb) ist ein ubiquitdrer, sowie essentieller
Regulator zellularer und physiologischer Prozesse, einschlief3lich der Proliferation,
Differenzierung, Migration, des Zelliberlebens, der Angiogenese und der
Immuniberwachung. TGFb ist ein Zytokin mit starker immunsuppressiver Wirkung.
Veradnderungen des Signaltransduktionswegs und Unempfindlichkeit gegen TGFb-
vermittelte Hemmung der Proliferation werden gelegentlich bei humanen Krebszellen
beobachtet. Beim Barrett-Osophagus sind in diesem Signaltransduktionsweg durch
Methylierung, Deletionen und Proteinmodifikationen Veranderungen in der TGFb-
Wirkung beschrieben (Onwuegbusi et al., 2006). Umgekehrt kann der Verlust des
TGFb-Signals zu einer aktivierten ,Mikro-Umwelt* fihren, die zellulare
Transformationen fordert — oder gar auslost. Der TGFb-Signalweg hat bei Tumoren
einen entscheidenden Einflud@ auf Tumorauslésung, -progression und
-metastasierung (Stover et al., 2007). Bei Magentumoren kann TGFb durch Modu-
lation von p15 und p21 die Zellproliferation und -apoptose steuern (Li et al., 2005).
Der TGFb-Ligand entfaltet seine Wirkung tber Typ |- und I1l-Ser/Thr-Kinasen
(Narayan et al., 2005). Dabei kommt es zur Aktivierung von Smad2 und Smad3 unter
Bildung eines zellularen, die Transkription-regulierenden Komplexes, Smad 2/3/4.
Neben Tumorsuppressor-Funktionen von TGFb kommt diesem zusétzlich eine
tumorfordernde Wirkung zu — entweder durch Effekte auf Tumor- oder Stromazellen,
oder durch fundamentale Verédnderungen der TGFb-Ansprechbarkeit bei den
Tumorzellen selbst. TGFb hat stark T-Zell-inhibierende Wirkung (Becker et al., 2007).
Die Uberproduktion von TGFb durch Tumorzellen kann zu Unterwanderung der
Immuniiberwachung und somit zur Tumorprogression fiihren. Bei Osophagus-
Karzinomen entsprechend der von uns untersuchten Entitat gingen fortgeschrittene
Stadien (T3/4) mit einer TGFb-Uberexpression einher (von Rahden et al., 2006).

Der TGFb-Serumspiegel steht in signifikantem, statistischem Zusammenhang mit der
vendsen Gefal3invasion bei Magentumoren (Lin et al., 2006). Beim kolorektalen
Karzinom zeigten sich ebenfalls signifikante Korrelationen zur Neovaskularisations-
und Metastasierungsrate (Guzinska-Ustymowicz et Kemona, 2005). TGFb oder
Mitglieder des TGFb-Pathways werden zunehmend als prognostische Marker bei

Krebspatienten herangezogen (Elliott et Blobe, 2005; Lin et al., 2005).
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1.5. Uberlebensraten

Das Karzinom der Speiserdéhre mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von insgesamt 10
Prozent hat eine der niedrigsten Aussichten auf Heilung. Noch schlechter sind die
Prognosen nur bei hepatobilaren und pankreatischen Tumoren (Wong et Malthaner,
2000). Das Adenokarzinom der Speiserohre metastasiert spater als das PE-
Karzinom. Es hat somit eine bessere Prognose (Siewert et Ott, 2007). Verschiedene
Therapieansatze stehen zur Verfligung. Bei Diagnosestellung allerdings besteht oft
bereits Inoperabilitat.

Zahlreiche prognostische Faktoren sind beschrieben. Beim Magenkarzinom erwiesen
sich ASA-, TMN- und UICC-KIlassifikation, als auch die Tumorgrol3e fur die Prognose
als entscheidend (Potrc et al., 2007).

Die Uberlebensdauer Betroffener steht in engem Zusammenhang mit der Expression
verschiedener krebsassoziierter Gene: die Bedeutung von PGES hinsichtlich des
Survivals beim Adenokarzinom des distalen Osophagus ist bisher nicht bekannt. Bei
Tumoren dieser Entitat (bt eine TGFb-Uberexpression einen signifikant negativen
EinfluR auf das Uberleben aus (von Rahden et al., 2006). Beim Adenokarzinom des
Osophagus zeigte sich ein statistisch negativer Effekt von erhohtem COX-2 auf
Metastasierung und das Uberleben (Mébius et al., 2005; Baguma-Nibasheka et al.,
2007). Entsprechend sind Untersuchungsergebnisse am kolorektalen Karzinom:
durch NSAR reduzierte COX-2-Aktivitat fuhren konsekutiv zu erniedrigten PGES-
Werten und prolongiertem Survival (Pozzi et al., 2004). Hohe VEGF-C-Werte bei
Plattenepithel-Karzinomen des Osophagus gehen statistisch mit fortgeschrittenen
Tumorstadien einher. Bei Adenokarzinomen der von uns untersuchten Entitat wurde
diese Verbindung bisher nicht nachgewiesen (Mébius et al., 2007).

Beim Bronchialkarzinom st fur die PGES eine prognostische Bedeutung
beschrieben, die bereits als Parameter in ein Prognose-Scoresystem’ dieser Entitat
Eingang gefunden hat (Endoh et al., 2004).

" Aus einem Kollektiv von 44 Genen wurden 8 herausgearbeitet, die fiir die Uberlebensprognose der
85 in eine Studie eingeschlossenen Tumorpatienten relevant erschienen. Mittels RT-PCR wurden
diese Gene quantitativ bestimmt — darunter die Prostaglandin-E-Synthase (PGES). Die Ergebnisse
flossen in einen errechneten Risikofaktor (RF) ein. Eine signifikante Assoziation zwischen RF und
Tumorstadium bzw. Tumordifferenzierung wurde verzeichnet.

Ein Prognose-Scoresystem wurde geschaffen in das RF und ebenso konventionelle Prognosefaktoren
(Geschlecht, Alter, Tumorstadium und -differenzierung) einflossen. Die Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven, die signifikant eine Korrelation zwischen RF und Uberleben aufzeigten, bewiesen
die Treffsicherheit des neuen Systems.
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1.6. Angiogenese und Lymphangiogenese

Fur jede Zelle, insbesondere fur Tumorzellen, sind Nahrstoffe und Sauerstoff von
essentieller Bedeutung. Daher ist die unmittelbare N&he zu Blutgefassen von
unabdingbarem Vorteil. Wahrend der Organogenese wird diese Néhe durch das
zeitgleiche Wachstum von Blutgefassen und Parenchym sichergestellt. Spéater
jedoch ist die Angiogenese ein prazise regulierter Mechanismus. Aufgrund der
Abhé&ngigkeit von Blutgefassen scheint es plausibel, dass proliferierende Gewebe die
intrinsische Fahigkeit besitzen missen, das Gefasswachstum anzuregen. Um an
Grosse zuzulegen, miussen Neoplasien die Fahigkeit entwickeln, die Angiogenese zu
beinflussen (Hanahan et Weinberg, 2000).

Das Wachstum von neuen Blutgefassen ist Voraussetzung fir die Entwicklung,
Progression und Metastasierung maligner Tumoren. Die Vascular Endothelial Growth
Factors (VEGF) sind eine Familie potenter angiogenetischer Wachtumsfaktoren,
welche das Wachstum und Migration endothelialer Tumoren stimulieren (Morales,
2002). Und viele Tumoren selbst halten die Angiogenese aufrecht indem sie ein
breites Spektrum an speziellen, beeinflussenden Faktoren produzieren; darunter
TGFb und ebenso VEGF (Koolwijk et al., 1996; Warren et al., 1995; Tsujii et al.,
1998). VEGF und seine Rezeptoren, insbesondere VEGF-Rezeptor 2 (VEGFR2,
oder ,Kinase insert Domain-Containing Rezeptor’, KDR) sollen eine wichtige Rolle
beim tumorassoziierten Gefallwachstum spielen (Paz et Zhu, 2005). Die Expression
von VEGF ist mit Progredienz einer Metaplasie zum Adenokarzinom des distalen
Osophagus assoziert (Vallbohmer et al., 2006).

Es wurde auch gezeigt, dass sich maligne Tumoren durch inhibierende
Beeinflussung der Angiogenese zuriick in benigne Phénotypen Uberfihren lassen
kénnen (Skobe et al., 1997).

Beim Adenokarzinom des Magens und dem primaren Peritonealkarzinom korrelieren
Mikrogefal3dichte und COX2-Expression signifikant miteinander (Honjo et al., 2004;
Khalifeh et al., 2004). Umgekehrt wurde durch Einsatz von COX2-Hemmestoffen im
Tierversuch eine reduzierte Dichte an Mikrogefal3en nachgewiesen (Fu et al., 2004).
Beim kolorektalen Karzinom zeigte sich, dass die Phospholipase-2 (PL2), die in
proportionalem Zusammenhang zum Prostaglandin-Spiegel steht, signifikant mit der
Mikrogefal3dichte korreliert (Wendum et al., 2004). Bei dieser Tumorentitat,
korrelieren zuséatzlich PGE2, VEGF und die Mikrogefal3dichte miteinander (Cianchi et
al., 2004).
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Analog zur Angiogenese kommt auch der Lymphangiogenese und
Lymphgefalidichte eine prognostisch bedeutsame Rolle zu. Lymphknoten-
Metastasierung ist ein wichtiger prognostischer Faktor bei malignen Tumoren.
Lymphgefalle sind immunhistochemisch darstellbar. Beim Magenkrebs wurde ein
Zusammenhang zwischen LymphgefaRdichte (LVD) und VEGF-C nachgewiesen
(Hachisuka T et al., 2005).
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1.7. Zielsetzung

Fur Osophaguskarzinome ist die PGES-Expression weder an Tumorproben noch in
der Zellkultur untersucht. In dieser Arbeit fokussieren wir uns speziell auf das
Adenokarzinom. Das Ziel wird die semi-quantitative Untersuchung der PGES-
Genexpression auf mRNA-Ebene mittels RT-PCR-Expressionsanalyse (TagMan)
sein. Wir beabsichtigen zudem den Zusammenhang der Genexpression mit der
Angiogenese und Lymphangiogenese nachzuweisen. Deshalb betrachten wir in
unserer Studie ebenfalls die Microvessel-Density (Blut- und Lymphgefalde).

Die so gewonnenen Messwerte wollen wir hinsichtlich méglicher Korrelationen mit
Ergebnissen fruherer Studien untersuchen. Dabei werden wir insbesondere die
pathologisch erhobene UICC-Klassifikation, die Uberlebensrate betroffener
Patienten, die Expression anderer proangiogenetisch wirkender Faktoren (VEGF-A
und -C), TGFb, als auch die Expression der beiden Cyclooxygenase-Isoformen

(COX-1 und COX-2) fur unsere statistischen Erhebungen heranziehen.
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2. Material und Methoden

2.1 Analyse der Mikrogefalidichte

Die peritumorale Kapillardichte (sog. Microvessel-Density, MVD) dient als
morphologischer ,Surrogatmarker* fir die Angiogenese und Lymphangiogenese
eines Tumors. Wesentlicher Bestandteil unserer Untersuchungen zur Angiogenese
bei Barrett-Karzinomen ist somit die Kapillardichte. Die Bestimmung erfolgt durch

lichtmikroskopisches Auszahlen markierter Gefalie.

2.1.1 Tissue Arrays

Fur die Untersuchung bedienen wir uns der Tissue-Array-Methode. Von den
Paraffinblocken verschiedener eingebetteter Tumoren werden Stanzproben
entnommen um sie auf einem neuen Block zu arrangieren. Dies gestattet eine
groRere Zahl von intakten Tumoren auf einem Objekttrager unter identischen
Versuchsbedingungen zu analysieren. Der Ursprungsblock bleibt dabei weitgehend
intakt. Er ist somit fir weitere histopathologische Untersuchungen verwendbar. Bei
dieser Methode wird nur ein kleiner Ausschnitt des Tumorresektats

lichtmikroskopisch begutachtet (Miniaturisierung).

Abb. 9: Tissue-Array-Praparat. Mehrere 100 Gewebeproben werden
auf einen Objekttrager aufgebracht.

Die Anfertigung der erforderlichen Praparate (sog. Matrizen) erfolgt mit dem Manual-
Tissue-Arrayer-1 von Beecher Instruments, San Prairie, Wisconsin, USA. Jener
ermoglicht es, Proben exakten Durchmessers aus einem routinemafiig in Paraffin
eingebetteten Tumorresektat zu entnehmen. Die Selektion des zu Ubertragenden

Gewebeareals am Donorblock erfolgt durch lichtmikroskopische Beurteilung,
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Abgleich und Markierung eines mit Hamatoxilin-Eosin gefarbten Schnitts des selben
Tumorblocks durch einen erfahrenen Pathologen.

Die gewonnenen Proben werden jeweils in definiertem Abstand in vorbereitete
Locher auf einem Empfangerblock transferiert®. In dieser Studie iberfilhren wir so
jeweils drei Proben pro Donorblock, also pro Tumorresektat und Patient.

Um eine Homogenisierung des fertig bestlickten Akzeptorblocks mit den
eingebrachten paraffinierten Tumorkérpern zu erlangen, erfolgt eine Erhitzung tber
15 min auf 37°C.

Der Empfangerblock ist nun bestdndig, mit Tumorproben ausgestattet und kann
mittels eines Mikrotoms geschnitten werden. Die Schnitte einer Starke von 2 bis
3 um werden auf handelsiibliche Objekttrager aus Glas tbertragen.
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Abb. 10: Herstellung eines Tissue-Array-Préparats. Zunéachst
Entnahme eines Gewebezylinders aus einem Donorblock mittels eines
manuellen Microarrayers (Photo links oben) und anschlieRende
Ubertragung der Probe auf einen Empfangerparaffinblock. Schnitt des
hergestellten Praparats mittels Mikrotom (Photo unten rechts) und
Platzierung des Diinnschnitts auf einen Objekttrager.

2.1.2 Immunhistochemie
21.2.1 Antikorper

Zur Darstellung der Blutkapillaren wird eine immunhistochemische Markierung mit
dem fir kleine Arteriolen und Kapillaren spezifischen (und auch in der

8 Jede Probe, Durchmesser einer Probe 0.6 mm, hat eine Oberflache von 0.27 mm?. Dies entspricht
per definitionem 2 bis 3 High-Power-Fields. Abstand der Proben zueinander betrégt jeweils 0.7 bis
0.8 mm.
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histopathologischen Routinediagnostik gebrauchlichen) CD-31-Antikdrper (murine
monoclonal antibody, monoklonaler Mausantikdrper) vorgenommen (Packeisen et
al., 2003). Dieser Antikorper reagiert stark mit formalin-resistenten Epitopen
(bestandig gegen pathologische Fixiertechik) auf CD-31 endothelialer Zellen in
normalen Geweben als auch in benignen und malignen Tumoren. Der Antikérper
markiert zudem Megakaryozyten, Trombozyten und Plasmazellen. Schwache
Kreuzreaktionen mit B-Lymphozyten, T-Zellen und neutrophilen Granulozyten
werden ebenfalls beobachtet.

Die immunhistochemische Farbung erfolgt durch die Labelled-Streptavidin-Biotin
Methode (LSAB). Der zur spezifischen Markierung der BlutgefalRe verwendete
CD-31-Primarantikbrper wird durch einen Dbiotinylierten  Sekundar-  bzw.
Brickenantikdrper (Link-Antibody) spezifisch markiert und im Folgeschritt mit
zugegebenem Streptavidin-Enzym-Konjugat komplexiert. Letzteres setzt Substrat-

Chromogen um und fuhrt zu einer Farbreaktion.

1 I
AN A
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SCHRITT 1 SCHRITT 2 SCHRITT 3

Abb. 11: Die drei Schritte der LSAB-Methode bestehend aus
Priméarantikérper (Schritt 1), biotiniliertem Briickenantikdrper (Schritt 2)
und Enzym-markiertem Streptavidin (Schritt 3).

Die immunhistochemische Darstellung der LymphgefaRe erfolgt analog den
BlutgefalRen. Dabei verwenden wir zur spezifischen immunhistochemischen
Markierung der Lymphgefal3e den kirzlich eingefiuihrten D2-40 Antikorper (Kahn et
al.,, 2002). Der Antikorper bindet an lUber Sauerstoff gekoppelte Sialoglycoproteine
auf Lymphendothelien, fetalem Hoden oder testikularer, germinativer Stammzellen.
Der Primarantikorper D2-40 ist gegen das Formalin-resistente Membranantigen M2A
gerichtet. Es handelt sich um einen monoklonalen IgG1-Antikérper (von Maus,
bezogen von SIGNET, Dedham, MA, USA); Verdinnung 1/40, Inkubationszeit 1 h
bei Raumtemperatur, 100 pl/Objekttrager.
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Antikorper Antigen Strukturnachweis AK-Typ Enzym-Komplex

CD-31-AK CD-31 Blutgefale Streptavidin-
D2-40 M2A LymphgefaRe '9G1 Enzym-Konjugat

Tab. 2: Zur immunhistochemischen Markierung verwendete Antikorper.

2.1.2.2 Durchfihrung

Zur Antigen-Demaskierung werden zunachst die Praparate unter Hitze im
Dampfkochtopf fur 7 min bei pH 6 (Citratpuffer) vorbehandelt. Anschliel3end folgt
eine Spulung mit TRIS-Puffer. Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgt
mittels 3%-igem H,O, fur 15 min. Anschlie3end wird erneut mit TRIS-Puffer gespuilt.
CD-31 wird mit einem entsprechenden monoklonalen Primarantikdrper
(monoklonaler Antikdrper der Maus, Klon gc-70A, bezogen von DAKO Cytomation,
Hamburg) markiert; Verdinnung 1/25, Inkubationszeit 1 h, 100 pl/Objekttrager. Nach
Spilung mit TRIS-Puffer wird der biotinylierte Antimaus-Sekundarantikdrper (von
Ziege, Inkubationszeit 30 min, 100 ul/Objekttrager) aufgetragen. Es erfolgt eine
weitere TRIS-Splilung. Nun wird mit Peroxidase markiertes Streptavidin
(Streptavidin-Enzymkonjugat) aufgetragen, Einwirkzeit 30 min. Als Substrat fur die
Peroxidasereaktion wird Diamino-Benzidin (DAB) verwendet (standardisierte
Inkubationszeit 9 min), dann Abstoppen der Farbereaktion durch Spilen mit Wasser

und Gegenfarbung mit Hamalaun.

2.1.3 Morphometrische Analyse

Die Microvessel-Zahlung selbst erfolgt lichtmikroskopisch in  400-facher
VergroRerung (Objektiv 40), wobei jeweils pro Praparat die Flache eines Sichtfelds
(High-Power-Field) maanderférmig durchgemustert wird.

Um Verwechslungen mit optisch ahnlichen, jedoch unspezifischen o0.g.
Kreuzreaktionen auszuschlieen, ist die exakte Betrachtung der jeweiligen
Kernmorphologie notwendig. Arteriolen im Prparat mit entsprechender
objektivierbarer Tunica muscularis zéhlen nicht zu den MikrogefaRen und werden
daher nicht gewertet. Auf mogliche GefaRlumina wird geachtet, sowie auf
Langsanschnitte der Microvessels.

Die Methode der Auswertung wird mit einem erfahrenen Untersucher (Prof. M.

Sarbia) getbt und dann standardisiert: zur Minimierung einer etwaigen Intraobserver-
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Variabilitat wird eine Auswertung von zundchst 30 Proben exemplarisch
vorgenommen. Diese Auswertung wird 5 Mal an verschiedenen Tagen wiederholt

und die Ergebnisse werden verglichen.
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2.2 Quantitative Expressionsanalyse der Prostaglandin-E-Synthase

Aus 123 in Paraffin eingebetteten Tumorblocken wird gezielt durch Mikrodissektion
Tumorgewebe fur die RNA-Isolation gewonnen. Durch Reverse-Transkriptase-(RT)-
Reaktion wird diese in komplementare DNA (cDNA) uberfihrt. Die cDNA wird nach
Protokoll (siehe unten) mittels zugegebener Primer, Mastermix und Probe im
TagMan amplifiziert. Dabei kénnen spezifische Fluoreszenzen verursacht werden,
die Rickschlusse auf die PGES-Quantitat der untersuchten Losung zulassen.

Da der cDNA-Gehalt Tumorresektat-abhangig variiert, bestimmen wir PGES lediglich
semiquantitativ. ~Wir orientieren uns hierbei am konstitutiv exprimierten
Housekeeping-Gen GAPDH (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase). Der
Quotient aus PGES und GAPDH erlaubt nunmehr einen verlasslichen Vergleich der

Proben untereinander. Wir erachten GAPDH als tumorunabhangigen Faktor.

2.2.1 Mikrodissektion

Zuerst mufd far unsere Studie relevantes Tumormaterial gewonnen werden. Hierfur
nutzen wir routinemagig in Paraffin eingebettete Tumorblécke und fertigen davon
jeweils Schnitte einer Starke von 2 bis 3 um an.

Die Schnitte werden auf einen handelsublichen Objekttrager aus Glas (Firma
Engelbrecht, Minchen) tUbertragen, Uber Nacht getrocknet und am darauf folgenden
Tag entparaffiniert. Die Praparate werden zweimal fir je 20 min in Xylol gegeben und
anschlieend uber eine absteigende Alkoholreihe (100%, 90%, 80%, 70%, jeweils
5 min) in Wasser uberfihrt.

Zur Kontrastierung der einzelnen Strukturen am Praparat fihren wir eine Schnell-
Hamalaun-Farbung (Instant Hamalaun) durch. Dabei wird jedes Praparat einzeln mit
Hamalaun gegengefarbt und abschlie3end mit Wasser gespdlt.

Unterstitzt von einem erfahrenen Pathologen werden auf einem Hamatoxilin-Eosin
Routinepraparat jedes Tumorresektats jene Areale markiert, die fur eine

Mikrodissektion in Frage kommen.
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Unter lichtmikroskopischer Kontrolle praparieren wir nun mittels eines Skalpells die
aquivalenten Bereiche der eingangs hergestellten Schnitte. Dabei werden nicht
tumordse Areale geschont.

Die Proben werden in je 200 ul SDS-Lysepuffer’ gegeben. Die optimale Menge pro
Tumorprobe gewonnener Zellen sollte 1000 bis 5000 Zellen betragen und eine

maximale Zellzahl von 10J000 nicht tUberschreiten.

2.2.2 Lysebehandlung der Zellen

Die in jeweils 200 pl SDS-Lysepuffer aufgenommenen Tumorzellen werden Uber
Nacht mit Proteinase K'® (10 bis 20 pl, 50 mg/ml, bezogen von Roche, Mannheim)
im Brutschrank inkubiert. Diese Vorbehandlung erfolgt im Brutschrank bei 60°C.
Zweck der enzymatischen Lyse ist die Freisetzung des genetischen Materials der
Tumorzellen und somit Herstellung einer Nukleinsédurelésung, die allerdings in
diesem Initialstadium noch unrein ist. Proteinase K findet dariber hinaus Anwendung

um endogene Nukleasen, wie RNasen oder Dnasen, zu inaktivieren.

2.2.3 Phenol-Chloroform-Extraktion

Haufig enthalten Nukleinsaureldsungen unerwinschte Verunreinigungen. Zumeist
handelt es sich dabei um Proteine. Eine klassische Methode der Reinigung ist die
Phenol-Chloroform-Extraktion.

Zunachst wird unseren Proben jeweils Phenol (200 ul, pH 4,5 bis 5,5, bezogen von

Invitrogen, Karlsruhe) zugegeben. Nach Durchmischen folgt die Zentrifugation der

® Herstellung des Lysepuffers: zunachst in nicht gebrauchsfertiger, fiinffach konzentrierter Form —
werden Tris HClI (2,5ml, 1M), Ethylene Diamine Tetra-Acetate (EDTA, 50 ul, 0,5M) und
Sodiumdodecylsulfat (SDS, 25 ml, 20%, hergestellt aus 20 g SDS auf 100 ml Wasser), verwendet.
AbschlieRend wird das entstandene Gemisch mit Wasser auf ein Volumen von 50 ml ergénzt. Alle
Komponenten zur Herstellung des Lysepuffers bezogen wir von Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim.
Zur Herstellung der Gebrauchskonzentration des Lysepuffers wird die soeben produzierte Lésung 1:5
mit Wasser verdiinnt. Nun folgt die Aliquotierung zu je 200 pul und Zugabe der durch Mikrodissektion
gewonnenen Proben aus den Tumorresektaten.

% Die verwendete Proteinase K entsprach urspriinglich der von Tritiracjium album isolierten Form. Sie
ist die aktivste bekannte Endopeptidase. Sie spaltet Proteine nach aliphatischen, aromatischen oder
hydrophoben Aminoséuren. Proteinase K spaltet bei exzessivem Uberschuss und ausreichend
Inkubationszeit Proteine zu freien Aminosauren.

Proteinase K zahlt zu den Subtisilin-verwandten Serinproteasen. Sie wird nicht inaktiviert durch
Metallionen, Chelatkomlex-Bildner (z.B. EDTA) oder durch Trypsin- oder Chymotrypsin-Inhibitoren.
Bei dem Enzym handelt es sich um eine rekombinierte Form. Es ist somit garantiert, dass unsere
Proben mit keinerlei exogenem Genmaterial verunreinigt werden.

Proteinkinase K ist stabil bei pH 4,0 bis pH 10,0. Volle Leistungsfahigkeit hat sie bei pH 6,5 bis pH 9,5.
Bei 65°C ist sie zwolfmal aktiver als bei 20°C. Bei Temperaturen Uber 65°C denaturiert sie jedoch
schnell.

Proteinase K wird stimuliert durch Zugabe von denaturierenden Agenzien zum Medium (z.B. SDS
versiebenfacht die Aktivitdt der Endopeptidase).

32



Losung (6 min, 12000 rpm) mit anschlieBender Ubertragung des Zentrifugations-
Uberstands in eine neue Kivette. Nun muss ein Isoamylalkohol-Chloroform-Gemisch
(Mengenverhaltnis 1:25, Gesamtvolumen 100 pl, Komponenten bezogen von Sigma-
Aldrich Chemie, Steinheim) zugegeben werden. AnschlieRend wird durchmischt und
zentrifugiert (6 min, 12000 rpm). Der Uberstand kommt wiederum in eine neue
Klvette. Jener setzen wir Natriumacetat zu (NaAc, 20 ul, 2 M, pH 4.0 bis 4.5,
bezogen von Sigma-Aldrich Chemie, Steinheim). Anschlie3end erfolgen
Durchmischung, Zentrifugation und wiederum eine Uberfiilhrung des Uberstands in

eine neue Kivette.

+ Phenol + |soamylalkohol + Natriumacetat

C -] C “I-Chloroform [, - | C ’:I
- /d_\‘-

Z A —_

g N Interphase ’ g

Nukleins&ureldsung

v

Abb. 12: Phenol-Chloroform-Extraktion

2.2.4 RNA-Fallung

Ein Charakteristikum von DNA/RNA ist es, dass sie zunachst meist nicht in der
gewulnschten Konzentration vorliegt. Dies ist insbesondere dann der Fall, wenn man
Nukleinsauren aufreinigt. Wahrend Nukleinsauren bei hohen Konzentrationen sehr
schnell ausfallen, gestaltet sich bei niedrigen Konzentrationen (wie bei der hier
vorliegenden) die Aufreinigung etwas schwieriger. Die beliebteste Losung hierbei ist
die Alkoholféllung; auch wir bedienen uns dieser Methode. Um die Fallungseffizenz
zu erhdhen, setzen wir daher unseren Proben Glykogen zu und wenden Kalte an.
Wir geben zu unseren Proben jeweils Glykogen (2 ul, 20 mg/ml, bezogen von Roche,
Mannheim). Die Einbringung von Isopropanol (220 pl, bezogen von Aigma-Aldrich
Chemie, Steinheim) folgt. Isopropanol féallt Nukleinsauren effektiver als Ethanol.
Daher reicht zumeist die Verwendung kleinerer und somit preisguinstigerer Volumina
aus.

Die kunstlich herabgesetzte Temperatur der hergestellten RNA-Salz-Alkohol-

Lésungen von -20°C fur 45 min erlaubt eine Fallungseffizienz von 80 bis 100%.
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Dabei sei erwéhnt, dass das im vorherigen Schritt der Phenol-Chloroform-Extraktion
zugegebene Natrium-Acetat zusatzlich die Loslichkeit der Nukleinsauren verringert
und somit den Fallungsprozess der RNA unterstitzt.

Anschlie3end zentrifugieren wir unsere Proben bei 4°C fir 30 min bei 1277000 rpm
und entfernen vorsichtig den Uberstand. Zuriick in der Kuvette verbleibt ein RNA-
Pellet. Jenes waschen wir mit Alkohol nach (Ethanol, 300 pl, 70%). Die Probe wird so
von zurlckgebliebenen Resten des zuvor verwendeten Isopropanols befreit.

Nach erneuter Zentrifugation (1201000 rpm, 15 min, 4°C) und Entfernung des
Uberstands trocknen wir das entstandene Pellet fir 5 min an der Luft um verbliebene
Alkoholreste der Probe sich verfliichtigen zu lassen. Im Anschluss nehmen wir das
Pellet in 20 pl Wasser auf.

10 pl der entstandenen gereinigten 20ul RNA-Suspension frieren wir bei -70°C ein,
die anderen 10pul bringen wir in den — wie folgt beschriebenen — cDNA-Synthese-

Verfahren ein.

2.2.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Die Abklrzung cDNA steht fir ,complementary DNA®. Diese wird aus RNA durch die
reverse Transkriptase erstellt, die man ebenfalls von bestimmten Viren kennt. Bei
unseren molekularbiologischen Untersuchungen verwenden wir cDNA als
Ausgangsmaterial fur die PCR.

In jede unserer 10 pl RNA-Wasser-Suspensionen wird zunachst ein Hexanukleotid-
Mix (1 pl, bezogen von Roche, Mannheim)** zugegeben. Entsprechend der Methode
der ,random primed“ Markierung nach Feinberg und Vogelstein erfolgt hierbei eine
Hybridisierung einer Mischung von  Hexanukleotiden aller moglichen
Basensequenzen an die zu markierende Nukleinsdure. Diese Komponenten sind
jeweils zu statistisch gleichen Anteilen enthalten.

Im Folgenden geben wir zu jeder der zu amplifizierenden Proben First-Strand Puffer
(FS, 4 pl) und Dithiothreitol (DTT, Cleland's reagent, 2 pl, 0,1 M). DTT reduziert
Disulfide in ihre entsprechenden Thiole und wird in niedrigen Konzentrationen zur
Stabilisierung von Enzymen benutzt, die freie Sulfhydryl-Gruppen enthalten. FS und

DTT haben wir im Set von Invitrogen, Karlsruhe, bezogen. Wir geben einen Mix von

' Inhaltsstoffe des zugegebenen Mix mit zehnfach konzentriertem Reaktionspuffer: 0,5 M Tris-HClI,
0,1 M MgCl;, 1 mM Dithioerythrit (DTE), 2mg/ml Rinderserumalbumin (RSA), 1,25 mM Hexanukleotide
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP).
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Nukleotidtriphosphaten (dNTP, 1 ul, 10 mM, bezogen von Applied Biosystems) zu
jeder unserer Proben.

Wir verwenden des weiteren Protector RNase Inhibitor (RNAsin, 1 pl, 40 Units/pl,
bezogen von Roche, Mannheim). RNAsin hemmt ein weites Spektrum an RNasen,
RNase-A, -B und -T2 eingeschlossen. Es interferiert nicht mit Enzymen, die verbreitet
Anwendung finden bei der RNA-Analyse.

AbschlieRend geben wir zu jeder Probe SuperScript-ll-Reverse-Transcriptase®® (1 l,
bezogen von Invitrogen, Karlsruhe) und erhitzen die Losung fur eine Stunde auf
42°C. Inaktivierung der Enzymaktivitat tritt bei 95°C fir 5 min ein.

Die Lagerung der hergestellten cDNA bis zur PCR-Verwendung erfolgt bei -20°C.

2.2.6 Real-time quantitative PCR (RT-PCR), allgemeine Technik

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist das entscheidende Werkzeug der
Molekularbiologie. Man bendétigt hierzu eine thermostabile Polymerase, ein wenig
Ausgangs-Nukleotidsdure und zwei passende Oligonukleotidprimer. Die RT-PCR
sieht zudem ein geeignetes Detektionssystem vor.

Das typische PCR-Programm besteht aus einem Denaturierungsschritt (bei 94°C,
Aufsplittung von Doppelstrangen), einem Annealingschritt (bei 55°C, Hybridisierung
des vorhandenen Oligonukleotidprimers mit dem Template-Material) und einem
Elongationsschritt (bei 72°C entsprechend dem Temperaturoptimum der Tag-
Polymerase). Bei der Amplifikation werden standardmafig 30 Zyklen durchlaufen,
dabei Aufteilung 30 sec bei 94°C, 30 sec bei 55°C und 90 sec bei 72°C.

2 Das Enzym ist ein mutierter Abkémmling der ,Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptase “ (M-MLV-RT). Es handelt sich um eine DNA-Polymerase, die DNA oder RNA als
Matrize verwendet. Bei wild-typ Reversen Transkriptasen konkurriert deren RNase-H-Aktivitdt mit der
5'&3 DNA-Polymerase-Aktivitat, was die Elongation des Template-Primer-Komplexes inhibiert und zu
einer reduzierten cDNA-Ausbeute fihrt. In dem von uns verwendeten Polymerase-Derivat ist die
RNase-H-Aktivitat eliminiert; ein um mehr als 50%-iger Anstieg der cDNA unbeschnittener Lange war
somit zu erwarten.

Zudem war die von uns verwendete Polymerase durch seine verénderte Struktur deutlich
thermostabiler, erlaubte First-Strand-Synthesen bei Temperaturen bis 50°C.
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Abb. 13: Schema einer Standard-PCR: 1. Schritt (Denaturierung): Die
Template-DNA wird auf 94°C erhitzt, die beiden Strange trennen sich. 2. Schritt
(Annealing): Die Temperatur wird gesenkt um den Primern Gelegenheit zu
geben an die DNA zu hybridisieren. 3. Schritt (Elongation): Die Temperatur
wird auf das Arbeitsoptimum der Polymerase erhéht um eine optimale
Zweitstrangsynthese zu erlauben. Am Ende eines Zykus ist die DNA nahezu
verdoppelt worden.

Die RT-PCR nach TagMan-Prinzip beinhaltet zusétzlich ein Fluoreszenz-
Detektionssystem. Die PCR-Maschine ist ausgestattet mit UV-Lampe und CCD-
Kamera (Charge-Coupled Device). Zuséatzlich nutzt man den Fluoreszenz-Resonanz-
Energie-Transfer (fluorescence resonance energy tranfer, FRET) aus: Ein
Fluoreszenzfarbstoff (Fluorochrom) lasst sich mit Licht einer bestimmten Wellenlange
(A1) anregen und strahlt die aufgenommene Energie anschliel3end in Form einer
anderen Wellenlange (E1) wieder ab (Anregungs- und Emissionsspektrum
charakteristisch). Bringt man ein zweites Fluorochrom (F2) in ausreichende Nahe des
ersteren, wird die Energie direkt an F2 weitergegeben (anstelle der Emission der
Wellenlange E1) — Licht der Wellenléange E2 entsteht. F1 Gbernimmt die Funktion des
Reporters, F2 die des Quenchers. Das Prinzip der Messung wéahrend der RT-PCR

besteht nun in der relativen Abstandsmessung der beiden Fluorochrome zueinander.
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Abb. 14: Prinzip des fluorescence resonance energy transfer (FRET).
Fluorochrom F1 besitzt ein charakteristisches Anregungs- und
Emissionsspektrum (A1, E1) — analog F2 (A2, E2). Sind beide Fluorochrome
nahe zu einander lokalisiert, kann das emittierte Licht von F1 dann F2
anregen und es entsteht das Licht E2. Regt man mit der Wellenlange Al an,

kann man durch Messung von E1 bzw. E2 verfolgen, ob F1 und F2 getrennt
oder benachbart sind.

Beim TagMan-Prinzip sitzen beide Fluorochrome auf dem selben Oligonukleotid,
vorzugsweise auf dem 5’- und 3’-Ende. Solange das Oligonukleotid intakt ist, ist die
Lichtstarke bei E1 gering — wird F2 bei durch die herannahende Polymerase
freigesetzt, steigt die Lichtstarke von E1 an. Je mehr DNA synthetisiert wird, desto

hoher ist die resultierende Lichtstarke.
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Abb. 15: Prinzip TagMan: Sonden fluoreszieren, wenn das Oligonukleotid von der
Polymerase abgebaut wurde.

2.2.7 Real-time quantitative PCR (RT-PCR), unsere Anwendung

In unserem Ansatz interessieren wir uns explizit fir die mRNA-Expression von
PGES. Also bezogen wir einen Assay-on-Demand von Applied-Biosystems, Foster
City, CA, USA. Dieser erlaubt anhand praformierter und getesteter Primer eine
einfache Handhabung der Amplifikation unseres Zielgens (PGES). Komponenten des
kommerziell erworbenen Kits — ein Vorwarts- und ein Ruckwartsprimer — ermoglichen
die Amplifikation ausschlie3lich von PGES-kodierenden Materials, d.h. von cDNA-
Abschnitten definierter Lange. Die als Probe verwendeten Oligonukleotide sind am
5-Ende mit 6-Carboxy-Fluorescein (FAM) als Reporter und am 3-Ende mit 6-

Carboxy-Tetramethyl-Rhodamin (TAMRA) als Quencher markiert und zusatzlich mit
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einem Phosphatrest blockiert. Beide Farbstoffe sind anzuregen bei Wellenlange
488nm, FAM emittiert Licht der Wellenlange 518nm und TAMRA Licht der

Wellenlange 582nm.
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Abb. 16: Relative Emissionsintensitdt von FAM und TAMRA.
Emissionsstarke abhéngig von anregender Wellenldange A (x-Achse); links
Spektrum von FAM, rechts das von TAMRA.

Zunachst geben wir zu 8,5 pul Wasser 15 pl Mastermix (MM, bezogen von Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Dieser beinhaltet die AmpliTag Gold® DNA
Polymerase, eine hitzebestdndige Polymerase mit ausschlieBlich 5’&3’-Aktivitat.
Zusétzlicher Bestandteil von MM ist AmpErase® UNG®, das der Reamplifikation von
carryover-Produkten  (Verunreinigungen, Kontaminationen) vorbeugt, die in
Doppelstrang-DNA inkorporiertes Uracil (dUTP) enthalten. Des weiteren sind im MM
dNTPs mit dUTP und optimierte Puffersubstanzen enthalten.

Wir geben 1,5 pl des obigen Assays-on-Demand hinzu, erhalten einen Mix von 25 pl
Analyselésung. Eine MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate (bezogen von Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) wird Well-weise mit der oben hergestellten

Losung beflllt. AbschlielRend werden jeweils 5 pl zuvor aufgetauter und im vorigen

3 Bej AmpErase Uracil-N-Glycosylase (AmpErase UNG) handelt es sich um Nuclease-freies, 26 kDa

grol3es, rekombiniertes Enzym durch das Escherichia coli Uracil-N-Glycosylase-Gen kodiert wird.
Uracil-N-Gylcosylase (UNG) wirkt auf ein- oder doppelstréngige DNA, die Uracil enthalt; es
hydrolysiert Uracil-Zucker-Bindungen. Das Enzym veranlasst ein Uracil-Release und produziert so
eine alkalisensitive Liicke in der DNA. UNG hat keine Wirkung auf RNA oder Tymidin-tragende DNA.
Wenn Uracil Thymidin ersetzt, kdnnen bis zu 2001000 Amplikons pro 50 pl Reaktionslésung eliminiert
werden.
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Abschnitt hergestellter cDNA zur RT-PCR-Bestimmung in die vorbereiteten Wells
gegeben. Jeweils zwei sich nebeneinander befindliche Proben (Doppelbestimmung)
stammen zur verbesserten Reliabilitét unserer Messungen vom selben
Tumorpraparat.

Die RT-PCR-Analyse wird mit dem Abi Prism 7700 Sequence Detector (hergestellt
von Perkin Elmer) durchgefiihrt. Zunachst wird zur AmpErase-UNG-Verdauung fur
2 min eine Temperatur von 50°C eingestellt. Anschlie3end folgt zur Aufspaltung von
doppelstrangigen DNA-Arealen fir 10 min eine Temperatur von 95°C. Im Weiteren
Verlauf wird mit 40 Zyklen fortgefahren, dabei stetiger Wechsel zwischen 15 sec bei
95°C (Aufspaltung DNA-Doppelstrang) und 1 min bei 60°C (DNA-Amplifikation durch
AmpliTag Gold® DNA Polymerase).

Stagel Stage2 Stage3
Repeat

loso || (50 |

[10:00]| |o:s |

2:00

Abb. 17: Schema des Amplifikationsvorgangs von PGES
durch Abi Prism 7700 Sequence Detector.

2.2.8. Verarbeitung der erhobenen Daten

Die erhobenen Daten werden in Zahlenwerten zwischen 0 und 40 wiedergegeben.
Sie entsprechen der Anzahl der erforderlichen Amplifikationszyklen bis zum
Erreichen eines bestimmten Grenzwerts an PGES-Genmenge bzw. eines
Grenzwerts an gemessener Fluoreszenz. Diesen Grenzwert (Threshold) von 0,02
legen wir manuell fest. Er liegt somit im mittleren Bereich der sigmoidalen

Messkurven, die dort maximal linear verlaufen.
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Da wir samtliche PGES-Bestimmungen zur verbesserten Reliabilitat zweifach

durchfihren, flie3t der berechnete Mittelwert beider Messungen in die weiteren

Berechnungen ein.

Um Absolutwerte der PGES-Menge der jeweiligen Tumorprobe zu erhalten,

bedienen wir uns einer analog bestimmten Standardkurve mit uns bekanntem PGES-
Gehalt (siehe Abb. 10).
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Abb. 18: Standard-Kurve fur PGES. Definierte Ausgangsmengen an PGES-Genmaterial
fuhren zu kontrolliert-linearem Erreichen eines definieren Grenzwertes nach einer bestimmten
Anzahl an Amplifikationszyklen. Die Messergebnisse dieser bekannten Probelésung kdnnen
als Standard fur unbekannte L6ésungen und zugehdrige Berechnungen verwendet werden.
Steigung (a, Slope) = -3,741. Y-Achsenabschnitt (b, Y-Intercept) = 34,570.

Die Uberfiihrung der PGES-Messwerte in die PGES-Konzentrationen erfolgt mittels

Umrechnung. Hierzu ndétig sind zudem Steigung der Standardkurve a (Slope) und der
Y-Achsenabschnitt b (Y-Intercept).

dabei

Z-b

Q=10
entspricht

Q der realen Konzentration genetischem Materials,

Z der mit RT-PCR bestimmten Zykluszahl bis zum Erreichen des

Threshold,
a der Steigung der Standardkurve (Slope),
b dem Y-Achsenabschnitt (Y-Intercept).

Analog der Bestimmung der PGES-Quantitat erfolgt die der GAPDH-Quantitat.
GAPDH dient als Housekeeping-Gen. Es wird in allen Zellen konstitutiv in gleicher

Menge exprimiert und kann damit als Referenzwert genutzt werden.
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Der Quotient der Konzentrationen von PGES und GAPDH ermdglicht nun den
Vergleich der unterschiedlichen Tumorproben hinsichtlich ihrer PGES-

Genexpression. Der Vergleich der PGES-Expression erfolgt somit semiquantitativ.
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2.3  Statistische Tests

Im Weiteren werden unsere semiquantitativ bestimmten PGES-Werte statistischen
Tests unterzogen um nach moglichen Korrelationen mit der Expression anderer
Gene, Kklinisch-pathologischen Parametern und dem Survival der Patienten zu
suchen. Fir die statistischen Erhebungen bedienen wir uns der gebrauchlichen
Software SPSS.

2.3.1 Spearman’s Rho Test

Zusammen mit Kendalls Tau (1) ist Spearman’s Rho der bevorzugt verwendete
Rangkorrelationskoeffizient. Der Koeffizient ist vor allem nutzlich, wenn die Zahl der
Beobachtungen klein ist. Er setzt voraus, dass die zu vergleichenden Zahlen
normalverteilt und die Abstande der einzelnen Rangplatze gleich oder anndhernd
gleich bzw. nur zufallig nicht gleich sind. Er wurde als Sonderfall des Produkt-
Moment-Korrelations-Koeffizienten entwickelt.

Wir verwenden den Spearman’s Rho Test zur Untersuchung von PGES-Expression
auf Korrelationen mit den anderen in unserem Ansatz relevanten Genen COX-1,
COX-2, VEGF-A, VEGF-C und TGFb. Die Korrelation ist jeweils auf dem 0,05 Niveau

signifikant (zweiseitig).

2.3.2 Mann-Whitney-Test (U-Test)

Es handelt sich hierbei um einen parameterfreien Signifikanztest zur Prifung der
Hypothese, dass zwei unabhangige Stichproben aus derselben Grundgesamtheit
stammen. Er setzt das Vorhandensein ordinalskalierter Daten voraus, die eine
Rangreihe bilden. Der U-Test gibt an, wie viele Werte der Stichprobe N; insgesamt
jedem einzelnen Wert der Vergleichsstichprobe N, vorausgehen. Gepriift wird dabei
auf Unterschiede der zentralen Tendenz.

Wir verwenden den U-Test zur Untersuchung von PGES auf Korrelationen mit
klinisch-pathologischen Parametern (T, N, Grade G, UICC-Klassifikation, WHO-
Klassifikation, Lymphgefal3e, Mikrogefal3dichte). Fur die Subgruppenanalyse wurden
Falle mit lokal limitierten Tumoren (pT1 und pT2) zusammengefasst und mit lokal
fortgeschrittenen Tumoren (pT3) verglichen; Tumoren mit Lymphknotenmetastasen
mit Tumoren (N1) ohne Lymphknotenmetastasen (NO); Tumoren mit Lymph-

gefallinvasion (L1) mit Tumoren ohne Lymphgefal3invasion (LO); Tumorgrading nach
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der WHO-Klassifikation, gut bis maRig differenzierte Tumoren mit schlecht

differenzierten Tumoren.

2.3.3 Univariate Uberlebensanalyse

Fur diese Untersuchung ziehen wir verfiigbare Uberlebensinformationen von der in
unsere Studie eingeschlossenen Patientenpopulation heran. Zur Erstellung von
Uberlebenskurven bedienen wir uns der Methoden von Kaplan und Meier (Kaplan et
al., 1958). Mittels Log-Rank-Test werden Berechnungen zur Prufung der
statistischen Signifikanz von Unterschieden der gewonnenen Uberlebenskurven
durchgefuhrt.

Zur kategorisierten Analyse der unterschiedlichen PGES-Expressionen unterteilen
wir die in die Studie eingeschlossenen Patienten in jeweils zwei Gruppen (0=geringe
PGES-Expression, 1=hohe Expression). Des Weiteren unterscheiden wir zur
Kategorisierung der PGES-Expression eine Uberlebenszeit langer oder kirzer als
der Median, Mittelwert, der ersten und dritten Quartile.

Bei der Kaplan-Meier-Methode werden Schéatzungen fir die Survivalrate S, (t) nur an
den Ereigniszeitpunkten, d.h. an den Zeitpunkten der Sterbefélle vorgenommen,
wahrend die zensierten Falle lediglich jeweils die Risikopopulation der spéater
eintretenden Ereignisse verringern.** Problematisch sind Zensierungen nach dem
letzten Ereignis (Sterbefall) — die Survivalfunktion kann dann nicht mehr gegen null
gehen. Die Kaplan-Meier-Funktion darf also nur bis zum letzten Ereignis (Sterbefall

mit héchster Survivalzeit) interpretiert werden.

4 Bei der Kaplan-Meier-Methode handelt es sich um eine so genannte Maximum-Likelihood-

Schéatzung. Dies bedeutet, dass der mit dieser Methode ermittelte Schatzwert aus der Menge aller
moglichen Schatzwerte derjenige ist, dem aufgrund der beobachteten Stichprobe die gréRte
Wahrscheinlichkeit zukommt.
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3 Ergebnisse

3.1. PGES-Expression auf mRNA-Ebene (Quantitative RT-PCR)

Alle 123 untersuchte Tumore (100%) zeigten eine PGES-Expression auf mRNA-
Ebene. Die relative mRNA-Expression (PGES/GAPDH ratio) war hdchst variabel bei
den einzelnen Tumorproben. Das mittlere mMRNA-Expressionsniveau war 10,72
[range 0,35 - 68,41]. Die durchschnittliche relative mMRNA-Expression =+
Standardabweichung betrug 13,41 + 12,36.

n Mittleres relatives PGES Genexpressionsniveau
(PGES/GAPDH ratio) + Standardabweichung
Gesamt- 123 13.41+£12.36
population
pT  pT1/2 79 12.08 + 10.64
pT3 44 15.77 £+ 14.89
pN : pNO 72 13.36 + 11.53
pN1 51 13.48 + 13.70
L LO 34 13.46 + 13.35
L1 89 13.28 +9.73
G G1/2 64 11.77 £ 9.13
G3 59 15.16 + 15.04

Tab. 3: Kategorisierung von Patienten/Tumoren nach klinisch-pathologischen
Parametern und PGES-Genexpressionsniveau.

Die Bestimmung der Genespressionslevel — in Abhéangigkeit zum GAPDH-Niveau —

erzielte folgende Ergebnisse:

PGES COX-1 COX-2  VEGF-A VEGF-C TGFB

Mittelwert 12,975 9,565 23,558 5,868 0,034 4,530

Median 10,721 4,269 10,701 2,761 0,002 2,894
Minimum 0,351 0,011 0,049 0,076 0,000 0,057
Maximum 68,406 108,109 = 300,792 @ 104,565 0,357 25,869

Tab. 4: Statistische Grenzwerte der analysierten Genexpressionslevel
(Ergebnisse erganzt aus folgenden Arbeiten: von Rahden et al., 2005, 2006)
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PGES COX1 COX2 VEGFA VEGFC TGFB

Signifikanz (p) 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Korrelations-Koef. (r) 0,502 0,679 0,583 0,462 0,621
Fallzahl (n) 123

Tab. 5: Korrelation der PGES mit den anderen analysierten Genen

Die relativen Genexpressionslevel der 123 untersuchten Barrett-Karzinome von
PGES und COX-1 zeigen eine statistisch hoch-signifikante, positive Korrelation
(r=0,502; p<0,001; Spearman’s Rho Test; Abbildung 19). Patienten mit hoher

COX-1-Expression zeigen auch hohe PGES Expression.
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Abb. 19:
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Hochsignifikante Korrelation von PGES und COX-1
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Die relativen Genexpressionslevel der 123 untersuchten Barrett-Karzinome von
PGES und COX-2 zeigen eine statistisch hochsignifikante, positive Korrelation
(r=0,679; p<0,001; Spearman’s Rho Test; Abbildung 20). Patienten mit hoher
COX-2-Expression zeigen auch hohe PGES-Expression.

100,00

10,00 -

Relative PGES Genexpression

-0,10—
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0'001—
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Abb. 20: Hochsignifikante Korrelation von PGES und COX-2
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Die relativen Genexpressionslevel der 123 untersuchten Barrett-Karzinome von
PGES und VEGF-A zeigen eine statistisch hochsignifikante, positive Korrelation
(r=0,583; p<0,001; Spearman’s Rho Test; Abbildung 21). Patienten mit hoher VEGF-
A-Expression zeigen auch hohe PGES-Expression.

100,00 = o
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Abb. 21: Hochsignifikante Korrelation von PGES und VEGF-A
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Die relativen Genexpressionslevel der 123 untersuchten Barrett-Karzinome von
PGES und VEGF-A zeigen eine statistisch hochsignifikante, positive Korrelation
(r=0,462; p<0,001; Spearman’s Rho Test; Abbildung 22). Patienten mit hoher VEGF-
C-Expression zeigen auch eine hohe PGES-Expression.
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Abb. 22: Hochsignifikante Korrelation von PGES und VEGF-C
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Die relativen Genexpressionslevel der 123 untersuchten Barrett-Karzinome von
PGES und TGFB zeigen eine statistisch hochsignifikante positive Korrelation
(r=0,621; p<0,001; Spearman’s Rho Test; Abbildung 23). Patienten mit hoher TGF{3-

Expression zeigen auch eine hohe PGES-Expression.
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Abb. 23: Hochsignifikante Korrelation von PGES und TGFp
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3.2.  Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern
Die relativen Genexpressionslevel von PGES wurden auf Korrelationen mit klinisch-

pathologischen Parametern mit Mann-Whitney-U-Testverfahren untersucht.

Mann-Whitney-U-Test
Einteilung p n U Mittlerer Rang | Rangsumme Z
pT pT1/2 0.191 19 1471.000 58,36 4552,00 1.306
pT3/4 ' 44 ’ 67,07 2951,00 ’
pN pNO 72 61,82 4451,00
0,905 1777,000 0,120
pN1 51 61,04 3052,00
G G1/2 64 59,23 3731,50
,464 1715, ' ' 7
G3/4 0,46 59 5,500 63,92 3771,50 0,733
R-Kategorie | RO 0.655 106 789,000 60,94 6460,00 0,447
R1 17 65,19 1043,00
LVI LO 0541 34 1389,000 60,28 5305,00 0,611
L1 89 64,65 2198,00
uilCcC 1/ 0,635 52 780,500 41,51 2158,50 0,474
/v 33 44,11 1411,50
WHO tubular 0,651 70 1428,500 58,09 4066,50 0,452
tubulopapilar 44 55,22 2374,50

Tab. 6: Korrelation von PGES mit klinisch-pathologischen Parametern (Mann-Whitney-U-Test)
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Der statistische Vergleich der pT-Kategorie-Gruppen zeigt keinen statistisch
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Korrelation von pT1/2 oder pT3/4 mit PGES
(p=0,191; N=123; Abbildung 24). 79 Patienten zeigten pT1/2, 44 Patienten pT3.
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Abb. 24: Korrelation von PGES und pT-Kategorie
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Der statistische Vergleich pN-Kategorie-Gruppen zeigt keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Korrelation von pNO oder pN1 mit PGES (p=0,905;
N=123; Abbildung 25). 72 Patienten waren pNO, 51 Patienten pN1.
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Abb. 25: Korrelation von PGES und pN-Kategorie.
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Der statistische Vergleich der G-Kategorie-Gruppen zeigt keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Korrelation von G1/2 oder G3/4 mit PGES (p=0,464;
N=123; Abbildung 26). 64 Patienten waren in Gruppe G1/2, 59 Patienten waren G3.
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Abb. 26: Korrelation von PGES und Grading.
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Der statistische Vergleich der R-Klasse-Gruppen zeigt keinen signifikanten
Unterschied hinsichtlich der Korrelation von RO oder R1 mit PGES (p=0,655; N=123;
Abbildung 27). RO-Resektion erfolgte bei 106 Patienten, R1 bei 17 Patienten.
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Abb. 27: Korrelation von PGES und R-Status.
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Der statistische Vergleich der LVI-Klasse-Gruppen (LymphgefaRRinvasion) zeigt
keinen signifikanten Unterschied hinsichtlich der Korrelation von LO oder L1 mit
PGES (p=0,541; N=123; Abbildung 28). 34 Patienten zeigten keine Lymphgefal-

invasion, 89 waren L-positiv.
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Abb. 28: Korrelation von PGES und LVI
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Der statistische Vergleich der UICC-Klassifikations-Gruppen zeigt keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Korrelation der Stadien I/ll oder I/IV mit
PGES (p=0,635; N=123; Abbildung 29). 70 Patienten waren I/Il, 44 Patienten IIl/IV.
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Abb. 29: Korrelation von PGES und UICC-Stadium.
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Der statistische Vergleich der WHO-Klassifikations-Gruppen zeigt keinen
signifikanten Unterschied hinsichtlich der Korrelation von Fallen mit tubularen oder
tubulo-papilaren Wachstums mit PGES (p=0,651; N=123; Abbildung 30). 70
Patienten zeigten tubulares Wachstum, 44 Patienten tubulopapilares Wachstum.
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Abb. 30: Korrelation von PGES und histologischem Typ nach WHO.
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3.3.  Korrelation mit dem Survival

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen PGES-Mittelwert und
Uberleben konnte gezeigt werden (p=0,0288; Abbildung 31). Patienten mit niedrigem
PGES leben im Schnitt [anger (Einheit X-Achse: Monate).
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Abb. 31: Korrelation von PGES mit Survival (Mittelwert)
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Ein statistisch hoch-signifikanter Zusammenhang zwischen PGES-Median und
Uberleben zeigt sich nicht auf Signifikanz-Niveau (p=0,0561; Abbildung 32). Dennoch
besteht der Trend des langeren Uberlebens bei niedrigem PGES-Niveau (Einheit X-

Achse: Monate).
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Abb. 32: Korrelation von PGES und Survival (Median).
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Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen PGES 1. Quartile und
Uberleben zeigt sich nicht (p=0,9996; Abbildung 33). Es ist praktisch bedeutungslos,
auf welchem Niveau PGES exprimiert ist (Einheit X-Achse: Monate).
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Abb. 33: Korrelation von PGES und mit Survival (1. Quartile)

60



Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen PGES 3. Quartile und
Uberleben zeigt sich nicht (p=0,1042; Abbildung 34). Dennoch erkennt man die
Tendenz des langeren Uberlebens bei niedrigem PGES-Niveau (Einheit X-Achse:

Monate).
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Abb. 34: Korrelation von PGES mit Survival (3. Quartile)

Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der Expression von PGES und
der Uberlebensrate beim Adenokarzinom des distalen Osophagus wurde gefunden.
Bei Betrachtung des Mittelwerts wurde eine signifikante Korrelation festgestellt. Bei
den anderen Parametern ist eine Tendenz feststellbar, besonders eindrucksvoll beim

medianen Uberleben.
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4. Diskussion

Unsere Daten wurden aus einer grossen Zahl PGES-positiver Barrett-
Adenokarzinome erhoben. Sie legen den Einfluss von PGES auf die Karzinogenese
dieser Tumorentitdt nahe: Korrelationen von PGES mit beiden COX-Isoenzymen
(COX-1 und COX-2) und pro-angiogenetischen Faktoren (VEGF-A und VEGF-C)
verstarken den Verdacht, dass PGES als Mediator des Prostaglandin-Biosynthese-
Pathways mit der Angiogenese beim Barrett-Karzinom gekoppelt sein konnte.

Wir haben Untersuchungen an 123 Operationsresektaten von Adenokarzinomen des
distalen Osophagus durchgefiihrt. Im Zentrum unserer Studie stand die
Prostaglandin-E-Synthase auf mMRNA-Ebene. Bei unseren statistischen Berechungen
korrelierten wir unsere Messergebnisse mit denen anderer Zielgene — Messungen,
die bei den selben Tumorresektaten, allerdings bei einer anderen Versuchsreihe,
durchgefuhrt worden waren (von Rahden et al., 2005, 2006). Des Weiteren flossen
klinisch-pathologische Parameter in die statistischen Berechnungen mit ein.

Unsere Untersuchungsergebnisse zum Barrett-Karzinom erganzen die Resultate
frherer Studien zur Rolle von PGES bei der Karzinogenese von Tumoren anderer
Entitaten, beispielsweise beim kolorektalen Adenom und Adenokarzinom
(Yoshimatsu et al.,, 2001) und Magenkarzinom (van Rees et al.,, 2003). Bei den
aufgefuihrten Tumorentitaten ist PGES meistens exprimiert.

Unsere semi-quantitative Expressionsanalyse basiert u.a. auf der Annahme, dass
GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) als Housekeeping-Gen
konstitutiv und unabhangig von kanzertéser Entartung exprimiert wird. GAPDH ist
eines der am haufigsten gebrauchten Gene zur Normalisierung der Messung (Barber
et al., 2005; von Rahden et al., 2005).

4.1. Cyclooxygenasen und PGES

Der Einfluss des Enzyms Cyclooxygenase-2 (COX-2) und seines Hauptprodukts
Prostaglandin-E (PGEZ2) auf die Krebsentstehung ist durch verschiedene Studien gut
belegt (Uefuji et al., 2000; Sheng et al., 1998 und 2001). Das relative Risiko an
malignen Tumoren zu erkranken ist bei gleichzeitiger Applikation von nicht-
steroidalen anti-inflammatorischen Medikamenten reduziert (Thun et al., 1993;
Akhmedkhanov et al., 2001, 2002; Funkhouser et Sharp, 1995; Farrow et al., 1998).

Die Expression von COX-2 ist in etwa 90% der kolorektalen Tumoren erhéht, so auch

62



in ca. 50% der pramalignen Adenome (Marnett, L. et al., 1992; Rao et al., 1995). Die
COX-2-Expression — ungeachtet anderer Parameter — fuhrt zu vermehrtem
Wachstum und einem Uberlebensvorteil der Tumorzellen, sowie auffallig erhohter
Tumorinvasivitat (Kaur et al., 2002; Buttar et al., 2000; Bundred et Barnes, 2005;
Ramirez et al., 2005; Kokawa et al., 2001). Dabei fordert mMPGES-2 das Wachstum
und die Motilitat von kolorektalen Karzinomen lUber den EP4-Rezeptor-Signalweg
(Miyataet al., 2005).

Diese Beobachtungen dienen als Grundlage fur unsere Evaluierung der Expression
der PGES beim Barrettkarzinom, insbesondere des Zusammenhangs mit COX-2 und
PGES. Bisher gab es noch keine vergleichbaren Studien zu dieser Entitat. Es
wurden weder Zellkultur-Untersuchungen angestrebt, noch Auswertungen von
operativen Tumorresektaten durchgefinhrt.

Bei Korrelation der PGES-Werte im Rahmen dieser Studie mit analog bestimmten
COX-2-Genexpressionswerten der selben Tumorresektate ergaben sich signifikante
statistische Zusammenhange. Unsere Untersuchungen belegen eine Koexpression
der beiden Enzyme bei den untersuchten Osophaguskarzinomen.

PGES, ein entscheidendes Enzym des COX-2 Prostaglandin-Synthesewegs, kdnnte
ein wichtiger pharmakologischer Angriffspunkt sein. Zuklnftige pharmakologische
Studien hierzu waren wiinschenswert.

Kolorektale Adenome treten bei Anwendung von COX-2-Inhibitoren deutlich seltener
auf (Arber et al., 2006). Beim Barrettkarzinom wird ein klinischer Benefit durch
Downregulierung von COX-2 vermutet (Tuynman et al., 2005). Derartige
Beobachtungen wurden auch bei Pankreastumoren gemacht (Eibl G et al., 2005).
Mdoglicherweise sprechen auch Tumoren der von uns untersuchten Entitat auf
selektive COX-2-Hemmstoffe an. Wir wiesen ebenfalls eine signifikante Korrelation
zwischen COX-1 und PGES nach.

4.2. TGFbund PGES

Transforming growth factor b (TGFb) ist ein wichtiger Zellregulator mit Wirkung teils
als Tumorsuppressor und teils Tumorpromoter. TGFb nimmt Einfluss auf Wachstum
und Differenzierung, Zellbeweglichkeit und -Uberleben, Angiogenese und

Immunfunktionen.
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Kdrzlich wurde bei humanen Leberepitheltumoren eine Resistenz gegen die
zytostatische Wirkung von TGFb gezeigt, die (ber den cPLA2a/COX-2/EP1
Signalweg erklart wird (Han C et al., 2004).

In unserer Studie zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen TGFb und PGES.
Man kann dies als Hinweis fur fehlende Hemmwirkung von TGFb auf Tumorzellen
des distalen Osophagus werten. In frilheren Arbeiten wurde bereits die
Unterwanderung des Immunsystems durch Uberproduktion von TGFb durch
Tumorzellen diskutiert.

Welche Position und welcher prognostischer Nutzen TGFb beim Barrettkarzinom
zukommt, muss in zukunftigen Studien genauer geklart werden. PGES jedenfalls
steht in keiner signifikanten Korrelation zur UICC- und WHO-KIlassifikation.

Frihere Studien an Tumoren anderer Entitdten deuteten auf eine besondere
prognostische Bedeutung von TGFb hin (Elliott RL et al., 2005; Guzinska-
Ustymowicz K et al., 2005). Mdglicherweise sind unsere Untersuchungsergebnisse
erste Indizien fiur die Anwendbarkeit von TGFb in Kombination mit PGES in einem

prognostischen Modell bei Tumoren des distalen Osophagus.

4.3. VEGF-A/VEGF-C und PGES

Sauerstoff und Nahrstoffe sind Vorraussetzung fur Zellwachstum und zellulares
Uberleben. Von Vorteil ist die unmittelbare Nahe zu Kapillargefassen. Wahrend der
Organogenese ist das koordinierte Wachstum von Blutgefassen gesichert. Spater ist
die Anlage neuer Gefalie — die Angiogenese — fein reguliert. Wegen dieser
Abhangigkeit von Blutgefassen scheint klar, dass proliferierende Zellen funktionell in
der Lage sein mussen die Blutgefal3neubildung zu fordern. Als Angiogenese
initiierender Faktor wurde VEGF identifiziert. Die Fahigkeit, Angiogenese zu
induzieren und aufrecht zu erhalten, gqilt als Voraussetzung fur die
Tumorentwicklung. Dabei werden Aktivatoren verstarkt exprimiert, Inhibitoren eher
unterdrtckt (Hanahan et al., 2000).

Bei vielen Tumoren findet man erhohtes VEGF. Beispielsweise bei oralen
neoplastischen Lasionen konnte kirzlich VEGF als entscheidender Malignitatsfaktor
nachgewiesen werden (Arora et al., 2005). In unserer Studie wurden signifikante
Korrelationen von PGES sowohl mit VEGF-A, als auch mit VEGF-C aufgezeigt.

VEGF wird in Endo- und Epithelien des Barrett-Adenokarzinoms und umgebenden
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Geweben exprimiert: VEGF-A wird stark in epithelialen Zellen exprimiert; VEGF-C
wurde in normalem, gesundem Speiserohrengewebe nicht detektiert, allerdings bei
intestinaler Neoplasie (Morales et al., 2000).

Beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom kommt VEGF-A und -C ein wichtiger
prognostischer Stellenwert zu. Dabei auffallig: VEGF korreliert signifikant mit der
Mikrogefal3dichte (Huang et al., 2005; Shimanuki et al., 2005). Und letztere korreliert

in unserer Studie ebenfalls mit PGES (siehe auch Kapitel 4.4).

4.4. Microvessel-Density

Neoangiogenese ist Vorraussetzung fur invasives Wachstum von Karzinomen und
fur Metastasierung. Die Microvessel-Density (MVD) ist signifikant korreliert mit Grad,
Stadium und malignem Potential von Tumoren (Canoglu A et al., 2004). In frliheren
Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Quantitat an Prostglandin-E2 und
der Mikrogefal3dichte bei kolorekalen Tumoren erkannt (Cianchi F et al., 2004).

In unserer Studie stellte sich eine signifikante Korrelation zwischen der Microvessel-
Density und PGES dar. Somit wiesen Patienten mit hoher Mikrogefal3dichte einen
hohen PGES-Wert auf.

Die Durchfihrung zur Bestimmung der MVD ist ein etabliertes Verfahren, das nur
wenige Schwachstellen aufweist. Die Probenentnahme bei der Micro-Tissue-Array
Herstellung aus dem Donortumorblock erfordert hochste Sorgfalt, da sonst ein
weniger relevantes Praparationsareal zur Untersuchung und Auswertung kommen
konnte. Grundsatzlich wére eine Bias durch eine unerkannte Heterogenitat in der
Struktur des Tumors denkbar. Deshalb wird aus jeweils drei parallelen Auswertungen
der selben Tumorprobe ein Mittelwert errechnet. Ein erfahrender Untersucher
minimiert die Gefahr untersucherabhéngiger Auszahlungsergebnisse der sog. High-

Power-Fields.

4.5. Univaritate Uberlebensanalyse

Viele Tumoren des Gastrointestinaltrakts zeichnen sich durch eine sehr schlechte
Prognose aus. Beim Barrettkarzinom ist der Mittelwert der PGES-Expression
maoglicherweise prognostisch bedeutsam: Patienten mit einer unter dem Mittelwert

liegenden PGES-Quantitat zeichnen sich durch langeres Uberleben aus.
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Kirzlich wurden 6sophageale Adenokarzinome enzymgenetisch klassifiziert und die
klinische Bedeutung diskutiert (Brabender et al., 2005). PGES war nicht Bestandteil
dieser Auswertung.

Fur pulmonale Adenokarzinome existiert ein Prognose-Score-System in das die
Expression von PGES als ein geeigneter Parameter Eingang gefunden hat, da sie
bei multivariater Analyse als unabhangig von anderen starken Prognosepradiktoren
identifiziert worden ist (Endoh et al., 2004).

Zur Klarung, ob PGES ebenfalls bei Tumoren des distalen Osophagus fir
prognostische Aussagen herangezogen werden kénnte, verwendeten wir bewéhrte
Methoden der Forscher Kaplan und Meier. Ein prognostischer Einfluss ist
wahrscheinlich; daher sollte die Verwendbarkeit der PGES zusammen mit den
Ergebnissen von Brabender et al., 2005, in einem vergleichbaren Prognose-Score-

System beim Barrett-Karzinom diskutiert werden.

4.6. Klinische Implikationen / Anwendung

Aufgrund der Zunahme der Inzidenz des Adenokarzinoms des distalen Osophagus
gewinnt dieses zunehmend an Bedeutung. Die in dieser Studie erzielten
Beobachtungen koénnten insbesondere fiir pharmakologische Ansatzpunkte von
groRem Interesse sein. Als Downstream-Enzym des Arachidonsaure-Metabolismus
steht die Prostaglandin-E-Synthase (PGES) im Zentrum aktuellster Forschung
(Hayakawa, 2006). Bereits bei anderen Tumorentitaten konnte die positive
Beeinflussung der Progression und Prognose durch pharmakologische
Beeinflussung dieses Stoffwechselwegs — beispielsweise durch selektive COX2-
Hemmer — gezeigt werden (Arber et al., 2006; Tuynman et al., 2005; Panel Ml et al.,
2005).

Die PGES bei 0sophagealen Tumoren steht laut dieser Studie in signifikantem
Zusammenhang mit der Angiogenese und MikrogefalRdichte. Es wurden zudem
Korrelationen zu Faktoren gefunden fur die bereits aus friheren Studien eine
Verbindung zum Tumorneovaskularisationen bekannt ist (VEGF-A, VEGF-C;
Hanahan et al., 2000; Arora et al., 2005).

Bei zukunftigen Untersuchungen von Tumoren des distalen Osophagus sollte
nunmehr die pharmakologische Hemmung des Arachidonsaure-Stoffwechselwegs

weiter untersucht werden. Die gezielte pharmakologische Inhibition von PGES und
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deren Folgen sollte Inhalt zukinftiger Recherchen sein. Ob sich eine so reduzierte
Freisetzung von PGE2 positiv auf den Verlauf und die Prognose von Barrett-
Karzinomen auswirken koénnte, ist bisher noch nicht untersucht.

Ein neuer therapeutischer Ansatz ist der Einsatz von Antikérpern bei der Behandlung
von gastrointestinalen Tumoren. Verschiedene monoklonale Antikérper gegen den
Epidermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) werden derzeit erfolgversprechend am
Speisenrohren-, Kolorektal- Pankreas- und Hepatozellularkarzinom eingesetzt
(Marshall et al., 2006). Ein Antikorper gegen EGFR, IMC-225/Erbitux, findet schon
klinische Anwendung bei therapieresistenten Kolorektalkarzinomen und wird derzeit
am Pankreaskarzinom erprobt (Wiedmann et Caca, 2005).

Der Einsatz monoklonaler Antikbrper gegen PGES stellt womoglich bei Tumoren der
von uns untersuchten Entitat einen erfolgversprechenden Therapieansatz dar, der in
nachfolgenden Studien genauerer Analyse bedarf. Levamisole hemmt die PGES-
Bildung auf Transkiptionsebene und hat in den vergangenen Jahren zunehmend an

Bedeutung bei der Therapie intestinaler Tumoren erhalten.
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5. Zusammenfassung

Die Inzidenz des Adenokarzinoms des distalen Osophagus (Barrett-Karzinom) steigt
rapide an — insbesondere bei weilRen Mannern der westlichen Welt. Und seine
Prognose ist schlecht. Ausgeldst durch chronisch gastroduodenalen Reflux (GERD)
kommt es zu metaplastischem Umbau von gesundem Speiser6hrengewebe zum
Barrett-Osophagus — und zu maligner Entartung.

Prostaglandin E2 (PGE2) hat unterschiedliche physiologische Aufgaben. Auch eine
Beteiligung bei der Karzinogenese wird postuliert. PGE2 soll hierbei eine
Mediatorfunktion zukommen, insbesondere bei tumorbedingter Neovaskularisation
und Tumorwachstum. PGE2 wird durch Prostaglandin-E-Synthasen (PGES)
synthetisiert.

Welche Rolle PGES beim Barrett-Karzinom spielt ist noch nicht abschlie3end geklart.
Ziel der vorliegenden Arbeit war eine Expressionsanalyse der PGES. An 123
routinemaRig in Paraffin eingebetteten Tumorproben wurde eine semi-quantitative
Genanalyse auf mMRNA-Ebene (TagMan) durchgefuhrt.

Das mittlere mRNA-Expressionsniveau (PGES/GAPDH ratio) lag bei 10,72 [range
0,35-68,41]. Statistisch hoch-signifikante Korrelationen von PGES mit COX-1 und -2,
VEGF-A und -C, sowie TGFB (p<0,001) wurden nachgewiesen. Ebenfalls eine
signifikante Korrelation zur Mikrogefaf3dichte (MVD) wurde aufgezeigt.

Die PGES-Genexpression korrelierte mit keinem der untersuchten Kklinisch-
pathologischen Parameter signifikant: UICC-Klassifikation der Tumoren (T-Kategorie:
p=0,191; N-Kategorie: p=0,905), WHO-Klassifikation (p=0,651), R-Klassifikation
(Residualtumorstatus; p=0,655), Grading G (p=0,464), sowie Lymphgefal3invasion L
(p=0,541). Die univariate Uberlebensanalyse nach Kaplan-Meier, stratifiziert nach
hoher und niedriger PGES-Expression (Mittelwert als Schwellenwert), zeigte einen
signifikanten Einfluss einer hohen bzw. niedrigen PGES-Expression auf die
Prognose (p=0,0288). Niedriges PGES bedeutet langere Uberlebenszeit.

Die PGES bei 6sophagealen Tumoren steht dieser Studie zur Folge in signifikantem
Zusammenhang mit Faktoren der Angiogenese und Zellregulation. Dies stellt
moglicherweise einen Ansatzpunkt fur zukinftige pharmakologische Studien dar.
Eine prognostische Bedeutung der PGES-Expression ist wahrscheinlich. Weitere

Forschung hinsichtlich PGES als Ziel fur molekulare Therapien scheint gerechtfertigt.
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