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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Steigende Inzidenz des Barrett-Karzinoms

Die Inzidenz des Adenokarzinoms des Osophagus (esophageal adenocarcinoma,
EAC) ist in der westlichen Welt seit den 1970er Jahren sprunghaft um ca. 500%
angestiegen.(26) Dies entspricht der grof3ten Zahl an Neuerkrankungen unter allen
Karzinomen. Dabei ist die genaue Ursache fir diese Entwicklung bisher nicht
eindeutig geklart. Die Entstehung des EAC erfolgt nach bisherigen Erkenntnissen
uber mehrere Stufen, eine Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz.(69) Als
wichtigster Risikofaktor gilt dabei der Reflux von saurem Mageninhalt in die Speise-
réhre, wodurch dort eine Entziindungsreaktion hervorgerufen werden kann. Dadurch
kommt es zu einer Umwandlung des originaren Plattenepithels in eine spezialisierte
intestinale Metaplasie, dem so genannten Barrett-Osophagus (BE).(99) Dieser kann
sich Uber eine low grade intraepitheliale Neoplasie (IgIEN) und high grade intra-
epitheliale Neoplasie (hglEN) schlieBlich zu einem Barrett-Karzinom (EAC)
entwickeln.(69) Trotz der immer besseren Behandlung des Refluxes durch saure-
suppressive Medikamente wie z.B. Protonenpumpeninhibitoren oder H2-Rezeptor-
Antagonisten steigt die Zahl der Betroffenen stetig an.(69) Der BE stellt mit seiner
Rolle als Vorlauferlasion den bisher wichtigsten Risikofaktor fir die Entwicklung
eines EAC dar. Als weitere Risikofaktoren gelten u. a. weil3e Rasse, htheres Lebens-
alter, mannliches Geschlecht sowie Adipositas.(146) Bisher ist fur die Diagnose-
stellung des Barrett-Osophagus in Deutschland und vielen weiteren Landern die
endoskopische Verifizierung einer Barrett-Metaplasie sowie der histologische
Nachweis einer spezialisierten intestinalen Metaplasie mit Becherzellen
erforderlich.(140) Die Verlaufskontrolle des BE erfolgt aktuell leitliniengemaf? anhand
so genannter Surveillance-Endoskopien, denen sich die Patienten in regelmaligen
Absténden unterziehen massen. Allerdings ist die Progressionsrate vom BE zum EAC
mit ca. 0,12% pro Jahr sehr gering.(61) Trotz der grof3en Anzahl an Patienten, die an
den Surveillance-Endoskopien teilnimmt, kann jedoch nur eine geringe Anzahl an
Karzinomen diagnostiziert werden. Zudem ist diese Art der Surveillance sehr auf-
wendig und kostspielig. Um die genauen pathogenetischen Mechanismen der
Karzinogenese vom BE zum EAC néher untersuchen und dadurch eine geeignetere
Surveillance erméglichen zu kdnnen, wurde ein entsprechendes Mausmodell ent-
wickelt (s.u.).(98) Anhand dieses Mausmodells konnten vier immunhistochemische
Marker (Dclkl, TFF2, Lgr5, Notchl) identifiziert werden, welche im Verlauf der
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Progression des BE zum EAC eine verminderte bzw. gesteigerte Expression zeigen.
Durch diese Erkenntnisse entstand die Idee, dass die Biomarker als maogliche
Prognosefaktoren bei Patienten mit BE dienen konnten. Aufgrund der unter-
schiedlichen anatomischen Gegebenheiten konnten die Ergebnisse des Maus-
modells allerdings nicht unmittelbar auf den Menschen lbertragen werden. Folglich
wurden die immunhistochemischen Marker in einer Studie an humanen Proben
analysiert. Die Ergebnisse dieser Studie mindeten in eine Publikation, wobei ein Teil
der Daten auch in dieser Arbeit verwendet werden.(114) Bei Beendigung des
experimentellen Teils der Doktorarbeit standen jedoch noch nicht alle Falle zur
Verfligung, sodass diese Arbeit nur einen Teil des Datensatzes beinhaltet und der

Schwerpunkt vor allem in der Entwicklung der Methodik liegt.
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Abbildung 1: Steigende Inzidenz des Adenokarzinoms des Osophagus (EAC) im Ver-
gleich zum Plattenepithelkarzinom des Osophagus (ESCC). Die Inzidenz des EAC
steigt dabei ebenso wie die der Adipositas. Die verbesserten Therapiemoéglichkeiten
z.B. mittels Einsatz von Protonenpumpenhemmern, H2-Rezeptor-Antagonisten oder
Helicobacter-pylori-Eradikation sowie auch neue endoskopische oder ablative
Verfahren kénnen die steigende Zahl an Neuerkrankungen nicht entscheidend auf-
halten.(97)
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Abbildung 3: Auswahl an Risikofaktoren bei der Entwicklung des EAC (modifiziert
nach Leitlinienprogramm Onkologie, S3-Leitlinie Osophaguskarzinom (Kurzversion),
September 2015) (95)
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1.2 Ursprungszellen des BE/EAC

Bisher existieren verschiedene Theorien Uber die Ursprungszelle des BE. Eine
Theorie besteht darin, dass der BE durch die Reprogrammierung einer normalen
plattenepithelialen Stammzelle in eine intestinale Stammzelle entsteht.(155) Andere
Ergebnisse lassen hingegen vermuten, dass eine normalerweise in anderen
Geweben ansassige Stammzelle in die Speiseréhre gelangt und dort als Ursprungs-
zelle des BE bzw. EAC dient. Hierfir kommen zum einen submukése 6sophageale
Stammzellen, die so genannten squamous gland duct cells,(71) oder zirkulierende
Stammzellen, wie zum Beispiel bone marrow derived stem cells, in Frage.(110) In
einer weiteren Forschungsarbeit wird die Rolle von residualen embryonalen Zellen
aus dem Bereich des gastro6sophagealen Ubergangs als Ursprungszelle
diskutiert.(149) Diese sollen die durch Reflux geschadigten, urspringlich
plattenepithelialen Areale im Sinne einer intestinalen Metaplasie rekolonialisieren. In
oben bereits genanntem Mausmodell wird die Theorie befiirwortet, dass diese
rekolonialisierenden Zellen Lgr5-positive Stammzellen aus der Kardia darstellen,

welche bei refluxassoziiertem Mukosaschaden in den Osophagus einwandern.(98)
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der méglichen Ursprungszellen des Barrett-
Osophagus. (A) Lgr5-positive Stammzellen gelangen als Folge einer Entziindungs-
reaktion in den Osophagus. (B) Embryogene Stammzellen wandern vom gastro-
6sophagealen Ubergang in den Osophagus ein. (C) Dedifferenzierung 6sophagealer
Plattenepithelzellen mit Ausbildung einer plattenepithelialen Metaplasie. (D) Stamm-

zellen von submukdsen Drisen als Ursprungszellen des BE.(97)
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1.3 Mausmodell

Durch den andauernden Kontakt der Speiserthre mit saurem Refluat kann es zu einer
chronischen Entziindung mit vermehrter Produktion von Zytokinen kommen. So steigt
zum Beispiel in Folge dessen die Konzentration von IL-1B, IL-6 und IL-8 deutlich an,
was zur Entstehung und zum Progress des Barrett-Osophagus beitragen kann.(39)
Um die Pathogenese des Barrett-Osophagus und EAC besser zu verstehen, wurde
in dem bereits genannten Mausmodell von Quante et al. eine chronische
Inflammation der Speiserthre imitiert.(97) Dazu wurde eine IL-13-cDNA mit einem
Epstein-Barr-Virus-Promotor (ED-L2) kombiniert und die Ergebnisse anschlieRend
anhand von gentechnischen, mikroskopischen und endoskopischen Analysen
eingehend untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass im Mausmodell bereits eine
alleinige Erhdhung der Konzentration von IL-13 zur Entwicklung eines Barrett-
Osophagus und in dessen Folge auch einer Dysplasie im Bereich des distalen
Osophagus filhren konnte. Ein &hnlicher Zusammenhang wurde auch schon in
Studien mit humanem Gewebe gezeigt.(39) Des Weiteren zeigte sich, dass es durch
die Saureexposition zur Aushildung eines Zylinderepithels (columnar lined epithelium,
CLE) kam. Dieses prasentierte sich jedoch ohne Becherzellen, also nicht im Sinne
der klassischen intestinalen Metaplasie, auf deren Nachweis bisher in Deutschland
die Diagnosestellung des Barrett-Osophagus beruht. Allerdings ist dieser
erforderliche Nachweis sehr umstritten, ergaben doch zahlreiche Studien ein gleiches
Entartungsrisiko fur Patienten mit CLE ohne Becherzellen im Vergleich zu Patienten
mit einer spezialisierten intestinalen Metaplasie mit Becherzellen.(43; 130) Die im
Mausmodell erzielte Uberexpression von IL-1B 16ste durch Rekrutierung von unreifen
myeloiden Zellen (IMC) die Bildung einer Metaplasie bzw. Dysplasie im Bereich des
gastrodsophagealen Ubergangs bzw. der Z-Linie (squamocolumnar junction, SCJ)
aus.(97) Diese unreifen myeloiden Zellen tragen durch die Sekretion pro-
inflammatorischer Zytokine, wie z. B. IL-6 und TNFa, zur Entzlindung in der Speise-
réhre bei. Wurde diese Entziindungsreaktion durch die Zugabe von Gallensauren
noch verstarkt, kam es schneller zur Entwicklung einer Dysplasie und vermehrt zu
einer Granulozytendifferenzierung.(97) Es bestatigten sich somit Hinweise aus
alteren Studien, dass unkonjugierte Gallensauren zu Demethylierung von Promotor-
genen und damit zur Aktivierung der Genexpression von IL-6, Cdx2 und Notchl im
Osophagus fiihren kénnen.(62) Auch die Frage nach der Herkunft der Ursprungszelle
des Barrett-Osophagus wurde in dem L2-IL-1B-Mausmodell genauer hinterfragt.(97)

Es zeigte sich durch die Untersuchung in verschiedenen Entwicklungsstadien des BE,
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dass Vorlauferzellen daflr aller Wahrscheinlichkeit nach aus der Kardia des Magens
stammen und es im Verlauf zu einer Migration der Zellen Richtung Speiserthre
kommt. Hier kbnnte der kardiale Stammzellmarker Lgr5 in Zukunft eine wichtige Rolle
spielen. Neben Lgr5 wurden u.a. auch TFF2, ein Protein, welches eine wichtige Rolle
bei der Reparatur von Mukosaschaden einnimmt, und Dclkl, ein gastrointestinaler
Stammzellmarker, in der Speiserthre in erhéhter Konzentration nachgewiesen.(97)
Physiologischerweise kommen beide jedoch nur im Bereich der kardialen Magen-
mukosa und nicht im 6sophagealen Plattenepithel vor. Des Weiteren wurde in dem
Mausmodell von Quante et al. die Rolle von Notch untersucht.(97) Notch ist essentiell
fur die Regulation der Differenzierung in absorptive (Enterozyten) bzw. sekretorische
Zellen (Becherzellen, enteroendokrine Zellen, Paneth-Zellen). Dabei dient DLL1 als
Ligand am Notch-Rezeptor. In der Kardia fanden sich Zellen mit DLL1-Expression in
unmittelbarer Nachbarschaft zu Lgr5-positiven Zellen. Dabei scheint es so zu sein,
dass sich die intestinale Metaplasie vor allem bei geringer Notch-Aktivitat bildet, CLE
und Progress zur Dysplasie jedoch vor allem bei hoher Notch-Aktivitat vorkommen.
Es zeigte sich auBerdem, dass der Barrett-Osophagus 6rtlich immer in nahem Bezug
zur SCJ entsteht. Durch diese Erkenntnisse sollten daher auch pathologische Kondi-
tionen wie die Carditis in Zukunft als méglicher Faktor in die Pathogenese des BE mit
einbezogen und intensiv kontrolliert werden. Es muss dennoch erwahnt werden, dass
diesem L2-IL-1B-Mausmodell durch die anatomischen Unterschiede zum Menschen
deutliche Grenzen gesetzt sind und die erwahnten Ergebnisse trotz alledem kritisch
zu hinterfragen sind. Insgesamt lasst sich jedoch sagen, dass nach aktuellem
Forschungsstand viele verschiedene Signalwege an der Entstehung eines BE
beteiligt sind.(32) Wie diese genau zusammenhéangen, ist allerdings noch nicht
vollstandig geklart und es bleibt die groRe Herausforderung, die Entstehung des BE

auf molekulargenetischer Ebene vollstandig zu entschlisseln.
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1.4 Pathogenese des EAC

Die Entstehung Barrett-Karzinoms folgt wie oben beschrieben nach bisherigen
Erkenntnissen einer Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz. Die Geschichte des
Barrett-Osophagus und die einzelnen Stufen der Progression zum EAC werden im

Folgenden naher erlautert.

1.4.1 Geschichte des Barrett-Osophagus

Der BE ist benannt nach dem australischen Chirurgen Norman Rupert Barrett (*1903
in Adelaide, 11979 in London). Er gilt bis heute als Pionier der Thoraxchirurgie sowie
renommierter Autor und Lehrer.(72) 1950 beschrieb er den Osophagus als den Teil
der Speiserohre, der sich distal des Ringknorpels befindet und von Plattenepithel aus-
gekleidet ist.(11) Distal in der Speiserdhre gelegene, von Zylinderepithel umgebene
Ulzerationen ordnete er daher auch dem Magen zu, bei einem seiner Ansicht nach
angeboren zu kurzem Osophagus.(11) Dabei erkannte der Pathologe Tileston bereits
1906 in einer Abhandlung tber Ulzerationen im Bereich der Speiseréhre, dass dieser
mit Zylinderepithel ausgekleidete Teil dem Osophagus, und nicht dem Magen
zuzuordnen war. Er stellte damals bereits ebenso die Therorie auf, dass eine
Insuffizienz der Kardia einen gastrodsophagealen Reflux zur Folge hat.(135)
1953 widersprachen Allison und Johnstone ebenfalls der Annahme Barretts, dass es
sich bei dem intrathorakal gelegenen, mit Zylinderepithel ausgekleideten Organ-
abschnitt um Magen handelt.(4) Als Begriindung fihrten sie u. a. das Fehlen eines
peritonealen Uberzuges an, was fir den Magen, nicht aber die Speiseréhre typisch
ist.(4) Zu dieser Zeit kam auch erstmals der Begriff ,Barrett’'s ulcer* auf, heute
.Barrett's esophagus®. Barrett erkannte die Theorie, dass es sich bei den Lasionen
um metaplastische Osophagusschleimhaut und nicht um Magen handelt, 1957
schlie3lich an.(72) Auf diesem Gebiet kam es im Verlauf durch stetige Forschung zu
immer neuen Erkenntnissen. Bereits Anfang der 1950er Jahre wurde man erstmals
auf Becherzellen in dem betroffenen Areal aufmerksam.(18) 1976 brachte Paull mit
der Beschreibung verschiedener Epitheltypen etwas Klarheit in die Situation.(93) Er
beschrieb damals drei verschiedene Epithelien: Zunéchst das direkt dem
Plattenepithel des Osophagus angrenzende intestinale Epithel im Sinne einer
spezialisierten intestinalen Metaplasie mit Becherzellen. Daran anschlielBend
beschrieb er das Kardia-typische, so genannte junktionale Epithel mit schleim-

produzierenden Zellen. Distal davon schliel3t sich laut Paull die Corpus-typische
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Mukosa (gastric fundic-type) mit Parietal- und Hauptzellen an. Diese Klassifikation
der Epithelien hat bis heute Bestand. In den folgenden Jahren wurde der BE mit dem
Vorhandensein einer Hiatushernie in Verbindung gebracht(20; 85) und auch das
maligne Potential im Sinne einer Entartung zum EAC erkannt.(53; 49) Dennoch
dauerte es sehr lange, bis man sich nach zahlreichen diagnostischen Schwierigkeiten
schlieBlich auf die aktuell giltigen, dennoch nicht unumstrittenen Diagnosekriterien
des BE einigte.(140) Daflir missen in Deutschland bis heute die histologischen
Kriterien der spezialisierten intestinalen Metaplasie mit Becherzellen erfillt sein,
unabhangig von der Lange des BE und der Symptomauspragung des Patienten.(33;
140) Allerdings bleibt es aufgrund neuer Forschungsergebnisse und Studien
abzuwarten, ob es langfristig bei dieser Definition des Barrett-Osophagus bleiben

wird. Naheres hierzu wird auch weiter unten im Text (vgl. Diskussion) behandelt.

Abbildung 5/6: Norman Rupert Barrett (1903—-1979) (72)

1.4.2 Gastro6sophageale Refluxkrankheit (GERD)

Die gastro6sophageale Refluxkrankheit (gastroesophageal reflux disease, GERD) ist
eine Folge von Ruckfluss von saurem Duodenal- bzw. Mageninhalt in die Speise-
rohre. Dieser Reflux geht definitionsgemal mit Symptomen einher und beeintrachtigt
den Patienten in seiner Lebensqualitat.(64) Endoskopisch sind jedoch nur in 30% der
Félle entsprechende Erosionen zu sehen.(113) Dies wird auch als erosive reflux
disease (ERD) bezeichnet. Die haufigere Manifestationsform ist hingegen die nicht

erosive Refluxkrankheit (NERD) ohne endoskopisch sichtbare Lasionen.(16) Als
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Hauptursache des Reflux gilt vor allem eine Insuffizienz des unteren
Osophagussphinkters mit Riickfluss von aggressivem Refluat in die Speiserohre,
aber zum Beispiel auch hormonelle Verdnderungen, ein erhéhter intraabdomineller
Druck (z.B. im Rahmen einer Adipositas oder Schwangerschaft) sowie eine
verzdgerte Magenentleerung.(56) Daraus ergeben sich unter anderem Symptome
wie Sodbrennen (vor allem im Liegen sowie nach Mahlzeiten), Schluckbeschwerden,
Druckgefihl hinter dem Sternum, Luftaufsto3en sowie Regurgitation von Speisen. Zu
den extradsophagealen Manifestationen zahlen des Weiteren auch Husten, Heiser-
keit und nichtkardialer Thoraxschmerz.(16) Bei Vorliegen einer gastrodsophagealen
Refluxkrankheit kann es im Verlauf zur Ausbildung eines Barett-Osophagus kommen,
wobei hier die Zahlen zur Pravalenz mit 1,5-13,2% deutlich variieren.(45) Die
Diagnosesicherung erfolgt mittels Endoskopie (z.B. anhand der Los-Angeles-

Klassifikation) und histologischer Analyse von Biopsien.(56)

1.4.2.1 Histologie GERD

Durch den chronischen Reflux ergibt sich eine Entziindungsreaktion. Typischerweise
stellt sich diese im Sinne einer erhdhten Regenerationsaktivitat durch Verbreiterung
der Basalzelllagen, verlangerte Stromapapillen sowie erweiterte Interzellularrdume
dar. Zudem kommt es zur Infiltration von Entziindungszellen. Metaplastische oder

dysplastische Areale kommen nicht zur Darstellung.
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Abbildung 7: histologisches Bild einer GERD (mit freundlicher Genehmigung Institut
fur Pathologie, Klinikum rechts der Isar)
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1.4.3 Barrett-Osophagus (BE)

Der Barrett-Osophagus (Barrett's esophagus, BE) ist in Deutschland und weiten
Teilen Amerikas definiert als endoskopisch sichtbare, metaplastische Umwandlung
von Plattenepithel der Speiserdhre in hochprismatisches Zylinderepithel. Zusatzlich
dazu ist der mikroskopische Nachweis von spezialisierter intestinaler Metaplasie mit
Becherzellen notwendig.(140) In anderen L&ndern wie z. B. Grol3britannien und
Japan ist der makroskopisch sichtbare Befund einer Zylinderepithelmetaplasie (CLE,
columnar lined epithelium) ausreichend.(132) Die Vermutung dabei ist, dass auch ein
metaplastisch verandertes Zylinderepithel (CLE) als EAC maligne entarten kann und
die Becherzellmetaplasie dementsprechend nicht als alleinige Vorlauferlasion des
EAC anzusehen ist. Aufgrund der aktuell noch unzureichenden Datenlage zur
Progression bei anderen Epitheltypen wurde die bisherige Definition in Deutschland
und Amerika jedoch bislang beibehalten und nur bei Vorliegen einer spezialisierten
intestinalen Metaplasie mit Becherzellen eine endoskopische Uberwachung
empfohlen.(127) Reflux von Magen- und Gallensduren birgt insgesamt das grofite
Risiko fir die Entwicklung eines Barrett-Osophagus. Als weitere Risikofaktoren sind
u.a. mannliches Geschlecht, erhdhtes Lebensalter (> 50 Jahre), weille Rasse,
Adipositas, das Vorliegen einer Hiatushernie sowie auch Rauchen zu nennen.(126;
119) Als protektive Faktoren gilt die Einnahme von ASS/NSAIDs, zudem existiert eine
inverse Beziehung zwischen dem Vorliegen einer Helicobacter-pylori-Infektion und
dem Vorliegen eines dysplastischen BE.(45) Symptome kénnen sich z.B. im Sinne
einer gastroosophagealen Refluxkrankheit mit ggf. Ulzerationen und Strikturen dar-
stellen. Eine genaue Aussage zur Pravalenz des BE ist jedoch schwierig, da viele
Patienten asymptomatisch sind und zudem eine Endoskopie mit Probeentnahme flr
die Diagnosestellung erforderlich ist. Nach verschiedenen Studien werden unter-
schiedliche Angaben zur Préavalenz des BE gemacht. Dabei liegen die Zahlen in der
Gesamtbevolkerung bei 1,6-6,8% sowie 2,3-13,2% bei Patienten mit gastro-
osophagealer Refluxkrankheit.(45) Der BE wiederum ist der wichtigste Risikofaktor
fur die Entwicklung eines EAC im Sinne einer Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-
Sequenz. Mit der Diagnose eines BE steigt das Risiko fur die Entwicklung eines EAC
um das 30-60fache an.(45) Allerdings liegt das jahrliche Entartungsrisiko trotzdem
nur zwischen 0,5 und 1,3%.(45) Dementsprechend entwickeln nur wenige der
Patienten mit BE wirklich ein EAC, wobei die Prognose des EAC jedoch sehr schlecht
ist. Man unterscheidet einen Short-Segment-BE mit <3 cm Lange von einem Long-
Segment-BE mit einer Lange von >3 cm. Laut Studien steigt die Gefahr der malignen

Progression mit der LaAngenausdehnung des BE,(142) wobei auch dies kontrovers
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diskutiert wird. Da beim BE insgesamt ein erhdhtes Karzinomrisiko besteht, sind
regelmafige Kontrollendoskopien indiziert. Die endoskopische Einteilung des BE
erfolgt hierbei nach der Prag-Klassifikation mit Beurteilung der maximalen zirkum-
ferentiellen Ausdehnung (C) sowie der maximalen Langenausdehnung (M).(56)

Normal esophagus Barrett’s esophagus

Squamocolumnar
junction

Squamocolumnar
junction

Columnar-epithelium-

lined esophagus i
‘Gastroesophageal
junction

Gastroesophageal
junction

Abbildung 8: Orientierung anhand endoskopischer Leitstrukturen zur Unterscheidung
zwischen dem originaren Osophagus (A) und einem Barrett-Osophagus (B). Dabei
markiert die Z-Linie (squamocolumnar junction, SCJ) den Ubergang zwischen
plattenepithelialem Epithel (A) und Zylinderepithel bzw. Barrett-Metaplasie (B). Der
gastrodsophageale Ubergang hingegen ist nur eine imagindre Linie, welche den
Ubergang zwischen Osophagus und Magen darstellt (endoskopisch dargestellt als
proximale Grenze der typischen Magenfalten). Im normalen Osophagus stimmen
Z-Linie und gastroosophagealer Ubergang oft (iberein (A), beim Barrett-Osophagus

befindet sich die Z-Linie proximal des gastroosophagealen Ubergangs (B).(125)
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1.4.3.1 Histologie Barrett-Osophagus

Fur die Diagnose eines Barrett-Osophagus ist das Vorhandensein einer intestinalen
Metaplasie mit Becherzellen obligat. Zur Darstellung kommt eine flach aufgebaute
Schleimhaut mit metaplastischem Zylinderepithel und reichlich Becherzellen. Die
Ausreifung zur Oberflache ist dabei erhalten. Angrenzend koénnen sich intakte

plattenepitheliale Anteile darstellen.(145)

Abbildung 9: histologisches Bild eines BE (mit freundlicher Genehmigung Institut fir

Pathologie, Klinikum rechts der Isar)

1.4.4 Indefinite for dysplasia (IND)

Indefinite for dysplasia (IND) bezeichnet ein histologisches Bild, das weder eindeutig
als BE, noch als IgIEN gewertet werden kann. Dies trifft zum Beispiel zu, wenn das
Gewebe dysplastisch aussieht, allerdings eine starke begleitende Inflammation, ein
Granulationsgewebe oder eine benachbarte Ulzeration vorliegt, wodurch die sichere
Diagnosestellung deutlich erschwert wird.(123) In einer Studie aus dem Jahre 2011
zufolge wurde der Begriff IND hingegen fir Falle verwendet, in denen die Krypten
zwar Zeichen einer Dysplasie zeigen, aber kein zugehdriges Oberflachenepithel
vorhanden oder dieses anderweitig nicht beurteilbar war.(153) Dabei zeigte sich, dass
Patienten ohne Dysplasie und Patienten mit der Diagnose einer IND ein gleich-
wertiges Progressionsrisiko zu einer hglEN oder einem EAC hatten. Trat die IND
allerdings multifokal auf, entsprach das Risiko etwa dem einer IgIEN, welches gegen-
Uber dem des normalen BE bzw. IND signifikant erhéht ist.(153) Zudem kdnnen
technische Mangel ursachlich fiir die Einstufung als IND sein. Bisher existieren jedoch

keine giltigen Leitlinien fUr die exakte Diagnose und das weitere klinische Vorgehen
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bei Vorliegen einer IND, obwohl dies wegen des erhthten Risikos vor allem bei
multiplen Lasionen von dringender Notwendigkeit ware. Empfohlen wird lediglich die
Ausschopfung der antiinflammatorischen Therapie sowie Durchfihrung einer

Kontroll-Endoskopie mit erneuter Probeentnahme in 3-6 Monaten.(86)

1.4.4.1 Histologie indefinite for dysplasia

Typischerweise zeigen sich Zellveranderungen, welche fir die Einstufung als
negativer Befund zu ausgepréagt sind, jedoch werden die Diagnosekriterien einer
Dysplasie nicht ausreichend erflillt. Oftmals zeigt sich eine ausgepragte begleitende

Entzindungsreaktion oder Artefakte.

1.4.5 Geringgradige intraepitheliale Neoplasie (IgIEN)

Das Vorhandensein einer IgIEN birgt die Gefahr einer Progression zu einer hglEN
oder einem EAC. Die Zahlen hierzu variieren aber deutlich. So ergaben Studien
jahrliche Inzidenzen zwischen 1% bis 13,4%.(27; 28) Bei Patienten mit IgIEN kann es
allerdings deutlich schneller (2,75 Jahre) zur Bildung einer hglEN bzw. eines EAC
kommen als bei Patienten ohne IgIEN (9,88 Jahre).(31) Doch die Diagnose ,IglIEN*
bringt viel diagnostische Unsicherheit mit sich. So wurde in einer Studie gezeigt, dass
nach der Zweitbegutachtung der Proben durch einen auf diesem Gebiet
spezialisierten Pathologen 85% der Falle auf einen nicht dysplastischen BE bzw.
Indefinite for dysplasia zurlickgestuft wurden und bei nur 15% der Patienten die
initiale Diagnose einer IgIEN beibehalten wurde.(27; 97; 126) Insgesamt lasst sich
also sagen, dass das Stadium der IgIEN generell eher Uberdiagnostiziert wird. Die
Zweitmeinung durch einen erfahrenen Pathologen kénnte die hohe Fehlerquote

drastisch senken.(27)

1.4.5.1 Histologie IglEN

Mikroskopisch zeigt sich eine verschobene Kern-Plasma-Relation sowie stébchen-
formige, hyperchromatische Zellkerne. Dabei sind Kryptenarchitektur und Zellpolaritat

weitgehend erhalten. Die Abgrenzung gegeniber entzindlichen Veranderungen
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gelingt meist durch die fehlende Epithelausreifung nach luminal. Zudem zeigt sich im
Gegensatz zum Regenerationsgewebe bei neoplastischen Veranderungen in der
Regel ein abrupter Ubergang zum nicht-neoplastischen Epithel.(145)
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Abbildung 10: histologisches Bild einer IgIEN (mit freundlicher Genehmigung Institut

fur Pathologie, Klinikum rechts der Isar)

1.4.6 Hochgradige intraepitheliale Neoplasie (hglEN)

Die hglEN kann sich aus einer IglEN entwickeln und stellt die unmittelbare Vorstufe
des Adenokarzinoms dar. In einer grof3 angelegten danischen Studie wurde die
Diagnose einer hglEN bei 0,7% der BE-Patienten innerhalb des ersten Jahres nach
der Indexendoskopie gestellt. In den darauffolgenden neun Jahren war dies bei 1,1%
der Fall.(61) Die Progressionsrate vom BE zur hglEN ist dementsprechend relativ
gering. Das jahrliche Risiko der Progression der hglEN zum EAC liegt hingegen bei
etwa 6%.(127) Die Diagnose der hglEN ist allerdings kritisch zu hinterfragen, da eine
hglEN primér oft nur schwer von einem Adenokarzinom abzugrenzen ist. Bei der
Resektion einer hglEN findet sich bei der histologischen Aufarbeitung in bis zu 40%
der Féalle bereits ein unterdiagnostiziertes Adenokarzinom.(54) Nach Meinung einiger
Experten handelt es sich bei den meisten Diagnosen der hglEN schon um gut
differenzierte tubulére Adenokarzinome.(131) Der Befund der hglEN sollte immer von
einem weiteren, auf diesem Gebiet sehr erfahrenen Pathologen bestétigt werden.
Anhand des pathologischen Konsensus kann dann das weitere therapeutische

Vorgehen festgelegt werden.
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1.4.6.1 Histologie hglEN

Mit Fortschreiten des Dysplasiegrades zeigt sich auch eine zunehmende Architektur-
stérung der Krypten mit vermehrten Ausknospungen und Verzweigungen. Die hglEN
geht meist mit vermehrten Mitosen und Verlust der Zellpolaritéat einher. Zudem zeigt
sich eine verschobene Kern-Plasma-Relation sowie eine ausgepragte Hyper-
chromasie der Zellkerne. Becherzellen lassen sich in der Regel nicht mehr
nachweisen.(145)

Abbildung 11: histologisches Bild einer hglEN (mit freundlicher Genehmigung Institut

fur Pathologie, Klinikum rechts der Isar)

1.4.7 Adenokarzinom des Osophagus (EAC)

Die Einteilung der Adenokarzinome des 6sophagogastralen Ubergangs (AEG) erfolgt
nach der Siewert-Klassifikation.(37) Als AEG | gilt das Adenokarzinom des distalen
Osophagus (5-1cm oberhalb der Z-Linie). Synonym dafiir wird der Begriff Barrett-
Karzinom oder EAC (esophageal adenocarcinoma) verwendet. Das AEG Il oder
Kardia-Karzinom liegt bei 1cm oberhalb bis 2cm unterhalb der Z-Linie und das AEG
[l wird bereits dem Magen zugeordnet (2-5cm unterhalb der Z-Linie). In dieser Arbeit
wird ausschlieBlich Bezug auf das AEG | genommen. Als wichtigster Risikofaktor
dafiir gilt wie oben bereits erwahnt der Barrett-Osophagus. Die Angaben zur
Progression vom BE zum EAC variieren jedoch deutlich von 0,5 bis 1,3% pro
Jahr.(154) Einer Studie aus dem Jahr 2011 nach liegt das absolute jahrliche Risiko
sogar nur bei 0,12%.(61) Insgesamt ist das Risiko der Progression also relativ gering.
Allerdings steigt die Zahl der Neuerkrankungen seit den 1970er Jahren drastisch an.

In der westlichen Welt liegt die Inzidenz des EAC seit einigen Jahren deutlich tber
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denen des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus (SCC, squamous cell
carcinoma), und das trotz immer besserer medikamentéser und endoskopischer
Therapien.(40) Die genauen Mechanismen und Ursachen hierfur sind jedoch noch
nicht eindeutig geklart. Auffallig ist hierbei, dass das EAC parallel zur Adipositas
zugenommen hat, welche auch zu den Risikofaktoren fur die Entwicklung eines EAC
z&hlt.(40) Die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Vorliegen eines EAC ist mit 18% sehr
schlecht.(74) Grund dafir ist unter anderem, dass Patienten mit EAC in der Regel
erst in fortgeschrittenem Tumorstadium Symptome zeigen. Hierzu gehoéren u.a.
Dysphagie und seltener auch Tumorandmie oder Anamie durch Blutungen bei
Ulzerationen sowie Verlust von Gewicht oder Appetit. Die Diagnose des EAC wird
dabei mittels Endoskopie und histologischer Sicherung des Befundes gestellt. Ein
weiteres Staging erfolgt dann mittels Computertomographie und Endosonographie im
Sinne der TNM-Klassifikation. Anhand des vorliegenden Tumorstadiums kann dann

das entsprechende weitere Therapieprocedere eingeleitet werden.

5cm

Anatomical cardia

Ty

Abbildung 12: Klassifikation der Adenokarzinome des gastroésophagealen Uber-
gangs nach Siewert (AEG I-1l1) (75)
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T — Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt fiir Primértumor
Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae oder
Submukosa
Tla Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae
Tlb Tumor infiltriert Submukos
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria
T3 Tumor infiltriert Adventitia
T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen
T4a Tumor infiltriert Pleura, Perikard, Zwerchfell
T4b Tumor infiltriert andere Nachbarstrukturen wie Aorta, Wirbelkorper

oder Trachea

N — Regionare

Lympknoten

NX

Regionére Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in 1-2 Lymphknoten

N2 Metastasen in 3-6 Lymphknoten

N3 Metastasen in 7 oder mehr regionaren Lymphknoten

M — Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

pTNM: pathologische Klassifikation (Die pT- und pN-Kategorien entsprechen den
T- und N-Kategorien)

pM1 Fernmetastasen

pNO Regionare Lymphadenektomie und histologische Untersuchung

Ublicherweise von 7 oder mehr Lymphknoten

Anmerkung: pMO und pMX sind keine anwendbaren Kategorien

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Osophagus-Karzinoms (modifiziert nach Leit-

linienprogramm
ber 2015) (95)

Onkologie, S3-Leitlinie Osophaguskarzinom (Kurzversion), Septem-
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1.4.7.1 Histologie EAC

Beim EAC ist die Kryptenarchitektur kaum noch erhalten. Es zeigen sich vielfaltige
Verzweigungen mit vermehrten Kaliberspriingen. Zudem kommen dissoziierende
neoplastische Zellen zur Darstellung. Beweisend fir das Vorliegen eines EAC ist die
Infiltration des Tumors in die Muscularis mucosae sowie Einbrechen in Lymph- bzw.
BlutgefalRe.(145)

Abbildung 13: histologisches Bild eines EAC (mit freundlicher Genehmigung Institut

fur Pathologie, Klinikum rechts der Isar)
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1.5 Surveillance des Barrett-Osophagus

Der Barrett-Osophagus ist wie bereits beschrieben eine sehr haufige Erkrankung in
der westlichen Welt mit steigender Inzidenz. Der BE gilt als Prakanzerose, auch wenn
es nur sehr selten zur Entwicklung eines EAC kommt. Da das EAC meist jedoch erst
spat symptomatisch wird und dementsprechend mit einer schlechten Prognose ein-
hergeht, ist eine friihe Detektion essentiell. Die aktuell einzige klinisch etablierte
Methode hierfur ist die der regelmaRigen Endoskopien von Patienten mit BE, die
sogenannten Surveillance-Endoskopien.(140) Hier werden jeweils mehrere Biopsien
aus suspekten Arealen entnommen, histologisch evaluiert und anhand der Diagnose
ein Therapiekonzept entwickelt. Die zeitliche Abfolge dieser Endoskopien sollte
einem definierten Schema folgen, z. B. anhand der Guidelines 2008 for the Diagnosis,
Surveillance and Therapy of Barrett’'s Esophagus des American College of Gastro-
enterology.(140) Demnach sollen Patienten mit Symptomen oder Verdacht auf BE
zunachst eine Indexendoskopie mit Probeentnahmen erhalten. Nach einer weiteren
Kontrolle innerhalb eines Jahres ohne Dysplasie-Nachweis sollen weitere
Endoskopien alle drei Jahre erfolgen. Findet sich jedoch eine IglEN, wird eine
Re-Evaluation in sechs Monaten und anschlieBend so lange jahrliche Kontroll-
Endoskopien empfohlen, bis zwei negativen Untersuchungen, d. h. ohne Dysplasie-
Nachweis, vorliegen. Wurde der Befund einer IgIEN von einem anderen Pathologen,
der Experte auf diesem Gebiet ist, bestatigt, kann nach Abwagung der Befunde
bereits eine endoskopische Ablation oder Resektion erfolgen. Bei Detektion einer
hglEN sollte zunachst eine Kontrollendoskopie nach 3 Monaten erfolgen. Wird die
Diagnose dabei bestatigt und durch einen zweiten erfahrenen Pathologen unterstiitzt,
sollte mdglichst zeitnah eine endoskopische oder chirurgische Therapie eingeleitet
werden. Auch nach therapeutischen Mallhahmen sind weiterhin regelméaRige
Endoskopien empfohlen, da sich erneut eine Barrett-Mukosa bilden kann. Genauere
Angaben hierzu liegen allerdings aufgrund mangelnder Datenlage nicht vor.
Empfehlungen anderer Organisationen zur Surveillance des Barrett-Osophagus
folgen einem &hnlichen zeitlichen Ablauf wie bei dem oben genannten Schema. Die
Probeentnahme sollte grundsatzlich in allen vier Quadranten im Abstand von 2 cm
erfolgen. Liegt jedoch eine Dysplasie vor, sollte der Abstand nur 1 cm betragen, wobei
zusatzliche Biopsien aus verdachtigen Arealen die Diagnosesicherheit deutlich
erhdohen.(104) Es soliten mindestens 8 Biopsien entnommen werden, um ein
reprasentatives Ergebnis zu erzielen.(52) Vor allem bei Verdacht auf Dysplasie

sollten die Proben getrennt zur histologischen Untersuchung eingeschickt werden,
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um eine genauere Lokalisation der Dysplasie zu ermdglichen. Die Detektion
neoplastischer Areale wird heutzutage durch moderne Techniken unterstitzt, die ein
besseres ,Sichtbarmachen® dieser Bereiche erlauben.(43) Dies kann zum Beispiel
durch Einsatz der Chromoendoskopie in Kombination mit VergréRerungsendoskopie
erreicht werden. Dazu gehoren Farbetechniken, z. B. mit Methylenblau oder Essig-
saure. Eine weitere Mdglichkeit bietet das Narrow Band Imaging, wobei hier
gefiltertes Licht auf die Schleimhaut trifft und je nach deren Beschaffenheit resorbiert
wird. Mittels der Lugolschen L6sung werden glykogenreiche Areale in intakter
Mukosa im Gegensatz zu verdndertem Gewebe braun dargestellt. Die Auto-
fluoreszenzdiagnostik wird in der klinischen Diagnostik derzeit noch nicht eingesetzt,

konnte aber in Zukunft an Relevanz gewinnen.(43)

Index-Endoskopie
|
[ [ | | |
keine Neoplasie indefinite for dysplasia IgIEN hglEN Karzinom
y Ausschépfung Kontroll-OGD innerhalb Kontroll-OGD innerhalb
2x OGD ohne Neoplasie antiinflammatorischer von 6 Monaten, von 3 Monaten, Endoskopische/
innerhalb 1 Jahr MaRnahmen, Kontroll- Bestatigung Befund Bestatigung Befund operative Therapie
OGD in 3-6 Monaten durch 2. Pathologen durch 2. Pathologen

|

|

Kontroll-OGD alle 3
Jahre

weitere Kontroll-OGDs
je nach Befund

jahrliche OGD bis 2x
keine Neoplasie,
ggf. endoskopische
Therapie

weitere Kontroll-OGDs
alle 3 Monate bzw.
endoskopische/
operative Therapie

Abbildung 14:
guidelines 2008 for

weitere engmaschige
Kontroll-OGDs

Modell der Surveillance-Endoskopien (modifiziert nach ,Updated

esophagus”)(140)

the diagnosis,
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1.5.1 Problematik der Surveillance

Die Methode der Surveillance-Endoskopien ist jedoch nur bedingt zufriedenstellend.
Zum einen ist das Diagnoseverfahren mittels Endoskopie und Histologie sehr fehler-
anfallig. Bei der Endoskopie muss zunachst das suspekte Areal als solches erkannt
werden, was malgeblich von der Expertise des Untersuchers abhangig ist. Die
Entnahme reprasentativer Proben aus diesem Bereich wird zudem durch die
Beweglichkeit der Speiserdhre deutlich erschwert. Auch die genaue Identifizierung
des gastrodsophagealen Ubergangs stellt durch landerabhéngig unterschiedliche
Definitionen, bei Vorhandensein einer Entziindung in der Speiserbhre oder
Verschiebung durch Luftinsufflation oftmals ein Problem dar. Gelangen die Proben
zur histologischen Untersuchung, werden diese nach erfolgreicher Bearbeitung von
einem erfahrenen Pathologen untersucht. Dieses Verfahren ist allerdings nur schwer
objektivierbar und die Intra- sowie Interobserver-Varianz liegt hierbei sehr hoch.
Dieser Effekt kann jedoch durch die Zweitmeinung eines erfahrenen Pathologen deut-
lich reduziert werden.(124; 27) Die Surveillance-Endoskopien sind insgesamt sehr
aufwendig und kostspielig, ganz abgesehen von der physischen und psychischen
Belastung des Patienten. Der BE hat allerdings eine nur sehr geringe Progressrate
zum EAC, welche vor einigen Jahren noch als deutlich héher eingeschatzt wurde.
Nach einer grof3en Studie lber die Jahre 1992 bis 2009 liegt das absolute jahrliche
Risiko dafur bei nur rund 0,12%(61) (im Vergleich zu vorher geschatzten 0,5%),(118)
was etwa einem Fall in 860 Patientenjahren entspricht. Die Zahl der Patienten mit
Sodbrennen oder Barrett-Osophagus steigt zwar stetig an, trotz dieser hohen Zahlen
koénnen jedoch nur sehr wenige Falle mit EAC mittels Endoskopie detektiert werden.
Es gilt auBerdem als erwiesen, dass etwa 40% der Patienten mit EAC bei Diagnose-
stellung gar keine Symptome von Sodbrennen zeigen.(70) Die Identifikation von
Risikopatienten stellt also insgesamt eine grof3e Herausforderung dar. Dies ist vor
allem vor dem Hintergrund essentiell, dass das EAC u. a. aufgrund erst spat
einsetzender Symptome bei Erstdiagnose oft schon weit fortgeschritten ist und die
5-Jahre-Uberlebensrate mit 18% sehr gering ist.(74) Zudem gibt es in Bezug auf die
Surveillance-Endoskopien bislang noch keine verlasslichen Studien beziglich der
Aussage zur Kosteneffektivitdit oder Senkung der Mortalitat. Angesichts dieser
Schwierigkeiten bei der Diagnose und Verlaufskontrolle durch alleinige Endoskopie
und Histologiegewinnung miuissen in Zukunft weitere diagnostische Verfahren

entwickelt werden.
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1.6 Therapie

1.6.1 Therapie GERD

Therapie der Wahl bei Patienten mit GERD ist die Gabe von Saureblockern wie z.B.
Protonenpumpeninhibitoren (PPI).(45) So kénnen uber die Verminderung der Saure-
produktion der Reflux und damit auch die subjektiven Beschwerden reduziert werden.
Zudem kann durch Anderung der Essensgewohnheiten sowie des Lebensstils eine
Verbesserung der Beschwerden erzielt werden. Die operative Therapie mittels z.B.
Fundoplicatio nach Nissen stellt bei Nichtansprechen der medikamentdsen Therapie

eine weitere Option dar.(45)

1.6.2 Therapie Barrett-Osophagus ohne / mit Dysplasie

Die Behandlung des BE erfolgt wie bei der GERD bei mehr als 90% der Patienten
symptomatisch durch S&uresuppressoren wie z.B. Protonenpumpeninhibitoren.(90)
Allerdings wird die Wirkung der PPl insgesamt kontrovers diskutiert, ein eindeutiger
Uberlebensvorteil konnte bislang nicht gezeigt werden.(74) Eine endoskopische
Therapie ist beim alleinigen BE meist nicht erforderlich. Wurde jedoch die Diagnose
einer Neoplasie gestellt und durch einen zweiten Pathologen bestatigt, sollten
endoskopische bzw. chirurgische Malinahmen eingeleitet werden. Bei der
endoskopischen Therapie unterscheidet man zunachst zwischen Resektion und
Ablation. Erstere beinhaltet die endoskopische Mukosaresektion sowie die Dissektion
der Submukosa. Die ablativen Verfahren kann man unterteilen in hitzebedingte
Ablation (Radiofrequenzablation RFA), multipolare Elektrokoagulation, Argon-
Plasma-Koagulation, photodynamische Ablation sowie Kryotherapie.(45) Dabei ist es
Ublich, multimodal im Sinne einer Resektion und nachfolgenden Ablation zu
therapieren. Handelt es sich um weiter fortgeschrittene Befunde, kommt zudem eine
offen chirurgische Therapie in Frage. Das Therapiekonzept sollte dabei stets unter
Einbeziehung des Patienten festgelegt werden. Liegt das bestatigte Bild einer IgIEN
vor, kdnnen weiterhin Kontrollendoskopien im Abstand von 6 Monaten empfohlen
werden. Kommt es zu keiner Befundanderung, kénnen ablative Verfahren angewandt
werden. Handelt es sich jedoch um eine hglEN, sollte dieser Befund zuné&chst durch

erneute Endoskopie nach 3 Monaten verifiziert werden und dann die endoskopische
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Resektion sichtbarer Lasionen erfolgen. Entscheidend fiir die weitere Wahl der
Therapie ist die Invasionstiefe der L&sion.(131) Ist der Tumor auf die Mukosa
beschrénkt, betragt das Risiko eines Lymphknotenbefalls 1 bis 2%. In diesem Fall ist
also die endoskopische Therapie in der Regel ausreichend. Infiltriert der Tumor
allerdings bis in die Submukosa, steigt das Risiko der Lymphknotenbeteiligung auf
10% an und ein chirurgisches Vorgehen mit Lymphknotenexstirpation und
RO-Situation ist anzustreben.(126)

1.6.3 Therapie EAC

Da das EAC unbehandelt eine sehr schlechte Prognose hat, sollte mdglichst zeitnah
eine effektive Therapie erfolgen. Patienten in frihen Stadien (Tis, T1a) mit Tumor-
grolRe <2cm und guter bzw. mittelgradiger Differenzierung kénnen meist endosko-
pisch durch eine endoskopische Mukosaresektion (EMR) oder eine endoskopische
Submukosadissektion (ESD) therapiert werden.(47) Bei Patienten mit einem
T1b- bzw. T2-Tumor (lokal begrenzt) ohne Hinweis auf lokoregionare Lymphknoten-
metastasen ist in der Regel eine primére Operation mdglich, ohne den Tumor
neoadjuvant vorzubehandeln.(47) Ist der Tumor jedoch bereits lokal fortgeschritten
(T3/T4) oder besteht endosonographisch ein positiver Nodalstatus, sollte der Patient
im Sinne eines multimodalen Ansatzes therapiert werden. Die neoadjuvante
Behandlung erfolgt dabei durch eine kombinierte, meist Cisplatin-basierte
(Radio-)Chemotherapie.(47) Es konnte gezeigt werden, dass das Gesamtiberleben
durch die neoadjuvante Therapie signifikant besser ist.(47) Fur die anschlieRende
chirurgische Resektion, welche im Zeitraum von 4-6 Wochen nach Beendigung der
neoadjuvanten Therapie erfolgen sollte, gibt es verschiedene Operationstechniken.
Die abdominothorakale en-bloc-Resektion des Osophagus ist dabei Therapie der
Wahl.(120) Hierbei wird der distale Osophagus inklusive der kleinen Kurvatur
reseziert und die Passage mittels intrathorakalem Magenhochzug (Osophagogastro-
stomie) wieder hergestellt. Bei diesem Zugangsweg ist durch den Zweih6hleneingriff
eine ausgedehnte Lymphadenektomie moglich.(120) Dieses Verfahren eignet sich
dadurch vor allem fir lokal fortgeschrittene Tumorstadien. Eine weitere Moglichkeit
stellt die transhiatal erweiterte Osophagektomie dar. Diese Technik wird beispiels-
weise bei Kontraindikationen fur eine Thorakotomie und kleineren Tumoren ohne

Hinweis auf mediastinale Lymphknotenmetastasen angewandt. Bislang ergibt sich
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aus Studien allerdings kein statistisch signifikanter Unterschied auf das prognostische
Outcome beziglich Morbiditat und Mortalitat.(59) Abhangig von der postoperativen
TNM-Klassifikation wird die Fortsetzung der perioperativen Chemotherapie
empfohlen. Stellt sich der Tumor bei Diagnosestellung jedoch als lokal nicht
resektabel dar oder liegt eine palliative Situation mit metastasiertem Tumorstadium
vor, erfolgt die Therapie im Sinne einer definitiven bzw. palliativen Radiochemo-
therapie. Gleiches gilt fur Patienten mit zu hohem operativem Risiko aufgrund von
relevanten Nebendiagnosen oder schlechtem Allgemeinzustand. Bei gleichzeitig
bestehender Dysphagie sollte grundsatzlich die enterale Erndhrung durch z.B. Anlage
eines Jejunocath / PEG oder Osophageale Stent-Applikation gesichert werden.
Insgesamt lasst sich sagen, dass die Prognose des EAC malRgeblich von Eindring-
tiefe des Karzinoms, der Anzahl betroffener Lymphknoten sowie vom Resektions-
status nach operativer Therapie abhangig ist. Wenn der Tumor bei fortgeschrittenen
Stadien aber einmal das zweite Drittel der Submukosa infiltriert hat (pT1sm2), steigt
die Zahl befallener Lymphknoten sprunghaft an, wodurch sich die Prognose deutlich
verschlechtert.(15) Daraus resultieren auch die schlechten 5-Jahres-Uberlebensraten
(overall survival rate) lokal fortgeschrittener Tumore von <40% bei multimodalem
Therapieansatz und <25% bei alleiniger chirurgischer Therapie.(152) Bei Nachweis
von Fernmetastasen bleibt bisher nur die palliative Therapie. Aufgrund der schlechten
Prognose von fortgeschrittenen Stadien muss ein EAC mdglichst friih entdeckt
werden. Durch die etablierten Surveillance-Endoskopien machen T1-Stadien in
diesem Patientenkollektiv in manchen Zentren mittlerweile bis zu 50% der Diagnosen
aus.(15) Allerdings trifft das wie erwdhnt nur fiir Patienten zu, die bereits durch einen
symptomatischen BE aufgefallen und so in das endoskopische Kontrollprogramm auf-

genommen worden sind.
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A: lokal begrenztes Stadium
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Abbildung 15: Therapie des Osophaguskarzinoms A) in lokal begrenztem und B) in
lokal fortgeschrittenem bzw. metastasiertem Stadium (sm = Submukosa, RCTx =

Radiochemotherapie, RTx = Strahlentherapie) (modifiziert nach (47))
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1.7 Biomarker zur Risikobestimmung

Die Surveillance-Endoskopien sind ein sehr aufwendiges, kostspieliges und invasives
Konzept zur Diagnose und Verlaufskontrolle bei Patienten mit BE, zumal nur bei sehr
wenigen Patienten tatsachlich ein Karzinom festgestellt wird. Hier waren Biomarker,
Uber die man eine Aussage bezuglich einer méglichen malignen Progression eines
BE machen kann, von grofem klinischen Nutzen. Bisher wurden schon zahlreiche
molekulare Veranderungen wahrend der Entwicklung zum EAC identifiziert, allerdings
sind diese Marker aufgrund mangelnder Studienlage oder grofiem technischen
Aufwand bisher noch nicht im Klinikalltag einsetzbar. Das Ziel von Biomarkern ist,
Uber diese den aktuellen Stand einer Erkrankung zu erfassen und deren Verlauf
vorherzusagen. Vor allem die Unterteilung in Patienten mit niedrigem und hohem
Krebsrisiko ware auflerst erstrebenswert. Dabei sollten die Sensitivitdt sowie
Spezifitdt der Marker mdglichst hoch sein, die Marker glnstig zu erwerben und

technisch leicht anwendbar sein.

1.7.1 Bisherige Biomarker-Konzepte

Bisher wurden sowohl intraepitheliale Metaplasie (IM) als auch Dysplasie als
Vorhersagemarker vorgeschlagen, allerdings hat sich bislang keiner der beiden als
entsprechend zuverlassig erwiesen. Weitere potentielle Marker wie z.B. Cyclin D1,
CDK-Inhibitoren, p16, TP53, NFkB, COX-2, B-Catenin und E-Cadherin oder die
Aneuploidie waren im Gesprach, jedoch erlangte bislang keiner von ihnen Einzug in
den klinischen Alltag.(140; 86)

1.7.2 Mdgliche neue Biomarker-Konzepte

Anhand des o0.g. L2-IL-1B3-Mausmodells wurden bereits neben der HE/PAS-Farbung
vier verschiedene immunhistochemische Marker (Notch-1, Dclk-1, Lgr5, TFF2)
getestet.(97) Aufgrund anatomischer und struktureller Unterschiede sind diese
Ergebnisse aus dem Mausmodell allerdings nicht direkt auf den Menschen ubertrag-
bar, sodass in dieser Arbeit die genannten Biomarker an humanen Biopsie-/EMR-
Proben angewandt wurden. Im Folgenden werden die einzelnen Marker naher

erlautert.
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1.7.2.1 HE/PAS-Farbung

Die Hamatoxylin-Eosin-Farbung, kurz HE-Farbung, ist ein Routinevorgang in der
Pathologie. In zwei Schritten wird das zu untersuchende Gewebe mit Hamatoxylin
und Eosin gefarbt, wodurch sich eine gute Ubersichtsfarbung ergibt. Hamatoxylin ist
ein basischer Farbstoff, der alle sauren (basophilen) Strukturen, und damit vor allem
die Zellkerne, blau farbt. Eosin hingegen ist ein saurer Farbstoff. Uber ihn kénnen alle
basischen (eosinophilen) Strukturen besser sichtbar gemacht werden, wodurch
hauptséachlich das Zytoplasma gefarbt wird. Die Abklrzung PAS steht fir englisch
Periodic Acid Schiff Reaction. Die Reaktion mittels Perjodsaure (HIO4) und Schiff-
reagens (fuchsinschweflige Saure) resultiert in einer purpur-violetten Farbung
entsprechender Gewebe. Uber diese Farbetechnik werden vor allem Polysaccharide,
Glykoproteine und Glykolipide dargestellt. So kdnnen glykogenhaltige Strukturen
nachgewiesen und insbesondere Kollagene, Basalmembranen und Muzine, dement-
sprechend auch Becherzellen, dargestellt werden. Diese Farbung ist also essentiell
fur die Detektion von Becherzellen, worauf bislang in Deutschland die Diagnose-
stellung des BE beruht.(140)

1.7.2.2 Notchl

Das Gen flr den Notch-Rezeptor wurde erstmals 1917 durch Thomas Hunt Morgan
entdeckt.(83) Er beobachtete Einkerbungen (engl. ,notch“) an den Flugeln von
Fruchtfliegen, was er auf eine Mutation dieses Gens zurtckfiihrte. Heute ist bekannt,
dass der Notch-Signalweg unter anderem die Zell-Zell-Kommunikation benachbarter
Zellen ermdoglicht, aber auch Einfluss auf Zellproliferation, Zelltod und Zell-
differenzierung hat.(68) Notch spielt also schon in der Embryonalentwicklung eine
wichtige Rolle, zum Beispiel im Sinne der Zelldifferenzierung bei der Gewebe- und
Organentwicklung. Aber auch im Erwachsenenalter kommen ihm wichtige Funktionen
zu. Hier ist ebenfalls die Zelldifferenzierung zu nennen (z.B. bei der Differenzierung
zu absorptiven Zellen wie Becherzellen) oder die Aufrechterhaltung von Stammzell-
populationen.(136) Bei Fehlfunktion des Notch-Signalweges kann es zu Fehl-
bildungen (z. B. Fallotsche Tetralogie),(12) Krankheiten (Alzheimer-Krankheit,(17)
Multiple Sklerose,(63) T-ALL (akute lymphatische Leukdmie)(141)) und Krebsent-
stehung (u.a. embryonale Gehirntumoren,(34) Gliome,(35) Mamma-Karzinom,(36)

Kolon-Karzinom,(121) Zervix-Karzinom(5)) kommen.
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Der Notch-Rezeptor ist ein Transmembranprotein mit einer Transmembrandomane
und einem extrazellularen Bereich. Dabei setzt sich die Notch-Familie aus vier
Untereinheiten zusammen (Notch1-4).(96) Zur Aktivierung des Signalweges bindet
ein ebenfalls membranstandiger Notch-Ligand einer Signal sendenden Zelle an den
Notch-Rezeptor der Signal empfangenden Zelle. Man unterscheidet Liganden der
Delta-/Delta-like- (DII-1, -3 und -4) und der Serrate-/Jagged-Familie (J-1 und -2)(24).
Durch die Bindung des Liganden an den Notch-Rezeptor kommt es zun&chst zu einer
weiteren Spaltung an der so genannten Heterodimerization Domain (HD). Diese
Spaltung erfolgt durch ADAM (A Disintegrin And Metalloprotease, auch bekannt als
TACE (TNFa-converting-enzyme)), wodurch die Transmembrandoméane von der
extrazellularen Doméne abgespalten wird und Letztere per Endozytose in die Signal
sendende Zelle aufgenommen wird. Durch eine y-Secretase wird dann das aktive
Fragment, die sogenannte NICD (Notch Intracellular Domain) vom trans-
membranésen Teil abgespalten und kann so in den Zellkern gelangen. Dort bindet
sie an den so genannten Transkriptionsfaktor CSL. Durch die weitere Bindung
anderer Co-Faktoren entsteht der NTC (Notch Transcriptional Complex) und die
Transkription Notch-abhangiger Gene kann beginnen.(24) Dazu gehéren zum
Beispiel basic-Helix-Loop-Helix-Proteine wie HES-1, welches eine wichtige Rolle bei
der Zelldifferenzierung spielt, oder auch Mediatoren des Zellzyklus wie p21(103) und
Cyclin D1(107) sowie Transkriptionsfaktoren der NFkB-(23) und PPAR-Familie.(42)
Der Notch-Signalweg kann auf vielen Ebenen reguliert werden, zum Beispiel durch
Rezeptor-Glykosylierung, Ubiquitinylierung oder Einflussnahme auf Enzymaktivitéat
und Transkription.(68) Durch eine konstitutive Aktivierung des Notch-Signalweges
kann es also aufgrund der fehlgeleiteten Zelldifferenzierung und —proliferation zur

Ausbildung von Neoplasien kommen.
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Abbildung 17: Der Notch-Signalweg hat gro3en Einfluss auf die Proliferation und

Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation (ISC = intestinal stem cell). Des Weiteren

spielt Notch eine wichtige Rolle bei der Differenzierung intestinaler Stammzellen

sowie Progenitorzellen. Steht eine solche Transit amplifying cell (TA cell) unter dem

Einfluss einer hohen Notch-Expression, kommt es zur vermehrten Expression der

absorptiven Zelllinie (Enterozyten). Ist die Notch-Expression hingegen gering, kommt

es zur Differenzierung der sekretorischen Zelllinie (Enteroendokrine Zellen, Becher-

zellen, Birstenzellen, Paneth-Zellen).(108)
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1.7.2.3 Lgr5

Lgr5 steht fur Leucine rich repeat containing G-protein coupled receptor 5, auch
bekannt unter dem Namen GPR49 (G-protein coupled receptor 49) bzw. GPR67
(P-protein coupled receptor 67). Lgr5-Proteine gehdren zur Superfamilie der
G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Diese sind 7-Transmembran-Rezeptoren mit
einer grofRen extrazellularen Domane.(9) In dem extrazellularen Anteil finden sich
zahlreiche Wiederholungen der Aminosaure Leucin (leucin-rich-repeats, LRR), an
welche Liganden binden kdnnen. Die Familie der 7-Transmembran-Rezeptoren kann
in drei Gruppen untergliedert werden.(9) Der Lgr-Rezeptor mit den Untertypen Lgr4,
Lgr5 und Lgr6, fur welche 18 bzw. 13 Leucin-Repeats typisch sind,(115) gehort der
Gruppe B an.(9) Die anderen Gruppen werden gebildet durch LH-, FSH- und TSH-
Rezeptoren. Lgr-Proteine sind fakultative Komponenten des Wnt/Frizzeled-Rezeptor-
Komplexes. Die Wnt-Agonisten vom Typ R-Spondin (Roof plate-specific spondin,
RSpo) sind wichtige Liganden fir den Lgr/Wnt-Rezeptortyp.(21) Alle vier bekannten
R-Spondine (RSpol-4) konnen an Lgr4, Lgr5 und Lgr6é binden und somit die Wnt-
Signalkaskade aktivieren.(115) Zudem stellt Lgr5 selbst ein Zielgen dieses Signal-
weges dar. Der Wnt-Signalweg, und damit auch vor allem der Subtyp Lgr5, spielen
eine wichtige Rolle bei der Regulation der Epithelerneuerung, vor allem in Organen
mit grofRer Teilungstendenz, und bei der Aufrechterhaltung der Stammzell-
population.(91) Lgr5 wurde in zahlreichen Versuchen als Stammzellmarker
etabliert.(10; 13; 115) Lgr5-positive Zellen wurde bislang unter anderem im Magen,
Dunndarm, Dickdarm und Haarfollikeln sowie auch in der Brustdriise,(10) und in der
Leber nach Gewebeschaden gefunden.(58) Des Weiteren konnten Lgr5-positive
Zellen im Kolon- und Ovarialkarzinom(79) sowie bei Vorliegen eines Leberkarzinoms
nachgewiesen werden.(151) Hier spielt vorrangig die Aktivierung des Wnt-Signalwe-
ges durch Mutationen eine Rolle.(151; 156) Isolierte Lgr5-positive Zellen wurden in
entsprechendem Medium und Zusatzen wie R-Spondinl kulturell angeziichtet.(112)
Diese vermehrten sich und bildeten Gewebe mit einem zentralen Lumen und Aus-
knospungen, sodass diese auch als ,organoids“ oder ,miniguts® bezeichnet
wurden.(115) Dieser Versuch zeigt, dass Lgr5-positive Zellen als Stammzellen
fungieren kénnen und ihnen im Sinne einer Anziichtung ex vivo noch grof3e
Bedeutung in der regenerativen Medizin zukommen kann. Der Versuch beweist auch
die Eignung von Lgr5 als Stammzellmarker, was fir die Fragestellung der Ursprungs-

zelle des Barrett-Osophagus und damit des EAC von groRer Bedeutung ist.
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Abbildung 18: Der Wnt-Signalweg in Stammzellen. Liganden binden an den
Frizzeled/LRP-Rezeptorkomplex und aktivieren so die Signalkaskade. Durch mehrere

Zwischenschritte kommt es schlieR3lich zur Aktivierung des Wnt-Zielproteins Lgr5.(48)

1.7.2.4 Dclkl

Dclkl (doublecortin and calcium/calmodulin-dependent protein kinase-like 1,
Dcamkll) ist eines von 11 Genen der Doublecortin-Familie. Sie besitzen alle eine
Tubulin-bindende Doméne und sind unter anderem an der neuronalen Entwicklung
beteiligt.(30) Dclkl hat betreffend des Mikrotubulin-bindenden N-terminalen Endes
groRe Ubereinstimmung mit Doublecortin. An der C-terminalen Doméane hingegen
codiert Dclkl fur eine Serin-Threonin-Kinase, welche der Ca?*-/Calmodulin-
abhangigen Proteinkinase Il sehr &hnlich ist.(41) Dclk1 gleicht in seiner Funktion dem
Doublecortin und ist bei der Regulation der Zell-Motilitat, der axonalen Migration, der
Zelldifferenzierung und Regulation des Zellzyklus beteiligt.(41) Dclkl wurde bisher
vor allem im fetalen Gehirn nachgewiesen.(92) In neueren Studien wurde die
Funktion von Dclkl anhand von Mausmodellen genauer untersucht. Verschiedene
Forschergruppen kamen dabei zu unterschiedlichen Ergebnissen. So wurde zum

einen diskutiert, dass Dclkl als gastrointestinaler Stammzellmarker fungiert.(44)
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Weitere Theorien bestehen darin, dass Dclkl gastrointestinale Burstenzellen
detektieren kann(109) bzw. als Marker fur enteroendokrine Zellen gilt.(117) Neuere
Erkenntnisse deuten jedoch darauf hin, dass Dclk1 auch als Marker fir Tumorstamm-
zellen in Frage kommt.(89) So wurde Dclkl bereits im Kolonkarzinom,(128)
Pankreaskarzinom(129) und HCV-induziertem hepatozellularen Karzinom (HCC)
nachgewiesen.(2) Aufgrund dieser Erkenntnisse kénnte ihm in Zukunft eine wichtige
therapeutische Rolle zukommen, was aber die zuvor weitere genaue Erforschung von
Dclk1 notwendig macht.

1.7.25 TFF2

Der Familie der Trefoil-Peptide (TFF, trefoil factor family) gehdren die drei Proteine
TFF1, TFF2 und TFF3 an. Sie sind alle sehr resistent gegeniber Hitze, Saure und
Enzymen.(147) Dies wird unter anderem durch ihre gemeinsame Struktur begunstigt.
Durch die Verbindung Gber Disulphidbriicken entstehen dreibogige Strukturen, die so
genannten Trefoil-Domanen, die einem Kleeblatt (= engl. trefoil) ahnein. TFF1 und
TFF3 bilden dabei eine und TFF2 zwei solcher Doménen aus.(147) TFF-Proteine sind
auf Chromosom 21 codiert und werden vor allem von Schleim-sezernierenden
Epithelzellen des Gastrointestinaltrakts gebildet. So besteht auch ein enger
Zusammenhang zwischen der Expression von TFF1 und der MUC6, TFF2 und
MUCS5AC sowie TFF3 und MUC2.(147) TFF-Proteine wurden am Rand von gastro-
intestinalen Ulzerationen, so auch dem Barrett-Osophagus,(51) gastroduodenalen
Ulzera(3; 66) oder dem Morbus Crohn(106) nachgewiesen. In der auf einen Mukosa-
schaden hin gebildeten so genannten ,Ulcer associated cell lineage“ (UACL), konnten
ebenfalls erhdhte Konzentrationen von TFF nachgewiesen werden.(148) Dies lasst
vermuten, dass TFF-Proteine, unabhadngig von der Ursache der Schadigung, an

deren Reparatur beteiligt sind.

TFF2 oder auch SP (spasmolytic polypeptide) wird hauptsachlich von Nebenzellen
des Magens und den Brunner-Driisen des Duodenums gebildet.(66) Des Weiteren ist
TFF2 charakteristisch fur die so genannte SPEM (spasmolytic polypeptide (=TFF2)
expressing metaplasia), wo TFF2 in erhéhter Konzentration nachgewiesen werden
konnte.(67) Die SPEM findet sich u.a. vermehrt in der Mukosa rund um Frih-
karzinome des Magens(150) und ist somit als praneoplastische Lasion anzusehen.
Somit kdnnte deren Nachweis und damit der Nachweis von TFF2 ein friher Marker

des Magenkarzinoms sein. AulRerdem spielt TFF2 eine wichtige Rolle in der
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Regeneration geschadigter Mukosa. In Versuchen wurde gezeigt, dass nach
Schadigung der Schleimhaut die TFF2-Konzentration innerhalb von Minuten ansteigt
und so z. B. uber Zellmigration die Heilung des Epithels beglnstigt wird.(3) Einer
anderen Studie zufolge ist TFF2 als Marker fur Progenitorzellen des Magens zu
werten.(100) Zudem wird vermutet, dass die Expression von TFF2 mit der Prognose
einer Tumorerkrankung korrelieren kann.(29) Au3erdem konnte ein Zusammenhang
zwischen diffusen Differenzierungsgraden von Tumoren, groRen Tumoren und
Lymphknotenmetastasen hergestellt werden. Daraus lasst sich schlussfolgern, dass
eine starke Expression von TFF2 mit einer schlechteren Prognose einer Tumor-
erkrankung einhergehen konnte. Ein méglicher Erklarungsansatz besteht darin, dass
es bei einem Mukosaschaden nicht nur zur Migration intestinaler Zellen, sondern auch
zum Einwandern von Tumorzellen kommt bzw. es sich hierbei um ein und dasselbe
handeln konnte. Die genauen Mechanismen sind jedoch noch unklar. Da TFF2 wie
oben genannt beim Magenkarzinom und bei Epithelschadigung eine wichtige Rolle
einnimmt und zusatzlich als Marker fur Progenitorzellen gehandelt wird, ist auch die

nahere Funktion von TFF2 speziell beim BE bzw. EAC genauer zu Kklaren.

TFF1 (pS2) TFF2 (SP) TFF3 (ITF)

Abbildung 19: Familie der Trefoil-Peptide (134)
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1.8 Ziele der Arbeit

Wie oben beschrieben ist der Barrett-Osophagus eine weit verbreitete Krankheit.
Schatzungen zufolge erreicht die Inzidenz in der Gesamtbevdlkerung bis zu
6,8%.(45) Trotz alledem ist die Gefahr der Progression zu einem EAC mit einem
jahrlichen Risiko von 0,12% sehr gering.(61) Das Problem ist jedoch das bei
Erstdiagnose meist bereits fortgeschrittene Tumorstadium sowie die damit
verbundene schlechte Prognose des EAC. Zudem findet sich bei mehr als einem
Drittel aller Patienten mit EAC keine GERD oder BE in der Vorgeschichte,(70) was
die Detektion gefahrdeter Patienten deutlich erschwert. Bislang gibt es abgesehen
von der Gabe von Saureblockern wie z.B. Protonenpumpenhemmern keine adaquate
medikamentdse Therapiestrategie fir den BE und damit auch keine effektive
Praventionsmoglichkeit. Um einen Progress madglichst frithzeitig zu entdecken, sollten
Patienten mit Reflux, BE oder assoziierten Erkrankungen in Screening-Programme
aufgenommen werden. Diese so genannten Surveillance-Endoskopien sind
allerdings aufgrund des fraglichen Nutzens und Effizienz sehr umstritten. Daher sind
dringend weitere diagnostische Mittel notwendig, um Risikopatienten friihzeitig
identifizieren zu kénnen. Eine Moglichkeit hierfur ist der Einsatz von Biomarkern. Ziel
dieser Arbeit ist es, die Eignung der im L2-IL-1B-Mausmodell getesteten 4 Biomarker
immunhistochemisch an humanem Probenmaterial zu untersuchen.(97) Hierdurch
kénnten Hochrisikogruppen friihzeitig identifiziert und unmittelbar einer ent-
sprechenden Therapie zugefuhrt werden, ohne z.T. jahrelang aufwendige und
belastende Surveillance-Endoskopien durchlaufen zu missen. Langfristig ware es
wlnschenswert, dass bei vorausgesetzter prognostischer Vorhersagekraft diese
Marker Einzug in den klinischen Alltag halten. Es ware so durch relativ einfache
Verfahrenstechniken méglich, den weiteren Verlauf eines BE besser einzuschatzen
und die notwendigen Therapiemal3nahmen einleiten zu kdnnen. Ein weiterer strittiger
Punkt in der Definition des BE ist das Vorhandensein einer spezialisierten intestinalen
Metaplasie mit Becherzellen. Dies ist bislang in Deutschland und weiten Teilen
Amerikas Voraussetzung flur die Diagnosestellung des BE. In einer Studie konnte
jedoch gezeigt werden, dass bei Vorliegen eines EAC in 100% ein CLE (columnar
lined epithelium) nachweisbar war.(97) Bislang ist in Deutschland allerdings bei
Patienten mit CLE kein Einschluss in ein Surveillance-Programm vorgesehen. Ein
weiteres Ziel dieser Arbeit ist also, die Rolle der Becherzellen beim BE naher zu
beleuchten. Insbesondere soll dabei auf die Notwendigkeit des Vorliegens einer

spezialisierten intestinalen Metaplasie zur Diagnosestellung eingegangen werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material und Patientenkollektiv

Um die Ergebnisse aus dem oben beschriebenen L2-IL-1B-Mausmodell auch auf den
Menschen Ubertragen zu kénnen, waren Untersuchungen von humanen Proben
erforderlich. Das Thema Barrett-Osophagus ist einer der Forschungsschwerpunkte
des Direktors der Pathologie des Klinikums Bayreuth, Herrn Prof. Dr. M. Vieth. Das
Klinikum ist so zu einer wichtigen Institution bei der Beurteilung von Proben der
Speiserbhre geworden. Dem Labor von Quante et al., Uber welches die Daten-
erhebung fiir diese Arbeit erfolgte, wurden zur weitergehenden histologischen
Aufarbeitung freundlicherweise entsprechendes Material zur Verfiigung gestellt.
Dabei handelte es sich um endoskopisch entnommene, durch Paraffin fixierte
Biopsien und Resektate des Osophagus. Die Endoskopien waren im Jahr 2008 in
internistischen Zentren und Praxen durchgefiihrt und zur externen histologischen
Beurteilung an das Klinikum Bayreuth geschickt worden. Insgesamt wurden
50 zuféllig ausgesuchte Proben untersucht, davon 19 mit BE und 31 mit EAC. Eine
Altersgrenze bestand nicht. Die Studie folgte dem Design einer Fall-Kontroll-Studie.
In der BE-Gruppe, welche der Kontroll-Gruppe entsprach, galt als Einschlusskriterium
das Vorliegen einer spezialisierten intestinalen Metaplasie mit Becherzellen.
Patienten, bei denen in der Vorgeschichte eine Dysplasie oder ein EAC diagnostiziert
worden war, wurden von dem Datensatz ausgeschlossen. In die EAC-Gruppe, welche
der Fall-Gruppe entsprach, wurden Patienten eingeschlossen, bei denen ein EAC im
UICC-Stadium <pT2 vorlag mit ggf. begleitender hglEN oder Carcinoma in situ.
Patienten mit lediglich Vorliegen einer IgIEN wurden nicht in die Gruppe
eingeschlossen. Eine erweiterte Therapie im Sinne einer chirurgischen oder
systemischen Vorbehandlung galt als Ausschlusskriterium. Bei den Proben der BE-
Gruppe handelte es sich meist um Biopsien, in der EAC-Gruppe waren vorwiegend
endoskopische Mukosaresektate vorliegend. Die Praparate wurden geschnitten und
anhand der o.g. Ergebnissen aus dem L2-IL-1B-Mausmodell entsprechend gefarbt
(HE-/PAS-Farbung, immunhistochemische Féarbung fir Notchl, Lgr5, Dclkl und
TFF2) (vgl. Kapitel 2.2). Alle Proben wurden unabh&ngig voneinander von der
Verfasserin dieser Arbeit und Dr. R. Schellnegger, ehemals Il. Medizinische Klinik,
Klinikum rechts der Isar, untersucht. Dabei wurden nur Areale mit spezialisierter
intestinaler Metaplasie und Areale mit vorliegendem EAC verglichen. Dysplastische

Areale wurden nicht ausgewertet. Bezliglich der Becherzellen mikroskopierte jeder
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Untersucher vier reprasentative Blickfelder. Jedes Lumen, welches von
Zylinderepithel umgeben war, wurde dabei als einzelne Krypte gewertet. Beinhaltete
diese Krypte Becherzellen, wurde sie als positiv gewertet, bei fehlendem Nachweis
von Becherzellen galt sie als negativ. Anschlie3end wurde der Anteil der positiven
Krypten zur Gesamtzahl der Krypten ins Verhéltnis gesetzt (goblet cell ratio) und aus
den vier Einzelwerten ein Mittelwert gebildet. Aus den jeweiligen Mittelwerten der
beiden Untersucher wurde schlie3lich ein abschlieRender Mittelwert erzeugt, welcher
in die Statistik einfloss. Ein &hnliches Vorgehen wurde bei den vier immunhisto-
chemischen Farbungen verfolgt. Hier erfolgte durch die beiden Untersucher jeweils
die Einteilung in verschiedene Gruppen, je nach Prozentzahl der positiv gefarbten
Krypten an der Gesamtzahl der Krypten (vgl. Tabelle 2). Dabei wurden ebenfalls
jeweils vier reprasentative Blickfelder pro Untersucher und Gruppe (BE/EAC)
mikroskopiert. Eine Krypte mit Vorliegen von immunhistochemisch angefarbten Zellen
wurde als positiv gewertet, bei ausbleibender immunhistochemischer Farbung galt sie
als negativ. Aus den vier einzelnen Werten wurde pro Untersucher ein Mittelwert
gebildet. Aus den jeweiligen Mittelwerten der beiden Untersucher wurde dann der

abschlieRende Mittelwert errechnet. Als Mikroskop diente ein Zeiss Axio Mikroskop.

Score 0 1 2 3 4
Notchl <1% 1-25% 25 — 50% 50 — 75% > 75%

Lgr5 <10% 10 — 30% 30 - 60% > 60%

Dclk1 <10% 10 — 30% 30 - 60% > 60%

TFF2 <1% 1-25% 25 -50% 50 — 75% > 75%

Tabelle 2: Kategorisierung der immunhistochemischen Marker nach Anteil der positiv

gefarbten Krypten an der Gesamtzahl der Krypten (Prozent)
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2.2 Farbeprotokolle

2.2.1 Farbeprotokoll HE/PAS

Zunachst wurden die in Paraffin eingebetteten Gewebeproben in 3 um Dicke
geschnitten. Anschlieend wurden die Schnitte mittels Xylen deparaffiniert und in
absteigender Alkoholreihe rehydratisiert. Fir die HE-Farbung wurden die Schnitte
daraufhin fir eine Minute mit Mayer's Hamalaun behandelt. Diese wurden
anschlieend fir 5 Minuten in lauwarmem Leitungswasser geblaut. Die Plasma-
farbung erfolgte durch Eosinlésung, welche fir eine Minute aufgebracht wurde. Die
Schnitte wurden kurz in Leitungswasser gesplult, bevor sie in aufsteigender Alkohol-
reihe wieder dehydratisiert wurden. Anschliel3end erfolgte noch das Klaren mittels
Xylol. Bei der PAS-Farbung wurde zu den entparaffinierten und rehydratisierten
Schnitten zunéchst fir 5 Minuten Periodsdure hinzugegeben. AnschlieBend wurden
diese fur drei Minuten unter flieRendem Leitungswasser sowie Aqua dest gespult und
fur 15 Minuten Schiff-Reagenz hinzugegeben. Es erfolgte das erneute dreiminitige
Spulen unter flieBendem Wasser sowie mit Aqua dest. Fir zwei Minuten wurden die
Schnitte dann mit der Hamatoxylin-Losung nach Gill 11l behandelt und anschlie3end
erneut fir drei Minuten unter flieBendem Leitungswasser gesplilt. Die Dehydratation

erfolgte mittels aufsteigender Alkoholreihe sowie anschliel3end das Klaren mit Xylen.

2.2.2 Farbeprotokoll Notchl

Die Paraffinblocke mit den enthaltenen Gewebeproben wurden in 3 pum Dicke
geschnitten, mittels Xylen entparaffiniert und anschlieend in absteigender Alkohol-
reihe und Aqua dest rehydriert. Die Antigen-Demaskierung erfolgte hitzeinduziert im
Schnellkochtopf mittels Citratpuffer (pH=6). Anschlieend wurden die Schnitte mit
TBST (TRIS-gepufferte Kochsalzlésung, TRIS=Trishydroxymethylaminomethan,
TBS + Tween100) gewaschen. Die Anwendung von H»O- fiihrte zur Blockade endo-
gener Peroxidasen. Fur zwei Stunden wurde der Universal Protein Block von Dako
aufgebracht. Nach Abklopfen desselben wurden die Schnitte mit gespaltenem Notchl
(Cell Signaling, Cleaved Notchl, Verdinnung 1:50) Giber Nacht bei 4°C in der Feucht-
kammer inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Schnitte erneut mit TBST fur zweimal
funf Minuten gewaschen. Dann wurde der biotinylierte sekundare Antikérper (Vector,
#BA-1000, goat anti-rabbit, Verdiinnung 1:100) fur zwei Stunden bei Raumtemperatur
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aufgebracht. Anschlieend erfolgte das Waschen mit TBST fur fiunf Minuten und mit
PBS flur ebenfalls funf Minuten. Das Standard-ABC-Kit (Vector) wurde aufgebracht
und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur belassen. Daraufhin wurden die Schnitte fur
dreimal funf Minuten mit PBS gespult. Als Chromogen diente DAB (SigmaDAB,
Tabletten). Sobald die Farbung sichtbar wurde, wurden die Schnitte in PBS getaucht.
AnschlieBend erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin und die Dehydratation der
Schnitte in aufsteigender Ethanolreihe. Trotz mehrmaliger Versuche und Varianz der
Farbeprotokolle grenzten sich die Notchl-positiv gefarbten Zellen jedoch nur
unzureichend vom umliegenden Gewebe ab, sodass dies bei der Bewertung der

Untersuchungsergebnisse entsprechend berlicksichtigt werden sollte.

2.2.3 Farbeprotokoll Lgr5

Bei der immunhistochemischen Lgr5-Farbung ergaben sich technische Schwierig-
keiten, da nicht alle Schnitte mit dem gleichen Antikorper gefarbt werden konnten.
Zunachst stand der Antikérper #LS-A1235 der Firma MBL (Medical and Biological
Laboratories Co, Ltd) zur Verfigung. Dafiir wurden die 3 um dicken Paraffinschnitte
mit dem zu untersuchenden Gewebe erst mit Xylen entparaffiniert und anschlie3end
durch absteigende Ethanolreihe und Aqua dest rehydriert. Das hitzeinduzierte
Antigen Retrieval erfolgte im Dampfdruckkochtopf in Citratpuffer (pH=6), woraufhin
die Schnitte mit PBS gespult wurden. Das Blocken der endogenen Peroxidasen
erfolgte in 3%-igem H-0,, woraufhin die Schnitte erneut in PBS gewaschen wurden.
Nach Blocken unspezifischer Antigenbindungen fir 30 Minuten mit 5%-igem
Ziegenserum wurde der Lgr5-Antikdrper (MBL, #LS-A 1235, Verdinnung 1:500) fur
die Dauer von zwei Stunden bei Raumtemperatur dazugegeben (Feuchtkammer).
Nach Abklopfen des Antikdrpers wurden die Schnitte dreimal fir funf Minuten in
Phosphatpuffer gewaschen. Zur Signalverstarkung wurde die ABC-Methode
angewendet (ABC=Avidin-Biotin-Complex). Nach Zugabe sekundarer, biotinylierter
Antikérper (Vector, #BA-1000, goat anti-rabbit, Verdinnung 1:100) in PBS fir
30 Minuten bei Raumtemperatur wurden die Schnitte erneut in Phosphatpuffer
gewaschen (dreimal fur jeweils zwei Minuten). Anschliel3end wurden die Schnitte bei
Raumtemperatur mit einem ABC-Kit (Vectastain ABC-Kit, #PK-6100) in PBS fir 30
Minuten inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen fur finf Minuten wurde das
Chromogen DAB (3,3'-Diaminobenzidin) (SigmaDAB, Tabletten) hinzugegeben.
Nach Tauchen der Schnitte in PBS wurden diese mit Hamatoxylin gegengefarbt und

in aufsteigender Alkoholreihe dehydriert. Der bislang verwendete Antikdrper
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#LS-A1235 war aber bei versuchter Nachbestellung nicht mehr verfligbar. Anstelle
dessen wurde von der gleichen Firma der Antikdrper #LS-A1236 angeboten. Das
Farbeprotokoll anderte sich nun hinsichtlich der Verwendung eines Dampfgarers,
einer geringeren Verdinnung des Lgr5-Antikorpers (jetzt 1:200) mit nur einer Stunde
Inkubationszeit sowie starkerer Verdinnung des sekundéaren Antikorpers (jetzt
1:200). Des Weiteren variierten die Waschzeiten in PBS leicht bei ansonsten gleicher

Farbetechnik.

2.2.4 Farbeprotokoll Dclk1

Die formalinfixierten, in Paraffin eingebetteten Proben wurden 3 um diinn geschnitten,
mittels Xylen entparaffiniert und mit Alkohol in absteigender Reihenfolge sowie Aqua
dest rehydriert. Das Antigen Retrieval erfolgte im Dampfdruckkochtopf mit Citratpuffer
(pH=6). AnschlieBend wurden die Schnitte mit Phosphatpufferlosung (PBS) gespililt.
Die endogenen Peroxidasen wurden durch die Inkubation in 3%igem H>O; inaktiviert.
Nach Waschen mit PBS fir dreimal funf Minuten und Blocken unspezifischer
Bindungen mit 5%-igem Ziegenserum wurde ein Streptavidin/Biotin-Kit dazu
gegeben. AnschlieBend wurde ein polyklonaler anti-Dclk1-Antikérper (Abgent,
#AP7219b, Verdinnung 1:200 in PBS) hinzugefugt, mit welchem die Proben bei 4°C
Uber Nacht inkubiert wurden (Feuchtkammer). Die Schnitte wurden am nachsten Tag
mit PBS (dreimal finf Minuten) gewaschen, woraufhin ein sekundarer, biotinylierter
Antikoérper (Vector, #BA-1000, goat anti-rabbit, Verdiinnung 1:100 in PBS) fir
30 Minuten bei Raumtemperatur dazu gegeben wurde. Nach erneutem Waschen mit
PBS fur dreimal zwei Minuten erfolgte die Inkubation mit dem ABC-Kit (Vectastain
ABC Kit, #PK-6100) fur 30 Minuten bei Raumtemperatur zur Signalverstarkung. Die
Schnitte wurden wiederum dreimal fiir finf Minuten in PBS gewaschen und danach
DAB (SigmaDAB, #D4293-50 SET) hinzugefigt. Nach Sichtbarwerden der Farbung
wurden die Schnitte in PBS getaucht. Es erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin

sowie die Dehydrierung mittels aufsteigender Ethanolreihe.

2.2.5 Farbeprotokoll TFF2

Die Paraffinblocke mit dem eingebetteten Gewebe wurden mithilfe eines Mikrotoms
in 3 um Dicke geschnitten und auf Objekttrager aufgebracht. Die Schnitte wurden

zunéchst mit Xylen entparaffiniert und anschlieend mit Ethanol und Aqua dest
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rehydriert. Die Antigendemaskierung (antigen retrieval) erfolgte mittels Citratpuffer
(ph=6) im Dampfdruckkochtopf. Die Schnitte wurden anschliel3end mit PBS gesplilt.
Die endogene Peroxidaseaktivitdt wurde (ber die Zugabe von H.O, (3%) flr
10 Minuten blockiert und nach dreimaligem Waschen fur finf Minuten in PBS erfolgte
die Blockade unspezifischer Antigen-Antikbrper-Bindungen mittels 5%-igem
Ziegenserum (30 Minuten). Nach Zugabe eines Streptavidin-/Biotin-Kits wurde die
Probe eine Stunde mit TFF2 (Acris, #13681-1-AP, Verdinnung 1:1.000 in PBS) bei
Raumtemperatur in der Feuchtkammer inkubiert. Nach erneutem dreimaligen, funf-
mindtigen Waschen in PBS erfolgte das Hinzufligen des biotinylierten sekundaren
Antikorpers (Vector, #BA-1000, goat anti-rabbit, Verdlinnung 1:200). Vor und nach
Hinzufligen des Standard-ABC-Kits (Vectastain ABC-Kit, #PK-6100) erfolgte das
Waschen in PBS (dreimal zwei Minuten bzw. dreimal finf Minuten). Danach wurde
DAB (SigmaDAB, #D4293-50 SET) als Chromogen fir eine Minute dazu gegeben.
Nach dem Tauchen in PBS erfolgte die Gegenfarbung mit Hamatoxylin und die

Dehydrierung mittels Alkohol.
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3 Ergebnisse

3.1 Statistische Methoden

Zur statistischen Analyse der Goblet cell ratio wurde ein t-Test verwendet. Mit Hilfe
dieses Wertes wurde untersucht, ob sich die Goblet cell ratio im nicht dysplastischen
BE im Vergleich zum EAC signifikant unterscheidet. Bei den immunhistochemischen
Farbungen wurde daflr der chi2-Test verwendet. Ein p von <0,05 galt jeweils als
statistisch signifikant. Anschlie@end wurde fir jeden der insgesamt 5 Marker ein
logistisches Regressionsmodell angewandt, um eine entsprechende Vorhersage der
Wahrscheinlichkeit zu treffen, mit dem ein Ereignis (BE bzw. EAC) eintreten wird. Zur
weiteren statistischen Analyse erfolgte die Darstellung mittels Receiver-Operating-
Characteristic-Kurve (ROC-Kurve). ROC-Kurven geben einen Uberblick tber die
diagnostische Giulte eines Tests. Dabei wird fir jeden Parameterwert die
entsprechende Sensitivitat (Richtig-Positiv-Rate) als y-Achse und die Falsch-Positiv-
Rate als x-Achse aufgetragen. Der Test weist Trennschérfe auf, wenn sich die Kurve
signifikant von der Diagonalen unterscheidet. Zudem kann die Flache unter der ROC-
Kurve (area under the curve, AUC) berechnet werden. Die Flache kann Werte
zwischen 0,5 und 1 annehmen. Je hoher der Wert, umso besser ist die Gilite des
Tests. Der AUC-Wert kann also als Wahrscheinlichkeit interpretiert werden, dass ein
positiver Wert auch tatsachlich als richtig positiv klassifiziert wird. Normalerweise
erfolgt bei der Berechnung der ROC-Kurven bzw. AUC-Werte eine Korrektur nach
Alter und Geschlecht. Da die Frauen in der EAC-Gruppe mit nur 3 von insgesamt
28 Fallen jedoch deutlich unterrepréasentiert waren, ergaben sich daraus resultierend
falsch hohe Werte. Somit erfolgte in dieser Arbeit lediglich eine altersadaptierte
Berechnung der ROC-Kurven bzw. AUC-Werte ohne Bericksichtigung des
Geschlechtes. In dem aus dieser Arbeit folgenden Paper wurde die Fallzahl erhéht,
wodurch der statistische Algorithmus mit Einbeziehung der Korrektur nach Alter und
Geschlecht wieder regelrecht angewandt werden konnte.(114) Fur die statistische
Auswertung wurde GraphPad Prism 5 sowie IBM SPSS Statistics 25 und Excel 2013
verwendet. Im Folgenden wird auf die statistische Auswertung sowie Ergebnisse
eingegangen. Diese Doktorarbeit diente hauptséchlich zur Testung der Marker und
Entwicklung der Methoden. Hierfir wurde eine Fallzahl von insgesamt 50 Patienten
mit BE bzw. EAC verwendet. Dabei zeigten sich die p-Werte jeweils knapp im signifi-
kanten Bereich. Fur die aus der Doktorarbeit folgende Publikation wurde die Fallzahl

jedoch auf 189 erhéht, wodurch auch die Signifikanz verbessert werden konnte.(114)
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3.2 Statistische Auswertung

3.2.1 Epidemiologische Ergebnisse

Der Aufbau der Studie erfolgte im Sinne einer Fall-Kontroll-Studie. Insgesamt wurden
50 Patienten in die Studie eingeschlossen, welche sich im Jahr 2008 einer OGD
unterzogen hatten und deren dabei gewonnenes Untersuchungsmaterial zur externen
histologischen Begutachtung an das Institut fur Pathologie des Klinikums Bayreuth
gesandt wurde. Die Auswahl des Untersuchungsjahres sowie der Patienten erfolgte
dabei nach dem Zufallsprinzip. Die Kontroll-Gruppe bestand aus 19 Patienten mit BE,
die Fall-Gruppe setzte sich aus 31 Patienten mit EAC zusammen. Die Patienten
gehorten sowohl in der BE-Gruppe (68%) als auch in der EAC-Gruppe (90%)
vorwiegend dem maéannlichen Geschlecht an. Der Altersdurchschnitt lag in der
BE-Gruppe bei 62,2 Jahren, was etwa dem der EAC-Gruppe entsprach (64,2 Jahre).
Frauen erkrankten im Schnitt etwas friiher (57,9 Jahre) an einem BE/EAC als Manner
(64,7 Jahre).

Anzahl Pat. Alter (Durchschnitt) (Jahre) Manner (%)
BE 19 62,2 68
EAC 31 64,2 90

Tabelle 3: Altersdurchschnitt und Geschlechterverteilung bei Patienten mit BE bzw.
EAC
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Abbildung 20: Geschlechterverteilung bei Patienten mit BE bzw. EAC
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Abbildung 21: Altersverteilung bei Patienten mit BE
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Abbildung 22: Altersverteilung bei Patienten mit EAC
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3.2.2 Ergebnisse HE/PAS- und immunhistochemische Farbungen

3.2.2.1 HE/PAS-Farbung

Durch das Hamatoxylin werden alle basophilen Strukturen, also vor allem die
Zellkerne blau angefarbt. Alle basischen Strukturen, inkl. Zytoplasma, werden mittels
Eosin gefarbt. Die HE-Farbung wird Ublicherweise mit der PAS-Farbung kombiniert,
durch welche sich die muzinhaltigen Becherzellen klassischerweise purpurfarben

darstellen lassen.

In dieser Arbeit wurde die Becherzelldichte im BE mit der Becherzelldichte bei
Patienten mit EAC untersucht. Dysplastische Areale wurden nicht ausgewertet. Jedes
Lumen, welches von Zylinderepithel umgeben war, wurde als einzelne Krypte
gewertet. Bei Vorliegen von Becherzellen wurde diese als positiv gewertet. Die
Anzahl der positiven Krypten an der Gesamtzahl der Krypten ergab die Becherzell-
dichte, die sogenannte goblet cell ratio (GC-Ratio). Dabei zeigte sich bei den
Patienten mit BE ein Mittelwert der Becherzelldichte von 0,473, in der EAC-Gruppe
lag der Wert bei 0,314. Die beiden Gruppen unterscheiden sich somit signifikant
voneinander (p=0,025) (vgl. Abbildung 25). Der minimale Wert lag in der BE-Gruppe
bei 0,108 (EAC-Gruppe 0,000), der maximale Wert bei 0,861 (EAC-Gruppe 0,776).
Das 95%-Konfidenzintervall betrug 0,020 bis 0,298. In der logistischen Regression
(altersadaptiert) ergab sich ein AUC-Wert von 0,694 (vgl. Abbildung 26).

Abbildung 23: BE mit spezialisierter intestinaler Metaplasie mit Becherzellen (114)
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Abbildung 24: histologisches Bild eines EAC (114)
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Abbildung 25: Graphische Boxplot-Darstellung der Becherzelldichte (GC-Ratio) bei
Patienten mit BE bzw. EAC. Mittels Whisker ist der minimale bzw. maximale Wert

dargestellt (unpaired two-tailed t-Test p=0,025 (signifikant))
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Abbildung 26: logistische Regressionsanalyse der GC-Ratio (altersadaptierte Dar-
stellung) (AUC 0,694)

3.2.2.2 Notchl

Je nach prozentualem Anteil der positiv gefarbten Krypten an der Gesamtzahl der
Krypten erfolgte bei der mikroskopischen Auswertung von Notch die Einteilung in
funf Gruppen (Gruppe 0-4) (vgl. Abbildung 29). In der BE-Gruppe wurden 63% der
Patienten der Gruppe 4 zugeordnet (entspricht >75% der Krypten mit positiver
immunhistochemische Farbung). Bei den Patienten mit EAC liel3 sich kein eindeutiger
Trend fur eine der Gruppen nachweisen. Der Chi2-Test ergab einen signifikanten Wert
zur Unterscheidung zwischen der BE- und der EAC-Gruppe (p<0,0001). In der
logistischen Regressionsanalyse (altersadaptiert) zeigte sich ein AUC-Wertvon 0,728
(vgl. Abbildung 30).

Abbildung 27: Notch-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines BE (114)
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Abbildung 28: Notch-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines EAC (114)
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Abbildung 29: Einteilung nach Prozent der Notchl-positiv gefarbten Krypten
(Gruppe 0: <1% pos. gefarbt, Gruppe 1: 1-25% pos. gefarbt, Gruppe 2: 25-50% pos.

gefarbt, Gruppe 3: 50-75% pos. gefarbt, Gruppe 4: >75% pos. gefarbt) (Chi2-Test
<0,0001 (signifikant))
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Abbildung 30: Logistische Regressionsanalyse von Notchl (altersadaptierte Dar-
stellung) (AUC 0,728)

3.2.2.3 Lgr5

Bei der immunhistochemischen Farbung mit Lgr5 konnten zwei Drittel der
BE-Patienten der Gruppe 0 (<10% positiv gefarbte Krypten) bzw. der Gruppe 1
(10-30% positiv gefarbte Krypten) zugerechnet werden (vgl. Abbildung 33). Bei den
Patienten mit EAC hingegen machte die Gruppe 2 (30-60% positiv gefarbte Krypten)
mit 41% den groRten Anteil aus. Der Chi2-Test ergab einen signifikanten Unterschied
zwischen der Patienten-Gruppe mit BE bzw. EAC (p<0,0001). Die logistische Regres-
sionsanalyse (altersadaptiert) ergab einen AUC-Wert von 0,618 (vgl. Abbildung 34).

Abbildung 31: Lgr5-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines BE (114)
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Abbildung 32: Lgr5-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines EAC (114)
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Abbildung 33: Einteilung nach Prozent der Lgr5-positiv gefarbten Krypten (Gruppe 0:
<10% pos. gefarbt, Gruppe 1: 10-30% pos. gefarbt, Gruppe 2: 30--60% pos. gefarbt,
Gruppe 3: >60% pos. gefarbt) (Chi2-Test p<0,0001 (signifikant)).
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Abbildung 34: Logistische Regressionsanalyse von Lgr5 (altersadaptierte Dar-
stellung) (AUC 0,618)

3.2.2.4 Dclkl

Bei der Analyse der immunhistochemischen Farbungen mit Dclkl machten die
Gruppe 0 (<10% positiv gefarbte Krypten) und Gruppe 1 (10-30% positiv gefarbte
Krypten) mit zusammen 84% den grof3ten Anteil bei Patienten mit BE aus. Bei der
Untersuchung der Patienten mit EAC machte die Gruppe 1 mit 33% und die Gruppe 2
(30-60% positiv gefarbte Krypten) mit 50% den Hauptanteil aus. Keiner der Patienten
mit EAC wurde der Gruppe 0 zugeordnet. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied
zwischen der BE- und der EAC-Gruppe (p<0,0001). Die logistische Regressions-
analyse beschrieb einen AUC-Wert von 0,835 (vgl. Abbildung 38).

Abbildung 35: Dclk1-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines BE (Pfeilspitzen = zyto-

plasmatische Lokalisation von Dclk1) (114)
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Abbildung 36: Dclkl-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines EAC (Pfeilspitzen =

zytoplasmatische Lokalisation von Dclk1) (114)
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Abbildung 37: Einteilung nach Prozent der Dclk1-positiv gefarbten Krypten (Gruppe

0: <10% pos. gefarbt, Gruppe 1: 10-30% pos. gefarbt, Gruppe 2: 30-60% pos. gefarbt,

Gruppe 3: >60% pos. gefarbt) (Chiz-Test p<0,0001 (signifikant)).
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Abbildung 38: Logistische Regressionsanalyse von Dclkl (altersadaptierte Dar-
stellung) (AUC 0,835)

3.225 TFF2

Nach Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit TFF2 zeigte sich bei
Patienten mit BE mit 41% der gro3te Anteil in der Gruppe 2 (25-50% positiv gefarbte
Krypten). Bei den Patienten mit EAC machte die Gruppe 1 (1-25% positiv gefarbte
Krypten) mit 71% mit Abstand die gro3te Gruppe aus. In die Kategorie 4 mit >75%
positiv gefarbter Krypten lieR sich keiner der Patienten mit EAC einschlie3en. Die BE-
bzw. EAC-Gruppe unterschieden sich signifikant voneinander (p<0,0001). In der
altersadaptierten logistischen Regressionsanalyse ergab sich ein AUC-Wert
von 0,808 (vgl. Abbildung 42).

Abbildung 39: TFF2-positiv geféarbte Zellen im Bereich eines BE (114)
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Abbildung 40: TFF2-positiv gefarbte Zellen im Bereich eines EAC (114)
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Abbildung 41: Einteilung nach Prozent der TFF2-positiv gefarbten Krypten (Gruppe
0: <1% pos. gefarbt, Gruppe 1: 1-25% pos. gefarbt, Gruppe 2: 25-50% pos. gefarbt,

Gruppe 3: 50-75% pos. gefarbt, Gruppe 4: >75% pos. gefarbt) (Chi2-Test <0,0001
(signifikant))
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Abbildung 42: Logistische Regressionsanalyse von TFF2 (altersadaptierte Dar-
stellung) (AUC 0,808)

3.2.3 Kombinierte logistische Regressionsmodelle

Um zu testen, ob sich die einzelnen Marker zur Detektion einer malignen Entartung
eines BE eignen, erfolgte die Analyse jedes einzelnen Biomarkers mittels
logistischer Regressionsmodelle (s.0.). Laut der oben gezeigten Ergebnisse kann
Dclkl mit einer AUC von 0,835 am besten zwischen BE und EAC unterscheiden,
gefolgt von TFF2 mit einer AUC von 0,808, Notchl mit einer AUC von 0,728, der
GC-Ratio mit einer AUC von 0,694 sowie Lgr5 mit einer AUC von 0,618. Um diese
Ergebnisse weiter zu verbessern, wurden die logistischen Regressionsmodelle der
einzelnen Biomarker miteinander kombiniert. Hierbei erzielte die Kombination aus der
Becherzelldichte, Dclkl und TFF2 mit einer AUC von 0,959 die besten Ergebnisse,
gefolgt von der Kombination von zusatzlich Lgr5 mit einer AUC von 0,958 bzw. eine

Kombination aller 5 untersuchten Marker mit einer AUC von 0,951 (vgl. Tabelle 4).
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Abbildung 43: logistisches Regressionsmodell von GC-Ratio, Dclkl und TFF2
(AUC 0,959)
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Marker AUC
GC-Ratio 0,694
Dclk1 0,835
TFF2 0,808
Lar5 0,618
Notchl 0,728
GC-Ratio Dclk1 0,868
GC-Ratio TFF2 0,870
GC-Ratio Lgrs 0,720
GC-Ratio Notchl 0,785
Dclk1 TFF2 0,913
Dclkl Lgr5 0,836
Dclkl Notchl 0,828
TFF2 Lgr5 0,863
TFF2 Notchl 0,864
Lgr5 Notchl 0,765
GC-Ratio Dclk1 TFF2 0,959
GC-Ratio Dclkl Lgr5 0,882
GC-Ratio Dclkl Notchl 0,864
GC-Ratio TFF2 Lgr5 0,881
GC-Ratio TFF2 Notchl 0,912
GC-Ratio Lgrs Notchl 0,790
DCAM TFF2 Lgrs 0,905
DCAM TFF2 Notchl 0,911
TFF2 Lgr5 Notchl 0,896
GC-Ratio Dclkl TFF2 Lgr5 0,958
GC-Ratio Dclkl TFF2 Notchl 0,950
DCAM TFF2 Lgr5 Notchl 0,882
GC-Ratio Dclkl TFF2 Lgrs Notchl | 0,951
Tabelle 4: Kombinierte logistische Regressionsmodelle
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4 Diskussion

4.1 Rolle der einzelnen Farbungen/Biomarker

4.1.1 Rolle von HE/PAS bei Patienten mit BE/EAC

Becherzellen kdbnnen mittels der HE/PAS-Farbung sicher identifiziert werden. Bislang
wird die Notwendigkeit der Becherzellen bei der Diagnosestellung des BE und
Entwicklung eines EAC jedoch intensiv diskutiert. Ziel dieser Arbeit ist es, die Rolle
der Becherzellen naher zu untersuchen. In den oben beschriebenen Ergebnissen
unterscheidet sich die Becherzelldichte in der BE-Gruppe mit 0,473 im Vergleich zur
EAC-Gruppe mit 0,314 signifikant (p<0,05). In der durchgefiuhrten linearen
Regressionsanalyse ergab sich beziglich der GC-Ratio ein AUC-Wert von 0,694. Fur
einen alleinigen Prognosemarker mag dieser Wert nicht ausreichend sein. Allerdings
kénnten hier durch Kombination mit den anderen getesteten Markern noch deutlich
bessere Werte erzielt werden. Insgesamt zeigen die Ergebnisse, dass mit
zunehmender Dysplasie die Zahl an Becherzellen sinkt. Dies deckt sich auch mit den
Ergebnissen anderer Studien.(73) Der Grund dafur ist letztlich nicht vollends geklart.
Eine Mdglichkeit hierfir ware jedoch, dass Becherzellen Schleim produzieren,
welcher das Epithel wie eine Schutzschicht Uberzieht und somit eine protektive
Wirkung hat. Zudem scheinen Becherzellen eine wichtige Rolle bei der Abwehr-
funktion zu spielen.(78) Becherzellen gelten als ausdifferenzierte Zellen.(98; 73) Eine
Becherzell-Metaplasie ist demzufolge als stabile Metaplasie anzusehen mit einem nur
geringen Entartungsrisiko. Eine hohe Anzahl an Becherzellen kdnnte somit mit einem
geringeren Karzinomrisiko einhergehen, so wie es die 0.g. Ergebnisse vermuten
lassen. Die GC-Ratio ware somit ein Kriterium, anhand dessen zwischen einem BE
ohne Dysplasie und einem BE mit zunehmender Dysplasie unterschieden werden
kénnte. Dennoch ist umstritten, ob die intestinale Metaplasie mit Becherzellen ein
notwendiges Diagnosekriterium fur den BE ist. Die Entwicklung des EAC entsteht
nach bisherigem Wissen Uber eine Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz. In
Deutschland muss fiir die Diagnosestellung eines BE eine spezialisierte intestinale
Metaplasie mit Becherzellen vorliegen,(140) woraufhin diese Patienten in
standardisierte Screening-Programme eingeschlossen werden. In anderen Landern,
wie z.B. Japan und England, ist das Vorhandensein von Becherzellen nicht fur die
Diagnosestellung des BE erforderlich.(132) Es wurde in zahlreichen Studien

nachgewiesen, dass auch aus metaplastischem Epithel ohne Becherzellen (dem
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sogenannten kardiatypischen Epithel) eine Dysplasie bzw. ein EAC hervorgehen
kann.(65; 130) Meist zeigt sich in der histologischen Aufarbeitung jedoch ein
Nebeneinander von verschiedenen Epitheltypen.(99) Dabei ist zu vermuten, dass bei
chronischer S&ureexposition zunéchst ein kardiatypisches Epithel im Sinne eines
Zylinderepithels ohne Becherzellen entsteht.(50; 22) Daraus kann sich durch
anhaltenden Reflux sowohl eine intestinale Metaplasie mit Becherzellen (,Barrett-
Osophagus*) als auch ohne Becherzellen entwickeln, welche dafiir reich an Parietal-
und Hauptzellen ist.(99) Diese Entwicklung konnte auch in 0.g. L2-IL-13-Mausmodell
gezeigt werden, wobei die Bildung eines Barrett-Osophagus durch die durch Zugabe
von Galleséauren zum Trinkwasser der Mause und daraus resultierender Demethylie-
rung von Promotorgenen noch beschleunigt werden konnte.(98) Wie es genau zur
Ausbildung der intestinalen Metaplasie kommt, ist dabei noch nicht vollends geklart.
Eine Moglichkeit stellt hierbei das so genannte Transdifferenzierungsmodell dar.(99)
Durch die andauernde Exposition des 6sophagealen Plattenepithels mit Sdure kommt
es dieser Theorie zufolge zu einer Down-Regulation der plattenepithelialen Zell-Linie
und im Gegenzug zu vermehrter Expression von zylinderepithelialen Zellen durch
vermehrte Expression von entsprechenden Transkriptionsfaktoren.(80) Eine andere
Therorie besagt, dass durch den anhaltenden Reflux chronische Mikrotraumata
entstehen kénnen. Es kommt zur Promotor-Demethylierung und Aktivierung des
Cdx2-Promotors.(97) Dadurch werden nahe epitheliale Vorlauferzellen aktiviert, um
den Defekt zu reparieren. Die Vorlauferzellen kénnen dabei sowohl von epithelialer
Seite als auch von gastraler Seite her einwandern.(99) Daraus resultiert zunachst ein
undifferenziertes Epithel, welches die Wunde bedeckt. Durch den andauernden
Reflux setzt sich jedoch letztendlich dasjenige Gewebe durch, was am besten séure-
resistent ist. Hierbei handelt es sich um das kardiale Epithel, welches im Magen von
Natur aus einer andauernden Saureexposition ausgesetzt ist. So breitet sich also das
kardiale Gewebe schrittweise immer mehr aus und verdrdngt schliellich das
Plattenepithel. In dem o.g. L2-IL-1B-Mausmodell konnte nur in wenigen Fallen eine
intestinale Metaplasie mit Becherzellen festgestellt werden. Nichtsdestotrotz
entwickelten 20-30% der Mause eine hohergradige Dysplasie bzw. ein EAC.(97) Eine
weitere Studie mit 141 Patienten nach EMR hat gezeigt, dass bei 71% der Patienten
kardiatypisches Epithel unmittelbar angrenzend an das EAC nachgewiesen werden
konnte. Bei 57% der Patienten konnte dabei sogar gar keine intestinale Metaplasie
nachgewiesen werden.(130) In einer weiteren Studie konnte sogar belegt werden,
dass es bei Vorliegen einer CLE haufiger zur Ausbildung eines EAC im Sinne der

Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz kam als bei Vorliegen der typischen
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intestinalen Metaplasie mit Becherzellen.(97) Diese Ergebnisse unterstitzen die
Theorie, dass ein EAC auch aus einem kardiatypischen Zylinderepithel hervorgehen
kann und nicht zwangsweise eine reine intestinale Metaplasie mit Becherzellen
vorliegen muss. Allerdings gibt es zur Entwicklung eines EAC auf dem Boden eines
CLE aktuell nur vergleichsweise wenige Daten, da bislang in vielen Landern nur
Patienten mit einer intestinalen Metaplasie mit Becherzellen in die entsprechenden
Surveillance-Programme aufgenommen werden. Obwohl laut der American Gastro-
enterological Association (AGA) bislang, wie in Deutschland, die Becherzell-
Metaplasie ein notwendiges Diagnosekriterium fiir den Barrett-Osophagus und damit
auch Einschlusskriterium in die Surveillance-Programme ist, kommt diese Theorie
allmahlich ins Wanken. Trotz alledem halt die AGA bislang an dieser Definition fest.
Sie sieht die Problematik unter anderem darin, dass das kardiatypische Epithel
ebenso wie das fundus-typische Epithel im Barrett-Osophagus nur schwer von dem
eigentlichen Zylinderepithel des Magens abgrenzbar ist.(127) Daraus kénnen sich
Fehler bei der Auswertung ergeben, wenn z.B. durch die Motilitat des Osophagus
wahrend der OGD sowie oft schwieriger Identifikation des gastrodsophagealen
Ubergangs Proben aus der Speiserthre falschlicherweise dem Magen zugeordnet
werden bzw. andersherum. Bei Vorliegen eines kardia- bzw. fundustypischen Epithels
kann somit nicht automatisch auf ein metaplastisches Geschehen geschlossen
werden. Bei Vorliegen einer intestinalen Metaplasie mit Becherzellen hingegen ist der
Nachweis jedoch eindeutig.(127) Und so lange der Zusammenhang zwischen
Vorliegen eines kardiatypischen Epithels und Entwicklung eines EAC nicht eindeutig
geklart ist, will die AGA an der bisherigen Definition des Barrett-Osophagus fest-
halten. Denn ein Einschluss auch aller Patienten mit Nachweis eines kardiatypischen
Epithels ohne gesicherten Malignitatsverdacht wiirde zum momentanen Zeitpunkt
nicht zuletzt zu einer enormen Zunahme der in Surveillance-Programme
einzuschlieRenden Patienten und damit neben logistischen Schwierigkeiten zu einer
wahren Kostenexplosion fuhren.(127) Zun&chst muss also der Einfluss des kardia-
typischen Epithels auf die Entwicklung eines EAC eindeutig in weiteren, grof3

angelegten Studien belegt werden.
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4.1.2 Rolle von Notch1l bei Patienten mit BE/EAC

Der Notch-Signalweg spielt vor allem bei der Zelldifferenzierung eine wichtige Rolle,
z.B. bei der Differenzierung zu absorptiven Zellen.(87) Des Weiteren konnte nach-
gewiesen werden, dass der Notch-Signalweg bei der Entwicklung des Barrett-
Osophagus von groRer Bedeutung ist.(97) Bei Bindung eines Notch-Liganden, wie
z.B. Delta, an einen Notch-Rezeptor, kommt es zur Aktivierung des Zielproteins Hes1.
Dies resultiert wiederum in der Hemmung von Atohl und damit auch in einer
verminderten Expression von Becherzellen (vgl. Abbildung 44).(133) Im Umkehr-
schluss bedeutet dies, dass es durch Hemmung des Notch-Signalweges, z.B. durch
einen y-Secretase-Inhibitor, zu einer vermehrten Becherzell-Differenzierung kommt
und dem malignen Progress somit entgegengewirkt werden kdnnte. Dieser Effekt
konnte auch in dem oben genannten L2-IL-1B3-Mausmodell nachgewiesen
werden.(97) Es konnte gezeigt werden, dass mit Hemmung des Notch-Signalweges
eine gesteigerte intestinale Genexpression einhergeht.(97) Eine andere Studie kam
zu den gleichen Ergebnissen.(133) Hier wurde der Zusammenhang zwischen dem
Transkriptionsfaktor Cdx2 und dem Notch-Signalweg naher untersucht. Die Expres-
sion von Cdx2 ist darmspezifisch und hat Relevanz in Bezug auf die Zelldifferenzie-
rung sowie den Erhalt der Zellpopulation.(82) Cdx2 induziert aul3erdem die Transkrip-
tion von MUC2, einem schleimhaltigen Protein, welches von Becherzellen sezerniert
wird. In der Studie konnte nachgewiesen werden, dass durch Gallensauren die
Expression von Cdx2 gesteigert wird, und es dadurch Gber eine Induktion von Atohl
bzw. Hemmung von Hesl zu einer vermehrten Expression von Becherzellen
kommt.(133) Des Weiteren wurde die Wirkung nach Einsatz des y-Secretase-
Inhibitors DAPT naher untersucht. Es zeigte sich eine vermehrte Expression von
Cdx2, MUC2 und Atohl sowie eine verminderte Expression von Hesl und dem
gespaltenen Notchl1.(133) Daraus ergab sich eine vermehrte Anzahl an Becherzellen.
Die Hemmung der Notch-Expression kdnnte also ein wichtiger Therapieansatz zur
Pravention des EAC sein, wenn durch Gabe eines y-Secretase-Inhibitors der

Progress eines BE zum EAC aufgehalten werden kann.

In der Auswertung der immunhistochemischen Farbung mit Notchl wurden 63% der
Patienten mit BE der Gruppe 4 zugeordnet (>75% der Krypten positiv gefarbt). In der
EAC-Gruppe hingegen ergab sich kein eindeutiger Trend. Dies korreliert jedoch nicht
mit der Annahme, dass Notchl bei hoher Anzahl von Becherzellen eine geringe
Expression zeigen dirfte. In der EAC-Gruppe hingegen ware eine vermehrte Notch-

Expression zu erwarten gewesen. Obwohl sich die Werte als signifikant erwiesen,
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bleiben sie trotz alledem zu hinterfragen. Nicht zuletzt ergaben sich wie oben
beschrieben bei der Farbung von Notchl technische Schwierigkeiten. Trotz mehr-
maliger Versuche und unterschiedlicher Farbeprotokolle grenzten sich die Notch-
positiven Zellen gréf3tenteils nur unzureichend vom umliegenden Gewebe ab, was
die Auswertung entsprechend erschwerte. Gegebenenfalls misste die Farbung mit
einem anderen Marker bzw. verandertem Farbeprotokoll in einer groRer angelegten

Studie erneut wiederholt und reevaluiert werden.
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Abbildung 44: Interaktion von Notch, Atohl und Hesl. Durch Bindung eines Notch-
Liganden einer Signal-sendenden Zelle (rechts) an den Notch-Rezeptor einer Signal
empfangenden Zelle (links) wird die Aktivitat von Atohl in der Signal-empfangenden
Zelle durch das Notch-Target-Gen Hesl gehemmt. Dies fuhrt zur vermehrten
Expression einer absorptiven Zelllinie. In der Signal-sendenden Zelle hingegen
besteht eine hohe Aktivitéat von Atohl, was zur Differenzierung von Becherzellen fihrt.

Dieses Prinzip wird laterale Inhibition genannt (modifiziert nach (88)).

4.1.3 Rolle von Lgr5 bei Patienten mit BE/EAC

Lgr5 konnte als immunhistochemischer Marker fur Stammzellen identifiziert
werden.(19; 7; 97) Isolierte Lgr5-positive Zellen waren beispielsweise in der Lage, in
vitro neue intestinale Driisen zu bilden.(112) Man geht davon aus, dass Stammzellen
in einer sogenannten Stammzellnische lokalisiert sind.(19) Das dort vorherrschende
Mikromilieu ist ein empfindliches Gleichgewicht. Kommt es z.B. zu einer Entzin-

dungsreaktionen oder andauernden S&ureexposition, kann das Gleichgewicht
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empfindlich gestoért werden und es zu einer malignen Entartung kommen.(101)
Normalerweise befinden sich nur wenige Stammzellen innerhalb einer Stammzell-
nische. Sie sind dadurch gekennzeichnet, dass sie sich in der Regel asymmetrisch
teilen, d.h. es entsteht immer eine identische ruhende Tochter-Stammzelle, sowie
eine so genannte ,transit amplifying cell“. Diese kann sich nhoch mehrmals teilen und
erreicht schlieBlich ihre Ausdifferenzierung.(7) Durch diese asymmetrische Teilung ist
die origindre Stammzelle relativ gut vor Mutationen oder Zellschdden geschitzt.
Kommt es dennoch zu Veréanderungen des genetischen Materials einer Stammzelle,
kann sich daraus eine Tumorstammzelle (cancer stem cell, CSC) entwickeln.(84) Die
Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation wird durch ein komplexes Ineinander-
greifen verschiedener Signalwege ermdglicht. Der Wnt-Signalweg spielt dabei eine
tragende Rolle.(19) Durch Mutationen kann der Wnt-Signalweg jedoch auch ,fehl-
aktiviert® werden, was z.B. durch Fehlen des negativen Regulators APC
(adenomatous polyposis coli) zu einer Tumorgenese im Kolon fihren kann.(19; 7)
Lgr5 konnte als wichtiges Zielprotein (target proteine) des Wnt-Sighalweges
identifiziert werden.(7) Zudem dient Lgr5 als Marker von Stammzellen im Bereich der
Kardia(8) und konnte auch in Haarfollikeln, der Brustdrise und dem Kolon nach-
gewiesen werden.(10) Lgr5-positive Zellen befinden sich Ublicherweise an der
Kryptenbasis in der Position 1-4 und werden deshalb auch ,crypt base columnar cells*
(CBCs) genannt.(115) Dabei sind sie meist zwischen Paneth-Zellen zu finden.(115)
Es wird vermutet, dass diese Paneth-Zellen als Stammzellnische dienen.(111) In
deren Nahe werden u.a. Wnt3, Egf und Tgfa sowie die Notch-Liganden DLL1 und
DLL4 exprimiert,(115) welche das Vorhandensein von Stammzellen an der Krypten-
basis erméglichen. Versuche haben ergeben, dass bei Fehlen von Paneth-Zellen die
Anzahl an Lgr5-positive Stammzellen und Proliferationsraten drastisch zurlick-
gingen.(111) Barker et al. konnten in einer Studie zeigen, dass Lgr5-positive CBCs
alle Kriterien intestinaler Stammzellen erfullen.(7) Sie sind sehr langlebig, besitzen
die Fahigkeit zur Selbst-Erneuerung, sind multipotent und resistent gegeniber
Apoptose.(19; 7) Es konnte au3erdem nachgewiesen werden, dass Lgr5-positive
Zellen sich sehr haufig teilen und dadurch einen hohen Zellumsatz haben.(19) Bislang
ist man davon ausgegangen, dass sich Stammzellen vor allem in der Position 4 der
Krypten befinden und sich nur selten teilen.(105) Eine Hypothese ist daher, dass es
zwei Typen von Stammzellen gibt. Zum einen die sich langsam teilenden Stamm-
zellen an Position 4, welche als Reserve dienen kdnnten. Und zum anderen die sich
schnell teilenden Lgr5-positiven CBCs an der Kryptenbasis, welche schneller auf

Stimuli reagieren kdnnen.(19) Die genauen Mechanismen sind allerdings noch nicht
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geklart. Barker et al. gelang wie oben beschrieben bereits der Nachweis, dass Lgr5
als Stammzellmarker im Darm sowie auch im Magenantrum und der Kardia, nicht
jedoch im Magencorpus, dient.(8) Die Rolle von Lgr5-positiven Zellen wurde auch in
dem oben beschriebenen L2-IL-1B3-Mausmodell n&her untersucht.(98) Hier wurden
verschiedene Stammzellmarker getestet, darunter auch Lgr5. Bei Lgr5-Cre-ERT-
Mausen erfolgte die Kombination mit einem Rosa-LacZ-Reporter und daraufhin
Induktion mit Tamoxifen. Zudem wurden Gallensauren zum Trinkwasser zugegeben.
Die immunhistochemischen Analysen ergaben im Verlauf von 2, 4 und 6 Monaten
nach Tamoxifen-Induktion den Nachweis einer Barrett-Metaplasie mit Lgr5-positiven
Zellen. Daraus lasst sich schlie3en, dass Lgr5-positive Zellen aus der Kardia in den
distalen Osophagus einwandern und somit moglicherweise auch als Ursprungszelle
fur einen BE bzw. EAC anzusehen sind.(98) Manche handeln Lgr5 sogar als Marker
fur Tumorstammzellen (cancer stem cells, CSCs).(14; 139) Aufgrund ihrer erhdhten
Resistenz gegeniber Chemo- und Strahlentherapie geht die Prasenz von Lgr5-
positive Zellen vermeintlich oft mit einer schlechten Prognose einher.(55) Die Rolle
von Lgr5 als Biomarker flr den BE wurde auch in einer Studie von Becker et al naher
untersucht.(14) In der Studie wurden 81 humane Proben aus Biopsien/Resektaten
mit BE/Dysplasie/EAC mittels immunhistochemischer Farbung né&her untersucht.
Dabei wurde jede Farbung beziglich Intensitat und prozentualem Anteil der positiv
gefarbten Krypten begutachtet. Es zeigte sich im Verlauf malignen Progresses eine
signifikante Zunahme der Intensitat der immunhistochemischen Farbung.(14) Zudem
wurde die Prognose Uber einen Zeitraum von 15 Jahren ndher untersucht. Es ergab
sich hierbei eine Korrelation zwischen einer erhdhten Lgr5-Expression und einer
verminderten Uberlebenszeit, unabhangig von dem Tumorstadium oder begleitender
(neo-)adjuvanter Therapie.(14) Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Lgrs-

positive Zellen als Tumorstammzellen zu werten sind.

In der in dieser Arbeit durchgefihrten immunhistochemischen Farbung mittels Lgr5
ergab sich eine geringe Auspragung von Lgr5 bei Patienten mit BE. Bei zwei Dritteln
der BE-Patienten waren lediglich < 30% der Krypten positiv gefarbt. Bei Patienten mit
EAC war Lgr5 jedoch signifikant erhdht (68% in den Gruppen 2 und 3, p<0,0001). In
angrenzendem Plattenepithel lie3 sich keine Lgr5-Positivitdt nachweisen. Es
bestétigen sich demzufolge die Ergebnisse aus dem L2-1L-1B-Mausmodell sowie aus
der Studie von Becker et al., dass Lgr5 in der Entwicklung zum EAC durchwegs
nachweisbar ist und somit als Ursprungszelle des BE bzw. EAC in Frage kommt.(14)

Die Intensitat der Farbung wurde in dieser Arbeit nicht explizit n&her untersucht. Ware
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jedoch anhand dieses Kriteriums wie bei Becker et al. eine Aussage Uber den prog-
nostischen Verlauf der Erkrankung méglich, so kénnte damit auch das Zeitintervall
endoskopischer Surveillance-Untersuchungen bzw. das weitere Therapieregime im
Allgemeinen entscheidend beeinflusst werden und damit eine wichtige Hilfestellung

bei der Prognoseeinschéatzung und Wahl der adaquaten Therapie sein.

Paneth Entero- Goplet  Tuft Columnar M
B cells °“ggﬁg"° cells cells cells cells

EF T3

b 4
R S T
"~ 5| Absorptive pase P P e
L0 epithelial cell i) i §
= TA Y \ 3 )
C 4> Goblet cell compartment -y ‘ J )\‘ 4 _‘.'.
.| Enteroendocrine cell <) vi \J .-
(== IL?."'" amplitying \ 7 } /
=38 Cycling Lgr5** [
<) b can R
) crylpt base
Paneth cell / columnar
< k‘ cells

Abbildung 45: Schematische Darstellung der Lokalisation von Lgr5-positiven Zellen
im Bereich der Krypte sowie der Darstellung der Differenzierung verschiedener Zell-
linien aus Lgr5-positiven Zellen. A) Expression der Lgr5-positiven Zellen (griin) im
Bereich der Krypten-Basis (crypt base columnar cells, CBCs) (TA = transit

amplifying). B) Differenzierung verschiedener Zelllinien aus Lgr5-positiven Zellen an
der Kryptenbasis (7)
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CBC Paneth Cells

Abbildung 46: Schematische Darstellung der Zellverteilung im Bereich einer
Krypte/Villus. Die Stammzellen befinden sich im Bereich der Kryptenbasis. Hier gibt
es zum einen die langsam proliferierenden Stammzellen im Bereich der Position +4
(braun) unmittelbar iber den Paneth-Zellen (grau). Zum anderen befinden sich die
schnell proliferierenden Stammzellen, die so genannten crypt base columnar cells
(CBCs) (rot), zwischen den Paneth-Zellen. Dabei dient Lgr5 als Marker der CBCs.
Diese kénnen sich zu so genannten Transit amplifying cells (TA cells) (gelb) ent-
wickeln. Hieraus wiederum kann es zur Differenzierung von vier verschiedenen Zell-
linien kommen: Paneth-Zellen (grau), enteroendokrine Zellen (blau), Becherzellen
(pink) und Enterozyten (grun) (48)

4.1.4 Rollevon Dclkl bei Patienten mit BE/EAC

Neben Lgr5 werden auch weitere mdgliche Stammzellmarker bei der Entstehung
eines EAC diskutiert. Dazu gehdort auch Dclkl1 (Doublecortin and CaM Kinase-Like 1).
Dass Dclkl-positive Zellen z.B. im Kolon eine wichtige Funktion bei der Aufrecht-
erhaltung der Stammzelinische spielen, konnte 2014 in einer Studie von Westphalen
et al. demonstriert werden. In den Versuchen wurde gezeigt, dass durch Verlust von
Dclk1-positiven Zellen eine Regeneration von geschadigtem Gewebe z.B. im
Rahmen einer Kolitis nur eingeschrankt moglich war. Dclk1 scheint also eine wichtige
Rolle im Rahmen der Aufrechterhaltung und Beeinflussung der Stammzellnische und

damit auch der Stammzellproliferation zu spielen.(143) In einer weiteren Studie
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konnte das Vorhandensein von Dclk1-positiven Zellen im Isthmusbereich von Magen-
drisen belegt werden, wobei in diesem Bereich in der Regel ruhende multipotente
Stammzellen zu vermuten sind.(44) Zudem gelang der Nachweis von Dclk1-positiven
Zellen im Darmepithel. Dabei stellten sich diese Zellen in der Position +4 der Krypten
dar, wo normalerweise Stammzellen lokalisiert sind.(76) In einer Studie von May et
al. wurden Mausen Dclkl-positive Zellen injiziert.(77) An der Injektionsstelle stellte
sich nach drei Wochen eine knotige Raumforderung dar. In der histologischen
Aufarbeitung der Raumforderung ergab sich der Nachweis von Driisengewebe. Die
immunhistochemische Farbung mit dem Stammzell-Marker Msi-1 fiel positiv aus,
sodass davon auszugehen ist, dass es sich bei den Dclkl-positiven Zellen um
Stammzellen handelt. Einige der Zellen exprimierten sogar Math1, ein Hinweis dafir,
dass es sich um eine intestinale sekretorische Zelllinie handelt und dass diese Zellen
pluripotent sind.(77) In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die Zahl
und Verteilung von Dclkl-positiven Zellen beinahe der von proliferativen Zellen
24 Stunden nach Mukosaschaden entspricht.(67) Diese Ergebnisse deuten darauf
hin, dass Dclkl-positive Zellen Stamm- bzw. Vorlauferzellen sind, aus welchen sich

proliferative Zellen entwickeln kénnen.

Dclk1 spielt auch in Bezug auf den Barrett-Osophagus eine wichtige Rolle. So wurde
im oben genannten L2-IL-1B-Mausmodell eine erhdhte Expression von Dclkl im
Barrett-Osophagus nachgewiesen.(98) Dclkl-positive Zellen fanden sich hier vor
allem im Bereich der Kardia und speziell am gastroésophagealen Ubergang. Dies
konnte ein Hinweis daflr sein, dass der BE durch Migration aus Zellen aus der Kardia
entsteht. Bei den L2-IL-1B-Mausen korrelierte die Zunahme der Dclkl-positiven
Zellen mit der Entwicklung eines BE. Mit zunehmender Dysplasie war die Anzahl der
Dclk1-positiven Zellen jedoch wieder regredient.(98) Auch in den humanen Proben
konnten mittels RT-PCR im BE gleichermal3en signifikant mehr Dclk1-positive Zellen
nachgewiesen werden als im normalen 6sophagealen Plattenepithel.(98) Jedoch war
auch hier die Expression von Dclkl mit zunehmendem Dysplasiegrad bzw.
Entwicklung eines EAC regredient.(98) Auch eine weitere Studie zeigte eine
vermehrte Expression von Dclkl im BE bzw. EAC.(137) Eine Dclkl-Expression
wahrend des Progresses des Barrett-Osophagus zum EAC zeigte sich demzufolge
sowohl im Stroma, Epithel, dem angrenzenden Plattenepithel als auch im Endothel
von Blutgefal3en.(137) In Untersuchungen mit RT-PCR wurde beim BE im Vergleich
zu normalem Epithel vermehrt Dclkl1-mRNA beobachtet,(137) was ein weiterer

Hinweis auf die tragende Rolle von Dclk1 bei der Entstehung des BE bzw. EAC ist.
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In der Auswertung der immunhistochemischen Farbung mittels Dclk1 finden sich beim
BE in 84% der Féalle weniger als 30% der Krypten positiv gefarbt. Beim EAC hingegen
sind in 67% der Falle mehr als 30% der Krypten positiv gefarbt. Dies zeigt, dass Dclkl
bei der Entwicklung eines BE bzw. EAC durchaus eine tragende Rolle zukommt. In
dieser Arbeit wurde der Anteil der positiv gefarbten Krypten jedoch nur bei Vorliegen
eines BE bzw. EAC untersucht und nicht weiter zwischen den Dysplasiegraden
unterschieden. In der Publikation von Schellnegger et al., fir welche diese Arbeit als
Basis diente, zeigte sich unter Beriicksichtigung eines Tumorscores hingegen, dass
Dclk1 mit zunehmendem Dysplasie-Grad immer geringer ausgepragt ist.(114) Daraus
lasst sich schlussfolgern, dass Dclkl eher als Marker fiir eine beginnende Dysplasie
zu werten ist. In Zukunft kdnnte also in der histopathologischen Auswertung auch der
Zusammenhang zwischen der Anzahl der Dclk1-positiven Zellen und dem Dysplasie-
grad untersucht werden, was Dclkl durchaus zu einem interessanten Marker im
Hinblick auf Verlauf und Prognose einer Barrett-Erkrankung macht. Eine weitere
Studie von Houchen et al. untersuchte die Konzentration von Dclkl im Serum von
Patienten.(144) Es konnte gezeigt werden, dass anhand der Serumkonzentration von
Dclkl eindeutig zwischen einer Dysplasie und einem EAC unterschieden werden
kann. Auch wenn hier noch weiterer Forschungsbedarf besteht, ware dies ein sehr
einfaches Mittel, anhand von immunhistochemischer Untersuchung in Kombination
mit einer Blutuntersuchung eine Aussage Uber die Prognose eines BE machen zu
konnen. Dies hatte einen wesentlichen Einfluss auf die weiteren Surveillance-

Untersuchungen und das weitere Therapieprocedere im Generellen.

415 Rollevon TFF2 bei Patienten mit BE/EAC

TFF2 wird als Marker von Progenitorzellen gehandelt und spielt wie oben beschrieben
u.a. bei der Reparatur von Epithelschadigung und bei der Entwicklung des Magen-
karzinoms eine wichtige Rolle. Daher ist auch die Funktion von TFF2 im Rahmen der
Genese eines BE bzw. EAC von grol3em Interesse. In einer Studie von Quante et al.
wurde die Rolle von TFF2 als Marker fir Progenitorzellen des Magens naher unter-
sucht. Die Stammzellen des Magens befinden sich Ublicherweise im Isthmusbereich
der Magendrisen.(102) Die Studie ergab, dass Nebenzellen, welche TFF2
produzieren, sich jedoch unterhalb dieses Bereichs befinden.(100) TFF2 mRNA

hingegen wurde im Isthmusbereich, also Uber den Nebenzellen, und damit in der
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Stammzellregion, nachgewiesen. Diese TFF2-mRNA-haltigen Zellen werden auch als
TTEs (TFF2 mRNA transcript-expressing cells) bezeichnet. TTEs wandern zur Basis
der Drisen und kénnen zu Neben-, Haupt- und Parietalzellen differenzieren. Die aus
dieser Studie gewonnenen Erkenntnisse unterstiitzen somit die Theorie, dass TTEs
als Progenitorzellen angesehen werden kénnen und TFF2 als Marker dafir genutzt

werden koénnte.(100)

stem cell

TTE / pre-neck cell pit cell progenitor

0 O

4 endocrine cell
'/ lineage
’
’
/
14

DD 0 B

chief cell mucus neck cell  parietal cell pit cell

Abbildung 47: Die TTE als gemeinsame Vorlauferzelle fir Hauptzellen, Nebenzellen

und Parietalzellen, nicht jedoch fur Birstenzellen (100)

Die Proteine der TFF-Familie spielen nach bisherigen Erkenntnissen zudem eine
wichtige Rolle beim Heilungsprozess nach Mukosaschéaden.(122) Die Reparatur des
Gewebes setzt schon wenige Minuten nach Schadigung des Epithels ein. Man unter-
scheidet eine kurzfristige Reparatur (,Restitution“) von einer langfristigen Reparatur
(,Re-Epithelialisierung“).(122) Dies geschieht tUber mehrere Schritte. Zunachst
werden Zell-Zell-Kontakte geldst. AnschlieRend kommt es zur Migration von Zellen in
das geschadigte Areal, Verhinderung von Apoptose und schlie3lich zur Wieder-
herstellung von Zell-Zell-Kontakten und damit der Barrierefunktion des Epithels.(57)
Dabei ist neben TFFs auch ein komplexes Netzwerk zahlreicher anderer
regulatorischer Peptide aktiv, wie zum Beispiel EGF, TGF, IL-13 oder IL-8.(94; 25)
Mittels Lineage tracing wurde bereits im Vorfeld gezeigt, dass TFF2 als Marker fur
Vorlauferzellen des Magens gilt.(100) In dem L2-IL-1B-Mausmodell konnte schlie3lich
nachgewiesen werden, dass im Bereich eines BE eine erhdhte Expression von TFF2
vorliegt.(98) Im Gegensatz dazu stellte sich im Plattenepithel des Osophagus keine

entsprechende Farbung dar, was fir die selektive Detektion des BE spricht. Dabei
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scheint es so zu sein, dass TFF2 vor allem im BE und weniger in dysplastischen
Arealen bzw. im Bereich eines EAC vermehrt exprimiert wird, dass also eine inverse

Beziehung zwischen der TFF2-Expression und dem Karzinomrisiko besteht.(98)

Die Ergebnisse decken sich auch mit der in dieser Arbeit durchgefuhrten Analyse. Bei
Patienten mit BE waren signifikant mehr Krypten positiv auf TFF2 geféarbt als bei
Patienten mit EAC (p<0,0001). In der BE-Gruppe hatten 82% der Patienten mehr als
25% positiv gefarbte Krypten. In der EAC-Gruppe hingegen waren bei 75% der
Patienten weniger als 25% der Krypten positiv gefarbt. Im angrenzenden
Plattenepithel war keine Farbung nachweisbar. TFF2-positive Zellen sind also mit
zunehmendem Malignitatsgrad immer weniger vertreten. Diese Ergebnisse
unterstiitzen die Theorie der inversen Assoziation von TFF2 und dem Malignitats-
risiko. Somit ware anzunehmen, dass das Karzinomrisiko im Falle einer geringen
Expression von TFF2 deutlich erhoht ist. TFF2 kdnnte also als frihzeitiger Marker
eingesetzt werden. Beiim Verlauf verminderter Expression von TFF2 kénnte dement-

sprechend friih eine endoskopische bzw. chirurgische Therapie eingeleitet werden.
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4.2 Diskussion der Ursprungszelle des BE/EAC

Es existieren zahlreiche Studien, die sich mit dem Thema der Ursprungszelle des
Barrett-Osophagus bzw. des EAC beschaftigen. Dabei gibt es unterschiedliche
Modelle, welche weiter oben bereits kurz angeschnitten wurden (Kapitel 1.2). Im

folgenden Abschnitt sollen diese Modelle nochmals diskutiert werden.

Eine Theorie folgt dem Ansatz, dass der Barrett-Osophagus durch eine
Transdifferenzierung des origindren 06sophagealen Plattenepithels entsteht.(38)
Transdifferenzierung bedeutet, dass sich eine bereits ausdifferenzierte Zelle zu einem
anderen Zelltyp differenziert.(38) Dies kann z.B. im Rahmen von Aktivierung oder
Inaktivierung von Transkriptionsfaktoren geschehen.(32) Im Falle des Barrett-
Osophagus kommt es demnach zur Transdifferenzierung einer reifen Plattenepithel-
zelle des Osophagus zu einer Zylinderepithelzelle.(138) Diese Theorie konnte
anhand eines Mausmodells demonstriert werden. Normalerweise entsteht der
Osophagus wahrend der Embryonalentwicklung zunachst aus Zylinderepithel,
welches sich im Lauf der 18. Woche in Plattenepithel umwandelt.(81) Daraus kénnte
man ableiten, dass sich die Zellen der basalen Schicht des plattenepithelialen
Osophagus direkt von Zylinderepithelzellen ableiten. Beim Erwachsenen kénnte man
demzufolge vermuten, dass der Barrett-Osophagus sozusagen durch reverse Trans-
differenzierung, also durch Re-Umwandlung des Plattenepithels zu Zylinderepithel,
entsteht.(38) Als Ausldser gelten unter anderem Umweltreize wie z.B. der Reflux von
saurem Mageninhalt. Allerdings ist bewiesen, dass sich z.B. nach therapeutischer
kompletter Ablation eines Barrett-Osophagus erneut ein Plattenepithel entwickeln

kann, was dieser Theorie demzufolge widerspricht.(6)

Eine andere, von den meisten Forschern favorisierte Theorie ist, dass der Barrett-
Osophagus nicht durch Transdifferenzierung entsteht, sondern sich aus Stammzellen
entwickelt. Jedoch herrscht bislang keine Einigkeit dartber, welche Stammzellen hier-
fur als Ursprungszelle dienen. Laut dem aktuellen Forschungsstand kommen dabei
verschiedene Mdglichkeiten in Frage. Eine Theorie ist, dass diese Stammzellen dem
Osophagus entspringen. Dabei kann es sich zum einen um plattenepitheliale Stamm-
zellen handeln,(1) welche in der basalen Epithelschicht zwischen den Papillen
liegen.(116) Zum anderen wird die Meinung vertreten, dass die Stammzellen aus dem
Halsbereich von submukosen Driisen des Osophagus stammen.(38) Durch einen
Mukosaschaden, z.B. durch anhaltenden Reflux, kommt es zur Aktivierung dieser

plattenepithelialen bzw. submukdsen Stammzellen. Die genauen Mechanismen sind
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allerdings nicht geklart. Es wird davon ausgegangen, dass es durch den Gewebe-
schaden zu einer ,Fehlprogrammierung® der Stammzellen kommt, die in der

Entstehung eines Barrett-Osophagus resultiert (,trans-commitment®).(1)

Andere Forschergruppen sind der Meinung, dass es sich bei der Ursprungszelle des
Barrett-Osophagus um Stammzellen aus dem Knochenmark, sogenannte ,bone
marrow derived stem cells®, handelt.(110; 60) Sarosi et al. fuhrten diesbeziiglich 2008
eine Studie an Ratten durch.(110) Dabei erhielten weibliche Ratten nach Verab-
reichung einer tddlichen Bestrahlungsdosis eine Transplantation von Knochenmark-
Stammzellen mannlicher Ratten. Diese Stammzellen konnten im Verlauf anhand des
Y-Chromosoms sicher von denen der weiblichen Ratten unterschieden werden. Die
weiblichen Ratten erhielten eine Osophagojejunostomie, wodurch es zu verstarktem
Reflux und zur Entwicklung einer intestinalen Metaplasie kam. Mittels FISH-Analyse
konnte in knapp der Halfte der plattenepithelialen Zellen ein Y-Chromosom, und damit
die Abstammung von den maénnlichen Ratten nachgewiesen werden. Ahnliche
Ergebnisse konnten in einer weiteren Studie demonstriert werden, als bei einer
mannlichen Maus nach Transplantation von Knochenmark-Stammzellen eines
Weibchens eben diese Zellen im Bereich eines EAC nachgewiesen werden
konnten.(138) Allerdings handelt es sich hierbei nur um einen Nachweis am Tier-
Modell. Inwieweit diese Ergebnisse auf den Menschen Ubertragbar sind und ob die
Stammzellen aus dem Knochenmark tatsachlich mafigeblich an der Entwicklung

eines Barrett-Osophagus beteiligt sind, bleibt noch zu klaren.

Ein weiteres Modell besagt, dass der Barrett-Osophagus durch Migration von Stamm-
zellen aus dem gastroosophagealen Ubergang bzw. der Kardia entsteht.(98) Durch
den anhaltenden Reflux von saurem Mageninhalt und Gallensauren kann es durch
oxidativen Stress zur Bildung freier Radikale, und damit zu DNA-Schéaden
kommen.(46) Andererseits entstehen durch das saure Refluat Entzindungs-
reaktionen und Mikrotraumata der Schleimhaut. Dies bewirkt die Ausschittung von
Signalmolekilen (z.B. Zytokine), um die Wundheilung zu initiieren. In dem o.g. L2-IL-
1B-Mausmodell zeigte sich, dass durch die vermehrte Ausschittung von IL1B und IL6
Stammzellen aktiviert werden, um den entstandenen Mukosadefekt zu beheben.(97)
Des Weiteren konnte belegt werden, dass Lgr5-positive Zellen als Stammzellen im
Bereich der Kardia fungieren.(97) In dem L2-IL-1B-Mausmodell konnten bei der
immunhistochemischen Aufarbeitung ebenfalls Lgr5-positive Zellen im BE nach-
gewiesen werden. Dies lasst vermuten, dass Lgr5-positive Zellen aus der Kardia
moglicherweise als Ursprungszellen fir den BE und damit auch das EAC in Frage

kommen. Es stellte sich auRerdem eine vermehrte Expression von Krt19 und TFF2
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dar, welche beide u.a. als Marker fur Progenitorzellen des Magens gelten.(97) Diese
beiden Marker sind normalerweise nicht im 0Osophagealen Plattenepithel
nachweisbar. Dies ist ein weiterer Hinweis dafiir, dass die Ursprungszelle des BE
nicht aus dem dsophagealen Plattenepithel stammt, sondern von Stammzellen aus
der Kardia. Bislang konnte, au3er durch gezielte Veranderung der Transkriptions-
faktoren, weder im Mausmodell, noch am Menschen eine De-Differenzierung einer
bereits differenzierten Zelle nachgewiesen werden.(97) Dies unterstitzt die Theorie,
dass es sich bei den Stammzellen aus der Kardia, welche auf die Ausbildung eines
Zylinderepithels programmiert sind, um die Ursprungszellen des BE handelt. In einer
anderen Arbeit konnte belegt werden, dass Stammzellen aus dem Bereich des
gastrodsophagealen Ubergangs als Ursprungszellen des BE in Frage kommen.(98)
In der Studie kam es bei p63-Knockout-Mausen zu einer raschen Entwicklung einer
intestinalen Metaplasie, welche von Seiten der Genexpression dem BE sehr &hnlich
ist. p63 gilt als wichtiger Regulator bei der Aufrechterhaltung der Stammzellpopulation
mehrschichtiger Epithelien, wie z.B. dem Osophagus.(138) Als Ursprungszellen
konnten dabei embryogene Vorlauferzellen identifiziert werden, welche nach der
Geburt normalerweise ausschlieRlich am gastroésophagealen Ubergang zu finden
sind.(138)

Letztendlich lasst sich jedoch sagen, dass die meisten Theorien auf Tiermodellen
aufbauen und noch keine dieser Stammzellen am Menschen zweifelsfrei als
Ursprungszelle des BE identifiziert werden konnte. Mdglicherweise entsteht der BE
auch durch ein Zusammenspiel verschiedener Faktoren und Zellen — es bleiben also

weiter viele Fragen offen.
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Abbildung 48: Schematische Darstellung der Entwicklung eines BE. Durch eine im
Osophagus hervorgerufene Entziindungsreaktion kommt es zur Migration von
zylinderepithelialen Vorlauferzellen aus dem proximalen Magen in den Osophagus.
(A) Im originaren Osophagus entspricht der Ubergang von Plattenepithel zu
Zylinderepithel (squamocolumnar junction, SCJ) dem anatomischen Ubergang von
Osophagus zu Magen (gastroésophagealer Ubergang). In orange sind Stammzellen
im proximalen Magen dargestellt. (B) Durch galligen Reflux, zusammen mit einem
gestdrten Gleichgewicht im Bereich der Stammzellnische, kommt es zur Expansion
von zylinderepithelialen Vorlauferzellen in Richtung Osophagus. Das neu
entstandene Epithel &hnelt hierbei vom histologischen Erscheinungsbild dem des
proximalen Magens. (C) Im Laufe der Zeit entwickelt sich aus dem Ubergangsepithel

ein Zylinderepithel mit zunehmender Expression von schleimbildenden Zellen.(99)
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bzw. EAC (modifiziert nach Ahrens et al. (1))
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5 Zusammenfassung

Die Inzidenz des Barrett-Karzinoms ist in den letzten Jahrzehnten rapide
angestiegen. Die genaue Ursache hierfir ist bislang nicht geklart. Durch Reflux von
saurem Mageninhalt bzw. galligem Reflux in den Osophagus wird dort eine
Entzindungsreaktion hervorgerufen. Dadurch kann es durch Umwandlung des origi-
naren Plattenepithels zur Ausbildung einer Metaplasie kommen, dem so genannten
Barrett-Osophagus.(99) Im Verlauf kann sich hieraus tiber die Zwischenstufen einer
IgIEN bzw. hglEN ein EAC entwickeln. Beziglich der genauen molekulargenetischen
Entstehung sowie Identifizierung der Ursprungszelle des BE sind allerdings noch viele
Fragen offen. Nach aktuellem Forschungsstand kommen wie oben beschrieben
neben dem Transdifferenzierungsmodell verschiedene Stammzellen als Ursprungs-
zelle eines EAC in Frage (vgl. Kapitel 4.2.).(32) Dazu gehdren unter anderem Stamm-
zellen aus dem Plattenepithel sowie submukosen Driisen des Osophagus.(38; 1)
AuBerdem wird die Rolle von Stammzellen aus dem Knochenmark (bone-marrow
derived stem-cells) (110; 60) sowie aus dem Bereich des gastrobésophagealen
Ubergangs bzw. der Kardia diskutiert.(98) Meist proliferieren diese Stammzellen nur
langsam, was es schwierig macht, einen entsprechenden Marker dafir zu finden.
Normalerweise ruhen gewebespezifische Stammzellen im Bereich ihrer Stammzell-
nischen.(97) Dieses Mikromilieu kann durch anhaltende Noxen empfindlich gestort
werden. Es kann zu einer genomischen Instabilitat kommen, was schlief3lich in der
Entstehung eines EAC resultieren kann.(99) Die Aktivierung der Stammzellen und
damit deren Proliferation und Differenzierung wird durch verschiedene Signalwege
gesteuert. Uber den Wnt-Signalweg wird z.B. die Expression von Cdx1, Cdx2, Math1
und Sox9 gesteuert.(32) Durch Aktivierung des NFkB-Signalweges erfolgt ebenso die
vermehrte Expression von Cdx1 und Cdx2. Der Notch-Signalweg wiederum reguliert
zum einen die Expression von Math1 und interagiert ebenso mit Cdx2.(32) Dies sind
nur Beispiele fir das enge Zusammenspiel der einzelnen Signalwege, wobei es eine
groRe Herausforderung bleiben wird, die molekulargenetischen Zusammenhange

vollstandig zu entschliisseln.

Von den zahlreichen zur Prognosebestimmung des BE entwickelten Biomarkern
konnte bislang keiner vollends im klinischen Alltag etabliert werden. Diese Arbeit zeigt
jedoch, dass durch Kombination verschiedener immunhistochemischer Marker
(GC-Ratio, Notchl, Lgr5, Dclkl, TFF2) eine bessere Einschatzung der Prognose
gelingen kann. Demzufolge sinkt z.B. die Anzahl der Becherzellen mit zunehmendem

Dysplasie-Grad. Die GC-Ratio ware somit ein Kriterium, anhand dessen zwischen
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einem BE ohne Dysplasie und einem BE mit zunehmender Dysplasie unterschieden
werden kann. Ebenso waren TFF2-positive Zellen mit zunehmendem Malignitatsgrad
immer weniger vertreten, es besteht also eine inverse Korrelation zwischen der TFF2-
Expression und dem Karzinomrisiko. Laut der Studie von Schellnegger et al. ist auch
die Expression von Dclkl mit zunehmendem Dysplasie-Grad immer geringer
ausgepragt.(114) Dclkl kdnnte also als Marker etabliert werden, um eine beginnende
Dysplasie zu detektieren. Lgr5 hingegen stellt sich im Verlaufe der Entwicklung eines
EAC mit zunehmender Intensitat dar, wobei eine erhdhte Lgr5-Expression mit einer
verminderten Uberlebenszeit einhergeht.(14) Die immunhistochemische Farbung von
Notchl und Lgr5 war aufgrund technischer Schwierigkeiten in dieser Arbeit nur
eingeschrankt beurteilbar. Es zeigte sich allerdings in einer Studie von Quante et al.,
dass eine gesteigerte Expression von Notch1 mit einer verminderten Zahl an Becher-
zellen einhergeht und dass dementsprechend beim EAC eine erhohte Notch-
Expression besteht.(98) Hier kdnnte Uber den Einsatz eines y-Secretase-Inhibitors

der Progress des BE zum EAC zumindest verzégert werden.

Die bei Diagnose eines BE bisher durchgefiihrten Surveillance-Endoskopien sind fur
die Patienten sehr belastend. Sie unterliegen zudem einer hohen Intra- und
Interobserver-Varianz und sind nicht zuletzt sehr zeitaufwendig und kostspielig. Durch
Einsatz der o.g. immunhistochemischen Marker kdnnten Patienten, bei denen ein
erhohtes Risiko fiir einen Krankheitsprogress besteht, gezielter in Surveillance-
Endoskopien eingeschlossen werden. Des Weiteren konnte bei Hinweisen auf einen
Progress des BE zum EAC frihzeitig eine endoskopische bzw. chirurgische Therapie
eingeleitet und somit die Prognose deutlich verbessert werden. Es bleibt jedoch zu
sagen, dass die Diagnosekriterien und damit auch die Einschlusskriterien in die
Surveillance-Endoskopien insgesamt kritisch hinterfragt werden mussen, da weiter-
hin Uneinigkeit Gber die genaue Definition des Barrett-Osophagus besteht. In
Deutschland und den USA ist bislang das Vorliegen einer intestinalen Metaplasie mit
Becherzellen erforderlich, im Gegensatz zu z.B. England und Japan.(140; 132)
Mehrere Studien haben jedoch mittlerweile ergeben, dass sich ein BE auch auf dem
Boden eines metaplastischen Epithels ohne Becherzellen entwickeln kann.(65; 130)
Diesbeziglich besteht also dringend weiterer Forschungsbedarf, um endlich eine
klare Richtlinie in der Diagnosestellung und ein einheitliches Procedere beziglich der

Surveillance-Endoskopien und Therapiemdglichkeiten zu gewéhrleisten.
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Anhang

Anhang
Geschlecht Alter D"i“"at GC-Ratio vorherggsagte .
(1=m, 2=w) (Jahre) (0=BE, (Mittelwert) Wahrschelnllc_:hker[
' 1=EAC) (altersadaptiert)
1 53 0 0,573 0,468
1 48 0 0,159 0,732
2 46 0 0,335 0,616
1 71 0 0,658 0,460
1 79 0 0,495 0,600
1 78 0 0,286 0,730
1 48 0 0,299 0,646
1 67 0 0,719 0,406
1 68 0 0,574 0,512
1 61 0 0,354 0,645
1 67 0 0,369 0,651
2 45 0 0,463 0,523
1 66 0 0,679 0,431
1 62 0 0,373 0,635
2 76 0 0,334 0,697
1 68 0 0,516 0,553
2 48 0 0,832 0,282
2 75 0 0,108 0,813
2 56 0 0,861 0,285
1 66 1 0,776 0,364
1 63 1 0,284 0,695
1 77 1 0,040 0,844
1 51 1 0,000 0,817
1 54 1 0,052 0,800
1 77 1 0,322 0,707
1 58 1 0,555 0,496
1 39 1 0,145 0,718
1 44 1 0,089 0,761
2 61 1 0,285 0,689
1 70 1 0,212 0,753
1 48 1 0,049 0,789
1 81 1 0,592 0,538
1 62 1 0,048 0,816
1 58 1 0,000 0,829
1 76 1 0,112 0,813
1 88 1 0,039 0,861
2 78 1 0,157 0,797
1 69 1 0,683 0,437
1 59 1 0,700 0,396
1 49 1 0,386 0,590
2 36 1 0,660 0,359
1 79 1 0,276 0,738
1 79 1 0,064 0,838
1 70 1 0,194 0,762
1 72 1 0,364 0,668
1 69 1 0,639 0,468
1 63 1 0,447 0,587
1 59 1 0,713 0,387
1 66 1 0,346 0,664
1 70 1 0,502 0,569

GC-Ratio (Mittelwert) und vorhergesagte altersadaptierte Wahrscheinlichkeit bei
Patienten mit BE bzw. EAC
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Anhang

Dignitat vorhergesagte
Gomoem | (aeey (0=BE, Seote | Wahrscheinlichkeit
' 1=EAC) (altersadaptiert)
1 53 0 3 0,565
2 46 0 4 0,407
1 71 0 4 0,435
1 79 0 4 0,444
1 78 0 4 0,443
1 68 0 4 0,431
1 61 0 4 0,424
1 67 0 4 0,430
2 45 0 4 0,406
1 66 0 4 0,429
1 62 0 4 0,425
2 76 0 0 0,899
1 68 0 1 0,824
2 48 0 3 0,560
2 75 0 3 0,590
2 56 0 1 0,816
1 63 1 4 0,426
1 77 1 2 0,727
1 54 1 2 0,706
1 77 1 4 0,441
1 58 1 3 0,571
1 44 1 3 0,555
2 61 1 1 0,819
1 70 1 4 0,434
1 48 1 1 0,811
1 81 1 3 0,596
1 62 1 3 0,575
1 76 1 4 0,440
2 78 1 1 0,831
1 69 1 2 0,720
1 59 1 2 0,710
1 49 1 1 0,811
2 36 1 4 0,396
1 79 1 3 0,594
1 70 1 1 0,825
1 72 1 2 0,722
1 69 1 1 0,825
1 63 1 3 0,576
1 59 1 1 0,818
1 66 1 2 0,717
1 70 1 1 0,825

Score Notchl (1-4) und vorhergesagte altersadaptierte Wahrscheinlichkeit bei
Patienten mit BE bzw. EAC
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Anhang

Dignitat vorhergesagte
Gomoem | (aeey (0=BE, T Wahrscheinlichkeit
' 1=EAC) (altersadaptiert)
1 53 0 1 0,544
1 48 0 0 0,471
2 46 0 2 0,640
1 71 0 3 0,665
1 79 0 0 0,402
1 78 0 3 0,651
1 48 0 1 0,555
1 67 0 3 0,673
1 68 0 1 0,510
1 61 0 0 0,442
1 67 0 0 0,428
2 45 0 1 0,562
1 66 0 0 0,431
1 62 0 1 0,524
2 76 0 0 0,408
1 68 0 2 0,593
2 48 0 3 0,710
2 75 0 1 0,494
1 63 1 2 0,604
1 77 1 2 0,573
1 54 1 3 0,699
1 77 1 2 0,573
1 58 1 1 0,533
1 39 1 3 0,727
1 44 1 3 0,718
2 61 1 3 0,685
1 70 1 0 0,422
1 48 1 2 0,636
1 81 1 3 0,645
1 76 1 1 0,492
2 78 1 2 0,571
1 69 1 0 0,424
1 59 1 0 0,446
1 49 1 0 0,469
2 36 1 3 0,732
1 79 1 2 0,569
1 70 1 2 0,589
1 72 1 2 0,584
1 63 1 2 0,604
1 70 1 0 0,422

Score Lgr5 (1-3) und vorhergesagte altersadaptierte Wahrscheinlichkeit bei Patienten
mit BE bzw. EAC
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Anhang

Dignitat vorhergesagte
Gomoem | (aeey (0=BE, Soore Wahrscheinlichkeit
' 1=EAC) (altersadaptiert)
1 53 0 0 0,117
1 48 0 0 0,111
2 46 0 1 0,495
1 71 0 1 0,578
1 79 0 0 0,158
1 48 0 0 0,111
1 67 0 0 0,138
1 66 0 1 0,561
1 68 0 1 0,568
2 48 0 2 0,891
2 75 0 2 0,921
2 56 0 1 0,528
1 63 1 1 0,552
1 77 1 1 0,597
1 54 1 2 0,898
1 77 1 2 0,923
1 58 1 2 0,903
1 39 1 1 0,472
1 44 1 1 0,489
1 70 1 2 0,916
1 48 1 2 0,891
1 81 1 2 0,927
2 78 1 3 0,990
1 69 1 1 0,571
1 59 1 1 0,538
1 49 1 2 0,892
2 36 1 2 0,874
1 79 1 2 0,925
1 79 1 1 0,603
1 70 1 3 0,989
1 72 1 2 0,918
1 69 1 1 0,571
1 63 1 2 0,909
1 59 1 3 0,987
1 66 1 2 0,912
1 70 1 1 0,574

Score Dclkl (1-3) und vorhergesagte altersadaptierte Wahrscheinlichkeit bei
Patienten mit BE bzw. EAC
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Anhang

Dignitat vorhergesagte
Gomoem | (aeey (0=BE, Score Wahrscheinlichkeit
' 1=EAC) (altersadaptiert)
1 53 0 3 0,183
1 48 0 2 0,499
2 46 0 4 0,049
1 71 0 1 0,804
1 79 0 2 0,477
1 78 0 4 0,045
1 67 0 4 0,047
1 68 0 2 0,485
1 61 0 2 0,490
1 67 0 1 0,806
2 45 0 3 0,186
1 66 0 2 0,487
1 62 0 2 0,489
1 68 0 0 0,948
2 48 0 3 0,185
2 75 0 4 0,046
2 56 0 2 0,494
1 63 1 1 0,808
1 77 1 2 0,479
1 54 1 3 0,183
1 77 1 1 0,801
1 58 1 1 0,810
1 39 1 1 0,818
1 44 1 2 0,502
2 61 1 1 0,808
1 70 1 1 0,804
1 48 1 2 0,499
1 81 1 2 0,476
1 76 1 1 0,802
2 78 1 1 0,801
1 69 1 1 0,805
1 59 1 1 0,809
2 36 1 1 0,819
1 79 1 1 0,800
1 79 1 1 0,800
1 70 1 1 0,804
1 72 1 2 0,482
1 63 1 1 0,808
1 59 1 0 0,949
1 66 1 1 0,806
1 70 1 1 0,804

Score TFF2 (1-4) und vorhergesagte altersadaptierte Wahrscheinlichkeit bei
Patienten mit BE bzw. EAC
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