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1. EINLEITUNG

1.1 DER BARRETT-OSOPHAGUS

1.1.1 HISTORISCHES ZUM BARRETT-OSOPHAGUS

Der Barrett-Osophagus hat seinen Namen von dem britischen Chirurgen Norman Barrett, der
1950 die Veridnderungen als erster beschrieb. In der Veroffentlichung ,Chronic peptic ulcer of
the oesophagus and oesophagitis’ untersuchte er Sektionsprédparate von Patienten, die an einer
Ulkusperforation oder Ulkusblutung gestorben waren. Zunéchst war er der Ansicht, dass die
von Zylinderepithel des Magens umgebenen Ulzera der Speiserdhre durch hochgezogene
Magenanteile nur scheinbar im Osophagus lokalisiert waren. So nannte er diese Verinderung
auch zunichst ,Endobrachy6sophagus’ unter der Vermutung, dass die Verlagerung von
Magenanteilen in das Mediastinum eine Ulkusbildung fordert (Barrett NR, 1950).

In einer folgenden Verdffentlichung 1957 unter dem Namen ,The lower esophagus lined by
columnar epithelium’ hatte Barrett inzwischen festgestellt, dass das untersuchte
Zylinderepithel vom gastro-dsophagealen Ubergang in einem kontinuierlichen Strang nach
oral zieht. In dieser Arbeit fiihrte er das Auftreten des Zylinderepithels nicht mehr auf eine
Verlagerung des Magens zuriick sondern auf einen fehlerhaften Prozess in der Embryogenese

des Osophagus (Barrett NR, 1957).

Cohen et al. konnten 1963 in ihrer Arbeit bestétigen, dass das bis ins Mediastinum reichende
Zylinderepithel originir aus dem Osophagus stammt und nicht aus dem Magen. Den Beweis
fiihrten sie durch den Nachweis einer kontinuierlichen Peristaltik ohne Unterbrechung am
Ubergang von Plattenepithel zum Zylinderepithel im distalen Osophagus (Cohen et al. 1963).
Den Zusammenhang zwischen dem Barrett-Osophagus und dem Adenokarzinom der
Speiserdhre beschrieben erstmals Naef und Savary 1972. Sie werteten 4950 endoskopische
Untersuchungen des Osophagus aus, die im Zeitraum von 1963 bis 1971 in den Spittilern von
Yverdon und Lausanne in der Schweiz durchgefiihrt wurden. In ihrer Untersuchung zeigten
62 Patienten einen mit Zylinderepithel ausgekleideten distalen Osophagus. Davon wiesen 57
Patienten eine Osophagitis und 59 eine Hiatushernie auf. Ein Adenokarzinom fanden sie in 9
der 62 Fille (Naef AP, Savary M, 1972).

Erste Hinweise zur Pathogenese des Barrett-Osophagus lieferten Iascone et al. im Jahr 1983.

Sie zeigten, dass ein erniedrigter Druck des unteren Osophagealen Sphinkters und eine

-6-




gesteigerte Siureexposition der distalen Speiserohre bei Patienten sowohl mit einer
Osophagitis als auch mit einem Barrett-Osophagus zu finden ist. Im Vergleich zum
asymptomatischen Vergleichskollektiv zeigten alle diese Patienten einen geringeren
Sphinkterdruck und eine erhohte Sédureexposition. Sie postulierten, dass sowohl die
Refluxosophagitis als auch der Barrett-Osophagus die Folge der gesteigerten Siureeinwirkung
auf die von Plattenepithel ausgekleidete Osophagusmukosa sind. Eine mogliche Therapie
wire demzufolge das Wiederherstellen des physiologischen Sphinkterdruckes (lascone C et
al., 1983).

In einem Tierexperiment lieferten Bremner et al. schon 1970 einen Beweis fiir die
Zylinderepithelmetaplasie als Reaktion auf eine erhohte Sdureexposition. Sie entfernten 35
Hunden operativ die Mukosa des distalen Osophagus und teilten sie nach An- oder
Abwesenheit eines gastrodosophagealen Refluxes und einer gastralen Hypersekretion in 3
Gruppen ein. Im Rahmen der Kontrolle der Reepithelialisierung 425 Tage nach der Operation
stellten sie fest, dass ohne Reflux wieder Plattenepithel entstand. Dagegen wiesen die Hunde
mit Reflux oder gastraler Hypersekretion einen von Zylinderepithel ausgekleideten distalen
Osophagus auf (Bremner CG et al., 1970).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass Norman Barrett 1950 den Grundstein fiir
intensive Forschungsarbeit auf dem Gebiet des nach ihm benannten Barrett-Osophagus gelegt
hat. Der Begriff ,Barrett-Osophagus’ hat sich mittlerweile als Synonym fiir die Metaplasie des

Plattenepithels des distalen Osophagus in spezialisiertes intestinales Epithel etabliert.

1.1.2 DEFINITION DES BARRETT-OSOPHAGUS

Laut der aktuellen Definition des American College of Gastroenterology handelt es sich bei
dem Barrett-Osophagus um eine intestinale Metaplasie der Osophagusschleimhaut gleich
welcher Linge, die (1) endoskopisch erkennbar ist und (2) durch Gewebeproben histologisch
bestdtigt werden kann. Ein Folge dieser Definition ist, dass der Pathologe allein nicht mehr
die Diagnose des Barrett-Osophagus stellen kann, wenn keine makroskopischen
Schleimhautverinderungen vorliegen (Wang KK et al., 2008).

In einem relativ aktuellen Review iiber Diagnose und Management des Barrett-Osophagus
sind Sharma et al. (2004) iibereingekommen, dass multiple und systematische Biopsien
durchgefiihrt werden miissen, um die Diagnose des Barrett-Osophagus zu etablieren (Sharma

P et al., 2004).



Der Barrett-Osophagus weist oberhalb der Angina diaphragmatica statt Plattenepithel ein
gastrales und/oder intestinales Zylinderepithel auf. Pathogenetisch liegt ihm eine
Refluxosophagitis zugrunde, die eine Zerstorung des urspriinglichen 6sophagealen
Plattenepithels zur Folge hat. Da die ,Barrett-Metaplasie“ einen Risikofaktor fiir die
Entwicklung eines Adenokarzinoms, des Barrettkarzinoms, darstellt, ist sie haufig
Gegenstand der Forschung.

Die gastro-0sophageale Refluxerkrankung (GERD = gastro-esophageal-reflux-disease) gehort
zu den hidufigsten Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes. Epidemiologische Studien
zeigen, dass bis zu 15% der Bevolkerung mindestens einmal pro Woche und etwa 7 % téglich
an Sodbrennen leiden (Goyal RK, 2003).

Das Vorliegen einer intestinalen Metaplasie bei Patienten mit symptomatischem Reflux wird
auf vier bis zehn Prozent geschitzt. Der Barrett-Osophagus zeigt eine deutliche Pridominanz
fiir weile Minner. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei etwa 50 Jahren. Insgesamt nimmt

die Privalenz mit steigendem Alter zu (Iacobuzio-Donahue CA et al., 2005).

1.1.3 PATHOGENESE DES BARRETT-OSOPHAGUS

Zur gastrodosophagealen Refluxerkrankung kommt es durch einen insuffizienten Verschluss
am gastroosophagealen Ubergang und damit zu einem Reflux von Magensiure und anderen
Mageninhalten in den Osophagus. In diesem Fall konnen die Schutzmechanismen der Mukosa
den durch Magensdure, Pepsin und Gallenfliissigkeit hervorgerufenen Schleimhautschiden
nicht mehr ausreichend entgegenwirken. Es kommt zu einer Metaplasie, einer Umwandlung
von ausdifferenziertem Gewebe eines bestimmten Typs in ein differenziertes Gewebe eines
anderen Typs.

Die Pathogenese der Metaplasie im Barrett-Osophagus ist nicht vollstindig geklirt. Es ist sehr
unwahrscheinlich, dass das Plattenepithel des Osophagus sich direkt in ein Zylinderepithel
umwandelt. Wesentlich wahrscheinlicher ist die Theorie, dass chronische Schiddigungen des
Epithels durch Sdure- oder Gallereflux gesetzt werden und das Zylinderepithel sich im
Rahmen der Reepithelialisierung bildet. Moglicherweise fithrt die saure Komponente des
Refluxes zur initialen Erosion, und die alkalische Komponente (Gallenfliissigkeit) startet den
reparativen Prozess. Als Ursprung gelten hier die sich umwandelnden pluripotenten

Stammzellen der geschidigten Mukosa (Iacobuzio-Donahue CA et al., 2005).



Die chronische Schidigung eines Wechselgewebes fithrt zur Umwandlung von Reservezellen
mit ,.hoher prospektiver Potenz* in ein physikalisch-chemisch resistenteres Gewebe, wobei es
aber einen Teil seiner urspriinglichen Funktion einbiifit. In diesem Fall stellt die Metaplasie
eine Regenerationssonderform dar, die nicht auf einer Defektheilung beruht, sondern in einem
Defektzustand endet.
Als  Antirefluxmechanismus ~ spielen der untere Osophagussphinkter (UOS), die
Zwerchfellschenkel und die anatomische Lage des gastrodophagealen Uberganges unterhalb
des Zwerchfells eine Rolle. Neben der insuffizienten Barriere tragen folgende Faktoren zum
Riickfluf} bei (Odze RD et al., 2003):
e FErhohte Magenvolumina (nach Mahlzeiten, bei pylorischer Obstruktion, gastraler
Stase (verzogerte Magenentleerung), Hypersekretion von Magensiure)
e Riumliche Nihe des Mageninhaltes zum gastrodsophagealen Ubergang (Liegen,
Biicken, Vorliegen einer Hiatushernie..)

¢ Erhohter intragastraler Druck (Schwangerschaft, Adipositas, Aszites)

1.1.2 PATHOLOGIE DES BARRETT-OSOPHAGUS

Wiihrend endoskopischer Inspektion erscheint die Barrettschleimhaut makroskopisch als eine
zungen- oder fleckformige rotlich-lachsfarbene Schleimhautveridnderung, die vom gastro-
osophagealen Ubergang ausgeht. Erstreckt sich eine solche ,Zunge’ iiber eine Linge von
weniger als 3 cm, spricht von einem ,short-segment-Barrett’. Finden sich Verdnderungen auf
einer Linge von 3 cm oder mehr handelt es sich um ,long-segment-Barrett’. Diese
Unterscheidung ist relevant, da das Karzinomrisiko des ,long-segment-Barrett’ gegeniiber
dem ,short-segment-Barrett” deutlich erhoht ist (Iacobuzio-Donahue CA et al., 2005).

Mikroskopisch zeigt sich eine Zusammensetzung des metaplastischen Areals aus

verschiedenen Epitheltypen, darunter Becherzellen und hochprismatische Zellen, die identisch
mit der gastrointestinalen Metaplasie Typ II und III sind. Selten findet sich auch eine
komplette intestinale Metaplasie mit sowohl sekretorischen als auch absorptiven Zellen (Typ-

[-Metaplasie) (Werner et al., 2006).



Abb.1 und 2: Barrett-Mucosa, HE, 100fach und Barrett-Epithel, AB-PAS, 75fach

Der Prozess der Karzinogenese in der Barrett-Mucosa lduft mehrstufig ab. In der
metaplastisch veridnderten Schleimhaut konnen Dysplasien entstehen. Diese Dysplasien
werden als maligne Vorliduferldsionen bezeichnet. In der Nomenklatur verwendet man zurzeit
die Begriffe ,low-grade-IEN’ (IntraEpitheliale Neoplasie) und ,high-grade-IEN'. Zuvor
sprach man lange Zeit von den low- und high-grade-Dysplasien.
Fiir den klinischen Gebrauch unterscheiden die Pathologen zwischen 5 Gruppen (lacobuzio-
Donahue CA et al., 2005):

¢ Barrett-Osophagus ohne IEN

e Barrett-Osophagus ohne sichere Zeichen einer IEN (indefinite for Dysplasia)

¢ Barrett-Osophagus mit low-grade-IEN

e Barrett-Osophagus mit high-grade-IEN

o Adenokarzinom

Barrett-Osophagus ohne sichere Zeichen einer IEN wurde als mogliche Einteilung neu

eingefithrt, um solche Fille einzuordnen, die in den tieferen Anteilen der Mukosa
fortgeschrittene zytologische Verdnderungen zeigen, die auf eine mogliche low-grade-IEN

verdéchtig sind, sich zur Oberflédche hin jedoch wieder normalisieren.
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Die low-grade-1EN ist durch eine weitgehend erhaltene Kryptenarchitektur gekennzeichnet,

die leichte Distorsionen aufweisen kann. Das Epithel scheint iiberwiegend basal der Krypten
mehrreihig zu sein durch die unterschiedlichen Lagen der Zellkerne. Die Zellkerne sind
vergroBlert und hyperchromatisch. Die Zellen liegen dichter als normal beieinander. Mitosen
sind in allen Driisenabschnitten zu beobachten. Die Schleimbildung ist vermindert und kann
sogar fehlen.

Bei der Abgrenzung der low-grade-IEN von Kernanomalien bei Entziindungen und
Ulzerationen ist es wichtig, dass die echte Dysplasie hauptsichlich die oberen
Driisenabschnitte und die Schleimhautoberfldche betrifft. Nichtneoplastische, reaktive
Epithelveridnderungen bleiben auf die unteren Driisenabschnitte beschrinkt (Levin et al.,

1993).
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Abb.4: Barrett-Epithel mit low-grade-1EN, HE, 10fach

Bei der high-grade-IEN ist die Kryptenarchitektur stirker gestort als bei der low-grade-1EN.

Hier finden sich stirkere Distorsionen, Verzweigungen und Knospenbildungen von Driisen
mit intraglanduldren Briickenbildungen von Epithelien, kribriformen Strukturen und eng
beieinander liegenden Driisen. Benachbarte Zellkerne liegen nicht auf gleicher Hohe, so dass
der Eindruck einer Mehrreihigkeit entsteht. Dieser Sachverhalt ist ebenso im Ubergang zum
Oberfliachenepithel zu erkennen d.h. nicht nur basal der Krypten. Der Verlust der
Kernpolaritit ist ein weiters Kriterium fiir die Diagnose einer high-grade-IEN. Die Kerne sind
noch groBer als bei der low-grade-IEN und weisen eine noch hohere Variabilitidt in Form und
Anfirbbarkeit auf. Auller der Schleimdepletion der Becherzellen finden sich so genannte
dystrophische Becherzellen mit retronukledren Schleimvakuolen. High-Grade-Dysplasien mit
kibriformen Strukturen konnen manchmal nur sehr schwer von einem Karzinom abgegrenzt

werden, weil high-grade-IEN ebenfalls atypische Mitosen aufweisen.
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Abb. 5: Barrett-Epithel mit high-grade-IEN, HE, 10fach

Ein gemeinsames Vorkommen des Barrett-Syndroms mit high-grade-IEN kann zur
Entwicklung von Adenomen fiihren, die aus dysplastischen Epithelien bestehen. Obwohl der
Grad der Dysplasie flusszytometrisch nicht immer mit dem Grad der Aneuploidie parallel
einhergehen soll, wird doch eine zunehmende Aneuploidie des Barrett-Epithels festgestellt.
Dies ist ein Ausdruck fiir eine neoplastische Transformation, mit der ein erhohtes
Karzinomrisiko einhergeht. Besonders schwere dysplastische Verdnderungen sind oft in der
Nachbarschaft eines Adenokarzinoms nachzuweisen. Aufgrund dessen wird von vielen
Arzten schon eine high-grade-IEN als Indikation fiir eine Osophagusresektion angesehen

(Buttar et al., 2001).

-13-



1.1.3 KLINIK DES BARRETT-OSOPHAGUS

Der Barrett-Osophagus an sich fiihrt zu keinerlei Beschwerden des Patienten abgesehen von
den Symptomen, die durch den assoziierten chronischen Sdurereflux ausgelost werden. Es
wird sogar berichtet, dass Patienten mit nachgewiesener Metaplasie einen Riickgang der
klinischen Symptomatik beschreiben (Iacobuzio-Donahue CA et al., 2005).

Sodbrennen ist ein charakteristisches Symptom der Refluxdsophagitis. Es kann mit
Regurgitationen oder dem Gefiihl, eine warme Fliissigkeit steige im Rachen auf, assoziiert
sein. Es ist heftiger nach dem Essen und wird durch Biicken, korperliche Anstrengung oder
liegende Position verstirkt. Bei einigen Patienten kommt es zu Angina pectoris-dhnlichen
,atypischen’ Thoraxschmerzen.

Bei etwa 10% der Patienten mit unbehandelter GERD bilden sich peptische Strikturen als
Folge einer das Osophageale Lumen einengenden Fibrose. Hierdurch kommt es zu
Schluckbeschwerden und Regurgitationen. Eine erosive Osophagitis kann zu Blutungen
fithren.

Steigt das zuriickgeflossene Material bis in den zervikalen Osophagus auf und iiberwindet es
den oberen Osophagussphinkter (OOS), kann es durch Ubertritt in Larynx, Pharynx und
Trachea zu chronischem Husten, Bronchokonstriktion, Pharyngitis, Laryngitis und Bronchitis

fiihren (Goyal RK, 2003).

1.14 DIAGNOSTIK DES BARRETT-OSOPHAGUS

Bei der erosiven Osophagits kommt es zu endoskopisch sichtbaren, leicht verletzbaren
Schleimhautldsionen, Rotungen, Blutungen, oberflichlichen linearen Ulzerationen und
Exsudationen. Das endoskopische Bild kann jedoch auch unauffillig sein. In diesem Fall kann
der Bernsteintest zum Nachweis einer Refluxdsophagitis bei unauffilliger Osophagoskopie
trotz anamnestisch ausgeprigter Refluxsymptomatik durchgefiihrt werden. Hierfiir werden
zum einen 0,1 n Salzsdure und zum anderen physiologische Kochsalzlosung in die
Speiserohre appliziert. Bei Patienten mit einer Refluxdsophagitis wird durch die Salzsdure
Sodbrennen ausgelost nicht aber durch Kochsalzlosung. Bei Gesunden fiihrt auch die
Salzsdurelosung nicht zu Beschwerden.

Der sensitivste Test fiir die Diagnose GERD bei Patienten mit symptomatischem Reflux ohne

endoskopischen Nachweis einer Osophagitis ist daher die ambulante 24h-pH-Metrie. Bei
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dieser kontinuierlichen pH-Messung ist ein pH-Wert kleiner 4 oberhalb des
OsophagusschlieBmuskels beweisend fiir einen pathologischen Reflux.

Methoden zur optischen Erkennung (z.B. Chromoendoskopie) von Dysplasien wihrend der
endoskopischen Untersuchung werden an groeren Zentren bereits eingesetzt und stellen in
den Hinden eines in dieser Methode erfahrenen Diagnostikers ein sehr gutes Verfahren zur

makroskopischen Darstellung kleinerer Barrettnester dar (Goyal RK, 2003).

1.1.5 THERAPIE DES BARRETT-OSOPHAGUS

Bei Patienten mit anhaltenden GERD-Symptomen wird eine einmalige Osophagoskopie im
Alter von 50 Jahren empfohlen.

Da eine einmal entstande Metaplasie sich auch unter Therapie nicht wieder zuriickbildet,
sollte eine Refluxdsophagitis konsequent medikamentds oder eventuell mit einer
Antirefluxchirurgie behandelt werden, um die Entwicklung eines Barrett-Osophagus zu
vermeiden.

Fir die sduresuppressive Therapie stehen zahlreiche Protonenpumpeninhibitoren zur
Verfiigung, Mittel der zweiten Wahl sind H-Blocker und Antacida. Eine probatorische
Therapie mit 2x40 mg/d Omeprazol fiir eine Woche kann zudem die Diagnose GERD bei
gutem Ansprechen stark stiitzen.

Therapie der Wahl bei nachgewiesener high-grade-IEN ist die Resektion des Barrett-
Segments. Photodynamische Laserbehandlung, thermokoagulative Mukosaablation und
endoskopische Mukosaresektion stehen als alternative Verfahren fiir Patienten zur Verfiigung,
die aufgrund hohen Alters, reduzierten Allgemeinzustandes oder Komorbiditit nicht operiert
werden konnen.

Bei der Antirefluxchirurgie werden Teile des Magens um den Osophagus geschlungen
(Fundoplicatio), was eine Erhohung des Druckes im UOS bewirkt. Sie sollte in Erwigung
gezogen werden bei komplizierter oder eine auf medikamentdse Therapie nicht ausreichend
ansprechende Refluxdsophagitis, sowie wenn der Patient eine Langzeittherapie mit
Medikamenten ablehnt. Die laparoskopisch durchgefiihrte Fundoplicatio ist dabei das
Vorgehen der Wahl. Ideale Patienten hierfiir sind Patienten, bei denen in der Manometrie ein
dauerhaft zu niedriger Druck im UOS bei regelrechter Peristaltik im Corpus 6sophagei

nachweisbar ist (Goyal RK, 2003).
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1.1.6 PROGNOSE DES BARRETT-OSOPHAGUS

Das Karzinomrisiko der Patienten mit einem Barrett-Osophagus ist gegeniiber der
Normalbevolkerung ca. 30fach erhoht. Die Krebsentwicklungsrate betrigt 1 pro 200
Patientenjahre. Das Risiko fiir die Entwicklung eines Adenokarzinoms ist auch von der Linge
des betroffenen Schleimhautabschnittes abhiingig. So haben die Betroffnen bei Vorliegen
eines ,long-segment’-Barrett-Osophagus im Vergleich zur Normalbevolkerung sogar ein 30
bis 125fach hoheres Risiko, ein Osophaguskarzinom zu entwickeln (Iacobuzio-Donahue CA

et al., 2005).

Die Notwendigkeit und die erforderliche Haufigkeit von Kontrollendoskopien bei
nachgewiesenem Barrett-Osophagus sind umstritten. Das Karzinomrisiko scheint fiir einen
,short-segment’-Barrett-Osophagus eher relativ gering zu sein.

Laut der aktuellen Leitlinie der Deutschen Gesellschaft fiir Verdauungs- und
Stoffwechselkrankheiten (DGVS) sollte bei Patienten ohne IEN in der Barrett-Mukosa und
einem ,long-segment’-Barrett-Osophagus nach 2 negativen Kontrollbiopsien das
Uberwachungsintervall auf 3 Jahre gesetzt werden. Bei Patienten mit einem ,short-segment’-
Barrett-Osophagus  dagegen wird empfohlen, das Intervall nach 2 negativen
Kontrollendoskopien auf 4 Jahre zu setzen (Koop H et al., 2005).

Bei Nachweis von Dysplasien muss, unabhingig von der Linge der Metaplasie, héaufiger
kontrolliert werden (Iacobuzio-Donahue CA et al., 2005). Hier empfiehlt die Leitlinie der
DGVS zunidchst zweimal eine Kontrollendoskopie im Abstand von 6 Monaten, um
sicherzustellen, dass keine high-grade-IEN iibersehen wurde.

Wird hierbei eine low-grade-IEN in einer mukosalen Erhabenheit nachgewiesen, sollte eine
endoskopische Resektion der Lésion angestrebt werden. Bei Vorliegen einer high-grade-IEN
in einer sichtbaren Lision sollte ebenfalls eine endoskopische Resektion durchgefiihrt werden.
Bei einer high-grade-IEN ohne sichtbare Lision empfiehlt die Leitlinie eine Photodynamische
Therapie, alternativ die radikale Operation (Koop H et al., 2005).

Obwohl die high-grade-IEN sich im weiteren Verlauf sehr variabel zeigen, betrigt die
Wahrscheinlichkeit, in den nichsten fiinf Jahren ein Adenokarzinom zu entwickeln, ca. 30%.
Aus diesem Grund werden die Patienten mit einer high-grade-IEN oftmals so behandelt, als
ob bereits ein Karzinom vorliegt. Es wird ein intensives Uberwachungsprogramm mit
frithzeitiger Aufkldrung des Patienten beziiglich seiner therapeutischen Optionen (z.B.

Schleimhautablation, Osophagusresektion) empfohlen (Koop H et al., 2005).

-16 -



Einen Sonderfall stellen Patienten dar, die im Verlauf eines Uberwachungsprogramms ihre
Dysplasie ,verloren’ haben. In diesen Fillen wird das Uberwachungsprogramm entsprechend
der hochstgradigen Dysplasie, die je vorlag weitergefiihrt (Wang KK et al., 2008).

Versuche, durch endoskopische und zytologische ScreeningmaB3nahmen frithzeitig Karzinome
bei Patienten mit Barrett-Osophagus zu diagnostizieren, haben bislang zu keiner
Verbesserung in der Prognose von Patienten gefiihrt, die im Krankheitsverlauf ein Karzinom
entwicklen. Allerdings sind diese Malnahmen beim Nachweis von hochgradigen
Epitheldysplasien effektiv. Trotzdem ist die Endoskopie indiziert bei Patienten mit
anhaltender Refluxsymptomatik und bei Patienten mit wiederkehrender Dyspepsie trotz
Therapie. Die Endoskopie ist auch indiziert bei lang bestehendem (>10 Jahre) hiufigem
Sodbrennen. In diesen Fillen besteht im Vergleich zu Patienten mit weniger als einem Jahr
Refluxsymptomatik ein sechsfach hoheres Risiko fiir die Entwicklung eines Barrett-
Osophagus. Patienten mit einem Barrett-Osophagus gehoren in ein Uberwachungsprogramm,

wo mit periodischen Gewebeentnahmen Dysplasien und Friihkarzinome ausgeschlossen

werden (Goyal RK, 2003).
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1.1.7 DAS BARRETTKARZINOM

Uber dysplastische Zwischenformen kann das Barrett-Epithel in ein Adenokarzinom

iibergehen.

Abb.6: Barrettkarzinom des Osophagus, HE, 10fach

Osophaguskarzinome sind relativ seltene aber mit einer hohen Letalitiit verbundene Tumoren.
Die Inzidenz des Osophaguskarzinoms schwankt weltweit sehr. In Deutschland erkranken
jéhrlich etwa 3000 Minner und 900 Frauen. Der Anteil an krebsbedingten Todesféllen liegt
bei ca. 2% (Mayer RJ, 2003).

Aus bislang unbekannten Griinden hat die Inzidenz der Plattenepithelkarzinome in den letzten
20 Jahren abgenommen, wihrend die Rate der Adenokarzinome dramatisch zugenommen hat.
Adenokarzinome des Osophagus machen mittlerweile mehr als 50% der Osophaguskarzinome

aus (Odze RD et al., 2003).

Diagnostik: ~ Routinemifig  konnen mit Hilfe von  Rontgenkontrastaufnahmen

Osophaguslidsionen identifiziert werden, die groB genug sind, um Beschwerden zu
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verursachen. Osophaguskarzinome verursachen charakteristischerweise raue, ulzerierende
Schleimhautveridnderungen mit tiefreichenden Infiltrationen. Kleinere, potenziell resektable
Tumoren sind hiufig trotz technisch adiquater Osophagogramme nur schwer erkennbar.
Daher ist die Osophagoskopie Mittel der Wahl, da auBerdem die Diagnose auch
histopathologisch abgesichert werden kann. Die zytologische Untersuchung von
Biirstensaumabstrichen des Tumors ergidnzt hdufig die Standardbiopsien und sollte
routinemdfBig durchgefithrt werden. Eine mogliche Ausdehnung des Tumors in das
Mediastinum und die paraaortalen Lymphknoten sollte mithilfe einer CT des Thorax und

Abdomens sowie durch eine Endosonographie abgeklirt werden (Mayer RJ, 2003).

Pathologische TNM-Klassifikation (Werner et al., WHO Classification of Tumors) :

T1  Tumorinfiltration bis in Submukosa
T2  Tumorinfiltration bis in Muscularis propria
T3  Tumorinfiltration tiber Muscularis propria hinaus

T4 Tumorinfiltration in Nachbarstruktur

Submukosa

Muscularis | —F————
propria

Adventitia

Epithel H

Lamina propria

Abb.7: Schematische Darstellung Tumorstadium T1 und T2 (aus Wittekind C et al., ,TNM-
Atlas®)
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Abb.8: Schematische Darstellung Tumorstadium T3 (aus Wittekind C et al., ,TNM-Atlas®)

Abb.9: Schematische Darstellung Tumorstadium T4 (aus Wittekind C et al., ,TNM-Atlas®)
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Klinik des Barrettkarzinoms

Bei den meisten Patienten treten zunichst Dysphagie und ein rasch fortschreitender
Gewichtsverlust auf. Da Schluckbeschwerden in der Regel erst auftreten, wenn 60% der
Osophaguszirkumferenz oder mehr durch den Tumor infiltriert sind, ist die Krankheit zu
diesem Zeitpunkt meist unheilbar. Die Dysphagie kann mit Schmerzen in Brust und Riicken
einhergehen. Begleitende Regurgitationen und Vomitus sind moglich. Die Ausbreitung erfolgt
am hiufigsten in angrenzende Lymphknoten sowie in Lunge, Leber und Pleura. Bei
fortschreitender Krankheit konnen dsophagotracheale Fisteln entstehen, die zu stirksten

Beschwerden fiihren (Odze RD et al., 2003).

Therapie des Barrettkarzinoms

Aufgrund der ungiinstigen Prognose konzentriert sich die Behandlung der Patienten héufig
auf eine Kontrolle der Symptome. Eine vollstindige Entfernung des Tumors ist nur in ca.
40% der Fille moglich, wobei hdufig Tumorzellen am Resektionsrand zuriickbleiben.
Derartige Osophagusresektionen waren in der Vergangenheit mit einer postoperativen
Letalitdt von etwa 10% durch Anastomoseninsuffizienzen, subphrenische Abszesse und
respiratorische Komplikationen verbunden. Die Letalitit konnte jedoch in spezialisierten
Zentren auf weniger als 5% gesenkt werden. AuBer der Osophagektomie kann eine
fotodynamische Therapie angewandt werden. Hier wird mit einem Laser die obere
Epithelschicht abgetragen, dabei kommt es bei 80% der Patienten zu einer Riickbildung der
Barrett-Mucosa in ein normales Plattenepithel (Overholt BF, 1999, Schiitze K et al., 1997).
Mittlerweile wird bei bestétigter Diagnose einer high-grade-IEN eine Mukosektomie
empfohlen, die die Lision bei oberfldchlicher Abtragung der Schleimhaut mit Schonung der
Lamina propria mucosae entfernt. Ein radikal verstimmelndes chirurgisches Vorgehen wird
damit vermieden, da die Kontinenz und Funktion des Osophagus erhalten bleibt (Schnell T et
al., 2001). Daher sollte der Befund einer high-grade-IEN von einem Referenzpathologen
bestdtigt werden (Lewin KJ et al., 1995).

Die Durchfiihrung einer prioperativen Chemotherapie oder Radiochemotherapie mit
anschlieBender Osophagusresektion scheint das Uberleben der Patienten zu verlingern. Die
Ergebnisse randomisierter Studien sind jedoch uneinheitlich. Eine priaoperative oder
postoperative alleinige Bestrahlung verbessert die Ergebnisse der Operation nicht. Ebenso ist

eine postoperative adjuvante Chemotherapie nicht indiziert. Bei inoperablen Tumoren ist die
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kombinierte Radiochemotherapie mit Cisplatin und 5-Fluorouracil einer alleinigen
Bestrahlung signifikant iiberlegen und stellt die Therapie der Wahl dar. Mit einer
Monochemotherapie bei fortgeschrittenen und metastasierten Tumoren sind Ansprechraten
von 10 bis 20 % zu erreichen. Durch platinhaltige Kombinationstherapien lassen sich die
Ergebnisse zwar mehr als verdoppeln, die Remissionsdauer ist jedoch meist nur sehr kurz und

ein EinfluB auf das Uberleben nicht belegt (Goyal RK, 2003).

Bei Patienten mit fortgeschrittenem inoperablem Osophaguskarzinom ist die palliative
Behandlung von Dysphagie, Unterernihrung und eventuell vorhandenen Fisteln ein wichtiger
Bestandteil der Therapie. Ansétze sind wiederholte endoskopische Dilatationen, die Anlage
einer Gastrostomie oder Jejunostomie fiir Fliissigkeitszufuhr und Erndhrung und die
endoskopische Platzierung von Stents. Besonders aussichtsreich zur Behandlung

stenosierender Tumoren ist die endoskopische Laserbehandlung.

Prognose des Barrettkarzinoms

Die Prognose ist ungiinstig. Da der Osophagus nicht iiber eine Adventitia verfiigt, tritt eine
Infiltration der umgebenden mediastinalen Strukturen bereits bei kleineren Tumorgrossen auf.
Eine lymphogene Aussaat maligner Zellen findet sich bereits bei bis zu 5 % der
intramukosalen und bis zu 24 % aller submukosalen Karzinome, da die Schleimhaut des

Osophagus bis zur Lamina propria kriftig mit LymphgefiBen durchsetzt ist.

Weniger als 5% der Patienten iiberleben 5 Jahre nach der Erstdiagnose. Ungefihr 20 % der
Patienten mit radikaler Osophagusresektion leben noch nach 5 Jahren. Die einzige
Moglichkeit, die Prognose dieser Patienten zu verbessern, ist daher die frithzeitige
Identifizierung von Risikopatienten und die konsequente Behandlung, um schon die

Umwandlung in einen Barrett-Osophagus zu verhindern (Goyal RK, 2003).

1.2 GENETISCHE GRUNDLAGEN DER KREBSENTSTEHUNG

Krebs ist eine genetische Erkrankung, die sich auf Zellebene manifestiert. Obwohl einige
Krebsarten erblich sind, entstehen die meisten Mutationen in somatischen Zellen durch Fehler
bei der DNS-Replikation oder durch eine Exposition gegeniiber Karzinogenen. Eine einzelne
genetische Lision reicht meist nicht aus, um die neoplastische Transformation einer Zelle

auszulosen. Malignitit wird meist nur erreicht, wenn mehrere (5-10) Mutationen zur
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Fehlsteuerung einiger Genprodukte fithren. Jeder genetische Schaden kann phinotypische
Verinderungen hervorrufen, welche als Progression von der Hyperplasie zum Adenom, zur
Dysplasie, zum Carcinoma in situ und zum invasiven Carcinom imponieren. Im Laufe der
Evolution haben die Zellen Resistenzmechanismen gegen die neoplastische Transformation
entwickelt.

Krebsfritherkennung auf molekularem Niveau hat durch moderne Untersuchungsmethoden an
Bedeutung gewonnen. So wurde vor der Existenz der Moglichkeit der Biopsieentnahme
verdiachtiges Gewebe entfernt, ohne dass der Krebsverdacht bestitigt war. Heute gibt es
Moglichkeiten, das Gewebe mittels Biopsie vorab zu untersuchen und iiber die bestmogliche
Therapie zu entscheiden. FEine gingige Methode nach dem Erstellen des
histomorphologischen Befundes ist die Immunhistochemische (IHC) Untersuchung, bei der
krebsassoziierte Proteine (z.B. p53, pl6 oder APC) mittels Antikorper sichtbar gemacht
werden konnen. Dieses Verfahren eignet sich jedoch nicht dazu, Aussagen iiber das
Krebspotential des entnommenen Gewebes, den so genannten mutation load, zu treffen. Dazu
eignen sich z.B. Analysen mittels so genannter Mikrosatellitenmarker (Loukola A et al., 2001,
Griffith AJF et al., 1996). Mikrosatelliten im humanen Genom weisen bei einem einzelnen
Individuum auf beiden Allelen immer gleiche Amplifikationslingen auf. Bestehen
Lingenunterschiede in verschiedenen Geweben eines Individuums — z.B. im Tumorgewebe -,
wird von Mikrosatelliteninstabilitit (MSI) gesprochen. Ist ein Mikrosatellit auf einem Allel
nicht vorhanden liegt ein loss of heterozygosity (LOH) vor, was ein Hinweis auf den Verlust
z.B. eines Tumorsuppressorgens ist und ein Anzeichen eines beginnendes Krebsgeschehen
sein kann. Bei vielen Krebsarten sind die Mikrosatelliten zwischen bestimmten Exonen und in
codierenden Regionen hdufig mutiert, was zu Frameshift-Mutationen, Deletionen und
Stoppcodons und dadurch zum Ausfall bzw. Funktionseinschriankung der betreffenden Gene
fiihren kann.

Tumoren entwickeln sich in Laufe eines Prozesses, der je nach Organ durch ein bestimmtes
Mutationsspektrum charakterisiert ist (Vogelstein B et al., 2000). Im Verlauf der
Krebsentstehung beim Barrett-Adenokarzinom kommt es zu so genannten ,,Signatur®-
Genmutationen, wie p53, p16, APC (adenomatous polyposis coli), DCC (deleted in colorectal
cancer), DPC4 (deleted in pancreatic cancer, Locus 4) und Rb (Retinoblastom). Bisher ist
nur unvollstidndig untersucht, wie hiufig diese einzelnen Genmutationen wéhrend bestimmter,
histologisch zu erkennender Progressionsschritte (verschiedene Dysplasiegrade) stattfinden.
Weiterhin ist nicht bekannt, welche Mutationen im Verlauf einer Erkrankung zu welchem

Zeitpunkt akkumulieren. Alle genannten Veridnderungen sind potentielle Biomarker, die die
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maligne Progression in der Barrett-Mukosa vorhersagen konnten. Eine Vielzahl von Studien
hat verschiedene molekulargenetische Verinderungen der Barrett-Mukosa bereits untersucht.
Jedoch gibt es nur wenige Studien, die molekulare Verdnderungen anhand von longitudinalen
Daten analysiert haben (Barrett MT et al., 1999; Bian YS et al., 2001; Hage M et al., 2006;
Lai LA et al., 2007; Maley CC et al., 2004). Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der
Frage, ob es eine Korrelation zwischen Mutationshiufigkeit bzw. Ausfall der Mikrosatelliten
in den Genregionen von pl6, p53, DCC, APC, DPC4 und Rb gibt. Es soll ebenfalls geklart
werden, ob dieser Sachverhalt zeitabhingig ist. Von Interesse ist gleichermalen, ob relevante
Kombinationen von Mutationen auftreten, die Patienten identifizieren konnen, welche
frithzeitig — vor Entstehung des Adenokarzinoms — einer chirurgischen oder ablativen
Therapie zugefiihrt werden konnen. Eine weitere Frage ist, ob es einen Zeitpunkt gibt, an dem

die Mutationshaufigkeit signifikant zunimmt.

1.2.1 ZELLZYKLUS

Die beim Barrettkarzinom und auch bei anderen Tumoren geschiddigten Gene sind hiufig
physiologisch mit der korrekten Regulation des Zellzyklus assoziiert. Zu diesen Genen zihlen
pl6, p53, APC, DCC, DPC4 und Rb. Der somatische Zellzyklus ist der Zeitraum zwischen
zwei mitotische Zellteilungen. Die Zeit vom Ende einer Mitose bis zum Beginn der nichsten
wird Interphase genannt. Die M-Phase ist die Phase, in der sich die Zelle tatsdchlich teilt.
Zellwachstum und Zellteilung hingen eng mit der Krebsentstehung zusammen.

Der Zellzyklus dauert bei einer typischen somatischen Zelle zwolf bis 24 Stunden, kann aber
z.B. bei den meisten Nervenzellen ein ganzes Leben lang dauern. Es werden verschiedene
Phasen im Zellzyklus unterschieden: Bei niedriger Konzentration von Wachstumsfaktoren
oder bei hoher Populationsdichte befindet sich die Zelle in der GO-Phase. Eine hohere
Konzentration der Wachstumsfaktoren stimuliert das Ablesen der fiir die Zellteilung
wichtigen Gene. Dazu gehoren die "immediate early genes" (c-fos, c-jun, c-myc). Sie sind fiir
die Progression durch die G1-Phase wichtig.

In der G1-Phase (G = gap = Liicke) synthetisiert die Zelle Bausteine fiir die nichste Phase,
z.B. Enzyme, welche fiir die Verdoppelung des Genoms erforderlich sind.

In der S-Phase (S = Synthese) stellt die Zelle eine originalgetreue Kopie der gesamten DNA
her, ca. 6 Milliarden Nukleotidpaare auf 23 Chromosomenpaare verteilt. Wihrend dieser

DNA-Replikation kann es zu Basenfehlpaarungen kommen.
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In der G2-Phase bereitet sich die Zelle auf die Mitose vor, und es wird der erfolgreiche
Abschluss der DNA-Synthese kontrolliert, d.h. der neu synthetisierte DNA-Strang wird auf
Fehlpaarungen untersucht.

In der M-Phase (M = Mitose) verteilen sich die Chromosomen zunichst auf die beiden
Hilften der Zelle. Dies geschieht mit Hilfe des Spindelapparates, anschlieBend erfolgt die
Teilung unter Bildung neuer Kernmembranen fiir die beiden Tochterzellen. Dabei entstehen

zwei Zellen mit identischen genetischen Merkmalen (Griffith et al., 1998).

Phasen des Zellzyklus

Zellteilung  ©0 (tier.Zellen)

(Verteillung der
Chromosomen Faktoren
auf Tochterzellen) / (Wachstumsfaktoren)

Kontrollen:

Synthese extrazellularer

Kontrollen:

Ist alle DMNA intakt?

i o]
Ist alle DNA repliziert? AR TR R

Ist die Zelle grof genug?

Aktivierung von

Transkriptionsfaktoren
Reduplikation
des genetischen

Materials

(Synthese von DMNA, START

Histonen, Faktoren, { Punkt "ohne Umkehr")
R eparatur)

GO: Ruhephase

G1,G2 : '"GAP' PhasenJ Interphase
S : Synthesephase

M : Mitotische Phase

Abb. 10: Zellzyklus

(http://www .biochemie.web.uni.muenchen.de/biotutor/mitose.htm)

Der Zellzyklus wird permanent kontrolliert und reguliert, d.h. es gibt mehrere
Sicherheitsmechanismen, die den Zellzyklus anhalten oder fortsetzen. Am Ende der G1-Phase
wird am so genannten Restriktionspunkt iiberpriift, ob alle Bedingungen erfiillt sind, danach
tritt die Zelle mit einer kurzen Verzogerung in die S-Phase ein. Nach einem weiteren
Restriktionspunkt am Ende der G2-Phase teilt sich die Zelle mitotisch. Die kontrollierte
Steuerung  des  Zellteilungszyklus  sichert die  fehlerfreie = DNA-Replikation,
Chromosomensegregation und Zellteilung. Die Fehlregulation dieser Vorginge kann zur
Entstehung von Tumorzellen fithren. Die zyklische Aktivierung und Inaktivierung von
Cyclin-abhidngigen-Kinasen  (cyclin-dependent-kinases ~ CDK) durch regulatorische

Untereinheiten, den so genannten Cyclinen, bewirkt eine geordnete Regulation des
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Zellteilungszyklus (Morgan DO, 1997). Dabei ist die Proteolyse zur Inaktivierung von
Cyclinen und anderen Zellzyklusregulatoren ein zentraler Mechanismus. Die Degradation
dieser Proteine durch das Proteasom erfolgt nach Ubiquitinierung. Der Anaphase-Promoting-
Komplex (APC) ist eine spezifische Ubiquitinligase und von entscheidender Bedeutung fiir
die Regulation von Chromosomenseparation und dem Mitose-G1-Phase-Ubergang (Wisch et
al., 2002). Der APC markiert fiir diese Vorgidnge das Chromosomen-Separationsprotein
Securin und B-Cycline durch Anheften von Ubiquitinketten. Dies fiihrt zur Erkennung und
Degradation durch das Proteasom. Es ist also nicht die APC-abhéngige Proteolyse eines S-
Phase Cyclins erforderlich, sondern die eines mitotischen Cyclins fiir den Mitose-G1-Phase-
Ubergang. Die deregulierte Proteolyse des S-Phase Cyclins fiihrt dagegen zu einem Phinotyp,
der auf Mingel bei der DNA-Replikation und genetische Instabilitit hinweist.

1.2.2 TUMORSUPPRESSORGENE

Der Zellzyklus wird durch Enzyme, u.a. Proteinkinasen gesteuert, die eine zentrale Rolle zur
Steuerung der Vorgidnge in der Zelle spielen (Morgan DO, 1997). Zur Aktivierung einer
Proteinkinase sind zusétzlich Molekiile der Cyclin-Klasse von Bedeutung (hauptsichlich die
Cycline A, B, D und E); durch unterschiedliche Konzentrationen der Cycline werden die
einzelnen Phasen eingeleitet. Es existieren mehrere Cyclin-abhédngige-Kinasen: CDK2, 4, 5
und 6 (siche Abbildung 11). Durch Wachstumsfaktoren wird CyclinD1 veranlasst, einen
Komplex mit CDK4 bzw. CDK®6 zu bilden und so die G1-Phase des Zellzyklus einzuleiten. In
nicht-phosphoryliertem Zustand ist pRb an E2F gebunden, was die Transkription
verschiedener Gene verhindert und dadurch als Bremse des Zellzyklus wirkt (siehe Abbildung
2, Beginn der G1-Phase). Durch Phosphorylierung von pRb wird E2F freigesetzt (Nevins NR,
1998). Dieses Protein wirkt als Transkriptionsfaktor. Konsensusstellen fiir E2F-
Transkriptionsfaktoren sind in den Promotoren verschiedener S-Phasen-Gene vorhanden (c-
myc, b-myb, Cyclin E, Cyclin A usw.). Sie dienen dem Ubertritt von der G1- in die S-Phase
und wirken entscheidend am Ablauf des Zellzyklus mit. Durch Dissoziation des
CyclinD1/CDK4-Komplexes wird der CDK4-Inhibitor p16 aktiviert. In der spiten G1-Phase
wird CyclinE exprimiert und bildet mit CDK2 einen Komplex, der ebenfalls zur
Phosphorylierung von pRb beitrdgt. Die Aktivitdt des CyclinE/CDK2-Komplexes steigt bis
zum Beginn der DNA-Replikation, um im weiteren Verlauf in der S-Phase wieder

abzunehmen.
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Die S-Phase ist durch die Aktivitit von CyclinA/CDK2 dominiert, das einerseits den
Ubergang von der G1- in die S-Phase kontrolliert und anschliefend fiir die DNA-Replikation
notwendig ist. Nach der Replikation der DNA wird der neu synthetisierte DNA-Strang mit
dem DNA-mismatch-Reparatursystem auf Fehler {iiberpriift und diese gegebenenfalls
behoben. Strangbriiche der DNA werden von einer poly-Adenosin-diphosphat-Ribose-
Polymerase (PARP) erkannt und markiert, was zur Stabilisierung von p53 fiihrt. Hierdurch
werden Caspasen als Substrat von PARP aktiviert. Diese bauen Bestandteile der Kernlamina
ab und leiten dadurch die Zellapoptose ein (Fuchs et al., 1997). Der Komplex CyclinA/CDK1
kontrolliert den Ubergang von der G2- in die M-Phase. Zusitzlich phosphorylieren CyclinA-
abhiéngige Kinasen pRb.

Kontrolle des Zell-Zyklus

- © oo
’ E1, E2, E3 ' Y
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Inaktiv
Altiv Ubigquitinierung
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g4, E2,. B pm,,“nm
X = = =TV

Mito: Mito:
Hei i \ ﬂ«na_phsseﬂ et
Al - beginmt

Inakinv

Inhibitor

Cydine D

cdk2 4.5 ubi Ubiquitinierung
B Ea S

Cyeclin A

Cyclin E
il cak 2

Cycline = Zellzyclus-spezifische Proteine
cdc2 (p34) = Zell-zyclus-spezifische Kinase
cdk = Cyclin-abhidngige Kinasen

Abb. 11: Kontrolle des Zellzyklus

(http://www.biochemie.web.uni.muenchen.de/biotutor/mitose.htm)

Im Ruhezustand (GO) konnen toxische Agentien wie Sauerstoffradikale, chemische

Karzinogene, Strahlung und onkogene Viren Gene schidigen (Neuhof et al., 1998). Dies kann
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zu lberhohter Aktivitit oder im Falle der Tumorsuppressorgene zur Abschaltung der
teilungshemmenden Kontrollmechanismen fithren (Wood et al., 2001). Einer dieser
Mechanismen ist das DNA-mismatch-Reparatursystem. Die dafiir verantwortlichen Gene sind
hMSH2, hMLHI1, PMS1, PMS2 und GTBP. Fillt eines dieser Gene aus, ist die Erkennung und
Beseitigung von Fehlpaarungen nicht mehr moglich. Daraus lésst sich ableiten, dass Tumore
durch Schidigung der DNA-Replikationskontrolle bzw. Fehlsteuerung der Apoptose
entstehen konnen.

Bei der Betrachtung der molekularen Grundlagen der Mitose ist zu beriicksichtigen, dass in
den somatischen Zellen des Organismus stets zwei Kopien des Genoms (diploider
Chromosomensatz) vorliegen. Der Ausfall eines fehlerhaften Allels kann durch das zweite
Allel kompensiert werden. Dies gilt jedoch nicht bei Protoonkogenen. Hier kann bei
Vorliegen einer Mutation das geschédigte Allel den aktiven Zustand reprisentieren. Im Falle
der Tumorsuppressorgene, bei denen es um eine Inaktivierung des Gens geht, miissen jedoch
beide Allele des betreffenden Gens durch Mutation inaktiviert werden (Zwei-Treffer-

Hypothese nach Knudson et al., 1983).

Als generellen Inhibitor der Cyclin-CDK-Komplexe kann das Protein p21 bezeichnet werden.
Es wird direkt von dem Tumorsuppressor p53 als Reaktion auf eine DNA-Beschiddigung
stimuliert. Der Ubergang aus der G1- in die S-Phase des Zellzyklus wird von dem Protein p27
blockiert, wobei Wachstumssignale von Nachbarzellen (Interleukin-2, CSF-1) die
Konzentration von p27 beeinflussen. Der Angriffspunkt des Proteins ist der CyclinE-CDK2-
Komplex. Zusitzlich ist p27 an der Wachstumshemmung durch Kontaktinhibition beteiligt.
Das Protein pl6 ist ebenfalls ein CDK4-Inhibitor, der den Zellzyklus in der Gl-Phase
blockiert.

Neben Rb hat das p53-Protein eine zentrale Bedeutung fiir den fehlerfreien Ablauf des
Zellzyklus. Die Einleitung von Reparaturmechanismen oder Apoptose geschieht durch die
Wirkung von p53. Die Aktivierung des CDK-Inhibitors p21 fiihrt zum Anhalten des
Zellzyklus. Fillt das p53-Gen aus, so wird der Reparaturmechanismus nicht mehr
durchgefithrt und die Mutation wird fortgeschrieben. Die Inaktivierung von Inhibitor-
Proteinen fordert sowohl den Zellzyklus als auch die Uberaktivierung von Regulator-
Proteinen (Sherr CJ, 1996). So fiihrt die Uberexpression von Cyclinen zu iiberaktiven CDK-
Komplexen. CyclinD1 und CyclinE spielen eine wichtige Rolle in der Pathogenese von

Brustkrebs. Hierbei ist eine Korrelation zwischen CyclinD1-Amplifikation und CyclinD1-
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Uberexpression feststellbar. Inhibitor-Gene wie pI5 und p16 konnen in zahlreichen Tumoren
gebremst oder ausgeschaltet sein. In Osophagus-, Blasen- und Lungenkarzinomen ist
vermutlich eine CyclinD1-Genamplifikation der Region 11q 13 dafiir verantwortlich.
Uberexpressionen von CDK4 und CDKG6 sind in verschiedenen Tumorzellen nachgewiesen

worden (Adams et al., 1998).

1.2.2.1 Rb

Das Rb-Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 13 und ist ein Tumorsuppressorgen.
Werden beide Kopien dieses Gens inaktiviert, fehlt — wie oben bereits erwédhnt - dem
Zellzyklus eine wichtige Bremse. Das Krebsrisiko erhoht sich drastisch. Tumore mit
inaktivierenden Mutationen von Rb weisen einen normalen CyclinD1-Gehalt auf und bilden
intaktes p/6. In Tumorzellen ist hiufig CyclinD iiberexprimiert oder p/6 inaktiviert. Der
Verlust einer der Komponenten, die im Zellzyklus die Passage iiber den Restriktionspunkt

steuern, geniigt, um die normale Wachstumsregulation zu unterlaufen.

1.2.2.2 pl6

Das pl16-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 9. In humanen Zellen wird der
Zellzyklus zum Teil durch Cyclin-Kinase-Inhibitoren gesteuert (sieche oben). Es wird
angenommen, dass menschliche Zellen einen Cyclin-Kinase-Inhibitor (CKI) herstellen.
Obwohl das Protein noch nicht identifiziert ist, ist bekannt, dass humane Zellen mehrere an
der Regulation des Zellzyklus beteiligte CKI-Molekiile exprimieren. Diese werden in zwei
Klassen eingeteilt:

1. cdk-Inhibitor-Proteine, von denen sidmtliche cdkl-, cdk2-, cdk4- und cdk6-Cyclin
Komplexe gechemmt werden.

2. Inhibitoren der Kinase 4 (INK4). Von diesen Proteinen werden spezifisch cdk4-CyclinD-
und cdk6-CyclinD-Komplexe gebunden und gehemmt.

Experimentell kann eine Uberexpression von INK4-Protein hervorgerufen werden, wobei die
erhaltenen Zellen die G1-Phase nicht mehr durchlaufen konnen. Dabei wirkt das INK4-
Protein pl16 als Tumorsuppressor. Die Aufgaben der anderen INK4-Proteine sind bisher
unbekannt. Der Funktionsverlust von p/6, z.B. durch inaktivierende Mutationen kann dazu
fiihren, die Cyclin-abhidngige Kinaseaktivitit zu hemmen. Der Verlust von p/6 hat eine

Uberexpression von CyclinD1 zur Folge, die zu einer Hyperphosphorylierung von Rb und der
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Freisetzung aktiver Transkriptionsfaktoren vom Typ E2F fiihrt. In vielen Krebszellen ist das
Gen fiir den CDK-Inhibitor pl6 ausgefallen und somit fehlt hier eine normale und

wirkungsvolle Bremse des Zellzyklus.

1.2.2.3 APC

Das Gen APC liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms fiinf. APC gehort zu einer Gruppe
von Tumosuppressorgenen, von denen Proteine codiert werden, die bei verschiedenen
Zellarten den Durchgang durch den Zellzyklus hemmen (siehe oben). APC speziell hemmt die

Fahigkeit des Proteins Wnt, die Expression des myc-Gens zu aktivieren.

1.2.2.4 p53

Das Gen p53 liegt am Ende des kurzen Arms von Chromosom 17. Dieses Gen ist in mehr als
50% humaner Krebszellen geschidigt. Sein Genprodukt unterdriickt das Wachstum einer
Zelle oder 10st den programmierten Zelltod (Apoptose) aus (Chang et al., 2000). Bei
molekularbiologischen Untersuchungen z.B. der Gelelektrophorese wandert das p53-Protein
wie ein Protein mit einem Molekulargewicht von 53kDa. Es besteht aus 393 Aminoséduren
und besitzt eine zentrale Doméne fiir die spezifische Bindung an DNA. p53 ist ein nucleires
Phosphoprotein.

Die Menge an p53 nimmt zu, wenn das Genom durch ionisierende Strahlen, UV-Strahlen oder
in anderer Form geschédigt ist. Eine Zunahme von p53 16st eine Genexpression aus, die zum
Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase fiihrt. In dieser Zeit kann das DNA-Reparatursystem
Schédden an der DNA beheben. Tumorzellen, denen ein funktionelles p53-Protein fehlt konnen

weder eine Korrektur noch die Apoptose einleiten.

1.2.2.5 DPC4

Das DPC4-Gen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 18. Da der Verlust der normalen
Funktion des Gens DPC4 (Smad4 genannt) zur Tumorbildung beitrdagt, wird DPC4 als
Tumorsuppressor (Wachstumsbremse) klassifiziert (Hilgers et al., 2002). Das Produkt dieses
Gens ist Bestandteil einer Signalkette, an deren Ende die Unterdriickung der Zellteilung steht.
Zu iiberraschenden Ergebnissen gelangen Schwarte-Waldhoff und Mitarbeiter (2000). Sie
stellen fest, dass das DPC4-Gen die Neubildung von Blutgefdfen steuert, die fiir das
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Wachstum eines Tumors (Versorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff) eine unabdingbare

Voraussetzung ist. Somit beeinflusst DPC4 auf indirektem Weg das Wachstum des Tumors.

1.2.2.6 DCC

Das DCC-Gen liegt wie das DPC4-Gen auf dem kurzen Arm des Chromosoms 18. Die
Aufgabe der Tumorsuppressorgens DCC ist noch nicht geklért. Bekannt ist nur, dass dieses
Gen bei Kolon-Karzinom mutiert bzw. ausgefallen ist und heute schon fiir diese Krebsart als

so genanntes Marker-Gen fungiert.
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2. ZI1EL DIESER ARBEIT

Ziel dieser Arbeit ist es, einen oder mehrere Biomarker oder Kombinationen von Biomarkern
ausfindig zu machen, die den molekularen Prozess der Barrett-Mucosa ohne Dysplasie oder
mit einer low-grade-IEN zu einer high-grade-IEN oder einem Barrettkarzinom vorhersagen
konnen. Hierzu ist eine Verlaufsbeobachtung notwendig. Eine groB3e Gruppe von Patienten
mit Barrett-Mucosa wird in kontrollierten Uberwachungsprogrammen beobachtet. Leider gibt
es bis dato keine zuverldssigen Marker, die erkennen lassen, welche Patienten eine
fortgeschrittene Dysplasie oder gar ein Adenokarzinom entwickeln und einer frithzeitigen

chirurgischen Therapie zugefiihrt werden miissen.

3. MATERIAL UND METHODEN

3.1 MATERIAL

Probenmaterial

Bei den verwendeten Proben handelte es sich um paraffineingebettetes Biopsiematerial aus
dem Osophagus, welche im Rahmen von oberen gastrointestinalen Endoskopien gewonnen

wurden und uns aus

a) dem Institut fiir Pathologie des Klinikums Kassel und
b) dem Privatarchiv von PD Dr. J. Alles, Pathologe, Gie3en,

fiir die Untersuchungen zur Verfiigung gestellt wurde.

Als Kontrolle diente in der gleichen Untersuchung gewonnenes Gewebe aus
Magenbiopsien oder unauffilliges Plattenepithel des Osophagus (ohne Nachweis von
Barrettschleimhaut). Zudem wurde in den entsprechenden Féllen Plattenepithel aus der

Néhe des Barrettsegments untersucht.

Die Untersuchung beschrinkte sich auf 26 Patienten, 18 minnliche und acht weibliche.
Das Alter lag zwischen 45 - 82 Jahren. Pro Patient standen zwei bis 17 Biopsien zur
Verfiigung, die in einem Zeitraum von drei bis 51 Monaten entnommen wurden. Insgesamt
sind 116 Proben in die vorliegende Untersuchung eingegangen. Geeignete DNA befand
sich in 110 Proben.
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3.2 METHODEN

3.2.1 LASER-MIKRODISSEKTION

3.2.1.1 VORBEREITUNG DER PRAPARATE FUR DIE MIKRODISSEKTION

Der erste Teil der makroskopischen Diagnostik besteht aus dem endoskopischen Befund.
Nach Entfernung des Osophagus-Tumors bzw. nach Gewinnung einer Biopsie der Barrett-

Schleimhaut wird eine makroskopische Beschreibung des Resektats durchgefiihrt.

Das Gewebe wird anschlieBend in Formalin fixiert. Es folgen die Entwisserung des
Préparates, Paraffineinbettung und Schneiden mit einem Mikrotom. Die drei bis 20um
diinnen Schnitte werden auf Glasobjekttrager iibertragen. Nach der Entparaffinierung und
Wisserung folgt eine Hamatoxylin-Eosin-Fiarbung. Die gefiarbten Schnitte werden entwéssert,
aufgehellt und eingedeckt und konnen lichtmikroskopisch untersucht werden. Soll eine
genetische Analyse des Gewebes mit Hilfe der Laser-Mikrodissektion durchgefiihrt werden,
miissen die Schnitte auf spezielle Objekttriger, die mit einer Polyester-Folie beschichtet sind,

aufgezogen werden, da der Laser spéter nicht das Priparat schneiden soll, sondern die Folie.

3.2.1.2 DURCHFUHRUNG DER LASER-MIKRODISSEKTION

Die Laser-Mikrodissektion erlaubt das Ausschneiden von kleinsten Arealen aus geférbten
Schnittpriparaten unter mikroskopischer Kontrolle. Sogar einzelne Zellkerne sind mit dieser
Methode zu gewinnen. Das Ausschneiden erfolgt mit einem gepulsten UV-Laser, dessen
fokussierter Strahl entlang der Kontur des interessierenden Areals gefiithrt wird. Diese
Technik gewdhrleistet eine duBlerst schonende Priparatbehandlung. Da ohne jeglichen
mechanischen Kontakt mit dem Gewebe gearbeitet wird, ist die Gefahr einer Kontamination
mit Fremd-DNA sehr gering. Ein weiterer wesentlicher Vorteil der Laser-Mikrodissektion ist
die exakte Gewinnung einzelner Zellpopulationen (hier Barrett-Mucosa) von groBtmoglicher
Reinheit im Sinne einer Vermeidung von Beimengung von Normalgewebe, welche eine
molekulargenetische Analyse der Zielzellen storen wiirde. Die vorliegende Untersuchung

erfolgt mit dem Laser-Mikrodissektionsverfahren der Firma Leica.
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Abb. 12: Leica Mikrodissektionsmodul (http://www.leica.de)

Das Laser-Mikrodissektionsmodul ist mit einem computergesteuerten Labormikroskop
gekoppelt. Mit einem Trackball wird sowohl der Objektivrevolver als auch die
Priaparatverschiebung (xy) und die Fokussierung (z) gesteuert. Der Laser ist ein
Stickstofflaser mit einer Wellenldnge von 337,Inm. Als Auffangbehilter fiir die Dissektate
dienen autoklavierte 0,2ul- oder 0,5ul-Eppendorffcups, die iiber einen computergesteuerten
Motor in die entsprechende Position gefahren werden konnen. Alle Funktionen des
Mikroskops und des Lasers werden iiber eine Software mit Hilfe des Computers gesteuert.
Wihrend der Mikrodissektion ist es moglich, das mikroskopische Bild auf dem PC-Monitor
mittels einer 3CCD-Camera (3-Chip Kamera mit RGB-Technik) darzustellen. Das
Vorzeichnen der Schneidelinie mit moglicher Korrektur, das Durchfithren des
Schneidevorgangs, das Abspeichern von Bildern zur Dokumentation unterschiedlicher
Bearbeitungsstufen eines Experiments und die Kalibrierung des Gesamtsystems

vervollstindigen die Funktionen.

Das System erlaubt eine stindige Uberpriifung, ob das Dissektat tatsichlich in dem
vorgesehenen Reaktionsgefid3 gelandet ist. Dazu verfiigt die Einheit {iber ein
Kontrollobjektiv, das mittels der Software eine schnelle Kontrolle ermoglicht, ohne den
Objekttriger entfernen zu miissen. Zum Schneiden wird der Laserstrahl iiber das Préiparat
bewegt, d.h. das Priparat kann wihrend des Schneidens problemlos beobachtet werden. Die
Schneideprizision ist automatisch mit der gewihlten Vergroerung gekoppelt. Bei einer
hoheren VergroBerung wird automatisch eine feinere Schnittbewegung festgelegt, da der
Schneidestrahl und seine Ablenkung im gleichen Maf} verkleinert werden. Da die Zellen ohne
mechanische Berithrung und ohne Anwendung zusitzlicher physikalischer Krifte in die
Reaktionsgefidle fallen, ist dieses Verfahren - wie bereits erwihnt - aufgrund geringster

Kontaminationsgefahr besonders geeignet fiir den PCR-Prozess.
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3.2.1.2.1 HERSTELLUNG DER OBJEKTTRAGER FUR DIE LASER-MIKRODISSEKTION

Fir die Laser-Mikrodissektion sind spezielle Objekttrager erforderlich. Dazu werden
Glasobjekttriger fiir die Lichtmikroskopie mit einer Polyester-Folie bezogen, da der
Laserstrahl die Folie schneidet und nicht das Prdparat, wodurch einen ,,Hitzeschaden*
verhindert werden kann. Die Objekttriger werden zuerst in Ethanol getaucht und iiber die
vorher genau zugeschnittene Folie gehalten, die durch Ko- und Adhésionskrifte moglichst
glatt an den Objekttriger schnappt. Nach dem Trocknen wird die Folie an den Réndern mit
einem Klebstoff (Fixogum) fixiert. AnschlieBend werden 80ul einer Poly-L-Lysin-Losung als
Préparatadhisiv gleichmifBig auf der Objekttriagerfolie verteilt.

3.2.1.2.2 VORBEREITUNG DER PRAPARATE

Von den zu untersuchenden Priparaten werden Mikrotomschnitte angefertigt, die (mittels
eines warmen Wasserbades zur Streckung des Schnittes) auf die folienbeschichteten
Objekttriager iiberfiihrt werden. Die Dicke der Gewebeschnitte kann zwischen drei und 20pum
variiert werden. Diese so hergestellten Priparate werden bei 80°C fiir 20min im
Wirmeschrank getrocknet, anschliefend entparaffiniert und mit Hamatoxylin-Eosin gefirbt

(HE-Férbung siehe unten).

3.2.1.2.3 ENTPARAFFINIERUNG UND HE-FARBUNG

Zur Entparaffinierung werden die Priparate zweimal fiir Smin in Xylol iiberfiihrt, danach kurz
in eine absteigende Alkoholreihe getaucht (100%-100%-96%) und anschlieBend mit

destilliertem Wasser gespiilt.

Die Priparate werden dann einer Sukzedanfiarbung unterzogen. Dabei werden die Farbstoffe,
hier Himatoxylin und Eosin, nacheinander angeboten. Zur Hamatoxylin-Eosin-Firbung (HE-

Farbung) werden die Préiparate wie folgt behandelt:

¢ fiinf Minuten in Himatoxylin nach Mayer
® kurz mit Leitungswasser spiilen

¢ fiinf Minuten mit warmem Leitungswasser blduen.
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¢ fiinf Minuten in Eosin 0,1%ig, pH6,
e spiilen mit destilliertem Wasser
e kurz in 70%igen und 96%igen Alkohol eintauchen.

e fiir ca. eine Stunde bei 50°C in den Wirmeschrank zum Trocknen gegeben.

3.2.1.2.4 MIKRODISSEKTION

Aus den gefirbten Prédparaten werden unter lichtmikroskopischer Kontrolle mittels Laser-
Mikrodissektion einzelne Zellen aus Tumor- und Normalgewebe herausgeschnitten. Zwischen
50 und 500 Zellen werden pro Cup gesammelt. Abbildung 13 zeigt den histologischen Aspekt

einer Driise in der Barrett-Schleimhaut vor, wihrend und nach der Mikrodissektion.

Abb. 13: Bildbeispiel einer Laser-Mikrodissektion

3.2.2 DNA-Isolation

Fiir die weitere Aufarbeitung zur molekularen Analyse muss die DNA isoliert werden. Dazu
ist es notig, alle Proteine aus dem Zellpriparat zu entfernen. Dies geschieht unter Zugabe des
Enzyms Proteinase K, das zusammen mit TL-Puffer in den Cup-Deckel gegeben wird, in

welchen das Zellpriparat beim Ausschneiden féllt. Folgende Reagenzien finden Verwendung:

e 20ul TL-Puffer
e 1 x Taq PCR Puffer (Life Technoligies, Eggenstein, Deutschland)
* 2mg/ml Proteinase K

e 3% Tween 20 (Merck, Darmstadt, Deutschland).
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Die Ansitze werden fur 16 bis 20 Stunden bei 50°C inkubiert, anschliefend 12min bei
13000rpm zentrifugiert. Danach wird die Proteinase K durch 10min Inkubation bei 94°C
inaktiviert. Es folgt eine Amplifikation der erhaltenen DNA mittels PCR.

3.23 PCR

Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde 1983 von Mullis entwickelt und ist eine
hervorragende Methode fiir die Herstellung groB3er Mengen eines speziellen DNA-Abschnittes
mittels einer einfachen enzymatischen Reaktion (Mullis et al., 1986).

Von besonderer Bedeutung fiir die Molekularbiologie ist die minimale Menge an Substrat, die

in einem Versuchsansatz Verwendung finden kann.

Obwohl es sich bei der PCR um eine sehr komplexe Methode handelt, werden nur relativ
wenige Materialien bendtigt (Lachmund et al., 1994):

Eine DNA- oder RNA-Matrize, Primer (Oligonukleotide), Nukleotide (G,A,C,T), eine
Polymerase, ein geeignetes Puffersystem sowie ein Thermocycler.

Man benétigt mindestens zwei verschiedene Primer mit einer definierten Basenfolge, die
komplementidr zu den flankierenden Abschnitten des gesuchten DNA-Fragmentes sein
miissen. Die Primer dienen von beiden Seiten der Polymerase als Startpunkt fiir die DNA-
Vermehrung. Die Sequenz der Primer sollte moglichst nur einmal im menschlichen Genom
vorkommen, um eine Fehlpaarung zu vermeiden. Dies ist im Normalfall bei einer Lédnge von
mindestens 18 Basen gewdhrleistet. Die notwendige Zeit fiir die Hybridisierung mit dem
Matrizenstrang nimmt mit steigender Anzahl an Basen zu, daher sollte die Mindestldnge nicht
unnotig iiberschritten werden.

Die Nukleotide als Bausteine der DNA liegen als Desoxynukleotidtriphosphate (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP) vor und miissen in ausreichender Menge vorhanden sein, um die
Polymerase zu sittigen. Sie sollten jedoch nicht itibermiBig oder in unterschiedlicher
Konzentration vorliegen, um Fehlpaarungen zu vermeiden.

Die Polymerase ist das Schliisselenzym der Reaktion und aufgrund ihrer geringen Fehlerrate
optimal geeignet fiir die naturgetreue Kopie der DNA. Sie bendtigt einen Matrizenstrang, an
dem sie sich orientiert, um den komplementéiren Strang aufzubauen und Primer, an denen sie
starten kann.

Der pH-Wert im Reaktionsansatz hat im basischen Bereich sein Optimum (~ 8,8) und muf}

eingehalten werden, da das Enzym sonst frithzeitig inaktiviert wird (Lachmund et al., 1994).
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Das Prinzip der PCR ist einfach und beruht auf der bekannten Struktur der DNA, auf dem
Wissen um die DNA-Replikation und der daran beteiligten Enzyme und ,,Bausteine®. In
Anlehnung an den natiirlichen Ablauf der DNA-Vermehrung gliedert sich die PCR in drei
Teilschritte, die in einer bestimmten Anzahl von Zyklen wiederholt werden (Lachmund et al.,
1994).

Von besonderer Bedeutung hierbei ist die richtige Wahl der PCR-Bedingungen:

Die optimale Temperatur fiir jeden einzelnen Teilschritt, Zugabe einer ausreichenden Menge
von den bendtigten Substanzen und die richtige Anzahl der Zyklen, die von der
Ausgangskonzentration der Matrize abhédngig ist.

Im Regelfall handelt es sich um 25-30 Zyklen, wobei die Teilschritte jeweils verschiedene
Zeiten und unterschiedliche Temperaturen bendtigen. Fiir diesen Zweck ist der Thermo-
Cycler programmierbar, heizt und kiihlt somit automatisch auf die geforderte Temperatur und
inkubiert den Reaktionsansatz fiir die benétigte Zeit ((Lachmund et al., 1994; Arnheim et al.,
1992).

1. Denaturierung der DNA

Ausgehend vom ersten Schritt der natiirlichen Polymerisation mufl zunidchst die Doppel-
helixstruktur der DNA aufgespalten werden, so da3 am Ende zwei Einzelstriange vorliegen.
Diese Aufspaltung der DNA erfolgt durch einfache Hitzebehandlung bei ca. 90-96°C fiir
30-60 Sekunden.

2. Annealing/Hvbridisierung

Bei 50-60°C werden nun die Primer an die ihnen komplementére Stelle des DNA-Stranges
angelagert, wo sie der TAQ-Polymerase als Startpunkt dienen. Dieser Schritt dauert ungefihr

eine Minute und wird als Annealing bezeichnet.

3. Polymerisation

Dieser Schritt benotigt ungefédhr eine Minute bei einer Temperatur von 72°C.

Die Polymerase erkennt die Primer und beginnt mit der Synthese des Gegenstranges am
3‘-OH-Ende. Dieser Vorgang spielt sich an beiden Stringen gleichzeitig ab, so da wir am
Ende dieses Schrittes zwei Doppelstringe vorliegen haben. Jeder dieser beiden Stringe
beginnt an einem der Enden mit der Primersequenz und lduft am anderen Ende offen aus.

Zu Beginn des nichsten Zyklus werden diese beiden Doppelstringe dann denaturiert, so daf3

jetzt vier Einzelstriange fiir die Polymerase als Matrize zur Verfiigung stehen. Erforderlich
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hierbei ist natiirlich, dal das Template weit genug iiber die eigentliche Sequenz verldngert
wird, so daf der Primer auf der anderen Seite wieder ansetzen kann.

An den im ersten Zyklus entstandenen offenen Enden setzt nun wieder ein Primer an und die
Polymerisation lduft nun bis zu dem Ende durch, an dem der andere Primer im vorangehenden
Zyklus begonnen hat. Dieser Abschnitt mit definierter Linge unterliegt im Gegensatz zu dem
Hauptprodukt einem DNA-Produkt, das exakt so lang ist wie der gewiinschte DNA-Abschnitt
plus der beiden Primer. Wihrend der folgenden PCR-Zyklen kommt es theoretisch zu einer
exponentiellen Vermehrung des urspriinglichen Gensegments.

Trotz aller Optimierungsmoglichkeiten erreicht die Effizienz dieser Methode keine 100%: Die
Zahl der Amplifikationen nimmt mit zunehmender Anzahl der Zyklen ab. Man erreicht ein
Plateau, welches durch zwei Phinomene erklirt werden kann:

Zum einen kommt es bei steigender Zahl der Doppelstringe zu einer Konkurrenz zwischen
Annealing von Template und Primer und einem Reannealing der komplentiren Striange.

Zum anderen reicht irgendwann die Enzymmenge nicht mehr aus, die Primer-Template-
komplexe in der zur Verfiigung stehenden Zeit zu verldngern (Arnheim et al., 1992).

Das PCR-Produkt kann im Anschluf} mit einem Agarosegel nachgewiesen werden. Es tritt
hier als scharfe Bande bei entsprechender Linge auf. Weitere unscharfe Banden weisen auf
Verunreinigungen mit Fremd-DNA und auf unspezifische Nebenprodukte hin und bieten
somit eine Kontrolle fiir die Qualitit der PCR.

Der Rest des Produktes kann nun in weiteren Versuchen Verwendung finden.
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3.2.3.1 PEP-PCR

Da bei der Mikrodissektion nur ca. zwischen 50 und 500 Zellen gewonnen werden, liegt eine
sehr geringe Menge an Ausgangs-DNA vor, so dass zunichst mit Hilfe einer so genannten
,primer-extension-preamplification-polymerase-chain-reaction’ (PEP-PCR) das ganze Genom
vervielfiltigt werden muss (,Whole genome amplification’). Diese MaBBnahme erlaubt, im
Gegensatz zur herkommlichen PCR, multiple molekulare Analysen in wenigen oder sogar nur
einer einzigen Zelle (Heinmoeller E et al., 2002; Zhang et al., 1992)

Das von Dietmaier et al.(1999) beschriebene Protokoll der improved extension
preamplification (I-PEP) PCR diente als Grundlage fiir die Optimierung der I-PEP PCR. Im
Folgenden das optimierte Protokoll:

Die PCR wurde aus einem Perkin Elmer 9600 Thermocycler durchgefiihrt (Foster City, CA).
Der I-PEP PCR Mix bestand aus 30ul I-PEP mix (Endkonzentration: 0.05 mg/ml Gelatine, 20
umol/L (N);5 random Primer, 1 mmol/L. dNTPs, 3U Taq Expand High Fidelity polymerase, 6
mmol/L. MgCl,, in 1 x PCR Puffer No. 3 und 10ul Lyspuffer mit der verdauten Einzelzelle
oder genomischer DNA. Es werden 50 PCR Zyklen durchgefiihrt:

e Schritt 1: 95°C fiir 2 min

e Schritt 2: 95°C fiir 30 sec

e Schritt 3: 28°C fiir 90 sec

e Schritt 4: Rampe 0.1°C pro Sekunde bis 55°C
e Schritt 5: 55°C fiir 2 min

e Schritt 6: 68°C fiir 3 min

e Schritt 7: zuriick zu Schritt 2 weitere 49mal

e Schritt 8: 68°C fiir 15 min

e Schritt 9: 4°C fiir 5 min

3.2.3.2 MSI-PCR

Auf eine PEP-PCR folgt nun eine spezifische, exponentielle PCR, in der eine ganz bestimmte
DNA-Sequenz amplifiziert wird, um herauszufinden, ob diese bestimmten Gene am

Krankheitsprozess beteilligt sind. Es werden in dieser Arbeit spezielle Mikrosatelliten-Primer
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(Mikrosatellitenmarker) fiir Gene eingesetzt, von denen bekannt ist, dass sie an der

Entstehung verschiedener Tumore beteiligt sind:

p53 (I'p),

- pl6 9p),

- APC (adenomatous polyposis coli, 5q),

- DCC (deleted in colorectal cancer, 18q),

- DPC4 (deleted in pancreatic cancer, Locus4, 18q)
- Rb (Retinoblastom, 13q)

3.2.3.2.1 MSI-PCR-BEDINGUNGEN

Es werden insgesamt 18pl der folgenden Reagenzien eingesetzt:

e 2.5mmol/l MgCl,, in 1 x PCR Puffer No. 2 von Roche
e (0,2mmol/l dNTPs

e (0,3umol/l Primer (siche Tabelle 2)

e 0,5 U Taq Expand High Fidelity Polymerase

e 2ul praamplifizierte DNA

Diese Proben werden in einen Eppendorff Mastercycler, fiir 50 Zyklen mit folgendem

Programm tiberfiihrt:

e Schritt 1: 95°C fiir 3 min

e Schritt 2: 95°C fiir 30 sec

e Schritt 3: X°C fiir 45 sec

e Schritt 4: 72°C fiir 1 min

e Schritt 5: Schritte 2 bis 5 werden 49 mal durchlaufen
e Schritt 6: 72°C fiir 10 min

e Schritt 7: 4°C fiir 5 min
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Schritt 3 gibt die Annealing-Temperatur des MSI-Primers an, d.h. diese Temperatur ist je

nach PCR bzw. eingesetztem Primer variabel (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1:

Eingesetzte Primer

p53F3 5'-GTT GGC TCT GAC TGT ACC AC-3'

p53R3 p53 | 5-CTG GAG TCT TCC AGT GTG AT-3' 57°C
pS3ivsla 5'-GCA CTT TCC TCA ACT CTA CA-3'

p53ivslb p53 | 5-AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG-3' 54°C
TP53ALU up 5'-AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG-3'

TP53ALU down p53 | 5-GCA CTT TCC TCA ACT CTA CA-3' 58°C
TP53ALS-up 5'-TCG AGG AGG TTG CAG TAA GCG GA-3'

TP53ALS-down p53 | 5-AAC AGC TCC TTT AAT GGC AG-3' 50°C
D17S1678 foward 5'-TTT GGG TCT TTG AAC CCT TG-3'

D17S1678 reverse p53 | 5'-CCA CAA CAA AAC ACC AGT GC-3' 54°C
APC up 5’-AGC AGA TAA GAC AGT ATT ACT AGT T-3’

APC down APC | 5-ACT CAC TCT AGT GAT AAA TCG-3’ 55°C
D18S63 left 5'-AGC TCA TGT TGG ATG TAT CA-3'

D18S63 right DPC4 | 5-GTC AGA CTA CGC GCC TT-3' 56°C
D18S69 forward 5’-CTC TTT CTC TGA CTC TGA CC-3’

D18S69 reverse DCC | 5-GAC TTT CTA AGT TCG TGC CAG-3’ 56°C
D13S127 forward 5'-CAG ATA TGT ACT CAT GCA CAT G-3'

D13S127 reverse Rb 5'-AAA CAA ATG AGT TTG GCT GT-3' 53°C
PKY11 forward 5'-TTG TTG ATT CTG CCT TCA AAG TCT TTT AAC-3'

PKY11 reverse pl6 | 5-CGT TAA GTC CTC TAT TAC ACA GAG-3' 56°C
PKY3 forward 5'-CAC CTC AGA AGT CAG TGA GT-3'

PKY3 reverse pl6 | 5-GTG CTT GAA ATA CAC CTT TCC-3' 56°C
D9S942 forward 5'-GCA AGA TTC CAA ACA GTA-3'

D9S942 reverse pl6 | 5'-CCA CAA CAA AAC ACC AGT GC-3' 50°C
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3.2.4 GELELEKTROPHORESE

3.24.1 POLYACRYLAMIDGEL

Zur weiteren Analyse werden die Proben auf eine 6,7%iges Polyacrylamid-Gel aufgetragen.

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) wird mit folgenden Reagenzien durchgefiihrt.

4,5 ml Aqua dest.

0,9 ml Acrylamid 40%

0,6 ml 10-fach Tris-Borsdure-EDTA-Puffer (10 x TBE)
100 pl Ammoniumpersulfat 10% (APS)

5 ul Tetramethylendiamin (TEMED)

Die Gelelektrophorese ist eine effektive Methode zur Trennung von Makromolekiilen.

Polyacrylamidgele haben eine definierte Porengrofe, die durch netzartige Polymerisation des

Acrylamid entstehen. Makromolekiile konnen dadurch vor allem nach ihrer GroBe getrennt

werden konnen, wobei die elektrische Beweglichkeit der zu trennenden Molekiile ebenfalls

eine Rolle spielt.

3.2.4.1.1 DURCHFUHRUNG PAGE

IS A

Zusammensetzen der Gelkammer

Ansatz der Gel-Reagenzien und der Proben mit 1ul 10 x Ladepuffer und Sul PCR
Produkt (siehe oben)

GieBen der Kammer und Einsetzen des Probenkamms

Beladen des Gels mit den Proben

Aufsetzen der Pufferkammer und Befiillen mit Puffer (1 x TBE)

Strom anlegen mit einer Spannung von 130 bis 140mV, einer Stromstéirke von 400mA
fiir 30 bis 40 Minuten

Féarben mit Ethidiumbromid

Nachweis eventueller Banden mit einer speziellen Fluoreszenzkamera
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3.2.4.2 SILBERGEL

Bei erfolgreich durchgefiihrter PCR sind Banden in dem Gel erkennbar, die sich mit
Ethidiumbromid darstellen lassen. AnschlieBend folgt die so genannte Silbergel-Analyse
(denaturierendes Acrylamidgel), um beide Allele darstellen zu konnen. Silbergele haben
bessere  Trenneigenschaften als  Polyacrylamidgele  aufgrund  ihrer  feineren
Vernetzungsstruktur. 0,1pg Amplifikat ergeben erkennbare Banden bei Coomassie-Blue-
Farbung und 0,02nug Amplifikat bei Silberfirbung. Die Proben werden bei 95°C denaturiert,

um einzelstringige DNA zu erhalten. Das Gel wird aus folgenden Reagenzien hergestellt:

¢ 19,4ml Formamid

e 10,5ml Acrylamid (40%)
e 6,1 ml 10 x TBE-Puffer
e 24,6 ml Harnstofflosung
e 500 ul APS

e 50 ul Temed

3.2.4.2.1 DURCHFUHRUNG SILBERGEL

Zusammensetzen der Gelkammer
Ansatz der Gel-Reagenzien (siehe oben)

GieBen der Kammer und Einsetzen des Probenkamms

el .

Nach Auspolymerisierung des Gels Uberfithren in die Elektrophorese-
Apparatur.

bt

Befiillen der Pufferkammer

6. Entfernung des Probenkamms und anschlieBendes ,,Warmlaufen* des Gels 30
bis 60 min.

7. Ansatz der Proben (3 ul Ladepuffer, 5 pl PCR-Produkt), anschlieBend
denaturieren bei 95°C fiir 4 min.

8. Beladen des Gels mit den Proben

9. Das Programm wird gestartet mit einer Spannung von 3000 mV und einer

Stromstirke von 400 mA fiir 1h45 min
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3.2.4.2.2 FARBEN DES SILBERGELS

Zum Firben des Silbergels wird eine Kammerwand entfernt und ein Rahmen aufgesetzt.

Danach wird das Gel wie folgt behandelt:

Gel kurz mit destilliertem Wasser spiilen

Gel 5 min mit 10%igem Ethanol bedecken

Gel 3 min mit 1%iger Salpetersidure bedecken

Gel kurz mit destilliertem Wasser spiilen

Gel 20 min mit 1%iger Silbernitratlosung bedecken

Gel 2 min mit destilliertem Wasser spiilen

Mehrmals das Gel mit Natriumcarbonat-Formalin spiilen, bis Banden zu erkennen sind

Gel 2 min mit 10%iger Essigsdure bedecken

Y o N kWD =

Gel 2 min mit destilliertem Wasser spiilen

—
=

. Rahmen entfernen und Gel mit Papier (Vorderseite) und PE-Folie (Riickseite)
bedecken

11. Trocknen des Gels in einem Geltrockenapparat ca. 60 min.

3.2.4.3 AUSWERTUNG

Das Prinzip der denaturierenden Gelelektrophorese beruht darauf, dass durch die
Schmelzeigenschaften von doppelstriangiger DNA, deren Stringe sich nur in einem Basenpaar
unterscheiden, sie sich leichter voneinander trennen lassen. Der Ubergang von doppel- zur
einzelstringigen DNA ist in einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese aufgrund der
schlechteren elektrophoretischen Laufeigenschaften der einzelstringigen DNA gut zu
verfolgen. Dazu wird ein Gel mit denaturierenden Eigenschaften verwendet, hier chemisch
durch Harnstoff. Bei der Elektrophorese werden zwei dhnliche DNA-Stiicke, in diesem Fall
Mikrosatellit auf miitterlichem und Mikrosatellit auf viterlichem Allel, voneinander getrennt.
Die Banden auf dem Silbergel liegen sehr dicht beieinander. Anhand eines standardisierten

Markers kann die Lange der Amplifikate bestimmt werden.

Fehlt eine der Banden im Tumorgewebe im Vergleich zum Normalgewebe, wird von einem
loss of heterozygosity (LOH) gesprochen. Grundlage des Phidnomens ist der Verlust des
speziellen Genabschnitts durch Mutation im Verlauf der Karzinogenese. Hier konnen kleine

Genabschnitte von wenigen Basen bis hin zu gesamten Chromosomen verloren gehen. LOH-
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Analysen konnen nur sagen, dass ein Genverlust vorliegt, eine Aussage iliber den
Mutationsstatus des verbleibenden Allels kann aber ohne weitere Analysen — wie z.B. eine
Gensequenzanalyse — nicht gemacht werden. Eine Charakterisierung solcher Mutationen muss
deshalb mit anderen Methoden z.B. Gensequenzierung vorgenommen werden. Die Diagnose
eines LOH kann nur mit dem Vergleich moglichst reiner (homogener) Zellpopulationen
gestellt werden. Ist ein Tumor mit einem groBen Anteil Normalgewebe, z.B. Bindegewebe
und Entziindungszellen durchsetzt, wird dadurch die Diagnose eines LOH erschwert oder
unmoglich. Besitzen Normalzellen das fragliche verloren gegangene Allel und dieses wird in
der PCR amplifiziert (mit einer Retention der Heterozygositidt auf dem Silbergel) wire das
Ergebnis falsch negativ. Daher ist die Anwendung eines Laser-Mikrodissektions-Mikroskops
von entscheidender Bedeutung zur Gewinnung moglichst homogener Zellpopulationen. In
dieser Arbeit wird die Diagnose eines LOH erst gestellt, wenn die Intensitit des verloren
gegangenen Allels maximal 50% der Farbeintensitit des Allels des Normalgewebes aufweist.

Ferner miissen noch zwei weitere PCR unter gleichen Bedingungen dieses bestitigen.

Ein weiterer Problemfall in der Diagnostik einer LOH ist gegeben, wenn die Auftrennung der
PCR-Produkte keine zwei eindeutig voneinander zu unterscheidende Allele ergibt. Dies ist
z.B. der Fall, wenn sich die Linge beider Mikrosatelliten-Allele nicht oder nur unwesentlich
voneinander unterscheidet. In diesem Fall gilt die Genlokalisation als wenig polymorph und
somit als nicht informativ. Diese Situation tritt hdufig ein. In einem solchen Fall wird eine eng
benachbart gelegene Genlokalisation mit Hilfe eines alternativen Mikrosatelliten-Marker
untersucht. Zur Absicherung der Ergebnisse folgt die statistische Auswertung der Daten. Dazu
gehort die Errechnung des arithmetischen Mittels unter den Gesichtspunkten der
verschiedenen Parameter wie Patienten, Gewebearten und Genen. Die Errechnung der
Streuung S? ist wichtig, um alle Daten vergleichen zu konnen, da nicht alle Patienten den
gleichen Untersuchungszeitraum besitzen. Die Wahrscheinlichkeit p° = 50% fiir die
Ermittlung der Signifikanz der Daten gibt an, ab welchem Zeitpunkt 50% der Patienten ein

bestimmtes Phidnomen (z.B. Mutation eines Gens) aufweisen.
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4. ERGEBNISSE

Wiihrend unseres Untersuchungsintervalls zwischen 3 und 51 Monaten wurden bei den 26 in
dieser Studie eingeschlossenen Patienten zwischen 2 und 17 Endoskopien durchgefiihrt.
Insgesamt resultierten hieraus 118 Gewebeproben, die jeweils in einem Gewebeblock
untersucht wurden. Jedoch nur 110 dieser Proben enthielten ausreichend DNS-Material, um
eine molekulargenetische Analyse durchzufiihren.

Bei 46 endoskopischen Untersuchungen wurde die Lénge der Barrett-Mucosa vom
Untersucher angegeben. Lediglich in 2 Féllen wurde vom Untersucher angeben, wie das
histologische Material gewonnen wurde (z.B. Quadrantenbiopsien). Ebenso variierte die
Anzahl der entnommenen Proben pro durchgefiihrter Endoskopie. Von den 118 in dieser
Studie verarbeiteten Objekttragern, enthielten nur 64 (54%) 4 oder mehr Gewebeproben
(Tabelle 3). 54 der 118 Objekttriger enthielten entweder eine (13 Objekttriger), zwei (14
Objekttriager) oder drei (15 Objekttriger) Gewebeproben. Nicht alle Gewebeproben, die von
vermeintlichen Barrettzungen entnommen wurden, enthielten Gewebe mit Barrett-Mucosa.
Im Durchschnitt fanden sich 3,8 Gewebeproben (1 bis 11 Gewebeproben) auf einem
Objekttriger. In der histologischen Aufarbeitung fanden sich pro Schnittpriparat
durchschnittlich 2,7 Biopsiepartikel Barrett-Mucosa (1 bis 8 Biopsiepartikel). Der

diagnostische Befund zu den Proben lautet:

26 x Normalgewebe

12 x Plattenepithel

56 x Barrett-Mucosa

13 x low-Grade-IEN

3 x Karzinomgewebe

Die Diagnose einer high-grade-IEN in der Erstprobe fiihrte zum Ausschluss des Patienten. In
die Studie wurden Biopsien mit der Diagnose einer low-grade-IEN und der Diagnose einer
Barrettmetaplasie ohne Dysplasie aufgenommen. Als Normalgewebe (Kontrolle) dient
Gewebe aus Magenbiopsien des gleichen Patienten oder, falls nicht vorhanden, Plattenepithel

ohne Nachweis einer Barrett-Schleimhaut.
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Tabelle 2: Gesamtiibersicht der gewonnenen Mutationsdaten aller Patienten im zeitlichen

Verlauf
| Mikrosatellitenmarker |
Fall |Befunddatum Material P53 Pl6 APC DCC |DPC4 |Rb
1 16.12.97 Barrettgewebe n n n n n n
Low-Grade- IEN |n n n n n n
29.06.98 Barrettgewebe n n n n n n
Low-Grade- IEN |n LOH LOH n n n
13.11.98 Barrettgewebe n n n n n n
06.07.99 Barrettgewebe n n LOH n n n
Low-Grade- IEN |n LOH n n n n
14.12.99 Barrettgewebe n n n n n n
19.01.00 Normalgewebe n n LOH n n n
Barrettgewebe n n n n n LOH
25.05.00 Barrettgewebe n n n n n n
25.08.00 Barrettgewebe n n n n n n
28.11.00 Plattenepithel n n n n n n
Barrettgewebe n n n n n n
05.03.01 Plattenepithel n n n n n LOH
Barrettgewebe n n n n n n
09.07.01 Barrettgewebe n n LOH n n LOH
21.01.02 Barrettgewebe LOH n LOH n n n
2 20.07.99 Normalgewebe n n n n n n
Low-Grade- [EN |n n n n n n
27.07.99 Karzinom n n n n n n.i.
14.10.99 Normalgewebe n n n n n n
28.03.00 Normalgewebe n n n n n n
22.08.00 Normalgewebe n n n.i. n n n
16.03.01 Plattenepithel n n n n n n
18.12.01 Plattenepithel n n LOH n n n
3 09.04.97 Barrettgewebe n n n n n n
01.10.97 Barrettgewebe n n LOH n n n
10.02.98 Barrettgewebe n n n n n.i. n
21.10.98 Barrettgewebe n n LOH n n n
14.10.99 Normalgewebe n n n n n n
14.10.99 Barrettgewebe n LOH LOH n n n
02.10.00 Low-Grade- IEN |n n LOH n LOH n
09.10.01 Barrettgewebe n n n n n n
4 25.03.98 Barrettgewebe n n LOH n n n
21.03.00 Normalgewebe n n n n n n
16.08.00 Plattenepithel n n n n n n
25.10.00 Plattenepithel n n n n n n
08.06.01 Plattenepithel n n n n n n
30.10.01 Normalgewebe n n n n n n
5 29.01.99 Barrettgewebe n n LOH n n n.i.
20.10.00 Barrettgewebe n n n n n n.i.
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23.11.00 Barrettgewebe n n n.d. n n n
26.10.01 Plattenepithel n n n n n n
19.12.01 Barrettgewebe n n n n n n
6 04.08.98 Barrettgewebe n n n n n n
18.09.98 Normalgewebe n n n n n n
Barrettgewebe n n n n n.i n
10.01.00 Barrettgewebe n n n n n n
7 07.05.98 Low-Grade-IEN |n n n n n n
13.09.00 Barrettgewebe n n LOH n n n
04.01.01 Normalgewebe n n n n n n
Barrettgewebe n n n n n n
8 21.02.97 Normalgewebe n n n n n n
24.04.97 Normalgewebe n.d. n n n n n
Barrettgewebe n n n n n n
30.10.97 Barrettgewebe n.d. n LOH n n n
20.10.99 Barrettgewebe LOH n LOH n n n
9 23.01.98 Normalgewebe LOH n n n n n
23.05.00 Barrettgewebe n n LOH n n n
02.02.01 Barrettgewebe n n n n n n
10 25.01.99 Barrettgewebe n n LOH n n n
01.02.00 Barrettgewebe n LOH LOH n n n
19.02.01 Normalgewebe n LOH n n n n
11 13.08.97 Barrettgewebe n LOH LOH n n n
03.08.98 Barrettgewebe n n LOH n n n
15.07.99 Barrettgewebe n LOH LOH n n n
Low-Grade-IEN |n n.i. n n n n
12 10.02.99 Barrettgewebe LOH n n n n.i MSI
31.01.01 Barrettgewebe n n n n n MSI
14.01.02 Normalgewebe n n n n n MSI
Barrettgewebe LOH n n n.i. n MSI
13 16.10.98 Barrettgewebe n n n n n n
16.10.01 Normalgewebe n n n n n n
Low-Grade-IEN |n n n n n n
14 05.09.01 Normalgewebe n n n n n. n
Plattenepithel n n LOH n n n
Barrettgewebe n n n n n n
13.09.01 Low-Grade-IEN |n n n n n n
17.09.01 Barrettgewebe n n n n n. n
15 09.11.99 Barrettgewebe n n n n n n
23.1199 Normalgewebe n n n n n n
20.11.00 Barrettgewebe n n n n n n
18.01.02 Barrettgewebe n n n n n n
16 14.02.00 Barrettgewebe n n LOH n n n.i.
19.06.01 Normalgewebe n n LOH n n n.i.
Barrettgewebe n n LOH n n n
17 15.02.00 Barrettgewebe n n n n n n
28.08.00 Normalgewebe n n LOH n n n
Barrettgewebe n n LOH n. n n
18 31.03.00 Normalgewebe n n n n n n
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Barrettgewebe n n LOH n n n
28.04.00 Barrettgewebe n n LOH n.d. n n
19 02.09.98 Barrettgewebe n MSI n n n n
28.02.00 Plattenepithel LOH MSI n n n n
Barrettgewebe LOH MSI LOH n n n
20 02.06.99 Barrettgewebe n n n n n n.d.
18.10.99 Barrettgewebe n n LOH n.d n n
21 09.07.98 Plattenepithel n LOH n.d. n n n
Low-Grade- IEN |n n LOH n n n
16.10.98 Plattenepithel LOH n.d. LOH n n.d. n
Low-Grade- IEN |LOH LOH n n n n
22 10.04.00 Normalgewebe n LOH n n
Karzinom n LOH n n
23 31.01.01 Barrettgewebe n n LOH MSI n n
12.09.01 Normalgewebe n n n MSI n n
Barrettgewebe LOH n LOH MSI n n
Karzinom n n LOH MSI n n
24 12.09.01 Barrettgewebe n n n n n n
07.12.01 Normalgewebe n n n n n n
Barrettgewebe n n n n n n
25 06.05.02 Normalgewebe n n n n n.i. n
Low-Grade- I[EN |n n n n n.i. n
26 02.05.01 Normalgewebe n n n n n n
Low-Grade- [EN |n n n n n n
20.11.01 Barrettgewebe n n n n.d. n n.i.
Tabelle 3: Anzahl der Gewebeproben pro Objekttrager und Endoskopie
Gewebeproben pro Objekttréger
1 2 3 4 oder mehr
Anzahl der Proben gesamt 13(11%) | 16(13,6%) | 25(21,2%) | 64(54,2%)
Proben mit Barrett-Mucosa pro Objekttrager 8(6,8%) | 8(6,8%) |10(8,5%) 49(41,5%)
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Tabelle 4: Akkumulation der Mutationen im zeitlichen Verlauf

0 3-5 6-8 9-11 |12-14 |15-17 |18-20 |21-23 |24-26 |27-29 | 30-32|33-35 |36-38 | 39-41 | 42-44 |45-47 | 48-51
APC - APC
1 pl6 N N N |N Rb |N N |p53
2|N N N N N N APC
ol lapc | N N v |n
5|N APC N N |N N
6N N
7|N APC N
APC
$|N APC p53
9|p53 APC N
APC

10 | APC N pl6 pl6

APC
11| pl6

N p53 N
N N
APC
APC
APC

19| N p53 |N

25

26
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Loss-of Heterozygosity-(LOH)-Daten der 26 Patienten

Die Tabellen 2-4 zeigen die molekulargenetischen Daten der Gewebeproben, die den 26 in
dieser Studie eingeschlossenen Patienten entnommen wurden. Der individuelle
Untersuchungszeitraum variierte zwischen 3 und 51 Monaten. Von 2 Patienten lagen Follow-

up-Daten liber einen Zeitraum von mehr als 39 Monaten vor.

p53 H,0 H,0 APC p16INK4

e

N LGD ST N BLGD B BLGD N B B
£ i

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Abb 15.: Beispiel Silbergel

Die LOH-Daten aller getesteten Mikrosatellitenmarker sind in Tabelle 2 zusammengefasst
und exemplarisch in Abbildung 16 demonstriert.

Sechs der 26 Patienten (23%) zeigten im gesamten Untersuchungszeitraum kein LOH der
untersuchten Mikrosatellitenmarker. Im Verlauf der individuellen Untersuchungsintervalle
war LOH des APC-Gens (Tab. 4) die hiufigste genetische Aberration (19 von 26 Patienten)
gefolgt von LOH des pl16™** —_Gens und des p53-Gens (7 von 26 Patienten). LOH des
DPC4-Gens zeigte sich bei 2 von 26 Patienten und LOH des Rb-Gens bei einem der 26
Patienten. 19 Patienten (73%) zeigten mehrere LOH in bis zu 3 Mikrosatellitenmarkern (Tab.
4 und Abb. 16).
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Abb.16: LOH der einzelnen Tumorsuppressorgene im Verlauf des Studenintervalls

Die hiufigste Kombination von LOH war APC/pl6™**

APC/p53 (5 Gewebeproben). Die Kombination von APC/DPC4 und APC/Rb erschien nur

(9 Gewebeproben) gefolgt von

einmal. APC ist der einzige Mikrosatellitenmarker, der in allen detektierten LOH-
Kombinationen nachweisbar war.

Ein Patient zeigte LOH des p16™**-Gens oder des Rb-Gens im Barrett-Mucosa umgebenden
Normalgewebe. Sechs Patienten zeigten im Normalgewebe LOH des APC-Gens und 2
Patienten LOH des p53-Gens. LOH des DPC4- oder des DCC-Gens im Normalgewebe fand
sich bei keinem Patienten.

Von den 19 Patienten mit LOH eines beliebigen Mikrosatellitenmarkers fand sich eine grof3e
Bandbreite der LOH-Ergebnisse. Ebenso zeigten im Rahmen der gesamten Untersuchung zu
den verschiedenen Entnahmezeitpunkten die einzelnen Mutationen eine sehr heterogene
Prisenz im Biopsiematerial (Tab. 4). Zum Beispiel zeigt Patient Nummer 3 LOH des APC-
Gens bei 4-6 Monaten. Im Zeitraum von 9-12 Monaten erscheint jedoch kein LOH mebhr.
Dagegen zeigen die Proben zwischen 19 bis 21 Monaten, 31 bis 33 Monaten und 43 bis 45
Monaten wieder LOH des APC-Gens. Dazwischen kann LOH des APC-Gens in den
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Intervallen 25-27 Monate und 28-30 Monate nicht mehr nachgewiesen werden. Zusitzlich
dndert sich das Spektrum der begleitenden Mutationen im Zeitraum 31-33 Monate (zusitzlich
LOH des pI6™**-Gens) und 43-45 Monate (zusitzlich LOH des DPC4-Gens, kein LOH des
p16™_-Gens mehr nachweisbar). Eine weitere Variation der LOH-Ergebnisse erscheint bei
Patient Nummer 10. Ein initial gefundenes LOH des APC-Gens kann im Zeitraum zwischen 7
und 9 Monaten nicht mehr nachgewiesen werden. Gleichwohl findet sich wieder LOH des
APC-Gens zwischen 13 und 15 Monaten, begleitet von LOH des p/ 6™ _Gens. Im weiteren
Verlauf des Untersuchungszeitraums des Patienten ldsst sich keine weitere LOH des APC-
Gens finden. Im Zeitraum zwischen 25-27 Monaten findet sich jedoch wieder LOH des

INK4
6" -Gens.

pl
Eine Mikrosatelliteninstabilitit fand sich in den Proben von 3 Patienten. Im Gegensatz zur
LOH zeigte sich die Mikrosatelliteninstabilitit durchweg konstant in den weiteren Follow-up-
Biopsien der einzelnen Patienten.

Zwei Patienten (Patienten Nummer 22 und 23, Tab. 2) entwickelten in dem kurzen Intervall
zwischen 3 und 6 Monaten ein Adenokarzinom. Beide Patienten wiesen eine LOH des APC-
Gens und zusitzlich entweder des pS3-Gens, des pl 6™5_Gens oder des DPC4-Gens, dieses
weist hier eine homozygote Deletion an 2 Loci auf.

Werden alle Patienten zusammengefasst, fillt ein minimaler Anstieg der LOH-Ereignisse im
Verlauf der Untersuchungszeitraums auf, gleichwohl dieser Anstieg nicht signifikant ist

(p>0,05) (Abb. 17).

™
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N
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.
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Abb.17: Prozentualer Anstieg der LOH-Ereignisse der 26 Patienten im Studienverlauf
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5. DISKUSSION

In den letzten Jahren sind mehrere Studien verdffentlicht worden, die den Ursprung der
Barrett-Mucosa und die molekulargenetischen Verdnderungen, die wihrend der
Transformation der Barrett-Mucosa zum Adenokarzinom auftreten, adressiert haben. Trotz
allem hat man bis heute kein histomorphologisches oder molekulargenetisches Kriterium
etablieren konnen, welches verlisslich das Entstehen eines Barrettkarzinoms auf dem Boden
der Barrett-Mucosa vorhersagen kann. Besonders Patienten mit einer Barrett-Mucosa ohne
Nachweis einer IEN oder mit einer low-grade-IEN, die zu einem Adenokarzinom entarten
kann, konnen bis heute nicht sicher erkannt werden. Gerade diese Patienten konnten bei
erhohtem Risiko durch engmaschigere Kontrolluntersuchungen bzw. friithzeitige chirurgische
Intervention eine wesentlich bessere Prognose erreichen. Bei geringerem Risiko wiederum
konnten die Kontrollintervalle ausgeweitet werden (Alikhan et al., 1999). Reid et al. schreiben
in diesem Zusammenhang auch, dass Patienten mit einer high-grade-IEN in spezialisierten
Zentren betreut werden sollten. Hier konnen besonders Barrett-erfahrene Endoskopiker,
Pathologen und Chirurgen in einem engen interdisziplindren Dialog die weitere
Vorgehensweise individuell und fallbezogen diskutieren (Reid et al., 2000). Ein Aspekt, der
bei der Erforschung der Barrett-Mucosa bis dato erstaunlich wenig Aufmerksamkeit erhalten
hat, ist die Analyse der molekulargenetischen Veridnderungen, welche bei Gewebeproben im
Verlauf von Kontroll-Endoskopien einzelner Patienten auftreten konnen (Barrett et al., 1996;
Reid et al., 2000; Maley et al., 2004).

Bian et al. (2000) untersuchten in einem longitudinalen Studienaufbau 30 Patienten mit einer
Osophagusresektion aufgrund eines Barrettkarzinoms retrospektiv. Sie konnten keine
Korrelation zwischen der Hiufigkeit einer p53-Mutation und einer reduzierten Uberlebensrate
der Patienten feststellen. Auffallend erschien jedoch, dass eine Mutation im p53-Locus héufig
beim Progress einer low-grade-IEN in eine high-grade-IEN zu beobachten war (Bian et al.,
2001).

Eine prospektive Analyse von 48 Patienten im Rahmen von Kontrollendoskopien bei Barrett-
Osophagus fiihrten Dolan et al. (2003) durch. Sie konnten die LOH eines bestimmten
Mikrosatellitenmarkers des p53-Gens zur signifikanten Vorhersage eines erhohten
Karzinomrisikos identifizieren. Die Mutationsanalyse wurde hier jedoch nur bei der initialen
Biopsie durchgefiihrt. Der weitere Verlauf und das Outcome der Patienten wurde nur klinisch

beobachtet (Dolan et al., 2003).
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Fang et al. (2004) fihrten eine retrospektive Verlaufsbeobachtung an archivierten
Gewebeproben von Patienten mit Barrett-Osophagus per zytometrischer DNA-Analyse durch.
Sie konnten feststellen, dass eine DNA-Abnormalitit in Form einer Aneuplodie ein
sensitiverer Marker im Vergleich zu einer high-grade-EIN, um Patienten mit erhohtem
Karzinomrisiko zu erkennen (Fang et al., 2004).

Um die molekulargenetischen Verdnderungen der bekannten Tumorsuppressorgene in der
Barrett-Mucosa zu bestimmen, beobachteten wir das Auftreten von Deletionen dieser Gene in
der Barrett-Mucosa in einer Serie von 26 Patienten, welchen im Rahmen einer Serie von
Kontrollendoskopien regelméfig Gewebeproben entnommen wurden. Die Entnahmeintervalle
reichten von 6 bis zu 51 Monaten. Wir nahmen an, dass die Analyse der LOH bestimmter
Tumorsuppressorgene iiber einen definierten Zeitraum helfen konnte eine Gruppe von
Markern zu finden, welche ein erhohtes Risiko einer neoplastischen Transformation bei
Patienten mit Barrett-Mucosa ohne Dysplasie oder einer low-grade-IEN vorhersagen konnen.
Unsere Studie ergab, dass eine LOH des APC-Gens am héufigsten auftritt, gefolgt von einer
LOH des pl6™- und des p53-Gens. Verinderungen dieser Tumorsuppressorgene in der
Barrett-Mucosa wurden in anderen Studien ebenfalls festgestellt (Barrett et al., 1996; Souza et
al., 2001). Galipeau et al. untersuchten 61 Patienten mit einer high-grade-IEN auf LOH der

6™*_ und p53-Gene. Thre Ergebnisse lieBen vor allem bei gleichzeitigem Auftreten der

pl
Mutationen auf ein erhohtes Karzinomrisiko schlieBen. Sie stellten auch fest, dass LOH des
pl6™ K4_Gens im Verlauf zeitlich friiher auftritt als LOH des p353-Gens (Galipeau et al., 1999).
Diesen Umstand erkannten auch Wong et al. in ihrer Untersuchung und stellten die Hypothese
auf, dass solche p/ 6INK4-Mutati0nen, die im Sinne einer klonalen Expansion weitldufig in der
Barrett-Mucosa zu finden sind, eine Rolle als Wegbereiter anderer Genomveridnderungen
spielen konnten (Wong et al., 2001).

Erginzend muss allerdings gesagt werden, dass die meisten dieser Studien nicht prospektiv

angelegt waren.

Des Weiteren ergab die Untersuchung in wunserem Biopsiematerial, dass die
Tumorsuppressorgene Rb, DCC und DPC4 nur selten Mutationen aufwiesen, was dadurch zu
erkliren ist, dass Mutationen dieser Gene vornehmlich beim Ubergang zur high-grade-IEN
oder zum Adenokarzinom zu finden sind und diese Lésionen in unserer Studie deutlich
unterreprisentiert sind. Zusitzlich scheint eine Inaktivierung des DPC4-Gens durch Mutation
im Verlauf der Karzinogenese das Barrett-Adenokarzinoms keine wesentliche Rolle zu

spielen, da andere Studien keine Mutationen in der Sequenzanalyse der Barrett-Mucosa und
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des Adenokarzinoms detektieren konnten (Riegmann et al., 2001; Romagnoli te al., 2001;

Souza et al., 2001; Barrett et al., 1996).

Ein interessanter Punkt ist die Kombination mehrerer LOH-Ereignisse bei einem Teil unserer
untersuchten Patienten. LOH des APC-Gens ist hierbei immer als ein Teil einer solchen LOH-
Kombination zu finden. Boynton et al. (1992) untersuchten eine LOH des APC-Gens von
Osophaguskarzinomen anhand von 30 Priparaten nach Osophagusresektion. Sie konnten
zeigen, dass LOH im APC-Locus in 77 % aller Osophaguskarzinome auftraten. Jedoch
handelte es sich bei den von Boynton untersuchten Karzinomen nicht nur um
Adenokarzinome (18), sondern auch um Plattenepithelkarzinome (19), die nicht mit der
Barrett-Mucosa assoziiert sind (Boynton et al., 1992).

Da Verianderungen des APC-Gen sehr frith in der neoplastischen Entwicklung der Barrett-
Mucosa auftreten, kann angenommen werden, dass Kombinationen mehrerer LOH,
insbesondere APC/pl16™* oder APC/p53, ein erhohtes Risiko fiir ein neoplastisches
Fortschreiten in der Barrett-Mucosa bei einem Teil der Patienten anzeigen konnen. Eine
Studie von Maley et al. aus dem Jahre 2004 hat bereits gezeigt, dass Verdnderungen der Gene
p16INK4 und p53, insbesondere wenn sie in Kombination mutiert sind, zusammen mit
chromosomaler Ploidie eine Entwicklung zum Adenokarzinom anzeigen (Maley et al., 2004).
Diesbeziiglich sollten grofere Kohorten von Patienten iiber einen noch groBeren Zeitraum
untersucht werden, um diese Hypothese zu stiitzen. Insbesondere wére ein ldngerer Zeitraum
von Bedeutung, da in unserer Studie ein statistisch signifikanter Anstieg der Mutationen

wihrend des Untersuchungszeitraums nicht gefunden werden konnte.

Obwohl das Untersuchungsintervall einiger unserer Patienten in dieser Studie relativ kurz ist,
scheint ein interessantes Ergebnis dieser Studie zu sein, dass LOH-Ereignisse, die in
vorhergehenden Biopsien nachgewiesen wurden, in den Follow-Up-Untersuchungen nicht
mehr auftraten. Zusitzlich  verschwanden = LOH-Kombinationen in  Follow-Up-
Untersuchungen oder die verschiedenen LOH-Kombinationen wechselten. Mindestens eines
dieser Phinomene fand sich bei allen Patienten, die im Untersuchungsverlauf eine LOH
aufwiesen. Diese Ergebnisse erheben einige wichtige Fragen itiber (1) die Technik der
endoskopischen Probengewinnung und die klinischen Angaben des Untersuchers, (2) iiber die
in dieser Studie angewandten molekulargenetischen Analyseverfahren und durchgefiihrte

Probenverarbeitung und (3) iiber die Heterogenitidt der Mutationen in der Barrett-Mucosa.
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Fehler, die wihrend der Probengewinnung auftreten, stellen die Hauptursache fiir das
Ubersehen eines kleinen dysplastischen Fokus oder sogar eines kleinen Adenokarzinoms dar.
Um diese Fehler zu minimieren, wurden von der International Society for Diseases of the
Oesophagus Leitlinien zur Handhabung der Uberwachung und Probengewinnung bei der
Diagnose des Barrett-Osophagus erstellt. Diese Empfehlung sieht vor, dass die Barrett-
Mucosa - insbesondere hinsichtlich einer nicht optimalen Trefferquote von Barrett-Mucosa
bei mehreren Biopsien und der hédufig geringen Anzahl der entnommenen Biopsien - iiber ihre
gesamte Linge in 2 cm-Intervallen per Quadrantenbiopsie untersucht werden sollte (Stein,
1996). Angesichts der Ergebnisse unserer Studie sollte diese Empfehlung ausgeweitet werden,
besonders in Anbetracht der anzunehmenden Verbesserung der genetischen Analysen der
Gewebeproben in ndherer Zukunft.

Andere Studien haben bereits darauf hingewiesen, dass zur Probengewinnung so genannte
Jumbo-Forceps eingesetzt werden sollten. Hierbei handelt es sich um Biopsiezangen, die pro
Biopsie etwa doppelt so viel Gewebe entnehmen als die sonst iiblichen Biopsiezangen. Levine
et al. (1993) haben in einem Vergleich zwischen endoskopisch iiberwachten und radikal
chirurgisch therapierten Patienten mit high-grade-IEN oder Adenokarzinom ein striktes
Biopsie-Protokoll mit Jumbo-Forceps festgelegt. Die Studie zeigte, dass alle potentiell
chirurgisch zu behandelnden Patienten erkannt werden konnten. Auch Patienten, bei denen
trotz bestehender high-grade-IEN keine chirurgische Resektion durchgefiihrt werden musste,
konnten mit diesem Protokoll erkannt werden (Levine et al., 1993). Reid et al. zeigten in ihrer
Studie, dass die Biopsie-Intervalle auf 1 cm reduziert werden sollten. Sie untersuchten 45
Patienten mit high-grade-IEN im Rahmen der Kontrollendoskopien mit 4-Quadranten-
Biopsien in einem 1 cm-Intervall. Alle weiteren makroskopisch auffélligen Befunde wurden
ebenfalls biopsiert. Auch hier wurden die Jumbo-Forceps mit einer so genannten ,turn-and-
suction’-Technik eingesetzt. Diese Methode der Probengewinnung sorgt fiir ein groferes
Gewebsvolumen als die sonst iibliche Technik. Erstaunlicherweise fanden sich 82 % der
entdeckten Karzinome in einem einzigen 1-cm-Intervall. 69 % der Karzinome waren sogar
nur in einer einzigen Gewebeprobe nachweisbar. 30 der 45 Patienten wiesen ein Karzinom
auf, obwohl die Schleimhaut, abgesehen von der Barrett-Mucosa, endoskopisch unauffillig
war. Von diesen 30 Patienten war bei neun das Karzinom nur in einer so genannten ,gezielten
Biopsie’ eines auffilligen Areals aufgetreten. Nun verglichen die Autoren diese Ergebnisse
mit einem 2 cm-Intervall Protokoll, das aus dem urspriinglichen Protokoll konstruiert wurde.

50 % der im 1 cm-Intervall gefunden Karzinome wiren laut dieser Studie in dem 2 cm-
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Intervall {iibersehen worden (Reid et al.,, 2000). Falk bezeichnet diese standardisierte

Untersuchungsmethode als das ,Seattle’-Protokoll (Falk, 2002).

Allerdings erscheint das Umsetzen dieser Empfehlung in den klinischen Alltag schwierig. Das
oben genannte Protokoll ist sehr zeitaufwendig und erzeugt eine grole Menge an
Gewebeproben. Diese miissen dann in sehr zeit- und kostenintensiven Verfahren aufgearbeitet
werden. Des Weiteren werden fiir dieses Protokoll groere Endoskope benétigt, die eine
Sedierung des Patienten wihrend der Untersuchung notwendig machen. Auch die Kosten
durch erhohten Personal- und Raumbedarf fiir die postinterventionelle Beobachtung diirfen
nicht vernachlissigt werden.

Nichtsdestotrotz verhindert eine zu kleine Anzahl an Biopsien nicht nur eine genaue
molekulargenetische Analyse, sie erhoht auch die Wahrscheinlichkeit, kleine Areale der
Schleimhaut zu verpassen, auf denen eine neoplastische Transformation zu einer high-grade-
IEN oder sogar zu einem Adenokarzinom stattgefunden hat. Diese Annahme wird von der
Studie von Cameron et al. (1997) unterstiitzt. Sie hatten die Priparate von Patienten nach
Osophagusresektion aufgrund einer high-grade-IEN oder eines Adenokarzinoms ohne
Nachweis endoskopisch sichtbarer Lédsionen untersucht. Die durchschnittliche Fliche der
Barrett-Mucosa auf der Osophagusschleimhaut betrug 32 cm?, die Fliche einer low-grade-
IEN 13 cm?, high-grade-IEN 1,3 cm? und eines Adenokarzinoms nur 1,1 cm®. Die 3 kleinsten
Karzinome wiesen nur eine Fldache 0,02, 0,3 und 0,4 cm? auf. Die Autoren zeigten, dass das
ibliche Protokoll mit Quadrantenbiopsien im 2 cm-Intervall nicht ausreicht um alle Lésionen,
mit high-grade-IEN und Adenokarzinomen zu entdecken (Cameron et al., 1997). Die
Ergebnisse unserer Studie unterstiitzen diese Hypothese, besonders in Anbetracht der
reduzierten Qualitit der Probengewinnung in knapp 50 % der durchgefiihrten

Kontrollendoskopien.

In der Zeit der evidenzbasierten Medizin wurde in dem oben genannten Zusammenhang
bisher gesagt, dass bei den meisten Patienten mit Barrett-Osophagus aufgrund der
Komorbiditit und des fortgeschrittenen Lebensalters eine radikalen Osophagusresektion nicht
mehr durchgefithrt wird. Ein entsprechendes Uberwachungsregime mit regelmiBigen
Endoskopien und kostenintensiven Laboruntersuchungen wire im Sinne der
Kosteneffektivitit nicht angezeigt. Van der Burgh et al. (1996) untersuchten in ihrer Studie
eine Kohorte von 150 Patienten mit der Diagnose eines Barrett-Osophagus. In dem

durchschnittlichen Untersuchungszeitraum von 9,3 Jahre starben 79 der 150 Patienten. Nur
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fiinf dieser 79 Patienten haben im Verlauf ein Osophaguskarzinom entwickelt und nur bei 2
dieser fiinf Patienten stellte es die unmittelbare Todesursache dar. Die von van der Burgh et
al. untersuchte Kohorte hitte von einem kontrollierten Uberwachungsprogramm nicht
profitiert (Van der Burgh et al., 1996).

Bei vielen Patienten mit Adenokarzinomen wird aufgrund des fortgeschrittenen Lebensalters
eine Osophagusresektion nicht mehr durchgefiihrt, da es sich um eine sehr belastende
Operation mit hoher perioperativer Komplikationsrate handelt. Diese Patienten miissten bei
nicht  vorhandener  therapeutischer =~ Konsequenz aus einem  kontrollierten
Uberwachungsprogramm herausgenommen werden. Hier zeigt jedoch die neuere Entwicklung
der Schleimhautablationstechniken gro3e Fortschritte, so dass auch fiir diese Patientengruppe
ein  kurativer Therapieansatz —mdoglich ist. Insgesamt zeigen diese strikten
Untersuchungsprotokolle durchaus eine Berechtigung, miissen allerdings in zukiinftigen

Studien noch verifiziert werden.

Allerdings ist nicht nur die schiere Anzahl der Biopsien fiir eine genaue Untersuchung der
Barrett-Mucosa entscheidend, sondern auch die Anzahl der Proben, die auch wirklich Barrett-
Mucosa enthalten. Nur 44,16 % der in unserer Studie untersuchten Biopsien enthielt auch
wirklich Barrett-Mucosa. Ob die Adenokarzinome zweier unserer Studienpatienten mit
diesem Protokoll frither hitten gefunden werden konnen, bleibt eine Spekulation. Gleichwohl
beschreiben Reid et al. (2000) in ihrer Studie, dass 100 % aller Adenokarzinome durch das
Benutzen der Jumbo-Forceps in einem Biopsieintervall von 1 cm entdeckt werden konnten
(Reid et al., 2000). Zusétzlich zur reduzierten Qualitit der Probengewinnung miissen auch die
molekulargenetischen Analysemethoden kritisch betrachtet werden. Erscheinen doch in den
verschiedenen Kontrollintervallen stark unterschiedliche Ergebnisse in den genetischen
Analysen. Als mogliche Fehlerquelle konnen kleine, nicht erfasste dysplastische Areale
wihrend der Laser-Mikrodissektion in Betracht kommen. Auerdem konnten die dissezierten
Gewebestiicke zu klein gewihlt sein, obwohl Studien bereits gezeigt haben, dass die Laser-
Mikrodissektion die Sensitivitit einer molekulargenetischen Analyse deutlich verbessern
kann. Heinméller et al. (2001) zeigten in ihrer Studie die Uberlegenheit der lasergestiitzten
Mikrodissektion im Vergleich zur Immunhistofiarbung anhand der
Mikrosatelliteninstabilititen bei HNPCC. Dort hitte eine Diagnostik nur mit
immunhistochemischer Farbung ein falsch-negatives Ergebnis fiir die
Mikrosatelliteninstabilitit geliefert (Heinmoller et al., 2001). Um eine Beeinflussung der

Ergebnisse durch Laser-Mikrodissektion-induzierte Verinderungen zu verhindern, wurden in
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unserer Studie die Biopsien mehrerer Areale in einem einzelnen Testrohrchen
zusammengefiihrt. Ein weiterer Grund fiir mogliche divergierende Ergebnisse ist die PCR-
Amplifikationstechnik bei kleinen Gewebsstiicken, besonders wenn vor der spezifischen
PCR-Amplifikation das gesamte Genom im ersten Schritt vervielfiltigt wird. Andererseits
haben mehrere Studien gezeigt, dass ein solches Vorgehen eine sichere Methode ist, wenn sie

korrekt durchgefiihrt wird (Dietmaier et al., 1999; Heinmoller et al., 2002).

Nicht nur Probengewinnung und Weiterverarbeitung konnen die molekulargenetische
Analyse beeinflussen, ein weiterer Grund ist die in vivo-Biodynamik der Barrett-Mucosa.
Neuere Studien haben gezeigt, dass es bei ca. 60 — 65 % der Fille zu einer Riickbildung der
Dysplasie bei Patienten mit initialer Diagnose einer low-grade-IEN kam. In der Studie von
Weston et al. (2001) zeigten von den 48 Patienten mit einer low-grade-IEN 31 im Verlauf der
Studie eine Regression zu einer reinen intestinalen Metaplasie (Weston et al., 2001). Auch bei
Skacel et al. (2000) bildete sich bei 15 der 43 Patienten die initiale low-grade-IEN zuriick
(Skacel et al., 2000). Die verbleibenden Patienten zeigen eine persistierende low-grade-IEN
oder eine Transformation zu einer high-grade-IEN oder einem Adenokarzinom.

Weiterhin kann es wihrend der mehrstufigen Karzinogenese zu einem Prozess der Selektion
und Expansion von Zellklonen kommen, welcher in der Barrett-Mucosa zu verschieden
groBen Gebieten fithren kann, die unterschiedliche Zellpopulationen mit unterschiedlichen
Mutationen aufweisen (Wong et al., 2001).

Galipeau et al. (1999) untersuchten 404 Biopsien von 61 Patienten mit einer high-grade-IEN
auf LOH von p16 und p53. Sie fanden vor allem im p16-Genlocus ein Mosaik an Klonen und
Subklonen grofflichig iiber die Barrett-Mucosa verteilt, sogar in Arealen, die keine
wesentlichen dysplastischen epithelialen Verdnderungen aufwiesen. Verdnderungen im p53-
Genlocus traten in dieser Studie deutlich seltener auf (Galipeau et al., 1999).

In einer dhnlichen Studie zeigten Prevo et al. (1999), dass verschiedene pS3-Mutationen in der
Barrett-Mucosa bei ca. 50 % der Patienten mit einer high-grade-IEN zu finden waren. Auch
hier waren die verschiedenen Zellklone auf gro3e Flachen der Barrett-Mucosa verteilt.

Beide Autoren stellen die Hypothese auf, dass die klonale Expansion als Wegbereiter weiterer
Mutationen dient und dass dieser Prozess nach gewisser Zeit in der Entstehung des
Adenokarzinoms kulminiert (Galipeau et al., 1999; Prevo et al., 1999).

Maley et al. (2004) aus dem gleichen Autorenteam stellen in ihrer Studie sogar fest, dass die

Kombination aus der klonalen Expansion und der Anzahl der verschiedenen Zellklone eine
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bessere Vorhersage zum Karzinomrisiko treffen konnen als jeder dieser Werte fiir sich allein

(Maley et al., 2004).

In unserer Studie fiihrte eine Kombination aus der zu geringen Anzahl an Gewebeproben,
verschieden mutierten Klonen und das Phédnomen der regressiven Verdnderungen der
mutierten Zellpopulationen zu oft nicht reproduzierbaren und teilweise divergierenden LOH-
Ergebnissen. Es ist denkbar, dass eine solche Kombination méglicher Fehlerquellen bereits in
einer signifikanten Anzahl weiterer Studien, in denen zahlreiche histomorphologische,
immunhistochemische und/oder molekulargenetische Analysen der Barrett-Mucosa
durchgefiihrt wurden, zu verfilschten Ergebnissen gefiihrt hat.

Ein Ziel unserer Studie war es einen Biomarker zu finden, der eine neoplastische
Transformation der Barrett-Mucosa ohne IEN oder mit einer low-grade-IEN vorhersagen
kann. Wie in Tabelle 4 und Abbildung 17 zu sehen, war unser Untersuchungszeitraum zu kurz
gewihlt, um verldssliche Daten diesbeziiglich zu extrahieren. Des Weiteren ist die Anzahl der
untersuchten Patienten in unserer Studie nicht gro3 genug, obwohl den Kombinationen
verschiedener LOH — besonders APC/?'®™* oder APC/p53 — als Biomarker in zukiinftigen
Studien eine erhohte Aufmerksamkeit geschenkt werden sollte. Entscheidend jedoch fiir die
inkonstanten und negativen Ergebnisse dieser Studie ist sehr wahrscheinlich die in knapp 50

% der Fille vorliegende reduzierte Qualitit der Probengewinnung.

Ein wesentliches Ergebnis der systematischen Aufarbeitung unserer Gewebeproben ist, dass
bei Kontrollendoskopien bei bekannter Barrett-Mucosa eine Probengewinnung in Form von
Quadrantenbiopsien in 1 cm- Intervallen und, wenn mdglich, mit Jumbo-Forceps in der so
genannten ,turn-and-suction’-Technik durchgefiihrt werden sollte. Weiterhin sollten alle
makroskopisch auffilligen Areale grofziigig mitbiopsiert werden. Dieses Protokoll ist
Voraussetzung fiir eine verldssliche molekulargenetische Analyse der Gewebeproben, um
wichtige Fragen beziiglich der Biodynamik der epithelialen Zellklone zu beantworten.
Zusitzlich sollte dieses Protokoll auch bei zukiinftigen Studien angewandt werden, die den

Vorhersagewert von Biomarkern untersuchen mochten.

Fiir die kommenden Jahre kann man erwarten, dass die molekularen Analysen der Mutationen
in Tumoren eine Einteilung der Malignome in therapeutisch relevante prizisere Subgruppen
erlauben wird, als es heute durch die histologische Klassifizierung moglich ist, und so die

Bildung von Subgruppen mit besonders schlechter oder guter Prognose erméoglicht. Es besteht
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die Aussicht, in Zukunft detaillierte molekulare ,,Fingerprints* jedes Tumors zu erhalten und
moglichst umfassend Informationen iiber seine Biologie bereitzustellen.

Die Fihigkeit, Krebssuszeptibilititsgene zu identifizieren, kiindigt eine neue Ara in der
Krebspravention an. Die Moglichkeit, die Individuen mit erhohtem Risiko zu identifizieren,
wire von groBter Bedeutung hinsichtlich Krebspriavention bei gleichzeitig maximaler
Kosteneffizienz, da Patienten mit geringem Risiko ein eher groBeres Untersuchungsintervall
bendtigen wiirden. Die Fritherkennungsstrategien werden noch wirkungsvoller , wenn man in
der Lage ist , eine sehr kleine Anzahl maligner oder primaligner Zellen zu identifizieren zu

einem Zeitpunkt, in dem das Invasions- bzw. Metastasierungsrisiko noch klein ist.

Auch der Benefit fiir den Patienten, der eine akkurate und frithzeitige Diagnose kleiner
dysplastischer Zellnester erhilt, spielt in diesem Zusammenhang eine grofe Rolle.
Entsprechende therapeutische Konsequenzen ergeben sich aufgrund der neueren
Ablationsverfahren auch fiir Patienten, die zuvor nicht kurativ durch eine Osophagusresektion
behandelt werden konnten. Gerade bei diesen Verfahren ist es notwendig, eine high-grade-

IEN und kleine Adenokarzinome friihzeitig zu erkennen.
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6. ZUSAMMENFASSUNG

Der Barrett-Osophagus ist eine Verinderung des distalen Osophagus, bei dem durch
chronischen sdure- und gallehaltigen Reflux aus dem Magen eine intestinale Metaplasie
entsteht. Der Barrett-Osophagus tritt vor allem bei minnlichen Kaukasiern auf. Eigentlich
ohne wesentliche klinische Relevanz, wird der Barrett-Osophagus durch seine maligne Potenz
iberhaupt erst interessant. Patienten mit dieser Verdnderung haben ein ca. 30- bis 125-fach
erhohtes Risiko, ein Adenokarzinom des Osophagus zu entwickeln. Die Entwicklung der
Metaplasie zu einem Adenokarzinom erfolgt in einem mehrstufigen Prozess. Zunéchst treten
niedriggradige Dysplasien, gefolgt von hohergradigen Dysplasien auf.

Um Patienten mit einem Adenokarzinom rechtzeitig einer kurativen Therapie zu unterziehen,
miissen  diese primalignen Lisionen in endoskopischen Uberwachungsprogrammen
beobachtet werden. Ein Streitpunkt in der aktuellen Literatur ist der zeitliche Rahmen dieser
Kontrolluntersuchungen und auch die Frage, welche Patienten eine erhohte
Wahrscheinlichkeit haben, ein Karzinom zu entwickeln. In vielen bisher verdffentlichten
Arbeiten wurden nun verschiedenste so genannte Biomarker untersucht, die eine mogliche
maligne Transformation der Barrett-Mucosa vorhersagen konnen. Bisher konnte sich noch
keiner dieser Biomarker klinisch etablieren.

Ziel unserer Studie war es genetische Verdnderungen der fiir die Karzinogenese des
Barrettkarzinoms relevanten Tumorsuppressorgene zu analysieren. Besonderes Augenmerk
legten wir auf den zeitlichen Verlauf der genetischen Verdnderungen im Rahmen der
Kontrollendoskopien bei Patienten mit Barrett-Osophagus.

Hierzu griffen wir auf die in einem Zeitraum von bis zu 51 Monaten angefallen Priparate aus
dem Archiv von PD Dr. Alles (GieBen) und dem Pathologischen Institut des Klinikum Kassel
zuriick. Insgesamt untersuchten wir 110 Proben von 26 Patienten. Die Zellen wurden mittels
Laser-Mikrodissektion = aus dem Gewebe gewonnen und nach einer PEP-PCR mit
nachfolgender spezifischer Mikrosatelliten-PCR mittels einer Gelelektrophorese ausgewertet.
Untersucht wurden die Mikrosatellitenmarker der Tumorsuppressorgene pS53, pl6, APC,
DCC, DPC4 und Rb. Mogliche Ereignisse waren entweder ein Verlust der Heterozygotie
(LOH), eine Mikrosatelliteninstabilitit oder eine homozygote Deletion.

Als Ergebnis unserer Studie war ein Anstieg der LOH-Kombinationen von APC und p53
sowie APC und p16 relativ frith in der neoplastischen Entwicklung des Barrettkarzinoms zu

erkennen. Statistisch war dieser Anstieg ein Trend ohne Signifikanz.
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Als wichtigste Erkenntnis zeigt sich, dass vermutlich in bereits sehr vielen Studien ein
mangelhaftes Untersuchungsprotokoll zu verfdlschten Ergebnissen gefiihrt hat. Hierdurch
lieBen sich die teilweise sehr divergierenden Ergebnisse mancher Studien erklidren. In dem
uns vorliegenden Material fanden wir in Verlaufsbiopsien nur in etwas weniger als der Hilfte
der entnommenen Biopsien Barrett-Mucosa.

Auch dltere Studien zeigen, dass das bisher benutzte Untersuchungsprotokoll nicht ausreicht,
um die teilweise sehr kleinen high-grade-IEN oder Adenokarzinome in der Barrett-Mucosa zu
entdecken.

Auch wir empfehlen, zukiinftig die Probenentnahme im Rahmen der Barrett-
Kontrollendoskopien als eine Quadrantenbiopsie mit einem 1 cm-Intervall mit so genannten
,Jumbo’-Forceps in der ,turn-and-suction’-Technik durchzufiihren. Zusitzlich sollten alle
makroskopisch auffilligen Areale groBziigig mitbiopsiert werden. Von anderen Autoren wird
dieses Vorgehen als das ,Seattle-Protokoll’ bezeichnet.

Nur auf diese Weise konnen zukiinftige molekulargenetische oder histomorphologische

Untersuchungen eine entsprechende Aussagekraft gewihrleisten.
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8. ANHANG

8.1 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abb. Abbildung

APC adenomatous polyposis coli

CDC cell devision cycle

CDK cyclin-depend-kinasis

DCC deleted in colorectal cancer

DGVS Deutsche Gesellschaft fiir Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten
DNA Desoxyribonukleinsdure

DPC4 deleted in pancreatic cancer, locus 4

EDTA Ethylen-Diamin-Tetraacetat

HD homozygote Deletion

HNPCC hereditéres nicht-polypdses Kolonkarzinom
[HC Immunhistochemie

LOH loss of heterozygosity

hMSH?2 human mutS homolog 2 gen

hMLH1 human mutL. homolog 1 gen

MSI Mikrosatelliteninstabilitit

N Normalgewebe

n.d. not done

n.i. not informative

PAGE Polyacrylamid-Gelelektrophorese

PARP poly-Adenosin-diphosphat-Ribose-Polymerase
PEP-PCR primer-extension-preamplification-polymerase-chain-reaction
PCR polymerase-chain-reaction

pRb Retinoblastomprotein

Rb Retinoblastomgen

SDS Sodiumdodecylsulfat

Taq Thermus aquaticus

u.a. unter anderem
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8.4 ABSTRACT

Barrett’s mucosa is a preneoplastic condition predisposing to Oesophageal adenocarcinoma.
The prevalence of Barrett’s mucosa is estimated to be 1 in 50-200 people. The risk of
progression to oesophageal cancer is estimated to be 30-125 fold and progression is most
likely to be a multistep process. Until today dysplasia (intraepithelial neoplasia, IEN) is
thought to be the best biomarker available for risk of progression to adenocarcinoma in
patients with Barrett’s metaplasia. However, important pitfalls especially in the recognition of
low grade IEN are high interobserver variability and the difficulties of diagnosis of IEN in the
background of severe inflammation. The development of IEN can be recognized by
endoscopic biopsy which is recommended as surveillance for all surgically fit Barrett’s
mucosa patients. However, this is neither feasible nor cost effective. Thus, for optimized
surveillance it is necessary to 1.) identifiy patients with increased risk of progression, e.g. by
use of predictive biomarkers which may more accurately predict the subgroups progressing to
malignant disease, and 2.) determining an interval of endoscopic surveillance being effective
in regard of cost and early surgical intervention, e.g. by mucosectomy.

In this study we performed molecular genetic analyses of laser microdissected biopsy
specimens taken from surveillance biopsies after the diagnosis of Barrett’s mucosa without
high grade IEN in a follow-up time up to 51 months. The prospective data presented here
highlight the need for accurate and extensive sampling as a prerequisite for reliable molecular
genetic analyses.

Formalin fixed paraffin embedded biopsy specimens from 26 Patients obtained at surveillance
endoscopy after a diagnosis of Barrett’s oesophagus were laser microdissected (18 men and 8
women, age between 45 and 82 years, samples from the Institute of Pathology Klinikum
Kassel and Department of Pathology Evangelisches Krankenhaus Giessen collected between
1996 and 2002). Only specimens with Barrett’s metaplasia or low grade IEN were chosen for
initial molecular genetic analyses after the diagnosis has been confirmed by at least two
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expert pathologists. Follow up biopsies were available for an interval between 6 and 51
months. Biopsy samples or tissue specimens with normal gastric mucosa or normal squamous
epithelium from the oesophagus served as normal controls. Suitable DNA could be obtained
from 110 biopsy samples consisting of 91 samples with metaplastic Barrett’s epithelium and
17 samples with low grade IEN. Two samples were from two patients who progressed to
Barrett’s adenocarcinoma during the surveillance interval. Samples taken during surveillance
endoscopy that did not contain Barrett’s mucosa were excluded from the study or served as
normal controls. In addition, samples from the distal oesophagus in which the presence of
metaplastic gastric mucosa could not be ruled out were also excluded from the study.

Our data show that there is no significant increase of LOH events at least in a 51 months
interval. In two patients, Barrett’s adenocarcinoma was diagnosed 6 months after first
diagnosis of Barrett’s mucosa. 6 of 26 patients did not show LOH. The remaining patients
exhibited a striking variation of LOH pattern and accumulation in individual biopsy samples
taken over time. From our microsatellite marker panel we were not able to define a surrogate
marker which could serve as a potential biomarker or biomarker set indicating an increased
risk for progression to Barrett’s adenocarcinoma.

As a result and consequence of our sampling data of biopsy specimens, the performance of
multiple (quadrant) biopsies in an interval of 10 mm in a Barrett’s mucosa segment, if
possible, with a jumbo forceps is strongly suggested. This sampling technique is a
prerequisite for reliable molecular analysis of the biopsy specimens to answer important
questions in regard of biological dynamics of epithelial cell clones in addition to the search
for future biomarkers predictive for neoplastic progression. In addition, a side effect of
accurate sampling with important benefit to the patient will be early detection of small

dysplastic areas or even small adenocarcinomas which may be otherwise missed.
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