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Einleitung

1 Einleitung

Die in der Speiserohre des Menschen vorkommenden Krebsarten entwickeln
sich aus unterschiedlichen Epithelzellen und lassen sich so histopathologisch in
die zwei Haupttypen Plattenepithelkarzinom (ESCC) und Adenokarzinom (EAC)
unterteilen. Diese beiden Entitdten unterscheiden sich hinsichtlich ihrer
Epidemiologie, Atiologie und Prognose [1]. Die Inzidenz des Adenokarzimons
ist in den letzten Jahrzehnten stark angestiegen und somit kommt dieser Entitat
eine zunehmende klinische Bedeutung =zu. Hinzu kommt, dass das
Osophaguskarzniom eine schlechte Prognose hat und Heilungschancen auf
frihe Tumorstadien beschrankt sind. Das ESCC kann in jedem Abschnitt des
Osophagus entstehen, wahrend das EAC fast ausschlieflich im distalen Drittel
des Osophagus entsteht [2].

1.1 Epidemiologie Osophaguskarzinom

Nach der Statistik des Deutschen Krebsforschungszentrums Heidelberg (DKFZ)
stand im Jahr 2010 der Speiserdhrenkrebs bei Mannern an neunter Stelle der
haufigsten Krebstodesursachen [3]. Laut dem Krebsregister ,Krebs in
Deutschland* des Robert Koch |Instituts (RKI) verursachte das
Osophaguskarzinom 2009/2010 3% aller Krebssterbefalle der Manner und 1%
der Frauen. Das Erkrankungsrisiko steigt mit dem Alter, wobei Manner mit 66
Jahren im Mittel vier Jahre friher als Frauen erkranken [4]. In den USA lag das
mittlere Patientenalter bei Diagnosestellung in den Jahren 2005-2009 bei 68
Jahren. Die altersstandardisierte Erkrankungsrate in Deutschland im Jahr 2008
lag bei Mannern bei 9,0 und bei Frauen bei 2,1 je 100.000 Einwohner.
Entsprechende Zahlen fur die USA aus dem Zeitraum 2005-2009 zeigen leicht
niedrigere Inzidenzen. Hier lag die Erkrankungsrate der Manner bei 7,8 und die
der Frauen bei 1,8 je 100.000 Einwohner [4, 5].
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Mitte der 1970er Jahre waren der Uberwiegende Anteil der
Osophaguskarzinome Plattenepithelkarzinome. Die Inzidenz des ESCC ist seit
der ersten Veroffentlichung des SEER Programms des NCI aus dem Jahr 1975
bis heute rucklaufig. Die Inzidenz der EAC hingegen nimmt in den USA und den
westeuropaischen Landern stetig zu. So hat in diesen Landern mittlerweile die
Anzahl der EAC die der ESCC Ubertroffen. Um 1990 wurden erstmalig mehr
EAC als ESCC neu diagnostiziert [6]. Nach Zahlen des NCI hat sich die
Inzidenz der EAC in den USA in den Jahren von 1974 bis 2001 ungefahr
versechsfacht. Das EAC hat somit die hochste Zuwachsrate aller Tumore.
Dieser Anstieg lasst sich nicht alleine durch eine Verbesserung der Diagnostik
sowie Ausweitung von Vorsorgeuntersuchungen erklaren, denn im
beobachteten Zeitraum von 1975 bis heute hat sich nahezu synchron zur
Anzahl der Neuerkrankungen auch die Mortalitat durch EAC von 2 auf 15 pro
1.000.000 Einwohner erhoht. Ware der Anstieg der Inzidenz alleine durch

verbesserte Diagnostik entstanden musste die Mortalitat unverandert bleiben

[7].
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Abbildung 1: Inzidenzen von Speiserbhrenkrebs nach ihrer Histologie. Eigene Darstellung,
erstellt mit den Daten aus dem SEER Programm des NCI mit Altersanpassung nach der US-
Standardbevélkerung aus dem Jahr 2000.
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1.2 Patientencharakteristik und Risikofaktoren

Vom 0Osophagealen Adenokarzinom ist vor allem die weile mannliche
Bevolkerung der westlichen Industrienationen, mit einem
Geschlechterverhaltnis von 16:1, betroffen [8]. Als Hauptrisikofaktor fur ein EAC
gilt, wie in epidemiologischen Studien nachgewiesen, ein starker
gastrodsophagealer Reflux. Je haufiger ein Patient Symptome eines Refluxes
wie Sodbrennen und Aufstof3en hat und je starker die Symptome sind desto
hoher ist das Risiko an einem EAC zu erkranken [2]. Einen weiteren
Risikofaktor fur ein EAC stellt ein erhéhter Body-Mass-Index dar [9-12]. Eine
Vermutung ist, dass der durch Adipositas bedingte erhohte intraabdominellen
Druck zu vermehrtem Reflux fuhrt [13]. Insbesondere eine Stammfettsucht ist
als Risikofaktor, um an einem EAC zu erkranken, identifiziert worden. Dies
konnte eine Erklarung flr das Geschlechterverhaltnis sein, da diese
Adipositasform bei Mannern uberwiegt, wahrend bei Frauen eher eine huft- und
oberschenkelbetonte Fettverteilung vorliegt [14]. Wahrend das ESCC, wie alle
Plattenepithelkarzinome des Hals-Kopfbereiches, in 87% der Falle mit Tabak-
und Alkoholkonsum in Verbindung gebracht werden kann, spielen diese

Risikofaktoren beim EAC eine untergeordnete Rolle [15].

1.3 Stadieneinteilung und Prognose

Nach der TNM —Klassifikation der Osophaguskarzinome (Tabelle 1) wird das
Adenokarzinom in die funf Stadiengruppen der UICC (Union International

Contre le Cancer) (Tabelle 2) eingeteilt [16].
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Tabelle 1: TNM Klassifikation des Osophaguskarzinom einschlieBlich der Karzinome des

o6sophagogastralen Ubergangs

T1 Lamina propria (T1a), Submukosa (T1b)
T2 Muscularis propria

T3 Adventitia

T4a Pleura, Perikard oder Zwerchfell

T4b Aorta, Wirbelkdrper oder Trachea

N1 1 — 2 Lymphknoten

N2 3 — 6 Lymphknoten

N3 > 7 Lymphknoten

M1 Fernmetastasen

Tabelle 2: UICC Stadieneinteilung der Adenokarzinome des Osophagus

Stadium 0

Tis NO MO G1

Stadium IA

T1 NO MO G1, G2, GX

Stadium 1B

T1 NO MO G3
T2 NO MO0 G1, G2, GX

Stadium [IA

T2 NO MO G3

Stadium 11B

T3 NO MO jedes G
T1, T2 N1 MO jedes G

Stadium [1A

T1, T2 N2 MO jedes G
T3 N1 MO jedes G
T4a NO MO jedes G

Stadium I11B

T3 N2 MO jedes G

Stadium 1lIC

T4a N1, N2 MO jedes G
T4b jedes N MO jedes G
jedes T N3 MO jedes G

Stadium IV

jedes T jedes N M1 jedes G
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Das Osophaguskarzinom ist ein schnell wachsender Tumor und zeigt erst spéat
klinische Symptome in Form von Dysphagie, Blutung, Anamie und
Gewichtsverlust. Daher haben zum Diagnosezeitpunkt schon 35% der
Patienten Fernmetastasen [5, 17]. Bei nachgewiesener Fernmetastasierung ist
eine palliative Therapie die einzige Therapieoption. Die
Flnfjahreslberlebensrate beider Entitadten zusammen liegt bei nur ca. 5%. Die
Untersuchungsergebnisse zur Funfjahresuberlebensrate des Adenokarzinoms
zeigen in verschiedenen Studien leicht abweichende Ergebnisse. Gemeinsam
ist ihnen allen jedoch, dass sich die Prognose von den 1970er Jahren an bis
heute leicht verbessert hat (von einer relativen Flnfjahresiberlebensrate von
ca. 5% 1970 auf 10,5% Anfang der 1990er Jahre bis hin zu ca. 14 % in den
Jahren 2000-2008) [18, 19]. Auch die Funfjahresuberlebensrate des
Plattenepithelkarzinoms hat sich in den letzten Jahrzenten von 3,8% in den
1960er Jahren auf 7 % in den 1990er Jahren verbessert [18].
Prognoseverschlechternde Faktoren bei beiden Tumorentitaten sind ein hohes
Alter bei Erstdiagnose sowie das Tumorstadium. Mit nur 22% werden die
wenigsten Tumore im lokalisierten auf den Primatumor begrenzten Stadium
diagnostiziert. In 30 % der Falle sind bei Erstdiagnose bereits regionale
Lymphknoten befallen und 35% der Patienten befinden sich zum
Diagnosezeitpunkt in Stadium |V, das hei3t es sind schon Fernmetastasen
vorhanden [5].

Die Therapie des Osophagokarzinoms erfolgt multimodal durch Operation,
Bestrahlung und Chemotherapie abhangig von Tumorlokalisation und
Tumorstadium. Die einzige kurative Therapieoption ist die operative
Tumorentfernung. Gute Heilungschancen sind daher bei beiden Entitaten,
ESSC sowie EAC, auf friuhe operable Tumorstadien ohne systemische
Metastasierung beschrankt [20]. So liegt das relative 5-Jahres-Uberleben bei
einem zum Diagnosezeitpunkt lokalisiertem Tumor bei 37,8%, sinkt bei Befall
regionaler Lymphknoten auf 19,8% und liegt bei Fernmetastasen zum
Diagnosezeitpunkt bei 3,4% [5]. Fur den Einsatz adjuvanter Chemo- oder
Radiotherapie gibt es keinen evidenzbasierten Nachweis eines verbesserten
Langzeituberlebens [18]. Von einer neoadjuvanten Chemo- oder
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Radiochemotherapie = scheinen  jedoch  Patienten mit resektablem
Osophaguskarzinom zu profitieren [21].

Nach einer Operation zeigt das EAC, unabhangig von Tumorstadium und
postoperativem Residualtumor, eine signifikant bessere Langzeitprognose als
das ESCC [1].

1.4 Barrett-Osophagus und Adenkarzinome des

gastroésophagealen Ubergangs

Die Adenokarzinome des &sophagogastralen Ubergangs (AEG) umfassen
Tumore unterschiedlicher histologischer und pathogenetischer Eigenschaften.
Nach Siewert werden die AEG anhand ihrer Lagebeziehung zum dsophagealen
Ubergang Kklassifiziert (Tabelle 3) worin sich diese unterschiedlichen

Eigenschaften widerspiegeln [22].

Tabelle 3: Adenokarzinome des gastroésophagealen Ubergangs

AEG 1 [Tumormasse im distalen Osophagus

Tumormasse auf Hohe der eigentlichen
Kardia

AEG Il

AEG Ill [Tumormasse unterhalb der Kardia

Die AEG | kommen in Uber 80% der Falle mit einem Barrett-Osophagus (BE)
assoziiert vor [22]. Der BE, benannt nach seinem Erstbeschreiber Norman
Rupert Barrett im Jahr 1950, ist definiert als eine Umwandlung des
mehrschichtigen Plattenepithels des distalen Osophagus in ein endoskopisch
sichtbares Zylinderepithel mit einer histologisch nachweisbaren intestinalen
Metaplasie mit Becherzellen. Hierbei kommt es zu einer Verschiebung der
sogenannten Z-Linie, dem physiologischen Ubergang von Platten- in

Zylinderepithel, nach oral [20]. Wenn das Zylinderepithelsegment langer als
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3cm ist, wird von einem Long-Segment-Barrett gesprochen, bei einer Lange
unter 3cm von einem Short-Segment-Barrett [23]. Auf dem Boden des Long-
sowie des Short-Segment Barrett kann es zur Karzinomentwicklung kommen.
Das Karzinorisiko scheint mit zuhnehmender Segmentlange zu steigen [24]. Die
Bedeutung des BE im Zusammenhang mit dem EAC ist nicht endgultig geklart.
10% der Patienten mit gastroosophagealem Reflux entwickeln eine intestinale
Metaplasie im distalen Osophagus [25]. Die Studienergebnisse zum Risiko der
Entwicklung eines EAC auf dem Boden eines BE variieren stark und liegen
zwischen 0-3% pro Patientenjahr. Shaheen zeigte 2000 dass das Risiko negativ
mit der StudiengrofRe korreliert: kleinere Studien ergaben ein hoheres Risiko als
grol3e Studien [26]. Die im Jahr 2011 veroéffentlichten Kohortenstudie von Hvid-
Jensen mit Uber 11000 Patienten kam zu dem Ergebnis, dass das jahrliche
Risiko fur die Entstehung eines EAC aus BE bei 0,12 % liegt [27].

1.5 Pathogenese des Barrett-Osophagus und des ésophagealen

Adenokarzinoms

Die genaue Pathogenese des Barrett-Osophagus ist unbekannt. Durch den
gastrodsophagealen Reflux von Magensaure und Gallensekret entsteht eine
Refluxdsophagitis. Als zellulare Anpassung auf diese chronische Entziindung
kann sich eine Metaplasie entwickeln. Bei der Metaplasie wird differenziertes
Gewebe reversibel in ein anderes differenziertes Gewebe umgewandelt. Im Fall
der Barrett-Metaplasie wandelt sich das Plattenepithel in ein intestinales
Zylinderepithel mit Becherzellen um. Die zunachst erstellte Hypothese der
Migration von Zellen des proximalen Magens in die Speiserohre, welche dort
das vom Reflux geschadigte Plattenepithel ersetzen, wurde wieder verlassen
da es sich hierbei nicht um intestinale Zellen handelt und der BE auch
inselférmig vorkommt [28].

Eine andere Hypothesen ist, dass die Umwandlung des Epithels direkt durch

Transdiffenzierung einer adulten Zelle in eine andere adulte Zelle geschieht
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[29]. Dass eine Transdifferenzierung von Zellen grundsatzlich moglich ist wurde
bereits anhand von Fibroblasten und Fettzellen gezeigt [30].

Die Umwandlung des Epithels kdnnte jedoch auch Uber gewebespezifische
Stammzellen geschehen, welche durch Aktivierung stamzelltypischer
Signalwege den einen oder den anderen Phanotyp ausbilden. Nach
verschiedenen Theorien stammen die Stammzellen entweder aus den basalen
Schichten des Osophagusepithels des gastroésophagealen Ubergangs [31]
oder es werden hamatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark
rekrutiert [32]. Es wird vermutet, dass durch den gastroosophagealen Reflux die
oberen Schichten des 0sophagealem Plattenepithels zerstort werden und
gleichzeitig die Stammzellen der Basalschicht zu einer Differenzierung stimuliert
werden. Diese Stammzellen konnten von einer Kérperstammzelle als auch von
einer bereits differenzierten Zelle abstammen die sich dedifferenziert hat [33].
Die durch den Reflux hervorgerufene Entzindungsreaktion erhoht die
Permeabilitat des Plattenepithels und die undifferenzierten Zellen der
Basalschicht werden Sauren und Gallensalzen ausgesetzt. Diese Faktoren
konnten die Zellen zu einer Expression von Cdx-2 und BMP-4 stimulieren,
welche wiederum an der Differenzierung in intestinales Epithel beteiligt sind
[28]. Die Metaplasie kann zu genetisch veranderten Zellen fuhren und so zur
Krebsentstehung pradisponieren. Sie konnte aus protektiven Grinden
entstehen, da sie resistenter gegen Noxen wie Saure und Verdauungssafte zu
sein scheint als das Ursprungsgewebe. Aus bisher unbekannten Grunden ist
die Metaplasie jedoch auch mit einer erhohten Rate an maligner Progression
verbunden. Innerhalb des Barrett-Osophagus  entstehen  zunéchst
niedriggradige und in hochgradige intraepitheliale Neoplasien, welche sich bis

hin zum invasiven Adenokarzinom entwickeln [31].
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1.6 Tumorbiologie

Im Modell wird die Karzinomentstehung als ein komplexer mehrstufiger Prozess
angenommen, bei dem sich Uber Zwischenstufen ein invasiv wachsender
Tumor entwickelt [34]. Anhand von Untersuchungen zur Entstehung von
Hauttumoren bei Mausen wurde ein dreistufiges Modell bestehend aus
Initiation, Promotion und Progression entwickelt [35]. Beim ersten Schritt, der
Initiation, wird davon ausgegangen, dass es zu einer irreversiblen Veranderung
eines ,kritischen Gens® einer oder weniger Zellen kommt, wodurch es unter
anderem zu einer veranderten Zellreaktion auf Signale zur terminalen
Differenzierung kommt. Bei der Promotion folgt die klonale Expansion durch
Stimulation des Wachstums bzw. durch Verhinderung der Apoptose. Der
Prozess der Promotion ist grofRtenteils reversibel und spielt sich auf
epigentischer Ebene ab. Durch weitere Mutationen kommt es bei der
Progression mittels autonomen Wachstums zu Invasivitat und Bildung von
Metastasen [35]. Es wird davon ausgegangen, dass ein Karzinom aus einer
einzigen Ursprungszelle entsteht. Es wurde gezeigt, dass in vielen
Primartumoren in allen Tumorzellen der gleiche abnorme Karyotyp vorliegt. Bei
der Tumorinitiation kommt es demnach zu einer Veranderung einer einzelnen
Zelle, welche dieser einen selektiven Wachstumsvorteil gegenuber den
normalen Zellen verschafft. Im weiteren Verlauf kommt es durch genetische
Instabilitdt zu weiteren Mutationen, jedoch nur die wenigen Zellen mit einem
Uberlebensvorteil, zum Beispiel in Form von metabolischen oder
immunologischen Eigenschaften, gegenuber den normalen Zellen Uberleben.
So kommt es zu einer Selektion einer Subpopulation welche eine zunehmende
Anomalie hat [36].

Die Krebsstammzelltheorie geht davon aus, dass viele Krebsarten, analog zu
normalem Gewebe, hierarchisch organisiert sind. Demzufolge entsteht eine
Neoplasie auf dem Boden einer kleinen Subpopulation an Krebsstammzellen
welche das Wachstum und die Metastasierung ermoéglichen und nicht alle
Krebszellen besitzen die Eigenschaft der starken Proliferation und
Metastasierung. Hiernach ware fur eine erfolgreiche Therapie nicht das
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Eliminieren aller Krebszellen notwendig sondern nur die Bekampfung der
Stammzellen. Die Stammzelltheorie und die Theorie der klonalen
Tumorentwicklung schlieBen sich gegenseitig nicht aus, es wird davon
ausgegangen, dass die klonale Evolution auch in Krebsstammzellen vorkommt
[37].

Jeon et al. Ubertrug diese Modelle auf die Entwicklung des Adenokarzinoms im
Barrettgewebe. Eine Stammzelle im BE erleidet demnach eine Serie an
irreversiblen Mutationen. Diese Mutationen fuhren zu einem Verlust der
Wachstums- und Differenzierungskontrolle und es kommt zu einer
symmetrischen Zellteilung und Vermehrung klonaler Zellen welche sich im

Barrett-Segment ausbreiten [38].

1.7 Matrix-Metalloproteasen und potentielle Rolle in der

Mehrstufenkarzinogenese

Matrix-Metalloproteasen (MMPs) gehoren zu der Familie der Proteasen. Sie
sind calciumabhangige zinkbindende Enzyme, welche als Endopeptidasen
wirken und somit Peptitbindungen innerhalb eines Proteins spalten. Sie werden
von verschiedenen Zellen des Bindegewebes und proinflammatorischen Zellen
wie z.B. Fibroblasen, Osteoblasten, Endothelzellen, Makrophagen und
Lymphozyten gebildet [39]. MMPs befinden sich in der extrazellularen Matrix
(EZM) und koénnen diese abbauen. Aullerdem sind die MMPs an der
Prozessierung einer grof3en Anzahl von bioaktiven Molekullen beteiligt. Neben
ihrer Hauptaufgabe, dem Abbau von EZM, nehmen sie an vielen anderen
physiologischen Prozessen wie der Morphologie von Geweben, Wundheilung
und der Angiogenese teil. Sie spielen aber auch bei pathologischen Vorgangen
wie der Arthritis, entzindlichen Darmerkrankungen und Tumorwachstum und —
metastasierung eine Rolle [40]. Es wird angenommen, dass MMPs einen
grolRen Stellenwert in der Zellproliferation, -migration und -differenzierung,
sowie in der Angiogense und Apoptose haben. Des Weiteren konnen MMPs die

Basalmembran von GefalRen abbauen, was essentiell fiir die Tumorinvasion in

10
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Blut und Lymphgefalte ist. |hre Expression wird unter anderem durch
Wachstumsfaktoren, Hormone, Zytokine und onkogene Zelltransformation
reguliert [41].

Die MMP-Familie besteht aus mehr als 25 Mitgliedern, welche, je nach ihrer
Substratspezifitat, in Kollagenasen (MMP-1, MMP-8 und MMP-13), Gelatinasen
(MMP-2 und MMP-9), Stromelysine (MMP-3 und MMP-10), Matrilysin (MMP-7
und MMP-26) und den membranstandigen MMPs (MMP-14 bis MMP-17, und
MMP-24) unterteilt werden. [39].

Fast alle MMPs haben die gleichen Strukturdomanen, welche aus einem Pro-
Peptid, einer katalytische Domane und einer C-terminalen Domane bestehen.
MMPs werden als inaktive Vorstufen sezerniert. Durch die Abspaltung des N-
terminalen Pro-Peptids wird das Enzym aktiviert. Die grof3ten endogenen
Inhibitoren der MMPs sind die gewebespezifischen Inhibitoren der
Metalloproteinasen, TIMP-1 bis TIMP-4, welche mit der C-terminalen Domane
interagieren [42-44].

MMP-1, auch Kollagenase-1 genannt, ist eine Fibroblastentyp- oder interstitielle
Kollagenase und wird von Tumorzellen, aber auch von Fibroblasten,
Keratinozyten und Makrophagen sezerniert, welche durch Interaktion mit den
Tumorzellen zur Sekretion stimuliert werden. MMP-13, auch als Kollagenase-3
bezeichnet, ist eine weitere tumorassoziiete MMP welche ebenfalls beim
Abbau der EZM mitwirkt. MMP-1 und MMP-13 kdénnen tripelhelikale
Kollagenfibrillen vom Kollagen Typ | spalten. [40]

Es wird vermutet, dass MMPs eine wichtige Rolle bei dem Model der
mehrstufigen Karzinogenese spielen [42]. Dies konnte auch auf die Entstehung
des EAC zutreffen. Bisher wurde eine erhéhte Expression von MMP-1 unter
anderem in humanem Gewebe des Kolorektalen-, Pankreas-, Zevix-, Mamma-,
Magen- und hepatozellularen Karzinoms nachgewiesen. Die erhohte
Expression ging haufig einher mit eine verstarkten Metastasierungsrate und
einer schlechteren Prognose im Vergleich zu Tumoren mit niedriger Expression
von MMP-1 [45-50].

11
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Auch MMP-13 wurde bereits im Kolorektalen-, Mamma- und hepatozellularen
Karzinom nachgewiesen [48, 49, 51]. Das Gewebe der oben genannten Studien
war jeweils formalinfixiert und in Paraffin eingebettet.

Bisher gibt es keine Studien, welche eine Verbindung zwischen der Expression
von MMPs im BE und dem verwandten EAC mit dem Tumorproliferationsmodel

der Mehrstufenkarzinogenese in Verbindung bringen.

1.8 Cdx-2

Das Genprodukt des Caudale-Homoobox-Gens Cdx-2 ist fur die frihe
Differenzierung und den Erhalt des intestinalen Epithels notwendig. Es wird im
gesamten Dunn- und Dickdarm exprimiert. Die proximalste Stelle der
Expression ist physiologisch auf Héhe des gastroduodenalen Ubergangs [52].
In der gesunden Plattenepithelmukosa des normalen Osophagus kommt Cdx-2
nicht vor, wird jedoch in den Zellkernen von Zellen mit spezialisierter intestinaler
Metaplasie stark exprimiert [53].

Cdx-2 ist daher in den vergangenen Jahren als Marker flr intestinale
Metaplasien im Bereich eines BE etabliet worden. Eine Cdx-2 mRNA-
Expression ist ab dem Stadium einer Refluxdsphagitis nachweisbar. Die
Expression im BE ist jedoch signifikant hoher. Es wird vermutet, dass die
Expression von Cdx-2 ein frilhes Ereignis in der Entwicklung zum BE ist [54].
Am Rattenmodel konnte gezeigt werden, dass Keratinozyten durch Exposition
bestimmter Gallensduren (Cholsaure und Dehydrocholsaure) vermehrt Cdx-2
exprimieren [55]. In einer anderen Studie an humanen Zellkuluturen ergab,
dass die Exposition von Saure und Gallensaure durch Promoterdemethylierung
zur Cdx-2-Expression fuhren [56]. Diese Studienergebnisse unterstizten die

Vermutung einer refluxassozierten Karzinogenese.
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1.9 Ki-67

Ki-67 ist ein Protein das mit einem Antigen reagiert, welches ausschlief3lich in
Kernen humaner proliferierender Zellen exprimiert wird. Ki-67 ist wahrend aller
aktiven Phasen des Zellzyklus (G(1), S, G(2) und Mitose) nachweisbar. In
ruhenden Zellen (G(0)) kann Ki-67 hingegen nicht nachgewiesen werden.
Daher eignet sich das Ki-67 Protein sehr gut zur quantitativen Erfassung der
Zellproliferation und wird als Proliferationsmarker eingesetzt. Die Fraktion von
Ki-67 positiven Tumorzellen korreliert oft mit dem klinischen Verlauf der
Erkrankung [57].

1.10 Zielsetzung der Arbeit

Bisher gibt es keine Untersuchungen zur Expression von MMP-1 und MMP-13
im BE und EAC. Da diese Kollagenasen bereits in anderen Tumoren
nachgewiesen wurden (siehe oben) und angenommen wird, dass sie eine
wichtige Rolle in der mehrstufigen Karziogenese spielen kdnnten ist das Ziel
dieser Arbeit die Expression von MMP-1 und MMP-13 im EAC (mit und ohne
assoziiertem BE), sowie im nicht-dysplastischen BE und als Vergleichsgruppe
im ESCC durch Protein- und Genexpression zu untersuchen.

Des Weiteren soll die potentielle Rolle von MMP-1 und MMP-13 als
prainvasiver Faktor im BE erlautert werden, sowie ein Vergleich der
Expressionslevel im angrenzenden EAC. Zur Analyse der Expression im
Zusammenhang mit der intestinalen Metaplasie wurde die Koexpression mit
Cdx-2, als Marker fur intestinale Metaplasie, untersucht. Um die mégliche Rolle
von MMP-1 bei der Tumorexpansion zu untersuchen wurde die Koexpression
zusammen mit der des Proliferationsmarkers Ki-67 untersucht.

AuRerdem soll der potentieller Einfluss auf das Uberleben, sowie die Korrelation
der Expression mit klinischpathologischen Eigenschaften erlautert werden.
Hieraus ergeben sich folgende Fragestellungen:
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Welche Bedeutung hat die Expression von MMP-1 und MMP-13 im Barrett-
Osophagus und im Adenokarzinom des Osophagus?

Welche Rolle konnten MMPs im Modell der klonalen Tumorentwicklung
spielen?

Was ist die Bedeutung der MMP-1-Expression als Prognosefaktor?
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2 Material und Methoden

2.1 Patientenauswahl

Das Gewebematerial fur diese Arbeit stammt von insgesamt 70 Patienten, bei
denen zwischen Januar 2001 und Juni 2004 aufgrund eines
Osophaguskarzinoms eine Osophagusresektion durchgefihrt worden war. Alle
Patienten waren kurativ (RO) reseziert worden. Bei 41 der insgesamt 70
Patienten war die Resektion aufgrund eines EAC mit angrenzendem BE erfolgt,
bei 19 Patienten aufgrund eines EAC ohne angrenzenden BE und bei 10
Patienten aufgrund eines ESCC. Aulerdem stand Biopsiematerial von 18
weiteren Patienten mit nicht-dysplastischem Barrett-Osophagus zur Verfligung.
Anhand dieser Materialauswahl werden alle histopathologische Zwischenstufen
der Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz abgebildet.

Die Karzinome der 19 Patienten ohne BE befanden sich im distalen
Osophagus. Sie wurden ausdriicklich als AEG Typ | Tumore nach Siewert und
Stein klassifiziert [22] und waren explizit nicht im Bereich der anatomischen
Kardia (AEG Typ Il) lokalisiert. Zum Nachweis der Barrett-Metaplasie habe ich
systematisch histopathologisch alle Tumorblocke aufgearbeitet und nach
spezialisierten intestinalen Metaplasien in Form von Becherzellen durchsucht.
Um auch kleine Bereiche intestinaler Metaplasie zu entdecken habe ich
zusatzlich zur histopathologischen Untersuchung eine immunhistochemische
Farbung mit Cdx-2 Antikorpern durchgefuhrt, welche, wie oben beschrieben, als
frihe Marker fur intestinale Metaplasie verwendet werden. EAC mit BE wurden
so bezeichnet, wenn zumindest kleine Foci von intestinaler Metaplasie aufgrund
der Cdx-2-Farbung auffindbar waren. EAC ohne BE wurde als solches
bezeichnet, wenn keine intestinale Metaplasie im gesamten Tumorblock
auffindbar war.

Das verwendetet Gewebe war formalinfixiertes und paraffineingebettetes
(FFPE; formalin-fixed, paraffin-embedded) Archivmaterial aus der

histopathologischen Routine, welches unter standardisierten Bedingungen
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hergestellt wurde. Die Resektate bzw. Biopsien waren mit Einverstandnis der
Patienten archiviert worden, entsprechend den Vorgaben der lokalen
Ethikkommission.

Keiner der Patienten der Studie hatte eine neoadjuvante Radio-, Chemo- oder
Radiochemotherapie erhalten. Fir alle Patienten ist ein Follow-up verflugbar,
welches im Rahmen von Nachuntersuchungen der Patienten nach jeweils 6, 12
und 18 Monaten und anschlielend jahrlich erhoben wurde. Informationen von
Patienten die nicht zur Nachuntersuchung erschienen wurden Uber den
Hausarzt eingeholt. Die entsprechenden Daten stammen aus dem lokalen
Wdirzburger Tumorregister des Comprehensive Cancer Center Mainfranken.
Die mittlere Nachbeobachtungszeit lag bei 29 Monaten mit einer
Standardabweichung von 17,6 Monaten. Patienten- und Tumorcharakteristika

sind in Tabelle 7 und 8 zusammengestellt.

2.2 Histopathologische Analyse, Tumor Staging

Die Auswahl geeigneter Gewebeblocke wurde von zwei im Bereich der
Gastrointestinalpathologie erfahrenen Pathologen (Stefan Kircher, Stefan
Gattenlohner) anhand von Hamatoxylin-Eosin (H.E.) gefarbten
Routinepraparaten getroffen. Geblindet des vorangegangenen
histopathologischen Befundes wurden die Praparate aller verfugbaren
Tumorblocke der ausgewahlten Patienten einer intensiven histopathologischen
Beurteilung unterzogen. Dabei wurden die Tumor infiltrierenden Areale
(EAC/ESCC), das umgebende Stroma und die infiltrierenden Immunzellen
sorgfaltig beurteilt. Die Einteilung der Tumorstadien erfolgte gemaly der 7.
Auflage des TNM Staging Systems der Union Internationale Contre le Cancer
(UICC) und der American Joint Committee on Cancer (AJCC) aus dem Jahr
2009 [16]. Das Grading wurde anhand der Kriterien der WHO durchgefuhrt [58].
Patienten- und Tumormerkmale wie die UICC Stadien, pT-, pN-, cM-Kategorien,

Zahl der entfernten Lymphknoten, Zahl der befallenen Lymphknoten, residualer
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Tumorstatus und Lokalisation wurden in einer Datenbank dokumentiert (Excel,

Microsoft).

2.3 Zellkultur

Fir die Zellkultur wurde die Zelllinie OE-33 (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Deutschland) verwendet. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um Zellen eines
Barrett-Adenokarzinoms des distalen Osophagus einer 73-jahrigen Patientin.
Der Tumor ist ein  Stadium lla Tumor und zeigte eine geringe Differenzierung.
An Zellen dieser Zelllinie wurde die MMP-1- und MMP-13-Expression an

Cytospin-Praparaten untersucht.

2.4 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie und die Immunfluoreszenz dienem dem Nachweis
bestimmter Antigene auf Proteinebene. An Serienschnitten der, wie oben
beschrieben, ausgewahlten Gewebeblocke habe ich immunhistochemische
Farbungen fur MMP-1, MMP-13, Cdx-2 und Ki-67 durchgefuhrt. Zunachst
wurden von den Gewebeblocken mittels Mikrotom Serienschnitte von 2um
Dicke hergestellt und auf adhasive Objekttrager (Hartenstein, Wurzburg)
aufgebracht. Diese Praparate habe ich in Xylen und in einer absteigenden
Alkoholreihe entparaffiniert und anschlie®end mit Wasser rehydriert.

Um die Antigenbindung zu verbessern habe ich das Antigen zunachst
hitzeinduziert demaskiert (heat induced epitope retrieval). Fur die
hitzeinduzierte Demaskierung wurden die Praparate 20 Minuten in einem
Dampfgarer in Citratpuffer pH=6 (Dako, Hamburg, Deutschland) gekocht. Dies
geschah unter der Vorstellung, dass hierdurch die Quervernetzungen der
Epitope, welche durch die Formalinfixierung und Paraffineinbettung entstehen

und die Antigenitdt stoéren, aufgehoben werden [59]. Zur Blockierung
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unspezifischer Antikérperbindungsstellen habe ich die Praparate bei
Raumtemperatur (RT) 20 Minuten in  Normalserum (2%) und
Rinderserumalbumin (BSA) (0,5%) inkubiert. AuRerdem habe ich das Gewebe
fur 5 Minuten in einer 3% Wasserstoffperoxid-Losung inkubiert, um endogene
Peroxidasen zu blocken. Endogenes Biotin wurde durch die Verwendung des
Avidin/Biotin Blocking Kits (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA)
geblockt. Dann habe ich die Gewebeschnitte mit den unkonjugierten
Primarantikorpern (Tabelle 4) oder den Kontrollantikdrpern Uber Nacht bei 4°C
in einer feuchten Kammer inkubiert.

AnschlielRend habe ich einen biotinylierten Sekundarantikorpers appliziert und
das Praparat mit HRP-konjugiertem Streptavidin (LSAB2 System, HRP, Dako,
Hamburg, Deutschland) inkubiert.

Daraufhin habe ich das Gewebe fur 5 Minuten mit DAB (3,3’-Diaminobenzidin,
Biogenex) inkubiert. HRP oxidiert das Chromogen zu einem braunfarbigen
Endprodukt.

Schlielllich habe ich die Zellkerne mit Hamalaun gegengefarbt und mit

Glycergel (Dako) eingedeckt.

2.5 Immunfluoreszenz

Fir die Immunfluoreszenzfarbung habe ich das Gewebe wie bei der
Immunhistochemie vorbehandelt. Wie oben beschrieben habe ich das Gewebe
entparaffiniert, rehydriert, hitzeinduziert demaskiert und geblockt. Dann habe
ich den Primarantikorper Ki-67 hinzugegeben und uber Nacht im Kuhlschrank
bei 4°C inkubiert. Den mit Fluoresceinisothiocyanat (FITC) konjugierte
affinitatsgereingte Esel-anti-Hase IgG Sekundarantikdrper (Tabelle 4) habe ich
anschlieend fur 30 Minuten bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Dann
habe ich die Praparate Uber Nacht mit dem zweiten Primarantikbrper MMP-1,
welcher in Tris Puffer Saline (TBS) und 0,5% Rinderserumalbumin verdunnt
wurde, bei 4°C inkubiert. Daraufhin habe ich die Praparate mit mit dem

Fluoreszenzfarbstoff Cy3 konjugiertem und affinitatsgereinigtem Esel-anti-Maus
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Sekundarantikdrper IgG (Tabelle 4) fur 30 Minuten bei RT inkubiert. Die
Objekttrager habe ich mit DAPI (4’,6-Diamindino-2-Phenylindoldihydrochlorid,
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland) zur Kernfarbung gegengefarbt und mit
Polyvinyl-Alkohol mounting medium (DABCO, Sigma Aldrich, Steinheim,
Deutschland) eingedeckt. Zur Analyse habe ich eine Zeiss Kamera (Jena,

Deutschland) verwendet.

Tabelle 4: Zusammenfassende Darstellung der verwendeten Primar- und
Sekundarantikorper fiir die Immunhistologie, sowie Angaben iiber Verdiinnung, Herkunft

und Hersteller der Antikorper.

Zielprotein Herkunft [Verdiinnung Hersteller

MMP-1 Maus 1:200 Acris, Hiddenhausen, Deutschland
MMP-13 Maus ready to use |[Neo Markers, Asbach, Deutschland
Cdx-2 Maus Biogenex, San Ramon, USA

Ki-67 Hase 1:25 Acris, Hiddenhausen, Deutschland
Isotyp-Kontroll-

g )Acris, Hiddenhausen, Deutschland
Antikdrper

N . Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.
Sekundarantikorper Esel 1:200
FITC ’ (Suffolk, England)

Jackson ImmunoResearch Laboratories Inc.

(Suffolk, England)

Sekundarantikérper Cy3 Esel 1:200

2.6 Doppelfarbung

Zur Untersuchung der Koexpression habe ich immunhistochemische
Doppelfarbungen far MMP-1 und Cdx-2 durchgefuhrt sowie
Immunfluoreszenzdoppelfarbungen fur MMP-1 und den Proliferationsmarker Ki-
67.
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2.7 Quantifizierung der Inmunhistochemie und Immunfluoreszenz

Fir die Auswertung der mit MMP-1 und Ki-67 immunhistochemisch markierten
Praparate habe ich in jedem Praparat sechs - fir das gesamte Tumor-
/Metaplasiegewebe reprasentative - Areale ausgewahlt. In diesen Bereichen
habe ich das Verhaltnis der angefarbten Tumor-/Metaplasiezellen zur
Gesamtzahl der Tumor-/Metaplasiezellen bei 400facher Vergrélierung
ausgezahlt. Die Praparate wurden von einem weiteren Untersucher unabhangig
voneinander ausgezahlt. Im Fall von Unstimmigkeiten wurden die Praparate
gemeinsam untersucht und ein Konsens gebildet.

Auch in den immunfluoreszenzgefarbten Schnitten habe ich jeweils sechs
reprasentative Bereiche pro Praparat ausgewahlt und die Anzahl der Ki-67

positiven Zellen aller MMP-1 positiven Zellen ausgezahlt.

2.8 Real-Time-RT-Polymerase-Kettenreaktion

Durch die Real-Time-quantitative-Reverse-Transkriptase-Polymerase-
Kettenreaktion (Real-Time-RT-PCR) lassen sich kurze definierte DNA-
Sequenzen replizieren und anschlie3end quantifizieren.

Um die Genexpression von MMP-1 mit einer Real-Time RT-PCR an FFPE
Gewebe zu untersuchen wurden zunachst von Gewebeblocken beider zu
untersuchenden Gruppen, Barrett-Metaplasie und Adenokarzinom, mit dem
Mikrotom 10um dicke Schnitte angefertigt. Es wurde jeweils die gleiche Anzahl
von Gewebeschnitten mit BE und EAC hergestellt. Aus diesen Schnitten habe
ich anschlielend je zwei representative Bereiche von 1,5cm? GroRe
mikrodisseziert. Die vollstandige zellulare RNA wurde unter Anwendung des
Absolutely RNA FFPE Kit von Stratagene (Waldbronn, Deutschland), extrahiert.
Fir die Extraktion der RNA der OE-33 Zelllinie habe ich nach der
Homogenisierung 75%-ige, zur RNase Inaktivierung mit Diethyldicarbonat
(DEPC) versetzte, Ethanollosung zum Lysat hinzugefugt. Die RNA habe ich mit
Hilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen (Hilden, Deutschland) nach
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Herstellerangaben isoliert. Dazu habe ich das Lysat in die mitgelieferten
Extraktionssaulen (RNeasy Mini spin column) gegeben, welche die RNA
spezifisch binden. Die reine, konzentrierte RNA wurde in Wasser geldst und bei
-70°C bis zur weiteren Analyse gelagert. Die Konzentration der gesamten RNA
wurde spektralphotometrisch durch optische Dichtemessung bei einer
Wellenlange von 260nm (OD2gp), dem Absorptionsmaximum fur Nukleinsauren,
bestimmt. Die Reinheit der RNA wurde durch den Quotienten aus OD2go und
ODygp, dem Absorptionsmaximum flr Proteine, ermittelt. Das Verhaltnis lag in
einem Bereich zwischen 1,8 und 2,0. Dies zeigte, dass die aufbereitete RNA
nicht kontaminiert war.

Die Primer wurden mit der Primer Express Software hergestellt. Es wurden
kurze Segmente mit einer Lange von 50-150 Basenpaaren der Ziel-cDNA
amplifiziert. Die Sequenz fur den MMP-1 Vorwartsprimer war 5'-
TGCTGCTGCTGCTGTTCTGGG-3’ und die Sequenz fur den Ruckwartsprimer
5-GGCCGATGGGCTGGACAGGA-3'. Als Kontrolle diente menschliche
0sophageale cDNA der Firma BioChain (Hayward, CA, USA).

Fir die relative Quantifizierung wurde die Genexpression des Zielgens auf die
eines konstitutiv regulierten Housekeeping-Gens, Glyceraldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), bezogen. Die GADPH Vorwartsprimer Sequenz war
5-ATCCCATCACCATCTTCCAGG-3’, die GADPH Ruckwartsprimer Sequenz
5-CGCCCCACTTGATTTTGG-3..

Da bei der PCR DNA-Polymerasen verwendet werden, die DNA-abhangig sind
und nicht in der Lage sind RNA zu amplifizieren ist es notwendig zunachst eine
Reverse Transkriptase einzusetzen, die RNA in cDNA umschreibt. Diese cDNA
kann im Anschluss als Ausgangsmaterial flr eine PCR verwendet werden. Fur
die cDNA-Synthese wurde das AffinityScript QPCR cDNA Synthese Kit von
Stratagene benutzt.

Die gesamt RNA wurde von Moloney Murine Leukemia Virus Reverse
Transkriptase (MMLV-RT) in cDNA umgeschrieben. Dabei habe ich, gemal
den Herstellerangaben, in 20ul 200 Einheiten MMLV-RT sowie Primer in einer
Konzentration von 0,1ug/ul verwendet. Alle PCR Reaktionen habe ich mit
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einem DNA Engine Opticon 2 System (MJ Research, Biozym, Oldendorf,
Deutschland) ausgefuhrt.

Jede PCR Reaktion habe ich in einem Volumen von 25ul ausgeflihrt, welches
sich aus 12,5ul Sensi Mix (Peqglab, Erlangen, Deutschland), 0,5 yl SYBR Green,
10 pmol/yl  Vorwartsprimer, 10pmol/ul Ruckwartsprimer, 1upl  (150ng)
Matrizenstrang-DNA und 9ul peqgold RNase freies Wasser zusammensetzt.
Initial wurde diese Mischung bei 95°C fur 10 Minuten denaturiert. Darauf folgten
38 Zyklen mit jeweils den folgenden Schritten: Denaturierung bei 95°C fir 15
Sekunden, Primerhybridisierung bei 60,9°C fur 30 Sekunden, Elongation bei
72°C fur 40 Sekunden.

Die gewonnene DNA wurde durch Fluoreszenzmessung quantifiziert. Da der
Farbstoff fluoresziert wenn er an dsDNA gebunden ist nimmt die Fluoreszenz
proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Die Messung findet am Ende
der Elongation in jedem Zyklus statt. Die dsDNA Konzentration wird in Referenz
zu einer Standard-Losung gemessen. Um die Amplifikationsspezifitat
nachzuweisen, wurden die PCR-Produkte jedes Primerpaares einer
Schmelzkurvenanalyse unterzogen, wodurch die Fragmentlangen bestimmt
werden, um zum Beispiel Primer-Dimere auszuschlie3en. In jedem Durchlauf
liefen Kontrollen ohne Matrizenstrang mit. Die Quantifizierung wurde mit der
LightCycler Analysesoftware durchgefuhrt. Die Reproduzierbarkeit habe ich
durch eine unabhangige Wiederholung der PCR bestatigt. Da in der ersten
Phase der Amplifikation die Template begrenzt sind und in der letzten Phase
viele Substrate verbraucht sind findet nur in der mittleren Phase ein
exponentieller und somit quantifizierbarer Anstieg statt. Fur den Beginn der
exponentiellen Phase wird daher ein Ct-Wert (engl. Cycle Threshold flr
Schwellenwert-Zyklus) verwendet. Der Ct-Wert beschreibt den Punkt, an dem
die Fluoreszenz erstmalig signifikant Uber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt.
Der Vergleich des Ct-Wertes zweier Proben zeigt, welche Probe vor der
Amplifizierung mehr cDNA enthielt. Fur den Vergleich wurde die Differenz (ACt)
zwischen dem durchschnittlichen Ct-Wert der cDNA von MMP-1 und denen der
cDNA mit dem Haushaltsgen GADPH bestimmt. Darauf folgte die Berechnung
der Differenz zwischen den durchschnittlichen Ct-Werten der MMP-1 cDNA in
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den Tumorproben und dem Ct-Wert fur MMP-1 in Normalgewebe (AACt). Der
relative Quantifizierungswert, die relative .X-fache Differenz zum
Normalgewebe (Mittelwert) wurde als 27AACt angegeben. Die Berechnung der
Expression von MMP-1 wird also relativ zum Normalgewebe angegeben

(=relative Quantifizierung).

2.9 Statistische Analyse

Die Statistische Analyse wurde mit der MedCalc Software (Mariakerke, Belgien)
ausgefihrt. Da der D’Agostino-Pearson Test keine Normalverteilung der Gen-
und Proteinexpression zeigte wurden alle Werte als Median =
Interquartilsabstand (IQR=interquartile range) angegeben.

Das Gesamtuberleben wurde definiert als der Zeitraum zwischen chirurgischer
Tumorentfernung bis zum Tod des Patienten. Rezidivfreies Uberleben wurde
als der Zeitraum von chirurgischer Tumorresektion bis zum klinischen Nachweis
eines Rezidivs definiert. Das Gesamtuberleben im Zusammenhang mit der
MMP-1-Expression wurde nach Kaplan-Meier-Methode beurteilt [60]. Um die
Unterschiede im Gesamtiiberleben und im Tumor assoziierten Uberleben der
Patienten nach erfolgreicher kurativer (R0O) Resektion des 6sophagealen
Adenokarzinoms zu analysieren, wurden die Patienten in zwei Untergruppen
aufgeteilt (dichotome Variable).

Der mediane Grenzwert fir hohe oder geringe MMP-1-Expression wurde bei
35% fur MMP-1-Expression im BE (n=41), 48% fur MMP-1-Expression im
angrenzenden EAC (n=41) und 46% fur MMP-1-Expression in allen EAC (n=60)
angesetzt. Der Log Rank Test wurde verwendet um die Uberlebenszeiten zu
vergleichen.

Die multivariate Analyse aller Faktoren wurde durch das Cox-Hazard-Modell
analysiert [61]. Es wurden alle Parameter, die in der univariaten Analyse als
Signifikant beurteilt wurden, eingeschlossen. Die Korrelationsanalyse wurde
mit dem parameterfreien Rangkorrelationskoeffizient nach Spearman

(Spearmans Rho) durchgefuhrt. Der exakte Test nach Fisher (exakter Chi-
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Quadrat-Test) wurde verwendet um die Relation zwischen zwei kategorischen
Variablen zu untersuchen.

Unterschiede in der Signifikanz der Daten wurden mit Hilfe des nicht-
parametrischen Mann-Whitney-U-Test oder, wenn mehr als zwei Gruppen
verglichen wurden, mit dem Kruskal-Wallis-Test analysiert. P-Werte < 0,05

wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 MMP-1- und MMP-13-Expression im Zusammenhang mit BE und EAC

Im normalen gesunden O0sophagealen Plattenepithel wurde
immunhistochemisch weder MMP-1, MMP-13 noch Cdx-2 nachgewiesen. Alle
Praparate (100%) mit EAC ohne BE exprimierten im Zytoplasma der
Tumorzellen MMP-1 (n=19/19). Mit 95% war die Expression von MMP-1
innerhalb des Tumors in den Praparaten, in denen EAC mit BE assoziiert
vorkam (n=39/41) vergleichbar hoch. Die Biopsien, in denen BE ohne IN vorlag,
exprimierten nur zu 56% MMP-1 (n=10/18). Von den ESSC-Praparaten waren
60% positiv fur MMP-1 (n=6/10). Die MMP-1-Expression in den Stromazellen
war deutlich geringer und in allen Fallen war die Expression stark mit niedrig-
und hochgradiger IN innerhalb der Barrettschleimhaut sowie mit Tumorzellen
assoziiert.

Die Anzahl der Zellen, welche das Protein exprimieren, wurde, wie oben
beschrieben, prozentual im Verhaltnis zur Gesamtzellzahl durch Auszahlung
der Zellen bestimmt. Alle ausgezahlten Zellen wurden nach Vorlauferlasion,
ihrer Tumorentitat bzw. anhand ihrer relativen Nahe zu Tumorgewebe,
aufgeschlUsselt und beurteilt. Im Vergleich zum Barrett ohne IN war die MMP-1-
Expression bei BE, welcher mit EAC assoziiert vorkam, und bei EAC mit BE
und ohne BE, signifikant erhoht. Die starke Expression von MMP-1 im EAC mit
BE war vergleichbar mit der MMP-1-Expression im EAC ohne assoziierten BE
(Tabelle 5, Abbildung 2A). Die mediane MMP-1-Expression aller EACs (n=60)
lag bei 46% (IQR 39,0 — 55,5%; 95% CIl 43,0 -54,0%). Zwischen niedrig- und
hochgradigen IN innerhalb der Barrettmukosa war kein Unterschied in der
MMP-1-Expression feststellbar.

Das ESCC zeigte im Vergleich zu allen EACs, mit und ohne BE, eine signifikant
geringere MMP-1-Expression. Die MMP-1-Expression innerhalb des ESCC war
auch im Vergleich zur Expression im BE geringer, unterschied sich jedoch nicht
signifikant (Tabelle 5, Abbildung 2A).
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Bei der Farbung der Zytozentrifugationspraparate der Zelllinie OE-33, welche
als zusatzliche Positivkontrolle diente, waren 65 % der Zellen MMP-1 positiv
(Abbildung 3).

Tabelle 5: MMP-1-Expression in verschiedenen Geweben

Mediane Expression

Gewebe Anzahl %) IQR (%) 95% ClI p-Wert
BE ohne IN oder CA 18 4 0-11  0-10.603
2= it angrenzendenn 41 35 23.0-41.5 31.284-39.0 <0.05'
CAC mit angrenzendem 44 48 30.0-56.5 43.0-54.239 <0.05'"
EAC ohne BE 19 44 39.0-55.8 39.0-55.218 <0.05'"
ESCC 10 27 0-50.2 0-29.2 <0.05™"

"Signifikanz im Bezug zu BE ohne IN oder CA ; "Signifikanz im Bezug zu BE mit angrenzenden
EAC; TTTSignifikanz in Bezug zu allen EACs

Die Abbildung 2B zeigt ein reprasentatives Beispiel der MMP-1-Expression im
fruhen BE. In Bereichen, in welchen die MMP-1-Expression innerhalb des BE
untersucht wurde, wurde zur Sicherung der intestinalen Metaplasie eine
Doppelfarbung mit Cdx-2 durchgefihrt (Abbildung 2b). In Abbildung 2c wird ein
charakteristisches Beispiel fur die MMP-1-Expression im EAC gezeigt.

Die Expression von MMP-13 war in allen Humanpraparaten negativ, ebenso in

den Zytozentrifugations-Praparaten der Tumorzelllinie OE-33. Nur in

Stromazellen konnte eine geringe Expression nachgewiesen werden.
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Abbildung 2: Auswertung (A) und Beispiele (B) der immunhistochemischen Markierung
von MMP-1 in menschlichem BE und EAC. (A) Die Auswertung bezieht sich auf den
Prozentsatz aller positiven der gezahlten Zellen. Graue Linien zeigen das 95%-
Konfidenzintervall an. Statistisch signifikante Werte (p<0,05) von BE und ESCC zu allen EACs
sind mit Sternchen markiert. B (a) Markierung von MMP-1 im friihen BE durch Braunfarbung
des Zytoplasmas. Angrenzendes normales Gewebe farbt sich negativ fir MMP-1 (Sternchen).
(b) Bestatigung der intestinalen Metaplasie durch zusatzliche Doppelmarkierung mit Cdx-2
(fuchsrote Farbung der Zellkerne). (c) EAC mit deutlicher MMP-1-Markierung. Obere Reihe
100-fache Vergroferung, mittlere Reihe 200-fache Vergroflerung, untere Reihe 400-fache
Vergroerung.
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Abbildung 3: Immunhistochemische MMP-1-Markierung der OE-33 Adenokarzinom
Krebszelllinie. Links: Zytozentrifugationspraparat der OE-33-Adenokarzinom-Krebszelllinie mit
MMP-1-Markierung. Rechts: IgG-Kontrolle.

3.2 Analyse von MMP-1 Genexpression

Um die Ergebnisse der immunhistochemischen Auswertung zu bestatigen,
wurde mit einer RT-PCR die Genexpression von MMP-1 in humanem BE- (n=5)
und in humanem EAC- (n=4) Gewebe untersucht. Der BE (Median 3,6-fache
Differenz im Vergleich zu Normalgewebe; IQR 3,275 bis 4,625-fache Differenz,
n=5) zeigte im Vergleich zum EAC (Median 7,9-fache Differenz im Vergleich
zu Normalgewebe; IQR 6,300 bis 8,950-fache Differenz, n=4) eine signifikant
(p=0,01) niedrigere MMP-1 Genexpression (Abbildung 4). Die Ergebnisse der
RT-PCR bestatigten somit die Ergebnisse der Immunhistochemie. In beiden
Fallen wurde eine erhohte MMP-1-Expression im BE im Vergleich zu
Normalgewebe, sowie eine signifikant hohere Expression von MMP-1 im EAC
ohne BE im Vergleich zu BE festgestellt.

Eine MMP-1-Genexpressionsanalyse mittels RT-PCR wurde ebenfalls fur die
OE-33 Adenokarzinom-Zelllinie durchgefuhrt. Hier zeigte sich eine, im Vergleich
zum Normalgewebe 4,1-fach hohere Genexpression.
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Abbildung 4: Genexpression von MMP-1 in menschlichem BE- und EAC-Gewebe.
Normalgewebe wird als 1-fach angesehen. Statisch signifikante Werte sind mit Sternchen
markiert.

3.3 Korrelation von MMP-1-Expression und Zellproliferation

FiUr die Untersuchung des Zusammenhangs zwischen MMP-1-Expression und
Zellproliferation  wurden in  BE- und EAC-Serienschnitten  durch
Immunfluoreszenzfarbung das Protein MMP-1 und der Proliferationsmarker Ki-
67 markiert. Die Auswertung der Serienpraparate zeigte eine starke direkte
Korrelation der MMP-1-Expression mit proliferierenden Zellen (MMP-1/Ki-67:
r=0,943 fur BE (n=41), Abbildung 5a; r=0,811 fur EAC (n=60), Abbildung 5b). In
Abbildung 5c wird anhand eines mit IF einfach- und doppelmarkierten
Serienschnittes ein reprasentatives Beispiel fur die Ki-67- und MMP-1-
Koexpression innerhalb eines BE gezeigt. Es zeigte sich, dass MMP-1
insbesondere im frihen Barrett (Nachweis von Becherzellen und zusatzliche
Cdx-2-Markierung im Serienschnitt) zusammen mit Ki-67 in der gleichen Zelle
koexprimiert wird. Die IF-Doppelfarbung bestatigt somit die Ergebnisse der
Korrelationsanalyse der IHC-gefarbten Serienschnitte. Es wurden sowohl im
BE- als auch im EAC-Gewebe eine grolle Anzahl MMP-1 und Ki-67

koexprimierender Zellen gefunden.
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Abbildung 5: Korrelation und Koexpression von MMP-1 mit Ki-67. Es zeigt sich eine starke
Korrelation der quantifizierten immunhistochemischen Farbungen mit MMP-1und Ki-67 in (a) BE
(n=41) (r=0,943) und in (b) EAC (n=60) (r=0,811). (c) Die Bilder zeigen ein reprasentatives
Beispiel von Ki-67 und MMP-1 Koexpression in der Immunfluoreszenz Doppelfarbung (grof3e
Pfeile). FITC = grin (Ki-67), Cy3 = rot (MMP-1), DAPI = blau (Kernfarbung). Oben:
Kalibratiosnbalken reprasentiert 50 ym. Unten: Kalibrationsbalken reprasentiert 25 pym. Das
Viereck in der oberen Bilderreihe zeigt den jeweils unten vergrofliert dargestellten Bereich an.
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3.4 Prognostischer Wert von MMP-1 in Adenokarzinomen

Um Unterschiede im Uberleben von Patienten nach erfolgreicher kurativer (RO)
Resektion von EAC mit und ohne angrenzenden BE zu analysieren, wurden die
Patienten in zwei Subgruppen aufgeteilt (Dichotome Variablen). In der
univariaten Analyse wurde gezeigt, dass Lymphknotenmetastasen, pT-
Kategorie und Grading ungunstige Faktoren sind (Tabelle 6). Auerdem wurde
bei EAC-Patienten eine starke Assoziation zwischen hoher MMP-1-Expression
und positivem Lymphknotenstatus gefunden (p=0,016136582, Exakter Test
nach Fisher, Tabelle 7).

Tabelle 6: Univariate Analyse prognostischer Faktoren der Patienten mit EAC (n=60)

ungiinstiger

Variable Hazard ratio (HR) 95% CIl of HR p-Wert

Faktor
hémphk”Ote”metaStaSier“ positiv 12,1940 5,9509-24,9867  <0,0001
Tiefeninvasion pT3/4 3,8447 1,5309-9,6553 <0,0001
Grading hoch (G3/G4) 4,0652 1,7123-9,6514  <0,0001
MMP-1-Expression hoch (=46) 1,4526 0,7101-2,9718 0,3070

Um das Tumor assoziierte Uberleben aller EAC-Patienten (n=60) in
Abhangigkeit von der MMP-1-Expression zu untersuchen, wurden die Patienten
in zwei Subgruppen (hohe und niedrige MMP-1-Expression) aufgeteilt
(dichotome Variablen). Das Uberleben in der Subgruppe mit hoher MMP-1-
Expression war nicht signifikant (p=0,007) schlechter als das Uberleben der

Patienten mit niedriger Expression (Abbildung 6, Tabelle 7 und 8).
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Tabelle 7: Klinischpathologische Eigenschaften der EAC Studienpopulation (mit und
ohne histologisch nachweisbaren BE)

Patienten MMP-1
Eigenschaften p-Wert
(n =60) EAC
gering hoch
(<46%)  (246%)
Alter (Jahre) 0,605
<66 30 (50%) 13 (43%) 17 (57%)
=66 30 (50%) 14 (47%) 16 (53%)
Geschlecht 0,465
mannlich 52 (87%) 24 (46%) 28 (54%)
weiblich 8 (13%) 5(63%) 3(37%)
Grading 0,0327
G1 17 (28%) 11 (65%) 6 (35%)
G2 22 (37%) 12 (55%) 10 (45%)
G3/4 21 (33%) 6 (29%) 15 (71%)
Tiefeninvasion 0,163™
pT1 16 (27%) 9 (56%) 7 (44%)
pT2 26 (43%) 14 (54%) 12 (46%)
pT3 10 (17%) 3(30%) 7 (70%)
pT4 8 (13%) 3(38%) 5(62%)
Lymphknotenmetastasierung 0,016
pNO 23(38%) 16 (70%) 7 (30%)
pN1-3 37 (62%) 13 (35%) 24 (65%)
UICC Stadium 0,163™"
UICC | 14 (23%) 8 (57%) 6 (43%)
uUICC I 28 (47%) 15 (54%) 13 (46%)
uiccC Il 18 (30%) 6 (33%) 12 (67%)
uiCC IV 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
Medianes Gesamtliberleben 43 47 (n=29) 38 (n=31)

(Monate)

'G1/2 vs. GT3/4; MpT1/2 vs. pT3/4; TTUICC I/l vs. UICC 111V
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Tabelle 8: Eigenschaften der Studienpopulation in Abhédngigkeit von der MMP-1-
Expression durch BE und EAC

Patienten MMP-1-Expression MMP-1-Expression
Eigenschaften p-Wert p-Wert
(n=41) BE* EAC
gering hoch gering hoch
(<46%) (246%) (<46%) (=46%)
Alter (Jahre) 1,000 0,757
<66 21 (51%) 10 (48%) 11 (52%) 4 (19%) 17 (81%)
=66 20 (49%) 10 (50%) 10 (50%) 10 (50%) 10 (50%)
Geschlecht 0,696 0,218
mannlich 34 (83%) 16 (47%) 18 (52%) 11 (32%) 23 (68%)
weiblich 7 (17%) 4 (57%) 3 (43%) 3(43%) 4 (57%)
Grading 1,0007 0,590"
G1 11(27%) 5(45%) 6 (55%) 6 (55%) 5 (45%)
G2 16 (39%) 8(50%) 8 (50%) 8 (50%) 8 (50%)
G3/4 14 (34%) 7 (50%) 7 (50%) 5 (36%) 9 (64%)
Tiefeninvasion 0,744 0,524
pT1 10 (24%) 6(60%) 4 (40%) 6 (60%) 4 (40%)
pT2 18 (44%) 9(50%) 9 (50%) 8 (44%) 10 (56%)
pT3 6 (15%) 3(50%) 3 (50%) 1(17%) 5 (83%)
pT4 7 (17%) 3(43%) 4 (57%) 2 (29%) 5(71%)
Lymphknoten-
. 0,340 0,211
metastasierung
pNO 15(37%) 9(60%) 6 (40%) 9 (60%) 6 (40%)
pN1-3 26 (63%) 11 (42%) 15 (58%) 10 (38%) 16 (62%)
UICC Stadium 0,744 0,524
UICC | 9 (22%) 5(56%) 4 (44%) 5(56%) 4 (44%)
uicc Il 19 (46%) 9(47%) 10 (53%) 10 (63%) 9 (47%)
uICC Il 13(31%) 6(46%) 7 (54%) 5 (38%) 8 (62%)
uice IV 0(0%)  0(0%)  0(0%) 0(0%)  0(0%)
Medianes
Gesamtiiberleben 42 45 (n=20) 31 (n=21) 45 (n=19) 31 (n=22)
(Monate)

*Die klinisch-pathologischen Eigenschaften beziehen sich auf den angrenzenden EAC.
'G1/2 vs. GT3/4; MpT1/2 vs. pT3/4; TTUICC I/l vs. UICC NNV
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Abbildung 6: Kaplan-Meier Analyse. Eine starke Expression von MMP-1im EAC (n=60) ist
nicht mit einem schlechteren Uberleben assoziiert (p=0,307). Vertikale Linien zeigen zensierte
Falle an.

Die univariate Analyse des Uberlebens nach Kaplan Meier zeigt, dass die
MMP-1-Expression im BE und im angrenzenden EAC  mit
klinischpathologischen Merkmalen assoziiert ist, welche ein schlechtes
klinisches Uberleben der Patienten mit angrenzendem EACs voraussagen
konnte.

Die Multivariate Analyse nach dem Cox-Hazard-Modell zeigt das
Lymphknotenmetastasen und Grading unabhangige prognostische Faktoren in
allen EACs (n=60) sind (Tabelle 9). Die Expression von MMP-1 ist nicht
signifikant und somit kein unabhangiger Prognosefaktor.

Tabelle 9: Multivariate Analyse prognostischer Faktoren der Patienten mit EAC (n=60)

ungiinstiger

Variable Hazard ratio (HR) 95% CI of HR p-Wert

Faktor
hémphk”Ote”metaStaS'er“ positiv 9,1861 2,0665-40,8346  0,003746
Tiefeninvasion pT3/4 1,2336 0,2783-5,4683  0,7834
Grading hoch (G3/G4) 22593 10171-5,0186  0,04643
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4 Diskussion

In ihrer Ubersichtsarbeit ,Hallmarks of cancer [62] beschreiben Hanahan und
Weinberg, dass die Tumorentstehung ein komplexer mehrstufiger Prozess ist.
Bei dem Osophaguskarziom steigt, wie bei vielen anderen Krebserkrankungen,
die Erkrankungswahrscheinlichkeit mit dem biologischen Alter an. Dies
verdeutlicht, dass eine Reihe zufalliger Ereignisse notwendigerweise eintreten
mussen damit es letztendlich zur Krebsentstehung kommt. Die sechs
wichtigsten  Charakteristika, welche Tumorzellen von Normalgewebe
unterscheiden, sind nach Hanahan und Weinberg: Unabhangigkeit von
Wachstumssignalen, Unempfindlichkeit gegenuber Tumorsuppressoren,
Apoptoseresistenz, unbegrenztes  Zellteilungspotential, = Fahigkeit  zur
Angiogenese, sowie Invasion und Metastasenbildung [62]. Die Tumorinvasion
und die Ausbreitung der Metastasen sind Hauptfaktoren, welche malignes
Wachstum ermdglichen. Fur die Fahigkeit zur Invasion und Metastasenbildung
ist der Abbau von EZM und des die Tumorzellen umgebenden Bindegewebes
notwendig [63]. FuUr die Invasions- und Metastasierungsfahigkeit von
Tumorzellen spielen daher extrazellulare Proteasen eine grofe Rolle. Diese
matrixdegradierenen Proteasen sind mit der Zelloberflache assoziiert und
ermoglichen so zunachst den Durchbruch durch die Basalmembran und
nachfolgend die Invasion in benachbarte Gewebestrukturen. Im Jahr 1980
zeigten Liotta et al. erstmalig, dass MMPs an diesem Prozess beteiligt sind,
indem sie das Kollagen der Basalmembran abbauen. Sie konnten nachweisen,
dass die Typ IV-Kollagenase, heute besser bekannt als MMP-2 und MMP-9,
Typ IV-Kollagen abbaut [64]. Spater wurde durch Manipulation der endogenen
Inhibitoren der MMPs gezeigt, dass MMPs auch bei der Metastasenbildung eine
wichtige Rolle spielen [65]. Die hier vorliegende Studie befasst sich mit der
Expression von MMP-1 und MMP-13, da bisher keine Daten zur ihrer Funktion
im BE und im EAC vorliegen. Die Resultate erhohter MMP-1-Expression im
EAC reihen sich gut in die Studienergebnisse von Untersuchungen zur MMP-1-
Expression in anderen Tumorgeweben ein. So wurde bereits gezeigt, dass

MMP-1 im kolorektalen Karzinom [45], Pankreaskarzinom [46], hepatozellularen
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Karzinom [49], Magenkarzinom [50], Zervixkarzinom [47] sowie Brustkrebs [48]
uberexprimiert wird, aber jedoch keine Expression der Kollagenase-1 in
normalem adulten menschlichem Gewebe stattfindet. In einigen dieser Studien
zeigte sich in der univariaten und und teils auch in der multivariaten Analyse ein
Zusammenhang zwischen der Starke der Expression und einem positivem
Lymphknotenstatus bzw. dem Uberleben. Dies unterstiitzt die Hypothese, dass
das Protein MMP-1 bei dem Prozess der Invasion und Metastasierung eine
wichtige Rolle spielen konnte. Durch ihre Fahigkeit zum Abbau von EZM wird
den Tumorzellen der Einbuch in Gefall- und Lymphsysteme ermdglicht. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit stlitzen ebenfalls diese These. Es wurde
unter anderem gezeigt, dass alle untersuchten Gewebe mit invasivem
Wachstum eine erhohte Expression von MMP-1 vorweisen. Auch die
prakanzerése Lasion des nicht invasiv wachsenden BE zeigt eine erhdhte
MMP-1-Expression. Diese ist jedoch signifikant geringer als die Expression im
BE welcher in direkter Nachbarschaft zum invasiv wachsenden Adenokarzinom
vorkommt und auch signifikant geringer als im Karzinom selbst. In der
Kontrollgruppe, dem gesunden Plattenepithel, zeigt sich keine Expression von
MMP-1.

Andere Studien zeigten daruber hinaus auch die Expression von MMP-13 im
hepatozellularen Karzinom [49] sowie in gastrointestinalen Tumoren wie dem
kolorektalen Karzinom [51]. Diese Studien zeigten, dass MMP-13 in diesen
Fallen eine wichtige Funktion fur die Tumorprogression hat. Die Ergebnisse
unserer Untersuchung zeigten hingegen keine Expression von MMP-13 im BE
oder EAC. Hier sind ggf. weitere Untersuchungen notwendig um sicher zu
zeigen, dass MPP-13 nicht exprimiert wird und somit fur die Progression des
Barrett assoziierten Adenokarzinoms keine Rolle spielt.

Die vorliegende Arbeit befasst sich neben der mdglichen Rolle von MMP-1 und
MMP-13 bei der Gewebeinvasion, auch mit dem Zusammenhang zwischen
Proteinexpression und positivem Lymphknotenstatus. Das Adenokarzinom des
distalen Osophagus ist eine schnell fortschreitende Erkrankung mit friiher

lymphatischer und hamatogener Disseminierung, bei welcher eine kurative
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Behandlung noch immer auf frihe, durch operative Behandlung vollstandig
resektable Tumorstadien beschrankt ist. Solange der Tumor auf die Mukosa
begrenzt ist, bestehen gute Heilungschancen, da zu diesem Zeitpunkt nur
selten Lymphknotenmetastasen vorliegen. Mit zunehmender Invasionstiefe des
Tumors erhoht sich das Risiko einer lymphogenen Metastasierung. Der
Lymphknotenbefall ist eine der entscheidenden Prognosefaktoren [69]. Der
Metastasierungsprozess besteht aus Angiogenese, Losldsung von Tumorzellen
aus dem Primartumor, lokaler Invasion, Intravasation, Adhasion an
Endothelzellen, Extravasation und Wachstum mit Bildung von Mikrometastasen
[63]. Fur jeden dieser Schritte sind bereits Moleklle (Adhasionsmolekule,
verschiedene Wachstumsfaktoren, Motilitatsfaktoren und matrixdegenerierende
Enzyme, wie MMP-1) identifiziert worden, die an dieser Entwicklung beteiligt
sind. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine Korrelation von hoher MMP-1
Expression mit Lymphknotenmetastasen bei Patienten mit EAC. Diese
Ergebnisse stltzen die Theorie, dass die Expression von MMP-1 zur
Krebsprogression beitragt. In Diskrepanz dazu steht, dass anhand der
vorliegenden Studiendaten kein Zusammenhang zwischen erhohter MMP-1-
Expression und einer schlechteren Prognose hergestellt werden konnte, obwohl
in der univariaten Analyse gezeigt wurde, dass ein positiver Lypmhknotenstatus

als ungunstiger Faktor gilt.

Bisher ist die genaue Entstehung des BE auf molekularer Ebene nicht
vollstandig verstanden. Dem seit langem bestehenden Krebsmodell zufolge,
bekannt als das Modell der klonalen Evolution von Tumorzellen, entstehen
Tumore aus einer einzigen Vorlauferzelle. Durch auldere Einflisse, wie zum
Beispiel Kanzerogene, entstehen genetisch veranderte Zellen. Fast alle diese
Zellen sterben ab, da sie durch die immunologische Abwehr zerstort werden
oder ihre veranderten Stoffwechselleistungen keine Uberlebenschancen bieten.
Nur vereinzelt entsteht per Zufall eine Zelle, welche einen selektiven Vorteil
gegenuber den normalen gesunden Zellen hat. Voraussetzung dafir, dass sich
aus dieser Zelle nun eine ganze Tumorpopulation entwickelt ist, dass diese

Zelle proliferiert und so genetisch identische Nachkommen produzieren kann,
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welche dann ebenfalls einen Uberlebensvorteil haben. So bildet sich eine
mutierte Subpopulation, bei der alle Zellen von einer einzigen gemeinsamen
Vorlauferzelle abstammen. Durch genetische Instabilitat werden immer wieder
genetisch veranderte Nachkommen generiert. Nur die Zellen mit einem
Selektionsvorteil gegenlber den normalen Zellen haben die Moglichkeit zu
uberleben und zu proliferieren und abnormale Nachkommen zu produzieren. So
wird eine Vielzahl an genetisch variablen Krebszellen produziert. Durch diesen
Prozess entwickelt sich durch eine Abfolge von Mutationen eine
Tumorstammlinie, welche durch stufenweise genetische Veranderungen
Tumorzellpopulationen mit Wachstumsvorteilen, wie zum Beispiel dem
Entgehen normaler Wachstumskontrolle durch Hormone oder intrazellulare
Mediatoren, entstehen Ilasst. Anstatt in eine terminale Differenzierung
Uberzugehen, geht der Mitosezyklus weiter. Durch den Verlust der
Differenzierung verschwinden die fir das Gewebe typischen Funktionen. Die
Tumorentwicklung ahnelt dieser Theorie nach der genetischen Evolution und
wird daher auch als das klonale Evolutionsmodell der Krebsentwicklung
bezeichnet [36]. Die Ergebnisse unserer Untersuchung zeigen, dass im BE und
im EAC jeweils dominante Populationen mit proliferierenden, Ki-67-positiven
Zellen, vorhanden sind. Diese Zellen koénnten, im Sinne der oben
beschriebenen  mehrstufigen Karzinogenese, @ das  Tumorwachstum
vorantreiben. Das humane Protein Ki-67 ist in allen aktiven Phasen des
Zellzyklus nachweisbar. Es wird in der G4-Phase, S-Phase, G,-Phase und
wahrend der Mitose exprimiert, jedoch nicht in ruhenden Zellen (Go-Phase).
Somit ist es ein geeigneter Marker um die Wachstumsfraktion einer
Zellpopulation zu bestimmen [57]. Unsere Untersuchungergebnisse decken sich
mit denen anderen Untersuchungen in denen bereits eine Uberexpression von
Ki-67 im BE und EAC gezeigt wurde [70, 71]. In der hier vorliegenden Studie
wurde zum ersten Mal die gemeinsame Expression von MMP-1 und Ki-67 im
BE und EAC nachgewiesen. Diese gemeinsame Expression kdnnte ein Hinweis
darauf sein, dass MMP-1 die Progression von BE zu EAC im Sinne des
mehrstufigen Karzinogenesemodells vorantreibt. Nur die Fraktion der

proliferierenden Zellen ist am Tumorwachstum beteiligt und eine hohe
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Expression von Ki-67 zeigt somit die potentielle Aggressivitat eines Tumors an.
Nach dem Konzept der klonalen Evolution ist die Moglichkeit zur Proliferation
eine herausragende Eigenschaft der Tumorprogression. Hier konnte nun
erstmals gezeigt werden, dass diese Eigenschaft in den Tumorzellen

zusammen mit der Expression von MMP-1 vorliegt.

Im Sinne des klonalen Evolutionsmodells der Tumorentwicklung mussen
Tumorzellen einen Selektionsvorteil gegenlber normalen gesunden Zellen
haben [36]. Eines der primaren Ereignisse in der klonalen Tumorexpansion ist
die Moglichkeit der Zelle zu einer ungehemmten Proliferation bzw. die
Unabhangigkeit gegenuber der normalen Wachstumskontrolle. Dies ermdglicht
eine klonale Expansion und es erlaubt der Tumorzelle somit eine dominierende
Subpopulation bilden zu koénnen. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Koexpression des Proliferationsmarkers Ki-67 und der Kollagenase MMP-1
untersucht. Ki-67 wird nur von Zellen exprimiert, welche sich aul3erhalb der
Ruhephase (Go-Phase) des Zellzyklus befinden. Die Analyse der Koexpression
zeigte, dass MMP-1 hauptsachlich von Zellen des BE und des EAC gebildet
wird, welche sich in der aktiven Proliferation befinden. MMP-1 wird also von den
Zellen exprimiert, welche nach dem Modell der klonalen Tumorentwicklung eine
wichtige Rolle in der Tumorexpansion spielen. MMP-1 wird schon im frihen
Barrett in den Zellen exprimiert, welche sich in der Proliferationsphase befinden.
Diese Tatsache konnte zeigen, dass MMP-1 schon in der Frihphase der
Tumorentstehung mitwirkt. Das die Expression von MMP-1 im BE insgesamt
geringer ist als im spateren Karzinom konnte ein Hinweis darauf sein, dass die
Expression von MMP-1 im Sinne der klonalen Tumorentwicklung ein

Selektionsvorteil bedeutet.

Murray et al. untersuchten bereits 1998 die Expression von MMP-1, MMP-2 und
MMP-9 im ESCC und EAC [42]. Im Gegensatz zur hier vorliegenden Studie
wurde jedoch die die Entwicklungsstufe des BEs unberucksichtigt gelassen. In
beiden Studien zeigte sich eine erhdhte MMP-1-Expression im ESCC und EAC.

In der hier vorliegenden Studie gab es jedoch, im Gegensatz zur damaligen
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Studie, einen signifikanten Unterschied in der Hohe der Expression von MMP-1
im EAC und im ESCC. Insgesamt wurden damals nur 46 Proben untersucht.
Wir haben die Expression an insgesamt 88 Proben (inklusive BE) untersucht.
Es wurde beschrieben, dass eine erhohte Expression von MMP-1 im ESCC und
im EAC mit einer schlechten Prognose assoziiert ist und die Expression von
MMP-1 wurde als einen unabhangigen Prognosefaktor beschrieben. Auch
unsere Studie zeigt, dass eine erhohte MMP-1-Expression mit einer
Tumorprogression des EAC einhergeht. Im Gegensatz zu Murray lag jedoch der
oben genannte prognostische Effekt nicht vor.

In der vorliegenden Studie wurde aul3erdem die Expression von MMP-1 im EAC
im Zusammenhang mit BE analysiert. Die Expression von MMP-1 im EAC ohne
assoziiertes BE war vergleichbar mit der MMP-1-Expression im EAC mit BE.
EAC kommt nur in seltenen Fallen unabhangig von histologisch nachweisbarem
BE vor. Fur diese Falle wird angenommen, dass auch hier urspringlich eine
Barrett-Metaplasie vorhanden war, welche jedoch dann von dem EAC
,<aberwuchert* wurde und so die ehemals metaplastische Schleimhaut aus
diesem Grund nicht mehr nachweisbar ist [72]. Demnach wirde auch auf das
EAC ohne BE das pathogenetische Modell zutreffen, wonach sich das EAC auf
dem Boden eines BE entwickelt. Die vergleichbar hohe Expression von MMP-1

im EAC mit und ohne BE konnte ein Hinweis darauf sein.

Die Rolle von MMPs bei der Tumorprogression und Metastasenbildung lasst
vermuten, dass der Einsatz von MMP-Inhibitoren eine Erfolg versprechende
Therapieoption sein koénnte. Die Vorstellung ist, dass synthetische
Metalloproteinasen-Inhibitore (MPI) das Voranschreiten des Tumorwachstums
und den Metastasierungsprozess hemmen oder zumindest verlangsamen
konnten. Diese Theorie wurde zunachst durch zahlreiche Studien gestutzt,
welche zeigen, dass eine Uberexpression von TIMPs das Metastasenwachstum
reduzieren konnte. Die daraufhin entwickelten Breitsprektrum-MMPs erwiesen
sich jedoch nur bei sehr frihen Tumorstadien als wirksam und in klinischen
Studien zeigten sich starke, dosislimitierende Nebenwirkungen wie

muskuloskeletale Schmerzen und Entzindungsreaktionen [73]. Um eine
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wirkungsvolle und nebenwirkungsarme Therapie durchfuhren zu kbnnen ware
es notwendig MMPs selektiv zu hemmen. Dazu wird der Nachweis bendtigt, in
welchen Tumoren und in welchen Tumorstadien welches MMP exprimiert wird.
Die vorliegende Studie zeigt, dass MMP-1 ausschlie3lich von Tumor- und
Barrettzellen produziert wird und nicht von gesundem Gewebe. Es konnte in der
vorliegenden Untersuchung gezeigt werden, dass die Expression in
proliferierenden Zellen, welche eine grolde Bedeutung bei der Tumorexpansion
haben, besonders hoch ist. Diese Tatsache macht das Protein zu einem
interessanten Ansatzpunkt fur die Therapie, da durch seine Hemmung selektiv
nur BE und EAC-Zellen Angriffspunkt der Therapie waren.

Nach der Krebsstammzelltheorie sind Tumore hierarchisch organisiert, das
bedeutet, dass Zellen eines Tumors unterschiedliche Eigenschaften haben. So
haben nur die Stammzellen das Potential zur ungehemmten Zellteilung. Fur die
Tumorprogression sind die proliferierenden Zellen von groRer Bedeutung [37].
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass MMP-1 in den proliferierenden Zellen
exprimiert wird, jene Zellen welche der Stammzelltheorie nach Angriffspunkte
der Therapie sein mussten. Ein Therapieansatz mit MMP-1-Inhibitoren wurde
demnach genau diese proliferierenden Zellen angreifen.

Ein Nachteil der MMP-Inhibitoren ware, dass sie nur zytostatisch wirken konnen
und nicht zytotoxisch. Das bedeutet, ein Tumorwachstum kdénnte potentiell nur
verhindert, der schon vorhandene Tumor jedoch nicht verkleinert werden.
Gleichwohl konnte der Einsatz von MMP-1-Inhibitoren eine vielversprechende
Therapieoption darstellen.
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5 Zusammenfassung

Das Adenokarzimon des Osophagus gewinnt aufgrund eines ungeklarten
Inzidenzanstiegs in den letzten Jahrzehnten in den westlichen Industrienationen
sowie seiner schlechten Prognose zunehmend an klinischer Bedeutung. Es
wird vermutet, dass das Adenokarzinom durch gastrodsophagealen Reflux auf
dem Boden der priékanzerdsen Lasion des Barrett-Osophagus entsteht. Die
Karziogenese wird als mehrstufiger Prozess, bestehend aus Initiation,
Promotion und Progression, verstanden. Matrix-Metalloproteasen befinden sich
in der Extrazellularen Matrix und kénnen diese abbauen. Aufgrund dessen
konnten sie eine wichtige Rolle bei der Tumorprogression spielen. MMP-1 und
MMP-13 sind tumorassoziierte Kollagenasen die bereits in anderen
Karzinomen, unter anderem in Tumoren des Gastrointestinaltraktes und des
hepatozellularen Karzinoms, nachgewiesen wurden. Bisher gibt es jeoch keine
Untersuchungen zur Expression von MMP-1 und MMP-13 im EAC bzw. BE. Ziel
der Arbeit war es die Expression von MMP-1 und MMP-13 im EAC (mit und
ohne assoziierten BE) sowie im nicht-dysplastischen BE (ohne Evidenz einer
IN) und im ESCC zu untersuchen. Dazu wurden Resektionspraparate von
insgesamt 70 Patienten mit Osophaguskarzinom (n=41 EAC mit BE, n=19 EAC
ohne BE, n=10 ESCC) sowie Biopsien von 18 Patienten mit nicht-
dysplastischem Barrett-Osophagus untersucht. Als Methoden wurden
immunhistochemische Farbungen zur Markierung der Proteine MMP-1 und
MMP-13 durchgeflihrt. Mittels immunhistochemischer Doppelfarbung wurde die
Expression von MMP-1 und Cdx-2, als Marker fur intestinale Metaplasie,
untersucht. Die Immunfluoreszenzdoppelfarbung wurde zur Analyse der
Koexpression von MMP-1 und dem Proliferationsmarker Ki-67 durchgefihrt. Die
Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbung wurden mithilfe einer RT-PCR auf
MRNA-Ebene bestatigt.

Im gesunden Plattenepithel wurde weder MMP-1 noch MMP-13 exprimiert. In
allen Praparaten, in denen EAC ohne Barrett assoziiert vorkam, wurde eine
Expression von MMP-1 gezeigt (100%). In den Praparaten in denen EAC in
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direkter Nachbarschaft zum Barrett vorkam, war in 95% der Falle MMP-1 im
Karzinom nachweisbar. Die Expression von MMP-1 im Barrett ohne IN lag bei
56%. Das ESCC exprimierte in 6 von 10 Fallen MMP-1. Bei der quantitativen
Analyse zeigten sich 48% MMP-1 positive Zellen im EAC mit BE und 35%
positive Zellen im angrenzendem BE (p<0,05). Mit 44% MMP-1 positiver Zellen
im EAC ohne BE lag die Expression signifikant Uber der im BE mit
angrenzendem EAC (p<0,05). Im ESCC lag mit 32% MMP-1 positiver Zellen
eine im Vergleich zu allen EACs signifikant geringere Expression vor. Im BE
ohne IN wurde in 4% der Zellen MMP-1 exprimiert. Die RT-PCR bestatigte die
Ergebnisse der Immunhistochemie auf mRNA-Ebene. Es zeigte sich eine im
Vergleich zum BE signifikant hohere Expression von MMP-1 im EAC. Eine
MMP-13-Expression war in keinem der Gewebe nachweisbar. Die
Untersuchung der Koexpression von MMP-1 in proliferierenden Ki-67 positiven
Zellen zeigte eine starke direkte Korrelation (r=0,943 fur BE und r= 0,811 flr
EAC). Bei der Untersuchung des prognostischen Wertes der MMP-1-
Expression konnte ein starker Zusammenhang zwischen Hohe der Expression
von MMP-1 und einem positiven Lymphknotenstatus festgestellt werden. Das
Tumor assoziierte Uberleben bei Patienten mit hoher MMP-1-Expression war
jedoch nicht signifikant geringer als das bei Patienten mit niedriger Expression
(p=0,307).

Die Ergebnisse zeigen, dass das Protein MMP-1 eine wichtige Rolle bei der
Invasion und Metastasierung des Barrett assoziierten Adenokarzinoms spielen
konnte. Die Assoziation eines positiven Lymphknotenstatus mit hoher MMP-1-
Expression spricht dafur, dass das Protein MMP-1 ein wichtiger Faktor bei der
malignen Progression sein konnte. Das Modell der klonalen Evolution von
Tumorzellen konnte durch die Ergebnisse der Arbeit, welche eine starke
Expression von MMP-1 in proliferierenden Zellen zeigte, unterstitzt werden.
Die Hemmung der Proteinwirkung durch einen  synthetischen
Metalloproteinasen-Inhibitor konnte zukuUnftig einen Therapieansatzpunkt
darstellen.
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6 Abklrzungen

AEG

BE =

Cl =

Cdx-2 =
BSA

DAPI
EAC

EZM
ESCC=

Adenocarcinoma of the oesophagogastric junction
Adenokarzinome des gastrotsophagealen Ubergangs
Barrett’'s esophagus

Barrett Osophagus

convidence interval

Konfidenzintervall

caudal type homeobox transcription factor 2
bovine serum albumine
Rinderserumalbumin
4’,6-Diamindino-2-Phenylindoldihydrochlorid
Esophageal adenocarcinoma

O0sophageales Adenokarzinom
Extrazellularmatrix

Esophageal squamous cell carcinoma
O0sophageales Plattenepithelkarzinom
Fluoresceinisothiocyanat

Gastroesophageal Reflux Disease
gastrodsophageale Refluxkrankheit
Immunfluoreszenz

Immunhistochemie

Intraepitheliale Neoplasie

inter quartil range

Matrix-Metalloproteinasen

Anzahl

National Cancer Institute
polymerase-chain-reaction
Polymerase-Kettenreaktion

Raumtemperatur

Surveillance, Epidemiology and End Result Programm des National

Cancer Institute
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TIMP = Tissue inhibitor of metalloproteinases
Gewebespezifischer Inhibitor der MMPs
UICC = International Union against Cancer
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