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Kurzreferat

Cdx1 und Cdx2 sind epitheliale Transkriptionsfaktoren, die essentiell flir die ontogenetische
Differenzierung des Gastrointestinaltraktes sind, aber denen auch eine regulatorische
Funktion bei der Transdifferenzierung zu intestinaler Metaplasie im oberen Verdauungstrakt
zugesprochen wird. Insbesondere im Magen und im distalen Osophagus gilt diese als
pramaligne Lision im Zusammenhang mit der Entstehung von Adenokarzinomen.

Um sowohl die individuellen als auch die wechselseitigen Einfliisse der wesentlichen
Risikofaktoren, der H.pylori-Infektion und der gastrodsophagealen Refluxerkrankung
(GERD), zu evaluieren, wurden Biopsien der gastralen Mukosa (Antrum, Korpus, Kardia)
von 96 Patienten, die je nach Vorhandensein einer H.pylori-Infektion oder einer GERD in
Gruppen eingeteilt worden waren, sowohl histologisch bewertet als auch ihr Gehalt an Cdx1-
beziechungsweise Cdx2-spezifischer mRNA mittels quantitativer RT-PCR bestimmt. Zur
Validierung der so gewonnenen Resultate wurde ein zweitens Studienkollektiv mit 66
Patienten retrospektiv zusammengestellt, in welchem die histopathologische Evaluierung der
mukosalen Biopsien sowie der immunhistochemische Nachweis des CDX2-Proteins erfolgte.

In der Mehrzahl der untersuchten Biopsien konnte sowohl eine Cdx1- als auch eine Cdx2-
Genexpression dokumentiert werden, wobei Cdx2 deutlich hdufiger nachgewiesen wurde.
Eine entziindungsassoziierte Expression von Cdx2 zeigte sich vor allem bei H.pylori-
positiven Patienten, wihrend dies bei Patienten allein mit GERD nicht der Fall war.
Auffallend war eine im Vergleich zur Referenzgruppe erhohte Expression von Cdx2 im

Antrum von Patienten mit GERD, die durch duodenogastralen Reflux bedingt sein konnte.
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Generell scheint es sich bei H.pylori- und bei Reflux-induzierter intestinaler Metaplasie um
unterschiedliche Entitdten mit unterschiedlicher Pathogenese zu handeln, wobei ein

kombiniertes Vorkommen beider &tiologischer Faktoren deren pathogenes Potential verstirkt.

Schliisselworter

Cdx1, Cdx2, H.pylori, GERD, Intestinale Metaplasie, Barrett-Osophagus

II



Bornschein Allgemein

Inhaltsverzeichnis
| B 1111 103V PSRN 1
1.0 D INItIONE. . .ttt et e e e, 1

1.2 Entwicklung von Inzidenz und Prdvalenz von Adenokarzinomen des oberen
Gastrointestinaltraktes. ... .. .o.ooiitiiiii 2
1.3 Die Entstehung von Adenokarzinomen — eine Sequenz?..........c.cccecueeevveeenveeennnene 3

1.4 Risikofaktoren fiir Adenokarzinome des Magens und des distalen Osophagus...... 6

1.4.1 Gastroosophageale Refluxerkrankung (GERD)..............c..cooiient. 6
1.4.2 Helicobacter PYIOFi........ovvieiiei e 8
1.5 Intestinale Metaplasie und Adenokarzinome an der Kardia — GERD, H.pylori
oder reine DefinitionsSache?...........ooiiiiiiiiiiiii e 10
1.6 CDX1 und CDX2 — Grundstein fiir intestinale Differenzierung....................... 12
1.6.1 Definition. .....ouetieie it 12
1.6.2 Funktionelle Bedeutung...............coooiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeae, 13
1.7 Pathophysiologische Bedeutung von CDX1 und CDX2............ccccviiiiinnnn.. 14
1.8 Aufgabenstellung. ... ... 15
2 Material und Methoden. ... ... ... 16
2.1 StudienkolleKtiv. ... ..o 16
2.2 ENdOSKOPIC. ...ttt 18
2.3 Histologie und Gruppeneinteilung betreffend des Vorhandenseins einer H.pylori-
Infektion beziehungsweise einer gastroosophagealen Refluxerkrankung................. 19
2.4 RNA-analytische Methoden.............oooiiiiiii i, 20
2.4.1 RNA-EXIraKtion. .....uoeiii e 20
2.4.2 Qualititsiiberpriifung der RNA mittels Agarose-Gelektrophorese......... 21

2.4.3 Photospektrometrische Konzentrationsbestimmung der RNA............ 22
2.4.4 Umschreiben der mRNA-Fraktion in eine cDNA mittels Reverser

Transkriptase-Reaktion. ... 22
2.5 Quantitative RT-PCR..... ... e 22
2.6 Klonierung der Plasmide fiir die PCR-Standardkurve........................coa 25
2.7 Immunhistochemische Farbungen...................ciiii i 26
2.8 Statistische ANalyse........o.oitiitiiii i 27

I



Bornschein Allgemein

R I 3 7S] 0111 (] PSPPI 28
3.1 Studienkollektiv A. ... 28
3.1.1 Expression von Cdx1 und Cdx2 in der Referenzgruppe H.pylori(-)/
GERDI(%) ettt e 28
3.1.2 Expressionsvergleich der einzelnen Gruppen................c.cooeveiiinenn.. 28

3.1.3 Allgemeiner Einfluss von H.pylori und GERD auf die Cdx-Expression.. 31
3.1.4 Interaktion von H.pylori und GERD im Hinblick auf die Cdx-

B PIESSION. ..ttt e 33
3.1.5 Histologische Evaluation der Gewebeproben..................ccovvvvn.n.. 35
350 Entzndung. ..o 35
3.1.5.2 Intestinale Metaplasie............covviiiiiiiiiiiiiiiiiiaea, 36

3.1.6 Zusammenhang zwischen der Genexpression von Cdx1 und Cdx2 und
dem histologischen Befund...................ooii i, 36

3.1.6.1 Assoziation der Cdx1- und Cdx2-Genexpression mit dem Grad
der Entzindung..........cooiiiiiiii e 37

3.1.6.2 Assoziation der Cdx1- und Cdx2-Genexpression mit dem Grad
der intestinalen Metaplasie............c..cooiiiiiiiiiiiii 38
3.1.7 Vergleich von ERD mit NERD............ccooiiiiiiiiiiiiee, 40
3.2 Studienkollektiv B..... .o 40
321 EntzUndung.......oouiniii 40
3.2.2 Intestinale Metaplasie.........o.vvuiiiiiiiiiiiii e 41
3.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von Cdx2...............cooiiiiiiiin, 42
D T S 13 T ) U 43
4.1 Allgemeine Bemerkungen. ...........o.oiuiiiiiiiiiiiii e 43
4.2 Histologische Befunde.............cooiiiiiiii e 44
4.2.1 EntzUndung. .. ...ooiniii e 44
4.2.2 Intestinale Metaplasie...........coieiiiiiiiiii i 45
4.2.3 Dichte der Helicobacter pylori-Besiedelung bei GERD..................... 47
4.3 Expression von Cdx1 und CdX2........coviiiiiiiiiiiii e 47
4.4 Analyse der Genexpression von Cdx1 und Cdx2.............cooviiiiiiiiiiiiiinnn.n. 49
441 ANLTUIM. ..o e 49
/0 Q) y 10 51
4.4.3 Kardia. . ..o 52

v



Bornschein Allgemein

4.5 Genexpression von Cdx1 und Cdx2 bei Patienten mit Barrett-Osophagus........... 53
4.6 Interaktion von GERD und H.pylori-Infektion im Hinblick auf die Cdx-

24 07 (ST 103 s 54
4.7 Cdx-Expression im Zusammenhang mit intestinaler Metaplasie...................... 56
4.8 Cdx-Expression im Zusammenhang mit Entziindung.............................o. 57
R ) 4 S 110121V 58
5 Z0SaMmMENTaASSUNG. ... ..oeti e e 60
6 LiteraturverZeiChnis. .. ... o..o e 62
ANNANG. . e 69
DanKSAGUNG. . ...t e 75
Eidesstattliche ErKIArung........ ..o e 77
Lebenslaus. ... .o e 78
Wissenschaftliche Verdoffentlichungen.................ooi e, 80



Bornschein Allgemein

Abkiirzungsverzeichnis

Abb. Abbildung
AEG Adenokarzinom des dsophagogastralen Uberganges (,,Adenocarcinoma of the

Esophagogastric Junction®)

a.u. artifizielle Einheiten (,,arbitrary units*)

BMI Korpermassen-Index (,,Body Mass Index*)

bp Basenpaare

CagA Cytotoxin-assoziiertes Antigen A

cDNA komplementidre DNA (,,complementary DNA*)

cdx1 murines Gen/Transkript des Kaudal-Typ Homeobox Transkriptionsfaktors 1
Cdxl humanes Gen/Transkript des Kaudal-Typ Homeobox Transkriptionsfaktors 1
CDX1 Kaudal-Typ Homeobox Transkriptionsfaktor-Protein 1

cdx2 murines Gen/Transkript des Kaudal-Typ Homeobox Transkriptionsfaktors 2
Cdx2 humanes Gen/Transkript des Kaudal-Typ Homeobox Transkriptionsfaktors 2
CDX2 Kaudal-Typ Homeobox Transkriptionsfaktors-Protein 2

DNA Desoxy-Ribonukleinsdure (,,Desoxy-Ribonucleic Acid®)

dNTP Desoxy-Nukleosidtriphosphate

E.coli Escherichia coli

ERD Erosive Refluxerkrankung (,,Erosive Reflux Disease*)

GERD Gastrodsophageale Refluxerkrankung (,,Gastroesophageal Reflux Disease*)
H.pylori Helicobacter pylori

HUT Harnstoff-Urease-Schnelltest

[HC Immunhistochemie

M Intestinale Metaplasie

LSBE Langstreckiger Barrett-Osophagus (,,Long Segment Barrett’s Esophagus)
mRNA Boten-Ribonukleinsiure (,,messenger Ribonucleic Acid®)

NERD Nicht-erosive Refluxerkrankung (,,Non-Erosive Reflux Disease®)

OGD Osophagogastroduodenoskopie

OGU Osophagogastraler Ubergang

OR Odds Ratio

RT-PCR Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (,,Realtime-Polymerase Chain Reaction™)
SSBE Kurzstreckiger Barrett-Osophagus (,,Short Segment Barrett’s Esophagus”)
Tab. Tabelle

VI



Bornschein Einleitung

1 Einleitung
1.1 Definitionen

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit pathologischen Verdanderungen der Mukosa des
Magens inklusive der 6sophagogastralen Ubergangsregion. Fiir das Verstindnis der
Ergebnisse ist eine genaue Definition dieses Bereiches erforderlich.

In der Regel geht das mehrschichtige Plattenepithel des Osophagus an einer scharfen
Grenzlinie, die als Linea dentata oder Z-Linie bezeichnet wird, in ein einschichtiges

Zylinderepithel iiber, das den Magen auskleidet (Abb. 1).[1]

ODsophagus
(Plattenepithel)

hﬂhﬁhﬁ“““ﬂz¢mm
/ Magenfalten

}6GU

Magen
(Zylinderepithel)

Abbildung 1: Schematische Darstellung der 6sophagogastralen Ubergangsregion (OGU)

Der Osphagogastrale Ubergang (OGU) beschreibt die Region, in der der tubulire Osophagus in die Magenblase
ibergeht. Die proximale Grenze des Magens wird hierbei durch die Magenfalten beschrieben. Das
mehrschichtige Plattenepithel des Osophagus geht in einer scharfen Linie (Linea dentata; ,,Z-Linie*) in das
einschichtige Zylinderepithel des Magens iiber.

Der Osophagogastrale Ubergang (OGU) ist definiert als die Region, in der der tubulire
Osophagus in die Magenblase iibergeht, wobei der Beginn des Magens durch das proximale
Ende der Magenfalten definiert ist.[2, 3] Der proximalste Abschnitt des Magens wird

traditionell als Kardia bezeichnet und kann anatomisch (der Anteil des Magens, der direkt an
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den OGU anschlieBt) und histologisch (Kardia-Mukosa zeigt ein einschichtiges
Zylinderepithel, das allein aus Mukuszellen besteht und keine Becher- oder Parietalzellen
aufweist) definiert werden.[4]

Maligne Neoplasien des oberen Verdauungstraktes sind iiberwiegend Adenokarzinome des
Magens oder des distalen Osophagus und Plattenepithelkarzinome der Speiserdhre.
Adenokarzinome des Magens werden nach Lauren in drei Entitidten unterteilt.[5] Karzinome
vom intestinalen Typ wachsen polypds expansiv, sind gut begrenzt und histologisch gut
differenziert, wihrend die deutlich aggressiveren Karzinome vom diffusen Typ ein
infiltratives Wachstum zeigen, schlecht abzugrenzen sind und Zellen mit einem geringen
Differenzierungsgrad repriasentieren.[5] Dariiber hinaus existiert noch eine Mischform beider
Varianten.

Nach Vereinbarung der International Gastric Cancer Association (IGCA) und der
International Society for Diseases of the Esophagus (ISDE) werden alle Adenokarzinome die
5cm ober- oder unterhalb der ,,anatomischen Kardia*“ liegen als Adenokarzinome des OGU
definiert (AEG: ,,Adenocarcinoma of the Esophagogastric Junction*).[6] Sie schlieBen damit
einen groBeren Bereich als den eigentlichen OGU selbst ein und konnen weiterhin in drei
Subtypen unterteilt werden: a) AK des distalen Osophagus (AEG I; Barrett-Karzinome, siche
unten), die den OGU von proximal infiltrieren; b) ,.echte* Kardia-Karzinome (AEG II); ¢)
subkardiale AK, die den OGU von distal infiltrieren (AEG III).[6, 7]

1.2 Entwicklung von Inzidenz und Privalenz von Adenokarzinomen des oberen

Gastrointestinaltraktes

In der westlichen Welt ist es in den letzten 4 Jahrzehnten zu wesentlichen Verdnderungen der
Inzidenz und Pridvalenz von Karzinomen des oberen Gastrointestinaltraktes gekommen.
Insbesondere in der kaukasischen ménnlichen Bevolkerung stieg die Inzidenz von
Adenokarzinomen am OGU.[8-10] Dies galt sowohl fiir Adenokarzinome der Kardia als auch
fiir die des distalen Osophagus, wobei der beschriebene Trend bei letzteren deutlich
ausgepragter ist.[8-11]

So dokumentierten Devesa €t al. eine mehr als 3,5-fache Zunahme der Inzidenz distal
Osophagealer Adenokarzinome von 1974 bis 1996, wihrend der Anstieg bei

Adenokarzinomen der Kardia (1,6-fach) im gleichen Zeitraum deutlich geringer ausfiel.[12]
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Plattenepithelkarzinome des Osophagus zeigten dagegen eine riickliufige Tendenz.[8, 9, 12]
Im Magen wurde eine Verschiebung der Verteilung von den ebenfalls in ihrer Haufigkeit
riickldufigen distalen Adenokarzinome zu proximalen Entitdten hin verzeichnet.[11] So traten
von 1992 bis 1994 Adenokarzinome an der Kardia bei der weilen ménnlichen Bevdlkerung in

anndhernd gleicher Haufigkeit auf wie alle anderen Tumoren des Magens zusammen.[12]

1.3 Die Entstehung des Adenokarzinoms — eine Sequenz?

Ob in der Entwicklung von Adenokarzinomen des Magens und des OGU eine der
Entwicklung kolorektaler Karzinome analoge ,,Adenom-Karzinom Sequenz* existiert, ist seit
Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Bislang konnte jedoch keine entsprechende Abfolge
sequentieller genetischer Alterationen sowie derer morphologischer Korrelate nachgewiesen
werden.

Correa €t al. untersuchten gezielt eine Population in Kolumbien, bei der eine hohe Inzidenz
fiir das distale Magenkarzinom vorlag. Die Ergebnisse deuteten auf eine sequentielle Abfolge
molekularer Ereignisse, welche zur Entwicklung von Driisenhals-Hyperplasie, gastraler
Atrophie, intestinaler Metaplasie und letztlich Dysplasie bis hin zum Karzinom fiihrten.[13]
Der Zusammenhang zwischen dem Auftreten von intestinaler Metaplasie als
praneoplastischer Lision und der Entstehung eines Adenokarzinoms konnte auch von anderen
bestitigt werden, wobei Welin et al. diesen Prozess ausschlieBlich auf Karzinome vom
intestinalen Typ nach Lauren bezogen.[14]

Die Rolle der intestinalen Metaplasie als pridkanzerogene Verdnderung in der Entwicklung
von Adenokarzinomen konnte eindrucksvoll in der Pathogenese des distal dsophagealen
Adenokarzinoms nachgewiesen werden. Die betreffende Lésion wird als Barrett-Metaplasie
oder Barrett-Osophagus bezeichnet und beschreibt metaplastische Schleimhaut im distalen
Osophagus, wobei das urspriingliche Plattenepithel zumindest teilweise durch Zylinderepithel
ersetzt wird.[15] Als wesentlicher Risikofaktor fiir die Entstehung eines Barrett-Osophagus
gilt ein langjéhriger abnormer gastrodsophagealer Reflux.[16, 17] Allerdings gibt es auch
Fille, bei denen ein Barrett-Osophagus ohne vorhergehende Refluxsymptomatik
nachgewiesen wurde.

Die Diagnose eines Barrett-Osophagus kann nur gestellt werden, wenn sowohl der

endoskopische als auch der histologische Befund darauf hinweisen.[2, 15] Das endoskopische
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Bild ist geprigt von Zungen oder Inseln metaplastischer Schleimhaut, die die reguldre Z-Linie
iiberschreiten (Abb. 2).[2, 18]

Abbildung 2: Endoskopisches Bild eines Barrett-Osophagus
Links: ,natives“ endoskopisches Bild eines Barrett-Osophagus mit zungenformigen Auslidufern des
metaplastischen Epithels, die sich deutlich bis in den Bereich des eigentlichen dsophagealen Plattenepithels
erstrecken, welches blasser imponiert. Im Hintergrund ist der Mageneingang zu sehen mit einer noch
angedeuteten Magenfalte auf 6 Uhr. Rechts: Darstellung des gleichen Befundes von Zylinderepithelmetaplasie
im distalen Osophagus in der ,,Narrow-Band Imaging**-Technik.

Die proximale Ausdehnung der metaplastischen Lisionen wird vom definierten OGU
(proximales Ende der Magenfalten) aus gemessen.[2] Es wird dabei ,,Short Segment Barrett’s
Esophagus® (SSBE, <3cm) von ,,Long Segment Barrett’s Esophagus“ (LSBE, > 3cm)
unterschieden, die mit unterschiedlichem Karzinomrisiko assoziiert sind. So zeigt sich eine
positive Korrelation zwischen der Lénge des metaplastischen Schleimhautabschnittes und
dem Risiko, eine hochgradige Dysplasie oder ein Adenokarzinom zu entwickeln.[2, 18-20]

Histologisch wurde die Barrett-Metaplasie kiirzlich in der GERD-Konsensusklassifikation
von Montreal neu definiert.[15] Eine Lision des distalen Osophagus beziehungsweise
proximal des OGU wird als ,,Barrett-Osophagus® bezeichnet, sofern sich histologisch ein
metaplastisches Zylinderepithel zeigt, unabhéngig davon, ob dieses vom intestinalen Typ ist
oder nicht.[15] In der vorliegenden Studie wurde allerdings die traditionelle Definition
zugrunde gelegt, die das Vorhandensein von Becherzellen im Sinne einer spezialisierten

intestinalen Metaplasie voraussetzt (Abb. 3).[21]
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Abbildung 3: Histologisches Bild eines Barrett-Osophagus

Dargestellt sind die Himatoxylin/Eosin-gefirbten Schnitte von Gewebeproben aus dem distalen Osophagus
zweier Patienten mit Barrett-Osophagus (zehnfache VergroBerung). Es ist deutlich zu erkennen wie das
Osophageale Plattenepithel von transdifferenziertem Epithel im Sinne einer spezialisierten intestinalen
Metaplasie unterminiert wird (links), beziechungsweise bereits ersetzt wurde (rechts).

Eine Metaanalyse von Shaheen et al. zeigte, dass in den Jahren 1966 bis 1998 das Risiko bei
vorliegendem BO ein AK zu entwickeln bei etwa 0,5% (0-3%) pro Patientenjahr lag.[22]
Hirota et al. konnten bei der Auswertung von Biopsien von iiber 800 Patienten des Walter
Reed Army Medical Center in Washington D.C. bei 13,2% einen Barrett-Osophagus
nachweisen. Bei allen diesen Patienten konnte histologisch eine spezialisierte intestinale
Metaplasie nachgewiesen werden. Hierbei wurde im Einzelnen zwischen einem LSBE, einem
SSBE sowie spezialisierter intestinaler Metaplasie am OGU bei reguldrer Z-Linie ohne
zungenformige Ausldufer unterschieden. Es zeigte sich ein deutlich geringeres Vorkommen
von LSBE (1,6%) als SSBE (6,0%) oder spezialisierter intestinaler Metaplasie am OGU
direkt (5,6%).[23] Der Anteil der Proben mit dysplastischem oder bereits neoplastischem
Epithel war fiir LSBE mit 31% deutlich hoher als fiir SSBE und spezialisierte intestinale
Metaplasie ohne zungenformige Ausliufer direkt am OGU (10%, bzw. 6%).[23]

Auch Sharma et al. berichteten von unterschiedlichem Karzinomrisiko bei unterschiedlicher
Ausdehnung der intestinalen Metaplasie. Die Drei-Jahres Dysplasierate lag bei Patienten mit
SSBE bei 31%, dagegen bei Patienten mit intestinaler Metaplasie an der Kardia nur bei
4,2%.[24]

Im Gegensatz zu den klar belegten Zusammenhédngen von intestinaler Metaplasie und dem
Risiko fiir ein Adenokarzinom im distalen Osophagus, ist die Bedeutung von intestinaler
Metaplasie als prikanzerdse Lidsion an der Kardia derzeitig noch nicht endgiiltig
einzuschitzen. So fanden beispielsweise Ruol et al. eine intestinale Metaplasie in 69% aller

Biopsien, die angrenzend zu Adenokarzinomen der Kardia entnommen wurden.[25] Ein
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deutlicheres Ergebnis zeigte sich allerdings bei Proben, die angrenzend zu Barrett-
Karzinomen entnommen wurden. Hier konnte in 96% der Fille eine intestinale Metaplasie

nachgewiesen werden.[25]

1.4 Risikofaktoren fiir Adenokarzinome des Magens und des distalen Osophagus

Minnliches Geschlecht, kaukasische Abstammung und hoheres Alter gelten als allgemein
anerkannte Risikofaktoren fiir Adenokarzinome des proximalen Gastrointestinaltraktes,
wihrend Tabakkonsum, iibermédfigem Alkoholgenuss sowie erhdhtem Body Mass Index
(BMI) unterschiedliche pathogenetische Relevanz fiir die einzelnen Entititen beigemessen
wird.[23-26] Obgleich grundsitzlich Ubereinstimmung dahin gehend besteht, dass die
gastrodsophageale Refluxerkrankung (Gastroesophageal Reflux Disease = GERD) und die
Helicobacter pylori (H.pylori-) Infektion an der Entstechung metaplastischer Verdanderungen
malgeblich beteiligt sind, bleibt ihre Bedeutung, insbesondere fiir die histomorphologischen

Verinderungen im Bereich des OGU unklar.

1.4.1 Gastroosophageale Refluxerkrankung (GERD)

Nach dem evidenzbasierten Konsens von Montreal ist die GERD definiert als ,,ein Zustand,
der entsteht, wenn der Riickfluss von Mageninhalt beeintrichtigende Symptome und/oder
Komplikationen verursacht“.[15] Saurer Mageninhalt und/oder duodenales Sekret sind die
entscheidenden schidigenden Agenzien.[27-30] Die Privalenz der Refluxerkrankung liegt in
Westeuropa und Nordamerika bei 10-20%, in Asien bei weniger als 5%.[31]

Klassische Symptome sind retrosternales Brennen und Regurgitationen. Es kénnen aber auch
Dysphagie, epigastrische Schmerzen oder extradsophageale Symptome wie Husten,
asthmatische Beschwerden, Heiserkeit oder Laryngitis auftreten.[15]

Die GERD ist beziiglich der klinischen Ausprigung keine einheitliche Entitdt, sondern wird
auf der Basis des endoskopischen und histologischen Befundes in drei klinische
Manifestationen unterteilt, die neben der Diagnosestellung auch von therapeutischer Relevanz

sind.
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Nicht-erosive Refluxerkrankung (NERD; ,,Non-Erosive Reflux Disease*)

Bei der nicht-erosiven Refluxerkrankung (NERD) zeigen sich endoskopisch keine mukosalen
Liasionen und histologisch ist keine beziehungsweise nur eine schwache Entziindung der
Osophagusschleimhaut nachweisbar. Der Hauptanteil der Patienten mit GERD gehort zu
dieser Gruppe (ca. 60%). Eine Korrelation der Symptome mit den Refluxepisoden (gemessen
durch 24h-pH-Metrie im Osophagus) ist nur bei einem Teil der Patienten nachweisbar. So
zeigt ein grofer Anteil (bis zu 50 %) der NERD-Patienten trotz ausgeprigter Symptomatik
normale Ergebnisse in der pH-Metrie.[32, 33]

NERD-Patienten konnen weiter unterteilt werden in a) solche mit abnormer Sdureexposition
des Osophagus, b) solche mit normalen Siurewerten im Vergleich zu gesunden Kontrollen
jedoch mit einer Korrelation von Refluxepisoden mit dem Auftreten von Symptomen und c)
solchen mit typischen Symptomen einer Refluxerkrankung, die jedoch nicht oder nur in
geringem Mafle mit Refluxepisoden korrelieren.[33]

Patienten mit NERD scheinen eine hohere Sensibilitdt gegeniiber gastrodsophagealem
Refluxat zu besitzen als Patienten, die an anderen Varianten der GERD leiden. Bei der
Bestimmung des Schwellenwertes fiir die Schmerzauslosung mittels Ballondilatation wiesen

Patienten mit NERD die niedrigsten Schwellenwerte aller GERD-Patienten auf.[32]

Erosive Refluxerkrankung (ERD; ,,Erosive Reflux Disease*)

Die zweite Manifestationsform der GERD ist die erosive Refluxerkrankung (ERD), bei der
endoskopisch sichtbare Lisionen im distalen Osophagus und am OGU gefunden werden, die
in der Regel von einer Osophagitis unterschiedlichen Schweregrades begleitet werden.[15]
Anders als bei Patienten mit NERD (50-66%) konnen bei ERD in 75-90% der Fille abnorme
Refluxepisoden messtechnisch nachgewiesen werden, welche jedoch nur in 5% bei Patienten

mit Osophagitis symptomatisch wahrgenommen werden.[32, 33]

Barrett-Osophagus

Auf die dritte Manifestationsform der Refluxerkrankung, den Barrett-Osophagus wurde
bereits in Abschnitt 1.3 ndher eingegangen. Generell kann festgestellt werden, dass der
Barrett-Osophagus in seiner pathophysiologischen Ausprigung eher Parallelen zur ERD zeigt.
Er stellt jedoch eine unabhingige Entitdt dar. Die traditionelle Sichtweise, dass sich ein
Barrett-Osophagus immer aus einer bestehenden ERD heraus entwickelt besitzt keine

Giltigkeit mehr.[15, 33]
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Risikofaktoren

In den vergangenen Jahren wurden verschiedene Risikofaktoren fiir die Entwicklung einer
GERD beschriecben, wobei unterschiedliche Definitionen und Studienansitze die
Vergleichbarkeit der einzelnen Studien erschweren.

So zeigten Labenz et al., dass mannliches Geschlecht, kaukasische Abstammung, Adipositas
und regelméBiger Tabak- oder Alkoholkonsum wesentliche Risikofaktoren fiir die
Manifestation einer GERD darstellen.[34] Allerdings wurden in dieser Studie nur Patienten
mit ERD evaluiert. Im Gegensatz dazu fanden Lagergren et al., die nicht zwischen den
einzelnen Entititen differenzierten, keinen wesentlichen Zusammenhang von Alter,
Geschlecht, BMI, Tabak- oder Alkoholkonsum mit Refluxerkrankung.[26]

In der letztgenannten Studie wurde dariiber hinaus das Risikoprofil der GERD im Hinblick
auf die Entwicklung eines Adenokarzinom untersucht. Dabei wurden allerdings ausschlieBlich
die Zusammenhidnge mit dem Schweregrad und der Auspriagung der Symptome evaluiert,
welchen eine groBere Bedeutung als dem histologischen Befund beigemessen wurde. So
wurde bei Patienten mit entsprechend ausgepriagten Symptomen (retrosternales Brennen und
Regurgitationen) ein fast achtfach (mehr als zweifach) erhohtes Risiko fiir ein
Adenokarzinom im distalen Osophagus (an der Kardia) festgestellt. Dagegen wiesen nur 62%
der untersuchten Patienten mit &sophagealem Adenokarzinom einen Barrett-Osophagus
auf.[26]

Ungeachtet etwaiger Diskrepanzen in der Auswertung einzelner Studien, kann festgehalten
werden, dass der gastroosophageale Reflux einen Risikofaktor fiir die Entstehung von
intestinaler Metaplasie, bezichungsweise eines Adenokarzinoms im distalen Osophagus und

in geringerer Ausprigung auch am OGU und an der Kardia darstellt.

1.4.2 Helicobacter pylori

Der gramnegative, mikroaerophile Keim H.pylori wurde 1984 von Marshall und Warren
charakterisiert und seine Prisenz erstmals in Zusammenhang mit Gastritiden und Ulzera des
Magens und des Duodenums gesetzt.[35]

H.pylori ist eines der wenigen Bakterien, das von der WHO als Karzinogen eingestuft
wird.[36, 37]

Die Bedeutung von H.pylori als Risikofaktor fiir Adenokarzinome des Magens wurde in einer

Metaanalyse von Huang et al. bestitigt, in der Ergebnisse von 19 Studien ausgewertet
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wurden.[38] Insgesamt wurden fast 2500 Magenkarzinompatienten und anndhernd 4000
Kontrollen eingeschlossen. Die odds ratio (OR) fiir die Entwicklung eines Adenokarzinoms
des Magens lag bei H.pylori-positiven Patienten bei 1,92.[38]

Dieser Zusammenhang zeigte sich auch in der Studie von Uemura und Kollegen. In einem
Kollektiv von mehr als 1500 Patienten, die wegen Magenulzera, hyperplastischen Polypen des
Magens oder dyspeptischen Beschwerden gastroskopiert wurden, zeigten sich
Magenkarzinome ausschlieSlich bei H.pylori-positiven Patienten.[39] Die 10-Jahresinzidenz
lag bei 5%. Alle Patienten, bei denen eine H.pylori-Besiedelung vorlag, zeigten entziindliche
Verdnderungen der gastralen Mukosa unterschiedlicher Lokalisation (56% Antrumgastritis,
27% Pangastritis, 17% Korpusgastritis), und bei 37% der H.pylori-positiven Patienten fand
sich intestinale Metaplasie. Das Risiko fiir die Entwicklung eines Magenkarzinoms war bei
Vorhandensein von intestinaler Metaplasie erhoht.[39]

Im Gegensatz dazu wiesen in einer anderen Studie nur 52,4% aller Patienten mit einem frithen
Magenkarzinom eine H.pylori-Infektion auf.[40] Dariiber hinaus konnte in dieser Studie eine
Assoziation der H.pylori-Infektion mit der Progression pathologischer Prozesse in der
Magenmukosa dokumentiert werden. So korrelierte der Anteil H.pylori-infizierter Patienten
mit steigendem Schweregrad der mukosalen Schiadigung (superfizielle Gastritis < erosive
Gastritis < ausgepriagte Schleimhauterosionen < Ulzera).[40] Eine &hnliche Relation ergab
sich zwischen dem Anteil mit nachgewiesener intestinaler Metaplasie mit dem Schweregrad
der Schleimhautschddigung (superfizielle Gastritis < erosive Gastritis < ausgeprigte
Erosionen < Ulzera < friihes Magenkarzinom).[40]

Genta et al. untersuchten gezielt die Kardia H.pylori-positiver Patienten und zeigten eine
bakterielle Besiedelung dieser Region bei 95% des Studienkollektivs.[41] Die vorliegende
Entziindung der Kardia war in der Auspriagung vergleichbar mit der des Antrums, aber
deutlich starker als die des Magenkorpus.[41]

Das Risiko ein Adenokarzinom an der Kardia zu entwickeln war bei H.pylori-positiven
Personen allerdings nicht wesentlich erhoht (OR 1,23). Dies stand im Gegensatz zu einem

deutlich erhohten Risiko an allen anderen Lokalisationen des Magens (OR 3,08).[38]
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1.5 Intestinale Metaplasie und Adenokarzinome an der Kardia — GERD, H.pylori oder

reine Definitionssache?

Es wird zunehmend kontrovers diskutiert, welche Mechanismen zu einer intestinalen
Metaplasiec am OGU fiihren und welchen Risikofaktoren eine entscheidende Bedeutung
zukommt.

Oberg et al. fanden bei 73,7% ihrer Patienten typische Kardiaschleimhaut am OGU, von
denen wiederum 96% eine Entziindung (Karditis) zeigten.[42] Beides war assoziiert mit einer
erhohten Siurebelastung des Osophagus, dem Vorliegen einer Hiatushernie, erosiver
Osophagitis oder Stérungen in der Funktion des unteren Osophagussphinkters. Es ergab sich
keinerlei Bezug zu einer H.pylori-Infektion, auch nicht bei Patienten mit Kardiaschleimhaut,
in welcher eine intestinale Metaplasie nachgewiesen wurde (11,7%). Oberg postulierte, dass
Kardiaschleimhaut ein refluxbedingtes metaplastisches Epithel darstelle.[42] Castro et al.
konnten sowohl keine Assoziation von H.pylori zu intestinaler Metaplasie an der Kardia, als
auch keinen Bezug von Reflux-Symptomen zu mukosalen Lisionen an der Kardia oder im
distalen Osophagus zeigen.[43]

Andere Arbeitsgruppen wiesen jedoch einen Zusammenhang zwischen einer H.pylori-
Infektion und sowohl dem Auftreten einer Entziindung als auch dem Vorkommen einer
intestinalen Metaplasie in der Kardiaschleimhaut nach. Dariiber hinaus zeigte sich fiir beides
eine inverse Korrelation mit dem Schweregrad der Manifestation einer GERD.[44, 45]

Neben moglichen Erkldrungen, nach denen entziindliches oder metaplastisches Geschehen an
der Kardia vorwiegend einem der beiden Faktoren zuzuordnen sei, gewann die Hypothese an
Bedeutung, es konnte sich um zwei unterschiedliche Entititen handeln. Beispielsweise
untersuchten Hackelsberger €t al. Patienten mit Barrett-Osophagus und fanden den erwarteten
Zusammenhang mit erosiver Osophagitis und minnlichem Geschlecht. Dagegen war in einer
zweiten Gruppe von Probanden, welche in der Endoskopie einen unauffilligen OGU zeigten,
das Vorliegen einer intestinalen Metaplasie an der Kardia entweder mit einer H.pylori-
Infektion assoziiert und/oder mit dem Vorkommen weiterer metaplastischer Foci an anderen
Lokalisationen des Magens.[46]

Ahnliche Ergebnisse erhielt auch eine finnische Gruppe, bei denen intestinale Metaplasie in
der Kardiaschleimhaut deutlich in Relation zu priaexistenter Entziindung gesehen wurde. Bei
diesen Patienten mit Gastritis war eine H.pylori-Infektion der einzige Risikofaktor fiir eine
Karditis, wihrend bei unauffilliger Magenschleimhaut ausschlieBlich endoskopisch erosive

Osophagitis im Rahmen einer Refluxerkrankung in Bezug zu setzen war.[47] Im Folgenden
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wies die gleiche Arbeitsgruppe nach, dass beide Varianten der Entziindung in der Region des
OGU sich zudem im histologischen Typ einer eventuell vorhandenen epithelialen Metaplasie
unterschieden. Die H.pylori-assoziierte Variante der intestinalen Metaplasie konnte eher dem
kompletten Typ zugeordnet werden (Typ I: resorbierendes Zylinderepithel mit neutralen
Muzinen), wihrend die ERD-assoziierte Form eher vom inkompletten Typ war (Typ II, bzw.
Typ II: teilweise sekretorisches Epithel mit sauren Sialomuzinen bzw. Sulphomuzinen). Die
spezialisierte intestinale Metaplasie im Sinne einer Barrett-Metaplasie wird vorwiegend als
Typ I klassifiziert.[47, 48]

Auch Adenokarzinome am OGU sind unterschiedlich mit den Risikofaktoren assoziiert. So
zeigt sich fiir das distale Osophaguskarzinom (sieche Abschnitt 1.1) eher ein Zusammenhang
mit der Refluxerkrankung unabhingig von der klinischen Manifestation, wéhrend sich beim

subkardialen Adenokarzinom eher ein Zusammenhang mit einer H.pylori-Infektion zeigt.[7]

Wie ist aber trotz relativ klarer konzeptueller Ansédtze und Ergebnisse die zum Teil
grundlegende widerspriichliche Datenlage in der Literatur zu werten? Vieles deutet darauf
hin, dass dies auf fehlende Prdzision und Kongruenz im Studiendesign zuriickzufiihren ist.
Erst in den letzten Jahren wurde insbesondere die dsophagogastrale Ubergangsregion genau
definiert.

Bereits 1996 wies Spechler auf Schwierigkeiten bei der genauen endoskopischen Definition
des OGU und der richtigen Lokalisation fiir die Biopsieentnahme hin.[49] Er schlug vor,
Proben nicht mehr anatomisch nach der Entnahmelokalisation, sondern vielmehr histologisch
einzuteilen [Zylinderepithel (CLE = ,,Columnar Lined Epithelium®) mit spezialisierter
intestinaler Metaplasie, Zylinderepithel ohne spezialisierte intestinale Metaplasie,
spezialisierte intestinale Metaplasie am OGU]. Chandrosoma vertiefte diesen Gedanken
noch.[50] Er stellte fest, dass am OGU im Wesentlichen drei Arten von Epithel unterschieden
werden miissten: a) Kardiale Mukosa (Zylinderepithel bestehend nur aus Schleim
produzierenden Zellen), b) Oxynto-kardiale Mukosa (Schleim produzierende Zellen mit
Parietalzellen und zusétzlichen Driisen) und c) intestinale Metaplasie entweder vom Barrett-
Typ (Becherzellen in Kardia-Mukosa) oder vom gastralen Typ (Becherzellen in pylorischem
Epithel oder oxyntischem, wie es im Fundus vorkommt).[50] Des Weiteren postulierte er,
dass Kardiaschleimhaut als solche nicht natiirlich sei, sondern erworben und in der Regel im
Rahmen eines metaplastischen Prozesses refluxbedingt aus dem Plattenepithel des distalen
Osophagus entstiinde.[50] Dementsprechend korreliere die Ausdehnung des Zylinderepithels

auch mit der Auspriagung des Refluxes. Entziindung und intestinale Metaplasie in der Region,
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die als anatomische Kardia bezeichnet wird, entstiinden hdufig im oxyntischen Fundusepithel
und seien in der Regel Auswirkung einer Helicobacter-bedingten multifokalen Gastritis. Nur
durch einen Konsens betreffend die exakten Definitionen der Strukturen am OGU (vor allem
auch histologisch) lieBen sich zukiinftige Studienergebnisse wirklich vergleichbar
gestalten.[50]

Entgegen den Ergebnissen von Chandrosoma, Oberg und anderen, zeigten Autopsiestudien an
Kindern, Neugeborenen, Sduglingen und auch an fetalem Gewebe, dass Kardiaschleimhaut
sehr wahrscheinlich keine metaplastisch erworbene sondern vielmehr eine natiirliche
epitheliale Struktur am OGU darstellt, da sie bei jeweils 100% der untersuchten Proben

nachgewiesen werden konnte.[51-54]

Auch wenn die Frage, ob Kardia-Mukosa von Geburt an vorhanden ist oder erst durch
pathologische Prozesse entsteht, bislang nicht eindeutig geklért ist, so weist die Datenlage
betreffend des OGU darauf hin, dass zwei unterschiedliche Entitiiten intestinaler Metaplasie

mit unterschiedlichem Risikopotential fiir die Entwicklung eines Adenokarzinoms existieren.

1.6 CDX1 und CDX2 — Grundstein fiir intestinale Differenzierung

(Schreibweisen: CDX: Protein; cdx: murines Gen/murine mRNA; Cdx: humanes Gen/humane mRNA)

1.6.1 Definition

CDX1 und CDX2 sind Transkriptionsfaktoren, die entscheidend an der Regulation der
epithelialen Differenzierung des Diinndarms und Kolonrektaltraktes beteiligt sind. Beide
Proteine gehdren zur Gruppe der ,,Homeobox-Proteine®, die in allen Vertebraten existieren
und an eine konservierte = DNA-Bindungsregion in den  Promotorregionen
differenzierungsspezifischer Gene binden.[55-57]

Das humane Cdx1-Gen liegt auf dem langen Arm des Chromosoms 5 (5q31), besitzt 3 Exons
und 2 Introns und kodiert fiir ein Protein, das aus 265 Aminoséduren besteht (siche Anhang 1).
Physiologisch wird es beim Menschen nur im Diinn- und Dickdarm exprimiert.[57] Das
Cdx2-Gen ist auf dem langen Arm des Chromosoms 13 (13q12) lokalisiert. Homologien zu
Cdx1 existieren insbesondere im Bereich der sogenannten Homeodoméne, welche die
Bindung an die DNA in den Promoterregionen vermittelt. Das Cdx2-Transkript besitzt

ebenfalls drei Exons und kodiert fiir ein aus 311 Aminosduren bestehendes Protein.[58]
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Die physiologische Relevanz beider Homeobox-Gene wurde im Wesentlichen an der Maus
untersucht, deren orthologen Gene (cdxl und cdx2) eine mehr als achtzigprozentige

Ubereinstimmung mit den humanen Gensequenzen aufweisen.[57]

1.6.2 Funktionelle Bedeutung

Suh und Traber wiesen nach, dass sich durch die konstitutionelle Expression von CDX2 in
undifferenzierten IEC-6-Zellen ein Zellverband entwickeln kann, der Merkmale intestinalen
resorptiven Epithels aufweist: Zylinderepithel auf einer Basallamina, verbunden durch ,,tight
junctions® und Desmosomen, mit Zellen, welche Mikrovilli mit entsprechender Glykokalyx,
sowie eine Induktion der Sucrase-Isomaltase-Expression zeigten.[59] Ahnliche Ergebnisse
konnten auch fiir die konstitutive Expression von CDX1 dokumentiert werden. Auch hier
entstand ein Zylinderepithel mit komplexen interzellularen Verbindungen und Mikrovilli. Die
fiir Enterozyten typische Expression von Villin wurde induziert.[60]

In vivo wurde die Rolle der Homeoboxfaktoren zunédchst an der Maus untersucht. Hier zeigte
sich eine funktionelle Bedeutung von CDX1 und CDX2 auch in der axialen Entwicklung, das
heiflt in der anterior-posterioren Differenzierung des Maus-Embryos. Cdx1-defiziente Tiere
zeigen Storungen in der Entwicklung der Somiten, die zu Wirbeldefekten und Fusionen von
Spinalganglien fiihren. Heterozygote cdx2-Maiuse litten unter Fehlentwicklungen vor allem
im posterioren Bereich.[61, 62]

Generell wird CDX2 frither exprimiert als CDX1 (Tag 9,5 vs. Tag 12,5 post coitum). Zum
Zeitpunkt der Geburt ist CDX2 im gesamten Epithel vom Duodenum bis zum proximalen
Kolon nachweisbar, mit einer maximalen Expression im distalen Jejunum und im Ileum.
Innerhalb der mukosalen Strukturen zeigt sich das hochste Vorkommen von CDX2 im Villus.
CDXI1 zeigt eine geringere Prisenz in proximalen Abschnitten des Darmes, kann dafiir aber
im Dickdarm konstant bis hin zum Rektum nachgewiesen werden. Die maximale Expression
findet sich jedoch ebenfalls im Bereich des distalen Diinndarms. CDX1 wird vorwiegend in
den Krypten gefunden, was auf eine funktionelle Rolle des Proteins fiir die Regulation der
Proliferation hindeutet, wihrend fiir CDX2 eine funktionelle Bedeutung in der
Differenzierung der Enterozyten postuliert wird. Beide Faktoren werden nicht von
enteroendokrinen Zellen und nur spirlich von Panethzellen exprimiert. In der Regel kdnnen

sie im gesunden Magen und Osophagus nicht nachgewiesen werden.[63, 64]
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Ein topographisch vergleichbares Expressionsmuster mit nur geringen Abweichungen
konnten auch in humanen Resektaten der entsprechenden Abschnitte des

Gastrointestinaltraktes nachgewiesen werden.[65, 66]

1.7 Pathophysiologische Bedeutung von CDX1 und CDX2

Die Folgen einer pathologischen cdx-Expression im Magen und am OGU wurden zunichst an
transgenen Mausen untersucht. Bei Mausen mit konstitutiver cdx1-Expression war 120 Tage
nach Geburt die komplette gastrale Mukosa durch eine intestinale Metaplasie ersetzt. Es
fanden sich Enterozyten, Becherzellen, enteroendokrine Zellen sowie auch Paneth’sche
Kornerzellen.[67] Dariiber hinaus zeigte sich eine verstirkte Prdsenz der intestinalen
Markerproteine Sucrase-Isomaltase, Villin, Muzin 2 und des Trefoilfaktorpeptids 3.[67] Im
Magen von cdx2-transgenen Mausen kam es zur Entwicklung einer intestinalen Metaplasie
vom Typ III und zwar vor allem im distalen Abschnitt des Organs. Im weiteren Verlauf
konnte eine Progression dieser Lésionen zu Magenkarzinomen vom intestinalen Typ
dokumentiert werden.[68, 69]

Auch in humanen Gewebeproben konnte eine Expression von sowohl Cdx1 als auch Cdx2 in
Bereichen einer intestinalen Metaplasie nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir
metaplastische Magenmukosa als auch in Bereichen mit spezialisierter intestinaler Metaplasie
von Patienten mit Barrett-Osophagus.[66, 70]

Ein deutlich erhohter Transkriptgehalt, sowohl von Cdxl1 als auch von Cdx2 wurde unter
anderem auch in Adenokarzinomen des oberen Gastrointestinaltraktes gefunden.[66, 71-74]
Allerdings war bei diesen teilweise schon entdifferenzierten Geweben die Expression geringer
als in entsprechenden Biopsien mit intestinaler Metaplasie.[75, 76] In der Mehrzahl der
Studien konnte gezeigt werden, dass sich eine verstirkte Cdx-Expression vor allem bei hoher
differenzierten Karzinomen vom intestinalen Typ nachweisen lie3.[72-74, 76]

Auch bei anderen intestinal differenzierten Tumoren des Gastrointestinaltraktes, des
hepatobilidren System oder des Pankreas, sowie deren Metastasen, liegt in der Regel eine
erhohte Expression von Cdx2 vor, so dass dieser Transkriptionsfaktor zunehmend als Marker
fiir intestinal differenzierte Neoplasien betrachtet und dementsprechend in der histologischen
Routinediagnostik eingesetzt wird.[77-81]

Entgegen der pathophysiologischen Bedeutung von Cdx2 im oberen Gastrointestinaltrakt,

wurde in vitro sowie im Tierexperiment ein Tumor-suppressiver Effekt bei der Entwicklung
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kolorektaler Adenokarzinome nachgewiesen.[82-84] In wieweit Cdx1 bei der Pathogenese

kolorektaler Neoplasien eine Rolle spielt, ist noch nicht eindeutig geklart.[85-87]

1.8 Aufgabenstellung

Die steigende Inzidenz von Adenokarzinomen insbesondere in der Region des OGU sowie die
das Fehlen geeigneter Biomarker fiir die frithe Diagnostik dieser Tumoren erfordern genauere
Untersuchungen der Mechanismen, die fiir die Pathogenese dieser Tumorentitit
verantwortlich sind.[18]

Die vorliegende Dissertation hatte zum Ziel, folgende Arbeitshypothese zu bestétigen:

Die durch eine H.pylori-Infektion oder einen abnormen Reflux bedingte Transdifferenzierung
der gastralen Mukosa in eine intestinale Metaplasie ist mit einer erhéhten Expression von
Cdx1 und Cdx2 assoziert.

Dies ist nach meinem derzeitigen Wissenstand die erste Studie, die den Einfluss von
abnormen gastroosophagealen Reflux und einer H.pylori-Infektion auf entziindliche und
metaplastische Prozesse im Magen und am OGU untersucht und diesen mit der Expression
der Transkriptionsfaktoren Cdxl und Cdx2 vergleicht, die als Schliisselgene fiir die
Entstehung und Erhaltung intestinal differenzierter Epithelien gelten.

Hierzu wurden etwa 100 Patienten beziiglich des Vorhandenseins einer H.pylori-Infektion
oder einer GERD in Subgruppen unterteilt und endoskopisch gewonnene
Schleimhautbiopsien histologisch gemidl der Sydney-Klassifikation charakterisiert und
mittels RT-PCR der Transkriptgehalt von Cdxl und Cdx2 ermittelt. Die Daten wurden
miteinander korreliert, um den jeweiligen Einfluss der Infektion beziehungsweise des
Refluxes auf die Cdx-Expression und die Genese der mukosalen Metaplasie zu beurteilen. Zur
Validierung der Ergebnisse erfolgte die histologische Charakterisierung und
immunhistochemische Farbung von CDX2 von Biopsien eines zweiten Patientenkollektivs.
Ziel war es, Informationen zu gewinnen, die zur Entwicklung geeigneter Fritherkennungs-

oder Therapiemallnahmen beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Studienkollektiv

Die Studie ist Bestandteil des Partnerprojektes 12 im Rahmen der BMBF Forderinitiative
NBL3 und erhielt am 24.10.2001 ein positives Votum der Ethikkommission der
Medizinischen Fakultit der Otto-von-Guericke-Universitit Magdeburg.

Es wurden Patienten berilicksichtigt, die im Zeitraum von Mai 2000 bis Juni 2002
(Patientenkollektiv A) und von April 2005 bis November 2006 (Patientenkollektiv B) eine
Osophagogastroduodenoskopie (OGD) in der Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und
Infektiologie der Otto-von-Guericke-Univeristit Magdeburg erhalten hatten. Die
Untersuchung wurde bei verschiedener Indikation durchgefiihrt, in der Regel jedoch wegen
typischer Symptome von Erkrankungen des oberen Gastrointestinaltraktes. Dies waren vor
allem dyspeptische Beschwerden oder solche, die im Rahmen einer GERD auftreten:
Retrosternale  und/oder  epigastrische = Schmerzen, Regurgitation,  S&ureriickfluss,
Schluckbeschwerden und unangemessenes Vollegefiihl.

Nach schriftlicher Einwilligung wurden 96 Patienten mit einem mittleren Alter von 53,16
Jahren in die Studie eingeschlossen (Kollektiv A), von denen 52 méinnlich (54,64%) und 44
weiblich (45,36%) waren. Als Ausschlusskriterien galten das Vorliegen einer Autoimmun-
Gastritis, eine vorangegangene H.pylori-Eradikation oder Anzeichen fiir jegliche Art von
maligner Neoplasie sowie anamnestisch bekannte Malignome.

Samtliche Patienten wurden klinisch und histologisch insbesondere im Hinblick auf den
Status einer potentiellen H.pylori-Infektion oder einer GERD evaluiert. Dabei ist zu beachten,
dass GERD-positive Patienten ohne einen Barrett-Osophagus in die Gruppen, welche
GERD(+) gekennzeichnet sind, eingeteilt wurden. Patienten mit Refluxerkrankung und
nachgewiesenem Barrett-Osophagus bilden eine eigenstéindige Gruppe, die allerdings nicht
beziigliche des H.pylori-Status weiter stratifiziert wurde. Dementsprechend wurde das

Kollektiv in folgende Gruppen eingeteilt (Abb. 4):

H.pylori(-)/GERD(-) (n=22),
H.pylori(+)/GERD(-) (n=11),
H.pylori(-)/GERD(+) (n=17),
H.pylori(+)/GERD(+) (n=19),
Barrett (n=27).
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Von den 27 Patienten mit Barrett-Osophagus (Gruppe ,,Barrett™) zeigten 8 (29,6%) einen
positiven Harnstoff-Urease-Schnelltest (HUT) als Zeichen einer H.pylori-Infektion.

Eingeschlossene
Probanden (n=96)

( Kein Barrett (n=69) ]

I 1
[ H.pylori-negativ (n=39)] [ H.pylori-positiv (n=30) ]

| | | | | | | |
[GERD-negativ (n=22)] [ GERD-positiv (n=17) ] [GERD-negativ (n=11)] [ GERD-positiv (n=19) ]

| |
[ NERD (n=12) ] [ ERD (n=5) ] [ NERD (n=7) ] [ ERD (n=12)

( Barrett (n=27)
(_ davon 8 H.ovlori-positiv

Abbildung 4: Aufteilung des Studienkollektivs A.

Aus statistischen Griinden wurde in den weiteren Analysen eine Unterteilung der Patienten
mit Refluxerkrankung beziiglich der endoskopischen Manifestation (NERD, ERD) nicht
vorgenommen.

Die Gruppen wurden nicht im Hinblick auf weitere Faktoren wie Alter und Geschlecht
aufeinander abgeglichen. Tabelle 1 zeigt die alters- und geschlechtsspezifische Verteilung der

einzelnen Gruppen.

Tabelle 1: Mittleres Alter in Jahren [a] und geschlechtsspezifische Verteilung der einzelnen Gruppen des

Studienkollektivs A.

Gruppe Mittleres Alter [a] Weiblich Minnlich
H.pylori(-)/GERD(-) 44,85 16 6
H.pylori(+)/GERD(-) 52,61 5 6
H.pylori(-)/GERD(+) 55,80 9 8
H.pylori(+)/GERD(+) 53,67 12 7

Barrett 57,74 2 25
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Da nach Analyse der Cdx-Genexpression und der histologischen Bewertung der Proben des
Kollektivs A nicht mehr ausreichend Material fiir immunhistochemische Férbungen zur
Verfiigung stand, wurden fiir die exemplarischen Farbungen Biopsien zusétzlicher Patienten
(Studienkollektiv B) verwendet. Diese wurden retrospektiv zusammengestellt aus Material,
das im Rahmen anderer Studien archiviert worden war. Es galten hierbei allerdings dieselben
Ein- und Ausschlusskriterien wie fiir das Kollektiv A.

Das Patientenkollektiv B beinhaltete 66 Patienten mit einem mittleren Alter von 50,27 Jahren,
von denen 26 (39,4%) weiblichen und 40 (60,6%) méannlichen Geschlechts waren. Bei 31
Patienten konnte eine H.pylori-Infektion nachgewiesen werden. Unabhingig vom H.pylori-
Status litten 30 Patienten an einer GERD, bei weiteren fiinf wurde ein Barrett-Osophagus
nachgewiesen. Zehn Patienten, bei denen keine klinischen oder endoskopischen Hinweise fiir
eine GERD vorlagen, und bei denen auch keine H.pylori-Infektion nachgewiesen werden
konnte, wurden als Referenzgruppe angesehen.

Da keine detaillierte statistische Auswertung vorgesehen war, sondern exemplarische
Féarbungen durchgefiihrt werden sollten, mit dem Ziel, die Ergebnisse der RT-PCR-Analyse
des Kollektivs A zu unterstiitzen, erfolgte lediglich die Einteilung nach dem Vorkommen
einer H.pylori-Infektion oder einer GERD. Uberschneidungen der einzelnen Gruppen waren

moglich.

2.2 Endoskopie

Die endoskopischen Untersuchungen wurden mit einem Standardendoskop vom Typ GIF Q
145 der Firma Olympus Optical Europe (Hamburg, Deutschland) durchgefiihrt. Patienten, die
an Symptomen einer Refluxerkrankung litten, wurden gebeten, die eventuelle Einnahme von
Protonenpumpeninhibitoren (PPI) mindestens zwei Wochen vor der Prozedur zu
unterbrechen.

Im Rahmen der OGD wurden von jedem Patienten mindestens neun Biopsien der gastralen
Mukosa entnommen, jeweils drei aus dem Antrum, dem Korpus und der Kardia-Region. Die
Antrum-Proben wurden 3-5 cm proximal des Pylorus von der groflen und kleinen Kurvatur,
die des Korpus an der Mitte der groen Kurvatur und die der Kardia am proximalen Ende der

Magenfalten entnommen.
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Bei beiden Patientenkollektiven wurde je eine Biopsie fiir die konventionelle
pathohistologische Evaluierung verwendet, bei Kollektiv A eine weitere fiir die quantitative

RT-PCR-Analyse, bei Kollektiv B eine weitere fiir immunhistochemische Féarbungen.

2.3 Histologie und Gruppeneinteilung betreffend des Vorhandenseins einer H.pylori-

Infektion beziehungsweise einer gastroosophagealen Refluxerkrankung

Die Schleimhautproben wurden im Institut fiir Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitét
Magdeburg unter Nutzung etablierter Standardmethoden aufgearbeitet und die Farbungen von
zwel unabhédngigen Gutachtern beurteilt. Jeweils ein Schnitt wurde mit Haematoxylin/Eosin
gefarbt, ein weiterer mit Warthin-Starry-Silberfarbung zur Markierung potentiell vorhandener
H.pylori.

Das Ausmall der mukosalen Entziindung, der intestinalen Metaplasie und der bakteriellen
Kolonisierung wurden gemall der Sydney-Klassifikation semiquantitativ bewertet.[88]

Die H.pylori-Besiedelung des Magens wurde wéhrend der Endoskopie mittels Urease-
Schnelltest (HUT®, Astra-Zeneca, Wedel, Germany), wie von Malfertheiner et al.
beschrieben, analysiert.[89]

Patienten, bei denen es weder in der Histologie noch im Urease-Schnelltest einen Anhalt fiir
die Infektion durch H.pylori gab, wurden der Gruppe ,,H.pylori(-)” zugeteilt. Patienten in der
Gruppe ,,H.pylori(+)” zeigten in mindestens einer der beiden Nachweise ein positives
Ergebnis.

Die Zuteilung zur Gruppe “GERD(+)” erfolgte fiir Patienten, die entweder typische
Symptome einer Refluxerkrankung (Sodbrennen, retrosternale Schmerzen, Regurgitation von
Speisen, ,saures Aufstolen) und/oder entsprechende Schidigung der Schleimhaut im
distalen Osophagus beziehungsweise am OGU und/oder ein pathologisches Ergebnis der 24h-

pH-Metrie aufwiesen.
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2.4 RNA-analytische Methoden

2.4.1 RNA-Extraktion

Aus den Biopsien, die fiir die RT-PCR-Analysen vorgesehen waren, wurde die Gesamt-RNA
der Zellen unter Nutzung eines in unserem Labor etablierten Zwei-Schritt-Protokolls
extrahiert.[90]

Initial wurden die entnommenen Proben in fliissigem Stickstoff schockgefroren und nach
Zusatz von 500ul Trizol® bei -80 °C in 1,7ml RNAse-freien Eppendorf Tubes (Roth GmbH,
Karslruhe, Deutschland) gelagert. Zur RNA-Extraktion wurden die Proben mit Hilfe
autoklavierter DSTROY-S-Plastikriihrstibe (BIOzym Diagnostik GmbH, Oldendorf,
Deutschland) mechanisch mittels manuellen Drehbewegungen homogenisiert. Dies erfolgte
in mehreren Zyklen unter mehrmaligem Wiedereinfrieren, bis keine festen Partikel mehr
sichtbar waren. Nach Zugabe von 200ul Chloroform wurde das Homogenat fiir 10 Minuten
bei 4°C mit 12 000x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels einer RNAse-freien Pipette
in ein weiteres Eppendorfgefal iiberfiihrt, mit dem gleichen Volumen Isopropanol versetzt
und anschlieend fiir 10 Minuten auf Eis inkubiert, bevor die erneute Zentrifugation fiir 10
Minuten bei 12 000x g erfolgte. Der Uberstand wurde verworfen und das verbleibende Pellett
in 100ul RNAse-freiem DEPC-Wasser resuspendiert.

Der so extrahierten RNA wurden 350pul RLT-Puffer mit 1% B-Mercaptoethanol hinzugefiigt
und gemischt, bevor 250ul Ethanol zugesetzt und erneut gemischt wurde. AnschlieBend
wurde das Gemisch auf eine RNeasy”-Sdule mit Silica-Gelmembran pipettiert (RNeasy"-
Minikit, Quiagen, Hilden, Deutschland), welche auf einen mit einer Vakuumpumpe
verbundenen QIAvac24®-Adapter gesteckt war. Durch Anlegen eines Vakuums wurde das
Gemisch durch die Silica-Membran gesaugt, wobei die Phosphatgruppen der RNA {iber
Salzbriickenbindungen an den Silanolgruppen der Silica-Membran banden. Die Zugabe des
Ethanols erhohte die Bindungsselektivitit fiir die RNA.

Die so gebundene RNA wurde durch Zugabe von 250ul RW1-Puffer gereinigt, welcher
ebenfalls mittels Vakuum durch die Membran gesaugt wurde. Um Verunreinigungen mit
genomischer DNA auszuschliefen wurde die Membran mit einem Gemisch aus 35ul RDD-
Puffer und 5ul DNAse versetzt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Anschliefend wurde die Membran erneut mit 250ul RWI1-Puffer und zweimal mit 500ul
RPE-Puffer gespiilt, bevor eine ,,Trocknung” die Zentrifugation fiir 2 Minuten bei 12 000x g
erfolgte.
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Nach Uberfiihrung der Siule auf ein neues RNAse-freies Eppendorf-Tube wurde die an die
Membran gebundene RNA mit zweimal 35ul RNAse-freiem Wasser eluiert, wobei jeweils
erneut fiir 2 Minuten bei 12 000x g zentrifugiert wurde. Von dem gewonnenen Eluat wurden
je Sul fiir die spektrophotometrische Konzentrationsbestimmung und die Uberpriifung der
RNA-Integritit mittels Agarose-Gelelektrophorese entnommen, der Rest bis zur weiteren

Verwendung bei -80°C gelagert.

2.4.2 Qualitatspriifung der RNA mittels Agarose-Gelelektrophorese

Die Qualitit der gewonnenen RNA wurde per Agarosegelelektrophorese in 1%igem
Agarosegel tiberpriift, wobei die Pridsenz der ribosomalen 28S- und 18S-RNA-Banden
malflgebend waren.

1g Agarose (Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschland) wurde in 100ml 1xTBE-Puffer geldst, in
der Mikrowelle bei 600W erhitzt und anschlieend in einen 12c¢m breiten Geltrager gegossen.
Nach dem Erkalten wurde das Gel in eine mit 1XTBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer
tiberfiihrt und die Taschen mit je 5yl Probengemisch und 3ul Ladepuffer beschickt. Die
Elektrophorese erfolgte fiir eine Stunde bei 85V. Anschlieend wurde das Gel fiir 10 Minuten
in einer Ethidiumbromidlésung (300ml 1xTBE-Puffer mit 50ul 1%igem Ethidiumbromid)
inkubiert, bevor erneut die Elektrophorese fiir 10 Minuten bei 85V erfolgte.

Die aufgetrennten RNA-Banden wurden mittels eines UV-Transilluminators (Herolab,
Biometra, Gottingen, Deutschland) sichtbar gemacht, wobei das interkalierende

Ethidiumbromid durch seine Fluoreszenz die Nukleinsduren markiert (Abb. 5).

28S-rRNA
18S-rRNA

Abbildung 5: Agarosegel nach Elektrophorese der extrahierten RNA
Deutlich sichtbare Banden der 28S- und 18S-rRNA willkiirlich ausgewéhlter ausgewéhlter Proben in 1%igem
Agarosegel nach Elektrophorese fiir eine Stunde bei 85V und anschlieBende Farbung mit Ethidiumbromid.
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2.4.3 Photospektrometrische Konzentrationsbestimmung der RNA

Der RNA-Gehalt der Proben wurde photospektrometrisch mit dem GENESYS™
Spektrometer 10UV (ThermoSpectronic, Waltham, MA, USA) gemessen. Das zuvor
aliquotierte RNA-Eluat (5pul) wurde mit S5pul RNAse-freiem DEPC-Wasser verdiinnt, gemischt
und 5ul des Gemischs nach Nullabgleich des Photometers mit Aqua dest. in eine
Quarzkiivette iiberfiihrt. Anschlieend wurde die Absorption bei 260nm gemessen.

Uber den Extinktionskoeefizienten konnte der RNA-Gehalt der Probe berechnet werden,
wobei davon ausgegangen wurde, dass eine OD,g-Einheit einer RNA-Konzentration von
40pg/ml entspricht. Das Absorptionsverhdltnis von 260 zu 280nm gab Aufschluss iiber
Proteinverunreinigungen der Proben. Der Quotient sollte im Bereich von 1,8 bis 2,2 liegen.

Im Mittel wurden je Probe etwa 4,5ug RNA isoliert.

2.4.4 Umschreiben der mRNA-Fraktion in eine cDNA mittels Reverser Transkriptase-

Reaktion

Je Probe wurden 500ng Gesamt-RNA in H,O auf 25,4ul standardisiert und in ein zuvor mit
UV-Licht bestrahltes Eppendorf-Gefa3 (1,7ml) pipettiert. Fiir die cDNA-Synthese wurde ein
Standard-Protokoll fiir AMV-RT (Promega, Mannheim, Deutschland) angewendet. Es wurden
jeweils 14,6pl eines Reaktionsgemisches fiir die Reverse Transkriptase-Reaktion hinzugefiigt,
bestehend aus 8ul SxPromega-Puffer AMV-RT, 2ul AMV (10U/ul), 1,6ul ANTP (je 25nM),
2ul ,,random Primer” und 1pul RNAse-Inhibitor. Dieser Ansatz wurde fiir 45 Minuten bei 42°C
und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 95°C inkubiert. AbschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch auf Eis abgekiihlt und kurz zentrifugiert, bevor es bei -20°C gelagert
wurde.

Insgesamt wurden von allen zu untersuchenden Proben jeweils 500ng RNA in eine cDNA in

einem Endvolumen von 40pl umgeschrieben.

2.5 Quantitative RT-PCR

Die quantitative RT-PCR wurde mit einem iCycler der Firma BioRad (Miinchen,

Deutschland) durchgefiihrt. Es wurde ein Reaktionsgemisch verwendet, das aus 15ul
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HotStarTaq™ Master Mix, 12,8ul DEPC-Wasser, 1,2ul der synthetisierten ¢cDNA, 0,3l
SYBR-Green-I (Molecular Probes, Eugene, USA) und je 0,2ul (50uM) der spezifischen
Primer fiir entweder Cdx1, Cdx2 oder -Aktin bestand.

Nach einer 15miniitigen initialen Denaturierungsphase bei 95°C, folgten insgesamt 40 Zyklen
mit je 30 Sekunden zur Denaturierung bei 94°C, zum Binden der Primer bei 60°C und fiir die
Elongation bei 72°C. Am Ende jeder Elongationsphase wurde die Intensitdt des
Fluoreszenzsignals erfasst, dass vom SYBR-Green-I-Molekiil ausging, welches spezifisch mit
der Doppelstrang-DNA interkalierte.

Die so erhaltenen Resultate wurden verwendet, um den urspriinglichen mRNA-Gehalt der
Proben zu berechnen. Dazu wurde jeweils der Zeitpunkt bestimmt an dem der lineare Anstieg
der PCR-Reaktion begann und dieser dann ins Verhdltnis zu einer entsprechenden
Standardkurve gesetzt. Diese wurde erstellt mit Hilfe einer Verdiinnungsreihe von Plasmid-
DNA, die die jeweiligen spezifischen PCR-Fragmente enthielt (Abb. 6). Es ergaben sich
PCR-Fragmente von 224 bp fiir Cdx1, 150 bp fiir Cdx2 und 400 bp fiir B-Aktin. Die

Standardkurven von B-Aktin und Cdx2 zeigten einen Korrelationskoeffizient von >0,96.

Cdx1 Cdx2

Abbildung 6: Standardverdiinnungsreihen von Cdx1 und Cdx2 zur Quantifizierung des PCR-Produktes
Dargestellt sind die Agarosegele nach Elektrophorese der PCR-Produkte der Verdiinnungsreihen der mittels
Plasmidklonierung gewonnenen Standards fiir Cdx1 (links) und Cdx2 (rechts). In der obersten Bande stellt sich
ein Marker (je 100 Basenpaare) dar, darunter die Standardverdiinnungsreihe in ansteigender Konzentration. Es
wurde 1,8%iges Agarosegel verwendet.

Der so errechnete Gehalt an Cdx-mRNA wurde abschliefend auf den ebenfalls bestimmten
Gehalt an B-Aktin normalisiert. Dies ist ein so genanntes ,housekeeping”-Gen, welches in
allen Zellen exprimiert wird und dessen Expression relativ unbeeinflusst durch exogene
Faktoren erfolgt. Die Ergebnisse der quantitativen RT-PCR-Analyse ergaben sich also
letztendlich aus dem Verhiltnis des Cdx- gegen den B-Aktin-Gehalt der jeweiligen Proben.
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In Tabelle 2 sind die verwendeten Primer der jeweiligen Gene angegeben.

Tabelle 2: Fiir die RT-PCR verwendete Primerpaare fiir f-Aktin, Cdx1 und Cdx2

Gen »Primer upstream* »Primer downstream*
p-Aktin 5’-cat-gcc-ate-ctg-cgt-ctg-gac-c-3° 5’-aca-tgg-tgg-tgc-cge-cag-aca-g-3’
Cdx1 5’-agc-ggt-aag-act-cgg-acc-aag-g-3’ 5’-ggc-tgt-tge-tge-tge-tgt-ttc-3°
Cdx2 5’-gtt-tca-gaa-ccg-cag-agc-aaa-g-3’ 5’-ctc-aag-ggc-tect-ggg-aca-ctt-c-3°

Aufgrund der Vorgaben durch das RT-PCR-Protokoll und der Basenfolge des Cdx2-Gens,
war es uns nicht moglich, einen Primer zu konfigurieren, der zumindest in Anteilen ein Intron
des Gens mit einschloss. Um daher die Ausgangsproben auf DNA-Kontamination hin zu
priifen, wurden Stichproben erneut mittels RT-PCR untersucht, allerdings ohne vorangehende
Reverse Transkriptase Reaktion. Bei allen Stichproben fiel das Ergebnis der PCR negativ aus.
Im Falle eines positiven DNA-Nachweises hétten Verunreinigungen vorgelegen.

Generell wurden zur internen Kontrolle der RT-PCR Reaktion sdmtliche PCR-Produkte per
Gelelektrophorese auf das Vorhandensein von dem erwiinschten DNA-Fragment

entsprechenden Banden untersucht (Abb. 7).

H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+)
GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+)

Abbildung 7: Elektrophoresebanden der RT-PCR-Produkte der einzelnen Gruppen

Exemplarische Darstellung der Elektrophoresebanden der RT-PCR-Produkte willkiirlich ausgewéhlter Proben
der einzelnen Subgruppen in 1,8%igen Agarosegelen. Oben fiir Cdx1, unten die entsprechenden Proben fiir
Cdx2.

Barrett
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Hierbei wurde bis auf wenige Abweichungen analog zu der im Abschnitt 2.4.2 beschriebenen
Elektrophorese vorgegangen. Zum einen wurde ein 1,8%iges Agarosegel verwendet (1,8g
Agarose in 100ml TBE-Puffer), zum anderen erfolgte die zehnminiitige Inkubation des Gels

im Ethidiumbromid-Bad bereits vor der Beschickung des Gels und der Elektrophorese.

2.6 Klonierung der Plasmide fiir die PCR-Standardkurve

1ul ,,Pdrive” Vektorplasmid wurde zusammen mit 4ul des jeweiligen PCR-Produkts und 5ul
Ligationsmastermix (Quiagen, Hilden, Deutschland) fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor das Gemisch zum Abbruch der Reaktion fiir 15 Minuten bei 60°C inkubiert
wurde. 1,5ul des so gewonnenen Ligationsansatzes wurden zusammen mit 25ul
kompetetenter E.coli-Zellen, die bei -80 °C gelagert waren, fiir 25 Minuten auf Eis inkubiert.
AnschlieBend erfolgte eine Inkubation des Ansatzes fiir 25 Sekunden im 42°C warmen
Wasserbad, um die Aufnahme des Plasmids durch die Bakterien zu induzieren, und ein
Abkiihlen auf Eis, bevor unter keimfreien Bedingungen je 850ul Transformationsmedium
hinzugefiigt wurden und der Gesamtansatz fiir 75 Minuten bei 37°C auf einem Schiittler
inkubiert wurde. Mit dem Kulturgemisch wurden je 2 Agarplatten (LB-Agar, Ampicillin, L-
Galaktose, IPTG) mit Hilfe eines Glasspatels beimpft. Dabei wurde je eine Agarplatte mit 50
pl und die andere mit 200 pl der Kulturfliissigkeit beimpft und anschlieBend iiber Nacht bei
37°C bebriitet.

Das Vektorplasmid enthielt ein f-Laktamase-Gen. E.coli, die das Plasmid und damit das darin
enthaltene B-Lactamase-Gen gar nicht erst aufgenommen hatten, waren auf dem Ampicillin-
haltigen Agar nicht lebensfahig.

Unter Nutzung der B-Galaktosidase, deren Gen sich auf dem Plasmid befand, konnte anhand
der Koloniefarbung differenziert werden, ob die zur Kolonie gewachsenen Klone potentiell
ein Insert, das klonierte PCR-Produkt, enthielten.

Um zu iberpriifen, ob das entsprechende PCR-Fragment enthalten war, wurde mit einer
sterilen Pipettenspitze ein Teil der weissen Kolonien abgenommen, 10 Minuten bei 95°C in
H,0 abgekocht und mittels PCR entsprechend dem oben beschriebenen Protokoll analysiert
(Ansatz: 40ul RT-PCR-Reaktionsgemisch, bestehend aus 4ul 10x Puffer, 8ul Q-Puffer, 1ul
dNTP (je 25 nM), 0,3ul ,,upstream-Primer” (50uM), 0,3ul ,,downstream-Primer” (50uM),
24,9ul Aqua, 1pul Lysat).
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Klone, welche das jeweilige Gen (B-Aktin, Cdx1, Cdx2) korrekt enthielten, wurden zur
weiteren Plasmidpridparation verwendet. Hierzu wurden 10ml LB-Selektivmedium
(Ampicillin 50pg/ml) beimpft und liber Nacht bei 37°C inkubiert. Am Folgetag wurden aus
jeweils 1,5ml der Bakteriensuspension unter Verwendung des QIAprep® Miniprep Kits
(Qiagen, Hilden, Deutschland) die Plasmid-DNA isoliert. Zum Ausschluss etwaiger
Verdanderungen in der Nukleotidsequenz der jeweiligen Gene, wurde der entsprechende
Bereich der isolierten Plasmid-DNA sequenziert.

AnschlieBend wurden die Klone iiber Nacht bei 37°C auf dem Schiittler in 250ml
LB/Ampicillin-Selektivmedium bebriitet und abschlieBend die Plasmid-DNA unter
Verwendung des EndoFree® Plasmid Maxi Kits (Qiagen) extrahiert.

2.7 Immunhistochemische Farbung

Fiir die immunhistochemischen Analysen wurden von Formalin-fixierten und in Paraffin
eingebetteten Gewebeproben 3um dicke Serienschnitte angefertigt. Diese wurden nach einer
Wiérmephase von 30 Minuten bei 55 °C zunidchst in einer absteigenden Alkoholreihe
entparaffiniert und anschlieBend rehydriert. Es folgte ein zwanzigminiitiges Erhitzen der
Schnitte in 0,01M EDTA-Puffer in der Mikrowelle bei 450 Watt.

Fiir die Detektion des CDX2-Proteins wurden monoklonale Primédrantikorper der Maus (IgG1
K) verwendet (CDX2-88; Verdiinnung 1:200; BioGenex Laboratories Inc., San Ramon, CA,
USA). Die Inkubation mit dem Primérantikorper erfolgte bei 4°C fiir zwolf Stunden.

Die eigentliche Féarbereaktion wurde mittels der Avidin-Biotin-Methode durchgefiihrt, fiir die
der ,,Vectastain ABC-AP-Kit*“ der Firma Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) zur
Verfiigung stand. Es folgte die Gegenfarbung der Proben mit Hadmatoxylin, bevor die
gefarbten Schnitte mit DEPEX™ in Einschlussharz fixiert und eingedeckelt wurden.

Die Spezifitit der Immunfirbung wurde durch weitere Férbungen unter Ersatz des
Primérantikdrpers durch nicht-immunogenes Serum gepriift. Die immunhistochemischen
Féarbungen wurden in Zusammenarbeit mit Frau Dr. Dorthe Kiister aus dem Institut fiir

Pathologie evaluiert.
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2.8 Statistische Analyse

Zur  statistischen  Analyse  wurden  nicht-parametrische  Tests  benutzt. Bei
Stichprobenvergleichen wurde der U-Test nach Mann-Whitney, bei Korrelationsanalysen der
Rang-Korrelations-Test nach Spearman angewandt. Es galt jeweils ein zweiseitiges
Signifikanzniveau von p<0,05. Samtlich statistischen Analysen wurden unter Verwendung
von SPSS-Software, Version 11.0, durchgefiihrt (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Die
graphisch-statistischen Darstellungen wurden mit Hilfe von GraphPad Prism, Version 4.0,

erstellt (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA).
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3 Ergebnisse

3.1 Studienkollektiv A

3.1.1 Expression von Cdx1 und Cdx2 in der Referenzgruppe H.pylori(-)/GERD(-)

Die Genexpression von Cdxl und Cdx2 wurde in Biopsien von Patienten des
Studienkollektivs A mittels RT-PCR analysiert. Als Referenzgruppe galten Patienten, bei
denen weder eine H.pylori-Infektion noch eine Refluxerkrankung nachgewiesen werden
konnte [H.pylori(-)/GERD(-)]. Bei dieser Gruppe zeigte sich an allen Lokalisationen (Antrum,
Korpus, Kardia) eine deutliche Genexpression beider Transkriptionsfaktoren, wobei Cdx2

hohere mediane Expressionswerte aufwies als Cdx1 (Tab. 3).

Tabelle 3: Expression von Cdx1 und Cdx2 bei der Gruppe H.pylori(-)/GERD(-)
Angegeben sind Median, Minimum und Maximum in arbitrary units (a.u.).

Lokalisation Cdx1-Expression Cdx2-Expression
Antrum 9,1e™ (0-1,7¢%) 1,6 (0-2,8¢™)
Korpus 1,4¢ (0-1,3¢™) 2,0e™ (4,5¢%-3,9¢")
Kardia 4,9¢ (0-8,6™) 1,5¢* (0-6,8¢™)
Gesamt 3,87 (0-1,7%%) 7,5 (0-3,9°"

3.1.2 Expressionsvergleich der einzelnen Gruppen
Generell ist zu bemerken, dass der Anteil an Proben bei denen mittels RT-PCR eine

Genexpression von Cdxl und/oder Cdx2 nachweisbar war zwischen den einzelnen

untersuchten Gruppen und Lokalisationen deutlich variierte (Tab. 4).
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Tabelle 4: Anteile von Patienten mit nachgewiesener Genexpression von Cdx1 oder Cdx2
Angegeben sind die relativen Anteile von Biopsien, bei denen in der RT-PCR eine Expression von entweder
Cdx1 oder Cdx2 nachgewiesen werden konnte, aufgeteilt nach den einzelnen Gruppen und Lokalisationen.

Antrum Korpus Kardia Gesamt

Cdx1 Cdx2 Cdx1 Cdx2 Cdx1 Cdx2 Cdx1 Cdx2

H.pylori(-) 95,5% 95,5% 90,9% 95,5% 95,5% 86,4% 93,9% 95,5%
GERD(-)

H.pylori(+) 90,9% 90,9% 63,6% 81,8% 72,7% 72,7% 75,8% 81,8%
GERD(-)

H.pylori(-) 94,1% 94,1% 58,8% 76,5% 58,8% 82,4% 70,6% 84,3%
GERD(+)

H.pylori(+) 89,5% 94,7% 52,6% 84.,2% 84.,2% 89,5% 75,4% 89,5%
GERD(+)

Barrett 48,1% 96,3% 63,0% 96,3% 25,9% 88,9% 45,7% 93,8%

Im Folgenden wurden die Transkriptmengen fiir Cdx1 und Cdx2 in den einzelnen Gruppen,
die jeweils eine H.pylori-Infektion und/oder eine GERD vorwiesen, quantitativ mit denen der
Referenzgruppe (siche Abschnitt 3.1.1) verglichen (Abb. 8, 9).

Diese Untersuchungen zeigten im Patientenkollektiv A fiir alle Gruppen im Wesentlichen
keine Verdnderungen der Cdx1-Expression im Vergleich zur Referenzgruppe. Signifikante
Unterschiede waren nur im Antrum und der Kardia bei Patienten mit einem Barrett-
Osophagus und in der Korpusmukosa von Patienten mit sowohl H.pylori als auch GERD
nachweisbar. In allen drei Féllen zeigte sich eine signifikante Erniedrigung der Cdxl1-
Genexpression gegeniiber den Werten der Referenzgruppe (Abb. 8).

Fiir Cdx2 zeigte sich dagegen bei allen Gruppen im Antrum eine hohere Expression als bei
der Referenzgruppe (4,9- bis 25,6-fach). Im Korpus ergab sich nur bei Patienten der Gruppe
H.pylori(+)/GERD(-) ein signifikanter Unterschied der Cdx2-Werte, die in diesem Fall
erniedrigt waren. An der Kardia wurde, verglichen mit der Referenzgruppe, Cdx2 starker bei
Patienten, die sowohl eine H.pylori-Infektion als auch eine GERD aufwiesen
[(H.pylori(+)/GERD(+); 100x] als auch bei solchen mit einem Barrett-Osophagus (27,3-fach)
starker exprimiert (Abb. 9).

29




Bornschein Ergebnisse

Cdx1 Cdx2

T 10°4 T 10°4

m m

£ 1074 £ 1074 _

£ £ * i

3 o 3 i T T T

= 3] *

Ed Ed

5 o T T T 3 oo

& 104 & 104

@ @

s 10°4 s 10°4

@ @

& 10°4 & 10°4

Q Q

- o~

£ 107d= T 3 T '

g H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+) Barrett e H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+) Barrett
GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+) GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+)

Antrum Antrum

3 10 T 1004

m m

E 10" ‘E 10 -

< 1074 = T

& & 107

§ ” 3 107 _——

§ . i T § 104 #

g # g .

g 1044 g 105

& 1074 g 10°4

P & |

3 100 5 107

[&] [&]

L) L) 1 L) L) L)
H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+) Barrett H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+) Barrett

GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+) GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+)
Korpus Korpus
3 10 T 1004
8 8
:5: 10" = I £ 1074
- ! —_—
<
& 1074 I 102 * *
% 3
g 10 — —|— 3 10°
.§ 104 T S 1044
0 w
2 ¢
3 1054 # g 105
o o
e c .
;5 104 3 1044
- [}
§ 107 T T ! T g 107 T
H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+) Barrett H.pylori(-) H.pylori(+) H.pylori(-) H.pylori(+) Barrett
GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+) GERD(-) GERD(-) GERD(+) GERD(+)
Kardia Kardia

Abbildung 8: Expression von Cdx1 und Cdx2 in den einzelnen Gruppen

Dargestellt ist die Expression von Cdx1 (hellblau) und Cdx2 (dunkelblau) der einzelnen Subgruppen an den
jeweiligen Lokalisationen in arbitrary units (a.u.). Die Diagramme geben jeweils Median, 25er- und 75er-
Perzentilen, sowie Minimum und Maximum wieder. Der Wert ,,0° kann auf der logarithmischen Y-Skalierung
nicht dargestellt werden. Die Expression wurde mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Ist die Expression bei
einer Gruppe im Vergleich zur Referenzgruppe [H.pylori(-)/GERD(-)] signifikant erhéht, so ist sie mit (¥*)
markiert. Ist sie signifikant niedriger, so ist diese Gruppe mit (#) markiert. Als signifikant wurde p<0,05
angesehen.
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Cdx1-Expression

Cdx2-Expression

H.pylori(+)
GERD(-)

H.pylori(-)
GERD(+)

H.pylori(+)
GERD(+)

Barrett

T

Ergebnisse

Abbildung 9:
Schematische Darstel-
lung des Expressions-
vergleichs

Fir die Lokalisationen
Antrum, Korpus und
Kardia wird eine Verédn-
derung der Expression
von Cdx1l und Cdx2 in
den einzelnen Gruppen
im Vergleich zur Gruppe
[H.pylori(-)/GERD(-)]
dargestellt.

Pfeil nach oben: hdhere
Expression;

Pfeil nach unten: niedri-
gere Expression;

Punkt: keine signifikante
Verédnderung.

3.1.3 Aligemeiner Einfluss von H.pylori und GERD auf die Cdx-Expression

Zur Untersuchung ecines generellen Einflusses von entweder H.pylori oder GERD auf die

Expression von Cdx1 und Cdx2 wurde die Gruppen neu stratifiziert und entweder allein im

Hinblick auf das Vorhandensein einer H.pylori-Infektion oder einer GERD eingeteilt.

Die H.pylori-positiven Patienten dieser Analyse umfassten die Patienten mit ausschlielicher

H.pylori-Infektion sowie die Patienten mit einem gleichzeitigen Auftreten einer H.pylori-

Infektion und einer GERD (n = 33). Die H.pylori-negativen Patienten umfassten solche ohne
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beide Faktoren, als auch solche ausschlielich mit GERD (n = 39). Die Gruppe der Patienten
mit Barrett-Osophagus wurde nicht beriicksichtigt.

Beim Vergleich der Cdx1-Expression H.pylori-positiver Patienten mit der H.pylori-negativer,
zeigte sich fiir keine der Lokalisationen ein Einfluss durch die Infektion (Daten nicht
dargestellt). Fiir Cdx2 hingegen zeigte sich im Antrum eine deutlich erhohte Expression (8-
fach; p=0,033) und an der Kardia die Tendenz zur erhohten Expression, allerdings ohne
Erreichen einer statistischen Signifikanz (Abb. 10). Die Expression von Cdx2 im Korpus war
nicht verdndert (Daten nicht gezeigt).

Der analoge Vergleich von Patienten mit GERD mit solchen ohne Refluxerkrankung zeigte
fiir Cdx1 ebenfalls keine signifikante Verdnderung des Transkriptgehaltes, fiir Cdx2
allerdings sowohl im Antrum (14,4-fach; p=0,003) als auch an der Kardia (63,6-fach;
p=0,001) eine erhohte Expression (Abb. 10). Die Expression im Korpus wurde nicht
beeinflusst (Daten nicht dargestellt).

Einfluss durch H.pylori Einfluss durch GERD
T 100 T 10°4
& —T &, S
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*
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9 H.pylori(-)  H.pylori(+) H.pylori(-)  H.pylori(+) GERD(-)  GERD(+) GERD(-)  GERD(+)
Antrum Kardia Antrum Kardia

Abbildung 10: Einfluss durch H.pylori oder GERD auf die Cdx2-Expression

Dargestellt ist die Expression von Cdx2 im Antrum und der Kardia von Patienten mit oder ohne H.pylori-
Infektion (links) beziehungsweise mit oder ohne GERD (rechts). Die Diagramme geben jeweils Median, 25er-
und 75er-Perzentilen, sowie Minimum und Maximum wieder. Der Wert ,,0° kann auf der logarithmischen Y-
Skalierung nicht dargestellt werden. Die Expression wurde mittels Mann-Whitney-U-Test verglichen. Ist die
Expression bei einer Gruppe im Vergleich zur jeweils negativen Gruppe signifikant erhdht, so ist sie mit *
markiert. Als signifikant wurde p<0,05 angesehen.
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3.1.4 Interaktion von H.pylori und GERD im Hinblick auf die Cdx-Expression

Im Folgenden wurde untersucht, ob sich der Einfluss einer H.pylori-Infektion oder einer
GERD auf die Cdx-Expression verdndert, wenn der jeweils andere Faktor zusdtzlich
vorhanden ist.

Im Abschnitt 3.1.2 wurde bereits iiberpriift, welchen Effekt eine H.pylori-Infektion allein, das
heiflt bei Patienten ohne Refluxerkrankung, auf die Expression von Cdx1 und Cdx2 hat
[H.pylori(+)/GERD(-) vs H.pylori(-)/GERD(-)] (Abb. 9). Es wurde nun zusitzlich evaluiert,
ob bei Patienten mit GERD der Einfluss durch H.pylori ein anderer ist [H.pylori(+)/GERD(+)
vs H.pylori(-)/GERD(+)] als der bereits beschriebene bei Patienten ohne Refluxerkrankung
(Abb. 11).

Analog dazu wurde verglichen, welche Auswirkungen das Vorhandensein einer GERD auf
die Transkriptmengen von Cdx2 hat, jeweils bei Patienten mit H.pylori-Infektion und bei
solchen ohne (Abb. 12).

Cdx1-Expression | Cdx2-Expression

Einfluss
durch H.pylori
bei Patienten

ohne GERD

H.pylori(+)/GERD(-)
Vs
H.pylori(-)/GERD(-)

Einfluss
durch H.pylori
bei Patienten

mit GERD

H.pylori(+)/GERD(+)
VS
H.pylori(-)/GERD(+)

Abbildung 11: Einfluss einer H.pylori-Infektion auf die Cdx1-/2-Genexpression bei Patienten mit GERD
im Vergleich zu solchen ohne GERD

Dargestellt ist der Unterschied der jeweiligen Expression von Cdx1 und Cdx2 an den Lokalisationen Antrum,
Korpus und Kardia unter dem Einfluss einer H.pylori-Infektion. Die obere Zeile zeigt diese fiir Patienten mit, die
untere fiir solche ohne Refluxerkrankung. In der rechten Spalte ist aufgefiihrt, welche Gruppen im Einzelnen
miteinander verglichen wurden. Pfeil nach oben: hohere Expression; Pfeil nach unten: niedrigere Expression;
Punkt: keine signifikante Verdnderung.
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An keiner der untersuchten Lokalisationen hatte eine Infektion mit H.pylori einen Einfluss auf
die Expression von Cdx1. Dies galt sowohl fiir Patienten ohne Refluxerkrankung als auch fiir
solche mit GERD (Abb. 11). Die Auswirkungen von H.pylori auf die Cdx2-Expression bei
Patienten ohne Refluxerkrankung zeigten sich im Antrum in einem 5,9-fach erhdhten
(p=0,047) und im Korpus in einem verminderten (p=0,036) Transkriptgehalt im Vergleich zu
Patienten ohne Infektion. Keine Verdnderungen zeigten sich an der Kardia. Bei Patienten mit
GERD hatte eine H.pylori-Infektion keinerlei zusétzlichen Einfluss auf die Expression von

Cdx2 (Abb. 11).

Cdx1-Expression Cdx2-Expression
Einfluss
durch GERD H.pylori(-)/GERD(+)
bei Patienten VS
ohne H.pylori- H.pylori(-)/GERD(-)
Infektion
Einfluss
durch GERD H.pylori(+)/GERD(+)
bei Patienten Vs
mit H.pylori- H.pylori(+)/GERD(-)
Infektion

Abbildung 12: Einfluss der GERD auf die Cdx1-/2-Genexpression bei Patienten mit H.pylori-Infektion im
Vergleich zu solchen ohne die Infektion

Dargestellt ist der Unterschied der jeweiligen Expression von Cdx1 und Cdx2 an den Lokalisationen Antrum,
Korpus und Kardia unter dem Einfluss einer GERD. Die obere Zeile zeigt diese fiir Patienten mit, die untere fiir
solche ohne H.pylori-Infektion. In der rechten Spalte ist aufgefiihrt, welche Gruppen im Einzelnen miteinander
verglichen wurden. Pfeil nach oben: hohere Expression; Pfeil nach unten: niedrigere Expression; Punkt: keine
signifikante Verdnderung.

Sowohl bei Patienten mit als auch bei solchen ohne H.pylori-Infektion war kein Einfluss einer
GERD auf die Cdx1-Expression in der Mukosa des Magens nachweisbar. Die Expression von
Cdx2 war bei H.pylori-negativen Patienten mit GERD im Antrum 11,3-fach erhoht verglichen
mit H.pylori-negativen Patienten ohne Refluxerkrankung (p=0,032). Im Korpus und an der

Kardia blieb sie unbeeinflusst. Bei H.pylori-positiven Patienten zeigte sich ein anderer Effekt
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durch eine GERD: die Cdx2-Expression von Patienten mit GERD blieb im Antrum
unverdndert, wéhrend sie im Korpus (p=0,005) und der Kardia (p=0,003) 92,9-
beziehungsweise 107,1-fach erh6ht war (Abb. 12).

3.1.5 Histologische Evaluation der Gewebeproben

Biopsien der gastralen Mukosa, die nicht fiir die Expressionsanalyse verwendet worden
waren, wurden von zwei Pathologen unabhingig voneinander histologisch charakterisiert.
Dabei wurden die Gewebeproben entsprechend der Sydney-Klassifikation hinsichtlich des

entziindlichen und metaplastischen Geschehens befundet.[88]

3.1.5.1 Entziindung

An allen Lokalisationen zeigte sich bei H.pylori-positiven Gruppen eine signifikant hohere
Entziindungsaktivitdt und —chronizitdt als bei Patienten ohne Infektion (Tab. 5). Die
Entziindungsparameter von Patienten mit einer Refluxerkrankung ohne Barrett-Osophagus
und solche aus der Gruppe mit einem Barrett-Osophagus lagen im Bereich der Gruppe

H.pylori(-)/GERD(-).

Tabelle 5: Aktivitit und Chronizitit der Entziindung im Patientenkollektiv A

Die Bewertung der Entziindungsaktivitit und Chronizitit wurde nach der Sydney-Klassifikation vorgenommen.
Die Unterschiede H.pylori-positiver Gruppen gegeniiber der Referenzgruppe [H.pylori(-)/GERD(-)] sind
signifikant (*). Angegeben sind Mittelwert + Standardabweichung.

Antrum Korpus Kardia Gesamt

Aktivitat Chronizitit Aktivitit Chronizitat Aktivitét Chronizitit Aktivitat Chronizitit

H.pylori(-) 0,18+0,395 1,05+0,575 0,18+0,588 1,00+0,756 0,41+0,590 1,1840,501 0,26+0,535 1,08+0,615

GERD(-)
H.pylori(h) | 1,45+0,522¢  1,82+0,405% | 091+0,539%  1,73+0,467% | 145+0,522%  182+0,405* | 127+0,574%  1,79+0,415%
GERD(-)
HpYlorie) | 0.24+0437  0,88+0485 | 0,12+0332  0,71+0,588 | 035+0,606  1,35+0,606 | 024+0437  0,98+0.616
GERD(+)
H.pylori(h) | 1,63+0,684%  1,9540.229% | 1,11£0,459%  1,58+0,607% | 1,26+0452%  189+0,315% | 133+0,577%  1,81+0,441%
GERD(+)
Barrett 022+0,577  0,96+0,587 | 0,150,362  0,85+0,534 | 01510362  0,96+0,518 | 0,17+0,441  0,93+0,543
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3.1.5.2 Intestinale Metaplasie

Tabelle 6 gibt die Anteile an den einzelnen Gruppen wieder, bei denen an den jeweiligen
Lokalisationen eine intestinale Metaplasie (IM) nachgewiesen wurde. Die deutlichste Prisenz
zeigte sich an der Kardia (28,9% aller Patienten), wohingegen im Korpus nur ein Patient aus
der Barrett-Gruppe eine intestinale Metaplasie aufwies (1,0%). Bei der Auswertung der
Gruppen zeigten Patienten mit gemeinsamen Auftreten einer H.pylori-Infektion und einer
GERD [H.pylori(+)/GERD(+)] den grofiten Anteil an intestinaler Metaplasie (24,6%).

Ein statistisch signifikanter Einfluss im Einzelnen von H.pylori und GERD auf die Entstehung
von IM ldsst sich nur an der Kardia zeigen, wo bei Patienten, bei denen sowohl die Infektion
als auch die Refluxerkrankung vorlag der Anteil mit IM erh6ht war (p=0,003), verglichen mit
den Gewebeproben der Referenzgruppe H.pylori(-)/GERD(-).

Tabelle 6: Verteilung von intestinaler Metaplasie im Studienkollektiv A

Absolute und relative Anteile an Proben, die in den jeweiligen Gruppen und an den jeweiligen Lokalisationen
Vorkommen von intestinaler Metaplasie (IM) zeigten. (*) zeigt einen statistisch signifikanten Unterschied zur
Referenzgruppe an (p<0,05).

Antrum Korpus Kardia Gesamt
Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit
IM (abs.) IM (rel.) IM (abs.) IM (rel.) IM (abs.) IM (rel.) IM (abs.) IM (rel.)
H.pylori(-) 1/22 4,5% 0/22 0% 2/22 9,1% 3/66 4,5%
GERD(-)
H.pylori(+) 2/11 18,2% 0/11 0% 3/11 27,3% 5/33 15,2%
GERD(-)
H.pylori(-) 2117 11,8% 0/17 0% 3/17 17,6% 5/51 9,8%
GERD(+)
H.pylori(+) 4/19 21,1% 0/19 0% 10/19 52,6%* 14/57 24.6%
GERD(+)
Barrett 227 7,4% 1/27 3,7% 8/27 29,6% 11/81 13,6%

3.1.6 Zusammenhang zwischen der Genexpression von Cdxl und Cdx2 und dem

histologischen Befund

Mogliche Zusammenhinge zwischen den histologischen Befunden und der Genexpression

von Cdx1 und Cdx2 wurden mittels Spearmans Rang-Korrelationstest untersucht.
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3.1.6.1 Assoziation der Cdx1- und Cdx2-Genexpression mit dem Grad der Entziindung

Fiir keine der untersuchten Lokalisationen und Patientengruppen ergab sich eine Assoziation
der Cdx1-Transkriptmengen mit dem Ausmal} des Entziindungsgeschehens.

Der Transkriptgehalt der Biopsien an Cdx2 korrelierte bei Patienten mit H.pylori-Infektion
mit dem Grad der Entziindung. So ergab sich sowohl im Antrum als auch an der Kardia eine
positive Assoziation mit der Entziindungsaktivitit bei der Gruppe H.pylori(+)/GERD(+)
(p=0,02; r=0,363; bzw. p=0,046; r=0,340; Abb. 13). Eine Korrelation der Chronizitit der
Entziindung mit der Cdx2-Expression konnte nur im Antrum nachgewiesen werden, hier
allerdings bei beiden H.pylori-positiven Gruppen: H.pylori(+)/GERD(-) beziehungsweise
H.pylori(+)/GERD(+) (p=0,029; r=0,381; bzw. p=0,003; r=0,448; Abb. 14).

In den Korpusproben der Gruppe H.pylori(+)/GERD(-) ergab sich ein inverses Verhiltnis der
Cdx2-Expression sowohl mit der Aktivitdt als auch mit der Chronizitdt der vorliegenden
Entziindung (p=0,046; r=-0,349; bzw. p=0,026; r=-0,388; Daten nicht dargestellt).

Fiir Patienten allein mit GERD [H.pylori(-)/GERD(+)] konnte an keiner der Lokalisationen
eine Korrelation des Transkriptgehaltes an Cdx1 oder Cdx2 mit dem Grad der Entziindung

nachgewiesen werden.

Antrum Kardia
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Abbildung 13: Korrelation der Cdx2-Expression mit der Entziindungsaktivitiit

Im Antrum (links) und an der Kardia (rechts) der Gruppe H.pylori(+)/GERD(+) korreliert die Cdx2-Expression
(a.u.) positiv mit dem Grad der Entziindungsaktivitidt. Die Punkte zeigen die einzelnen Expressionwerte an, die
Balken den Median je Aktivititsgrad der Entziindung. In die Korrelationsanalysen wurden jeweils die Werte der
Referenzgruppe H.pylori(-)/GERD(-) einbezogen. p- und r-Werte wurden mittels Spearmans Rang-
Korrelationstest berechnet, Signifikanz galt bei p<0,05.
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Abbildung 14: Korrelation der Cdx2-Expression mit der Entziindungschronizitit

Im Antrum der Gruppen H.pylori(+)/GERD(-) (links) und H.pylori(+)/GERD(+) (rechts) korreliert die Cdx2-
Expression (a.u.) positiv mit dem Grad der Entziindungschronizitit. Die Punkte zeigen die einzelnen
Expressionswerte an, die Balken den Median je Chronizitdtsgrad der Entziindung. In die Korrelationsanalysen
wurden jeweils die Werte der Referenzgruppe H.pylori(-)/GERD(-) einbezogen. p- und r-Werte wurden mittels
Spearmans Rang-Korrelationstest berechnet, Signifikanz galt ab p<0,05.

3.1.6.2 Assoziation der Cdx1- und Cdx2-Genexpression mit dem Grad der intestinalen

Metaplasie

Bei der Korrelationsanalyse der Cdx-Expression beziiglich des Auftretens einer IM wurde die
Barrett-Gruppe nicht in die Analyse mit einbezogen. Die verbleibenden vier Gruppen wurden
zunichst zusammengefasst beurteilt. Eine erhdhte Cdx1-Expression bei IM-positiven Proben
zeigte sich im Antrum (131,6-fach; p=0,013) und der Kardia (20,8-fach; p<0,001), eine
erhohte Cdx2-Expression nur an der Kardia (53,6-fach; p=0,001).

Bei der Korrelationsanalyse des Cdx-Transkriptgehaltes mit dem Grad der IM, wurden
aufgrund der geringen Fallzahlen fiir Proben mit intestinaler Metaplasie in allen Gruppen (mit
Ausnahme der Barrett-Gruppe) und die Lokalisationen Antrum, Korpus und Kardia
zusammengefasst. Sowohl fiir Cdx1 (p<0,001; r=0,333) als auch fiir Cdx2 (p=0,002; r=0,218)
konnte ein Zusammenhang der Expression mit dem Grad der IM nachgewiesen werden (Abb.

15).
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Abbildung 15: Korrelation der Cdx-Expression mit dem Grad der intestinalen Metaplasie

Dargestellt ist die Cdx-Expression (a.u.) nach Grad der intestinalen Metaplasie fiir das gesamte Kollektiv (mit
Ausnahme der Barrett-Gruppe) und alle Lokalisationen. Die Punkte zeigen die einzelnen Expressionswerte an,
die Balken den Median je Metaplasiegrad. p- und r-Werte wurden mittels Spearmans Rang-Korrelationstest
berechnet. Signifikanz galt ab p<0,05.

Bei den analogen Analysen fiir die einzelnen Lokalisationen konnte dieser Zusammenhang fiir
Cdx1 im Antrum (p=0,015; r=0,290) und an der Kardia (p=0,000; r=0,493) sowie fiir Cdx2 an
der Kardia (p<0,001; r=0,421) bestétigt werden. Im Korpus und fiir Cdx2 im Antrum waren
entsprechende Analysen aufgrund der geringen Fallzahl fir IM nicht moglich
beziehungsweise erreichten nicht das Signifikanzniveau.

Eine Korrelationsanalyse der einzelnen Gruppen an den jeweiligen Lokalisationen war
aufgrund der geringen Fallzahlen fiir IM nur fiir Proben aus der Kardia von Patienten der
Gruppen H.pylori(+)/GERD(+) und Barrett sinnvoll. Fiir die Genxpression von Cdx2 konnte
bei beiden Gruppen eine positive Korrelation mit dem Grad der IM bestétigt werden, fiir die

Cdx1-Expression war dies nur bei der Gruppe H.pylori(+)/GERD(+) der Fall (Tab. 7).

Tabelle 7: Korrelation der Cdx-Expression mit dem Grad der IM an der Kardia

Statistische Ergebnisse der Analyse der Korrelation der Expression von Cdxl und Cdx2 mit dem Grad der
intestinalen Metaplasie an der Kardia. Die Berechnungen wurden mittels Spearmans Rang-Korrelationstest
durchgefiihrt. Angegeben sind Signifikanzniveau (p) und Korrelationskoeffizient (r). Signifikanz galt ab p<0,05.

Cdx1 Cdx2
p R p R
H.pylori(+)/GERD(+) 0,001 0,509 <0,001 0,538
Barrett n.s. n.s. 0,005 0,395
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3.1.7 Vergleich von ERD mit NERD

Weiterhin wurden alle Patienten mit erosiver Refluxerkrankung (ERD) mit denjenigen mit der
nicht-erosiven Form (NERD) verglichen hinsichtlich Cdx-Expression, Aktivitit und
Chronizitédt der Entziindung, IM und Dichte der H.pylori-Besiedelung.

Hierbei fiel auf, dass bei Patienten mit ERD sowohl im Antrum (p=0,028) als auch im Korpus
(p=0,045) und der Kardia (p=0,015) eine signifikant hohere H.pylori-Dichte vorlag als bei
Patienten mit NERD. Ansonsten zeigten sich keine weiteren signifikanten Unterschiede (Tab.

8).

Tabelle 8: H.pylori-Dichte bei Refluxerkrankung

Vergleich der gemdl3 der nach Sydney-Klassifikation bewerteten H.pylori-Dichte
bei Patienten mit ERD (n=17; davon 12 H.pylori-positiv) oder NERD (n=19;
davon 7 H.pylori-positiv) an den einzelnen Lokalisationen. Bei Patienten mit
NERD ist diese im Vergleich zu Patienten mit ERD signifikant niedriger (*). Die
Werte sind als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

ERD NERD
Antrum 1,29+0,985 0,58+0,838*
Korpus 1,06+0,899 0,53+0,841*
Kardia 0,94+0,748 0,37+0,684*
Gesamt 1,10+0,878 0,49+0,782*

3.2 Studienkollektiv B

3.2.1 Entziindung

Zur Durchfiihrung immunhistochemischer Farbungen wurde retrospektiv das Studienkollektiv
B zusammengestellt. Als Referenzgruppe galten Patienten, bei denen weder eine H.pylori-
Infektion noch eine GERD vorlag. Zusétzlich wurden Patienten, bei denen entweder eine
H.pylori-Infektion oder eine GERD vorlag, unabhingig vom jeweilig anderen Faktor in
Gruppen stratifiziert. Uberschneidungen waren moglich. Zusitzlich gab es eine Gruppe von
fiinf Patienten mit einem Barrett-Osophagus, von denen wiederum drei H.pylori-positiv

waren.
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Analog dem Vorgehen bei Kollektiv A wurden die Gewebeproben des Kollektivs B zundchst
histopathologisch gemil3 der Sydney-Klassifikation beziiglich einer eventuell vorhandenen
Entziindung charakterisiert (Tab. 9).[88] Insgesamt zeigte sich bei allen drei Gruppen
(H.pylori(+), GERD(+) und Barrett) sowohl eine erhohte Aktivitdt als auch Chronizitét einer
vorliegenden Entziindung im Vergleich zur Referenzgruppe.

Fiir H.pylori-positive Patienten galt dies fiir beide Parameter an allen Lokalisationen, wiahrend
bei Patienten mit GERD im Vergleich zur Referenzgruppe im Einzelnen nur eine statistisch
signifikant erhéhte Entziindungschronizitit in Proben aus dem Korpus und der Kardia gezeigt
werden konnte.

Patienten mit Barrett-Osophagus zeigten generell erhdhte Entziindungswerte verglichen mit
der Referenzgruppe. Ausnahme war Chronizitit der Entziindung im Korpus. Hier wurde das

Signifikanzniveau nicht erreicht.

Tabelle 9: Aktivitit und Chronizitit der Entziindung im Studienkollektiv B

Die Bewertung der Entziindungsaktivitit und -chronizitdt wurde nach der Sydney-Klassifikation vorgenommen.
Signifikante Unterschiede im Vergleich zur Referenzgruppe [H.pylori(-)/GERD(-)] sind markiert (¥).
Angegeben sind Mittelwert + Standardabweichung. Der Stichprobenvergleich wurde mittels Mann-Whitney-U-
Test durchgefiihrt, als statistisch signifikant galt p<0,05.

Antrum Korpus Kardia Gesamt

Aktivitét Chronizitit Aktivitit Chronizitét Aktivitét Chronizitit Aktivitit Chronizitét

Referenzgruppe | 0170316 090,568 | 0,140316 0,580,707 | 022t0441  0,78t0441 | 01410351  0,7240,591

H.pylori(#) 1,4340,504*  1,79+0,630*% | 1,14+0,448* 1,5+0,577* 1,07+0,550* 1,52+0,58* 1,22+0,519*  1,60+0,604*

GERD(+) 0,44+0,712 1,0840,572 0,38+0,697 1,04+0,662* | 0,42+0,578 1,42+0,504* | 0,42+0,656*  1,18+0,601%*

Barrett 1,0+0,707* 1,6+0,548* 1,0+0,707* 1,240,837 0,8+0,447* 1,6+0,548* | 0,93+0,594*  1,47+0,640*

3.2.2 Intestinale Metaplasie

Tabelle 10 demonstriert die Anteile der Patienten des Kollektivs B, bei denen eine intestinale
Metaplasie gefunden wurde. Antrum und Kardia zeigten eine vergleichbare Hiufigkeit
beziiglich des Auftretens der intestinalen Metaplasie, wenn auch mit unterschiedlichen
Anteilen in den einzelnen Gruppen. Im Korpus wurde abgesehen von einer Probe aus der

Gruppe GERD(+) keine intestinale Metaplasie gefunden
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Tabelle 10: Verteilung von intestinaler Metaplasie in den Magenbiopsien des Studienkollektivs B

Absolute Anzahl und relative Anteile von Proben, bei denen in den jeweiligen Gruppen und an den jeweiligen
Lokalisationen intestinale Metaplasie nachgewiesen wurde. Die Lokalisationen bei den einzelnen Gruppen
waren zum Teil nicht vollstandig.

Antrum Korpus Kardia Gesamt
Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit Anteil mit
IM (abs.) IM (rel.) IM (abs.) IM (rel.) IM (abs.) IM (rel.) IM (abs.) IM (rel.)
Referenzgruppe 3/10 30% 0/10 0% 1/9 11,1% 4/29 13,8%
H.pylori(+) 4/27 14,8% 0/28 0% 2/27 7,4% 6/82 7,3%
GERD(#) 2/25 8% 1/26 3,8% 2/26 7,7% 5/77 6,5%
Barrett 0/5 0% 0/5 0% 3/5 60% 3/15 20%

3.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von CDX2

Die Gewebeproben des Kollektivs B wurden mittels immunhistochemischer Farbemethoden
auf das Vorhandensein des CDX2-Proteins analysiert. Eine positive Firbereaktionen wurde
sowohl in Schleimhautarealen mit intestinaler Metaplasie beobachtet, als auch in solchen, die
lediglich entziindliche Verdnderungen ohne Metaplasie zeigten. Darliber hinaus gab es
Biopsien, die eine positive Reaktion sowohl in metaplastischen als auch in nicht-
metaplastischen Bereichen zeigten. Die Ergebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 11

dargestellt.

Tabelle 11: Anteile mit positiver Firbereaktion fiir CDX2 im Studienkollektiv B

Wiedergegeben sind die relativen Anteile von Proben mit positiver immunhistochemischer Férbereaktion fiir
CDX2 in den einzelnen Gruppen. Diese trat entweder in Bereichen entziindlich verdnderter Mukosa, in
Bereichen mit intestinaler Metaplasie (IM) oder sowohl in entziindeter Mukosa als auch in intestinaler
Metaplasie auf. Die Verteilung der immunhistochemisch nachgewiesenen epithelialen Cdx2-Expression ist wie
folgt angegeben: positive Farbung von Bereichen mit Entziindung/IM/Entziindung und IM.

Antrum Korpus Kardia Gesamt
CDX2- : CDX2- : CDX2- : CDX2- :
i Verteilung i Verteilung i Verteilung i Verteilung
positiv positiv positiv positiv

Referenzgruppe 20% 1/1/0 0% 0/0/0 33,3% 2/0/1 17,2% 3/111
H.pylori(+) 37% 5/2/3 3,6% 1/0/0 22,2% 5/1/0 22% 11/3/3
GERD(+) 16% 2/111 3,8% 0/1/0 11,5% 3/0/0 10,4% 5/2/1
Barrett 40% 1/0/1 0% 0/0/0 40% 1/1/0 26,7% 2/1/1
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Diskussion

4.1 Allgemeine Bemerkungen

Die vorliegende Dissertation wurde im Rahmen eines iibergeordneten Forschungsprojektes
des NBL3-Programmes erstellt. Die zentrale Frage dieses Projektes bestand in der Analyse
der Entziindungsmuster am OGU, insbesondere in der Kardiaschleimhaut, welche durch eine
H.pylori-Infektion beziechungsweise einen abnormen gastrodsophagealen Reflux verursacht
werden. Fiir das bessere Verstdndnis der Ergebnisse soll noch einmal auf zwei grundsitzliche
Punkte im Studienaufbau hingewiesen werden.

Um die Entziindungsvorgidnge an der Kardia zu charakterisieren, wurden Patienten mit einer
Refluxerkrankung und manifestiertem Barrett-Osophagus als eigenstindige Gruppe betrachtet
und als solche analysiert. So beinhalten Gruppen, die mit GERD(+) gekennzeichnet sind,
sowohl Patienten mit NERD als auch solche mit ERD, jedoch keine Patienten mit Barrett-
Osophagus, welcher nicht als gleichwertige Manifestation der Refluxerkrankung ausgewertet
wurde.

Des Weiteren mochte ich daran erinnern, dass fiir die immunhistochemischen Farbungen
(IHC) Biopsien anderer Patienten (Studienkollektiv B) verwendet wurden als fiir die {ibrigen
Analysen (Studienkollektiv A). Grund hierfiir war, dass die Proben des Studienkollektivs A
im Rahmen des NBL3-Projektes und anderer Studien verwendet wurden und somit nicht mehr
ausreichend Material fiir immunhistochemische Farbungen zur Verfiigung stand. Das
Kollektiv B wurde retrospektiv aus Gewebeproben aus dem Archiv des Institutes fiir
Pathologie zusammengestellt.

Die Ergebnisse der IHC-Féarbungen des Kollektivs B sind als exemplarische Erginzung zur
Validierung der Resultate der RT-PCR-Analysen des Kollektivs A zu werten. Es wurde daher
auf eine detaillierte Stratifizierung der Untergruppen verzichtet und diese Proben nur nach
H.pylori- beziehungsweise GERD-Status eingeteilt. Dariiber hinaus erfolgte auch keine
statistische Auswertung der Ergebnisse. Ferner ist anzumerken, dass aufgrund der
retrospektiven Zusammenstellung des Kollektivs B bei einzelnen Patienten nicht alle
Lokalisationen komplett vorhanden waren.

In der folgenden Diskussion beziehe ich mich auf die Ergebnisse der Analysen des
Studienkollektivs A. Werden Resultate aus den Experimenten des Studienkollektivs B

einbezogen, so wird dies explizit erwéhnt.
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4.2 Histologische Befunde

Zunichst soll auf die Auffilligkeiten beziiglich der histologischen Charakterisierung der

Schleimhautproben eingegangen werden.

4.2.1 Entziindung

Die an allen Lokalisationen erwartungsgeméfl hohen Werte fiir Aktivitidt und Chronizitédt der
Entziindung bei Patienten mit H.pylori-Infektion stehen im Einklang mit den Ergebnissen von
Uemura, der bei allen H.pylori-positiven Patienten seines Studienkollektivs eine Entziindung
der gastralen Mukosa nachweisen konnte, bei 27% sogar eine Pangastritis.[39] Auch andere
Autoren berichteten iiber hohe Inzidenzen sowohl distaler als auch proximaler Gastritiden bei
H.pylori-positiven Patienten.[91, 92]

In der vorliegenden Studie ist die Entziindung im Bereich des Antrums beziiglich der
Aktivitdit und Chronizitit mit den Werten an der Kardia vergleichbar, wohingegen die
Entziindungsaktivitidt im Korpus dieser Patienten deutlich schwécher ausgepriagt war. Auch
wenn vereinzelt von einer stirkeren Entziindung im Antrum im Vergleich zur Kardia berichtet
wurde, [93] so werden inflammatorische Prozesse in beiden Lokalisationen bisher als
vergleichbar angesehen und setzen sich in ithrem Charakter deutlich von Entziindungen des
Korpus ab.[41, 92]

Im Unterschied zu Patienten mit einer H.pylori-Infektion zeigten Patienten mit GERD ohne
Helicobacter-Beteiligung an keiner der untersuchten Lokalisationen des Magens eine
Verdnderung des Entziindungsgeschehens im Vergleich zur Referenzgruppe. Insbesondere an
der Kardia wird der Einfluss eines abnormen Refluxes in der Literatur unterschiedlich
bewertet. Goldblum fand hinsichtlich entziindlicher Prozesse an der Kardia keinen
Unterschied zwischen Patienten mit und solchen ohne GERD.[94] Oberg dagegen stellte
einen Zusammenhang zwischen Karditis und refluxbedingten Erscheinungen wie hdherer
Sdurebelastung des Osophagus, erosiver Osophagitis, Stérungen des unteren
Osophagussphinkters und dem Vorliegen einer Hiatushernie her.[42] Daraus und aus der
Tatsache, dass er typische Kardiamukosa nur bei 73,7% seiner Patienten nachweisen konnte,
zog er den Schluss, die Mukosa vom Kardiatyp sei ein refluxbedingtes, metaplastisches
Epithel. Einen Zusammenhang zwischen Karditis und einer H.pylori-Infektion konnte er nicht

belegen.[42]
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Andere Studien, die ebenfalls das inflammatorische Potential einer H.pylori-Infektion und
einer GERD an der Kardia evaluierten, konnten eine deutliche Assoziation der Entziindung zu
H.pylori zeigen und stellten dagegen den Zusammenhang mit der Refluxerkrankung in
Frage.[95, 96] Ein Faktor, der die Ergebnisse derartiger Studien beeinflusst, ist die Anzahl der
entnommenen Biopsien, da bei hoherer Anzahl der entnommenen Proben auch der Anteil an
Patienten mit Karditis und positivem H.pylori-Nachweis in der Histologie anstieg.[96]
Oksanen differenzierte bei Patienten mit Karditis solche, bei denen keinerlei Anzeichen fiir
weitere inflammatorische Foci in der Magenmukosa vorhanden waren, von solchen, bei denen
zusitzlich eine distale Gastritis vorlag. Erstere waren in der Regel mit einer GERD assoziiert,
letztere waren H.pylori-infizierte Patienten.[97]

Die Theorie, dass am OGU eine GERD eher entziindliche Veriinderungen in der Mukosa des
distalen Osophagus bedingt und eine H.pylori-Infektion in der Schleimhaut des proximalen
Magens, also an der Kardia, wird durch unsere Ergebnisse gestiitzt. Nur Patienten mit
H.pylori-Infektion nicht jedoch solche mit GERD alleine zeigten eine Entziindung in diesem
Bereich. Im Widerspruch zu dieser Theorie sind jedoch relativ hohe Anteile entziindlich
verdnderter Schleimhautproben aus der Kardia von Patienten mit GERD in den Studien von
Oberg und Der. Beide Autoren zogen den Schluss, dass, falls Kardiamukosa vorhanden sei,
diese im Regelfall auch immer eine deutliche Entziindung zeige.[42, 91]

Zu bemerken ist, dass auch im Studienkollektiv B Patienten der Gruppe H.pylori(+) im
Vergleich zur Referenzgruppe die hochsten Entziindungswerte zeigten. Dies galt sowohl fiir
die Aktivitét als auch fiir die Chronizitdt der Entziindung an den einzelnen Lokalisationen.
Der Unterschied zu den anderen Gruppe [GERD(+), Barrett] zeichnete sich allerdings nicht so
deutlich ab, wie dies bei Kollektiv A der Fall war. Bei diesen Gruppen lag, wenn auch
geringer ausgeprigt als bei der Gruppe H.pylori(+), ebenfalls ein deutliches
Entziindungsgeschehen vor. Dieser Unterschied im Vergleich zum Kollektiv A liegt
hochstwahrscheinlich daran, dass in die Gruppen mit Refluxerkrankung auch H.pylori-

positive Patienten mit einbezogen worden waren.

4.2.2 Intestinale Metaplasie

Der Zusammenhang einer H.pylori-Infektion mit dem Vorkommen von intestinaler
Metaplasie in der gastralen Mukosa und insbesondere im Antrum wurde von verschiedenen

Arbeitsgruppen belegt.[39, 40, 93] Auch in dem in der vorliegenden Studie untersuchten
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Patientenkollektiv zeigte sich eine vergleichsweise hohe Frequenz von Proben mit positivem
Nachweis einer intestinalen Metaplasie bei den Gruppen mit H.pylori-Infektion. Insbesondere
galt dies fiir Proben aus der Kardia, ein Sachverhalt, der auch von anderen Autoren
beschrieben wurde.[44, 45, 94-96] Einige Arbeitsgruppen weisen in diesem Zusammenhang
explizit auf eine fehlende Assoziation zwischen GERD und der intestinalen Metaplasie an der
Kardia hin.[44, 45, 94] Beispielsweise lehnt Oberg einen Zusammenhang zwischen der
H.pylori-Infektion mit intestinaler Metaplasie in der Kardiaschleimhaut ab.[42]

Andere Autoren postulieren dagegen einen gemeinsamen dtiologischen Einfluss der H.pylori-
Infektion und der Refluxerkrankung bei der Entstehung der Metaplasie, weisen jedoch darauf
hin, dass es sich um unterschiedliche Entitdten von intestinaler Metaplasie handele: H.pylori
sei eher mit dem kompletten Typ der intestinalen Metaplasie assoziiert, wihrend sich bei
GERD héufiger eine inkomplette intestinale Metaplasie nachweisen lasse, welche auch bei
einem Barrett-Osophagus vorliegt.[47, 48, 95] In der Regel wird GERD mit metaplastischem
Barrett-Epithel des distalen Osophagus in Verbindung gebracht. Es gibt nur vereinzelte
Studien, die sich mit dem Vorkommen von intestinaler Metaplasie im proximalen Magen
dieser Patienten beschéftigten.[98, 99] Im Abschnitt 1.1 und 1.5 wurde bereits darauf
hingewiesen, wie schwierig es aufgrund unterschiedlicher Definitionen der anatomischen
Strukturen im Bereich des OGU ist, die Vergleichbarkeit einzelner Studien sicherzustellen.
Unerwartet war der Nachweis der erhohten Priavalenz von intestinaler Metaplasie im Antrum
von Patienten mit Refluxerkrankung im Vergleich zur Referenzgruppe. Darauf wird in den
folgenden Abschnitten noch detaillierter eingegangen.

Generell kann darauf hingewiesen werden, dass die Tendenz zu metaplastischen Lasionen in
der Magenschleimhaut von Patienten mit ausschlieBlich GERD geringer ausgepriagt war, als
bei denen mit einer H.pylori-Infektion.

Die Tatsache, dass sich im Vergleich der Privalenz der intestinalen Metaplasie an den
einzelnen Lokalisationen allein fiir Proben aus der Kardia von Patienten der Gruppe
H.pylori(+)/GERD(+) im Vergleich mit der Referenzgruppe ein signifikanter Unterschied
zeigte, legt eine Interaktion beider Faktoren, das heiflt der Infektion und des abnormen
Refluxes, im Sinne eines additiven Effektes nahe. Hackelsberger berichtete bereits, dass eine
H.pylori-bedingte intestinaler Metaplasie an der Kardia deutlich héaufiger auftritt bei
Patienten, die zudem an einer ERD leiden.[93]

Patienten mit Barrett-Osophagus zeigten ebenfalls eine hdhere Rate von Proben mit
intestinaler Metaplasie im Vergleich zur Referenzgruppe. Da diese jedoch ausschlieBlich fiir

Proben aus der Kardia und nicht fiir die aus dem Antrum oder Korpus der jeweiligen
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Patienten gilt, vermuten wir einen direkten Einfluss durch das angrenzende metaplastische
Barrett-Epithel. Zudem muss auch die schwierige Lokalisation der korrekten Probenentnahme
im Bereich des OGU in Betracht gezogen werden.

Im Studienkollektiv B zeigte sich ebenso wie bei der Beurteilung des Entziindungsgeschehens
eine dhnliche Verteilung wie im Kollektiv A. So fanden sich beispielsweise hohe Anteile von
intestinaler Metaplasie in der Antrum- und Kardiaschleimhaut, jedoch nicht im Korpus dieser
Patienten. Auffallend sind die relativ hohen Anteile von Proben, in denen intestinale
Metaplasie nachgewiesen werden konnte in der Referenzgruppe, bei der weder eine H.pylori-

Infektion noch eine Refluxerkrankung vorlag.

4.2.3 Dichte der Helicobacter pylori-Besiedelung bei GERD

Die in unserem Kollektiv nachgewiesene erhohte Dichte der H.pylori-Besiedelung bei
Patienten mit ERD im Vergleich zu solchen mit NERD wurde nach meinem Wissensstand
bislang noch nicht explizit beschrieben.

Kritisch ist allerdings zu bemerken, dass sich die Gruppen mit Refluxerkrankung aus
unterschiedlichen Anteilen von Patienten mit jeweils NERD und ERD zusammensetzten:
H.pylori(-)/GERD(+): NERD=12, ERD=5; H.pylori(+)/GERD(+): NERD=7, ERD=I12.
Dementsprechend lagen auch jeweils bei Patienten mit NERD und ERD unterschiedliche
Anteile H.pylori-positiver Patienten vor. Um den nachgewiesenen Zusammenhang
detaillierter zu untersuchen und die Ergebnisse zu validieren, wire eine prospektive Studie

erforderlich, deren Design speziell auf die Beantwortung dieser Frage zugeschnitten ist.

4.3 Expression von Cdx1 und Cdx2

Bei der Analyse der Genexpression von Cdxl und Cdx2 fiel auf, dass beide
Transkriptionsfaktoren deutlich hdufiger exprimiert wurden als urspriinglich erwartet. So
zeigte die RT-PCR bei 89,6% aller Proben ein positives Resultat fiir Cdx2. Dabei variierte der
Anteil an den einzelnen Gruppen und an den einzelnen Lokalisationen von 72,7 % bis 96,3%.
Der Anteil der Proben in denen Cdxl1-mRNA nachgewiesen wurde lag mit 70,5%
erwartungsgemall unter dem Wert von Cdx2, allerdings zeigte sich eine breitere Streuung

(25,9% bis 95,5%) der Ergebnisse in den einzelnen Gruppen und Lokalisationen.
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Auffallend war der hohe Anteil an Proben mit positiver Cdx-Expression in der
Referenzgruppe H.pylori(-)/GERD(-) (Cdx1: 90,9 - 95,5%; Cdx2: 86,4 — 95,5%). Dies war
die Gruppe mit den gréfiten Anteilen von Cdx1-positiven Biopsien, fiir Cdx2 zeigte nur die
Barrett-Gruppe einen haufigeren Nachweis von Cdx2. Diese Ergebnisse stehen scheinbar im
Widerspruch zur Literatur.

In den meisten Studien, die sich mit der Expression von Cdxl oder Cdx2 in der
Magenschleimhaut befassten, wurde beschrieben, dass eine normale, unverinderte
Magenschleimhaut frei von Cdx1- und Cdx2-Transkript sei.[65, 70, 72, 74, 100, 101] Auch
wenn Proben angrenzend zu eventuell vorhanden Foci von intestinaler Metaplasie entnommen
wurden, konnte in der Regel keine Cdx1- oder Cdx2-Expression nachgewiesen werden.[66,
73, 75] Diese Diskrepanz zu unseren Daten ldsst sich durch verschiedene Ansétze erkléren.
Zum einen gab es in unserer Studie kein gesundes Kontrollkollektiv, wie dies in anderen
Arbeiten der Fall gewesen ist.[100, 102, 103] Zwar konnte bei den Patienten unserer
Referenzgruppe H.pylori(-)/GERD(-) keine H.pylori-Infektion und keine GERD
nachgewiesen werden, aber da alle Patienten aufgrund dyspeptischer Beschwerden eine
Osophagogastroduodenoskopie (OGD) erhielten, konnen sie nicht als ,,gesunde* Kontrollen
angesehen werden.

Zum anderen wurde in den meisten Studien, die eine Expression von Cdx1 und Cdx2 in der
normalen gastralen Mukosa ausschlossen, ausschlieBlich immunhistochemische Fiarbungen
(IHC) als Nachweismethode angewandt, so dass der Nachweis hier ausschlieBlich auf
Proteinebene erfolgte. Sensitivere Verfahren wie die RT-PCR oder Northern Blotting, mit
denen der Nachweis des Cdx-Transkriptes moglich wire, kamen nicht zum Einsatz.[66, 72-
75, 100, 101]

Vallbdhmer et al. untersuchten bei 107 Patienten mit Symptomen einer GERD die
Genexpression von Cdx2 am OGU auf der mRNA-Ebene systematisch mittels RT-PCR.
Osophageales Plattenepithel galt als negative, duodenale Mukosa als positive Kontrolle. In
allen Schleimhaut-Typen konnte anteilig eine Cdx2-Expression nachgewiesen werden
(Plattenepithel < Kardiales/Oxyntokardiales Epithel < intestinale Metaplasie < Barrett-
Osophagus < Duodenale Mukosa).[104] Auch Tsukamoto et al. konnten bei Patienten mit
Magenkarzinom mittels RT-PCR die Expression von sowohl Cdx1 als auch Cdx2 in noch
unverdnderten Schleimhautabschnitten nachweisen.[105] Kerkhof et al. konnten bei ihren
Untersuchungen bei 34% ihrer Biopsien aus dem Bereich der Kardia Cdx2

immunhistochemisch zeigen und postulierten, dass dieser Nachweis auf das Vorliegen von
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fokaler intestinaler Metaplasie in Abschnitten des Magens hindeute, die bei der
Biopsieentnahme nicht erfasst worden waren.[106]

Diese Schlussfolgerung wird auch partiell durch die Ergebnisse der immunhistochemischen
Untersuchungen beziiglich Cdx2 am Studienkollektiv B gestiitzt. So zeigten nicht nur
Schleimhautareale mit einer intestinalen Metaplasie eine deutlich positive Firbereaktion,
sondern CDX2 konnte immunhistochemisch auch in Bereichen, die noch nicht metaplastisch
aber entziindlich verdndert waren, nachgewiesen werden. Dies galt sowohl fiir Patienten, in
deren Gewebeproben eine intestinale Metaplasie dokumentiert wurde, als auch fiir solche, bei
denen keine intestinale Metaplasie nachgewiesen werden konnte.

Diese Ergebnisse unterstiitzen die These, dass es bereits vor dem Auftreten von intestinaler
Metaplasie zur Induktion der Genexpression von Cdx2 kommt und diese einen initialen
Schritt in der Transdifferenzierung des gastralen Epithels darstellt. Weiterhin fiel auf, dass der
Anteil CDX2-positiver Proben ohne gleichzeitigen Nachweis einer intestinalen Metaplasie bei
H.pylori-positiven Patienten hoher war als bei den anderen Gruppen. Diese Beobachtung
konnte aufgrund der Fallzahlen jedoch nicht statistisch validiert werden.

Ein weiterer Grund fiir die hohen Anteile Cdx-positiver Proben in unserem Kollektiv kann an
den technischen Spezifikationen des RT-PCR Protokolls liegen. So wurden bei uns
Bindungstemperaturen fiir die Primer von 60°C angewandt sowie 38 PCR-Zyklen
durchgefiihrt statt der sonst iiblichen 30 oder 35. Der Nachweis der Transkripte mit Hilfe
eines spezifischen, aber sehr sensitiven RT-PCR-Protokolls legt nahe, dass es sich bei den

identifizierten Transkriptmengen um relativ geringe Mengen handelt.

4.4 Analyse der Genexpression von Cdx1 und Cdx2

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Expressionsanalyse von Cdx1 und Cdx2 sowie der

Einfluss von H.pylori und/oder GERD nidher diskutiert. Hierbei werden zunéchst die

einzelnen Lokalisationen gesondert betrachtet.

4.4.1 Antrum

In keiner Gruppe zeigte sich ein Unterschied der Genexpression von Cdx1 im Vergleich zur

Referenzgruppe. Allenfalls H.pylori-positive Patienten zeigten die Tendenz einer erhdhten
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Expression, eine statistische Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht. Dies ist nicht
ungewohnlich, da Cdx1 sowohl bei physiologischen als auch bei pathologischen Prozessen
spéter als Cdx2 exprimiert wird.[63, 70, 102] Die tendenziell erhéhte Cdx1-Expression bei
Patienten mit positivem Helicobacter-Nachweis stimmt mit den Ergebnissen von Murata-
Kamiya et al. tiberein. Sie zeigten, dass es iiber eine direkte Interaktion von CagA mit E-
Cadherin und vor allem B-Catenin zur Transaktivierung von Cdx1 kommt.[107] Um diesen
Zusammenhang in unserem Studienkollektiv genauer zu evaluieren, wire die Auswertung des
CagA-Status der H.pylori-positiven Patienten erforderlich. Aufgrund der kleinen Fallzahlen,
wurde hierauf allerdings verzichtet.

Die erhohte Cdx2-Expression im Antrum von Patienten mit H.pylori-Infektion im Vergleich
zur Referenzgruppe wurde erwartet. Das Antrum ist Pradilektionsstelle fiir eine H.pylori-
Besiedelung des Magens und die damit verbundene Entziindung.[39, 40, 92, 93, 102] Dariiber
hinaus zeigten sich im Antrum von H.pylori-positiven Patienten deutlich hohere Anteile mit
intestinaler Metaplasie als bei den anderen Gruppen.

Uberraschend war die hohe Cdx2-Expression im Antrum von Patienten mit GERD im
Vergleich zur Referenzgruppe. Zwar zeigte sich auch hier ein erhohter Anteil von Proben mit
intestinaler Metaplasie, jedoch wurde ein Einfluss auf die Cdx-Expression eher am OGU und
der Kardia erwartet, nicht im Antrum. Eine mogliche Erkldrung wére die Existenz eines
duodenogastralen Reflux bei unseren Patienten. Untersuchungen an Refluxpatienten haben
gezeigt, dass bei 41% von Patienten mit GERD ein duodenogastraler Reflux vorliegt.[28] Bis
zu 30% der Patienten mit gastrodsophagealem Reflux zeigen dariiber hinaus einen
duodenogastrodsophagealen Reflux bei abnormen duodenogastralem Reflux.[28-30] Gerade
am OGU korreliert der duodenogastrodsophageale Reflux mit dem AusmaB der Schidigung
beziehungsweise der metaplastischen Verdnderungen der Schleimhaut.[30, 108]

Das karzinogene Potential von Gallensduren wurde in verschiedenen Tierexperimenten
bestitigt. Kazumori und Tatsuta konnten mit ihren Arbeitsgruppen im Rattenmodell am OGU
die Progression einer initialen Entziindung iiber hyperplastische und metaplastische Lésionen
bis hin zu Adenokarzinomen unter dem Einfluss eines duodenogastrodsophagealen Refluxes
nachweisen.[109, 110] Attwood berichtete in einem Rattenmodell explizit iiber ein Auftreten
von Adenokarzinomen am OGU ausschlieBflich unter Applikation von Duodenalsaft mit
Gallensduren, nicht aber bei der alleinigen Exposition mit sauerem Magensaft. [27] Derartige
Prozesse waren mit einer Induktion der cdx2-Expression verbunden.[109, 110]

Wong et al. konnten bei 6sophagealen Epithelzelllinien eine Induktion von Cdx1 durch die

Applikation von konjugierten Gallensduren zeigen, was durch die Behandlung mit Salzsdure
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alleine nicht gelang.[111] Im Gegensatz dazu hatte Marchetti fiir cdx2 gezeigt, dass die
gezielte Sdureexposition von Keratinozyten der Maus ausreichte, um die Transkription dieses
Faktors zu induzieren.[112]

Generell konnte die erhohte antrale Expression von Cdx2 in unserem Kollektiv durch einen
vermehrten DGR erkléart werden. Da allerdings keine Proben von Magensaft dieser Patienten
auf den Gehalt an Duodenalsekret und/oder Gallensduren untersucht worden waren, miisste

dieser Hypothese in Zukunft in prospektiven Studien nachgegangen werden.

4.4.2 Korpus

Die Ergebnisse der Expressionsanalyse fiir Cdx1 und Cdx2 im Korpus wichen deutlich von
denen des Antrums und der Kardia ab. Bei letzteren beiden Lokalisationen konnten wir
weitestgehend dhnliche Expressionsmuster beziiglich des Cdx1- und des Cdx2-Gens
nachweisen.

Die Genexpression von Cdx2 zeigte im Vergleich der einzelnen Gruppen inkongruente
Muster, wobei ausschlieBlich bei der Gruppe H.pylori(+)/GERD(-) eine signifikant niedrigere
Expression als bei der Referenzgruppe vorlag. Die Cdx1-Expression im Korpus war bei allen
Gruppen tendenziell erniedrigt, wobei statistische Signifikanz nur fiir die Gruppe
H.pylori(+)/GERD(+) erreicht wurde.

Ein Grund fiir diese Unterschiede zu den anderen Lokalisationen kdnnte darin liegen, dass der
Magenkorpus sich nicht nur histologisch beziiglich des mukosalen Aufbaus, der vorhandenen
Zelltypen und der Driisenstruktur eindeutig von den Grenzbereichen des Magens (proximal:
Kardia, distal: Antrum) unterscheidet, sondern dass dort auch ein anderes Milieu herrscht und
dementsprechend andere pathogene Prozesse greifen. Fiir Antrum und Kardia wurde bereits
angedeutet, dass sie dhnliche Eigenschaften beziiglich pathogener Einfliisse und Prozesse bei
der H.pylori-Infektion und der GERD aufweisen und sich diesbeziiglich vom Korpus
unterscheiden. [92, 93, 98]

Dariiber hinaus ist der Korpus Pridilektionsstelle fiir das Auftreten atrophischer Prozesse der
Mukosa insbesondere im Zusammenhang mit einer H.pylori-Infektion, bei denen eine
erniedrigte Expression der untersuchten Transkriptionsfaktoren erwartet werden kann. In den
von uns untersuchten Biopsien konnte jedoch in beiden Untersuchungskollektiven keine

nennenswerte Atrophie nachgewiesen werden, was die relativ geringen histologischen

51



Bornschein Diskussion

Verdnderungen als auch die im Wesentlichen unverénderte Expression von Cdx1 und Cdx2

erklaren konnte.

4.4.3 Kardia

Die Genexpression von Cdx2 an der Kardia war im Wesentlichen mit der im Antrum
vergleichbar, wenngleich eine geringere Rate von Proben mit positivem Transkriptnachweis
vorlag. Dass an der Kardia im Gegensatz zu den Ergebnissen im distalen Magen eine
H.pylori-Infektion alleine keinen Einfluss auf die Expression von Cdx2 hatte, kann daran
liegen, dass im Antrum, welches als Pradilektionsstelle fiir eine Besiedelung durch H.pylori
gilt, die Auswirkungen einer solchen wesentlich deutlicher ausgeprégt sind.[39]

Dass bei Patienten alleine mit GERD keine signifikant erh6hte Cdx2-Expression im Vergleich
zur Referenzgruppe nachgewiesen wurde, wird durch die Ergebnisse anderer Studien
bestitigt. So =zeigten andere Arbeitsgruppen, dass abnormer Reflux vor allem die
proximaleren Abschnitte des OGU beziehungsweise des distalen Osophagus beeinflusst.[71,
113]

Eine weitere Erklirung wire jedoch erneut der Einfluss von duodenogastrodsophagealem
Reflux, der allerdings deutlich schwécher ausgepriagt war, als im Antrum, wo die Mukosa
diesem Faktor direkt ausgesetzt wird und noch keine Pufferung des Duodenalsaftes erfolgt ist.
Dass eine signifikante Erhohung der Cdx2-Expression an der Kardia nur nachgewiesen
werden konnte, wenn sowohl eine H.pylori-Infektion als auch eine GERD vorhanden waren,
legt erneut eine Interaktion beider Faktoren im Sinne eines additiven Effekts nahe. Dieses
potentielle Zusammenspiel von GERD und H.pylori-Infektion wurde auch bereits von
anderen Arbeitsgruppen dokumentiert.[93, 96]

Die Genexpression von Cdxl war bei allen Gruppen unverdndert gegeniiber der der
Referenzgruppe. Dies galt trotz hoher Anteile von Proben mit positivem Nachweis einer
intestinalen Metaplasie auch fiir die Gruppe H.pylori(+)/GERD(+), wofiir keine plausible

Erklarung gefunden wurde.
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4.5 Genexpression von Cdx1 und Cdx2 bei Patienten mit Barrett-Osophagus

Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dass sowohl Cdx2 als auch Cdxl in der
spezialisierten intestinalen Metaplasie eines Barrett-Osophagus verstirkt exprimiert wird.[66,
70, 71, 100, 104, 111] Im Gegensatz zu anderen Arbeitsgruppen haben wir allerdings nicht
die Expression von Cdx1 und Cdx2 im metaplastischen Epithel des Barrett-Osophagus selbst
oder im angrenzenden Plattenepithel untersucht, sondern an der Kardia als dem direkt
angrenzenden Abschnitt des Magens, sowie im Antrum und Korpus der jeweiligen Patienten.
An dieser Stelle sei nochmals erwihnt, dass die Patienten mit Barrett-Osophagus nicht
hinsichtlich ihres H.pylori-Status stratifiziert wurden. Bei insgesamt acht der 27 Patienten
(29,6%) zeigte der HUT ein positives Resultat. Vier dieser acht Patienten zeigten in der
Histologie eine H.pylori-Besiedelung des Antrums (14,8%), drei des Korpus (11,1%), aber
keiner der Patienten an der Kardia.

Auch bei Patienten mit Barrett-Osophagus waren die Expressionsmuster sowohl fiir Cdx1 als
auch fiir Cdx2 im Antrum und der Kardia vergleichbar. Dies ist ein weiterer Hinweis auf
dhnliche Charakteristika der pathogenetischen Prozesse in diesen Bereichen der gastralen
Mukosa.

Die erhohte Expression im Antrum lieBe sich durch die Existenz des vermuteten
duodenogastralen Refluxes erkldren. Dieser kommt bei Patienten mit abnormen
gastrodsophagealen Reflux, welcher fiir die Entstchung eines Barrett-Osophagus
verantwortlich ist, recht haufig vor.[16, 17, 28, 29] So wurde beschrieben, dass der Anteil an
Patienten mit pathologischem duodenogastro6sophagealen Gallereflux proportional zu dem
Schweregrad der Schleimhautschiddigung bei Refluxpatienten ansteigt.[30, 108] Patienten mit
Barrett, insbesondere der komplizierten Form, zeigten eine deutlich hohere Prévalenz eines
duodenogastrodsophagealen Refluxes als solche mit erosiver Osophagitis. Noch ausgepriigter
war der Unterschied im Vergleich zu Patienten, die eine NERD oder eine nicht-ulzerierende
Dyspepsie zeigten.[30, 108]

Im Rattenmodell wurde gezeigt, dass Duodenalsaft im distalen Osophagus den
metaplastischen Umbau der Mukosa in Barrett-Epithel auslosen kann.[109, 110] Die Effekte
eines duodenogastrodsophagealen Refluxes sollten gerade im Antrum stark ausgeprigt sein,
da dies die Region ist, die dem duodenalen Refluxat direkt ausgesetzt ist. Im Einklang mit
dieser Theorie befinden sich die Ergebnisse von Voutilainen et al., die zeigten, dass
spezialisierte Zylinderepithelmetaplasie am OGU mit intestinaler Metaplasie im Antrum

assoziiert ist.[98]
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Die im Vergleich zur Referenzgruppe erhohte Expression von Cdx2 in der Kardiaschleimhaut
von Patienten mit einem Barrett-Osophagus ldsst sich zu einem gewissen Grade durch die
gleichen Prozesse wie im Antrum erkldren. Dariiber hinaus ist die Kardia die Region des
Magens, die direkt an das metaplastische Epithel des OGU beziehungsweise des distalen
Osophagus angrenzt, so dass direkte, lokale Einfliisse hier postuliert werden kdnnten.
Derartiges ist allerdings bislang noch umstritten. Obwohl einige Arbeitsgruppen iiber einen
positiven Nachweis von Cdx1 oder Cdx2 in Schleimhautarealen, welche an intestinale oder
spezialisierte intestinale Metaplasie angrenzen, berichteten, [100, 113] konnte dies in der
Mehrzahl der momentan vorliegenden Studien jedoch nicht bestétigt werden. [70, 73, 75, 114]
Moons et al. erzielten unterschiedlichen Resultate je nachdem, welche Nachweismethode
angewandt wurde und wie sensitiv diese war.[71]

Allerdings erschweren auch in diesem Fall die zum Teil unterschiedlichen Definitionen der
Strukturen im Bereich des OGU die vergleichende Bewertung der vorliegenden Literatur.

Den Resultaten der Auswertung der Cdx2-Expression steht eine im Vergleich zur
Referenzgruppe verminderte Cdx1-Expression im Antrum und der Kardia von Patienten mit
Barrett-Osophagus gegeniiber, die momentan nicht erklirt werden kann. Hierzu wiren eine
genaue Analyse des molekularen Milieus sowie ,,Follow-up® Kontrollen an den gleichen

Patienten erforderlich.

4.6 Interaktion von GERD und H.pylori im Hinblick auf die Cdx-Expression

Der wechselseitige Einfluss von H.pylori und GERD wurde bereits ausfiihrlich untersucht.
Auch wenn vieles auf eine inverse Korrelation der H.pylori-Infektion mit der GERD hinweist,
[20, 92, 115] so konnte dieser Zusammenhang jedoch bisher nicht bestétigt werden.[116]

Um die unterschiedlichen Effekte einer H.pylori-Infektion oder einer GERD auf die
Genexpression von Cdx1 und Cdx2 und deren Zusammenspiel differenzierter zu betrachten,
wurde untersucht, ob sich die Wirkung des jeweils einen Faktors unter dem Einfluss des
jeweils anderen dndert.

Die Tatsache, dass eine H.pylori-Infektion unabhéngig vom Vorhandensein einer GERD an
keiner der untersuchten Lokalisationen einen Einfluss auf die Cdx1-Expression hatte, kann
mit dem Zeitpunkt der Probenentnahme zusammenhéngen. Im Vergleich zu Cdx2 wird Cdx]1
auch im Rahmen der Transdifferenzierung zu intestinaler Metaplasie erst in einem spéteren

Stadium exprimiert.[70] Es wére daher denkbar, dass bei dem untersuchten Studienkollektiv

54



Bornschein Diskussion

die Probenentnahme erfolgt war, bevor es zu einer Induktion der Cdx1-Expression gekommen
ist. Eine weitere Hypothese wire, dass noch zusétzliche Einfliisse wirksam werden miissen,
um eine Induktion von Cdxl zu bewirken. Beide Erkldrungsansitze sind jedoch rein
hypothetisch und miissten durch ,,Follow-up* Studien am gleichen Patientenkollektiv
weiterfiihrend untersucht werden. Fiir die Theorie einer zu frithen Probenentnahme im Falle
von Cdx1 spricht auch die Tatsache, dass das Auftreten einer Refluxerkrankung, unabhéngig
vom H.pylori-Status, keinerlei Einfluss auf die Expression dieses Transkriptionsfaktors
zeigte.

Eine Erhohung der Cdx2-Expression im Antrum sowie eine Verringerung im Korpus von
H.pylori-positiven Patienten lief sich unter dem Einfluss einer GERD nicht mehr zeigen. Hier
konnte die Verdnderung des chemischen Milieus fiir den Verlust des Effekts einer H.pylori-
Infektion verantwortlich sein. Benahmed et al. hatte bei der Untersuchung humaner
Kolonkarzinomzelllinien gezeigt, dass eine Expression von Cdx2 stark von dem die
Tumorzellen umgebenden Mikromilieu abhangt.[117]

Abgesehen davon, erfolgte in unseren Analysen der Vergleich jeweils unterschiedlicher
Gruppen miteinander. Bei Patienten ohne Refluxerkrankung wurde beispielsweise der
Einfluss einer H.pylori-Infektion im Vergleich zur Referenzgruppe untersucht, wihrend
dagegen bei Patienten mit GERD mit solchen Individuen verglichen wurde, bei denen zwar
kein Helicobacter nachgewiesen werden konnte, aber eine Refluxerkrankung vorlag. Das
Ergebnis besagt daher lediglich, dass in diesem Fall eine H.pylori-Infektion bei
Refluxpatienten, bei denen bereits eine erhohte Expression im Antrum vorlag, keinen
zusitzlichen Einfluss auf die Cdx2-Expression hatte.

Dass unter den H.pylori-negativen Patienten solche mit GERD eine erhdhte Genexpression
von Cdx2 im Antrum zeigten, kann mit dem oben bereits diskutierten Einfluss eines
moglichen duodenogastralen Refluxes zusammenhéngen. Die Induktion der Cdx2-Expression
durch eine Refluxerkrankung ist bei H.pylori-positiven Patienten nicht mehr nachzuweisen,
da bei diesen bereits ebenfalls eine grundsétzlich erhohte Expression von Cdx2 im Antrum
vorlag.

Dagegen zeigte sich bei H.pylori-positiven Patienten erhdhte Expressionswerte von Cdx2 im
Korpus und an der Kardia unter dem Einfluss einer GERD. Eine mogliche Erklidrung hierfiir
wire, dass eine durch den Helicobacter vorgeschiadigte Mukosa empfindlicher auf den
aggressiven Magensaft von Refluxpatienten reagiert als Schleimhaut, in der keine H.pylori-
Infektion vorliegt. In dieser Analyse deutet sich daher insbesondere im proximalen Magen

ein additiver Effekt beider Faktoren im Hinblick auf die Induktion der Cdx2-Expression an.
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4.7 Cdx-Expression im Zusammenhang mit intestinaler Metaplasie

Bei der Korrelationsanalyse der Genexpression von Cdx1 und Cdx2 mit der Auspriagung einer
eventuell vorhandenen intestinalen Metaplasie im Studienkollektiv A wurden Patienten mit
Barrett-Osophagus nicht beriicksichtigt. Zum einen war fraglich, welchen Einfluss die
definitionsgemiB vorhandene spezialisierte intestinale Metaplasie im distalen Osophagus auf
die Cdx-Expression an der Kardia haben konnte. Zum anderen sollte auch eine Verfélschung
der Ergebnisse durch eine unklare Differenzierung beider Bereiche (distaler Osophagus vs
proximaler Magen) bei der Probenentnahme ausgeschlossen werden.

Die beobachtete Korrelation von sowohl Cdxl als auch Cdx2 mit der Ausprigung der
intestinalen Metaplasie entspricht der derzeitigen Studienlage, nach der im Regelfall eine
erhohte Expression beider Faktoren in intestinaler Metaplasie nachweisbar ist.[66, 71-75, 101,
102] Eine Korrelation des Transkriptgehaltes von Cdx1 oder Cdx2 mit dem nach der Sydney-
Klassifikation bewerteten Grad der intestinalen Metaplasie ist bislang nur von Shiotani et al.
beschrieben worden.[118] Bei der Betrachtung der einzelnen Lokalisationen konnte dies fiir
Cdx1 im Antrum und an der Kardia bestitigt werden, fiir Cdx2 nur an der Kardia.

Dass die Cdx2-Expression im Antrum, obwohl signifikant erhoht, nicht mit der Auspragung
von intestinaler Metaplasie korrelierte, kann daran liegen, dass Cdx2 schon sehr frith
exprimiert wird, das heillt bereits wiahrend der Entziindung, in der noch keine intestinale
Metaplasie vorliegt. Diese Erkldarung wird durch die immunhistochemischen Untersuchungen
am Studienkollektiv B gestiitzt. Hier zeigten sich positive Férbereaktionen fiir Cdx2 in
Schleimhautarealen, in der lediglich entziindliche und keine metaplastischen Verdanderungen
vorlagen. Dies konnte insbesondere im Bereich des Antrums gezeigt werden. Cdx1 wird in
der Regel erst in einem spiteren Stadium exprimiert, wenn bereits eine manifeste intestinale
Metaplasie vorliegt. Diesem Modell entsprechend war hier eine Korrelation des
Transkriptgehaltes mit der Auspridgung der intestinalen Metaplasie zu erwarten, die sich durch
unsere Ergebnisse auch bestitigte.

Aufgrund der geringen Fallzahlen fiir intestinale Metaplasie war eine Korrelationsanalyse der
einzelnen Subgruppen an den jeweiligen Lokalisationen nur fiir die Kardiaproben von
Patienten mit einem gemeinsamen Auftreten der H.pylori-Infektion und der GERD
[H.pylori(+)/GERD(+)] und von Patienten mit Barrett-Osophagus sinnvoll. Die
Genexpression von Cdx1 korrelierte nur bei der Gruppe H.pylori(+)/GERD(+) mit dem Grad
der intestinalen Metaplasie, wihrend die Cdx2-Expression beider Gruppen eine positive

Korrelation mit der Auspriagung der intestinalen Metaplasie zeigte. Diese Resultate fiir
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Gruppen mit kompliziertem Reflux [H.pylori(+)/GERD(+); Barrett] weisen auf die pathogene
Potenz eines abnormen Refluxats im Bereich der Kardia hin.

Des Weiteren wurde von anderen Arbeitsgruppen gezeigt, dass eine GERD eher mit der
inkompletten Form der intestinalen Metaplasie assoziiert ist, wihrend bei einer H.pylori-
Infektion eher eine intestinale Metaplasie vom kompletten Typ vorliegt.[95] Bei inkompletter
intestinaler Metaplasie zeigt sich eine stirkere Expression von Cdx2 als bei kompletter
intestinaler Metaplasie, so dass hier eine Korrelation wahrscheinlicher ist.[118]

Aufgrund der klar belegten Zusammenhinge einer Cdx-Induktion im Rahmen der epithelialen
Transdifferenzierung zu intestinaler Metaplasie im oberen Gastrointestinaltrakt (siche
Abschnitt 4.3) spricht der Nachweis einer positiven Korrelation der Expression von sowohl
Cdx1 als auch Cdx2 mit dem Grad der intestinalen Metaplasie gegen einen grundsitzlichen
»sampling error” bei der Biopsieentnahme. Vor diesem wird wegen des fokalen Auftretens
der intestinalen Metaplasie hdufig gewarnt. Generell wurde im vorliegenden Kollektiv die
Priavalenz von intestinaler Metaplasie hochstwahrscheinlich nicht wesentlich unterschétzt, da
grundsitzlich mehrere Biopsien (mindestens zwei) fiir die histologischen Untersuchungen und
mindestens eine weitere fiir die Expressionsanalyse entnommen worden waren. Dies schlief3t
allerdings vereinzelte Fehler im Sinne eines ,,sampling errors® nicht aus. Dass derartige
Probleme auftreten, zeigt sich in der IHC-Analyse des Patientenkollektivs B. Hier konnten
wir bei zwei von 203 Proben (1,0%) in der immunhistochemischen Firbung intestinale
Metaplasie mit Cdx2-Expression nachweisen, bei denen in der nativen histologischen
Bewertung keine intestinale Metaplasie dokumentiert worden war. Umgekehrt zeigten zwolf
von 203 Proben (5,9%) in der histologischen Evaluierung eine intestinale Metaplasie, nicht
jedoch in der immunhistochemischen Analyse. In der Gesamtbewertung dieser Problematik
konnen wir aber einen studienrelevanten FEinfluss dieser Fehlerquelle auf unseren

Untersuchungen ausschlie3en.

4.8 Cdx-Expression im Zusammenhang mit Entziindung

Eine Korrelation der Werte fiir die Entziindungsaktivitdt und der Entziindungschronizitit lief3

sich generell nur fiir Cdx2 nachweisen. Dies liegt daran, dass Cdx1 im inflammatorischen

Stadium noch nicht exprimiert wird, sondern erst spédter im Zusammenhang mit einer

intestinalen Metaplasie auftritt.[70, 102]

57



Bornschein Diskussion

Die Tatsache, dass sich trotz erhéhter Entziindungsaktivitdt im Antrum H.pylori-positiver
Patienten und trotz erhdhter Cdx2-Expression bei allen Gruppen nur beim gemeinsamen
Vorliegen von sowohl einer H.pylori-Infektion als auch einer GERD eine Korrelation beider
Parameter (Entziindungsaktivitdit und Cdx2-Expression) nachweisen lie3, weist deutlich auf
eine Interaktion der Infektion und der Refluxerkrankung hin. Unterstiitzt wird dies durch die
Untersuchungsergebnisse an der Kardia, wo eine Korrelation des Cdx2-Transkriptgehalts mit
der Entziindungsaktivitit dokumentiert wurde. Allerdings war hier die Gruppe
H.pylori(+)/GERD(+) auch die einzige, bei der sich eine Erhohung der Cdx2-Expression
zeigte. Dies unterstreicht die pathogene Potenz, die eine H.pylori-Infektion und GERD in
Kombination entwickeln.

Die Chronizitdt einer vorhandenen Entziindung korrelierte dagegen nur im Antrum von
H.pylori-positiven Patienten mit der Cdx2-Genexpression. Der Einfluss durch eine GERD
scheint im Zusammenhang mit der Entziindungschronizitit wesentlich geringer ausgeprigt zu
sein. Allerdings ist auch bei dieser Analyse der Zusammenhang zwischen Entziindung und
Cdx2-Expression deutlich ausgeprigter bei Patienten der Gruppe H.pylori(+)/GERD(+) im
Vergleich zu Patienten der Gruppe H.pylori(+)/GERD(-).

Im Bereich des Korpus zeigt sich eine inverse Korrelation der Entziindungswerte mit der
Expression von Cdx2 bei Patienten der Gruppe H.pylori(+)/GERD(-). Dies konnte daran
liegen, dass eine Helicobacter-Infektion in diesem Bereich aufgrund der unterschiedlichen
mukosalen Architektur im Vergleich zum Antrum und der Kardia zunéchst zu atrophischen
Prozessen fiihrt und die Transdifferenzierung zu einer intestinalen Metaplasie erst spiter

initiiert wird.

4.9 Erkenntnisse

Wir konnten demonstrieren, dass sowohl bei Patienten mit H.pylori-Infektion als auch bei
solchen mit Refluxerkrankung eine erhohte Genexpression von Cdx2 vorliegt, wihrend die
Cdx1-Expression weitestgehend unverdndert bleibt. Die nachgewiesenen Transkriptmengen
von Cdx2 korrelierten dabei mit dem Ausmal einer vorhandenen intestinalen Metaplasie.
Immunhistochemisch konnten wir das CDX2-Protein auch in entziindlich verdnderten
Schleimhautabschnitten ohne Metaplasie nachweisen.

Bei H.pylori-positiven Patienten zeigte sich an allen untersuchten Lokalisationen eine

deutliche Entziindung der Magenschleimhaut, wobei wir teilweise einen Zusammenhang
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zwischen dem Grad der Entziindung und der Expression von Cdx2 dokumentieren konnten.
Die erhohte Cdx2-Expression bei Patienten mit GERD war nicht mit einer mukosalen
Entziindung assoziiert.

Weiterhin konnten wir deutlich erhohte Transkriptmengen im Antrum von Patienten mit
abnormem Reflux nachweisen, welche wahrscheinlich auf den pathogenen Einfluss von
duodenogastralem Reflux zuriickzufiihren sind.

Bei gemeinsamem Vorliegen einer H.pylori-Infektion und einer GERD erhoht sich das

pathogene Potential beider &tiologischer Faktoren.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Dissertation wurde der Einfluss einer Infektion mit H.pylori sowie der
gastroosophagealen Refluxerkrankung auf die Genexpression von Cdx1l und Cdx2 in der
Magenschleimhaut untersucht. Dies sind Transkriptionsfaktoren, die malBgeblich an der
Transdifferenzierung gastraler Mukosa in eine intestinale Metaplasie beteiligt sind, welche als
primaligne Léasion bei der Entstehung von Adenokarzinomen des Magens und des
gastrodsophagealen Ubergangs gilt.

Die Studie umfasste 96 Patienten mit dyspeptischen Beschwerden, welche nach dem
Vorhandensein einer H.pylori-Infektion oder dem Vorliegen einer gastroosophagealen
Refluxerkrankung in Subgruppen unterteilt wurden. Nach der Extraktion und Aufarbeitung
der RNA-Fraktion aus mukosalen Biopsien erfolgte die Bestimmung der Cdx1- und Cdx2-
Transkriptgehalte mittels quantitativer RT-PCR. Darliber hinaus wurden die Proben
hinsichtlich des Entziindungsgrades und dem Vorliegen einer intestinalen Metaplasie
histopathologisch charakterisiert. Des Weiteren wurden immunhistochemische Firbungen
zum Nachweis des CDX2-Proteins in einem zweiten Studienkollektiv durchgefiihrt.

Die RT-PCR-Analyse zeigte, dass die Cdx-1 und Cdx-2 Transkripte in der Mehrzahl der
untersuchten Proben (48,1-96,3%) nachweisbar waren, wobei Cdx1 signifikant geringer
exprimiert war als Cdx2. Die Genexpression von Cdx2 konnte auch in entziindlichen
Schleimhautarealen ohne metaplastische Verdnderungen nachgewiesen werden, was seine
Bedeutung als einen initialen Faktor in der Pathogenese von intestinaler Metaplasie
unterstreicht.

Des Weiteren konnte fiir die H.pylori-Infektion eine Korrelation zwischen dem Ausmal} der
Entziindung und der Cdx2-Genexpression gezeigt werden, was fiir Cdx1 nicht der Fall war.
Die Genexpression beider Faktoren zeigte eine positive Korrelation mit dem Grad einer
eventuell vorhandenen intestinalen Metaplasie, insbesondere bei Patienten mit ausgeprigter
Refluxerkrankung.

Erstmals konnte eine erhohte Cdx2-Genexpression im Antrum von Patienten mit einer
Refluxerkrankung nachgewiesen werden, was eine Bedeutung des duodenogastralen Refluxes
in dieser Region vermuten ldsst. Im Bereich der Kardia waren keine eindeutigen
Auswirkungen eines pathologischen Refluxes beziiglich der Entzindung und der
Genexpression von Cdxl und Cdx2 nachweisbar. Dies unterstreicht die These, dass der
abnorme gastrodsophageale Reflux eher im distalen Osophagus als im proximalen Magen

eine pathophysiologische Rolle spielt.
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Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass die Genexpression von Cdx1 und Cdx2 bei der
H.pylori-Infektion mit der Entziindung der gastralen Mukosa assoziiert ist, wahrend dies bei
einer GERD nicht der Fall ist. Bei letzterer Erkrankung kann es ohne wesentliche
entziindliche Verdnderungen bereits zur Entstehung einer intestinalen Metaplasie kommen.
Am gastrodsophagealen Ubergang existieren demnach zwei unterschiedliche Entititen von
intestinaler Metaplasie, die H.pylori- und die durch abnormen Reflux induzierte Metaplasie.
Dabei kommt es zwischen beiden dtiologischen Faktoren (H.pylori und abnormem Reflux) zu
einer wechselseitigen Beeinflussung, so dass es bei gemeinsamen Vorkommen beider zu einer
additiven Verstarkung des pathogenen Potentials beziliglich mukosaler Verdnderungen am
gastrodsophagealen Ubergang kommit.

Die in dieser Dissertation dargestellten Ergebnisse unterstreichen die These einer
unterschiedlichen Pathogenese von gastraler intestinaler Metaplasie und sind wegweisend fiir
zukiinftige Studien zu den pathologischen Mechanismen, wie zum Beispiel dem Einfluss des
duodenogastralen Reflux, welche zu Entziindung und zu der Entstehung von intestinaler

Metaplasie im proximalen Magen beziehungsweise am 6sophagogastralen Ubergang fiihren.
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7 Anhang

Anhang 1: Basenfolge des Cdx1- und Cdx2-Transkripts

Dargestellt ist die jeweilige Basenfolge des Transkriptionsproduktes des Cdx1-Gens (a) und
des Cdx2-Gens (2). Die einzelnen Codons sind farblich abgesetzt. Nicht-translatierte Bereiche
sind gelb unterlegt. Die Exons 1 und drei sind jeweils in schwarzen Buchstaben, Exon 2 in

blauen dargestellt. Die mittels RT-PCR in dieser Studie vervielfdltigten Abschnitte sind

Anhang

unterstrichen, die spezifischen Primer-Sequenzen fett gedruckt und grau unterlegt. (Quelle:

www.ensemble.org)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

Cdx1

ATGTATGTGGGCTATGTGCTGGACAAGGATTCGCCCGTGTACCCCGGCCCAGCCAGGCCA
GCCAGCCTCGGCCTGGGCCCGCAAGCCTACGGCCCCCCGGLCceeaLeeceaaeaeeeeea
CAGTACCCCGACTTCTCCAGCTACTCTCACGTGGAGCCGGCCCCCGCGCCCCCGALCGGLL
TGGGGGGCGCCCTTCCCTGCGCCCAAGGACGACTGGGCCGCCGCCTACGGLCCGGGLeCe
GCGGCCCCTGCCGCCAGCCCAGCTTCGCTGGCATTCGGGCCCCCTCCAGACTTTAGCCCG
GTGCCGGCGCCCCCTGGGCCCGGCCCGGGCCTCCTGGCGCAGCCCCTCGGGGGCCCGGGL
ACACCGTCCTCGCCCGGAGCGCAGAGGCCGACGCCCTACGAGTGGATGCGGCGCAGCGTG
GCGGCCGGAGGCGGCGGTGGCAGCGGTAAGACTCGGACCAAGGACAAGTACCGCGTGGTC
TACACCGACCACCAACGCCTGGAGCTGGAGAAGGAGTTTCATTACAGCCGTTACATCACA
ATCCGGCGGAAATCAGAGCTGGCTGCCAATCTGGGGCTCACTGAACGGCAGGTGAAGATC
TGGTTCCAAAACCGGCGGGCAAAGGAGCGCAAAGTGAACAAGAAGAAACAGCAGCAGCAA
CAGCCCCCACAGCCGCCGATGGCCCACGACATCACGGCCACCCCAGCCGGGCCATCCCTG
GGGGGCCTGTGTCCCAGCAACACCAGCCTCCTGGCCACCTCCTCTCCAATGCCTGTGAAA
GAGGAGTTTCTGCCATAGCCCCATGCCCAGCCTGTGCGCCGGGGGACCTGGGGACTCGGG
TGCTGGGAGTGTGGCTCCTGTGGGCCCAGGAGGTCTGGTCCGAGTCTCAGCCCTGACCTT
CTGGGACATGGTGGACAGTCACCTATCCACCCTCTGCATCCCCTTGGCCCATCTGTGCAG
TAAGCCTGTTGGATAAAGACCTTCCAGCTCCTGTGTTCTAGACCTCTGGGGGATAAGGGA
GTCCAGGGTGGATGATCTCAATCTCCCGTGGGCATCTCAAGCCCCAAATGGTTGGGGGAG
GGGCCTAGACAAGGCTCCAGGCCCCACCTCCTCCTCCATACGTTCAGAGGTGCAGCTGGA
GGCTGCTGTGGGGACCACACTGATCCTGGAGAAAAGGGATGGAGCTGAAAAAGATGGAAT
GCTTGCAGAGCATGACCTGAGGAGGGAGGAACGTGGTCAACTCACACCTGCCTCTTCCTG
CAGCCTCACTTCTACCTGCCCCCATCATAAGGGCACTGAGCCCTTCCCAGGCTGGATACT
AAGCACAAAGCCCATAGCACTGGGCTCTGATGGCTGCTCCACTGGGTTACAGAATCACAG
CCCTCATGATCATTCTCAGTGAGGGCTCTGGATTGAGAGGGAGGCCCTGGGAGGAGAGAA
GGGGGCAGAGTCTTCCCTACCAGGTTTCTACACCCCCGCCAGGCTGCCCATCAGGGCCCA
GGGAGCCCCCAGAGGACTTTATTCGGACCAAGCAGAGCTCACA
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b)

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

Cdx2

GGGACCGCCTCGGAGGCAGAAGAGCCGCGAGGAGCCAGCGGAGCACCGCGGGCTGGGGLG
CAGCCACCCGCCGCTCCTCGAGTCCCCTCGCCCCTTTCCCTTCGTGCCCCCCGGCAGCCT
CCAGCGTCGGTCCCCAGGCAGCATGGTGAGGTCTGCTCCCGGACCCTCGCCACCATGTAC
GTGAGCTACCTCCTGGACAAGGACGTGAGCATGTACCCTAGCTCCGTGCGCCACTCTGGC
GGCCTCAACCTGGCGCCGCAGAACTTCGTCAGCCCCCCGCAGTACCCGGACTACGGCGGT
TACCACGTGGCGGCCGCAGCTGCAGCGGCAGCGAACTTGGACAGCGCGCAGTCCCCGGGG
CCATCCTGGCCGGCAGCGTATGGCGCCCCACTCCGGGAGGACTGGAATGGCTACGCGCCC
GGAGGCGCCGCGGCCGCCGCCAACGCCGTGGCTCACGGCCTCAACGGTGGCTCCCCGGLC
GCAGCCATGGGCTACAGCAGCCCCGCAGACTACCATCCGCACCACCACCCGCATCACCAC
CCGCACCACCCGGCCGCCGCGCCTTCCTGCGCTTCTGGGCTGCTGCAAACGCTCAACCCC
GGCCCTCCTGGGCCCGCCGCCACCGCTGCCGCCGAGCAGCTGTCTCCCGGCGGLCCAGCGG
CGGAACCTGTGCGAGTGGATGCGGAAGCCGGCGCAGCAGTCCCTCGGCAGCCAAGTGAAA
ACCAGGACGAAAGACAAATATCGAGTGGTGTACACGGACCACCAGCGGCTGGAGCTGGAG
AAGGAGTTTCACTACAGTCGCTACATCACCATCCGGAGGAAAGCCGAGCTAGCCGCCACG
CTGGGGCTCTCTGAGAGGCAGGTTAAAATCTGGTTTCAGAACCGCAGAGCAAAGGAGAGG
AAAATCAACAAGAAGAAGTTGCAGCAGCAACAGCAGCAGCAGCCACCACAGCCGCCTCCG
CCGCCACCACAGCCTCCCCAGCCTCAGCCAGGTCCTCTGAGAAGTGTCCCAGAGCCCTTG
AGTCCGGTGTCTTCCCTGCAAGCCTCAGTGCCTGGCTCTGTCCCTGGGGTTCTGGGGCCA
ACTGGGGGGGTGCTAAACCCCACCGTCACCCAGTGACCCACCGGGTTCTGCAGCGGCAGA
GCAATTCCAGGCTGAGCCATGAGGAGCGTGGACTCTGCTAGACTCCTCAGGAGAGACCCC
TCCCCTCCCACCCACAGCCATAGACCTACAGACCTGGCTCTCAGAGGAAAAATGGGAGCC
AGGAGTAAGACAAGTGGGATTTGGGGCCTCAAGAAATATACTCTCCCAGATTTTTACTTT
TTCCCATCTGGCTTTTTCTGCCACTGAGGAGACAGAAAGCCTCCGCTGGGCTTCATTCCG
GACTGGCAGAAGCATTGCCTGGACTGACCACACCAACCAGGCCTTCATCCTCCTCCCCAG
CTCTTCTCTTCCTAGATCTGCAGGCTGCACCTCTGGCTAGAGCCGAGGGGAGAGAGGGAC
TCAAGGGAAAGGCAAGCTTGAGGCCAAGATGGCTGCTGCCTGCTCATGGCCCTCGGAGGT
CCAGCTGGGCCTCCTGCCTCCGGGCAGGCAAGGTTTACACTGCGGAAGCCAAAGGCAGCT
AAGATAGAAAGCTGGACTGACCAAAGACTGCAGAACCCCCAGGTGGCCTGCGTCTTTTTT
CTCTTCCCTTCCCAGACCAGGAAAGGCTTGGCTGGTGTATGCACAGGGTGTGGTATGAGG
GGGTGGTTATTGGACTCCAGGCCTGACCAGGGGGCCCGAACAGGGACTTGTTTAGAGAGC
CTGTCACCAGAGCTTCTCTGGGCTGAATGTATGTCAGTGCTATAAATGCCAGAGCCAACC
TGGACTTCCTGTCATTTTCACAATCTTGGGGCTGATGAAGAAGGGGGTGGGGGGAGTTTG
TGTTGTTGTTGCTGCTGTTTGGGTTGTTGGTCTGTGTAACATCCAAGCCAGAGTTTTTAA
AGCCTTCTGGATCCATGGGGGGAGAAGTGATATGGTGAAGGGAAGTGGGGAGTATTTGAA
CACAGTTGAATTTTTTCTAAAAAGAAAAAGAGATAAATGAGCTTTCCAGATTTCA

Anhang
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Anhang 2: Immunhistochemische Firbung des CDX2-Proteins
Abgebildet sind exemplarisch Proben mit positivem immunhistochemischen Nachweis des

CDX2-Proteins im Epithel, jeweils in 10-facher (links) und 40-facher (rechts) VergroBerung.
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d) Intestinale Metaplasie im Antrum eines H.pylori-positiven Patienten

f) Antrum-Gastritis ohne intestinale Metaplasie eines H.pylori-positiven Patienten
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g) Antrum-Gastritis ohne intestinale Metaplasie eines H.pylori-positiven Patienten
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i) Korpus-Gastritis ohne intestinale Metaplasie eines H.pylori-positiven Patienten
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