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Kurzreferat

Fragestellung dieser Arbeit war, ob die eukaryotischen Initiationsfaktoren (elFs) eine Rolle in
der Karzinogenese des Barrett-Adenokarzinoms und der vorherigen Entzindungsstadien
spielen. Hierfir wurde die Forschungsarbeit unterteilt in immunhistochemische und
zellkulturelle Experimente. Ausgewahlt wurden flr die in vitro-Experimente 7 eukaryotische
Initiationsfaktoren und auf ihre Expression anhand von Western Blot-Analysen in
Osophagealen Zelllinien verschiedener Erkrankungsstadien der Metaplasie-Dysplasie-
Karzinom-Sequenz und zu verschiedenen zeitlichen Checkpoints untersucht. Im in Vivo-Teil
wurden immunhistochemische Farbungen an ésophagealen Gewebeschnitten vorgenommen
und anhand der Anfarbeintensitat (Grade) und Anfarbarkeit (Score) beurteilt. Die Ergebnisse
wurden anschliefend anhand von ANOVA-Analysen mit Bonferroni-Post-Hoc-Test
ausgewertet. Es zeigten sich sowohl in den immunhistochemischen als auch den
zellexperimentellen Untersuchungen Hinweise flr eine veranderte Expression der
eukaryotischen Initiationsfaktoren im Karzinom in Vergleich zu den entzindlich veranderten
Vorstufen, was flr eine Beeinflussung der Karzinogenese durch die untersuchten elFs
sprechen kdnnte.

Schliisselworter

Eukaryotische Initiationsfaktoren, Barrett-Adenokarzinom, gastrodsophageale
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2 Einleitung

2.1 Zur Epidemiologie des Barrett-Adenokarzinoms

Die gastrodsophageale Refluxkrankheit ist eine Erkrankung des Gastrointestinaltraktes mit
zunehmender Inzidenz in der westlichen Hemisphare (45; 82) und einer Pravalenz von bis zu
15% mit auftretenden Symptomen wie Sodbrennen, saurer Regurgitation, Dysphagie oder
Odynophagie(45). Zu den Risikofaktoren fiir das Entstehen eines Barrett-Osophagus zahlen
Ubergewicht, Tabakkonsum, mannliches Geschlecht sowie die gastroésophageale
Refluxkrankheit (GERD) (75). Das typische Symptom des Sodbrennens, welches im Rahmen
der GERD auftritt, zeigt sich bei 10 bis 30% der Patienten laut diverser Studien (77). Die
Angaben speziell zur Pravalenz des Barrett-Osophagus schwanken zwischen 1,6% bis 6,8%

in der westlichen Gesellschaft (52).

Die Refluxdsophagitis ist hierbei eine bezeichnete Unterform der GERD (17), welche aufgrund
von histologischen und endoskopischen Diagnosen gesichert wird. Pathophysiologisch basiert
die Erkrankung auf der vermehrten Exposition der Speiserdhre gegenliber saurem

Mageninhalt und Gallensalzen und -sauren (26).

Das Ubertreten der Magensaure in den Osophagus kann verschiedene Ursachen haben:

1. Unzureichende Magenentleerung
2. mechanische Insuffizienz des unteren Osophagussphinkters
3. unzureichende 6sophageale Clearance des Refluats

Der untere Osophagussphinkter (UOS) fungiert als entscheidende Barriere gegen den Reflux
aus dem Magen. Beim Gesunden folgt auf die Relaxation des UOS eine peristaltische
Kontraktion der Speiserohre, was das Ricklaufen der Magensaure verhindert. Bei Patienten
mit GERD ist der UOS insuffizient und daher ein wichtiger pathogener Faktor der
Refluxerkrankung. Ursachen fur die unzureichende SchlieRung des Sphinkters kdnnen ein zu
niedriger Ruhedruck, eine zu kurze Gesamtldnge des UOS oder eine zu geringe,
intraabdominale Lange sein (88). Ein bis zwei dieser Funktionsstorungen konnen bei
funktionierender Osophagusperistaltik kompensiert werden. Tritt jedoch eine Kombination aus
allen drei Pathophysiologien auf, kommt es zum pathologischen Reflux in der
gastrodsophagealen Ubergangszone. Eine Insuffizienz der Clearence der Speiserhre fihrt
selbst bei physiologischem Reflux und funktionierendem UOS zu einer abnormen
Saureexposition der Schleimhaut. Entscheidend fiir die Clearance sind Speichelfluss,
muskulare Peristaltik des tubuldren Osophagus, die Verankerung des distalen Osophagus im
Abdomen (pathologisch ware hier die sog. Hiatushernie, eine Verlagerung des Osophagus in

den Thoraxraum) und die Schwerkraft (33).
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Gelistet als Komplikationen bei Patienten mit gastrodsophagealen Reflux sind peptische

Stenosen, erosive Osophagitis und der Barrett-Osophagus (45).

2.2 Entziindungs- und Karzinogenese im Barrett-Osophagus

Der Barrett-Osophagus, benannt nach dem britischen Chirurgen Norman Rupert Barrett, der
1957 das Krankheitsbild als Erster beschrieb, ist eine Komplikation der GERD und stellt sich
als chronisch - entziindliche Veranderung des distalen Osophagus, die auf Grundlage der
Refluxerkrankung entsteht, dar. Durch den chronischen Reflux von Magensaure kommt es im
gastrodsophagealen Ubergang zur histologisch fassbaren und klassifizierbaren
Schleimhautveranderung des hier auskleidenden Plattenepithels (38) und zur Ausbildung von
Ulzerationen. Die metaplastische Umwandlung von mehrreihigem unverhorntem
Plattenepithel zu spezialisiertem, hochprismatischem Zylinderepithel mit Becherzellen wird als

Barrett-Mukosa bezeichnet.

Eine der schwerwiegenderen Komplikationen des Barrett-Osophagus, die Adenokarzinome im
gastrodsophagealen Ubergang, entwickeln sich haufig aufgrund eben dieser neoplastischen,
intestinalisierten Mukosa (27). Die Ursache der intestinalen Metaplasie ist eine Fehlregulation
bei der Regeneration der Schleimhaut nach erosiver Speiserdhrenentziindung. Wie bereits
tierexperimentell durch Gillen et al. 1988 nachgewiesen, sind Stammzellen in der
Osophagusmukosa im Stande, nach chronischem Einfluss einer Noxe zylinderzellige
Schleimhaut zu differenzieren (19). Das gegenlber der Saure- und Pepsinbelastung
widerstandsfahigere Zylinderepithel birgt allerdings das Risiko weiterer Entartungen, u.a. von
Dysplasien oder Adenokarzinomen. Die Schleimhautveranderung sollte jedoch nicht als
prakanzerdses Stadium per se angesehen werden (27). Bei Nachweis von gastralem Epithel
(nach Montreal-Klassifikation auch als Barrett mit Zusatz gastrointestinaler Metaplasie) sollte
allerdings innerhalb eines Jahres eine Kontroll-OGD erfolgen (45). Im Vergleich zu Patienten,
die GERD-typische Symptome flir weniger als ein Jahr aufweisen, ist das Risiko eines Barrett-
Osophagus bei einer Symptomdauer von 1 — 5 Jahren um das Dreifache erhéht, bei einer

Symptomdauer von 5 — 10 Jahren sogar um das 6,4-fache (45).

In den Industrienationen der westlichen Hemisphare schatzt man die Pravalenz der
gastro6sophagealen Refluxkrankheit auf bis zu 15%, ebenso zeigt sich eine steigende
Inzidenz (57). Durch die steigende Anzahl betroffener Patienten kommt es zur verstarkten
Nutzung von diagnostischen und therapeutischen MaRnahmen. Damit verbunden entstehen
vermehrte Kosten im Gesundheitswesen. Das klinische Spektrum der Refluxkrankheit hat sich
in den letzten Jahren signifikant erweitert und extrabsophageale Manifestationen werden

intensiv — wenn auch kontrovers — diskutiert (45).
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Die Therapie des Barrett-Osophagus entspricht derjenigen der Refluxkrankheit, jedoch fiihren
weder die intensive antisekretorische Therapie mit PPl noch Anti-Reflux-Chirurgie zu einer
Regression des Barrett-Epithels. Therapeutisch wird ein normalisierter Reflux und ein
physiologisches  pH-Profil  angestrebt, um eine  weitere  Progression  der
Schleimhautveranderung zu verhindern. Eine direkte, nicht-invasive Therapiemdglichkeit flr

das Barrett-Syndrom ist jedoch leider noch nicht vorhanden (83).

2.3 Aligemeine Entziindungspathologie und Karzinogenese

Definitionsgemal? ist eine Entziindung die Reaktion des Kdrpers auf Noxen, welche zu einer
Schadigung des Gewebes fuhren. Die Funktionen der Entziindung sind zunachst die
Beseitigung der Noxe und anschlieBend die Wiederherstellung des urspringlichen

Gewebezustandes Uber zellulare als auch humorale Mechanismen.

Zu den Auslosern der Entziindungsreaktion zéhlen mikrobielle Erreger (Bakterien, Viren oder
Pilze), chemische Substanzen (Sauren, Laugen), mechanische Beanspruchung sowie

korpereigene Immunreaktionen.

Entziindungsmediatoren werden durch diese Noxen freigesetzt, woraufhin kaskadenartig
zellulare und vaskulare Mechanismen ablaufen. Nach Ablauf einer Entzindung kommt es
entweder zum restitutio ad integrum (Heilung des Gewebes) oder zur Narbenbildung,

insbesondere nach schwererer Gewebsschadigung.

Zum Beginn einer Entzindungsreaktion schatten Makrophagen, Monozyten und T-
Lymphozyten Chemokine aus. Diese Botenstoffe sind zustandig fur die Migration der
Leukozyten zum Ort der Entziindung und zur Einwanderung der Lymphozyten in sekundare
lymphatische Gewebe (60). Neben diversen Chemokinfamilien (CXC oder CC) gibt es weitere
Proteine mit chemotaktischen Eigenschaften. Beispiele hierfir sind die Komplementfaktoren
C3a, C4a und C5a) (54).

Weitere Entziindungsmediatoren sind Interferone, welche in zwei Gruppen unterteilt sind:
Typ | — Interferone mit vorwiegend antiviraler Wirkung und Typ Il — Interferone als Mediatoren
der allgemeinen Entziindungsreaktion. Interferon-y, zahlend zur Typ lI-Familie, stimuliert und
aktiviert die Zielzellen wahrend einer Entzindung und verschiebt die CD4+-Zell-
Differenzierung zugunsten proinflammatorischer TH1-Zellen (40). Unmittelbar verbunden mit
der Ausschuttung der proinflammatorischen Zytokine (IL-1, IL-6 und TNF-a), ist die Abgabe
ihrer direkten Gegenspieler, der anti-inflammatorischen Zytokine (14). Dadurch kommt es im
gesunden Gewebe zur Selbstlimitation einer Entziindung. Bei chronischen Entziindungen liegt
jedoch eine Fehlregulation der Zytokine vor, was zur Persistenz der Entzlindung fuhrt. Damit
entfallt der protektive Effekt der Entzindung und es kommt stattdessen zur Schadigung des

Gewebes. Wie bereits durch weitreichende Studien aufgezeigt, besteht eine direkte

9
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Korrelation zwischen chronischen Entziindungen und Karzinomen (14). Dies zeigt sich bei
typischen Beispielen, wie dem kolorektalen Karzinom bei chronisch entzlindlichen
Darmerkrankungen, dem hepatozelluldaren Karzinom bei chronischer Hepatitis oder bei
Karzinomen des gastrodsophagealen Ubergangs beim Barrett-Syndrom. Durch Mutation von
Protoonkogene zu Onkogenen, zum Beispiel die intrazellularen Proteine der RAS-Familie, wird
ein inflammatorisches Mikromilieu geschaffen, was einerseits zur Initiation des Tumors fihrt,
andererseits auch fur die Promotion und Progression, als auch die Metastasierung ideale
Bedingungen schafft. Es wird vermutet, dass Tumorzellen die gleichen Adhasionsmolekile
und Rezeptoren zur Migration nutzen, wie Leukozyten, was eine Metastasierung begtinstigen
kann (14).

Makrophagen, Zellen der granulozytaren Entwicklungsreihe und Lymphozyten setzen
Wachstums- und anti-apoptotische Faktoren, u.a. IL-4 und GM-CSF, sowie Zytokine,
beispielhaft TNF-a, frei, welche eine Angio- und Lymphangiogenese (59) und die Zellzyklus-

Progression verursachen und somit prakanzerdse Stadien der Zellen beglnstigen.

Der pro-karzinogene Effekt wird bei wiederholter Schadigung und damit verbundener
Entziindung verstarkt, beispielhaft hierfir wieder das Barrett-Adenokarzinom in Verbindung
mit GERD (14; 42).

10
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24 Die Rolle der Eukaryotischen Initiationsfaktoren in der Entziindung und
Karzinogenese

In einigen Landern haben sich die Uberlebensraten bei Erkrankten mit Barrett-Adenokarzinom

in den letzten Jahren verbessert, was auf eine frilhe endoskopische Behandlung

zuriickzufiihren ist, die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt allerdings in den meisten westlichen

Populationen immer noch unter 10 % (73).

elFs sind Proteine, die an der Initiationsphase der eukaryotischen Translation und der
Regulierung der Proteinsynthese beteiligt sind. Dreizehn Initiationsfaktoren sind derzeit
bekannt und jedes von ihnen hat unterschiedliche Funktionen, u.a. die Bindung an die 40S-
Untereinheit des Ribosoms, wodurch die ribosomale Rekrutierung vermittelt wird (67) oder sie
sind fur die Bildung und Stabilisierung des funktionellen Ribosoms um das Startcodon

zustandig.
Die Translation wird in drei Phasen unterteilt: Initiation, Translation und Elongation.

Zu Beginn der Initiation bendtigt die Zelle sowohl die ribosomalen Untereinheiten, die Initiator
- tRNA und mRNA. Die 40S-Untereinheit des Ribosoms dockt am 5°-Ende-Cap-Struktur an
der mRNA an und liest diese vom 5Ende zum 3'Ende bis zum Basentriplett AUG, den
Startcodon, ab. Den Komplex aus kleiner ribosomaler Untereinheit, der Initiator-tRNA und
ausgewahlten eukaryotischen Initiationsfaktoren, wie beispielsweise elF2, bezeichnet man als
Prainitiationskomplex. Nun bindet die mit Aminosaure beladene Initiator-Met-tRNA am
Startcodon (AUG) an die mRNA. Nach Bindung der gréReren ribosomalen Untereinheit (60S)

beginnt der eigentliche Translationsvorgang.

Das Ribosom liest mRNA-Strang ab und koppelt eine beladenen tRNA so, dass die
Basentripletts des Codons auf der mRNA mit dem Anticodon der tRNA korrespondieren und
sich zusammenlagern kénnen. Nun setzt sich eine zweite, mit Aminosaure beladene tRNA,
deren Codon zum folgenden Anti- Codon passt, neben der ersten tRNA an die mRNA.
Zwischen den Aminosauren werden Peptidbindungen verknlpft und Initiator-tRNA verlasst
ohne Aminosaure das Ribosom. Im Folgenden lagern sich nun weitere beladene,
korrespondierende tRNA an, deren Aminosauren wieder Uber Peptidbindung mit der
vorherigen Aminosaure verknupft werden. So verlangert sich die Kette Stuck fur Stuck. Das
Ribosom wandert auf der mRNA je Basentriplett einen Schritt weiter, solange bis das
Leseraster auf das Stopcodon (z.B. UGA) trifft, an welches keine der vorliegenden tRNA-

Molekularten binden kann.

11
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Abbildung 1: Die Rolle der elFs in der Protein Translation. elF1, elF3 und GTP-gebundenes elF2 docken an
40s Untereinheit des Ribosomen zur Bildung eines ternaren Komplex (TC). elF2-GDP liegt als inaktive Form vor,
nach Austausch mit GTP und Bindung der met-tRNA kommt es zur Aktivierung. An den TC bindet der elF4F-
Komplex, bestehend aus elF4A, p-elF4E, elF4G und elF4H. Nachdem alle elFs an die kleine ribosomale
Untereinheit gebunden sind, bildet sich die 48s — Untereinheit, an diese fugt sich elF5. elF6 liegt gebunden an die
60s-Untereinheit vor, um eine zu friihe Bindung der beiden Untereinheiten zu verhindern. Nach Ablésen aller
gebundenen elFs Docken die ribosomalen Untereinheiten aneinander an und bilden eine Funktionseinheit. Quelle:
Eigene Darstellung
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241 elF1

elF1 interagiert mit der eukaryotischen kleinen (40S) ribosomalen Untereinheit und elF3
(Abbildung 1) und ist Bestandteil des 43S-Vorinitiationskomplexes (PIC). elF1 und elF1A
binden kooperativ an die 40S-Untereinheit, um eine "offene" Konformation des PIC wahrend

der Initiierung der eukaryotischen Translation zu stabilisieren (29).

In allen eukaryotischen Zellen beginnt die Initierung der mRNA-Translation jedoch mit dem
Scannen Uber ribosomale 43S-Vorinitiationskomplexe ab dem 5'-Ende der mRNA. Als
nachstes ist eine Induktion dber elF1 und elF1A erforderlich (81), um die Konformation der
40S-Untereinheit zu offenbaren, um die DEAD-Box-RNA-Helikase elF4A, ihren Cofaktor
elF4B und die elF4G-Aktivitat zu induzieren.

Des weiteren stellt elF1 die Genauigkeit der Startcodon-Auswahl sicher (61). Es bindet
zusammen mit elF1A an den 40S-Untereinheit-mRNA-Komplex (Abbildung 1), was zu einer
offenen Struktur des mMRNA-Bindungskanals fuhrt, der fur die Startcodon-Identifizierung, den
tRNA-Transport und das mMRNA-Scanning entscheidend ist (66).

Die Deregulierung der Proteinsynthese, auch im Zusammenhang mit elFs, hat bei
verschiedenen Karzinomen in den letzten Jahren wachsende Aufmerksamkeit erweckt (82). In
diversen Malignomen zeigte sich eine gesteigerte oder verminderte Expression von
eukaryotischen Initiationsfaktoren (1). elFs scheinen daher ein wichtiger Kontrolimechanismus

wahrend der Translation zu sein.
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24.2 elF2a
Der eukaryotische Initiationsfaktor 2 (elF2) reguliert die Initiation der Proteintranslation, indem
er an Met-tRNA und das 40S-Ribosom bindet, um den Pra-Initiationskomplex zu bilden (3).

elF2a ist hierbei lediglich eine der 3 Untereinheiten von elF2.

Gallensauren sind Bestandteile des Magen- und Zwdlffingerdarm-Reflux und sind eine der
Ursachen der Osophagitis (55), die genaueren Mechanismen sind jedoch nach wie vor
unbekannt. Nachweislich beeinflusst eine Untergruppe von physiologischen Gallensauren den
Protein-Sekretionsweg, indem durch Anhaufung fehlgefalteter Proteine ER-Stress induziert
wird, die Unfolded Protein Response (UPR) aktiviert und der Zerfall des Golgi-Apparats in

Osophaguszellen verursacht wird (78).

Sobald der ER-Stress gelindert ist, wird elF2a dephosphoryliert und die Proteintranslation
fortgesetzt. Salubrinal, ein Inhibitor der elF2a-Dephosphorylierung (7), halt diese Blockade in

der Proteintranslation aufrecht.

Es konnte keine Wirkung auf die Struktur des Golgi-Apparates nachgewiesen werden, wenn
die Epithelzellen des Osophagus vorher mit Salubrinal behandelt wurden, es verringerte
jedoch die durch Gallensaure-induzierte Golgi-Fragmentierung. Diese Ergebnisse zeigen,
dass die Abschwachung der Dephosphorylierung von elF2a die Gallensauren-vermittelte

Fragmentierung des Golgi-Apparats inhibiert (7; 78).

24.3 elF3

Ein weiterer eukaryotischer Initiationsfaktor, der fir die meisten cap-abhangigen Translationen
essentiell (31) ist, ist elF3. Der grote eukaryotische Initiationsfaktor besteht aus 13
divergierenden Untereinheiten (a bis m) (10). Es bindet an die 40S-Untereinheit und andere
elFs (siehe Abb. 1), wie elF1 oder elF4g, und ist an fast allen Schritten der
Translationsinitiation beteiligt (46), u.a. der Dissoziation des Ribosoms oder der Inhibition der
Verbindung von 60S und 40S Untereinheiten(44). Wie elF6 hemmt elF3 die Akkumulation von

Untereinheiten, allerdings nur die der 60S - Untereinheit.

Des weiteren interagiert elF3 nachweislich mit elF4E und S6K1 und stellt damit einen
Bestandteil der mTOR-Kaskade dar (68). elF3 bildet eine Art Grundgerist mit mTOR und
S6K1 (32), welches Rapamycin- und Growth Factor — sensibel reagiert. Wahrend sich S6K1
hormonell beeinflusst vom Komplex 16st, kommt es zur Assoziation zwischen mTOR und elF3.
In Folge der Kaskade kommt es zur Phosphorylierung und damit Aktivierung von S6K1, sowie
zur  Phosphorylierung vom 40S Ribosom Protein S6 und elF4B (32).
Dies zeigt eine Interaktion zwischen mMTOR, S6K1 und elF3 (68; 86). Die
Aktivierung von mTOR fordert Zellteilung- und Wachstum sowie die Proteinsynthese, eine
Hyperaktivierung ist mit der Entstehung von Karzinomen assoziiert (28).
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Fir die Karzinogenese nachweislich relevante Untereinheiten sind elF3h und elF3c, welche
im Endometriumskarzinom Uberexprimiert oder signifikant reduziert exprimiert sind (80) und
p150, eine weitere Untereinheit, die auch in den Mamma-, Hals- und Kolonkarzinomen (30)
Uberexprimiert wird. Erhéhte Bildung von p150 wurde auch im Adenokarzinom der Speiseréhre

nachgewiesen (13).

244 elF4E

Alle eukaryotischen mRNAs sind durch die 7-Methyl-Guanosin-Five-Prime-Cap-Struktur
(m7GpppG'5) blockiert. Diese Struktur ist sowohl am Spleifen, RNA-Kerntransport, als auch
der Stabilisierung von RNA beteiligt (71). elF4E bindet an die m7GpppG'5-Struktur der mRNA
und lenkt das Ribosom an die Cap-Struktur (6). Fast alle zellularen mRNAs erfordern, dass
elF4E in Protein Ubersetzt und synthetisiert wird, was bedeutet, dass elF4E als einer der

SchlUsselfiguren der Proteinsynthese fungiert.

elF4E ist eng mit der Tumorbildung in der Weichteilregion des Gebarmutterhalses assoziiert
(62). Die Uberexpression von elF4E fiihrt zur onkologischen Transformation der beobachteten
Saugetierzellen. Eine der Aufgaben von elF4E ist die Synthese von VEGF und FGF, die fir

die Vaskulogenese und Angiogenese in Tumoren mitverantwortlich sind (93).

elF4E ist Bestandteil der Downstream-Kaskade des mTOR-Signalweges. Die Serin / Threonin-
Kinase mTOR, verantwortlich fir die Phosphorylierung verschiedener Signalproteine,
beeinflusst die Differenzierung, das Zellwachstum und die Zellproliferation. In der klinischen
Praxis und in vitro ist mTOR ein Ziel von Rapamycin, einem Arzneimittel aus der Gruppe der
Immunsuppressiva (37). Rapamycin fuhrt Uber Komplexbildung mit mTOR zur Cytokin-
vermittelten Hemmung zweier mTOR-Funktionen: Synthese des S6-Proteins und Bildung des
Komplexes aus Cyclin E und p34. Dadurch verhindert Rapamycin (37) die Proliferation von T-
Lymphozyten Gber mTOR und wirkt somit immunsuppressiv. Die Serin / Threonin-Kinase wirkt
stimulierend auf das Wachstum von Krebszellen. Wie in klinischen Studien gezeigt wurde,
zeigt Temsirolimus, ein anderer mTOR-Inhibitor, eine gute Wirksamkeit bei fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinomen. Eine durchschnittliche Uberlebenszeit von ca. 10,9 Monaten versus 7,3
Monate (35) konnte nachgewiesen werden. Eine weitere Rolle spielt der mTOR-Weg bei
gastrointestinalen Krebserkrankungen, beispielsweise dem Adenokarzinom des Osophagus
(49), die durch Ubergewicht begiinstigt werden und somit auch einen mdglichen

Ursprungspunkt in der Therapie darstellen (53).

In der Upstream-Kaskade von mTOR kommt es bei Uberexpression von AKT, elF4E und PI3K

Il zur vermehrten Bildung von Lymphknotenmetastasen (53).

Die mTOR-Kaskade und die damit verknlpften eukaryotischen Initiationsfaktoren beeinflussen

entziindliche Prozesse. Bei einer durch Sepsis verursachten Muskelatrophie ist die
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Proteinsynthese aufgrund der Hemmung von mTOR reduziert. Sepsis fuhrt zu einer
verminderten Phosphorylierung des Bindungsproteins fur elF4E (elF4E-BP), was wiederum
zu einer verstarkten Hemmung von elF4E und mTOR fuhrt (41). Die Hemmung von elF4E
fuhrt zu einer verminderten Proteinsynthese im sarkoplasmatischen Retikulum und verursacht

somit die durch Entziindung induzierte Muskelatrophie (4).

24.5 elF5

Neben der Rolle als GTPase aktivierendes Protein flr elF2, hat elF5 eine Scan-Funktion fir
Startcodons, aufgrund der selektiven AUG-Bindungsstelle (50). Des weiteren wirkt elF5
unterstitzend bei der Rekrutierung des Prainitiationskomplexes fur elF5B (48).
Damit hat elF5 Relevanz fir die Startcodon-Selektion und die Bindung der beiden ribosomalen
Untereinheiten.

In einer vorangegangene Studie wurde aufgezeigt, dass elF5 gemeinsam mit elF4E signifikant
Uberexprimiert war in Mamma-Karzinomen von mannlichen Patienten (36). Auch in
immunhistochemischen Farbungen von hepatozellularen Karzinomen stellte sich eine
verstarkte Anfarbung gegentber nicht-neoplastischen Gewebe dar (20). Aus diesem Grund

selektierten wir elF5 als potenziell relevantes Markerprotein fir das Barrett-Adenokarzinom.

24.6 elF6

Das elF6-Protein findet sich sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma und hat als wichtige
Funktion die Verhinderung des verfriihten Aneinanderlagern der Ribosomuntereinheiten und
ist Bestandteil der Biogenese der 60s-Untereinheit des Ribosomen (18). Aufgrund dessen
erklart sich, dass elF6 als Regulator fir die Proteintranslation fungiert und ein limitierender
Faktor der Proteinsynthese ist (9). Der Karzinogenese im Kopf-Hals-Bereich gehen meist
chronische Entziindungen mit koharenten histologischen Veranderungen im Sinne von Meta-
und Dysplasie voraus, die dem Barrett-Osophagus &hnlich sind (5). Die anfangliche
chronische Reizung fuhrt zu einer anhaltenden Entzindung und einer damit verbundenen
Veranderung des Epithels. elFs spielen eine Rolle in der Regulation von Entzindungen und
beeinflussen das Immunsystem. Die Expression von elF6 ist u.a. starker in Mastzellen, die
dann zunehmend Immunmediatoren, wie Histamin und IL-2, emittieren, was moéglicherweise
zu allergischen Reaktionen filhrt. Beispielhaft wurde dies in Lungenzellen von

Asthmapatienten nachgewiesen (65).

Zusammenfassend zeigt sich in Entzindungen und verschiedenen Krebsarten eine
gesteigerte oder verminderte Expression von eukaryotischen Initiationsfaktoren (1). elFs sind
ein wichtiger Kontrollmechanismus in der Translation, unser Wissen tUber die Expression und

Aktivitat von elFs in der Barrett-Karzinogenese ist jedoch aktuell noch begrenzt.
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1.5. Zielstellungen

Alles in Allem fehlen noch Daten zur Rolle der Hoch- oder Herunterregulation von elFs beim
Barrett-Osophagus, Metaplasie, Dysplasie oder Adenokarzinom. Die Studie konzentriert sich
auf 8 ausgewahlte elFs mit Fokus auf elF4E und elF3a, da diese wahrscheinlich eine
entscheidende Verbindung zwischen Entziindung und Tumoren darstellen. Anhand von
Western Blots wird die Expression der elFs in kommerziell erhaltlichen humanen Zelllinien aus
dem Barrett-Adenokarzinom (OE33), der Metastasen eines Lungenherdes (OACM5.1.C), der
gesunden immortalisierten humanen Zelllinie aus der Schleimhaut der Speiseréhre (HEEC)
und nicht-dysplastischer Metaplasie (CT-A) aus einem Osophagus mit Barrett-Erkrankung
untersucht. Die HEEC-Zellen dienen als Kontrollgruppe. Um zu Uberprifen, ob die elF eine
Relevanz fir humanes Gewebe haben, als Marker beispielsweise, wurde die
immunhistochemische Farbung der ausgewahlten elFs an insgesamt 25 Proben von Patienten
durchgefiihrt, die sich einer operativen Behandlung des Barrett-Osophagus an der Abteilung
Gastroenterologie der Otto-von-Guericke-Universitat Magdeburg zwischen 2003 und 2020
unterzogen haben. IHC-Farbungsexperimente fiir die ausgewahlten elFs ermdglichen es uns
zu bestimmen, welche der ausgewahlten Proteine im Barrett-Osophagus (Metaplasie,
Dysplasie und Karzinom) im humanen Gewebe dysreguliert sind. Die Auswertung der IHC-
gefarbten Proben liefert auch Daten (ber ihre Verteilung in Osophaguszellen. Die
Informationen, die durch die IHC erhalten werden, kénnen mit relevanten pathologischen und
klinischen Merkmalen wie Tumorgrade oder Gesamtuberleben korreliert werden. Die 5-
Jahres-Uberlebensrate bei Patienten mit Barrett-Adenokarzinom liegt bei weniger als 10%. Bei
palliativen MaBnahmen Uberschreitet die Uberlebenszeit selten mehr als ein halbes Jahr.
Deswegen ist es wichtig, den Ansatz zu udberprufen, ob mittels eukaryotischen
Initiationsfaktoren ein neuer Therapieansatz oder ein Screeningverfahren entwickelt werden

konnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Verwendete Zelllinien

Als gesunde Kontrolle fir die Zellkultur wurde die Zellreihe HEEC, die uns freundlicherweise
von der Arbeitsgruppe von PD Dr. Alexander Link, Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. fur
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie bereitgestellt wurde, verwendet.

Die Zelllinie OE33, auch bekannt als JROECL33, sowie die Zelllinie OACM5.1.C stammen aus
der ECACC General Cell Collection von Public Heath England. Die OE33-Zellen wurde aus
einem Adenokarzinom des unteren Osophagus bei einer 73-jahrigen Patientin mit Barrett-
Metaplasie gewonnen. Die OACM5.1.C Zellen stammen aus einer Lymphknoten-Metastase
eines primaren Barrett-Adenokarzinom des distalen Osophagus. Bei der CP-A Zelllinie, auch
KR-42421 (ATCC CRL-4027), handelt es sich um Zellen der 6sophagealen Schleimhaut mit

nicht-dysplastischer Metaplasie. Sie wurden tber LGC Standards GmbH erworben.

2.1.2. Untersuchungskollektiv zum Barrett-Osophagus
Bei den 25 ausgewahlten Barrett-Fallen handelt es sich um Patienten aus dem Kollektiv von
Herrn Prof. Roessner und Frau Dr. med. Isabell Walter (Der Barrett-Osophagus : eine
immunhistochemische Untersuchung zum Expressionsverhalten der Marker CDX-2, Mucin 2,
Mucin 5aC, Ki-67, Villin, Das-1 im Verlauf der Karzinogenese und Vergleich der intestinalen
Metaplasien von Osophagus und Kardia) bei denen im Zeitraum von 2005 bis 2013 eine mit
dem Barrett-Syndrom assoziierte Metaplasie, Dysplasie oder Tumorerkrankung des
Osophagus diagnostiziert wurde, davon 4 mit Zylinderzellmetaplasie, je 5 mit intestinaler
Metaplasie, low grade intraepitheliale Dysplasie oder high grade intraepitheliale Dysplasie und
6 Tumoranschnitte von Barrett-Karzinomen. Das Kollektiv stammte aus dem nicht selektierten
fortlaufenden Eingangsgut des Institutes fur Pathologie des Universitatsklinikums der Otto-
von-Guericke Universitat Magdeburg. Fir die Barrett-assoziierten Kollektive wurde eine
zugrundeliegende Entziindung anhand klinischer Angaben, vorrausgegangener bioptischer
Befunde und aktueller histomorphologischer Veranderungen sichergestellt. Das endoskopisch
gewonnene Material stammte aus dem Universitatsklinikum Magdeburg. Die Entnahme,
Asservierung und Verwendung von Gewebe flr unsere wissenschaftliche Studie wurde im
Rahmen der Studien von Frau Walter von der Ethikkomission der Universitat Magdeburg
stattgegeben (Ethikvotum Nr. 33/2001). Bei der Kohorte erfolgte die makroskopische
Begutachtung der Praparate und die Entnahme reprasentativer Proben aus dem Gewebe
sowie von makroskopisch unauffalliger Schleimhaut entsprechend der interdisziplindren S2-
Leitlinien fir gastrodsophagealer Karzinome. Falle mit einem vererbbaren Tumor-Syndrom,
einer malignen Zweiterkrankung und einer praoperativ durchgefiihrten Radio- und/oder
Chemotherapie wurden nicht in die Studie aufgenommen. Das fiir die Studie verwendete
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Kollektiv der Barrett-assoziierte Dysplasien umfasste 10 Falle aus dem Diagnosezeitraum
2008 bis 2013. Dabei handelte es sich um Schleimhautbiopsien mit jeweils 5 low-grade und 5
high-grade Dysplasien aus dem Universitatsklinikum Magdeburg. Es handelt sich hierbei um
2 weibliche Patientinnen im Alter von 78 und 86 Jahren und 8 mannliche Patienten mit einer
Alterspanne von 58 bis 91 Jahren. Das Kollektiv der Zylinderzellmetaplasie setzte sich aus
von 4 Patienten (3 mannlich, Alter: 69 bis 78 Jahre, 1 weiblich, Alter: 59 Jahre) in dem Zeitraum
von 2009 bis 2012 am Universitatsklinikum Magdeburg endoskopisch gewonnenen
Schleimhautbiopsien mit Zylinderzellmetaplasie zusammen. Die Kollektive der intestinalen
Metaplasien umfassten ebenfalls 5 Falle (eine weibliche Patientin mit drei Bioptaten zu drei
verschiedenen Zeitpunkten; zuletzt im Alter von 78 Jahren; zwei mannliche Patienten im Alter
von 59 und 71), die zwischen 2007 und 2012 untersucht wurden. Zusatzliches Kriterium zur
Differenzierung zur Zylinderzellmetaplasie waren die hier vorkommenden Becherzellen in der
Schleimhaut. Das Tumor-Kollektiv bestand aus 6 ausgewahlten Fallen mit der Diagnose
Barrett-Adenokarzinom. Alle Patienten waren mannlich und in einem Alter zwischen 45 und

75 und wurden zwischen 2005 und 2013 diagnostiziert.
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3.2 Methoden

3.2.1 Zellbiologische Experimente

Die OE33-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (ATCC 30-2001 500ml) mit sterilfiltriertem RPMI-
1640 Medium mit L-Glutamin, HEPES und High Glucose, zugesetzt mit 10% fetalem
Kalberserum (PAN P30-1502) und 1% Penicillin/Streptomycin (PAN P06-07100), gezlchtet.
Die OACM5.1.C-Zellen wurden in Zellkulturflaschen (ATCC 30-2001 500 ml) mit sterilfiltriertem
RPMI-1640 Medium mit L-Glutamin, HEPES und High Glucose, erganzt mit 10% fetalem
Kalberserum (PAN P30-1502) kultiviert. Die CP-A-Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit
MCDB-153 Medium (SIGMA M7402-L), erganzt mit 0,4 ug/ml Hydrokortison, 20 ng/ml
Recombinant Human Epidermal Growth Factor, 8,4 ug/L Cholera Toxin, 20 mg/L Adenin, 140
ug/ml Bovine Pituitary extract, 1x ITS Supplement und 4mM Glutamin, je zu einem Liter
Medium. Die HEEC-Zellen wurden in CELLCOAT Collagen Typ | Zellkulturflaschen (Greiner
Bio-One 658950) mit Epithelial Cell Medium-2 (ScienCell #4121), erganzt mit 1% Epithelial
Cell Growth Supplement-2 (ScienCell #4162) und 1% Penicillin/Streptomycin (ScienCell
#0503). Die Kulturflaschen fir HEEC wurden vorher mit Collagen Typ | und PBS-Lésung
beschichtet. Die Zellen aller genannten Zelllinien wurden bei einer Temperatur von 37 ° C,
relative Luftfeuchtigkeit von 95% und einer Atmosphare von 5% CO2 in einem SCHRANK
kultiviert. Zur Kryokonservierung wurden die Zellreihen nach passendem Protokoll geerntet
und mit folgendem Frost-Medium-Ansatz in 1 ml Kryo-Réhrchen im - 150 C° Schrank bis zur

weiteren Verwendung aufbewahrt:

HEEC Epithelial Cell Medium-2
15% DMSO
10% FBS
1 M HEPES

CP-A RPMI-1640 mit Zusatzen
(Gibco A10491-01)
10% DMSO
10% FCS

OE33 RPMI-1640 mit Zusatzen
(Gibco A10491-01)
10% DMSO

OACM 5.1.C RPMI-1640 mit Zusatzen
10% DMSO
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Zur Kultivierung von HEEC, OACM, OE33 und CP-A-Zellen und etwaiger Z-Zellkulturen
wurden die eingefrorenen Zellen je in einer 75 cm? Kulturflasche erneut ausgesat und wie im
oben beschriebenen Medium kultiviert. Der Mediumwechsel erfolgte alle 2 bis 3 Tage

abhangig vom Wachstum der Zellen.

3.2.1.1 Zellkultur und Behandlungen

Der folgende Ablauf gilt fir alle der verwendeten Zelllinien. HEEC, CP-A, OE33 und
OACMA5.1.C. Zur Subkultivierung wurde, nach Entfernen des Mediums und Waschen mit 1 x
PBS, standardisiert 1,5 ml einer Trypsin/EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)-Losung in die
75cm?-Zellkulturflasche gegeben und 10 Sekunden bis zu 1 Minute inkubiert. Nach Entfernen
der Trypsin/EDTA-L6sung wurde die Zellkulturflasche fur 5 bis 10 Minuten bei 37 °C inkubiert.
Die Zellen wurden durch Aufnahme in 5 ml bis 10 ml des jeweiligen Mediums vorsichtig re-
suspendiert und die Zellzahl wurde mithilfe des Countess 2 FL von Invitrogen 2-fach bestimmit.
Zur weiteren Kultivierung in 75 cm? - Kulturflaschen wurden Ublicherweise zwischen 5 x 105
und 1x1076 Zellen ausgesat und das Medium alle 2 bis 3 Tage, abhdngig vom Wachstum,

gewechselt. Die ndchste Subkultivierung erfolgte nach 7 bis 9 Tage.
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3.2.1.2 Zellpellets zur Gewinnung von DNA, RNA und Proteinen

3.2.1.2.1 Proteinisolierung

Die Proteinisolierung erfolgte nach dem Protokoll der Neuropathologie und wurde teilweise
durch die AG Hayback/Garbers angepasst. Zur Proteinextraktion wurden die Zellen auf
Petrischalen (100 mm x 20 mm) (Corning #430167) kultiviert. FUr die Zellernte wurde das alte
Medium verworfen und die Zellen mit sterilen 1 x PBS (DPBS PAN P04-36500) zweimal
gewaschen. Das PBS muss komplett abpipettiert und verworfen werden. Daraufhin wurde der
Lysis-Puffer*, je nach Zelldichte, zugegeben und 10 bis 20 Minuten auf Eis inkubiert. Mit einem
Zellschaber (Sarstedt 83.1830) wurden die Zellen manuell abgeldst. AnschlieRend wurde die
Zellsuspension mit einer Pipette abgenommen und in ein 2ml-Tube (Eppendorf 30120094)
Uberflhrt. Die Zellsuspension ist mit 3 mal 10 StoRen mittels Ultraschalles denaturiert worden.
Die Suspension wurde im Anschluss bei 10000 Umdrehungen pro Minute und 4°C fiur 10
Minuten zentrifugiert (Centrifuge 5403 von Eppendorf). Der Uberstand wurde in ein 2ml-Tube
Uberflhrt und entweder direkt zur Proteinbestimmung genutzt oder bei -80 ° C (PROFILINE
ECU 5085-5) bis zur weiteren Verwendung gelagert. Die Zellernte erfolgte nach 24, 48 und 72

Stunden.

Lysispuffer 4M Harnstoff (Urea) 12,00 g
0,5% SDS 0,25
62,4mM Tris pH6,8 0,40

ad 50 ml Aqua dest.

Der Puffer wird auf pH 6,8 mit verdiinnter HCL eingestellt und bei 4°C gelagert.
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3.2.1.2.2 Proteinbestimmung
Die Standardreihe ist mit BSA (Bio-Rad ProteinAssay Standard Il #5000007) und Aqua dest.

aufgebaut.

Tabelle 1 - Standardreihe Konzentration

Konzentration ‘ BSA (10 mg/ml) Wasser
0 0 [100
0,1 1 99
0,25 2,5 97,5
0,5 5 95

1 10 90

1,5 15 85

2 20 80

3 30 70

Die Standardreihe und die Proben-Lysate wurden nach dem Auftauen mit dem Vortex

verwirbelt und kurz, mittels Micro Centrifuge (Roth), zentrifugiert. Beides wurde anschlielend

auf Eis gelagert. Auf eine 96-well Platte (Greiner 655180) wurde ein 25ul-Gemisch aus
Reagenz A und S vorgelegt (BIO-RAD Protein Assay Reagent A #500-0113, Reagent S #500-
0115). Aus dem Standard und den Lysat-Proben wurden je 5 ul in Doppelbestimmung
einpippetiert. Nachfolgend 200 pl Reagenz B (BIO-RAD Protein Assay Reagent B #500-0114)
pro Well hinzugefuigt. Die 96-Well-Platte wurde bei 300 rpm fur 15 Minuten auf dem Schittler
(IKA Schuttler MTS 4) inkubiert und daraufhin gemessen (Microplate Reader MRXTC

DYNEX).
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3.2.1.3 Western-Blot-Analysen

Zur Ubertragung und Fixierung von elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen auf eine
Membran als Tragermaterial dient der Western Blot. AnschlieBend wird eine Immundetektion
durchgefihrt. Die Proteinproben wurden gemaf ihrer molekularen Masse durch SDS-PAGE
und zur Immunodetektion auf eine Membran (0,2um Nitrocellulose Blotting Membran
Amersham Protran 10600006 (200mmx4mm)) Ubertragen. Fir die SDS-PAGE wurden 12,5%
ige Gele im Bezug der molekularen Masse des Proteins gegossen. Die Proteinlysate wurden
mit— 2x LP und 5xLP versetzt und 5 Minuten lang bei 95°C denaturiert. Eine
Gesamtproteinmenge von 25 ug wurde auf das Gel geladen. Die Elektrophorese wurde bei 30
mA fir 15 Minuten und bei 30 mA fir 45-60 min in 1x SDS-Laufpuffer (aus 10x
Tris/Glycine/SDS 1610772 Bio-Rad) mit der Mini-Vertikal-Elektrophorese-Einheit (BioRad)
durchgefiihrt. Als Molekulargewichtsmarker ist die Biotinylated Protein Ladder (Cell Signaling
81851) (8 pul) verwendet wurden. Als nachstes wurden die getrennten Proteine auf eine
Nitrocellulose Blotting Membran (Amersham Protran 10600006) fur bis zu 12 Stunden, unter
Verwendung einer halbtrockenen Blotting-Einheit (BioRad) bei 30 V transferiert. Vor dem
Elektrotransfer wurde die Membran in Transfer Puffer inkubiert. Der erfolgreiche Transfer
wurde durch Ponceau Red-Farbung Uberprift. Danach wurde die Membran mit 1x TBST
gewaschen, bis die Farbung nicht mehr sichtbar war. Zur Immunodetektion wurde die
Membran in 5% fettfreiem Trockenmilchpulver (Roth T145.2) mit TBS-Tween (0,1%, Applied
Chemie) fur 1 Stunde bei Raumtemperatur geblockt. Dann wurde die Membran 3-mal fir 5
Minuten mit 1x TBST gewaschen und im Anschluss mit dem jeweiligen primaren Antikorper
(siehe Tabelle 2) Gber Nacht bei 4 °C inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran erneut
3-mal mit TBS-Tween (0,1%) fur 5 Minuten gewaschen und mit der sekundaren
Antikorperlésung Anti-biotin (Cell Signaling 7075P5) mit Anti-Rabbit (Cell Signaling 7074)
(Verdiinnung je nach Sekundar- Antikérper Angabe) 1h inkubiert. Die Entwicklung wurde unter
Verwendung des Chemiluminescent HRP Substrates (Immobilon Western Millipore
WBKLS0500) durchgefuhrt und kam zur Exposition gegenuber GeneGnome.
Zusammenfassend: Anhand der elF-Antikdrper wurde in Vitro die Quantitat der Proteine pro
Zeitwert und Entzindungsstadium untersucht. Mittels SDS-Page wurden die Proteinprodukte
aufgetrennt und daraufhin im Western Blot mit Antikdrpern gegen die verschiedenen elFs
untersucht. Zeitabhangig stellte sich eine unterschiedlich starke Expression dar. Als
Ladekontrolle diente B-Aktin. Anhand des Bildverarbeitungsprogramms ImageJ wurde die
Schwarz-Weil-Farbtiefe der Proteinbande gegen verschiedene Hintergrundinformationen

gemessen.
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3.2.1.4 Verwendete Antikorper

Tabelle 2 - Verwendete Antikorper fir die Western Blot Analysen

Antikorper Firma Best.-Nr. Etablierte Verdiinnung

elf-1 Cell Signaling | #12496S 1:1000 Rabbit
elF2a Cell Signaling | #5324S 1:1000 Rabbit
p-elF2a Cell Signaling | #3398S 1:1000 Rabbit
elF3A Cell Signaling | #2538S 1:1000 Rabbit
elF4E Cell Signaling |#9742L 1:1000 Rabbit
elF5 GeneTex GTX114923 |1:1000 Human
elF5B ThermoFisher | PA5-76006 | 1:1000 Rabbit

A303-030A-

elF6 Biomol M 1:1000 Rabbit
B-Actin ThermoFisher 1:10.000 Rabbit

3.2.2 Histologische und Immunhistochemische Experimente

3.2.2.1 Materialgewinnung, Fixierung, Einbettung

Die Gewebeproben wurden in 4%iger Formalinlésung fixiert und mittels Athylalkohols und
Xylols in aufsteigender Konzentration automatisiert entwassert (ASP 300S, Leica Instruments
GmbH, Nussloch, Deutschland), und in Paraffin eingebettet. Fir die histologischen und
immunhistochemischen Farbungen wurden Schnitte von 2-3 ym Dicke angefertigt (Mikrotom
RM 2155, Leica Instruments GmbH, Nussloch, Deutschland). Als Ubersichtsfarbung diente fuir

alle Schnitte die standardisierte Hamatoxylin-Eosin-(H&E) -Farbung.

3.2.2.2Immunhistochemische und histochemische Fixierung

Die immunhistochemische Detektion der Expression von elF1, 2alpha, elF3a, elF4E, elF5B
sowie elF6 erfolgte an 2 ym -dicken Paraffinschnitten. Das darauffolgende Procedere erfolgte
unter standardisierten Automatenbedingungen im BenchMark® Ultra-Farbeautomaten
(Ventana, Tucsin, USA). Die Schnitte wurden zur Antigendemaskierung mit Cell Conditioning
Solution® (CC1 Ventana) behandelt. Abhangig vom Antikérper wurden zur
Hitzevorbehandlung die Methoden CC1 standard oder CC1 mild (elF6) verwendet. Die
Inkubationszeit mit dem jeweiligen Primarantikbper betrug fiir alle Antikbrper 32 Minuten
(Handauftrag). Die detaillierten Angaben zu den verwendeten Primarantikérpern sind Tabelle
3 zu entnehmen. Das verwendete System UltraView DAB beinhaltet zur Detektion sowohl den
HRP-markierten (Meerrettich-Peroxidase) Sekundarantikérper  als auch das

3,3 Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid-haltige Chromogen und flhrt zu einem braunen
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Prazipitat. Als Positiv- und Negativkontrolle der Antikdrper wurde, soweit angegeben, dass von

den Herstellern empfohlene Gewebe verwendet.

Tabelle 3 - Verwendete Antikorper fiir die immunhistochemische Farbung der ausgewahlten Schnitte

Antikorper Firma Best.Nr. etablierte Verdiinnung Methode Farbeautomat
elF1 Monocl IHC-P: 1:3000 Benchmark
MA1-077
AB (2B9) Thermo Fischer CC1mild DAB Ultra
elF2a IHC-P: 1:2000 Benchmark
#5324P
(D7D3) XP | Cell Signalling CC1mild DAB Ultra
Thermo
PAS5-
elF3a Fisher(Invitrogen 31296 IHC-P: 1:100 Benchmark
) CC1mild DAB Ultra
IHC-P: 1:100 Benchmark
elF4E #9742
Cell Signalling CC1mild DAB Ultra
Thermo
elF5B Fisher(Invitrogen | PA5- IHC-P: 1:50 Benchmark
) 36456 CC1mild DAB Ultra
A303- IHC-P: 1:100 Benchmark
elF6 biomol/ BETHYL |[030A/M |CC1mlld DAB Ultra

3.2.2.3 Beurteilung der immunhistochemische Reaktion

Die quantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbereaktion gegen die elF-
Antikorper erfolgte lichtmikroskopisch bei 200- und 400-facher VergroRerung am Nikon,
Eclipse NI (Nikon Germany) mit freundlicher Unterstitzung von Kai Ina Eger,
Universitatsklinikum Magdeburg. Es wurde jeweils die Verteilung und Intensitat der Zellkerne
und des Zytoplasmas der positiven Epithelzellen in der Osophagusschleimhaut erfasst. Die
Einteilung erfolgte flr das Scoring anhand von 10er Schritten in Prozent (0-100%), das
Grading von 0 bis 3, wobei ,,0“ fir negatives Staining steht und 3 die starkste Expression. Fir
die Farbungen gegen die elFs wurde entsprechend der Literatur eine zytoplasmatische und

nukleare Expression der angegebenen Proteine als positiv gewertet.

3.2.2.4 Statistische Analysen

Die statistische Auswertung wurde mit freundlicher Unterstiitzung von Frau Prof. Dr. Yvonne
Garbers durchgefiihrt. Anhand der funktionalen univariaten Varianzanalyse (ANOVA) mit Post
hoc-Vergleichen wurde die statistische Evaluation der verschiedenen Untersuchungsgruppen
vorgenommen, um die Proteinexpression in den immunhistochemischen Begutachtungen zu

beurteilen. Die Auswertung der Western Blot — Analysen erfolgte anhand densitrometrischer
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Messung mittels ImageJ und Berechnung der Mittelwerte und Standardabweichung. Die
Einteilung der Gruppen erfolgte anhand klinisch-pathologischer Diagnosen. Durch die
Statistiksoftware IBM® SPSS® Statistics Version 22 wurden alle Daten analysiert. p-Werte
<0.05 wurden als statistisch signifikant gewertet. Aufgrund der Datenmenge wurden zur

besseren Ubersichtlichkeit jeweils nur die signifikanten Ergebnisse im FlieRtext dargestellt.
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4 Ergebnisse

Die Fragestellung meiner Doktorarbeit lautet, ob die Expression ausgewahlter eukaryotischer
Initiationsfaktoren im Barrett-Adenokarzinom samt vorheriger Entziindungsstufen verandert
ist. Um dieses zu analysieren, wurden sowohl zellbiologische als auch immunhistochemische
Untersuchungen durchgefiihrt. In den zellbiologischen Experimenten der Arbeit wurden
Western Blots zu ausgewahlten elFs an etablierten Zelllinien durchgefihrt, die verschiedenen
Stadien des Barrett-Adenokarzinoms entsprechen: CP-A als nicht-dysplastische Metaplasie,
OE33 als Zelllinie des Primums und OACMb5.1.C als Zelllinie einer lymphonodalen Metastase.
Als Kontrolle fungierte die Zelllinie HECC, bei der es sich um Zellen aus gesundem
Osophagusgewebe handelt. Im Rahmen der immunhistochemischen Arbeiten wurde Barrett-
Gewebe (Metaplasie, Dysplasie sowie Karzinom) mittels elF-Antikérper gefarbt, gescort und
im Anschluss die Scoring-Ergebnisse statistisch ausgewertet und verglichen, um eine
eventuelle signifikante Veranderung zu beweisen. Auch eine gesunde Kontrollgruppe
bestehend aus Osophagusgewebe, zusammengestellt aus Fallen des Eingangsguts des
Instituts flr Pathologie der Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R., wurde urspriinglich in die

Studie mit aufgenommen, jedoch nicht mehr immunhistochemisch angefarbt und ausgewertet.

4.1 Ergebnisse der Zellkulturstudien

Nach Anzucht und Aussaat zwischen 5 x 10° und 1x10° Zellen (gesunde Kontrolle, Metaplasie,
Karzinom, Metastase) wurden diese nach 24h, 48h und 72h geerntet. Darauffolgend wurden
Zelllysate hergestellt und diese dann in Bezug auf ihre steigende Malignitat sowie Zeitwerte
auf den Western Blot aufgetragen: HEEC als gesunde Kontrolle, CP-A als nicht-dysplastische
Metaplasie, OE33 als Zelllinie des Primums und OACMS5.1.C als Zelllinie einer lymphonodalen
Metastase.

Anhand der Zellkulturstudien sollte nachvollzogen werden, ob sich der Proteingehalt der
ausgewahlten elFs wahrend der Karzinogenese des Barrett-Adenokarzinoms verandert.
Aufgrund dessen wurden die verschiedenen Zeitpunkte zur Zellernte gewahlt, um
festzustellen, ob es eine Veranderung der elF-Expression nach den jeweiligen Stundenzeiten
gibt.
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41.1 Analyse der Expression von elF1
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Abbildung 2: Analyse der Expression von elF1 mittels Western Blot. (A) Analyse der Expression von elF1 in
HECC, CP-A, OE33 und OACM5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und dann
lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung auf der gleichen Membran wie elF1
detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische Quantifizierung
der elF1-Menge in Relation zur Menge an B-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots. Dargestellt sind Mittelwert

+ Standardabweichung.

Der elF1-Proteingehalt ist in der gesunden Kontrollzelllinie (HEEC) fur alle drei gewahlten
Zeitpunkte (24h, 48h und 72h) gleich niedrig. Im Vergleich zur gesunden Kontrolle (HEEC)
zeigt sich fur alle Stundenwerte eine vermehrte Proteinexpression fur die entzundliche Zelllinie
(CP-A). Eine wiederum dazu erhdhte Proteinmenge an elF1 Iasst sich fur die Karzinomzelllinie
OE33 darstellen. Im Gegensatz dazu ist die Expression bei der Zelllinie OACM5.1.C
(Metastase) wieder niedriger. In der Gesamtschau fallt auf, dass die Menge an elF1

unabhangig von der Dauer der Kultivierung der Zelllinien ist. Interessanterweise weisen alle
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drei Barett-Zelllinien eine erhdhte Menge an elF1 im Vergleich zur Kontrolle auf, was auf eine
erhdhte Translation in den Tumorzelllinien hindeutet. Die Menge an elF1 korreliert jedoch

offenbar nicht mit den ansteigenden Stadien des Barrett-Adenokarzinoms

4.1.2 Analyse der Expression von elF2a
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Abbildung 3: Analyse der Expression von elF2a mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von elF2a
in HECC, CP-A, OE33 und OACMb5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und
dann lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmafligen Beladung auf der gleichen Membran wie
elF2a detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefihrten. (B) Densitometrische
Quantifizierung der elF2a-Menge in Relation zur Menge an B-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots.

Dargestellt sind Mittelwert+Standardabweichung.

Die Auftragung der Western Blots fir elF2a erfolgte analog zu elF1. Nach Kontrastauswertung
von elF2a/B-Aktin stellt sich folgendes Expressionsmuster dar (vgl. Abbildung 3). Die gesunde
Kontrolle (HEEC) hat zu allen drei Zeitpunkten eine annahernd gleiche Proteinmenge an
elF2a. Im Entzindungsstadium (CP-A) nimmt der Gehalt an Protein ab und ist gleichbleibend.
Nach Entartung der Zellen zu einem Malignom (OE33) steigt die Proteinmenge erneut auf ein

ahnlich hohes Level wie in den gesunden Zellen wieder an. Das Maximum wird nach 48h
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erreicht. In der Metastase (OACM5.1.C) sinkt der Gehalt an elF2a erneut, erreicht ein

Minimum nach 48 Stunden. Nach 72 Stunden ist die Proteinmenge konstant geblieben.

4.1.3 Analyse der Expression von p-elF2a
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Abbildung 4: Analyse der Expression von p-elF2a mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von p-
elF2a in HECC, CP-A, OE33 und OACMb5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert
und dann lysiert. Die Menge an B-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung auf der gleichen Membran
wie p-elF2a detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische
Quantifizierung der p-elF2a-Menge in Relation zur Menge an B-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots.

Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Die Schwarz-WeiR-Dichtemessung zeigt bei allen Stundenwerte und Zelllinien fur p-elF2a ein
inhomogenes Expressionsmuster. Die im Durchschnitt héchste Proteinexpression stellt sich in
den entziindlich veranderten Osophaguszellen (CP-A) nach 24 Stunden dar, ein anndhernd
ahnlich hoher Wert prasentiert sich flr den 24-Stunden-Checkpoint in der gesunden Kontrolle

(HEEC). Die niedrigste Proteinmenge an phosphorylierten elF2a findet sich in den Barrett-
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Karzinomzellen nach 72 Stunden. Ein anndhernd gleichbleibendes Level an elF-Protein-
Gehalt wurde in der Metastasen-Zelllinie (OACM5.1.C) gemessen. Zusammenfassend zeigt
sich eine Verminderung der ermittelten p-elF2a-Menge in den OE33-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle, was auf eine verminderte Phosphorylierung von elF2a durch die Kinase in
Karzinomzellen deuten kann. Es gibt keinen Zusammenhang zwischen den gemessenen

Zeitpunkt und steigenden Malignitatsgrades.

4.1.4 Analyse der Expression von elF3a
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Abbildung 5: Analyse der Expression von elF3a mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von elF3a
in HECC, CP-A, OE33 und OACMb5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und
dann lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmafligen Beladung auf der gleichen Membran wie
elF3a detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische
Quantifizierung der elF3a-Menge in Relation zur Menge an B-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots.

Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

Nach analoger Auftragung der Zelllinien und anschlief3ender Dichteanalyse der Western Blots

zu elF3a stellt sich folgendes Expressionsmuster dar (siehe Abbildung 5). Die CP-A Zellen
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(nicht-dysplastische Metaplasie) exprimieren den insgesamt niedrigsten Proteingehalt fir
elF3a. Fur die Kontrollzelllinie, die Zellen der Metastasen (OACMS.1.C) und die
Karzinomzellen zeigen sich im Durchschnitt dhnlich hohe Werte fir alle Zeitpunkte. In
Zusammenschau der Ergebnisse lasst sich darauf schlieRen, dass elF3a wahrend der
ablaufenden Entziindung (Metaplasie — CP-A) niedriger exprimiert wird, als in anderen
Krankheitsstadien. Im Gegensatz zu vorherigen Studien (23) zeigt sich fir Barrett-
Karzinomzellen offensichtlich keine erhéhte Expression der Untereinheit elF3a, was wiederum
gegen eine vermehrte Bildung von elF3 und somit eine verstarkte Translationsinitiationsrate
spricht. Fraglich bleibt, ob die verminderte Proteinmenge an elF3a tatsachlich in Assoziation

mit der ablaufenden Entziindung in den CP-A-Zellen steht.

4.1.5 Analyse der Expression von elF4E
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Abbildung 6: Analyse der Expression von elF4E mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von elF4E
in HECC, CP-A, OE33 und OACMb5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und
dann lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmafligen Beladung auf der gleichen Membran wie
elF4E detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische
Quantifizierung der elF4E-Menge in Relation zur Menge an B-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots.

Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.

elF4E wird im Vergleich zur gesunden Kontrolle (HEEC) deutlich vermehrt in den Karzinom-

Zellen (OE33) zu allen Stundenzeiten gebildet. In den entziindlich veranderten Zellen (CP-A)

33



[Hier eingeben]

scheint die elF4E- Proteinmenge am geringsten im Vergleich aller Stundenwerte und
Zelllinien, ahnlich den Western blots von elF3a. Der Gehalt an elF4E nimmt in der Metastase
(OACMS5.1.C) wieder leicht ab, ahnlich der Menge der gesunden Kontrolle. Zusammenfassend
zeigt sich eine erhéhte Menge von elF4E in Malignomzellen des Primums im Vergleich zur
Kontrolle, was flir eine verstarkte Transkription von elF4E spricht. Dies flihrt wiederum zu einer
selektiv vermehrten Translation von mRNAs, welche eine elF4E-sensible Struktur tragen und
in die Tumorgenese involviert sind (39). Analog zu elF3a scheint es zu einer verminderten

Bildung von elF4E-Protein in entzindlich veranderten Zellen zu kommen.
4.1.6 Analyse der Expression von elF5
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Abbildung 7: Analyse der Expression von elF5 mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von elF5 in
HECC, CP-A, OE33 und OACMS5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und dann
lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung auf der gleichen Membran wie elF5
detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische Quantifizierung
der elF5-Menge in Relation zur Menge an (3-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots. Dargestellt sind Mittelwert

+ Standardabweichung.
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Auch die gemessenen Proteinwerte der Lysate fur elF5 zeigen ein vergleichbares Bild wie
elF4E (siehe Abbildung 6 und 7). Zunachst bleibt die Menge an elF5 in der gesunden Kontrolle
fur alle Zeitpunkte auf einem konstanten Level, um dann im Prozess der Entzindung (CP-A)
auf ein erneut bestandiges Level abzunehmen. Der Proteingehalt steigt dann in den
Karzinomzellen (OE33) an, um in den Zellen der Metastase (OACM5.1.C) wieder auf Niveau
der gesunden Kontrolle abzusinken. Im Vergleich der einzelnen Stundenwerte zeigt sich
innerhalb der Zelllinien kein signifikanter Unterschied, die Menge an elF5 ist wahrend der drei
Stunden-Checkpoints annahernd gleichbleibend. Auffallend auch hier in der Zusammenschau
der Ergebnisse die merklich erhéhte Menge an elF5 in der OE33-Zelllinie im Vergleich zu den

HEEC-Zellen, was erneut flr eine vermehrte Transkription in den Zellen des Primums spricht.
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4.1.7 Analyse der Expression von elF5B
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Abbildung 8: Analyse der Expression von elF5B mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von elF5B
in HECC, CP-A, OE33 und OACMb5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und
dann lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmafRigen Beladung auf der gleichen Membran wie
elF5B detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische
Quantifizierung der elF5B-Menge in Relation zur Menge an B-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots.

Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung.
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Nach Analyse der Expression von elF5B prasentiert sich folgendes Bild (siehe Abbildung 8).
Die Menge von elF5B ist gleichbleibend Uber 72 Stunden innerhalb der Zelllinien HEEC, CP-
A und OACMS5.1.C. Lediglich in den Karzinomzellen (OE33) zeigt sich nach 48 Stunden eine
kontinuierliche Abnahme von elF5B. Der insgesamt niedrigste elF5B-Gehalt im Vergleich zur
Kontrolle findet sich in den Lysaten der Metaplasie-Zellen (CP-A). Abermals scheint es zur
verminderten Transkription der elF5B-Gene und anschlielienden Translation wahrend der
ablaufenden Entzindung zu kommen. Des Weiteren prasentiert sich keine signifikante
Erhéhung des elF5B-Gehaltes in den Karzinom- oder Metastasenzellen im Vergleich zu

Kontrolle, somit korreliert dieser nicht mit fortschreitendem Krankheitsstadium.

4.1.8 Analyse der Expression von elF6
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Abbildung 9: Analyse der Expression von elF6 mittels Western Blot. (A) —Analyse der Expression von elF6 in
HECC, CP-A, OE33 und OACM5.1.C Zellen. Die Zelllinien wurden jeweils 24h, 48h und 72h lang kultiviert und dann
lysiert. Die Menge an 3-Aktin wurde zur Kontrolle der gleichmaRigen Beladung auf der gleichen Membran wie elF6
detektiert. Gezeigt ist ein beispielhafter Western blot von drei durchgefiihrten. (B) Densitometrische Quantifizierung
der elF6-Menge in Relation zur Menge an 3-Aktin der drei durchgefiihrten Western blots. Dargestellt sind Mittelwert

+ Standardabweichung.
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Die Western Blot - Auftragung fiir elF6 erfolgte analog zu den vorherig untersuchten elFs. Es
prasentierte sich eine Tendenz zur Abnahme der Proteindichtewerte der Zelllinien HEEC
(Kontrolle) und OE33 (Karzinom) nach jeweils 24-Stunden-Intervallen in der Zellkultur. Die
Proteinexpression in den Entziindungszellen (CP-A) ist anndhernd gleichbleibend, ahnlich der
in den Zellen der OACM-Linie (Metastase), wobei hier die Proteindichte jedoch generell
vermindert ist im Vergleich zur Kontrolle (HEEC) fir alle Stundenwerte. Es zeigt sich kein
Zusammenhang zwischen elF6-Gehalt in den Zellen und den steigenden Malignitatsgrad.
Zusammenfassend gibt es keine direkten Hinweise flir einen unmittelbaren Zusammenhang
zwischen den zeitlichen Ablauf der Karzinogenese und der Expression der elFs. Bei einzelnen
elFs scheint es eine erhdhte Expression von Proteinen in Malignomzellen im Vergleich zur
gesunden Kontrolle geben, beispielsweise im Kolorektal- (22), Lungen- (34)
Ovarialkarzinomen (69) oder Melanomen (90). Es gibt jedoch keine offensichtliche
zunehmende Tendenz wahrend der Karzinogenese von der gesunden Kontrolle Uber die
Entzindung bis zur Metastase in jeweils 24-Stunden-Intervallen. Bei allen Western Blot
versuchen zeigte die Zelllinie CP-A eine im Vergleich generell niedrige Expression Uber alle
elFs. Dieses kann mit der Entzindung zusammenhangen, aber auch ein Spezifikum dieser
metaplastischen CP-A-Zelllinie sein. Mdglich wéare auch, dass CP-A unidblich viel B-Actin im
Vergleich zu den anderen untersuchten Zelllinien exprimiert, was zu diesem Effekt flhrt.
Allerdings wurde in allen Lysaten die Proteinmenge bestimmt und immer gleiche Mengen
aufgetragen, was dieses Problem ausschlie3en sollte. Hieraus ergibt sich auch eine Limitation
der Studie. Es wurde lediglich einer Zelllinie pro Erkrankungsstufe untersucht; fiir Ergebnisse,
die wirklich reprasentativ fur die einzelnen Krankheitsstufen sind muissen in der Folge noch
weitere geeignete Zelllinien untersucht werden.

Eine andere Herangehensweise hatte die Kultivierung von Zelllinien derselben Bedingung und
die darauffolgende Bestimmung der Proteinmengen der einzelnen elFs sein kdnnen. Somit
ware ein direkter Vergleich von verschiedenen dsophagealen Metaplasie- oder
Malignomzellen méglich gewesen. Uberlegt wurde im Rahmen der Studie auch, ob es eine
unterschiedliche Expression der Proteine in verschiedenen Malignomarten des Osophagus
gibt (Plattenepithelkarzinom versus Adenokarzinom). Aus fehlenden zeitlichen Ressourcen

wurde jedoch davon abgesehen, weitere Zellexperimente vorzunehmen.
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4.2 Ergebnisse der immunhistologischen Expressionsanalyse

In allen Kollektiven wurde die Expression der elFs durch zwei unabhangige Untersucher
ausgewertet, sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch. Es zeigte sich Positivitat in beiden
Zellkompartimenten durch braune Prazipitate. AusschlieRlich die Expression im Osophagus-
Epithel floss in die Wertung ein. Nach immunhistochemischer Farbung zeigten sich
Expressionsmuster im Gewebe, die im folgenden Kapitel reprasentativ gezeigt werden.

Als wichtige Limitation der Untersuchungen ist anzumerken, dass die Stichprobenzahl von 4
bis 6 Fallen pro Kollektiv sehr gering ist und damit die Reprasentativitat deutlich eingeschrankt
ist. Grinde hierfur waren unter anderem das begrenzte Material an Gewebe, welches zur

Verfugung stand als auch der zeitliche Faktor im Rahmen des Schneide- und Farbeprozesses.

4.2.1 Expressionsanalyse der eukaryotischen Initiationsfaktoren

Im folgenden Kapitel werden reprasentativ HE- und IHC-Schnitte der Metaplasie-Dysplasie-
Karzinom-Sequenz dargestellt, um zu verdeutlichen, auf welche Merkmale bei der Auswertung
geachtet wurde.

Die Krankheitsstadien wurden fir jeden elF nach immunhistochemischer Farbung durch zwei
unabhangige Untersucher mikroskopisch ausgewertet. Anschlieiend wurden die
ausgewahlten Subkategorien ,Nuklearer Score®, ,Nuklearer Grade®, ,Zytoplasmatischer
Score” und ,Zytoplasmatischer Grade® untereinander verglichen und die Abweichungen der

Stadien zueinander auf Signifikanz gepruft.
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Abbildung 10 A-E: Exemplarische HE-Schnitte in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit der Kennzeichnung des
Mafstabes 250 pym aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender Malignitédt aus dem
Eingangsgut des Institutes fir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A -
Zylinderzellmetaplasie (HE); Abbildung B — Intestinale Metaplasie (HE); Abbildung C — Low grade Dysplasie (HE);
Abbildung D — High grade Dysplasie (HE) und Abbildung E — Barrett-Karzinom (HE).

Die exemplarischen Patientenproben aus Abbildung 10 A-E wurden mit Hadmatoxylin-Eosin im
Immunhistochemischen Labor des Instituts flir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg
gefarbt. Hierbei handelt es sich um Gewebe, welches den verschiedenen Stadien des Barrett-
Osophagus zugeordnet wurde. AnschlieRend wurden die Schnitte mit elF-Antikrper angefarbt
und die Intensitat der immunhistochemischen Farbung beurteilt. Die Zylinderzellmetaplasie

(Abbildung 10 A) zeigt neben dem organtypischen Plattenepithel, Epithelzellen mit einer
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zylinderartigen Morphologie ohne Becherzellen. Es finden sich basal nur wenige
Entziindungszellen. Die intestinale Metaplasie (Abbildung 10 B) zeichnet sich durch das
Vorhandensein von Zylinderepithel vom intestinalen Typ mit Becherzellen aus, welche sich in
der Abbildung durch das teils helle Zytoplasma erkennen lassen.

Die low grade intraepitheliale Dysplasie (Abbildung 10 C) zeigt mehrreihiges Zylinderepithel
mit basophilem Zytoplasma und nur leichten Kernatypien.

Abgrenzend dazu stellt sich in Gewebe mit high grade intraepitheliale Dysplasie (Abbildung 10
D) deutlich dysplastischen Drisen dar, welche eine unregelmaflige Architektur und
hyperchromatischen, vergroRerten Zellkerne mit prominenten Nukleolen prasentieren. In der
basalen Struma findet sich dichtes Infiltrat aus Entziindungszellen.

Im Adenokarzinom des Osophagus (Abbildung E) préasentieren sich Tumorzellen die
Tumordrisen polymorph und die Kern-Zytoplasma Relation ist deutlich zu Gunsten des
hypochromen Kerns verschoben. Das eosinophile Tumorstruma ist mit reichlich
Entziindungszellen durchzogen. Im Gegensatz zur intraepithelialen Dysplasie kommt es beim
Karzinom zur Invasion in die Muscularis mucosae beziehungsweise zumindest in die

Submukosa.

Die folgenden Tabellen zeigen die Ergebnisse der einfaktoriellen ANOVA mit anschliefendem
Post-Hoc-Test nach Bonferroni je untersuchten elF; die Tabellen zu den multiplen Vergleichen
finden sich fur alle eukaryotischen Initiationsfaktoren im Anhang. Ebenso finden sich im
folgenden Kapitel reprasentativ IHC-Schnitte der Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz
um zu verdeutlichen, auf welche Merkmale bei der Auswertung geachtet wurde.

Die Krankheitsstadien wurden jeweils pro elF untereinander verglichen fir die jeweiligen
Subkategorien ,Nuklearer Score®, ,Nuklearer Grade®, ,Zytoplasmatischer Score“ und

LZytoplasmatischer Grade“ und die Abweichungen auf Signifikanz gepruft.
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Abbildung 11 A-E: Immunhistochemische Schnitte mit elF1 — Farbung in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit der
Kennzeichnung des Malstabes 250 ym aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender
Malignitat aus dem Eingangsgut des Institutes fir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A
— Zylinderzellmetaplasie; Abbildung B — Intestinale Metaplasie; Abbildung C — Low grade intraepitheliale Dysplasie;
Abbildung D — High grade intraepitheliale Dysplasie und Abbildung E — Barrett-Karzinom. Zu sehen sowohl die
zytoplasmatische als auch nukledre Farbung gegen elF1 anhand brauner Prazipitate. Die Intensitat wurde von 0
(negativ), 1 (schwache Expression), 2 (mittlere Expression) zu 3 (starke Expression) vorgenommen.

In Abbildung 11 A — E sind die verschiedenen Erkrankungsstadien der Barrett-Sequenz mit
elF1-Farbung dargestellt. Man sieht deutlich die braune Anfarbung sowohl zytoplasmatisch
als auch im Zellkern. Dazwischenliegend im Struma blau-angefarbte Zellen (negativ).
Abbildung 11 A zeigt die Zylinderzellmetaplasie im Osophagusgewebe. Die Zellen

prasentieren eine langliche Form und im Gewebe sind keine Becherzellen ausgebildet. Man
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sieht sowohl positiv angefarbte Zellkerne als auch Zytoplasma mittels brauner Farbung.
Dazwischenliegend immer wieder basophile (blaue) Bereiche, welche als negativ zu werten
sind. Zu sehen in Abbildung 11 B ist eine intestinale Metaplasie. Hierbei abzugrenzen von der
Zylinderzellmetaplasie durch das Vorhandensein von Becherzellen, den im Epithel vorhanden
Zellen mit schleimgefillten und geweitetem Zellkbrper. Auch hier immer wieder
dazwischenliegend negative (,blaue”) Bereiche im Stroma aber auch epithelial im
Plattenepithel, abwechselnd mit Bereichen durchzogen von braunen Prazipitaten, welche als
positiv gewertet wurden. Abbildung 11 C prasentiert eine low grade intraepitheliale Dysplasie
mit leichten Kernverdnderungen vor allem im basalen Bereich des Plattenepithels, welches
durch den elF1-Marker positiv angefarbt wurde. Subepithelial zu sehen das nicht angefarbte
Struma. In Abbildung 11 D eine high grade intraepitheliale Dysplasie mit starken
Zellkernveranderungen und unregelmafiger Architektur. Im Vergleich zu Abbildung 11 C sieht
man eine minimal schwéachere Anfarbung durch elF1, sowohl zytoplasmatisch als auch
nuklear. In dem exemplarischen Tumoranschnitt in Abbildung 11 E erkennt man das
Adenokarzinom anhand der ausgepragt veradnderten Drisenarchitektur und den
hyperchromatischen, polyformen Zellkernen. Das Zytoplasma der Tumorzellen ist mit braunen
Prazipitaten durchzogen, wohingegen die Nuklei immer wieder als nicht angefarbt zu erkennen
sind. Daher werteten wir diese Uberwiegend als negativ im Vergleich zu den anderen

Gewebsanschnitten.
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Abbildung 12 A-D: S&ulendiagramm zur Anfarbung von elF1. Dargestellt sind die der Mittelwerte *
Standardabweichung der jeweiligen Untersuchungsergebnisse beider Rater fiir nukledren und zytoplasmatischen
Score und Grade. Die Unterteilung wurde an der x-Achse anhand der Diagnose/Erkrankungsstadien (LD = low
grade intraepitheliale Dysplasie, high grade intraepitheliale Dysplasie, IM = Intestinale Metaplasie, ZM =
Zylindermetaplasie, Tu = Tumor) vorgenommen. Die y-Achse zeigt in den Abbildungen A und C den Score (0-
100%) und in den Abbildungen B und C den Grade 0-3, wobei 0 = negativ, 1 = schwache Anfarbung, 2 = mittlere
Anfarbung und 3 = starke Anfarbung. Abbildung A stellt den zytoplasmatischen Score der Erkrankungsstadien dar,
Abbildung B den zytoplasmatische Grade, in Abbildung C sieht man den nuklearen Score der Erkrankungsstadien,
in Abbildung D den nuklearen Grade.

In Abbildung 12 A — D sind die Ergebnisse der Auswertung der IHC-Schnitte fur elF1 graphisch
als Saulendiagramme dargestellt. Es wurden die Mittelwerte und dazugehorige
Standardabweichungen der Werte beider Untersucher gebildet und fur die jeweiligen
Morphologien als S&ulen gezeigt. In Abbildung 12 A die graphische Darstellung der
Ergebnisse flr das zytoplasmatische Scoring, dazugehorige in Abbildung 12 B die Ergebnisse
des zytoplasmatischen Gradings. Die Gruppe der intestinalen Metaplasie (IM) prasentiert
graphisch eine insgesamt niedrigere Anfarbung des Zytoplasmas flir elF1 im Vergleich zu den
anderen Subgruppen (Abbildung 12 A und B). Die Zylinderzellmetaplasie (ZM) scheint in der

Wertung insgesamt eine starkere Expression von elF1 im Zytoplasma durch die Untersucher
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erhalten zu haben als die beiden Gruppen intestinale Metaplasie (IM) und high grade
intraepitheliale Dysplasie (HD). Sowohl die Tumor- als auch die low grade Dysplasie-
Anschnitte zeigten eine ahnliche Wertung fir das Zytoplasma-Scoring und Grading. In
Abbildung 12 C und D dargestellt, ist das Scoring und Grading der Zellkerne der verschiedenen
Gruppen. Im Diagramm zeigen die Gruppen der Zylinderzellmetaplasie (ZM), intestinalen
Metaplasie (IM), low grade intraepithelialen Dysplasie (LD) und der high grade intraepithelialen
Dysplasie dhnliche hohe Ergebnisse fiir den nukleéren Score und Grade. In der Ubersicht gut
zu erkennen die im Vergleich verminderte Anfarbung von elF1 in den Zellkernen der
Tumorzellen (Abbildung 12 C und D). Die weitere statistische Auswertung erfolgte mithilfe des

ANOVA-Tests (Tabelle 4) mit anschlieRendem Bonferroni-Test (Anhang 1).

Tabelle 4 - Einfaktorielle ANOVA-Analyse fiir die IHC-Auswertung der elF1-Expression in den
verschiedenen Krankheitsstadien mit Vergleich zwischen und innerhalb der jeweiligen Gruppen
.zytoplasmatischer Score®, ,zytoplasmatischer Grade®, ,nuklearer Score” und ,nuklearer Grade*.

Quadratsum | Freiheitsgra | Quad. F- Signifika
elF1 me de Mittelwert Wert | nz
Zytoplasmatischer Zwischen den
Score Gruppen 160,155 4 40,039 | 3,003 0,028
Innerhalb der
Gruppen 599,925 45 13,332
Total 760,08 49
Zytoplasmatisches Zwischen den
Grading Gruppen 9,38 4 2,345| 3,35 0,017
Innerhalb der
Gruppen 31,5 45 0,7
Total 40,88 49
Zwischen den
Nukleéarer Score Gruppen 8,663 4 2,166 | 0,128 0,971
Innerhalb der
Gruppen 760,717 45 16,905
Total 769,38 49
Zwischen den
Nukleares Grading Gruppen 2,263 4 0,566 | 0,373 0,827
Innerhalb der
Gruppen 68,317 45 1,518
Total 70,58 49

Es zeigten sich signifikante Unterschiede beim zytoplasmatischen Score (p = 0,028) und dem
zytoplasmatischen Grading (p = 0,017) zwischen den Gruppen in der einfaktoriellen ANOVA-
Analyse. Im anschlieRendem Bonferroni-Post-Hoc-Test (Anhang 1) prasentierte sich der
Vergleich der Kollektive Tumor und intestinale Metaplasie bei ,zytoplasmatischen Score* und
,Zytoplasmatischen Grade® signifikant unterschiedlich. Fir die anderen Subgruppen ergaben
sich keine signifikanten Unterschiede bei der Expression von elF1, sowohl im Zytoplasma als

auch im Zellkern.
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4.2.3 elF2alpha

Abbildung 13 A-E: Imnmunhistochemische Schnitte mit elF2a — Farbung in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit
der Kennzeichnung des MaRstabes 250 um aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender
Malignitat aus dem Eingangsgut des Institutes fiir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A
— Zylinderzellmetaplasie; Abbildung B — Intestinale Metaplasie; Abbildung C — Low grade intraepitheliale Dysplasie;
Abbildung D — High grade intraepitheliale Dysplasie und Abbildung E — Barrett-Karzinom. Zu sehen sowohl die
zytoplasmatische als auch nukleare Farbung gegen elF2a anhand brauner Prazipitate. Die Intensitat wurde von O
(negativ), 1 (schwache Expression), 2 (mittlere Expression) zu 3 (starke Expression) vorgenommen.

Ebenso wie bei elF1 erfolgte die Beurteilung des immunhistochemischen Schnitte anhand
zweier unabhangiger Untersucher. In Abbildung 13 A-E sind beispielhaft
immunhistochemische Schnitte mit elF2a-Antikdrperfarbung dargestellt. Man erkennt erneut

die teils deutlich braune Farbung des Zytoplasmas mit dazwischenliegenden blau-gefarbten
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Zellkernen, welche somit als negativ gewertet wurden. Abbildung 13 A zeigt beispielhaft
Anschnitte der Zylinderzellmetaplasie, welche phanotypisch der Kardiaschleimhaut gleichen,
mit hier deutlich braungefarbtem Zytoplasma und negativen Zellkernen. In Abbildung 13 B
erneut die intestinale Metaplasie mit gut sichtbaren Becherzellen im mittleren Bildanteil. Die
zytoplasmatische Anfarbung ist hier im Vergleich zu Abbildung 13 A blasser und es gibt
dazwischen liegende Bereiche, auch im Epithel, welche durch den elF2a-Marker nicht
angefarbt wurden. Die low grade intraepitheliale Dysplasie in Abbildung 13 C prasentiert eine
starkere Anfarbung im Zytoplasma als die intestinale Metaplasie oder die in Abbildung 13 D
dargestellte high grade intraepitheliale Neoplasie, auch wenn diese ebenfalls eine
ausgepragte Positivitat anhand brauner Prazipitate intraepitheliale im Bildausschnitt darstellt.
Vor allem in Abbildung 13 E (Barrett-Karzinom) erkennt man die deutliche zytoplasmatische
Anfarbung mit elF2a in den Drisenkdrpern. Die grof3en, polymorphen Zellkerne mit teils
vergrolRerten Nucleoli verblieben negativ. Es wurden die beschriebenen Ergebnisse nach

Untersuchung der Schnitte zusammengetragen und ein Mittelwert mit Standardabweichung

errechnet.
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Abbildung 14 A-B: Saulendiagramm zur Anfarbung von elF2a. Dargestellt sind die der Mittelwerte *
Standardabweichung der jeweiligen Untersuchungsergebnisse beider Rater fiir nukledren und zytoplasmatischen
Score und Grade. Die Unterteilung wurde an der x-Achse anhand der Diagnose/Erkrankungsstadien (LD = low
grade intraepitheliale Dysplasie, high grade intraepitheliale Dysplasie, IM = Intestinale Metaplasie, ZM =
Zylindermetaplasie, Tu = Tumor) vorgenommen. Die y-Achse zeigt in den Abbildungen A und C den Score (0-
100%) und in den Abbildungen B und C den Grade 0-3, wobei 0 = negativ, 1 = schwache Anfarbung, 2 = mittlere
Anfarbung und 3 = starke Anfarbung. Abbildung A stellt den zytoplasmatischen Score der Erkrankungsstadien dar,
Abbildung B den zytoplasmatische Grade, in Abbildung C sieht man den nukleéaren Score der Erkrankungsstadien,
in Abbildung D den nuklearen Grade.

Graphisch prasentiert ist die Ergebnisauswertung in Abbildung 14 A und B. Da beide
Untersucher die nukleare Farbung von elF2a fur alle immunhistochemische Schnitte des
Patientengewebes als negativ (Grade und Score 0) werteten, ist in Abbildung 14 A und B aus
Ubersichtsgriinden nur das zytoplasmatische Grading und Scoring als Balkendiagramme
dargestellt. Dort zu sehen ist, dass die insgesamt niedrigsten Werte flir das zytoplasmatische
Scoring und Grading flir elF2a fir die IHC-Schnitte der intestinalen Metaplasie vergeben

wurden. Auch die high grade intraepitheliale Dysplasie (HD) zeigt im Vergleich zu den
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Subgruppen low grade Dysplasie (LD), Zylinderzellmetaplasie (ZM) und Tumor (Tu) eine
schwéachere Anfarbung fir elF2a im Zytoplasma. Fir das Kollektiv Tumor zeigt sich eine
insgesamt verstarkte Anfarbeintensitat (Grade) im Vergleich zu den anderen Stadien, in der
Anfarbarkeit (Score) zeigen sich graphisch ahnliche Werte fir die Gruppen ZM
(Zylinderzellmetaplasie) und low grade intraepitheliale Dysplasie (LD), zu sehen in Abbildung
14 A. Nach der einfaktoriellen ANOVA-Analyse (Tabelle 5) mit anschlieRendem Post-Hoc-Test
nach Bonferroni (Anhang 2) zum Mehrfachvergleich zeigten sich zwei Untertests signifikant fir

die Gruppen ,Zytoplasmatischer Score” und ,Zytoplasmatischer Grade*.

Tabelle 5 - Einfaktorielle ANOVA-Analyse fiir die IHC-Auswertung der elF2a-Expression in den verschiedenen
Krankheitsstadien mit Vergleich zwischen und innerhalb der jeweiligen Gruppen ,zytoplasmatischer Score®,
.zytoplasmatischer Grade*, ,nukledrer Score“ und ,nukledrer Grade®.

Quadratsum | Freiheitsgra | Quad. F- Signifika
elF2a me de Mittelwert Wert | nz
Zytoplasmatischer Zwischen den
Score Gruppen 86,875 4 21,719 3,063 | 0,026

Innerhalb der
Gruppen 319,125 45 7,092
Total 406 49
Zytoplasmatischer Zwischen den
Grade Gruppen 19,088 4 4,772 8,076 | 0,000
Innerhalb der
Gruppen 26,592 45 0,591
Total 45,68 49
Zwischen den
Nuklearer Score Gruppen 0,000 4 0,000
Innerhalb der
Gruppen 0,000 45 0,000
Total 0,000 49
Zwischen den
Nuklearer Grade Gruppen 0,000 4 0,000
Innerhalb der
Gruppen 0,000 45 0,000
Total 0,000 49

Es zeigte sich im Post-Hoc-Test eine signifikant starkere Anfarbung fiir das Zytoplasma in
Kategorie ,Score” und ,Grade” fir die Tumoranschnitte im Vergleich zur Zylinderzell- und
intestinalen Metaplasie, als auch zur high grade intraepithelialen Dysplasie (siehe Anhang 2).
Fur die low grade Dysplasie zeigte sich im Vergleich keine Signifikanz. Durch fehlende

nukledre Anfarbung wurde diese fur sowohl Grade als auch Score mit ,0“ (negativ) gewertet.

48



[Hier eingeben]

4.2.4 elF3aund elF4E
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Abbildung 15 A-E: Immunhistochemische Schnitte mit elF3a — Farbung in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit
der Kennzeichnung des MaRstabes 250 um aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender
Malignitat aus dem Eingangsgut des Institutes fiir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A
— Zylinderzellmetaplasie; Abbildung B — Intestinale Metaplasie; Abbildung C — Low grade intraepitheliale Dysplasie;
Abbildung D — High grade intraepitheliale Dysplasie und Abbildung E — Barrett-Karzinom. Zu sehen sowohl die
zytoplasmatische als auch nukledre Farbung gegen elF3a anhand brauner Prazipitate. Die Intensitat wurde von 0
(negativ), 1 (schwache Expression), 2 (mittlere Expression) zu 3 (starke Expression) vorgenommen.

Die Anfarbung fir elF3a ist exemplarisch in Abbildung 15 A bis E gezeigt. Zu sehen sind in
allen Abbildungen nur wenige braune Prazipitate, am ehesten als Artefakte durch den
Anfarbeprozess zu werten. Man erkennt die iberwiegend basophilen Zellverbande lber alle
Gruppen hinweg in Abbildung 15 A - E. Daher wurde ein Grofteil der IHC-Schnitte fur elF3A

sowohl fir Zellkern als auch im Zytoplasma von den Untersuchern als negativ gewertet.
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Abbildung 15 A (Zylinderzellmetaplasie) zeigt sich sowohl im Zytoplasma der Epithelzellen als
auch in deren Zellkernen als negativ. In den Anschnitten der intestinalen Metaplasie,
beispielhaft hierfir Abbildung 15 B, prasentiert sich stellenweise eine leichte Anfarbung fir
elF3a im Zytoplasma der metaplastischen Zellen, dazwischenliegend immer wieder Bereiche
im Zellverband, welche als negativ gewertet wurden. In Abbildung 15 C und D exemplarisch
dargestellt die low grade und high grade intraepitheliale Dysplasie, welche in allen
immunhistochemischen Schnitte keine zytoplasmatische Anfarbung flir elF3a zeigten.
Lediglich in der low grade Dysplasie wurden wenige Zellkerne als schwach positiv gewertet
(im Bildausschnitt Abbildung 15 C einzelne braun-gefarbte Nuklei). In Abbildung 15 E zu sehen
das Barrett-Adenokarzinom mit hyperchromatischen, polyformen Zellkernen, welche auch hier

erneut keine Positivitat flr eiF3a zeigen.
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Abbildung 16 A-D: Saulendiagramm zur Anfiarbung von elF3a. Dargestellt sind die der Mittelwerte *
Standardabweichung der jeweiligen Untersuchungsergebnisse beider Rater fur nukledren und zytoplasmatischen
Score und Grade. Die Unterteilung wurde an der x-Achse anhand der Diagnose/Erkrankungsstadien (LD = low
grade intraepitheliale Dysplasie, high grade intraepitheliale Dysplasie, IM = Intestinale Metaplasie, ZM =
Zylindermetaplasie, Tu = Tumor) vorgenommen. Die y-Achse zeigt in den Abbildungen A und C den Score (0-
100%) und in den Abbildungen B und C den Grade 0-3, wobei 0 = negativ, 1 = schwache Anfarbung, 2 = mittlere
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Anfarbung und 3 = starke Anfarbung. Abbildung A stellt den zytoplasmatischen Score der Erkrankungsstadien dar,
Abbildung B den zytoplasmatische Grade, in Abbildung C sieht man den nukleéaren Score der Erkrankungsstadien,
in Abbildung D den nuklearen Grade.

Erneut gut zu erkennen in der graphischen Darstellung (Abbildung 16 A-D), dass beide
Untersucher nur geringe Werte sowohl fur die Anfarbarkeit als auch die Anfarbeintensitat von
elF3a in allen Gewebegruppen vergaben. Die immunhistochemische Farbung gegen elF3a
war in der Mehrzahl der Falle negativ. Es wurden die wenigen bis nicht vorhandenen braunen
Prazipitate im Osophagusepithel (siehe Abbildung 15 A - E) dementsprechend gewertet und
der ,Grade” zwischen 0 — 1 zytoplasmatisch als auch nuklear vergeben, nur in zwei Fallen
vergaben wir Grade 2. Fir die Zylinderzellmetaplasie und die high grade intraepitheliale
Dysplasie wurde von beiden Untersuchern fur alle Schnitte Grade 0 (=negativ) fir sowohl die
zytoplasmatische als auch die nukleare Anfarbung vergeben (vergleiche Abbildungen 16 A
und B und 16 C und D). Die Gruppen der intestinalen Metaplasie (IM) und der Tumore (Tu)
erhielten in der Wertung schwach positive Ergebnisse fir die zytoplasmatische Anfarbung, die
nukledre Anfarbung wurde als negativ in allen Schnitten beurteilt (Abbildung 16 C und D). Die
Entitat der low grade intraepithelialen Dysplasie wurde fur die Anfarbung von elF3a im
Zytoplasma als negativ gewertet und als schwach positiv in den Zellkernen. Wahrend der
Studie sollte besonderes Augenmerk auf die elFs 3a und 4E gelegt werden, da vorherige in
vitro - Studien zum eukaryotischen Initiationsfaktor 3a auf eine veranderte Expression bei
Karzinomen des Osophagus deuteten und 4E als relevant fir die Karzinogenese des
kolorektalen Adenokarzinoms gilt und es somit Hinweise gibt, dass elF4E ursachlich fiir die
Malignomentstehung im Gastrointestinaltrakt sein konnte.

Auch in der anschliefenden statistischen Auswertung mittels ANOVA (Tabelle 6) und
Bonferroni Post Hoc — Analyse (Anhang 3) zeigte sich in den Gruppenvergleichen fur keinen
der Untertests eine signifikante Veranderung der Anfarbarkeit oder Anfarbeintensitat gegen

elF3a.

Tabelle 6 - Einfaktorielle ANOVA-Analyse fiir die IHC-Auswertung der elF3a-Expression in den
verschiedenen Krankheitsstadien mit Vergleich zwischen und innerhalb der jeweiligen Gruppen
,zytoplasmatischer Score®, ,zytoplasmatischer Grade®, ,nuklearer Score* und ,nukledrer Grade®“.

Quadratsum | Freiheitsgra | Quad. F- Signifika
elF3a me de Mittelwert Wert | nz
Zytoplasmatischer Zwischen den
Score Gruppen 24,68 4 6,17 | 1,341 0,27
Innerhalb der
Gruppen 207,1 45 4,602
Total 231,78 49
Zytoplasmatisches Zwischen den
Grading Gruppen 0,65 4 0,163 | 1,25 0,304
Innerhalb der
Gruppen 5,85 45 0,13
Total 6,5 49
Zwischen den
Nuklearer Score Gruppen 8,000 4 2,000| 2,25 0,079
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Abbildung 17 A-E: Immunhistochemische Schnitte mit elF4E — Farbung in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit
der Kennzeichnung des MaRstabes 250 um aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender
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Malignitat aus dem Eingangsgut des Institutes fir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A
— Zylinderzellmetaplasie; Abbildung B — Intestinale Metaplasie; Abbildung C — Low grade intraepitheliale Dysplasie;
Abbildung D — High grade intraepitheliale Dysplasie und Abbildung E — Barrett-Karzinom. Zu sehen sowohl die
zytoplasmatische als auch nukleare Farbung gegen elF4E anhand brauner Prazipitate. Die Intensitat wurde von 0
(negativ), 1 (schwache Expression), 2 (mittlere Expression) zu 3 (starke Expression) vorgenommen.

In der Immunhistochemie der Schnitte zu elF4E (Abbildungen 17 A — E) sahen wir eine nur
schwach positive Anfarbungen in einen Groliteil der Falle waren (4 Falle negativ; 12 Falle
Grade 1; 7 Falle Grade 2; 2 Falle Grade 3) mit diffusen Verteilungsmuster Uber die
verschiedenen Krankheitsstadien fir das Zytoplasma. In Abbildung 17 A gut zu erkennen das
zylinderférmige, metaplastische Epithel mit nur sehr blasser Anfarbung des Zytoplasmas und
einzelner Zellkerne. In Abbildung 17 B erneut die intestinale Metaplasie, zu erkennen anhand
der Becherzellen mit sehr hellem Zytoplasma, welche dadurch teils ,leer” wirken. Hier sieht
man lediglich einige wenige braune Prazipitate im Zytoplasma. Eine Anfarbung der Nuclei
findet sich hier nicht. Die low grade intraepitheliale Dysplasie in Abbildung 17 C prasentiert
vereinzelte, schwach positive Zellkerne und Uberwiegend schwach positives Zytoplasma. Die
high grade intraepitheliale Dysplasie (Abbildung 17 D) mit stark veréanderten Zellkernen und
Drisenarchitektur zeigt eine leichte zytoplasmatische Anfarbung flr elF4E und nur wenige
schwach positive Zellkerne intraepithelial. Im Tumoranschnitt (Abbildung 17 E) erneut eine
vermehrte zytoplasmatische Anfarbung, jedoch nur wenige schwach positive Zellkerne in den
malignen Drusenformationen. Zusammenfassend war die Farbung des Zellkernes in 76% aller

Falle negativ, in den restlichen Fallen wurde Grade 1-2 vergeben.
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Abbildung 18 A-D: Saulendiagramm zur Anfdarbung von elF4E. Dargestellt sind die der Mittelwerte +
Standardabweichung der jeweiligen Untersuchungsergebnisse beider Rater fiir nukledren und zytoplasmatischen
Score und Grade. Die Unterteilung wurde an der x-Achse anhand der Diagnose/Erkrankungsstadien (LD = low
grade intraepitheliale Dysplasie, high grade intraepitheliale Dysplasie, IM = Intestinale Metaplasie, ZM =
Zylindermetaplasie, Tu = Tumor) vorgenommen. Die y-Achse zeigt in den Abbildungen A und C den Score (0-
100%) und in den Abbildungen B und C den Grade 0-3, wobei 0 = negativ, 1 = schwache Anfarbung, 2 = mittlere
Anfarbung und 3 = starke Anfarbung. Abbildung A stellt den zytoplasmatischen Score der Erkrankungsstadien dar,
Abbildung B den zytoplasmatische Grade, in Abbildung C sieht man den nuklearen Score der Erkrankungsstadien,
in Abbildung D den nukledren Grade.

In Abbildung 18 A-D die oben beschriebenen Ergebnisse der Auswertung fir Scoring und
Grading zu elF4E als Balkendiagramme. In Abbildung 18 A sind die Werte des
zytoplasmatischen Scoring prasentiert. Fur die Zylinderzell- und intestinale Metaplasie zeigen
sich ahnliche Ergebnisse. Die Gruppe der high grade Dysplasie (HD) zeigte die geringste
Anfarbarkeit (Score). Die Gruppen ,Tumor‘ und ,low grade intraepitheliale Dysplasie®
prasentierten ein ahnlich hohes Scoring. Auch die intestinale Metaplasie (IM) und die
Zylinderzellmetaplasie (ZM) erhielten im Mittelwert ahnlich hohe Werte fur das Scoring. In
Abbildung 18 B sind die Mittelwerte der Untersucherergebnisse flir das zytoplasmatische
Grade graphisch zusammengefasst. In der graphischen Ubersicht zu erkennen, dass die

Entitdt Tumor (Tu) im Schnitt das hochste zytoplasmatische Grade erhielt. Die niedrigsten
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Werte wurde erneut fur die Gruppe ,high grade intraepitheliale Dysplasie (HD) vergeben. In
Abbildung 18 C und D zu sehen sind die Saulendiagramme fur elF4E fur den nukledren Score
und Grade. Die héchsten Werte flr Grading und Scoring wurden fur die Zylinderzellmetaplasie
(ZM) durch die Untersucher vergeben. Die immunhistochemischen Schnitte fiir die
Zylinderzellmetaplasie wurden als vollstindig negativ gewertet fir die nukleare Anfarbung.
Darauffolgend in ansteigender Reihenfolge fiir den nuklearen Score und Grade: high grade
intraepitheliale Dysplasie (HD), low grade intraepitheliale Dysplasie (LD) und Tumor (Tu)
(Abbildung 18 C und D). Nach ANOVA-Analyse (Tabelle 7) mit anschlielenden Bonferroni-
Post-Hoc (Anhang 4) zeigte sich im Vergleich weder fir die nukleare oder zytoplasmatische
Anfarbung und Intensitat mit elF4E-Antikérpern ein signifikanter Unterschied zwischen den

jeweiligen Untergruppen.

Tabelle 7 - Einfaktorielle ANOVA-Analyse fiir die IHC-Auswertung der elF4E-Expression in den
verschiedenen Krankheitsstadien mit Vergleich zwischen und innerhalb der jeweiligen Gruppen
.zytoplasmatischer Score®, ,zytoplasmatischer Grade®, ,nuklearer Score” und ,nuklearer Grade*.

Quadratsum | Freiheitsgra | Quad. F- Signifika
elF4E me de Mittelwert Wert | nz
Zytoplasmatischer Zwischen den
Score Gruppen 118,678 4 29,67 | 2,27 0,076
Innerhalb der
Gruppen 588,142 45 13,07
Total 706,82 49
Zytoplasmatisches Zwischen den
Grading Gruppen 5,25 4 1,313 | 1,89 0,129
Innerhalb der
Gruppen 31,25 45 0,694
Total 36,5 49
Zwischen den
Nukleédrer Score Gruppen 7,888 4 1,972 | 1,635 0,182
Innerhalb der
Gruppen 54,292 45 1,206
Total 62,180 49
Zwischen den
Nukleéres Grading Gruppen 1,463 4 0,366 | 1,551 0,204
Innerhalb der
Gruppen 10,617 45 0,236
Total 12,080 49
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4.2.5 elF5B
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Abbildung 19 A-E: Imnmunhistochemische Schnitte mit elF5B — Farbung in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit
der Kennzeichnung des MaRstabes 250 um aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender
Malignitat aus dem Eingangsgut des Institutes fir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A
— Zylinderzellmetaplasie; Abbildung B — Intestinale Metaplasie; Abbildung C — Low grade intraepitheliale Dysplasie;
Abbildung D — High grade intraepitheliale Dysplasie und Abbildung E — Barrett-Karzinom. Zu sehen sowohl die
zytoplasmatische als auch nukledre Farbung gegen elF5B anhand brauner Prazipitate. Die Intensitat wurde von 0
(negativ), 1 (schwache Expression), 2 (mittlere Expression) zu 3 (starke Expression) vorgenommen.

Eine ausgepragte Positivitat fur elF5B Uber alle Erkrankungsstadien zeigt sich in Abbildung 19
A-E anhand starker Anfarbung im Zytoplasma und Nukleus. Vor allem in Abbildung 19 E
(Barrett-Adenokarzinom) erkennt man eine deutliche Anfarbung der Zellkerne und des

Zytoplasmas, im Vergleich hierzu Abbildung 19 B (intestinale Metaplasie), welche eine
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schwachere Positivitat sowohl fir die Nuclei als auch das Zytoplasma des Epithels zeigt. Eine
ahnlich intensive Anfarbung fur elF5B im Zytoplasma und Zellkern wie fur die Tumoranschnitte
zeigt sich in den Abbildung 19 C (low grade intraepitheliale Dysplasie). Hier vor allem gut zu
erkennen die ausgepragt angefarbten Zellkerne in den Epithelzellen. In Abbildung 19 D (high
grade intraepitheliale Dysplasie) zu sehen eine im Vergleich zu Abbildung 19 E schwachere
zytoplasmatische Anfarbung gegen elF5B. Die veranderten Zellkerne wirken ahnlich stark
angefarbt wie in den Tumoranschnitten.

In Abbildung 20 A und B ist die Auswertung zytoplasmatische Anfarbung dargestellt. Fir die
intestinale Metaplasie (IM) wurde insgesamt durch beide Untersucher nur eine schwache
Anfarbarkeit und Farbeintensitat vergeben im Vergleich zu den anderen Gruppen, sowohl im
Zytoplasma als auch fiir die Zellkerne. Ahnlich hohe Werte fiir den zytoplasmatischen Score
wurden fur die Gruppen Zylinderzellmetaplasie (ZM), low grade intraepitheliale Dysplasie (LD)
und Tumor (Tu) vergeben. Die high grade intraepitheliale Dysplasie erhielt fir den
zytoplasmatischen Score (Abbildung 20 A) einen im Vergleich &hnlich niedrigen Wert wie die
intestinale Metaplasie, zeigte jedoch eine starkere, zytoplasmatische Anfarbeintensitat
(Abbildung 20 B). In Abbildung 20 C und D sind die Werte fur die Auswertung der nukledren
Anfarbung graphisch dargestellt. Man erkennt vor allem fur die nukledre Anfarbeintensitat far
elF5b (Grade) Uber alle Gruppen hinweg gleich hohe Werte. Vor allem fiir die Subgruppe
Zylinderzellemetaplasie und Tumor wurden fir den Score und Grade der Zellkerne ahnlich
hohe Werte vergeben. Auch die intraepithelialen Dysplasien (LD und HD) erhielten durch die
Untersucher annahernd gleiche Werte fur das nukleare Scoring und Grading (siehe Abbildung
20 C und D). In der Gesamtiibersicht zeigt sich eine scheinbar schwachere Anfarbung gegen
elF5B fir die Immunhistochemieschnitte der intestinalen Metaplasie (IM) sowohl
zytoplasmatisch (Abbildung 20 A und B) als auch nuklear (Abbildung 20 C und D). Insgesamt
zu erwahnen ist, dass die Untersucher fir die Anfarbung des Zellkernes Grade zwischen 2
und 3 fir alle Erkrankungsstadien vergaben. Letztlich ergibt sich dadurch keine relevante

Unterscheidung fur die Anfarbung des Nukleus durch elF5B Uber alle Gruppen hinweg.
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Abbildung 20 A-D: Saulendiagramm zur Anfarbung von elF5B. Dargestellt sind die der Mittelwerte +
Standardabweichung der jeweiligen Untersuchungsergebnisse beider Rater fir nukledren und zytoplasmatischen
Score und Grade. Die Unterteilung wurde an der x-Achse anhand der Diagnose/Erkrankungsstadien (LD = low
grade intraepitheliale Dysplasie, high grade intraepitheliale Dysplasie, IM = Intestinale Metaplasie, ZM =
Zylindermetaplasie, Tu = Tumor) vorgenommen. Die y-Achse zeigt in den Abbildungen A und C den Score (0-
100%) und in den Abbildungen B und C den Grade 0-3, wobei 0 = negativ, 1 = schwache Anfarbung, 2 = mittlere
Anfarbung und 3 = starke Anfarbung. Abbildung A stellt den zytoplasmatischen Score der Erkrankungsstadien dar,
Abbildung B den zytoplasmatische Grade, in Abbildung C sieht man den nuklearen Score der Erkrankungsstadien,
in Abbildung D den nukledren Grade.

Bei der anschliefenden ANOVA-Analyse zeigten sich signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen fur das zytoplasmatische Scoring (p = 0,000), jedoch nicht fir das zytoplasmatische
Grading von elF5B (Tabelle 8). Fiir den nukledren Score sowie das nukleare Grading fanden
sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede (Tabelle 8). Der anschlieRende Bonferroni-
Test zeigte dann signifikante Unterschiede zwischen den Stadien ,Tumor” und ,high grade
intraepitheliale Dysplasie“ und ,intestinaler Metaplasie“ beim zytoplasmatischen Scoring
(Anhang 5).
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Tabelle 8 - Einfaktorielle ANOVA-Analyse fiir die IHC-Auswertung der elF5B-Expression in den

verschiedenen Krankheitsstadien mit Vergleich zwischen und innerhalb der jeweiligen Gruppen

,Zytoplasmatischer Score®, ,zytoplasmatischer Grade*, ,nukledrer Score” und ,nuklearer Grade“

cIF5B Quadratsum | Freiheitsgra | Quad. F- Signifika
me de Mittelwert Wert | nz
Zytoplasmatischer Zwischen den 325,488 4 81372 8,067 0,000
Score Gruppen
anerhalb der 453,892 45 10,086
ruppen
Total 799,38 49
Zytoplasmatisches Zwischen den 5078 4 127] 126 0.300
Grading Gruppen
anerhalb der 45,342 45 1,008
ruppen
Total 50,42 49
Nuklearer Score Zwischen den 69,278 4 17,32| 2413| 0,063
ruppen
Innerhalb der 323,042 45 7.179
Gruppen
Total 392,32 49
Nukledres Grading é""'s"he” el 2,728 4 0,682|1,238| 0,308
ruppen
Innerhalb der 24792 45 0,551
Gruppen
Total 27,52 49
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4.2.6 elF6
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Abbildung 21 A-E: Imnmunhistochemische Schnitte mit elF6 — Farbung in 8,5-fachen Zoom (NDP.View 2) mit
der Kennzeichnung des MaRstabes 250 um aus dem Kollektiv der Barrett - Karzinom - Sequenz mit ansteigender
Malignitat aus dem Eingangsgut des Institutes fiir Pathologie Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R. Abbildung A
— Zylinderzellmetaplasie; Abbildung B — Intestinale Metaplasie; Abbildung C — Low grade intraepitheliale Dysplasie;
Abbildung D — High grade intraepitheliale Dysplasie und Abbildung E — Barrett-Karzinom. Zu sehen sowohl die
zytoplasmatische als auch nukledre Farbung gegen elF6 anhand brauner Prazipitate. Die Intensitat wurde von 0
(negativ), 1 (schwache Expression), 2 (mittlere Expression) zu 3 (starke Expression) vorgenommen.

Auch die IHC-Schnitte mit elF6-Anfarbung zeigt Uber alle Erkrankungsstadien positives
Zytoplasma und Zellkerne (siehe Abbildung 21 A-E). Dazwischen liegend gut zu erkennen das
nicht-angefarbte (negative) Gewebestruma. Die Nuklei sind sowohl in den entzindlichen

Vorstufen als auch im Karzinom ausgepragt positiv ohne signifikante Unterschiede.
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Abbildung 22 A-D: Saulendiagramm zur Anfarbung von elF6. Dargestellt sind die der Mittelwerte *
Standardabweichung der jeweiligen Untersuchungsergebnisse beider Rater fir nukledren und zytoplasmatischen
Score und Grade. Die Unterteilung wurde an der x-Achse anhand der Diagnose/Erkrankungsstadien (LD = low
grade intraepitheliale Dysplasie, high grade intraepitheliale Dysplasie, IM = Intestinale Metaplasie, ZM =
Zylindermetaplasie, Tu = Tumor) vorgenommen. Die y-Achse zeigt in den Abbildungen A und C den Score (0-
100%) und in den Abbildungen B und C den Grade 0-3, wobei 0 = negativ, 1 = schwache Anfarbung, 2 = mittlere
Anfarbung und 3 = starke Anfarbung. Abbildung A stellt den zytoplasmatischen Score der Erkrankungsstadien dar,
Abbildung B den zytoplasmatische Grade, in Abbildung C sieht man den nuklearen Score der Erkrankungsstadien,
in Abbildung D den nukledren Grade.

Die Untersucher vergaben im Mittel flr die zytoplasmatische Anfarbung durch elF6 niedrige
Grade im Vergleich zur Anfarbung der Zellkerne fir alle Gruppen (siehe Abbildung 22 A-D).
Der zytoplasmatische Grade und Score fur die Tumoranschnitte (Tu) (Abbildung 22 A und B)
grenzte sich signifikant von den anderen Morphologien ab. Die niedrigsten Werte wurden fur
die Schnitte der intestinalen Metaplasie vergeben (IM). Ahnlich niedrige Werte vergaben die
Untersucher auch fir die Gruppe der low grade intraepithelialen Dysplasie (LD) fir die
zytoplasmatische Anfarbung mittels elF6. Auch zu erkennen in Abbildung 22 A und B die im
Mittel gleich hohen Bewertungen fiir die Gruppen der high grade intraepithelialen Dysplasie

und der Zylinderzellmetaplasie. In Abbildung 22 C und D ist sind die Werte fiir das nukleare
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Scoring und Grading aller Gruppen fiir elF6 dargestellt. Man sieht tiber alle Morphologien eine

ahnliche Wertung fir Score und Grade im Zellkern, so dass sich keine der Gruppen abgrenzt.

Relevant zu erwahnen ist, dass flr das Kollektiv der intestinalen Metaplasie zwei Schnitte

aufgrund von Materialmangels aus der Wertung fielen. In der einfaktoriellen ANOVA-Analyse

(Tabelle 9) prasentierten sich ein signifikanter Unterschied sowohl zwischen den Gruppen als

auch innerhalb der Gruppen fiir das zytoplasmatische Grade (p = 0,000) und Score (p = 0,006).

Fir das nukledre Score und Grade fand sich keine Signifikanz. Der zytoplasmatische Grade

und Score fir die Gruppe ,,Tumor” grenzte sich signifikant im anschliefienden Bonferroni-Test

(Anhang 6) von allen inflammatorisch-veranderten Vorstufen ab.

Tabelle 9 - Einfaktorielle ANOVA-Analyse fiir die IHC-Auswertung der elF6-Expression in den

verschiedenen Krankheitsstadien mit Vergleich zwischen und innerhalb der jeweiligen Gruppen
,zytoplasmatischer Score®, ,zytoplasmatischer Grade*, ,nuklearer Score“ und ,nuklearer Grade“

elF6 Quadratsumme | Freiheitsgrade S/Iﬁ?g\./ve rt F-Wert | Signifikanz
Zytoplasmatischer Score | Zwischen den Gruppen |281,144 4 70,286 4,173 0,006
Innerhalb der Gruppen 690,508 41 16,842
Total 971,652 45
é{fdﬂasma”s"hes Zwischen den Gruppen | 9,518 4 2.38 6,767 |0,000
Innerhalb der Gruppen 14,417 41 0,352
Total 23,935 45
Nukleédrer Score Zwischen den Gruppen | 25,157 4 6,289 1,871 0,134
Innerhalb der Gruppen 137,8 41 3,361
Total 162,957 45
Nuklearer Grade Zwischen den Gruppen | 3,109 4 0,777 1,625 0,186
Innerhalb der Gruppen | 19,608 41 0,478
Total 22,717 45
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5 Diskussion

5.1 Rolle der einzelnen elFs im Barrett-Adenokarzinom

Die eukaryotischen Initiationsfaktoren haben bedeutende Funktionen bei der Translation von
Proteinen. Sie regulieren die Bindung an das Ribosom, entwinden die mRNA oder erkennen
die 5-Cap-Struktur als Bindungsstruktur fir die kleine ribosomale Untereinheit als Teil des
Prainitiationskomplexes wahrend der Initiation. In diversen in vitro-Studien wurde ihre Rolle in
der Karzinogenese verschiedener Malignome nachgewiesen (25; 64) und Optionen erdrtert,
elFs als Tumormarker oder Therapieansatz (92) zu nutzen.

Eine ausfuhrliche Studie zum Einfluss der Regulation der eukaryotischen Initiationsfaktoren im
Barrett-Adenokarzinom und der dazu resultierenden Entziindungsstufen fehlt jedoch bisher.
Im Rahmen der vorliegenden Dissertation wird daher untersucht, ob und welche
eukaryotischen Initiationsfaktoren im Adenokarzinom des Osophagus exprimiert werden und

ob sie einen Einfluss auf die Entstehung Barrett-Malignoms austiben.

511 elF1

elF1 spielt eine wichtige Rolle bei der Initiation der Translation und ist Teil des sogenannten
43S-Prainitationskomplexes. Dysregulationen in diesem Bereich finden sich in vielen
Tumorentitaten, weshalb elF1 als potentieller Biomarker angesehen wird. Im Kollektiv des
Barrett-Adenokarzinoms zeigte sich nach immunhistochemischer Farbung eine signifikante
Steigerung der Expression von elF1 zwischen dem Zytoplasma der Tumorzellen und der
intestinalen Metaplasie. Im Vergleich low grade/high grade Dysplasie zu Tumor prasentierte
sich ebenfalls eine starkere Anfarbung fir elF1 in den Tumorzellen. Es gab jedoch keine
signifikante Veranderung des Farbemusters im Nukleus fir elF1. Im Gegensatz dazu wurde
bei Untersuchungen von immunhistochemischen Schnitten des duktalen Pankreaskarzinoms
festgestellt, dass eine Herabregulierung der elFs 1, 2D, 3C und 6 im Zytoplasma der
Karzinomzellen stattfindet im Vergleich zum gesunden Gewebe (21). Als Schlussfolgerung
deutet dies auf eine Relevanz der genannten elFs und der Translationsinitation im duktalen
Pankreaskarzinom. In der genannten Studie zeigte sich eine fur elF1 eine signifikante
Abnahme im Zytoplasma der Tumorzellen von Grade 1 bis 3 im Vergleich zu den nicht-
neoplastischen Zellen. Auch zeigte sich ein Zusammenhang zwischen niedriger Expression
von elF1 und einer schlechteren Gesamtuberleben der Patienten (21).

In den Immunoblot - Analysen der Studie von Golob-Schwarzl (2020) zum duktalen
Adenokarzinom des Pankreas zeigte sich ein erhdhter Proteingehalt von elF1 in den nicht-
neoplastischen Zellen des Pankreas. In den Malignomzellen der untersuchten
Pankreaskarzinomschnitte zeigte sich eine vergleichsweise verminderter Proteingehalt von
elF1.
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Im Dichtevergleich der Western Blots zum Barrett-Adenokarzinom stellte sich im Kontrast dazu
fir die OE33-Zellreihe eine erhdhte Expression flr elF1 dar im Vergleich zur gesunden
Kontroll-Zelllinie (HEEC).

Die vorliegenden Ergebnisse deuten auf eine relevant veranderte Expression von elF1 im
Adenokarzinom des Barrett-Osophagus und somit auf eine veranderte Translationsinitation in
den Malignomzellen hin. Da bisher keine Daten im Zusammenhang mit der Regulation von
elF1 als Bestandteil des Vorinitiationskomplexes und der Entstehung des Barrett-
Adenokarzinoms vorliegen, konnen keine Daten zum Vergleich herangezogen werden. Es ist
jedoch durchaus in Betracht zu ziehen, elF1 als prognostischer Biomarker und therapeutischer

Ansatz beim Adenokarzinom des Osophagus zu nutzen.
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5.1.2 elF2a und p-elF2a

Als Antwort auf Stress bilden Zellen fehlerhaft gefaltete Proteine im endoplasmatischen
Retikulum. Die Zellen reagieren darauf mit der Unfolded Protein Response, kurz UPR, die
durch die Protein Kinase RNA-like Endoplasmic Retikulum Kinase (PERK) reguliert wird.
Durch Aktivierung des PERK-Signalweges und die daran anschlielende Phosphorylierung
von elF2a durch PERK wird die Synthese neuer Proteine gedampft, um die Zell-Homobostase
aufrechtzuerhalten oder wiederherzustellen. In Studien wurde Uber erhohte Mengen von
phosphoryliertem elF2a bei krebserkrankten Patienten mit diagnostiziertem HER2-positiven
Mammakarzinom (43) oder kolorektalen Karzinom (58) berichtet, was darauf schlieen lasst,
dass die PERK wahrend der Tumorprogression vermehrt aktiviert wird und damit assoziiert die
Phosphorylierung von elF2a gesteigert wird (74). Auch wurde eine Uberregulation von elF2a
und seiner phosphorylierten Form in Tumorgewebe von gastrointestinalen Malignomen

nachgewiesen (51).

In den immunhistochemischen Farbungen der vorliegenden Studie zeigte sich ein starkeres
zytoplasmatisches Staining fir elF2a von Tumorgewebe im Vergleich zur Meta- oder
Dysplasie. Dies lasst darauf schlieRen, dass auch in den Zellen des Barrett-Adenokarzinom
elF2a vermehrt exprimiert wird und ein wichtiger Regulationspunkt in der Karzinogenese des
Osophagusmalignoms sein kénnte. Eine Auswertung der immunhistochemischen Schnitte fiir

p-elF2a fand aus technischen Griinden nicht statt.

In den Western Blot-Analysen konnte fur keine der Barrett-Zellreihen eine signifikante
Veranderung fur elF2a-Menge dargestellt werden. Es zeigte sich eher ein diffuses
Expressionsmuster Uiber alle Stadien. In den durchgeflhrten Western Blots fiir p-elF2a zeigte
sich eine im Vergleich zu den anderen Stadien verminderte Phosphorylierung in den OE33-
Zellen dar. Dieses konnte durch eine verminderte Kinaseaktivitdt von PERK und im
Umkehrschluss zu einer geringeren Phosphorylierung von elF2a zustande kommen. Da die
immunhistochemischen Ergebnisse nicht den Befunden aus der Zellkultur entsprechen, ist nun
fraglich, ob es im Rahmen der in-vitro-Versuche in den Zelllinien zu einem veranderten Gehalt
an elF2a und p-elF2a kommt, welche sich im menschlichen Gewebe sich nicht nachvollziehbar
darstellen lassen. Zwar zeigt sich eine scheinbare Veranderung der Anfarbung von
Entzindungsgewebe zum Malignomgewebe mittels elF2a, diese lasst sich jedoch nicht mittels
Western Blot nicht reproduzieren. Hierbei sah man eine verminderte Proteinmenge von elF2q,
welches reziprok zu den IHC-Ergebnissen ware. Es ist fraglich, ob sich Ergebnisse der
Zellkultur reliabel sind, da es sich hierbei lediglich um eine untersuchte Zelllinie aus einem
einzelnen Patienten handelt, im Gegensatz zu den Ergebnissen der Immunhistochemie mit
einem groReren Patientengut. Es gibt somit dennoch mdgliche Hinweise auf eine

Beeinflussung der Karzinogenese des Barrett-Adenokarzinoms durch elF2a oder dessen
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Phosphorylierung im Rahmen des PERK-Signalweges bzw. im Umkehrschluss durch die UPR
gibt.
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5.1.3 elF3a

In frliheren Studien wurde darliber berichtet, dass elF3a als Untereinheit von elF3 eine
relevante Rolle in verschiedenen Karzinogenesen spielt (91). Die Regulation von elF3a ist
assoziiert mit der Entstehung, Prognose, Metastasierung und Therapierbarkeit von
Osophagus (13)-, Lungen- (34), Mamma (2)-, Cervix (15)-, Colon (30)- und
Pankreaskarzinomen (87). Auch als neues potentielles Therapeutikum fir Malignome rickt
elF3a in das Interessengebiet verschiedener Forschungsgruppen (56; 89). Wir fokussierten
uns im Rahmen der Studie zum Barrett-Kollektiv auf elF3a als grofite Untereinheit von elF3
und bereits vorbekannte relevante elF fiir den Tumorprogress im Osophagus. Es zeigte sich
wahrend der Untersuchungen keine signifikante Veranderung in der Expression von elF3a in
den verschiedenen Barrett-Stadien in den immunhistochemischen Farbungen. Auch in den
Western Blot - Experimenten stellte sich der elF3a-Gehalt nicht signifikant verandert in den
CP-A Zellen dar im Vergleich zur gesunden Kontrolle (HEEC), zum Karzinom (OE33) und der
Metastase (OACMS.1.C). Letztlich zeigt sich in unserer Studie kein Hinweis auf einen

Zusammenhang zwischen elF3a und der Entstehung des Adenokarzinoms im Osophagus.

5.1.4 elF4E

Eine Fehlregulation der Protein-Synthese und das damit verbundene Zell- und
Gewebewachstum fuhrt konsekutiv zur Malignomentstehung. Laut vorheriger Studien ist die
Expression von elF4E signifikant erhéht im Karzinomgewebe im Vergleich zu gesundem
Gewebe (12; 24). Die Translation von Proteinen in Zellen muss streng reguliert werden um die
Entstehung von Krebszellen zu vermeiden. Diese Regulation findet vor allem wahrend der
Initiation der Translation statt, obwohl auch noch wahrend der Elongationsphase
Kontrollimechanismen greifen kénnen. Die Rolle von elF4E wahrend der Translationsinitiation
und der Tumorentstehung ist gut erforscht und wurde in diversen Studien bereits beschrieben,
jedoch ist nach wie vor wenig Uber die Expressionsregulation von elF4E bekannt.
Nachweislich fiihrt eine vermehrte Expression von elF4E nicht, wie angenommen, zu einer
generell vermehrten Proteintranslation in der Zelle, jedoch zu einer verstarkten Translation von
.eIF4E — sensibler* mRNAs, welche im Zusammenhang mit der Bildung von Malignomen
stehen soll. elF4E hat also bei vermehrter Expression eine Onkogen-ahnliche Wirkung, flhrt
zu unkontrollierten Zellwachstum und férdert die Karzinogenese (39). Dies zeigt die wichtige

Rolle von elF4e in der Proteinsynthese.

In der Studie von Diab-Assaf (16) wurde in [HC-Schnitten von kolorektalen
Adenokarzinomgewebe eine gesteigerte Expression von elF4E im Epithel dargestellt. In der
gesunden Kontrolle zeigte sich das elF4E-Farbung negativ, in der Dysplasie leicht und im
Adenokarzinom deutlich positiv, ein Indiz dafir, dass im kolorektalen Karzinom elF4E

Uberexprimiert wird und eventuell fir die Karzinogenese mitverantwortlich ist. Im

67



[Hier eingeben]

immunhistochemischen Staining des Osophagusgewebe unserer Studie zeigte sich fir elF4E
keine signifikante Veranderung zwischen den Stadien. Die elF4E-Expression zeigt keine
Unterschiede zwischen Karzinom- und Kontrollgewebe, was darauf hinweist, dass elF4E fir
die Tumorgenese des Barrett-Adenokarzinom keine Relevanz hat. In den in vitro-Analysen
dieser Studie zeigt sich in den Western Blots fir elF4E eine erhéhte Proteinmenge in den
Zellen der Zelllinie OE33 (Karzinom) im Vergleich zur Kontrollgruppe und der Entziindung.
Eventuell kdnnte man in diesem Zusammenhang, wie bereits im Ergebniskapitel angedeutet,
von einer verstarkten Transkription von elF4E sprechen und somit konsekutiv von einer
vermehrten Translation von elF4E-sensiblen mRNAs (39). Zusammenfassend scheint es zwar
in den Zellexperimenten Hinweise auf eine relevante Rolle von elF4E in der Karzinogenese zu
geben, diesmal in Bezug auf das Barrett-Adenokarzinom, diese Ergebnisse lassen sich jedoch
nicht auf die immunhistochemischen Farbungen am Patientengewebe Ubertragen. Es ist daher
fraglich, ob elF4E als Ausgangspunkt fur Diagnostik als Biomarker im Barrett-Karzinom
geeignet ist. Es konnte jedoch ein Ansatz fir die =zukilnftige Therapie bei

Osophaguskarzinomen sein.

5.1.5 elF5 und elF5B

In vorherigen Studien wurde fir elF5 eine tragende Rolle in verschiedenen Karzinogenesen
nachgewiesen. Beispielsweise wurde gemeinsam mit dem eukaryotischen Initiationsfaktor 6
in Gewebeanschnitten von Lungenkrebspatienten via RT-PCR eine vermehrte Expression
beider elFs aufgezeigt (11). Als Schlussfolgerung scheint elF5 eng verbunden mit der
Entstehung von Lungenkarzinomen. Ahnliche Erkenntnisse prasentierten sich in der
retrospektiven Studie zum Endometriumskarzinom von Smolle et al. (2019). In den
immunhistochemischen Gewebeschnitten der Malignompatienten zeigte sich eine signifikant
erhdhte Anfarbung von elF5 im Vergleich zum nicht-neoplastischen Gewebe (80). Auch in
Anschnitten von Mammakarzinomen bei mannlichen Patienten konnte eine Hochregulation
der Transkription fir elF5 und damit assoziiert eine schlechtere Prognose fir das
Gesamtuberleben der Patienten nachgewiesen werden (36). In der vorliegenden Studie zum
Barrett-Adenokarzinom wurden lediglich Western Blot — Analysen zu elF5 vorgenommen, eine
immunhistochemische Anfarbung fand aufgrund von technischen Problemen nicht statt, da der
genutzte Antikorper das Gewebe nicht ausreichend anfarbte. In den Analysen zu den
Zellkulturexperimenten zeigte sich eine vermehrte Transkription von elF5 in den OE33-
Malignomzellen im Vergleich zur gesunden HEEC-Zelllinien, unabhangig von den
gemessenen Zeitpunkten. Dies konnte auf einen moglichen Zusammenhang zwischen

vermehrter elF5-Expression und der Barrett-Karzinogenese hindeuten.

Eine der Funktionen von elF5B unter physiologischen Bedingungen ist sowohl die Vermittlung

der Bindung der ribosomalen Untereinheiten 40S und 60S fur die Bildung eines
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funktionsfahigen Ribosomens, als auch die Stabilisierung der Met-tRNAi-Bindung (79). Somit
ist elF5B essenziel flr den regularen Ablauf der Translationsinitiation. Auch unter hypoxischen
Konditionen oder bei viraler Infektion ist elFSB Regulator der Protein-Translation im Rahmen
der Initiation durch die interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES), eine Sekundarstruktur der
mRNA, welche sowohl viralen als auch eukaryotischen Ursprungs sein kann (70; 85). Dies
lasst vermuten, dass elF5B mit der virus-assoziierten Karzinogenese und der damit
verbundenen Immunreaktion involviert ist (84). Daher koénnte elF5B als therapeutischer
Ansatzpunkt fir Malignome in zukiinftige Studien in Betracht gezogen werden. In den Western
Blot — Analysen der vorliegenden Studie zeigte sich eine signifikante Verminderung des elF5B-
Gehaltes in den Entziindungszellen. Es ist also anzunehmen, dass die Transkription und
Translation von elF5B wahrend der Inflammation bzw. der damit verbundenen Immunreaktion
inhibiert oder abgebaut wird. In der Studie zur Rolle von elF5B wahrend einer Infektion mit
Picornaviridae zeigte sich in den Immunoblot-Analysen eine durch Enteroviren gebildete
Protease (3C) spezifische Spaltung von elF5B. elF5B kdnnte daher eine zusatzliche Rolle bei
der Unterbrechung der Translation spielen, die in Enterovirus-infizierten Zellen auftritt (8). Dies
wurde auch in mit Hepatitis C — infizierten Zellen nachgewiesen (63). Eine signifikant
vermehrte Expression von elF5B in Tumorzellen zeigte sich dagegen nicht in den Western
Blot — Analysen, jedoch in den immunhistochemischen  Schnitten der
Adenokarzinompatienten. Hierbei wurde verstarkte zytoplasmatische Anfarbung von elF5B
beobachtet. Dies wiederum wiirde doch Beobachtungen aus anderen Studien bestatigen, dass
elF5B in Malignomen vermehrt exprimiert wird (47; 72; 84) und somit in stressbedingten

Zellveranderungen wie der Karzinogenese eine tragende Rolle spielt.
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5.1.6 elF6

Eine verstarkte Expression von elF6 fihrt in ovariellen Malignomzellen zu einer Stimulation
der Motilitdt und Invasivitat. Diese erhdéhte Expression von elF6 triggert eine Uberregulation
von Proteinen, welche an einem funktionellen Netzwerk beteiligt sind, dass fir die Tumorzell-
Motilitat zustandig ist (69). elF6 wird als nukledres Matrixprotein bezeichnet und wurde im
Zytoplasma der Drisenzellen in den Krypten des Kolonepithels nachgewiesen (76). Vermehrte
Expression von elF6 tritt im kolorektalen Karzinom und auch in abgeschwachter Form in
kanzerdsen Vorstufen auf. Es kommt zu einem progressiven Anstieg von elF6 von gesundem
Uber dysplastisches zu Tumorgewebe (94). Die Epithelzellen des &sophagealen
Adenokarzinoms zeigten sich in der IHC-Farbung signifikant verstarkt angefarbt im Vergleich
zur Metaplasie und Dysplasie. Dies kdnnte ein Hinweis dafiir sein, dass elF6 in Barrett-
Tumorzellen ebenfalls vermehrt exprimiert ist und damit fur die Tumorentstehung von
Relevanz ist, ahnlich wie in der oben genannten Studie (Sanvito et al. 2000). Diese Erkenntnis
lasst sich jedoch nicht mit den in vitro-Analysen bestatigen. Es zeigt sich kein zeitlicher
Zusammenhang zwischen elF6-Gehalt in den Zellen und dem Fortschreiten der

Karzinogenese im Barrett-Osophagus.
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5.2 Limitationen

Diese Studie hat diverse Limitationen. Die Anzahl der angefarbten Schnitte aus der Barrett-
Kohorte ist gering, so dass eine allgemeingiiltige Aussage Uber die Rolle verschiedener elFs
in der Barrett-Karzinogenese nur schwer zu tatigen ist. Weitere Farbungen waren auch aus
zeitlichen Grinden und durch die Limitierung der zur Verfigung stehenden Proben fir diese
Studie nicht mdglich. Zusatzlich ergab sich wahrend der Etablierung neuer Farbeprotokolle in
der IHC-Diagnostik mit der Zeit eine unzureichende Anfarbung von elF4E, was uns zu einem
Wechsel des Antikdrpers und einer erneuten immunhistochemischen Farbung der Schnitte
zwang. Diese war bei Auswertung zufriedenstellend. Ebenfalls wurde von einer Auswertung
von p-elF2a und elF5 in den immunhistochemischen Schnitten abgesehen, da auch hier nur
eine unzureichende Anfarbung stattfand und zu diesem Zeitpunkt kein alternativer Antikoérper
vorlag. Des Weiteren gibt es keine Vorkenntnisse durch andere Studien zur Rolle der elFs in
Barrett-Entziindungsvorstufen und dem assoziierten Malignom. Lediglich eine Studie tUber den
Einfluss der elFs im Plattenepithelkarzinom des Osophagus (13) hat die Wechselwirkungen
zwischen elFs und der Karzinogenese untersucht. Es ist nach wie vor unklar, welche weiteren
Proteine verandert exprimiert werden und wie eukaryotischen Initiationsfaktoren die
Regulationsmechanismen in diesem Typus Karzinom verandern. Weitere elFs bzw.
zusatzliche Untereinheiten der genutzten elFs wurden nicht untersucht, sollten allerdings in
zuklinftigen Studien als potenzieller Biomarker oder Therapietargets flir das Barrett-

Adenokarzinom untersucht werden.
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6 Zusammenfassung

Die Barrett-Metaplasie ist eine aufgrund von Reflux entstehende entziindliche Veranderung,
die in Endkonsequenz in ein Adenokarzinom minden kann. Die chronische Reizung und
Entziindung ist die Basis fir die Karzinogenese des Barrett-Malignoms. Eng verbunden damit
und in diversen Studien nachgewiesen ist die Rolle der eukaryotischen Initiationsfaktoren in
der Karzinogenese. Die veranderte Regulation der Translation und Expression von Proteinen
fiihrt zu einen veranderten Uberlebenszyklus von Zellen und auf lange Sicht zu einer Entartung
der Zellen. Wie in dieser Studie mehrfach aufgezeigt wurden viele elFs experimentell in
diversen Malignomen erhdht oder vermindert exprimiert nachgewiesen.
Auch im Barrett-Adenokarzinom wurde anhand unserer Experimente belegt, dass es in den
verschiedenen Stadien der Karzinogenese (Metaplasie, low grade und high grade Dysplasie,
Karzinom) zur unterschiedlichen Expression der elFs kommt und damit die Regulation der
Translation wahrend der Krebsentstehung verandert ist bzw. es zu einer Fehlregulation
kommt. Assoziiert damit ist die veranderte Proteintranslation und Zellhomdostase, was wir in

unseren Zellkulturexperimenten nachweisen konnten.

In dieser Arbeit wurde weiterhin Uberprift, ob sowohl in vitro als auch in vivo eine Veranderung
der Expression der elFs im Barrett-Karzinom stattfindet. Dazu wurden sowohl
Zellkulturexperimente mit vier verschiedenen Zelllinien in unterschiedlichen Stadien der
Entartung als auch immunhistologische Untersuchungen der ausgewahlten eukaryotischen
Initiationsfaktoren an Osophagus-Biopsien und Resektaten von Patienten mit Barrett-

assoziierter Metaplasie, Dysplasie und Barrett-Karzinomen durchgefihrt.

Es ist unbestreitbar, dass die molekulare Pathologie eine wichtige Rolle in der kunftigen
Diagnostik und in therapeutischen Anwendungen in der taglichen klinischen Praxis spielen
wird. Eukaryotische Initiationsfaktoren sind maogliche Ziele in der zukinftigen Krebstherapie.
Der Einfluss verschiedener elFs auf die Karzinogenese muss jedoch noch geklart werden.
Auch wenn die frihen Stadien des Barrett-Adenokarzinoms bei der Diagnose durch
Endoskopie in einer mehrdimensionalen Therapie gut behandelt werden kénnen, ist die 5-
Jahres-Uberlebensrate sehr gering, was die Untersuchung der molekularen Grundlagen dieser
Tumorentitat sowie die Identifikation neuer Zielstrukturen fir mogliche therapeutische

Interventionen notwendig macht.
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10 Anhang

Anhang 1 — Tabelle von elF1 mit Bonferroni-Post-Hoc-Test auf signifikante Unterschiede (zur

besseren Ubersicht gelb markiert) zwischen den Gruppen (ZM — Zylinderzellmetaplasie, IM —

Intestinale Metaplasie, LD — low grade intraepitheliale Dysplasie, HD — high grade intraepitheliale
Dysplasie und Tu — Tumor) bei den abhéngigen Variablen ,zytoplasmatischer Score und Grade* und
Lhukledrer Score und Grade* fiir elF1. In jeder Zeile ist die Testung der Nullhypothese dargestellt.

Mehrfachvergleich
e
Bonferroni
;
nggggge ﬁlt:rndardfe Sig. I}%Sorf)ﬂdenzinterval
(Ci‘;)ruppe (Cj;uppe g;ﬁl:;z I(Dligf)erenz Untergrenze ﬁ)zt;ergre
Zytoplasmatischer || HD 3600 163289 %3 11,2204 | 84204
Score 26
IM 3900 163289 % -0,9204 | 8,7204
M 2125 173194 |0 20878 | 72378
Tu 0250( 1,56337| ;0 48652 | 4,3652
HD  |LD 3600 163289 O3 -8,4204 | 1,2204
IM 0300 1,63289| ;0 45204 | 51204
M 1475 173194| W9 -6,5878 | 3,6378
Tu 3850| 156337 | %] -8,4652| 0,7652
IM LD 3900 163289 %2 -8,7204| 0,9204
HD 0300 163289 51204 | 4,5204
™ 775 173194| G0 -6,8878 | 3,3378
Tu 4150|  1,56337| §1 87652 | 0,4652
zm | 2125| 173104 72378 | 2,9878
HD 1475 173104 -3,6378| 6,5878
IM 1775 173194 | 0 -3,3378| 6,8878
Tu 2,375|  1,66656 | o -7,2948 | 2,5448
Tu LD 0250| 1,56337| ;3 43652 | 4,8652
HD 3850 156337 | %] -0,7652| 8,4652
IM a150| 1,56337| §1 -0,4652 | 87652
ZM 2375| 166656 | | 22,5448 | 7,2048
Zytoplasmatischer | HD 0400| 037417 1.0 -0,7046 | 1,5046
Grade 00
IM 0600 037417| 3 -0,5046 | 1,7046
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ZM 0150| 0,39686| ;3 41,0216 1,3216

Tu 0600 035824 | 33 11,6575 04575

HD  |LD 0400| 037417| 3 11,5046 | 0,7046
IM 0200| 037417 -0,9046 | 1,3046

ZM 0,250| 0,39686| 1O A1.4216| 09216

Tu 1,000| 035824| %9 2,0575| 0,0575

IM LD 0600| 037417 11,7046 | 0,5046
HD 0200 037417| 3 11,3046 | 0,9046

ZM 0450 039686 | 0 16216 | 0,7216

Tu -1,20000% 035824 | %J 2,2575| -0,1425

zM  |LD 0150| 0,39686| 10 13216 1,0216
HD 0250 039686 0 -0,9216 | 14216

IM 0450| 0,39686| ;3 07216 16216

Tu 0750 038188 O 1,8773| 0,3773

Tu LD 0600| 035824| ;3 -0,4575| 16575
HD 1000 035824 %O -0,0575| 2,0575

IM 1,20000* 0,35824 01'g 0,1425| 2,2575

ZM o750| 038188| %3 03773| 18773
Nuklearer Score | LD HD 0600| 183874 O -4,8281| 6,0281
IM 0100| 183874| 33 -53281| 55281

™ 0,700 195028 O -6,4574| 5,574

Tu 0383| 176046 | 0 48137 55803

HD  |LD 0600| 183874| 13 6,0281| 48281
IM 0500 183874 O -5,9281| 4,9281

ZM 1,300( 195028| 13 77,0574 | 44574

Tu 0217| 176046 O 54137 | 4,9803

IM LD 0100( 183874| 13 55281 | 53281
HD 0500 183874| 13 49281| 59281

M 0,800( 1,95028| ;0 -6,5574 | 4,9574

Tu 0283| 176046 | ;O 49137 | 54803

zM  |LD 0700| 1,95028| ;J 50574 | 64574
HD 1300 1,95028| 0 44574 7,0574
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IM 0800| 1,95028| ;0 -4.9574| 65574

Tu 1083| 187666 O 44567 | 6,6234

Tu LD 0,383| 176046 | ;0 -5,5803 | 4,8137
HD 0217| 176046 | O -4,9803| 54137

IM 0,283 176046 | 30 54803 | 4,9137

ZM 1,083|  1,87666 | ;O -6,6234 | 44567
Nuklearer Grade | LD HD 0100| 055103 O 15267 | 17267
IM 0300 055103| ;0 13267 | 1,0267

M 0300 058445 O -2,0253| 14253

Tu 0217| 052757 | 30 17741 1,3408

HD  [LD 0,100 055103| 33 17267 15267
IM 0200| 055103 O 14267 | 18267

ZM 0400| 0,58445| 10 21253 | 11,3253

Tu 0317| os2757| 18741 1,2408

IM LD 0,300 055103| 40 11,9267 11,3267
HD 0200 055103| 33 18267 | 1,4267

M 0,600| 0,58445| 0 23253 | 11253

Tu 0517| 052757 | 33 2,0741| 11,0408

zm | 0300 058445 O 14253 12,0253
HD 0400| 0,58445| ;0 13253 12,1253

IM 0600 058445 O 11253 | 2,3253

Tu 0083 056239 | 0 15769 | 1,7435

Tu LD 0217| 052757 | ;3 13408 | 1,741
HD 0317 052757 12408 | 18741

IM 0517| 052757 | ;0 -1,0408| 2,0741

ZM 0083| 056239 1,7435| 1,5769

* Die Mittelwertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.
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Anhang 2 — Tabelle von elF2a mit Bonferroni-Post-Hoc-Test auf signifikante Unterschiede (zur
besseren Ubersicht gelb markiert) zwischen den Gruppen (ZM — Zylinderzellmetaplasie, IM — Intestinale
Metaplasie, LD — low grade intraepitheliale Dysplasie, HD — high grade intraepitheliale Dysplasie und
Tu — Tumor) bei den abhéngigen Variablen ,zytoplasmatischer Score und Grade* fir elF2a. In jeder
Zeile ist die Testung der Nullhypothese dargestellt. Zur besseren Ubersicht wurde in Tabelle 8 auf die
Darstellung der Auswertung von ,nukledrer Score und Grade” verzichtet, da diese nicht signifikant

waren.
Mehrfachvergleich
e
Bonferroni
>
ngggf]eige Eltearndardfe Sig. If’(?)rf)fidenzinterval
((Is)ruppe (le;uppe g/l;t:l:;: I(Dlizf;-)renz Untergrenze nOzbeergre
Zytoplasmatischer | HD 17 110004 |0 [.1,8157 5,2157
Score 00
IM 2.4 119004 | |-1,1157 5,9157
ZM -0,725 126318 |0 |-4.454 3,004
Tu -0,85 114024 8'00 -4,2161 2,5161
HD  |LD A7 110004 |10 {52157 1,8157
IM 0,7 119004 |19 |-28157 42157
M |-2425 126318 |99 [-6,154 1,304
Tu 2,55 114024 |03 |-5.9161 0,8161
IM LD 24 119004 | |-5,9157 1,1157
D  |-07 110004 |10 |.4,2157 2,8157
M |-3125 126318 |9 |-6.:854 0,604
Tu -3,25 114024 |29 |-6,6161 0,1161
ZMm  |LD 0,725 126318 |2 [-3.004 4,454
HD  |2425 126318 |99 [-1,304 6,154
IM 3,125 126318 |9 |-0,604 6,854
Tu -0,125 12155 |19 37132 3,4632
Tu LD 0,85 114024 |10 |-2,5161 42161
HD 2,55 114024 |02 [-08161 5,9161
IM 3,25 114024 |29 |-0.1161 6,6161
ZM 0,125 12155 |10 |-34632 3,7132
Zytoplasmatischer | HD 0,1 034378 |10 |.0,9149 1,1149
Grade 00
IM 0,9 034378 |0 |-0,1149 1,9149
M |-0375 036463 |10 |-1,4514 0,7014
Tu -0,91667 032014 |29 |-18883 0,055
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HD  |LD 0,1 034378 |1 |-1,1149 0,9149
IM 0,8 034378 |92 |-0,2149 1,8149
zM  |-0475 036463 |1 |-1,5514 0,6014
Tu -1,01667* 032014 |90 |-1,9883 0,045
IM LD 0,9 034378 |0 |-1,9149 0,1149
HD  |-08 034378 |27 |-1.8149 0,2149
M |-1,27500¢ 036463 |97 |-2:3514 -0,1986
Tu -1,81667* 032014 |oF |-2.7883 -0,845
ZM  |LD 0,375 036463 |12 |-0,7014 14514
HD  |0475 036463 | |-0.6014 1,5514
IM 1,27500* 036463 | |0,1986 2,3514
Tu -0,54167 035087 |10 11,5775 0,4941
Tu LD 0,91667 032014 |2 |-0,055 1,8883
HD 1,01667* 032014 |90 10,045 1,0883
IM 1,81667* 032014 |03 [0.845 2,7883
M |o54167 035087 |19 |-0.4941 15775

*.Die Mittelwertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.
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Anhang 3 — Tabelle von elF3a mit Bonferroni-Post-Hoc-Test auf signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen (ZM — Zylinderzellmetaplasie, IM — Intestinale Metaplasie, LD — low grade intraepitheliale
Dysplasie, HD — high grade intraepitheliale Dysplasie und Tu — Tumor) bei den abhéngigen Variablen
sZytoplasmatischer Score und Grade® fiir elF3a. In jeder Zeile ist die Testung der Nullhypothese

dargestellt.
Mehrfachvergleich
e
Bonferroni
- 95%
Abhangige Standardfe | .. .
Variable hler Sig. IKonﬂdenzmterval
Gruppe | Gruppe | Mittlere Differenz Obergre
0 ) Gruppe (I-)) L nze
Zytoplasmatischer | HD 0,000 09594 10 28322| 28322
Score 00
IM 1300| 09594 10’8 41322 15322
M 0,000 10176 168 3.004| 3,004
Tu 11500| 091855 1(58 42116 12116
WD |LD 0,000  0,9594 10'8 28322| 28322
IM 11300 09594 168 41322 15322
ZM 0,000 10176 10’8 3,004 3,004
Tu 1500| 091855 168 42116| 12116
IM LD 1300 09594 168 15322 41322
HD 1,300 09594 168 11,5322 41322
ZM 1300 10176 10'8 1,704 4304
Tu -0200| 091855 168 29116 25116
ZM LD 0,000 10176 168 3.004| 3,004
HD 0,000 10176 168 3,004 3,004
IM 1300 10176 168 4304|1704
Tu 11500| 097918 10’8 -4,3906 | 1,3906
Tu LD 1500| 091855 168 12116 42116
HD 1500| 091855 168 “12116| 42116
IM 0200| 091855 168 25116 29116
M 1500| 0,97918 168 11,3906 | 4,3906
Zytoplasmatischer | HD 0,000 o16125| 1.0 0476| 0476
Grade 00
IM -0,200| 016125 168 0676| 0,276
ZM 0,000 017103 10’8 -0,5049 | 05049
Tu 0250 015438 168 -0,7057 | 0.2057
HD LD 0,000 0,16125 10'8 0476| 0476
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IM 0200 0,16125| ;3 -0676| 0,276

ZM 0000 0,17103| ;3 -0,5049 | 0,5049

Tu 0250| 0,15438| ;0 -0,7057 | 0,2057

IM LD 0200| 016125| O 0276| 0676
HD 0200 0,16125| ;0 0276| 0,676

ZM 0200 0,17103| ;3 -0,3049 | 0,7049

Tu 0050 015438 O -0,5057 | 0,4057

zv  |LD 0000 0,17103| ;0 -0,5049 | 0,5049
HD 0000| 047103 O -0,5049 | 0,5049

IM 0200 0,17103| 30 -0,7049 | 0,3049

Tu 0,250( 0,16457| ;3 -0,7358| 10,2358

Tu LD 0250 015438 O -0,2057| 0,7057
HD 0250| 0,15438| ;0 -0,2057 | 0,7057

IM 0050| 015438 O -0,4057 | 0,5057

ZM 0250| 0,16457| ;0 -0,2358| 0,7358
Nuklearer Score | LD HD 1000 042164 | %2 02447 | 22447
IM 1,000 042164 0213 -0,2447 | 2,2447

ZM 1000 044721 | %2 03202 2,3202

Tu 1,000 040369 | % 01917| 21917

HD  [LD -1,000| 042164 | %2 22447 | 0,2447
IM 0000| 042164 O 12447 | 12447

™ 0,000| 044721 10'8 11,3202 1,3202

Tu 0000 040369 | ;3 1917 | 1,1917

IM LD 1,000 042164 %2 22447 | 02447
HD 0000| 042164 | ;0 12447 | 1,2447

M 0000| 044721 11,3202 1,3202

Tu 0,000 040369 | ;0 1917| 1,1917

zM  |LD 1,000| 044721| §° -2.3202| 0,3202
HD 0,000| 044721 10'8 11,3202 1,3202

IM 0000| 044721| 10 13202 1,3202

Tu 0000| 043033 O 12704 | 1,2704

Tu LD 1,000 040369 % 21917| 0,1917
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HD 0,000 040369 | ;O 1917 | 1,1917

IM 0000 040369 | ;3 A1917|  1,1917

ZM 0000 043033| ;0 12704 | 1,2704
Nuklearer Grade | LD HD 0400 020076 | %0 -0,2192| 1,0192
IM 0400| 0,20076 | %O 02192 11,0192

ZM 0150| 0,22249| ;3 -0,5068 | 0,8068

Tu 0400 020083 %2 -0,1929| 10,0929

HD  [LD 0400| 0,20076 | %O 1,0102| 02192
IM 0000| 020976 O 06192| 06192

ZM 0250| 0.22249| ;0 -0,9068 | 0,4068

Tu 0000 0,20083| ;3 05929 0,5929

IM LD 0400 020076 | %2 10192 02192
HD 0.000| 0,20076| ;0 -06192| 06192

M 0250 022249 -0,9068 | 0,4068

Tu 0,000 0,20083| ;0 -0,5929 | 0,5929

zM  |LD 0150| 0,22249| ;9 -0,8068| 0,5068
HD 0250| 0,22249| 10 -0,4068 | 0,9068

IM 0250| 0.22249| ;3 -0,4068 | 0,9068

Tu 0250 021409 O 0382| 0,882

Tu LD 0400| 0,20083| %2 -0,9929 | 0,1929
HD 0000| 020083 O 05929 0,5929

IM 0,000 0,20083| ;0 -0,5929 | 0,5929

ZM 0250| 0.21409| 33 .0882| 0,382

*.Die Mittelwertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.
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Anhang 4 — Tabelle von elF4E mit Bonferroni-Post-Hoc-Test auf signifikante Unterschiede zwischen
den Gruppen (ZM — Zylinderzellmetaplasie, IM — Intestinale Metaplasie, LD — low grade intraepitheliale
Dysplasie, HD — high grade intraepitheliale Dysplasie und Tu — Tumor) bei den abhéngigen Variablen
LZytoplasmatischer Score und Grade” fiir elF4E. In jeder Zeile ist die Testung der Nullhypothese

dargestellt.
Mehrfachvergleich
e
Bonferroni
- 95%
Abhangige Standardfe | .. .
Variable hler Sig. IKonﬂdenzmterval
Gruppe | Gruppe | Mittlere Differenz Obergre
0 ) Gruppe (I-)) L nze
Zytoplasmatischer || HD 3.400| 161678 9% 1,3728| 81728
Score 1
IM 2500| 161678 10’8 22728 72728
ZM 1925 171485 168 31374 | 6,9874
Tu 0533 154794 1(58 -5,103| 4,0363
HD LD 3400 161678 01'1' 81728 | 13728
IM 0900| 161678 168 56728| 38728
ZM 1475| 171485 10’8 -6,5374| 35874
Tu 3033| 154704 04'; -8503| 0,6363
IM LD 2500| 161678 168 72728 | 22728
HD 0,900| 161678 168 -38728| 56728
ZM 0,575| 171485 10'8 -5,6374| 44874
Tu 3033| 154704 oég 7.603| 15363
ZM LD 1,925 171485 168 -6,9874| 31374
HD 1475| 171485 168 35874 65374
IM 0,575| 1,71485 168 44874 56374
Tu 2458|  1,65011 10’8 73296 | 24129
Tu LD 0533| 154794 168 4,0363| 5103
HD 3.933| 154794 04'; -0,6363| 8,503
IM 3.033| 154794 oég 15363 7,603
ZM 2458| 165011 168 24129 7,329
Zytoplasmatischer | HD 0.400| 037288| 1.0 -0,7002| 1,5002
Grade 00
IM 0,300 0,37268 168 -0,8002| 1,4002
ZM -0200| 039528 10’8 -1,3669 | 09669
Tu 0450 | 035681 168 -1,5033| 06033
HD LD -0400| 037268 10'8 -1,5002| 07002
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IM 0100 037268| ;3 12002 1,0002

ZM 0600 039528| ;3 17669 | 0,5669

Tu 0850| 0.35681| %2 -1,9033| 0,2033

IM LD 0300 037268 O -1,4002| 0,8002
HD 0100 037268| ;0 -1,0002| 1,2002

ZM 0500 0,39528| ;0 11,6669 | 0,6669

Tu 0750| 035681 %3 -1,8033| 0,3033

zv  |LD 0200 039528| ;0 -0,9669 | 1,3669
HD 0600| 039528 O -0,5669 | 1,7669

IM 0500 039528| ;0 -0,6669 | 1,6669

Tu 0,250| 0,38036| ;3 13729 0,8729

Tu LD 0450 035681 O -0,6033| 1,5033
HD 0850| 0.35681| %2 -0,2033| 11,9033

IM 0750 035681 %3 -0,3033| 1,8033

ZM 0250| 0,38036| ;0 -0,8729| 11,3729
Nuklearer Score  |LD  |HD 0300 049122| 0 11501 | 1,7501
IM 0600 049122| 0 -0,8501| 12,0501

ZM 0525| 052102| 33 -2,0631| 1,0131

Tu 0317 047031 A705| 1,0717

HD  [LD 0300 049122| 10 -1,7501| 1,1501
IM 0300| 049122 1,1501 | 1,7501

M 0825 052102| 40 -2.3631| 0,7131

Tu 0617|  047031| 13 -2,005| 07717

IM LD 0600| 049122 -2,0501| 0,8501
HD 0300 049122| 10 -1,7501| 1,1501

M 1125  os2102| & 22,6631 | 04131

Tu 0917|  047031| %2 -2,305| 04717

zM  |LD 0525| 052102| ;3 1,0131|  2,0631
HD 0825 052102| ;0 -07131| 2,3631

IM 1125 052102 %3 04131 26631

Tu 0208| 050135 12717 | 1,6884

Tu LD 0317| 047031| ;0 ,0717| 1,705
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HD 0617| 047031| ;0 07717| 2,005

IM 0917| 047031 %2 04717 2,305

ZM 0,208 050135| 0 11,6884 | 12717
Nuklearer Grade |LD  |HD 0100 021722| 3 -05413| 07413
IM 0300 021722| ;0 03413 0,0413

ZM 0200  0.2304| 33 -0,8802| 0,4802

Tu 0117 oz20797| -0,7306| 0,4973

HD  [LD 0100 021722| W0 07413| 05413
IM 0200| 021722 -0,4413| 08413

ZM 0300  0.2304| 30 -0,9802| 0,3802

Tu 0217| 020797 | W9 -0,8306| 0,3973

IM LD 0300| 021722 -0,9413| 03413
HD 0200 021722| W0 -0,8413| 04413

M 0500| 02304 %3 11802 | 0,1802

Tu 0417| o20797| % -1,0306| 0,1973

zM  |LD 0200  0.2304| }J -0,4802| 0,8802
HD 0300  0.2304| 0 -0,3802| 0,0802

IM 0500  0.2304| %3 -0,1802| 11,1802

Tu 0083| 02217 -0,5711| 0,7378

Tu LD 0117| 020797 | 10 -0,4973| 0,7306
HD 0217| 020797 -0,3973| 0,8306

IM 0417 o20797| % -0,1973| 1,0306

ZM 0083 02217| 3 07378 | 0,571

*.Die Mittelwertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.
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Anhang 5 — Tabelle von elF5B mit Bonferroni-Post-Hoc-Test auf signifikante zwischen den Gruppen
(ZM — Zylinderzellmetaplasie, IM — Intestinale Metaplasie, LD — low grade intraepitheliale Dysplasie, HD
— high grade intraepitheliale Dysplasie und Tu -
sZytoplasmatischer Score und Grade” fiir elF5B. In jeder Zeile ist die Testung der Nullhypothese

Tumor) bei den abhédngigen Variablen

dargestellt.
Mehrfachvergleich
e
Bonferroni
;
nggggge ﬁlt:rndardfe Sig. I}%Sorf)ﬂdenzinterval
(Ci‘;)ruppe (Cj;uppe g;ﬁl:;z I(Dligf)erenz Untergrenze ﬁ)zt;ergre
Zytoplasmatischer || HD 4,30000* |  1,42032| 29 0,1071| 84929
Score 41
IM 580000 | 142032 % 1,6071| 9,9929
M 0075 150647 O 45222 | 43722
Tu 0117|  1,35985| ;0 4131| 38977
HD  |LD 430000 | 1,42032| %7 -8,4929 | -0,1071
IM 1500 142082 O 22,6929 | 56929
™ 4375 1,50647 | 49 -8,8222| 0,0722
Tu 441667 | 1,35985| -8,431| -0,4023
IM LD 5,80000* | 142032 % -9,9929 | -1,6071
HD 1500 142032 56929 | 26929
™ 5,87500* | 150647 [ % 10,3222 | -1,4278
Tu 591667 135985 % -9,931| -1,9023
zZM  |LD 0075| 150847 | O 43722 | 45220
HD 4375 1,50647 | %9 -0,0722| 88222
IM 587500 | 1,50647 | % 14278 | 10,3222
Tu 0042 14496 10 4321| 42377
Tu LD 0117| 1,35985| ;0 38977 | 4,131
HD 441667 | 1,35085| % 0,4023| 8431
IM 591667 | 135985 %0 10023| 9,931
M 0042| 14496 O 42377 4,321
Zytoplasmatischer || p, HD 0,100| 044891 1.0 12252 | 14252
Grade 00
IM 0600 0.44891| 10 07252 1,9252
M 0375| 047614 O 17806 | 1,0306
Tu 0167  04208| 33 14355| 1,1021
HD  |LD 0,100 044891 14252 | 1,2252
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IM 0500 0,44891| ;0 -0,8252| 11,8252

ZM 0475 047614| 33 -1,8806 | 0,9306

Tu 0267|  04208| 30 15355 1,0021

IM LD 0600 044891 O 1,9252| 07252
HD 0,500( 0,44891| ;0 1,8252| 10,8252

ZM 0975 o04r614| %2 -2,3806 | 0,4306

Tu 0767| 04208 % -2,0355| 0,5021

zv  |LD 0375| 047614| 10 11,0306 | 1,7806
HD 0475| 047614 O -0,9306 | 1,8806

IM 0975 o047614| %2 -0,4306| 12,3806

Tu 0208 045816| ;O 11442 1,5609

Tu LD 0167| 04208 O 11021 | 1,4355
HD 0267 04208| ;0 11,0021 | 1,5355

IM 0767| 04208 %5 -0,5021| 12,0355

ZM 0,208 045816| ;0 11,5600 | 1,1442
Nuklearer Score  |LD  |HD 0700| 1,19822| ;3 2.8373| 42373
IM 2600 1,19822| %3 -0,9373| 6,1373

ZM 0375|  1.27001| W9 41268 | 13,3768

Tu 0667 114721 40533 272

HD  [LD 0,700| 1,19822| ;0 42373| 28373
IM 1900 119822 1,6373| 54373

™ 1,075 1,27001 10'8 48268 | 2,6768

Tu 1367|  1,14721| W9 47533 2,02

IM LD 2600 119822 %3 6,1373| 0,0373
HD 1.900( 1,19822| ;0 54373 1,6373

M 2975| 127001 %2 65,7268 | 0,768

Tu 3267| 1,14721| QO 66533 0,12

zM  |LD 0375| 1,27001| 3 -3.3768| 4,1268
HD 1075  1,27091 10'8 22,6768 | 4,8268

IM 2975| 1.27001| %2 -07768| 6,7268

Tu 0202 122203 -3,9019| 13,3185

Tu LD 0667| 1,14721| 10 272| 40533
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HD 1367| 114721 0 2,02| 47533

IM 3267 114721 4 0,12 66533

ZM 0202 122203| ;0 -3,3185| 13,9019
Nuklearer Grade | LD HD 0100| 033194 O 0,8799| 11,0799
IM 0300 033194| ;0 06799 | 11,2799

ZM 0275 035208| 33 13144 | 0,7644

Tu 0317 031781 12549 | 0,6215

HD  [LD 0,100 033194| 10 -1,0799| 0,8799
IM 0200| 033194 O -0,7799| 1,1799

ZM 0375 035208| 30 14144 | 0,6644

Tu 0417|  031781| W9 13549 05215

IM LD 0300| 033194 12799 | 0,6799
HD 0200 033194| 10 11799 | 0,7799

ZM 0575 035208| ;3 16144 | 04644

Tu 0617| 031781| §2 11,5549 0,3215

zM  |LD 0275 035208| ;3 07644 | 1,3144
HD 0375 035208| ;0 06644 | 14144

IM 0575 0,35208| ;3 -0,4644 | 1,6144

Tu 0042| 033879 11,0418 0,0585

Tu LD 0317| 031781| 10 -0,6215| 1,2549
HD 0417 031781 -0,5215| 1,3549

IM 0617| 031781| §2 -0,3215| 1,549

ZM 0042 033879| ;3 -0,9585| 1,0418

*.Die Mittelwertdifferenz ist in Stufe 0,05 signifikant.
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Anhang 6 — Tabelle von elFF6 mit Bonferroni-Post-Hoc-Test auf signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen (ZM — Zylinderzellmetaplasie, IM — Intestinale Metaplasie, LD — low grade intraepitheliale
Dysplasie, HD — high grade intraepitheliale Dysplasie und Tu — Tumor) bei den abhéngigen Variablen
sZytoplasmatischer Score und Grade* fiir elF6. In jeder Zeile ist die Testung der Nullhypothese

dargestellt.

Mehrfachvergleiche

Bonferroni
Abhangige Variable Standardfehler | Sig. o
onfidenzintervall
Gruppe (I) | Gruppe (J) girt.?s; EI)-ITJf;a renz Untergrenze Obergrenze
Zytoplasmatischer || HD 1,700 1,8353 1,000 |[-7,1453 3,7453
Score
IM 0,567 2,11922 1,000 |-5,721 6,8543
™ 1,725 1,94663 1,000 |-7,5006 4,0506
Tu -6,10000* 1,75717 0012 |-11,3134 -0,8866
HD LD 1,700 1,8353 0,000 |-3,7453 7,1453
IM 2,267 2,11922 1,000 | -4,021 8,5543
™M -0,025 1,94663 1,000 |-5,8006 5,7506
Tu -4,400 1,75717 0,164 |-9,6134 0,8134
IM LD -0,567 2,11922 1,000 |-6,8543 5,721
HD 2,267 2,11922 1,000 |-8,5543 4,021
™M 2,292 2,21634 1,000 |-8,8675 4,2841
Tu -6,66667* 2,05193 0,023 |[-12,7547 -0,5787
M LD 1,725 1,94663 1,000 |-4,0506 7,5006
HD 0,025 1,94663 1,000 |-5,7506 5,8006
IM 2,292 2,21634 1,000 |-4,2841 8,8675
Tu -4,375 1,87315 0,245 |-9,9326 1,1826
Tu LD 6,10000* 1,75717 0,012 |0,8866 11,3134
HD 4,400 1,75717 0,164 |-0,8134 9,6134
IM 6,66667* 2,05193 0,023 |0,5787 12,7547
™M 4,375 1,87315 0,245 |-1,1826 9,9326
Zvtoplasmatischer | Lp HD -0,300 0,26519 1,000 |-1,0868 0,4868
rade
IM -0,100 0,30621 1,000 |-1,0085 0,8085
ZM -0,350 0,28128 1,000 |-1,1845 0,4845
Tu -1,18333* 0,2539 0,000 |-1,9366 -0,43
HD LD 0,300 0,26519 1,000 |-0,4868 1,0868
IM 0,200 0,30621 1,000 |-0,7085 1,1085
ZM -0,050 0,28128 1,000 |-0,8845 0,7845
Tu -,88333* 0,2539 0,012 |-1,6366 0,13
IM LD 0,100 0,30621 1,000 |-0,8085 1,0085
HD -0,200 0,30621 1,000 |-1,1085 0,7085
™ -0,250 0,32025 1,000 |-1,2002 0,7002
Tu -1,08333* 0,29649 0,007 |-1,963 -0,2037
™M LD 0,350 0,28128 1,000 |-0,4845 1,1845
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HD 0,050 0,28128 1,000 -0,7845 0,8845
M 0,250 0,32025 1,000 -0,7002 1,2002
Tu -,83333* 0,27066 0,037 -1,6364 -0,0303
Tu LD 1,18333* 0,2539 0,000 0,43 1,9366
HD ,88333* 0,2539 0,012 0,13 1,6366
M 1,08333* 0,29649 0,007 0,2037 1,963
M ,83333* 0,27066 0,037 0,0303 1,6364
Nuklearer Score LD HD 1,500 0,81988 0,746 -0,9325 3,9325
M -0,933 0,94671 1,000 -3,7422 1,8755
M 0,400 0,86961 1,000 -2,1801 2,9801
Tu 0,067 0,78497 1,000 -2,2623 2,3956
HD LD -1,500 0,81988 0,746 -3,9325 0,9325
[\ -2,433 0,94671 0,139 -5,2422 0,3755
M -1,100 0,86961 1,000 -3,6801 1,4801
Tu -1,433 0,78497 0,751 -3,7623 0,8956
M LD 0,933 0,94671 1,000 -1,8755 3,7422
HD 2,433 0,94671 0,139 -0,3755 5,2422
M 1,333 0,99009 1,000 -1,6042 4,2709
Tu 1,000 0,91665 1,000 -1,7197 3,7197
M LD -0,400 0,86961 1,000 -2,9801 2,1801
HD 1,100 0,86961 1,000 -1,4801 3,6801
M -1,333 0,99009 1,000 -4,2709 1,6042
Tu -0,333 0,83678 1,000 -2,816 2,1494
Tu LD -0,067 0,78497 1,000 -2,3956 2,2623
HD 1,433 0,78497 0,751 -0,8956 3,7623
M -1,000 0,91665 1,000 -3,7197 1,7197
ZM 0,333 0,83678 1,000 -2,1494 2,816
Nuklearer Grade LD HD 0,600 0,30927 0,593 -0,3176 1,5176
M 0,167 0,35712 1,000 -0,8929 1,2262
M -0,125 0,32803 1,000 -1,0983 0,8483
Tu 0,000 0,29611 1,000 -0,8785 0,8785
HD LD -0,600 0,30927 0,593 -1,5176 0,3176
M -0,433 0,35712 1,000 -1,4929 0,6262
M -0,725 0,32803 0,327 -1,6983 0,2483
Tu -0,600 0,29611 0,493 -1,4785 0,2785
M LD -0,167 0,35712 1,000 -1,2262 0,8929
HD 0,433 0,35712 1,000 -0,6262 1,4929
M -0,292 0,37348 1,000 -1,3998 0,8164
Tu -0,167 0,34578 1,000 -1,1926 0,8592
M LD 0,125 0,32803 1,000 -0,8483 1,0983
HD 0,725 0,32803 0,327 -0,2483 1,6983
M 0,292 0,37348 1,000 -0,8164 1,3998
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Tu 0,125 0,31565 1,000 -0,8115 1,0615
Tu LD 0,000 0,29611 1,000 -0,8785 0,8785
HD 0,600 0,29611 0,493 -0,2785 1,4785
M 0,167 0,34578 1,000 -0,8592 1,1926
M -0,125 0,31565 1,000 -1,0615 0,8115
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