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Kurzreferat
Leukotrien-B4-Rezeptoren (BLT-1 und BLT-2) und Cysteinyl-Leukotrienrezeptoren

(CysLT-1 und CysLT-2) sind mit der Entstehung maligner Tumoren assoziiert. Im
Rahmen der vorliegenden Studie beabsichtigten wir die Expression des
Leukotrienrezeptorsystems im Plattenepithelkarzinom des Osophagus (PEK) mittels
Immunhistochemie (IHC) und ,realtime*-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) von
BLT-1, BLT-2, CysLT-1 und CysLT-2 abzukldren. Es wurden Biopsien aus Karzinom
und tumorfreier Osophagusmukosa (TF) von Patienten mit PEK (N=19) sowie Biopsien
aus dem distalen Osophagus von Patienten mit funktioneller Dyspepsie (N=9, K)
untersucht. Eine Expression von BLT-1/-2 und CysLT-1/-2 konnte fiir das PEK
nachgewiesen werden. Diese bestand auch fiir die nichttransformierte Mukosa in TF
und K. Fiir die Blt-1 und Cyslt-2 Genexpression offenbarte die RT-PCR bereits eine
Dysregulation in der TF Osophagusmukosa von Patienten mit PEK. In Zusammenschau
der Befunde stiitzt der Nachweis der Leukotrienrezeptoren im PEK eine Rolle dieser an
Entstehung und Verlauf des Malignoms. Eine Dysregulation der Blt-1 und Cyslt-2
Genexpression in TF von Patienten mit PEK des Osophagus kann als Nachweis fiir
friihzeitige Verinderungen der Mukosa im Rahmen der Osophaguskarzinogenese

angesehen werden.

Schliisselworter: Plattenepithelkarzinom, Leukotrienrezeptoren
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Einleitung

2. Einleitung
2.1. Das Plattenepithelkarzinom des Osophagus

2.1.1. Epidemiologie

Am Osophaguskarzinom verstarben im Jahre 2012 weltweit rund 400.000 Menschen.
Unter den Malignomen weist es global die sechst hochste Mortalitétsrate auf (Ferlay et
al. 2013). Man unterscheidet grundsétzlich zwei verschiedene histologische Formen des
Osophaguskarzinoms, das Plattenepithelkarzinom und das Adenokarzinom. Das
Plattenepithelkarzinom ist als histologischer Subtyp weltweit dominierend. Zu den
Hochrisikogebieten fiir die Entwicklung eines Plattenepithelkarzinoms gehoren Teile
Stidostafrikas, Siidamerikas und dem sogenannten asiatischen ,,esophageal cancer belt .
Dieser erstreckt sich vom Nordiran iiber Zentralasien bis nach Nordchina und wies zur
Jahrtausendwende regional jéhrliche Neuerkrankungsraten von 200/100.000 Einwohner
auf (Parkin et al. 2001). Fiir Westeuropa war hingegen im Jahre 2012 eine Inzidenzrate
von 3,4/100.000 bei starken regionalen Schwankungen feststellbar. Innerhalb Europas
zeigt sich die hochste Inzidenzrate im Vereinigten Konigreich (Méanner 10,0/100.000;
Frauen 3,5/100.000), die niedrigste in Griechenland (Ménner 1,6/100.000; Frauen
0,2/100.000). In Deutschland betrégt die jahrliche Neuerkrankungsrate 6,9/100.000 fiir
Miénner und 1,4/100.00 fiir Frauen (Ferlay ef al. 2013). Dabei ldsst sich fiir die
histologische Subform des Plattenepithelkarzinoms eine Inzidenzrate von 3,5-5/100.000

fiir Ménner und 0,4-0,8/100.000 fiir Frauen beobachten (Bareil} ez al. 2002).

2.1.2. Atiologie

Die Hauptrisikofaktoren fiir die Entstehung des Plattenepithelkarzinoms sind Tabak-
und iiberméBiger (schédlicher) Alkoholkonsum. Die hédufigste Form des Tabakkonsums
stellt gegenwirtig mit 82% weltweit das Zigarettenrauchen dar (Giovino ef al. 2012).
Die Frequenz und Dauer des Zigarettenkonsums sowie die Anzahl der ,,packyears “
korrelierten in verschiedenen Studien mit dem individuellen Erkrankungsrisiko
(Hashibe et al. 2007, Ishiguro et al. 2008, Steevens et al. 2010). In einer gebiindelten
Analyse von 12 Fallkontrollstudien mit 915 Patienten mit Plattenepithelkarzinom (PEK)
des Osophagus bestand fiir aktive Raucher mit > 60 ,,packyears“ eine mehr als 5,5-

fache Zunahme des Risikos gegeniiber Nichtrauchern (Odds Ratio (OR) 5,63; CI 2,7 -
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11,7; Lubin et al. 2012). Verschiedene Studien konnten diesbeziiglich nach Beendigung
des Rauchens eine Abnahme der Assoziation im Verlauf aufzeigen, jedoch blieb diese
gegeniiber lebenslangen Nichtrauchern weiterhin erhoht (Freedman ef al. 2007, Hashibe
et al. 2007, Bosetti et al. 2008). Beispielhaft war in einer multizentrischen
Fallkontrollstudie aus Osteuropa das Hazard Ratio (HR) fiir die Entwicklung eines PEK
des Osophagus 7,41 (CI 3,98 — 13,79) fiir aktive Raucher und 2,40 (CI 1,18 — 4,89) fiir
ehemalige Tabakkonsumenten (Hashibe et al. 2007). Fiir aktive Raucher besteht
wiederum ein kumulatives Lebenszeitrisiko von 1,0 % (CI 0,9 — 1,1), bis zum
fiinfundsiebzigsten Lebensjahr an einem PEK des Osophagus zu erkranken, wie Bosetti
et al. (2008) in einer italienischen Fallkontrollstudie zeigen konnten.

Ein {berméBiger Alkoholkonsum fiihrt ebenfalls zu einer Zunahme des
Erkrankungsrisikos. Ist ein tdglicher Konsum von 25g Alkohol noch mit einer 1,5-
fachen (Relatives Risiko (RR) 1,51; CI 1,48 — 1,55) Risikosteigerung assoziiert, so
steigt dieses bei 100g tdglich bereits auf das Vierfache an (RR 4,23; CI 3,91 —4,59), wie
eine italienische Metaanalyse aus 187 Fallkontroll- und 87 Kohortenstudien zeigen
konnte (Bagnardi et al. 2001). Ein Konsum geringerer Alkoholmengen wird
gegenwirtig unterschiedlich beurteilt. Islami er al. (2011) konnten in einer anderen
italienischen Metaanalyse aus acht Fallkontroll- und einer prospektiven Kohortenstudie
fiir Nichtraucher keine Auswirkung auf das Erkrankungsrisiko bei einem téglichen
Konsum von < 12,5g Alkohol nachweisen (RR 0,74; CI 0,47 — 1,16). Freedman et al.
(2007) diskutierten hingegen an einer prospektiven amerikanischen Kohortenstudie
einen protektiven Effekt. Abstinenz zeigte sich im Vergleich zum tédglichen Konsum
geringer Alkoholmengen (< 13g) mit einem erhdhten Erkrankungsrisiko assoziiert (RR
2,06; CI 1,16 — 3,68). In Einklang hierzu beschrieben Jin et al. (2012) in einer
Metaanalyse an 18 prospektiven Kohortenstudien eine Assoziation zwischen dem
Konsum téglicher Alkoholmengen von < 12,5g und einer Reduktion der Mortalitit an
Karzinomen allgemein (RR 0,91; CI 0,89 — 0,94).

Diskutiert wird weiterhin eine Interaktion beim Tabak- und Alkoholkonsum. So zeigte
die kombinierte Analyse zweier prospektiver japanischer Kohortenstudien eine
neunfache Risikozunahme bei Vorliegen beider Einzelrisikofaktoren (HR 9,23; CI 2,10
— 40,60; Ishikawa et al. 2006). Hashibe et al. (2007) beobachteten in einer

multizentrischen Fallkontrollstudie aus Osteuropa eine dhnliche Interaktion (OR 9,41;
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CI1 0,88 —100,27).

Eine Rolle weiterer Erndhrungsfaktoren wird insbesondere fiir die hohen Inzidenzraten
in den Schwellen- und Entwicklungslindern diskutiert. In unterschiedlichen Studien
konnte eine Assoziation mit dem unzureichenden Verzehr von rohem Gemiise oder Obst
und einem erhéhten Erkrankungsrisiko fiir das Osophaguskarzinom aufgezeigt werden
(Steinmetz et al. 1991).

Als begiinstigend wird auBlerdem eine unzureichende Erndhrung mit den Antioxidantien
Vitamin E und Selen diskutiert. Eine Bedeutung wird hier fiir Hochinzidenzregionen
gesehen, in denen die lokale Bevolkerung hadufig schwere Erndhrungsdefizite aufweist.
Beispielsweise untersuchten Jessri ef al. (2011) in einer iranischen Fallkontrollstudie die
Assoziation zwischen dem Risiko fiir ein PEK des Osophagus und der Konsummenge
unterschiedlicher =~ Makrondhrstoffe, Vitamine und Spurenelemente in der
Hochrisikoregion Kurdistan. Es konnte mit steigender Selen- bzw. Vitamin E Zufuhr
eine Abnahme des OR auf 0,15 (CI 0,01 — 0,76) bzw. 0,11 (CI 0,03 — 0,74; jeweils
niedrigste versus hochste Terzile) beobachtet werden. Bei guter Erndhrungssituation ist
aktuell hingegen von keinem Nutzen einer zusitzlichen Supplementation auszugehen. In
einer dinischen Metaanalyse mehrerer randomisierter, kontrollierter Studien wurde die
Assoziation zwischen der Einnahme verschiedener Antioxidantien, u.a. Vitamin E und
Selen, und dem Erkrankungsrisiko fiir gastrointestinale Tumoren untersucht. Die
Mehrzahl der Einzelstudien war in Landern mit mittlerem und hohem Einkommen
durchgefiihrt worden. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen Verum- und
Placebogruppe beobachtet werden (RR 1,04; CI 0,96 — 1,13; Bjelakovic et al. 2008).
Zudem existieren gegenwartig Hinweise auf ein erhohtes Morbiditétsrisiko durch die
Supplementation von Vitamin E und Selen bei Fehlen eines Mangelzustandes
(Jayaprakash et al. 2011).

Das thermische Trauma des Osophagus reprisentiert einen weiteren Risikofaktor. Die
Mehrzahl der publizierten Studien zeigt diesbeziiglich eine positive Assoziation
zwischen einer hohen Trinktemperatur von Getrdnken und dem individuellen Risiko am
PEK des Osophagus zu erkranken auf (Islami et al. 2009a). In einer iranischen
Fallkontrollstudie mit 300 6sophagealen Plattenepithelkarzinomen stieg das Risiko fiir
die Entwicklung eines PEK des Osophagus um das Zweifache (OR 2,07; CI 1,28 —

3,35) fiir Konsumenten heilen Tees an. Bei Konsum subjektiv sehr heilen Tees konnte

10
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bereits ein achtfach erhohtes Risiko beobachtet werden (OR 8,16; CI 3,93 — 16,91;
Islami et al. 2009a).

In Stidamerika ist der Genuss von Mate als fordernder Faktor fiir die Entwicklung des
PEK des Osophagus in der Diskussion. Hierzu konnten Castellsague et al. (2000) in
einer Metaanalyse mehrerer Fallkontrollstudien fiir den Konsum von > 11 Mate taglich
(OR 1,57; CI 1,22 — 2,03) eine erhohte Assoziation mit einem O&sophagealen
Plattenepithelkarzinom aufzeigen. Der Genuss subjektiv sehr heiflen Mates war
ebenfalls mit einer Risikosteigerung assoziiert (OR 1,57; CI 1,22 — 2,03). Die
Kombination aus sehr hoher Trinktemperatur und hoher Konsummenge (> 1,51 téglich)
bewirkte eine Zunahme des OR auf 4,14 (CI 2,24 — 7,67) fiir ein PEK des Osophagus.
Kamangar et al. (2008) konnten weiterhin eine erhohte Belastung kommerziell
erhéltlicher Matesorten mit polyzyklisch aromatischen Kohlenwasserstoffen
nachweisen. Letztere werden als humane Kanzerogene klassifiziert und haben fiir
exponierte Individuen in verschiedenen Studien ein exzessives Erkrankungsrisiko flir
ein PEK des Osophagus gezeigt (Roshandel et al. 2012). Als Indikatoren einer
Exposition gelten u.a. polyzyklisch aromatische Kohlenwasserstoft-
Desoxyribonukleinsdureaddukte ~ (DNS-Addukte). Diese werden in direkten
Zusammenhang mit genetischen Alterationen gebracht (Roshandel ef al. 2012). Eine
iranische  Fallkontrollstudie ~ untersuchte in 93  Patienten  diesbeziiglich
immunhistochemisch PEK des Osophagus sowie nichtmaligne &sophageale Mukosa.
Zwischen dem Osophagealen Plattenepithelkarzinom wund der nichtmalignen
Schleimhaut erkrankter Individuen bestand ein OR von 12,6 (CI 2,31 — 63,8)
hinsichtlich dieser DNS-Addukte. Gegeniiber der Mukosa einer gesunden
Kontrollpopulation betrug das OR 24,26 (CI 2,89 — 203,48; Marjani et al. 2010).
Diskutiert wird weiterhin der Einfluss soziodkonomischer Faktoren auf das individuelle
Erkrankungsrisiko. Islami et al. (2009b) konnten in einer Fallkontrollstudie aus dem
Iran zeigen, dass Bevolkerungsteile mit einem niedrigeren soziookonomischen Status
eine erhdohte Morbiditit im Hinblick auf die Entwicklung eines Osophaguskarzinoms
aufwiesen. Bedeutendster Einzelrisikofaktor war das Bildungsniveau, das sich invers
mit dem Risiko fiir Speiserdhrenkrebs korreliert zeigte. So reduzierte sich das
Erkrankungsrisiko bei Besuch einer Grundschule um fast 50 % (OR 0,52; CI 0,27 -
0,98). Bei hohergradiger Schulbildung sank das OR weiter auf 0,2 (CI 0,06 - 0,65).

11
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Daneben erhoht das Vorliegen einer Achalasie, eines Plummer-Vinson Syndroms oder
einer Tylosis palmaris et plantaris das Risiko fiir die Entstehung eines PEK des
Osophagus. Die Achalasie reprisentiert eine Motilititsstorung der Speiserdhre, fiir
welche durch Leeuwenburgh et al. (2010) in einer prospektiven klinischen Studie aus
den Niederlanden ein erhdhtes Risiko fiir die Entstehung eines PEK des Osophagus
beobachteten werden konnte (HR 28; CI 17 - 46). Das Plummer-Vinson Syndrom stellt
eine seltene Erkrankung dar, die hauptsichlich Frauen mittleren Alters betrifft und durch
die Trias Eisenmangelandmie, 0&sophageale Schleimhautnetze und Dysphagie
gekennzeichnet ist. Die Atiologie ist unklar, das kumulative Lebenszeitrisiko fiir die
Entwicklung eines Osophagus- oder Pharynxkarzinoms wird auf 3 — 15% geschitzt
(Novacek et al. 2006). Die Tylosis palmaris et plantaris ist eine seltene autosomal
dominant vererbte Erkrankung, die mit palmaren und plantaren Hyperkeratosen
einhergeht. Es wird zwischen Typ A und B unterschieden. Die Tylosis vom Typ B wird
als benigne angesehen und manifestiert sich frithzeitig (< 5 Lebensjahre). Typ A wird
klinisch erst spéter apparent (5 — 15 Lebensjahr), wobei schitzungsweise 60 - 90% der
betroffenen Individuen im Verlauf des Lebens an einem PEK des Osophagus erkranken
(Varela et al. 2011). Weiterhin diskutiert wird die akzidentelle Ingestion von Lauge als
pradisponierender Faktor. In einer retrospektiven finnischen Kohortenstudie war in 63
von 2414 Patienten das Osophaguskarzinom mit einer laugebedingten Striktur der

Speiserohre assoziiert (Appelqvist et al. 1980).

2.1.3. Symptomatik

PEK des Osophagus werden hiufig erst in einem fortgeschrittenen Stadium
diagnostiziert, da diese Karzinome in einem Friihstadium selten zu Symptomen fiihren
(Bird-Lieberman et al. 2009). Die Dysphagie und der Gewichtsverlust werden als
Alarmsymptome fiir ein Malignom des Osophagus angesehen und bendtigen eine
unverziigliche Diagnostik (Kapoor ef al. 2005). In einer britischen Kohortenstudie
konnte fiir die Dysphagie allgemein ein positiver pradiktiver Wert von 5,3% (CI 4,4 —
6,2) fiir Minner sowie 2,1% (CI 1,6 — 2,6) fiir Frauen fiir ein PEK des Osophagus
aufgezeigt werden (Jones et al. 2007). Dysphagie und Gewichtsverlust reprasentieren
die hiufigsten Symptome, die zu einer drztlichen Vorstellung fithren. So werden

Dysphagie von mehr als 70% bzw. Gewichtsverlust von mehr als 60% der Patienten mit

12



Einleitung

PEK des Osophagus angegeben, wobei in 2 von 3 Fillen sowohl Dysphagie als auch
Gewichtsverlust in Kombination auftreten (Venerito et al. 2011; Gibbs et al. 2007).
Weiterhin wurden in einer deutschen Fallkontrollstudie mit 75 PEK des Osophagus
Sodbrennen und Odynophagie als zusitzliche Symptome bei jedem vierten Patienten
beobachtet (Venerito ef al. 2011). Schmerzen beim Schluckvorgang stellen bereits ein
Anzeichen fiir eine Invasion des Tumors in das peridsophageale Gewebe dar (Bird-

Lieberman et al. 2009).

2.1.4. Diagnostik/,,staging*

Bei Verdacht auf Vorliegen eines Osophaguskarzinoms stellt die Osophagoskopie mit
Biopsieentnahme zur histologischen Sicherung die wichtigste diagnostische Mallnahme
dar (Miihr-Wilkenshoff et al. 2004). Das ,staging“ erfolgt nach UICC (Union
International Contre le Cancer) entsprechend der TNM-Klassifikation flir maligne
Tumoren (Tab. 1.; Wittekind e al. 2010, 7. Auflage). Die Endosonographie bietet die
grofite Sicherheit zur richtigen Beurteilung der muralen Infiltrationstiefe des Tumors
(T1-3 Stadium), sowie des lokoregiondren Lymphknotenstatus (N-Stadium) und bleibt
somit fiir die korrekte Bestimmung des T- und N-Stadiums unabdingbar (Polkowski
2009). Weiterhin ist eine kontrastmittelverstirkte Computertomographie (CT) des
Thorax und Abdomen zur Beurteilung moglicher Infiltrationen in Nachbarorgane (T4
Stadium), sowie zur genaueren Einschitzung des M-Stadiums notwendig (Quint et al.
2008). Hochsitzende =zervikale Karzinome bediirfen einer Ausdehnung der CT-
Untersuchung auf die Halsregion und einer zusétzlichen Untersuchung der Halspartie
mittels Sonographie (Miihr-Wilkenshoff ef a/. 2004). Einen zunehmenden Stellenwert
hat die Positronenemissionstomographie/Computertomographie (PET/CT), da sich die
PET hilfreich bei der Beurteilung unklarer Lymphknotenbefunde und im Auffinden von
Fernmetastasen der alleinigen CT als iiberlegen erwiesen hat (van Vliet ef al. 2008). In
einer prospektiven Kohortenstudie konnten Flamen et al. (2000) eine Anderung des
,,stagings* und der Therapie durch eine PET in 16 von 74 Patienten mit Karzinomen des
Osophagus beobachten. 11 Patienten wurden durch das Resultat der PET-Untersuchung
von MO auf M1 hochgestuft, in 5 Féllen war eine Herunterstufung moglich (M1 auf
MO). Aufgrund der spdt einsetzenden Klinik sind FritherkennungsmafBinahmen zum

Auffinden von Risikoldsionen (,,high grade* Dysplasie, Carcinoma in situ, Tumore

13
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begrenzt auf die oberen zwei Drittel der Mukosa) besonders fiir Patienten in
Hochrisikogebieten und/oder Risikofaktorexposition von klinischer Bedeutung. Hierbei
kann ergdnzend zur konventionellen WeiBlichtendoskopie durch zusitzliche
Anwendung von Lugol’scher Ldsung, ,narrow band imaging“ oder der
Autofluoreszenzendoskopie eine verbesserter Nachweis frithneoplastischer Lésionen

erreicht werden (Lopes et al. 2012).
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Tabelle 1. TNM-Klassifikation fiir das PEK des Osophagus nach UICC (7. Auflage) mit Therapie
nach Tumorstadium.

T - Primdrtumor: Tx Primértumor nicht beurteilbar, TO kein Anhalt fir Priméartumor, Tis Carcinoma in
situ, T1 Infiltration der Lamina propria bis Muscularis mucosae (Tla) oder Submukosa (T1b), T2
Infiltration der Muscularis propria, T3 Infiltration der Adventitia, T4 Infiltration der Nachbarstruktur
(T4a Pleura, Perikard, Zwerchfell; T4b Aorta, Wirbelkoper, Trachea); N — regiondre Lymphknoten (Lk):
Nx regiondre Lk nicht beurteilbar, NO keine regionire Lk-Metastase, N1 1-2 regiondre Lk-Metastasen, N2
3-6 regiondre Lk-Metastasen, N3 >7 regiondre Lk-Metastasen; M — Fernmetastasen: MO keine
Fernmetastasen, M1 Fernmetastasen. RCX Radiochemotherapie.

Stadium 0 Tis NO MO Mukosektomie
Stadium IA Tla
T1b Osophagektomie
Stadium IB T2
Stadium IIA T3
Stadium 11B T1,T2 N1 neoadjuvante RCX mit
Osophagektomie/
definitive RCX
Stadium IITA T4a NO
T3 NI
T1, T2 N2
Stadium IIIB T3 N2
Stadium IIIC T4a N1, N2
T4b Jedes N
Jedes T N3
Stadium IV Jedes T Jedes N Ml Palliation
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2.1.5. Therapie

Die Therapie des Osophaguskarzinoms ist abhiingig vom Stadium, individuellem
,performance status* sowie dem Patientenwunsch (Tab. 1.). Der Ansatz der Behandlung
kann kurativ oder palliativ sein. Fiir das auf die Mukosa beschriankte Friihkarzinom
(T1a) ist die endoskopische Mukosaresektion dem chirurgischen Eingriff im Bezug auf
die 5-Jahres-Uberlebensrate ebenbiirtig und weist eine geringere Morbiditit und
Mortalitét auf (Jung 2005). Bereits ab dem Stadium T1b mit Infiltration der Submukosa
kann eine Metastasierung in regionale Lymphknoten auftreten, die proportional zur
Infiltrationstiefe zunimmt. Deshalb wird in diesem Stadium die en-bloc-
Osophagektomie mit Lymphknotendissektion und Rekonstruktion durch Magenhochzug
fiir Osophaguskarzinome im Bereich des mittleren und unteren Osophagus als kurative
Malnahme empfohlen. Gleiches gilt fiir T3- und T4-Karzinome, wobei ab dem Stadium
IIb nach Mdoglichkeit eine Kombination mit einer neoadjuvanten Radiochemotherapie
empfohlen wird (Wolf et al. 2011). Die Kombination aus neoadjuvanter
Radiochemotherapie mit chirurgischer Intervention hat sich gegeniiber der alleinigen
chirurgischen Behandlung als iiberlegen im Bezug auf die Gesamtmortalitéit
herausgestellt, wie in einer Metaanalyse mehrerer kontrolliert randomisierter Studien
gezeigt werden konnte (HR 0,8; CI 0,63-0,93; Sjoquist et al. 2011). Zudem erhdhte sich
die Wahrscheinlichkeit einer RO-Resektion nach neoadjuvanter Behandlung signifikant
(HR 1,15; CI 1,00-1,32, Kranzfelder et al. 2011). Hinsichtlich der Chemotherapeutika
sind 5-Fluoruracil/Cisplatin die am haufigsten zur Anwendung kommende
Kombinationstherapie (Courrech Staal et al. 2010). Bei proximal gelegenen
Karzinomen stellt die Radiochemotherapie die definitive Behandlung der Wahl dar
(Allum et al. 2011), da aufgrund der anatomischen Ndhe zum Kehlkopf und zur Trachea
héufig eine Laryngektomie zum Erreichen einer lokalen Tumorfreiheit erwogen werden
muss (Siewert et al. 2005). Im Falle multimorbider Patienten mit nicht vertretbarem
Operationsrisiko ist die definitive Radiochemotherapie zur Behandlung der lokal
fortgeschrittenen Tumorstadien hinsichtlich des Gesamtiiberlebens der chirurgischen
Behandlung ebenbiirtig und stellt die therapeutische Methode der Wahl dar (Pottgen et
al. 2011). Der Nachweis von Fernmetastasen (Stadium IV), ein nichtresektabler Tumor
sowie ein Tumorrezidiv bedingen hingegen eine palliative Situation. Hier umfassen die

Bestrahlung bzw. die Radiochemotherapie sowie symptomkontrollierende Verfahren die
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Behandlungsoptionen. Bei Patienten mit gutem ,,perfomance status“ und fehlenden
Komorbidititen wird eine palliative Radiochemotherapie angeboten. Wong et al. (2007)
konnten in einer Fallkontrollstudie aus Hongkong beispielsweise bei 36 Patienten mit
inoperablem PEK des Osophagus eine signifikante Verbesserung des medianen
Uberlebens nach Radiochemotherapie beobachten (10,8 Monate versus 4,0 Monate bei
alleiniger Stentimplantation). Beziiglich der Dysphagie war im Verlauf kein Unterschied
zwischen Interventions- und Kontrollgruppe feststellbar. Ikeda et al. (2011) sahen ein
dhnliches Resultat in einer retrospektiven Analyse einer Kohortenstudie mit 40 PEK des
Osophagus im UICC Stadium IV aus Japan. Nach Radiochemotherapie betrug das
mediane Uberleben 10,3 Monate, weiterhin war in 75% der Patienten die Regredienz
einer bestehenden Dysphagie zu verzeichnen. 20 Patienten bedurften initial einer
Nahrungssupplementation, diese konnte in 17 Féllen nach Besserung der Dysphagie
voriibergehend eingestellt werden.

Die Behandlung der Dysphagie stellt bei niedrigem ,,performance status* und geringer
Lebenserwartung sowie begleitenden Komorbidititen das primédre Behandlungsziel zur
Sicherstellung der Nahrungsaufnahme dar. Zur ziigigen Symptomkontrolle hat sich die
Implantation selbstexpandierender Metallstents etabliert (Hindy et al. 2012), die in
Patienten mit ausgeprigter Dysphagie bzw. bei kurzer Lebenserwartung und
Tumorrezidiv Anwendung finden sollte (Homs et al. 2004). Bei giinstigerer Prognose
kann alternativ eine endoluminale Brachytherapie durchgefiihrt werden. Neben einer
besseren Kontrolle der Dysphagie im Langzeitverlauf zeigt die Brachytherapie eine
geringere Assoziation mit Komplikationen im Vergleich zur Stentinsertion, wie u.a. in
einer multizentrisch randomisierten Studie aus den Niederlanden beobachtet werden
konnte (Homs et al. 2004). Auch die Kombination beider Einzelverfahren hat sich in
Studien als sicher erwiesen (Amdal ef al. 2013; Bergquist ef al. 2012). Als lokalablative
Verfahren zur Reduktion der Tumormasse kommen weiterhin eine endoluminale
Laserbehandlung, photodynamische Therapie sowie Argonplasmakoagulation zur
Anwendung. Nachteil dieser Verfahren ist die Notwendigkeit einer wiederholten
Intervention (Javle et al. 2006). Eine mdgliche Komplikation des Osophaguskarzinoms,
die als Folge einer Radiochemotherapie entstehen kann, ist die Entstehung von
tracheodsophagealen  Fisteln. Die  Behandlungsmethode  der  Wahl  fiir

tracheodsophageale Fisteln sind hingegen beschichtete selbstexpandierende Stents.
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Beispielsweise konnten Raijman et al. (1998) in einer amerikanischen Kohortenstudie
bei 13 von 13 Patienten mit PEK des Osophagus einen sicheren Verschluss der
tracheodsophagealen Fistel durch Implantation eines beschichteten Metallstents
erreichen. Problematisch ist hingegen die Stentimplantation bei PEK des Osophagus,
die in unmittelbarer Nihe des oberen Osophagussphinkters lokalisiert sind, da
betroffene Patienten diese meist schlecht tolerieren. Grilo et al. (2012) zeigten in einer
portugiesischen Kohortenstudie, dass hier die Anlage einer perkutanen endoskopischen
Gastrostomie eine Alternative zur Gewéhrleistung der Erndhrung sein kann. So gelang
eine sichere Anlage in 17/17 Féllen. 10 von 10 Patienten, die im mehrmonatigen
Langzeitverlauf einer Reevaluation des Erndhrungszustandes zugefiihrt werden konnten,

zeigten u.a. einen stabilen ,,body-mass-index* sowie ein stabiles Serumalbumin.

2.1.6. Prognose

Da das Osophaguskarzinom lange asymptomatisch bleibt, liegt zum Zeitpunkt der
Diagnose bei rund dreiviertel aller Patienten bereits ein UICC-Stadium III oder 1V vor,
wohingegen der Anteil der Friihkarzinome im Stadium I 10% betrigt (Barei3 et al.
2002). Das Vorliegen von Komorbidititen in Patienten mit PEK des Osophagus kann
die Prognose von vornherein zusdtzlich einschranken. Weiterhin sind héufig
Malnutrition und eine mangelnde ,,compliance* anzutreffen (Matuschek et al. 2011).
Nach Abschluss des initialen ,,stagings* préasentiert sich dariiber hinaus nur ein Drittel
aller Patienten als chirurgisch resektabel (Matuschek et al. 2011). Allein ,,high-grade*
intraepitheliale Neoplasien und Friihkarzinome, die auf die Mukosa beschrinkt bleiben
(T1a), haben eine gute Prognose, deren 5-Jahres-Uberlebensrate sich laut Jung (2005)
nicht wesentlich von der Normalbevilkerung unterscheidet. Nach vollstindiger
chirurgischer Entfernung betragt diese fiir das gesamte Stadium I hingegen nur 50-80%,
in den darauf folgenden Stadien Ila und IIb jeweils 30-40% bzw. 10-30% und im
Stadium III nur noch 10-15%. Beim Auftreten von Fernmetastasen (Stadium IV)
iiberleben nur noch 1-5% der Patienten die nédchsten fiinf Jahre. Erfolgt eine alleinige
chirurgische Behandlung, betrigt das mediane Uberleben insgesamt betrachtet 13-19
Monate mit 2-Jahres und 5-Jahresiiberlebensraten von jeweils 35-42% und 15-24%
(Enzinger et al. 2003). Metaanalysen zu Studien mit neoadjuvanten Protokollen haben

gezeigt, dass eine Prognoseverbesserung durch eine neoadjuvante Radiochemotherapie
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herbeigefiihrt werden kann (Sjoquist et al. 2011, Kranzfelder et al. 2011). Als
Einzelarbeit konnten Lv ef al. (2010) im Langzeitverlauf ihrer prospektiv
randomisierten Studie aus China in ihrem Patientenkollektiv aus 238 PEK des
Osophagus, bestehend aus Stadium II und III, eine Steigerung der 5-Jahres-
Uberlebensrate  durch  neoadjuvante  Radiochemotherapie mit nachfolgender
chirurgischer Behandlung auf 43% im Vergleich zu 33% bei alleiniger Chirurgie
aufzeigen. Mit einem medianen Uberleben von deutlich weniger als einem Jahr ist die
Prognose nichtresektabler Karzinome weiterhin sehr schlecht (Pultrum ez al. 2006).
Auch nach Anwendung verschiedenster Chemotherapeutika als ,,single agent* oder in
Kombination ist im medianen Uberleben eine nur geringfiigige Verbesserung
festzustellen, die jedoch weiterhin unter einem Jahr liegt (Griinberger et al. 2007).
Allein die kombinierte Radiochemotherapie bei inoperablen Befunden kann bei gutem
Ansprechen des Tumors eine Steigerung im 5-Jahres-Uberleben auf bis zu 15%
erreichen und gegebenenfalls eine chirurgische Resektion ermdglichen, obwohl das

mediane Uberleben auch hier weiterhin maximal ein Jahr betriigt (Wong et al. 2007).
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2.2. Der Arachidonsiurestoffwechselweg

Die Arachidonsdure ist eine mehrfach ungesittigte Fettsdure. Sie reprisentiert die
Ausgangssubstanz fiir die Stoffklasse der Ficosanoide, biologisch aktive Lipide. Diese
vermitteln wesentliche Funktionen im Entziindungsgeschehen und der zelluldren
Homoostase (Martel-Pelletier et al. 2003). Eine Aufnahme der Arachidonsdure wird
besonders durch den Verzehr von tierischen Produkten gewihrleistet. Pflanzliche
Lebensmittel enthalten hingegen Vorstufen, die auch zur Synthese herangezogen werden
konnen (German et al. 1996). Eine Speicherung erfolgt in den Phospholipiden der
Zellmembran, wo insbesondere die zytosolische Phospholipase A, eine Freisetzung
mediiert. Deren Aktivitit wird durch verschiedene Rezeptoren und das zelluldre
Einwirken von Stressfaktoren reguliert (Kramer et al. 1997). Bei Aktivierung erfolgt die
Metabolisierung der Arachidonsdure durch Lipoxygenasen (5-LOX, 12-LOX, 15-LOX)
oder Cyclooxygenasen (COX-1, COX-2) (Martel-Pelletier et al. 2003). Ein Uberblick
zum Arachidonsdure- und Lipoxygenasereaktionsweg wird in Abbildung 1 gegeben.
Das Schliisselenzym in der Synthese der Leukotriene, einer Subklasse der Eicosanoide,
ist die 5-Lipoxygenase (5-LOX), deren Expression in relevanter Menge auf Leukozyten
beschrinkt ist (Radmark er al. 2007). Bei Inaktivitit ist die 5-LOX im Plasma
lokalisiert, nach Aktivierung erfolgt die Translokation an die duflere Kernmembran, wo
durch Oxygenierung und Dehydrierung die Biosynthese des Leukotrien LTA, aus
Arachidonséure stattfindet (Peters-Golden et al. 2003; Radmark et al. 2007). Essentiell
hierfiir ist die Prasenz des Kofaktors ,,5-LOX activating protein®“ (FLAP) (Dixon et al.
1990). Die ubiquitdr verbreitete LTA4-Hydrolase ist zytosolisch lokalisiert und
konvertiert LTA; zum Leukotrien LTBs. Hingegen ist die LTC;-Synthase ein
kernmembrandres Enzym (hauptséchlich exprimiert in eosinophilen und basophilen
Granulozyten, Mastzellen und Alveolarmakrophagen), das aus LTA, durch Konjugation
mit Gluthation, das Cysteinyl-Leukotrien LTC, synthetisiert. (Singh et al. 2010; Peters-
Golden et al. 2007). Die Leukotriene vermitteln und steuern Funktionen der
Entziindungsreaktion und Immunabwehr (Nakamura et al. 2011). Klinisch relevant ist
dies fiir chronisch entziindliche Erkrankungen von denen u.a. das Asthma bronchiale,
die allergische Rhinitis, Atherosklerose und Rheumatoide Arthritis besonders gut
hinsichtlich der Beteiligung des 5-LOX/Leukotriensignalweges charakterisiert sind
(Nakamura et al. 2011; Singh et al. 2010; Peters-Golden et al. 2007). Eine Bedeutung

20



Einleitung

wird insbesondere auch fiir die Kanzerogenese gesehen. So ist die Expression der 5-
LOX u.a. im Kolon-, Bronchial- und Prostatakarzinom beschrieben worden (Soumaora
et al. 2006; Gupta et al. 2001; Avis et al. 1996). Zudem untersuchten Wasilewicz et al.
(2010) Kolonadenome immunhistochemisch auf eine 5-LOX Expression. Fiir das
villose Adenom, das das hochste Risiko hinsichtlich der Entstehung eines invasiven
Karzinoms birgt, war in 100% der Biopsien eine 5-LOX Expression nachweisbar.
Tubulo-villése und tubuldre Adenome, die ein abnehmendes Entartungsrisiko tragen,
zeigten eine sich reduzierende Expression (79,6% bzw. 49,1%) auf. Pankreatische
intraepitheliale neoplastische Lasionen stellen hingegen die Prikazerosen des duktalen
Pankreaskarzinoms dar. Hennig et al. (2002) wiesen immunhistochemisch eine 5-
Lipoxygenaseexpression in 11/11 Pankreasbioptaten fiir mehr als 90% dieser
Vorlduferldsionen nach. Im unauffilligen duktalen Pankreasepithel war demgegentiber
keine Expression zu sehen. Die funktionelle Relevanz einer 5-LOX Expression konnten
verschiedene in vitro und in vivo Studien belegen. So war durch pharmakologische
Inhibition des 5-LOX Proteins in unterschiedlichen Tumorzellreihen eine Inhibition der
Zellproliferation zu beobachten (Melstrom et al. 2008; Tong et al. 2002/I; Avis et al.
1996). Auch eine autokrine Stimulation des Tumorzelliiberlebens durch den 5-LOX
Reaktionsweg ist in der Diskussion, da wiederholt die Induktion einer Apoptose in
diversen Karzinomzellenlinien durch selektive 5-LOX Blockade beobachtet wurde
(Thara et al. 2007; Tong et al. 2002; Ghosh et al. 1998). In vitro war zudem durch
Applikation von 5-LOX Syntheseprodukten ein proliferationsfordernder Effekt auf
Karzinomzellen nachzuweisen (lhara et al. 2007; Avis et al. 1996). Die Wirksamkeit
einer 5-LOX Hemmung in vivo wurde u.a. durch Melstrom ef al. (2008) in einem
Mausmodell beschrieben. Tiere, denen Kolonkarzinomzellen injiziert wurden, wiesen
bei nachfolgender Blockierung der 5-Lipoxygenase durch Zeuliton ein geringeres
Tumorwachstum auf als die unbehandelte Kontrolle. In einer weiteren Studie aus China
verabreichten Li er al. (2005) hingegen Hamstern topisch das Induktionskarzinogen
7,12-Dimethylbenzathracene (DMBA) auf die Mundschleimhaut. 76,9 % der Tiere
entwickelten hiernach Plattenepithelkarzinome im behandelten Bereich. Wurde nach
initialer Behandlung mit DMBA zusidtzlich lokal Zeuliton als 5-LOX Inhibitor
appliziert, so war eine dosisabhidngige Reduktion der Tumorinzidenz zu beobachten

(45,8% bei 3% Zeuliton; 32,1% bei 6%). Aktuell wird auch fiir die Genese der beiden
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histologischen =~ Formen des Osophaguskarzinoms eine Beteiligung des
Lipoxygenasemetabolismus diskutiert. Konnten durch Chen et al. (2004) nicht nur eine
5-LOX Expression in 28 von 56 humanen Adenokarzinomen des Osophagus
immunhistochemisch nachgewiesen werden, so war in der gleichen Studie weiterhin in
einem gastrodsophagealen Refluxmodell der Maus nach 5-Lipoxygenaseinhibition
durch Zeuliton eine Reduktion der Inzidenzrate von Adenokarzinomen von 68,8 % auf
31,3 % zu beobachten. Ein &hnliches Resultat zeigte die Blockierung der LTA.-
Hydrolase durch Bestatin im gleichen Tiermodell. Neben einer Verringerung der
Inzidenzrate am Osophagealen Adenokarzinom (57,1% auf 26,1 %) war auch eine
signifikante Reduktion des Tumorvolumens feststellbar (0,34 cm?® versus 0,16 cm?;
Chen et al. 2003). Zhi et al. (2003) konnten hingegen fiir das PEK des Osophagus eine
Uberexpression der 5-Lipoxygenase beobachten. Hierbei war eine signifikante
Erhohung der 5-LOX Genexpression sowie immunhistochemisch in 20 von 26
Karzinomen eine gesteigerte Proteinexpression gegeniiber dem unverdnderten
osophagealen Plattenepithel zu sehen. Auch in vitro Studien am PEK des Osophagus
standen im Einklang zu den Ergebnissen an anderen Karzinomen. So zeigten Zelllinien
des PEK des Osophagus nach Exposition mit verschiedenen 5-LOX Hemmern eine
Verringerung des Zelliiberlebens durch Apoptoseinduktion auf. Die Verabreichung des
Leukotrien LTB, fithrte hingegen zu einer Reversibilitit des Effektes (Hoque ef al.
2005). In Ubereinstimmung zu den Ergebnissen anderer in vivo Studien stehen auch die
Ergebnisse von Shi et al. (2011) aus China. In ihrem ,,xenograft“ Mausmodell wurden
Plattenepithelkarzinomzellen des Osophagus in die Flanke der Tiere injiziert. Durch
Gabe des 5-LOX Inhibitors Zeuliton war ein vermindertes Tumorwachstum zu
beobachten.

Abgesehen davon kann die Arachidonsdure durch die Cyclooxygenase-1 und -2 zu
weiteren potenten FEicosanoiden, den Prostaglandinen E,, -D,, -Fi, - und dem
Thromboxan A,, metabolisiert werden. Diese vermitteln ihr Wirkung im Zusammenspiel
mit den Rezeptoren EP,4, DP, FP, IP und TP (Matsuoka et al. 2007). Eine genauere
Erlauterung der biologischen Funktion der Prostanoide, insbesondere deren Bedeutung
fiir die Karzinogenese, geht iiber den Umfang dieser Arbeit hinaus. In der Literatur gibt
es hierzu zahlreiche themenbezogene ,,reviews (Ghosh et al. 2010; Wang et al. 2010,

Matsuoka et al. 2007).
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Abbildung 1. Der Arachidonsiurestoffwechsel im Hinblick auf den Lipoxygenase- und
Cyclooxygensasemetabolismus. Zur Darstellung kommen die Enzyme und Reaktionsprodukte des 5-
Lipoxygenase (5-LOX) sowie Cyclooxygenase-1/-2 (COX-1/-2) Stoffwechselweges (Abbildung
entnommen aus Martell-Pelletier et al. 2003). PG = Prostaglandine; PGG, = Prostaglandin G,; PGH, =
Prostaglandin H,; HPETE = Hydroxyperoxyeicosatetraenséure.

2.3. Die Leukotriene

Als Leukotriene werden die terminalen Reaktionsprodukte des 5-LOX
Stoffwechselweges bezeichnet, die das Leukotrien B, (LTB4) und die Cysteinyl-
Leukotriene LTC,, LTD, und LTE,; umfassen. Intrazellulir wird LTB4 durch die
katalytische Aktivitit der LTAs-Hydrolase aus LTA, synthetisiert, durch die LTC,4
Synthase ist auch eine Konjugation mit Gluthation zum LTC, moglich. LTB, und LTC,
werden anschlieBend nach extrazelluldr transportiert, es erfolgt die Umwandlung von
LTCs; zu LTD4 und LTE, durch sequenzielle Spaltung von Peptidbindungen (Peters-
Golden et al. 2007). Synthetisiert wird LTB, hauptsdchlich in neutrophilen
Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und Dendritischen Zellen. Cysteinyl-
Leukotriene werden vorrangig in eosinophilen und basophilen Granulozyten, sowie
Mastzellen gebildet (Peters-Golden et al. 2007). Dariiber hinaus kénnen Zellen, die nur
iiber die LTA4-Hydrolase und LTC,;-Synthase verfiigen, die Vorstufe LTA. aus
Leukozyten aufnehmen und in die finalen Metabolite umwandeln. Dieser Vorgang wird
als transzelluldre Biosynthese bezeichnet (Folco et al. 2006). Extrazelluldr erfolgt die
Bindung von LTB,4 an die Rezeptoren BLT-1 und BLT-2, die Cysteinyl-Leukotriene
binden hingegen an die Rezeptoren CysLT-1 und CysLT-2 (Peters-Golden ef al. 2007).
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2.4. Charakterisierung der Leukotrienrezeptoren

2.4.1. Leukotrien-B, Rezeptoren

BLT-1 und BLT-2 gehoren zur Familie der heptahelikalen Transmembranproteine
(Yokomizo et al. 1997, 2000). Beide Rezeptoren transduzieren Signale {iber
heterotrimere G-Proteine. Diese bewirken eine intrazellulire Calciumfreisetzung,
Aktivierung der Phospholipase C und Inhibition der Adenylatzyklase. BLT-1 bindet
LTB4 mit hoher Affinitdt, BLT-2 hingegen mit niedriger. Der BLT-1 Rezeptor wird
hauptsédchlich in Leukozyten exprimiert, BLT-2 ist hingegen ubiquitér im Organismus
vorkommend (Yokomizo et al. 1997, 2000). Nach Aktivierung kann BLT-1 in
Leukozyten eine Adhdsion, Aktivierung, Rekrutierung, Migration, Leukotrien- und
Zytokinproduktion auslosen. Die Funktion des BLT-2 Rezeptors ist demgegeniiber
weitestgehend unklar (Nakamura et al. 2011).

Die Rezeptoren BLT-1 und BLT-2 sind hinsichtlich einer Expression und Funktionalitat
bisher in verschiedenen Karzinomen charakterisiert worden. Fiir BLT-1 war u.a. im
Kolon-, Magen- und Pankreaskarzinom eine Expression nachweisbar (Ihara et al. 2007;
Venerito et al. 2011; Tong et al. 2002). Funktionell wird eine Bedeutung des BLT-1
Rezeptors fiir das Tumoriliberleben sowie die Proliferation gesehen. So war
beispielsweise durch LTB, vermittelte BLT-1 Stimulation eine Steigerung der
Proliferationsrate von Pankreas- und Kolonkarzinomzellen in vitro zu beobachten (Tong
et al. 2002; Thara et al. 2007). Die selektive Blockade des BLT-1 Rezeptors mittels
LY293111 (Tong et al. 2002) bzw. Rezeptordepletion durch small-interfering RNA
(siRNA; Thara et al. 2007) fiihrte hingegen zur Induktion von Apoptose. Neben einer
Auswirkung auf das Tumorwachstums wird auch eine Rolle der BLT-1 Signalkaskade
fir die Entwicklung einer addquaten Immunreaktion gegeniiber malignen Tumoren
diskutiert. Eine Bedeutung kann dies fiir die Entwicklung von Tumorvakzinen haben.
So wiesen in einem Tiermodell BLT-1 ,knock-out* Maiuse bzw. der entsprechende
,wild-type* nach initialer Stimulation mit ,,granulocyte macrophage colony stimulating
factor” sezernierenden transgenen Leukdmiezellen jeweils eine AbstoBungsreaktion
gegeniiber letzteren auf. Nach erneuter Exposition mit nativen Leukdmiezellen
iiberlebte die ,,knock-out Subpopulation signifikant ldnger bei verstirkter adaptiver

Immunantwort gegeniiber dem Malignom (Yokata et al. 2012).
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Der BLT-2 Rezeptor konnte hingegen im Magen-, Pankreas, Ovarial- und
Harnblasenkarzinom nachgewiesen werden (Venerito et al. 2011; Hennig et al. 2008;
Rocconi ef al. 2008; Kim et al. 2010). Auch fiir BLT-2 sind verschiedene Aspekte der
Karzinogenese untersucht worden. Ahnlich dem BLT-1 Rezeptor ist fiir BLT-2 eine
fordernde Wirkung auf Proliferation und Tumorzelliiberleben beschrieben (Hennig et al.
2008; Seo et al. 2011). Diskutiert wird dariiber hinaus eine Bedeutung des BLT-2
Rezeptors fiir die Invasion und Metastasierung von Karzinomen. Kim et al. (2010)
untersuchten in einer Zellstudie Fibroblasten, die durch eine konstitutionelle
Aktivierung des Onkogens Ras u.a. ein erhdhtes Metastasierungspotential aufwiesen.
BLT-2 war hierbei als Bestandteil der Ras-Signalkaskade identifizierbar. Eine
Behandlung mit dem BLT-2 selektiven Antagonisten LY255283 bewirkte im
Zellversuch sowie im Mausmodell eine reduzierte Metastasierung dieser transformierten
Fibroblasten. Seo ef al. (2012) fanden hingegen in einer weiteren Studie das BLT-2
Expressionsniveau verschiedener Ovarialkarzinomzelllinien positiv mit der Invasivitét
korreliert. Die Uberexpression von BLT-2 nach Gentransfer fiihrte zu einer Steigerung
des Invasionspotentials des Ovarialkarzinoms im Zellversuch, eine Rezeptordepletion
mittels siRNA hingegen zu einer Abnahme. Daneben wird fiir BLT-2 eine Bedeutung
bei der Resistenzentwicklung gegeniiber Chemotherapeutika diskutiert. Kim et al.
(2013) fiihrten hierzu eine Studie an paclitaxelresistenten Mammakarzinomzellen durch,
deren Unempfindlichkeit gegeniiber Zytostatika durch das ,,multidrug resistance gene
1 (MDR 1) vermittelt wird. BLT-2 zeigte sich in der resistenten Zellpopulation im
Vergleich zur sensitiven Form iiberexprimiert. Eine BLT-2 Blockade (selektiver
Antagonist LY255283 bzw. siRNA) konnte diese Resistenz in vitro und im Tierversuch
iiberwinden.

Die Féhigkeit zur Induktion der Angioneogenese ist hingegen ein weiteres essentielles
Charakteristikum  maligner ~ Tumoren. Diese  wird durch  verschiedene
Wachstumsfaktoren reguliert, worunter der proangiogene Faktor ,,vascular endothelial
growth factor” (VEGF) der am besten charakterisierte ist. In einer Studie an humanen
Endothelzellen konnte BLT-2 als Teil der VEGF-Signalkaskade identifiziert werden.
Nach selektiver Rezeptoraktivierung im Zellversuch und Mausmodell konnte ein
proangiogener Effekt beobachtet werden. Simultan injiziertes LY255283 (BLT-2
Antagonist) bewirkte hingegen eine Inhibition der Gefa3neubildung (Kim et al. 2009).
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2.4.2. Cysteinyl-Leukotrienrezeptoren

CysLT-1 und CysLT-2 sind ebenfalls Rezeptoren mit sieben Transmembrandoménen.
Die Signaltransduktion erfolgt iiber heterotrimere G-Proteine, die die Adenylatzyklase
inhibieren und eine Zunahme des intrazelluldren Calciums bewirken (Nakamura et al.
2011; Heise et al. 2000). Eine hohe Expression des CysLT-1 und CysLT-2 Rezeptors ist
in Leukozyten und der Milz nachgewiesen. Hauptligand fiir CysLT-1 ist LTD,. Fiir
CysLT-2 stellen hingegen LTC, und LTD, dquipotente Agonisten dar (Lynch et al. 1999;
Heise et al. 2000). Der CysLT-1 Rezeptor moduliert Funktionen der
Entziindungsreaktion (Migration, Chemotaxis und Zytokinfreisetzung von Leukozyten;
Steigerung der vaskuldren Permeabilitit). Weiterhin wurde fiir CysLT-1 im
Respirationstrakt ein bronchokonstriktorischer Effekt sowie die Mediation einer
vermehrten Schleimsekretion beschrieben. (Nakamura et al. 2011; Heise et al. 2000).
Fiir CysLT-2 konnte ebenfalls eine immunmodulatorische Wirkung (Zytokinproduktion,
Erhohung der vaskuldren Permeabilitit) aufgezeigt werden. Daneben wird eine
Forderung der entziindungsbedingten Gewebefibrose diskutiert (Peters-Golden et al.
2007). Eine CysLT-1 Expression ist bisher u.a. fir das Magen-, Kolon- sowie
verschiedene urologische Karzinome beschrieben worden, wobei seitens des Karzinoms
eine Expressionssteigerung gegeniiber dem nichtmalignen Epithel beobachtet werden
konnte (Venerito ef al. 2011; Ohd et al. 2003; Matsuyama et al. 2010). Ohd et al. (2003)
fanden dabei diese Uberexpression von CysLT-1 in Adenokarzinomen des Kolons direkt
mit der Uberexpression weiterer onkogener Proteine (COX-2, 5-LOX, Bcl-xI)
assoziiert. Eine forderliche Wirkung auf Zellwachstum und —iiberleben konnte hingegen
durch in vitro und in vivo Studien auch fiir den CysLT-1 Rezeptor aufgezeigt werden.
Beispielsweise wies ein CysLT-1 exprimierendes Kolonkarzinom im Zellversuch nach
Stimulation mit LTD, eine Steigerung der Proliferationsrate um 30% auf (Nielsen ef al.
2005). Demgegeniiber konnte durch rezeptorselektive CysLT-1 Blockade an
verschiedenen urogenitalen Tumorzelllinien ebenfalls eine Wachstumsinhibition durch
Auslésung von Apoptose beobachten werden (Matsuyama et al. 2010). Savari et al.
(2013) untersuchten hingegen den CysLT-1 Rezeptor in einem Mausmodell in vivo.
Dabei konnte gezeigt werden, dass Tiere, denen CysLT-1 exprimierende
Kolonkarzinomzellen injiziert wurden bei zusitzlicher Gabe des selektiven

Rezeptorantagonisten Montelukast eine geringere Tumorlast als eine unbehandelte
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Kontrolle entwickelten. Daneben wird auflerdem ein begiinstigender Effekt einer
CysLT-1 Rezeptorstimulation auf die Tumorzellmigration diskutiert. So konnten
Massoumi et al. (2003) nach CysLT-1 Aktivierung die Induktion migratorischer
Prozesse in Kolonkarzinomzellen in vitro beobachten. ZM198,615 ein CysLT-1
selektiver Antagonist, unterband die Zellmigration hingegen.

Der CysLT-2 Rezeptor wurde hingegen u.a. im Magen-, Kolon-, und Mammakarzinom
nachgewiesen (Venerito ef al. 2011; Magnusson et al. 2011; Magnusson ef al. 2010). Im
Gegensatz zu den Rezeptoren BLT-1/-2 und CysLT-1 ist nach bisherigen Ergebnissen
der CysLT-2 Rezeptor mit einer antineoplastischen Wirkung assoziiert. Diskutiert
werden eine Beteiligung des CysLT-2 Rezeptors an Prozessen der Zelldifferenzierung
sowie die Inhibition der Zellmigration. So konnten Magnusson et al (2011) im
Mammakarzinom immunhistochemisch eine Korrelation zwischen CysLT-2 Expression
und dem Differenzierungsgrad des Malignoms beobachten. Eine zunehmende
Entdifferenzierung war mit einer Abnahme der CysLT-2 Expression im Karzinom
assoziiert. Direkte Hinweise erbrachten auch in vitro Studien. Beispielsweise wurden
Kolonkarzinomzellen der Zelllinie Caco-2, die eine endogene CysLT-2 Expression
zeigen, mit LTC,4 stimuliert. Eine Zunahme intestinaler Biirstensaumproteine, die
allgemein als Differenzierungsmarker intestinaler Epithelzellen gelten, war nachfolgend
zu beobachten (Magnusson et al. 2007). Bengtsson ef al. (2013) fiihrten hingegen in
Caco-2 Zellen eine Differenzierung mittels ,,all-trans retinoic acid* herbei, die ebenfalls
durch eine Aktivitdtszunahme des Biirstensaumproteins alkalische Phosphatase messbar
war. Wurde AP-100984, ein selektiver CysLT-2 Inhibitor, zuvor appliziert, war eine
Aktivitdtsreduktion der alkalischen Phosphatase zu verzeichnen. Weiterhin konnte nach
CysLT-2 Rezeptorstimulation eine Inhibition der Migration maligner Zellen beobachtet
werden. Hierbei wies die untersuchte Mammakarzinomzelllinie MDA-MB231 keine
endogene Expression von CysLT-2 auf. Eine Stimulation mit LTC, lieB keine
Auswirkung auf das Migrationspotential in vitro erkennen. Nach Transfektion von
CysLT-2 war hingegen eine Reduktion der Migrationsrate zu verzeichnen, die durch
LTC, verstirkt wurde. AP-100984, ein CysLT-2 selektiver Antagonist, inhibierte diese
Wirkung wiederum (Magnusson et al. 2011).
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2.5. Ziel der Studie

Das Ziel der Studie ist die Analyse des Expressionsstatus der Leukotrienrezeptoren
BLT-1, BLT-2, CysLT-1 und CysLT-2 im PEK des Osophagus. Primir soll eine
Gegeniiberstellung zum Stratum basale der Osophagealen Schleimhaut, dem
Ursprungsort des Plattenepithelkarzinoms des Osophagus im betroffenen Patienten und
einer Kontrolle erfolgen. Neunzehn Erstdiagnosen mit einem PEK des Osophagus
wurden hierzu in die folgende Studie eingeschlossen. Zusétzlich wurden weitere neun
Patienten in eine Kontrollgruppe rekrutiert. Es erfolgte die Entnahme von Biopsien mit
anschlieBender Untersuchung durch Immunhistochemie (IHC) und ,realtime*-

Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR).
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3. Patienten und Methoden
Die folgende Studie wurde von Prof. Dr. med. Dr. h.c. Peter Malfertheiner, Dr. med.

Marino Venerito und Prof. Dr. rer. nat. habil. Thomas Wex erdacht.

3.1. Studiendesign

Hierbei handelt es sich um eine ,,case-control* Studie. Die eingeschlossenen Patienten
waren entweder stationdr in Behandlung oder ambulant an der Klinik fiir
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie des Universititsklinikums Magdeburg
vorstellig. Alle Patienten mit der Erstdiagnose eines Plattenepithelkarzinoms des
Osophagus wurden nach Abgabe einer schriftlichen Einverstindniserklirung prospektiv
zwischen Mérz 2009 und Januar 2010 eingeschlossen (14 ménnlich, 5 weiblich, Alter
62 + 11 Jahre). Es war keiner der Patienten zu jener Zeit Teilnehmer an einer weiteren
Studie. Ausschlusskriterium war eine bereits begonnene tumorspezifische Therapie des
neu-diagnostizierten Plattenepithelkarzinoms des Osophagus. Als Kontrollgruppe
wurden retrospektiv Patienten erfasst, die aufgrund dyspeptischer Beschwerden eine
OGD erhalten hatten. Es handelte sich um Teilnehmer einer Studie (Monkemiiller et al.
2009) zur Charakterisierung der nichterosiven Refluxerkrankung (5 ménnlich, 4
weiblich, Alter 58 + 15 Jahre). Diese wurden nach Geschlecht und Alter (+ 4 Jahre) den
Patienten der Studiengruppe zugeordnet. Die Einschlusskriterien waren wie folgt: Keine
klinisch  typischen Refluxbeschwerden bzw. endoskopischen Zeichen einer
Refluxdsophagitis, keine Protonenpumpenhemmereinnahme. Die Studie wurde von der

ortlichen Ethikkommission bewilligt (Studie 34/08; Votum vom 16.06.2008).

3.2. Osophagogastroduodenoskopie (OGD)

Jeder Patient erhielt eine OGD. Alle Endoskopien wurden von erfahrenen
Endoskopikern durchgefiihrt. Diese erfolgten in der Endoskopieabteilung der Klinik fiir
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-Guericke Universitét
Magdeburg. Bei den Patienten mit Plattenepithelkarzinom fand wihrend der OGD die
Entnahme von insgesamt acht Gewebeproben statt. Es wurden vier Biopsien aus dem
Tumor entnommen, weitere vier aus der tumorfreien Schleimhaut oberhalb des
Lokalbefundes. Aus jeder Lokalisation wurden jeweils zwei Biopsien fiir die

Immunhistochemie und die RT-PCR verwendet. Es ergaben sich die Gruppen
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Plattenepithelkarzinom (PEK) und tumorfreie Schleimhaut (TF). Die Lage des Tumors
in der Speiserdhre wurde als Abstand von der Zahnreihe in cm erfasst. In der
Kontrollgruppe wurden zwei Biopsien aus der optisch unauffilligen 6sophagealen
Schleimhaut (2cm oberhalb der Z-Linie, zwischen der 12 und 3 Uhr Position) fiir die

Immunhistochemie und RT-PCR entnommen. Es entstand die Gruppe Kontrolle (K).

3.3. Klinische Datenerhebung

Die prospektiv eingeschlossenen Patienten wurden anhand eines Fragebogens zu
demographischen Aspekten, Raucherstatus und Alkoholkonsum befragt. Das
Rauchverhalten wurde wie folgt erfasst: Raucher/ehemaliger Raucher, Angabe der
Packungsjahre/Zeitraum seit Beendigung des Nikotinkonsums, Nichtraucher. Der
Alkoholkonsum wurde in Abstinenzler, niedriger Alkoholkonsum (< 20g/Tag fiir
Minner, < 10g/Tag fiir Frauen), erhohter Alkoholkonsum (> 20g/Tag fiir Ménner, >
10g/Tag fiir Frauen) kategorisiert. Weiterhin wurde die Art der alkoholischen Getrénke
in Wein, Bier, Spirituosen unterschieden. Bei Abstinenzlern wurde der Zeitpunkt der
letzten Alkoholaufnahme erfragt. In der retrospektiv erhobenen Kontrolle wurden bei

Verfiigbarkeit Rauch- und Alkoholkonsumgewohnheiten eruiert.

3.4. Extraktion der RNA

Alle Biopsien wurden aus dem Gebiet des Primértumors, sowie aus der makroskopisch
unauffilligen Speiserhrenschleimhaut oberhalb der tumordsen Léision entnommen. Im
Anschluss wurden diese sofort in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -80°C
verwahrt. Alle Schritte der Extraktion erfolgten im Eisbad. Die Zentrifugationsschritte
fanden bei 4°C und bei 10.000xg statt. Zur Extraktion wurden die Proben nach Zugabe
von 0,5ml TRIZOL-reagent™ (Life Technologies, USA) mittels TissueRuptor
(Quaigen, Hilden, Deutschland) zerkleinert und homogenisiert. Nach Uberfiihrung in
1,5ml Eppendorfgefdle (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) und Zugabe von jeweils
0,2ml Chloroform (Rothipuran, Carl Roth Gmbh, Karlsruhe, Deutschland), wurde der
Inhalt fiir 10 Minuten zentrifugiert. Vom Uberstand fanden mindestens 100ul und
maximal 200ul weitere Verwendung. Es wurde ein dem Uberstand #quivalentes
Volumen Isopropanol zugesetzt und 10 Minuten auf Eis ruhengelassen. Nach erneuter

Zentrifugation (10 Minuten) wurde der Uberstand verworfen. Das entstandene Pellet

30



Patienten und Methoden

wurde mit 100ul RNase-freiem Wasser resuspendiert und mittels RNase Mini Kit
(Quaigen, Hilden, Deutschland) unter Verwendung des Herstellerprotokolls gereinigt.
Eine Behandlung der Proben mit DNase (Qiagen, Hilden, Deutschland) fand wihrend
des Reinigungsprozesses entsprechend des Herstellerprotokolls Anwendung. Im
Anschluss erfolgte ein Herauslosen der RNA in 70pul RNase-freiem Wasser. Hiervon
wurden 5ul der RNA-Integrititsanalyse mittels Gelelektrophorese in 1% Agarosegel
nach vorherigem Zusatz von 1l Ethidiumbromid (Sigma Aldrich 500pg/ml, Stentheim)
zugefiihrt. Weitere 5ul wurden zur RNA-Konzentrationsbestimmung am UV-
Spektroskop Eppendorf BioPhotometer® (Eppendorf, Hamburg, Deutschland) benutzt.
Als Referenz diente RNase-freies Wasser. Alle Extraktionsschritte fanden im Labor der
Klinik fiir Gastroenterologie und Hepatologie unter Anleitung von Marion Holley und

Ursula Stolz unter Supervision von Prof. Dr. rer. nat. habil. Thomas Wex statt.

3.5. Quantitative RT-PCR Analyse von Blt-1, Blt-2, Cyslt-1 und CysLT-2

Jede RNA-Probe wurde in ,,complementary DNA* (cDNA) umgeschrieben. Es entstand
eine Gesamtmenge von 250ng cDNA pro 40ul Ansatzvolumen. Hierfiir wurde den
RNA-Proben ein 250ng cDNA entsprechendes, dquivalentes Volumen entnommen. Dies
wurde mit Aqua dest auf 25,4pl aufgefiillt und mit dem cDNA-Syntheseansatz auf 40pl
Gesamtvolumen erginzt. Der cDNA-Syntheseansatz (14,6ul) setzte sich aus 1,6ul
dNTPs (Fermentas 4x100mM), 2,0ul ,,Random* Primer (Roche, Ist Strand cDNA
Synthesis Kit, 2pg/ul), 8ul AMV-Puffer (AMV RT 5x Reaction Buffer, Promega), 2ul
AMYV Reverse Transcriptase (Promega, 10u/ul), 1ul rRNasin Ribonuclease Inhibitor
(Promega, 40u/pul) zusammen. Der Gesamtansatz (40ul) wurde bei 42°C fiir 45 Minuten
auf einem Eppendorf Thermomixer (Eppendorf Thermomixer® comfort) zur Synthese
belassen. Nach anschlieSend 5 Minuten bei 95°C erfolgte eine Verwahrung der Ansitze
bei -80°C bis zur Amplifikation. Die quantitative RT-PCR (qRT-PCR) wurde mit dem
Qiagen Multiplex PCR Kif (Qiagen, Hilden, Deutschland) durchgefiihrt. Es erfolgte eine
Anpassung der Ansidtze fir Volumina < 50ul. Der Einzelansatz fiir die qRT-PCR
umfasste ein Gesamtvolumen von 30ul. Hiervon waren 13,4ul RNase-freies Wasser,
jeweils 0,2ul  (50uM) ,upstream“(US) und ,downstream*“(DS) Primer des
entsprechenden Rezeptors, die jeweilige cDNA im Volumen von 1,2ul und 15u1 SYBR
Green PCR Master Mix (QuantiTect SYBR Green PCR-Kit, Quiagen, Deutschland).
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Als Primer US und DS fanden folgende Sequenzen Verwendung (Tab. 2.):

Tabelle 2. Verwendete Primerkonstrukte zur Amplifizierung der jeweiligen Rezeptorentranskripte.
cDNA =, complementary DNA”; US = ,upstream”; DS =, downstream”; C = Cytosin; A = Adenosin; T =
Thymidin; G = Guanosin.

cDNA Primer Sequenz 5’ nach 3’

B-Aktin US CATGCCATCCTGCGTCTGGACC
B-Aktin DS ACATGGTGGTGCCGCCAGACAG
Blt-1 US TCAGCACCATCAGGGCAGTGAC
Blt-1 DS CTGACCCTGGGATTGGCATCAG
Blt-2 US GGGTGTAAAGGGACGTGCACAG
BIt-2 DS GCTTGTGCTGTTTCCTGGCAAG
Cyslt-1 US CAATAGTGTCATGGCATGTGGC
Cyslt-1 DS GCTTGCTTCTGAGAACAAACGC
Cyslt-2 US AGGATTGAAGCAGGCATTGGC
Cyslt-2 DS AAAGTGGAGGTCCCAGAATCGG

Die Primer waren introniibergreifend, so dass ausschlieBlich eine spezifische
Amplifikation der cDNA Fragmente erfolgte und genomische Amplifikate
ausgeschlossen wurden. Der PCR-Vorgang erfolgte auf einer 96 Lochplatte in einem
iCycler von Biorad (Biorad, Miinchen). Es wurde folgendes Protokoll verwendet:
920C1min; 40x (94°C30ce; 550C30ee; 7203 0e¢); 72°C*™", Die Bestimmung der mRNA
Menge erfolgte durch Erfassung des Zeitpunktes, an dem eine lineare Zunahme des
cDNA-Produktes zu verzeichnen war. Zur Normalisierung des mRNA-Gehaltes wurde
B-Aktin als Referenz gewihlt. Es erfolgte eine Uberpriifung der Amplifikationsprodukte
mittels Gelelektrophorese in 1,8% Agarosegel. Alle Extraktionsschritte wurden im
Labor der Klinik fiir Gastroenterologie und Hepatologie unter Anleitung von Simone
Phillipsen und Ingrid Bierwirt unter Supervision von Prof. Dr. rer. nat. habil. Thomas

Wex durchgefiihrt.

3.6. Inmunhistochemischer Nachweis von BLT-1, BLT-2, CysLT-1, CysLT-2

Die immunhistochemischen Firbungen wurden mittels Avidin-Biotin-Farbemethode
durchgefiihrt. Alle Biopsien (Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet) wurden in
Sum starke Prédparate geschnitten und auf Objekttrigern platziert. Es erfolgte eine
Entparaffinisierung und Dehydrierung in einer absteigenden Alkoholreihe. Die
darauthin folgende Epitopdemaskierung wurde mittels Pascal Pressure Chamber S2800

(Dako, Denmark) unter Verwendung des entsprechenden Herstellerprotokolls (Dako
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Education Guide; Pressure Cooker Heating) durchgefiihrt. Als ,retrieval solution* zur
Epitopdemaskierung wurde eine ImM EDTA-L6sung verwendet, die aus einem 100mM
Losungsansatz (0,5M EDTA, pH=8, Merck, Deutschland) nach Verdiinnung mit Aqua
dest hergestellt wurde. Als Tris-Puffer kam Ventana Reaction Buffer 1x (10x, 1:10
Verdiinnung mit Aqua dest, Ventana Medical Systems, USA) zur Anwendung. Die
immunhistochemische Firbung erfolgte auf einem Automaten der Firma NEXES
Ventana (Ventana Medical Systems, Strasbourg, France). Alle Waschschritte wurden
mit dem Ventana Reaction Buffer in oben erwéhnter Verdiinnung durchgefiihrt. Die
Priparate wurden vor Durchfiihrung der spezifischen Immunreaktion zur
Unterdriickung der endogenen Peroxidaseaktivitidt entsprechend vorbehandelt. Die
Primérinkubation erfolgt bei 37°C fiir 32 Minuten. Zur Anwendung kamen die unten
aufgefiihrten rezeptorspezifischen Primarantikérper in den jeweiligen Konzentrationen
(Tab. 3.). Eine positive Immunreaktion wurde unter Verwendung des iVIEW™
Detektion Kits (Ventana, Deutschland) sichtbar gemacht. Es folgte eine Gegenfiarbung
mit Haematoxylin und anschlieBende Weiterbehandlung in einer aufsteigenden
Alkoholreihe. Zuletzt wurden die Préparate unter Verwendung von Corbit-Balsam

(I.Hecht, Kiel-Hassee, Deutschland) eingedeckelt.

Tabelle 3. Charakteristika der zur Immunhistochemie verwendeten Antikérper.
Kat. No = Katalognummer.

Hersteller Klonalitat/, Host* Verdiinnung | Kat.No
BLT1 Cayman ,,Polyclonal/Rabbit“ [ 1:100 120114
Chemicals
BLT2 Acris ,Polyclonal/Rabbit* [ 1:25 SP4368P
CysLT1 GeneTex ,Polyclonal/Rabbit* | 1:100 GTX70519
Inc.
CysLT2 Lifespan ,Polyclonal/Rabbit* | 1:100 LS-A2255
Biosciences

Alle Arbeitsschritte wurden von Carola Kiigler und Claudia Miethke am Institut fiir

Pathologie des Universitdtsklinikums Magdeburg durchgefiihrt.

3.7. Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Firbung

Das Firbeverhalten eines histologischen Priparates wurde in einem ,,Score®-Wert (IRS

=, Immunoreactivity Score*) ausgedriickt. Hierzu wurde jeder Schnitt hinsichtlich
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Férbeintensitit und Anzahl der gefirbten Zellen (Farbeumfang) bewertet. Es erfolgte
eine Einteilung der Férbeintensitét in die Stufen negativ = 0, schwach = 1, maBig = 2
und stark = 3. Der Farbeumfang wurde wie folgt kategorisiert: < 10% positive Zellen =
I; < 50% = 2; < 80% = 3; > 80% = 4. Die Multiplikation von Firbeintensitidt und
Farbeumfang ergab den ,Immunoreactivity Score* (IRS). Es konnte eine maximale
Punktzahl von 12 erreichen. In der 6sophagealen Schleimhaut wurde eine Auswertung
entsprechend des anatomischen Auftbaus durchgefiihrt. Es erfolgte eine Bewertung des
Stratum basale, Stratum spinosum und Stratum superficiale. Fiir jede Schicht wurde ein
separater IRS vergeben. Die Auswertung erfolgte entsprechend der Schnittrichtung des
histologischen Préparates. In Abbildung 2 ist exemplarisch der Aufbau der

Osophagealen Mukosa nach Schnittrichtung des histologischen Priparates zu sehen.

Abbildung 2. Lokalisation der einzelnen Strata des 6sophagealen Plattenepithels entsprechend der
Schnittrichtung.

Die diskontinuierlichen Linien reprisentieren den Ubergang zwischen den einzelnen Strata der Mukosa.
(A) zeigt exemplarisch einen vertikalen Schnittverlauf durch die 6sophageale Schleimhaut. In (B) verlduft
die Schnittrichtung horizontal. Zur Darstellung kommen drei Mukosapapillen mit zirkuldrer
Basalzellschicht (Mikroskop: Nikon F200 Kamera 990; x 200). Sb, Stratum basale; Sp, Stratum
spinosum; Su, Stratum superficiale.

3.8. Statistische Analyse

Die statistische Auswertung und Darstellung der Daten wurde mit Hilfe von Herrn
Dipl.-Math. Dipl.-Biol. Kai Antweiler am Institut fiir Biometrie und Medizinische
Informatik des Universititsklinikums Magdeburg durchgefiihrt. Alle Daten wurden
unter Verwendung der Statistiksoftware R - 2.15.0. analysiert. Korrelationsanalyse nach
Spearman, Friedman-Test, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test und Mann-Whitney U-Test
kamen entsprechend zur Anwendung (2-seitig). Zur Verringerung des statistischen

Fehlers bei multiplen Vergleichen fand fiir die Primérfragestellung ein Bonferroni
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adjustiertes Signifikanzniveau fiir k = 12 Tests Verwendung. Hierzu wurden die
erhaltenen p-Werte jeweils mit 12 multipliziert und als signifikant betrachtet, wenn
diese Werte < 0,05 blieben. Sekundire Fragestellungen wurden explorativ ohne
Adjustierung gegen ein Niveau von 0,05 verglichen und dienen nur zur Thesenfindung.
Fiir alle nicht-signifikanten Ergebnisse bei Anwendung des adjustierten p-Wertes
erfolgte eine erneute Analyse ohne Adjustierung um Hinweise auf neue Thesen bei
gegebenenfalls anzupassender StichprobengroBe einheitlich flir alle betrachteten

Fragestellungen darzustellen.

Das Plattenepithelkarzinom (PEK) und die tumorfreie Schleimhaut (TF) repréasentieren
aufgrund ihres Ursprungs im gleichen Patienten abhidngige Daten. Die verwendete
Zuordnung zwischen der TF-Gruppe und der K-Gruppe (Alter, Geschlecht + 4Jahre)
fiihrte zu keiner erkennbaren Korrelation in der ZielgroBBe. Deshalb wurde beschlossen
diese Gruppen als unverbunden zu betrachten. Aufgrund der Zusammensetzung aus
abhédngigen und unabhingigen Gruppen war im Hinblick auf die Primirfragestellung
keine Anwendung von multivariaten Tests moglich. Es wurde direkt auf paarweise
Gruppenvergleiche zuriickgegriffen. Abgesehen von der priméren Fragestellung, die
einen Unterschied zwischen PEK und dem Stratum basale untersucht (p < 0,05;

Bonferroni Adjustierung), sind alle weiteren Tests explorativ (p < 0,05%).
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4. Ergebnisse

4.1. Ergebnisse der klinischen Datenerhebung
In unsere Studie konnten 19 Patienten mit PEK des Osophagus eingeschlossen werden,

davon waren 14 ménnlich (73,7%) und 5 weiblich (26,3%).

Die Hauptsymptome bei Aufnahme waren Dysphagie (89,5%, n=17) und
Gewichtsverlust (89,5%, n=17). Sodbrennen und Odynophagie traten bei einem
geringeren Teil der Patienten (26,3%, jeweils n=5) auf. Die héufigste Nebendiagnose
war bei 12 Patienten (63,2%) die arterielle Hypertonie, gefolgt vom Diabetes mellitus
bei 5 Personen (26,3%). Gefdllerkrankungen fanden sich mit absteigender Haufigkeit
wie folgt: Die Koronare Herzkrankheit erhielt 5 Nennungen (26,3%). Die periphere
arterielle Verschlusskrankheit bestand bei 2 Patienten (10,5%). Eine Nennung hatten
jeweils der cerebrale Insult und die Carotisstenose (jeweils 5,3%). Weiterhin war eine
Hyperurikdmie bei 2 Patienten zu erheben (10,5%). Erkrankungen mit Einfachnennung
waren die Hyperthyreose, Hypercholesterindimie, chronische Niereninsuffizienz,
symptomatische Epilepsie, Cholecystolithiasis, COPD und ein Pemphigus vulgaris. Der
Pemphigus vulgaris wurde ca. 6 Monate zuvor diagnostiziert. Eine Tumorsuche
inklusive OGD war damals nicht wegweisend. Retrospektiv ist der Pemphigus vulgaris
als paraneoplastisch zu bewerten. Bei 4 Patienten waren keine Nebendiagnosen zu

verzeichnen (21,1%).

Malignome waren zuvor bereits in 15,8% der Patienten (3 von 19) diagnostiziert
worden. Bei einem Patienten bestand ein Prostatakarzinom. Dies war bei Erstdiagnose
2008 metastasiert. Es erfolgte eine palliative Therapie durch chirurgische Kastration.
Ein weiterer Patient gab ein Oropharynxkarzinom ED 1992 an. Es fand eine
chirurgische Therapie einschlieBlich ,,neck dissection* und nachfolgender adjuvanter
Radiatio (54 Gray, fraktioniert) statt. Postoperativ ergab das ,,Staging* ein pT3N2bMO0
Karzinom. Ein dritter Patient litt zuvor bereits an einem Oropharynxkarzinom, sowie
metachron an einem Mundbodenkarzinom. Ersteres wurde 2004 diagnostiziert und
postoperativ als pT2NOMO klassifiziert. Es erfolgte eine adjuvante Strahlentherapie (60
Gray, fraktioniert). Das Mundbodenkarzinom wurde nach Erstdiagnose 2007

36



Ergebnisse

chirurgisch behandelt (pT1NOMO).

In Tabelle 4 wird das Alkoholkonsumverhalten der Studiengruppe wiedergegeben. Ein
,hiedriger Alkoholkonsum* entspricht einer reinen Alkoholmenge von < 10g/d bei
Frauen, sowie < 20g/d bei Ménnern (10g Alkohol entsprechen jeweils 200ml Bier,
100ml Wein und 20-30ml (30-50%) Likor). Eine Klassifizierung als ,,erhdhter
Alkoholkonsum* erfolgte bei dariiber hinausgehenden Alkoholmengen. 94,7% der
Patienten (18 von 19) gaben an Alkohol zu konsumieren oder zeitlebens konsumiert zu

haben. Bei 4/18 dieser Patienten (22,2%) wurde ausschlielich Bierkonsum angegeben.

Die 14 weiteren Patienten (77,7%) konsumierten mehr als eine Art Alkohol.

Tabelle 4. Ubersicht zur Demographie, Tabak- und Alkoholkonsum.

Die Patienten wurden als ehemaliger Raucher/vormaliger Alkoholkonsument erfasst, wenn seit mehr als
einem Jahr kein Konsum stattfand. Niedriger Alkoholkonsum ist nach Geschlecht unterschiedlich
klassifiziert. Eine Menge von bis zu 20 g/d fiir Ménner und bis zu 10 g/d fiir Frauen entspricht dieser
Kategorie. Dariiber hinausgehende Konsummengen repréasentieren einen erhéhten Konsum. PEK =
Plattenepithelkarzinom.

PEK (N=19)

mannlich/weiblich 14/5
Durchschnittsalter 62 +11 Jahre
Raucher oder ehemalige Raucher (%)

nie 0

aktive Raucher 11 (57,9)

ehemalige Raucher > 1 Jahr 8 (42,1)
Alkoholkonsum oder vormaliger Alkholkonsum (%)

Abstinenz 1 (5,3)

aktiver Alkoholkonsum 12 (63,2)

vormaliger Alkoholkonsum > 1 Jahr 6 (31,6)
Alkoholkonsum (Menge) (%)

Abstinenz

niedriger Alkoholkonsum 5 (41,7)

erhodhter Alkoholkonsum 7 (58,3)

Fiir jeden Patienten wurde die Tumorlokalisation erfasst. Es erfolgte eine Einteilung in
oberes Osophagusdrittel (ca. 15 — 23 cm ab ore), mittleres Drittel (ca. 23 - 32 cm ab
ore) und unteres Drittel (ca. 32 — 40 cm ab ore). Eine Zuordnung des Tumors wurde
entsprechend der Lokalisation der Tumormitte vorgenommen. Die Tumorlokalisation,
den histologischen Tumorgrad (,,Grading) und das Tumorstadium nach der
Klassifikation der Union International Contre le Cancer (7. Auflage, Wittekind et al.
2010) gibt Tabelle 5 wieder. Die Zuordnung des Tumorstadiums erfolgte entsprechend
klinischer Diagnostik.
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Tabelle 5. Ubersicht zu den Tumorcharakteristika.

Die Tumorlokalisation wurde in oberes (ca. 15-23 cm ab ore), mittleres (ca. 23 — 32 cm ab ore) und
unteres Drittel (ca. 32 — 40 cm ab ore) klassifiziert. Der histologische Tumorgrad (,,Grading*) wurde in
G1 (gut differenziert), G2 (mittelgradig differenziert), G3 (schlecht differenziert) und G4 (anaplastisch)
eingeteilt. Eine Zuordnung des Tumorstadiums I - IV erfolgte entsprechend klinischer Diagnostik nach
UICC = Union contre le cancer (7. Auflage, Wittekind et al. 2010). PEK = Plattenepithelkarzinom.

PEK (N=19)

Tumorlokalisation (%)

oberes Drittel 3 (15,8)

mittleres Drittel 8 (42,1)

unteres Dirittel 8 (42,1)
Tumorgrading (%)

G1 0 (0)

G2 11 (57,9)

G3 7 (36,8)

G4 1 (5,3)
Tumorstadium nach UICC (%)

I 2 (10,5)

Il 2 (10,5)

1] 4 (21,1)

v 11 (57,9)

In der retrospektiv erfassten Kontrollgruppe konnten insgesamt 9 Patienten, 5 madnnlich
(55,5%) und 4 weiblich (44,5%), eingeschlossen werden. Das Alter lag bei 61,6 Jahre (+
11,6 Jahre).

Das Nikotinkonsumverhalten war fiir insgesamt 6 Probanden ermittelbar: Keinen
Nikotinkonsum wiesen 3 Personen auf (50%), ehemalige Raucher waren weitere 3
Patienten (50%). Ein Alkoholkonsum war bei 4 Personen zu verzeichnen (66,6%),
keinen Alkoholkonsum wiesen 2 Patienten auf. Weitere klinische und demographische

Daten lagen nicht vor.

38



Ergebnisse

4.2. Aligemeine Erliuterung zur Auswertung

Fiir die IHC konnten 19 von 19 PEK ausgewertet werden. Die IHC Auswertung der
tumorfreien Schleimhaut war in 4/19 Féllen nicht mdglich, da kein separates
histologisches Material zur Verfiigung stand. In der Gruppe K wurden Biopsien von

allen 9 Patienten mittels IHC evaluiert.

4.2.1. Immunhistochemische Expression von BLT-1

Die Abbildung 3(A-C) stellt die BLT-1 Expression in den verschiedenen
Gewebegruppen dar. Abbildung 3A veranschaulicht exemplarisch die zytosolische
Lokalisation des Rezeptors im Karzinom, der eine mittlere Expressionsstiarke (IRS 8)
zeigte (Abb. 3D). Weitere Zellstrukturen kamen nicht zur Anfarbung. Die Abbildungen
3B und 3C stellen hingegen die BLT-1 Expression in TF und K dar. BLT-1 war sowohl
im Stratum basale als auch im Stratum spinosum und superficiale exprimiert. Die BLT-1
Expression im Stratum basale zeigte einen IRS von 8 in den TF Biopsien und einen IRS
von 4 in den K Biopsien (Abb. 3D). Stromal eingestreute Leukozyten, deren
Morphologie derer von PMN entsprach, wiesen ein zellmembranéres Expressionsmuster
auf. Makrophagen und Lymphozyten (Abb. 3A und B) zeigten hingegen beim BLT-1
Rezeptor eine zytosolische Immunreaktion. Zum Teil wiesen auch kapilldre
Endothelzellen eine positive BLT-1 Farbung auf (Abb. 3A). Die statistische Analyse der
BLT-1 Rezeptorexpression lie keinen Unterschied zwischen PEK und Stratum basale
von TF erkennen. Hingegen wies das PEK eine signifikante Steigerung der Expression
gegeniiber der Basalzellschicht von K auf (p < 0,05). Im Vergleich zur K-Gruppe war
BLT-1 in der TF-Gruppe ebenfalls signifikant erhoht exprimiert (p < 0,05). Die
explorative Betrachtung unter nicht-adjustiertem Signifikanzniveau fand zwischen der
BLT-1 Expression im PEK und der Basalzellschicht von TF weiterhin keinen
Unterschied.
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PEK TF basale K basale
Abbildung 3. Immunhistochemische Lokalisation und Expression von BLT-1.

Im (A), (B) und (C) wird exemplarisch ein histologischer Schnitt mit niedriger (grofle Abbildung) und
hoherer (rechte untere Ecke) Magnifikation gezeigt. In (A) wird die BLT-1 Firbung im
Plattenepithelkarzinom (PEK) wiedergegeben. Die Detailansicht zeigt eine zytosolische Lokalisation. In
(B) wird exemplarisch die Expression von BLT-1 in der tumorfreien Osophagusschleimhaut eines
Patienten mit PEK (TF) veranschaulicht. Die Detailansicht zeigt einen Ausschnitt aus dem Stratum basale
mit angrenzendem Stroma. Bild (C) zeigt exemplarisch die dsophageale Schleimhaut in der Kontrolle
(K). In der VergroBerung ist eine Mukosapapille mit zirkuldrer Basalzellschicht dargestellt. Der positive
Nachweis von BLT-1 wird als braune Farbung dargestellt (Mikroskop: Nikon F200 Kamera 990; x 200, x
300). Sb, Stratum basale; Sp, Stratum spinosum; Su, Stratum superficiale; Ez, Endothelzellen; Lz,
Lymphozyten. In (D) wird die IHC-Expression von BLT-1 im PEK, TF basale und K basale dargestellt.
Die Séulen reprisentieren den Median des IRS fiir das PEK (schwarze Séule), das TF Stratum basale, (TF
basale, weile Siule) und K Stratum basale (K basale, graue Séule). Eine Darstellung erfolgt aufgrund der
Datenstruktur als Sdulengraphik. BLT-1 zeigt im PEK gegeniiber TF basale eine gleichwertige
Expression. Hingegen ist zu K basale eine starke Zunahme des IRS im PEK erkennbar. IRS =
Llmmunoreactivity score“. (*) = p < 0,05 (Wilcoxon-Test; Mann-Whitney U-Test; Bonferroni
Adjustierung fiir k=12).
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4.2.2. Immunhistochemische Expression von BLT-2

Die BLT-2 Expression der verschiedenen Gewebe wird exemplarisch in Abbildung 4(A-
C) gezeigt. Das PEK (Abb. 4A) wies fiir BLT-2 eine mittlere Fiarbeintensitit (IRS 8) im
Zytosol auf (Abb. 4D). Die Abbildungen 4(B-C) repriasentieren beispielhaft die BLT-2
Rezeptorexpression in der 6sophagealen Mukosa. Der Rezeptor zeigte sich hier in allen
3 Strata des Plattenepithels exprimiert. BLT-2 war in der TF-Gruppe und K-Gruppe im
Zytosol nachweisbar. Das Statum spinosum und das Stratum superficiale hatten eine
basalwirts gerichtete zytosolische BLT-2 Farbung (Abb. 4B-C). BLT-2 wies in den TF-
Biopsien basal schwache Expressionswerte (IRS 4) auf, in den K-Biopsien war
ebenfalls eine schwache Féarbung (IRS von 4) zu finden (Abb. 4D). Stromal eingestreute
Lymphozyten, Granulozyten und Makrophagen wiesen eine zytosolische
Rezeptorexpression auf. Die statistische Analyse bei adjustiertem Signifikanzniveau
erbrachte eine Steigerung der BLT-2 Expression im PEK gegeniiber den Strata basale in
TF und K (p < 0,05). Zwischen den beiden Basalzellschichten lie} sich hingegen kein
Unterschied belegen. Bei erneuter explorativer Betrachtung (kein adjustiertes
Signifikanzniveau) war eine erhohte BLT-2 Expression in Stratum basale der K-

Biopsien gegeniiber den TF-Biopsien belegbar (p < 0,05%).
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PEK  TFbasale K basale
Abbildung 4. Immunhistochemische Lokalisation und Expression von BLT-2.

Die Abbildungen 4(A-C) zeigen beispielhaft Gewebeschnitte in niedriger (groe Abbildung) und hoherer
(Detailansicht rechts unten) VergroBerung. (A) zeigt die BLT-2 Féarbung im Plattenepithelkarzinom
(PEK). In der Detailansicht ldsst sich eine zytosolische Expression erkennen. In (B) ist die BLT-2
Expression im normalen Plattenepithel eines Patienten mit Karzinom (TF) zu erkennen. Die Vergroferung
zeigt exemplarisch einen Ausschnitt des Stratum basale mit angrenzendem Stroma. Bild (C) zeigt die
Osophagusschleimhaut in der Kontrollgruppe (K). Die Detailansicht stellt eine Mukosapapille mit
zitkuldrer Basalzellschicht dar. Eine braune Farbung reprédsentiert eine positive Rezeptorexpression
(Mikroskop: Nikon F200 Kamera 990; x 200, x 300). Sb, Stratum basale; Sp, Stratum spinosum; Su,
Stratum superficiale. Die immunhistochemische Expressionsstirke von BLT-2 in PEK, TF basale und K
basale wird in (D) wiedergegeben. Die Sdulen repréisentieren den Median des IRS fiir das PEK (schwarze
Sédule), das TF Stratum basale (TF basale, weile Séule) und K Stratum basale (K basale, graue Séule).
Eine Darstellung erfolgt aufgrund der Datenstruktur als Séulengraphik. Fiir den BLT-2 Rezeptor stellt sich
das PEK wesentlich starker exprimierend als in der TF- und K-Gruppe dar. TF basale und K basale zeigen
eine dhnlich schwache Expression auf. IRS = , Immunoreactivity score®. (*) = p < 0,05 (Wilcoxon-Test;
Mann-Whitney U-Test; Bonferroni Adjustierung fiir k=12).
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4.3.1. Immunhistochemische Expression von CysLT-1

Die Abbildung 5(A-C) zeigt exemplarisch die CysLT-1 Rezeptorexpression in den
einzelnen Gewebegruppen. Der CysLT-1 Rezeptor wies im Karzinom eine zytosolische
Lokalisation auf (Abb. 5A). Die Expressionsstéirke erreichte einen IRS von 8 (Abb. 5D).
In 74% der PEK-Biopsien (14 von 19) zeigte sich dariiber hinaus eine nukleédre CysLT-1
Expression. Die Abbildung 6(A-B) gibt zur nukleiren Firbung einen Uberblick. In der
Abbildung 5(B-C) wird exemplarisch die CysLT-1 Expression in den TF- und K-
Biopsien gezeigt. Es war eine CysLT-1 Expression in den Strata basale, spinosum und
superficiale feststellbar. Sowohl in TF als auch K zeigte sich der Rezeptor im Zytosol
lokalisiert. In den Zellen des Stratum spinosum und superficiale war dariiber hinaus eine
basalwirts gerichtete zytosolische CysLT-1 Farbung vorzufinden. CysLT-1 war in 80%
(12 von 15) der TF-Biopsien bzw. 66% (6 von 9) der K-Biopsien zusitzlich nukledr
exprimiert (Abb. 6C-D). Der CysLT-1 Rezeptor zeigte sich in beiden Strata basale (TF
und K) schwach exprimiert (IRS 4, Abb. 5D). Stromal verstreut vorzufindende
Leukozyten, deren Form Granulo- und Lymphozyten, sowie Makrophagen erkennen
lie3, wiesen eine zytosolische CysLT-1 Farbung auf. Die statistische Analyse ergab eine
Steigerung der CysLT-1 Expression im PEK gegeniiber dem Stratum basale in TF (p <
0,05). Zwischen PEK und K bestand hingegen kein Unterschied. Zwischen den
Basalzellschichten von TF und K bestand ebenfalls kein signifikanter Unterschied. Bei
nicht-adjustiertem Signifikanzniveau (explorative Analyse) war hingegen statistisch
eine Steigerung der CysLT-1 Expression des PEK im Vergleich zur K-Gruppe
nachweisbar (p < 0,05%*). Bei explorativer Analyse bestand weiterhin kein Unterschied

zwischen der Basalzellschicht in der TF- und K-Gruppe.
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0

PEK  TFbasale K basale
Abbildung 5. Immunhistochemische Lokalisation und Expression von CysLT-1.

In den Bildausschnitten (A-C) wird beispielhaft die CysLT-1 Rezeptorexpression fiir die einzelnen
Gewebe veranschaulicht. Die Gewebeschnitte werden in niedriger (groBe Ansicht) und hoherer
VergroBerung (kleine Ansicht, rechte untere Ecke) wiedergegeben. Eine Beispielabbildung fiir die CysLT-
1 Expression im Plattenepithelkarzinom (PEK) ist in (A) zu sehen. In der Vergréferung lésst sich eine
zytosolische Lokalisation feststellen. Die CysLT-1 Expression in der tumorfreien Schleimhaut eines
Patienten mit Plattenepithelkarzinom (TF) wird hingegen in (B) exemplarisch wiedergegeben. Zur
detaillierten Ansicht kommt ein Ausschnitt aus dem Stratum basale mit angrenzendem Stroma. Es lésst
sich neben der zytosolischen Expression eine nukledre Lokalisation der Immunfarbung erkennen. (C)
reprasentiert die 6sophageale Schleimhaut in der Kontrolle (K). Es zeigt sich eine zytosolische CysLT-1
Expression. In der Detailansicht ist eine Schleimhautpapille mit zirkuldrem Stratum basale zu sehen.
CysLT-1 wird als braune Féarbung dargestellt (Mikroskop: Nikon F200 Kamera 990; x 200, x 300). Sb,
Stratum basale; Sp, Stratum spinosum; Su, Stratum superficiale. Lz, Lymphozyten. Die Abbildung (D)
gibt die CysLT-1 Expressionsstirke in PEK, TF basale und K basale wieder. Die Sdulen représentieren
den Median des Farbeintensitdtsscores (IRS) fiir das PEK (schwarze Saule), das TF Stratum basale (TF
basale, weille Sdule) und das K Stratum basale (K basale, graue Séule). Der Rezeptor CysLT-1 (D) wird
im PEK wesentlich stirker exprimiert als in TF und K. Die Darstellung erfolgt aufgrund der
Datenstruktur als Sdulengraphik. IRS = ,, Immunoreactivity score “. (*) = p < 0,05 (Wilcoxon-Test; Mann-
Whitney U-Test; Bonferroni Adjustierung fiir k=12).
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Abbildung 6. Nukleére Expression von CysLT-1.

In der Abbildung 6(A-D) ist reprédsentativ die Lokalisation der CysLT-1 immunhistochemischen Féarbung
dargestellt. (A) und (B) zeigen jeweils Anteile eines Plattenepithelkarzinoms (PEK). In beiden
Detailansichten (A und B) ist eine zytosolische CysLT-1 Expression zu erkennen. Die Abbildung 6B zeigt
exemplarisch zusitzlich eine nukledre CysLT-1 Féarbung. In 6(C-D) ist jeweils ein Ausschnitt aus dem
nicht-malignen dsophagealen Plattenepithel zu sehen. (C) zeigt eine zytosolische CysLT-1 Expression.
Bild (D) ldsst eine zytosolische und nukledre CysLT-1 Rezeptorlokalisation erkennen. Die CysLT-1
Expression wird durch eine braune Féarbung dargestellt (Mikroskop: Nikon F200 Kamera 990; x 100, x
150).

4.3.2. Immunhistochemische Expression von CysLT-2

Die immunhistochemische Farbung von CysLT-2 wird fiir die unterschiedlichen
Gewebegruppen in Abbildung 7(A-C) dargestellt. Die CysLT-2 Rezeptorfairbung wies
im PEK eine ausschlieBlich zytosolische Lokalisation auf (Abb. 7A). Es war ein
mittelgradiger IRS von 8 zu beobachten (Abb. 7D). Abbildung 7(B-C) stellt hingegen
exemplarisch die CysLT-2 Rezeptorexpression in den TF- und K-Biopsien dar. CysLT-2
zeigte sich im Stratum basale, spinosum und superficiale exprimiert. Es war eine
zytosolische Lokalisation der Immunfiarbung zu beobachten. Die Spinosalzellschicht
und Superficialzellschicht wies in beiden Gruppen jeweils eine basalseitig gelegene
CysLT-2 Rezeptorexpression im Zytosol auf. Sowohl in der TF-Gruppe als auch in der
K-Gruppe fand sich im Stratum basale eine schwache Expression (IRS 4, Abb. 7D). Im
Bindegewebe lokalisierte Lympho- und Granulozyten, sowie Makrophagen besaflen ein
zytosolisches CysLT-2 Farbeverhalten. Das PEK zeigte gegeniiber den Strata basale von
TF und K eine Steigerung der CysLT-2 Expression (p < 0,05). Kein Unterschied war
zwischen den Basalzellschichten der TF- und K-Biopsien zu finden. Bei Verwendung
des nicht-adjustierten Signifikanzniveaus war weiterhin kein Unterschied in der CysLT-

2 Expression zwischen TF und K nachweisbar.
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Abbildung 7. Immunhistochemische Lokalisation und Expression von CysLT-2.

In (A), (B) und (C) wird beispielhaft jeweils ein histologischer Schnitt zu den verschiedenen Geweben
gezeigt. Die Darstellung umfasst eine niedrige (groBBe Ansicht) und eine erhdhte (kleine Ansicht, rechte
untere Ecke) Magnifikation. Im Plattenepithelkarzinom (PEK) (A) ist eine zytosolische Lokalisation der
CysLT-2 Immunfarbung in der Detailansicht zu erkennen. (B) zeigt exemplarisch die Rezeptorexpression
in der tumorfreien Schleimhaut eines Patienten mit PEK (TF). Das Detailbild veranschaulicht die
zytosolische Anfarbung des Stratum basale mit angrenzendem Bindegewebe. (C) reprisentiert die
Osophageale Schleimhaut in der Kontrollgruppe (K). In der Detaildarstellung ist eine Mukosapapille mit
zirkuldrer Basalzellschicht zu erkennen. CysLT-2 zeigt sich zytosolisch exprimiert. CysLT-2 wird durch
eine braune Firbung reprisentiert (Mikroskop: Nikon F200 Kamera 990; x 200, x 300). Sb, Stratum
basale; Sp, Stratum spinosum; Su, Stratum superficiale. In Abbildung D wird die Expression von CysLT-2
im PEK, TF basale und K basale dargestellt. Die Séulen reprisentieren den Median des IRS fiir das PEK
(schwarze Sdule), das TF Stratum basale (TF basale, weile Sdule) und K Stratum basale (K basale, graue
Sdule). Eine Darstellung erfolgt aufgrund der Datenstruktur als Sdulengraphik. Die CysLT-2 Expression
ist im PEK wesentlich stérker als in der TF- und K-Gruppe. IRS = ,,Immunoreactivity score “. (*) = p <
0,05 (Wilcoxon-Test; Mann-Whitney U-Test; Bonferroni Adjustierung fiir k=12).
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4.4. Ergebnisse der explorativen Analyse sekundirer Fragestellungen

Es erfolgte eine explorative Untersuchung sekundérer Fragestellungen. Dies umfasste
eine Analyse der Leukotrien-B4- und CysLT-Rezeptorexpression im Bezug auf das
Tumorstadium. Weiterhin wurde die Expression innerhalb der Mukosa der TF- und K-
Gruppe untersucht. Zusitzlich erfolgte ein Vergleich zwischen den korrespondierenden
Strata der TF- und K-Biopsien. Zudem wurde eine Analyse der Blt-1, Blt-2 und Cyslt-1,
Cyslt-2 Rezeptorexpression auf mRNA-Ebene in den 3 Gewebegruppen (PEK, TF und
K) durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde hierzu nicht adjustiert (siche Abschnitt
3.8)).

4.4.1. Leukotrienrezeptorexpression und Tumorstadium

Die klinische Einteilung der Tumorstadien erfolgte nach UICC (7. Auflage, Wittekind et
al. 2010). Da sich in den Stadien I-III nur eine geringe Patientenzahl in jeder Gruppe
ergab (Tab. 5), wurden Stadium I, IT und III zusammengefasst und mit dem Stadium IV
verglichen. Es war kein Unterschied in der Expression der Rezeptoren BLT-1, BLT-2,
CysLT-1 und CysLT-2 zwischen den Gruppen zu beobachten (Mann-Whitney U-Test).

4.4.2. Immunhistochemischer Nachweis der Expression von BLT-1 in der
tumorfreien Mukosa der Patienten mit Plattenepithelkarzinom und der Kontrolle

Die Abbildung 8A gibt einen Uberblick zur BLT-1 Expression der TF- und K-Biopsien.
BLT-1 war im Stratum basale und spinosum in TF mittelgradig (IRS 6-8) exprimiert. K
wies hingegen eine schwache Expression (IRS 4) auf. Die Superficialzellschicht zeigte
in den TF-Biopsien eine Abnahme der BLT-1 Expression (IRS 4). In den K-Biopsien
war ebenfalls eine Verringerung der BLT-1 Rezeptorexpression im Stratum superficiale
(IRS 0) beobachtbar. BLT-1 zeigte innerhalb von TF eine signifikante Abnahme des IRS
von basal nach superficial (p < 0,05*). Die statistische Analyse fiir K erbrachte keine
Verdnderung der BLT-1 Rezeptorexpression iiber die einzelnen Zellschichten hinweg.
Alle Strata der TF-Gruppe wiesen gegeniiber den korrespondierenden Schichten in der

K-Gruppe eine signifikant gesteigerte Expression des BLT-1 Rezeptors auf (p < 0,05%).

4.4.3. Immunhistochemischer Nachweis von BLT-2 in der tumorfreien Mukosa der
Patienten mit Plattenepithelkarzinom und der Kontrolle

Der Nachweis der Expression von BLT-2 in TF und K ist in der Abbildung 8B zu sehen.
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BLT-2 zeigte sich in TF basale schwach exprimiert (IRS von 4). In der Basalzellschicht
von K war ebenfalls eine schwache Expression (IRS von 4) feststellbar. Die beiden
Gruppen (TF und K) wiesen spinosal (IRS 9-11) und superficial eine starke Expression
auf (IRS 12). Die beobachtete Zunahme der BLT-2 Expression vom Stratum basale zum
Stratum superficiale in der Mukosa der TF-Gruppe und K-Gruppe war jeweils
signifikant (p < 0,05*). Die BLT-2 Expression der korrespondierenden Strata spinosum

und superficiale von TF und K unterschied sich in der statistischen Analyse nicht.

4.4.4. Immunhistochemischer Nachweis von CysLT-1 in der tumorfreien Mukosa
der Patienten mit Plattenepithelkarzinom und der Kontrolle

In Abbildung 8C ist das Expressionsmuster von CysLT-1 in der TF- und der K-Gruppe
dargestellt. Der CysLT-1 Rezeptor war im Stratum basale von TF und K schwach
exprimiert (IRS 4). In der TF-Gruppe zeigte sich im Stratum spinosum und Stratum
superficiale gegentiiber der Basalzellschicht eine Zunahme der CysLT-1 Expression (IRS
8). Demgegeniiber blieb die CysLT-1 Expression in der K-Gruppe von basal nach
superficial konstant (IRS 4). In TF war die CysLT-1 Expressionserh6hung vom Stratum
basale zum Stratum spinosum und Stratum superficiale statistisch signifikant (p <
0,05%). CysLT-1 war in der Spinosal- und Superficialzellschicht von TF stirker

exprimiert als in den korrespondierenden Strata der K-Gruppe (p < 0,05%).

4.4.5. Immunhistochemischer Nachweis von CysLT-2 in der tumorfreien Mukosa
der Patienten mit Plattenepithelkarzinom und der Kontrolle

Einen Uberblick zur Expression von CysLT-2 im dsophagealen Plattenepithel (TF und
K) gibt Abbildung 8D. CysLT-2 war in der TF- und K-Gruppe basal schwach exprimiert
(IRS 4). Der CysLT-2 Rezeptor wies in der Spinosal- und Superficialzellschicht der TF-
Biopsien eine starke Expression auf (IRS 10-12). In K war hingegen in den gleichen
Strata eine mittelgradige CysLT-2 Expression feststellbar (IRS 6-8). Die statistische
Analyse erbrachte in der TF- und K-Gruppe eine signifikante Zunahme der CysLT-2
Expression von basal nach superficial (p < 0,05%). CysLT-2 zeigte sich in der Spinosal-
und Superficialzellschicht von TF gegeniiber den entsprechenden Strata in K signifikant

erhoht exprimiert (p < 0,05%).
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Abbildung 8. Immunhistochemischer Nachweis der Expresssion der Leukotrienrezeptoren in der
tumorfreien Schleimhaut von Patienten mit Plattenepithelkarzinom des Osophagus und in
Kontrollpatienten.

(A) veranschaulicht die BLT-1 Expression. Sowohl fiir TF als auch K ldsst sich eine Abnahme des IRS
von basal nach superficial beobachten. Zusétzlich weist TF in allen Schichten einen héheren IRS als K
auf. Aufgrund der Datenstruktur ergibt sich fiir K im Stratum superficiale keine graphische Darstellung.
Fir den BLT-2 Rezeptor (B) steigt die Expression hingegen in TF und K vom Stratum basale zum
Stratum superficiale an. Das Stratum basale ldsst fiir TF und K eine gleiche Expression erkennen, fiir die
nachfolgenden Strata besteht im Wesentlichen ebenfalls kein Unterschied. In (C) ist der IRS fiir CysLT-1
wiedergegeben, der fiir beide Gruppen basal gleichwertig ist. Hier kann in TF eine starke Zunahme der
mittleren Expression von basal nach superficial beobachtet werden. Hingegen zeigt K keine Verdnderung
in der Expressionsstiarke. CysLT-2 (D) weist im Stratum basale fiir TF und K einen gleichwertigen IRS
auf. Die weiter luminal lokalisierten Mukosaschichten sind von einer Zunahme der Expression in TF und
K gekennzeichnet. TF weist jedoch in beiden Strata einen wesentlich hoheren IRS als K auf. Eine
Darstellung erfolgt aufgrund der Datenstruktur als Séulengraphik. Die Sdulen représentieren den Median
des Féarbeintensititsscores (IRS) in den einzelnen Strata der Mukosa. TF = tumorfreie Schleimhaut; K =
Osophagusschleimhaut im Kontrollpatienten; S. basale = Stratum basale; S. spinosum = Stratum
spinosum; S. superficiale = Stratum superficiale; IRS = , Immunoreactivity score”. (*) = p < 0,05%*
(Wilcoxon-Test, Mann-Whitney U-Test).
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4.4.6. Expressionsanalyse von BIlt-1/-2 auf mRNA-Ebene im Karzinom, der
tumorfreien Schleimhaut und der Kontrolle

Blt-1 und Blt-2 zeigten sich auf mRNA-Ebene in den 3 Gruppen (PEK, TF und K)
exprimiert (Abb. 9). Der Blt-1 Rezeptor wies eine Zunahme des Transkriptes im PEK
(2,3-fach) und TF (2,5-fach) gegeniiber K auf. Die Zunahme der Blt-1 mRNA in TF war
gegeniiber K signifikant (p < 0,05*). Kein signifikanter Unterschied bestand zwischen
dem PEK und der TF-Gruppe. Das BIt-2 Transkript zeigte hingegen keine statistisch
signifikante Differenz zwischen dem PEK und den Mukosagruppen (TF und K) auf.

4.4.7. Expressionsanalyse von Cyslt-1/-2 auf mRNA-Ebene im Karzinom, der
tumorfreien Schleimhaut und der Kontrolle

Die Expression von Cyslt-1 und Cyslt-2 auf mRNA-Ebene war in allen untersuchten
Geweben gegeben ( Abb. 9). Cyslt-1 zeigte im PEK eine 3,2-fache Abnahme der
mRNA-Konzentration gegeniiber den K-Biopsien. Die Reduktion des Cyslt-1
Transkriptes erreichte zwischen PEK und K statistische Signifikanz (p < 0,05%).
Zwischen TF und PEK bzw. TF und K war statistisch kein Unterschied nachweisbar.
Die Expression von Cyslt-2 auf mRNA-Ebene war im PEK (17-fach) und TF (16,1-
fach) gegeniiber K geringer. Dies erreichte statistische Signifikanz (p < 0,05%).
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Abbildung 9. Boxplot-Darstellung der Leukotrienrezeptorexpression auf mRNA-Ebene in Patienten
mit Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Karzinom und tumorfreie Schleimhaut) und in der
Kontrolle.

Zur Berechnung der Darstellung eines jeweiligen Boxplots wurden logarithmierte Werte verwendet. Die
Darstellung erfolgt als Median (Linien innerhalb der Box), 0,25% und 0,75% Quartil (obere und untere
Boxbegrenzung). Klammern reprisentieren signifikante 2-Gruppen-Vergleiche. Punkte kennzeichnen
Werte unter bzw. iiber den ,,Whiskers “. Die Darstellung erfolgt gemaf3 Tukey. Als Werteeinheit kommen
[a.u.] = ,,arbitrary units “ zur Anwendung. PEK = Plattenepithelkarzinom; TF = tumorfreie Schleimhaut;
K = Kontrolle; * = p < 0,05* (Wilcoxon-Test, Mann-Whitney U-Test).
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5. Diskussion

5.1. Bedeutung der BLT-1 Expression im PEK des Osophagus und in der
nichttransformierten Osophagusschleimhaut

Mehrere Studien konnten bereits zuvor eine BLT-1 Expression fiir diverse
gastrointestinale Malignome belegen (Venerito et al. 2011; Thara et al. 2007; Hennig et
al. 2002). Uns gelang erstmalig ein Nachweis des BLT-1 Rezeptors im PEK des
Osophagus in situ. Gegeniiber der Basalzellschicht in K zeigte das PEK zudem eine
Hochregulation von BLT-1. In einer in vitro Studie konnten Hoque et al. (2005) bereits
Blt-1 auf mRNA-Niveau in Zelllinien des dsophagealen PEK (TE-1; TE-3; SKGT-4;
SKGT-5) exprimiert nachweisen. Eine Inhibition der 5-LOX I6ste in diesen Zellen
Apoptoseprozesse aus, die nachfolgend durch Applikation von LTB, verhindert werden
konnten. U-75302, ein selektiver BLT-1 Antagonist, bewirkte hingegen ebenfalls einen
Anstieg der Apoptoserate. Obwohl dies auf eine Beteiligung von BLT-1 an der Genese
des Osophagealen PEK hinweist, bleibt dessen Stellenwert fiir karzinogene Prozesse
weiter abzukliren. Ahnliche Ergebnisse wurden zuvor auch fiir das Pankreaskarzinom
erbracht (Tong et al. 2007; Hennig et al. 2002), allerdings konnte in einer
nachfolgenden Phase II Studie an Patienten mit inoperablem Pankreaskarzinom die
zusitzliche Gabe des BLT-1 Antagonisten LY293111 gegeniiber der alleinigen
Monotherapie mit Gemcitabine keinen Uberlebensvorteil herbeifiihren (Saif et al.

2009).

Eine BLT-1 Expression konnte ebenfalls in der nichtmalignen Osophagusmukosa (TF
und K) beobachtet werden. Dabei lieB die TF Mukosa generell eine hohere BLT-1
Expression als K erkennen. Sowohl TF als auch K zeigten basal die hochste BLT-1
Expression. Hingegen war in beiden Gruppen der BLT-1 Rezeptor nach luminal
herabreguliert. In der Genexpressionsanalyse zeigte die TF Osophagusmukosa (ihnlich
dem PEK) eine rund zweifache Zunahme des Blt-1 Transkripts gegeniiber K. Marian et
al. (2006) analysierten immunhistochemisch in einer Studie zur Pathogenese der
,,chronic obstructive pulmonary disease* (COPD) die LTB.-Rezeptorexpression in der
Lunge von Rauchern und Nichtrauchern. Hierbei lieBen Alveolarmakrophagen der

Raucher eine signifikant erhohte BLT-1 Expression erkennen. 19 von 19 unserer
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Patienten mit PEK gaben bei Diagnosestellung einen aktiven (11/19) bzw. ehemals
aktiven (8/19) Zigarettenkonsum an. Klinische Daten konnten wir in K in 6/9 Patienten
retrospektiv erheben, wobei 6/6 Patienten angaben, keine aktiven Raucher zu sein. In K
waren zudem 3/6 Patienten zeitlebens Nichtraucher. Eine geringere Exposition
gegeniiber dem Zigarettenrauchen kann fiir K angenommen werden. Ein erhohter
Zigarettenkonsum als Ursache der beobachteten BLT-1 Hochregulation in TF ist
denkbar, bleibt aber abzuklaren. Weitere Unterstiitzung fiir diese These ergibt sich aus
bisherigen Erkenntnissen iiber die Regulation der Blt-1 Transkription. So wird diese
iber eine Modulation des Methylierungsgrades GC-reicher Sequenzen im
Promotorbereich des Gens reguliert. Dabei besteht zwischen Aktivitit und
Methylierungsgrad des Blt-1 Promotors eine inverse Korrelation (Kato et al. 2000).
Dass epigenetische Variationen in vivo eine erhohte Blt-1 Transkription bedingen
konnen, offenbarten zuletzt Analysen an peripheren mononukledren Blutzellen von
Menschenaffen und Menschen, die ein unterschiedliches Methylierungsmuster fiir das
Blt-1 Gen erbrachten. Gegeniiber dem hypermethylierten humanoiden Blt-1 Promotor
zeigte sich der humane hypomethyliert. Es resultierte ein 40-fach hoherer zelluldrer Blt-
1 mRNA-Spiegel im Menschen mit nachfolgend erhdhter konzentrationsabhédngiger
Kalziummobilisation durch LTB4 (Wilson et al. 2014). Epigenetische Untersuchungen
konnten eine Beeinflussung des Methylierungsmusters verschiedener Gene durch
Zigarettenrauchen belegen, die eine verdnderte Genexpression bewirkte. Dabei war
Rauchen hdufig mit einer Demethylierung betroffener Gene assoziiert. Karzinogene
Prozesse konnen somit begiinstigt werden (Besingi et al. 2014; Zeilinger et al. 2013).
Ob Zigarettenkonsum auch zu einer Alteration der Methylierung des Blt-1 Promotors
fiihrt, ist nicht untersucht. Ein Stellenwert fiir die erhohte Blt-1 mRNA Menge im PEK
und TF bleibt jedoch weiter abzukliren.

Weiterhin unterliegt die BLT-1 Expression pro- und antiinflammatorischen Faktoren. In
einer Studie an Monozyten flihrten die proinflammatorischen Mediatoren Interferon
(INF)-y, ,,tumor necrosis factor” (TNF)-a und bakterielles Lipopolysaccharid zu einer
Abnahme der BLT-1 Expression. Die Antiphlogistika Interleukin (IL)-10 und
Dexamethason bewirkten hingegen eine BLT-1 Expressionssteigerung (Petterson et al.
2005). Eine IL-10 Synthese ist fiir das 0sophageale PEK nachgewiesen (Gholamin et al.

2009). Es kann nicht ausgeschlossen werden, dass die BLT-1 Expressionszunahme in TF
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parakrin durch das PEK bedingt ist.

Thara et al. (2007) konnten hingegen in einer Studie an Kolonkarzinomen eine BLT-1
Expression auch fiir 80% der Kolonadenome beobachten, wohingegen die normale
Kolonmukosa kein BLT-1 exprimierte. Patienten mit 6sophagealem PEK weisen hédufig
weitere neoplastische Verinderungen der Osophagusmukosa auf. So waren in einer
Studie aus Japan in 5/68 Patienten mit PEK des Osophagus synchrone Karzinome der
Speiserohre feststellbar. Weitere mukosale Dysplasien unterschiedlichen Grades waren
in 26/68 Fillen zu sehen (Miyazaki et al. 2002). Eine BLT-1 Expression ist fiir
neoplastische Verinderungen der Osophagusmukosa bisher nicht untersucht. Obwohl
wir zur Auswertung regelrecht stratifiziertes Osophagusepithel heranzogen, sind
geringgradige histologische Verdnderungen des selbigen nicht sicher auszuschlieBen.

Uber eine Relevanz fiir die BLT-1 Expression in TF kann spekuliert werden.

Eine Studie an Patienten mit Helicobacter pylori positiver Korpusgastritis konnte eine
gesteigerte BLT-1 Expression der Proliferationszone foveoldrer Magendriisen
beobachten. Im differenzierten Magenepithel war eine geringere BLT-1 Expression zu
sehen (Venerito et al. 2008). Proliferative Vorginge sind im mehrschichtigen
Osophagusepithel auf das basale Kompartiment beschriinkt, luminale Strata unterliegen
der Differenzierung (Seery et al. 2000). Wir konnten ebenfalls die hochste BLT-1
Expression in der Proliferationszone von TF und K beobachten. Eine Rolle von BLT-1
fiir ~Proliferationsvorginge im Osophagusepithel ist zu vermuten. Weitere
Studienergebnisse stiitzen dies. Seegers et al (2000) untersuchten in einer
randomisierten Studie die Wirkung eines oral eingenommenen BLT-1 Antagonisten
(VML295) auf die humane Epidermis nach mechanischer Traumainduktion. Gegeniiber
Placebo zeigte die Verumgruppe weniger Basalzellen in der S und G,M-Phase, sowie
eine Zunahme postmitotischer Epithelzellen. Inwieweit eine nachlassende Proliferation
und zunehmende Differenzierung fiir die BLT-1 Expressionsabnahme luminaler Strata
ursichlich sind, ist Spekulation. Ahnliches konnte zumindest in vitro an BLT-1
exprimierenden murinen, neuronalen Stammzellen beobachtet werden. Diese lielen
nach Differenzierung in Neurone eine Reduktion der BLT-1 mRNA- und

Proteinexpression erkennen (Wada et al. 2006).
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5.2. Bedeutung der BLT-2 Expression im PEK des Osophagus und in der
nichttransformierten Osophagusschleimhaut

Uns gelang erstmalig ein Nachweis des BLT-2 Rezeptors auf Proteinebene im PEK des
Osophagus. Dabei zeigte das PEK eine BLT-2 Hochregulation gegeniiber den Strata
basale von TF und K. Bisherige Studien konnten fiir BLT-2 eine forderliche Wirkung
auf proliferative Prozesse, Zelliiberleben, Invasion und Metastasierung in Malignomen
belegen (Lee et al. 2012; Choi et al. 2010; Kim et al. 2012; Kim et al. 2010).
Beispielsweise zeigten Lee et al. (2013) in einer in vitro Studie eine Assoziation
zwischen der Anoikis-Resistenz aggressiver Prostatakarzinomzellen (PC-3) und einer
BLT-2 Hochregulation auf. Die siRNA-bedingte BLT-2 Depletion induzierte
nachfolgend eine Expressionszunahme proapoptotischer Proteine und verminderte das
Zelliiberleben. Fiir Anoikis-sensitive Prostataepithelzellen (PWR-1E) konnte hingegen
nach BLT-2 Uberexpression eine erhdhte Resistenz gegeniiber diesem
Apoptosemechanismus beobachtet werden. In einer aktuellen Studie demonstrierten
Park et al. (2015) wiederum, dass eine lipopolysaccharidbedingte Zunahme des
invasiven Potentials von Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231; MDA-MB-435)
durch eine erhdhte Expression des BLT-2 Rezeptors und seiner Liganden LTB, und
12(S)-HETE mediiert wird. Eine BLT-2 Inhibition reduzierte nachfolgend die invasive
Aktivitdt und das Metastasierungspotential der Karzinomzellen in vitro und in einem
orthotopen Mammakarzinommodell iz vivo. Ein weiterer Prozess, der fiir
Metastasierungsvorgénge als relevant angesehen wird, ist die epitheliale-
mesenchymale-Transition (EMT). In in vitro Versuchen an humanen
Mammaepithelzellen (MCF-10A) induzierte der ,,transforming growth factor* (TGF)-
eine reduzierte E-cadherinexpression, Erhohung der Vimentinexpression und
Invasivitdt, sowie zellmorphologische Verdnderungen, passend zu einer EMT. Eine
BLT-2 Uberexpression bzw. BLT-2 Rezeptorstimulation in MCF-10A Zellen verstirkte
diese Verdnderungen nachfolgend zusitzlich (Kim et al. 2014). Fir das 6sophageale
PEK ist die Funktion von BLT-2 bisher nicht untersucht. Ein positiver BLT-2 Nachweis
im PEK mit erhohter Expression gegeniiber den Basalzellschichten (TF und K) lésst
ebenfalls eine Rolle fiir die Pathogenese des PEK vermuten. Weitere Untersuchungen

sind hierzu notwendig.
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BLT-2 war ebenfalls in den unterschiedlichen Strata der Osophagusmukosa in TF und K
exprimiert. Basal zeigte der BLT-2 Rezeptor eine schwache Expression, spinosal und
superficial war eine starke Hochregulation feststellbar (TF und K). Zwischen den
korrespondierenden Strata (TF und K) war kein Unterschied in der BLT-2 Expression zu
erkennen. Das Blt-2 Transkript zeigte sich in der RT-PCR Analyse ebenfalls in allen
Gruppen auf dhnlichem Niveau.

Aktuell wird fiir den BLT-2 Rezeptor eine Entstehung durch Genduplikation aus Blt-1
diskutiert (Yokomizo et al. 2000). Bisherige Studien zeigten jedoch unterschiedliche
expressionsfordernde Faktoren auf. So konnte LTB4 in einer Studie an humanen
Endothelzellen zeitabhéngig eine Blt-1 mRNA- und BLT-1 Proteinexpression
induzieren. Eine dhnliche Wirkung war fiir BLT-2 nicht zu beobachten (Qiu et al. 2006).
Der BLT-2 Rezeptor verfiigt hingegen mit 12(S)-(HETE)-Hydroxyeicosatetraenséure
und dem Thromboxanderivat 12-(HHT)-Hydroxyheptadekatrinoensiure iiber weitere
physiologische Agonisten (Okuno ef al. 2008; Yokomizo ef al. 2001). Analysen konnten
die 12-HETE als das Hauptlipoxygenaseprodukt der normalen Osophagusmukosa
identifizieren. Weitere Lipoxygenase- und Thromboxanderivate waren hingegen nur in
sehr geringer Menge bzw. nicht nachweisbar (Alber ef al. 1988). Inwieweit die BLT-2
Expression in TF und K als Folge einer konstanten epithelialen 12(S)-HETE-Synthese
resultiert, bleibt gegenwirtig Spekulation. Uber die Wirkung der 12(S)-HETE auf Blt-2
Transkription und Proteinexpression ist bisher nichts bekannt.

Daneben wird mechanischer Stress als forderlich fiir die epitheliale Homdostase im
Gastrointestinaltrakt diskutiert (Gayer et al. 2009). So fiihrten in in vivo und in vitro
Studien mechanische Belastung am Intestinum bzw. intestinalen Epithelzellen zur
Stimulation von Proliferationsprozessen und der Proteinsynthese (Basson et al. 1996;
Spencer et al. 2006). Eine dhnliche mechanische Belastung durch lebenslang
auftretende Schluckvorgéinge und autonome Muskelkontraktionen kann fiir alle
Patienten (TF und K) vermutet werden. Hingegen ist fiir TF und K eine interindividuell
unterschiedliche Exposition gegeniiber exogenen Einfliissen anzunehmen. Ob die
mechanische Beanspruchung der Osophagusmukosa eine dhnliche BLT-2 Expression
der Epithelzellen (TF und K) herbeifiihren kann, bleibt weiter abzukléren.

Hinweise zur BLT-2 Funktion in der Osophagusmukosa ergeben sich aus

vorhergehenden Studien. Izuka et al. (2010) beobachteten im Tiermodell einer chemisch
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induzierten Kolitis, dass BLT-2 ,knock-out“ Maéiuse eine verstirkte intestinale
Entziindungsreaktion im Vergleich zum Wildtyp zeigten. Daneben traten spontane
Inflammationen des Kolons auf, die durch Invasion der orthotopen Darmflora bedingt
gesehen wurden. Eine BLT-2 Expression konnte fiir Kryptenzellen der Kolonmukosa
des Wildtyps nachgewiesen werden. Funktionelle Analysen offenbarten in vitro eine
Verstarkung der Barriereeigenschaften von MDCKII Epithelzellen durch BLT-2
Transfektion. Seitens der Autoren wurde fiir BLT-2 eine mukosale Schutzfunktion im
Intestinum diskutiert. Fiir die Osophagusmukosa ist dies bisher nicht untersucht. Jedoch
lassen weitere Studienergebnisse auch eine protektive Funktion von BLT-2 fiir das
mehrschichtige Osophagusepithel annehmen. So perfundierten Stein et al. (1989) in
einer Studie Osophagi von Kaninchen mit angesiuerter Pepsinldsung. Bei vorheriger
Gabe des COX-Inhibitors Indometacin war keine Verdnderung des mukosalen Schadens
zu erkennen. Unter Anwendung des dualen LOX/COX-Inhibitors BW755C konnte
hingegen eine Zunahme der Mukosaschadigung verzeichnet werden. Da unter BW755C
eine signifikante Abnahme der 12-HETE Spiegel innerhalb der Mukosa auftraten,
wurde fiir diese eine protektive Funktion diskutiert. Die 12(S)-HETE ist wiederum ein

Agonist am BLT-2 Rezeptor (Yokomizo et al. 2001).

Genauer abzukldren bleibt die Rolle der BLT-2 Expression im Stratum basale. Als
Prikanzerosen des duktalen Pankreaskarzinoms gelten u.a. intraepitheliale papilldre
muzindse Neoplasien (IPMN). In einer Studie an Pankreaskarzinomen konnten Hennig
et al. (2008) zeigen, dass benigne IPMN eine BLT-2 Expression aufweisen kdnnen, die
sich nicht vom normalen Pankreasgangepithel unterscheidet. Maligne IPMN lieen
hingegen eine Hochregulation der BLT-2 Expression erkennen. Unbekannt ist aktuell,
inwieweit intraepitheliale Neoplasien des Osophagus mit zunehmendem Schweregrad
Alterationen der BLT-2 Expression aufweisen und dem Osophaguskarzinom
vorausgehen. Bisherige Studien lassen jedoch eine Relevanz von BLT-2 fiir die
Tumorinduktion vermuten. Wiederholte in vifro Studien an H-ras mutierten murinen
Fibroblasten konnten zeigen, dass BLT-2 Ras-induzierte Verdnderungen zum onkogenen
Phiinotyp mediieren kann. Eine BLT-2 Uberexpression in nicht-mutierten Fibroblasten
erzeugte dhnliche phéinotypische Verdanderungen, einhergehend mit einer

Proliferationssteigerung, Verlust der Kontaktinhibition, verankerungsunabhidngigem
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Wachstum und Suppression des ,,smooth muscle a-actin“ Gens (Choi et al. 2008; Yoo et
al. 2004). Abzukliren bleibt die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die Pathogenese
des osophagealen PEK. Uber eine basale BLT-2 Expressionssteigerung mit
zunehmendem Dysplasiegrad als Voraussetzung fiir eine Tumorinduktion kann

diesbeziiglich spekuliert werden.
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5.3. Bedeutung der CysLT-1 Expression im PEK des Osophagus und in der
nichttransformierten Osophagusschleimhaut

Wir konnten erstmalig eine CysLT-1 Expression im 6sophagealen PEK belegen. Dabei
zeigte das PEK eine Hochregulation des CysLT-1 Rezeptors gegeniiber den Strata
basale in TF und K, wobei gegeniiber K keine Signifikanz nach Adjustierung bestand.
Letzteres ist vermutlich der geringen Probandenzahl in K geschuldet und bedarf der
Abklarung. Verschiedene Studien konnten bereits zuvor eine erhohte CysLT-1
Proteinexpression in unterschiedlichen Karzinomen belegen (Matsuyama et al. 2010;
Magnusson et al. 2010; Venerito et al. 2011). Gegenwirtig werden fiir CysLT-1
unterschiedliche Funktionen im Malignom diskutiert. Beispielsweise war in einer Studie
an CysLT-1 exprimierenden Kolonkarzinomzellen (Caco-2, SW480) durch selektive
Rezeptorantagonisierung eine Reduktion der Proliferationsrate induzierbar. Da zudem
eine endogene Cysteinyl-Leukotriensynthese in den Karzinomzellen nachgewiesen
werden konnte, wurde ein auto- bzw. parakrine Stimulation vermutet (Paruchuri et al.
2006). Ohd et al. (2003) fiihrten hingegen in einer weiteren in vitro Studie an Caco-2
Kolonkarzinomzellen mittels Transfektion eine CysLT-1 Uberexpression herbei. In
diesen zeigte sich ein Anstieg des Zelliiberlebens gegeniiber dem Wildtyp. Dariiber
hinaus wird auch eine Relevanz von CysLT-1 fiir Metastasierungsprozesse diskutiert.
Massoumi et al. (2003) konnten in einer weiteren Studie an der Zelllinie Caco-2 zeigen,
dass CysLT-1 Adhidsions- und Migrationseigenschaften dieser modulieren kann. So
konnte in vitro durch LTD, Stimulation eine integrinvermittelte Adhdsion an eine
Kollagen I Matrix dosis- und zeitabhiangig verstirkt werden. Weiterhin war durch LTD,
Applikation eine Zunahme der Migrationsrate feststellbar. Bisher sind diese Effekte fiir
das 6sophageale PEK nicht untersucht. Ahnliche Funktionen kénnen fiir dieses vermutet

werden, bediirfen aber der weiteren Abklirung.

Eine CysLT-1 Expression war in allen Strata (TF und K) der Osophagusmukosa zu
beobachten. Der CysLT-1 Rezeptor war sowohl fiir TF als auch K im Stratum basale
gering exprimiert. In der TF Mukosa zeigte sich CysLT-1 in der Spinosal- und
Superficialzellschicht hochreguliert, wohingegen K hier keine Verdnderung aufwies. TF
und K lieBen in der Analyse der Genexpression keine Verdnderung der Cyslt-1

Transkription erkennen. Im PEK zeigte sich das Cyslt-1 Transkript gegeniiber K
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reduziert. In einer in vitro Studie an der nichtmalignen Zelllinie Int 407 konnten die
inflammatorischen Mediatoren TNF-a und LTD4 nicht nur eine CysLT-1 Hochregulation
zeitabhdngig herbeifithren. Ebenso war durch beide ein Expressionsanstieg der
Schliisselenzyme 5-LOX und LTC,-Synthase auslosbar (Yudina et al. 2008).
Demzufolge wire eine lokale Dysregulation der Cysteinyl-Leukotriensynthese als
Ursache der erhdhten luminalen CysLT-1 Expression in TF denkbar. Wodurch diese
bedingt sein kann und welche funktionellen Verdnderungen diese im Epithel
hervorrufen wiirden, kann aktuell nicht beantwortet werden. Bisherige Studien legen
weiterhin eine transkriptionelle Regulation der CysLT-1 Proteinexpression nahe (Yudina
et al. 2008; Amrani et al. 2001; Thivierge et al. 2001; Thivierge et al. 2000).
Demgegeniiber konnte an bronchialen Muskelzellen durch Applikation von TGF-3
flusszytometrisch eine CysLT-1 Hochregulation nachgewiesen werden, ohne dass es zur
Anderung des Cyslt-1 Transkripts kam. Eine erhdhte Proteintranslation bzw.
verminderte Proteindegradation wurde als ursidchlich diskutiert (Espinosa et al. 2003).
Ein Stellenwert dieser Beobachtung fiir die Hochregulation des CysLT-1 Proteins in TF
bei gleichbleibender Cyslt-1 mRNA bleibt abzuklaren.

Ferner konnte Zymosan in einer in vitro Studie an dendritischen Zellen eine
Herabregulation der Cyslt-1 mRNA und Proteinexpression bedingen. Ein Prozess, der
sich als Prostaglandin (PG)E, und IL-10 abhingig erwies (Thivierge ef al. 2009). Eine
endogene Synthese von PGE, und IL-10 durch das 6sophageale PEK ist vorbeschrieben
(Meng et al. 2011; Gholamin et al. 2009). Demnach ist eine Reduktion der Cyslt-1
Transkription hierdurch denkbar. Die Ergebnisse weiterer Studien legen zudem nahe,
dass CysLT-1 posttranskriptionell und —translational modifiziert wird, womit eine
Verdnderung der mRNA Halbwertszeit und Proteinexpression bzw. -degradation
einhergehen kann (Thivierge et al. 2009; Espinosa et al. 2003). Ob dies die Zunahme
der CysLT-1 Proteinexpression bei gleichzeitiger Reduktion des Cyslt-1 Transkripts im
PEK bedingen kann, ist gegenwartig unklar, stellt jedoch eine mdgliche Erklarung dar.

Da eine CysLT-1 Expression fiir die Osophagusmukosa nicht vorbeschrieben ist, kann
iiber die Funktion des Rezeptors innerhalb dieser nur gemutmaft werden. Cysteinyl-
Leukotriene werden unter physiologischen Bedingungen in der Osophagusmukosa

synthetisiert (Gupta et al. 2006). Da sowohl Rezeptor als auch Ligand nachweisbar sind,
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kann vermutet werden, dass fiir den LTD.-CysLT-1 Signalweg eine physiologische
Funktion im mehrschichtigen 6sophagealen Plattenepithel existiert. An in vitro Studien
in intestinalen Epithelzellen konnte gezeigt werden, dass CysLT-1 nach LTD
Applikation iiber separate Signaltransduktionswege einen Anstieg der Proliferationsrate,
des Zelliiberlebens und der Migrationsrate bedingen kann (Paruchuri et al. 2005;
Paruchuri et al. 2003). Die funktionelle Relevanz dieser Beobachtung fiir das
Osophagusepithel bedarf weiterer Abklirung. Ahnliche Effekte sind fiir dieses bisher

nicht untersucht.

Neben einer zytoplasmatischen Lokalisation konnte eine nukledre CysLT-1 Expression
durch uns in 14/19 PEK des Osophagus beobachtet werden. CysLT-1 zeigte sich in der
nichtmalignen Mukosa von TF und K ebenfalls nukledr exprimiert (80% bzw. 66%),
wobei sich diese Expression iiber alle Strata erstreckte. Ahnlich unseren Ergebnissen
konnte eine nukledre CysLT-1 Lokalisation zuvor bereits fiir das Kolonkarzinom und
die nichtmaligne Kolonmukosa aufgezeigt werden (Nielsen et al. 2005). Weitere
Studien belegten, dass CysLT-1 zudem nach Aktivierung an die Kernmembran
translozieren kann (Parhamifar et al. 2010; Nielsen et al. 2005). In einer in vitro Studie
an intestinalen Epithelzellen (Int 407; IEC-6) war durch selektive CysLT-1
Antagonisierung dosisabhidngig ein zelluldrer Proliferationsstop sowie Apoptose
induzierbar. Hingegen konnte an vier verschiedenen Zelllinien des Kolonkarzinoms
(Caco-2, SW480, HCT-116, HT-29) hierdurch nur eine Inhibition der Proliferation
beobachtet werden. Erst eine Blockade der 5-LOX fiihrte ebenfalls zur
Apoptoseinduktion. Paruchuri ef al. (2006) vermuteten diesbeziiglich eine Relevanz
nukleirer CysLT-1 Rezeptoren fiir die Uberlebenssignaliibermittlung, da diese
extrazelluliren CysLT-1 Antagonisten nicht zugiinglich sind. Ubereinstimmend hierzu
konnten Magnusson et al. (2010) eine hohe nukledre CysLT-1 Expression in einer
anderen Studie an Kolonkarzinomen héufiger fiir fortgeschrittene Stadien beobachten.
Eine weitere statistische Analyse erbrachte flir Patienten mit fehlender nukleédrer CysLT-
1 Expression die beste Uberlebensprognose, wohingegen Patienten mit hoher nukleirer
CysLT-1 Expression die schlechteste aufwiesen. Anhand unserer Ergebnisse kann
spekuliert werden: (1) Nukledre CysLT-1 Rezeptoren konnen fiir das 6sophageale PEK

eine Relevanz haben. (2) Das Vorhandensein nukledrer CysLT-1 Rezeptoren in der
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nichtmalignen Osophagusmukosa lisst auf eine erhdhte Rezeptoraktivierung schlieBen.
Inwieweit und welche funktionellen Verdnderungen sich hierdurch fiir die Mukosa

ergeben, bleibt gegenwirtig ungeklért.

62



Diskussion

5.4. Bedeutung der CysLT-2 Expression im PEK des Osophagus und in der
nichttransformierten Osophagusschleimhaut

Vorhergehende Studien zeigten bisher CysLT-2 in unterschiedlichen Karzinomen
exprimiert auf (Venerito et al. 2011; Magnusson et al. 2010; Magnusson et al. 2007).
Ubereinstimmend hierzu konnten wir erstmalig CysLT-2 im PEK des Osophagus
nachweisen. Dabei zeigte sich eine CysLT-2 Hochregulation vom PEK gegeniiber der
Basalzellschicht von TF und K. Gegenwirtig wird eine antikarzinogene Funktion des
CysLT-2 Rezeptors vermutet (Magnusson et al. 2011; Magnusson et al. 2007). So
konnte in einer Studie an Kolonkarzinomzellen (Caco-2) durch LTC, Stimulation des
CysLT-2 Rezeptors eine Expression intestinaler Biirstensaumproteine ausgeldst werden,
die allgemein als Differenzierungsmarker gelten (Magnusson ef al. 2007). Ferner lieBen
CysLT-2 negative Mammakarzinomzellen (MDA-MB-231) nach Cyslt-2 Transfektion
eine reduzierte migratorische Kapazitit in vitro erkennen. LTC, als selektiver
Rezeptoragonist verstirkte diesen Effekt weiter (Magnusson et al. 2011). Fiir das
osophageale PEK sind diese Wirkungen aktuell nicht untersucht. Magnusson et al.
(2011) konnten zudem in vivo in Mammakarzinomen eine direkte Korrelation zwischen
histologischem Differenzierungsgrad und CysLT-2 Expression beobachten. So war eine
Verminderung der CysLT-2 Expression mit Verringerung des Differenzierungsgrades
der Mammakarzinome feststellbar. Inwieweit diese Beobachtung fiir das PEK des
Osophagus Bestand hat, bedarf weiterer Untersuchung in groferen Studien. Wir
konnten bei geringer Fallzahl an PEK mit ungleichmdBiger Verteilung der
Differenzierungsgrade diesbeziiglich keine Analyse der CysLT-2 Expression
durchfiihren. Allerdings zeigte die Gruppe PEK gegeniiber dem differenzierten
Oberflichenepithel der Osophagusmukosa in TF CysLT-2 erniedrigt exprimiert
(Ergebnisse nicht gezeigt, p < 0,05*, Wilcoxon-Test).

CysLT-2 zeigte sich ebenfalls in der TF und K Osophagusmukosa exprimiert. Basal war
in beiden Gruppen eine geringe CysLT-2 Expression zu sehen. K wies im Stratum
spinosum und superficiale eine Zunahme der CysLT-2 Expression auf. Gegeniiber der K
Mukosa war in TF CysLT-2 spinosal und superficial zusétzlich hochreguliert. In der RT-
PCR Analyse lieB die TF Mukosa (d4hnlich dem PEK) hingegen eine Herabregulation
der CysLT-2 Transkription gegeniiber K erkennen.
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Bisher konnte in zuriickliegenden Studien eine direkte transkriptionelle Regulation der
CysLT-2 Rezeptorexpression beobachtet werden (Magnusson et al. 2011; Yudina et al.
2007; Early et al. 2007). Im Gegensatz hierzu stehen unsere Beobachtungen in TF und
PEK. Posttranskriptionelle bzw. posttranslationale Mechanismen sind fiir CysLT-2
bisher nicht bekannt. Die Rolle der Ausbildung von Di- und Oligomeren der CysLT-
Rezeptoren (Jiang et al. 2007; Figueroa et al. 2001) bleibt diesbeziiglich jedoch
abzukldren. So konnte eine verzogerte Rezeptorinternalisierung mit Reduktion der
Proteindegradation hierdurch beispielsweise fiir G-Protein gekoppelte Rezeptoren
festgestellt werden (Evans ef al. 2008). Inwieweit dies flir das beobachtete CysLT-2
Expressionsmuster relevant ist, bleibt aktuell Spekulation.

In einer weiteren Studie an humanen Mastzellen war nach CysLT-2 ,,.knock-down* eine
Erhohung der CysLT-1 Rezeptorexpression zu verzeichnen. Eine dhnliche Beobachtung
gelang in murinen Mastzellen von CysLT-2 ,knock-out Tieren. Eine verstérkte
Aktivierung mitogener Signalwege nach LTD, Stimulation konnte fiir diese Zellen
festgestellt werden. Fluoreszenzanalysen offenbarten nachfolgend, dass eine direkte
Interaktion zwischen CysLT-1 und CysLT-2 in Form von Rezeptordimeren auftreten
kann. Jiang et al. (2007) diskutierten fiir CysLT-2 als Funktion eine Abschwichung der
CysLT-1 Signalaktivitit. Eine CysLT-2 bedingte Begrenzung der CysLT-1
Homodimerisation bzw. CysLT-1 Expression wurde vermutet. Ergebnisse einer weiteren
in vitro Studie stiitzen eine zusammenhédngende CysLT-Rezeptorexpression. So konnte
in einer nichtmalignen und malignen intestinalen Epithelzelllinie (Int 407 bzw. Caco-2)
nach Exposition mit LTD4 sowohl eine CysLT-1 als auch CysLT-2 Hochregulation
beobachtet werden (Yudina et al. 2008). Wir konnten in TF, neben einer erhéhten
CysLT-2 Expression, auch eine Hochregulation von CysLT-1 fiir luminale Schichten
gegeniiber K beobachten. Uber eine CysLT-2 Hochregulation in TF als Folge der
erhohten CysLT-1 Expression kann demnach spekuliert werden.

Demgegeniiber miissen auch methodische Aspekte bei der Interpretation der CysLT-2
Expression im PEK und TF beriicksichtigt werden. Es kann nicht ausgeschlossen
werden, dass die voneinander abweichende Expression des CysLT-2 Proteins und der
Cyslt-2 mRNA im PEK und TF statistisch durch die geringe Fallzahl unserer Studie

beeinflusst ist. Untersuchungen mit groerer Fallzahl wiirden zur Klirung beitragen.
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Hinsichtlich der Bedeutung des CysLT-2 Rezeptors fiir das dsophageale Plattenepithel
konnen wir ebenfalls nur Vermutungen anstellen. So ist eine Zellzyklusabhiangigkeit der
Expression fiir CysLT-2 vorbekannt. Ruhende intestinale Epithelzellen wiesen in einer
in vitro Studie CysLT-2 exprimiert auf. Bei mitogener Aktivitdt mit Eintritt in den
Zellzyklus kam es zur Abnahme der CysLT-2 Expression (Magnusson ef al. 2007). Wir
konnten CysLT-2 in der Basalzellschicht (TF und K) der Osophagusmukosa gering
exprimiert verzeichnen. Im Stratum spinosum und superficiale nahm die CysLT-2
Expression nachfolgend in beiden Gruppen zu. Die Basalzellschicht gilt als mitotisch
aktives Kompartiment der Mukosa, spinosal und superficial unterliegen die
Epithelzellen hingegen Differenzierungsprozessen (Jankowski et al. 1992). Inwieweit
CysLT-2 im Osophagusepithel einen Marker fiir zunehmende Differenzierung darstellt,
oder aktiv Differenzierungsprozesse auslosen kann, ist nicht bekannt. Obwohl aktuelle
Ergebnisse an Kolonkarzinomzellen (Caco-2) einen Stellenwert des CysLT-2 Rezeptors
fiir die Einleitung zelluldrer Differenzierungsprozesse aufzeigen konnten (Magnusson et
al. 2007), sind Studien an nichtmalignen Epithelzellen zur weiteren Abklidrung

diesbeziiglich notwendig.
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6. Schlussfolgerung

In der vorliegenden Studie konnten wie erstmalig eine Expression des
Leukotrienrezeptorsystems  (BLT-1, BLT-2, CysLT-1, CysLT-2) fir das
Plattenepithelkarzinom des Osophagus und die angrenzende nichttransformierte
Mukosa nachweisen. Im PEK zeigten sich die Leukotrien-B4- und Cysteinyl-
Leukotrienrezeptoren dysreguliert, eine Bedeutung fiir die Pathogenese dieses
Malignoms ist somit anzunehmen. Auch die nichttransformierte Schleimhaut der
Karzinompatienten wies bereits Abweichungen der Rezeptorproteinexpression
gegeniiber Kontrollpatienten ohne Osophaguspathologie auf. Anhand bisheriger Studien
kann ein Stellenwert der Rezeptoren fiir Proliferations- und Differenzierungsprozesse,
sowie Schutzmechanismen im Osophagusepithel angenommen werden. In der RT-PCR
Analyse zeigte sich die Blt-1 und Cyslt-2 Genexpression in der Schleimhaut der
Karzinompatienten dhnlich dem PEK dysreguliert. Dies kann als frithzeitiger Nachweis
fiir Verdnderungen der mukosalen Expression von Blt-1 und Cyslt-2 im Rahmen der

Osophaguskarzinogenese angesehen werden.
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7. Zusammenfassung

Hintergrund: Das Osophaguskarzinom stellt weltweit die sechst hiufigste Ursache
malignombedingter Sterblichkeit mit rund 400.000 Toten jdhrlich dar. Dominierender
Subtyp ist das Plattenepithelkarzinom (PEK). Im Gastrointestinaltrakt ist das
Leukotrienrezeptorsystem aus Leukotrien-B4-Rezeptoren (BLT-1, BLT-2) und
Cysteinyl-Leukotrienrezeptoren (CysLT-1, CysLT-2) mit der Entstehung maligner
Tumoren assoziiert worden.

Ziel: Wir beabsichtigten die Expression des Leukotrienrezeptorsystems im PEK und
dem nichtmalignen Osophagusepithel abzukliren.

Methoden: 19 Patienten mit Erstdiagnose eines PEK wurden prospektiv von Mérz 2009
bis Januar 2010 rekrutiert. Eine Kalkulation des UICC Stadiums erfolgte nach TNM-
Klassifikation (7. Edition). Es wurden Biopsien aus Karzinom und tumorfreier
Osophagusmukosa (TF) gewonnen. Die Kontrollgruppe (K) entstand aus 9 alters- und
geschlechtsgleichen Patienten mit funktioneller Dyspepsie, bei denen Biopsien aus dem
distalen Osophagus entnommen wurden. Immunhistochemie (IHC) und ,realtime*-
Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) erfolgten zur Analyse von BLT-1, BLT-2, CysLT-
1 und CysLT-2. Korrelationsanalyse nach Spearman, Friedman-Test, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test und Mann-Whitney U-Test kamen zur Anwendung (2-seitig).
Ergebnisse: 11/19 Patienten (58%) befanden sich im UICC Stadium IV, 8/19 (42%)
zeigten das Stadium I-III. In der IHC zeigten sich BLT-1/-2 und CysLT-1/-2 sowohl im
PEK als auch in der TF und K Mukosa exprimiert. Die RT-PCR Analyse offenbarte in
TF fiir Blt-1 und Cyslt-2 eine Genexpressionsdnderung dhnlich dem PEK.
Schlussfolgerung: Eine Dysregulation der Leukotrienrezeptoren im PEK stiitzt eine
Bedeutung dieser fiir Entstehung und Verlauf des Malignoms. Daneben ist eine
physiologische Funktion des Leukotrienrezeptorsystems im nichttransformierten
Osophagusepithel anzunehmen. Eine Expressionsinderung des Blt-1 und Cyslt-2 Gens
in TF kann als Nachweis fiir frithzeitige Schleimhautverdnderungen im Prozess der

Osophaguskarzinogenese angesehen werden.
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Vorsitzender: Prof. Dr. med. D. Krause

Uni " » Lelpsiger Strafie 44 » D-38120 Magceburg

Herrn Prof. Dr. Malfertheiner, OA Mnkemdiller, PD Wex, Dr. Venerito
Universitatsklinik for Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie
Universitatsklinikum Magdeburg A.6.R.

Leipziger Stralle 44

39120 Magdeburg

Tol. Fax eMail

(0391} @7 EI4 (O3%1) BTIAS4 norbert back @i red oegu.de
ATA3 BTr280185 Bk DT aSeE g 1

Unser Zeichen: 34/08

Bedeutung eines 5-Lipoxygenase/Leukotriene Rezeptorsystems fiir die Entstehung von
Karzinomen des cberen Gastrointestinaltraktes

Sehr geehrter Herr Prof. Malfertheiner, sehr geehrte Hemren OA Mbnkemdller, PD Wex und
Cr. Venerito,

die Ethik-Kommission der Otte-von-Guericke-Universitat an der Medizinischen Fakultét und
am Universitatsklinikum Magdeburg hat die (bergebenen Unterlagen zur o, g. Studie
uberprift, in der letzten Kommissionssitzung eingehend erdrtert und ist zu der Auffassung
gekommen, dass gegen die Durchfihrung keine ethischen Bedenken bestehen,

Diese zustimmende Bewertung ergeht unter dem \Vorbehalt gleichbleibender
Gegebenheitan.

Die Verantworllichkeit des jeweiligen Prifwissenschaftlers / behandelnden Prifarztes bleibt
in vollem Umfang erhalten und wird durch diese Entscheidung nicht beriihrt. Alle zivil- oder
haftungsrechtlichen Folgen, die sich ergeben konnten, verbleiben uneingeschrénkt beim
Projektleiter und seinen Milarbeitern.

Beim Monitoring sind die Bestimmungen des Bundes- und Landesdatenschutzgesetzes
sowie die sich aus der arztlichen Schweigepflicht ergebenden Einschrnkungen zu
beachten, was eine Aushandigung kompletter Patientenakten zum Monitoring ausschliefit.
Ein Monitoring personen- und studienbezogener Daten wird dadurch nicht beeintréachtigt.

Mit freundlichen Grien

Héfﬂ Krause

Vorsitzender der Ethik-Kommission
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Anlage zum Votum der Studie 34/08 vom 16.06.2008

Zum Zeitpunkt der Bewertung der vorstehenden Studie waren folgende Damen und Herren
Mitglied der Ethik-Kommission der Otto-von-Guericke-Universitdt an der Medizinischen
Fakultat und am Universitatsklinikum Magdeburg:

Herr

Prof. Dr. Bannert Medizinische Fakultat, Zenlrum for
Kinderheilkunde

Herr

Prof. Dr. Behrens-Baumann Medizinische Fakultat, Universitatsklinik for
Augenheilkunde

Herr

Prof. Dr. Huth Medizinische Fakultat, Klinik fur Herz- und
Thoraxchirurgie

Frau

Prof. Dr. Kielstein Medizinische Fakultat, Klinik fGr Innere
Medizin

Herr

Prof. Dr. Lauter Medizinische Fakuliat, Institut flir Biometrie
und Medizinische Informatik

Hemr

Prof. Dr. Lohmann Fakultdt Geistes-, Sozial- und Erziehungs-
wissenschaften, Institut for Philosophie

Herr

Prof. Dr, Meyer Medizinische Fakultét, Institut fir Klinische
Pharmakelogie

Herr

Prof. Dr. Miller Fakultat Naturwissenschaften, Institut fiir
Experimentelle Physik

Herr

Prof. Dr. Rose Fakultat fir Elektrolechnik und Informations-
technik, Institut fir Elektronik, Signalverarbeitung
und Kommunikationstechnik

Herr

Prof. Dr. Krause Medizinische Fakultét, Institut fr

Rechtsmedizin

Mitglieder der Ethik-Kommission, die in eine Studie eingebunden sind, haben fir die
Votierung der betreffenden Studie kein Stimmrecht.

Die Ethik-Kommission der Otto-von-Guericke-Universitdt an der Medizinischen Fakultét und am
Universitétsklinikum Magdeburg ist unter Beachiung entsprechender internationaler Richilinien (ICH,
GCP) tatig, nach Landesrecht (Hochschulgesetz des Landes Sachsen-Anhalt § 80, Abs. 3;
Hechschulmedizingesetz des Landes Sachsen-Anhalt § 1 Abs. 4) legitimiert und beim Bundesinstitut
for Arzneimittel und Medizinprodukte gemai § 20 Abs. 8 des Medizinproduklegesetzes registriert,
Weiterhin besteht eine Registrierung der Ethik-Kommission beim Bundesamt fiir Strahlenschutz nach
§ 28g Rontgenverordnung (EK-043/R} und § 92 Strahlenschutzverordnung (EK-046/S) sowie beaim
Office for, Fbmanﬁﬂeaearch Protections, reg. no. IRB00006099, Rockville, MD, U.S.A..

| ] . '|\

."-vl\_,lk"\-/l L
Dr. med. Norbert Beck
Geschaftsfohrer der Ethik-Kommission
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OTTO - VON - GUERICKE - UNIVERSITAT Magdeburg
Medizinische Fakultét

Zentrum fir Innere Medizin

Klinik fiir Gastroenterologie, Hepatologie und

Infektiologie
Direktor: Prof. Dr. med. Peter Malfertheiner
Leipziger Strafle 44
D-39120 Magdeburg

Patienteninformation
Studientitel:

Bedeutung des S5-Lipoxygenase/Leukotriene Rezeptorsystems fiir die Entstehung

Karzinome des oberen Magendarmtraktes (inkl. Speiserohre)

Sehr geehrte Frau/Sehr geehrter HErr .......ooovvvvieiiiiiiiiciieeeee e ,

sie haben die Moglichkeit an einem Forschungsvorhaben (Studie) teilzunehmen, die an unserer
Klinik durchgefiihrt wird. Bevor Sie sich fiir eine Teilnahme entscheiden, ist es wichtig zu
verstehen, warum diese Studie durchgefiihrt wird, welche Behandlung und welche Diagnostik
durchgefiihrt werden. Wir mochten Sie im Folgenden auch iiber den Nutzen und die moglichen
Risiken informieren. Bitte nehmen Sie sich Zeit, die folgenden Informationen sorgfaltig zu lesen
und eventuell offene Fragen mit dem betreuenden Arzt zu kléren.

1.Was ist der Hintergrund und das Ziel der Studie?

Ihre Symptome deuten auf eine Krebskrankheit des oberen Magendarmtraktes (inklusive
Speiserohre) hin. Dabei handelt es sich um eine Erkrankung, die durch verschiedene, zum Teil
nicht vollstindig untersuchte Faktoren verursacht wurde. Um die Entstehung von
Krebskrankheiten zu verstehen sind Studien an Patienten notwendig.

Im Rahmen dieser Studie soll die Bedeutung des aus der Behandlung des Asthma bronchiale
bekannten 5-Lypoxygenase/Leukotriene-Rezeptorsystems fiir die Entstehung von Karzinomen
des oberen Magendarmtraktes untersucht werden.

Neben der Erfassung ihrer Beschwerden sind eine Spiegelung der Speiserohre, des Magens und
Zwolffingerdarmes (Endoskopie) mit Probenentnahme aus dem Tumor und aus der
Magenschleimhaut, sowie eine Blutentnahme fiir weitere Laboruntersuchungen geplant. Die
Gewebeproben werden auf Komponenten des 5-Lypoxygenase/Leukotriene-Rezeptorsystems
untersucht.

Eine Infektion des Magens mit H. pylori spielt eine wesentliche Rolle in der Entstehung des
Magenkrebs. In dieser Studie wird die Rolle der H. pylori-Infektion auch fiir die Entstehung
anderer Karzinome des oberen Magendarmtraktes, d. h. Speiserdhrenkrebs und Krebs im
Ubergangsbereich von der Speiserdhre zum Magenuntersucht. Das Vorhandensein einer H.
pylori-Infektion im Magen wird durch eine Gewebeprobe- und eine Blutentnahme {iberpriift.
Interleukin-1p ist ein Molekiil, das eine wichtige Rolle bei Entziindungsprozessen spielt.
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Bestehen Verinderungen (Polymorphismen) des [Interleukin-1p-Gens, so ist die
Wahrscheinlichkeit erhoht, Magenkrebs zu entwickeln. In dieser Studie wird untersucht, ob
Polymorphismen des Interleukin-15- Gens eine Rolle auch in der Entstehung von anderen
Krebs des oberen Magendarmtraktes spielen. Fiir diese Untersuchung ist eine zusézliche
Blutentnahme erforderlich.

2. Ist die Teilnahme an der Studie notwendig?

Ihre Teilnahme an der Studie ist freiwillig. Sie kdnnen die Teilnahme verweigern oder sich
jederzeit fiir eine Beendigung ohne Angabe von Griinden entscheiden. Dies wird den weiteren
Behandlungsstandard nicht beeinflussen. Sie werden mit oder ohne Teilnahme die bestmdgliche
Therapie erhalten. Wenn Sie sich fiir die Teilnahme entscheiden, bitten wir Sie, das anliegende
Patienteneinverstdndnisformular zu unterschreiben.

3. Welche Behandlung wird mich bei Teilnahme an der Studie erwarten?

Im Rahmen der Diagnostik wird bei Ihnen eine Endoskopie durchgefiihrt. Hierbei wird das
lokale AusmaB der Krebserkrankung festgestellt. Wahrend dieser Untersuchung werden
Gewebeproben aus dem Tumor sowie aus der Speiserdhre und aus dem Magen entnommen
(Routineproben sowie jeweils 4 zusétzliche Proben). Nach Abschluss dieser Untersuchung sind
keine weiteren Untersuchungen oder Probenentnahmen im Rahmen der Studie erforderlich und
Sie werden zukiinftig durch unsere Klinik bzw. ihren Hausarzt weiter medizinisch betreut.

4. Was sind die moglichen Nebenwirkungen und Risiken der Studienteilnahme?

Es bestehen die allgemeinen Risiken einer Spiegelung des oberen Magendarmtraktes.
Medikamente werden Thnen fiir diese Studie nicht verabreicht.

5. Wird die gewonnene Information vertraulich behandelt?

Die in dieser Studie erhobenen Daten werden statistisch ausgewertet, nachdem die Daten
komplett anonymisiert wurden, d.h. eine Zuordnung von Untersuchungsbefund zur Person nur
noch dem Studienleiter und keinen aulenstehenden Personen moglich ist. Somit haben nur
Arzte und Schwestern unserer Abteilung Zugang zu Ihren personlichen Daten, die
selbstverstindlich der Schweigepflicht unterliegen. Die Studienergebnisse werden in der
medizinischen Literatur veréffentlicht, jedoch ohne dass die Identitét der Studienteilnehmer zu
erkennen ist.

6. Was sind die Kosten der Studienteilnahme?

Kosten entstehen fiir Sie nicht. Es sind keine Visiten und Untersuchungen eingeplant, die nicht
fiir die Behandlung Threr Erkrankung als notwendig erachtet werden.

7. Schadensersatz

Sollte durch die Studienteilnahme ein Schaden fiir Sie entstehen, was nicht zu erwarten ist,
werden eventuelle Entschiddigungsanspriiche im Rahmen der gesetzlichen
Haftpflichtversicherung des Klinikums reguliert.

8. Mit wem sollte ich Kontakt aufnehmen, um weitere Informationen oder Hilfe zu

bekommen?

Wenn Sie unerwartete Nebenwirkungen im Zusammenhang mit den Untersuchungen bzw.
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Medikamenten an sich beobachten oder Sie sich im Verlauf der Studie unwohl fiihlen, sollten
Sie sich an den behandelnden Priifarzt wenden.

Name des Priifarztes: Dr. M. Venerito

Adresse der Klinik: Klinik fiir Gastroenterologie / Hepatologie der Otto-von-Guericke
Universitét

Leipziger Str. 44, D-39120 Magdeburg
Telefonnummer: 0391-67-13100
0391-67-21212 (Zentrale Notfallambulanz, {ibrige Zeiten)

Vielen Dank, dass Sie dieses Informationsblatt durchgelesen haben. Sollten Sie noch Fragen
beziiglich der Studie oder zu Ihren Rechten als Studienteilnehmer haben, wenden Sie sich bitte
an lhren Arzt. Wenn Sie sich fiir eine Teilnahme entscheiden, werden Sie gebeten, eine
sogenannte Einwilligungserkldrung zu unterzeichnen, die besagt, dass Sie alles durchgelesen
und verstanden haben und sich Bereiterkldren, an der Studie teilzunehmen.

Fiir IThre Einwilligung zur Teilnahme danken wir [hnen.
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Einwilligungserklirung

Studientitel: Bedeutung des S5-Lipoxygenase/Leukotriene Rezeptorsystems fiir die Entstehung

Karzinome des oberen Magendarmtraktes (inkl. Speiserdhre).

Ich bestitige, dass ich die Patienteninformation fiir die oben genannte Priifung gelesen und
verstanden habe und dass meine Fragen zu meiner Zufriedenheit beantwortet wurden.

Ich verstehe, dass ich meine Einwilligung jederzeit widerrufen kann, ohne dass meine
medizinische Versorgung oder gesetzlichen Rechte hierdurch beeintrachtigt werden.

Ein Exemplar der Patienteninformation und Einwilligungserklarung wurden mir ausgehéndigt.

In wissenschaftlichen Priifungen werden personenbezogene Informationen und medizinische
Befunde in Zusammenhang mit Threm Fall aufgezeichnet. Die Weitergabe, Archivierung und
Auswertung dieser priifungsbezogenen Daten erfolgt in Ubereinstimmung mit den gesetzlichen
Vorgaben, und vor der Teilnahme an der Priifung ist folgende freiwillige Zustimmung
erforderlich:

Ich stimme zu, dass die wihrend dieser Priifung gesammelten Daten/medizinischen
Daten auf Priifbogen und elektronischen Datentrégern aufgezeichnet und in
anonymisierten Form (das heiflt mein Name wird jeweils anhand des zweiten
Buchstabens meines Vor- und Nachnamens verschliisselt), ohne Nennung meines
Namens an folgende Empfénger iibermittelt werden:

an die zustiandige Aufsichtsbehorde (Staatliche Behdrde oder Landesbehorde)

die zustindige Ethikkommission, um zu verifizieren, dass die Priifung korrekt
durchgefiihrt wird.

Ich stimme ebenfalls zu, dass ein zur Wahrung der Vertraulichkeit verpflichteter befugter
Mitarbeiter sowie die zustdndigen Behorden im In- und Ausland meine vom
Priifarzt gefiihrten personenbezogenen Daten einsehen, insoweit dies fiir die
Uberpriifung einer korrekten Priifungsdurchfiihrung nétig ist. Fiir diese MaBnahme
entbinde ich den Priifarzt von seiner drztlichen Schweigepflicht.

Falls ich meine Einwilligung fiir die Teilnahme widerrufe, stimme ich zu, dass die bis zu
diesem Zeitpunkt gesammelten Daten nicht geloscht werden, da gesetzlichen
Forderungen zufolge alle Priifungsdaten iiber einen Mindestzeitraum von 15 Jahren
aufbewahrt werden miissen.

Uber meine Teilnahme an dieser Priifung darf mein Hausarzt informiert werden.

Ich willige ein, an der Studie teilzunehmen.

Name des Patienten (in Druckbuchstaben)

Unterschrift des Patienten Datum

Name des aufkldrenden Priifarztes (in Druckbuchstaben)

Unterschrift des aufkldrenden Priifarztes Datum
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