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Kurzreferat

Der epitheliale Transkriptionsfaktor CDX2 reguliert die Differenzierung intestinaler
Epithelzellen, den Erhalt des intestinalen Phénotyps und spielt eine Schliisselrolle bei
der Entstehung der intestinalen Metaplasie. Ziel unserer Studie war die Charakteri-
sierung der Expression des CDX2-Gens im Kontext der GERD ohne Barrett-Metaplasie.
Eingeschlossen wurden 95 Patienten mit NERD oder ERD, denen ein Kontrollkollektiv
von 27 Patienten gegeniibergestellt wurde. Die Genexpression von CDX2, MUC2 und
IAP wurde in Osophagealen und gastralen Biopsien mittels quantitativer Echtzeit-
Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) analysiert, gefolgt von der Bestétigung ausgewéhl-
ter Ergebnisse auf der Proteinebene. In humanen Osophagealen Platten-
epithelkarzinomzellen der Linien KYSE-150 und KYSE-450 wurde die CDX2-
Expression nach deren Stimulation mit saurem pH und/oder Gallensduren untersucht.
CDX2 wird in der gastrodsophagealen Mukosa von Patienten mit und ohne GERD
exprimiert, wobei die hochsten Genexpressionsraten jeweils im Antrum nachweisbar
waren. Im distalen Osophagus und an der Cardia blieb die CDX2-Genexpression vom
Vorliegen einer GERD unbeeinflusst. Im Antrum von Patienten mit NERD oder ERD
war ein im Vergleich zur Kontrollgruppe erhdhtes Genexpressionsniveau von CDX2
nachweisbar, was auf den Einfluss von duodenogastralem Refluat zuriickzufiihren sein
konnte. Das CDX2-Protein konnte in entziindlich verdnderter Magenschleimhaut ohne
Metaplasie nachgewiesen werden. Im in vitro-Modell gelang es nicht, den Transkripti-
onsfaktor durch Simulation von Refluxepisoden in &sophagealen Plattenepithelkarzi-
nom-Zelllinien zu induzieren. Die CDX2-Expression spielt in der Entwicklung von
Barrett-Mukosa und intestinaler Metaplasie im Magen eine Schliisselrolle und beginnt

im Stadium der Osophagitis bzw. chronischen Gastritis.

Schliisselworter
CDX2, GERD, Saure, Gallensduren
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1 Einleitung

Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die durch Bindung an die DNA die Transkription
von Genen ermdglichen und entscheidend beeinflussen. Da sie eine wichtige Rolle bei der
Kontrolle zelluldrer Funktionen spielen, kann eine gestorte Funktion Krankheiten und
Entwicklungsstorungen zur Folge haben. Der Homdobox-Transkriptionsfaktor Caudal
Type Homeobox 2 (CDX2) gilt als Schliisselregulator der Darmentwicklung [1]. Er steuert
die Expression zahlreicher darmspezifischer Gene und spielt so eine entscheidende Rolle
bei der intestinalen Differenzierung und beim Erhalt des intestinalen Phinotyps [2]. Es ist
gut belegt, dass die ektope Expression von CDX2 in Osophagus und Magen ein zentrales
Ereignis in der Pathogenese der intestinalen Metaplasie darstellt. Metaplasie wiederum tritt
héufig im Kontext des lang anhaltenden Reizes einer chronischen Entziindung auf [3, 4].
Am dsophagogastralen Ubergang unterscheidet man im Wesentlichen zwei #tiologische
Faktoren, die zu einer chronischen Entziindung fiihren konnen. Bei der gastrodsophagealen
Refluxkrankheit (GERD) verursacht der i{iberméfige Riickfluss von Magensaft und
Duodenalsekret eine chemisch induzierte Entziindung der Osophagealen Mukosa. Die
GERD ist in den westlichen Industrienationen eine der haufigsten Erkrankungen des Ver-
dauungstrakts, von der zwischen 10 und 20 % der Bevolkerung betroffen sind [5]. Die Er-
krankung gilt als Risikofaktor fiir die Entstehung des Barrett-Osophagus [6] und des di-
stalen dsophagealen Adenokarzinoms [7]. Dem steht die Infektion der Magenschleimhaut
mit dem Bakterium Helicobacter pylori (H. pylori) gegeniiber, die zu einer chronisch-
aktiven Gastritis fiihrt. Mit einer geschitzten weltweiten Privalenz von iiber 50 % gehort
sie zu den am meisten verbreiteten chronischen bakteriellen Infektionen. Die Durchseu-
chungsrate ist mit teilweise iiber 90 % in den Entwicklungsldndern am hdchsten, wohinge-
gen in den Industrienationen etwa 30 % der Bevolkerung mit dem Keim infiziert sind [8].
Das Zusammentreffen von bestimmten bakteriellen Virulenzfaktoren und einer entspre-
chenden genetischen Disposition des Wirts begilinstigt einen schwereren Entziin-
dungsverlauf und das Auftreten von Folgeerkrankungen. Die H. pylori-Infektion stellt
einen Risikofaktor fiir die gastroduodenale Ulkuskrankheit, das distale Magenkarzinom
und das gastrale Marginalzonen-B-Zell-Lymphom (MZBZL) vom Mucosa Associated
Lymphoid Tissue (MALT)-Typ dar und wurde aus diesem Grund im Jahr 1994 von der
Weltgesundheitsorganisation (WHO) als Karzinogen der Kategorie 1 eingestuft [9, 10].



1.1 Gastroosophageale Refluxkrankheit
1.1.1 Definition und Epidemiologie

Seit dem evidenzbasierten Konsensus von Montreal im Jahr 2005 gibt es eine weltweit
einheitliche Begriffsbestimmung der GERD. Sie ist definiert als eine Krankheit, die ent-
steht, wenn der Riickfluss von Mageninhalt beldstigende Symptome und/oder Kompli-
kationen hervorruft (Abb. 1). Demnach kann die Diagnose alleine anhand der Symptome
und deren Bewertung durch den Patienten gestellt werden. Die symptomorientierte Be-
trachtungsweise der Montreal-Definition trdgt den Beschwerden des Patienten in gleichem
Malle Rechnung wie den Untersuchungsbefunden [11].

Die geschitzte Hiaufigkeit der GERD unterliegt betrdchtlichen geographischen Unter-
schieden. In Europa reichen die Angaben zur Priavalenz von wenigstens einmal pro Woche
auftretendem Sodbrennen und/oder Regurgitationen von 8,8 % in Schweden bis 25,8 % in
Nordschweden [12, 13]. Studien aus den USA berichten von einer Krankheitshiufigkeit
zwischen 18,1 % und 27,8 % [14, 15]. In Ostasien hingegen tritt die GERD mit einer
geschitzten Prdvalenz zwischen 2,5% und 7,8 % deutlich seltener auf als in den
westlichen Industrienationen [16, 17]. Epidemiologische Daten deuten auf eine weltweite
Zunahme von Refluxbeschwerden in den letzten zwei Jahrzehnten hin [5], wobei Frauen
und Ménner gleich hiufig betroffen sind [18, 19].

Die GERD fiihrt aufgrund ihrer hohen Privalenz zu einer erheblichen Belastung fiir
Gesundheitssysteme und Volkswirtschaften. Nach Berechnungen im Rahmen der in
Deutschland, Osterreich und der Schweiz durchgefiihrten ,,Progression of gastroesophageal
reflux disease“(ProGERD)-Studie belaufen sich die direkten krankheitsbezogenen Kosten
(Arztbesuche, Diagnostik, Therapie, Krankenhausaufenthalte) in diesen Lindern auf
durchschnittlich 342 €, die indirekten Kosten (Arbeitsausfall, reduzierte Produktivitit) auf
40 € pro Patient und Jahr. Der grofite Anteil hiervon entfdllt auf die medikamentdse
Therapie (64 %), was insbesondere auf die Langzeitbehandlung mit Protonenpumpen-

inhibitoren (PPI) zurlickzufiihren ist [20].

1.1.2 Symptomatik und Klassifikation

Die Leitsymptome der Refluxkrankheit sind retrosternales Brennen, saures Aufstof3en und
Regurgitation [21], wobei man von Regurgitation spricht, wenn der Patient das Zuriick-

flieBen von Mageninhalt in den Mund oder Hypopharynx wahrnimmt. Weitere weniger



spezifische Symptome kdnnen epigastrische Schmerzen, Dyspepsie, Thoraxschmerzen und
Schlafstorungen sein [22-24]. In der Montreal-Konsensus-Konferenz 2005 wurde von
einer internationalen Expertengruppe eine Klassifikation der GERD erarbeitet, deren
Grundidee eine auf Syndromen basierende Einteilung der mit GERD assoziierten Krank-
heitsmanifestationen ist (Abb. 1). Das Krankheitsbild wird in dsophageale und extradso-
phageale Syndrome eingeteilt, wovon die 6sophagealen Erscheinungsformen wiederum in
Symptome und Osophaguslisionen untergliedert werden. Bei den extradsophagealen Syn-
dromen unterscheidet man die mit gesicherter und die mit einer vermuteten Assoziation
zur GERD. Husten, Laryngitis, Asthma und Zahnerosionen wurden als gesicherte Manife-

stationsformen der GERD anerkannt [11].

GERD ist eine Erkrankung, die entsteht, wenn der Riickfluss von Mageninhalt
beldastigende Symptome und/oder Komplikationen hervorruft.

6sophageale
Syndrome

extradsophageale
Syndrome

N N

symptomatische Syndrome mit gesicherter vermuteter Zusam-
Syndrome Osophaguslisionen Zusammenhang menhang
typisches Re- Refluxésophagitis Husten Pharyngitis
fluxsyndrom . . R
Striktur Laryngitis Sinusitis
nicht kardialer . - .
Brustschmerz Barrett-Osophagus Asthma |Fi|opath|sche Lungen-
Adenokarzinom des Zahnerosionen fibrose
Osophagus rezidivierende Mittel-
ohrentziindungen

o AN 2N AN

Abb. 1. Montreal-Klassifikation der GERD (modizifiert nach Vakil et al. [11])
Krankheitsdefinition und Einteilung der Manifestationsformen in dsophageale und extragsophageale Syn-
drome.

Patienten mit GERD haben verglichen mit der Allgemeinbevolkerung eine deutlich
niedrigere gesundheitsbezogene Lebensqualitdt, wobei Sodbrennen, Verdauungsprobleme
und Bauchschmerzen am héufigsten als storend empfunden werden. Die Beschwerden
beeintrichtigen die Vitalitét, das psychische Wohlbefinden und den Schlaf der Betroffenen

und fiithren zu einer verminderten Leistungsfahigkeit. Die Beriicksichtigung des Einflusses




der Symptome auf die Lebensqualitdt hat bei der Diagnosestellung und bei Therapie-

entscheidungen zunehmend an Bedeutung gewonnen [25, 26].

1.1.3 Hauptmanifestationen

Das morphologische Spektrum der Osophagealen GERD-Manifestationen umfasst die
nichterosive Refluxkrankheit (NERD), die erosive Refluxkrankheit (ERD) und den Bar-
rett-Osophagus. Unter medizinischer Basisversorgung verliuft die Krankheit meist chro-
nisch, aber nur selten progredient im Sinne eines Ubergangs von der NERD fiiber die unter-
schiedlichen Schweregrade der ERD zum Barrett-Osophagus. Die meisten Patienten wei-
sen iliber Jahre hinweg die gleiche Krankheitsentitéit oder einen Riickgang erosiver Verdn-
derungen auf [6].

Die NERD ist die hdufigste Erscheinungsform, von der etwa 60-70 % der Patienten betrof-
fen sind [27]. Sie ist durch das Auftreten mit Reflux assoziierter beldstigender Symptome
charakterisiert, ohne dass mit der konventionellen Endoskopie Schleimhautldsionen nach-
gewiesen werden konnen. Um die Diagnose korrekt zu stellen, darf der Endoskopie nicht
unmittelbar eine sduresupprimierende Therapie vorausgegangen sein. Wenn die Symptome
des Patienten nicht auf die Behandlung mit einem PPI ansprechen, ist die Diagnose NERD
unwahrscheinlich. Mittels Impedanz-pH-Metrie kann beurteilt werden, ob die Symptome
mit Refluxepisoden korrelieren [28]. Patienten mit NERD unterscheiden sich beziiglich
ihrer Beschwerden und deren Auswirkungen auf die Lebensqualitit nicht von Patienten mit
ERD oder Barrett-Osophagus [25].

Etwa 30 % der GERD-Patienten lassen sich aufgrund endoskopisch sichtbarer Erosionen
der ERD zuordnen. Mit der Los-Angeles-Klassifikation als einziger in Studien validierter
Einteilung wird der Schweregrad der erosiven Osophagitis anhand von vier Stadien be-
schrieben [29].

In der ProGERD-Studie wurde ermittelt, dass unter der iiblichen Behandlungspraxis in
einem Beobachtungszeitraum von 5 Jahren 6 % der NERD-Patienten, 12 % der ERD-
Patienten mit Grad A/B und 20 % der ERD-Patienten mit Grad C/D nach der Los Angeles-
Klassifikation einen Barrett-Osophagus entwickeln [6]. Mit dem Terminus wird eine Zy-
linderepithelmetaplasie im Osophagus bezeichnet. Wihrend die traditionelle Definition das
Vorhandensein von Becherzellen als diagnostisches Kriterium der spezialisierten intestina-
len Metaplasie verlangte, gilt seit der Montreal-Konsensus-Konferenz 2005 jede Zylin-

derepithelmetaplasie proximal des gastrodsophagealen Ubergangs unabhiingig von der



histologischen Spezifizierung als Barrett-Osophagus. Neu eingefiihrt wurde der Begriff des
,endoskopischen Befundes mit Verdacht auf eine endotheliale Metaplasie® (endosco-
pically suspected endothelial metaplasia, ESEM), mit dem die makroskopisch erkennbaren
Schleimhautverdanderungen bezeichnet werden sollen, solange die feingewebliche Diagno-
se noch aussteht. Histologisch wird der Barrett-Osophagus in den gastralen und den inte-
stinalen Typ untergliedert [11]. Der endoskopische Aspekt der Lision wird anhand der
Prag C & M Kiriterien beschrieben, die sowohl die zirkuldre als auch die maximale Aus-
dehnung beriicksichtigen [30]. Dem Barrett-Osophagus gilt besondere Beachtung, da er
eine Prikanzerose fiir das 6sophageale Adenokarzinom darstellt [31], dessen Inzidenz in

den letzten Jahrzehnten drastisch angestiegen ist [32].

1.1.4 Pathogenese

Auch bei gesunden Individuen kann ein wiederkehrender Riickfluss von Mageninhalt in
den Osophagus nachgewiesen werden, der jedoch weder zu Beschwerden noch zu
pathologischen Schleimhautverdnderungen fiihrt [33]. Wenn die Schutzmechanismen des
Osophagus den Einfluss des aggressiven Refluats nicht mehr kompensieren kénnen,
kommt es zur Ausbildung der Refluxkrankheit. An der Pathogenese der GERD sind in der
Regel verschiedene Faktoren beteiligt. Am héufigsten werden Refluxepisoden im
Zusammenhang mit transienten Relaxationen des unteren Osophagusspinkters (TLESRs)
beobachtet. Diese kurz andauernden Erschlaffungen treten bei Patienten mit GERD zwar
nicht hdufiger auf als bei Gesunden, sind aber in einem héheren Prozentsatz mit Reflux
assoziiert [34]. Bei einem kleinen Anteil der Patienten mit GERD ist der Ruhedruck des
unteren Osophagusspinkters dauerhaft erniedrigt, was zumeist schwerere Schleimhaut-
lasionen zur Folge hat [35, 36]. Je lidnger die 0sophageale Mukosa Kontakt zu dem
zuriickflieBenden Mageninhalt hat, desto schwerer ist das Krankheitsbild [37]. Magen-
entleerungsstorungen oder eine beeintrichtigte Selbstreinigungsfunktion des Osophagus
konnen zu einer verldngerten Kontaktzeit fiihren [38]. Das Vorliegen einer Hiatushernie
stellt einen Risikofaktor fiir die Entwicklung einer erosiven Osophagitis dar [39].
AuBlerdem hat auch die chemische Zusammensetzung des Refluats Einfluss auf die
Entstehung und Manifestationsformen der Refluxkrankheit, wobei neben der Magenséure
eine Reihe weiterer schddlicher Bestandteile wie Pepsin, Gallensduren und Pankreas-

enzyme enthalten sind. Der duodenogastrodsophageale Reflux (DGER) ist mit der



Entwicklung von Osophagitis, Barrett-Osophagus und &sophagealem Adenokarzinom
assoziiert [40, 41].

Zu den mit der GERD verbundenen histomorphologischen Verdnderungen der
osophagealen Mukosa gehoren eine Basalzellhyperplasie, die Verlingerung der Papillen
und entziindliche Infiltrate [42], wobei die Basalzellhyperplasie und die Verldngerung der
Papillen mit dem Schweregrad der GERD korrelieren [43]. Ein neueres histologisches
Kriterium stellt die Erweiterung der Interzellularrdume dar [44], die auf molekularer Ebene
mit Verdanderungen im Bereich der Zellkontakte einhergeht. So konnte bei Patienten mit
GERD eine vermehrte Expression desmosomaler Proteine nachgewiesen werden [45].

Im letzten Jahrzehnt ist die molekulare Pathogenese der refluxbedingten chronischen mu-
kosalen Entziindung zunehmend ins Zentrum des Interesses geriickt. Insbesondere wurde
die Rolle von Entziindungsmediatoren an der Entstehung der GERD nédher untersucht,
wobei den verschiedenen Entitdten der Refluxerkrankung unterschiedliche mukosale Ent-
zliindungsantworten zugeordnet werden konnen. Das proinflammatorische Zytokin Inter-
leukin 8 (IL-8), das chemotaktisch auf neutrophile Granulozyten wirkt, scheint in der
Pathogenese der Refluxerkrankung eine Schliisselrolle innezuhaben und wird ebenso wie
Interleukin 18 (IL-1P) sowohl bei Patienten mit NERD, als auch bei Patienten mit erosiver
Osophagitis verstirkt exprimiert [46, 47]. Die ERD geht zudem mit der Freisetzung von
Interferon-y (IFN-y) einher [48], womit beide Entitéten ein fiir Typ-1-T-Helferzellen (Ty1)
typisches Zytokinmuster aufweisen. Im Gegensatz dazu ist die immunregulatorische Um-
gebung der Barrett-Mukosa durch eine erhohte Expression der mit Typ-2-T-
Helferzellen (Ty2) assoziierten Zytokine Interleukin 4 (IL-4) und Interleukin 10 (IL-10)
charakterisiert [48].

In den letzten Jahren findet ein Umdenken beziiglich der initialen Ereignisse in der Patho-
genese der GERD statt. Urspriinglich ging man davon aus, dass eine direkte chemische
Schadigung der oberen Epithelschichten durch Séure und Enzyme den Ausgangspunkt der
Entziindung darstellt, woraufthin Immunzellen in die Mukosa einwandern und Zytokine
sezernieren. Souza et al. beobachteten im Tierversuch, dass die fiir die GERD charakteri-
stischen histologischen Verdanderungen Basallzellhyperplasie und Papillen-Elongation der
Entstehung von Oberfldchenerosionen vorausgehen. Sie konnten auch zeigen, dass die
Infiltration durch Lymphozyten in der Submukosa beginnt und von dort zur Oberfliche des
Epithels fortschreitet. AuBlerdem wiesen sie in der Zellkultur nach, dass Gsophageale
Epithelzellen nach Stimulation mit Sdure und Gallensduren proinflammatorische Zytokine

freisetzen. Auf der Grundlage dieser Forschungsergebnisse postulierten sie ein alternatives



pathogenetisches Modell der GERD, welches besagt, dass dsophageale Epithelzellen durch
den Kontakt mit dem zuriickflieBenden Mageninhalt zur Sekretion proinflammatorischer
Zytokine stimuliert werden. Letztere vermitteln die Infiltration von Entziindungszellen, die
schlieBlich den Gewebeschaden hervorrufen [49]. Im Einklang mit diesem Modell scheint
die Signaltransduktion iiber den G-Protein-gekoppelten Rezeptor Protease-Activated Re-
ceptor 2 (PAR2) entscheidend an der durch Reflux ausgeldsten Immunantwort beteiligt zu
sein. PAR2 wird in der Mukosa von Patienten mit GERD vermehrt exprimiert [50]. In
Osophaguszelllinien konnte die PAR2-Expression sowohl durch Trypsin, als auch durch
einen leicht sauren pH-Wert hochreguliert werden, und die Aktivierung von PAR?2 fiihrte
zur Expression und Sekretion von IL-8 [50, 51].

1.2 CDX2
1.2.1 Zuordnung und Expression

Homoobox-Gene kodieren fiir Transkriptionsfaktoren, die wéhrend der Embryogenese die
regionale Zuordnung und Funktion von Zellgruppen steuern. Sie sind bei allen Eukaryoten
vorhanden und enthalten ein als Homdobox bezeichnetes phylogenetisch hoch konser-
viertes Sequenzmotiv, das fiir eine aus 60 Aminosduren bestechende DNA-Bindungs-
doméne kodiert. Mit dieser Homdodoméne genannten Proteindomédne binden die Tran-
skriptionsfaktoren an spezifische DNA-Sequenzen ihrer Zielgene, um deren Expression zu
regulieren [52]. Man unterscheidet die Klasse der in Gruppen angeordneten Homdobox-
Gene (Hox-Gene) von den iiber das gesamte Genom verteilten Homdobox-Genen (non-
Hox-Gene). Letztere beinhalten die Untergruppe der ParaHox-Gene, zu denen auch die
Familie der Caudal-related Homoobox(CDX-)-Transkriptionsfaktoren mit ihren 3 Vertre-
tern CDX1, CDX2 und CDX4 gehort. Namensgebend fiir die CDX-Gene des Menschen ist
die Homologie zum Gen Caudal von Drosophila melanogaster, da seine Struktur und
Funktion erstmals an der Fruchtfliege entdeckt und analysiert wurden [53].

CDX2 liegt beim Menschen auf Chromosom 13, besteht aus drei Exonen und zwei
Intronen und kodiert fiir ein 313 Aminosduren enthaltendes Protein [54]. Murines Cdx2
wird wihrend der Blastogenese im Trophectoderm exprimiert. In der Embryonalperiode
kann eine Expression des Transkriptionsfaktors im posterioren Endoderm mit Ausbreitung
in anteriorer Richtung nachgewiesen werden. Die hochste Expression zeigt sich um die
Tage 14 — 17 post coitum, wenn sich das viszerale Endoderm in ein einschichtiges Zylin-

derepithel umwandelt. Die Expression von Cdx2 bleibt von nun an bis ins Erwachsenenal-
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ter fast ausschlieflich auf das Epithel von Diinn- und Dickdarm beschridnkt mit einem
maximalen Expressionsniveau im Zokum, wobei der Transkriptionsfaktor in den Zellker-
nen aller epithelialer Zelltypen des reifen Darms einschlieBlich der Becherzellen nachge-

wiesen werden kann [1, 55-57].

1.2.2 Funktionelle Bedeutung

Die funktionelle Bedeutung von Cdx2 in frithen Entwicklungsstadien wurde an transgenen
Miusen untersucht. Homozygotie fiir das Cdx2-Nullallel (Cdx2”") verursacht eine frithe
embryonale Letalitit aufgrund einer fehlgesteuerten Entwicklung des Trophoblasten, die
zu einem Scheitern der Nidation fiihrt. Heterozygote Cdx2-Knockout-Méuse iiberleben,
sind fertil und entwickeln einen Phinotyp mit einer anterioren homdotischen Trans-
formation, von der das Achsenskelett und die intestinale Mukosa betroffen sind. Ileum und
Kolon weisen polypoide Lisionen auf, die durch einen Verlust der Cdx2-Expression cha-
rakterisiert sind und sowohl Plattenepithel als auch magentypische Zellen enthalten [58,
59]. Cdx2 steuert neben der Reifung des Trophoblasten die Gliederung des kaudalen Be-
reichs des Embryos entlang der Korperldngsachse und die Differenzierung des Endoderms
zu intestinalem Epithel [1, 56, 60].

Im adulten Organismus regelt CDX2 durch die Kontrolle darmspezifischer Gene die Diffe-
renzierung intestinaler Epithelzellen und die Aufrechterhaltung des intestinalen Phénotyps.
Der Transkriptionsfaktor stimmt die komplexen Prozesse Proliferation, Apoptose, Zellad-
hision und -migration aufeinander ab und induziert die typische intestinale Morphologie
mit zylindrischen polarisierten Epithelzellen und Zellverbindungen. Eine CDX2-
vermittelte Expression konnte fiir die Gene der Zelladhdsionsproteine E-Cadherin und
Claudin-2 gezeigt werden [2, 61-63]. Zu den von CDX2 regulierten Enzymen, die fiir die
Funktionen von Enterozyten wie die Verdauung und Absorption charakteristisch sind,
gehoren Sucrase-Isomaltase [2], Lactase-Phlorizin Hydrolase [64] und Calbindin-
DOK [65]. Das Enzym Intestinale Alkalische Phosphatase (IAP) kann in der intestinalen
Metaplasie des menschlichen Magens nachgewiesen werden [66]. Mutoh ef al. beschrie-
ben, dass die intestinale metaplastische Mukosa von Cdx2 transgenen Méusen Alkalische
Phosphatase exprimiert [67]. Ein weiteres Zielgen des Transkriptionsfaktors kodiert fiir das
von Becherzellen vorwiegend produzierte sekretorische Mucin 2 (MUC2) [68]. Es bildet
die Hauptproteinkomponente der schiitzenden Schleimschicht und charakterisiert den

differenzierten intestinalen Phanotyp [69]. Auflerdem gibt es Hinweise darauf, dass CDX2



durch positive transkriptionelle Regulation des Farnesoid-X-Rezeptors (FXR) an der Ho-
moostase der Gallensduren beteiligt sein konnte. FXR ist ein im enterohepatischen System
exprimierter Rezeptor, dessen Aktivierung durch Gallensduren im Sinne einer negativen
Riickkopplung zu deren verstirktem Abbau und verminderter Synthese fiihrt [70]. In der
pathologischen Diagnostik dient CDX2 als Marker fiir die gastrointestinale Differenzie-
rung von Adenokarzinomen und Karzinoiden [71, 72]. Die wichtigsten Funktionen des

Homdoobox-Transkriptionsfaktors sind in Abb. 2 zusammengefasst.
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Abb. 2. Funktionelle Bedeutung von CDX2

CDX2 steuert wiahrend der Embryonalentwicklung und im reifen Darm eine Vielzahl von Prozessen, die zur
Ausbildung und Aufrechterhaltung des intestinalen epithelialen Phanotyps fiihren.

1.2.3 Pathophysiologische Bedeutung

Eine ektope Expression von CDX2 konnte in der intestinalen Metaplasie der Magen-
schleimhaut [73], in der Barrett-Mukosa [74] und in Bereichen intestinaler Metaplasie
einer Reihe anderer Gewebe nachgewiesen werden [75, 76]. Silberg et al. und Mutoh et al.
entwickelten transgene Mausmodelle, bei denen die ektope Cdx2-Expression in der Ma-
genmukosa zur Entwicklung einer intestinalen Metaplasie fiihrte [4, 77]. Sie erbrachten
damit den Nachweis fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen Cdx2-Expression und

Intestinalisierung im Magen.



Die Rolle von CDX2 in der Kanzerogenese ist weniger klar, da sowohl tumorsuppressive
als auch onkogene Eigenschaften beobachtet wurden. Im Kolon ist die Expression des
Transkriptionsfaktors in Adenomen und Adenokarzinomen erniedrigt oder fehlt komplett,
so dass er hier als Tumorsuppressor zu fungieren scheint [78, 79]. Im Magen nimmt die
CDX2-Expression stufenweise entlang der Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz ab,
wobei beim Adenokarzinom des Magens eine CDX2-Expression am hiufigsten bei Tumo-
ren vom intestinalen Typ nachgewiesen werden kann und mit weniger Invasivitit verbun-
den ist [80]. Auch im Laufe der Progression vom Barrett-Osophagus zum Barrett-
Karzinom verringert sich die Expression des Transkriptionsfaktors. Demgegeniiber findet
sich eine aberrante Expression von CDX2 haufig bei Akuter Myeloischer Leukdmie
(AML) und war im Mausmodell der Ausldser fiir eine Form der AML [81].

Der Zusammenhang zwischen einer chronischen Osophagitis als Folge von Séure- und
Gallereflux, der Entwicklung der Barrett-Metaplasie und der Progression zum &sopha-
gealen Adenokarzinom ist anhand epidemiologischer Daten gut belegt [6, 7]. Die moleku-
laren Mechanismen hingegen, die die Entziindungskaskade mit der Entstehung von Me-
taplasie verbinden, sind noch unvollstindig verstanden und Gegenstand intensiver For-
schung. Die Induktion der 6sophagealen CDX2-Expression scheint hierbei eine Schliissel-
rolle zu spielen. Im Zellkulturmodell fiihrte bei immortalisierten 6sophagealen Keratinozy-
ten die stabile CDX2-Transfektion zur Ausbildung kryptendhnlicher Strukturen und zur
Hochregulierung intestinaler Differenzierungsmarker [82]. Bisher liegen wenige Daten
iiber die CDX2-Genexpression in chronisch entziindeter gastraler und 6sophagealer Muko-
sa vor. Bei Patienten mit H. pylori-Gastritis konnte in der Mukosa des Magens schon vor
dem Auftreten von intestinaler Metaplasie eine CDX2-Expression nachgewiesen
werden [83]. Eda ef al. zeigten, dass in der entziindlichen 6sophagealen Mukosa von Pati-
enten mit GERD CDX2 exprimiert wird, bevor eine Expression anderer intestinaler
Markergene nachweisbar ist. Sie postulierten daher, dass die CDX2-Expression ein friithes
Ereignis in der Entwicklung des Barrett-Osophagus darstellt [74, 84]. Im Einklang mit
dieser Theorie fanden Moons et al. bei einem Drittel der Patienten mit Barrett-Osophagus

CDX2-mRNA im 6sophagealen Plattenepithel oberhalb des Barrett-Segments [85].

1.2.4 Saure, Galle und CDX2 in in vitro- und Tiermodellen

Es gibt in zunehmendem Maf3e Belege fiir die Bedeutung des DGER in der Pathogenese

der GERD, wobei der Reflux von Gallensduren mit schwereren Schiden an der 6sopha-
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gealen Mukosa [86] und mit der Entwicklung eines Barrett-Osophagus assoziiert ist [87].
Sun et al. zeigten im Rattenmodell, dass sowohl Gallensduren im Refluat nach 6sophago-
duodenaler bzw. 6sophagogastroduodenaler Anastomose, als auch dem Futter beigesetzte
Gallensiuren (DCA) ausreichen, um Osophagitis und Barrett-Metaplasie im Osophagus zu
induzieren [88]. Das Refluat von Patienten mit Barrett-Osophagus hat im Vergleich zu
anderen GERD-Patienten einen niedrigeren pH-Wert und enthédlt hohere Konzentrationen
von Gallensalzen [89]. Moglicherweise tragt der durch Mischreflux aus saurem und DGER
induzierte oxidative Stress, der zu DNA-Schidden fiihrt, zur Progression der Erkrankung
bei [90]. Patienten mit GERD weisen im Osophagus hohere Konzentrationen von Stick-
stoffmonoxid auf, das im Zellversuch zur Induktion von CDX2 und zur Verminderung des
plattenepithelialen Differenzierungsmarkers SOX2 fiihrte [91]. In Rattenmodellen mit
Osophagoduodenaler [92] bzw. 6sophagogastroduodenaler [93] Anastomose konnte sowohl
fiir duodenalen Reflux alleine, als auch fiir kombinierten Reflux ein karzinogener Effekt
nachgewiesen werden.

Um die den histologischen Verdnderungen zugrunde liegenden molekularen Mechanismen
untersuchen zu konnen, entwickelten Marchetti et al. ein in vitro-Modell, wobei ihnen die
Langzeitkultur normaler dsophagealer Keratinozyten der Maus gelang. Sie zeigten, dass
eine chronische Sdureexposition in diesen Zellen zur Aktivierung und Expression des
Transkriptionsfaktors Cdx2 fiihrt [94]. Die Arbeitsgruppe um Kazumori untersuchte erst-
malig anhand von in vitro-Modellen die Effekte von Gallensduren auf die CDX2-
Expression [95]. In den Zelllinien TT (humanes 6sophageales Plattenepithelkarzinom),
HT-29 (humanes Kolonkarzinom) und CV-1 (Nierenzellen von Affen) wurde der CDX2-
Promoter von den Gallensduren Dehydrocholsdure (DHCA) und Cholsdure (CA) dosis-
abhéngig aktiviert. Nach Inkubation der endogen CDX2 exprimierenden Zelllinien Caco-2
(humanes Kolonkarzinom) und HT-29 mit der Gallensdure DHCA wurde eine Erhéhung
der Bildung von CDX2-Proteinen nachgewiesen. AuBBerdem zeigte die Arbeitsgruppe, dass
sich in primér kultivierten 0sophagealen Keratinozyten der Ratte durch die Exposition
gegeniiber DHCA und CA die Genexpression von Cdx2 erhoht, wobei dieser Effekt auf
der Proteinebene bestdtigt werden konnte. Nachdem die gleichen Zellen mit Cdx2 transfi-
ziert wurden, exprimierten sie den intestinalen Differenzierungsmarker Muc2. Weitere
Arbeitsgruppen beschéftigten sich darauthin mit der Entwicklung von Zellkulturmodellen,
anhand derer der Effekt von Sdure und Gallenséuren auf die CDX2-Expression unter ver-
schiedenen Inkubationsbedingungen untersucht wurde. Debruyne ef al. verwendeten fiir

ihre Versuche die endogen CDX2 exprimierenden humanen 6sophagealen Adenokarzi-
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nom-Zellen OE19 [96]. Die Stimulation mit Deoxycholsidure (DCA) und saurem pH fiihrte
in diesen Zellen zu einem Anstieg der CDX2-mRNA und der CDX2-Proteinproduktion,
wobei beide Substanzen einen additiven Effekt aufwiesen. Es konnte gezeigt werden, dass
die durch DCA induzierte CDX2-Expression transkriptionell durch Nuclear Factor Kappa-
Light-Chain-Enhancer of Activated B Cells (NF-kB) aktiviert wird. Die Erhéhung der
CDX2-Expression ging mit einer Erhohung der Genexpression von Guanylatzy-
klase C einher, einem Marker differenzierten intestinalen Epithels, dessen intestinal-
spezifische Expression durch CDX2 vermittelt wird. Die Arbeitsgruppe um Hu untersuchte
den Effekt von Gallensduren auf die CDX2-mRNA-Expression in unterschiedlichen huma-
nen Osophagealen Zellen ohne endogene CDX2-Expression. Hierzu wurden Zellen der
Linien Het-1A (durch SV40 immortalisierte Plattenepithelzellen), SEG-1 (0sophageales
Adenokarzinom), HKESC-1 und HKESC-2 (beide von &sophagealen Plattenepithelkarzi-
nomen abstammend) zwischen einer und 24 Stunden mit DCA, Chenodeoxycholséiu-
re (CDCA) und Glycocholsdure (GCA) in Kontakt gebracht. Die Inkubation mit den se-
kunddren Gallensduren DCA und CDCA fiihrte in allen vier Zelllinien zu einem dosis- und
zeitabhéngigen Anstieg der mRNA-Level von CDX2, wobei der Effekt bei den Adenokar-
zinomzellen SEG-1 am ausgeprégtesten war [97]. Auch Liu ef al. beschreiben in den hu-
manen 6sophagealen Epithelzellen Het-1A und SEG-1 eine Aktivierung von CDX2 durch
Sdure, Gallensduren und deren Kombination [82]. Sie konnten zudem zeigen, dass dieser
Effekt iiber die Demethylierung des CDX2-Promoters vermittelt wird. Sie wiesen mittels
methylierungsspezifischer Polymerase-Kettenreaktion (MSP) nach, dass die Inkubation der
Zellen mit der hypomethylierenden Substanz 5-Aza-2'-Deoxycytidine (DAC) zu einer
partiellen Demethylierung des CDX2-Promoters filihrt. Dazu korrelierend wurde in diesen
Zellen durch DAC die Expression von CDX2 induziert. Die Behandlung der gleichen
Zellen mit Sdure und/oder Gallensduren resultierte ebenfalls in der Demethylierung des

CDX2-Promoters.
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1.3 Aufgabenstellung

Die initialen molekularen Ereignisse, die zur Entwicklung der Barrett-Metaplasie fiihren,
sind noch wenig verstanden. Die ektope Expression von CDX2 scheint fiir die Entwicklung
von Metaplasie in Osophagus und Magen unabdingbar zu sein [3], aber die Rolle des
Transkriptionsfaktors bei der NERD und ERD wurde bisher kaum untersucht. Ziel der
vorliegenden Arbeit war daher die Charakterisierung der Genexpression von CDX2 bei der

GERD ohne Barrett-Metaplasie.

Folgende Arbeitshypothesen wurden iiberpriift:

> Bei Patienten mit GERD existiert in der Mukosa von Osophagus und Magen eine
Assoziation zwischen der CDX2-Genexpression und der Expression CDX2-regulierter
bzw. mit intestinaler Metaplasie assoziierter Gene.

» In 6sophagealen Keratinozyten kann durch Séure und/oder Gallenséuren die Expressi-

on von CDX2 induziert werden.

Folgende Teilaspekte wurden analysiert:

(1) Untersuchungen an klinischen Proben

— Analyse der Genexpression von CDX2 und CDX2-regulierten (MUC2) bzw. mit
intestinaler Metaplasie assoziierten (/AP) Genen in Biopsien von Patienten mit
GERD mittels quantitativer Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) sowie
Bestétigung ausgewéhlter Ergebnisse auf der Proteinebene mittels Immunhisto-
chemie.

— Analyse der Genexpressionsdaten in Abhédngigkeit von der Entitdt der Reflux-
erkrankung (NERD, ERD), der Lokalisation im oberen Verdauungstrakt (distaler
Osophagus, Cardia, Antrum) und dem Vorliegen einer H. pylori-Infektion.

(2) Untersuchungen am Zellkulturmodell
— Analyse der CDX2-Genexpression nach Stimulation der humanen 6sophagealen

Plattenepithelkarzinom-Zelllinien KYSE-150 und KYSE-450 mit saurem pH

und/oder Gallensiuren.
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2 Material und Methoden

2.1 Untersuchungen an klinischen Proben

2.1.1 Studiendesign

Ziel der Studie war die Analyse der Expression von CDX2, MUC?2 und I4AP in &sopha-
gealen und gastralen Mukosaproben. Fiir die Durchfiihrung der Untersuchungen lag die
Zustimmung der Ortlichen Ethikkommission vor (132/01). Eingeschlossen wurden 95
Patienten beider Geschlechter zwischen 18 und 80 Jahren mit GERD, wobei Symptome
anhand des standardisierten Fragebogens ,,Reflux Disease Questionnaire* (RDQ) doku-
mentiert wurden. 27 Patienten, die aus anderen Griinden gastroskopiert wurden (Vorsorge-
untersuchungen, nicht durch Reflux verursachte Dyspepsie), bildeten die Kontrollgruppe.
Der Nachweis eines Barrett-Osophagus oder einer atrophischen Korpusgastritis waren
Ausschlusskriterien. Eine eventuelle Therapie mit einem PPI wurde mindestens 14 Tage
vor der Osophagogastroduodenoskopie (OGD) pausiert. Von den 95 Patienten mit GERD
wurde bei 44 eine NERD und bei 51 eine ERD diagnostiziert. Die demographischen Daten
und der H. pylori-Status der Patienten sind in Tab. 1 dargestellt.

Tab. 1. Demographische Daten und H. pylori-Status der Studienpatienten

Angegeben sind das Geschlechterverhiltnis, die Altersverteilung und der Anteil H. pylori-positiver Patienten
in den einzelnen Patientengruppen.

Kontrolle NERD ERD

(n=27) (n=44) (n=51)
Geschlecht
(ménnlich/weiblich) 6/21 8/36 32/19
Alt
(MZ(riian +SD 50.0=17.5 47.0 = 13.8 48.0 £15.0
Altersspa;me) ’ (20-79) (18-72) (20-79)
positiver H. pylori- 6/27 8/44 16/51
Status (22,2 %) (18,2 %) (31.4 %)

2.1.2 Probengewinnung

Alle Mukosaproben wurden im Rahmen endoskopischer Untersuchungen in der Klinik fiir
Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie der Otto-von-Guericke-Universitit Mag-

deburg gewonnen. Die Patienten wurden iiber den Ablauf der Untersuchung und deren
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Risiken aufgekldart und gaben ihr schriftliches Einverstindnis zur Studienteilnahme ein-
schlieBlich der Entnahme von zusitzlichen Biopsien zu Forschungszwecken. Die OGDs
wurden durch Herrn Prof. Dr. Klaus Monkemiiller mit einem Gastroskop vom Typ GIF Q-
160 der Firma Olympus Optical Europe (Hamburg) durchgefiihrt. Hierbei erfolgte entspre-
chend den bei der Endoskopie sichtbaren Schleimhautverdnderungen die Zuteilung der
Patienten zu den Gruppen NERD, ERD oder Barrett-Osophagus. Die Gewebeentnahme
erfolgte mittels Zangenbiopsie, wobei aus dem distalen Osophagus, der Cardia und dem
Antrum je drei Mukosaproben fiir histologische und molekulargenetische Untersuchungen
entnommen wurden. Fiir den Helicobacter-Urease-Test (HUT®, Astra-Zeneca, Wedel)
wurden aus Korpus und Antrum je eine weitere Probe gewonnen. Die Entnahme der 6so-
phagealen Biopsien erfolgte bei makroskopisch unauffilliger Schleimhaut 2 cm oberhalb
des dsophagogastralen Ubergangs, im Falle von Erosionen wurde 2 cm proximal der Li-
sion bioptiert. Die fiir die molekulargenetischen Untersuchungen bestimmte Probe wurde
unmittelbar nach der Entnahme in fliissigem Stickstoff schockgefroren, mit 0,5 ml TRIzol®
(Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) versetzt und bei -80 °C eingelagert. Fiir histolo-
gische und immunhistochemische Untersuchungen wurde je eine weitere Probe in 4 %

gepuffertem Formalin fixiert.

2.1.3 Histologie und H. pylori-Status

Die Biopsien wurden in Paraffin eingebettet, geschnitten, auf Objekttrager libertragen und
mit der Himatoxylin-Eosin-, der modifizierten Giemsafarbung und durch die Perjodsdure-
Schiff(PAS)-Reaktion angefarbt. Die Schnitte wurden von Frau Prof. Dr. Dorthe Jechorek
aus dem Institut fiir Pathologie der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg ausgewer-
tet. Die histologische Charakterisierung der mukosalen Entziindung und der morphologi-
schen Verdnderungen des dsophagealen Plattenepithels war Gegenstand vorangegangener
Studien [47, 98].

Zur Bestimmung des H. pylori-Status der Patienten wurden der im Rahmen der Endosko-
pie durchgefiihrte Urease-Schnelltest und die Histologie herangezogen, wobei gegebenen-
falls ergédnzend eine Warthin-Starry-Férbung durchgefiihrt wurde. Gelang mit mindestens
einem der Verfahren ein Erregernachweis, so wurde der Patient als H. pylori-positiv einge-

stuft.
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1.1.4 RNA-Isolierung

Die Isolierung der Gesamt-RNA erfolgte nach einer in unserem Labor entwickelten zwei-
stufigen Methode zur RNA-Extraktion aus endoskopischen Biopsien, bei der sowohl das
TRIzol®-Reagenz als auch das RNeasy™ Mini Kit verwendet werden [99].

Die mit TRIzol” versetzten Biopsien wurden langsam auf Eis aufgetaut und in RNase-freie
Eppendorfgefife iiberfithrt. Das Gewebe wurde daraufhin im TRIzol®-Reagenz mit dem
Plastikriihrstabchen DSTROY-S durch manuelle Drehbewegungen homogenisiert. Wih-
rend dieser Prozedur wurde die Probe drei- bis fiinfmal erneut auf fliissigem Stickstoff
eingefroren. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform wurde das Lysat mit dem Vortexmischer
griindlich durchmischt, anschlieBend zentrifugiert, und der klare Uberstand wurde in ein
Eppendorfgefd3 iiberfithrt. Um die RNA zu prézipitieren, wurde im néchsten Schritt der
Uberstand mit dem gleichen Volumenanteil Isopropanol versetzt und 10 Minuten auf Eis
inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen, und die im Pellet
befindliche RNA in 100 pl RNase-freiem Wasser resuspendiert.

Zur Reinigung der isolierten RNA wurde das RNeasy” Mini Kit verwendet. Der RNA-
Suspension wurden 350 pl mit Mercaptoethanol versetzter RLT-Puffer (Mercaptoethanol-
Anteil 1 %) zugegeben, um noch vorhandene RNasen zu inaktivieren. Im néchsten Schritt
wurde die Probe mit 250 pl Ethanol vermischt und auf eine die RNA spezifisch bindende
RNeasy“-Siule aufgetragen. Die Siule wurde iiber den QIAvac24“-Adapter mit einer
Vakuumpumpe verbunden, und nach Anlegen des Vakuums durchlief die Losung die
Silicagel-Membran der Sdule. Ebenfalls unter Verwendung der Vakuumpumpe wurde die
gebundene RNA mit 250 ul RW1-Puffer gereinigt. AnschlieBend wurde die Membran
15 Minuten mit einem Gemisch aus 5 pl DNase und 35 pul RDD-Puffer inkubiert. Es folg-
ten ein erneuter Waschzyklus mit 250 pl RW1-Puffer, und zwei Durchldufe mit je 500 pl
RPE-Puffer. Die Sdule wurde schlielich zentrifugiert und in ein RNase-freies Eppendorf-
GefaB transferiert, in dem die gebundene RNA in zwei Durchgingen nach Zugabe von je
35 ul RNase-freiem Wasser mittels Zentrifugation eluiert wurde. Bevor die Probe bei
minus 80 °C eingelagert wurde, wurden von der Losung je 5 ul zur Konzentrations-
bestimmung und zur Uberpriifung der RNA-Integritiit entnommen.

Die Konzentration der RNA-Losung wurde photospektrometrisch bestimmt. Sie wurde
nach Messung der Extinktion bei 260 nm (OD,49) anhand folgender Formel berechnet:
Konzentration [pg/ml] = ODyg x 40 pg/ml x Verdiinnungsfaktor

Zur Kontrolle der RNA-Integritdt nach der Pridparation wurden die 28S- und 18S-Banden
der ribosomalen RNA mittels Gelelektrophorese dargestellt. Die 1 %-igen Agarosegele
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(1 g Agarose in 100 ml 1xTBE-Puffer) wurden je Geltasche mit den zuvor aliquotierten
5 ul der RNA-Ldsung und mit 3 pl Ladepuffer beschickt. Die Auftrennung der RNA er-
folgte tiber etwa eine Stunde in 1xTBE-Puffer bei 98 V, wobei die Gele nach einer Anlauf-
zeit von 10 Minuten mit Ethidiumbromid gefarbt wurden (400 ml TBE-Puffer und 66 pl
Ethidiumbromid-Losung 1 %). AnschlieBend wurden die RNA-Banden auf einem UV-

Transilluminator sichtbar gemacht und fotografiert.

Materialien: TRIzol®-Reagenz (GIBCO BRL, Life Technologies, USA), Plastikriihr-
stibchen DSTROY-S (BIOzym Diagnostik GmbH, Oldendorf), Chloroform, Isopropanol,
RNeasy® Mini Kit (Qiagen), f-Mercaptoethanol, 100 % Ethanol, GENESYS™-Spektrome-
ter 10UV (ThermoSpectronic, USA), UV-Transilluminator (Herolab, Biometra, Géttingen).

2.1.5 Reverse Transkription der Gesamt-RNA

Unter Verwendung eines Random-Primers wurden je Probe 500 ng der isolierten Gesamt-
RNA mit der Avian Myeloblastosis Virus Reverse Transkriptase (AMV Reverse Tran-
skriptase) in cDNA umgeschrieben. Das Reaktionsvolumen betrug 40 pl und enthielt in
Abhidngigkeit von der in der Probe enthaltenen RNA-Konzentration ein entsprechendes
Volumen der RNA-Ldsung, destilliertes und mit DEPC behandeltes Wasser und 14,6 pl
des folgenden Reaktionsgemisches:

8,0 ul AMV-RT 5x Reaktionspuffer

1,6 ul ANTP-Mix

2,0 pul Random-Primer (0,04 Axgo U/ul)

2,0 ul AMV-Reverse Transkriptase

1,0 ul Recombinant-RNasin® Ribonuclease Inhibitor
Die Reverse Transkription erfolgte wihrend der Inkubation auf einem Thermomixer
(45 Minuten bei 42 °C). Durch eine 5-miniitige Inkubation bei 95 °C wurde die Reaktion
gestoppt, die cDNA-L6sung wurde abgekiihlt und bei -20 °C eingelagert.

Materialien: AMYV Reverse Transkriptase 10 U/ul (Promega, Mannheim), Primer
,random* p(dN)s (Roche, Australia), AMV-RT 5x Reaction Buffer (Promega, Mannheim),
Recombinant-RNasin® Ribonuclease Inhibitor 40 U/ul (Promega, Mannheim), peqGold
dNTP-Set 10mM je Nukleotid (peqLab Biotechnologie GmbH, Erlangen), DEPC-
behandeltes Aqua dest.
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2.1.6 Quantitative Echtzeit-PCR (qPCR)

Die Amplifikation der DNA-Fragmente erfolgte mittels qPCR mit dem iCycler iQ™ Real-
Time PCR Detection System (BioRad, Miinchen). Die PCR-Ansdtze wurden in einem
Volumen von 30 pl durchgefiihrt, in dem folgende Komponenten enthalten waren:

15 ul HotStarTaq - Sybr Green (Qiagen, Hilden)

0,2 pl genspezifischer Primer (,,forward®, 50 umol/l)

0,2 pl genspezifischer Primer (,,reverse®, 50 umol/)

12,6 pl Aqua dest.

2 ul cDNA

Die qPCR wurde nach folgendem Protokoll durchgefiihrt:

Anzahl der Zyklen Temperatur Zyklusdauer Vorgang
o . Denaturierung,
! 95,0°C 15 min Aktivierung der Polymerase
40 94,0 °C 30s Denaturierung
60,0 °C 30s »Annealing*
72,0 °C 30s Elongation
1 72,0 °C 5 min Verldangerungsphase

Das PCR-Protokoll war fiir die vier untersuchten Gene abgesehen von der fiir die jeweili-
gen Primer spezifischen Temperatur beim ,,Annealing® identisch. Bei jedem Lauf der
qPCR wurde eine Negativkontrolle mitgefiihrt. Nach jedem PCR-Zyklus wurde die vom
Farbstoff SYBR Green I (BioRad, Miinchen) nach Bindung an die doppelstringige DNA
ausgehende Fluoreszenz gemessen. Es wurde jeweils der Zyklus registriert, an dem die
exponentielle Phase der Amplifikation begann (Threshold Cycle, Ct-Wert). Auf jeder
Platte wurde eine Verdiinnungsreihe aus Plasmid-DNA mit dem jeweiligen Targetgen
mitgefiihrt, das zuvor in das Plasmid pDIREKT (Qiagen, Hilden) kloniert worden war. Aus
den Ct-Werten der bekannten DNA-Konzentrationen der Reihenverdiinnung wurde eine
Standardkurve erstellt, die der Berechnung der initialen cDNA-Mengen in den klinischen
Proben zugrunde lag. Jede Probe wurde schlieBlich normiert, indem die Transkriptmenge
des Zielgens durch die Transkriptmenge des internen Referenzgens f-ACTIN geteilt wurde.
Die Ergebnisse der relativen Quantifizierung wurden in willkiirlichen Einheiten (arbitrary

units, a.u.) angegeben.
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Es wurden Intron-liberspannende Primer ausgewéhlt, um die Vervielfiltigung eventuell in

der Probe vorhandener genomischer DNA zu vermeiden. Nachfolgende Primer kamen bei

der qPCR zum Einsatz:
CDXx2 forward: 5'-CTG-GGC-TGC-TGC-AAA-CGC-TCA-AC-3'
reverse: 5'-TGT-GGT-GGC-TGC-TGC-TGC-TGT-TG-3'
MUC2 forward: 5'-GGC-ATC-CAC-TCC-AAC-ATC-TCC-G-3'
reverse: 5'-GAC-GGG-CGT-GTC-GTA-ATG-GAA-C-3'
I4AP forward: 5'-GTG-ATG-AAC-CGG-GCC-AAG-CAA-G-3'
reverse: 5'-GGT-GCT-TTG-CCA-GCC-ATT-CCT-G-3'

B-ACTIN forward: 5'-CAT-GCC-ATC-CTG-CGT-CTG-GAC-C-3'
reverse: 5'-ACA-TGG-TGG-TGC-CGC-CAG-ACA-G-3'

Die Léange der amplifizierten DNA-Fragmente betrug fiir CDX2 376 bp, fir MUC2 341 bp,
fiir AP 331 bp und fiir f-ACTIN 400 bp. Es erfolgte die gelelektrophoretische Auftren-
nung der PCR-Produkte (1,8 %-iges Agarosegel) unter Mitfiihrung einer 100 bp DNA-
Leiter. Durch den Vergleich der DNA-Banden mit dem Léngenstandard wurde tiberpriift,
ob die PCR-Produkte die erwartete Lénge hatten, und eventuell amplifizierte genomische

DNA oder unspezifische Produkte wurden so erkannt.

2.1.7 Immunhistochemie

Um die funktionelle Relevanz der Ergebnisse der qPCR zu {iiberpriifen, schlossen sich
immunhistochemische Untersuchungen zum Nachweis des CDX2-Proteins an. Fiir eine
statistische Analyse stand nicht mehr geniigend Material zur Verfiigung, so dass die Im-
munfiarbungen exemplarischen Charakter hatten. In Zusammenarbeit mit Frau Prof. Dr.
Dorthe Jechorek aus dem Institut fiir Pathologie wurden sie in deskriptiver Form ausge-
wertet.

Die Farbungen wurden nach der Avidin-Biotin-Komplex-(ABC-)Methode durchgefiihrt,
bei der der sekundédre Antikdrper durch Biotin markiert ist. Hierzu wurden die in Paraffin
eingebetteten Biopsien in 3 pm diinne Scheiben geschnitten. Diese wurden iiber Nacht
getrocknet, in Xylol deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert. Zur
Antigendemaskierung wurden die Schnitte zwanzig Minuten in EDTA-Puffer (0,01 mol/l)
in der Mikrowelle bei 450 Watt erhitzt. Als Primérantikorper diente ein monoklonaler
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Mausantikorper in einer Verdiinnung von 1:200 (CDX2-88, BioGenex Laboratories Inc.,
San Ramon, CA, USA), mit dem die Schnitte zwolf Stunden bei 4 °C inkubiert wurden.
Fiir die nachfolgenden Schritte (Inkubation mit dem biotinylierten Sekundér-Antikorper,
Inkubation mit AP-konjugiertem Streptavidin, Inkubation mit dem Chromogen) stand das
Vectastain® ABC-AP Kit der Firma Vector Laboratories (Burlingame, CA, USA) zur
Verfiigung. Nach Gegenfarbung mit Himatoxylin und Rehydrierung wurden die Gewebe-
schnitte mit DePeX eingedeckt. Bei den mitgefiihrten Negativkontrollen wurde der
Erstantikdrper durch Normalserum ersetzt, als Positivkontrolle dienten Biopsien aus dem

Duodenum.

2.1.8 Statistik

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der erhobenen Daten erfolgte mit
den Programmen Microcal Origin® 7.0 (OriginLab Corp., Northhampton, MA, USA) und
KaleidaGraph® 4.0 (Synergy Software, Reading, PA, USA). Es kamen zweiseitige Signifi-
kanztests zur Anwendung, denen eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % zugrunde gelegt

wurde.

2.2 Untersuchungen am Zellkulturmodell

In einem in vitro-Modell wurde unter Verwendung der humanen osophagealen Plat-
tenepithelkarzinom-Zelllinien KYSE-150 und KYSE-450 die Genexpression von CDX2
nach Stimulation der Zellen mit Gallensduren und saurem pH-Wert analysiert. Hierzu
wurden die Zellen jeweils mit 50 umol/l DHCA, CA oder DCA bei pH 7.0, pH 6.0 oder
pH 5.0 fiir 6 h bzw. fiir 24 h inkubiert. Im Anschluss wurde mit der gPCR die Menge der
CDX2-mRNA gemessen. Alle Zellversuche wurden unabhéngig voneinander zu verschie-
denen Zeitpunkten mindestens dreimal durchgefiihrt. Die Ergebnisse entsprechen dem
Mittelwert der jeweiligen Versuchsreihe. Beide Zelllinien entstammen humanen 6sopha-
gealen Plattenepithelkarzinomen, wobei die KYSE-150-Zellen aus einem schlecht diffe-
renzierten, und die KYSE-450-Zellen aus einem gut differenzierten Tumor etabliert wur-
den. Die Zellen wurden von ,,American Type Culture Collection” (Manassas, VA, USA)
bezogen.

Sédmtliche Manipulationen an den Zellen wurden an einer Sterilwerkbank durchgefiihrt.

Die Kultivierung der Karzinomzellen erfolgte in einem Inkubator bei 37 °C und 5 % CO;
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in dem jeweils entsprechenden Medium, das alle drei bis vier Tage ausgetauscht wurde.
Das Medium der KYSE-150-Zellen setzte sich aus 49 % RPMI-1640, 49 % Ham's F12 und
2 % fetalem Kilberserum zusammen, wohingegen die KYSE-450-Zellen in 45 % RPMI-
1640, 45 % Ham's F12 und 10 % fetalem Kélberserum kultiviert wurden. Beiden Zellkul-
turmedien wurden die Antibiotika Penicillin und Gentamicin zugesetzt. Alle Reagenzien
wurden von der PAA Laboratories GmbH (Cdlbe) bezogen.

Am Tag 1 erfolgte die Aussaat der Zellen. Hierfiir wurde das Medium abgegossen, die
Zellen wurden mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen und durch Inkubation
mit Trypsin vom Flaschenboden gelost. Restliches Typsin wurde mit Medium neutralisiert,
die Zellsuspension wurde zentrifugiert und nach Abgiefen des Uberstands wurde erneut
Medium hinzugegeben. Nachdem die Zellen mit Trypanblau angefarbt wurden, erfolgte
deren Zdhlung mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer, wobei der Mittelwert aus mindes-
tens vier ausgezdhlten Quadranten gebildet wurde. SchlieBlich wurden auf 24-Well-Platten
pro Vertiefung 300000 Zellen in 2 ml Medium ausgesdht. Um die Adhdrenz der Zellen zu
ermoglichen, erfolgte eine Vorkultivierung iiber 48 Stunden.

Fiir die Inkubationsstudien wurde der pH-Wert des jeweiligen Kulturmediums durch
Zugabe von HCI, 1 mol/l auf die Werte 7.0, 6.0 und 5.0 eingestellt. Die Gallensduren
wurden von Sigma (Taufkirchen) bezogen. Durch deren Lésung in DMSO (DHCA) bzw.
75 % DMF (CA und DCA) wurde jeweils eine Stammlosung in der Stoffmengenkonzen-
tration 1 mol/l hergestellt, die sterilfiltriert und schlieBlich auf 50 pmol/l verdiinnt wurde.
Den Negativkontrollen wurden die entsprechenden Mengen an Losungsmittel zugegeben.
Am Tag 3 wurde den Zellen nach Abnahme des Kulturmediums angesduertes Medium
und/oder eine der Gallensduren zugegeben, und 6 bzw. 24 Stunden spiter erfolgte die
Ernte der Zellen. Nach Abnahme des Mediums wurde der Zellrasen mit PBS gewaschen,
und die Zellen jedes Wells wurden in 300 pl mit B-Mercaptoethanol versetztem RLT-
Puffer aufgenommen.

Die Préiparation der Gesamt-RNA erfolgte mit dem AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen,
Hilden) entsprechend den Angaben des Herstellers. Die lysierten Zellen wurden zur Ho-
mogenisierung durch ,,QIAshredder“-Séulen und zur DNA-Adsorption durch ,All-
PrepDNA“-Séulen zentrifugiert. Der Durchfluss wurde fiir die RNA-Prdparation verwen-
det. Hierflir wurden 300 pl 70 % Ethanol zugegeben, und das Gemisch wurde durch die
RNA bindenden ,,RNeasy*“-Sdulen zentrifugiert. Nach mehreren Waschschritten wurde die
RNA in 40 pl RNase-freiem Wasser eluiert und bis zur weiteren Bearbeitung bei -20 °C
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gelagert. Die Bestimmung der RNA-Konzentration und die Kontrolle der RNA-Integritat
mittels Gelelektrophorese erfolgten wie unter 2.1.4 beschrieben.

Die Reverse Transkription der Gesamt-RNA erfolgte analog dem unter 2.1.5 erlduterten
Protokoll, wobei der Reaktionsansatz jetzt je Probe ein Gesamtvolumen von 25 pl aufwies,
in dem 15,88 ul RNA-Ldsung mit Wasser, 5 ul AMV-RT 5x Reaktionspuffer, 1 ul dNTP-
Mix, 1,25 ul Random-Primer, 1,25 ul AMV-Reverse Transkriptase und 0,63 pl Recombi-
nant-RNasin® Ribonuclease Inhibitor enthalten waren.

Die qPCR wurde wie unter 2.1.6 beschrieben durchgefiihrt.
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3  Ergebnisse

3.1 Analyse der Genexpression von CDX2, MUC2 und IAP in

klinischen Proben

3.1.1 Patientencharakteristika

Tab. 1 (siehe Abschnitt 2.1.1) zeigt die demographischen Daten und den H. pylori-Status
der Patienten des Studienkollektivs. Von den insgesamt 122 eingeschlossenen Patienten
lagen bei 95 die Symptome einer GERD vor, wobei endoskopisch bei 44 Patienten eine
nichterosive (NERD) und bei 51 Patienten eine erosive Refluxkrankheit (ERD) nachge-
wiesen wurde. 27 Patienten ohne refluxtypische Beschwerden bildeten das Kontrollkollek-
tiv. Die drei Patientengruppen (Kontrolle, NERD, ERD) waren hinsichtlich ihrer Altersver-
teilung vergleichbar (Kruskal-Wallis-Test). Bei etwa einem Drittel bis einem Fiinftel der
Patienten wurde eine H. pylori-Infektion nachgewiesen, wobei sich die drei Untergruppen
hierin nicht signifikant voneinander unterschieden (Chi*Test). Aus diesem Grund konnte
das Vorliegen einer H. pylori-Infektion als Variable weitgehend ausgeschlossen werden
und wurde fiir die Auswertung zunéchst nicht als eigener Parameter stratifiziert. In der
Gruppe ,,ERD* war der Anteil médnnlicher Patienten mit 63 % signifikant héher als in den

anderen zwei Gruppen (Kontrolle 22 %, NERD 18 %; p<0,001; Chiz-Test).

3.1.2 Genexpressionsraten in der Kontrollgruppe

Die Genexpression von CDX2, MUC2 und /AP wurde unter Verwendung der gewonnenen
Biopsien aus der Magen- und Osophagusschleimhaut der eingeschlossenen Patienten
mittels qPCR analysiert. Es wurden die Transkriptgehalte von Proben aus dem distalen
Osophagus, der Cardia und dem Antrum gemessen. Abb. 3 zeigt exemplarisch die gelelek-
trophoretische Auftrennung der Standardverdiinnungsreihen und der amplifizierten cDNA

von, CDX2, MUC2, IAP und B-ACTIN.
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Abb. 3. gPCR-Amplifikationsprodukte von B-ACTIN (400 bp), CDX2 (376 bp), MUC2 (341 bp) und
IAP (331 bp)

Gelelektrophoretische Auftrennung der amplifizierten cDNA der 4 Gene. Die Proben stellen eine exemplari-
sche Auswahl von Schleimhautbiopsien aus Osophagus (0O), Cardia (C) und Antrum (A) dar. Fiir jedes Gen
wurden auflerdem die zugehdrige Standardverdiinnungsreihe in absteigender Konzentration und die Negativ-
kontrolle (Ko.) aufgetragen.

CDX2

mMuc2

IAP

Da der Anteil an Proben, in denen das jeweilige Transkript nicht nachgewiesen werden
konnte, bei allen drei Genen hoch war (CDX2 53 %, MUC2 73 %, IAP 86 %), wurden die
Ergebnisse zundchst nicht quantitativ ausgewertet, sondern nur der Anteil der Proben mit
einer nachgewiesenen Genexpression verglichen. Die statistische Auswertung der Daten
erfolgte nach den qualitativen Merkmalen ,,positiv und ,,negativ mit dem Chi*-Test. Fiir
einzelne Parameter schloss sich dann eine quantitative Subanalyse an, bei der die Tran-

skriptmengen unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests analysiert wurden.
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Die Patienten wurden in Abhdngigkeit von Klinik und endoskopischem Befund in die drei
Gruppen ,,Kontrolle®, ,NERD* und ,,ERD* unterteilt, wobei die Daten des Kontrollkollek-
tivs Informationen tiiber die ,,basalen” Genexpressionsmuster gaben. Alle drei Gene wur-
den in der gastrodsophagealen Schleimhaut Reflux-negativer Patienten exprimiert, wobei
sich die Raten ihrer nachgewiesenen Genexpression deutlich voneinander unterschieden.
CDX2 und MUC?2 konnten in 44 % bzw. 31 % der Biopsien nachgewiesen werden, /4P
wurde mit 13 % in geringerem Umfang exprimiert. Abb. 4 illustriert die Expressionsraten
der untersuchten Gene in der Kontrollgruppe an unterschiedlichen Lokalisationen der

gastrodsophagealen Schleimhaut.

CDX2 Mucz IAP

Osophagus

Cardia

Antrum

\

N

Abb. 4. Genexpressionsraten von CDX2, MUC2 und /AP in der Kontrollgruppe

Dargestellt sind die prozentualen Anteile der fiir CDX2, MUC2 bzw. IAP positiven Proben an den Lokalisa-
tionen Osophagus, Cardia und Antrum.

3.1.3 Einfluss der Refluxkrankheit auf die Genexpression

Qualitative Analyse

Die Genexpression von CDX2 wurde in 47 % aller gastrodsophagealer Schleimhaut-
biopsien mittels qPCR nachgewiesen, MUC?2 und IAP waren mit 27 % bzw. 14 % deutlich
seltener nachweisbar. Die Ergebnisse wurden zunichst qualitativ unter Verwendung des
Chi*-Tests ausgewertet. Tab. 2 dokumentiert die prozentualen Anteile der positiv geteste-
ten Proben, wobei signifikante Unterschiede zwischen den Expressionsraten der untersuch-

ten Gene markiert sind.
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Der Anteil an Biopsien mit nachgewiesener Genexpression variierte deutlich in Abhédngig-
keit von der Lokalisation. CDX2 wurde in allen Patientengruppen signifikant haufiger in
der gastralen als in der 6sophagealen Schleimhaut exprimiert, wobei die hochsten Genex-
pressionsraten jeweils im Antrum nachgewiesen wurden.

Das Vorhandensein einer GERD hatte unabhingig von der endoskopischen Ausprigung
(NERD, ERD) in keiner der drei Regionen (Osophagus, Cardia, Antrum) einen signifikan-
ten Einfluss auf den Nachweis einer positiven Genexpression. CDX2 wurde im Antrum
tendenziell haufiger bei Patienten mit Refluxerkrankung als bei Patienten der Kontroll-

gruppe exprimiert, eine statistische Signifikanz wurde jedoch nicht erreicht.

Tab. 2. Genexpressionsraten von CDX2, MUC2 und IAP in den einzelnen Gruppen

Angegeben sind die Expressionsraten der Gene CDX2, MUC2 und IAP, jeweils sortiert nach endosko-
pischem Befund und Lokalisation. Die Expression der untersuchten Gene war beziiglich der Existenz einer
GERD unbeeinflusst, variierte aber innerhalb der Gruppen zwischen den Lokalisationen. Die statistische
Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Chi’*-Test, wobei die p-Werte wegen der multiplen Paarverglei-
che innerhalb einer Gruppe mit der Methode nach Bonferroni korrigiert wurden. Signifikante Unterschiede in
der Genexpression wurden fiir p<0,05 mit (#), fiir p<0,01 mit (38) und fiir p<0,001 mit (*) markiert.

CDX2 Muc2 IAP

Kontrolle Osophagus — 4% 28 % 0%
Cardia *I 61% :| 26 % 4%

Antrum — 70 % 39 % 35%

NERD Osophagus — 14 % — " 14 % 3%
Cardia *| 41 % " 28 % 21 %

Antrum L 83 % _ 31 % 20 %

ERD Osophagus [ 10% T 4 20 % 20 %
Cardia fos8% |, 26 % 8 %

Antrum — 86 % — 33 % 19 %

Zusammenfassend konnten wir zeigen, dass CDX2 in stirkerem Maf3e in der gastralen als
in der 0sophagealen Schleimhaut exprimiert wird. In der qualitativen Analyse hatte das
Vorliegen einer Refluxerkrankung keinen FEinfluss auf die Genexpression von CDX2,

MUC2 und IAP.
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Quantitative Analyse

Fir CDX2, MUC2 und IAP folgte eine quantitative Subanalyse fiir diejenigen Lokalisatio-
nen, an denen ein verhdltnismaBig hoher Anteil an positiven Proben nachgewiesen werden
konnte. Die Transkriptmengen wurden in Abhédngigkeit von ihrer Lokalisation und dem
Vorliegen einer Refluxerkrankung (NERD, ERD) analysiert. Da die Messdaten nicht nor-
malverteilt waren, wurde die statistische Auswertung mit den nicht-parametrischen Tests
nach Kruskal-Wallis und Mann-Whitney durchgefiihrt.

CDX2 war im Osophagus nur in einem geringen Teil der Proben nachweisbar (Tab. 2),
weshalb sich die quantitative Auswertung fiir dieses Gen auf die Lokalisationen Cardia
und Antrum beschriankte (Tab. 3 und Abb. 3). Der iibergeordnete Kruskal-Wallis-Test war
mit p<0,001 signifikant. In den anschlieBenden Paarvergleichen mittels Mann-Whitney-U-
Test waren analog zur qualitativen Analyse der CDX2-Expressionsraten auch in der quanti-
tativen Untersuchung in allen drei Patientengruppen im Antrum hohere Transkriptgehalte
als an der Cardia nachweisbar. Fiir Patienten mit NERD und ERD war der Unterschied
signifikant (NERD: p=0,001; ERD: p<0,001), wéhrend sich in der Kontrollgruppe mit
p=0,06 lediglich eine Tendenz zu hoheren Werten zeigte.

Beim Vergleich der CDX2-Transkriptmengen zwischen Patienten mit Refluxerkrankung
(NERD, ERD) und Patienten der Kontrollgruppe konnten in der Mukosa der Cardia keine
signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Im Antrum war das Genexpressions-
niveau von CDX2 bei Patienten mit Refluxerkrankung in Abhdngigkeit von der endoskopi-
schen Auspragung im Median um das 2,76-fache (NERD, p=0,03) bzw. 5,19-fache (ERD,
p=0,007) erhoht (Mann-Whitney-U-Test). Die in der qualitativen Analyse gesehene Ten-
denz, dass an GERD erkrankte Patienten im Antrum hdhere CDX2-Expressionsraten auf-
weisen als Kontrollpatienten (siehe Tab. 2), bestdtigte sich somit auf der Ebene der quanti-
tativen Auswertung. Tab. 3 und Abb. 5 ergiinzen sich thematisch, indem die Werte des
Antrums sowohl in tabellarischer Form, als auch als Boxplot dargestellt sind. Wie man
Tab. 3 entnehmen kann, war an der Cardia der Wert der 25er-Perzentile in allen drei Grup-
pen ,,0% in der Gruppe ,,NERD* betrug auch der Median ,,0°. Da der Wert ,,0“ auf der
logarithmischen Skala nicht angezeigt werden kann, schien hier eine Darstellung als

Boxplot-Diagramm nicht sinnvoll.
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Tab. 3. CDX2-Genexpression in der Magenmukosa in Abhédngigkeit vom Vorliegen einer GERD
Fir jede Patientengruppe sind der Median, die 25er-, die 75er- und die 95er-Perzentile der CDX2-
Transkriptmengen angegeben. Der iibergeordnete Kruskal-Wallis-Test war fiir die Gruppenvergleiche mit
p<0,001 signifikant. Paarvergleiche mittels Mann-Whitney-U-Test ergaben fiir die Antrum-Mukosa eine im
Median um das 2,8-fache erhohte Genexpression von CDX2 bei Patienten mit NERD im Vergleich zur
Kontrollgruppe (p=0,03). Patienten mit ERD wiesen hier verglichen mit der Kontrollgruppe 5,2-fach héhere
CDX2-Transkriptgehalte auf (p=0,007). An der Cardia hatte das Vorliegen einer Refluxerkrankung unabhén-
gig von der endoskopischen Auspragung (NERD, ERD) keinen Einfluss auf die Genexpression von CDX2.

Cardia Antrum
Perzentile | Kontrolle NERD ERD Kontrolle NERD ERD
P95 6,7E-5 9,9E-5 1,2E-4 3,6E-4 4,7E-3 2,4E-3
P75 5,4E-5 2,4E-5 4,7E-5 5,8E-5 3,2E-4 2,5E-4
Median 3,3E-6 0 1,4E-5 1,9E-5 5,3E-5 9,9E-5
P25 0 0 0 0 1,2E-5 2,4E-5
p=0,007

Abb. 5. CDX2-Genexpression im Antrum
in Abhangigkeit vom Vorliegen einer
GERD 1072 5 p=0,03

Die CDX2-Transkriptmengen sind nach Patien-

tengruppen sortiert als Boxplot-Diagramme ]
aufgetragen. Es sind jeweils die 25er-, die S0er-
(Median), die 75er-Perzentile und die Extrem-
werte dargestellt sind. Der Median ist als dicke
Linie hervorgehoben. Da der Wert ,,0“ auf der
logarithmischen Skala nicht angezeigt werden
kann, sind die Boxen unvollstdndig. Bei der
Box der Kontrollpatienten fehlt aus diesem
Grund die 25er-Perzentile (vgl. Tab. 3). Bei
Patienten mit Refluxerkrankung war die CDX2-
Genexpression im Vergleich zur Kontrollgrup-
pe erhoht (NERD: 2,8-fach, p=0,03; ERD: 5,2-

(CDX2IB-ACTIN a.u.)
3

CDX2-Genexpression

-
o
&

fach, p=0,007; Mann-Whitney-U-Test). Kontroll I NERD ERD
ontrolle

Fiir die Analyse der MUC2-Transkriptgehalte aller Patientengruppen an allen drei Lokali-
sationen mittels Kruskal-Wallis-Test galt mit p=0,47 keine Signifikanz (Daten nicht ge-
zeigt), was sich mit dem Ergebnis der qualitativen Analyse deckt (vgl. Tab. 2). Deshalb
folgten fiir dieses Gen keine Paarvergleiche. Da das Transkript von /AP in der Schleimhaut
von distalem Osophagus und Cardia nur in wenigen Proben nachgewiesen werden konnte,
war hier eine quantitative Auswertung nicht sinnvoll. Im Antrum unterschieden sich die

IAP-Transkriptmengen zwischen den Gruppen (Kontrolle, NERD, ERD) nicht signifikant
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voneinander (p=0,53; Kruskal-Wallis-Test, Daten nicht gezeigt), was ebenfalls im Ein-

klang mit dem Ergebnis der quantitativen Analyse steht.

In der quantitativen Analyse der Transkriptgehalte konnte mit Ausnahme von CDX2
(Antrum) keine Assoziation der untersuchten Gene mit dem Auftreten einer GERD gezeigt

werden.

3.1.4 Einfluss von H. pylori auf die Genexpression

Qualitative Analyse

Um den Einfluss einer Infektion mit H. pylori auf die Genexpressionsraten von CDX2,
MUC?2 und IAP zu analysieren, wurden die jeweiligen Proben aus der gastralen Mukosa
(Cardia, Antrum) H. pylori-negativer mit denen H. pylori-positiver Patienten verglichen.
Die Ergebnisse wurden zunéchst qualitativ unter Verwendung von Kontingenztafeln aus-
gewertet. Waren alle erwarteten Héufigkeiten einer Vierfeldertafel >5, so erfolgte die
statistische Analyse mit dem Chi*-Test, bei einer geringeren Anzahl wurde der Exakte Test
auf Unabhéngigkeit nach Fisher angewendet. Zunichst blieben die Lokalisation der Biop-
sie (Cardia, Antrum) und die Patientengruppe (Kontrolle, NERD, ERD) unberiicksichtigt.
Das Vorliegen einer H. pylori-Infektion hatte bei keinem der untersuchten Gene einen

signifikanten Einfluss auf dessen Expression (Tab. 4).

Tab. 4. Genexpressionsraten von CDX2, MUC2 und /AP in der gastralen Mukosa (Cardia und
Antrum) von Patienten ohne bzw. mit H. pylori-Infektion

Das Vorliegen einer Infektion mit H. pylori hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Expressionsraten der
untersuchten Gene. Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit dem Chi*-Test.

n CDX2 MuUcC2 AP
H. pylori neg. 137 66 % 28 % 18 %
H. pylori pos. 47 72 % 36 % 17 %
p-Wert 0,40 0,32 0,94

Die Anzahl der Proben war zu gering, um in einer Subanalyse den Einfluss einer H. pylori-
Infektion separat fiir die Lokalisationen Cardia und Antrum und gleichzeitig fiir die Grup-
pen Kontrolle, NERD und ERD durchfiihren zu kénnen. Deshalb erfolgte eine schrittweise

Auswertung dieser Kriterien, bei der zunéchst ausschlieBlich die Lokalisation, und spater
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ausschlieBlich das Vorliegen einer GERD (NERD, ERD) beriicksichtigt wurden. Fiir die
Lokalisationen Cardia und Antrum zeigt Tab. 5 die Raten der Genexpression von CDX2,
MUC?2 und I4AP in Abhingigkeit vom Vorliegen einer H. pylori-Infektion. Letztere beein-
flusste die Expression der drei Gene an keiner der Lokalisationen mit statistischer Signifi-
kanz, jedoch zeigte sich fiir CDX2 im Antrum und fiir MUC?2 an der Cardia eine Tendenz

zu erhohten Expressionsraten bei Patienten mit H. pylori-Infektion.

Tab. 5. Raten der Genexpression von CDX2, MUC2 und IAP an den Lokalisationen Cardia und
Antrum in Abhangigkeit vom Vorliegen einer H. pylori-Infektion

H. pylori-negative Patienten unterschieden sich beziiglich der Genexpressionsraten von CDX2, MUC2 und
IAP nicht signifikant von den Patienten mit H. pylori-Infektion. Die statistische Analyse wurde fiir Kontin-
genztafeln, bei denen alle erwarteten Hiufigkeiten >5 waren, mit dem Chi*-Test durchgefiihrt. War diese
Voraussetzung nicht erfiillt, kam der Exakte Test nach Fisher zur Anwendung, wobei die so berechneten p-
Werte mit * markiert sind.

n CDX2 MUC2 4P

Cardia H. pylori neg. 65 52 % 22 % 11 %
H. pylori pos. 25 56 % 40 % 12 %
p-Wert 0,75 0,08 1,00 *

Antrum H. pylori neg. 72 78 % 35% 24 %
H. pylori pos. 22 91 % 32% 23 %

p-Wert 0,23 * 0,80 0,93

Fiir die einzelnen Patientengruppen (Kontrolle, NERD, ERD) sind die prozentualen Antei-
le der fiir CDX2, MUC?2 bzw. IAP positiv getesteten Proben bei H. pylori-negativen und
H. pylori-positiven Patienten in Tab. 6 dokumentiert. Auffallend waren tendenziell erh6hte
Expressionsraten der Gene CDX2 und MUC? in der Kontrollgruppe bei H. pylori-positiven
im Vergleich zu H. pylori-negativen Patienten, jedoch erreichte keine dieser Beobachtun-

gen das Signifikanzniveau.
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Tab. 6. Anteile von Patienten mit nachgewiesener Genexpression von CDX2, MUC2 bzw. IAP in
den drei Gruppen bei H. pylori-infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten Patienten

Die Infektion mit H. pylori beeinflusste die Expressionsraten der untersuchten Gene nicht signifikant. Die
statistische Auswertung erfolgte je nach Anzahl der erwarteten Héufigkeiten unter Verwendung des Chi’*-
Tests bzw. des Exakten Fisher-Tests, wobei die nach letzterem berechneten p-Werte mit * markiert sind.

n CDX2 MUC2 I4AP
Kontrolle H. pylori neg. 34 59 % 26 % 24 %
H. pylori pos. 12 83 % 50 % 8 %
p-Wert 0,17 * 0,17 * 0,41 *
NERD H. pylori neg. 51 63 % 31 % 22 %
H. pylori pos. 13 69 % 23 % 15 %
p-Wert 0,76 * 0,74 * 1,00 *
ERD H. pylori neg. 52 73 % 27 % 10 %
H. pylori pos. 22 68 % 36 % 23 %
p-Wert 0,67 0,42 0,15 *

Das Vorliegen einer H. pylori-Infektion hatte nach qualitativer Analyse der Daten keinen

Einfluss auf die Expression der untersuchten Gene in der gastralen Mukosa.

Quantitative Analyse

Der Einfluss einer H. pylori-Infektion auf die Genexpression von CDX2 wurde ergénzend
auch quantitativ durch einen Vergleich der Transkriptmengen zwischen H. pylori-positiven
und H. pylori-negativen Patienten mit dem Paartest nach Mann-Whitney analysiert. Die
osophagealen Proben wurden dabei nicht beriicksichtigt. Da die Genexpressionsraten von
MUC?2 und IA4P in der gastralen Mukosa niedrig waren, erschien fiir diese Gene eine quan-
titative Auswertung nicht sinnvoll.

Zunichst wurden alle Proben aus dem Magen (Cardia und Antrum) nach ihrem H. pylori-
Status sortiert. Tab. 7 und Abb. 6 zeigen die Ergebnisse, wobei sich H. pylori-positive und
H. pylori-negative Patienten beziiglich der gastralen CDX2-Genexpression nicht voneinan-
der unterschieden. Diese Beobachtung stimmt mit dem Ergebnis aus der qualitativen Ana-
lyse iiberein (vgl. Tab. 4). Die 25er-Perzentile mit dem Wert ,,0° fehlt auf der logarithmi-

schen Skala des Boxplot-Diagrammes.
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Gesamtheit der Proben aus der

gastralen Mukosa Tab. 7. CDX2-Genexpression in
der Magenschleimhaut in Abhéan-

gigkeit vom Vorliegen einer

Perzentile H. pylori neg. H. pylori pos. H. pylori-infektion

Dargestellt sind 25er-, 50er- (Median),
P95 6,3E-4 2,4E-3 75er- und 95er-Perzentile der CDX2-

P75 7.5E-5 1.0E-4 Transkriptgehalte aller gastraler
’ ’ Proben. Eine Infektion mit H. pylori
Median 2,3E-5 2,1E-5 hatte keinen signifikanten Einfluss auf
die Genexpression von CDX2 (Mann-
0 Whitney-U-Test).

P25 0

Abb. 6. CDX2-Genexpression aller
Proben der gastralen Mukosa,
sortiert nach dem H. pylori-Status
Die CDX2-Transkriptmengen aller
Proben aus der Magenschleimhaut

—‘7 sind als Boxplot-Diagramme aufge-

-
o

I
i

-
o
&
1

tragen. Negative Proben und die 25er-
Perzentile konnten nicht dargestellt
werden, da eine logarithmische Skala
gewdhlt wurde. Der Median ist fett
hervorgehoben, aulerdem sieht man
die 75er-Perzentile und den Extrem-
wert. Das Vorliegen einer H. pylori-
Infektion beeinflusste die Transkript-
gehalte von CDX2 nicht signifikant
(Mann-Whitney-U-Test).

-
o
A
ul

(CDX2IB-ACTIN a.u.)
3

CDX2-Genexpression

-
o
&

H. pylori neg. H. pylori pos.

Auch Tab. 8 und Abb. 7 gehdren thematisch zusammen. Sie zeigen den Vergleich zwi-
schen H. pylori-positiven und H. pylori-negativen Patienten separat fiir die Lokalisationen
Cardia und Antrum. An der Cardia waren die Transkriptmengen von CDX2 vom Vorliegen
einer Infektion mit H. pylori unbeeinflusst. Im Antrum fiel mit p=0,15 eine Tendenz zu
hoheren CDX2-Transkriptgehalten bei Patienten mit positivem H. pylori-Status auf, was

im Einklang mit dem Ergebnis aus der qualitativen Auswertung steht (vgl. Tab. 5).
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Tab. 8. CDX2-Genexpression an den Lokalisationen Cardia und Antrum in Abhangigkeit vom
Vorliegen einer Infektion mit H. pylori

Die Tabelle zeigt die 25er-, die 50er- (Median), die 75er und die 95er-Perzentile der CDX2-Genexpression.
An der Cardia hatte das Vorliegen einer H. pylori-Infektion keinen Einfluss auf die Genexpression von
CDX2. Fiir die Antrum-Mukosa zeigte sich eine Tendenz zu einer erhhten CDX2-Genexpression bei Patien-
ten, die mit H. pylori infiziert waren. Die Paarvergleiche mittels Mann-Whitney-U-Test ergaben bei
H. pylori-Infektion eine im Median um das 1,9-fache erhohte Genexpression von CDX2 (p=0,15; keine
Signifikanz).

Cardia Antrum

Perzentile H. pylori neg. H. pylori pos. H. pylori neg. H. pylori pos.

P95
P75
Median

P25

1,1E-4

3,7E-5

2,6E-6
0

7,5E-5

2,1E-5

3,4E-6
0

1,5E-3
1,3E-4
4,5E-5

1,0E-5

2,5E-3
3,4E-4
8,4E-5
3,0E-5

Cardia

Antrum

-
o
0

-
o
&
|
1

Ll IIIIIII

-
o
A
|
1

CDX2-Genexpression
(CDX2IB-ACTIN a.u.)
]

-
o
&

H. pylori neg. H. pylori pos. H. pylori neg. H. pylori pos.

Abb. 7. Genexpression von CDX2 in Cardia- und Antrummukosa, sortiert nach H. pylori-Status
Die CDX2-Transkriptmengen sind nach Lokalisation und H. pylori-Status sortiert als Boxplot-Diagramme
aufgetragen. Die negativen Proben sind in der Abb. nicht beriicksichtigt, da sich der Wert ,,0° auf der lo-
garithmischen Skala nicht darstellen ldsst. Bei den Proben aus der Cardia hatte die 25er-Perzentile jeweils
den Wert ,,0“, weshalb hier lediglich Median und 75er-Perzentile abgebildet sind. Der Median ist bei allen
Boxen fett markiert. Bei den Antrum-Proben konnte aufgrund eines hoheren Anteils positiv gemessener
Proben die 25er-Perzentile dargestellt werden. An der Cardia hatte das Vorhandensein einer H. pylori-
Infektion keinen Einfluss auf die Genexpression von CDX2. Im Antrum zeigte sich mit p=0,15 eine Tendenz
zu einer hoheren Genexpression bei Patienten mit positivem H. pylori-Status (Mann-Whitney-U-Test).
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Eine Infektion mit H. pylori hatte bei der separaten Betrachtung der einzelnen Patienten-

gruppen (Kontrolle, NERD, ERD) keinen Einfluss auf die Genexpression von CDX2 (Da-

ten nicht gezeigt).

Die Genexpression von CDX2 in der Magenschleimhaut blieb vom Vorliegen einer

Infektion mit H. pylori unbeeinflusst.

3.1.5 Korrelation der Genexpression von CDX2 mit den
Transkriptmengen von MUC2 und IAP

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Genexpression des Transkriptionsfak-
tors CDX2 und der Expression der intestinal-spezifischen Gene MUC?2 und /AP zu erken-
nen, wurden die jeweiligen Transkriptgehalte nach Pearson korreliert. Eingang in die
statistische Auswertung fanden ausschlieBlich Wertepaare mit nachgewiesener Expression
beider Gene.

Abb. 8 gibt einen Uberblick iiber die Beziehung der CDX2- zu den MUC2-Transkript-
mengen, wobei die positiv gemessenen Wertepaare des gesamten Studienkollektivs darge-
stellt sind. Da keine der Biopsien aus dem Osophagus fiir beide genannten Gene positiv
war, bezieht sich die Grafik ausschlieBlich auf Proben aus der gastralen Mukosa. Die

Expression der Gene CDX2 und MUC?2 korrelierte mit 1=0,10 und p=0,52 nicht signifikant

miteinander.

C —~

% :s Abb. 8. Streudiagramm der Pearson-
n© Korrelation zwischen den Transkript-
o= mengen von CDX2 und MUC2

o~ . ",

X O Dargestellt sind alle positiv gemessenen

q=> < Wertepaare aus Cardia und Antrum. Es

@ QU konnte keine signifikante positive Korrelati-
g 8 on zwischen den Transkriptgehalten der zwei
g S Gene nachgewiesen werden (1=0,10; p=0,52).
S

107 10° 10° 10* 10° 102 10

CDX2-Genexpression
(CDX2IB-ACTIN a.u.)
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Es schloss sich eine differenziertere Analyse der Korrelation von CDX2 und MUC?2 an, in

die ebenfalls ausschlieBlich Biopsien aus der Mukosa des Magens (Cardia, Antrum) einbe-

zogen wurden. Die Ergebnisse wurden nach Klinik bzw. endoskopischem Befund sortiert

(Abb. 9). In den Proben von Kontrollpatienten und Patienten mit NERD zeigte sich eine

signifikant positive Korrelation der CDX2- zur MUC2-Genexpression (Kontrolle: r=0,93;

p<0,001; NERD: r=0,72; p<0,01), bei Patienten mit ERD hingegen korrelierten die Tran-

skriptmengen nicht signifikant miteinander (r=-0,16; p=0,53).

Kontrolle

10°
r=0,93
10" p<0,001
n=10

NERD

MUC2-Genexpression (MUC2/B-ACTIN a.u.)

107 10°

10° 10

1073

1072

10"

Abb. 9. Korrelation der
Transkriptgehalte von CDX2 und
MUC2 in der gastralen Mukosa

Die Streudiagramme zeigen, sortiert nach
Patientengruppe, alle Wertepaare aus
Cardia und Antrum mit nachgewiesener
Expression beider Gene. Bei den Patien-
ten der Kontrollgruppe konnte ebenso wie
bei den Patienten mit NERD eine positive
Korrelation der Genexpression von CDX2
mit den Transkriptmengen von MUC2
nachgewiesen werden (Kontrolle: 1=0,93;
p<0,001; NERD: r=0,72; p<0,01). In den
Biopsien der Gruppe ,,ERD* zeigte sich
hingegen keine signifikante Korrelation
zwischen den genannten Genen (r=-0,16;
p=0,53).

ERD

107 10° 10° 10* 10° 1072

CDX2-Genexpression (CDX2/B-ACTIN a.u.)
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In Abb. 10 wurden die Transkriptgehalte von CDX2 und IAP gegeneinander aufgetragen,
wobei die fiir beide Gene positiv gemessenen Proben des gesamten Studienkollektivs
berticksichtigt wurden. Die Genexpression von CDX2 war mit r=0,45 und p<0,05 signifi-

kant positiv zu den Transkriptmengen von /4P korreliert.

10°

-1
g - 10 Abb. 10. Korrelation zwischen den
I g Transkriptgehalten von CDX2 und /AP
8 = 102 Der Scatterplott zeigt alle positiv gemessenen
i~ Wertepaare aus Antrum, Cardia und Osopha-
§ &) gus. Es bestand eine signifikante positive
g :.2 10° Korrelation zwischen den Transkriptmengen
(_? T von CDX2 und I4P (1=0,45; p<0,05).
L=
= 404

10°

107 10° 10° 10* 10° 102 10"

CDX2-Genexpression
(CDX2IB-ACTIN a.u.)

Fiir CDX2 und /4P konnten die hochsten Genexpressionsraten jeweils im Antrum nachge-
wiesen werden (siehe Tab. 2). Deshalb wurde eine Subanalyse der Biopsien aus dem An-
trum durchgefiihrt, in der die Transkriptgehalte von CDX2 und /4P korreliert wurden. Die
Ergebnisse wurden nach Patientengruppe sortiert und sind in Abb. 11 dokumentiert. In den
Proben der Kontrollgruppe zeigte sich mit r=0,99 und p<0,001 eine statistisch signifikante
und sehr hohe positive Korrelation zwischen CDX2 und IAP. Bei Patienten mit NERD
konnte ebenso wie bei Patienten mit ERD keine signifikante Korrelation der Expression

der genannten Gene nachgewiesen werden (NERD: r=0,74; p=0,06; ERD: r=0,51; p=0,24).

36



Kontrolle

0
10 Abb. 11. Pearson-Korrelation der
r=0.99 Genexpression von CDX2 und /AP im
10" p<0,,001 . Antrum
n=6 Die Analyse umfasst alle Wertepaare aus

dem Antrum mit nachgewiesener Genexpres-
sion, wobei diese nach Klinik bzw. endosko-
pischem Befund sortiert wurden. In den
Biopsien der Kontrollgruppe bestand eine
positive Korrelation der Transkriptgehalte
von CDX2 und I4P (r=0,99; p<0,001). Bei
den Patienten mit Refluxerkrankung korre-
lierte die Expression der zwei Gene nicht
signifikant miteinander (NERD: r=0,74;
p=0,06; ERD: r=0,51; p=0,24).

NERD ERD

IAP-Genexpression (IAPIB-ACTIN a.u.)

r=0,51
10" p=0,24
0 n=7 .
102 :
107 .
10
107
107 10° 10° 10* 10° 102 10" 107 10° 10° 10* 10° 102 10"

CDX2-Genexpression (CDX2/B-ACTIN a.u.)

Die Expression des intestinal-spezifischen Gens MUC2 im Magen korreliert bei Reflux-
negativen Patienten und bei Patienten mit NERD positiv mit der Genexpression des
Transkriptionsfaktors CDX2.

Die Transkriptmengen der Gene /AP und CDX2 korrelieren positiv miteinander, wenn
alle Patienten gemeinsam betrachtet werden. In der Subanalyse zeigen diese Gene eine

positive Korrelation im Antrum der Patienten der Kontrollgruppe.
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3.1.6 Immunhistochemischer Nachweis von CDX2

Um die funktionelle Relevanz der Ergebnisse auf der Transkriptionsebene zu iiberpriifen,
schlossen sich Untersuchungen zum Nachweis des CDX2-Proteins an. Hierfiir wurden
immunhistochemische Férbungen durchgefiihrt, die es ermdglichten, die Verteilung von
CDX2 im Gewebe zu visualisieren. Die Menge des von den Patienten des Studienkollek-
tivs gewonnenen Gewebematerials reichte fiir eine statistische Analyse der Ergebnisse
nicht aus. Die Immunfarbungen beschrinkten sich deshalb auf ausgewihlte Gewebeproben
der Lokalisationen Antrum und Cardia und wurden ausschlieBlich in deskriptiver Form
ausgewertet.

CDX2 konnte in Zylinderepithel- und in Becherzellen nachgewiesen werden, wobei die
Immunreaktion in den Zellkernen intensiv, im Zytoplasma hingegen gering ausgepragt
war. Abb. 12 dokumentiert die Anférbung des Transkriptionsfaktors in der gastralen Mu-
kosa von drei ausgewihlten Patienten. In entziindlich verdnderter, nicht metaplastischer
Kardiaschleimhaut zeigten einzelne verstreute Zellen und Zellgruppen eine positive Firbe-
reaktion (Abb. 12A). Im Antrum eines H. pylori-positiven Patienten konnte CDX2 in
vereinzelten Driisen nachgewiesen werden (Abb. 12B). In einem Schnitt aus der Kardia-
mukosa eines Patienten mit NERD zeigte eine einzelne metaplastische Driise eine positive

Immunreaktion fiir CDX2 (Abb. 12C).
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Abb. 12. Anfarbung des CDX2-Proteins in der gastralen Mukosa mittels Imnmunhistochemie
Darstellung des CDX2-Proteins in drei ausgewéhlten Proben in jeweils 100- und 400-facher optischer Ver-
groferung. Die fiir das CDX2-Protein positive Immunreaktion zeigt sich in einer pinkroten Farbung, die
Zellkerne sind durch die Gegenféarbung mit Hamatoxylin blau gefarbt. (A) Einzelne Zellen in entziindlich
verdnderter Kardiaschleimhaut eines H. pylori-negativen Patienten ohne GERD. (B) Vereinzelte Driisen in
entziindeter Antrummukosa eines H. pylori-positiven Patienten. (C) Einzelne metaplastische Driise an der
Cardia eines Patienten mit NERD.
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3.2 Expressionsanalyse von CDX2 in epithelialen Zellkulturen

Als Ergénzung zu den aus den klinischen Proben gewonnenen Daten wurde die Genex-
pression von CDX2 in einem in vitro-Modell untersucht. Der Einfluss von Gallensduren
und saurem pH auf die Transkriptmengen von CDX2 wurde in zwei Zelllinien humaner
osophagealer Plattenepithelkarzinome (KYSE-150, KYSE-450) analysiert. Um gastro-
bzw. duodenogastrodsophagealen Reflux zu imitieren, wurden die Zellen mit 3 verschie-
denen Gallensduren und bei unterschiedlichen pH-Werten im sauren Bereich fiir 6 h bzw.
fiir 24 h inkubiert. Die Genexpression von CDX2 wurde mittels qPCR gemessen. Die
Details der Kultivierungsbedingungen sind in Kapitel 2.2 beschrieben.

In den beiden Tumorzelllinien konnte basal kaum CDX2-mRNA nachgewiesen werden,
lediglich 17 % der KYSE-150-Proben und 14 % der KYSE-450-Proben waren positiv flir
CDX2. Die Menge des CDX2-Transkripts dnderte sich weder durch die Stimulation mit
Gallensduren, noch durch die Inkubation bei saurem pH, noch durch die Kombination aus
beidem wesentlich. In Abb. 13 sind ausgewdhlte Ergebnisse der qPCR-Analyse dargestellt.
Die Simulation von Refluxepisoden fiihrte in diesem in vitro-Modell unter Verwendung
von Osophagealen Plattenepithelkarzinom-Zelllinien nicht zu einer Induktion des Tran-

skriptionsfaktors CDX2.

KYSE-150 KYSE-450

Standard Ko.y -
oo [ L
-

Abb. 13. Elektrophoresebanden der qPCR-Amplifikationsprodukte von B-ACTIN und CDX2
Dargestellt ist die amplifizierte cDNA von S-ACTIN (400 bp) und CDX2 (376 bp) aus Zellen der Linien
KYSE-150 und KYSE-450, die fiir die Dauer von 24 h mit saurem pH oder mit der Kombination aus saurem
pH und Dehydrocholsdure (DHCA) bzw. Cholsdure (CA) behandelt wurden.
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Um die Reaktionsfihigkeit der Zellen gegeniiber sauren pH-Werten und Gallensduren zu
priifen, wurden diese auch auf die Expression anderer Gene hin untersucht. Diese Untersu-
chungen wurden durch andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Wex durchgefiihrt und sepa-
rat analysiert [50]. PAR-2 (proteinase-activated receptor 2) ist ein Rezeptor, der von der
Serinprotease Trypsin aktiviert wird. Ihm werden eine schleimhautprotektive Rolle und die
Beteiligung an Entziindungsprozessen zugeschrieben. Die Inkubation von KYSE-150-
Zellen bei pH 5,0 fiihrte zu 15,1-fach hoheren PAR-2-Transkriptgehalten, als die Kultivie-
rung der Zellen bei pH 7,0 (p=0,001). Die gleichzeitige Stimulation der Zellen mit saurem
pH und DHA fiihrte bei pH 5,0 ebenfalls zu einer Induktion des Rezeptors, wobei diese mit
3,4-fach erhohten Transkriptmengen (p=0,03) geringer ausgeprigt war, als bei der alleini-
gen Inkubation mit saurem pH. Abb. 14 dokumentiert die Ergebnisse der gPCR-Analyse.
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Abb. 14. Effekt von DHCA und saurem pH auf die Genexpression von PAR-2 in 6sophagealen
Zellen

Humane 6sophageale Plattenepithelkarzinom-Zellen der Linie KYSE-150 wurden bei pH-Werten von 7,0 bis
5,0 alleine und unter Zugabe von 50 uM DHCA fiir 24 h kultiviert. Die PAR-2-Transkriptmengen sind als
Boxplot-Diagramm aufgetragen. Jede Box umfasst 50 % der Daten, und es sind jeweils der Median, die 25-
er-, die 75er-Perzentile und die beiden Extremwerte dargestellt. Da der Wert ,,0“ auf der logarithmischen
Skala nicht angezeigt werden kann, sind einige Boxen unvollstdndig. Der iibergeordnete Kruskal-Wallis-Test
war mit p=0,01 signifikant. Die anschlieBenden Paarvergleiche mittels Mann-Whitney-U-Test zeigten, dass
die Genexpression von PAR-2 in den mit pH 5,0 stimulierten Zellen 15,1-fach héher war als in den bei
pH 7,0 kultivierten Zellen (p=0,001). Eine Koinkubation der Zellen mit saurem pH und DHCA erhdhte die
PAR-2-Transkriptgehalte im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit saurem pH nicht. Bei pH 5,0 und
gleichzeitiger Stimulation mit DHCA war der Effekt auf die Induktion von PAR-2 geringer ausgeprégt, als
bei der alleinigen Inkubation bei saurem pH (3,4-fache versus 15,1-fache Erhdhung der Transkriptmengen).
DHCA, Dehydrocholséure.

Die Abb. und die Daten wurden im Rahmen eines parallel verlaufenden Projektes der Arbeitsgruppe Wex
erstellt [50].

42



4 Diskussion

Der Transkriptionsfaktor CDX2 spielt als Regulator zahlreicher darmspezifischer Gene
sowohl wéhrend der Embryonalperiode als auch im reifen Darm eine wichtige Rolle bei
der Differenzierung und beim Erhalt intestinaler Epithelzellen [1, 2]. Die genaue Funktion
und Bedeutung des Transkriptionsfaktors waren in den letzten Jahren Gegenstand inten-
siver Forschung. Ziel der Promotionsarbeit war die Charakterisierung der Genexpression

von CDX2 im Kontext der Refluxerkrankung.

4.1 Genexpression von CDX2 in klinischen Proben
4.1.1 Studiendesign

Ein herausragendes Merkmal unserer Studie ist, dass wir den Patienten mit Reflux-
erkrankung ein Kontrollkollektiv gegeniiberstellen konnten und so Informationen iiber die
basale CDX2-Expression bei Reflux-negativen Individuen erhielten. Die Referenzgruppe
wurde aus Patienten gebildet, die aufgrund dyspeptischer Beschwerden eine OGD erhiel-
ten, aber klinisch wie endoskopisch keine Merkmale einer GERD aufwiesen. Es handelt
sich somit nicht um gesunde, beschwerdefreie Probanden. Mogliche mit der Dyspepsie der
Patienten zusammenhédngende Einfliisse auf die Genexpression von CDX2 konnen nicht
ausgeschlossen werden.

Da die Analyse der CDX2-Expression bei NERD und ERD im Zentrum dieser Arbeit steht,
wurden Patienten mit makroskopisch sichtbarem Zylinderepithel im distalen Osophagus
von vornherein aus der Studie ausgeschlossen. SchlieBlich wurde aber bei einzelnen Pati-
enten aus den Gruppen NERD und ERD im Nachhinein noch histologisch die Diagnose
eines Barrett-Osophagus gestellt. Diese Patienten verblieben in der Studie, so dass sich
schlieBlich in den Gruppen NERD und ERD auch vereinzelt Patienten mit Barrett-
Osophagus befinden. Aufgrund der geringen Anzahl (weniger als 5 % der Patienten) gehen

wir von keinem studienrelevanten Einfluss aus.

4.1.2 Kontrollgruppe

In der vorliegenden Studie untersuchten wir in 6sophagealen und gastralen Schleimhaut-
biopsien von Patienten mit und ohne Refluxerkrankung die Expression des CDX2-Gens auf

der mRNA-Ebene. Die Daten der Reflux-negativen Patienten gaben Informationen tiber
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die normalen Gewebeexpressionsmuster von CDX2. Das CDX2-Transkript konnte bei
Patienten ohne Refluxerkrankung nachgewiesen werden, wobei die Expressionsraten im
Magen mit 61 % an der Cardia und 70 % im Antrum deutlich hoher lagen als im distalen
Osophagus (4 %).

Zu Beginn der experimentellen Arbeiten lag uns keine reprisentative klinische Studie tiber
die Expression von CDX2 in gesunder Osophagusschleimhaut vor. Eda et al. untersuchten
an einer Gruppe von 5 Patienten die Genexpression von CDX2 in endoskopisch und histo-
logisch unverinderter Schleimhaut des distalen Osophagus auf mRNA- und Proteinebene,
wobei der Transkriptionsfaktor nicht nachgewiesen werden konnte. Unbeachtet blieb
jedoch, ob die Patienten Symptome einer Refluxerkrankung aufwiesen [74].

Zu den CDX2-Expressionsmustern im Magen lagen hingegen mehrere Studien vor. Mizo-
shita et al. konnten mittels qPCR in Magenschleimhaut, die frei von intestinaler Metaplasie
war, keine CDX2-mRNA nachweisen [100]. Untersuchungen an Rattenembryos haben ge-
zeigt, dass diese wihrend der gesamten Embryonalperiode im Magen kein Cdx2 exprimie-
ren [55]. Demgegentiber stehen die Ergebnisse einer grolen klinischen Studie aus unserer
Klinik von Bornschein et al., die mittels gPCR das CDX2-Transkript bei Reflux-negativen
Patienten in 96 % der Proben (Antrum 95,5 %, Cardia 86,4 %) und somit haufiger als wir
nachwiesen. Moglicherweise liegt dies daran, dass ein sehr sensitives qPCR-Protokoll
verwendet wurde, so dass auch geringe Transkriptmengen nachgewiesen werden konnten.
AuBerdem ist erwédhnenswert, dass keine Intron-iiberspannenden Primer zum Einsatz

kamen [101].

4.1.3 Einfluss der GERD

Bei der Analyse unserer Genexpressionsdaten in Abhéngigkeit vom Vorliegen einer Re-
fluxerkrankung (NERD, ERD) ergédnzten sich eine qualitative und eine quantitative Aus-
wertungsmethode. In der qualitativen Analyse zeigte sich die Genexpression von CDX2
vom Vorliegen einer Refluxerkrankung unbeeinflusst, wobei eine Tendenz zu einem héu-
figeren Nachweis von CDX2 im Antrum von Patienten mit GERD verglichen mit der
Kontrollgruppe erwdhnenswert ist. Anhand der quantitativen Analyse wiesen wir im An-
trum, nicht jedoch an der Cardia von Patienten mit Refluxerkrankung ein im Vergleich zur
Kontrollgruppe erhdhtes Genexpressionsniveau von CDX2 nach.

Erstmalig wiesen Eda et al. in der 6sophagealen Mukosa von Patienten mit ERD CDX2-

mRNA nach. Immunhistochemisch zeigte die entziindliche Osophagusschleimhaut eine
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feine granulédre zytoplasmatische Anfarbung von Plattenepithel und submukosalen Driisen,
die im Gegensatz zum kréftigen nukledren Férbemuster der Barrett-Schleimhaut
stand [74]. Wir hatten daher in unserer Studie einen Einfluss der Refluxkrankheit auf die
CDX2-Genexpression vor allem im distalen Osophagus erwartet. Uberraschenderweise
konnten wir das CDX2-Transkript hier bei lediglich 10 % der ERD-Patienten nachweisen,
wohingegen der Arbeitsgruppe von Eda der Nachweis in zwei Drittel der Fille gelungen
war. Eine mogliche Erkldrung hierfiir wére, dass in der Studie von Eda ef al. die Schleim-
hautproben gezielt aus Erosionen entnommen wurden, wohingegen in unserer Arbeit im
Falle von Erosionen 2 cm proximal der Lision bioptiert wurde. Auch Vallbohmer et al.
konnten mittels qPCR im dsophagealen Plattenepithel von Patienten mit Symptomen einer
GERD CDX2-mRNA nachweisen, wobei das Expressionsniveau des Transkriptionsfaktors
hier verglichen mit der Barrett-Mukosa 400 Mal niedriger war [102]. In einem Rattenmo-
dell untersuchten Ingravallo et al. die Barrett-Karzinogenese. Der experimentelle Reflux
nach Osophagojejunostomie fiihrte im distalen Osophagus in der den Reflux-Ulcera be-
nachbarten Proliferationszone zur de novo-Expression von CDX2 auf der Proteinebene.

Im Widerspruch dazu stehen die Ergebnisse einer Genexpressionsstudie von Moons et al.,
die das CDX2-Protein im 6sophagealen Plattenepithel von Patienten mit Refluxerkrankung
nicht nachweisen konnten. In derselben Studie wurden auch Biopsien von Patienten mit
Barrett-Osophagus aus dem Plattenepithel 5 cm oberhalb der Barrett-Schleimhaut unter-
sucht, wobei hier in einem Drittel der Fille niedrige CDX2-mRNA-Level dokumentiert
wurden [85]. Bei der Interpretation dieser Ergebnisse ist zu beachten, dass jeweils eine
andere Nachweismethode zum Einsatz kam. Die Unterschiede in der Genexpression wiren
auch durch eine hohere Sensitivitit der qPCR im Vergleich zur immunhistochemischen
Farbung erkldrbar. Van Baal ef al. konnten in einer grolen immunhistochemischen Studie
im osophagealen Plattenepithel von Patienten mit Barrett-Osophagus CDX2 nicht nach-
weisen [103].

Unerwartet hoch war bei unseren Patienten die CDX2-Expression in der Magen-
schleimhaut, wobei im Antrum der GERD-Patienten (NERD 83 %, ERD 86 %) die hochs-
ten Genexpressionsraten nachgewiesen wurden. Das Antrum ist die Préadilektionsstelle
einer durch duodenogastralen Reflux hervorgerufenen Typ-C-Gastritis. Moglicherweise
wird die Expression des Transkriptionsfaktors hier durch den wiederkehrenden Kontakt
der Magenschleimhaut mit duodenogastralem Refluat induziert. Interessant ist der Ver-
gleich zur Studie von Bornschein ef al. iiber die CDX2-Expression bei Patienten mit

H. pylori-Infektion und GERD [101]. In der qPCR-Analyse konnte der Transkriptionsfak-
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tor in 94,2 % aller Antrum- und 84,1 % aller Cardia-Proben, und somit deutlich haufiger
als erwartet nachgewiesen werden. Die Autoren gehen daher davon aus, dass CDX2 auch
in der gesunden Magenmukosa in geringen Mengen exprimiert wird. Im Einklang mit
unseren Ergebnissen zeigte sich bei Patienten mit Refluxerkrankung im Antrum eine Ten-
denz zu erhohten CDX2-Transkriptmengen. Das gleichzeitige Vorliegen einer Reflux-
erkrankung und einer H. pylori-Infektion fiihrte an der Cardia und im Antrum zu einer
Hochregulierung der CDX2-Genexpression. Erwdhnenswert ist, dass in dieser Studie durch
ein entsprechendes qPCR-Protokoll eine hohe Sensitivitdt erzielt wurde, so dass auch der
Nachweis geringer Transkriptmengen moglich war. Wie schon oben diskutiert, kamen in
der Studie [101] keine Intron-iiberspannenden Primer zum Einsatz. Dennoch ist von einer
hohen Spezifitit auszugehen, da die Ausgangsproben stichprobenartig auf DNA-
Verunreinigungen untersucht wurden, und die qPCR-Reaktion durch die gelelektrophoreti-
sche Auftrennung der PCR-Produkte kontrolliert wurde. Die verhdltnismaBig hohe Anzahl
an CDX2-positiven Proben in der Studie von Bornschein ef al. liele sich auch durch die
hohe Rate einer nachgewiesenen intestinalen Metaplasie an der Cardia erkldren. Hier war
der Anteil an Proben mit intestinaler Metaplasie mit 27,1 % deutlich hoher als in unserem
Patientenkollektiv (4 %), wobei die Griinde hierfiir unklar bleiben. Im Antrum hingegen
waren die Raten an intestinaler Metaplasie zwischen beiden Studien vergleichbar hoch

(11,5 % versus 13 %).

4.1.4 Einfluss von H. pylori

Die chronische Infektion mit H. pylori gilt als Risikofaktor fiir die Entwicklung einer
intestinalen Metaplasie im Magen und geht mit einem erhohten Krebsrisiko einher [104].
Wider Erwarten hatte bei unseren Patienten das Vorliegen einer H. pylori-Infektion keinen
Einfluss auf die Genexpression von CDX2 in der gastralen Mukosa. Auch andere Studien
berichten diesbeziiglich iiber einen fehlenden Zusammenhang [105], in der Mehrzahl der
Arbeiten wurde jedoch eine Assoziation zwischen einem positiven H. pylori-Status und
einer erhohten CDX2-Expression im Magen beschrieben. Anhand einer immunhisto-
chemischen Studie legten Vauhkonen et al. dar, dass die CDX2-Expression im Antrum
beim Vorliegen einer H. pylori-Gastritis signifikant hochreguliert ist [83]. Peleteiro et al.
wiesen den Transkriptionsfaktor hdufiger in der gastralen Mukosa H. pylori-infizierter
Patienten nach und zeigten auBBerdem, dass eine Infektion mit einem hochvirulenten Bakte-

rienstamm mit einem haufigeren CDX2-Nachweis verbunden ist [106]. In der schon mehr-
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fach zitierten Studie aus unserer Klinik von Bornschein ef al. wurden die Auswirkungen
sowohl der GERD als auch der H. pylori-Infektion auf die CDX2-Expression im Magen
untersucht. Erst beim gemeinsamen Vorliegen beider Erkrankungen konnte in Cardia und
Antrum eine im Vergleich zur Kontrollgruppe signifikant erhohte CDX2-Expression nach-
gewiesen werden. Die Autoren postulierten daher ein additives Zusammenwirken beider
Faktoren.

Es sei darauf hingewiesen, dass die Untersuchung des Einflusses der H. pylori-Infektion
auf die Genexpression von CDX2 in der gastralen Mukosa nicht im Zentrum dieser Arbeit
stand, und das Studiendesign daher nicht explizit auf diese Fragestellung hin konzipiert
war. Im Einklang mit den Ergebnissen von Vauhkonen ef al. fiel in unserer Studie im
Antrum eine Tendenz zu héheren CDX2-Transkriptgehalten bei Patienten mit positivem
H. pylori-Status auf [106]. AuBerdem konnte in der Kontrollgruppe ein Trend zu erhdhten
CDX2-Expressionsraten bei H. pylori-positiven im Vergleich zu H. pylori-negativen Pati-
enten beobachtet werden. Diese Beobachtungen erreichten jedoch nicht das Signifi-

kanzniveau.

4.1.5 Korrelation mit der Genexpression intestinaler

Differenzierungsmarker

Vergleichend zu CDX2 untersuchten wir die Genexpression der intestinalen Differenzie-
rungsmarker MUC2 und IAP. Da MUC2 durch CDX2 reguliert wird [68], hitten wir durch
alle Patientengruppen hindurch eine positive Korrelation der beiden Gene erwartet.
SchlieBlich konnten wir fiir MUC2 im Magen von Reflux-negativen Patienten und Patien-
ten mit NERD, nicht aber in der Gruppe mit ERD eine positive Korrelation zur Genexpres-
sion des Transkriptionsfaktors nachweisen. Moglicherweise liegt dies daran, dass fiir die
quantitativ durchgefiihrte Korrelationsanalyse ausschlieBlich Proben mit nachgewiesener
Expression jeweils beider Gene (MUC2 und CDX2 bzw. IAP und CDX?2) beriicksichtigt
werden konnten. So fand insgesamt nur ein kleiner Teil aller Proben Eingang in die Aus-
wertung, was die statistische Analyse erschwerte. Die Expression von /4P korrelierte
positiv mit der Genexpression von CDX2.

Wir konnten nachweisen, dass in der gastralen Mukosa von Patienten mit GERD eine
Assoziation zwischen der CDX2-Genexpression und intestinalen Differenzierungsmarkern
existiert. Dies deutet auf eine funktionelle Relevanz der nachgewiesenen CDX2-mRNA hin

und stiitzt die Ergebnisse der mRNA-Untersuchungen.
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4.1.6 Immunhistochemischer Nachweis von CDX2

Um die Ergebnisse der qPCR zu untermauern, fithrten wir immunhistochemische Untersu-
chungen zum Nachweis des CDX2-Proteins durch. Da hierfiir nur von einem Teil der
Patienten des Studienkollektivs Material aus Cardia und Antrum zur Verfiigung stand, war
eine statistische Analyse nicht sinnvoll. Die Auswertung erfolgte rein deskriptiv, so dass
die Ergebnisse exemplarischen Charakter haben.

Wir wiesen das CDX2-Protein in Epithelzellen von Cardia und Antrum nach. Hervor-
zuheben ist, dass sich bei Patienten mit GERD oder H. pylori-Infektion auch in entziindlich
verdnderter, nicht metaplastischer Mukosa eine positive Immunreaktion zeigte. Diese war
in einzeln verstreuten Zellen, Zellgruppen oder auch kompletten Driisenanschnitten zu
beobachten, wobei sich teilweise nur das Zytoplasma, manchmal auch die Zellkerne an-
farbten. In Schleimhautarealen mit intestinaler Metaplasie hingegen wiesen die Zellkerne
eine intensive Immunreaktion auf. Durch Satoh et al. wurde bei Patienten mit chronischer
Gastritis ein vergleichbares CDX2-Verteilungsmuster mit einer zarten granuldren zyto-
plasmatischen Farbung im Magenepithel vorbeschrieben [107], das von derselben Arbeits-
gruppe spédter auch in entziindeter 6sophagealer Mukosa nachgewiesen wurde [74]. Die
Autoren vermuteten, dass sich im Rahmen der Transdifferenzierung zu intestinaler Me-
taplasie bzw. Barrett-Schleimhaut die Lokalisation des CDX2-Proteins vom Zytoplasma in
den Zellkern verschiebt. Vauhkonen ef al. beschrieben bei 57 % ihrer magengesunden
Probanden eine leichte CDX2-Immunfirbung in den Kernen einzelner nicht-
metaplastischer Zellen im Antrum, die sie als ,,positive staining of single cells* (PSSC)
bezeichneten. Dieses Farbemuster zeigte sich in derselben Studie bei allen Patienten mit
H. pylori-Infektion [83]. Auch Bornschein et al. konnten das CDX2-Protein immunhisto-
chemisch in entziindlich verédnderten Magenschleimhautarealen ohne Metaplasie nachwei-
sen [101]. Chen et al. untersuchten die Genexpression von Transkriptionsfaktoren und
Differenzierungsmarkern in Arealen mehrschichtigen Epithels im Osophagus von Patien-
ten mit nachgewiesener Barrett-Metaplasie. Dieses stellt vermutlich einen Zwischenschritt
in der Entwicklung des Plattenepithels hin zu Zylinderepithel und Barrett-Schleimhaut dar
und ist ein histologischer Marker der GERD [108]. In mehrschichtigem Epithel konnte in
einigen Fillen CDX2 im Zytoplasma bei jeweils fehlender nukledrer Expression nachge-
wiesen werden [109].

Durch die immunhistochemischen Untersuchungen mit dem Nachweis des CDX2-Proteins
in entziindlich verdnderter Magenschleimhaut ohne Metaplasie konnten wir die auf der

mRNA-Ebene gewonnen Genexpressionsdaten bestitigen. Die CDX2-Expression beginnt
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im Stadium der Osophagitis bzw. chronischen Gastritis und scheint ein frithes Ereignis in
der Entwicklung von Barrett-Mukosa und intestinaler Metaplasie darzustellen, dem eine
Schliisselrolle zukommt. Die funktionelle Bedeutung der Lokalisation von CDX2 im Zyto-
plasma ist noch unvollstindig verstanden. Moglicherweise geht sie der Lokalisation im
Nukleus voraus, wobei sich im Verlauf der Transdifferenzierung die Lokalisation des

CDX2-Proteins vom Zytoplasma in den Zellkern verschiebt.

4.2 Genexpression von CDX2 in epithelialen Zellkulturen

In unserem in vitro-Modell fiihrte die Stimulation 6sophagealer Plattenepithelkarzinom-
zellen der Linien KYSE-150 und KYSE-450 mit Gallenséduren, saurem pH oder der Kom-
bination beider Faktoren nicht zu einer Induktion der Genexpression von CDX2. Durch
andere Mitarbeiter der Arbeitsgruppe Wex wurde in dem gleichen Zellkulturmodell die
Genexpression von PAR-2 untersucht [50], wobei anhand dieser Experimente die grund-
satzliche Reaktionsfdhigkeit der Zellen gegeniiber sauren pH-Werten und Gallensduren

bestétigt wurde.

4.2.1 Auswahl der Zelllinien

Um die Entwicklung des Barrett-Osophagus zu untersuchen, stehen grundsitzlich immor-
talisierte normale Gsophageale Plattenepithelzellen, Plattenepithelkarzinom-, Barrettepi-
thel- und Adenokarzinom-Zelllinien zur Verfligung. Am haufigsten sind Experimente mit
Zelllinien vorbeschrieben, die von Patienten mit Barrett-Schleimhaut oder 6sophagealem
Adenokarzinom gewonnen wurden [110]. Die Auswahl der verwendeten Zellen beeinflusst
das Ergebnis eines Experiments entscheidend. Ziel unserer Studie war es, Veranderungen
der Genexpression von CDX2 im Rahmen der Refluxerkrankung zu erfassen, die den
Beginn des Prozesses der Metaplasie vom dsophagealen Plattenepithel zur Barrett-Mukosa
markieren. Unter dieser Fragestellung schienen uns dsophageale Plattenepithel-Zelllinien
fiir den Einsatz im in vitro-Modell am geeignetsten.

CDX2 wird in den meisten humanen Adenokarzinom-Zelllinien, kaum aber in Platten-
epithel-Zelllinien exprimiert [82]. Die Induktion bzw. Hochregulierung von CDX2 durch
Gallensduren und sauren pH gelingt in Barrett- oder Adenokarzinomzellen leichter als in
Plattenepithelzellen [97]. Einige Arbeitsgruppen konnten den Transkriptionsfaktor aber

auch in Plattenepithelzellen induzieren. Bisher wurde dies in einer Langzeitkultur normaler
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Osophagealer Keratinozyten der Maus [94] und in primér kultivierten 6sophagealen Kera-
tinozyten der Ratte [95] demonstriert. Hu et al. analysierten auflerdem die CDX2-
Expression vor und nach Inkubation mit Gallensduren vergleichend in immortalisierten
normalen Plattenepithelzellen (Het-1A), Adenokarzinomzellen (SEG-1) und Platten-
epithelkarzinomzellen (HKESC-1 und HKESC-2) des Osophagus. In allen vier Zelllinien
konnte der Transkriptionsfaktor dosis- und zeitabhidngig induziert werden, wobei die ma-
ximale Induktion in den Adenokarzinom-Zellen beobachtet wurde [97].

Die Griinde dafiir, dass sich in unserem in vitro-System CDX2 nicht induzieren lieB3, sind
wahrscheinlich vielschichtig. Neben der Auswahl der Zelllinien miissen bei der Interpre-
tation der Ergebnisse auch die allgemeinen Einschrinkungen von Kulturmodellen mit
Tumorzelllinien berticksichtigt werden. Zum einen fehlt im in vitro-Modell der Kontakt zu
Stroma- und Entziindungszellen. Andererseits tragen die Tumorzellen zufdllige Muta-
tionen, um unauthorlich wachsen zu konnen. Durch die verdnderte genetische Regulation
weisen sie im Vergleich zu den in vivo-Zellen ein anderes Verhalten auf.

Unser in vitro-System beruht auf der geldufigsten Theorie der Entstehung der Barrett-
Mukosa, die besagt, dass sich differenziertes 6sophageales Plattenepithel nach wiederhol-
tem Kontakt mit Magensdure und Gallenséduren in Zylinderepithel umwandelt [111, 112].
Es ist aber zu beachten, dass die Ursprungszelle des Barrett-Epithels zum jetzigen Zeit-
punkt nicht bekannt ist. Zunehmend findet die Hypothese Zuspruch, dass sich die Barrett-
Schleimhaut aus Stammzellen entwickelt, die ihr Differenzierungsverhalten hin zu einem
intestinalen Phédnotyp verdndern. Es wird intensiv diskutiert, in welchem Gewebe diese
Stammzellen lokalisiert sein konnten. Manche Autoren gehen von der Basalzone des 6so-
phagealen Plattenepithels [113] oder dem Zylinderepithel submukosaler Osophagealer
Driisen [114, 115] aus. Daneben gibt es Hinweise darauf, dass Barrett-Epithel aus an der
Plattenepithel-Zylinderepithel-Grenze verbliebenen embryonalen Zellen entstehen konn-
te [116]. Auch zylindrische Vorlduferzellen der Cardia werden als Barrett-Vorlduferzellen
diskutiert [117]. Die Frage nach der Ursprungszelle der Barrett-Mukosa ist entscheidend.
Moglicherweise gelang in unserem Modell die Induktion von CDX2 in den 6sophagealen
Plattenepithelkarzinomzellen nicht, weil sich entscheidende friihe Ereignisse in der Ent-
stehung des Barrett-Osophagus in anderen Zellen abspielen.

Einen interessanten Aspekt erforschten Hu ef al. aufbauend auf der Beobachtung, dass nur
ein Teil der Patienten mit GERD eine Barrett-Metaplasie entwickelt. Sie untersuchten den
Einfluss von saurem Milieu und Gallensduren auf 6sophageale Plattenepithelzelllinien, die

von GERD-Patienten mit und ohne Barrett-Osophagus abstammten. CDX2 lie sich in den
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Plattenepithelzellen der Patienten mit Barrett-Metaplasie induzieren, nicht aber in den
Zellen von GERD-Patienten ohne Barrett-Osophagus. Die Autoren postulierten, dass der
Entwicklung des Barrett-Epithels angeborene oder erworbene Unterschiede in den durch
Reflux aktivierten Signalwegen zugrunde liegen [118]. Moglicherweise waren die Patien-
ten, denen die von uns verwendeten Zelllinien KYSE-150 und KYSE-450 entstammen,
nicht zur Entwicklung einer Barrett-Metaplasie pradisponiert, mit der Folge, dass sich

CDX?2 durch Saure und Gallensduren nicht induzieren lief3.

4.2.2 Inkubationsbedingungen

Duodenogastroosophageale Refluxepisoden gehen mehrheitlich mit neutralen bis sauren
pH-Werten im Osophagus einher [89]. Da sich die toxischen Effekte der Gallensiuren in
Abhiangigkeit vom vorliegenden pH-Wert und dem damit einhergehenden Grad der Ionisa-
tion verdndern [119], untersuchten wir im in vitro-Modell die Effekte der Gallensduren bei
neutralen bis sauren pH-Werten.

Zum FEinsatz kamen die primére Gallensidure Cholsdure (CA) und die sekundiren Gallen-
sduren Desoxycholsidure (DCA) und Dehydrocholsdure (DHCA) in jeweils unkonjugierter
Form. Cholséure und Desoxycholsdure machen bei Patienten mit GERD den grofiten Teil
der Gallensduren im Refluat aus [120]. Kazumori ef al. testeten elf verschiedene Gallen-
sduren (darunter auch DCA), wobei nur CA und DHCA in den Kolonepithel-Zelllinien
Caco-2 und HT-29 zu einem dosisabhidngigen Anstieg der Promoteraktivitdt und CDX2-
Proteinproduktion fiihrten. Auch in kultivierten dsophagealen Keratinozyten der Ratte
konnte nach Stimulation mit CA und DHCA ein Anstieg der CDX2-Proteinproduktion
nachgewiesen werden [95]. Mit der Gallensdure DCA gelang Debruyne et al. die Hochre-
gulierung von CDX2 in der humanen 6sophagealen Adenokarzinom-Zelllinie OE19 [96].
Pardon ef al. untersuchten in einem in vivo-Modell den Effekt einer sauren Losung alleine
und in Kombination mit DCA auf das 6sophageale Epithel von Kaninchen. Der Osophagus
der narkotisierten Tiere wurde 30 Minuten lang mit den entsprechenden Losungen durch-
stromt, wobei nur durch die auch DCA enthaltenden Losungen Apoptose induziert und die
epitheliale Integritit lang anhaltend beeintriachtigt wurde [121]. Ein hoher Anteil sekundé-
rer Gallensduren wurde im Zusammenhang mit starken Schleimhautschiden beobach-
tet [89], wobei die Lipophilie der Gallensduren als wichtige Determinante fiir deren Toxi-
zitdt gilt. Unkonjugierte sekundére Gallensduren sind lipophiler und kdnnen leichter Zell-

membranschidden verursachen [122].
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Wir verwendeten die Gallensduren in einer Stoffmengenkonzentration von 50 pmol/l.
Hierbei orientierten wir uns zum einen an Daten aus Messungen der Gallensdurekonzentra-
tion im aspirierten Refluat von Patienten mit GERD [89]. AuBBerdem verwendeten andere
Arbeitsgruppen vergleichbare Konzentrationen in Versuchen mit anderen Zelltypen [95,
96]. In den Plattenepithelkarzinom-Zelllinien KYSE-150 und KYSE-450 konnten wir mit
dieser Gallensdurekonzentration in Kombination mit neutralem und saurem pH CDX2
nicht induzieren. Andere Arbeiten, die nach Abschluss unserer Experimente verdffentlicht
wurden, lassen darauf schlieBen, dass bei der Verwendung von Plattenepithelzellen hohere
Konzentrationen erforderlich sind, um den Transkriptionsfaktor zu induzieren. So be-
obachteten Hu ef al. in immortalisierten normalen Plattenepithelzellen (Het-1A) und Plat-
tenepithelkarzinomzellen (HKESC-1 und HKESC-2) erst bei einer Stoffmengenkonzentra-
tion von 1000 umol/l eine Induktion von CDX2 [97, 123]. Der Arbeitsgruppe um Vaninetti
gelang unter Verwendung von Het-1A-Zellen mit 500 umol/l CA bzw. 1000 pmol/l DCA
die Induktion von CDX2 [124].

4.3 Ausblick

Unsere Untersuchungen an klinischen Proben geben Aufschluss iiber die Genexpression
von CDX2 bei Patienten mit und ohne Refluxerkrankung. Wir konnten zeigen, dass CDX2
auch in entziindlich verdnderter Schleimhaut ohne Metaplasie exprimiert wird. Weitere
Studien sind erforderlich, um herauszufinden, ob anhand der CDX2-Expression bei Patien-
ten mit Osophagitis die Entwicklung einer Barrett-Metaplasie prognostiziert werden kann.
Es wire denkbar, dass der Transkriptionsfaktor in Zukunft einen Stellenwert als Biomarker
erlangt, mit dem besonders gefdhrdete Patienten identifiziert und dann entsprechenden
endoskopischen Kontrollen zugefiihrt werden konnen. Neuere, auf der Microarray-
Technologie basierende, Studien fokussierten bisher auf die Unterschiede in den Genex-
pressionsmustern zwischen gesunder und Barrett-Schleimhaut mit einem besonderen Au-
genmerk auf der Analyse von Signalwegen [125]. Es wird von groflem Interesse sein,
solche Untersuchungen in Zukunft auch an Patienten mit NERD oder ERD ohne Barrett-
Osophagus durchzufiihren.

Der Entwicklung von in vitro-Modellen, in denen die Effekte von gastrodsophagealem und
DGOR simuliert werden konnen, kommt ein hoher Stellenwert zu. Um die an der Entste-

hung des Barrett-Osophagus beteiligten molekularen Mechanismen zu erforschen, sollten
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bevorzugt 0sophageale Plattenepithelzellen verwendet werden. Auflerdem sind Studien
erforderlich, die die Identifikation der Ursprungszelle des Barrett-Epithels zum Ziel haben.
Die entscheidende Rolle von CDX2 in der Entwicklung und Aufrechterhaltung der intesti-
nalen Metaplasie ist gut erforscht. In der Zukunft wird das Hauptaugenmerk darauf liegen,
die dem Transkriptionsfaktor vorgeschalteten molekularen Signalwege zu charakteri-
sieren. Ein tieferes Verstdndnis der Rolle der chronischen Entziindung in der Entwicklung

des Barrett-Osophagus birgt das Potential fiir neue Therapieansitze.
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5 Zusammenfassung

Der epitheliale Transkriptionsfaktor CDX2 gilt als Schliisselregulator der Darment-
wicklung. Im reifen Darm steuert er die Differenzierung des Epithels und die Aufrecht-
erhaltung des intestinalen Phédnotyps. Die Induktion der CDX2-Expression spielt bei der
Entstehung der intestinalen Metaplasie in Osophagus und Magen eine kausale Rolle. Ziel
der vorliegenden Arbeit war die Charakterisierung der Genexpression von CDX2 im Kon-
text der GERD ohne Barrett-Metaplasie.

Eingeschlossen wurden 95 Patienten mit NERD oder ERD, denen ein Kontrollkollektiv
von 27 aus anderen Griinden gastroskopierten Patienten gegeniibergestellt wurde. Die
Expression des Transkriptionsfaktors und der durch ihn kontrollierten bzw. mit intestinaler
Metaplasie assoziierten Gene MUC2 und IAP wurde in Mukosaproben aus distalem Oso-
phagus und Magen mit der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (qPCR)
analysiert. Ausgewihlte Ergebnisse wurden mittels Immunhistochemie auf der Protein-
ebene bestitigt. In den humanen 6sophagealen Plattenepithelkarzinomzelllinien KYSE-150
und KYSE-450 wurde die CDX2-Expression nach deren Stimulation mit saurem pH
und/oder den Gallensduren Dehydrocholsdure (DHCA), Cholsdure (CA) oder Deoxy-
cholséure (DCA) untersucht.

CDX2 wird in der gastroosophagealen Mukosa von Patienten mit und ohne Reflux-
erkrankung exprimiert, wenn auch in deutlich geringerem Mafe als im Darm. Der Tran-
skriptionsfaktor wird hdufiger in der gastralen als in der dsophagealen Schleimhaut expri-
miert, wobei die hochsten Genexpressionsraten jeweils im Antrum nachgewiesen wurden.
Bei Patienten mit NERD und ERD war im Antrum ein im Vergleich zur Kontrollgruppe
erhohtes Genexpressionsniveau von CDX2 nachweisbar, wohingegen die Genexpression in
Osophagus und Cardia vom Vorliegen einer GERD unbeeinflusst blicb. Die CDX2-
Expression ist mit der Expression der intestinalen Differenzierungsmarker MUC2 und IAP
assoziiert. Das CDX2-Protein konnte in entziindlich verdnderter Magenschleimhaut ohne
Metaplasie nachgewiesen werden. Im in vitro-Modell gelang es nicht, den Transkriptions-
faktor durch Simulation von Refluxepisoden in Osophagealen Plattenepithelkarzinom-
Zelllinien zu induzieren.

Die CDX2-Expression spielt in der Entwicklung von Barrett-Mukosa und intestinaler
Metaplasie im Magen eine Schliisselrolle und beginnt im Stadium der Osophagitis bzw.
chronischen Gastritis. Die erhohte Expression des Transkriptionsfaktors im Antrum von

Patienten mit GERD konnte auf duodenogastralen Reflux zuriickzufiihren sein.
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Anlage

Primares CDX2-Transkript

Dargestellt ist die Basenfolge des primdren CDX2-Transkripts (heterogene nukledre RNA).

Die Exone 1 bis 3 sind grau unterlegt. Die spezifischen Primersequenzen sind unterstrichen

und fett hervorgehoben (Quelle: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank, NCBI Reference
Sequence: NC _000013.11).
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301
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541
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661
721
781
841
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961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
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2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301

ctccaaccat
gaaggccgcece
gcctagtggg
cagagggagg
ctggggcgca
ggcagcctcc
ccatgtacgt
actctggcgg
acggcggtta
ccececggggcec
acgcgcccgg
ccececggecge
atcaccaccc
tcaaccccgg
gccagcggceg
aaggtaagca
ggctgctgcg
gcgccaggag
ctgacctact
tttccaagag
gcgtgagcac
tcecttgegtg
ctaggccatt
ctgggggggt
ttcaaggtac
gccccagctg
gtcatttcaa
agagagcagg
gtcatttctc
aactgaaaaa
tctggtgtte
gtgcccettt
tgatgcccca
tacaactgta
actgtgcaca
gatcagcctc
ttctecctage
ctggggcgeg
gagcggcecge
gcggggtcag
cggcgcecggg
ggctcctctg
cttgctttga
gtggtgactt
agccccgcte
cgaagagcgc
agcacccgag
ggctgaggga
tccggtgceca
tctgtaaaaa
tccgagcegtce
ggtcggggcec
ggcggggagyg
atgtggttgt
ttgtttgcgg
atcttcccag

tggtgtctgt
ggcctgggge
aaggaggtgg
gaccgcctcg
gccacccgcece
agcgtcggtc
gagctacctc
cctcaacctg
ccacgtggcg
atcctggccg
aggcgcecgeg
agccatgggce
gcaccacccg
ccctecectggg
gaacctgtgc
gaggctgcgce
cgtcgcgegt
gggcacggcec
gagcctggga
ctcctcattc
tgctggacgce
gctcctggece
tatctccget
cggaggatgg
agcgagcagg
ctaaggcgac
gcaaaagctg
gagacgggga
ccaaagcttc
gatcctaggt
gagtgtgcct
taaagtcttt
attgggcagg
taaatcaaag
tgctagggag
gggtgagcct
aggggctccc
gttggcgggg
ggggtgaggg
cagatgagag
tgccecttgtg
cggagcgtca
tatacacctt
tcgcagtcaa
ctaggttccce
tcagggtctg
caagggtcgc
actgccctge
accccgectg
ggggcgagta
caccgcggag
gcagccccat
gggatgaaag
tattaaggca
ctgtgttggce
gacgcttttg

gtcattacta
tccgcacgcece
gaggaaagaa
gaggcagaag
gctcctcgag
cccaggcagce
ctggacaagg
gcgccgcaga
gccgcagctg
gcagcgtatg
gccgccgcca
tacagcagcc
gccgccgcgce
cccgccgceca
gagtggatgc
cccttcggag
ccagtgcgca
cggagacaaa
gtgaatattc
gcaaccccgg
cggcagaatc
gccgaggaga
ctctctttece
ctaggctgtg
cagaccaggg
gggggcgcege
gaaggctagg
ggaaaccctg
ctttcaaggg
ttgccggact
agaggtggca
ccccagccct
cacgctggtt
cgcecctttgg
agtcctggtg
cagagctttg
agatcctggce
gtggcgcacg
¢cgggaaggg
gccgctgtga
atgttaatgt
tctgtcaagg
cccagccctg
taatgaattc
agggggtgtg
gtcatcgcgt
tccgagacac
gcctcagcte
atactatctg
ccaatggcag
aaagtcgcgt
tcaaatgcgc
¢cggggcecge
ttgaaagggc
ctttcagcgg
ttgtggtttg

atagagtctt
agcctgtggce
ggaagaaagg
agccgcgagg
tcccectegece
atggtgaggt
acgtgagcat
acttcgtcag
cagcggcagc
gcgccccact
acgccgtgge
ccgcagacta
cttcctgcge
ccgctgeccge
ggaagccggce
ggtgcttggg
caggggcgte
ttcgggggece
tgagtctcaa
gacaccttcg
gcgtcctecg
gagggaggct
ccatctgagc
tgtgggaccg
agagctgctg
cccgtectcetg
ggcaagaagc
gtgggaatta
tgtcagggat
gtggggctca
aggaagtgcg
cagcgcttcce
atgggcactt
gggctgtctc
ggaatgccgce
gcttggtccc
tcccaaagac
ccctaaggaa
ggcgggaggyg
agtcctgcge
ggggtggccg
tgtgggggtg
ccattgtctc
tgacaagtcc
gggcgcctcc
tgcccggcac
ttccaggcga
cggaggtgtc
cgtgacccgg
cctggagtgg
tagttccctt
ctgcagggtc
catttgctca
ttttctttga

ctcgggggag
caaagggttt

gtaaacactc
gggtcttccce
gagggaggga
agccagcgga
ccttteceett
ctgctceccgg
gtaccctagc
ccccececgecag
gaacttggac
ccgggaggac
tcacggcctce
ccatccgcac

ttctgggctg ctgcaaacgce

cgagcagctg
gcagcagtcc
aaggcgcggg
ccgggctgtce
tctggecceccegt
caccgtgttce
ggaagctccg
gcacttgctg
cgaaccttct
catctaagaa
ggtttggcca
tcgctgggaa
aacctctgac
ctaggggcag
agccgccgcet
gtctgtgagt
ttgactctgg
gtggggagag
gcttttettg
tgcagaagtt
tgggcatcgg
cgaccgggga
ttctecctaga
ccactttcta
gacctttgcg
aagccgccag
cgaggtggca
cagcccgcegg
gaggggggga
ttttagggcce
ctctcatccc
aaggcccttg
gtccgggaca
gtctccctcee
ctctgtggcet
tctgattctce
gtttgaggcg
tactttcata
gtgtttatgt
gtagtggtaa
taagatcgcc
ctccctetga
tacctgaaca

gttaatcacg
cgcctctgceca
ggaggcaggc
gcaccgcggyg
cgtgcccccce
accctcgcca
tcecgtgegece
tacccggact
agcgcgcagt
tggaatggct
aacggtggct
caccacccgce

tctcececggeg
ctcggcagcecce
tcgagccagt
tgggagctcg
cggggcttct
aggcgtcectc
gggaatgtcg
cggcatgcat
tgggctaggt
gagaagtgac
ctcgggccaa
gaaggtgcta
ctgtgaaggg
gcgtctgcegg
ccaggtaggg
gtgtgtgtgce
gtctgccecct
tcctagttga
cttcgctect
tatagccaat
tttctgcgte
gaaggccaca
ggaggcgcct
cagcccctgt
tgtcccggga
agcccaggcce
aggccgcagt
gccggagecg
cgcggectgg
cggaaagagg
tccecctecat
gggcatgggt
ctgaaggggc

cggggtgttc
ccagccaggc

catttcctca
gtcacgcgtg
gcaggcgcgg
taatgcgcecct
ttcaaacaga
ttgtcctgceca
tcaggcctgt
aagtcagcct
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3361
3421
3481
3541
3601
3661
3721
3781
3841
3901
3961
4021
4081
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4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4921
4981
5041
5101
5161
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
5941
6001
6061
6121
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6241
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6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
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6961
7021
7081
7141
7201
7261
7321
7381
7441
7501
7561

gcggggeatt

gcactgggcg
agaacagctt

ccaggctcgg
atcaatctgg
actctggccg
ccaaacctgg
ctcggccaga
ctggcgactt
cccacacccce
ctctggtagg
ttccecttggt
tctgectgtet
accaaggtta
ggggtcttgt
agagaaatgt
agttctcagce
gagtggtgta
acatcaccat
tggggaccgce
aaaatctggc
attcgtcttt
tttgtggccce
gagctgaagg
ccatgactgg
gtctcaaact
gaaccaccat
tcactcttgt
ctccecgggtt
tgccaccacg
aggctagtct
agattacagg
tacctttagt
ataagaagtg
taaagacata
gaataaagta
tatatatata
tcattttcag
ttgccatttg
cagtttcagt
gttgctttga
aattgggcct
tagaaggact
ttcctetttt
ttaaaatctg
agcagcaaca

aaacacctcc
attgaacctg
ctggccaggg
gcctgctcca
gatttaatat
gatttgcagc
tctgggcagg
gcccagctca
gtcagctcct
ctctacaaca
cctggaaatc
gtcaaatata
tctgtgtgaa
gtttagttgce
cagacttggc
ccctgggtta
cctcacttct
cacggaccac
ccggaggaaa
ctagctccct
tgcaggggcee
ggagtccttt
aggctggagt
gatcctcctg
ctaatgttta
ccaaatgctc
gcctggectg
tgtgcaggct
caagcgattc
cccggctaat
cgaactcctg
tgtgagccac
cctectttttt
tgaaaaacag
ttaaagacct
ctcagtctct
gtctagaaaa
ctctaaggtg
aagtatacca
tttcecttggt
aaagaaactc
aagaatggat
tggagttctg
ccctcacatc
gtttcagaac
gcagcagcag

aggcaactcc
ttcagctgca
ctctgccaag
acattgtgga
gttgactcaa
aggaataaat
tataaagtgt
gaattccacc
gagccccgcet
tgtgcccaca
tggatgcttc
tgccagtact
tgaggttttc
ctccactagc
aggaaccagc
gggaggtttg
ccttcctcca
cagcggctgg
gccgagctag
ccgggcgggce
atctaaatct
tttttttttt
gtagtggcac
cctcagtcac
aattttttgce
ctcctgtectt
gagtacatgc
gaagtgcaat
tcctgecttcea
tttgtatttt
gcctcaggtg
tgtgcctggce
tgatgttgtt
ccaagggtat
attctctttg
cacaaaaact
acaggccaac
aggaaaatta
cccagcactg
tctgagactt
agggagcaag
ccagggttgg
tagctggagce
ttcaccacaa
cgcagagcaa
ccaccacagc

ctcagccagg
cctcagtgcc
ccgtcaccca
ggagcgtgga
gacctacaga
ggggcctcaa
actgaggaga
actgaccaca
ggctgcacct
gccaagatgg
ggcaggcaag
aaagactgca
aaggcttggc
ctgaccaggg
ctgaatgtat
atcttggggce
gttgttggtc
agaagtgata
agaaaaagag
ctgcaactat
ggaaaattca
gaagcctgaa
aatgcgtggce
tcccagcagt
aaatccacat

tcctctgaga
tggctctgtc
gtgacccacc
ctctgctaga
cctggctcte
gaaatatact
cagaaagcct
ccaaccaggc
ctggctagag
ctgctgecctg
gtttacactg
gaacccccag
tggtgtatgc
ggcccgaaca
gtcagtgcta
tgatgaagaa
tgtgtaacat
tggtgaaggg
ataaatgagc
tttttatttt
gagagggagt
agagcaggtt
tctcectgggg
cagaaattat
ggaggctttt

agtgtcccag
cctggggttce
gggttctgca
ctcctcagga
agaggaaaaa
ctcccagatt
ccgctgggcet
cttcatcctc
ccgaggggag
ctcatggccce
cggaagccaa
gtggcctgeg
acagggtgtg
gggacttgtt
taaatgccag
g99999tgggg
ccaagccaga
aagtggggag
tttccagatt
ttaaagaaat
ggagattatc
ctgagacctt
gtgcctttgg

g99999tggg
tgcaaacagc

caggccctte
agaagaccca
ggctgagcca
cactatttgt
tccaatgagc
ggaggatcaa
ccccagcagg
tgatgggcct
ttccacttgt
atgacagctg
caggatcccg
gtatttggtt
actttcctta
ctcataccct
caaacccggg
tcattaccca
cagtgaaaac
agctggagaa
ccgccacgcect
cactgcctgg
gtggagagac
tttttttttt
aatcatagct
ctgagtagct
agagatggtc
ggactcctaa
cceccccacce
ggcgcggtet
gcctcccaaa
tagtagaaat
atccacccgce
cctggagtac
gattttttct
tagtttaatc
tttccagcac
agagggacaa
ttcacagcca
cgttttagtt
gcctcecettt
taaacttttg
gaaggaggaa
gctgttatgg
agaagatgtt
tgtgcttttce
aggagaggaa
cgcctecegece
agcccttgag
tggggccaac
gcggcagagce
gagacccctc
tgggagccag
tttacttttt
tcattccgga
ctccccaget
agagggactc
tcggaggtcce
aggcagctaa
tcttttttet
gtatgagggg
tagagagcct
agccaacctg
ggagtttgtg
gtttttaaag
tatttgaaca
tcagattctg
gaaatatctt
tggacagcct
ccctgececceccce
gcaaaatgca
ggtgagaggg
aggcagttcc

agatctttct
aaagtgggac
agacagacct
caaggccctt
atagatcact
aaaagaaaaa
aggggttttce
ggtgtgtctg
agtaaagcaa
ttttcggggt
gccacttcac
taccgaaagg
atttttaaaa
ccccccacag
ccccccaggg
tgactgatgg
caggacgaaa
ggagtttcac
ggggctctct
cagaggacca
tgaagcagga
aaacagagat
cactgcagcc
tggactacag
tcactgtctt
agtgctgaga
gccaccgtcg
cagctcactg
tagctgggac
gcggtttcte
ctcggcctcce
ttttttaaaa
gtctctctcet
cagaattcca
tgtacctaag
gacttggttc
ggaagccaca
tagccttgag
gctgtgtaga
cagtaaatac
gactcttccce
ggatgcccga
gatgatactg
tccacctttce
aatcaacaag
gccaccacag
tccggtgtcect
tgggggggtg
aattccaggc
ccctecccacc
gagtaagaca
cccatctggce
ctggcagaag
cttctecttcce
aagggaaagg
agctgggcct
gatagaaagc
cttcececttcce
gtggttattg
gtcaccagag
gacttcctgt
ttgttgttgce
ccttctggat
cagttgaatt
tatttatctt
ctctgcttge
cattttaccc
aagcctgagce
catctgaatg
cccecctecata
cttctgcagt

gtgggattgg
ggagccagag
ggtggagacg
cagtaaaaca
ggtcaggata
gtaccaaacg
tgcctgttcce
ggggatgatt
agtagtaacc
gggcttccat
cctgccccect
gtggttacat
accacttaat
gaccctctgg
tggtggagga
gctgccttge
gacaaatatc
tacagtcgcect
gagaggcagg
tgagagttag
ggatgcaagc
ggggtcttge
ctgacttcct
gctcgagcca
acccaggttg
ttaccggtgt
aaacgcagtt
caacctctgce
tacaggcatg
catgttagtc
caaagtgctg
agcctccecttce
tttgagggat
tttgggtcta
aaaataaact
atgaacattt
aaattaaatc
gggccaaagg
aagggccttg
gtagataaaa
catgaggctg
ggaaagcttc
ctgggtactg
catttctagg
aagaagttgc
cctcceccage
tccctgcaag
ctaaacccca
tgagccatga
cacagccata
agtgggattt
tttttctgecce
cattgcctgg
tagatctgca
caagcttgag
cctgcctccg
tggactgacc
cagaccagga
gactccaggc
cttctectggg
cattttcaca
tgctgtttgg
ccatgggggg
ttttctaaaa
cagattttgt
aagctgattt
cagagcatca
ccagccttgg
gccaggtgct
gcatctcacc
gactccctcc
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7621
7681
7741
7801
7861
7921
7981
8041
8101
8161
8221
8281
8341
8401

taaggacgcc
ccccctagtt
ttccgtgage
ccgcgecccce
tgatcctttt
ctttaaaatt
gggggcttag
cacggaggcg
atagaccctc
aggattggga
gaggagtgcg
cgctgggcga
cccgcaggtce
gctatgcgtt

ccacaaccca
tcccaagaca
cctttctgece
ccttccaacc
agtgacagtt
tttgatcctg
cccttegttt
ccttaagggc
tgcagcacct
aaggggctcc
gggcgtgggg

ggggtcctgg
tcccecgegece

gccgtgaaac

gctagttaaa
gcatttccat
tccactctcet
caatcacccc
tcttgttatc
gaggccgcecg
cgatcttccce
agttggggaa
ctccaattcc
ggtggccecgg
tcggggggtg
gtcaggggtc
ccggccgege
gcctgtcaat

cgtgagcatt
gaatttagtc
tctctgtcett
acaaacaaga
tggccgatcce
agctgaactt
accaacatcc
gatgagcaga
gcggccctte
cccgegggceg
ccgggcagag
ctgggtcagg
ccacaggccc
aaaccctgtt

aaattttttt
ttctgtaaat
tgcagtttcc
tttctagacc
actggggacc
tccggcagga
gagagcctaa
gccgggaaac
cgggtggcgt
cctggecteg
gaggaagccg
gccggtctga
gccccctage
tggacagtgg

taaaaaaaat
cactgggcat
ttatccccga
cagtataaaa
gggctgcagce
cccgggcgag
tcagcgcgcece
agcaagaggt
atacagctcc
aagccagagg
tgtccgggtce
gcceccggtge
cgccggggtt
a
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