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1 Einleitung

1 Einleitung
1.1 Tumoren des Osophagus

1.1.1 Epidemiologie

Bei dem Osophaguskarzinom handelt es sich um einen sehr aggressiven
Tumor mit ausgesprochen schlechter Prognose. Diese beruht nicht zuletzt auf
der meist spaten Diagnosestellung, da diese Tumorerkrankung ein langes
symptomfreies Intervall aufweist. Es liegt hdufig bereits zum Diagnosezeitpunkt
ein metastasiertes Stadium vor, das nach wie vor unheilbar ist. Jedoch kommt
es auch bei Patienten mit klinisch lokalisierter Erkrankung und trotz kurativer
Therapieansatze haufig zu Rezidiven.

Das Osophaguskarzinom gehort insgesamt betrachtet zu den selteneren
Tumorarten. Im  internationalen  Vergleich der Todesfalle durch
Krebserkrankungen steht es an sechster Stelle [1, 2]. In Deutschland erkranken
jahrlich etwa 3.900 Manner und 1.050 Frauen an malignen Tumoren des
Osophagus. Dies entspricht einem Anteil von weniger als 2% an allen
Malignomen bei Mannern und einem halben Prozent bei Frauen. Derzeit
erkranken Manner in Deutschland etwa drei Mal haufiger und im Median 4,5
Jahre friher als Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter bei Mannern liegt bei 65
Jahren, das fir Frauen bei 70 Jahren [3].

Im EU-Vergleich liegen die deutschen Erkrankungsraten im mittleren Bereich.
Die hoéchsten Raten finden sich bei Mannern in Frankreich, Ungarn und
Grol3britannien, bei Frauen in GroRbritannien, Irland und den Niederlanden. Die
niedrigsten Erkrankungsraten werden bei Mannern in Finnland, Schweden und
Griechenland, bei den Frauen in Estland, Griechenland und der Slowakei
gefunden [4]. Manner haben ein 3-4fach hdheres Risiko ein
Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu entwickeln als Frauen. Fir US-
Amerikaner afrikanischer Abstammung wurde ein mehr als 5fach héheres

Risiko fiir die Erkrankung beschrieben als fir Kaukasier [5]. Die mit 30-
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800/100.000 héchsten Inzidenzen weltweit finden sich in Regionen des
Nordiran, im Stiden Russlands und Nordchina [6]. Insgesamt betrachtet tritt die
Halfte aller 6sophagealen Plattenepithelkarzinome in China auf. In Teilen des
Landes wurden jahrliche Mortalitatsraten von 151/100.000 bei Mannern und
115/100.000 bei Frauen verzeichnet [7].

Betrachtet man das Vorkommen der beiden wesentlichen Tumorentitaten,
lassen sich ebenfalls geographische Unterschiede feststellen: In den
Vereinigten Staaten liegt die Inzidenz des Osophaguskarzinoms bei 6/100.000.
Wahrend dort in den siebziger Jahren noch 75% der Tumoren des Osophagus
den Plattenepithelkarzinomen zugerechnet wurden, hat die exponentielle
Zunahme der Adenokarzinome diese zu den heute haufigsten Karzinomen der
Speiserdhre in den Vereinigten Staaten werden lassen [8, 1, 9]. In Deutschland
hingegen ist zwar ebenfalls eine Zunahme der Karzinomfélle der Speiserthre
zu verzeichnen, jedoch verhalt sich der Anteil der Plattenepithelkarzinome mit
80% weitgehend konstant [10].

Benigne Tumoren der Speiseréhre sind eine Seltenheit. Sie machen lediglich
3% aller Neubildungen des Organs aus und es handelt sich in den meisten

Féllen um Leiomyome, seltener um Fibrome oder Lipome.

1.1.2 Atiologie und Pathogenese

Bei Uber 90% der Malignome des Osophagus handelt es sich um
Plattenepithelkarzinome oder Adenokarzinome. Neben den typischen
O6sophagealen Plattenepithelkarzinomen gibt es noch seltenere Varianten, wie
die Spindelzellkarzinome, verukkése und basaloide Plattenepithelkarzinome.

Eine in der Gesamtheit der Osophagustumoren untergeordnete Rolle spielen
Melanome, Leiomyosarkome wie die GIST-Tumoren, Carcinoide und
Lymphome, die anteilig 5% ausmachen [11]. Die Pathogenese von Malignomen
der Speiserdhre ist als multifaktoriell zu betrachten und es gibt eine Vielzahl von

Noxen, die mit lhrer Entstehung assoziiert sind.
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Plattenepithelkarzinome machen in Deutschland etwa 80% aller Tumoren der
Speiserdhre aus und kénnen entlang der gesamten Schleimhaut des Organs
auftreten. Meist findet man diese Entitat allerdings im oberen und mittleren
Osophagusdrittel, wobei die physiologischen Engen des Muskelschlauches
Pradilektionsstellen darstellen [12]. Im Bereich von Strikturen, wie sie etwa nach
Veratzungen entstehen, treten Plattenepithelkarzinome ebenso gehauft auf wie
bei Erkrankungen, die die Passage des Nahrungsbreies verzdgern, beispielhaft
bei der Achalasie [13, 14]. Divertikel der Speiseréhre pradisponieren ebenfalls
fur die Entstehung eines Plattenepithelkarzinoms. Als Vorlauferldsion zeigen
sich hier die flache (low-grade) und die ,high-grade” intraepitheliale Neoplasie,
die bereits endoskopisch diagnostizierbar ist. Diese stellt den wichtigsten
Risikofaktor flr das dsophageale Plattenepithelkarzinom dar [15].

In den westlichen Landern stellen chronischer Alkohol- und Nikotinabusus die
wichtigsten  Risikofaktoren fir die Entstehung des &sophagealen
Plattenepithelkarzinoms dar [14, 16]. Daten aus Tierversuchen geben Hinweis
darauf, dass Substanzen aus Zigarettenrauch und der gastroésophageale
Reflux einen oxidativen Schaden am Epithel verursachen, der im Wesentlichen
zu chronischer Inflammation und Osophagitis fiihrt und somit die
Zellneubildungsrate steigert [17]. Dies wiederum erhéht die Wahrscheinlichkeit
einer malignen Entartung der Epithel- und der Driisenzellen. Alkohol flhrt
hierbei vermutlich zu einer Hyperregeneration des Epithels, wobei die beim
Rauchen entstehenden Karzinogene, wie die Nitrosamine, mit dem Speichel auf
das hyperregeneratorische Epithel einwirken. Die beiden Noxen potenzieren
sich also gegenseitig.

Im Fernen Osten gehdren hingegen heilde Getrédnke und Speisen sowie mit der
Nahrung aufgenommene Pilztoxine zu den wichtigeren kanzerogenen Noxen
[17]. Weitere Ursachen fir eine chronische Schleimhautirritation der
Speiserdhre stellen die Achalasie und 6sophageale Divertikel dar, da hier durch
Nahrungsretention und deren bakterielle Zersetzung die Epithelzellen chemisch

gereizt werden [18]. Analog zur Entwicklung intraepithelialer Neoplasien der
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Schleimhaut des Genitaltraktes, wird eine Beteiligung des humanen
Papillomavirus (HPV) und des Epstein-Barr-Virus (EBV) bei der Entstehung des
Osophaguskarzinoms diskutiert [19, 20]. Die bislang einzige genetische
Erkrankung, die nachgewiesenermallen mit einem erhdhten Risiko fur ein
Plattenepithelkarzinom des Osophagus einhergent, ist das
Nichtepidermolytische palmoplantare Keratoderm, auch Tylosis genannt.
Charakterisiert durch eine druckunabhéngige Verdickung der Hand- und
Fuldflachen sowie einer Verdickung der Mundschleimhaut, geht es zuséatzlich
mit einem 95%igen Risiko fir ein Plattenepithelkarzinom des Osophagus im
durchschnittlichen Alter von 70 Jahren einher [21]. Zuletzt bleibt als
pathogenetisch relevant ein geringer sozio6konomischer Status mit
Mangelzustanden an Vitamin A, Folsaure und Spurenelementen zu nennen
sowie das Plummer-Vinson-Syndrom, welches unter anderem durch
Eisenmangelandmie und Dysphagie charakterisiert ist. Durch verbesserte
Erndhrungszustdnde ist dieses Krankheitsbild selten geworden. Die
Radiotherapie des Mediastinums, wie sie zum Beispiel bei der Therapie des
Mammakarzinoms und von Lymphomen angewandt wird, besitzt sowohl
Relevanz fur die Entstehung des Plattenepithelkarzinoms als auch fur das
Adenokarzinom. Adenokarzinome machen etwa 20% der Tumoren des
Osophagus aus. Sie sind vor allem im unteren Drittel der Speiserdhre und in
der Region des dsophagogastralen Uberganges zu finden. Diese Tumoren
entstehen meist auf dem Boden eines Barrett-Syndroms. Adenokarzinome
weisen zurzeit die héchste Zuwachsrate aller bésartigen Tumoren auf [22].

Fur die 6sophagealen Adenokarzinome gilt eine véllig andere Pathogenese als
fur die Plattenepithelkarzinome. Hier spielt vor allem der gastro6sophageale
Reflux (GERD) von Gallensduren eine Rolle, der das Risiko einer
Karzinomentstehung um das Achtfache steigert [23]. Ubergewicht stellt in der
westlichen Welt aufgrund des gesteigerten intraabdominellen Druckes einen
Risikofaktor fir die Refluxerkrankung dar, wobei hiervon gemal} einiger Studien

Uberwiegend Frauen betroffen sind [24]. Eine Refluxdsophagitis entsteht haufig
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auf dem Boden von Infektionen, Veratzungen oder einer Insuffizienz des
unteren Osophagussphinkters mit resultierendem Reflux. Die Relaxation dieses
Muskels, verursacht durch Medikamente wie Anticholinergika und 3-Blocker,
tragt zu bis zu 10% der so entstehenden Adenokarzinome bei [23].

Die entstandene Refluxdsophagitis kann in eine intestinale Metaplasie
Ubergehen, bei der normales Plattenepithel durch intestinales Zylinderepithel,
welches gastrale Foveolarzellen und Becherzellen aufweist, ersetzt wird. Diese
Metaplasie wird Endobrachyésophagus oder Barrett-Syndrom genannt und gilt
als Prakanzerose fur das ésophageale Adenokarzinom [23]. Von den Patienten
die ein Adenokarzinom entwickeln, weisen 77% eine Barrett-Mucosa auf [25].
Nachfolgende Mutationen kénnen nun in eine Dysplasie Ubergehen. Mit dieser
neoplastischen Transformation ist mit einer jahrlichen Rate von 0,5% zu

rechnen.

Tabelle 1-1: Ubersicht der Risikofaktoren, die mit den beiden haufigsten

Osophaguskarzinom - Typen assoziiert sind

Risikofaktor Plattenepithelkarzinom |(Adenokarzinom
Nikotinabusus +++ ++
Alkoholabusus +++ -
Barrett-Metaplasie - ++++
Wdchentlicher Reflux - +++
Ubergewicht - ++
Armut ++ -
Achalasie +++ -
Veratzung des Osophagus ++++ -
Tylosis palmaris et plantaris ++++ -
Plummer-Vinson Syndrom ++++ -
Z.n. Kopf- und Halstumoren ++++ -
Z.n. Mammakarzinom und Radiotherapie +++ +++
Haufige Zufuhr sehr heil’er Getranke + -
3-Blocker-, Anticholinergika-Einnahme - +/-
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Legende zu Tabelle 1-1:

+ Risikoanstieg um einen Faktor kleiner 2

++ Risikoanstieg um einen Faktor 2-4

+++ Risikoanstieg um einen Faktor 4-8

++++ Risikoanstieg um einen Faktor grofier 8

(Quelle: Enzinger et al. Review Article, N Engl J Med, 2003) [8]

1.1.3 Klassifikation

Die Klassifikation der Osophaguskarzinome erfolgt typischerweise nach dem
TNM-/ bzw. pTNM-System, welches seit 1950 von der Union Internationale
Contre le Cancer (UICC) weitergefiihrt wird und welches auch von dem
American Joint Commitee on Cancer (AJCC) und der International Society for
Diseases of the Esophagus (ISDE) verwendet wird. In die Beurteilung
einbezogen werden die Lokalisation des Tumors, der histomorphologische Typ
und der Differenzierungsgrad sowie die Tumorausbreitung und das
Vorhandensein von Residualtumor nach chirurgischer Therapie. Die TNM-
Klassifikation stellt die klinische Einordnung des Tumors gemaly der
diagnostizierbaren Kriterien dar (cTNM), wahrend die pTNM-Klassifikation nach
der histologischen Aufbereitung und Untersuchung des Operationspraparates
erfolgt. Aufgrund des fehlenden Serosaiiberzuges des Osophagus kommt es zu
einem frihzeitigen, infiltrativen Wachstum der Karzinome in benachbarte

Strukturen.

Tabellen 1-2: TNM - Klassifikation von Tumoren des Osophagus (UICC 2002)

und des American Joint Committee on Cancer Staging System [26]

T/pT Primé&rtumor

X Der Priméartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Es besteht kein Hinweis auf einen Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T Tumorinfiltration in Lamina propria oder Submucosa
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T2 Tumorinfiltration in Muscularis propria
T3 Tumorinfiltration in Adventitia
T4 Tumorinfiltration in Nachbarstrukturen

Durch die longitudinal verlaufenden intramuralen Lymphgefal3e kann eine

schnelle Ausdehnung des Tumors mit Lymphknotenmetastasen erfolgen.

N/pN Regionére Lymphknotenmetastasen

NX Die regiondren Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Es finden sich keine regionaren Lymphknotenmetastasen
N1 Es finden sich regiondre Lymphknotenmetastasen *

* In der neuen pTNM-Klassifikation (2002) der UICC werden die Tumoren des
zervikalen und intrathorakalen Ubergangs getrennt definiert:

Fiir Karzinome des unteren Osophagus zéhlen die perigastrischen Lymphknoten, mit
Ausnahme der zbliakalen Lymphknoten, noch zu den regiondren Lymphknoten.
Dahingegen zéhlen fiir Karzinome des oberen Osophagus die zervikalen Lymphknoten
zu den regionéren Lymphknoten.

Fernmetastasen finden sich bei proximalen Tumoren vor allem in der Lunge, bei
distalen Tumoren vor allem in der Leber. Skelettmetastasen treten erst in
fortgeschrittenen Stadien auf. Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren kommt es

haufig zu einer Peritonealkarzinose.

M/pM Fernmetastasen

MX Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
MO Es finden sich keine Fernmetastasen

M1 Es liegen Fernmetastasen vor

Tumoren des unteren thorakalen Osophagus

M1a Metastasen in zéliakalen Lymphknoten

M1b Andere Fernmetastasen

Tumoren des mittleren thorakalen Osophagus

M1a Nicht anwendbar

M1b Befall nicht-regionaler Lymphknoten oder andere Fernmetastasen
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M1a

Metastasen in zervikalen Lymphknoten

M1b

Andere Fernmetastasen

Das Ausmald der Entdifferenzierung der Tumorzellen

reicht von hoch

differenzierten Tumoren mit Verhornung und niedrigem Proliferationsindex (G1)

bis hin zu gering differenzierten Tumoren mit ausgepragter Kernpolymorphie
und hoher Mitoseaktivitat (G3) [11].

G Grading

G1 Gut differenziert

G2 MaRiggradig differenziert
G3 Schlecht differenziert

Die vom AJCC etablierte klinische Stadieneinteilung fasst die TNM-

Klassifikation zusammen und lasst die Prognose eines Patienten abschéatzen.

Stadium TNM-Klassifikation
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium | T NO MO
Stadium I1A T2 NO MO
T3 NO MO
Stadium 1B T1 N1 MO
T2 N1 MO
Stadium I T3 N1 MO
T4 jedes N MO
Stadium IV jedes T jedes N M1
Stadium IVA jedes T jedes N M1a
Stadium IVB jedes T jedes N M1b

Bei Tumoren die ein lokal fortgeschrittenes Wachstum aufweisen werden drei

Grundtypen unterschieden: Polypéses, ulzeréses und infiltratives Karzinom. Die

Japanese Society for Esophageal Diseases unterteilt Tumoren deren

Wachstum auf die Mukosa oder Submukosa beschrénkt bleibt analog zum
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Magenfriihkarzinom in flache, exophytisch oder exkaviert wachsende
Karzinome. Diese Unterscheidung besitzt Relevanz in der Therapieplanung, da
eine endoskopische Mukosaresektion exophytisch und exkaviert wachsender

Karzinome zumeist nicht in Betracht kommt [27].

1.1.4 Diagnostik und Therapie

Leitsymptome des Osophaguskarzinoms sind Dysphagie und Odynophagie. Die
damit verbundene Gewichtsabnahme zeigt eine unginstige Prognose an,
besonders wenn der Gewichtsverlust mehr als 10% des Kérpergewichts
ausmacht [28]. Weitere Charakteristika der Erkrankung kénnen Anamie,
rezidivierende Aspiration von Speisen, sowie Pleuraerguss, Aszites und das
Horner-Syndrom sein, die je nach Lokalisation des Tumors ein fortgeschrittenes
Tumorstadium anzeigen [14].

Die Diagnostik beinhaltet eine strukturierte Staginguntersuchung, zu der neben
einer eingehenden koérperlichen Untersuchung, Rdéntgenibersichtsaufnahmen
in zwei Ebenen, Kontrastmittelbreischluck, Endoskopie, Endosonographie,
Computertomographie von Thorax und Abdomen und die Skelettszintigraphie,
sowie Laboruntersuchungen gehéren. Bei unklaren bildgebenden Befunden in
Kombination mit verdachtigen Symptomen werden zytologische Abstriche und
Biopsien der Osophagusschleimhaut entnommen [29]. Sobald der Tumor
lokalisiert und histopathologisch klassifiziert wurde, erfolgt die exakte
Bestimmung der lokalen Ausdehnung. Dafir empfiehlt sich die
transésophageale Endosonographie, mit der mit einer Sicherheit von 89%
regiondre Lymphknotenmetastasen erfasst werden kénnen [30]. Zur
Identifikation von Lymphknoten- und Fernmetastasen ist nach wie vor die
Computertomographie von Thorax und Abdomen Methode der Wahl. Die
Positronenemissionstomographie (PET) befindet sich noch in klinischer
Erprobung, wurde aber schon fir das Staging von potenziell operablen
Osophaguskarzinomen verwendet, sowie fir die Verlaufskontrolle nach

Chemotherapie und Induktions-Radiotherapie [31]. Fir Tumoren des unteren
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Osophagusdrittels gilt es besonders zdliakale, aortale und retroperitoneale
Lymphknotenmetastasen auszuschliessen, sowie moégliche Lebermetastasen.
Bei Tumoren des oberen und mittleren Osophagus sollte zusatzlich eine
Bronchoskopie erfolgen, um eine tracheale Beteiligung auszuschliel3en. Die
Laparoskopie und Mediastinoskopie stellen weitere Methoden dar um kleinere,
mittels CT nicht detektierbare Lymphknotenmetastasen aufzuspiren [32]. Bei
Patienten mit Plattenepithelkarzinomen empfiehlt sich weiterhin eine HNO-
arztliche Untersuchung zum Ausschluss von Zweittumoren kranial der
Speiserdhre durchzufihren. Als Verlaufsparameter kénnen die Tumormarker
SCC, CA 19-9 (Adenokarzinom) und Zytokeratine (CYFRA 21-1, TPA, TPS)
herangezogen werden. Insgesamt spielen diese Marker in der Diagnostik und
im Management der Erkrankung eine untergeordnete Rolle [33].

In Zusammenschau mit Begleiterkrankungen des Patienten muss nun Uber
einen priméar kurativen oder priméar palliativen Therapieansatz entschieden
werden. Eine primér kurative Therapie wird bei lokal begrenzten Tumoren
angestrebt, ohne das Vorliegen von Fernmetastasen. Diese Zielsetzung kommt
lediglich in ca. 1/3 der Falle in Frage. Hierbei wird versucht eine chirurgische
RO-Resektion zu erzielen, wobei regiondre Lymphknoten mit entfernt werden.
Bei Vorliegen einer ausgedehnten lokoregiondren Tumorausbreitung muss von
Fall zu Fall entschieden werden, ob eine R0O-Resektion mdglich erscheint. Die
Mdglichkeit zur neoadjuvanten Therapie bei organuberschreitendem Wachstum
des Primarius, mit Infiltration angrenzender Strukturen zwecks Reduktion der
TumorgréRe im Sinne eines Downstaging, stellt eine weitere Option dar. In 70-
80% der Félle eines fortgeschrittenen Plattenepithelkarzinoms kann durch den
praoperativen Einsatz einer Radiochemotherapie die Mdglichkeit zur RO-
Resektion geschaffen werden. Liegt eine Fernmetastasierung vor, ist zumeist
eine kurative Zielsetzung nicht mehr méglich [28, 34].

Die thorako-abdominale  en-bloc-Osophagektomie  stellt heute das
Resektionsverfahren der Wahl dar. Dies beruht nicht zuletzt auf longitudinal
verlaufenden Metastasierungswegen entlang der anatomischen Vorgabe der
Lymphbahnen. Neben der Resektion der Speiseréhre wird bei Tumoren

unterhalb der Trachealbifurkation der Rest-Osophagus mit dem hochgezogenen

10
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Magenschlauch anastomosiert. Liegt der Tumor oberhalb der Bifurkation der
Carina, wird in einem so genannten Dreihdhleneingriff der zervikale Osophagus
freigelegt und es wird eine zervikale Anastomose geschaffen. Beiden Varianten
schliel3t sich eine radikale abdominelle und mediastinale Dissektion der
regionaren Lymphknoten an, bei hohem Tumorsitz zusatzlich eine zervikale
Lymphadenektomie (engl. neck dissection). In jedem Fall sollte der
6sophageale Schnittrand im intraoperativen Schnellschnitt tumorfrei sein, denn
einen Konsens bezlglich eines Sicherheitsabstandes nach oral gibt es bis
heute nicht [14].

Alternative Resektionsverfahren, zum Beispiel bei Kontraindikationen zur
Thorakotomie, stellen die Transmediastinale stumpfe Osophagektomie dar,
sowie, bei extrem hoch sitzendem Karzinom mit Ubergriff auf den Larynx, die
pharyngeo-6sophageale Segmentresektion mit Laryngektomie, bleibendem
Tracheostoma und Jejunuminterponat. Diesem Verfahren geht eine
neoadjuvante Radiochemotherapie voraus. Insgesamt liegt die Funf-Jahres-
Uberlebensrate nach alleiniger chirurgischer Therapie insgesamt bei 15-20%
[8]. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung befinden sich mehr als 80% der
Patienten bereits in fortgeschritteneren Stadien der Erkrankung. Es zeigen sich
nach alleiniger chirurgischer Therapie im Stadium [IB und Il Finf-Jahres-
Uberlebensraten von 20-40% und im Stadium IV von weniger als 10% [34, 35].
Die beiden weiteren wesentlichen Therapieoptionen, Strahlentherapie und
Chemotherapie, wiesen sowohl als Monotherapien, als auch in Kombination
miteinander, keine Verbesserung gegeniber den operativen Konzepten auf
[36]. Die Chemotherapie allein zeigte zwar ein gutes Ansprechen der Tumore,
jedoch blieben die Funf-Jahres-Uberlebensraten davon unbeeinflusst [34].
Durch kombinierte adjuvante oder neoadjuvante Anwendung einer
Radiochemotherapie mit chirurgischer Intervention konnte im Vergleich zur
alleinigen Resektion bei Patienten mit lokoregionarer Erkrankung keine
eindeutige Prognoseverbesserung nachgewiesen werden [25, 35, 37]. Zu
beachten bleibt weiterhin die erhebliche Toxizitdt der Radiochemotherapien
[36]. Beziglich einer praoperativen Kombinationsbehandlung mit Cisplatin und

Fluorouracil und nachfolgender Resektion gibt es Daten, die eine Verbesserung
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der Uberlebensraten zeigen, im Gegensatz zur alleinigen Resektion [38]. Fiir
einen  bedeutsamen  prognostischen  Einfluss einer  praoperativen
Strahlentherapie gibt es in der Literatur aktuell keinen Hinweis [39].

Ist ein primé&r kurativer Therapieansatz aufgrund eines fortgeschrittenen
Erkrankungsstadiums nicht mdglich, werden multimodale Therapiekonzepte
herangezogen, wobei eine Vielzahl von Faktoren bei der Konstruktion des
Therapieregimes einbezogen werden mussen. Die Erhaltung eines
groRtmdoglichen MalRes an Lebensqualitat fir den Patienten an erster Stelle
genannt, spielen die Charakteristika des Tumors ebenso eine Rolle, wie die
Kapazitaten der jeweiligen medizinischen Einrichtung und die Kosten der
Behandlung. Das vornehmliche Ziel ist die Erhaltung oder Wiederherstellung
der 6sophagogastralen Kontinuitat. Hierfir stehen, je nach Obstruktionsgrad,
unter anderem die intraluminale Radiotherapie (Brachytherapie), 6sophageale
Dilatationsverfahren, das Einsetzten eines Stents, sowie die chirurgische
Resektion zur Verfigung. In manchen Faéllen kann eine perkutane
endoskopische Gastrostomie (PEG) die Nahrungszufuhr sicherstellen. Obwohl
die chirurgische Intervention in fortgeschrittenen Stadien der Erkrankung
kontrovers diskutiert wird, konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl von
Patienten nachhaltig von Dysphagie befreit werden konnten und wieder eine
normale Nahrungsaufnahme mdglich war [18].

Besonders das Plattenepithelkarzinom hat sich als strahlensensibel erwiesen,
mit verstarkendem Effekt durch zusatzliche Applikation von Chemotherapeutika,
die die lokale Strahlenwirkung zu verstdrken vermdgen. Obwohl hohe
Remissionsraten mittels entsprechender Strahlendosen (kumulativ 50-60Gy)
erzielt werden kénnen, ist eine Kontrolle der Erkrankung hierdurch bisher nicht
mdglich.

Insgesamt betrachtet jedoch ist das Osophaguskarzinom nur maRig sensibel
gegentber Chemotherapeutika.  Monotherapien haben  hierbei die
Uberlebenszeiten im Vergleich zu alleiniger Supportivtherapie nicht gesteigert.
Jedoch wiesen bislang Kombinationen aus Cisplatin und Fluorouracil im
fortgeschrittenen Krankheitsstadium Ansprechraten von bis zu 35% auf und bei

lokoregionar begrenzten Tumoren sogar bis zu 75% [34]. Jliingste Daten deuten
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darauf hin, dass neuere Substanzen wie Vincaalkaloide (Vinorelbin) und

Taxane auf effektivere Therapieregimes hoffen lassen [40-42].

1.1.5 Prognose

Insgesamt  betrachtet gehért das Osophaguskarzinom mit einer
durchschnittlichen Fiinf-Jahres-Uberlebensrate von unter 20-25%, zu den
Malignomen mit der schlechtesten Prognose. Dies beruht nicht zuletzt auf einer
meist spaten Diagnosestellung, da erkrankte Patienten ein langes
symptomfreies Intervall aufweisen und zum Zeitpunkt der Diagnose in mehr als
50% der Falle ein metastasiertes Stadium vorliegt [8].

Die Prognose des Osophaguskarzinoms korreliert eng mit dem Tumorstadium.
Als wesentlicher prognostischer Faktor ist neben Blutgefaflinvasion und
Lymphangiosis Carcinomatosa, das Vorliegen von Lymphknoten- oder
Fernmetastasen zu nennen, was sich in Finf-Jahresiberlebensraten von

weniger als 5% bei Patienten im Stadium IV der Erkrankung wiederspiegelt.

Tabelle 1-3: 5 - Jahresiiberlebensraten von Patienten mit Osophaguskarzinomen
nach Resektion (Stadien | bis Ill) bzw. palliativer Chemotherapie (Stadium IVB)
gemal der AJCC - Stadieneinteilung.

0 (Tis) | > 95%

| 50-80%
A | 30-40%
B 10-30%
Il 10-15%
IVA | <5%
VB | <1%

(Quelle: Enzinger et al., N Engl J Med, 2003) [8]

Die Uberlebensraten bei Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen
verhalten sich weitgehend &quivalent [1], wobei gezeigt werden konnte, dass

Patienten mit Adenokarzinomen bessere Langzeitiiberlebensraten nach

13



1 Einleitung

Resektion aufweisen, als solche mit Plattenepithelkarzinomen [43]. Dies l&sst
sich unter anderem auf das Spektrum an Begleiterkrankungen von Patienten
mit Plattenepithelkarzinomen zurtckfihren. Entsprechend der &tiologischen
Faktoren liegen hier haufiger kardiale und respiratorische Komorbiditaten vor,
wéahrend Patienten mit Adenokarzinomen oftmals Ubergewicht als Risikofaktor
fur eine Operation zeigen [44]. Des Weiteren finden sich bei 10% der Patienten
mit Plattenepithelkarzinomen Zweittumoren, oft der Atemwege und Lungen.
Dank verbesserter Operationstechniken und einem optimierteren perioperativen
Management liegt die Mortalitatsrate der Osophagektomie bei circa 3 %. Ein
entscheidender Schritt zur Prognoseverbesserung 6sophagealer Karzinome
wére eine Friherkennung. Aufgrund der verhaltnisméRigen Seltenheit dieser
Tumoren, wird ein solches Unterfangen unter 6konomischen Gesichtspunkten
voraussichtlich keine Bedeutung erlangen. Daher liegt die Perspektive in einer
Verbesserung der derzeitigen Therapieregimes und der Identifizierung neuer
therapeutischer Zielstrukturen, um die Uberlebensraten von Patienten mit

Osophaguskarzinomen in Zukunft zu steigern.
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1.2 Das epitheliale Zell-Adhdasionsmolekiil (EpCAM)

1.2.1 Nomenklatur und Struktur

EpCAM (,epithelial cell adhesion molecule®) ist ein 40 kD groles Typ 1
Transmembranglykoprotein, welches calciumunabhé&ngige, homophile Zell-Zell-
Adhasionen vermitteln kann [45]. Es wird auf dem EPCAM-Gen kodiert [46],
welches sich auf Chromosom 2p21 befindet [47]. EpCAM wurde aufgrund seiner
mehrfachen, voneinander unabhdngigen Entdeckung, unter den Synonymen
DIAR5, EGP-2, EGP314, EGP40, ESA, GA733-2, HNPCC8, KSA, M4S1,
MIC18, MK-1, TACSTD1 und KS1/4 gefthrt, wobei kiirzlich der Name EpCAM
mit einer definierten Schreibweise als allgemeingiltige Nomenklatur, etabliert
wurde. Als weiteres Synonym wurde ein Marker fir die zellulére Differenzierung
vorgestellt, mit der Bezeichnung CD326 [46]. Aufgrund von strukturellen
Unterschieden zu anderen transmembranen Adh&sionsmolekllen, wie den
Cadherinen, Integrinen, Selektinen und der Immunglobulin Superfamilie, wird
EpCAM keiner dieser Familien zugerechnet [47]. Jedoch verfigt EpCAM, wie
viele andere Transmembranproteine die in die Zelladhasion und
Signaltransduktion involviert sind, Uber eine extrazellulare Doméane mit zwei
EGFR-ahnlichen Doménen. Neben der extrazellularen Domane verfiigt EpCAM
Uber einen transmembranen Anteil, bestehend aus 23 Aminosduren und eine
kurze zytoplasmatische Domaéane, die mehrere Bindungsstellen fur a-Aktinin
beinhaltet [47, 48]. Die zytoplasmatische Domane von EpCAM kann Uber
spezifische Bindungsstellen direkt mit a-Aktinin interagieren [49]. Des Weiteren
ist die zytoplasmatische Domé&ne an der Regulierung von Cadherin-vermittelten
Adhasionen beteiligt [47].
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1.2.2 Vorkommen und mégliche physiologische Bedeutung

EpCAM wurde bereits 1979 auf der Oberflache von Karzinomzellen des
Gastrointestinaltraktes  detektiet und wurde als eines der ersten
tumorassoziierten Antigene beschrieben [50, 51].

Das Molekul wird physiologischerweise beim Menschen an der basolateralen
Zelloberflaiche der meisten Gewebe epithelialer Herkunft exprimiert.
Untersuchungen haben gezeigt, dass eine Heraufregulation von EpCAM mit
einer Herabregulierung von E-Cadherin-vermittelten Zellkontakten einhergehen
kann und es zu einer gesteigerten Proliferation von Tumorzellen kommt [52].
Sowohl E-Cadherin als auch EpCAM vermitteln Adh&sionen an
unterschiedlichen Strukturen der Zelle. Wahrend EpCAM an der Basalseite der
Zelle flexible Zellverbindungen gewahrleistet, stellt E-Cadherin stabile
Strukturkomplexe apikal her [47]. Bei hoher EpCAM-Expression kommt es durch
die Wechselwirkung von EpCAM mit a-Aktinin zur Stérung der a-Aktin-F-Actin
Wechselwirkung [53] und somit zu einer Reduktion der E-Cadherin-vermittelten
Adhasion von Zellen [54]. In Epithelzellen kénnte somit der Ersatz von E-
Cadherin-vermittelten Zellkontakten durch EpCAM zur Umwandlung von
benignen Zellen zu invasiven Karzinomzellen, mit der M®dglichkeit zur
Metastasierung beitragen [55].

Neben der Wechselwirkung mit a-Aktinin sind weitere Interaktionspartner
bekannt, wie Tetraspanin D6.1A und Claudin-7, wodurch EpCAM nicht nur die
Adhésion, sondern auch Apoptose-Resistenz und vermutlich die Metastasierung
auf unterschiedliche Weise beeinflussen koénnte [48, 56]. In jlngsten
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass EpCAM direkt onkogene
Signalfunktionen aufweist, also in der Lage ist, selbst Signale in den Zellkern zu
vermitteln und somit die Expression von Genen zu regulieren [57] [58]. Eine
zusatzliche Rolle in der Funktionsweise von EpCAM spielt wahrscheinlich der

Grad der Glykosylierung des Molekils im Tumorgewebe. Aus Untersuchungen
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an Geweben des Kopf-Hals-Bereiches ist bekannt, dass EpCAM in gesundem
Epithel hauptséchlich schwach glykosyliert, im Tumorgewebe dagegen
hyperglykosyliert vorliegt [59]. Die biologische Bedeutung dieses Ph&dnomens ist
bislang jedoch weitgehend ungeklért.

1.2.2.1 Expression von EpCAM im gesunden Gewebe

EpCAM ist ein epitheliales Protein. Sein Expressionsmuster in
ausdifferenzierten epithelialen Geweben ist jedoch unterschiedlich. In der
Magenschleimhaut findet sich eine geringe Expression des Molekdls lediglich im
Bereich der Krypten, wohingegen diese im Dinndarm starker ausgeprégt ist und
sich im Colon als die stérkste Expression von EpCAM Uberhaupt darstellt.
Deutlich EpCAM-positiv sind weiterhin die Organe des endokrinen Systems wie
Schilddrise, Nebenschilddrise und Hypophyse sowie die Brustdriise, Thymus
und die Tonsillen [60]. Endozervikales Drisenepithel des Uterus zeigt ebenfalls
eine hohe EpCAM-Expression, wohingegen das ektozervikale Plattenepithel
EpCAM-negativ ist. Auch weist normales Plattenepithelgewebe keine
Expression von EpCAM auf [47]. Interessanterweise zeigen sowohl embryonale
Stammzellen, als auch adulte Vorlauferzellen der Leber, Lunge, Haut und
Pankreas, sowie Keimzellen eine starke EpCAM-Expression [48, 61, 62].
Gewebe in denen die EpCAM-Expression voéllig fehlt sind die Milz,
Skelettmuskel, Gehirn, Gefdl3e, Bindegewebe und Lymphknoten, sowie vom

Knochenmark entstammende Zellen [47].

1.2.2.2 Expression von EpCAM in humanen Karzinomen

Die Funktion von EpCAM in der Tumorentstehung ist noch weitgehend
unverstanden. Im Gegensatz zu anderen Zelladh&sionsmolekilen die meist
ubiquitdr vorkommen, ist EpCAM in gesunden humanen Geweben im
Wesentlichen auf einfachen drisigen Epithelien zu finden. In Tumoren bzw. im

Verlauf der Karzinogenese und auch bei inflammatorischen Zustdnden kommt
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es zu einer Veranderung des ursprunglichen Expressionsmusters. Bei malignen
Tumoren findet sich h&ufig eine de novo- oder Uberexpression von EpCAM [47].
Die Veranderung des Expressionsmusters in Zusammenhang mit dem Verlauf
der Karzinogenese ist unter anderem fur Tumore des Kolons und der Zervix
beschrieben [47, 52, 63]. Bei letzteren wurde unter anderem eine de novo-
Expression von EpCAM in verschiedenen Dysplasiestadien von Plattenepithel
der Zervix (CIN) nachgewiesen, wobei das normale Zervixepithel strikt EpCAM-
negativ ist. Dabei wurde festgestellt, dass der Expressionsgrad von EpCAM
proportional zum Grad der Neoplasien von CIN | bis CIN lIll, ansteigt [52].
Sowohl in Polypen des Colon, als auch in kolorektalen Karzinomen wurde eine
vermehrte EpCAM-Expression gegeniber der bereits EpCAM-positiven
Darmschleimhaut beobachtet [64, 65].

Immunhistochemische Untersuchungen an Adenokarzionem und
dysplastischem Gewebe des Magens zeigten im Vergleich zur gesunden
Magenschleimhaut eine signifikant erhdhte Expression von EpCAM in Stadien
maligner  Transformation. Bezuglich der untersuchten gastralen
Adenokarzinome fand sich eine Korrelation mit der Lauren Klassifikation und
dem histologischen Grading, nicht jedoch mit dem Tumorstadium. Hinweise auf
einen Zusammenhang zwischen EpCAM-Expression und Metastasierung
ergaben sich in diesen Fallen nicht [66]. Jedoch zeigte sich, dass ein Verlust der
EpCAM-Expression als unabhdngiger Prognosefaktor fir eine schlechte
Uberlebensrate zu werten ist [67]. Dieses Ergebnis steht jedoch im Gegensatz
zu verschiedenen anderen Tumorentitdten, bei denen gezeigt werden konnte,
dass eine starke EpCAM-Expression mit schlechtem Uberleben einhergeht [47,
68-73].

Bisherige Untersuchungen zur EpCAM-Expression beim Osophaguskarzinom
zeigten eine diffuse Expression in der Barrett-Dysplasie und eine hohe
Expressionsrate in Adenokarzinomen [74]. Das Plattenepithelkarzinom des
Osophagus zeigt in der Mehrzahl der Félle eine EpCAM-Expression. Hier wurde

ein Zusammenhang vom Grad der Expression mit einem kirzeren rezidivfreien
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Intervall und verminderter Uberlebenszeit beobachtet. Diese Ergebnisse wiesen
EpCAM eine Rolle als unabhangiger Prognosefaktor fir das
Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu [75].

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in Geweben, die per se Uber die
Expression von EpCAM verflgen, sich oft eine Steigerung dessen Expression
im Verlauf einer neoplastischen Verénderung zeigt. Dahingegen findet sich bei
EpCAM-negativen Geweben nach der malignen Transformation haufig eine de

novo-Expression des Molekiils.

1.2.3 Das EpCAM-Protein als Zielantigen fiir einen therapeutischen Ansatz

FUr einige Tumorentitaten lasst sich ein mdéglicher Zusammenhang zwischen
EpCAM-Uberexpression und der Prognose der Erkrankung herstellen. In
Studien zu Karzinomen der Mamma, der Gallenblase und des Ovar, wurde
EpCAM als unabhangiger prognostischer Faktor flr ein kirzeres rezidivfreies
Uberleben und fiir das Gesamtiiberleben identifiziert [71, 72, 76, 77].

In den letzten Jahren kamen monoklonale Antikérper gegen EpCAM als
therapeutischer Ansatz in verschiedenen klinischen Studien zum Einsatz. Seit
1994 war Edrecolomab (Panorex®) in Deutschland fur die adjuvante Therapie
von Kolonkarzinomen Stadium Il zugelassen. In einer Studie an Patienten mit
kolorektalen Karzinomen des Stadiums Dukes C konnte eine signifikante
Reduktion der Sterblichkeit sowie der Rezidivrate nach adjuvanter Gabe von
Edrecolomab gezeigt werden [78, 79]. Dartber hinaus zeigte sich eine gute
Vertraglichkeit des therapeutischen Antikérpers. In Kombination mit anderen
Chemotherapeutika trug es nur in geringem Male zu Nebenwirkungen bei [80].
Nachfolgende Phase-llI-Studien an Patienten mit Colonkarzinomen von Grad Il
ergaben jedoch, dass der Antikérper in Addition zur herkémmlichen Therapie mit
5-FU/Folinséure keinen zuséatzlichen Uberlebensvorteil bietet und keine
besseren Ergebnisse als die Therapie mit 5-FU zeigt [81, 82]. Dies fihrte

letztlich zur Marktricknahme des Antikdrperpraparates. Die Diskrepanz
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zwischen einem hohen Mal} an antikérperabhangiger Zytotoxizitat in vitro und
den vorliegenden klinischen Ergebnissen wird kontrovers diskutiert. Als muriner
Antikérper induziert Ederecolomab eine humorale Immunantwort beim
Menschen, die zu einer kurzen Halbwertszeit im Serum fuhrt. Eine reduzierte
Kompatibilitdt mit humanen Effektorzellen wird ebenfalls diskutiert [83]. Es
wurden und werden nunmehr humanisierte Antikdrper entwickelt, die beim
Menschen aufgrund verbesserter Halbwertszeiten einen gréReren Effekt

versprechen [84].
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Malignome des Osophagus weisen eine extrem schlechte Prognose auf.
Mangels  Optionen zur gezielten  Friherkennung werden diese
Tumorerkrankungen meist erst im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert. Mit
den zur Verfigung stehenden Therapiemdglichkeiten l&sst sich aktuell keine
langerfristige Heilung der betroffenen Patienten erzielen. Die Suche nach neuen
therapeutischen Zielstrukturen fur die adjuvante Therapie ist daher dringend
notwendig.

In diesem Zusammenhang scheint das Molekil EpCAM ein interessantes Ziel
fur molekulare Therapien zu sein. In einer Pilotstudie zeigte sich bereits, dass
es beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus h&ufig zu einer Neo-Expression
des Molekils kommt und dass eine stdrkere EpCAM-Expression mit einer
schlechten Prognose der Patienten assoziiert war. Dies ist ein Hinweis dafr,
dass EpCAM zur Prognose von Osophaguskarzinomen beitragen kénnte.

Ziel dieser Arbeit war es, anhand eines gréReren und unabhangigen Kollektivs
die Frequenz und den Grad der Expression von EpCAM im
Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu untersuchen. Um méglichst gleiche
Untersuchungsbedingungen fiir die Analyse zu bieten, wurde flir diese Arbeit
ein Tissue Micro Array der 6sophagealen Plattenepithelkarzinome hergestellt
und mit immunhistochemischen Methoden auf die Expression von EpCAM
untersucht.

Es sollte eine Korrelation der Ergebnisse mit histopathologischen Parametern
erfolgen, sowie die Frage nach einer prognostischen Bedeutung von EpCAM in
der vorliegenden Tumorentitat evaluiert werden mit dem Ziel die Ergebnisse der

Pilotstudie zu validieren.
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3.1 Tumorproben

In das Kollektiv wurden 120 Patienten aufgenommen, die in den Jahren 1986
bis 2006 in den chirurgischen Kliniken der Universitatsklinik Disseldorf und der
Universitatsklinik Kéln mit der Diagnose eines Plattenepithelkarzinoms des
Osophagus operiert wurden. Dabei erhielten sie eine potenziell kurative
Tumorresektion. Das Tumorgewebe war formalinfixiert und routinemafRig
histologisch aufgearbeitet worden. Es lag in Paraffinblécken eingebettet vor. In
allen 120 Fallen wurde histologisch ein Plattenepithelkarzinom des Osophagus
diagnostiziert. Von den ausgewdahlten Patienten erhielten funf eine
neoadjuvante Radio-, bzw. Chemotherapie.

Die weiteren Auswahlkriterien bestanden in einem MORO-Status gemaf der fur
Osophaguskarzinome gultigen TNM-Klassifikation, basierend auf den Kriterien
der UICC [85]. Eine Ubersicht der Patientendaten befindet sich im Anhang
(Tabelle 3-1). In zwei Fallen zeigte sich eine M1-Situation, sodass fiur die
Uberlebenszeitanalyse ein Kollektiv von 118 Patienten zur Verfiigung stand.
Proben von Lymphknotenmetastasen konnten in 15 Fallen untersucht werden.
Ebenfalls wurde normale Osophagusschleimhaut der Patienten einbezogen.
Hierflr fanden sich in 75 Fallen Gewebe, wobei nach Herstellung des Tissue
Micro Array und der immunhistochemischen Farbung 60 Proben fur die

Auswertung zur Verfligung standen.
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3.2 Material

3.2.1 Puffer und Lésungen
Tabelle 3-2: Zusammensetzung der Puffer und Lésungen

Puffer/Lésung Rezept

1 ml H202 30%

ad 100 ml Methanol

8 g NaCl

0,2 g KCI

1,44 g Na,HPO,

0,24 g KHPO,

ad 800 ml A. dest

pH 7,4 mit HCI, H,O bis 1 Liter
Gebrauchslésung 109249.2500
Merck, Darmstadt

1 g Eosin Merck, Darmstadt
Eosin G 1% ad 100 ml A. dest

1-2 Tropfen Eisessig

Peroxidase-Block-L&sung

PBS (Phosphate Buffered Saline)

Hamalaun nach Mayer

3.2.2 Substanzen und Geriéte

Tabelle 3-3: Substanzen und Geréate

Substanzen Firma

ABC-Kit : Mouse IgG

Blocking Serum, Biotinylierter Sekundar-AK, Vectastain® , Vector
Reagenz A (Avidin), Reagenz B (Biotinylierte Laboratories
Meerrettichperoxidase)

AB-Serum Biotest, Dreieich

Aqua dest

DAB + Substratpuffer; Chromogen DAKO, Hamburg
Deckglaser Menzel, Braunschweig
Entellan® Merck, Darmstadt
EpCAM-Antikorper (Ber-EP4) DAKO, Hamburg (M0804)
Ethanol 70%, 80%, 96%, 99,5% Merck, Darmstadt
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Fettstift

Farbekammer
Gefrierschrank

Kamera

Leitungswasser

Micro Tissue Arrayer (MTA1)
Mikroskop

Mikrotom

Mouse IgG1 (MOPC-21)
Objekttrager SuperFrost® Plus
Pipettenspitzen

Pipetten

SPSS 16.0

Target Retrieval Solution 10x
Warmeschrank

Wasserbad

Xylol

3.3 Methoden

3 Material und Methoden

DAKO, Hamburg

Thermo electron corporation,
Forma 905

Leica DFC 280, 49658

Beecher Instruments Inc.©, USA
Leica DMIL, 49775

Leica SM2000R, 50749

Sigma, Deisenhofen

Menzel, Braunschweig
Eppendorf VWR

Eppendorf Reference, Research
SPSS INC.Chicago, USA
DAKO, Hamburg

Memmert

Memmert

Merck, Darmstadt

3.3.1 Tissue Micro Array (TMA)

Um ein Patientenkollektiv von 120 Fallen mdglichst effektiv auf einen
bestimmten immunhistochemischen Parameter hin zu untersuchen, bietet sich
die TMA-Technologie an [86]. Hierbei werden Gewebestanzen aus dem den
Primartumor enthaltenden Paraffinblock gewonnen und in einen Paraffin-
Leerblock Uberfuhrt, der frei von Gewebe ist. Der Vorteil der TMA-Methode ist
darin zu sehen, dass viele Proben zur gleichen Zeit und unter identischen
Bedingungen auf einen bestimmten Parameter hin untersucht werden. In
bisherigen Studien haben sich die so gewonnenen Gewebestanzen als
reprasentativ fur ihr Ursprungsgewebe erwiesen [87]. Je nach Grolle des

Kollektivs und Menge der Gewebestanzen pro Fall, bieten sich verschiedene
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Mdoglichkeiten des Designs eines TMA, sowie der Wahl eines geeigneten

Stanzendurchmessers.

Abbildung 1: Personal Tissue Arrayer (MTA1) Firma Beecher, Sun Prairie, USA

(Quelle: www.beecherinstruments.com)

Vorbereitung des TMA:

Zunéchst wurden die betreffenden histologischen Befunde aus dem Institut flr
Pathologie der Universitatskliniken Dusseldorf und Kéln zur Identifizierung der
Tumorareale und eventuell vorhandener  Lymphknotenmetastasen
herangezogen. Die zu den relevanten Paraffinblécken gehdérenden,
routinemaRig angefertigten = Hamatoxylin-Eosin-Schnitte  wurden  unter
mikroskopischer Kontrolle nach entsprechenden Tumorarealen durchsucht.
Jeweils wurde ein Areal des Tumors mit Invasionsfront, eines mit Zentrum,
eines mit normalem Epithel und gegebenenfalls eine Lymphknotenmetastase
verschieden farblich markiert und umrandet. Diese Markierungen dienten spater
dem Ansetzten der Stanze.

Jedem Patienten wurde eine Fallnummer zugeordnet, die anstelle der

Pathologie-Nummer aus dem Archiv von nun an verwendet wurde. Bei der
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Frage nach der Probenanordnung in dem Array, wurde fir das Design des TMA

folgende Form gewahit:

Tumor NG LKM
Fall-Nummer 61 61 61 61 61 61
Block-Nr. Patho.-Nr.
Gewebe SCC SCC SCC SCC SCC SCC
Region | I Z Z Ep LKM
Koordinaten 1,1 2,1 3,1 4.1 5,1 6,1

Abbildung 2: Ausschnittsweise Darstellung des TMA - Designs, beispielhaft fiir
einen Patienten.

Legende zu Abbildung 2:

Ep = normales Epithel

| = Invasionsfront

LKM = Lymphknotenmetastase (regionér)

NG = Normalgewebe

SCC = squamous cell carcinoma (Plattenepithelkarzinom)
Z = Zentrum

Bezlglich der GréRe der Stanzen wurde ein Durchmesser von 1 mm gewahit.
Somit sollte das Gewebsstlick Uber eine ausreichende Gréfe verfiigen, um das
O0sophageale Gewebe verlasslich zu reprasentieren [88]. Fur alle 120 Falle
wurden, unter wiederholter mikroskopischer Kontrolle, jeweils zwei Stanzen aus
der Invasionsfront des Tumors, zwei aus dem Tumorzentrum und eine Stanze
aus normalem Osophagusepithel gewonnen. Die Entnahme von mehr als einer
Stanze aus einer Region, gewahrleistete einmal mehr die Reprasentation des
Gewebes. Wenn vorhanden, wurde Gewebe aus einer Lymphknotenmetastase
entnommen. Hierfir war ebenfalls eine ausreichende GrélRe des
Gewebsstlickes erforderlich.

Mithilfe des in Abbildung 1 dargestellten Tissue Arrayers (MTA1), wurde
zunachst aus dem gewebefreien Paraffinblock (Recipient-Block oder Leerblock)
eine Paraffinstanze entnommen. AnschlieRend wurde eine Stanze desselben

Formats aus dem vorher farblich markierten Bereich des Donor-Blockes
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entnommen. Die Gewebesdule wurde in das eben entstandene Loch des
Recipient-Blocks Uberfihrt. Dies geschah jeweils unter mdoglichst wenig
Mitnahme von unter dem Gewebsstlick befindlichem Paraffin. Um die spétere
Ausbeute beim Schneiden des TMA mdoglichst gro® werden zu lassen, wurde
Uberschissiges Paraffin aus der Stanzsaule mit einem Skalpell abgetrennt.
AnschlieRend wurde der Geweberest in das vorgestanzte Loch Uberflhrt. Mit
einer weiteren Stanze aus dem betreffenden Areal wurde die Stanzhéhle

aufgeflllt, bis die Stanztiefe von 4 mm erreicht war.

Entnahme der Stanzen
aus dem Donorblock

*‘ s z e Uberfiihren des

i Probengewebes in den
MJ ] z Leerblock

Anfertigen von
Gewebeschnitten mit
allen enthaltenen Proben

VergréRerte Darstellung der Ansicht
eines Schnittes auf dem Objekttrager

Abbildung 3: Prinzip der Entnahme und Uberfiihrung von Gewebestanzen
(Quelle: AlphaMetrix© Biotech)

Zur Erleichterung der spateren Orientierung bei der Auswertung unter dem
Mikroskop, wurden jeweils Stanzen von Fremdgewebe seitlich der
entstehenden Matrix eingebracht. Hierfir wurde Schilddrisengewebe und
Plazentagewebe verwendet. Die Blocknummern der fir die Stanzentnahme
verwendeten Paraffinblécke wurden dokumentiert.

Auf diese Weise entstanden sechs Tissue Micro Array-Blécke, die jeweils die

Gewebeproben von 20 Patienten enthielten.
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Abbildung 4: Gefertigte Tissue Micro Array - Paraffinblécke mit 562 Stanzen aus
Tumorgewebe, Normalmucosa und Lymphknotenmetastasen, sowie den

oberhalb erkennbaren Stanzen (*) von Fremdgewebe als Orientierungshilfe

Die fertigen Blécke wurden ca. eine Stunde im Brutschrank erwarmt, damit die
Stanzrander sich mit dem sie umgebenden Paraffin verbinden konnten.
Anschlie3end wurden von jedem Block 5 pm dicke Schnitte angefertigt, die auf
SuperFrost® Plus-vorbehandelte Objekttréger aufgezogen wurden. Die
Objekttrager wurden nun, zur Vorbereitung auf den Farbevorgang, bei 56°C flur
drei Stunden und anschlieRend bei 70°C Uber Nacht in einen W&rmeschrank
gebracht. Dies geschah mit dem Ziel, das Paraffin zu erweichen und somit die
Haftung der Gewebestanzen am Objekttréager zu gewahrleisten. Pro TMA-Block
wurde jeweils bei einem der Schnitte eine Ubersichtsfarbung mit der
Hamatoxylin-Eosin  Farbung durchgefihrt. Dies diente vornehmlich der
mikroskopischen Identifikation von tatsachlich gestanzten Tumorarealen und
somit als Vergleichsstandard fur die immunhistochemische Farbung. Weitere
Schnitte wurden fur die immunhistochemische Farbung hergestellt.
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3.3.2 Immunhistochemie

Das Prinzip der ABC-Methode

Die Avidin-Biotin-Methode gehért zu den indirekten immunenzymatischen
Methoden. Es wird die starke Affinitdt von Avidin oder Streptavidin zu Biotin
ausgenutzt. Der spezifisch gebundene unmarkierte Antikérper wird tber einen
biotin-markierten Sekundarantikérper nachgewiesen. An das kovalent
gebundene Biotin kann nun Avidin binden, das seinerseits drei weitere
Biotinbindungsstellen besitzt. Diese kdnnen nun durch Meerrettichperoxidase
(HRP) besetzt werden, die ihrerseits mit Biotin gekoppelt sind. Hieraus kénnen
sich Komplexe bilden, die die Sensitivitdt der Methode stark erhéhen. Das
Chromogen 3,3"- Diaminobenzidin (DAB) wird in Gegenwart von Peroxidase in
ein braunes, in Alkohol unlésliches Prazipitat umgesetzt. Die Intensitdt der

Farbung verhalt sich proportional zur vorhandenen Antigenmenge [89].
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Add Primary Antibody Add

Biotinylated 7/~
Secondary b
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(ABC)
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Abbildung 5: Das Prinzip der ABC - Methode

(Quelle: Vector Laboratories, Inc.)

Der Vorteil der ABC-Methode liegt in der hohen Verstarkung des
Ausgangssignals und der damit verbundenen hohen Sensitivitdt [90]. lhre
Spezifitdt wird durch ein Fehlen endogener Avidinbindungsstellen gesichert
[91].

Fir die Immunfarbung wurden die primdren Antikérper Ber-EP4 [92] gegen
EpCAM und MOPC-21 als Negativkontrolle verwendet. Als Positivkontrolle
diente Gewebe von Colonmucosa, welches in vorangegangenen
Untersuchungen stets eine EpCAM-Expression zeigte. Im Vorfeld erfolgte die
Austestung der optimalen Antikérper-Verdinnungen und des (brigen
Farberezeptes anhand der Farbung von Negativkontrollen. Es erwies sich eine

Antikérperkonzentration von jeweils 2 pg/ml, eine Pipettiermenge von 600 pl pro
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TMA-Schnitt, sowie die Verwendung von SuperFrost® Plus-vorbehandelten
Objekttragern, als optimal.
Die weiteren Schritte der Farbung werden im Folgenden in Form von

Stichpunkten aufgefuhrt:

e Entparaffinierungsschritte: Die Schnitte wurden jeweils fur funf Minuten in
Xylol und anschlie®end in eine absteigende Alkoholreihe (2x 99,5%iger, 2x
96%iger, 2x 80%iger und schlieBlich 1x 70%iger Ethanol) getaucht. Dann
wurde finf Minuten in Aqua dest gesplilt.

e Demaskierung der Antigen-Epitope mit 1x Retrieval Solution: Die Retrieval
Lésung wurde in einem Glasgefald in einem Wasserbad auf 95°C erhitzt. Die
Gewebeschnitte wurden bei dieser Temperatur 30 Minuten lang inkubiert.
So wurden die durch die Formalinfixierung verdeckten Epitope wieder
zuganglich gemacht.

e Nach der Demaskierung lie® man die Objekttrager 20 Minuten bei
Raumtemperatur in der Retrieval Losung abkuhlen.

e Es wurde funf Minuten in 1x PBS gespililt.

e Es wurde kurz in Aqua dest gesplilt.

e Die Objekttrager wurden nun abgetrocknet und der Bereich um die
Gewebestanzen mit einem Sicherheitsabstand, gleichm&Rig mit einem
Fettstift umrandet. Dies gewdhrleistete eine gleichbleibende Konzentration
der Antikérper und anderer fir die Farbung verwendeter Substanzen auf
jeder einzelnen Stanze.

e Nun wurden die Schnitte in eine feuchte Farbekammer Uberfihrt und es
wurde jeweils 600 ul 1x PBS aufpipettiert.

¢ AnschlieBend wurde 30 Minuten mit 0,3%igem H>O, in der feuchten
Kammer inkubiert. Dieser Schritt stoppt die Aktivitdt der endogenen
Peroxidase des Gewebes.

¢ Nun erfolgte ein weiterer Waschschritt fir funf Minuten in 1x PBS.
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In einem weiteren Schritt wurde ,Diluted normal Serum® aufpipettiert.
DerAnsatz erfolgte mittels einer Verdiinnung des Serums aus dem ABC-Kit
mit 1x PBS-Puffer. Wahrend der 20minitigen Inkubation wurden so
Proteinbindungen des Gewebes, die nicht spezifisch fir den hier
verwendeten Antikérper sind, abgedeckt.

Ansatz des ersten Antikdrpers: EpCAM und MOPC-21 wurden mit 10%igem
AB-Serum auf eine Konzentration von 2 ug/ml gebracht.

Es erfolgte die Inkubation der Erst-Antikérper fir 30 Minuten bei
Raumtemperatur in der feuchten Kammer.

Es folgte ein Waschschritt fur funf Minuten in 1x PBS. Hierbei wurde darauf
geachtet, dass die Schnitte, die mit dem Ber-EP4-Antikérper gegen EpCAM
und die Schnitte die mit dem Kontrollantikérper MOPC-21 behandelt
wurden, separat gewaschen wurden.

Nun erfolgte der Ansatz des zweiten Antikdrpers: ,Diluted biotinylated
secondary antibody solution“ aus dem ABC-Kit, verdiinnt mit 1x PBS. Dieser
wurde fur 30 Minuten inkubiert.

Waschschritt fur finf Minuten in 1x PBS.

Ansatz des ABC-Reagenz: Reagenz A und B wurden mit PBS-Puffer
verdinnt. Inkubation fr 30 Minuten.

Es folgte ein Waschschritt fir finf Minuten in 1x PBS.

Nun wurden auf jeden Schnitt jeweils 250 pl DAB-Substrat aufpipettiert und
fir 10 Minuten inkubiert. Fir den Ansatz des Substrates wurde die im Kit
bereitgestellte DAB-Solution mit einer definierten Menge Chromogen
versetzt. Bei diesem Schritt war eine exakt identische Inkubationszeit fur alle
Schnitte sehr wichtig, um fir die spatere Auswertung des Farbeergebnisses
eine reprasentative Relation zwischen Farbintensitat der Schnitte und der
Quantitat der gebundenen spezifischen EpCAM-Antikérper zu erhalten.

Im Folgenden wurden die Schnitte zweimal fir finf Minuten in

Leitungswasser gewaschen.
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e Schlieldlich erfolgte eine Gegenfarbung mit Hdmalaun nach Mayer fur 15
Sekunden und zum Schluss wurden die Schnitte 15 Minuten unter
flieRendem Wasser ,geblaut®.

e Als Eindeckmedium wurde Entellan® verwendet. Hierfir war es erforderlich
die Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe fir eine Entwésserung,

bis hin zum Xylol zu fhren.

3.3.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Die Auswertung der Immunhistochemie wurde unabhangig von zwei Personen
durchgefiihrt. Innerhalb der Auswertung wurden vier Farbeintensitdten
vergeben: Die Stanze einer Tumorprobe wurde mit dem Farbegrad 3+ bewertet,
wenn mehr als 10% der Tumorzellen im Anschnitt eine starke Anfarbung der
Zellmembran zeigten. Entsprechend wurde als Farbergrad 2+ gewertet, wenn
bei mehr als 10% der Tumorzellen im Anschnitt eine mittelgradige Anfarbung
der Zellmembran beobachtet wurde und analog fiir eine schwache
Membranfarbung bei mehr als 10% der Tumorzellen wurde der Farbegrad 1+
vergeben. Bei einer Membranfarbung von weniger als 10% der Tumorzellen,
oder bei fehlender Anfarbung der Zellmembran wurde der Farbegrad mit O
bewertet.

Da der Tissue Micro Array so konzipiert wurde, dass fir jede Patientenprobe
zwei Stanzen aus dem jeweiligen Tumorzentrum und aus der Invasionsfront
gewonnen worden waren, wurde jede Stanze einzeln ausgewertet und
anschlieBend ein Mittelwert aus den Farbeintensitdten gebildet, welcher als
endgultiger Farbegrad der Tumorprobe eines Patienten gewertet wurde. In die
Bewertung wurden ausschliel3lich Gewebestanzen einbezogen, die einen
intakten Gewebeverbund zeigten und mindestens 10% Tumorzellen im
Anschnitt aufwiesen.

In 109 Fallen (98%) kam es zu Ubereinstimmenden Ergebnissen der beiden

auswertenden Personen. Die restlichen 2% der Proben (n=9) wurden im

33



3 Material und Methoden

Anschluss gemeinsam betrachtet. Die betreffenden Proben zeigten ein
heterogenes Farbeergebnis, welches dann im Konsens bewertet wurde.

Als Klassifizierungsmethode wurde der HercepTest™ der Firma DAKO zur
Auswertung herangezogen. Dieser wird seit 1999 zum WNachweis des
membranstandigen Rezeptors HER2 bei Mamma-Karzinomen verwendet. Fir
das ebenfalls membrandare @ EpCAM-Molekil bietet sich  dieses
Interpretationsverfahren daher an. Bereits in der Pilotstudie unserer
Arbeitsgruppe zur Expression von EpCAM beim Plattenepithelkarzinom des
Osophagus wurde diese Klassifikation verwendet [75]. Die Bewertungskriterien
des HercepTests™ sind in Tabelle 3-4 dargestellt. Fir jede Patientenprobe

ergab sich somit ein Farbegrad zwischen 0 und 3.

Tabelle 3-4: Auswertungsprinzip der immunhistochemischen Farbung nach dem

HercepTest™

o Bewertung der
Anférbungsmuster Gradeinteilung
EpCAM-Expression

Keine Anfarbung beobachtbar oder eine
Membranfarbung wird bei weniger als 10 % 0 Negativ
der Tumorzellen festgestellt.

Bei mehr als 10 % der Tumorzellen wird eine
schwache/kaum sichtbare Membranfarbung
festgestellt. Nur ein Teil der Zellmembran wird
angefarbt.

Bei mehr als 10 % der Tumorzellen wird eine
schwache bis mittelgradige komplette 2+ Positiv
Anféarbung der Zellmembran beobachtet.

Bei mehr als 10 % der Tumorzellen wird eine
starke komplette Anfarbung der Zellmembran 3+ Stark positiv
beobachtet.

1+ Schwach positiv*

*in Farbungen an Mammakarzinomen wird dieser Farbegrad als negativ gewertet

Eine exemplarische Ubersicht ber die optische Definition der verschiedenen

Farbegrade ist in Abbildung 6 dargestellt:
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negatives Férbeergebnis schwach positives Farbeergebnis (1+)

positives Férbeergebnis (2+) stark positives Férbeergebnis (3+)

Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der unterschiedlichen Farbegrade anhand
von Stanzen in 10x VergréBerung, gemalR der Auswertung nach dem
HercepTest™

Als weitere Klassifikationsmethode far die Auswertung der
immunhistochemischen  Farbung wurde der Remmele-Score (syn.
Immunreaktiver Score; IRS) herangezogen [77]. Hierbei wird der prozentuale
Anteil gefarbter Tumorzellen mit der jeweiligen Farbeintensitat (0 bis 3+) in
Relation gesetzt. Dabei wird aus beiden Parametern das Produkt gebildet und
es ergibt sich fur jede Probe ein absoluter Wert zwischen 0 und 12. Der

Vergleich zwischen dem HercepTest™ und dem Remmele-Score ermdéglicht
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eine prazisere Darstellung der Farbeergebnisse. Analog zum HercepTest™

finden sich in Tabelle 3-5 die Kriterien fir den Remmele-Score dargestellt.

Tabelle 3-5: Prinzip der Auswertung von immunhistochemischen Farbungen

nach dem Remmele - Score (syn. Inmunreaktiver Score; IRS)

Intensitétsklassen Prozentklassen
0 = negativ 0

1 = schwache Férbeintensitat >0-<10 % =1

2 = maRige Farbeintensitat 10—<50 % =2

3 = starke Farbeintensitat 50 %—-80 % =3
Uberexpression >80 % =4

3.3.4 Statistische Analyse

Fur die statistische Analyse wurden nicht parametrische Variablen mit 4-Felder-
Tafeln und dem Chi-Quadrat-Test (x2-Test) ausgewertet. Dieser Test wurde
hier eingesetzt um eine mogliche Signifikanz zwischen der EpCAM-Expression
und den histopathologischen Parametern zu berechnen. Die Gleichheit zweier
binominaler Verhaltnisse wurde mit dem Fisher’s exact test (n mindestens 5 pro
Feld) Gberprift. Dieser kam vornehmlich bei dem Vergleich der verschiedenen
Expressionsstarken zum Einsatz. Das Signifikanzniveau wurde auf p <0,05
festgelegt. So wurde beurteilt, ob ein Zusammenhang zwischen zwei
untersuchten Variablen bestand. Mittels der univariaten Uberlebensanalyse
nach Kaplan-Meier wurde der Einfluss der EpCAM-Expression auf das
Uberleben der Patienten untersucht. Dafiir wurden zun&chst alle Variablen
dichotomisiert. Bei der Tumorgréfle wurden die Gruppen pT1-2 und die
Gruppen pT3-4 zusammengefasst. Die N-Kategorie wurde in die Gruppen NO
und N1 eingeteilt. Die beiden Félle mit Fernmetastasen wurden aus unserem
Kollektiv ausgeschlossen. In Bezug auf den Differenzierungsgrad wurden G1

und G2 zusammengefasst und mit der Gruppe G3, also den schlecht
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differenzierten Tumoren verglichen. Fir die Risikoabschatzung beziglich des
Lebensalters wurden die Patienten in Gruppen bis inklusive 60 Jahren zum
Operationszeitpunkt und solche Uber 60 Jahre und A&lter eingeteilt. Zur
Berechnung der statistischen Signifikanz wurde der Log-Rang-Test verwendet.
In der Uberlebenszeitanalyse wurde hier gepriift, ob sich bestimmte Gruppen
betreffend des Sterberisikos unterscheiden: Dies kam zur Anwendung bei den
entsprechend der EpCAM - Expressionsmuster gebildeten Gruppen, sowie im
Bezug auf Gemeinsamkeiten histologischer Parameter. Endpunkte der
Uberlebensanalyse waren das tumorspezifische Uberleben sowie das
rezidivfreie Uberleben. Die Zeitspanne umfasste den Zeitraum vom
Operationsdatum bis zum Datum der letzten Nachbeobachtung oder des
tumorbedingten Todes. Daten von Patienten, die beim letzten
Nachbeobachtungszeitpunkt rezidivfrei waren oder lebten, wurden am Ende
dieser Studie zensiert.

Um die Unabhéngigkeit der in den univariaten Uberlebensanalysen als
signifikant identifizierten Prognoseparameter zu untersuchen, wurden
multivariate Cox-Regressionsanalysen durchgefiihrt. Die Durchfihrung der
vorgenannten statistischen Analysen erfolgte mit der Software des
Statistikprogrammes SPSS 16.0. Die Ergebnisse dieser Analysen wurden im
,Chirurgisches Forum und DGAV 2009 fiir experimentelle und klinische
Forschung Unterreihe: Forumband 38. Herausgeber: Schumpelick, Volker;

Bruch, Hans-Peter; Schackert, Hans Konrad* veroffentlicht.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv
4.1.1 Geschlecht und Alter

Das bereits im Material und Methodenteil beschriebene Patientenkollektiv umfasste
120 Falle, nach Ausschluss zweier Félle mit Fernmetastasen belief sich das
ausgewertete Kollektiv auf 118 Patienten. Es bestand aus 31 weiblichen und 87
mannlichen Patienten. Das Durchschnittsalter lag bei 57 Jahren, wobei das
maximale Alter eines Patienten bei der Tumorresektion 83 Jahre betrug und der

jungste Patient zum Zeitpunkt der Operation 41 Jahre alt war.

4.1.2 Histopathologische Parameter

Die histopathologische Einteilung erfolgte nach der pTNM-Klassifikation, gemaf der
Kriterien der UICC [26]. In das Kollektiv wurden ausschliesslich Patienten mit der
Kategorie pMO aufgenommen, sodass zwei Patienten aufgrund einer
Fernmetastasierung ausgeschlossen wurden (n=118).

In der pT-Kategorie waren mit 69 Fallen tGberwiegend pT3-Tumoren vertreten (59%),
gefolgt von pT2-Tumoren mit 25 Fallen (21%) und pT1-Tumoren mit 19 Fallen (16%).
pT4-Tumoren waren mit finf Fallen (4%) selten.

Von den Patienten wiesen 77 (65%) regiondre Lymphknotenmetastasen (pN1) auf
und 41 Patienten (35%) wurden als pNO diagnostiziert.

Bezlglich des Differenzierungsgrades fanden sich am haufigsten G2-Tumoren mit 67
von 118 Fallen (57%), gefolgt von G3-Tumoren mit 49 Fallen (41%). Den geringsten
Anteil machten Tumoren mit G1, also einem hohen Differenzierungsgrad aus. Hier

fanden sich zwei Félle (2%).
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4.2 Uberpriifung der Gewebestanzen des TMA

Das TMA - Design sah vor, dass je zwei Stanzen aus der Invasionsfront des Tumors,
sowie aus dem Tumorzentrum entnommen wurden. Des Weiteren wurde, je nach
Verfugbarkeit, jeweils eine Stanze Normalmucosa und Material aus einer
Lymphknotenmetastase entnommen. Somit ergab sich bei einem Patientenkollektiv
von 118 Fallen, eine Gesamtmenge von 562 entnommenen Stanzen. Die
Beurteilbarkeit der gestanzten Areale war in zwei Fallen aufgrund mangelnden
Gewebes auf dem Objekttrdger beziehungsweise innerhalb der Stanze
eingeschrankt. In einem Fall betraf dies Stanzen aus der Invasionsfront und in einem
Anderen Stanzen aus dem Tumorzentrum. Hierbei wurde dann jeweils der sich
ergebende Score fir das restliche Material ermittelt. In 75 der 118 Falle wurde
Normalmucosa identifiziert und gestanzt. Stanzen von 60 dieser Félle enthielten
tatsachlich das gewlinschte Gewebe. Die Ubrigen 15 Félle enthielten zu wenig
Gewebe auf der Schnittfliche. Bei 15 Fallen konnte Gewebe aus
Lymphknotenmetastasen biopsiert werden. Bei zwei dieser Falle war die
Gewebemenge flr eine Analyse nicht ausreichend, so dass insgesamt 13

Lymphknotenmetastasen ausgewertet werden konnten.

4.3 Analyse der Expression von EpCAM

Bei dem hier untersuchten Patientenkollektiv zeigten 74 Tumorproben (63%) eine
Expression von EpCAM. Bei 38 Proben (32%) war keine Reaktion mit dem
Antikérper gegen EpCAM messbar. In sechs Féllen (5%) zeigte sich eine EpCAM-
Expression in weniger als 10% der Tumorzellen, sodass diese Proben analog den

Kriterien des HercepTests™ als negativ (Score 0) gewertet wurden.

4.3.1 Analyse der EpCAM-Expression in gesundem Gewebe

In 60 von 75 Fallen konnte gesunde Schleimhaut des Osophagus fiir die Analyse der

EpCAM-Expression verwendet werden. In keiner dieser Proben liel3 sich das Molekdl
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detektieren. Dieses Ergebnis
Arbeitsgruppen [47, 74].

Abbildung 7: Stanzen von

4 Ergebnisse

deckt sich mit den Daten anderer, unabhangiger

r

Normalmucosa des Osophagus. Links 100fache

VergroRerung, rechts 400fache VergroBerung. Es liegt ein insgesamt negatives

Farbeergebnis fiir EpCAM vor.

4.3.2 Analyse der EpCAM-Expression im Karzinom

4.3.2.1 Analyse der EpCAM-Expression nach dem HercepTest™

Zunachst erfolgte die Klassifikation des immunhistochemischen Farbeergebnisses

nach dem HercepTest™. Hierbei wurden entsprechend der Farbeintensitdt Scores

von 0 bis 3 vergeben, um die EpCAM-Expression zu klassifizieren. In Abbildung 8 ist

die Verteilung der Farbegrade anteilig und absolut dargestelit:
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Abbildung 8: EpCAM - Expression im Tumorgewebe nach der Hercep - Klassifikation

Von den 74 EpCAM-positiven Tumorproben, wiesen 11 Proben (9%) einen Score
von 1+ und somit ein schwaches Farbeergebnis auf. 17 Proben (14%) erhielten
einen Score von 2+. Den gréften Anteil machten 46 Tumoren (39%) mit einem Score
von 3+ aus. Bei 38 Proben (37%) fiel die EpCAM-Expression nur gering oder negativ
aus, sodass diese mit “0“ bewertet wurden. Sechs Proben wurden aufgrund einer
Expression von EpCAM in weniger als 10% der Tumorzellen ebenfalls als negativ
bewertet.

4.3.2.2 Analyse der EpCAM-Expression nach dem Immunreaktiven Score (IRS)

Ergénzend zu der Auswertung nach der Hercep-Klassifikation, wurde der Remmele-
Score (syn. Immunreaktiver Score; IRS) verwendet. Dieser erlaubt eine feinere

Einteilung des Farbeergebnisses. Der sich daraus ergebende Score enthélt absolute
Werte zwischen “0“ und “12°.
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Abbildung 9: EpCAM - Expression im Tumorgewebe nach dem Remmele - Score (IRS)

Wahrend hier 38 Proben (32%) einen Farbescore von “0° erhielten, ergab die
Auswertung der restlichen 80 Proben (68%) Scores zwischen “1“ und “12“. Dabei
verteilten sich die meisten Probenwerte auf Expressionsscores zwischen “1“ und “6“.
Der Mittelwert der positiven Farbeergebnisse fiur EpCAM lag bei “4,6“ (+/- 2,6).
Aufgrund der feineren Abstufung der Auswertung im Remmele-Score, wurden sechs

Proben im Hercep-Score als negativ bewertet, erhielten jedoch ein Scoreergebnis im
IRS.

4.3.2.3 Vergleichende Analyse zentraler und peripherer Tumoranteile

Nachdem nun die EpCAM-Expression aller Stanzen betrachtet worden war, stellte
sich die Frage, inwiefern es Unterschiede in der Expression in zentralen
Tumoranteilen und in der Invasionsfront gab. Hierfur wurden die gestanzten Areale
getrennt analysiert.
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Abbildung 10: Vergleichende Darstellung der Expression von EpCAM in der
Invasionsfront und in zentralen Tumoranteilen (HercepTest™).

Sowohl fir die Kategorien des HercepTests™ (Abbildung 10), als auch beim
Remmele-Score (IRS) zeigten sich keine auffélligen Unterschiede. So ergab sich flr
den Remmele-Score (IRS) in der Invasionsfront ein Mittelwert von 4,8 (+/- 2,8) und

im Tumorzentrum von 5 (+/- 3,1).

4.3.2.4 Analyse der EpCAM-Expression in Lymphknotenmetastasen

Von dem 118 Patientenproben umfassenden Kollektiv wiesen 77 Falle (64%) zum
Zeitpunkt der histologischen Befunderhebung regiondre Lymphknotenmetastasen
auf. In der vorliegenden Analyse konnte Material von regiondren
Lymphknotenmetastasen aus 15 Fallen gewonnen und untersucht werden. Zwei
Proben waren mangels Gewebe im Anschnitt mikroskopisch nicht auswertbar. Von
den 13 Proben zeigten sieben (54%) keine Expression von EpCAM. Dahingegen
wiesen sechs Proben (46%), analog unserer Auswertungskriterien ein positives
Farbeergebnis fir das Molekl auf.
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Abbildung 11: Expression von EpCAM in regiondaren Lymphknotenmetastasen
(HercepTest™)

Von den sechs Fallen mit positiver EpCAM-Expression im Lymphknoten zeigte in vier
Fallen (67%) der Primarius dieser Patienten ebenfalls eine EpCAM-Expression.
Diese Primartumore wiesen jeweils ein starkes (3+) Farbeergebnis auf. In einem Fall
war der Primarius nicht auswertbar.

Interessanterweise zeigten jedoch auch bei vier von den sieben Féllen (57%) in
denen die Lymphknoten keine EpCAM-Expression aufwiesen, die zugehdrigen

Primartumoren eine deutliche Expression des Moleklils.

4.3.2.5 Heterogenitat der EpCAM Expression

In drei Fallen (2%) zeigte das Farbeergebnis fir EpCAM, anders als in den Ubrigen
gewonnenen Tumorstanzen, ein heterogenes Muster. Dieses fand sich hier innerhalb
der Tumoranschnitte sowohl im Bereich der Invasionsfront des Tumors, als auch in
dessen Zentrum (Abbildung 12). In den Ubrigen Gewebeanschnitten der
Tumorproben hingegen zeigte die Expression von EpCAM eine gleichférmig verteilte

Anfarbung innerhalb des Tumorgewebes einer untersuchten Gewebestanze.
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Abbildung 12: Beispielhafte Darstellung heterogener Expression von EpCAM in der

Invasionsfront (links) und im Zentrum (rechts) des Tumors.

Bei allen Fallen fanden sich regionare Lymphknotenmetastasen. In zwei Fallen
zeigten diese eine Expression von EpCAM und ein Fall erwies sich als negativ fur die

Expression.

4.4 Korrelation der EpCAM-Expression mit der TNM-Klassifikation

Die Ergebnisse der Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe zur Expression von EpCAM in
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus hatten gezeigt, dass eine Starke
Expression des Molekuls (3+) mit einem signifikant schlechteren Gesamtiberleben
der Patienten einher ging [75]. In der vorliegenden Arbeit hat sich an dem hier
untersuchten Kollektiv gezeigt, dass EpCAM in 63% der Falle exprimiert wurde
(HercepTest™). Die restlichen 37% der Patientenproben zeigten keinerlei, oder
zumindest keine deutliche Expression des Molekils. Um einen Hinweis darauf zu
erhalten, ob EpCAM zur Progression von Plattenepithelkarzinomen des Osophagus
beitrdgt, wurde nun getestet ob ein Zusammenhang zwischen der EpCAM-

Expression und histopathologischen Parametern bestand.
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Hierfir haben wir die Parameter des TNM -Systems mit den erhobenen Farbescores

aus dem HercepTest™ korreliert. Da das von uns betrachtete Kollektiv keine Falle

von Fernmetastasen enthielt, entfiel die Korrelation der Expressionsergebnisse mit

der M-Kategorie. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 4-1 dargestellt:

Tabelle 4-1: Korrelation der Expression von EpCAM mit der TNM - Klassifikation

Variable N EpCAM-Expression p-Wert
0 1+ 2+ 3+

T-Kategorie |44 |T1/T2 |16 (36%) 5(11%) 8 (18%) |15 (34%) | 0,697
74 |T3/T4 |28 (38%) 6 (8%) 19(12%) |31 (42%)

N-Kategorie |41 |[NO 19 (46%) 1(2%) |4 (10%) |17 (42%) | 0,139
77 |[N1 26 (34%) 9(11%) 13 (17%) |29 (38%)

G-Kategorie 69 | G1/G2 |28 (41%) 9 (13%) 11 (16%) |21 (30%) | 0,087
49 |G3 16 (33%) 2(4%) 16(12%) |25 (51%)

Korrelation der T-Kateqorie mit der Expressionsstédrke: Bezuglich der EpCAM-

Expression in Relation zur T-Kategorie zeigte sich fir die einzelnen Farbescores

keine signifikante Beziehung. Ebenfalls bei Zusammenfassung der Kategorien pT1

mit pT2, sowie pT3 mit pT4 erwies sich die Korrelation als nicht signifikant (p =
0,697). Das Verhalten der Expression von EpCAM bei kleineren (T1/T2) und

grélkeren Tumoren (T3/T4) zeigt Abbildung 13:
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Abbildung 13: Korrelation der Expression von EpCAM mit der TumorgroRe (T) gemat
der Klassifikation nach dem TNM - System.

Die zusammengenommenen Féarbegrade 0/1+/2+ korreliert mit dem Score 3+

erwiesen sich des Weiteren als nicht signifikant.

Korrelation der N-Kateqorie mit der Expressionsstiarke: Die Analyse der

Beziehung von der EpCAM-Expression im Bezug zu den Lymphknotenmetastasen
(pPNO/pN1) ergab eine verstarkte Expression von EpCAM in Féllen, bei denen es zu
einer Metastasierung gekommen war. Hier zeigten 66% der Proben mit pN1 eine
Uberexpression des Molekiils, in den meisten Fallen lag ein Score von 3+ vor. In
Korrelation der Kategorie pNO mit pN1 lie sich hier jedoch keine signifikante
Beziehung mit der Expressionsintensitét ableiten (p = 0,139). Ebenso verhielt sich
die Beziehung der zusammengefassten Scores 0/1+/2+ gegeniber 3+ der
Kategorien NO und N1 (p = 0,687).

Korrelation der G-Kateqgorie mit der Expressionsstarke: Auch innerhalb des hier

untersuchten Kollektivs wurde Uberprift, ob ein Farbescore von 3+ mdéglicherweise

mit einem aggressiveren Tumorverhalten assoziiert war.
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Abbildung 14: Darstellung der EpCAM - Expression in Korrelation mit dem

Differenzierungsgrad (G).

Daher wurden stark exprimierende (3+) Tumoren gegen die restlichen Proben
korreliert. Es wurden jeweils Tumoren der Kategorien G1 und G2 zusammengefasst,
ebenso bildeten G3-Tumoren eine Gruppe. Die Korrelation erfolgte nun anhand der
niedrigen Farbegrade 0/1+/2+ mit denjenigen Tumoren mit starker Expression (3+)
(Tabelle 4-2).

Tabelle 4-2: Korrelation von fehlender und hoher EpCAM - Expression mit dem
G - Status

Variable N EpCAM-Expression p-Wert
0/1+/2+ 3+
G-Kategorie 69 G1/G2 48 (41%) 21 (18%)
49 G3 24 (20%) 25 (21%) 0,023

Hierbei ergab sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Grad der

Differenzierung und der Expression von EpCAM (p = 0,023).
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Tumoren mit schlechter Differenzierung zeigten weitaus haufiger eine starke
Uberexpression (3+) von EpCAM, als Tumoren mit guter bis maRiger

Differenzierung.

4.5 Korrelation der EpCAM-Expression mit Alter und Geschlecht der Patienten

Das hier untersuchte Patientenkollektiv bestand aus 31 weiblichen und 87
mannlichen Patienten. Das Durchschnittsalter lag bei 57 Jahren, wobei das
maximale Alter eines Patienten bei der Tumorresektion 83 Jahre betrug und der

jungste Patient zum Zeitpunkt der Operation 41 Jahre alt war.

Tabelle 4-3: Korrelation von EpCAM - Expression und Geschlecht bzw. Alter im

Gesamtkollektiv

EpCAM-Expression

Variable N : - p-Wert
negativ positiv

Geschlecht

mé&nnlich 87 33 54

weiblich 31 11 20 0,808

Alter

bis inklusive 60 Jahre | 74 25 49

ber 60 Jahre 44 19 25 0,308

Im Gesamtkollektiv konnten keine signifikanten Unterschiede in der EpCAM-
Expression in Abhangigkeit von Geschlecht und Alter der Patienten festgestellt
werden (Tabelle 4-3). Auch die Korrelation innerhalb der méannlichen und weiblichen
Kollektivanteile wies keinen erkennbaren Zusammenhang mit der Expression des

Molekdls auf.
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4.6 Uberlebensanalyse

In die Uberlebensanalyse konnten 107 Patienten einbezogen werden. Fiir jeden
Patienten waren Daten zum klinischen postoperativen Verlauf von mehr als 4
Wochen vorhanden. Postoperativ wurden von den Patienten Daten zum Verlauf der
Erkrankung erhoben, die in halbjahrlichen Abstanden Uber die Kontaktierung der
Einwohnermeldedmter und Hauséarzte aktualisiert wurden. Es wurden hierbei Daten
zum postoperativen Krankheitsverlauf mit Zeitpunkt und Lokalisation von Rezidiven
und Metastasen sowie gegebenenfalls der Sterbefall mit Zeitpunkt des Todes
dokumentiert. Die mediane Nachbeobachtungszeit betrug 18 Monate (4 bis 136
Monate). Patienten, die innerhalb von 4 Wochen postoperativ verstarben, wurden
nicht in die Studie eingeschlossen. Weitere Daten zum untersuchten Kollektiv finden

sich im Ergebnisteil dieser Arbeit (Tabelle 3-1 im Anhang).

4.6.1 Uberleben in Abhingigkeit von der EpCAM-Expression

Fir die Analyse der Uberlebenszeit im Zusammenhang mit der Expression von
EpCAM wurden Gruppen gebildet. Diejenigen Patienten, deren Tumoren keine oder
eine geringgradige Expression des Molekuls (0/1+/2+) zeigten wurden
zusammengefasst und jenen gegenlbergestellt, die ein starkes Farbeergebnis (3+)
aufwiesen. Es zeigte sich eine mediane Uberlebenszeit von 19 Monaten fir
Patienten mit negativer bis geringer EpCAM-Expression gegeniber einem medianen
Uberleben von 13 Monaten bei Patienten, deren Tumoren EpCAM in starkem MaRe
exprimierten. Im Log-Rang-Test zeigte sich hier eine statistische Signifikanz (p =
0,035). Die Kaplan-Meier-Kurve in Abbildung 15 zeigt den Zusammenhang zwischen
einer starken Uberexpression von EpCAM mit dem Gesamtiiberleben, verglichen mit

niedriger bis negativer Expression des Molekiils.
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Abbildung 15: Kaplan Meier Uberlebenskurve fiir die Expression von EpCAM
(Log-Rang-Test 0,035)

In der multivariaten Analyse zeigte sich, dass eine starke EpCAM-Expression (3+)
ein unabhangiger prognostischer Parameter fir das Gesamtiberleben ist (p = 0,012).
Patienten, deren Tumore das Molekil in starkem MalRe exprimierten, wiesen ein
deutlich schlechteres Gesamtiberleben auf, als solche deren Tumore eine

schwachere oder keine Expression von EpCAM aufwiesen.
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4.6.2 Uberleben in Abhingigkeit von histopathologischen Parametern

In dem hier untersuchten Kollektiv erwies sich die pT-Kategorie in der multivariaten
Analyse als prognostisch signifikante GréRe (p = 0,019). Das mediane Uberleben
von Patienten mit T1- und T2-Tumoren lag bei 24 Monaten, wohingegen dasjenige
von Patienten mit groRen Tumoren der Stadien T3 und T4 nur 13 Monate betrug.
Betrachtet man die Parameter der pN-Kategorie, so zeigte sich in der multivariaten
Cox-Regressionsanalyse eine signifikante Beziehung zwischen
Lymphknotenmetastasierung (p = 0,04) und dem schlechten Gesamtiberleben. Dies
spiegelte sich in dem hier wuntersuchten Kollektiv in der univariaten
Uberlebensanalyse nicht so deutlich wieder, bei einer medianen Uberlebenszeit von
21 Monaten von Patienten mit negativem Lymphknotenstatus im Vergleich zu 14
Monaten bei Patienten mit regiondren Lymphknotenmetastasen (p = 0,094).
Patienten mit gut bis maRig differenzierten Tumoren (G1 und G2) zeigten &hnliche
Uberlebensraten wie solche mit Tumoren eines schlechten Differenzierungsgrades
(G3). Der Differenzierungsgrad allein betrachtet, wies in dem hier untersuchten
Kollektiv keinen prognostischen Zusammenhang mit dem Gesamtiberleben auf (p =
0,639).
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Tabelle 4-4: Univariate und multivariate

prognostischer Parameter

Univariate Analyse

Risikofaktor

(n=107) Medianes

Uberleben in
Monaten

Alter: <60 Jahre
(n=64) vs. 260 Jahre | 16,0 vs. 18,0
(n=43)

Lymphknotenstatus:
pNO (n=38) vs. pN1 21,0 vs. 14,0
(n=69)

Grél3e des Primarius:

pT1-2 (n=41) vs. 24,0vs. 13,0
pT3-4 (n=64) (n=105)
Differenzierungsgrad:

G1-2 (n=62) vs. G3-4 18,0 vs. 18,0
(n=45)

EpCAM-Expression:

positiv (n=65) vs. 17,0 vs. 18,0
negativ (n=42)

EpCAM-Expression:

Grad 0/1+/2+ (n=66) 19,0 vs. 13,0
vs. Grad 3+ (n=41)

Legende zu Tabelle 5-4:

p-Wert

0,635

0,094

0,022

0,207

0,817

0,035

ne: nicht einbezogen in die multivariate Analyse
n=105: Fur 2 Patienten lagen keine Daten zur T-Kategorie vor

Definition:

4 Ergebnisse

Uberlebensanalyse verschiedener

Multivariate Analyse

Relatives Risiko

(95% Cl) p-Wert

ne -

0,621 (0,389-0,990) 0,045

0,585 (0,371-0,922) 0,021

ne -

ne -

0,563 (0,363-0,875) 0,011

T1a/b: Die Lamina propria/ Submucosa nicht Gberschreitend
T2: Die Muscularis propria nicht Gberschreitend

T3: Die Muscularis propria Uberschreitend

T4: Infiltration von Nachbarstrukturen (Bronchien, Trachea, Aorta)
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5 Diskussion

Karzinome des Osophagus gehdren zu den schnell metastasierenden Tumoren und
weisen eine sehr schlechte Prognose auf. Bis heute stehen keine nachhaltig
wirksamen adjuvanten systemischen Therapien zur Verfigung und es kommt
Uberdurchschnittlich haufig zur Rezidiventwicklung nach operativer Therapie in
kurativer Intention. Aktuell sind die Méglichkeiten zur lokalen Therapie weitgehend
ausgeschdpft und es fehlen wirksame therapeutische Optionen zur Bekampfung von
Metastasen. Dieser Umstand macht es notwendig, effektivere systemische
Therapieansdtze zu entwickeln. Herkdbmmliche adjuvante Therapieregimes
vermogen hier aktuell keine entscheidende Rolle zu spielen. Die hier gewonnenen
Daten deuten an, dass eine gezielte Immuntherapie gegen EpCAM eine sinnvolle
Ergadnzung zu zytostatisch orientierten adjuvanten Therapieansatzen darstellen kann.
FuBend auf umfangreichen Expressionsanalysen an Karzinomen verschiedener
Entitdten und seiner bisher bekannten molekularbiologischen Funktionen, stellte
EpCAM (CD326) im Vorfeld dieser Arbeit eine potenziell interessante Zielstruktur fur
die Therapie 6sophagealer Plattenepithelkarzinome dar. Unsere Arbeitsgruppe hatte
bereits Daten an einem Kollektiv von 56 Patienten erhoben, die Hinweis auf eine
Rolle von EpCAM als therapeutische Zielstruktur ergeben hatten. Nun stellte sich die
Frage, ob diese Daten an einem unabhangigen und vergleichsweise grof3en
Patientenkollektiv validiert werden kénnen. Denn bis zu diesem Zeitpunkt lagen keine
umfangreicheren Expressionsanalysen zum Plattenepithelkarzinom des Osophagus
vor. Es wurde ein Tumor-Kollektiv von 118 Patienten asserviert, an dem die
Expression von EpCAM mit Hilfe eines TMA und mit immunhistochemischen
Methoden analysiert wurde. Die TMA Technologie bietet aufgrund der simultanen
Farbung mehrerer Gewebeproben unter jeweils identischen Bedingungen bei der
Analyse groélerer Kollektive, entscheidende Vorteile. Zudem haben Studien gezeigt,
dass Gewebestanzen von 1 mm Durchmesser sich als reprasentativ fir das

Ursprungsgewebe erwiesen haben [93].
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Die immunhistochemische Farbung erfolgte mit Ber-EP4, einem murinen
monoklonalen Antikérper (IgG1) gegen EpCAM, der bereits in verschiedenen Studien
verwendet wurde [75, 92].

Fur die Auswertung der immunhistochemischen Farbung wurden die Kriterien des
HercepTest™ verwendet, da dieser Test standardisiert durchfihrbar ist und EpCAM
ein membransténdiges Protein darstellt. Die Modalitdten der Auswertung wie oben
beschrieben, wurden analog zu der Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe zur Expression
von EpCAM im Plattenepithelkarzinom des Osophagus angewendet [75].

Klinische Daten von 118 Patienten standen nach Ausschluss von Fallen mit
Fernmetastasen fir die vorliegende Arbeit zur Verfligung. Aus diesem Kollektiv
konnten letztlich 107 Patienten mit klinischen Verlaufsdaten in die

Uberlebensanalyse einbezogen werden.

5.1 Pravalenz der EpCAM-Expression und Korrelation mit histopathologischen

Parametern

In Ergdnzung zu vorangegangenen Studien konnte in der vorliegenden Analyse
gezeigt werden, dass es beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu einer
Neoexpression von EpCAM kommt, wohingegen das Molekil im gesunden
Plattenepithel nicht detektierbar ist [47, 74, 75]. Auch in der vorliegenden Arbeit
wurde EpCAM in keinem der 60 untersuchten Gewebe von Normalmucosa
nachgewiesen. Die de novo Expression von EpCAM scheint aulderdem in sehr
frihen Stadien maligner Transformation stattzufinden, da bereits Plattenepithel-
Dysplasien das Molekdil exprimieren [52]. Im hier untersuchten Kollektiv wiesen 63%
der untersuchten Tumore eine Neoexpression des Molekiils auf, wobei die Dominanz
im Bereich der starken Expression (3+) mit 39% lag, gefolgt von schwécheren
Farbegraden 2+ mit 14% und 1+ mit 9%. Diese Uberexpression im Karzinom wurde
bisher unter anderem in Karzinomen der Gallenblase und in Stadien der CIN
beobachtet [52, 71]. Im Unterschied zu den vorgenannten Zusammenhangen, weist
epitheliales Normalgewebe von Magen, Dinndarm und Colon, sowie endokrines

Gewebe natirlicherweise eine EpCAM-Expression auf. Im Falle einer malignen
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Transformation kann es zu einer weiteren Verstarkung der EpCAM-Expression
kommen. Dies qilt fir die Mehrzahl epithelialer Tumoren, wie den gastralen und
kolorektalen Karzinomen, sowie fir solche der Mamma, des Ovars und der
Harnblase [47].

Es ist seit langem bekannt, dass Tumoren mit schlechter Differenzierung eher eine
unglnstige Prognose aufweisen. Dies konnte in verschiedenen Studien gezeigt
werden. Da mehrere Studien zeigten, dass eine starke EpCAM-Expression im
Zusammenhang mit einer schlechten Prognose und einem aggressiven Potenzial der
Tumoren steht, war es interessant, dass in der vorliegenden Arbeit eine Signifikanz
zwischen EpCAM und dem Grading zu beobachten war. In Zusammenschau mit der
vorliegenden Uberlebensanalyse, in der sich ein schlechteres Gesamtiiberleben bei
Patienten mit stark EpCAM-exprimierenden Tumoren zeigte, ergeben sich starke
Hinweise auf eine mdgliche Rolle von EpCAM in der Tumorprogression von

Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

5.2 EpCAM als prognostischer Faktor

Ein wichtiger Aspekt der EpCAM-Expression bei dem hier untersuchten Kollektiv liegt
darin, dass eine starke Uberexpression des Molekiils (3+) mit einer schlechten
Prognose fiir die betroffenen Patienten einhergeht und damit fir das Vorliegen eines
aggressiven Tumors spricht. In der vorliegenden Analyse zeigte sich, dass
besonders eine starke Uberexpression von EpCAM mit einem signifikant
schlechteren Gesamtliberleben einherging und das Molekil zudem einen
unabhéngigen prognostischen Faktor in der multivariaten Analyse darstellte (p =
0,012). Diese Ergebnisse decken sich mit bisherigen Studien zur EpCAM-Expression
in Mammakarzinomen, Gallenblasenkarzinomen und Ovarialkarzinomen hinsichtlich
seiner prognostischen Bedeutung [71, 72, 76]. Die Korrelation einer starken
Expression von EpCAM mit einem schlechten Uberleben konnte fir Mamma-, Kolon-,
Gallen- und Pankreaskarzinome, sowie fir Tumoren des Kopf-Hals-Bereichs gezeigt
werden [69, 71]. Dariber hinaus bestétigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit

eine vorangegangene Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe zur Expression von EpCAM
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im Plattenepithelkarzinom des Osophagus [75]. Interessanterweise ergaben erste
Untersuchungen  unserer  Arbeitsgruppe  zur  EpCAM-Expression  beim
Adenokarzinom der Speiseréhre eine gute Uberlebensprognose im Falle einer
starken Expression von EpCAM [94]. Ahnliche Befunde konnten fiir Magenkarzinome
[67], klarzellige Nierenzellkarzinome [95] und Adenokarzinome der Lunge gezeigt
werden [96]. Im Gegensatz zu den in der vorliegenden Arbeit vorgestellten
Ergebnissen, zeigten Untersuchungen aus Japan von Kimura et al. zur Expression
von EpCAM in Karzinomen des Osophagus signifikant héhere Uberlebenszeiten bei
Patienten deren Tumore EpCAM in hohem Malde exprimierten, als bei solchen mit
einer niedrigen Expression [97]. Neben Unterschieden in der technischen
Durchfihrung der Studie (Verwendung unterschiedlicher Antikdérper und
Frischgewebe anstelle der Paraffineinbettung), wurden hier  sowohl
Plattenepithelkarzinome, als auch Adenokarzinome in das Kollektiv einbezogen.
Weiterhin  kénnten  &tiologische Faktoren, die fur die Entstehung von
Osophaguskarzinomen eine Rolle spielen, sowie die ethnischen Unterschiede der
unterschiedlichen Populationen fir solch unterschiedliche Ergebnisse von Bedeutung
sein. Diese Unterschiede kénnten die Abweichung der Ergebnisse beider Studien,
zumindest teilweise erklaren. Eine Ubersicht der bisherigen Studien hinsichtlich der
prognostischen Bedeutung einer EpCAM-Uberexpression zeigt, dass es zurzeit fur
die verschiedenen Tumorentitdten keine allgemeingultigen Hinweise zur moéglichen

Bedeutung von EpCAM in der Tumorprogression gibt:

Tabelle 5-1: Ubersicht bisheriger Studien zur prognostischen Bedeutung einer EpCAM

- Uberexpression in verschiedenen Tumorentititen.

Tumorgewebe AG Fallzahl Histologie = Antikdrper p-Wert Prognose
M CA Spi murine
amma-LA, pizzo, monoclonal
L K-positive 2004 [69] 1715 AC antibody p<0,0001 | schlecht
ESA
murine
Spizzo, 199 monoclonal
Ovarial-CA epithelial . p=0,036 schlecht
2006 [72] | Paraffin antibody

ESA
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Gallenblasen-CA

Cholangiozellu-
lares-CA

Pankreas-CA

Osophagus-CA

Prostata-CA

Magen-CA

Nieren-CA

Colon

Colon

Osophagus-CA

Varga,
2004 [71]

De Boer,
1999 [61]
Salnikov,
2009 [68]
Stoecklein,

2006 [75]

Mukherjee,
2009 [98]

Songun,
2005 [67]

Seligson,
2004 [95]

Went,
2006 [96]

Went,
2006 [96]

Kimura,
2006 [97]

99

Paraffin

11

70

20

300

Paraffin

318

176

284

138

AC

AC

AC

SCC

Gleason
4+5

AC
Stadium

[+11

klarzellig

AC

AC,

G2
Tumoren
ohne
EpCAM-
Expression

SCC

58

murine
monoclonal
antibody
ESA

antibody
323/A3

Bispezifische

AK

EpCAMxCD3

Ber-EP4

primary
mouse
monoclonal
antibody

mAb 323/A3

anti-EpCAM
murine
monoclonal
antibody
IgG2a clone
KS Vi

murine
monoclonal
antibody
ESA

murine
monoclonal
antibody
ESA

murine
monoclonal
antibody
KSA
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p<0,03 schlecht
schlecht
schlecht
p=0,0003 | schlecht
p=0,001 schlecht

p<0,0001 | gut

p=0,017 gut

p=<0,000
gut

Prognose
schlecht
p=<0,000 | bei
1 fehlender
EpCAM-
Expres-
sion

p=0,0213 | gut
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In der vorliegenden Analyse lie3en sich neben Féllen mit einem Score von 3+ flr
EpCAM, ebenfalls das pT-Stadium und das pN-Stadium als unabhéngige
Prognosefaktoren in der multivariaten Analyse identifizieren: Patienten mit kleineren
Tumoren (T1+T2) wiesen ein signifikant langeres Uberleben auf, als Patienten mit
grélkeren Tumoren (T3+T4) (p = 0,019). Im Falle eines regionédren
Lymphknotenbefalls zeigte sich in der multivariaten Analyse ein signifikanter
Uberlebensvorteil fiir Patienten ohne Lymphknotenmetastasen (p = 0,040), (jedoch
nicht in der univariaten Auswertung (p = 0,094)). Sowohl das Grading, als auch die
Korrelation mit dem Alter der Patienten (<60 Jahre vs. 260 Jahre) erwiesen sich als

nicht signifikant fir das Uberleben.

5.3 Die mdgliche Rolle von EpCAM bei der Tumorprogression von

Plattenepithelkarzinomen des Osophagus

EpCAM wurde seit seiner Entdeckung 1979 die Rolle eines tumorassoziierten
Antigens zugeschrieben [50]. Seinen bis heute glltigen Namen erhielt es 1994 auf
Grund seiner gezeigten Funktion als homophiles Adhasionsmolekil [45]. Die durch
EpCAM vermittelten Adhasionen scheinen zur Stabilitdt der Gewebe beitragen zu
kénnen [45]. Analog zu der Beobachtung, dass eine verminderte E-Cadherin-
Expression die Migrationsfahigkeit von Zellen begunstigt [99], kénnte der Verlust der
EpCAM-Expression bei Geweben mit physiologischer EpCAM-Expression ebenfalls
zu erhodhter Migrationsfahigkeit fihren [100]. Die Rolle von EpCAM bei der Adhasion
war in den vergangenen Jahren Gegenstand intensiver Forschung. Balzar und
Mitarbeiter konnten EpCAM und E-Cadherin als ,Konkurrenten® um identische
Bindungsstellen am Zytoskelett identifizieren [47, 49]. Es konnte in einem
Transfektionsmodell gezeigt werden, dass die durch E-Cadherin vermittelte Adh&sion
in Anwesenheit von EpCAM abgeschwacht wird. Dies fiihrt zu einer Destabilisierung
der epithelialen Zell-Zell-Kontakte und kdénnte so die Migration, Invasion und
Metastasierung ermdéglichen [53]. Eine erhéhte EpCAM-Expression scheint jedoch
auch direkt onkogene Wirkungen zu haben. Gires, Minz und Mitarbeiter
beschaftigten sich mit der Rolle von EpCAM bei der Proliferation und im Zellzyklus.

Sie zeigten erstmals den Zusammenhang zwischen der Expression von EpCAM und
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der Induktion von MYC, was unter anderem zur verstarkten Proliferation fuhrt [58].
EpCAM flhrte hierbei zu einer Zunahme der Promotor-Aktivitat von MYC.

Erst kirzlich konnte von derselben Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass EpCAM in
der Lage ist, ausgehend von der Plasmamembran selbst Signale in den Zellkern zu
vermitteln und somit die Expression von Genen zu regulieren. Hier wurde eine
Assoziation des EpCAM-Signalings mit dem WNT-Signalweg gefunden, welcher bei
vielen Tumoren eine zentrale Bedeutung fur die Tumorprogression hat. EpCAM ist
also nicht als reines Adhasionsmolekil zu verstehen, sondern es scheint eine Rolle
im Rahmen von Wachstum, Proliferation, Differenzierung und Migration von Zellen zu
spielen [47, 49, 92].

Schon frih in der Embryogenese wird eine starke Expression von EpCAM
beobachtet, welche in vielen terminal differenzierten Zellen nur noch vermindert oder
gar nicht mehr vorliegt. Dies deutet darauf hin, dass der Grad der Zelldifferenzierung
und Spezialisierung wenigstens teilweise auch von der EpCAM-Expression abhangig
ist [92]. Bei maligner Transformation kommt es jedoch in einigen Féllen im Verlauf zu
einer erneuten Induktion der EpCAM-Expression [47, 61]. Das mehrschichtige
unverhornte Plattenepithel des Osophagus zeigt physiologischerweise keine
EpCAM-Expression [47, 92]. Interessanterweise konnten Hosch und Mitarbeiter in
histopathologisch tumorfreien Lymphknoten von Osophaguskarzinompatienten
EpCAM-positive Einzelzellen detektieren. Es konnte gezeigt werden, dass die
betreffenden Félle mit einem frlhen metastatischen Rezidiv und kirzerem
tumorassoziierten Uberleben korreliert waren [101]. Der Arbeitsgruppe gelang die
Etablierung einer Zelllinie aus einer EpCAM-positiven Mikrometastase eines
Osophaguskarzinoms. In einem Mausmodell konnte dann gezeigt werden, dass die
relevanten Zellen tumorigen sind. Entsprechend dieser Befunde beim
Osophaguskarzinom konnten Osta et al. in Untersuchungen beim Mammakarzinom
zeigen, dass eine Herabregulation der EpCAM-Expression die Migration und
Invasion der Zelllinien signifikant reduziert [102]. Die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit weisen darauf hin, dass eine Uberexpression von EpCAM im
Plattenepithelkarzinom des Osophagus mit einer schlechten Prognose bezogen auf

das Gesamtliberleben der betroffenen Patienten einhergeht. Dies unterstreicht
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fruhere Ergebnisse der Pilotstudie unserer Arbeitsgruppe an einem kleineren

Kollektiv, in welcher ein signifikanter prognostischer Einfluss einer starken de novo

Expression von EpCAM auf das rezidivfreie Uberleben beobachtet wurde [75].

Bei anderen Plattenepithelkarzinomen wie denen der Lunge und des Kopf-Hals-
Bereichs ist die Uberexpression von EpCAM mit der Tumorprogression assoziiert
[59, 103, 104]. Bei Adenokarzinomen des Osophagus wird EpCAM ebenfalls in der
Karzinogenese exprimiert, weswegen das einschichtige hochprismatische Barrett-
Epithel, gemal} seiner Eigenschaft als Vorlauferldsion als diagnostischer Marker der
Metaplasie vorgeschlagen wurde [74]. Die bislang zur Verfiigung stehenden Daten
die an Tumorgewebe gewonnen wurden sprechen daftr, dass EpCAM eine Rolle in
der Tumorprogression von Plattenepithelkarzinomen des Osophagus spielt. Jedoch

sind hier bislang keine in vitro oder in vivo Daten verfugbar.

5.4 EpCAM als mégliche therapeutische Zielstruktur beim Osophaguskarzinom

Auf Grund der starken Expression bei verschiedenen Tumorentitaten stellt EpCAM
als tumor-assoziiertes Moleklil auch eine interessante Zielstruktur flr
Immuntherapien dar. Aufgrund der Spezifitdt und dem daraus resultierenden
vorteilhaften Nebenwirkungsspektrum im Vergleich zu gdngigen Chemotherapeutka
kann die Gabe von Antikérpern in der adjuvanten Therapie von Tumorerkrankungen
attraktiv sein. Bezlglich der Wirkung des bislang einzigen grindlich getesteten
therapeutischen anti-EpCAM Antikérpers zeigten sich jedoch inkonsistente
Ergebnisse in prospektiv randomisierten Studien. Es konnte zwar ein signifikanter
Effekt der Monotherapie im Vergleich zu unbehandelten Patienten gezeigt werden,
jedoch fir Patienten mit kolorektalen Karzinomen UICC Il ergab sich keine
Uberlegenheit gegeniiber alleiniger postoperativer Chemotherapie [78, 79, 81]. In
einer weiteren klinischen Studie zum Wert einer adjuvanten anti-EpCAM Therapie
bei operablen, nodal negativen Kolonkarzinompatienten (UICC Il) konnte kein Vorteil
der adjuvanten Edrecolomab® -Therapie gegenliber der alleinigen Operation gezeigt
werden [105]. Als muriner Antikérper induziert Ederecolomab® eine humorale

Immunantwort beim Menschen, die zu einer kurzen Halbwertszeit im Serum fihrt.
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Eine reduzierte Kompatibilitdt mit humanen Effektorzellen wird ebenfalls diskutiert
[83].

Im Zuge der damaligen Studien wurde angenommen, dass bei Patienten mit
kolorektalen Karzinomen ein hoher Expressionslevel von EpCAM vorliegt. Dies
wurde jedoch sowohl prospektiv, als auch retrospektiv im Tumorgewebe der
behandelten Patienten nicht analysiert. Zudem handelt es sich bei Edrecolomab® um
einen Antikérper mit einer geringen Affinitét, sodass fir eine effektive Therapie die
Voraussetzung einer hohen Expression des Zielmolekils moéglicherweise an
Bedeutung gewinnt. Daher wird an der Entwicklung von anti-EpCAM Antikérpern
gearbeitet, die beim Menschen aufgrund verbesserter Halbwertszeiten einen
groélReren therapeutischen Effekt versprechen [78, 84]. Unter anderem befindet sich
ein vollstdndig humaner Antikérper (Adecatumomab®, MT201) in klinischer
Erprobung an Patienten mit Mamma- und Prostatakarzinomen [46]. Dieser verspricht
ein geringeres Nebenwirkungsspektrum, da die Bildung von ,human-anti-mouse-
antibodies* vermieden wird. Zwischenzeitlich wurde in Deutschland ein trifunktionaler
bispezifischer Antikérper (Removab®) fir die Therapie von malignem Aszites
zugelassen, welcher an EpCAM auf Karzinomzellen und CD3 auf T-Zellen bindet
[106].

Mit der kdrzlich von Maetzel und Mitarbeitern gelungenen Entschlisselung des
nukledren Signalweges von EpCAM, bieten sich mdglicherweise kunftig neue
Angriffspunkte, die therapeutisch nutzbar sein kénnten [57]. Der in diesem Zuge
gefundene onkogene Effekt von EpCAM auf den WNT-Signalweg kdnnte erklaren,
warum EpCAM in vielen Tumoren und in Vorlduferlasionen exprimiert wird. Somit
ware EpCAM nicht nur eine Zielstruktur fir Immuntherapien, sondern kénnte fir
molekulare, zielgerichtete Therapien (,targeted therapies®) interessant sein.
Zusammenfassend sprechen die zur Verfiigung stehenden Daten EpCAM eine Rolle
bei der Tumorprogression von Plattenepithelkarzinomen des Osophagus zu. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es in &sophagealen
Plattenepithelkarzinomen im Vergleich zum physiologischen Plattenepithel zu einer
Neo-Expression von EpCAM kommt. In den meisten Fallen des untersuchten

Kollektivs konnte im Falle einer positiven EpCAM-Expression, gleichzeitig eine sehr
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starke Uberexpression (3+) beobachtet werden und EpCAM konnte als negativer
prognostischer Faktor in der Uberlebensanalyse identifiziert werden.

In Zusammenschau mit den Ergebnissen anderer Studien zur Rolle von EpCAM als
therapeutische Zielstruktur und unter Bertcksichtigung der bisherigen Ergebnisse bei
der therapeutischen Anwendung von Antikérpern gegen EpCAM, scheint eine
Therapie mit EpCAM als Zielstruktur fir Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom
des Osophagus interessant zu sein. Es ist daher vorstellbar, dass Patienten deren
Tumoren eine starke Uberexpression von EpCAM aufweisen, von einer gegen
EpCAM gerichteten Therapie profitieren wiirden.

Es misste jedoch im Vorfeld der Therapie eine Stratifizierung bezlglich der EpCAM-
Expression erfolgen, um die Effektivitdt derselben zu steigern. Bezug nehmend auf
die Arbeit von Hosch et al. zur Detektion EpCAM-positiver disseminierter
Tumorzellen in histopathologisch negativ klassifizierten Lymphknoten, stellt sich die
Frage der Indikation einer gegen EpCAM gerichteten Therapie auch unabhéangig vom
Expressionsverhalten des Primarius [101]. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass fast die Halfte der untersuchten Lymphknotenmetastasen eine sehr
starke Uberexpression von EpCAM aufweisen. Hier haben sich jedoch bei néherer
Betrachtung erhebliche Unterschiede in der EpCAM-Expression zwischen
Lymphknotenmetastasen und Primartumor ergeben. Daher kann an dieser Stelle
keine Aussage zu einer mdoglichen Bedeutung der EpCAM-Expression in
Lymphknotenmetastasen beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus gemacht
werden. Grollere Studien wéren hier erforderlich. Angesichts der noch immer sehr
schlechten Prognose von operablen Osophaguskarzinompatienten und dem Fehlen
von wirkungsvollen systemischen Therapien ware eine klinische Testung
verfligbarer, gegen EpCAM gerichteter Therapien eine interessante Option zur
Prognoseverbesserung. Welche Patienten von einer solchen Therapie profitieren
wirden und ob eine heterogene EpCAM-Expression von Nachteil ware, liesse sich

letztlich nur in einer prospektiven randomisierten klinischen Studie Uberprifen.
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6 Zusammenfassung

Einleitung: Karzinome des Osophagus gehdren weltweit zu den Tumoren mit der
schlechtesten Prognose. Derzeit gangige Therapieregimes vermdgen es nicht, den
Krankheitsverlauf glnstig zu beeinflussen bzw. die Rezidivrate zu senken. Bis zu
85% der in kurativer Absicht operierten Patienten versterben an den Folgen der
systemischen Tumorausbreitung innerhalb von funf Jahren nach dem Eingriff. Die
Aufgabe dieser Arbeit war die Analyse der EpCAM-Expression in primér operablen

Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

Material und Methoden: Von einem 118 Patienten umfassenden Kollektiv mit
klinischen Verlaufsdaten, wurde sowohl von den Primartumoren, als auch von
Lymphknotenmetastasen und Normalmucosa ein Tissue Micro Array (TMA) erstellt.
Die Expression von EpCAM wurde immunhistochemisch mit dem monoklonalen
Antikdrper Ber-EP4 evaluiert. Die Auswertung erfolgte nach HercepTest™, einem
standardisierten Schema zur Erfassung der Membranfarbung. Es ergaben sich so
Farbegrade von 0 bis 3+. Fur 107 Patienten waren klinische Verlaufsdaten

vorhanden, die mit den Ergebnissen der Analysen statistisch korreliert wurden.

Ergebnisse: Wahrend alle untersuchten gesunden Osophagusschleimhéute keine
Expression von EpCAM zeigten, exprimierten die Mehrzahl der Karzinome EpCAM,
wobei eine generelle Expression nicht mit den klinisch-pathologischen Parametern
korrelierte. Die in 39% der Falle nachgewiesene starke Expression (3+) erwies sich
jedoch als unabhangiger prognostischer Faktor fir das Gesamtiiberleben. Stark
EpCAM-exprimierende Tumoren scheinen sich also durch ein aggressiveres
biologisches Verhalten auszuzeichnen. In der Korrelation mit dem Grading zeigte
sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen starker Expression von EpCAM und
Tumoren mit schlechter Differenzierung. In der multivariaten Analyse erwiesen sich
des Weiteren die T-Kategorie und die N-Kategorie fur das untersuchte Kollektiv als

unabhangige prognostische Faktoren.
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6 Zusammenfassung

Schlussfolgerung: Die Analyse des Expressionsmusters von EpCAM im
Plattenepithelkarzinom des Osophagus kénnte im Rahmen einer Risikostratifizierung
sinnvoll sein. Die klinische Anwendung einer adjuvanten, gegen EpCAM gerichteten
Immuntherapie erscheint vor allen Dingen bei Patienten, deren Tumoren eine starke
Uberexpression des Molekills zeigen aussichtsreich. Hinsichtlich eines
Therapieansatzes mit spezifischen Antikérpern gegen EpCAM bedarf es der
Etablierung potenter, gegebenenfalls humanisierter Antikdrper, die sich bereits in
klinischer Erprobung befinden. In seiner Rolle als Signaltransduktionsmolekl
eréffnen sich méglicherweise neue Therapieoptionen auf molekularer Ebene, mit
EpCAM als Zielstruktur.
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Tabelle 3-1: Patientenkollektiv mit histopathologischen Daten

TNM-Klassifikation absolut prozent

Tumorausdehnung (T)

T1 19 16,1
T2 25 21,2
T3 69 58,5
T4 5 4,2
Lymphknoten (N)

NO 41 34,7
N1 77 65,3
N 2 0 0

Fermetastasen (M)

M X 3 2,5
MO 115 97,5
M1 0 0

Differenzierungsgrad (G)

G1 2 1,7
G2 67 56,8
G3 49 41,5
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TACSTD1
Tis
TMA
TNM
TY
uiCcC

American Joint Commitee on Cancer

Antikérper
Cancer Antigen 125 (Tumormarker)

Cancer Antigen 19-9 (Tumormarker)

Carcinoembryonales Antigen

cervikale intraepitheliale Neoplasie

Computertomographie

klinische Tumorklassifikation

3,3’- Diaminobenzidin (Chromogen)

epidermal growth factor

epitheliales Zelladh&sionsmolekil
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Immunreaktiver Score
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Personal Tissue Arrayer

“Phosphate buffered saline” (Phosphat-gepufferte Salzlésung)
perkutane endoskopische Gastrostomie
Positronenemissionstomographie
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Squamous cell carcinoma (auch: Squamous cell carcinoma antigen)
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Tissue Micro Array
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Thyroglobulin - Doméne

Union Internationale Contre le Cancer
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