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Zusammenfassung

Das Magenkarzinom stellt trotz riicklaufiger Inzidenz eine relevante krebsbedingte
Todesursache dar. Problematisch ist eine hdufig erst in spdten Stadien erfolgende
Diagnosestellung, wodurch Therapieansitze mit kurativem Ansatz limitiert sind. In diesem
Zusammenhang erscheint das epitheliale Antigen EpCAM interessant, da es als moglicher
therapeutischer Ansatzpunkt fiir systemische Therapien genutzt werden konnte. Um ein
tieferes Verstandnis tiber die Expression von EpCAM bei Magenkarzinomen zu bekommen,
sollte in dieser Arbeit dessen Expression bei den unterschiedlichen histologischen Typen des
Magenkarzinoms untersucht werden und gepriift werden, ob ein Zusammenhang zwischen
EpCAM-Expression und Proliferation besteht.

Anhand eines Tissue microarrays (TMA) wurde in dieser Arbeit die Expression und der
prognostische Einfluss des EpCAM in Magenkarzinomen unter Beriicksichtigung der
histologischen Typen nach Laurén und der TNM-Klassifikation untersucht. Fir die
Fragestellung nach dem Zusammenhang von EpCAM-Expression mit Proliferation wurde die
EpCAM-Expression mit der Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 verglichen.

Es erfolgte die immunhistochemische Anfarbung eines TMA bestehend aus Proben von 163
Magenkarzinomen, (n = 61 vom diffusen, n = 62 vom intestinalen und n = 32 vom mixed Typ;
n = 8 nicht klassifizierbar) mit dem monoklonalen Antikorper Ber-EP4. Ausgewertet wurde
gemafd des HercepTest-Scores (Dako). Die Ki-67-Expression des TMA wurde anhand des
Medians in eine schwach (<7%) und stark exprimierende (>7%) Gruppe eingeteilt. Die
Expression von EpCAM und Ki-67 wurde statistisch korreliert. Neben den Primdrtumoren
lagen in 88 Faillen auch die zugehorigen LK-Metastasen zur Begutachtung vor. Die
Expression wurde sowohl im Gesamttumor als auch separat in den Arealen Tumorzentrum
und Invasionsfront beurteilt.

Die Expression von EpCAM wurde in 77% der Karzinome beobachtet. Dabei war die EpCAM-
Expression war bei 58% (n = 74) der Tumore homogen, wahrend 42% (n = 54) ein
unterschiedliches Expressionsmuster zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront
aufwiesen. Eine starkere EpCAM-Expression in der Invasionsfront ging signifikant mit einer
ausgepragteren Lymphknotenmetastasierung (p = 0,03) und kiirzeren mittleren
Uberlebensdauer (p = 0,001) einher. Diese Beobachtung war signifikant stirker (p = 0,04)
beim diffusen Typ nach Laurén. In multivariaten Uberlebensanalysen (Cox-Regression)
erwies sich eine starke EpCAM-Expression in der Invasionsfront als ein unabhdngiger
prognostisch negativer Faktor. Eine signifikante Korrelation (p = 0,001) zwischen EpCAM-
und Ki-67-Expression zeigte sich unabhangig von Lokalisation und Tumortyp.

Insgesamt lassen diese Beobachtungen die Schlussfolgerung zu, dass die EpCAM-Expression
beim Magenkarzinom mit Proliferation und Tumorprogression in Zusammenhang steht.
Daher konnte EpCAM einen moglichen Ansatzpunkt fiir zielgerichtete systemische
Therapien bei stark EpCAM-exprimierenden Tumoren bieten.
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1. EINLEITUNG

1.1. DAS MAGENKARZINOM

1.1.1. Epidemiologie

Das Magenkarzinom ist die achthdufigste Tumorentitit bei Frauen, die fiinfthdufigste bei
Mannern und derzeit verantwortlich fiir 5% aller tumorbedingten Todesfille in
Deutschland. In den letzten 30 Jahren gab es in Deutschland und auch anderen westlichen
Landern eine riickldufige Inzidenz und Mortalitat. Allerdings ist die Prognose mit einer 5-
Jahres-Uberlebensrate von 30% relativ schlecht. Der Erkrankungsgipfel liegt um das 7o.
Lebensjahr, hierbei sind Manner viel hiufiger betroffen als Frauen [1].

Weltweit ist das Magenkarzinom die vierthdaufigste Krebsart. Hochrisikogebiete sind Japan,
China, Osteuropa und Lateinamerika; Gebiete mit niedrigen Inzidenzen sind Siidasien,

Nord- und Ostafrika, Nordamerika, Australien und Neuseeland [2].

Im Grundsatzlichen sollte unterschieden werden zwischen Adenokarzinomen der Kardia
bzw. des gastrodsophagealen Ubergangs und den distalen Magenkarzinomen. Diese
unterscheiden sich nicht nur hinsichtlich ihrer Lokalisation, sondern auch in Bezug auf
ihre Atiologie und Epidemiologie [3]. Kardiakarzinome zeigen eine steigende Inzidenz, sie
treten vor allem in westlichen Landern bei der mannlichen weiflen Population mit
gastroosophagealem Reflux auf. Sie zdhlen seit 1998 zu den Adenokarzinomen des
gastroosophagealen Ubergangs (AEG = adenocarcinoma of the esophagogastric junction) [4]
und sollten daher von den distalen Magenkarzinomen abgegrenzt werden. Im Gegensatz zu

den Kardiakarzinomen ist deren Inzidenz in der westlichen Welt riicklaufig [3].

1.1.2. Morphologie und Pathogenese

Das Adenokarzinom des Magens ist ein maligner epithelialer Tumor, der von primdren
Zellen des Driisenhalsbereichs oder sekundar von metaplastischen Zellen ausgeht. Es macht
etwa 90% aller Magentumoren aus und ist in 2/, der Falle im Bereich der kleinen Kurvatur im

Antrum lokalisiert [1].




Die Pathogenese distaler Magenkarzinome ist multifaktoriell; wichtigster Faktor ist nach
heutigen Erkenntnissen die chronische Gastritis, vor allem auf dem Boden einer
Helicobacter pylori Infektion [5][6]. Durch den entziindlichen Vorgang sinkt die
Sauresekretion, wodurch sich die physiologische Flora verandert und anaerobe Bakterien
den Magen besiedeln konnen. Diese sind bekannt dafiir, dass sie in der Lage sind, mit der
Nahrung aufgenommene Nitrate in karzinogene N-nitroso-Verbindungen umzuwandeln.
Bedingt durch die Steigerung der Proliferationsrate des Epithels durch Reparaturvorginge
und infolge der DNA-Schadigung durch anfallende freie Radikale, Oxidantien und reaktive
Nitroso-Verbindungen kann es zur Entdifferenzierung und somit zu einer prakanzerésen
Lasion kommen. Durch die chronische Helicobacter pylori Infektion wird eine Sequenz
eingeleitet, die folgende Schritte beinhaltet: chronische Gastritis — multifokale Atrophie —

intestinale Metaplasie — intraepitheliale Neoplasie [6][7].

1.1.2.1. Risikofaktoren

Als Prakanzerose (insbesondere fiir den intestinalen Typ des Magenkarzinoms, s.u.) gilt in
erster Linie die chronische Gastritis und die damit einhergehende intestinale Metaplasie. Die
Helicobacter pylori Gastritis ist darunter die haufigste Ursache [7]. Die autoimmune
Gastritis fithrt ebenfalls iiber das Auftreten fokaler Atrophien gehduft zur einer intestinalen
Metaplasie [5].

Im Rahmen der Karzinogenese gelten ebenfalls Erndhrungsgewohnheiten als Risikofaktor,
beispielsweise der Verzehr von stark gesalzenen, gepokelten und gerducherten Speisen,
sowie ein Mangel an frischem Obst und Gemiise [1]. Rauchen und ein erhoéhter
Alkoholkonsum zeigen sich ebenfalls als Risikofaktoren, da sie entziindliche
Schleimhautveranderungen nach sich ziehen. Die wichtigste Rolle spielt jedoch die
Helicobacter pylori Infektion [1][7]. Eine vergleichsweise geringere Rolle scheinen auch
hereditdre Faktoren zu spielen; familiar gehduftes Auftreten wird bei etwa 8-10% der
Magenkarzinome beschrieben [5]. Eine in diesem Zusammenhang beschriebene genetische
Ursache ist die Keimzelllinien-Mutation im CDHi-Gen (E-cadherin), welche zu einer
autosomal-dominanten Pradisposition zum HDGC (hereditary diffuse gastric carcinoma)
fihrt. Ebenso tritt das Magenkarzinom auch im Rahmen des hereditiren non-polypdsen

Kolonkarzinoms (Lynch-Syndrom, HNPCC), der familidren adenomatosen Polyposis (FAP)




und des Peutz-Jeghers-Syndroms auf [5]. Als weitere, eher seltenere Risikofaktoren gelten:

M.Ménétrier, perniziose Anamie, Blutgruppe A, Z.n. Magen-Op aus benignen Ursachen (—

Magenstumpf-Ca) und Adenome des Magens [1].

1.1.3.

Klassifikation von Magenkarzinomen

T-Kategorie (Primdrtumor)

Tx | Primartumor nicht beurteilbar
To | kein Anhalt fir einen Primartumor
Tis | Carcinoma in situ: Intraepithelialer Tumor ohne Invasion der Lamina propria
T1 | Tumor infiltriert Lamina propria oder Submukosa (=Frithkarzinom)
T2a: infiltriert Muskularis
T2
T2b: infiltriert Subserosa
T3 | penetriert Serosa, wachst nicht in Nachbarorgane ein
T4 | infiltriert Nachbarorgane

N-Kategorie (regiondre Lymphknotenmetastasen)

Nx | regiondre Lymphknoten nicht beurteilbar
No | kein Lymphknotenbefall

N1 | 1-6 Lymphknoten befallen

N2 | 7-15 Lymphknoten befallen

N3 | >15 Lymphknoten befallen

M-Kateqgorie (Fernmetastasierung)

Mx | Fernmetastasierung nicht beurteilbar
Mo | keine Fernmetastasen
M1 | Fernmetastasen vorhanden

Abbildung 1: TNM-Klassifikation

histopathologische Klassifikation. T beschreibt die die Invasionstiefe des Primdrtumors, N die
regiondre Lymphknotenmetastasierung, M die Fernmetastasierung; 6.Edition, 2002




Magenkarzinome konnen nach verschiedenen Kriterien eingeteilt werden: nach ihrer
anatomischen Lokalisation, nach ihrem makroskopischen Wachstumsmuster [8], nach ihren
histologischen Merkmalen [9], sowie nach ihrer Eindringtiefe (TNM-Klassifikation),
(Abbildung 1). Die Stadieneinteilung erfolgt nach UICC (Union internationale contre le

cancer, Abbildung 2).

Stage o Tis No Mo
Stage [A T1 No Mo
T N1 Mo

Stage IB
T2 No Mo
T1 N2 Mo
Stage II T2 N1 Mo
T3 No Mo
T2 N2 Mo
Stage IIIA T3 N1 Mo
Ty No Mo
Stage IIIB T3 N2 Mo
T4 N1,2,3 Mo
Stage IV T1,2,3 N3 Mo
jedes T | jedes N M1

Abbildung 2: UICC-Stadien

Stadieneinteilung nach der Union internationale contre le cancer (6.Edition, 2002), diese ist
angelehnt an die TNM-Klassifikation

1.1.3.1. Laurén-Klassifikation

Bei der Laurén-Klassifikation [9] wird unterschieden zwischen dem diffusen und dem

intestinalen Magenkarzinom. Tumoren, die Charakteristika beider Typen aufweisen, werden




als mixed Typ bezeichnet. Karzinome, die aufgrund einer unzureichenden Differenzierung
keinem der beschriebenen Typen zugeordnet werden konnen, werden als ,unbestimmt®

eingestuft.

Intestinales Karzinom

Es handelt sich um gut bis moderat differenzierte Tumoren, die driisige Strukturen
ausbilden, gelegentlich mit Papillen oder soliden Elementen. Sie entstehen meist auf dem

Boden einer chronisch-atrophischen Gastritis und intestinalen Metaplasie [10].

Diffuses Karzinom

Das diffuse Magenkarzinom besteht aus locker zusammenhaltenden Zellen, die wenig oder
keine Driisen ausbilden und stark infiltrativ wachsen. Die einzelnen Zellen sind eher klein
und rund, liegen zum Teil in Zellnestern. Die Mitoserate ist kleiner als beim intestinalen
Karzinom [s]. Es tritt hdufiger bei jiingeren Personen, vor allem bei Frauen, auf; vermutet

wird eine genetische Pradisposition, moduliert von umweltbedingten Faktoren [5].

1.1.4. Klinik und Diagnostik

Klinisch wird das Magenkarzinom haufig erst spat manifest. Wahrend beim Frithkarzinom
(EGC = early gastric cancer) eher unspezifische gastrointestinale Beschwerden wie etwa
Dyspepsie vorliegen, kommen beim fortgeschrittenen Karzinom abdominelle Schmerzen,
Blutungen oder auch Ubelkeit/Erbrechen hinzu. Allgemeine Symptome wie Gewichtsverlust
geben Hinweise auf eine systemische Erkrankung. Der Mangel an frithen Symptomen
verzogert die Diagnosestellung, so dass 80-90% der Magenkarzinome erst in einem
fortgeschrittenen, meist metastasierten Stadium erkannt werden [5].

Massen-Screening-Programme in Japan konnten eine Fritherkennungsrate von rund 80%
erzielen, wobei die Gruppe der asymptomatischen Patienten sogar in 30-50% ein
Frithkarzinom (EGC) zeigte. Leider war dieser positive Fritherkennungswert stark auf die
hohe Inzidenz in Japan zuriickzufithren. In westlichen Landern entdeckte man unter
Verwendung der gleichen Screening-Methoden hingegen nur 16-24% EGC bei

asymtomatischen Patienten [5].




In der Diagnostik ist die Gastroskopie heutzutage der Goldstandard, um bereits friihe
Veranderungen in der Magenschleimhaut festzustellen [5]. Magenfrithkarzinome kénnen
anhand ihres makroskopischen Wachstumsmusters in die Typen I-III eingeteilt werden,
fortgeschrittene Magenkarzinome werden nach der Borrmann-Klassifikation [8] in die

Typen I-1V eingeteilt:

I: exophytisch
II: schiisselformig ulzerierend
II: ulzerds und infiltrierend

IV: diffus infiltrierend

Zur Beurteilung der Eindringtiefe kann die Endosonographie eingesetzt werden. Um
metastatischen Lymphknotenbefall und Fernmetastasen zu detektieren, wird ein Staging
mittels perkutaner Sonographie des Abdomens und eine Computertomographie von Thorax

und Abdomen durchgefiihrt [5].

Das Problem der friihzeitigen Diagnose der Dysplasie liegt neben der Beschwerdearmut der
Patienten ebenfalls in der Schwierigkeit der morphologischen Abgrenzung zu
entziindlichen/reaktiven oder regenerativen Veranderungen. Es wird jedoch ebenfalls
beschrieben, dass sich in zuvor unverandertem Epithel eine Dys- bzw. Neoplasie entwickeln
kann. Man kann zwischen einer low-grade und high-grade Lasion unterscheiden [s].
Wadhrend bei der low-grade Neoplasie die Architektur der Mukosa noch teilweise erhalten
ist, ist sie bei der high-grade Neoplasie aufgehoben und es zeigen sich deutliche Zellatypien.
In beiden Fallen liegt noch keine Invasion der Basalmembran vor (Carcinoma in situ). Die
Infiltration der Basallamina findet allerdings in etwa 80% der Falle im weiteren Verlauf statt.
Infolgedessen ist bei Vorliegen einer intraepithelialen Neoplasie ein Handlungsbedarf
gegeben [5]. Dies beinhaltet eine lokale Resektion der neoplastischen Areale bis hin zur

Magenteilresektion.




1.1.5. Metastasierung

Die Metastasierung erfolgt beim Magenkarzinom mittels direkter Invasion, lymphatischer
und hdmatogener Metastasierung oder als Peritonealkarzinose. Tumoren vom diffusen Typ
metastasieren hdufig transperitoneal in anliegende Organe wie das Duodenum, der
intestinale Typ metastasiert eher himatogen in die Leber. Lymphknotenbefall ist bei diesen
beiden Typen gleich haufig. Tumoren vom mixed Typ weisen, wie der Name vermuten lasst,

beide Metastasierungswege auf [5].

1.1.6. Therapiekonzepte

Die Therapie der Wahl fiir das Magenkarzinom ist die vollstindige Resektion des
Primdrtumors mittels totaler oder partieller Gastrektomie. Beim intestinalen Typ ist ein
Sicherheitsabstand von 5 cm zum gesunden Gewebe, beim diffusen Typ sogar von 8-10 cm
notig [11]. Wegen einer moglichen Metastasierung wird eine Lymphadenektomie der lokalen
Lymphknoten durchgefiihrt. Gegebenenfalls miissen benachbarte Teile von Osophagus,

Duodenum sowie Milz oder Leber entfernt werden.

Beim proximalen (Kardia-) Karzinom wird zumeist eine transhiatale erweiterte
Gastrektomie durchgefiihrt. Tumoren des mittleren Drittels werden mittels totaler
Gastrektomie reseziert, distale Magenkarzinome konnen mit einer subtotalen, andernfalls
mit einer totalen Gastrektomie entfernt werden [12] (Abbildung 3). Je nach Tumorstadium
und Metastasierungsgrad wird zusatzlich zur Resektion eine neoadjuvante oder adjuvante

(Radio-)Chemotherapie durchgefiihrt.

Bei Vorliegen von Fernmetastasen ist die Therapie nur palliativ moglich. Eine kurative
primdre Resektion wird nicht durchgefiihrt. Gegebenenfalls kann eine Massenreduktion

erwogen werden [12].




ochne AEGII/III: transhiatale Gastrektomie mit
- D2-Lymphadenektomie inklusive der
retroperitonealen linksaortalen Lymphknoten

proximal
= totale Gastrektomie mit D2-
| mittel Lymphadenektomie inklusive der
TR Lymphknotenstationen 1-6 und 7-12
distal el

subtotale Gastrektomie:D2-
Lymphadenektomie (Station 2 verbleibt in
situ) inklusive der Stationen 12 (Lig.
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Abbildung 3: Chirurgische Therapie des Magenkarzinoms

modifiziert nach Ott K., Gastric cancer: surgery in 2011, Langenbecks Arch Surg 2010 [12]

Als Meilenstein in der Chemotherapie von gastrodsophagealen Karzinomen gilt s5-
Floururacil [13]. Insgesamt gibt es viele verschiedene Ansatze fiir Kombinationstherapien,
unter anderem mit Prodrugs von 5-FU, Cisplatin, Topoisomerase-Inhibitoren, Epirubicin
oder Doxorubicin. Kombinationstherapien bestehend aus Platinderivaten  mit
Flourpyrimidinen sind derzeit das Riickgrat moderner Chemotherapien [13]. Leider konnte
jedoch fiir keine der verschiedenen Kombinationsmoglichkeiten bisher ein signifikanter
Effekt auf die Mortalitit und Prognose nachgewiesen werden, so dass es aktuell keine

international anerkannte Standardtherapie gibt [13].

Im MAGIC Trial [14] konnte der Vorteil einer perioperativen Chemotherapie mit ECF
(Epirubicin, Cisplatin, Floururacil) im Gegensatz zur alleinigen Resektion nachgewiesen
werden. Das 5-Jahres-Uberleben betrug in der Gruppe der Patienten mit perioperativer ECF-
Behandlung 36%, im Vergleich zu 23% bei der Gruppe der alleinigen chirurgischen Therapie

[14]. Diese Studie wies jedoch einige methodische Mangel auf, unter anderem in Bezug auf




das praoperative Staging und die chirurgische Therapie, so dass zunachst weitere Arbeiten

hierzu notwendig sind [15].

In Japan gilt bei Lymphknoten-positiven resezierten Magenkarzinomen das orale
Flouropyrimidin S-1 als Standardtherapie [16]. Eine Erprobung dieses Wirkstoffs in nicht-
asiatischen Bevolkerungsgruppen steht noch aus. In den USA gilt eine adjuvante
Chemoradiotherapie als Mittel der Wahl [13]. Neoadjuvante Chemotherapien konnten als
effiziente und sichere Methode zur Reduktion der Tumormasse beschrieben werden [12] und

scheinen auch in der Zukunft eine vielversprechende Therapieoption zu sein.

Neben der chirurgischen Resektion und Radiochemotherapie bieten Antikorpertherapien
einen neuen Zweig in der Therapie vieler Malignome. Im Falle des Magenkarzinoms werden
derzeit potenzielle Zielstrukturen erforscht. So zeigte der Einsatz von Trastazumab
(Antikorper gegen den HER-2/neu-Rezeptor) bei HER2-positiven Tumoren bereits gute
Erfolge [17]. Eine weiterer moglicher Angriffspunkt fiir eine antikorperbasierte Therapie
liefert das Oberflachenantigen EpCAM, dessen Expression im Rahmen dieser Arbeit

untersucht wurde.

1.2.  DAS EPITHELIALE ZELLADHASIONSMOLEKUL (EPCAM)

1.2.1. Biologie und Vorkommen

Das tumor-assoziierte Antigen EpCAM ist ein transmembrandres 40 kDa Glykoprotein,
welches auf der basolateralen Oberfliche von Zellen wdhrend der embryologischen
Entwicklung, sowie auf bestimmten adulten epithelialen Zellen des menschlichen
Organismus exprimiert wird. Es wird kodiert von dem EPCAM-Gen auf Chromosom 2p21
kodiert [18], welches frither als TACSTD1 (tumour-associated calcium signal transducer

protein 1-precursor) [19] bezeichnet wurde.

Das epitheliale Zelladhdsionsmolekiill wurde von vielen Arbeitsgruppen unabhdngig

voneinander identifiziert, weswegen viele Synonyme (GA733-2, EPG40, KSA, 17-1A antigen,




ESA) in Verwendung waren. Mit dem Bestreben nach einer einheitlichen Nomenklatur
wurde 2006 der Name EpCAM gewdhlt. Als weitere Bezeichnung kann auch CD326

verwendet werden [20].

EpCAM hat sich seit seiner Erstbeschreibung in den 1970er Jahren durch Herlyn et al [21] zu
einem etablierten histopathologischen Marker fiir Epithelzellen entwickelt. So erachtet man
es als eines der haufigsten und starksten exprimierten Tumorantigene [20]. Eine gesteigerte
Expression wurde bei epithelialen Stamm- und Progenitorzellen, sowie Karzinomzellen und
Tumor-initiierenden Zellen, unter Anderem bei Mamma- [22], Pankreas- [23] und
Prostatakarzinomen [24] beschrieben. Dariiber hinaus lief3 sich eine hohere EpCAM

Expression auch bei regenerierenden und entziindlich veranderten Epithelien nachweisen

[25].

EpCAM gehort zur Familie der Adhdsionsmolekiile, wobei dem Molekiil die Funktion einer
Calcium-unabhdngigen, homophilen interzelluliren Adhdsion und Aggregation bzw.
Organisation zugeordnet wird. Die Transfektion von EpCAM in adhdsionsunfdhige Zellen
konnte eine Zell-Aggregation vermitteln [26].

In Zellen, in denen EpCAM hochreguliert ist und die Funktion der Adhdsion einnimmt, ist
die E-cadherin-vermittelte Adhdsion vermindert [27]. Die absolute Menge der Cadherin-
vermittelten Adhdsionen wird hierbei nicht beeinflusst, sondern ihre inaktive ldsliche
Fraktion erhoht [28]. Die adhasive, stabilisierende Funktion von EpCAM erscheint paradox,
wenn man die Hochregulation des Molekiils in invasiven Karzinomen betrachtet [29]. Man
ist heutzutage vor allem der Ansicht, dass EpCAM in Zusammenhang mit epithelialer
Proliferation steht [30][31]. Desweiteren korreliert es negativ mit dem Grad der
Zelldifferenzierung, so wird EpCAM im Rahmen der Embryogenese von Lunge, Niere, Leber,

Pankreas, Haut- und Keimzellen exprimiert [19].

In adulten Geweben findet man EpCAM physiologisch nur in Zellen epithelialen Ursprungs;
hiervon ausgenommen ist das Plattenepithel. Hier deutet die Expression von EpCAM auf
eine Dysplasie hin [19][28]. Entlang des Gastrointestinaltraktes wird EpCAM unterschiedlich
stark exprimiert: so nimmt die Expression von oral (Osophagus und Magenschleimhaut)

nach aboral (Dick- und Diinndarm) zu. Interessanterweise findet man in Dysplasien und
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Metaplasien im Bereich des Osophagus eine erhohte EpCAM-Expression. So weist normale
Osophagusschleimhaut nahezu keine EpCAM-Expression auf, wohingegen im Rahmen der
Barrett-Metaplasie EpCAM stark exprimiert wird [19][32]. Die Barrett-Metaplasie des
Osophagus stellt die stirkste Manifestation des gastroosophagealen Refluxes dar. Hier
kommt es zur Umwandlung von Plattenepithel zu Zylinderepithel (intestinaler Typ, mit
Becherzellen). Diese Metaplasie ist eine Prikanzerose und gilt im Bereich des

gastroosophagealen Ubergangs als hiufigste Vorlduferlision des Adenokarzinoms [33].

Die meisten Karzinome exprimieren EpCAM sehr stark. Hier weisen vor allem
Plattenepithelkarzinome eine hohe EpCAM-Expression auf [34]. Eine Ausnahme stellen
Plattenepithelkarzinome der Haut dar [19]. Da EpCAM nur in Tumoren epithelialer Herkunft
de-novo bzw. iiberexprimiert zu sein scheint, kann es daher als differenzialdiagnostischer
Marker zur Unterscheidung von Basalzell- und Plattenepithelkarzinomen der Haut [19],
sowie auch von hepatozellularen Karzinomen und Cholangiokarzinomen der Leber [31][25]

verwendet werden.

Das EPCAM-Gen ist etwa 14 kb grof3; die neun Exons kodieren fiir eine extrazelluldre, eine
transmembrandre und eine zytoplasmatische (intrazellulire) Domdne [35]. Die
extrazellulire Doméne EpEx kann in verschiedenen Glykolisierungsformen gefunden
werden. Vermutlich ist hierin auch die Variabilitat ihrer Funktion in Normalgewebe oder
Karzinomgewebe begriindet [29]. Die intrazellulire Doméane EpICD (intracellular domain)
ist in Arealen der Zell-Zell-Kontakte membranar nicht nachzuweisen, weshalb vermutet
wird, dass in diesen Kontakt-Zonen die Abspaltung der Domadne induziert wird. In den
gleichen Zellen fand man sowohl im Zytoplasma als auch para- und intranukledr eine
Anfarbung von EpICD. Die Translokation von EpICD in den Zellkern beschrankte sich nur

auf die Zellen des Kolonkarzinoms und war im Normalgewebe nicht nachweisbar [30].

Es gilt als erwiesen, dass EpCAM die Expression der Gene MYC (c-MYC), CCNA (Cyclin A)
und CCNE (Cyclin E) hochzuregulieren vermag und dadurch den Zellzyklus aktivieren und
Proliferation férdern kann. Die EpCAM exprimierenden Zellen waren weniger abhangig von
Wachstumsfaktoren, zeigten ein gesteigtertes Wachstum und gesteigerten Metabolismus,
was mit einer Hochregulation von MYC in Einklang zu bringen ist. Hierfiir scheint EpICD

mafSgeblich verantwortlich zu sein [36].
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Um den Einfluss auf das Zellwachstum zu objektivieren, wurde bereits im Falle des
Cervixkarzinoms die EpCAM-Expression mit der Expression eines etablierten
Proliferationsmarkers verglichen [37]. Hier handelte es sich um Ki-67 (Kiel-67), ein
nukledres Protein, welches wahrend des Zellzyklus in der Gi-, S-, G2- und in der M-Phase
exprimiert wird [38]. Ruhende Zellen (Go-Phase) exprimieren das Antigen nicht [39]. Die
Expression des Ki-67 kann daher Aufschluss iiber die Wachstumsgeschwindigkeit eines

Gewebes/Tumors geben [38].

1.2.2. Expression von EpCAM in Karzinomen

Fast alle epithelialen Malignome exprimieren EpCAM in verschiedenem Ausmaf3 auf ihrer
Oberflache. Beispiele hierfiir sind das Bronchial- [24], das Mamma- [40], das Prostata- [24],
das Nierenzell- [41] und das kolorektale Karzinom [42]. Hingegen wiesen nicht-epitheliale
Malignome wie Melanome, primdre ZNS-Tumoren, Sarkome, Lymphome und

Keimzelltumoren keine EpCAM-Expression auf [43].

Eine Ubersicht der EpCAM-Expression verschiedener Karzinome wird im Folgenden gezeigt:

Tumorentitat ATEIL AL ol prognostische Relevanz | Quelle
Tumore
Ampulléres Ca 85% negativer Einflussfaktor [23]
Blasen-Ca negativer Einflussfaktor [44]
Bronchial-Ca 64% positiver Einflussfaktor [24]
Cholangiozellulares 100% . [25]
Ca
63,6% negativer Einflussfaktor [45]
Gallenblasen-Ca > & i2
32% stark, 28% moderat negativer Einflussfaktor [46]
Hepatozelluldres Ca 14,3% - [25]
) Trend zum schlechteren
- 0 .o
Insulinom 78-80% stark Uberleben [47]
Karzinome der o
Kopf-/Halsregion 29% o (48]
Kolon-Ca 97,1% nein [24]
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Tumorentitat R el prognostische Relevanz | Quelle
Tumore

90,7% high-level - [24]
96% [49]
Magen-Ca 98% - [50]
93% positiver Einflussfaktor [51]
50% (71% in Kardia) -—- [52]
41,7% high, 48% low negativer Einflussfaktor [53]

Mamma-Ca 35,6% negativer Einflussfaktor | [22][54]
- negativer Einflussfaktor [55]
abhdngig von Art des Ca negativer Einflussfaktor [56]

Trend zum besseren
i - 0 1 .o
Nierenzell-Ca 29% der klarzelligen Ca Uberleben [41]
keine Angabe positiver Einflussfaktor [57]
Osophagus-Ca 79% negativer Einflussfaktor [34]
. mRNA >100-fach hoher im
UENELE Vergleich zu Normalepithel o (58]
i 0 in fortgeschrittenen Stadien
Pankreas-Ca 56% negativer Einflussfaktor (23]
Plattenepithel-Ca der o R
R AT . 22,1% kein Einfluss [59]
Prostata-Ca 87,2% nein [24]
81,3% der differenzierten Ca
. .. 66,6% der schwach
senlgeiteanta differenzierten Ca - [60]
0% der anaplastischen Ca

1.2.3. EpCAM als therapeutische Zielstruktur

Auf der Suche nach neuen Therapiemodalititen gegen verschiedene Tumorentitdten stellt
die Antikorpertherapie eine vielversprechende Moglichkeit dar. Ein seit Jahren erfolgreiches
Beispiel hierfiir ist der Einsatz von Trastuzumab (anti-HER-2) beim Mammakarzinom [61].
Auch Studien, die gegen EpCAM gerichtete therapeutische Antikorper tiberpriiften, zeigten
zum Teil Behandlungserfolge. Die Arbeitsgruppe um G. Riethmueller zeigte 1994 mit mAb

17-1A (spater Edrecolomab genannt) als erste einen klinischen Benefit fiir die Verwendung
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von einem monoklonalen anti-EpCAM-Antikorper. Bei chirurgisch resezierten Dukes C
kolorektalen Karzinomen konnte eine Senkung der Mortalitat um 32% und eines Rezidivs
um 23% festgestellt werden [62][63]. In weiteren Studien zeigte sich jedoch kein Vorteil im
Vergleich zu den tiblichen adjuvanten Chemotherapien. In Kombinationstherapie mit 5-FU

und Folsdure wurde ebenfalls kein Vorteil festgestellt [64].

Einen komplett humanisierten monoklonalen Antikorper gegen EpCAM  stellt
Adecatumumab (MT2o01) dar. Dieser Antikorper loste in vitro eine grofdere Antikorper-
induzierte Zelltoxizitat als Edrecolomab aus [65]. Anhand von Zellkulturmodellen konnte im
Falle von Cervix- [66], Mamma- [67], sowie an Ovarialkarzinomen [68][69] in vitro eine
starke Sensitivitit EpCAM-positiver Zellen fiir Adecatumumab beobachtet werden.

Eine vergleichende Studie aus dem Jahr 2010 zeigte die Uberlegenheit von Adecatumumab
gegeniiber anderen EpCAM-Antikérpern. Trotz der besseren Bindungsaffinitat von ING-1
und 3622Wo4 (ebenfalls vollstaindig humanisierte Antikorper gegen EpCAM) zeigte sich fiir
Adecatumumab  eine  bessere  Vertriglichkeit und eine  Inhibition  von
Mammakarzinomzellen in vitro [70]. Eine gute Vertraglichkeit und lange Serum-
Halbwertzeit von Adecatumumab konnte bereits zuvor an Patienten mit
Prostatakarzinomen gezeigt werden [71]. Es konnte auch ein positiver Effekt hinsichtlich
einer verzogerten und geringeren Hohe des PSA-Anstiegs nachgewiesen werden [72]. Erste
klinische Phase II-Studien konnten unter einer Adecatumumab-Monotherapie eine
verlangsamte ~ Tumorprogression und  verminderte  Lymphknotenmetastasierung

demonstrieren [73].

Der Einsatz des trifunktionalen Antikorpers Catumaxomab (EpCAM und CD3) bot bereits
sehr gute Erfolge in der palliativen Therapie des malignen Aszites im Rahmen von
Peritonealkarzinosen unterschiedlicher Genese [74][75][76]. Es konnte eine deutliche
Reduktion der Aszitesproduktionen und eine Elimination der Tumorzellen im Punktat
erzielt werden [74]. Dabei hatte der komplette trifunktionale Antikérper eine 1000-fach
hohere Effektivitat als HO-3 (alleiniger EpCAM-bindender Arm von Catumaxomab) [77].
Eine vor kurzem veroffentlichte Phase II/III- Studie wies einen deutlichen Vorteil von
Catumaxomab plus Chemotherapie im Vergleich zu alleiniger Chemotherapie auf. Hierbei

verlingerte sich das punktionsfreie Intervall und punktionsfreie Uberleben signifikant. Das
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Gesamtiiberleben stieg insbesondere bei Peritonealkarzinose im Rahmen von
Magenkarzinomen ebenfalls signifikant. Fir das Gesamtkollektiv resultierte eine

Risikoreduktion des tumorbedingten Todes von 27,7% [78].

1.2.4. EpCAM-Expression in Magenkarzinomen

Bislang gibt es wenige Studien, die sich mit der Expression von EpCAM beim
Magenkarzinom auseinandersetzen. Die Arbeitsgruppe um Songun fand, dass die EpCAM-
Expression unabhdngig vom TNM-Status ein zusatzlicher prognostischer Faktor fiir das
Uberleben ist. Patienten mit starker (100%) EpCAM-Expression der Tumorzellen hatten ein
besseres 10-Jahres-Uberleben (p < 0,01) im Vergleich zu Patienten mit schwacher oder

fehlender EpCAM-Expression [51].

Eine chinesische Arbeitsgruppe berichtete wiederum, dass lymphknotenmetastasierte
Magenkarzinome eine signifikant hohere EpCAM-Expression aufwiesen. Dabei hatten die
Primartumoren und ihre zugehorigen Lymphknoten keine signifikant unterschiedliche
EpCAM-Expression. 74% der Magenkarzinome wiesen eine EpCAM-Uberexpression auf,
wobei das Maf$ der Differenzierung negativ mit der EpCAM-Expression korrelierte [79][80].
Eine EpCAM-Expression in DTC (disseminated tumor cells) in Lymphknoten von Patienten
mit histopathologisch Lymphknoten-negativen Magenkarzinomen konnte mit einem
verkiirzten rezidivfreien Intervall und verkiirztem Uberleben in Zusammenhang gebracht
werden [81]. Weitere Studien beschrieben die EpCAM-Expression bei Magenkarzinomen mit
Werten zwischen 50-96% [82][24](83][52]. Es konnte bisher keine Korrelation zwischen
EpCAM-Expression und Laurén-Typ, Grading, Tumorlokalisation, Staging und
Lymphknotenmetastasierung nachgewiesen werden [83]. Allerdings fehlte in diesen Studien

eine Analyse des prognostischen Einflusses.
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1.3. TMA (TisSUE MICROARRAY)

Der Einsatz einer antikorperbasierten Therapie setzt Kenntnisse tiber die Expression von
Oberflachenantigenen bei Karzinomzellen im heterogenen Tumorgewebe voraus. Sehr gut
lasst sich die Expression von potentiellen Zielstrukturen mit der Immunhistochemie
nachweisen, da hier auch die Lokalisation der Expression beurteilt werden kann. Um nun
effektiv eine Vielzahl von Tumorproben mittels Immunhistochemie untersuchen zu kénnen,
stellt die Tissue Microarray (TMA)-Technik eine geeignete Methode dar. Beschrieben wurde
die TMA Methode erstmals im Jahre 1986 von Battifora [84] als ,multitumor (sausage) tissue
block®. Diese Technik wurde weiter modifiziert und 1998 von Kononen et al [85] in seiner
heutigen Form als TMA etabliert. Der grof3te Nutzen dieser Technik liegt darin, moglichst
viele Patientenproben zeitgleich und unter den gleichen Versuchsbedingungen zu

untersuchen [86].

Bei einem TMA handelt sich um eine Zusammenstellung von Gewebeproben vieler
verschiedener Patienten auf einem Paraffinblock, definiert angeordnet in Reihen und
Spalten, wodurch eine genaue Zuordnung zu klinischen und pathologischen Daten dieser
Patienten ermoglicht wird.

In den meisten Studien werden Biomarker mittels Immunhistochemie auf den TMA-
Schnitten angefarbt und ausgewertet, obwohl auch andere Methoden wie z.B. die In-situ-
Hybridisierung erfolgreich verwendet werden konnen [86]. Durch ihre Automatisierbarkeit
und Moglichkeit der Bearbeitung grofder Fallzahlen konnte die TMA-Technik dazu dienen,
den Weg von einem neu entdeckten prognostischen zu einem diagnostischen Marker zu

beschleunigen [86].

1.3.1. Vorteile der TMA-Technik

Der grofdte Vorteil der TMA-Technik liegt in seiner enormen Zeit- und Kosteneffizienz im
Vergleich zu anderen Methoden. Mit dem Originalgewebe kann effektiver umgegangen
werden, da jeweils nur ein kleiner Bereich entnommen wird. Somit wird die Anzahl der
durchfithrbaren (beispielsweise ~ immunhistochemischen = und histologischen)

Untersuchungen bei jedem Patienten um ein Vielfaches gesteigert [87]. Da die
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Gewebeproben auf einem einzelnen TMA-Schnitt zeitgleich angefarbt werden, sind die
gleichen Untersuchungsbedingungen gegeben. Aufgrund der Komprimierung der
Probengrofe und -menge auf wenige Objekttrager konnen Materialien (insbesondere
immunhistochemische Marker), Reagenzien und auch Arbeitszeit eingespart werden [86].
Die zeitgleiche Analyse mehrerer Tumorproben fiihrt zu einer effektiveren Zeit-Nutzen-

Relation, wodurch grofiere Patientenkohorten schneller analysiert werden [86].

Die TMA-Technik kann nicht nur in der Tumorforschung, sondern auch als Mittel in der
Qualitdtssicherung verwendet werden. So konnte die Varianz von immunhistochemischen
Farbungen verschiedener Laboratorien mithilfe von “mini-TMA" detektiert werden [88]. Eine
weitere Anwendungsmoglichkeit ist die Uberpriifung der Spezifitit von Antikoérpern fiir
bestimmte Gewebe, da in einem Farbeschritt verschiedene Gewebetypen auf einem TMA
untersucht werden konnen. Neue Antikérper und deren erforderliche Titer konnen so
optimal evaluiert und somit deren Etablierung vereinfacht und beschleunigt werden [86].

Ergdnzend bleibt noch festzustellen, dass die Grof3e der TMAs von erheblichem Vorteil ist,
da eine hohe Anzahl von Proben auf einem Objekttrager lokalisiert werden kann. Sie
erlauben einen einfachen Transport, so dass sie von verschiedenen Personen begutachtet,

beurteilt und deren Ergebnisse validiert werden kénnen [86].

1.3.2. Nachteile der TMA-Technik

Es erfordert mehr Erfahrung und Koénnen, die TMAs zu erstellen und zu schneiden, als
einfache Gewebeproben in Paraffin einzubetten und histopathologisch zu untersuchen [86].
Die Qualitdt der TMAs ist stark abhdngig von der Qualitdt der Proben. Da oftmals Proben
aus lang zuriickliegenden Zeitraumen verwendet werden, ist das Ergebnis durch die
Haltbarkeit, Qualitat und Verarbeitung der Original-Paraffinblocke limitiert [86].

Durch den Aufwand der Erstellung wird jeder einzelne TMA-Block und auch jedes einzelne
Schnittpraparat zu einer wertvollen Ressource. Da das Schneiden und Fixieren auf
Objekttragern schwieriger ist, ist eine sehr gewissenhafte und vorsichtige Arbeitsweise von
Noten. Bei jedem Schneidevorgang ist ein gewisser Materialverlust zu verzeichnen, daher
sollten moglichst viele Schnittpraparate auf einmal hergestellt werden. Da bei Schnitten aber

durch eine schnelle Oxidation die Antigenitat fiir Antikorper verloren gehen kann, ist fir
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aussagekraftige Ergebnisse eine rasche Verarbeitung oder adaquate Konservierung
notwendig.

Eine wiederholt geduferte Kritik an der TMA-Technik ist, dass durch die geringe Grofde der
Gewebestanzen das Tumormaterial nur unzureichend reprasentiert wird [86]. Fiir die TMA
Herstellung sind Stanznadeln mit Durchmessern von 0,6 mm bis 2,0 mm tblich. Auch um
der oben genannten Kritik Rechnung zu tragen, kam man zu dem Konsens, dass zwei
Stanzen mit einem Durchmesser von 0,6 mm ausreichen sollten, um reprdsentativ fiir einen

Tumor zu sein [89][90].

Das wahrscheinlich grofdte Problem bei der Herstellung eines TMA ist die Treffgenauigkeit
der Gewebestanzen fiir das angezielte Tumorgewebe innerhalb eines Gewebeblocks. Selbst
bei sorgfaltiger Untersuchung und Markierung durch einen Pathologen kommt es vor allem
bei in-situ-Lasionen haufiger dazu, dass kein Tumorgewebe in den Gewebestanzen enthalten
ist. Dieses Problem kann durch eine Erh6hung der Anzahl der Stanzen reduziert werden. Bei

grofieren, invasiveren Tumoren ist dieses Problem zu vernachlassigen [86].
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1.4. FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG

Obwohl die EpCAM-Expression und der mogliche therapeutische Nutzen einer gegen
EpCAM gerichteten Therapie bei verschiedenen Tumorentititen Gegenstand intensiver
Forschung (s.0.) ist, erschien die Datenlage beziiglich der EpCAM-Expression beim
Magenkarzinom nicht zufriedenstellend. Die Frage, ob eine EpCAM-Expression
prognostisch eher giinstig [51] ist, oder sie eine Metastasierung in regiondre Lymphknoten
fordert [79][80][81], konnte bislang nicht eindeutig geklart werden. Bislang gab es auch noch
keine Untersuchungen der EpCAM Expression in Abhdngigkeit zu der fir das
Magenkarzinom wichtigen Laurén-Klassifikation [80]. Auch der Zusammenhang zwischen
vermehrter Proliferationsaktivitit und EpCAM-Expression beim Magenkarzinom ist
weitgehend unklar.

Um eine Reihe dieser offenen Fragen zur EpCAM-Expression beim Magenkarzinom
beantworten zu koénnen, sollten mit dieser Arbeit folgende Fragestellungen beantwortet

werden:

— Wie haufig wird EpCAM in Magenkarzinomen exprimiert?

—  Wenn EpCAM exprimiert wird, zeigt sich eine homogene Expression? Oder gibt es
Unterschiede zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront? Wie verhalt es sich in
den Lymphknotenmetastasen der zugehorigen Primartumoren?

— Gibt es Unterschiede in den verschiedenen histologischen Typen nach Laurén?

- Zeigt sich ein prognostischer Einfluss fiir das Uberleben? Eignet sich EpCAM als ein
prognostischer Marker?

— Findet sich ein Zusammenhang zwischen Proliferation (Ki-67-Expression) und

EpCAM-Expression?
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2.1.

2.1.1.

2.1.2.

MATERIAL & METHODEN

MATERIAL

Reagenzien

A. dest (destilliertes Wasser)

AB-Serum (Biotest, Ref 805135)

DAB (Dako, DAB + Chromogen, K3468; DAB-Substrat: 1 Tropfen DAB Chromogen/
ml Substratpuffer

DPBS (= Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline), (Gibco, 14190-169)

Entellan (Merck, 1.07961.0100)

Ethanol (Roth, Karlsruhe)

H.O, (Merck, 8597.1000 304K19013597)

Héamatoxylin-Eosin-Losung (Sigma, Deisenhofen)

Ki-67 (1 pg/ml), Mouse Monoclonal, Dako Cytomation, USA

Mayers Himalaun (Merck, 1.09249.2500)

Negativantikérper MOPC (2 pg/ml) Dako Cytomation, USA

Normal Serum: 3 Tropfen ad 10 ml DPBS

PBS Puffer (Gibco, 18912-014)

Primdrantikorper Ber-EP4 (2 pg/ml) Dako Cytomation, USA

Sekundadrantikorper (biotinylated antibody): 1 Tropfen ad 10 ml DPBS

Target Retrieval Solution (Dako, S1699), 1:10 mit A.dest verdiinnt

Vectastain, ABC-Kit Peroxidase Mouse IgG: PK-4002; Vector Laboratories Inc., 30
Ingold Road, Burlingame, CA 94010)

Vectastain ABC-Reagenz: 2 Tropfen Reagenz A + 2 Tropfen Reagenz B ad 10 ml DPBS
Xylol (Merck, 1.08685.2500)

Gerate und Software

Deckglaschen (Menzel-Glaser)
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— Kamera (Leica Microsystems Ltd., DFC 280, Serial No. 032802404), Vergrofderung 10-
fach

— Liquid Blocker Super Pap Pen Mini (MBT Brand, 297840010)

—  Mikroskop (Leica, DMIL, 49775), Objektiv-Vergrofderung 10-fach bzw. 40-fach

—  Software: Leica IM 50 Version 4.0, Leica Microsystems Imaging Solutions Ltd.

- Mikrotom (Leica, SM2000R, 50749)

- Pipettenspitzen (Eppendorf VWR)

—  Plastikpipetten (International 631-0801)

—  Superfrost®-Objekttrager (Engelbrecht)

- Stanzgerat (Tissue-Arrayer)

—  Warmeschrank (Memmert, 38146)

—  Wasserbad (Farbung) (Memmert, 52636)

- Wasserbad (Schneidevorgang; Leica, HI 1210, 50750)

—  SPSS (SPSS Inc.,Chicago, USA)

2.1.3. Tumorproben

Fir die Erstellung des TMA wurden in Paraffin eingebettete Gewebeproben von 175
Patienten aus dem Archiv des pathologischen Instituts der Universitatsklinik Diisseldorf
verwendet. Der Erfassungsraum erstreckte sich von 1995-2006. Es wurden ausschliefdlich
Patienten mit Magenkorpus-Karzinomen einbezogen. Ein positives Votum der
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt der Heinrich-Heine-Universitdt Diisseldorf

zur Durchfiihrung der Untersuchungen lag vor (Studiennummer: 3821).

Trotz der histopathologisch gesicherten Tumorerkrankung wurden in sechs Fallen von zwei
unabhdngigen Betrachtern keine Tumorzellen in den Stanzen der Gewebeproben gefunden.
Dariiber hinaus konnten zwei Patienten mit neuroendokrinem Tumor identifiziert werden
und wurden daher von der immunhistochemischen Analyse ausgeschlossen. Ebenso wurden
Proben von drei Patienten mit Rezidivbefund und ein Patient, der eine neoadjuvante

Bestrahlung erhalten hatte, fiir die Untersuchung nicht berticksichtigt.
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In der Auswertung wurden dem zufolge Tumorproben von 163 Patienten erfasst. Darunter
fanden sich 106 (65%) mannliche und 57 (35%) weibliche Personen mit einem medianen
Alter von 70 Jahren. Die Tumoren der Patienten wurden anhand der Laurén-Klassifikation in
vier Gruppen aufgeteilt. Es waren 61 Tumoren vom diffusen, 62 vom intestinalen und 32 vom
mixed Typ vorhanden; acht weitere Fille waren anhand dieser Klassifikation nicht
einzuordnen. Tabelle 1 zeigt die klinisch-pathologischen Daten des Patientenkollektivs und

Tabelle 2 die Einteilung nach Laurén.

Anzahl %
163 100%
m 106 65%
w 57 35%
pl1 21 13%
pl2 86 53%
pT3 48 29%
pl4 8 5%
pNo 41 25%
pN1 54 33%
pN2 28 17%
pN3 39 24%
pNx 1 1%
Mo 154 94%
M1 9 6%
G1 2 1%
G2 36 22%
G3 122 75%
G4 3 2%
diffus 61 37%
intestinal 62 38%
mixed 32 20%
unbekannt 8 5%

Tabelle 1: Patientenkollektiv

Aufgliederung des Patientenkollektivs nach TNM-Klassifikation, Differenzierungsgrad und Laurén-
Typ, jeweils absolut und prozentual
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diffus | % intestinal | % mixed | % unbestimmt | %

Gesamt 61 100 62 100 32 100 8 100
m 37 61% 43 69% 21 66% 5 63%
w 24 39% 19 31% 11 34% 3 38%
pT1 6 10% 1 18% 3 9% 1 13%
pT2 34 56% 33 53% 15 47% 4 50%
pT3 20 33% 16 26% 12 38% 0 0%
P14 1 2% 2 3% 2 6% 4 50%
pNo 16 26% 17 27% 4 13% 4 50%
pN1 18 30% 22 35% 1 34% 3 38%
pN2 12 20% 1 18% 4 13% 1 13%
pN3 15 25% u 18% 13 41% o 0%
pNx 0 0% 1 2% 0 0% o 0%
G1 o) 0% 2 3% o) 0% 0 0%
G2 1 2% 32 52% 1 3% 2 25%
G3 57 | 93% 28 45% 31 97% 6 75%
G4 3 5% 0 0% 0 0% o 0%

Tabelle 2: Patientenkollektiv, aufgegliederte Aufstellung nach Laurén-Typ

Aufgliederung des Patientenkollektivs nach TNM-Klassifikation, Differenzierungsgrad, jeweils
absolut und prozentual

Bei den Tumoren von 31 Fillen wurden intestinale Metaplasien der Magenschleimhaut
beobachtet. Die Proben mit intestinaler Metaplasie wurden beziiglich ihrer EpCAM-

Expression gesondert betrachtet.

Es befanden sich im Patientenkollektiv insgesamt 18 Patienten, bei denen eine Ri-Resektion
erfolgt war. Diese Fille wurden von der Uberlebensanalyse ausgeschlossen. Ebenfalls von der
Uberlebensanalyse ausgeschlossen wurden Fille mit Fernmetastasierung (n = 19) sowie
solche Fille, bei denen kein vollstandiges Follow-up vorhanden war (n = 5). Somit standen

fiir die Uberlebenszeitanalyse 135 Fille zur Verfiigung.
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2.1.4. Kontrollen der immunhistochemischen Farbung

Da Kolonmukosa regelhaft eine starke EpCAM-Expression aufweist, wurde dieses Gewebe
fiir die Positivkontrollen ausgewahlt. Fiir die immunhistochemischen Farbungen wurden
daher 4 pm dicke Gewebeschnitte aus in Paraffin eingebetteter gesunder Kolonmukosa
angefertigt. Diese wurden analog der TMA-Schnitte fiir die Firbung vorbereitet und unter
Verwendung des Ber-EP4 Antikorpers (Positivkontrolle), sowie der MOPC-21 Isotyp-

Kontrolle (Negativkontrolle) immunhistochemisch gefarbt.

2.2. METHODEN

2.2.1. Herstellung des TMA (Tissue Mircoarray)

Die zu entnehmenden Gewebeareale wurden unter mikroskopischer Kontrolle auf den
entsprechenden Tumorblocken markiert. Mithilfe des Tissue-Arrayers (Abbildung 4)
wurden im Durchmesser 1,0 mm grof$e kreisrunde Stanzen mit einer Hohlnadel aus dem in
Paraffin eingebettetem Original-Gewebe entnommen und in die Empfanger-Paraffinblocke
eingefiigt. Es wurden jeweils sechs Stanzen pro Fall auf einem Paraffinblock in einem
bestimmten Raster angeordnet. Dabei wurden die Proben in zehn Reihen, mit jeweils zwei
Fillen pro Reihe, auf einem TMA-Block vereint. Mit einem Abstand von 1,5 mm zueinander
wurden bis zu sechs Proben von einem Fall platziert, als Abstand zwischen den Proben
zweier verschiedener Fille wurde 2,5 mm gewdhlt. Die gewtiinschten sechs Stanzen eines
Falles umfassten je zwei Proben aus dem Tumorzentrum, zwei aus der Tumorinvasionsfront,
eine aus der Normalschleimhaut und, wenn vorhanden, eine Stanze aus einer
Lymphknotenmetastase (Abbildung 5). Es konnten so maximal bis zu 120 Gewebszylinder in

einen Empfanger-Paraffinblock eingebracht werden.
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Abbildung 4: Stanzgerit (Tissue Arrayer)

Zunichst wird mit der linken Hohlnadel ein kreisrundes Loch in den Empfdnger-Paraffinblock
gestanzt, dann mit der rechten Hohlnadel eine Gewebestanze aus dem Originalgewebe-
Paraffinblock entnommen und in das Loch im Empfanger-Paraffinblock eingefiigt.

Zur exakten Zuordnung der verschiedenen TMA-Blocke wurde auf jedem Block in der
rechten oberen Ecke jedes TMAs zusatzlich eine 4-er Kombination von Kontroll-Geweben
zur Orientierung eingesetzt. Hierfiir wurde Material von Herz, Niere, Schilddriise und

Tonsille verwendet (Abbildung s, A).

Nach Fertigstellung der TMA-Rohblocke wurden die einzelnen Stanzen mit dem
umgebenden Paraffin in einem Wasserbad bei 56°C angeschmolzen und dann wieder

abgekiihlt, sodass sich solide Paraffinblocke ergaben.
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Abbildung 5: A) TMA-Paraffinblock, B) HE-gefarbter TMA-Schnitt

Auf dem Paraffinblock sind zehn Reihen mit jeweils zwei Patienten nebeneinander angeordnet, in der
rechten oberen Ecke sind vier Orientierungsstanzen untereinander angeordnet. Diese dienen zur
Unterscheidung der verschiedenen TMA-Blocke voneinander, z.B. Block 3 enthdlt Herz-Herz-
Tonsille-Tonsille. Von jedem Patienten sollen je zwei Stanzen aus dem Tumorzentrum und
Invasionsfront, eine Stanze aus einer regiondren Lymphknotenmetastase und eine aus der
Normalschleimhaut nebeneinander zu liegen kommen. Nicht bei jedem Patienten war aus jedem
gewtiinschten Bereich Gewebe vorhanden.

2.2.2. Anfertigung der Schnittpraparate

Fir die Durchfilhrung der immunhistochemischen Farbung wurden mithilfe eines
Schlittenmikrotoms 4 pm dicke Schnittpraparate der TMA-Blocke angefertigt und auf
Superfrost® Objekttrager aufgezogen. Zur Vorbereitung der Farbungen wurden die Schnitte
20 Minuten bei 70°C erhitzt und nach Abkiihlung des Ofens auf 56°C tiber Nacht auf den
Objekttragern fixiert. Die Schnittpraparate wurden bis zur immunhistochemischen Farbung
bei -20°C gelagert.

Von allen TMA-Blocken wurde zusatzlich jeweils ein weiteres, ebenfalls 4 pm dickes
Schnittpraparat HE-gefarbt, das als Standardfarbung zur eventuellen histologischen

Uberpriifung der gestanzten Tumorareale diente (Abbildung 5, B).
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2.2.3. Immunhistochemische Fairbung

2.2.3.1. Die Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Bei dieser immunhistochemischen Farbung wird das nachzuweisende Gewebeantigen
zundchst mit einem spezifischen Antikorper (Primdrantikérper) markiert. Im nachsten
Schritt wird ein biotinylierter Sekundarantikorper zugegeben, der an den Primdrantikdrper
bindet. Danach erfolgt die Bindung von einem Komplex aus biotinylierter Peroxidase und
Avidin [91]. Es sind dabei jeweils drei Peroxidasemolekiile tiber Biotin an Avidin gebunden.
Die vierte Biotinbindungsstelle wird nun von einem Biotin des Sekundarantikorpers besetzt.
Die Peroxidasemolekiile werden in Gegenwart von Diamino-Benzidin und
Wasserstoffperoxid in Form einer Farbreaktion nachgewiesen. Es bildet sich ein brauner,
schwer l6slicher Niederschlag. Die Farbintensitdt ist dabei abhangig von der Menge des

vorhandenen Antigens.

2.2.3.2. Durchfiihrung

Fiir die Immunhistochemische Farbung der Schnitte des TMA wurden je ein Schnittpraparat
des TMA fiir die Anfarbung des Antigens EpCAM mit dem Antikorper Ber-EP4 und eine
Negativkontrolle (MOPC-21) verwendet. Des Weiteren wurde jeweils ein Schnittpraparat
Kolonmukosa als Positivkontrolle (Ber-Ep4), sowie eine Isotyp-Negativkontrolle (MOPC-21)

angefarbt.

Die Durchfiihrung erfolgte nach folgenden Arbeitsschritten:

Entparaffinieren der Paraffinschnitte

* 3x10 min Xylol

e 2x5min 99,5% Ethanol
e 2x5min 96% Ethanol

e 2x5min 80% Ethanol

* 5min 70% Ethanol

* 5minA.dest
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Demaskieren und Inhibieren der endogenen Peroxidase

30 min Target Retrieval Solution bei 95°C im Wasserbad
20 min Abkiihlen bei Raumtemperatur (RT)

5 min PBS (= Phophate buffered saline, Phosphatpuffer)
5 min Waschen in A.dest.

30 min 0,3% H,O,-PBS bei RT

5 min PBS

Farbung

Umranden der Proben mit Liquid Blocker Super Pap Pen Mini
Blockieren unspezifischer Reaktionen mittels Normal Serum des ABC-Vectastain-
Kits, 30 min bei RT
30 min Inkubieren mit Primarantikorper sowie Negativkontrolle bei RT (jeweils
geldst in 10% AB-Serum in DPBS), ca. 500 pl/Schnitt, Konzentration 2 pl/ml

» Primdrantikorper Ber-EP4 (Stammkonzentration 250 mg/1): 4 pl Ber-EP4 +

496 pul AB-Serum

» Negativantikorper MOPC (Stammkonzentration 1 mg/ml): 1 pl MOPC + 499 pl

AB-Serum 2 x 3 min Waschen in PBS
30 min Inkubation mit Sekundarantikérper bei RT (500 pl/Schnitt)
2 x 3 min Waschen in PBS
30 min Inkubieren mit ABC-Reagenz (500 pl/Schnitt)
5 min PBS

10 min Inkubieren mit DAB-Substrat unter Abdeckung der Lichteinstrahlung bei RT

2 x 5 min Waschen mit Leitungswasser

5 min A.dest

15 sec. Kernfarbung mit Mayers Hamalaun

15 min vorsichtiges Spiilen unter flief3endem Leitungswasser

5 min A.dest

Eindeckeln (Fixieren)

5 min 70% Ethanol
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e 2x5min 80% Ethanol

* 2x5min 96% Ehanol

* 2Xx5min 99,5% Ethanol
e 2 min Xylol

* Versiegelung mit Deckgldaschen mittels Entellan

2.2.3.3. Auswertung

Fiir jeden Fall wurde, ggf. unter Zuhilfenahme der HE-gefarbten Schnittpraparate, zunachst
der prozentuale Anteil der Tumorzellen im gestanzten Areal bestimmt. Da jeweils zwei
Proben aus dem Tumorzentrum und aus der Invasionsfront gestanzt und ausgewertet
wurden, wurden diese zur Vereinfachung der weiteren Analysen im Anschluss jeweils
gemittelt. Fiir die Beurteilung des Gesamttumors wurden die Rohdaten aus allen Stanzen

von Tumorzentrum und Invasionsfront pro Fall gemittelt.

Die Gewebeproben wurden anhand des HercepTest-Scores nach Dako [92][93] klassifiziert,
Dieser immunhistochemische Bewertungsscore wurde urspriinglich fiir die Auswertung des
HercepTest™, ein Test zur Untersuchung der p185/HER-2 Expression, entwickelt (Tabelle 3).
Da es sich bei EpCAM ebenfalls um ein membrandres Protein handelt, ist dieser Score gut
tbertragbar. Die Intensitdat der EpCAM-Anfarbung wurde prozentual in Kategorien von ,,0°
bis , 3+ bewertet. ,,0“ bezeichnete eine fehlende membrandre Anfarbung, ,1+“ eine schwache
membrandre Anfarbung, ,2+“ eine moderate membrandre Anfarbung und ,3+“ eine starke

membrandre Firbung.

0 0-10% gefarbte Zellen

1+ >10% schwach gefarbte Zellen
2+ >10% moderat gefarbte Zellen
3+ >10% stark gefarbte Zellen

Tabelle 3: HercepTest-Score nach DAKO

Anhand dieses Scores wurde die Intensitit der EpCAM-Expression ausgewertet.
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2.2.4. Ki-67-Farbung

Die Ki-67 Immunhistochemie wurde nach der Standardmethode fiir Routinediagnostik vom
Institut fiir Pathologie des Universitatsklinikums Diisseldorf fiir diese Arbeit angefertigt. Die
so gefarbten Schnitte der TMAs wurden fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt. Zur
Auswertung wurde der prozentuale Anteil der Ki-67-positiven Zellen in den Tumorarealen
bestimmt. Zur Vereinfachung der statistischen Auswertung wurden mithilfe des Medians
zwei Kategorien der Ki-67-Expression gebildet: Fille mit einem Wert unterhalb des Medians
wurden als Tumore mit niedriger Proliferationsrate klassifiziert und solche mit einem Wert
des Medians und dariiber wurden als Tumore mit einer hohen Proliferationsrate klassifiziert.
Analog zur Auswertung der EpCAM-Expression wurden die erhobenen Werte zweier
Stanzen eines Falles aus Tumorzentrum bzw. Invasionsfront gemittelt. Fiir die Beurteilung

des Gesamttumors alle vorhandenen Stanzen eines Primartumors gemittelt.

2.2.5. Statistik

2.2.5.1. Chi-Quadrat-Test und Fisher’s exact Test

In die statistische Analyse konnten 163 Patienten einbezogen werden (siehe 3.1. und
Abbildung 6). Zur Beurteilung der Signifikanz der Korrelation von der EpCAM-Expression
mit den histopathologischen Parametern wurde der Chi-Quadrat-Test verwendet und bei

Fallzahlen kleiner als finf in einem Feld der Fisher's exact Test.

2.2.5.2. Uberlebensanalyse

Um zu tiberpriifen, ob die EpCAM-Expression mit der Progression der Erkrankung assoziiert
ist, wurde die EpCAM-Expression mit der Uberlebenszeit der Patienten korreliert. Hierfiir
wurde die Kaplan-Meier-Methode und der Log Rank Test verwendet. Mit dieser Methode
wurde auch der prognostische Einfluss der histopathologischen Parameter analysiert. Diese
Daten wurden zur Vereinfachung der statistischen Analyse dichotomisiert (z.B. pTi-2 versus
pT3-4 oder pNo versus pNi-3). Fiir die Uberlebensanalyse standen Follow-up Daten von 135
Patienten zur Verfiigung. Die mediane Nachbeobachtungszeit betrug 26 Monate (o - 171

Monate, Standardabweichung 45,86).
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3. ERGEBNISSE
3.1. EVALUATION DER QUALITAT DER TMA-HERSTELLUNG

Die Qualitdt der Stanzmethode kann anhand der tatsichlichen Anzahl des gewiinschten
Gewebes in den Stanzen aus dem zuvor ausgewahlten Gewebe beurteilt werden.

Das zu verarbeitende Kollektiv bestand aus 175 Féllen. Fiir die TMA Herstellung wurden aus
den Paraffinblocken von jedem Fall je zwei Gewebestanzen aus dem Tumorzentrum, je zwei
aus der Invasionsfront, sowie je eine aus der Normalschleimhaut und eine aus einer
Lymphknotenmetastase entnommen. Dies entspricht potentiell 1050 Stanzen. Da aber nicht
von jedem Fall genug Gewebe vorhanden war, bzw. keine Lymphknotenmetastase vorlag,
summierten sich alle gestanzten Gewebszylinder auf 896 Stanzen. Von diesen waren 835
(93%) fir unsere Untersuchung verwertbar. Die nicht verwertbaren 7% setzten sich aus
Stanzen zusammen, in denen kein Tumorgewebe (z.B. nur Fett- oder Bindegewebe) erfasst
war und aus Stanzen, bei denen es durch den Schneidevorgang zu starker Schadigung des

Praparates gekommen war. Eine Ubersicht der ausgewerteten Patienten zeigt Abbildung 6.
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Ausgangskollektiv n=175 neuroendokrin  n=2
kein Tumorgewebe Rezidivtumor n=3
in der Stanze n=6 » | vorbestrahlt n=1
Y
1.) Auswertung Gesamttumor n=163
2.) Vergleich Tumorzentrum / Invasionsfront n=128
3.) Vergleich Gesamttumor / LK n=_88
4.) Vergleich Tumorzentrum / Invasion / LK n=74
Y \
diffus intestinal mixed nach Laurén
zu1.) n=61 zu1.) n=62 zu1l) n=32 nicht klassifizierbar
zu 2.) n=47 7u 2.) n=51 zu 2.) n=31 n=8
zu3.)n —34 zu3.) n= 32 zu 3.) n=19
zZu 4.) n= Zu 4.) n= zu 4.) n=15
Riu/fo. M1 n=23
lostto followup n=5
5.) Uberlebensanalyse fiir den Gesamttumor n=135
6.) Vergleich Tumorzentrum / Invasionsfront n=105
7.) Vergleich Gesamttumor / LK n=68
/ Y \ \ nach Laurén
diffus intestinal mixed e
zu 5.) n=50 7u 5.) n=55 7u 5.) n=23 .
zu 6.) n=38 zu 6.) n=45 zu 6.) n=17
zu7.) n=26 7u7.) n=27 7u7.) n=13

Abbildung 6: Auswertung des Patientenkollektivs

Diagramm tiber das Vorgehen der auswertbaren Patienten fir die jeweiligen Analysen; n=Anzahl der
Patienten, LK = Lymphknoten, M1 = Fernmetastasen vorliegend, R1 = nicht im Gesunden resezierter
Tumor

3.2. ERGEBNISSE DER IMMUNHISTOCHEMIE
3.2.1. EpCAM-Expression in Normalschleimhaut und intestinaler Metaplasie

Insgesamt konnten 129 verschiedene Falle mit gesunder Magenschleimhaut hinsichtlich der
EpCAM-Expression ausgewertet werden. Bei den Proben der iibrigen Fille war keine
Normalmukosa verfiigbar. In allen untersuchten Proben in dieser Studie wies das gesunde

Epithel der Magenschleimhaut regelhaft keine EpCAM-Expression auf (Abbildung 7).
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Abbildung 7: EpCAM-Expression in Normalmukosa

Die Normalschleimhaut des Magens weist regelhaft keine EpCAM-Expression auf. Vergrofierung des
Objektivs: 10-fach (links) und 4o-fach (rechts), Vergréflerung der Kamera: 10-fach. Endvergrofierung:
100-fach bzw. goo-fach. Bei den folgenden Abbildungen wird nur noch die Endvergréfierung
aufgefiihrt.

Bei 31 Patienten konnte eine intestinale Metaplasie im Magenschleimhautgewebe gefunden
werden. Diese intestinalen Metaplasien zeigten bis auf zwei Falle (6%) mit fehlender
Anfarbung eine deutliche EpCAM-Expression (94%). Unter Anwendung des HercepTest-
Scores war in 32% (n = 10) Féllen eine schwache (1+) Anfarbung, in 19% (n = 6) eine

moderate (2+) und in 42% (n = 13) eine starke (3+) Anfarbung sichtbar (Abbildung 8).

Abbildung 8: EpCAM-Expression in intestinaler Metaplasie

In Bereichen der Normalmukosa des Magens zeigten sich intestinale Metaplasien, welche eine starke
EpCAM-Expression aufweisen; Abbildung links: 100-fache Vergrofierung, Abbildung rechts: 400-
fache Vergroflerung
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Patienten mit intestinaler Metaplasie in der Magenschleimhaut wiesen zum Grofdteil
Tumoren mit pT-Kategorien 1 und 2 (74%) auf. Es wurde beobachtet, dass eine starke
EpCAM-Expression sogar in 92% mit Primartumoren der Kategorien pT1 und pT2 assoziiert

war.

3.2.2. EpCAM-Expression im Karzinomgewebe

Abbildung 9: EpCAM-Expression im Magenkarzinom

Beispielbilder fiir unterschiedlich starke EpCAM-Expression im Magenkarzinom, Bild A: fehlende
EpCAM-Expression, Bild B: schwache EpCAM-Expression (1+), Bild C: moderate EpCAM-Expression
(2+), Bild D: starke EpCAM-Expression (3+); grofle Bildausschnitte in 100-facher, kleine
Bildausschnitte in 4oo-facher Vergroflerung (Die Abbildung wurde im Rahmen dieser
Promotionsarbeit erstellt und in der Publikation zu dieser Promotionsarbeit veroffentlicht [94]).
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Zur Analyse der EpCAM-Expression im Tumorgewebe wurden Gewebeproben von 163
Patienten mikroskopisch untersucht. Unter Verwendung des HercepTest-Scores konnte bei
23% (n = 37) der untersuchten Magenkarzinome eine fehlende EpCAM-Expression
beobachtet werden.

Eine Neo-Expression von EpCAM zeigte sich hingegen bei 126 Tumoren (77%): in 52 Féllen
(32%) lag eine schwache Expression vor, in 27 Fallen (17%) konnte eine moderate Expression
und in 47 Fillen (29%) eine starke EpCAM-Expression beobachtet werden. Tabelle 4 zeigt
die Verteilung der EpCAM-Expression im gesamten Kollektiv. Abbildung 9 zeigt Beispiele fiir

die verschiedenen Expressionsstiarken von EpCAM.

Lo J[ w J[ 2+ J[ 3+ | [3]
Gesamtkollektiv | |37 23% | | 52| 32% | |27] 17% | | 47| 20% | | 163 |
Primartumor
pl1 3 | 14% 10 | 48% 4 | 19% 4 | 19% 21
pT2 22 | 26% 25 | 29% 15 | 17% 24 | 28% 86
pT3 10 | 21% 13 | 27% 7 | 15% 18 | 38% 48
pT4 2 | 25% 4 | 50% 1 | 3% 1 | 3% 8
Lymphknotenstatus
pNo 8 | 20% 13 | 32% 10 | 24% 10 | 24% 41
pN1 10 | 19% 19 | 35% 8 | 15% 17 | 31% 54
pN2 8 [ 20% | | 10 | 36% 4 | 14% 6 | 21% 28
pN3 1 | 28% | | 10 | 26% 5 | 13% 13 | 33% 39
Grading
G1 1 | 50% o | o% 1 | 50% o | 0% 2
G2 5 | 14% un | 31% 8 | 22% 12 | 33% 36
G3 30| 25% | | 40| 33% 18 | 15% 34 | 28% 122
G4 1 | 33% 1 | 33% o | o% 1 | 33% 3
Lauren-Klassifikation
diffus 20 33% | | 15 | 25% 9  15% 17 | 28% 61
intestinal 8 | 3% 21 | 34% 13 | 21% 20 | 32% 62
mixed 7 | 22% 12 | 38% 4 | 13% 9 | 28% 32
unbestimmt 2 | 25% 4 | 50% 1 | 13% 1 | 3% 8

Tabelle 4: EpCAM-Expression im Gesamtkollektiv

Aufgliederung der Starke der EpCAM-Expression (0-3+) anhand des HercepTest-Scores nach TNM-
Klassifikation, Differenzierungsgrad und Laurén-Klassifikation
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3.2.2.1. Vergleich der EpCAM-Expression von Tumorzentrum und Invasionsfront

In den bisherigen Auswertungen wurden die Invasionsrander und die Tumorzentren
gemeinsam betrachtet. Im nachsten Schritt sollte ermittelt werden, ob ein Unterschied in
der EpCAM-Expression zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront bestand. Unter den
insgesamt 162 Tumorproben aus den Tumorzentren war bei 34 Patienten (21%) keine
EpCAM-Expression nachweisbar, bei 54 Proben (33%) zeigte sich eine schwache Expression,
bei 33 Proben (20%) lag eine moderate Expression vor, bei 42 Proben (26%) wurde die
Expressionsstarke als stark bewertet.

Bei 129 Patienten konnten die Invasionsfronten der Tumoren analysiert werden. In 26 Féllen
(20%) war in der Invasionsfront keine EpCAM-Expression nachweisbar, in 47 Féllen (36%)
zeigte sich eine schwache Expression, in 31 Fillen (24%) lag eine moderate Expression vor
und in 25 Féllen (19%) war eine starke EpCAM Expression feststellbar. In 128 Fillen war aus
beiden Arealen Tumorgewebe vorhanden, so dass nur diese Fille in die vergleichende
Analyse einbezogen wurden. Beim Vergleich der EpCAM-Expressionsstirken von
Tumorzentrum und Invasionsfront konnten keine statistischen Unterschiede erhoben

werden (Abbildung 10).
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Expressionsstarke von EpCAM

Abbildung 10: EpCAM-Expression von Tumorzentrum und Invasionsgebiet

Prozentualer Vergleich der Stirke der EpCAM-Expression von Tumorzentrum und Invasionsfront;
hellblau: Tumorzentrum, dunkelblau: Invasionsfront.
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Bei der Auswertung der Tumorproben fiel auf, dass es Tumoren mit unterschiedlichen
Expressionsmustern gab. Wahrend 58% (n = 74) eine ,homogene“ EpCAM-Expression von
Tumorzentrum und Invasionsfront aufwiesen, war bei 42% (n = 54) eine unterschiedlich
starke (,heterogene”) Expression von EpCAM zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront
zu sehen. Dabei wurde ein Tumor als heterogen definiert, wenn die HercepTest-Scores von

Tumorzentrum und Invasionsfront unterschiedlich waren.

3.2.3. EpCAM-Expression im Karzinomgewebe unter Beriicksichtigung der

Laurén-Klassifikation

Im untersuchten Patientenkollektiv befanden sich 61 Karzinome vom diffusen Typ, 62
Tumoren vom intestinalen Typ, sowie 32 Tumoren vom mixed Typ. Aufderdem gab es acht
Tumoren, die anhand der Laurén-Klassifikation nicht einzuordnen waren und demnach in

diese vergleichende Analyse nicht miteinbezogen wurden.
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histologischer Typ nach Laurén

Abbildung 11: EpCAM-Expression der Typen nach Laurén

Prozentualer Vergleich der Starke der EpCAM-Expression der histologischen Typen nach Laurén;
hellblau: fehlende EpCAM-Expression, dunkelblau: vorhandene EpCAM-Expression
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Bei der Gegeniiberstellung von EpCAM-negativ versus EpCAM-positiv zeigte sich eine
signifikant geringere EpCAM-Expression beim diffusen Typ (67% EpCAM-positiv, n = 41) im
Vergleich zum intestinalen Typ (87%, n = 54, p = 0,008). Der Vergleich des diffusen und des
intestinalen Typs mit dem mixed Typ ergab keinen statistisch signifikanten Unterschied

(siehe Abbildung 1).

3.2.3.1. EpCAM-Expression im Tumorzentrum

Fir die Beurteilung der EpCAM-Expression im Tumorzentrum lagen Proben von 61 Tumoren
des diffusen Typs, von 62 Tumoren des intestinalen Typs, sowie von 31 Tumoren des mixed
Typs vor. Beim diffusen Typ war eine fehlende EpCAM-Expression im Tumorzentrum am
haufigsten zu beobachten (34%, n = 21). Beim intestinalen Typ waren eine moderate (29%, n
=18) und eine starke (26%, n = 16) EpCAM-Expression am haufigsten vertreten. Die meisten
Félle vom mixed Typ wiesen dagegen eine schwache EpCAM-Expression (52%, n = 16) im

Tumorzentrum auf (Tabelle 5).

gesamt diffus intestinal mixed
EpCAM o 34 21% 21 34% 9 15% 2 6%
EpCAM 1+ 54 | 33% 16 |26% 18 | 20% 16 52%
EpCAM 2+ 33 20% 10 |16% 16 | 26% 6 19%
EpCAM 3+ 41 25% 14 23% 19 31% 7 23%
)y 162  100% 61  [100% 62 [100% 31 100%

Tabelle 5: EpCAM-Expression im Tumorzentrum

Aufstellung der EpCAM-Expression im Tumorzentrum anhand des HercepTest-Scores, zundchst in
der Gesamtbeurteilung (gesamt) und nach Laurén-Klassifikation (diffus, intestinal und mixed)

Der Unterschied bei der Haufigkeit der fehlenden EpCAM-Expression in der Gruppe des
diffusen Typs war im Vergleich zum intestinalen (p = 0,01) und zum mixed Typ (p = 0,003)
statistisch signifikant. Somit war die EpCAM-Expression beim intestinalen Typ und beim

mixed Typ im Vergleich zum diffusen Typ erh6ht (Abbildung 12).
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Abbildung 12: EpCAM-Expression im Tumorzentrum

Prozentualer Vergleich der EpCAM-Expression fiir den Bereich des Tumorzentrums bei den
histologischen Typen nach Laurén.

3.2.3.2. EpCAM-Expression in der Invasionsfront

Fir die Beurteilung der EpCAM Expression an der Invasionsfront wurden Proben von 47
Tumoren des diffusen Typs, 51 Tumoren des intestinalen Typs, sowie 25 Tumoren des mixed
Typs analysiert. Dabei hatte der diffuse Typ den grofdten Anteil von Fillen mit fehlender
EpCAM-Expression (28%, n = 13). Die Fille des intestinalen Typs wiesen am haufigsten eine
moderate und starke EpCAM-Expression auf (insgesamt 49%, n = 25) und der mixed Typ

exprimierte EpCAM am haufigsten schwach (40%, n = 10) (Abbildung 13).
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Abbildung 13: EpCAM-Expression in der Invasionsfront

Prozentualer Vergleich der EpCAM-Expression in der Invasionsfront bei den histologischen Typen
nach Laurén.

3.2.3.3. Vergleich der EpCAM-Expression zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront

Zunachst wurde die EpCAM-Expression von Tumorzentrum und Invasionsfront innerhalb
der verschiedenen Typen nach Laurén verglichen. Wie beim Gesamtkollektiv war beim
Vergleich des Tumorzentrums mit der Invasionsfront kein statistischer Unterschied messbar.
Beim Vergleich der histologischen Typen nach Laurén wies der mixed Typ haufiger
homogene Expressionsstarken von Tumorzentrum und Invasionsfront auf (62,5% homogen,
37,5% heterogen). Im Vergleich dazu waren die Expressionsmuster bei den anderen beiden
Typen anndhernd gleich verteilt (55% homogen und 45% heterogen).

Die heterogenen Fille besafden entweder im Tumorzentrum einen hoheren HercepTest-
Score als in der Invasionsfront oder exprimierten EpCAM starker in der Invasionsfront. Beim
Vergleich der Typen nach Laurén lie sich feststellen, dass das diffuse Karzinom einen
auffallig hoheren Anteil von solchen Tumoren aufwies, die in der Invasionsfront einen
hoheren HercepTest-Score zeigten als im Tumorzentrum: 28% (n = 13) im Vergleich zu

intestinal 14% (n = 7) bzw. mixed 13% (n = 3) (Abbildung 14). Der Unterschied zwischen der
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Verteilung der heterogenen Fille beim diffusen Typ im Vergleich zum intestinalen Typ war
statistisch signifikant (p = 0,036). Der Vergleich mit dem mixed Typ ergab keine

signifikanten Unterschiede.
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*p=0,036

v |

1

ju

)

; 30 [ Invasion > Zentrum
i [ Zentrum > Invasion
5 ol B homogene Expression
&

et

0

8 10

<

Abbildung 14: Heterogenitit der EpCAM-Expression

Vergleich des Expressionsmusters von EpCAM bei den unterschiedlichen histologischen Typen nach
Laurén.

3.2.4. EpCAM-Expression in Lymphknotenmetastasen

Fir die Analyse der EpCAM-Expression bei den Lymphknotenmetastasen der
Magenkarzinome konnten Gewebeproben von 88 Patienten ausgewertet werden. Unter
Anwendung des HercepTest-Scores fand sich eine fehlende EpCAM-Expression bei 13 Proben
(15%), eine schwache Expression bei 39% (n = 34) und eine moderate Expression bei 28% (n
= 25). Mit 18% (n = 16) zeigte nur etwa ein Flinftel der Fille eine starke EpCAM-Expression
(Abbildung 15).
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Abbildung 15: EpCAM-Expression in Lymphknotenmetastasen

Reprasentative Beispiele von Lymphknotenmetastasen mit schwacher EpCAM-Expression (links)
und starker EpCAM-Expression (rechts); Vergréflerung: 10o-fach (grofSer Bildausschnitt) bzw. 400-
fach (kleiner Bildausschnitt).

Im Vergleich war die EpCAM-Expression der Lymphknotenmetastasen insgesamt hoher als
die der Primartumoren. Lymphknotenmetastasen exprimierten EpCAM in 85% (n = 75) der
Falle und Primartumoren nur in 74% (n = 65) der Falle. Dieser Unterschied war statistisch

jedoch nicht signifikant (p = 0,061) (Abbildung 16).
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Abbildung 16: EpCAM-Expression von Primartumor und Lymphknotenmetastase

Prozentualer Vergleich der EpCAM-Expression von Primartumor und Lymphknotenmetastasen (LK-
Metastase).
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Um nun zu priifen, ob Unterschiede bei der EpCAM Expression zwischen Primartumoren
und ihren dazugehorigen Lymphknotenmetastasen bestehen, wurde die Expression in den
Lymphknoten in Abhdngigkeit vom Primdrtumorstatus analysiert. Hierbei lief3 sich
beobachten, dass Fille mit EpCAM-negativen Primdrtumoren hdaufiger auch EpCAM-
positive Lymphknotenmetastasen (38%, n = 6) aufwiesen und EpCAM-positive
Primdrtumoren nur selten EpCAM-negative Lymphknotenmetastasen hatten (9%, n = 5)

(Abbildung 17). Dieser Verteilungsunterschied war statistisch signifikant (p < 0,001).

100%
<
E 80%
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b 4070
E 63%
=
g 20%
N
e
o O %

0%

EpCAM-negatives Karzinom EpCAM-positives Karzinom

Abbildung 17: EpCAM-Expression in Lymphknotenmetastasen in Abhangigkeit
von der EpCAM-Expression im Primdrtumor

Prozentualer Vergleich des Anteils der EpCAM-exprimierenden Lymphknoten abhdngig von der
EpCAM-Expression des Primartumors (EpCAM-negatives vs. EpCAM-positives Karzinom.

3.2.4.1. Vergleich der EpCAM-Expression von Tumorzentrum, Invasionsfront und

Lymphknotenmetastasen

In einem ndchsten Schritt sollten nun alle verfiigbaren Tumoranteile (Tumorzentrum,
Invasionsfront und Lymphknotenmetastasen) beziglich der EpCAM-Expression verglichen
werden. Bei diesem Vergleich zeigten sich keine statistisch signifikanten Unterschiede in der

Verteilung (Abbildung 18).
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Abbildung 18: EpCAM-Expression von verschiedenen Tumorarealen

Prozentualer Vergleich der EpCAM-Expression aufgegliedert nach den unterschiedlichen
Tumorarealen.

3.2.5. Korrelation der EpCAM-Expression mit histopathologischen

Parametern

Die Assoziation der EpCAM-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern konnte
indirekte Hinweise auf die Bedeutung von EpCAM fiir die Tumorprogression liefern. Hierfir
wurde die EpCAM-Expression mit den Verteilungen in der T- und N-Kategorie sowie dem
Differenzierungsgrad in dichotomisierter Form gegeniibergestellt (Tabelle 6).

Bei der Auswertung der EpCAM-Expression war aufgefallen, dass es in dem Kollektiv
Karzinome gab, die eine homogene bzw. heterogene Expression von Tumorzentrum und
Invasionsfront aufwiesen. Daher wurde im Folgenden uberpriift, ob zwischen diesen
Gruppen ein Unterschied in Korrelation zu den histopathologischen Parametern bestand.
Zunachst wurden die Gruppen homogen versus heterogen gegeniibergestellt.
Interessanterweise liefd sich feststellen, dass eine starkere EpCAM-Expression in der
Invasionsfront signifikant mit einer Metastasierung in die Lymphknoten einherging (p =

0,03)(Tabelle 8, der statistisch signifikante Wert ist grau hinterlegt).
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EpCAM negativ| % | EpCAM positiv| % Signifikanz
Ti+2 25 15% 82 50% o
T3+4 12 7% 44 27% p=0779
G " No 8 5% 33 20% B
esamttumor N 29 3% 92 5% p = 0,557
G1+2 6 4% 32 20%
G3+4 31 19% 94 58% P =0,246
Ti+2 23 14% 84 52% ~
T3+4 11 7% 45 28% p=o0782
No 8 5% 33 20%
Tumorzentrum Ni3 26 16% 94 58% p = 0,770
G1+2 7 4% 31 19% ~
G3+4 27 17% 97 60% P =0,657
Ti+2 16 12% 60 47%
T3+4 10 8% 43 33% p=0761
Invasionsfront No 8 6% 16 13% =0,0
N1-3 18 14% 86 67% P =0,079
Gi1+2 5 4% 23 18% 020
G3+4 21 16% 80 62% p=0,203
Ti+2 1 13% 42 48%
T3+4 2 2% 33 38% P = 0,046
LK-Metastase
G1+2 2 2% 12 14% —on
G3+4 11 13% 63 72% p=0317

Tabelle 6: Korrelation der EpCAM-Expression mit histopathologischen Parametern

Korrelation der EpCAM-Expression im Gesamttumor und der verschiedenen Tumorareale
aufgegliedert nach TNM-Klassifikation (T1+2 vs. T3+4 sowie No vs. N1-3) und Differenzierungsgrad

(G1+2 vs. G3+4).
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EpCAM o-1+| % |EpCAM 23+ % Signifikanz
Ti+2 14 47% 4 13% _
T3+4 4 13% 8 27% p=o0,018
Tumorzentrum No 3 10% . 3% =0,32
Ni-3 14 47% 12 40% P=0323
G1+2 0 0% 1 3% 0438
G3+4 18 56% 13 £21% p=043
T1+2 8 32% 3 12% - o
T3+4 6 24% 8 32% P=0
I onsfront No 0 0% 1 4% ~
nvasionsfron Ni-3 1 56% B 10% P = 0,440
G1+2 1 4% 0 0% o
G3+4 14 54% 11 42% P =0,577
Ti+2 7 37% 3 16% N
T3+4 2 1% 7 37% P = 0,047
LK-Metastase
Gi+2 0 0% 1 5% o0
G3+4 9 45% 10 50% P=055

Tabelle 7: EpCAM-Expression in Tumoren des mixed Typs nach Laurén

Korrelation der EpCAM-Expression im Gesamttumor und der verschiedenen Tumorareale
aufgegliedert nach TNM-Klassifikation (T1+2 vs. T3+4 sowie No vs. N1-3) und Differenzierungsgrad

(G1+2 vs. G3+4).

No N1-3 Signifikanz
homogenes Expressionsmuster 18 24% 56 76% .06
heterogenes Expressionsmuster 6 1% 47 89% P =0,055
Tumorzentrum > Invasionsfront 61% 25 39% 016
Invasionsfront > Tumorzentrum 1 4% 22 96% P =0,159
Invasionsfront > Tumorzentrum 1 4% 22 96% oo
andere Expressionsmuster 23 22% 81 78% P = 0,037

Tabelle 8: Korrelation des EpCAM-Expressionsmusters mit
Lymphknotenmetastasierung

Vergleich verschiedener EpCAM-Expressionsmuster mit Lymphknotenmetastasierung (No vs. N1-3).
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3.3. Ki-67-EXPRESSION

3.3.1. Ki-67-Expression in der Normalschleimhaut

In der normalen Magenmukosa liefd sich in 71 Fillen (64%) keine Ki-67-Expression
nachweisen. Bei den 40 positiven Féllen (36%) betrug die mittlere Rate der Ki-67 positiven
Zellen 12% (Spannbreite 5-40%). Die intestinalen Metaplasien (n = 29), die sich bei einigen
Schleimhduten nachweisen lief3en, waren in 16 Féllen (55%) positiv fiir Ki-67-Expression mit

einer mittleren Anzahl von 13% (Spannbreite 5-30%).

3.3.2. Ki-67-Expression in Tumorgewebe und Lymphknoten-Metastasen

Die Magenkarzinome waren fast allen Fallen (92%, n = 147) positiv fiir Ki-67. Bei diesen
betrug der Anteil der Ki-67-positiven Zellen im Mittel 1% (Spannbreite 0,5-60%). Der Anteil
Ki-67-positiver Zellen in den Karzinomen war gegeniiber der Normalmukosa signifikant.
Anhand des Medians, der bei 7% Ki-67-positiven Zellen lag, wurden die Magenkarzinome in
die Gruppen ,niedrig proliferierend (57%, n = 91) und ,hoch proliferierend” (43%, n = 69)
eingeteilt. In der Betrachtung der Ki-67-Expression in den verschiedenen Tumorarealen und
den Lymphknotenmetastasen lief3en sich keine relevanten Unterschiede in der Verteilung

nachweisen (Tabelle 9).

In der Subanalyse der histologischen Typen nach Laurén zeigte sich beim diffusen Typ eine
signifikant hohere Ki-67-Expression in den Lymphknotenmetastasen als im
Karzinomgewebe (p = 0,004, Abbildung 19). Der intestinale und der mixed Typ wiesen
relativ. homogene Ki-67-Expressionsmuster im  Primdrtumor sowie in den
Lymphknotenmetastasen auf.

Im Vergleich der Ki-67-Expression der verschiedenen Typen nach Laurén fiel auf, dass der
diffuse Typ im Primdrtumor (sowie auch in den einzelnen Arealen Tumorzentrum und
Invasionsfront) eine signifikant geringere Ki-67-Expression aufwies als der intestinale und

der mixed Typ (Abbildung 20 und Tabelle 10).
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Ki-67 negativ Ki-67 positiv )3

| Gesamttumor 13 8% 147 92% | | 160
Tumorzentrum 20 13% 138 87% 158
Invasionsfront 16 13% 107 87% 123
LK-Metastase 6 7% 80 93% 86
niedrige Proliferation hohe Proliferation 2

Gesamttumor o1 57% 69 43% ‘ 160
Tumorzentrum 84 53% 74 47% 158
Invasionsfront 61 50% 62 50% 123
LK-Metastase 43 50% 43 50% 86

Tabelle 9: Ki-67-Expression im Karzinomgewebe und Lymphknotenmetastasen

Oben: Ki-67-Expression im Gesamttumor und in den unterschiedlichen Tumorarealen. Unten: Ki-
67-Expression aufgeteilt nach dem Median (niedrige vs. hohe Proliferation) im Gesamttumor und in
den unterschiedlichen Tumorarealen
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Abbildung 19: Ki-67-Expression beim diffusen Typ nach Laurén

Prozentualer Vergleich der Ki-67-Expression beim diffusen Typ nach Laurén im Gesamttumor und
den verschiedenen Tumorarealen.
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Abbildung 20: Verteilung der Ki-67-Expression im Gesamttumor

Prozentualer Vergleich der Ki-67-Expression der verschiedenen histologischen Typen nach Laurén,
aufgegliedert in niedrig und hoch proliferierend.

niedrige

hohe

Proliferation | Proliferation e
diffus 47 13 diffvs.int | p<o,001
Gesamttumor | intestinal 25 36 diff vs. mix | p=0,008
mixed 16 15 intvs.mix | p=0,332
diffus 43 16 diffvs.int | p<o,001
Tumorzentrum | intestinal 22 39 diff vs. mix | p=0,044
mixed 16 15 int vs. mix | p=0,015
diffus 31 14 diffvs.int | p=0,006
Invasionsfront | intestinal 20 29 diff vs. mix | p=0,018
mixed 8 13 int vs. mix | p=0,0831
diffus 17 17 diff'vs. int p=1
Lymphknoten- |-y 16 16 diffvs. mix | p=0,0843
metastase i . .
mixed 8 9 intvs.mix | p=0,845

Tabelle 10: Ki-67 Expression der histologischen Typen nach Laurén

Vergleich der Ki-67-Expression (absolute Zahlen) der Typen nach Laurén im Gesamttumor und in den

einzelnen Tumorarealen; diff = diffuser Typ, int = intestinaler Typ, mix = mixed Typ.
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3.3.3. Korrelation zwischen Ki-67-positiven Zellen und EpCAM-Expression

Es war zu beobachten, dass der Anteil der Ki-67-positiven Zellen im Tumorgewebe sowie in
den Lymphknotenmetastasen mit der EpCAM-Expressionsstarke anstieg. Im Mittel lag der
Anteil der Ki-67-positiven Zellen bei 10%. Tumorproben mit fehlender EpCAM-Anfarbung
hatten im Mittel nur Werte von 4% Ki-67-positiver Zellen, wahrend stark gefarbte

Tumorproben im Mittel 16% Ki-67-positive Zellen aufwiesen (Abbildung 21)

Abbildung 21: Korrespondierende EpCAM- und Ki-67-Expression

Beispielhaft wird hier innerhalb einer Tumorprobe die korrespondierende EpCAM- und Ki-67-
Expression gezeigt. Beide Bildausschnitte sind in 100-facher Vergroflerung dargestellt. (Die
Abbildung wurde im Rahmen dieser Promotionsarbeit erstellt und in der Publikation zu dieser
Promotionsarbeit veroffentlicht [94].

Interessanterweise lief sich ein anndhernd proportionaler Anstieg des Anteils der Ki-67-
positiven Zellen mit der EpCAM-Anfarbung verzeichnen (Abbildung 22). Bei dem Vergleich
der Gruppen ,niedrig proliferierend“ und ,hoch proliferierend“ war der Zusammenhang
zwischen einem erhohten Anteil Ki-67-positiver Zellen und einer erhohten EpCAM-

Expression statistisch signifikant (Tabelle 11).
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Abbildung 22: Korrelation von Ki-67- und EpCAM-Expression
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Im Gesamttumor und den verschiedenen Tumorarealen stieg die Starke der EpCAM-Expression
(unterschiedliche Farbe der Balken) simultan mit der Ki-67-Expression an (Mittelwerte der Ki-67-
Prozentwerte sind oberhalb des Balkens angegeben).

niedrig hoch Signifikanz
proliferierend | proliferierend &
EpCAM o 34 3
tt
Gesamttumor EpCAM 13+ - 6 p < 0,001
Tumorzentrum EpCAM o 28 6 0,001
Z <
EpCAM 1-3+ 56 68 P=9
Invasionsfront EpCAM o 18 8 0,02
V =
EpCAM 1-3+ 43 54 P=o0
EpCAM o 11 2
LK-M =
etastase EpCAM 13+ 3 " p = 0,007

Tabelle 11: Korrelation zwischen Ki-67-Expression und EpCAM-Expression

EpCAM-Expression und Ki-67-Expression in dichotomisierter Form (absolute Werte).
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3.3.3.L

Subanalyse der histologischen Typen nach Laurén

In der Einzelbetrachtung der Typen nach Laurén liefd sich ebenfalls ein signifikanter

Zusammenhang zwischen EpCAM-Expression und Anteil der Ki-67-positiven Zellen im

Gesamttumor beobachten (Abbildung 23 und Tabelle 12).
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Abbildung 23: Ki-67- und EpCAM-Expression in den Typen nach Laurén

Analog zu Abbildung 22 stieg die Ki-67-Expression sukzessiv mit der Starke der EpCAM-Expression
auch in den verschiedenen Typen nach Laurén (Mittelwerte der Ki-67-positiven Zellen sind oberhalb
der Balken angegeben).

niedrig hoch Siomifi]
proliferierend proliferierend lgnitrkanz
. EpCAM o 20 o
diffus EpCAM 13+ 27 13 p = 0,002
. . EpCAM o 7 1 -
intestinal EpCAM 1-3+ 18 35 p = 0,006
mixed EpCAM o 6 : -
EpCAM 1-3+ 10 14 p = 0,050

Tabelle 12: Korrelation zwischen Ki-67- und EpCAM-Expression

Korrelation der EpCAM-Expression und Ki-67-Expression in dichotomisierter Form bei den
verschiedenen Typen nach Laurén.
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3.4. UBERLEBENSANALYSE

3.4.1. Prognostischer Einfluss der histopathologischen Parameter

Im untersuchten Patientenkollektiv waren die Stadien nach UICC, sowie auch jeweils die pT-
und pN-Kategorie fiir das Uberleben prognostisch signifikante Parameter (Tabelle 13).
Fortgeschrittene bzw. metastasierte Tumoren hatten ein schlechteres Uberleben als friihe

Tumorstadien bzw. nicht metastasierte Tumoren (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfluss des UICC-Stadiums auf das Gesamtiiberleben

Kaplan-Meier-Kurven der unterschiedlichen UICC-Stadien.

Dahingegen hatten der Differenzierungsgrad, das Alter, das Geschlecht sowie die
histologischen Typen nach Laurén keinen prognostisch signifikanten Einfluss auf das

Uberleben (Tabelle 13).
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Mttlefﬁigaiiﬁleben Standardfehler | Signifikanz
UICC Stadium I 11 11,13
UICC Stadium II 67 10,55
UICC Stadium I1I 33 71 p <0001
UICC Stadium IV 23 5,53
pli+2 78 7,11
pI3+4 28 6,48 p=0,001
pNo 98 11,57 B
pN1-3 53 6,60 p =000t
Gi1+2 82 12,42 —on
G3+4 61 6,75 P=0135
diffus 56 9,31
intestinal 68 9,15 P =0,729
mixed 64 14,40
mannlich 23 4,25
weiblich 51 24,41 p=0141
Alter 70]. 35 14,87
Alter >70]. 23 4,89 p=0247

Tabelle 13: Uberlebensanalyse fiir histopathologische Parameter

Mittlere Uberlebenszeit in Monaten mit deren Standardfehler. Die p-Werte wurden mithilfe Log
Rank Test ermittelt.

3.4.2. Prognostischer Einfluss der EpCAM-Expression

Bei der Uberlebensanalyse war ein heterogenes Expressionsmuster von EpCAM innerhalb
eines Tumors signifikant mit einer ungiinstigen Prognose korreliert (Log Rank, p = 0,04).
Patienten, deren Tumoren eine starkere Expression von EpCAM in der Invasionsfront
aufwiesen, hatten mit 24 Monaten das kiirzeste mittlere Uberleben im Vergleich zu solchen
Fillen mit starkerer Expression im Tumorzentrum (49 Monate) und auch im Vergleich zu

den Fillen mit einer homogenen Expression (65 Monate) (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Einfluss des EpCAM-Expressionsmusters auf das Gesamtiiberleben

Kaplan-Meier-Kurven der unterschiedlichen EpCAM-Expressionsmuster.

Bei dem anschliefdenden Vergleich der Karzinome mit einer starkeren EpCAM-Expression in
der Invasionsfront mit allen anderen Expressionsmustern zeigte sich fiir diese Gruppe
ebenfalls ein signifikant schlechteres Uberleben (24 vs. 63 Monate, p = 0,001, Abbildung 26).
In der Subanalyse der Typen nach Laurén wiesen diffuse Karzinome signifikant haufiger eine
hohere EpCAM-Expression in der Invasionsfront als im Tumorzentrum auf. Das
Gesamtiiberleben zeigte sich bei diesem Laurén-Typ signifikant verkiirzt, wenn eine starkere
EpCAM-Expression in der Invasionsfront vorhanden war (57 vs. 10 Monate, p = 0,001). Ein
dhnlicher Einfluss der starkeren EpCAM-Expression an der Invasionsfront liefd sich auch

beim intestinalen Typ nachweisen (55 vs. 21 Monate, p = 0,050)

55



1o+ EpCAM-Expressionsmuster
— Invasionsfront starker als
Tumorzentrum

__homogen / Tumorzentrum
starker

Invasionsfront starker als
0.8 Tumorzentrum - zensiert

homogen / Tumorzentrum
starker - zensiert

0,67

0,4

kumulatives Uberleben

0,2

0,0

T T T
0 50 100 150 200
Uberleben [Monate]

Abbildung 26: Prognostischer Einfluss einer starkeren Expression in der
Invasionsfront

Kaplan-Meier-Kurven fiir den Vergleich der Gruppe ,Invasionsfront stiarker als Tumorzentrum®
gegeniiber der zusammengefassten Gruppe ,homogene Expression“ und ,Tumorzentrum starker als
Invasionsfront*.

Dariiber hinaus zeigte sich ein signifikant schlechteres Uberleben fiir die Gruppe, bei der die
EpCAM-Expression in den Lymphknotenmetastasen stiarker war als im Tumorzentrum (11
Monate versus 57 und 34 Monate in den Gruppen homogen (34 Monate) und TZ starker als

LK (57 Monate); p = 0,013).
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4. DISKUSSION

Bei der weiterhin recht ungiinstigen Prognose des Magenkarzinoms ist die Suche nach
neuen therapeutischen Angriffspunkten von klinischer Bedeutung. In diesem
Zusammenhang konnte EpCAM als mogliche Zielstruktur fiir systemische Therapien
interessant sein. Es wurde bereits von einigen Arbeitsgruppen eine Neo-Expression in
Magenkarzinomen im Vergleich zur normalerweise EpCAM-negativen Magenmukosa
beschrieben [24][95][49]. In dem hier untersuchten Patientenkollektiv konnte unter
Anwendung des HercepTest-Scores eine EpCAM-Expression in 77% der Fille im
Magenkarzinomgewebe beobachtet werden. Andere Autoren beschrieben auch hdohere
Anteile an EpCAM-exprimierenden Tumorzellen von 90%-98% [82][24][50]. Dies kann zum
Teil durch die Verwendung verschiedener Scores zur Quantifizierung der EpCAM-
Expression erklart werden. Im Einklang mit der aktuellen Studienlage zeigte sich in
normaler Magenmukosa keine EpCAM-Expression [19][28][95][32][50]. Intestinale
Metaplasien, die innerhalb der normalen Magenmukosa gefunden wurden, zeigten in der
vorliegenden Arbeit in 94% eine positive EpCAM-Expression. Eine starke Expression in
solchen Metaplasien wurde auch von anderen Arbeitsgruppen beschrieben [28][50]. Der
Anstieg der EpCAM-Expression in der Entwicklung einer intestinalen Metaplasie kdnnte
daher moglicherweise als Fritherkennungs-Marker fiir Risikopatienten im Rahmen von
Gastroskopien mit Gewebebiopsien verwendet werden. Ahnliche Uberlegungen fiir die
Verwendung von EpCAM als frithen Risikomarker duflerten bereits andere Autoren fiir
neoplastisch veranderte Zellareale im Bereich der Cervix uteri [37].

In Bezug auf die EpCAM-Expression muss jedoch festgestellt werden, dass diese haufig nur
fiir den Gesamttumor und ohne nennenswerte systematische Angaben zur Heterogenitat der
Expression beschrieben wurde. Ein wichtiger Aspekt der hier vorliegenden Arbeit war daher,
dass die verschiedenen Tumorareale Invasionsfront und Tumorzentrum auch getrennt
voneinander analysiert wurden. Hierbei zeigten sich in Bezug auf die EpCAM-Expression
Unterschiede zwischen diesen Kompartimenten. Eine Betonung der Expression bei der
Invasionsfront oder dem Tumorzentrum war nicht feststellbar.

Die biologische Bedeutung der Neo-Expression von EpCAM bei Magenkarzinomen bleibt
jedoch weiterhin nicht vollstindig geklart. Hinweise fiir eine mdgliche biologische

Bedeutung konnten Zusammenhdnge der EpCAM Expression mit aggressiven
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Tumoreigenschaften, wie fortgeschrittene Tumorgréfle, Lymphknotenmetastasierung,
schlechte Differenzierung oder ungiinstiger prognostischer Einfluss liefern. Betrachtet man
die bislang bekannte Biologie von EpCAM, konnte schon eine Neo-Expression von EpCAM,
wie sie auch hier bei den Magenkarzinomen beobachtet werden konnte, durchaus einen
aggressiven Phanotyp andeuten. Zu dieser Hypothese passen auch einige der in dieser Arbeit
gemachten Befunde. So fand sich zwar keine Korrelation der EpCAM-Expression mit den
histopathologischen = Parametern, aber in den Lymphknotenmetastasen der
Magenkarzinome der vorliegenden Arbeit war eine starkere EpCAM-Expression als in den
Primdrtumoren beobachtbar. Dabei waren 85% der Lymphknotenmetastasen positiv fiir
EpCAM und nur 74% der zugehorigen Primdrtumoren. Wahrend bei EpCAM-positiven
Primdrtumoren die EpCAM Expression in den Lymphknotenmetastasen fast immer erhalten
war, zeigten EpCAM-negative Primartumoren auch hdufiger EpCAM-positive Tumorzellen
in den Lymphknotenmetastasen. Zusatzlich zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einer positiven EpCAM-Expression in Lymphknotenmetastasen und einer
ausgepragteren Tumorinvasionstiefe (T3/4, p = 0,046). Bemerkenswert war auch der Befund,
dass Tumoren mit einer starkeren EpCAM-Expression an der Invasionsfront eine erhdhte
Lymphknotenmetastasierung aufwiesen. Diese Befunde werden von Daten der
Arbeitsgruppe um Wengi gestiitzt [80][79], da beobachtet wurde, dass Lymphknoten-
positive Magenkarzinome eine signifikant hohere EpCAM-Expression hatten. Jedoch wiesen
im Gegensatz zur vorliegenden Arbeit Primdrtumoren und ihre zugehorigen
Lymphknotenmetastasen keine signifikant unterschiedliche EpCAM-Expression auf.

Neben der Korrelation der EpCAM-Expression mit histopathologischen Parametern kann
der prognostische Einfluss einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung von EpCAM beim
Magenkarzinom liefern. Fiir das in der vorliegenden Arbeit analysierte Kollektiv lagen
entsprechende klinische Daten fiir das Gesamtiiberleben vor. Da keine tumorspezifischen
Uberlebensdaten verfiigbar waren, bestand die Gefahr durch die Unschirfe der Daten im
Bezug auf die Todesursache Informationen zu verlieren. Denn moglicherweise wird die
EpCAM-Expression mit anderen Todesursachen korreliert. Aus diesem Grunde war es
wichtig nachzuweisen, dass die klassischen prognostischen Parameter signifikant mit einem
kiirzerem Uberleben verbunden sind. Tatsichlich zeigte sich fiir das Gesamtiiberleben ein
deutlicher negativer prognostischer Einfluss hoher pT-, pN- und UICC-Stadien. Bei diesem

deutlichen prognostischen Effekt lasst sich auf eine meist tumorassoziierte Todesursache bei
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den Patienten des Kollektives schliefden und somit schien das Kollektiv des TMAs geeignet,
um die prognostische Bedeutung von EpCAM fiir Magenkarzinome zu analysieren.
Bemerkenswerterweise fand sich keine prognostische Bedeutung der histologischen Typen
nach Laurén. Eine solche fehlende Korrelation wurde zuvor jedoch auch schon von anderen
Autoren beschrieben [96].

Bei der Analyse der prognostischen Bedeutung der EpCAM-Expression des Gesamttumors
lie sich keine Korrelation mit dem Uberleben feststellen. Das mittlere Uberleben betrug 24
Monate fiir EpCAM-positive Magenkarzinome und 20 Monate fiir Patienten ohne jegliche
EpCAM-Expression (p = 0,765). Da eine wichtige Beobachtung der vorliegenden Arbeit war,
dass in 42% der untersuchten Fille ein heterogenes Expressionsmuster von EpCAM
zwischen Invasionsfront und Tumorzentrum bestand, sollte auch ein moglicher
prognostischer Einfluss dieser Heterogenitat tiberpriift werden. Tatsachlich war bei Tumoren
mit einer im Vergleich zum Tumorzentrum stirkeren EpCAM-Expression an der
Invasionsfront ein signifikant kiirzeres Uberleben festzustellen. Da bislang keine weiteren
Untersuchungen zu diesen unterschiedlichen Tumorarealen in der aktuellen Literatur
verfiigbar waren, wurden dhnliche Beobachtungen bislang noch nicht beschrieben.

Der prognostische Einfluss der EpCAM-Expression wurde bereits bei vielen verschiedenen
Tumorentitdten untersucht, jedoch immer fiir den Gesamttumor und ohne Unterscheidung
verschiedener Tumorareale. Ein schlechteres Uberleben in Verbindung mit einer EpCAM-
Expression zeigte sich beim Urothel- [44], beim Gallenblasen- [45][46], beim Mamma- [53]
[54] und beim Osophaguskarzinom [34]. In einigen Studien wurde die prognostische
Bedeutung differenzierter betrachtet und Subgruppen analysiert. So war bei pTi-
Gallenblasen-Karzinomen die EpCAM-Uberexpression ein signifikanter Pradiktor fiir eine
schlechtere Prognose, in pT2-T4-Tumoren hatte sie keinen prognostischen Wert [45]. Auch
bei den Osophaguskarzinomen scheint der prognostische Einfluss von EpCAM nicht
einheitlich zu sein. In diesem Falle beziehen sich die Unterschiede nicht auf die Stadien,
sondern auf die unterschiedlichen histologischen Typen. So war beim
Plattenepithelkarzinom des Osophagus eine erniedrigte rezidivfreie Uberlebensdauer (9
Monate vs. 43 Monate) bei starker (3+) EpCAM-Expression beobachtet worden. EpCAM war
ein statistisch signifikanter, unabhdngiger prognostischer Einflussfaktor [34]. Eine
Korrelation zu klinisch-pathologischen Parametern (pT, pN, Grading) fand sich jedoch nicht

[34]. Dahingegen wurde im Falle 6sophagealer Adenokarzinome ein Uberlebensvorteil einer
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starkeren EpCAM-Expression beschrieben [97]. In die Reihe der Tumoren, bei denen eine
erhohte EpCAM-Expression mit guter Prognose einhergeht, gehéren auch das
Nierenzellkarzinom [56] und das Bronchialkarzinom [24].

Interessanterweise wurde ein dhnlicher Zusammenhang in den zwei bislang verfiigbaren
Untersuchungen auch fiir das Magenkarzinom beschrieben. So beobachtete die
Arbeitsgruppe um Songun einen Uberlebensvorteil fiir Patienten mit Magenkarzinomen, die
eine starke EpCAM-Expression aufwiesen [51]. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen ebenfalls
Warnecke und Kollegen [98]. Hervorzuheben ist jedoch bei der Songun Arbeit, dass der
unglinstige prognostische Einfluss EpCAM-negativer Tumoren nur bei den Tumorstadien I
und II zu messen war, aber nicht bei hoheren Tumorstadien [s51]. Bei diesen beiden
Magenkarzinom-Arbeiten wurde nur die EpCAM-Expression des Gesamttumors untersucht.
Insofern kann die Diskrepanz der Ergebnisse zum einen an der Heterogenitat der EpCAM-
Expression liegen, die in der vorliegenden Arbeit systematisch untersucht wurde. Zum
anderen konnen die Unterschiede dadurch bedingt sein, dass bei Songun et al
moglicherweise keine saubere Differenzierung zwischen Kardia- und “Nicht-Kardia”-
Karzinomen erfolgt ist. Karzinome des gastrodsophagealen Ubergangs und der Kardia
weisen Eigenschaften von Adenokarzinomen des Osophagus auf, welche pathogenetisch
haufig aus einem Barrett-Epithel entstehen [33]. Daher ist bei der Beurteilung von
Karzinomen des Magens eine Abgrenzung sinnvoll [3][96]. Einen relevanten Unterschied
der EpCAM-Expression dieser Tumorentititen wurde auch von Deveci et al dokumentiert
[52].

Da, wie bereits beschrieben, die EpCAM-Expression zwischen den unterschiedlichen
histologischen Typen einer Tumorentitat differieren kann, war der Bezug zur Laurén-
Klassifikation ein wichtiger Aspekt dieser Arbeit. In den bislang durchgefiithrten
Untersuchungen zur EpCAM-Expression bei Magenkarzinomen konnte keine Korrelation
zwischen EpCAM-Expression und der Laurén-Klassifikation beobachtet werden [80][82].
Die hier erhobenen Daten zeigten eine signifikant hohere EpCAM-Expression in
Magenkarzinomen des intestinalen Typs (p = 0,008) im Vergleich zum diffusen Typ. Zu
diesem Befund passt die Beobachtung, dass intestinale Metaplasien ebenfalls eine starke
EpCAM-Expression aufwiesen. Da ein haufigeres Auftreten intestinaler Metaplasien in
Zusammenhang mit dem intestinalen Typ des Magenkarzinoms steht [96] konnte man

spekulieren, dass vor allem das intestinale Karzinom aus solchen intestinalen Metaplasien
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hervorgeht. Hier muss allerdings die geringe Fallzahl von 31 Patienten beachtet werden, bei
denen eine intestinale Metaplasie in der Normalmukosa beobachtet werden konnte.

Ein differenzielles Expressionsmuster bei den unterschiedlichen Typen nach Laurén konnte
bereits fiir eine klinisch relevante therapeutische Zielstruktur, das HER2 Onkogen,
beschrieben werden. Eine starke Expression trat signifikant hdaufiger beim intestinalen Typ
auf und korrelierte hier mit einem kiirzeren Uberleben [99]. Interessanterweise zeigte die
Gruppe der diffusen Karzinome eine signifikant hohere Anzahl von Tumoren, die in der
Invasionsfront starker EpCAM exprimierten als im Tumorzentrum. In diesem Fall war auch
die prognostische Signifikanz der erhohten EpCAM-Expression am Tumorrand recht
ausgepragt.

Die Beobachtung, dass sich EpCAM vor allem in der Invasionsfront positiv zeigte und der
Zusammenhang mit einer schlechten Prognose feststellbar war, lasst darauf schlief3en, dass
EpCAM zur Progression von Magenkarzinomen beitrdgt. Dies ware nicht aufgefallen, wenn
die Tumorareale nicht getrennt voneinander analysiert worden waren, was verdeutlicht, wie
entscheidend eine solche systematisch durchgefiihrte selektive Untersuchung sein kann.
Insbesondere, da sich nicht zuletzt durch die Einflisse der Mikroumgebung, die
biologischen Eigenschaften der Tumorzellen im Zentrum von denen an der Invasionsfront
unterscheiden. Besonders gut ist dies beim kolorektalen Karzinom untersucht, bei dem ein
sogenanntes ,Tumor Budding“ am Invasionsrand auftreten kann und ein starker negativer
prognostischer Marker ist [100]. Hierbei handelt es sich um Tumorsprossen, die
mikroskopisch als einzelne Tumorzellen oder Tumorzellgruppen (bis maximal finf Zellen)
in der Invasionsfront des Karzinoms imponieren [101]. Das Tumor Budding ist der
morphologische Ausdruck der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT), die direkt am
Invasionsrand an der Grenze zum gesunden Gewebe stattfinden kann und als wichtige
Voraussetzung fiir die Metastasierung gilt. Nach aktueller Literaturlage geht eine EMT
eigentlich mit dem Verlust der EpCAM-Expression einher [102]. Dies kann man auch bei
kolorektalen Karzinomen beobachten [42]. Dabei muss hervorgehoben werden, dass im
Gegensatz zur normalen Magenschleimhaut in der Normalmukosa des Dickdarms eine
starke EpCAM-Expression physiologisch ist. Bei den ansonsten sehr stark EpCAM-
exprimierenden kolorektalen Karzinomen war dann haufiger eine abgeschwachte Expression
von EpCAM in der Invasionsfront zu sehen, was auch mit infiltrativem Wachstum und

einem erhohten Risiko fiir Lokalrezidive assoziiert war [42].
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Wie lassen sich nun die zu diesen Daten unterschiedlichen Beobachtungen der vorliegenden
Arbeit einordnen? In diesem Zusammenhang muss betont werden, dass hier nicht nur die
Grenzflache an der Invasionsfront untersucht wurde, sondern der gesamte Zellsaum, den
man als Zentrumsfern bezeichnen kann und der gemeinhin als Proliferationszone von
Tumoren gilt. In der Tat lassen sich beim Magenkarzinom in dieser Invasionsrand-nahen
Zone haufiger proliferierende Zellen finden, als im Tumorzentrum [103]. Auch wenn in der
vorliegenden Arbeit ein solcher Unterschied der Ki-67-Expression zwischen Invasionsfront
und Tumorzentrum nicht beobachtet wurde, war es in diesem Zusammenhang besonders
interessant, ob eine Korrelation der EpCAM-Expression und der Proliferation besteht. In
fritheren Arbeiten konnte beispielsweise im Falle von proliferierenden Gallengangszellen als
Folge von verschiedenen hepatischen Pathologien (Leberzirrhose, noduldre Metaplasie u.a.)
eine erhohte EpCAM-Expression nachgewiesen werden, wobei Ki-67 als
Proliferationsmarker diente. In vollstandig differenzierten Hepatozyten war eine Ki-67-
Expression hingegen nicht detektierbar [31].

Uber erste Hinweise eines Zusammenhangs von EpCAM mit der Proliferation und dem
Zellzyklus berichtete Miinz aus der Arbeitsgruppe um Olivier Gires [36]. So konnte eine
Reduktion der Proliferation bei einem Arrest des Zellzyklus in der Gi-Phase durch
Herunterregulation der EpCAM-Expression mittels RNA-Interferenz bewirkt beobachtet.
Um nun die Rolle von EpCAM fiir die Zellproliferation bei Magenkarzinomen ndher
beleuchten zu konnen, wurde in dieser Arbeit die Expression von EpCAM sowie die
Expression von Ki-67 an Serienschnitten des TMAs untersucht und diese Befunde
anschlieflend korreliert. Zunachst zeigte die Analyse eine Steigerung Ki-67-positiver Falle
von normaler Magenmukosa (36%) {ber intestinale Metaplasie (55%) bis zum
Magenkarzinomgewebe (92%), was auf einen Anstieg der Proliferationsrate hinwies. Eine
solche ansteigende Ki-67-Expression konnte auch anderen Arbeitsgruppen beobachtet
werden [104][105]. Spannend war dann der Befund, dass die Ki-67-Expression im
Tumorgewebe, sowie in den Lymphknotenmetastasen mit der EpCAM-Expressionsstarke
anstieg. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen vermehrter Ki-67-Expression
und erhohter EpCAM-Expression fand sich in allen Tumorarealen, ohne Unterschied
zwischen Tumorzentrum und Invasionsfront. Mit den bislang bekannten Daten der Biologie
von EpCAM legt diese Korrelation nahe, dass EpCAM bei den Magenkarzinomzellen mit

Proliferation assoziiert ist. Eine gleichzeitige Expression von EpCAM und Ki-67 konnte
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bereits in fritheren Arbeiten bei anderen Neoplasien beobachtet werden [30][37]. So konnte
bei Plattenepithelkarzinomen der Cervix mithilfe von Ki-67 gezeigt werden, dass EpCAM-
exprimierende Areale des Tumors starker proliferierten als andere [37].

Insgesamt deuten diese Ergebnisse auf einen proliferativen Einfluss von EpCAM hin. In der
Subanalyse der Typen nach Laurén bestand beim diffusen Typ eine signifikant niedrigere Ki-
67-Expression in den Primdrtumoren als beim intestinalen und beim mixed Typ. Dies
bekraftigt die Beobachtung, dass diffuse Magenkarzinome eine niedrigere Mitoserate
aufweisen als die vom intestinalen Typ [5]. Interessanterweise zeigte sich allerdings beim
diffusen  Karzinom  eine  signifikant =~ hohere  Ki-67-Expression in  den
Lymphknotenmetastasen als in den Primdrtumoren (p = 0,004). Dies, gemeinsam mit der
Tatsache, dass der diffuse Typ starkere Expressionsraten in der Invasionsfront aufwies, deutet
darauf hin, dass insbesondere aggressive und progressionsfordernde Zellen beim
Magenkarzinom vermehrt EpCAM exprimieren. Diese Hypothese wird durch die Tatsache
unterstiitzt, dass durch Downregulation von EpCAM mittels siRNA eine signifikante
Suppression der Proliferation, Koloniebildung, Adhdsion und Migration von
Magenkarzinom-Zelllinien ausgelst werden konnte [79]. Bei diesen in vitro Versuchen
scheint dabei die proliferative Wirkung im Vordergrund zu stehen. Auch beim
Plattenepithelkarzinom des Osophagus ldsst sich eine solche proliferationsfordernde
Wirkung von EpCAM nachweisen und es wurde vermutet, dass EpCAM fiir das Auswachsen
von Metastasen wichtig ist [106]. In diesem Zusammenhang war wichtig, dass disseminierte
Tumorzellen und Mikrometastasen in Lymphknoten haufiger EpCAM-positiv sind. Die in
der vorliegenden  Arbeit beobachtete  hohere  EpCAM-Expression in  den
Lymphknotenmetastasen lasst sich daher mit den Daten des 0sophagealen
Plattenepithelkarzinoms in Einklang bringen. In diesem Zusammenhang ist es auch
interessant, dass die EpCAM-Expression wahrscheinlich bei einigen Tumortypen, wie es
auch fiir das Osophaguskarzinom vermutet wurde, dynamisch ist [102]. Nach dieser
Hypothese exprimieren Zellen im Primartumor in der proliferativen Zone EpCAM. In dieser
Phase tragt EpCAM als Signalmolekiil zur Proliferation der Tumorzellen bei. Sobald
Tumorzellen aus der proliferativen Phase in die migratorische Phase kommen und in das
umgebende Gewebe eindringen, erlangen sie im Rahmen der EMT einer eher
mesenchymalen Phdnotyp. In dieser Situation wird EpCAM herunterreguliert. Signale, die

bei den Zellen eine EMT initiieren, konnen dabei direkt aus der Mikroumgebung der




Invasionsfront kommen. In der Blutbahn und auf dem Weg zu den Zielorganen weisen die
Tumorzellen hdufig noch einen eher mesenchymalen Charakter auf. Wachsen dann die
Tumorzellen in ihrer metastatischen Nische aus, wird EpCAM erneut exprimiert und férdert
die Proliferation der Tumorzellen [102]. Gerade durch die beobachteten unterschiedlichen
Effekte bei der raumlichen Verteilung der EpCAM-Expression, konnte ein solches Modell
auch fiir das Magenkarzinom angenommen werden.

Bei der Frage, ob EpCAM ein prognostischer Marker fiir das Magenkarzinom ist, kann mit
Sicherheit keine abschliefende Aussage getroffen werden. Ein anderer Aspekt ist die
therapeutische Anwendung. Vergegenwartigt man sich die Erfolge von anti-EpCAM
Antikorpern im Rahmen der Peritonealkarzinose u.a. beim Magenkarzinom [107] und bringt
diese Daten mit den hier beschriebenen Befunden und den publizierten in vitro Daten [79]
in einen Zusammenhang, ist durchaus vorstellbar, dass EpCAM ein therapeutischer
Ansatzpunkt fiir systemische Therapien beim Magenkarzinom sein konnte. Aufgrund ihrer
Heterogenitait wiirde im Rahmen einer solchen anti-EpCAM Therapie eine
immunhistochemische Testung zur Bestimmung der EpCAM-Expression, analog zu der in
dieser Arbeit durchgefiihrten Methode, erforderlich werden. Vor einer systemischen anti-
EpCAM Therapie bei Magenkarzinompatienten sollten in jedem Fall weitere
Untersuchungen an pra-klinischen Modellen durchgefithrt werden und die Expression von
EpCAM in grofleren multizentrischen Studien mit standardisierten Protokollen tiberpriift
werden. Fiir solche Validierungsstudien ware es essentiell, nicht nur einen zuféllig gewahlten
Abschnitt des Primdrtumors zu analysieren, sondern die verschiedenen relevanten

Tumorareale getrennt zu untersuchen und Metastasengewebe zu berticksichtigen.
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