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|. Zusammenfassung

Das Osophaguskarzinom ist in Deutschland eine verbreitete Tumorentitit und hat trotz
extensiver Therapieansidtze weiterhin eine schlechte Prognose. Als Mitglieder der Inhibitor of
Apoptosis Protein Familie (IAP) eignen sich Survivin und X-linked Inhibitor of Apoptosis
Protein (XIAP) als Ansatzpunkte fiir eine alternative Therapie, da sie bekannter Weise in vielen
malignen Tumoren iiberexprimiert und mit einer schlechten Prognose assoziiert sind. In dieser
Arbeit wurde die prognostische und biologische Relevanz von Survivin und XIAP in den zwei
Subtypen des Osophaguskarzinoms, dem Plattenepithelkarzinom (esophageal squamous cell
carcinoma, ESCC) und dem Adenokarzinom (esophageal adenocarcinoma, EAC) untersucht.

Zunichst wurden 120 Proben von ESCC- und 90 von EAC-Patienten in Form von
Tissue Microarrays (TMA) mittels Immunhistochemie ausgewertet. Die Survivin- und XIAP-
Expression wurde mit klinisch-pathologischen Parametern und Uberlebensdaten korreliert.
Weiterhin wurde die Survivin- und XIAP-Expression an vier ESCC-Zelllinien und zwei EAC-
Zelllinien untersucht und der Einfluss von spezifischen Survivin- (YM155, M4N) und XIAP-
Inhibitoren (AT406, GDC-0152, Birinapant) in vitro getestet.

Es zeigte sich in beiden histologischen Subtypen eine erhohte Survivin- und XIAP-
Expression im Vergleich zur Normalmukosa. Die Korrelation mit klinisch-pathologischen
Parametern ergab im ESCC einen Zusammenhang zwischen XIAP-Expression und weiblichem
Geschlecht, sowie fortgeschrittenem Tumorstadium. Weiterhin bestand ein Zusammenhang
zwischen Survivin-Expression und schlechter Tumordifferenzierung. In der Uberlebensanalyse
stellten sich im EAC die Metastasierung und im ESCC die XIAP-Expression als unabhéngige
negativ prognostische Faktoren dar. YMI155 zeigte eine dosisabhingige Reduktion der
Zellviabilitat, Abnahme der Survivin-Expression und Induktion einer PARP-Spaltung auf
Proteinebene. Fiir die XIAP-Compounds Birinapant und GDC konnte kein zytotoxischer Effekt
auf die verwendeten Zelllinien nachgewiesen werden.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass Survivin und XIAP in der molekularen Pathogenese des
Osophaguskarzinoms eine wichtige Rolle spielen und Survivin ein Angriffspunkt fiir eine

zielgerichtete Therapie sein konnte.



Abstract: The Impact of Survivin and XIAP in targeted therapy of
esophageal cancer

Esophageal Carcinoma is a common cancer entity in Germany. Despite extensive and
various therapy approaches the prognosis still remains poor. As members of the family of
inhibitors of Apoptosis Protein (IAP) Survivin and X-linked Inhibitor of Apoptosis Protein
(XIAP) are suitable targets for an alternative therapy, as they are known to be overexpressed in
a variety of malignant tumors and associated with poor outcome. The prognostic and biological
relevance of Survivin and XIAP in esophageal squamous cell carcinoma (ESCC) and
esophageal adenocarcinoma (EAC) were investigated in this thesis.

120 ESCC-samples and 90 EAC-samples were examined via immunohistochemistry
using Tissue Microarrays (TMA). The correlation between Survivin/XIAP and
clinicopathological parameters as well as survival data was investigated. Furthermore, Survivin
and XIAP expression was assessed in four ESCC-cell lines and in two EAC-cell lines testing the
in-vitro-effect of specific Survivin (YM155, M4N) and XIAP inhibitors (AT406, GDC-0152,
Birinapant).

We could demonstrate that in both histological subtypes Survivin and XIAP were
overexpressed when compared to normal tissue. The correlation with clinicopathological
parameters in ESCC revealed an association between XIAP-expression and female gender, as
well as advanced tumor stage. Moreover, a correlation between Survivin expression and poor
tumor grading could be shown. Survival analysis revealed metastatic spread in EAC and XIAP-
Expression in ESCC to be independent negative predictors. YM155 induced a dose related
reduction of cell viability, a decrease of Survivin expression and induction of PARP-cleavage
on protein level. A cytotoxic effect on the analyzed cell lines could not be shown for XIAP-
compounds Birinapant and GDC.

Our results confirm that Survivin and XIAP play an important role in the molecular
pathogenesis of esophageal carcinoma and suggest Survivin to be a special target in targeted

therapy.
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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Osophaguskarzinom

Weltweit ist das Osophaguskarzinom das neunthiufigste Karzinom und liegt auf der
Liste der krebsassoziierten Todesfille auf Platz sechs [1]. Insgesamt wurden im Jahr 2013 442
000 Neuerkrankungen und 440 000 Todesfille gezihlt [1]. Bei steigender Inzidenz liegt die
Fiinf-Jahres-Uberlebensrate zwischen 15% und 25% [2]. Trotz der bekannten Zusammenhinge
mit bestimmten Risikofaktoren wird das Osophaguskarzinom oft erst im fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert [3]. Diese spdten Diagnosestellungen bedingen eine schlechtere
Prognose, wohingegen bei Diagnosen im friihen Stadium hohere Uberlebensraten verzeichnet
werden konnen [4]. Im Frithstadium (T1) wird in Deutschland zur Zeit allerdings nur jede achte
Erkrankung diagnostiziert [5]. Die Herausforderungen der Therapie sind dementsprechend

enorm und erfordern multidisziplindre Teams und Behandlungsansitze [6, 7].

1.1.1 Epidemiologie des Osophaguskarzinoms

Es werden mehrere histologische Subtypen des Osophaguskarzinoms unterschieden, wobei das
Plattenepithelkarzinom, esophageal squamous cell carcinoma (ESCC), die weltweit meist
verbreitete Form ist [3]. Man verzeichnet jedoch eine steigende Inzidenz an Adenokarzinomen
des Osophagus, esophageal adenocarcinoma (EAC) [8], wobei deren Anteil in den USA
bereits iiber dem der Plattenepithelkarzinome liegt [9]. In Deutschland verzeichnet man bei
einem Anteil von 50% bis 60% an Plattenepithelkarzinomen einen Anstieg der EAC auf ein
Drittel aller Osophaguskarzinome in 2010 [5]. Global betrachtet sind die EAC am meisten
verbreitet in Lindern mit europiisch stimmiger Bevolkerung, vor allem Nord- und Westeuropa,
sowie Nordamerika [10]. Unabhéngig von der histologischen Typisierung haben Ménner eine
hohere Wahrscheinlichkeit zu erkranken als Frauen, betrachtet in einer Altersspanne bis zu 79
Jahren [1]. In Deutschland liegt die Wahrscheinlichkeit zu erkranken bei 4:1 zu Lasten der
miénnlichen Patienten [5]. Es zeichnet sich somit ein vermehrtes Vorkommen von EAC in
einkommensstarken Léandern ab, wobei Ménner ein hoheres Erkrankungsrisiko aufweisen als

Frauen [10].

1.1.2 Pathogenese und Risikofaktoren

Es wurden mehrere Risikofaktoren identifiziert, die zur Entstehung eines
Osophaguskarzinoms ~beitragen, wobei nach Plattenepithel- und Adenokarzinomen

unterschieden werden kann (Tabelle 1). Tabakkonsum gilt als wichtiger Risikofaktor beider
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histologischer Typen, wobei sich ein deutlicher Zusammenhang zwischen Dosis und Dauer des
Tabakkonsums zeigt [11]. Auch die Achalasie als funktionelle Stérung des unteren
Osophagussphinkters fiihrt zu einem erhohten Risiko fiir ESCC und EAC [12].

Als grundlegender pathologischer Einfluss wird bei den EACs die gastrodsophageale
Refluxkrankheit (GORD) angesehen [13]. Es besteht eine positive Korrelation zwischen
Auftreten einer symptomatischen GORD und dem Risiko der Entstehung eines EAC; Patienten
mit starker Symptomatik haben ein zwanzigfach erhohtes Risiko gegeniiber asymptomatischen
Patienten [14]. Ebenfalls als Risikofaktor fiir das EAC wird das durch die GORD verursachte
Barrett-Syndrom aufgefiihrt, welches als metaplastische Umwandlung des Osophagealen
Plattenepithels in Zylinderepithel mit Becherzellen definiert ist [15]. Der Barrett-Osophagus gilt
als Vorstufe des EAC, jedoch entwickeln nur 10% der betroffenen Patienten in Langzeitstudien
eine hochgradige Dysplasie oder ein Karzinom [16]. Weiterhin ist ein Zusammenhang zwischen
Adipositas und dem Auftreten eines EAC belegt [17]. Ein simultanes Auftreten von GORD und
Adipositas erhoht dabei zusitzlich das Risiko [2, 3]. Unabhingig von der GORD sind
steigendes Alter und das ménnliche Geschlecht in Studien als grofite Risikofaktoren beschrieben
worden [3]. Die Atiologie der Unterschiede zwischen den Geschlechtern muss dabei als
multifaktoriell angesehen werden, da die unterschiedliche Ausprigung bestimmter
Risikofaktoren das Risiko unter Mannern erhoht [3].

Bei den Plattenepithelkarzinomen des Osophagus gilt der Alkoholabusus als groBter
Risikofaktor [11]. Die Kombination mit Tabakkonsum erhoht das Risiko dabei zusitzlich [18].
Weiterhin besteht ein positiver Zusammenhang zwischen dem Auftreten eines ESCC und
erhohtem Risiko an Kopf-/Halstumoren zu erkranken und umgekehrt [13]. Als weitere
Risikofaktoren werden niedriger soziodokonomischer Status, schlechte Mundhygiene und

Néhrstoffmangel aufgefiihrt [2].

Tabelle 1: Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Osophaguskarzinoms.

Osophageales Plattenepithelkarzinom Osophageales Adenokarzinom
Rauchen GORD

Alkohol Barrett’s-Osophagus

Achalasie Adipositas

Strahlentherapie Rauchen

Niedriger sozio6konomischer Status Erhohtes Alter

Schlechte Mundhygiene Mannliches Geschlecht
Nahstoffmangel

Klinisch stellen sich Patienten mit Plattenepithelkarzinomen des Osophagus mit linger
bestehender Dysphagie und Gewichtsverlust vor, oft kann Tabak- und Alkoholabusus in der
Anamnese erhoben werden [2]. Patienten mit Adenokarzinomen des Osophagus klagen dagegen

iiber schnell zunehmende Dysphagie in den vergangenen Monaten und bestehenden gastro-
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Osophagealen Reflux [2]. Fatigue ist ein weiteres hadufiges Symptom, selten kann eine
Eisenmangel-Anidmie festgestellt werden [3]. Bei Diagnosestellung kann nur bei 25% der
Patienten mit EAC eine Erkrankung im Friihstadium diagnostiziert werden [2]. Dafiir wird bei
einer steigenden Anzahl von asymptomatischen Patienten ein Karzinom wihrend einer

Vorsorge-Endoskopie entdeckt [19].

1.1.3 Diagnostik und Staging

Zur Diagnosestellung wird eine friihzeitige Osophago-Gastro-Duodenoskopie (OGD)
mittels hochauflosender Videoendoskopie als Standardverfahren empfohlen [13]. Dabei sollten
Biopsien aus allen suspekten Lésionen entnommen und histopathologisch untersucht werden [6,
13].

Die Histologie der Osophagus-Wand entspricht der des Verdauungstrakts und enthilt
die Schichten Mukosa, Submukosa, Muskularis Propria und Adventitia [20]. Die Mukosa
besteht aus einer Epithelschicht, der Lamina propria und Muskularis Mucosae und ist durch die
Basalmembran von der Submukosa abgegrenzt; sobald die Basalmembran durchbrochen wird,
spricht man von einem invasiven Karzinom [3, 20]. Die internationale TNM-Klassifikation
orientiert sich an diesen anatomischen Schichten (s. Tabelle 2) [21]. Sie ordnet das Ausmal des
Tumors aufgrund von Lokalisation, Histologie und klinischem Ausbreitungsbild prognostisch
ein (s. Tabelle 3) [22]. Da die Prognose stark mit lokaler Tumorinfiltration und dem Grad der
Aussaat ins lymphatische Gewebe zusammenhiingt, ist ein moglichst genaues Staging notig, um
die bestmogliche individuelle Therapieentscheidung zu treffen [13]. Allgemein unterscheidet
man drei Auspragungsgrade der Tumorerkrankungen: das lokal begrenzte Stadium (Tis-T2, NO-
1), das lokal fortgeschrittene Stadium (T3-4, NO-1) und das fernmetastasierte Stadium (M1) [7].

Nach Histologischer Sicherung folgt das Staging mit Hilfe von CT-Untersuchungen des
Thorax und des Abdomens, sowie der Endosonographie (EUS) [7]. Die Endosonographie ist bei
der Festlegung des T-Stadiums und der Identifikation regiondrer Lymphknoten dem CT bzw.
PET-CT iiberlegen [23, 24]. Daher sollte die Indikationsstellung zur Endosonographie
groBziigig erfolgen, sodass Patienten fiir die verschiedenen Therapieansitze selektiert werden
konnen [13]. PET-CT und CT konnen zum Nachweis von Fernmetastasen kombiniert werden,

um eine vollstindige Abklirung des Osophagus zu gewihrleisten [23].
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Tabelle 2: TNM-Klassifikation der Osophaguskarzinome und der Karzinome des gastro-osophagealen
Ubergangs. (Adaption aus TNM-Manual [21])

Tis Carcinoma in situ/ High-grade Dysplasie
T1 Lamina propria oder Submukosa
T1a Lamina propria oder Muscularis Mucosae
T1b Submukosa
T2 Muscularis propria
T3 Adventitia
T4 Angrenzende Strukturen
T4a Pleura, Perikard, Diaphragma, angrenzendes Peritoneum
T4b Andere angrenzende Strukturen

(z.B. Aorta, Wirbelkorper, Trachea)

NO keine regionalen Lymphknotenmetastasen
N1 1-2 regionale Lymphknotenmetastasen
N2 3-6

N3 >7

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Tabelle 3: AJCC/UICC- Stadieneinteilung des Osophaguskarzinoms. (prognostische Gruppeneinteilung,
Adaption aus TNM-Manual [21, 25]). Unterteilt nach Adenokarzinom (EAC) und Plattenepithelkarzinom
(ESCC) des Osophagus
EAC ESCC
Stage |T [N M [Grad [T N | M | Grad | Lokalisation
0 is 0 0 1 is 0 0 1 Jede
1A 1 0 0 1-2 1 0 0 1 Jede
1B 1 0 0 3 1 0 0 23 Jede
2 0 0 1-2 2-3 0 0 1 Intrathorakal
unten
A 2 0 0 3 2-3 0 0 1 Intrathorakal
oben, mittig
2-3 0 0 23 Intrathorakal
unten
1B 3 0 0 Jeder | 2-3 0 0 23 Intrathorakal
oben, mittig
1-2 1 0 Jeder | 1-2 1 0 Jeder Jede
A 1-2 2 0 Jeder | 1-2 2 0 Jeder Jede
3 1 0 Jeder | 3 1 0 Jeder Jede
4a 0 0 Jeder | 4a 0 0 Jeder Jede
B 3 2 0 Jeder | 3 2 0 Jeder Jede
lnc 4a 1-2 0 Jeder | 4a 1-2 0 Jeder Jede
4b JedesN O Jeder | 4b Jedes 0 Jeder Jede
N
Jedes T N3 0 Jeder | Jedes N3 0 Jeder Jede
T
v Jedes T JedesN 1 Jeder | Jedes Jedes 1 Jeder Jede
T N
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1.1.4 Der multimodale Therapieansatz

Die Therapieempfehlungen enthalten meist einen multimodalen Ansatz und sollten von
einer interdisziplindren Tumorkonferenz ausgesprochen werden [13]. Diese sollten immer eine
Riskioevaluation enthalten, die abhéngig ist von tumor- (histologischer Typ, Lokalisation,
TNM-Status) und patientenspezifischen (Alter, Komorbidititen, Compliance, Perfomancestatus)
Faktoren. Die Kombination und der Schweregrad der Begleiterkrankungen, die geplante
Operationsdauer und eine eventuelle Vorbehandlung bestimmen dabei malgeblich das
Operationsrisiko [8].

Bei Friihkarzinomen des Osophagus im lokal begrenzten Stadium ohne Hinweis auf
lymphatische Aussaat mit einer TumorgroBe kleiner 2cm wird die endoskopische Resektion als
wichtigstes therapeutisches Verfahren bewertet [7, 26]. Eine komplette Resektion mit kurativer
Intention ist dabei anzustreben [13]. Die kalkulierten 5-Jahres-Uberlebensraten liegen bei ca.
95% und sind vergleichbar mit denen nach kompletter chirurgischer Resektion [6, 27].
Exulzerierte Karzinome sind dagegen eher zu operieren [26].

Die Therapie der Wahl beim nicht-metastasierten operablen Priméirtumor mit Ausnahme
der Frithkarzinome stellt die komplette chirurgische Resektion (R0O) dar [2]. Standard ist die
thorakoabdominelle En-Bloc-Resektion des Osophagus mit 2-Feld-Lymphadenektomie [8]. Die
Gastrointestinale Passage wird dabei durch einen Magenhochzug wiederhergestellt [7].
Alternative Verfahren sind die Hybrid-Technik (Kombination aus transthorakalem Verfahren
und Laparoskopie-Techniken) und das komplett minimal-invasive Verfahren [7]. Beide
Techniken haben im Vergleich zu den offenen Verfahren eine geringere Morbiditétsrate bei
einem onkologisch akzeptablen Ergebnis [28, 29]. Nach einer Osophagektomie werden eine
Krankenhausletalitit von 5-10% und eine Komplikationsrate zwischen 30 bis 70% verzeichnet
[8]. Um diese Werte zu senken, sollten operative Osophagusresektionen an spezialisierten
Kliniken mit hoher Fallzahl (>20 Osophagektomien pro Jahr) und von erfahrenen Chirurgen
durchgefiihrt werden [13]. SchlieBt die Risikoevaluation des Patienten trotz onkologischer
Resektabilitit eine Operation aus, besteht funktionelle Inoperabilitit; andere Therapieverfahren
sollten herangezogen werden [13].

Lokal fortgeschrittene Tumore (T3/T4) haben unabhédngig von ihrem
Lymphknotenbefall bei ausschlieBlich operativer Therapie eine schlechte Prognose [6].
Neoadjuvante Therapieverfahren konnten bei Patienten mit Tumoren in diesem Stadium die
Uberlebensrate um 10% in fiinf Jahren verbessern [30]. Ziel ist dabei die Tumorregression auf
weniger als 10% des Primértumors, damit ein prognostischer Vorteil erreicht wird [30]. Es
besteht eine signifikante Verlingerung des tumorfreien Uberlebens bei der Kombination aus
prioperativer Radiochemotherapie und Operation gegeniiber der alleinigen Operation, sowie

gleichzeitig hohere RO-Resektionsraten und geringere Neigung zu Lokalrezidiven [13, 31]. Bei
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funktioneller Inoperabilitit stellt die primire Radiochemotherapie eine gleichwertige
Therapieoption gegeniiber der Operation dar, dabei wurden Uberlebensraten von bis zu 20%
verzeichnet [6, 7].

Bei einem GroBteil der Patienten bestehen zum Zeitpunkt der Diagnosestellung schon
Fernmetastasen [7]. Eine symptomorientierte Therapie mit Fokus auf die Sicherung der
enteralen Erndhrung steht dabei im Vordergrund: Eine Bougierung der Tumorstenose kann
dabei zu den ErstmaBnahmen gehoren [32]. Dysphagiebeschwerden konnen durch
Brachytherapie in wenigen Sitzungen reduziert werden, alternativ bringt die Einlage eines
Osophagus-Stents rasche Linderung [32, 33]. Dariiber hinaus kann eine palliative
Chemotherapie bei Patienten mit einem erwarteten Uberlebenszeitraum von mehr als sechs
Monaten in Betracht gezogen werden: bei Patienten mit EAC trégt sie zu einer Verbesserung
des medianen Uberlebens um drei bis vier Monate auf sieben bis zehn Monate bei [34]. Fiir
Plattenepithelkarzinome des Osophagus wurde kein signifikanter ~Uberlebensvorteil
nachgewiesen [6]. Vor Einleitung der Chemotherapie sollte der HER2-Status gepriift werden,
um die Moglichkeit einer Therapie mit Trastuzumab zu evaluieren, welche einen

nachgewiesenen Uberlebensvorteil hat [13].

1.1.5 Zukunftsaussichten

In Studien zur Privention des Osophaguskarzinoms zeigte sich eine signifikante
Korrelation zwischen der Einnahme von Aspirin und NSAIDs und einem erniedrigten Risiko
ein Adeno- oder Plattenepithelkarzinom der Speiserohre zu entwickeln [35]. Andere
MaBnahmen wie Lebensstilverdnderungen, DidtmaBBnahmen oder die Einstellung von Tabak-
und Alkoholkonsum sind bisher nicht belegt [2].

Besonders Patienten, deren Diagnose erst im fortgeschrittenen Stadium gestellt wird,
haben eine schlechte Prognose; daher sind bessere Screeningmethoden nétig um die Erkrankung
im Frithstadium zu erkennen [3]. Zurzeit wird besonders das Screening bei der Tumorvorstufe
Barrett-Osophagus in Frage gestellt, da bis zu 40% der betroffenen Patienten keine
Symptomatik aufweisen und so keiner Screening-Untersuchung zugefiihrt werden konnen [2].
Die Forschung auf dem Gebiet der minimal-invasiven Chirurgie, endoskopischer
Behandlungsmethoden und zielgerichteter Therapie wird hoffentlich das Outcome verbessern
[2].

Die schlechte Uberlebensrate, auch unter multimodaler Therapie, zeigt, dass die
Charakterisierung der zugrunde liegenden molekularen Veridnderungen im ESCC und EAC
unabdingbar ist [36]. Das zunehmende Verstindnis der Karzinogenese des
Osophaguskarzinoms hat Angriffspunkte auf molekularer Ebene fiir neue Medikamente

hervorgebracht. Diese sog. Targeted Therapies konnen zielgerichtet eingesetzt werden. Der
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Wirkmechanismus griindet sich dabei auf die Beeinflussung von Schliisselenzymen oder
Signalwegen der Proliferation, Apoptose, Angiogenese und weiterer Mechanismen, die in der
Tumorentstehung und Metastasierung eine Rolle spielen [36]. In klinischen Studien kommen
beispielsweise der Human Epidermal Growth Factor Receptor 2 (HER2) und der Vascular
Epidermal Growth Factor (VEGF) bereits in Kombination mit konventionellen
Chemotherapeutika zur Anwendung in der Therapie des Osophaguskarzinoms [37]. Die
Forschung konzentriert sich zurzeit auf die molekularen Vorginge, die spezifisch an der
Entstehung und Therapieresistenz im ESCC und EAC beteiligt sind. Aus diesen Erkenntnissen
konnten sich weitere Moglichkeiten einer zielgerichteten Therapie mit Verbesserung der

Prognose des Osophaguskarzinoms ergeben.
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1.2 Die regulierte Form des natirlichen Zelltodes: Apoptose

Die Apoptose ist im Gegensatz zur Nekrose eine Form des Zelluntergangs, die einer
strengen Regulation unterliegt. Sie kann durch externe Faktoren (,Death Factors®) oder interne
Signale, wie DNA-Schidden oder oxidativen Stress, ausgeldst werden [38]. Caspasen sind ein
zentrales Element des Apoptose-Signalweges. Man unterscheidet Initiator- und
Effektorcaspasen, die hierarchisch angeordnet sind und im Signalweg sequentiell aktiviert
werden [39]. Die Aktivierung der Effektorcaspase 3 stellt einen entscheidenden Schritt in der
Initiierung der Apoptose dar und kann prinzipiell auf mehreren Wegen erfolgen (s. Abb. 1) [40].

Die Aktivierung des extrinsischen Signalweges erfolgt durch Bindung von Liganden an
sogenannte Todesrezeptoren auf der Zelloberfldche, beispielsweise an den TNF-Rezeptor oder
TRAIL-Rezeptor [41]. Uber Oligomerisierung der Rezeptoren entsteht ein Komplex, der iiber
Todesdominen (Death Effector Domains) die Initiator-Caspase 8 aktiviert, das Schliisselenzym
des extrinsischen Signalweges [42]. Der intrinsische Signalweg wird durch genotoxische oder
metabolische Stimuli ausgelost. Zelluldrer Stress triggert dabei das Bcl2-Protein Bid, welches
Bax aktiviert. Bax wiederum kann in seiner transformierten Form als Kanal in der dufleren
Mitochondrienmembran fungieren und ermoglicht so die Freisetzung der Apoptosemediatoren
Cytochrom C und Procaspase 9 [38]. Diese bilden zusammen mit Apaf-1 im Zytosol das
Apoptosom, einen Komplex, der Caspase 9 aktiviert und somit zur Aktivierung von
Effektorcaspasen fiihrt [43]. Ebenfalls aus den Mitochondrien freigesetzt wird AIF (Apoptosis
Inducing Factor), welcher Caspase-unabhingig den Zelltod auslosen kann [44]. Auch
Smac/DIABLO stammt aus den Mitochondrien und fiihrt im Zytosol zur Inhibition der IAPs,
sodass die bereits initiierte Apoptose gefordert wird [45].

Die Apoptose spielt eine zentrale Rolle in der zelluliren Homdostase und ist fiir die
Kontrolle des Zellwachstums verantwortlich [46]. Eine aulergewthnlich hohe Zellproliferation
oder Zellwachstum an ungewohnlichen Orten induziert die Apoptose der betroffenen Zellen
[47]. Eine Dysregulation dieser Vorgéange fiihrt folglich zu einem Ungleichgewicht zwischen
lebenden und sterbenden Zellen und kann so die Entstehung von Tumoren hervorrufen [48, 49].
Krebszellen haben Mechanismen entwickelt, um dem regulierten Zelltod zu entgehen, indem sie
beispielsweise Caspasen in ihrer Aktivitdt inhibieren oder proapoptotische Komponenten der
Zelle inaktiviert werden [47]. Auch die Dysregulation sogenannter Inhibitoren der
apoptotischen Proteine (IAP) ist ein Mechanismus der Beeinflussung von Apoptose in Tumoren
[50].

Die Behandlung von Krebspatienten beinhaltet meist Chemotherapie und Bestrahlung —
zwei Ansitze, die ihre Wirkung iiber die Induktion von DNA-Schidden und folglich tiber
Aktivierung der intrinsischen Apoptose erzielen [47]. Viele Tumore haben jedoch defekte

apoptotische Signalwege und besitzen dadurch — im Gegensatz zur klassischen erworbenen
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Resistenz nach Medikamentenexposition — eine grundsitzliche Resistenz gegen
Chemotherapeutika bereits vor der ersten Gabe [38]. Da die Resistenz gegen
Chemotherapeutika im klinischen Alltag ein grofes Problem darstellt, scheint es umso wichtiger
die Rolle der Apoptose im Zusammenhang mit verschiedenen Therapieansidtzen und ihren

Wirkungen auf Tumore zu untersuchen [38].
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Abb. 1: Schematischer Ablauf der Apoptose (modifiziert nach Pecorino 2012 und Hiddemann

2010). Die Caspasen-abhingige Aktivierung der Apoptose ist iiber den Todesrezeptor-Signalweg und
Caspase 8 (extrinsisch) und den Mitochondrien-Signalweg und Caspase 9 (Intrinsisch) mdoglich, wobei
beide Signalwege die Effektorcaspasen aktivieren und so Apoptose induzieren. Caspasen-unabhingig
kann die Apoptose durch AIF ausgelost werden. AIF: Apoptosis Inducing Factor; Apaf: Apoptotic
Protease Activating Factor; BAX: Bcl-2 associated X Protein; BID: BH3 interacting-domain death
agonist; Cyt C: Cytochrom C; IAP: Inhibitor of Apoptosis Protein; Smac: second mitochondrial-derived

activator of caspases; DIABLO: Direct [AP-binding protein with low pl.
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1.3 Die IAP- Familie: Target-Struktur in der Krebsforschung

Der Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP) - Familie wird bei der Entstehung von
Neoplasien und der Entwicklung einer Therapieresistenz gegen aktuelle Chemotherapeutika
vermehrt grofe Bedeutung zugesprochen. Eine ihrer zentralen anti-apoptotischen Funktionen

beruht auf einer Hemmung der Caspasen des Signalwegs des programmierten Zelltods [51].

1.3.1 Struktur und Funktion der IAPs

Die IAP-Familie besteht aus acht Mitgliedern (s. Abb. 2), denen per Definition eine
Struktur gemeinsam ist: die BIR-Domiine (Baclovirus IAP Repeat). In jedem IAP-Molekiil ein
bis dreimal enthalten besteht eine BIR-Doméne aus ca. 70 Aminoséuren, die {iber Histidin- und
Cysteinreste um ein Zinkmolekiil organisiert sind [52]. Sie vermitteln Protein-Protein-
Interaktionen, wobei BIR2 und BIR3 auch eine direkte Bindung an bestimmte Initiator- und
Effektorcaspasen ermoglichen, die dadurch in ihrer apoptotischen Wirkung inhibiert werden
[53]. Proteine konnen iiber ihre IBM (IAP Binding Motif) an die verschiedenen BIR-Doméinen
binden. Neben den Caspasen 7 und 9 ist auch Smac/DIABLO im Besitz einer IBM und kann so
durch Bindung an ein IAP dessen Wirkung inhibieren und Apoptose induzieren [54, 55].
Zusitzlich enthalten einige IAPs eine RING-Doméne mit E3-Ubiquitin-Ligaseaktivitit und eine
CARD (caspase recruitment domain), deren genaue Funktion noch nicht abschlieend geklért
ist [41].

Als erstes von acht Mitgliedern der IAP-Familie wurde NAIP (neuronal apoptosis
inhibitory protein)/BIRC1 bei der Erforschung der spinalen Muskelatrophie entdeckt [56].
Neben drei BIR-Dominen, die es als IAP kennzeichnet, enthélt NAIP auch eine sog. NACHT-
Domine, welche nach ihrem Vorkommen in NAIP, C2TA, HET-E und TEP1 benannt ist und
dort als Nukleosid-Triphosphatase (NTPase)-Doméne fungiert [57]. Zusammen mit den LRR
(leucine-rich repeat) Regionen, welche als intrazellulire Sensoren von Pathogenen (insb.
Flagellin) dienen, kennzeichnet die NACHT-Domine NAIP als Teil der NOD-like Receptor
(NLR)- Familie und somit des angeborenen Immunsystems [58].

Die als BIRC2 und BIRC3 gefiihrten Mitglieder cIAP (cellular IAP) 1 und 2 enthalten
ebenfalls drei BIR-Dominen, sowie eine CARD, RING- und UBA (ubiquitin-associated) -
Doméne und unterscheiden sich strukturell nur minimal voneinander [59]. Thre Apoptose-
inhibierende Wirkung erreichen sie zum einen iiber eine Hemmung des TNFR (Tumor Necrosis
Factor Receptor) - Signalweg, dariiber hinaus regulieren sie iiber ihre BIR1-Domédne NFxB
(Nuclear Factor kB) und sind in der Lage Smac zu binden [58, 60].

Apollon (BIRC6) ist das groBte humane IAP (ca. 528 kDa), enthilt eine BIR-Doméne

und als einziges eine UBC (ubiquitin-conjugating) - Doméne [61]. Ihm wird eine Apoptose-
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inhibierende Wirkung durch direkte Interaktion mit Caspase 9 und Smac zugeschrieben [60,
61]. ML-IAP (BIRC7) enthilt ebenfalls eine BIR-Domine, die fiir die Apoptose-Inhibition
verantwortlich ist [60]. Weiterhin eine RING-Domine, die zur Ubiquitination und dadurch zum
Abbau von Smac fiihrt [62]. Das letzte Mitglied der IAP-Familie ist ILP-2 (IAP-like Protein)
(BIRCS), welches ebenfalls nur eine BIR-Domine enthilt und in gesundem Gewebe
ausschlieBlich in den Hoden zu finden ist [63]. Die inhibitorische Wirkung beschrinkt sich auf
den intrinsischen Weg der Apoptose und wird durch Interaktion mit Caspase 9 vermittelt [63].
Die beiden berithmtesten und besterforschten humanen IAPs sind XIAP (X-linked IAP)
(BIRC4) und Survivin (BIRCS). Da sie im Fokus dieser Arbeit stehen, werden sie im Folgenden

ausfiihrlich dargestellt.

NAIP/BIRC1 — BIR — BIR — BIR NACHT
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Abb. 2: Struktureller Aufbau aller bekannten Mitglieder der humanen IAP-Familie (modifiziert
nach Finlay 2017 und Green 2011). Die BIR-Doméinen stellen das zentrale Element der IAPs dar. Die
humanen IAPs enthalten entweder eine (Survivin, Apollon, ML-IAP, ILP-2) oder drei BIR-Dominen
(NAIP, cIAP-1, cIAP-2, XIAP). BIR, bacloviral IAP repeat; BIRC, bacloviral IAP repeat containing;

cIAP, cellular IAP; CARD, caspase recruitment domain; IAP, inhibitor of apoptosis protein; ILP-2, IAP
like protein 2; LRR, leucine rich repeat; ML-IAP, melanoma IAP; NAIP, neuronal apoptosis inhibitory
protein; UBA, ubiquitin-associated; UBC, ubiquitin-conjugating; XIAP, X-linked IAP.
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1.3.2 Survivin — mehr als ein Apoptose-Inhibitor

Survivin ist strukturell einzigartig unter allen IAPs: Es enthilt nur eine BIR-Domiine,
keine anderen Protein-Doméinen und eine terminale a-Helix [50]. In Losung bildet Survivin
einen stabilen Homodimer [64]. In differenziertem Normalgewebe ist Survivin nicht
nachweil3bar, in fetalem Gewebe und Tumorgewebe fast aller bekannten Karzinomarten
dagegen iiberexprimiert [50]. Eine Uberexpression von Survivin in Tumorzellen ist mit
Therapieresistenz, fortgeschrittenem Erkrankungsstadium und allgemein schlechtem Outcome
assoziiert [65].

Seit der Entdeckung durch Ambrosini et al. 1997 wurden vielfiltige Funktionen von
Survivin in der Apoptose-Inhibtion und Zellzyklus-Regulation erforscht (s. Abb. 3). Als
Bestandteil des “Chromosomal Passenger Complex “(CPC) zusammen mit Borealin, INCEP und
Aurora B Kinase gehort Survivin zu den zentralen Regulatoren der Mitose [66]. Aber auch iiber
direkte Bindung an polymerisierte Mikrotubuli trdgt Survivin zur Stabilisation des
Spindelapparates bei [67]. Seine Apoptose-inhibierende Wirkung kann Survivin auf
verschiedene Weisen ausiiben. Uber Komplexbildung mit XIAP kann Survivin direkt an die
Initiator-Caspase 9 binden und so die Apoptose inhibieren. Eine Caspase-unabhéngige
Apoptose-Inhibition bewirkt Survivin iiber die Hemmung der Freisetzung des Apoptose-
induzierenden Faktors (AIF) aus den Mitochondrien [68]. Dariiber hinaus reguliert Survivin
Ku70 [69, 70], ein Bestandteil des Ku-Heterodimers (Ku70/Ku80), welcher iiber den NHEJ
(nonhomologous end-joining) - Signalweg an der Reparatur von DNA-Doppelstrangbriichen
beteiligt ist [71]. Weiterhin steht Survivin in Wechselwirkung mit drei Heat-Shock-Proteinen
(Hsp90, Hsp 60 und AIP), welche es vor Abbau durch Proteasomen schiitzen und so die
intrinsische Apoptose inhibieren [41, 72-74]. Dieser Uberblick suggeriert eine Vielzahl von
Moglichkeiten, um Zielstrukturen fiir neue Therapiemoglichkeiten mit Survivin-Inhibitoren in

der Krebsforschung zu identifizieren.
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Abb. 3: Funktionen von Survivin (modifiziert nach Coumar et al. 2013). AIF: Apoptosis Inducing
Factor; AIP: Aryl Hydrocarbon Receptor — Interacting Protein; BIR: Baclovirus IAP repeat; CPC:
Chromosomal Passenger Complex; Hsp: Heat Shock Protein; XIAP: X-linked Inhibitor of Apoptosis

Protein

Es hat sich gezeigt, dass auch nur kleine Verdnderungen dieser ineinander verzahnten
Abldufe, in die Survivin eingebunden ist, zu Zelluntergang fithren konnen und betroffene
Krebszellen sich von einer Verdnderung der molekularen Struktur oder einem kompletten
Verlust von Survivin nicht erholen konnen [75]. Dank der selektiven Expression von Survivin
in Tumorgewebe [50] zeigen erste klinische Studien mit Survivin-Inhibitoren gute

Vertraglichkeit und moderate Nebenwirkungen [75].

1.3.3 XIAP: ein direkter Caspase-Inhibitor

XIAP (X-linked IAP) enthilt im Unterschied zu Survivin drei BIR-Domiénen und eine
RING-Domiine (s. Abb. 4) und ist der einzige direkte Inhibitor von Caspasen in vivo [53]. Uber
BIR2 bindet XIAP an die Effektorcaspasen 3 und 7 [76], iiber BIR3 an die Initiatorcaspase 9
[77] und inhibiert so den Vorgang der Apoptose. Ein Inhibitor der IAPs, Smac/DIABLO,
konkurriert mit den Caspasen um die Bindungsstellen an BIR2 und BIR3 [78, 79].
Smac/DIABLO bindet dabei mit hoher Affinitit an die BIR-Domine, sodass vorher gebundene

Caspasen freigegeben werden und die Apoptose erfolgen kann [78]. Kleine Molekiile, sog.
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,Smac Mimetics® imitieren die pro-apoptotische Funktion von Smac/DIABLO und werden als
neue Therapeutika in der Krebsbehandlung getestet [80]. Des Weiteren moduliert XIAP die
Aktivitdt des Transkriptionsfaktors NFkB (Nuclear Factor kB) [41]. Der IxkBK (Inhibitor of
NFkB — Kinase) / NFkB — Signalweg fordert das Zelliiberleben durch Transkription bestimmter
Gene, deren Produkte Apoptose-inhibierend wirken [81]. XIAP interagiert iiber seine BIR1-
Domine mit TAB1 (Takl-binding Protein), welche die TAK1 (TGFp-activating Kinase)
aktiviert, wodurch es zum Abbau von IkB und folglich zur Aktivierung von NFkB kommt [82].
In Krebszellen korreliert NFkB mit einem aggressiven Krankheitsverlauf [83], sodass eine IAP-
vermittelte NFxkB-Aktivierung direkt mit Tumorprogression und Metastasierung in Verbindung

gebracht werden kann [84].

Smac/
DIABLO
XIAP  —— BIR1 BIR 2 BIR3

NFKB/IKB —Kinase — Caspase 3 Caspase 9
Signalweg Caspase 7
(Uber TAB 1/TAK 1)

Abb. 4: Aufbau von XIAP und Funktion der BIR-Doménen. BIR: Baclovirus IAP Repeat; DIABLO:
Direct IAP-binding protein with low pI; [kBK: Inhibiting kB — Kinase; NFkB: Nuclear Factor kB; Smac:
second mitochondrial-derived activator of caspases, TABI1: Takl-binding Protein; TAKI: TGFf-

activating Kinase
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1.3.4 Survivin und XIAP in Tumoren

Die Dysregulation der IAP-Expression ist oftmals mit dem Auftreten verschiedenster
Tumore assoziiert, wo sich stark erhohte Proteinlevel in den veridnderten Zellen nachweisen
lassen [41].

Survivin ist in allen bisher untersuchten menschlichen Tumoren iiberexprimiert,
wohingegen es in Normalgewebe kaum nachweil3bar ist [65] - im Gegensatz zu allen anderen
IAPs, die durchaus in gesundem Gewebe zu finden und in Tumoren verstirkt exprimiert
werden. Diese Uberexpression von Survivin ist dabei mit Therapieresistenz, Metastasierung und
schlechtem Outcome assoziiert [65]. Survivin erhoht in Tumorzellen die Resistenz gegeniiber
zahlreichen Chemotherapeutika und Bestrahlungs-assoziierter Apoptose [85], zudem ldsst sich
ein erhohtes Survivin-Level in gesunden Endothelzellen von Blutgefilen nachweisen, die fiir
Tumorangiogenese verantwortlich sind [86]. Survivin eignet sich somit sowohl als
diagnostischer, als auch als prognostischer Marker in verschiedenen Karzinomen [85]. Das
macht Survivin zu einer wertvollen Zielstruktur in der Krebsforschung. Zurzeit werden mehrere
Survivin-Inhibitoren  erforscht: YMI155 beispielsweise  supprimiert die  Survivin-
Promotoraktivitdt [70]. M4N dagegen ist ein Transkriptionsrepressor mit Survivin als
Zielstruktur und kontrolliert dadurch den Zellzyklus, Tumorprogression und Apoptose [87].
Von der Kombination dieser Targets mit herkdmmlichen Therapieregimen verspricht man sich
einen Fortschritt vor allem in der Bekdmpfung der bislang therapieresistenten Tumoren.

XIAP hat wie oben beschrieben im Gegensatz zu Survivin die Moglichkeit der direkten
Caspase-Inhibition, was es zu einem attraktiven Ziel der Antagonisierung im Rahmen einer
Krebstherapie macht [52]. Eine hohe XIAP-Expression ist in vielen Karzinomarten bereits
nachgewiesen, dort aber nicht immer mit einem schlechten Outcome verbunden [88]. So scheint
XIAP in verschiedenen Karzinomarten unterschiedliche Rollen zu spielen, sodass es als
Biomarker durchaus geeignet ist, die gezielte Inhibition jedoch in jedem Tumor einzeln zu
evaluieren ist [88]. Fiir ausgewihlte Tumore ist XIAP mit anderen IAPs doch bereits eine
wichtige Zielstruktur in der Erforschung neuer Therapiemoglichkeiten geworden, da seine BIR-
Doménen als zentraler Punkt der anti-apoptotischen und Caspase-inhibierenden Funktion von
IAPs angesehen werden [60]. Smac als natiirlicher Antagonist dient dabei als Vorlage fiir die
sogenannten Smac-Mimetics [89]. Sie ermdglichen eine effektive Antagonisierung insbesondere
der BIR3-Domine von XIAP und somit eine Inhibition von Caspasen [89]. Es existieren bereits
mehrere Studien, sowohl priklinisch als auch klinisch, die die Wirkung dieser Smac-Mimetics
untersuchen [90], die Ergebnisse differieren jedoch stark [59]. Ein Beispiel ist Birinapant,
welches in Studien intravenos alleine oder in Kombination mit Chemotherapeutika verwendet

wurde [91].
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XIAP kann iiber seine BIR-Doménen eine Protein-Protein-Interaktion mit Survivin
eingehen [92]. Diese fiihrt zu einer erhdhten Stabilitit von XIAP gegeniiber Ubiquitinierung
und proteasomalem Abbau, sowie zu synergistischen Effekten in der Inhibition von Caspase 9
[92]. Survivin alleine ist im Gegensatz dazu nicht in der Lage Caspasen direkt zu inhibieren
[41]. Ein erhohtes Tumorwachstum in vivo konnte im Zusammenhang mit XIAP-Survivin-
Komplexen nachgewiesen werden [93]. Die Ausschaltung von Survivin dagegen fiihrt in
Tumorzellen zu XIAP-Abbau und Caspasen-Aktivierung [94] und somit zur Aktvierung von
Apoptose. Dariiber hinaus stimuliert der XIAP-Survivin-Komplex die Tumorzell-Invasion und
Metastasierung durch Aktivierung von NFkB [84]. Mehrotra et al. haben somit IAPs als Gene
identifiziert, die direkt fiir die Metastasierung mitverantwortlich sind und als Angriffspunkt
gerade fiir Patienten in lokal fortgeschrittenen oder bereits metastasierten Tumorstadien dienen

konnen [84].

1.3.5 Stand der Forschung: Survivin und XIAP im
Osophaguskarzinom

Es liegen bereits mehrere Studien vor, die sich mit der Expression und Bedeutung von
XIAP und Survivin im Osophaguskarzinom beschiftigen. In diesem Kapitel soll ein kurzer
Uberblick gegeben werden, um in der Diskussion ausgewihlte Studien niher zu beleuchten.

Der Grofteil der Forschung zu Survivin bezieht sich auf das Plattenepithelkarzinom
(ESCQ). Li et al. fassten 2012 sieben dieser Studien in einer Metaanalyse zusammen, um die
teils kontroversen Ergebnisse zusammenzutragen und zu bewerten. Die nukledre Survivin-
Expression im ESCC wurde als unabhingiger, negativ prognostischer Faktor anerkannt,
wihrend die zytoplasmatische Survivin-Expression mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
korrelierte [95]. Neben der Wertigkeit von Survivin als prognostischer Marker im ESCC, wurde
auch bei der Untersuchung der praoperativen Blutlevel von Survivin eine Korrelation mit einem
kiirzeren Gesamtiiberleben gefunden [96]. Weiterhin konnte bereits gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von Survivin mit einem schlechten Ansprechen auf Radiotherapie assoziiert ist
[97]. Dies macht Survivin zu einer interessanten Zielstruktur. Durch die Runterregulation von
Survivin auf RNA-Ebene konnte bereits eine Inhibition des Tumorzellwachstums in einigen
ESCC-Zelllinien erreicht werden [98]. Im Adenokarzinom des Osophagus (EAC) ist die
Survivin-Expression noch nicht so ausfiihrlich erforscht. Es zeigen sich dort teils gegensétzliche
Ergebnisse beziiglich der prognostischen Wertigkeit von Survivin [99, 100].

Fiir XIAP liegen lediglich Daten zur Expression im ESCC. Dort ist eine Uberexpression
positiv mit Tumorprogression und einer schlechten Prognose assoziiert [101]. In einigen ESCC-
Zelllinien konnte durch Reduktion von XIAP Apoptose induziert werden [102, 103]. Die

Behandlung der Zellen zur XIAP-Repression wurde mit verschiedenen Chemotherapeutika
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kombiniert und so eine erh6hte Chemosensibilitit der Zellen erreicht [103]. Weiterhin wurde
ebenfalls eine erhohte Radiosensibilitit nach Reduktion von XIAP in ESCC-Zelllinien erreicht
[104]. Zu der Expression und Bedeutung von XIAP im Adenokarzinom des Osophagus (EAC)
liegen bisher keine Daten vor.

Auch die Co-Expression dieser beiden wichtigen IAPs, die wie oben beschrieben in
einem Protein-Protein-Komplex zusammenarbeiten, wurde bisher weder im ESCC, noch im

EAC untersucht.
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2. Ziele der Arbeit

Das Osophaguskarzinom ist eine hidufige Tumorerkrankung in Deutschland, deren
Prognose gerade im fortgeschrittenen Stadium immer noch sehr schlecht ist.
Radiochemotherapie ist neben der chirurgischen Resektion eine der wenigen
Therapiemoglichkeiten und wird immer wieder durch Resistenzen des Tumors in ihrer
Wirksamkeit limitiert.

Es ist daher viel in die Erforschung alternativer Behandlungsansétze investiert worden.
Eine zentrale Rolle spielt dabei die IAP-Familie. Gerade ihr kleinster Vertreter Survivin ist in
vielen Karzinomen stark exprimiert und wird als Zielstruktur neuer Krebstherapeutika
gehandelt. Es gibt bereits Untersuchungen, die die Expression von Survivin im
Osophaguskarzinom untersucht haben. Allerdings keine Studie, die beide histologische Typen,
das Plattenepithel- und das Adenokarzinom, gleichzeitig untersucht. Als weiteres Mitglied der
IAP-Familie wird XIAP und seine Expression im Tumorgewebe des Osophagus untersucht.
XIAP gilt als einziger direkter Caspase-Inhibitor und ist in der Lage mit Survivin im Komplex
zusammenzuarbeiten. Ein Ziel der Arbeit ist daher einen vollstindigen Uberblick iiber die
zytoplasmatische und nukledre Survivin - Expression in Plattenepithel- und Adenokarzinom des
Osophagus zu erhalten und gleichzeitig die XIAP-Expression in Gewebeproben zu bestimmten
und damit zu vergleichen. Auch sollen die Unterschiede zwischen Tumorinvasionsfront,
Tumorzentrum und Lymphknotengewebe in Bezug auf ihre IAP-Expression untersucht werden.

Die Inhibition von IAPs bildet den Ansatzpunkt neuer Krebstherapeutika. Einige
befinden sich bereits in klinischen Studien, andere sind noch weitestgehend unerforscht auf dem
Gebiet des Osophaguskarzinoms. In einem zweiten Teil des Projekts werden die Einfliisse

verschiedener IAP-Inhibitoren auf Krebszellen des Osophagus getestet.
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3.1 Material

3.1.1 Laborgerate

Gerat Hersteller

Hera Cell

Thermostatic Waterbath WBS
HeraSafe KS

Pipetboy

Universal 30 RF

Heraeus Fresco 17 Centrifuge
BioPhotometer

Pipetten

Zahlkammer

Wilovert A

Infinite M200
Mini-PROTEAN™ Tetra-Cell
Criterion Blotter

PowerPac HC

KS 250 basic

Versa Doc Modell 400

Forma 405

Sparkfree Laboratory Freezer
SU1400

Heraeus

Fired Electronic

Thermo Scientific

Integra Bioschiences

Hettich LABTechnology
Thermo Scientific

Eppendorf

Eppendorf

Neubauer

Hund WETZLAR

Tecan

BioRad

BioRad

BioRad

Ika Labortechnik

BioRad

Thermo Electron Corporation
Thermo Electron Corporation
Sunlab

3.1.2 Plastikwaren und Einwegartikel

Plastikwaren und Einwegartikel wurden von den Firmen Eppendorf, Falcon, StarLab

und Costar bezogen.
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3.1.3 Chemikalien

Chemikalie Hersteller

Xylol reinst Merck
DPBS Gibco

H,0, Merck
Antibody Diulent Zytomed Systems
Mayers Hamalaun Merck
Ethanol VWR Chemicals
Aqua dest. Gibco
Entellan Merck
Liquid Blocker Super Pap Pen MBT Brand
1x PBS-Tabletten Gibco
Tween 20 Sigma

YM 155 Sellekchem
AT406 Sellekchem
M4N Sellekchem
GDC Sellekchem
Brinapant Sellekchem
DMSO SIGMA
CellTiter 96®AQueousOne Solution Reagent Promega
RIPA-Puffer Sigma
cOmplete Mini Protease Inhibitor Cocktail Roche
Laemmli Sample Buffer BioRad
BioRad Bradfort 1x Dye Reagent BioRad
Bovine Serum Albumin Fraction (BSA) Sigma

Tris P.A. Merck
Glycin Merck

SDS (Sodiumdodekul-Sulfat) SIGMA
30% acrylamide mix BioRad
Tris-Hydrochlorid AppliChem
Ammonium Persulfate SIGMA
TEMED SIGMA
Precision Plus Protein Western C Standards BioRad
100% Magermilchpulver Nestle
Panceau S Pulver Sigma

Precision Protein Streptacin HRP conjugate BioRad
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Clarity™ Western ECL Substrate BioRad

3.1.4 Molekularbiologische Kits

Bezeichnung Hersteller
ZytoChem-Plus HRP Kit, Broad Spectrum Zytomed Systems
DAB Substrate Kit High Contrast Zytomed Systems
Cell Proliferation ELISA, BrdU (colorimetric) Roche

BioRad ECL Detection Kit BioRad

3.1.5 Puffer und Losungen

Retrieval Solution: 10mM Natrium-Citrat-Puffer (3mg Tri-Natriumcitrat-Dihydrat auf
1L Aqua dest.)

H,0,-PBS: 3% H,0, in 1x PBS

Waschpuffer HRP: PBS + 0,1% Tween 20

DAB-Substrat Fiinf Tropfen DAB Chromogen in eine Flasche DAB-Substrat

Protease-Inhibitor

a) Stocklosung: Eine Tablette cOmplete in 2ml Aqua dest.
b) Arbeitslosung: Stocklosung und RIPA-Puffer 1:25 vermengen
10xSDS-Laufpuffer 250mM Tris
Westernblot 1,9 mM Glycin
10 g SDS
Ad Aqua dest.
10x Transferpuffer 192 mM Glycin

Westernblot 25 mM Tris



Ix Transferpuffer

Westernblot

10x TBS Waschpuffer

Westernblot

Ix TBS-T Waschpuffer

Westernblot

Westernblot-

Blockadereagenz

Panceaurot-Farbelosung

ECL-Losung

BrdU labeling solution

Anti-BrdU-POD stock

solution

Anti-BrdU-POD  working

solution

10% 10x Transferpuffer
20% Methanol
Ad Aqua dest

1,5 M NaCl
100 mM Tris
Ad Aqua dest
pH 7,5

1x TBS
0,1% Tween 20

5% Milchpuler
Ad 1x TBS-T

0,5 g Ponceau S Pulver
100ml 5% Essigsidure

3. Material und Methoden

Peroxide Solution + Luminol/Enhancer Solution (1:1)

aus BioRad ECL Detection Kit

1% BrdU labeling reagent
99% steriles Medium

Anti-BrdU-POD in 1,1ml Aqua dest.

1% Anti-BrdU-POD stock solution
99% Antibody dilution solution
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3.1.6 Antikorper

3.1.6.1 Primarantikorper

Antigen Charakteristika Hersteller Verdunnung bei

Verwendung im
Western Blot

clAP1 mADb, I1gG Rabbit Novus Biologicals 1:1000
clAP2 mADb, IgG Rabbit Novus Biologicals 1:1000
Dako X0903 IgG Rabbit DakoCytomation  1:15000
GAPDH mADb, IgG1 Mouse abcam 1:5000
MOPC 21 mADb, 1gG1 Mouse SIGMA 1:70
PARP mAB, IgG Rabbit CellSignaling 1:1000
Survivin mAB, IgG Rabbit Novus Biologicals 1:1000
Tubulin mAB, IgG Mouse SIGMA-ALDRICH 1:5000
XIAP mAB, IgG Mouse BD Transduction  1:1000
Laboratories

3.1.6.2 Sekundarantikorper

Antigen Charakteristika Host Hersteller
Anti-Rabbit HRP IgG Rabbit CellSignaling
Anti-Mouse IgG Mouse SIGMA
(Fc-specific)

Peroxidase

3.1.7 Zellkulturmedien

Gibco® RPMI 1640(1x) + GlutaMAX versetzt mit 10 % FCS (Fetal Calf Serum), 100 pg/ml
Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Gibco® 0,05%-Trypsin EDTA (1x)

Gibco® Trypan Blue Stain (0,04%)

3.1.8 Zelllinien

Die ESCC-Zelllinien KYSE30, KYSE270, KYSE410 und KYSES520 erhielten wir von
der deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in
Braunschweig. Die EAC-Zelllinien OE19 und OE33 wurden bei der europdischen Sammlung
von Zellkulturen (ECACC, Salisbury, UK) erworben.
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Zelllinie Histologie Lokalisation Geschlecht Alter des
Patienten

K30 Plattenepithelkarzinom  Mittlerer, Mannlich 64
intrathorakaler
Osophagus

K270 Plattenepithelkarzinom  Mittlerer, Mannlich 79
intrathorakaler
Osophagus

K410 Plattenepithelkarzinom  Zervikaler Mannlich 51
Osophagus

K520 Plattenepithelkarzinom  Unterer, Weiblich 58
intrathorakaler
Osophagus

OE19 Adenokarzinom Osophago- Mannlich 72
gastraler
Ubergang

OE33 Adenokarzinom Unterer Weiblich 73
Osophagus

3.1.9 Patientenselektion und klinisch-pathologische Daten

Es wurden Gewebeproben aus den pathologischen Instituten der Universititen Kéln und
Diisseldorf von insgesamt 210 Patienten verwendet, 168 davon minnlich und 54 weiblich. Das
Alter bei Operation lag im Durchschnitt bei 60,8 Jahren, der Median betrug 60. In die Studie
wurden Patienten nach radikaler En-Bloc-Osophagektomie und Lymphadenektomie mit
kurativem Ansatz unabhingig von Tumorstadium oder mikroskopischen Resektionsgrenzen
aufgenommen, die zwischen 1986 und 2005 an den Universititskliniken Diisseldorf oder Kéln
operiert wurden. Ausschlusskriterium waren neoadjuvante Therapien, R2-Resektionsstatus,
Tumoren anderen histologischen Ursprungs als EAC oder ESCC. Zusitzlich wurden 72 Proben
tumornahen Normalgewebes untersucht. Informationen zu TNM-Stadium und Grading wurden
retrospektiv den originalen pathologischen Berichten entnommen. Es lag ein positives

Ethikvotum zur Verwendung der Gewebeproben vor (Studiennummer 2316 und 3821).

3.1.10 Software

Bei der Datenerhebung wurden die Programme icontrol Version 1.9 und Quantity One
Basic Version 4.6 verwendet. Zur Datenauswertung wurden die Programme GraphPad Prism 5

fiir Windows und IBM SPSS Statistics 23 verwendet.



3. Material und Methoden

3.2 Methoden

3.2.1 Kultivierung von adharenten Zellen

Die verwendeten Zelllinien des Osophagus wurden in Gibco® RPMI 1640(1x) +
GlutaMAX kultiviert und im Brutschrank bei 5% CO, und 37°C gelagert. Bei ausreichendem
Bodenwuchs von circa 80% wurden die Zellen zur Passagierung einmal mit PBS gewaschen

und durch 0,05% Trypsin-EDTA-Lsung abgeldst.

3.2.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte durch Anwendung der
Neubauerzihlkammer [105]. Zunichst wurden Zellen durch Passagierung gewonnen und in
einer bestimmten Menge Medium resuspendiert. Diese Zellsuspension wurde im Verhiltnis 1:1
zur Féarbung mit Trypanblau versetzt und zur Doppelbestimmung auf beide Seiten der
Neubauerzihlkammer aufgetragen. Die Zellzahl wurde durch Auszéhlung der vier Eckquadrate

in folgenderweise bestimmt:

Lénge eines Quadrats: Imm Hohe eines Quadrats: 0,1mm
Fliche eines Quadrats: 1mm? Volumen eines Quadrats: 0,1mm’
Formel zur Bestimmung der Lebendzellzahl:

(Zellzahl/4) x Verdiinnung x 10*= Zellzahl/1ml

3.2.3 CellTiter 96® AQcous One Solution Cell Proliferation Assay

Der CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay dient der
Bestimmung der Anzahl von lebenden, proliferierenden Zellen in einer Probe. Dabei wird der
Bestandteil MTS, ein Tetrazolium Compound, von proliferierenden Zellen zu einem farbigen
Formazanprodukt umgesetzt. Die Intensitit dieser farblichen Verdnderung kann iiber Extinktion
gemessen werden. Im Folgenden wurde der Einfluss verschiedener Compounds auf die

Proliferationsrate getestet.
3.2.3.1 Vorbereitung zum Proliferationsassay

Vor Durchfithrung eines Proliferationsassays wurden die Zelllinien mit verschiedenen
Compounds unterschiedlicher Konzentrationen (s. Tabelle 4) behandelt. Dazu wurden
2000 Zellen/well der Zellsuspension in Medium auf eine 96well-Platte aufgebracht und bis zum

Erreichen eines fast konfluierenden Zellrasens bei 37°C und 5% CO, kultiviert. Nun wurde der
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Uberstand per Vakuumsaugpumpe entfernt und 100ul/well der Compoundldsung aufgetragen.
Drei wells wurden dabei mit Losung identischer Konzentration befiillt. DMSO, das
Losungsmittel der Compounds, war in entsprechenden Konzentrationen als Negativkontrolle
mitzufithren. Nach 48 Stunden Inkubationszeit konnte die Durchfithrung des gewiinschten

Assays erfolgen.

Tabelle 4: Endkonzentrationen und Losungsmittel der verwendeten Compounds im CellTiter 96®

AQueous One Solution Cell Proliferation Assay.

Substanz Losungsmittel Endkonzentration

YM 155 Gibco® RPMI 1640(1x) + 0,17nM; 0,3nM; 1nM; 3nM; 10nM; 30nM;
GlutaMAX 100nM; 300nM; 1uM; 3uM; 10uM

M4N Gibco® RPMI 1640(1x) + 30nM; 100nM; 300nM; 1uM; 3uM; 10uM;
GlutaMAX 30uM; 100uM; 300uM; 1mM

AT406 Gibco® RPMI 1640(1x) + 3nM; 10nM; 30nM; 100nM; 300nM; 1uM;
GlutaMAX 3uM; 10uM

GDC Gibco® RPMI 1640(1x) + 3nM; 10nM; 30nM; 100nM; 300nM; 1uM;
GlutaMAX 3uM; 10uM

Birinapant  Gibco® RPMI 1640(1x) + 3nM; 10nM; 30nM; 100nM; 300nM; 1uM;
GlutaMAX 3uM; 10uM

3.2.3.2 Durchfiihrung des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay

Das CellTiter 96® AQueous One Solution Reagenz wurde im Wasserbad bei 37°C
aufgetaut. Es wurden 20uLL Reagenz in jedes well der vorbereiteten 96well-Platten gegeben, die
die Proben in 100ul Compoundlésung enthielten. AnschlieBend wurden die Platten
lichtgeschiitzt bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Messungen wurden mehrfach im Zeitraum
von 30 Minuten bis zu drei Stunden durchgefiihrt, abhingig von der Farbentwicklung. Die
Extinktion wurde im Infinite M200 bei 490nm mit einer Referenzwellenlinge von 650nm

gemessen.

3.2.4 Zellproliferations-ELISA

Der Zellproliferations-ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbend Assay) quantifiziert die
Zellproliferation durch Messung des BrdU (5-Brom-2-Desoxyuridin) - Einbaus wihrend der

DNA-Synthese von proliferierenden Zellen. BrdU ist ein Pyridin-Analogon, das anstelle von



3. Material und Methoden

Thymidin in die DNA von proliferierenden Zellen eingebaut wird. Nach dem Einbau in die

DNA kann BrdU durch einen Immunoassay detektiert werden.
3.2.4.1 Vorbereitungen zum Zellproliferations-ELISA

Die Vorbereitungen zum Zellproliferations-ELISA entsprechen denen fiir den CellTiter
96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (s. 2.2.3.1). Es wurden jedoch

abweichende Konzentrationen und Compounds verwendet (s. Tabelle 4).

Tabelle 5: Endkonzentrationen und Losungsmittel der verwendeten Compounds im

Zellproliferations-ELISA.

Substanz Losungsmittel Endkonzentration

YM155 Gibco® RPMI 1640(1x) + GlutaMAX 0,17nM; 1nM; 10nM; 100nM;
1uM; 10uM

M4N Gibco® RPMI 1640(1x) + GlutaMAX 100nM; 1uM; 10uM;
100uM; 1mM

3.2.4.2 Durchfiihrung des Zellproliferations-ELISA

Auf die vorbereiteten 96well-Platten wurden 10ul/well BrdU-Labeling Solution
gegeben und fiir 24 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. In diesem Zeitraum erfolgte der
Einbau von BrdU in die DNA der proliferierenden Zellen. Nach Ablauf der Inkubationszeit
wurde das Labeling Medium entfernt und 200ul/well FixDenat Losung hinzugegeben, um die
DNA zu denaturieren. Nach 30 Minuten Inkubation bei einer Raumtemperatur zwischen 15 und
25°C konnte die FixDenat-Losung entfernt werden. Im Anschluss wurden 100ul/well anti-
BrdU-POD working solution auf die Proben gegeben und wiederum bei Raumtemperatur fiir 90
Minuten inkubiert, sodass eine Bindung des Antikorpers an das in der DNA fixierte BrdU
ermoglicht wurde. Nach Entfernen des Antikorper-Konjugats wurden die Proben drei Mal mit
jeweils 200-300ul/well PBS gewaschen. AnschlieBend wurde die PBS-Losung entfernt und
100ul/well Substrate Solution hinzugefiigt. Diese enthilt Tetramethylbenzidin (TMB), welches
an die gebildeten Immunkomplexe bindet und eine Farbreaktion hervorruft. Die Proben wurden
bei Raumtemperatur bis zur Entwicklung einer ausreichenden Farbreaktion inkubiert. Die
photometrische Messung erfolgte in einem ELISA-Reader bei einer Wellenldinge von 370 nm

bei einer Referenzwellenldnge von 492 nm.
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3.2.5 Proteinchemische Methoden

3.2.5.1 Vorbereitung zur Proteinisolation

Vor Beginn der Proteinisolation wurden einige Proben zuvor mit YM155 in den
Konzentrationen 100nM, 30nM und 10nM behandelt. DMSO, das Losungsmittel der
Compounds, wurde in gleichen Konzentrationen als Negativkontrolle mitgefiihrt. Es wurden
Proben aller Zelllinien in Zellkulturflaschen von 75cm? kultiviert bis zu einem Bodenwuchs von
circa 80%. Nach einer Spiilung mit PBS wurde Medium hinzugegeben, das mit der
gewiinschten Konzentration des Compounds oder der Negativkontrollen versetzt war. Es konnte

nach 24 Stunden Inkubationszeit mit der Proteinisolation begonnen werden.
3.2.5.2 Proteinisolation aus Zellkultur

Die Proteinisolation erfolgte aus nach oben beschriebenem Schema behandelten Zellen
aller verwendeten Osophaguszelllinien. Zur Gewinnung der adhirenten Zellen wurden diese
zundchst mit Hilfe von Trypsin gelost und das nach Zentrifugation entstandene Zellpellet mit
PBS gewaschen. Nach Resuspension in 100 bis 250ul RIPA-Puffer wurden die Lysate fiir 15
Minuten auf Eis gelagert. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 13.000 rpm und 4°C.

Der entstandene Uberstand wurde in frische Eppendorf-ReaktionsgefiBe iiberfiihrt.
3.2.5.3 Proteinmengenbestimmung nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der Methode von Bradford
[106] mit Hilfe des Proteinassays der Firma Bio-Rad. Zur Messung wurden 2ul der Probe mit
798ul H,0 und 200u1 BiodRad Dye versetzt und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Der enthaltene Farbstoff Coomassie-Brilliant-Blau bindet an die in der Probe enthaltenen
Proteine und hat somit sein Absorptionsmaximum bei 595 nm. Die gemessene
Absorbtionszunahme bei 595 nm konnte somit als Maf fiir die Proteinkonzentration der Probe
gewertet werden. Voraussetzung dafiir war eine vorrausgehende Kalibrierung mit dem

Standardprotein BSA (Bovine Serum Albumin).

3.2.5.4 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

3.2.5.4.1 Herstellung der Gele

Die Herstellung der SDS-Polyacrylamid-Gele erfolgte in mit Ethanol gereinigten
Glasplatten, die eine Gelbreite von 1,5mm erzeugten. Zunidchst wurden 10 ml der Losung fiir
das Trenngel in die gldsernen Spacer eingefiillt und hérteten fiir circa eine halbe Stunde bei

Raumtemperatur aus (Zusammensetzung s. Tabelle 6). 8%tige Gele wurden dabei fiir den
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Antikorper PARP gewihlt, 10%tige Gele fiir XIAP, CIAP 1 und CIAP 2 und 15%tige Gele fiir

Survivin.

Tabelle 6: Zusammensetzung der SDS-Trenngele bei 10ml Gesamtvolumen pro Gel.

Substanz 8% Gel 10% Gel 15% Gel
H.O 4.6 ml 4 ml 2,3 ml
30% Acrylamid-Mix 2,7 ml 3,3 ml 5ml
1,5M Tris (pH 8,8) 2,5ml 2,5ml 2,5ml
10% SDS 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
10% Ammoniumpersulfat 0,1 ml 0,1 ml 0,1 ml
TEMED 0,006 ml 0,004 ml 0,004 mi

Nach Aushirtung der Trenngele wurden 4 ml der Losung fiir das Sammelgel
(Zusammensetzung s. Tabelle 7) aufgetragen und ein Kamm mit 10 oder 15 Kammern
eingesetzt. Sobald das Sammelgel ebenfalls ausgehirtet war, konnte das Gel fiir die

Gelelektrophorese verwendet werden.

Tabelle 7: Zusammensetzung des SDS-Sammelgels bei 4ml Gesamtvolumen pro Gel.

H,O 2,7 ml
30% Acrylamid-Mix 0,67 ml
1,0 M Tris (pH 6,8) 0,5 ml
10% SDS 0,04 ml
10% Ammoniumpersulfat 0,04 ml
TEMED 0,004 ml

3.2.5.4.2 Durchfiihrung der SDS- Acrylamid-Gelelektrophorese

Zur Durchfiihrung der SDS-Acrylamid-Gelelektrophorese wurde die Methode nach
Laemmli (1970) gewihlt. Die Proteinproben von je 20 ug wurden auf ein Volumen von 15 ul
mit H,O aufgefiillt und mit 3 pl 6-fach Laemmli-Puffer versetzt. Zur Denaturierung wurden die
Proben fiinf Minuten bei 95°C gekocht. Anschliefend konnten die Proben auf die Gele
aufgetragen werden. Die gelelektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte 30 Minuten

bei 90V, danach wurde die Spannung fiir 60 Minuten auf 115V erhéoht.
3.2.5.5 Western Blot

Der Blotting-Vorgang folgte dem Prinzip des Nass-Blottings. In einer mit
Transferpuffer gefiillten Blottingkammer wurden die gelelektrophoretisch aufgetrennten
Proteine bei 4°C auf eine Nitrocellulosemembran bei 90 V und 3 A fiir 90 Minuten iibertragen.
Die erfolgreiche Proteiniibertragung wurde durch eine Firbung mit Ponceaurot iiberpriift. Nach

Markierung der Leiter konnte die Membran mit Aqua dest. entfirbt werden. Das Aufbringen der
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Blockadelosung erfolgte nach zehn miniitiger Waschung mit 1x TBST. Die Inkubationszeit
betrug 60 Minuten. AnschlieBend wurde der Primédrantikorper aufgetragen und iiber Nacht bei
4°C inkubiert. Nach zweimaligem fiinfminiitigem Waschen mit TBST wurde die Membran fiir
60 Minuten bei Raumtemperatur mit dem Sekundarantikorper, versetzt mit 1,3 ul Precision
Protein Streptacin HRP conjugate, inkubiert. Die Detektion erfolgte nach erneuter Waschung
von fiinf und zehn Minuten im VersaDoc. Zur digitalen Aufnahme wurde die Membran in den
VersaDoc iibertragen und unter Lichtausschluss bis zum Auftreten einer sichtbaren Fluoreszenz
mit ECL-Losung inkubiert. Die Membran wurde danach zwei Mal fiir fiinf Minuten gewaschen
und mit dem Primarantikorper des Housekeeping-Proteins fiir 60 Minuten inkubiert. Die
Inkubation fiir weitere 60 Minuten mit dem Sekundirantikdrper in Losung mit 1,3 pl Precision
Protein Streptacin HRP conjugate erfolgte nach zweimaliger Waschung fiir fiinf Minuten.

Anschlieffend erfolgte die analoge Detektion im VersaDoc.

3.2.6 HRP-Immunhistochemie

Die HRP (Horseradish-Peroxidase) - Immunhistochemie wurde genutzt, um die

Expression bestimmter IAPs im Osophaguskarzinom quantifizieren zu kénnen.
3.2.6.1 Tissue Microarrays (TMA)

Gefirbt wurden in der HRP-Immunhistochemie Tissue Microarrays, die Proben von
insgesamt 90 Patienten mit Adenokarzinomen und 120 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen
des Osophagus enthielten. Pro Patient standen je zwei Stanzen aus der Tumorinvasionsfront und
dem Tumorzentrum, sowie eine Stanze aus dem Normalgewebe und soweit vorhanden eine
Stanze aus einer Lymphknotenmetastase zur Verfiigung. Auf Abb.5 sind zwei Beispiele
dargestellt fiir Stanzen mit einer Survivin- bzw. XIAP-Farbung. Die Aufnahme der Bilder

erfolgte mit Hilfe der Leica Application Suite.
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5a) Survivin 5b) XIAP

Abb. 5: Ubersichtsabbildung einer TMA-Stanze in 10x10facher VergroBerung. a) Stanze einer Probe
aus Tumorgewebe eines EAC, gefirbt mit Survivin-Antikorper. b) Stanze einer Probe aus Tumorgewebe

des gastroosophagealen Ubergangs, gefirbt mit XIAP-Antikorper.

3.2.6.2 Durchfiihrung der HRP-Immunhistochemie

Die gewéhlten Prédparate wurden zur Vorbereitung auf die Farbung zweimal fiir je zehn
Minuten in Xylol entparaffiniert und anschlieBend durch eine absteigende Alkoholreihe
bestehend aus 99,5%-, 96%-, 80%- und 70%- Ethanollosung fiir je zweimal zwei Minuten
gefiihrt. Zum Abschluss wurden die Proben fiir einen Zeitraum von mindestens fiinf Minuten in
Aqua dest. inkubiert. Bei der anschlieBenden Demaskierung wurden die Schnitte vollstindig in
Retrieval Solution getaucht fiir 30 Minuten bei maximaler Wattzahl in der Mikrowelle erhitzt.
Nach Abkiihlung bei Raumtemperatur erfolgte ein fiinfminiitiger Waschvorgang mit PBS +
0,1% Tween 20. Die Objekttriger wurden nun abgetrocknet und die Schnitte mit einem Super
Pap Pen Mini zur Begrenzung umrandet. Um unspezifische Reaktionen bei der Farbung zu
vermeiden, wurde die endogene Peroxidase durch Auftragen von 150 ul 3,0% H,0,-PBS pro
Schnitt inhibiert. Es folgte ein dreimal zweiminiitiger Waschvorgang mit PBS + 0,1% Tween 20
nach Ablauf der zehn Minuten Inkubationszeit. Im Folgenden wurden die Schnitte 10 Minuten
in der Blockierlosung aus dem ZytoChem-Plus HRP-Kit inkubiert. Nach zweiminiitigem
Waschen erfolgte die Inkubation mit dem Primérantikdrper fiir 60 Minuten bei
Raumtemperatur. Es schloss sich ein dreimaliger Waschvorgang fiir zwei Minuten an, der von
der Inkubation mit dem Sekundérantikorper (biotinylated antibody) fiir 15 Minuten gefolgt
wurde. Nach Wiederholung des vorangegangenen Waschvorgangs wurde das Enzymkonjugat
aufgetragen und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Der anschlieBende
Waschvorgang erfolgte fiir fiinf Minuten in destilliertem Wasser. Zur Visualisierung wurden

pro Schnitt zwei Tropfen DAB-Substrat aufgetragen und fiir fiinf bis zehn Minuten bis zur
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Entwicklung der gewiinschten Farbintensitdt im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Es
folgte ebenfalls ein fiinfminiitiger Waschvorgang in destilliertem Wasser. Die Kernfirbung
erfolgte durch FEintauchen der Schnitte in Mayers Hémalaun fiir 15 Sekunden mit
anschlieender Wisserung fiir fiinf Minuten. Die Farbung wurde durch die Behandlung in der
aufsteigenden Alkoholreihe in Konzentrationen von 70%-, 80%- und 90%-Ethanol fiir jeweils
eine Minute beendet. Zum Abschluss erfolgte die Inkubation der Schnitte fiir mindestens zwei

Minuten in Xylol. Anschlieend konnten die Schnitte mit Entellan eingedeckelt werden.
3.2.6.3 Auswertung der HRP-Immunhistochemie

Die Auswertung der HRP-Immunhistochemie erfolgte nach einer leicht modifizierten
Version des Immunreaktiven Score (IRS) nach Remmle und Stegner [107]. Danach wurden als
Faktoren die Farbintensitit (staining intensity: SI) und der Prozensatz an positivem Zytoplasma
und positiver Zellkerne herangezogen. Es war zu beachten, dass der Prozentsatz an Zellkernen
nur bei Survivin beriicksichtigt und bewertet werden konnte, da XIAP keine Kernfirbung zeigt.

Eine schematische Darstellung der Bewertung kann Tabelle 8 entnommen werden.

Tabelle 8: Auswertung der HRP-Immunhistochemie durch Erstellung eines IRS.

Farbintensitat Keine Schwache MaRige Starke

Prozentsatz Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion Farbreaktion
positiver (0+) (1+) (2+) (3+)
Farbung

Keine pos. IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
Farbung

<10% IRS=0 IRS =1 IRS=2 IRS =3
pos. Farbung

10 - 50% IRS=0 IRS=2 IRS =4 IRS =6
pos. Farbung

51-80% IRS=0 IRS=3 IRS =6 IRS =9
Pos. Farbung

> 80% IRS =0 IRS =4 IRS=8 IRS =12

Pos. Farbung

3.2.7 Statistische Datenanalyse

Um die Expressionsunterschiede mittels IR-Score zwischen Osophaguskarzinomen und
Normalgewebe zu analysieren wurde der Man-Whitney-U-Test verwendet. Ebenfalls wurde der
Man-Whitney-U-Test angewendet um einen statistischen Zusammenhang zwischen klinisch-
pathologischen Parametern und der XIAP- bzw. Survivin-Expression zu untersuchen. Die

Korrelation zwischen Survivin- und XIAP-Expression wurde anhand des Spearman’s
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Correlation Coefficient bestimmt. Fiir alle Tests war ein p-Wert von <0.05 als
Signifikanzniveau gesetzt.

Fiir weitergehende Analysen wurden die IRS-Werte kategorisiert in zwei Gruppen: eine
hohe (IRS>2) und eine niedrige (IRS<2) Survivin- bzw. XIAP-Expression. Der Cutoff-Wert
orientiert sich dabei an dem Median fiir XIAP und Survivin aller erhobenen Daten in den
untersuchten Geweben. Zur Analyse kategorialer Daten wurde der Chi-Square-Test verwendet.
Die Outcome-Analysen orientierten sich am Gesamtiiberleben, welches definiert wurde als
Periode vom Zeitpunkt der Operation bis zum letzten Tag des Follow-Up bzw. Todeszeitpunkt.
Ausgeschlossen wurden Patienten mit einem Uberleben geringer als 30 Tage postoperativ. Zur
statistischen Analyse wurden Kaplan-Meier-Kurven mit Hilfe des log-rank (Mantel Cox) —
Tests erstellt. Hazard Ratios (HR) mit einem Konfidenzintervall von 95% wurden errechnet.
Die multivariate Uberlebensanalyse schloss alle untersuchten Variablen ein und wurde mittels

logistischer Regression erstellt.
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4.1 Patientencharakteristika
Nach Anwendung der Selektionskriterien wurden 90 EAC-Patienten und 120 ESCC-

Patienten in die Auswertung eingeschlossen. Nach der immunhistochemischen Fiarbung mussten
10 EAC-Patienten und 6 ESCC-Patienten aufgrund von nicht ausreichend verwertbarem
Material ausgeschlossen werden. Die Verteilung klinisch-pathologischer Parameter unter den
final eingeschlossenen Patienten ist in Tabelle 9 dargestellt. Das mittlere Alter der EAC-
Patienten zum Operationszeitpunkt betrug 66 Jahre (36-82) und 58 Jahre (37-87) bei ESCC-
Patienten. Insgesamt wurden davon 67 EAC-Patienten und 108 ESCC-Patienten in die
Uberlebensanalyse eingeschlossen.

Tab. 9: TMA — Charakteristika.

Adenokarzinome Plattenepithelkarzinome

des Osophagus des Osophagus
(n =80) (n=114)
Alter
Median 66 59
Range 36-82 37-83
Geschlecht n % n %
mannlich 62 77,5 84 73,7
weiblich 18 22,5 30 26,3
Tumorstadium
T1/T2 44 55,0 39 34,2
T3/4 33 41,3 75 65,8
fehlend 3 3,8 0 0
Lymphknoten
NO 26 32,5 39 34,2
N1+ 51 63,8 75 65,8
fehlend 3 3,8 0
Metastasen
MO 71 88,8 112 98,2
M1 6 7.5 2 1,8
fehlend 3 3,8 0
Grading
G1/G2 21 26,3 66 57,9
G3/4 53 66,3 48 42 1
fehlend 6 7.5 0 0
Resektionsstatus
RO 75 93,8 114 100
R1 2 25 0 0
fehlend 3 3,8 0 0
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4.2 Co-Expression  von Survivin und XIAP im

Osophaguskarzinom

Die HRP-Immunhistochemie wurde als Methode zur Expressionsanalyse von XIAP und
Survivin gewihlt. Die Auswertung erfolgte nach histologischen Typen, wobei Adenokarzinome
(inkl. Adenokarzinome des Osophagus und des gastro-6sophagealen Ubergangs) und
Plattenepithel-Karzinome getrennt ausgewertet wurden. Ein p-Wert < 0,05 galt dabei als

signifikanter Unterschied.

Mukosa

-

SVvV

XIAP

Abb. 6: Reprisentative Bilder der Immunhistochemie. Survivin (SVV) - und XIAP —Farbungen im
Vergleich bei ¢sophagealem Adenokarzinom (EAC), Plattenepithelkarzinom (ESCC) und normaler
Mukosa aus Tumorumgebung. Die Bilder wurden in 400-facher VergroBerung aufgenommen, der

eingetragene MafBstab betrdgt 25 um. Abbildung aus Dizdar et al. [139].

4.2.1 Expressionsanalyse in Tumor- und Normalgewebe

Die Immunhistochemie zeigte deutliche Farbung von Kernen und Zytoplasma fiir
Survivin, fir XIAP dagegen nur im Zytoplasma (Abb. 6). Im Vergleich zum angrenzenden
Normalgewebe lieen sich signifikant hohere Expressionen von Survivin und XIAP sowohl im
EAC, als auch im ESCC nachweisen (p<0,001) (Abb. 5 B). Zusitzlich fiel auf, dass die
nukleédre Survivin- und XIAP- Expression im EAC signifikant hoher war verglichen mit dem
ESCC (p<0,001) (Abb. 7). Nebenbefundlich zeigte sich eine positive Korrelation zwischen
zytoplasmatischer SVV- und XIAP-Expression im EAC (r= 0,442, p<0,001) (Abb. 8).
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Abb. 7: Survivin und XIAP-Expression in Tumor- und Normalgewebe im Vergleich. SVV- und
XIAP-Expression sind in den Osophagealen Karzinomproben im Vergleich zum Normalgewebe
signifikant erhoht. Nukledre SVV- und XIAP-Expression sind hther im EAC im Vergleich zum ESCC.
Die Daten wurden mittels zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test erhoben (*p<0,05; **p<0,01;

*#%p<(0,001). Abbildung aus Dizdar et al. [139].

XIAP [IRS]
e W

SVV (zyt) [IRS]

Abb. 8: Positive Korrelation zwischen XIAP- und zytoplasmatischer SVV-Expression in

entsprechenden EAC-Proben. (rs = 0,442, p < 0,001) Abbildung aus Dizdar et al. [139].
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4.2.2 Korrelation zwischen Survivin-/XIAP-Expression und klinisch
pathologischen Parametern

Um die Survivin- bzw. XIAP-Expression mit den klinisch pathologischen Parametern
zu korrelieren, wurden zunidchst die IR-Scores zwischen den einzelnen Kategorien jedes
Parameters verglichen (Abb. 9). Hierbei zeigte sich, dass eine hohe XIAP-Expression in ESCC
positiv mit dem weiblichen Geschlecht (p<0,01) und einem fortgeschrittenen Tumorstadium
(T3/4) (p<0,05) korreliert. Eine hohe nukledre Survivin-Expression korrelierte dagegen mit
schlechter Tumordifferenzierung (G3) (p<0,01). Im Gegensatz dazu brachte die Korrelation
zwischen Survivin und XIAP Expression in EAC keine Ergebnisse von Signifikanz.

Im nichsten Schritt wurden die IRS-Werte in zwei Gruppen geteilt: Alle Patienten mit
einem zugehorigen IRS-Wert < 2 fallen dabei in die Gruppe mit niedriger Survivin- bzw. XIAP-
Expression, alle Patienten mit einem zugehorigen IRS-Wert > 2 in die Gruppe mit hoher
Survivin- bzw. XIAP-Expression. Der Cut off- IRS-Wert von 2 wurde gewihlt, da dieser den
Mittelwert aller erhobener IRS-Werte darstellt. Die Korrelation von SVV- und XIAP-
Expression im EAC mit klinisch-pathologischen Parametern ergab keine signifikanten
Ergebnisse (s. Tab. 10). In der Auswertung der Plattenepithelkarzinome des Osophagus (s. Tab.
11) zeigt sich dagegen eine signifikante Korrelation zwischen hoher nukleédrer Survivin-
Expression und schlechter Tumordifferenzierung (G3) (p=0,012). Weiterhin ist eine hohe

XIAP-Expression hiufiger bei weiblichen Patienten nachzuweisen (p=0,015).
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Abb. 9: TAP-Expressionslevel und ihre Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern. Die
Boxplots zeigen den medianen IRS mit oberen und unteren Quartilen, sowie minimalen und maximalen
IRS bezogen auf den jeweiligen Parameter. (Geschlecht: Median IRS weiblich = 2; Median IRS ménnlich
=1,5; p = 0,003; Tumorstadium: Median IRS T1/2 =1; Median IRS T3/4 = 2; p = 0,003; Grading: Median
G1/2 = 1, Median G3 = 2; p = 0,005). Die Daten wurden mittels zweiseitigem Mann-Whitney-U-Test
erhoben (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). Abbildung aus Dizdar et al. [139].
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Tabelle 10: Korrelation zwischen Survivin-/XIAP-Expression und Kklinisch pathologischen
Parametern von Adenokarzinomen des Osophagus und 6sophago-gastralen Ubergangs. Berechnung

der p-Werte erfolgte mittels Fisher’s exact Test. Tabelle angepasst nach Dizdar et al. [139].

Nukleéares Zytoplasmatisches XIAP
Survivin Survivin
niedrig hoch p- niedrig hoch p- niedrig hoch p-
(n=51) (n=29) Wert  (n=49) (n=31) Wert  (n=40) (n=40) Wert
Alter n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
< Median 28(71,8) 11(28,2) 21(53,8) 18(46,2) 22(56,4) 17(43,6)

> Median 23(56,1) 18(43,1) 0,144 28(68,3) 13(31,7) 0,185 18(43,9) 23(56,1) 0,263
Geschlecht

Mannlich 42(67,7) 20(32,3) 35(56,5) 27(43,5) 30(48,4) 32(51,6)

Weiblich 9(50,0) 9(50,0) 0,168 14(77,8) 4(22,2) 0,102 10(55,6) 8(44,4) 0,592

Tumorstadium

T1/T2 27(61,4) 17(38,6) 24(54,5) 20(45,5) 24(54,5) 20(45,5)
T3/T4 21(63,6) 12(36,4) 0,839 23(69,7) 10(30,3) 0,177 13(39,4) 20(60,6) 0,188
Lymphknoten
Negativ, NO 17(65,4) 9(34,6) 15(57,7) 11(42,3) 11(42,3) 15(57,7)

Positiv, N+ 31(60,8) 20(39,2) 0,694 32(62,7) 19(37,3) 0,677 26(51,0) 25(49,0) 0,471

Metastasen
MO 45(63,4) 26(36,6) 43(60,6) 28(39,4) 34(47,9) 37(52,1)
M1 3(50,0) 3(50,0) 0,516 4(66,7) 2(33,3) 0,768 3(50,0) 3(50,0) 0,921
Grading
G1/G2 10(47,6) 11(52,4) 13(61,9) 8(38,1) 7(33,3) 14(66,7)
G3/G4 36(67,9) 17(32,1) 0,104 32(60,4) 21(39,6) 0,903 28(52,8) 25(47,2) 0,130
Resektions-
grenzen
Negativ, RO 47(62,7) 28(37,7) 46(61,3) 29(38,7) 36(48,0) 39(52,0)

Positiv, R1  1(50,0) 1(50,0) 0,715 1(50,0) 1(50,0) 0,746 1(50,0) 1(50,0) 0,955
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Tabelle 11: Korrelation zwischen Survivin-/XIAP-Expression und klinisch pathologischen
Parametern von Plattenepithelkarzinomen des Osophagus. Berechnung der p-Werte erfolgte mittels
Fisher’s exact Test. Tabelle angepasst nach Dizdar et al. [139].

Nukleares Zytoplasmatisches XIAP
Survivin Survivin
niedrig hoch p- niedrig hoch p- niedrig niedrig
(n=89) (n=25) Wert  (n=51) (n=63) Wert  (n=40) (n=51)
Alter n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
< Median 42(73,7) 15(26,3) 23(40,4) 34(59,6) 48(84,2) 9(15,8)
> Median 47(82,5) 10(17,5) 0,258 28(49,1) 29(50,9) 0,346 42(73,7) 15(26,3) 0,168
Geschlecht
Mannlich 64(76,2) 20(23,8) 36(42,9) 48(57,1) 71(84,5) 13(15,5)

Weiblich 25(83,3) 5(16,7) 0,417 15(50,0) 15(50,0) 0,499 19(63,3) 11(36,7) 0,015

Tumorstadium
T1/T2 28(71,8) 11(28,2) 18(46,2) 21(53,8) 34(87,2) 5(12,8)
1

T3/T4 61(81,3) 14(18,7) 0,243 33(44,0) 42(56,0) 0,826 56(74,7) 19(25,3) 0,120
Lymphknoten
Negativ, NO 32(82,1) 7(17,9) 18(46,2) 21(53,8) 34(87,2) 5(12,8)
Positiv, N+ 57(76,0) 18(24,0) 0,459 33(44,0) 42(56,0) 0,826 56(74,7) 19(25,3) 0,120
Metastasen
MO 87(77,7) 25(22,3) 50(44,6) 62(55,4) 89(79,5) 23(20,5)
M1 2(100,0) 0(0,0) 0,450 1(50,0) 1(50,0) 0,880 1(50,0) 1(50,0) 0,311
Grading
G1/G2 57(86,4) 9(13,6) 32(48,5) 34(51,5) 54(81,8) 12(18,2)
G3/G4 32(66,7) 16(33,3) 0,012 19(39,6) 29(60,4) 0,345 36(75,0) 12(25,0) 0,378
Resektions-
grenzen
Negativ, RO 89(78,1) 25(21,9) 51(44,7) 63(55,3) 90(78,9) 24(21,1)

Positiv, R1  0(0,0)  0(0,0) 00,00  0(0,0) 0(0,0)  0(0,0)
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4.2.3 Priadiktive Faktoren in der Uberlebensanalyse

Um Outcome-relevante Faktoren im Osophaguskarzinom zu identifizieren, wurden eine
univariate und anschlieBend eine multivariate Uberlebensanalyse durchgefiihrt. Nach dem
Kaplan-Meier-Verfahren wurden die Uberlebensraten bestimmt und graphisch ausgewertet. Um
die Uberlebenszeiten statistisch miteinander zu vergleichen, wurde der Log-Rank-Test
angewendet. Uber die Berechnung der Cox-Regression konnte auch die Hazard Ratio mit einem
Konfidenzintervall (CI) von 95% bestimmt werden. Fiir die multivariate Analyse wurden alle
Variablen in eine logistische Regressions-Analyse eingeschlossen.

In die Uberlebensanalyse wurden nur Patienten eingeschlossen, bei denen eine
komplette Tumorentfernung (RO) moglich war und die postoperativ mindestens 30 Tage
iiberlebt haben. Somit wurden die Daten von 76 EAC- und 108 ESCC-Patienten bewertet. Das
mittlere Alter dieser Patienten bei Operation betrug 66 Jahre (Range 26-82) bei EAC-Patienten
bzw. 58 Jahre (Range 37-83) bei ESCC-Patienten. Die retrospektive Follow-Up-Zeit betrug im
Mittel 38 Monate (EAC) und 22,8 Monate (ESCC) bei einem identischem Range von 1-120
Monaten. Wihrend dieser Zeit starben 47 EAC-Patienten und 89 ESCC-Patienten. Somit ergibt
sich eine mittlere Gesamtiiberlebenszeit von 49,3 Monaten (95% CI: 38,4-60,2 Monate) fiir
EAC-Patienten und von 28,3 Monaten fiir ESCC Patienten (95% CI= 21,8-34,8 Monate).

In der univariaten Analyse (Tab. 12) zeigten sich bei den Adenokarzinomen der
Lymphknotenstatus (p = 0,018) und die Metastasierung (p < 0,001) als negativ pradiktive
Faktoren, jedoch hatten Survivin- und XIAP-Expression keinen Einfluss auf die Uberlebenszeit.
Bei den Plattenepithelkarzinomen dagegen war eine hohe XIAP-Expression mit einem
schlechten Uberleben assoziiert (p = 0,019) (Abb. 10). Als unabhingige negativ pridiktive
Faktoren konnten anschliefend die Metastasierung im EAC (p = 0,001) und die hohe XIAP-
Expression im ESCC (p = 0,002) bestitigt werden (Tab. 13).
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Abb. 10: Kaplan-Meier-Kurve zur Darstellung der prognostischen Wertigkeit der XIAP-
Expression in ESCC. Eine hohe XIAP-Expression ist mit einem signifikante schlechteren Uberleben

assoziiert (p=0,019). Abbildung aus Dizdar et al. [139].
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Tabelle 12: Univariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Osophaguskarzinompatienten. Nach

Dizdar et al. [139].

Adenokarzinome Plattenepithelkarzinome
p- p-

Variable HR 95% CI Wert HR 95% CI Wert
Alter 1.369 0.756-2.478  0.279 1.092 0.713-1.671  0.683
Geschlecht 0.901 0421-1930 0.781 1.328 0.819-2.154  0.243
T 1/2 vs. T 3/4 1.339 0.748-2.399  0.306 1.491 00957-2.323 0.072
NO vs. N+ 2173  1.097-4.305 0.018 1.348 0.865-2.102  0.181
MO vs. M+ 1291 2.571-64.82 <0.001 3.445 0.833-14.240 0.065
G 1/2vs. G 3/4 1.582 0.759-3.297  0.199 1.285 0.843-1.959  0.237
XTIAP hoch vs. niedrig 0.931 0.524-1.653  0.798 1.798 1.087-2.973  0.019
SVV(zyt.) hoch vs.

niedrig 1.222  0.687-2.175  0.478 0.870 0.571-1.326  0.513
SVV(nukl.) hoch vs.

niedrig 0.841 0.460-1.539 0.559 1.066 0.651-1.744  0.797

Tabelle 13: Multivariate Analyse des Gesamtiiberlebens von Osophaguskarzinompatienten. Nach

Dizdar et al. [139].

Adenokarzinome Plattenepithelkarzinome
Variable HR 95% CI p-Wert HR 95% CI p-Wert
MO vs. M+ 18.264 3.290-101.4 0.001 / / /

XIAP hoch vs. niedrig / / / 1.798 1.087-2.973 0.022
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4.2 Survivin und XIAP als Zielstruktur von Inhibitoren

4.2.1 Grundexpression der IAPs in Osophaguskarzinom-Zelllinien

Um die Grundexpression der IAPs Survivin, XIAP, CIAP 1 und CIAP 2 auf
Proteinebene darzustellen, wurde jeweils ein Western Blot mit Protein aus allen Zelllinien ohne
vorherige Behandlung durchgefiihrt.

Fiir Survivin zeigt sich in allen Zelllinien mit Ausnahme von OE 19 eine starke
Expression. XIAP und CIAP 1 sind in allen Zelllinien gleichermaBen exprimiert. CIAP 2
dagegen lief sich nur in K30 und OE33 gut detektieren (s. Abb.11).
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Abb. 11: Grundexpression auf Proteineben von Survivin, XIAP, CIAP1 und CIAP 2 in
Plattenepithelkarzinom-Zelllinien (K30, K270, K410, K520) und Adenokarzinom-Zelllinien (OE 19,
OE33) des Osophagus. GAPDH und a-Tubulin wurden als Loading-Kontrollen verwendet.

4.2.2 Einfluss verschiedener Inhibitoren auf die Lebendzellzahl

Um den Einfluss verschiedener molekularer Inhibitoren auf die Lebendzellzahl zu
testen, wurden Proliferations-Assays mit allen Zelllinien durchgefiihrt.

Fiir den Survivin-Inhibitor YM155 zeigte sich im CellTiter 96® AQueous One Solution
Cell Proliferation Assay nach 48 Stunden Inkubationszeit eine konzentrationsabhingige
Wirkung in allen Zelllinien: Mit steigender Konzentration erniedrigte sich die Rate an
iiberlebenden Zellen (s. Abb. 12). Eine mittlere inhibitorische Konzentration (IC50) konnte bei
allen Zelllinien in einem Bereich zwischen 10 nM und 100 nM festgelegt werden. Die

Ergebnisse konnten durch einen Zellproliferations-ELISA bestitigt werden (s. Abb.13).
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Abb. 12: Logarithmische Auswertung des CellTiter 96® Aqueous One Solution Cell Proliferation
Assay nach 48h Inkubation im YM155. YMI155 induziert dosisabhingig eine Reduktion der
Zellviabilitdt. Angegeben ist jeweils die mittlere inhibitorische Konzentration von YM155, bei der die
halbmaximale Inhibition beobachtet wurde. Abbildung aus Dizdar et al. [139].
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Abb. 13: Auswertung des Zellproliferations-ELISA nach 48h Inkubation mit YM155. YM155
reduziert signifikant die Zellproliferation in EAC- und ESCC-Zelllinien. DMSO wurde als Kontrolle
verwendet. Statistische Auswertung mittels Mann-Whitney-U- Test (*p<0,01; **p<0,001). Abbildung aus

Dizdar et al. [139].
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Auch der Survivin-Inhibitor, M4N (Tetra-O-methyl Nordihydroguaiaretic Acid), wurde
im Proliferations-Assay getestet. Es zeigte sich in allen Zelllinien aufler OE19 ein
inhibitorischer Effekt auf die Zellproliferation ab einer Konzentration von ca. 30 uM (s. Abb.
16). Allerdings sank die Lebendzellzahl auch bei einer sehr hohen Konzentration an M4N von 1

mM nur auf ca. 50% der Ausgangswerte.
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Abb. 16: Logarithmische Auswertung des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay nach 48h Inkubation mit M4N. Ein inhibitorischer Effekt in den Zelllinien der
Plattenepithelkarzinome zeigt sich ab einer M4N Konzentration von 30uM. Die EAC-Zelllinie OE19
Zeigt keine Reaktion auf M4N, bei OE33 dagegen sinkt die Zellzahl ab 30uM fast auf 0% ab.

Im Proliferations-ELISA (s. Abb. 17) konnten genauere Werte erhoben werden: Die
IC50-Werte im Plattenepithelkarzinom lagen dabei in einem Bereich zwischen 153,9uM und
705,5uM. Im Adenokarzinom betrugen die IC50-Werte fiir OE19 68,9uM und fiir OE33
476,2uM.
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Abb. 17: Logarithmische Auswertung des Proliferations-ELISA nach 48h Inkubation mit M4N.
Es bestitigt sich ein inhibitorischer Effekt von M4N in allen Zelllinien. Die IC50-Werte schwanken
jedoch stark in einem Bereich von 68,9uM bis 705,5uM. Die Zelllinie OE19 weiit innerhalb der

erhobenen Werte starke Schwankungen auf.

Bei Behandlung der Zelllinien mit den XIAP-Inhibitoren GDC-0152 und Birinapant
zeigte sich kein konzentrationsabhingiger Effekt im CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (s. Abb.14).
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Abb. 14: Logarithmische Auswertung des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay nach 48h Inkubation mit GDC und Birinapant. Die verwendeten Zelllinien wurden fiir 48
Stunden mit verschiedenen Konzentrationen an GDC-0152 und Birinapant inkubiert. Es zeigte sich kein

konzentrationsabhingiger Effekt in Bezug auf die Lebendzellzahl. Abbildung aus Dizdar et al. [139].
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Auch das Smac-Mimetic AT406 zeigte keine konzentrationsabhingige Wirkung im

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay (s. Abb.15).
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Abb. 15: Logarithmische Auswertung des CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay nach 48h Inkubation mit AT406. Die verwendeten Zelllinien wurden fiir 48 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen von AT406 inkubiert. Ein inhibitorischer Effekt auf die Lebendzellzahl
konnte nicht beobachtet werden.

4.2.3 Der Einfluss von YM155 in Osophagus-Zelllinien

Um den Einfluss von YM155 auf die Protein-Expression der verschiedenen IAPs zu
untersuchen, wurden Western Blots mit Proteinen aus Osophaguszellinien durchgefiihrt, die
vorher mit verschiedenen Konzentrationen an YM155 fiir 48 Stunden behandelt worden sind.
Die gewihlten Konzentrationen ergaben sich aus den IC50-Konzentrationen, die zuvor im
CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay und Zellproliferations-ELISA
erarbeitet wurden.

Fiir Survivin zeigte sich in allen Zelllinien eine Korrelation zwischen Survivin-
Expression und YM155-Konzentration: Survivin wurde in mit YM155 behandelten Zellen stark
vermindert exprimiert. In den Zelllinien KYSE270, KYSE410 und OE19 konnte dariiber hinaus
beobachtet werden, dass eine steigende YMI155-Konzentration mit einer Abnahme der
Survivinexpression einhergeht (Abb. 18). Bei der Detektion von XIAP zeigt sich erstaunlicher
Weise eine Abnahme der Expression unter YM155 in den ESCC- Zelllinien KYSE270 und
KYSES520.

Zum Nachweis von Apoptose im Zusammenhang mit YM155 wurde ein Western Blot
mit dem Antikdrper PARP (Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase) durchgefiihrt (s. Abb.18). PARP

konnte dabei in allen Zelllinien nachgewiesen werden. Sein Spaltprodukt, cleaved — PARP,
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zeigte sich nur in zuvor im YM155 behandelten Zellen. In den Zelllinien K410 und K520 zeigt
sich dabei eine vermehrte Nachweillbarkeit des Spaltprodukts bei steigender YMI155-

Konzentration.
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Abb. 18: Detektion von Survivin, XIAP und der PARP-Spaltprodukte in Osophagus-Zelllinien
nach 48 Stunden Inkubation mit YM155. PARP ist in allen Zelllinien unabhingig von der YM-
Konzentration exprimiert. Das Spaltprodukt cleaved-PARP und Survivin sind nach Behandlung mit
YMI155 in allen Zelllinien reduziert. Weiterhin zeigt XIAP eine dosisabhingige Reduktion nach YM155-
Behandlung in den Zellinien KYSE 270 und KYSE520. GAPDH wurde als Loading- Kontrolle gewéhlt.
Abbildung aus Dizdar et al. [139].
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5.1 Die IAP-Familie im Osophaguskarzinom

Die IAP-Familie spielt eine entscheidende Rolle in der Kontrolle des apoptotischen
Zelltodes [108]. Es ist bekannt, dass in Tumoren die Regulation der Apoptose veridndert ist und
sich durch eine gesteigerte Anzahl iiberlebender Zellen kennzeichnet [48]. Daher hat man die
Expression bestimmter IAP in verschiedenen Tumorgeweben untersucht, sie mit klinisch
pathologischen Parametern korreliert und ihre prognostische Wertigkeit untersucht. Es konnte
gezeigt werden, das IAPs in vielen Karzinomarten iiberexprimiert sind [65]. Uber ihre genaue
Rolle im Osophaguskarzinom besteht allerdings noch Uneinigkeit. Daher wurde die Expression

der zwei ausgewihlten IAP-Mitglieder Survivin und XIAP im Osophaguskarzinom untersucht.

5.1.1 Survivin als prognostischer Faktor

Survivin ist das wahrscheinlich am besten erforschte und prominenteste Mitglied der
IAP-Familie. Es ist in vielen Tumoren {iberexprimiert und oftmals zeigt sich ein
Zusammenhang zwischen Tumoreigenschaften, Prognose und Survivin-Expression [41]. Zu der
Expression von Survivin im Osophaguskarzinom gibt es bereits mehrere Arbeiten, die sich
allerdings teilweise widersprechen und nur Teilaspekte abdecken. Die Expression von Survivin
wird dabei in ESCC und EAC getrennt untersucht, sowie in Nukleus und Zytoplasma jeweils
getrennt voneinander bewertet.

Im Osophagealen Plattenepithelkarzinom zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine
signifikant hohere Expression von Survivin im Nukleus und im Zytoplasma gegeniiber dem
Normalgewebe. Diese Beobachtung deckt sich zum einen mit den Ergebnissen von Kato et al.
[109] auf mRNA - Ebene und Grabowski et al. [110], die ebenfalls die Immunhistochemie als
Methode zur Quantifizierung gewihlt haben. Im Gegensatz dazu stehen die Ergebnisse von
Takeno et al. [111], die keinen signifikanten Unterschied zwischen der nukleédren
Survivinexpression im Tumor- und Normalgewebe feststellen konnten. Sie zeigten zum anderen
jedoch, dass die zytoplasmatische Survivinexpression mit einer schlechteren Differenzierung
(p<0,01) und Tumorinvasion (p<0,01) korreliert. Andere Immunhistochemische
Untersuchungen sehen lediglich Korrelationen zwischen einem positiven Lymphknotenstatus
und der nukledren Survivinexpression [112]. Die aktuelle Datenlage weist also darauf hin, dass
Survivin im 6sophagealen Plattenepithelkarzinom stark exprimiert ist. Auch in der Bewertung
von Survivin als prognostischer Faktor gehen die Meinungen weit auseinander. Takeno et al.
[111] sehen die zytoplasmatische Survivinexpression als prognostischen Faktor, der sowohl in

der univariaten, als auch in der multivariaten Analyse die Uberlebenszeit der Patienten
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unabhéngig von anderen Faktoren negativ beeinflusst. Gegensitzliche Daten erhoben
Dabrowski et al. [113], sowie Grabowski et al. [110], die keinen signifikanten Zusammenhang
zwischen der zytoplasmatischen Survivinexpression und dem Uberleben feststellen konnten.
Die nukledre Survivinexpression wird dagegen in mehreren Studien als signifikanter Faktor
gesehen, der mit einer schlechten Prognose und reduziertem Uberleben assoziiert ist [110, 112].
Zhu et al. [97] sieht Survivin sogar als einen wichtigeren prognostischen Faktor an als
Metastasierung oder Tumorstatus. Die von uns erhobenen Daten zeigen allerdings weder fiir
zytoplasmatische, noch fiir eine nukleédre Survivin-Expression prognostische Relevanz, was sich
mit den Beobachtungen von Hui et al. [114] und Dabrowski et al. [113] deckt. Neben der
Survivin-Expression stellten sich in einigen Studien auch der TNM-Status [110, 111] oder das
UICC-Stadium [113] als prognostische Faktoren dar. Allerdings fillt der Vergleich der
Uberlebensanalysen schwer, da unterschiedliche Therapieschemata verwendet wurden.
Intraoperative  Vorgehensweise, neoadjuvante oder adjuvante Radio-, Chemo- oder
Radiochemotherapie, sowie alternative Behandlungsmethoden beeinflussen die Uberlebenszeit.
Somit muss deutlich unterschieden werden unter welchen Umstinden die Uberlebensdaten der
einzelnen Studien erhoben wurden und darauthin die Survivin-Expression verglichen werden.
Die Daten der vorliegenden Arbeit stammen von Patienten, die alle einer Osophagektomie
unterzogen wurden. Uber weitere pri- oder postoperative Therapien sind allerdings keine Daten
erfasst worden. Ein reprisentativer Vergleich mit den einzelnen Studien im Detail ist somit nur
eingeschrankt moglich.

Die Studienlage zur Survivin-Expression im Adenokarzinom des Osophagus ist bislang
noch sehr eingeschrinkt. Lediglich die Ergebnisse dreier Studien konnte zum Vergleich mit den
von uns erhobenen Daten herangezogen werden. Zum einen hat Malhotra et al. [99] die
Survivin Expression auf mRNA-Ebene analysiert und eine signifikante Erhohung im Vergleich
zum Normalgewebe festgestellt. Dieses Ergebnis wurde durch Vallbohmer et al. [115] mit
Verwendung der gleichen Methode bestitigt. Durch Verwendung der IHC konnte bei unseren
Ergebnissen nach zytoplasmatischer und nukleédrer Survivin-Expression unterschieden werden,
welche beide eine signifikante Erhohung gegeniiber dem Normalgewebe zeigten. In unserer
univariaten Uberlebensanalyse zeigten sich Metastasierung und Lymphknotenstatus als negativ
prognostische Faktoren. In der multivariaten Analyse konnte die Metastasierung als
unabhingiger Faktor bestitigt werden. Eine prognostische Bedeutung der Survivin-Expression
konnte jedoch weder in unserer Studie, noch in anderen Veroffentlichungen nachgewiesen
werden [99, 100, 115].

Vergleicht man nun abschlieBend die Survivin-Expression in 0Osophagealen
Plattenepithel- und Adenokarzinomen, kann man in beiden histologischen Typen eine vermehrte
Expression von Survivin im Tumorgewebe nachweisen. Dies bestitigt das spezifische Auftreten

von Survivin in Karzinomen, wihrend es in gesundem Gewebe kaum nachwei3bar ist. Es
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konnte sogar eine verstirkte Survivin-Expression entlang der Metaplasie-Dysplasie-
Adenokarzinomsequenz des Osophagus nachgewiesen werden [115]. Survivin ist also ein
tumorspezifisches Protein und eignet sich somit als Zielstruktur in der Therapie des
Osophaguskarzinoms. Die unterschiedliche Bewertung der Survivin-Expression im Nukleus und
Zytoplasma sollte dabei kritisch bewertet werden. Li et al. [116] legte dar, dass die nukleére
Survivin-Expression sich oft falsch positiv darstellt und dies einer der entscheidenden
Fehlerquellen in der Auswertung der IHC darstellt. Um dieses Problem zu umgehen, konnten
Western Blots aus nukledren und cytoplasmatischen Extrakten als Alternativmethode

durchgefiihrt werden [116].

5.1.2 Unterschitzter Marker im Osophaguskarzinom — XIAP

In seiner Funktion als einziger direkter Caspasen-Inhibitor in der IAP-Familie spielt
XIAP eine groBe Rolle in der Regulation der Apoptose [76]. XIAP wurde in Zelllinien vieler
Karzinome bereits nachgewiesen [117]. Ebenso wie fiir Survivin konnte fiir XIAP eine
verstirkte Expression in verschiedenen Tumorgeweben gegeniiber dem Normalgewebe
nachgewiesen werden [118]. Dariiber hinaus zeigte sich XIAP beispielsweise im klarzelligen
Nierenzellkarzinom [118] und in der akuten myeloischen Leukédmie [117] als unabhingiger
prognostischer Marker in der Uberlebensanalyse.

Im Osophaguskarzinom ist die Expression von XIAP bisher lediglich fiir das
Plattenepithelkarzinom untersucht worden. Zhang et al. [103] konnten fiir XIAP eine verstirkte
Expression im Tumorgewebe des ESCC feststellen, was in unseren Ergebnissen bestitigt
werden konnte. Zhou et al. [101] fanden dariiber hinaus in ihrer immunhistochemischen
Analyse von 78 Patientenproben einen signifikanten Zusammenhang zwischen erhohter XIAP-
Expression und pTNM-Stadien und der Tumordifferenzierung. In unserer Analyse der klinisch
pathologischen Parameter konnte eine signifikante Korrelation der XIAP-Expression sowohl
mit dem weiblichen Geschlecht, als auch mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium gefunden
werden. Zhou et al. konnten zeigen, dass ein erhohtes XIAP-Level im Tumorgewebe mit einer
verkiirzten Uberlebenszeit korreliert ist [101]. Unsere Daten konnten diese prognostische
Relevanz von XIAP bei ESCC-Patienten bestitigen.

Im Adenokarzinom des Osophagus wurde die XIAP-Expression bisher noch nicht
untersucht. Wir konnten auf immunhistochemischer Ebene zeigen, dass XIAP im Tumorgewebe
signifikant stirker exprimiert ist als im Normalgewebe. Bei der Korrelation der XIAP-
Expression bei EAC-Patienten mit klinisch-pathologischen Parametern zeigten sich keine
signifikanten Zusammenhiinge. Auch in der Uberlebensanalyse zeigte sich fiir XIAP im EAC
keine prognostische Wertigkeit. Wie bereits fiir das Plattenepithelkarzinom ausgefiihrt, sind

auch bei der Analyse der Uberlebensdaten des Adenokarzinoms keine weiteren Details
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beziiglich einer adjuvanten Therapie miteinbezogen worden. Da bisher keine anderen Studien
zur XIAP-Expression im Adenokarzinom des Osophagus erschienen sind, bleibt abzuwarten,
inwiefern unser Fazit im Vergleich zu zukiinftigen Ergebnissen eingeordnet werden kann.

Dariiber hinaus konnten wir in Proben der EAC-Patienten eine positive Korrelation der
Expression von zytoplasmatischem Survivin und XIAP nachweisen, welche die wichtige Rolle
beider IAPs in Bezug auf ihre intermolekulare Zusammenarbeit unterstreicht. Dohi et al. [92]
beschrieben diesbeziiglich bereits die Interaktion von Survivin und XIAP, die hauptséchlich in
Mitochondrien und Zytoplasma stattfindet.

Insgesamt konnten wir bestitigen, dass XIAP auch im Osophaguskarzinom eine
tumorspezifische Expression zeigt und so die Beobachtungen von Nemoto et al. [119] durch
signifikante FErgebnisse bestidtigen. Obwohl die alleinige Wertigkeit von XIAP als
prognostischer Faktor sowohl im Adenokarzinom aufgrund mangelnder Anzahl von Studien
bisher nicht belegt ist, zeichnet sich ab, dass XIAP in Kombination mit Radio- bzw.
Chemotherapie als Zielstruktur in der Krebstherapie des Osophagus eine zunehmende Rolle

spielen konnte [101, 103].

5.2 Die IAP-Familie in der zielgerichteten Therapie

5.2.1 XIAP: BIR-Domanen im Fokus von Inhibitoren

Die BIR-Dominen von XIAP haben unter anderem die Funktion der direkten Caspase-
Inhibition inne [76, 77], sodass sich diese Strukturen ideal als Zielpunkte einer therapeutischen
Hemmung zur Induktion von Apoptose eignen. Auf Proteinebene zeigte sich eine gleichméBige
Expression von XIAP in allen verwendeten Zelllinien, auch eine Expression von cIAP1 und
cIAP2, die identische BIR-Doménen enthalten [41], konnte in einigen Zelllinien nachgewiesen
werden. Auf dieser Grundlage haben wir uns entschieden, zwei verschiedene Compounds zu
testen, deren Zielstrukturen die BIR-Doménen sind.

Bei den Inhibitoren der BIR-Doméinen handelt es sich um sog. Smac-Mimetics, da sie
die Funktion des Smac-Molekiils imitieren sollen [80]. Bei einem der beiden Substanzen
handelt es sich um GDC-0152, welches spezifisch an die BIR3-Doméne von XIAP, cIAP1 und
cIAP2 bindet [120]. Eine Behandlung von Zelllinien des Mammakarzinoms hatte eine Caspase
3- und Caspase 7-Aktivierung mit anschlieBendem Zelltod zur Folge [120]. Fiir das
Osophaguskarzinom konnten wir im Proliferationsassay allerdings keinen Effekt auf die
Lebendzellzahl feststellen. Auch Birinapant, welches ebenfalls die BIR3-Doméne inhibiert und
zusitzlich zu einer Autoubiquitination von cIAP1 fiihrt [121, 122], konnte in den

Osophaguszellinien keine Apoptose auslosen. Es wurde bereits gezeigt, dass Smac-Mimetics in
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alleiniger Anwendung keine oder nur geringe Auswirkungen in ausgewihlten Tumorzelllinien
erzielen konnten [89, 123]. Jedoch konnte fiir das Osophaguskarzinom durch Anwendung von
Smac-Mimetics eine Sensitivierung von Tumorzellen gegeniiber Radiotherapie [124] und
Chemotherapie [125] nachgewiesen werden. Auch wenn XIAP-Antagonisten allein in unseren
Versuchsreihen keinen direkten Effekt auf Osophaguskarzinom-Zellreihen zeigten, ist die
Anwendung in Kombinationstherapien mit Chemo- oder Radiotherapie weiter in klinischen

Studien zu evaluieren.

5.2.2 Survivin als vielversprechende Zielstruktur

Von allen Mitgliedern der IAP-Familie gilt Survivin allgemein als das Mitglied mit den
am besten erforschten und vielfiltigsten Funktionen in der Regulation der Zellhomdostase.
Durch seine starke Expression in vielen Tumorgeweben und der kaum nachweilbaren
Expression in gesundem Gewebe [65] eignet sich Survivin als Zielstruktur von neuen
Krebstherapien mit der Moglichkeit das Tumorgewebe spezifisch zu behandeln mit moglichst
wenig Nebenwirkungen. In unserer immunhistochemischen Auswertung hat sich auch fiir das
Osophaguskarzinom eine verstirkte Expression von Survivin bestitigt. Auf Proteinebene konnte
in allen verwendeten Osophagus-Zelllinien mit eine deutliche Survivinexpression nachgewiesen
werden. Somit eigneten sich diese Zelllinien zur Austestung verschiedener Inhibitoren von
Survivin.

Zum einen wurde der Einfluss von Tetra-O-methyl Nordihydroguaiaretic —Sidure (M4N)
auf die Zellproliferationsrate in Osophaguszelllinien getestet. Es handelt sich dabei um einen
Transkriptions-Repressor fiir Gene, die von dem Spl-Transkriptionsfaktor abhingig sind, wie
z.B. Survivin [87]. In einer Studie zu Glioblastomen zeigte sich M4N-abhingig eine erhohte
Zelltod-Rate und verminderte Zellproliferationsrate bei gleichzeitigem Riickgang der Survivin-
Level [87]. In den Proliferationsassays zeigte sich auch in den Osophaguskarzinom-Zelllinien
ein inhibitorischer Einfluss von M4N auf die Zahl der lebenden Zellen. Im MTS-Assay konnten
bei einer Konzentration von 1mM noch ein Zelliiberleben von 50% festgestellt werden. Zur
genaueren Quantifizierung wurden Proliferation-ELISA IC50-Werte bestimmt, die sich stark
voneinander unterschieden und sich in einem Rahmen von ca. 70uM bis 700uM bewegten.
Auch in anderen Studien wurden Streuungen der IC50-Werte innerhalb von Zelllinien der
gleichen Krebserkrankung beobachtet: Die IC50-Werte fiir Glioblastome beispielsweise lagen
im Rahmen von 87,5uM bis 171,39uM [87]. In Leukidmie-Zelllinien zeigte sich bei einer M4N-
Konzentration von 40uM eine eindeutige Auslosung des Zelltodes [126]. Im Vergleich zu
anderen Krebs-Zelllinien zeigt M4N in Osophagus-Zelllinien somit eingeschriinkte
Wirksamkeit: Die IC50-Werte liegen sehr viel hoher und zeigen eine extreme Streuung

innerhalb der verschiedenen Zelllinien. Obwohl M4N schon in priklinischen Studien bei guter
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Vertriglichkeit eine nachgewiesene Inhibition des Tumorwachstums hervorrufen konnte [127],
ist dies fiir das Osophaguskarzinom nur eingeschriinkt zu erwarten. Die groBen Unterschiede
zwischen den einzelnen Zelllinien und auch teilweise zwischen Werten innerhalb einer Zelllinie
lassen keine eindeutigen Schliisse beziiglich der Wirksamkeit von M4N im Osophaguskarzinom
zu. Daher wurde auch die genauere Funktion von M4N als moglicher Survivininhibitor im

Osophaguskarzinom nicht weiter untersucht.

5.2.3 YM155: Ein Survivininhibitor?

Auf der Suche nach einem potenten Survivininhibitor, der in der Lage ist
Tumorwachstum zu bremsen und sogar zu einer Verkleinerung des Tumors fithren kann, ist
man auf das Molekiil YM155 (Sepantronium Bromid) gestoBen. Initial wurde YMI155 als
Transkriptionsinhibitor von Survivin beschrieben, der die Verbindung zwischen dem
Transkriptionsfaktor Sp1 und der Promotorregion von Survivin unterbricht [128, 129]. So zeigte
sich unter anderem im Prostatakarzinom ein konzentrations- und zeitabhingiger inhibitorischer
Effekt von YM155 auf die Survivin-Expression auf mRNA- und Proteinebene, wihrend die
Expression anderer Mitglieder der IAP-Familie, wie XIAP und cIAPI1, unbeeinflusst blieben
[128], sodass YMI155 als spezifischer Survivin-Inhibitor gewertet wurde. Genauere
Untersuchungen zum Wirkungsmechanismus von YM155 wurden seitdem durchgefiihrt mit
sehr unterschiedlichen Ergebnissen. Zum einen deklarieren Feng et al. [130], dass YM155 durch
Runterregulation von Survivin Caspase-8-abhidngigen Zelltod in Leukimie-Zelllinien auslésen
kann. Zum anderen werden Wirkungsmechanismen diskutiert, die unabhzngig von Survivin und
der Caspase-abhingigen Apoptose sind. In mehreren Studien konnte nachgewiesen werden,
dass YM155 DNA-Schéaden verursacht [131, 132]. Auch durch Autophagie induzierter Zelltod
[133] oder eine PARP-abhingige Form des Zelltodes, Parthanatos [134], werden als
Wirkungsmechanismus von YM155 diskutiert. Die Funktion von YMI155 als spezifischer
Survivininhibitor wird also mehr und mehr in Frage gestellt.

Wir haben die Wirkung von YM155 in ausgewihlten Osophaguskarzinom-Zelllinien
getestet und in Zusammenhang mit der Survivin-Expression betrachtet. Qin et al. und Zhao et
al. veroffentlichten bereits vielversprechende Ergebnisse zur Antitumor-Wirkung von YM155
in ESCC-Zelllinien, allerdings liegen zum jetzigen Zeitpunkt noch keine Daten zu EAC-
Zellinien vor [134, 135]. Im Proliferationsassay konnte ein inhibitorischer Einfluss von YM155
auf die Lebendzellzahl festgestellt werden. Qin et al. [135] konnten in ihrer Studie in Zelllinien
des ESCC ebenfalls IC50-Werte von 12 bzw. 50nM nach 48 Stunden Inkubation mit YM155
erheben. Da die hoheren IC50-Werte in unseren ESCC und EAC Zelllinien durch den
Proliferations-ELISA  bestitigt werden konnten, ist davon auszugehen, dass die

Osophaguskarzinomzellen weniger sensibel auf YM155 reagieren als Leukiimiezellen. Dennoch
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zeigt sich in beiden Karzinomen, dass YM155 bei Konzentrationen im nanomolaren Bereich
den Zelltod maligner Zellen herbeifithren kann.

Um den Wirkungsmechanismus von YM155 zu untersuchen, stellten wir den Einfluss
von YM155 auf die Expression zweier Mitglieder der IAP-Familie auf Proteinebene dar. Es
zeigte sich eine Abnahme der Survivin-Expression bei steigenden YM155-Konzentrationen
Konzentrationen in allen Zellinien unabhingig vom histologischen Subtypen. Die XIAP-
Expression blieb dagegen unbeeinflusst. Dieses Ergebnis entspricht den Beobachtungen im
Prostastakarzinom [128] und im nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom [136]. Zhao et al. [134]
stellten fast gegensitzliche Ergebnisse fiir einige KYSE-Zelllinien des Plattenepithelkarzinoms
des Osophagus fest: KYSE410 zeigte auf Proteinebene keine Abnahme der Survivin-Expression
nach YMI155-Behandlung, dagegen wiesen alle Zelllinien stark reduzierte XIAP-Level unter
YM155-Einfluss auf. Wie ein solcher Unterschied der Suvivin-Expression in der Untersuchung
der gleichen Zelllinie zu Stande kommen kann, 1dsst sich mit einer Beobachtung von Nakahara
et al. begriinden: Sie zeigten, dass die Wirkung von YM155 auf die Survivin-Expression nicht
nur konzentrations-, sondern auch zeitabhidngig ist [128]. Vergleicht man vor diesem
Hintergrund die Ergebnisse, ldsst sich feststellen, dass Zhao et al. lediglich eine Inkubationszeit
von 12 bis 24 Stunden mit YM155 gewdhlt haben [134], in unserer Studie die Zelllinien
dagegen bis zu 48 Stunden mit YM155 inkubiert wurden. Bestiitigt werden unsere Ergebnisse
dabei durch Qin et al. [135], die ebenfalls nach 48 Stunden Inkubationszeit eine
konzentrationsabhiingige Abnahme der Survivin-Expression darstellen konnten ohne
Veranderungen der Expression von XIAP und cIAP1. Damit scheint im Plattenepithelkarzinom
des Osophagus auch die Inkubationszeit neben der verwendeten YM155-Konzentration eine
Rolle zu spielen. So lassen sich zwar die unterschiedlichen Beobachtungen beziiglich der
Survivin-Expression erkldren, nicht jedoch die Wirkung auf die XIAP-Expression. Zhao et al.
zeigten als Einzige einen inhibitorischen Einfluss von YM155 auf die XIAP-Expression [134].
Unsere Beobachtung, in der XIAP unbeeinflusst von YM155 bleibt, deckt sich dagegen mit der
Vielzahl der bisherigen Forschungsergebnisse auf diesem Gebiet [128, 135, 136]. Daher deuten
unsere Ergebnisse daraufhin, dass ein spezifischer Zusammenhang zwischen YM155 und der
Survivin-Expression besteht, ohne dass die Expression anderer Mitglieder der IAP-Familie
dadurch beeinflusst wird.

Da Survivin als ein Apoptose-inhibierendes Molekiil gilt, liegt zunédchst die Vermutung
nahe, dass YM155 durch Survivin-Inhibition Apoptose induziert. Diese Theorie konnten wir
durch Nachweis einer PARP-Spaltung in allen Zelllinien bestéitigen. Es zeigte sich dabei, dass
die PARP-Spaltprodukte als Marker der Apoptose mit steigender YM155-Konzentration
vermehrt nachweiflbar sind. Diese Beobachtung korreliert mit der konzentrationsabhéngigen
Inhibition der Survivin-Expression in den entsprechenden Zelllinien. Malhotra et al. [99]

zeigten im Adenokarzinom des Osophagus, dass eine gezielte Blockade von Survivin durch
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siRNA zu einer verstirkten Hochregulierung von PARP- und Caspase 3-Spaltprodukten fiihrt.
YMI155 hat in unserer Studie Ergebnisse erzielt, die mit einer direkten Survivin-Inhibition in
den Zelllinien OE19 und OE33 [99] vergleichbar sind. So kommen wir zu dem Ergebnis, dass
YM155 im Osophaguskarzinom als Survivin-Inhibitor wirkt. Unklar ist jedoch weiterhin,
welche Art des Zelltods dadurch ausgelost wird. Zhao et al. [134] konnten in ihrer Studie zum
Plattenepithelkarzinom des Osophagus zwar eine vermehrte PARP-Spaltung, jedoch keine
Caspasen-Spaltung feststellen. Ein nicht-apoptotischer, Caspasen-unabhingiger Weg des
Zelltods, der von PARP induziert wird, wurde als Ausloser des Zelluntergangs identifiziert:
Parthanatos [134]. Im Mammakarzinom konnte ebenfalls eine YM155-induzierte Caspase3-
Spaltung festgestellt werden, allerdings wurde der Zelltod durch Autophagie, der ebenfalls eine
Caspasen-Aktivierung beinhaltet, als ursidchlich betrachtet [133]. Dariiber hinaus wird auch eine
Caspasen-unabhingige DNA-Schidigung als Wirkungsmechanismus herangezogen, die nur
sekunddr einen Effekt auf die Survivin-Expression haben [131]. Welche dieser Thesen
unterstiitzt werden sollte, kann auf Grundlage unserer Forschungsergebnisse allerdings nicht
festgelegt werden. Es zeigt sich zwar deutlich, dass YMI155 einen Einfluss auf die
Survivinexpression hat, in welcher Form es allerdings zum Zelluntergang fiihrt, kann nicht
eindeutig gesagt werden.

Unabhiéngig von seinem genauen Wirkmechanismus, zeigt YM155 in klinischen
Studien gute Ergebnisse. Sowohl in Kombination mit Radiotherapie [135, 136], als auch mit
Chemotherapie [137] fithrt YM155 zu einer erhdhten Zelluntergangsrate der Tumore bei guter
Vertriglichkeit im Vergleich zu Therapien ohne YM155. Eine klinische Phase 1I-Studie, in der
34 Patienten mit einem Stadium III/IV-Melanom mit YM155 als Monotherapie behandelt
wurden, zeigte zwar eine gute Vertrdglichkeit von YM155 jedoch keine signifikanten Erfolge
in der Krebsbehandlung [138]. Bisher sind zwar in keiner klinischen Studie schwere
Nebenwirkungen von YMI155 verzeichnet worden, allerdings werden Bedenken dariiber
geduBert mit einer Substanz zu arbeiten, deren Wirkungsmechanismus und Wechselwirkungen
mit Vorgingen im menschlichen Organismus noch nicht zur Géinze geklirt sind [133]. Viele
Ergebnisse stellen die urspriingliche Funktion von YM155 als Survivin-Inhibitor in Frage.
Unsere Beobachtungen bestirken jedoch die Rolle von YMI155 als spezifischer Survivin-
Inhibitor, auch wenn der genaue Mechanismus des ausgelosten Zelltods nicht abschlieBend
geklirt werden kann. Daher sind genauere Studien zur Funktion von YM155 in menschlichen
Zellen, sowohl in maligne veridnderten, als auch in gesunden, erforderlich, um eine fundierte

und gesicherte Therapie mit YM155 auch langfristig zu ermoglichen.
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In dieser Arbeit wurde die Expression von Survivin und XIAP im Osophaguskarzinom,
sowie ihre Bedeutung und Nutzen fiir mogliche Therapieansidtze untersucht. Eine
Uberexpression beider Mitglieder der IAP-Familie wurde bereits in vielen Karzinomen
nachgewiesen und war dort oft mit einer schlechten Prognose assoziiert. Nun wurde zunéchst an
Tumorgewebe beider histologischer Osophaguskarzinomtypen, dem Adeno- und dem
Plattenepithelkarzinom, eine Expressionsanalyse beider IAPs durchgefiihrt. Bisherige Daten zu
XIAP und Survivin im Osophaguskarzinom sind kontrovers und nicht vollstindig. Nach
unseren Recherchen wurde in dieser Arbeit zum ersten Mal die XIAP-Expression im
Adenokarzinom des Osophagus untersucht. Wir konnten bestitigen, dass beide IAPs sowohl im
EAC als auch im ESCC im Vergleich zum Normalgewebe iiberexprimiert sind. Fiir das ESCC
konnte dariiber hinaus gezeigt werden, dass die Tumorprogression mit der XIAP-Expression
und ein hohes Tumorstadium mit der Survivin-Expression korreliert. Dariiber hinaus lie} sich
im ESCC eine prognostische Relevanz von XIAP nachweisen.

Die Auswertung der Gewebeproben der ausgewihlten Patientengruppen zeigte somit
eine eindeutige Relevanz von XIAP und Survivin im Osophaguskarzinom. Daher wurden im
ndchsten Schritt insgesamt sechs Zelllinien von EAC und ESCC ausgewdhlt, um die Expression
beider IAPs und ihre mogliche Beeinflussung zu untersuchen. Nach Nachweis der Expression in
allen Zelllinien wurden verschiedene Substanzen ausgewihlt, welche als IAP-Inhibitoren gelten,
und ihre Effekte auf die untersuchten Zelllinien getestet. Den beeindruckensten Effekt hatte
dabei YM155, ein Survivin-Inhibitor. Dieser konnte in allen Zelllinien die Survivin-Expression,
die Zellviabilitit und die Proliferation reduzieren. Der genaue Wirkmechanismus ist zwar noch
nicht abschlieBend geklért, jedoch gibt diese Arbeit Hinweise darauf, dass eine direkte Survivin-
Inhibition mit folglicher Apoptose-Induktion grundlegend ist. Somit stellt YM155 eine iiberaus
geeignete Substanz in der zielgerichteten Therapie des Osophaguskarzinoms dar. Die
untersuchten Smac-Mimetics AT406, Birinapant und GDC-0152 konnten in unseren
Zellversuchen keinen Effekt in vitro erzielen. Dies deckt sich teils mit Ergebnissen anderer
Studien. Fine Wirkung in Kombination mit anderen Therapieformen wie Chemo- und
Radiotherapie in vivo sollte jedoch weiter erforscht werden.

Die Limitationen dieser Arbeit bestehen zum einen im retrospektiven Design und der
Fallzahlen. Zum anderen fehlen zur besseren Bewertung der Wirksamkeit der untersuchten IAP-
Inhibitoren in vivo Experimente. Dennoch wird die Rolle von Survivin und XIAP in der
Onkogenese des Osophaguskarzinoms deutlich und ebnet den Weg fiir eine weitere Erforschung

von IAPs als Ziel einer gerichteten Tumortherapie im Osophaguskarzinom.
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