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Fir meine Eltern

« Zusammenfassung (deutsch)

Viele Karzinome zeigen eine Uberexpression des epithelialen Zelladhasionsmolekiils
(epithelial cell adhesion molecule) EpCAM. EpCAM kommt auf der Zelloberflache
verschiedener Epithelzellen vor und vermittelt Zell-Zell-Kontakte. Die Zell-Zell-



Adhasion durch EpCAM ist im Vergleich zu durch andere Adhasionsmolekule
ausgeloste Kontakte weniger stark ausgepragt. Neben der Zelladhasion gehoren die
Induktion der Zellproliferation und die Expression Karzinom-assoziierter Proteine zu
den Effekten von EpCAM.

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der EpCAM-Expression in Gastro-entero-
pankreatischen-(GEP)-Neuroendokrinen Neoplasien (NEN) und der potentiellen Rolle
von EpCAM als Prognosemarker flur einen malignen Verlauf. Zu diesem Zweck wurden
Gewebeproben des Primarius von 85 Patienten mit NEN und zusatzlich 14
Lymphknoten- (LN) und 9 Fernmetastasen hinsichtlich der EpCAM- und Ki-67-
Expression mittels Tissue Microarray (TMA) immunhistochemisch analysiert.
Anschliel3end erfolgte eine Korrelationsanalyse der EpCAM-Daten mit den klinischen
und pathologischen Parametern der Patienten. Besonderes Augenmerk galt der

moglichen prognostischen Wertigkeit der EpCAM-Expression auf das Uberleben.

Patienten mit Fernmetastasen zeigten im Vergleich zu Patienten ohne
Fernmetastasen eine signifikant erhohte EpCAM-Expression (p=0,0102). Weiter
erhohte sich die EpCAM-Expression mit zunehmendem Tumorstadium (p=0,0254). Als
Prognosefaktoren fir das Uberleben wurden in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse der N-Status, die Ki-67-Expression und die WHO-Klassifikation
und in der multivariaten Analyse der N-Status und die Tumorlokalisation (Darm vs.
Pankreas vs. andere) identifiziert. Die Unterschiede beim Uberleben von Patienten mit
Immunreaktiver-Score-(IRS)-Werten fur EpCAM < 4 versus > 4 waren je nach
Testverfahren entweder als signifikant einzustufen oder verfehlten die Signifikanz nur
knapp. Eine erhdhte EpCAM-Expression war mit einem geringeren Mortalitatsrisiko
assoziiert (HR=0,561). Eine EpCAM-Gruppeneinteilung mit anderen IRS-Grenzwerten
verschlechterte die prognostische Wertigkeit. Diese Ergebnisse zeigen, dass eine
niedrige EpCAM-Expression Patienten mit einem hohen Risiko fur einen malignen

Verlauf mdglicherweise identifizieren und somit ggf. als Prognosemarker dienen kann.

« Summary (english)

Many carcinomas show an over expression of the (epithelial cell adhesion molecule)
(HR=0,561) EpCAM. EpCAM is a cell adhesion molecule that occurs on the cell

surface of various epithelial cells and mediates cell-cell contacts. The cell-cell adhesion



by EpCAM is less pronounced in comparison to other adhesion molecules. In addition
to cell adhesion, the effects of the EpCAM include the induction of cell proliferation and

the expression of carcinoma-associated proteins.

The aim of this thesis was to analyse EpCAM expression in gastroentero-pancreatic
(GEP) neuroendocrine neoplasia (NEN) and the potential role of EpCAM as a
prognostic indicator for malignancy in NEN. For this purpose, tissue samples from the
primary tumour of 85 patients with NEN and additionally 14 lymph nodes and 9 distant
metastases were immunohistochemically analysed for EpCAM and Ki-67 expression
by means of tissue microarray (TMA). Subsequently, an analysis of the potential
correlation of the immunohistochemical EpCAM data with the clinical and pathological
parameters of the tumours were compared to each other. Special attention was paid

to the potential prognostic value of EpCAM expression on survival.

Patients with distant metastasis showed a significant higher EpCAM-Expression
(p=0.102) compared to patients without distant metastasis. Furthermore, the EpCAM
expression increases parallel to the tumor stage (p=0.0254). The univariate Cox-
regression analysis identified N-stage, Ki-67-expression and die WHO-classification
and the multivariate analysis N-stage und tumor localisation (gut vs. pancreas vs.
other) as as prognostic factors for overall survival. The differences concerning survival
of patients with immunereactive score (IRS) values < 4 versus > 4 were significant or
just missed statistical significance depending on the testing method. An enhanced
EpCAM expression was associatid with a lower mortality risk (HR=0,561). An EpCAM
grouping with different IRS limit values reduced the prognostic value. These results
show that a low EpCAM expression may possibly identify patients with a high risk of

malignant progression and thus may serve as a prognostic marker.

« Abkirzungsverzeichnis
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* Einleitung

Das epitheliale Zell-Adhasionsmolekul EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) wird
in zahlreichen Tumoren Uberexprimiert, wobei das AusmaR der Uberexpression mit
der Prognose und der Malignitat des Tumors korreliert. Damit kénnte EpCAM potentiell
auch als Prognosemarker fur den Krankheitsverlauf bei neuroendokrinen Neoplasien

(NEN) geeignet sein.

*  Neuroendokrine Neoplasien

. Atiologie/Epidemiologie

NEN sind eine Gruppe von Tumoren des diffusen endokrinen Systems, deren Zellen

Vesikel besitzen, in denen die zelltypspezifischen Marker Chromogranin A (CgA) und



Synaptophysin nachgewiesen werden konnen [Anlauf et al. 2011, Kloppel & Anlauf
2005, Kloppel et al. 2009]. Die Tumoren sind zu ca. 85 % im gastro-entero-
pankreatischen System (GEP) lokalisiert und werden dort als GEP-NEN bezeichnet.
Unterschieden werden Tumoren des Vorderdarms (foregut), des Mitteldarms (midgut)
und des Hinterdarms (hindgut) [Bocker et al. 2004]. Das Verteilungsmuster der
Tumoren ist variabel. Die haufigsten Lokalisationen der GEP-NEN sind mit ca. 50 %
der Appendix und mit ca. 25 % der Dinndarm. Die restlichen 25 % verteilen sich auf
das Rektum (15 %), den Magen (2 %), das Kolon (5 %), das Gallensystem und den
Osophagus (2 %) sowie auf das Pankreas (3 %) [Bale et al. 1991, Bdcker et al. 2004,
Oberndorfer 1907, Shan et al. 1998, Shepherd 1991].

Eine Besonderheit dieser langsam wachsenden Tumoren ist, dass sie ab einer Groke
von ca. 2 cm zu 86-95 % Lymphknoten-(LN)- und zu 50 % Lebermetastasen bilden.
Die bevorzugten Metastasierungsorte sind die regionaren LN, sowie die Leber, die
Lunge und das Skelett. Aufgrund des langsamen Wachstums am Entstehungsort
fuhren NEN erst spat zu einer klinischen Symptomatik. Zu diesem Zeitpunkt kénnen
bei einem Drittel der Patienten bereits Metastasen in den regionaren LN und in der
Leber festgestellt werden. Daher werden NEN auch als ,,cancer in slow motion*
bezeichnet [Marshall & Bodnarchuk 1993]. Weiter zeichnen sich NEN in Abhangigkeit
von ihrer Lokalisation durch die Sekretion von Hormonen, wie Serotonin, Insulin,
Glukagon, Gastrin, oder vasoaktive Substanzen wie Kalikrein, Histamin und
adrenocorticotropes Hormon (ACTH) aus. Durch die erhdhte Sekretion solcher
Hormone koénnen charakteristische Syndrome (z. B. Karzinoid-Syndrom) entstehen.
Teilweise werden die Tumoren nach der von ihnen sezernierten Substanz benannt
(z. B. Gastrinome, VIPome (VIP = vasoaktives Intestinalpeptid), Glukanome und

Insulinome).

NEN treten in der Regel sporadisch auf, kdnnen sich aber auch im Rahmen einer

genetischen Pradisposition manifestieren.

Die NEN-Inzidenz, insbesondere des Gastrointestinaltraktes, ist in den vergangenen
Jahren weltweit deutlich angestiegen [Modlin et al. 2008]. Als Ursachen gelten die
verbesserten diagnostischen Moglichkeiten, ein besseres klinisches Bewusstsein und
neue nationale und internationale Netzwerke [Dérffel & Wermke 2009, Ezziddin et al.
2006, Fuchs & Schepp 2008, Grenacher & Klauss 2009, Hassan et al. 2008,
Plockinger et al. 2009a, 2009b]. In Deutschland betragt die jahrliche Gesamtinzidenz



ca. 5,3 Erkrankungen pro 100.000 Personen. Die Haufigkeit schwankt in Abhangigkeit
von der Lage des Primartumors (z. B. Rektum-NEN 0,86/100.000 Jahr und Pankreas-
NET 0,32/100.000 Jahr). Pankreas-NEN treten bei Frauen und Manner etwa gleich
haufig auf, ihre Inzidenz steigt mit zunehmendem Lebensalter. Die Pravalenz betragt
weniger als 1/100.000, wobei Insulinome und Gastrinome 60 % und nicht-funktionelle

Tumoren ca. 30 % der Neoplasien stellen.

. Historie

NEN wurden erstmals 1838 von Merling beschrieben [Kloppel & Heitz 1981].
Heidenhain identifizierte 1870 chromaffine Zellen des Dlinndarms als Ursprungszellen
dieses Tumortyps. Ranson fasste 1890 die Symptome Diarrhoe und Dyspnoe unter
dem Begriff ,Karzinoid-Syndrom“ zusammen. 1897 beschrieb Kulschitzky die Kornung
der Tumorzellen als Charakteristikum der chromaffinen Zellen in den Lieberkihnschen
Krypten. Ciaccio thematisierte 1906 in seiner Abhandlung ,,Sur une nouvelle espece
cellulaire dans les glandes de Lieberkiihn“ als Erster den endokrinen Ursprung der
Tumoren. Oberndorfer fuhrte 1907 den Begriff des ,Karzinoid-Tumors® fur einen
morphologisch differenzierten und im Vergleich zum klassischen Adenokarzinom
weniger aggressiven Tumor ein [Zuetenhorst & Taal 2005]. 1914 entdeckte die
Forschergruppe um Gosset und Masson die Eigenschaft der Argentaffinitat, die zuvor
bei enterochromaffinen Zellen (EC) nachgewiesen wurde, auch bei Karzinoiden. Im
Jahr 1924 wurde eine identische Argentaffinitat in den EC-Zellen der Lieberkihnschen
Drisen des Dinndarms und den Karzinoiden entdeckt. Man schloss daraus, dass die
Karzinoid-Zellen von EC an der Basis der Lieberkihn-Krypten abstammen [Tiedeken
1983]. 1930 beschrieb Cassidy, geleitet von Beobachtungen an einem Patienten mit
L-Phdnomenaler Gesichtsrétung, die bei Aufregung oder Nahrungsaufnahme verstarkt
wird“das Symptom eines Flush. 1931 wurde das Karzinoid-Syndrom mit episodischen
Flush-Anfallen, Diarrhoen, kollikartigen Leibschmerzen, asthmatischen Beschwerden,
Tachykardien, Hautveranderungen (Dauerzyanose, Teleangiektasien, pellagraartige
Dermatosen, Hyperpigmentierungen) und einer moglichen Endokardfibrose detailliert
beschrieben [Cassidy 1930]. Feyrter charakterisierte die ,hellen Zellen® im Darm
anhand ihrer typischen Granulierung (argentaffine Zellen) und schloss auf ihren
endokrinen Ursprung. Er erkannte, dass die DUnndarm-Karzinoide nur einen Teil eines
peripheren endokrinen Systems darstellen und leitete daraus das ,,Helle-Zellen-

System* ab [Feyrter 1938]. 1936 isolierten Feyrter und Unna mit Serotonin einen



vasoaktiven Stoff aus einem Appendix-Karzinoid, der 1948 auch von Rapport et al. im
Serum nachgewiesen wurde. Der Nachweis, dass das Serotonin von EC gebildet wird,
gelang 1952 Erspamer und Asero. Zwei Jahre spater wurde Serotonin auch in
Dunndarm-Karzinoiden nachgewiesen [Lembeck 1953]. 1955 wurde ein Abbauprodukt
des Serotonins, die 5-Hydroxy-Indolessigsaure (5-HIES), im Urin entdeckt [Page et al.
1955]. 1963 fassten Williams und Sandler Tumoren mit vergleichbaren klinischen und
biochemischen Eigenschaften in Gruppen zusammen und klassifizierten diese in

Entitaten des Vorder-, Mittel- und Hinterdarms.

Pearse pragte 1969 den Begriff des Amine Precursor Uptake and Decarboxylation-
(APUD)-Zellsystems. Die Zellen dieses Systems lassen sich
entwicklungsgeschichtlich auf eine gemeinsame pluripotente Stammzelle des
Neuroektoderms zuruckfuhren. Daher kommen NEN im Zentralnervensystem und in
peripheren Organen vor. 1980 fasste die Weltgesundheitsorganisation (world health
organization, WHO) benigne, maligne, funktionelle und nicht-funktionelle Tumoren als
,Karzinoide“ zusammen [Solcia et al. 1981]. Capella et al. ersetzten 1994 den Begriff
»Karzinoid“ durch ,Neuroendokrinen Tumor (NET)“ und klassifizierten die Tumoren
nach ihrer Malignitat [Yalow & Berson 1960]. Die NET-Klassifikation der WHO aus dem
Jahre 2000 fuhrte den Begriff des NET bzw. des neuroendokrinen Karzinoms (NEC)
ein und teilte die Tumoren in hoch differenzierte NET, in hochdifferenzierte NEC und
in schlecht differenzierte NEC ein [HOkfelt et al. 1980].

Die nachste Novellierung der WHO-KIassifikation der GEP-NEN erfolgte 2010 auf der
Basis der These, dass alle GEP-NEN mit hoher Wahrscheinlichkeit maligne sind, sich
jedoch klar in ihrer Moglichkeit zur Metastasenbildung unterscheiden. Alle gut
differenzierten NEN werden als NET G1 (entspricht dem Karzinoid) oder G2
beschrieben. Schlecht differenzierte NEN werden als NEC G3 gefuhrt und in klein- und
grolizellige Karzinome differenziert. Eine Sonderstellung nehmen gemischte adeno-
neuroendokrine Karzinome (MANEC) sowie hyper- und praneoplastische Lasionen ein
[Krejs 1987].



. NEN-Klassifikationen

. System nach Capella

Aufgrund der uneinheitlichen Nomenklatur und der Schwierigkeit, das biologische
Verhalten der Tumoren abzuschatzen, schlugen Capella et al. 1994 vor, endokrine
Tumoren der Lunge, des Pankreas und des Gastrointestinaltraktes als NET und bei
Metastasierung bzw. dem Vorliegen eindeutiger Malignitatskriterien als NEC zu

bezeichnen. Die Unterteilung der Tumoren beruht in diesem System auf drei Kriterien:

* Ursprungsort: Dabei wird der Gastrointestinaltrakt in einzelne Abschnitte
untergliedert.

« Dignitatsgruppen: Die Unterteilung erfolgt auf dem Boden der histologischen
Differenzierung, der Invasion in Nachbarorgane, der Metastasierung und der
TumorgroRe [Kldppel et al. 1996]:

Stadium 1) benignes Verhalten,

Stadium 2) benignes oder niedrig malignes Verhalten,

Stadium 3) malignes Verhalten und

Stadium 4) hochgradig malignes Verhalten (mixed exocrine-endocrine)

* Einteilung in ,,funktionelle” und ,,nicht-funktionelle” NET: Kriterium ist das
Vorhandensein / Fehlen einer aktiven Hormonproduktion in Blut- bzw. Urinproben,

die ggf. mit einem typischen klinischen Syndrom einhergeht [Arnold & Frank 1996].

. WHO-Klassifikation

2000 fuhrte die WHO fur NET vom epithelialen Typ eine revidierte Klassifikation zur
Einteilung und Beschreibung der Tumoren ein [Capella et al. 1994], wobei ebenfalls
die Begriffe NET bzw. NEC gewahlt wurden. Diese Klassifikation (s. Tab. 1) unterteilt
die Tumoren unter Berucksichtigung der Tumorlokalisation, der TumorgrofRe, der
Hormonproduktion, des histologischen Gradings, des Proliferationsindex und der
Angioinvasion in vier Gruppen [Kl6ppel et al. 2004, Ramage et al. 2005].

Tab. 1: Klassifikation neuroendokriner Tumoren (NET)

Hochdifferenzierter neuroendokriner Tumor

¢ hormonell aktiv
e hormonell inaktiv
Hochdifferenziertes neuroendokrines Karzinom

¢ hormonell aktiv




e hormonell inaktiv
Niedrigdifferenziertes neuroendokrines (kleinzelliges) Karzinom

Gemischter exokriner-endokriner Tumor

Tumordhnliche Lasion (Tumorlet)
Quelle: [Capella et al. 2000, DeLellis et al. 2004]

2010 erschien eine Uberarbeitete WHO-Klassifikation, wobei die grundlegenden
Kriterien (z. B. Differenzierung, Proliferation) der vorherigen WHO-Klassifikation
beibehalten wurden. Die aktuelle WHO-KIassifikation geht davon aus, dass alle GEP-
NEN maligne sind wund sich lediglich hinsichtlich ihrer Metastasierungs-
wahrscheinlichkeit unterscheiden. Gut differenzierte NEN werden unter NET G1 oder
G2 und schlecht differenzierte NEN unter NEC G3 zusammengefasst. Bei den NEC
G3 werden daruber hinaus kleinzellige und grof3zellige Tumoren unterschieden. Die
Tumorlokalisation, -grofe, -ausbreitung und Angioinvasion wurde in die TNM-
Klassifikation verlagert, die die Klassifikation erganzt. Hinzu kommt ein Grading-
System, das die prognostisch-therapeutische Wertung verbessert. Ausgenommen

hiervon sind MANEC sowie hyperplastische und praneoplastische Lasionen.

. TNM-Stadieneinteilung und Grading

2006 wurde auf der Basis Leitlinien der ,European Neuroendocrine Tumor Society*
(ENETS) zur NET-Risikoeinschatzung auf der Konsensus-Konferenz eine TNM-
Klassifikation fur ,foregut® GEP-NET erstellt. Die Einteilung fur ,midgut® und ,hindgut"
Tumoren erfolgte 2007. Letztere bezieht den Tumorzelltyp, die funktionale Aktivitat und
den genetischen Hintergrund nicht mit ein [Rindi et al. 2006, 2007]. Die TNM-
Stadieneinteilung fur kolorektale NET ist in Tabelle 2 dargestellt.

Tab. 2: TNM-Stadieneinteilung fiir kolorektale Neuroendokrine Tumoren (NET)

Parameter Auspragung Charakteristikum
Tumor X Primartumor nicht beurteilbar
T0 kein Hinweis auf Primartumor
T1 Tumor infiltriert Mukosa oder Submukosa.
T1a: <1 cm;
T1b: 1-2 cm
T2 Tumor infiltriert Muscularis propria oder ist >2 cm




T3 Tumor infiltriert Subserosalperikolisches oder perirektales
Fettgewebe

T4 Tumor infiltriert andere Organe/Strukturen und/oder
perforiert Peritoneum

Zusatz (m) fur multiple Tumoren

Lymphknoten NX regionaler LN-Status nicht beurteilbar
(LN) NO keine regionalen LN befallen

N1 regionale LN-Metastasen: Fernmetastasen
Fern- MX Fernmetastasen-Status nicht beurteilbar
metastasen MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Quelle: modifiziert nach Rindi et al. (2007)

Zudem wurden ein Staging- (s. Tab. 3) und ein Grading-System (s. Tab. 4) eingefihrt.
Gut differenzierte Tumoren werden durch das Grading in die Grade G1 und G2,

schlecht differenzierte Tumoren in G3 eingeordnet.

Tab. 3: Staging fiir neuroendokrine Tumoren (NET) von Kolon und Rektum

Stadium T: Primartumor N: regionale M: Fernmetastasen
Lymphknoten
la T1a NO MO
Ib T1b NO MO
lla T2 NO MO
lib T3 NO MO
llla T4 NO MO
lib Jedes T N1 MO
v Jedes T Jedes N M1

Quelle: Modifiziert nach Rindi et al. (2007)

Tab. 4: Grading fiir gastro-entero-pankreatische neuroendokrine Tumoren (GEP-NET) aus
lleum, Appendix, Kolon und Rektum

Grade Mitoserate (10 HPF) Ki-67-Index (%)
G1 <2 <2
G2 2-20 3-20
G3 >20 >20

HPF = Hauptgesichtsfeld (high power field); Ki-67 = Proliferationsmarker
Quelle: Modifiziert nach Rindi et al. (2007)




Aufgrund der deutlichen Schwachen des Systems bei Tumoren in fortgeschrittenem
Stadium mit Metastasierung wurde 2010 eine verbesserte WHO-Klassifikation
veroffentlicht, die das Grading und Staging der NEN separat auffihrt (s. Tab. 5).
AuRerdem wurde eine Einteilung in NET G1, NET G2 und NEC G3 vorgenom-
men [Klimstra et al. 2010].

Tab. 5: WHO- (2010) und ENETS-Klassifikation fiir gastro-entero-pankreatische
neuroendokrine Tumoren (GEP-NET) und Pankreas-NET / Grading System nach
ENETS (2006/07) [Bubendorf et al. 2001]

Grading GEP-NET (ENETS)* GEP-NET (WHO 2010)** Pankreas***
Low Grade neuroendokriner Tumor neuroendokrine gut differenzierte
Grad 1 (G1) Neoplasie endokrine Neoplasie
Grad 1 (G1)
Intermediate neuroendokriner Tumor neuroendokrine gut differenzierte
Grade Grad 2 (G2) Neoplasie endokrine Neoplasie
Grad 2 (G2)
High Grade neuroendokrines neuroendokrines gering differenzierte
Karzinom Grad 3 (G3) Karzinom Grad 3 (G3) endokrine Neoplasie
(kleinzelliges Karzinom) | (kleinzelliges Karzinom) (kleinzelliges Karzinom)
neuroendokrines neuroendokrines gering differenzierte
Karzinom Grad 3 (G3) Karzinom Grad 3 (G3) endokrine Neoplasie
(grolzelliges Karzinom) | (grofRzelliges Karzinom) (grofl3zelliges Karzinom)
GEP-NET (ENETS)* (WHO 2010)** Pankreas***
Low Grade < 2 Mitosen/10 HPF < 2 Mitosen/50 HPF
Ki-67-Index <3 % keine Nekrosen
Intermediate 2-20 Mitosen/10 HPF 2-50 Mitosen/50 HPF
Grade Ki-67-Index 3-20 % Nekrosen
High Grade > 20 Mitosen / 10 HPF _
Ki67-Index 3-20 % > 50 Mitosen/50 H

ENETS: ,European Neuroendocrine Tumor Society“; HPF = Hauptgesichtsfeld (high power field); Ki-67

= Proliferationsmarker; WHO = World Health Organization
Quellen: * Kléppel et al. (2010); ** Bosman et al. (2010); *** Hochwald et al. (2002)

- Atiopathologie und Symptomatik neuroendokriner Neoplasien

GEP-NEN gehen von disseminierten neuroendokrinen Zellen aus, die von Feyrter
[1938] als ,Helle Zellen® und von Pearse [1969] als ,APUD-Zellen® bezeichnet wurden.
Aufgrund ihrer nahen Verwandtschaft mit neuralen Zellen werden die Tumoren als

neuroendokrin bezeichnet. Diese Annahme wird durch die Expression neuronaler



Markerproteine wie Synaptophysin und der Neuronen-spezifischen-Enolase (NSE)
bestéatigt. Alle neuroendokrinen Zellen besitzen kleine (synaptische) und grolle
(neurosekretorische) Vesikel (Granula), in denen Monoamine und/oder
Peptidhormone gespeichert und stimulusabhangig freigesetzt werden. Somit

beinhaltet der Begriff ,neuroendokrin® folgende Charakteristika:

» Synthese oder Aufnahme von Peptiden/Monoaminen

» Speicherung in sekretorischen Vesikeln

+ stimulusabhangige Sekretion und

* rezeptorvermittelte Wirksamkeit.

Die Diagnose einer NEN erfolgt Gber den Nachweis von CgA und Synaptophysin. CgA
gilt in der Diagnostik als spezifischer Marker, wobei auch CgA-negative NEN
existieren. Auch Synaptophysin ist ein neuroendokriner Marker mit hoher Sensitivitat

und Spezifitat, der sich fur die Routinediagnostik gut eignet.

Die meisten NEN treten sporadisch auf, wobei auch eine erbliche Pradisposition
vorliegen kann. Zu Letzteren zahlen die Multiple endokrine Neoplasie Typ 1 (MEN1),
das von Hippel-Lindau-(VHL)-Syndrom und die Neurofibromatose Typ 1 (NF1) [Modlin
et al. 2008, Turaga & Kvols 2011].

Das MEN1-Syndrom ist eine seltene, autosomal-dominant vererbte Erkrankung. Dabei
fuhren Mutationen im MEN1-Gen (Chromosom 11g13) zu einem Mangel des
Tumorsuppressors Menin [Kulke & Mayer 1999]. Die Erkrankung ist durch eine
inaktivierende Mutation des MEN1-Gens bedingt. Sind beide Allele von einer solchen
Mutation betroffen, entstehen multiple NEN in der Hypophyse, der Nebenschilddrise,
dem Pankreas, der Haut, dem Fettgewebe, der Nebennierenrinde sowie im Magen-
Darm-Trakt [Bocker et al. 2004, Oberndorfer 1907, Shan et al. 1998, Shepherd 1991].
Laut Literatur treten ca. 80 % der Pankreas-NET und ca. 30 % der Gastrin-
produzierenden NET im Rahmen einer MEN1-Erkrankung auf [Oberg 1996]. Das
MEN1-Syndrom und ein Grofteil der daraus resultierenden Tumoren entstehen aus
diffusen neuroendokrinen Zellen (APUD-Zellen) [Bocker et al. 2004]. Die Bandbreite
der Veranderung der Zellen und Drlsen reicht von Hyperplasien Uber Adenome bis
hin zu Karzinomen. Das klinische Erscheinungsbild und die damit einhergehenden
Beschwerden der MEN1-Erkrankung sind variabel und hangen vom Manifestationsort
ab. Die meisten Tumoren zeichnen sich durch eine Hormon-Hypersekretion mit daraus

folgenden typischen Symptomen aus. Die Inzidenz der MEN1-Erkrankung und ihrer



assoziierten Erscheinungsbilder betragt ca. 1-10:100.000, wobei beide Geschlechter
gleich haufig betroffen sind. Langzeitstudien belegen das Fehlen einer geografischen
oder ethnischen Praferenz. Die altersbezogene Penetranz der Erkrankung betragt mit
20 Jahren 52 % und mit 40 Jahren 98 % [Bassett et al. 1998]. Nicht jeder MEN1-

Gentrager entwickelt das volle Krankheitsbild.

Auch das VHL-Syndrom ist eine autosomal-dominant vererbte Erkrankung, die auf
Mutationen im VHL-Tumorsuppressor-Gen (Chromosom 3p25-26) beruht [Lerman
2001]. Die mutierten Proteine, pVHL30 bzw. pVHL19, werden als pVHL
zusammengefasst [Blankenship et al. 1999, lliopoulos et al. 1998, Schoenfeld et al.
1998]. Laut Literatur betragt die Pravalenz der Erkrankung ca. 1:36.000 bis 1:85.000
[Gimm et al. 2004]. Betroffen sind hauptsachlich sezernierende Zellen exokriner und
endokriner Organe, parenchymatdose Zellen viszeraler Organe, Epithelzellen des
Verdauungs-, Urogenital- und Respirationstrakts sowie Makrophagen, Neuronen,
Herzmuskelzellen und Lymphozyten [Corless et al. 1997, Los et al. 1996, Sakashita et
al. 1999]. Die Expression von pVHL ist in fotalen und adulten Geweben ubiquitar [Latif
et al. 1993]. Eine deutliche Uberexpression des pVHL tritt in den Zellen des Gehirns,
des Ruckenmarks, der Augen, der sensorischen Ganglien, des Urogenitaltrakts und
des Bronchialepithels auf [Richards et al. 1996]. Das durch eine homologe Mutation
im  VHL-Tumorsuppressorgen entstehende klinische Bild umfasst u. a.

Nierenzellkarzinome, Phaochromozytome und Hamangioblastome im Cerebellum.

Die NF1 ist ebenfalls eine autosomal-dominante Erbkrankheit mit einer Pravalenz von
ca. 1:30.00 bis 1:40.000 [Huson & Hughes 1994]. In 50 % der Falle tritt die Erkrankung
sporadisch auf. Die Besonderheit der NF1 liegt darin, dass bei einer Penetranz von
100 % unterschiedliche klinische Erscheinungsbilder vorliegen kdonnen [Gutmann et al.
1997, Stumpf et al. 1988]. Die Erkrankung wird durch eine Mutation des NF1-
Tumorsuppressor-Gens (Chromosom 17911.2) verursacht [Cawthon et al. 1990,
Viskochil et al. 1990]. Die klinische Diagnose wird gestellt, wenn die Patienten

mindestens zwei der krankheitstypischen Merkmale aufweisen:

» sechs oder mehr sogenannte Café-au-lait Flecken

» zwei oder mehr Neurofibrome

+ sommersprossenartige  Pigmentierung der Achselhdhlen und/oder der
Leistengegend

* ein Optikusgliom



* mindestens zwei Irishamartome (Lisch-Knoten)
* mindestens ein Verwandter ersten Grades mit der Diagnose einer NF1 [Cawthon
et al. 1990, Viskochil et al. 1990].

Das Karzinoid-Syndrom entsteht durch Serotonin-produzierende Karzinoid-Tumoren
meist im Gastroinstestinaltrakt [Modlin et al. 2005]. Ein Karzinoid fuhrt aber in nur ca.
10 % der Falle zu einem Karzinoid-Syndrom [Koopmans et al. 2005]. Das
Hauptmerkmal des Karzinoid-Syndroms ist der Flush, der durch gastrointestinale
Hypermobilitat mit Oberbauchbeschwerden und Diarrhoe, anfallsartige Rétung des
Gesichtes, des Nackens und der oberen Rumpfpartien und einer exspiratorischen
Stenoseatmung durch asthmaahnliche Bronchialkonstriktionen gekennzeichnet ist. Als
Spatsyndrom kann beim Karzinoid-Syndrom eine Rechtsherz-Endokardfibrose
(Hedinger-Syndrom) mit Pulmonalstenose sowie Trikuspidalinsuffizienz auftreten
[Bhattacharyya et al. 2008, Robiolio et al. 1995].

 NEN-Diagnostik

Die Basisdiagnostik der NEN beinhaltet die Bestimmung der neuroendokrinen Marker
Synaptophysin und CgA und des Proliferationsmarkers Ki-67 [Page et al. 1955]. Die
erweiterte optionale Diagnostik zur biologischen Einordnung des Tumors umfasst den
Nachweis von Hormonen, der sich an der Lokalisation des Tumors und der klinischen
Fragestellung orientiert [Page et al. 1955]. Der Analyse von Transkriptionsfaktoren ist
hilfreich  fir die Lokalisationsdiagnostik bei unklarem Primarius. Der
immunhistochemische Nachweis des Somatostatin-Rezeptors 2A ist eine zusatzliche
Option fur die klinische Diagnostik. Gleichzeitig kdnnen Entitaten identifiziert werden,
die sich fur eine Therapie mit Somatostatin-Rezeptors-2A-Antagonisten eignen [Page
et al. 1955, Pearse 1969]. Eine exakte NEN-Klassifikation nach den Kriterien der WHO

ist in vielen Fallen erst am Resektionspraparat maglich.

Die hereditaren Entitaten (MEN1, NF1, VHL-Syndrom) kénnen durch die Analyse des
klinischen Bildes und spezifischer Keimbahnmutation identifiziert werden [Feyrter
1938, Feyrter & Unna 1936, Marshall & Bodnarchuk 1993].

GEP-NEN werden haufig initial nicht erkannt. Oft vergehen Jahre bis zur endgultigen
Diagnose. Dabei ist eine Verdachtsdiagnose meist schon nach einer sorgfaltigen

Erhebung der Krankengeschichte und einer korperlichen Untersuchung des Patienten



ohne grof3en technischen Aufwand moglich. Wesentlich fur die Diagnose ist die

Kenntnis der einzelnen Krankheitsbilder. Zu den charakteristischen Merkmalen zahlen

» haufige Durchfalle, die auch nachts nicht aufhéren und Gber Wochen persistieren
* Rotungen in der oberen Korperhalfte, v. a. Gesicht, die sich besonders nach
Alkoholeinnahme verstarken (Flush).
Die Kombination von ausgepragten Durchfallen und Flush wird als Karzinoid-Syndrom
bezeichnet. In diesen Fallen liegt der Primarius meist im Bereich des Dunndarms und
der Lunge, seltener in der Bauspeicheldrise oder im Enddarm.
Bewusstseinseinschrankungen konnen Ausdruck einer gesteigerten Freisetzung von
Insulin und einer damit verbundenen Unterzuckerung sein. Entstehungsort dieser NEN
ist praktisch immer das Pankreas. Auch ausgepragte Magenbeschwerden weisen auf
eine Pankreas-NEN hin. Ursache ist vermehrt freigesetztes Gastrin (Gastrinom), das
Uber die Stimulation der Freisetzung von Salzsaure im Magen zu ausgedehnten
Schleimhautgeschwiren im Bereich des Magens, Zwolffingerdarms und der

Speiserdhre fuhren kann.

Bei der korperlichen Untersuchung ist die Leber, vor allem bei bereits vorliegenden
Tumorabsiedlungen, haufig vergrofRert. Seltener kann der Arzt einen grdolieren
Darmtumor tasten. Bei Tumoren im Kopfbereich des Pankreas kommt es im
fortgeschrittenen Stadium zu einer Gelbsucht. Patienten mit ausgepragtem Karzinoid-
Syndrom zeigen in bis zu einem Drittel der Falle krankhafte Gerausche im Bereich der

Herzklappen.

Bei der histopathologischen Untersuchung des Tumorgewebes werden gezielt
Tumormarker Uberprift (z. B. Synaptophysin, CgA, Ki-67). Trotz ihrer Heterogenitat
produzieren und sezernieren GEP-NEN identische, immunhistochemisch
nachweisbare Substanzen (CgA, Synaptophysin, Neuronen-spezifische Enolase
(NSE), Protein Gene Product 9.5 (PGP9.5) [Oberg & Jelic 2008, Williams 2007].
Histologisch prasentieren sich die NEN des Kolons meist als niedrig differenzierte
NEC, die durch die Expression von Synaptophysin und zytosolischen Markern der
neuroendokrinen Differenzierung (Protein Gene Product 9.5) charakterisiert sind.
Dagegen sind die NEN des Rektums meist hochdifferenziert [KIoppel & Anlauf 2005,
Plockinger 2004]. GEP-NEN des Kolons zeichnen sich durch das Vorhandensein von
EC-Zellen aus und GEP-NEN des Rektums durch das Auftreten von L-Zellen. Diese

Zuordnung wird durch keinen klinischen Zusammenhang bestatigt, jedoch existieren



Zelltyp-spezifische Marker. Bei den rektalen L-Zell-Tumoren sind dies Glukagon,
Glicentin, Peptid YY und pankreatisches Polypeptid. Die EC-Zell-Tumoren zeichnen
sich in einigen Fallen durch eine Serotonin-Produktion im Kolon aus [Pléckinger 2004,
Ramage et al. 2008].

Einige Tumormarker sind auch in Korperflissigkeiten nachweisbar. Je nach
Lokalisation des NEN (Mitteldarmtumor, Bronchialsystem) ist eine Bestimmung von 5-
HIES im Urin sinnvoll. Bei allen NEN mit unsicherer Tumorausdehnung sollte das CgA

im Blut bestimmt werden.

Als bildgebende Verfahren eignen sich Ultraschalluntersuchungen sowie gezielte
Magen- und Darmspiegelungen. Die Somatostatin-Rezeptor-Szintigrafie (Octreoscan)
kann die durch die mikroskopische Untersuchung und Ultraschallbefunde gestellte
Diagnose sichern. Darlber hinaus sollten in Abhangigkeit der Erfahrungen der
behandelnden Zentren bildgebende Verfahren (Computertomografie (CT),

Magnetresonanztomografie (MRT)) genutzt werden.

. Spezifische Marker der histologischen Diagnostik

Die primare Diagnostik der NEN erfolgt biochemisch durch den Nachweis von
Tumormarkern im Plasma. Daruber hinaus bilden Tumormarker den Verlauf der
Krankheit und das Verhalten des Tumors auf eine Therapie ab und dienen als

Prognoseparameter [Blankenship et al. 1999].

Tumormarker werden in spezifische und allgemeine Marker unterteilt. Spezifische
Marker der funktionell aktiven NEN sind die vom Tumor autonom sekretierten
Hormone. Allgemeine Tumormarker sind durch labor- und immunhistochemische
Testverfahren unabhangig von der Funktionalitdt und Lokalisation bei allen NEN
nachweisbar. Als wichtigste Vertreter dieser Gruppe gelten CgA, Synaptophysin, das
Pankreatische Polypeptid, die Beta-Untereinheit des humanen Choriongonadotropin
(B-HCG) und die Neuronen-spezifische Enolase (NSE) [Gimm et al. 2004].

. Synaptophysin

Synaptophysin kommt in Neuronen in intrazellularen prasynaptischen Vesikeln als
transmembranares Protein vor. Das ubiquitdre Vorkommen ist unabhangig von

sekretorischen Granula. Daher gilt Synaptophysin erganzend zu CgA als sensitiver



und spezifischer Marker fur NET [Kasprzak et al. 2007]. In der Diagnostik wird
Synaptophysin genutzt, um CgA-negative NET zu identifizieren [Williams 2007].

. Chromogranin A (CgA)

Das saure, wasserldsliche Glykoprotein CgA ist der Hauptvertreter der Chromogranin-
Familie. In neuroendokrinen Zellen wird CgA mit weiteren Vertretern der
Chromogranin/Sekretogranin-Familie, Hormonen, biogenen  Aminen und
Neurotransmittern in optisch dichten Vesikeln gespeichert und nach entsprechenden
Stimuli in die Zirkulation abgegeben [Taupenot et al. 2003]. Zu den Aufgaben der
Chromogranine zahlen die Steuerung des vesikularen Transports, der partiellen
autoproteolytischen Spaltung und der Exozytose granularer Inhaltsstoffe [Taupenot et
al. 2003]. Das CgA ist ein Proprotein mit mehreren Spaltstellen aus zwei basischen
Aminosauren. Durch Spaltung an diesen Stellen werden gewebespezifische,
biologisch aktive Proteasen (z. B. Pankreastatin, Vasostatin, Parastatin, Chromostatin)
generiert. Die sekretierten Proteasen wirken auto-, para- und endokrin. Zu ihren
Funktionen zahlen die Anhebung des Blutglukosespiegels (Pankreastatin), die
Vasokonstriktion (Vasostatin | und Il) und antibakterielle Effekte (Prochromacin,

Chromacin | und Il, Vasostatin) [Taupenot et al. 2003].

Die ubiquitare Expression in neuroendokrinen Geweben und die gemeinsame
Sekretion mit anderen Hormonen macht CgA zu einem geeigneten Gewebe- und
Serummarker fur NEN. Jedoch korrelieren die Ergebnisse der Immunhistochemie und
der Serum-Plasmadiagnostik bei GEP-NEN nicht zwangslaufig [Gregorc et al. 2007].
CgA wird aufgrund seiner hohen Sensitivitat und Spezifitat sowohl als
immunhistochemischer Breitbandmarker zur Identifizierung neuroendokriner Zellen als
auch in der serologischen Diagnostik und therapeutischen Evaluation von GEP-NEN
eingesetzt [Kasprzak et al. 2007]. Die Quantifizierung weiterer Granine und deren
Derivate kann diagnostisch sinnvoll sein und wird bei verschiedenen Tumorentitaten
(z. B. Prolaktinom, pankreatischer Inselzell-Tumor, kleinzelliges Bronchialkarzinom)

genutzt [Taupenot et al. 2003].

Damit hohe CgA-Werte nicht irrtimlich als NEN-Nachweis gedeutet werden, sollten
potentiell auftretende Nieren- und Leberbeeintrachtigungen, chronisch atrophischen
Gastritiden, chronischen Darminfektionen, enterochromaffin-ahnlichen-Zell-(ECL-)-

Hyperplasien, primaren parathyreoidalen Hyperplasien, thyreoidalen C-Zell-



Hyperplasien, physischer Stress und Einnahme von Protonenpumpen-Hemmern
berlcksichtigt werden. In solchen Fallen differenziert ein Anstieg der CgA-
Konzentration nicht zuverlassig zwischen einer neuroendokrinen Hyperplasie, einem
Adenom oder einem Karzinom [Campana et al. 2007, Eriksson et al. 2000, Gregorc et
al. 2007, Namwongprom et al. 2008, Taupenot et al. 2003].

. Serotonin / 5-HIES

Serotonin und sein Metabolit 5-HIES sind spezifische Marker fur hauptsachlich im
midgut lokalisierte GEP-NEN. Die Spezifitat liegt bei fast 100 %, die Sensitivitat bei
35,1 % [Bajetta et al. 1999]. Die Serotonin-Bestimmung im Serum ist schwierig, da es
in Thrombozyten gespeichert wird und eine Freisetzung bei der Blutentnahme zu
falsch hohen Werten fuhren kann. Aus diesem Grund hat sich in der klinischen Routine
die Bestimmung des Metaboliten 5-HIES im 24-Stunden-Sammelurin durchgesetzt
[Arnold et al. 2004]. Serotonin- bzw. 5-HIES-Konzentrationen sind bei GEP-NEN des
foregut und hindgut haufig geringer als bei GEP-NEN des midgut. Die 5-HIES-Werte
korrelieren beim midgut GEP-NEN nicht mit der Schwere des Karzinoid-Syndroms
oder dem Ausmal} der Metastasierung [Onaitis et al. 2000, Shebani et al. 1999].

. Weitere Tumormarker

Neurokinin A gehort zu den Tachykininen. Das Peptid ist vor allem bei Patienten mit
GEP-NEN des midgut erhoht. Die klassischen GEP-NEN des midgut speichern und
sezernieren Neurokinin zusammen mit Substanz P. Beide Substanzen beeinflussen
die gastrointestinale Motilitat, Vasodilatation und Flush-Entwicklung, sowie die

Lymphozyten- und Mastzelldegranulation.

Rektale Karzinoide fuhren in 80-100 % der Falle zu einem Anstieg der Prostata-
spezifischen sauren Phosphatase. Zur Diagnostik eines rektalen NEN eignet sich auch
die Bestimmung der Beta-Untereinheit des humanen Choriongonadotropin (B-HCG),

Enteroglukagon- und pankreatischem Polypeptid [Faiss et al. 1997].

. Bildgebende Diagnostik

Aufgrund der Heterogenitat und der geringen, jedoch deutlich steigenden Inzidenz der

GEP-NEN fehlt derzeit ein evidenzbasierter und standardisierter Algorithmus fur die



diagnostische Bildgebung. Da die Tumorlokalisation und -ausdehnung wichtig fur die
Therapieentscheidung sind, ist eine gute Bildgebung unabdingbar. Die Auswahl des
Bildverfahrens richtet sich nach der Zielsetzung (z.B. Primartumorsuche,

Ausdehnungsdiagnostik, Metastasensuche) [Faiss et al. 1997].

. Sonografie

Die abdominelle Sonografie ist eine Routineuntersuchung im klinischen Alltag. Die

Sensitivitat betragt jedoch lediglich 50-60 % und ist untersucherabhangig.

Die Sonografie spielt bei der Gewinnung von Gewebeproben (z. B. bei der
Leberbiopsie) eine besondere Rolle. Die Identifizierung von hypervaskularisierten

Leberfiliae wird durch den Einsatz von Kontrastmittel erleichtert.

Zur Detektion kleiner pankreatischer Lasionen hat sich der endoskopische Ultraschall
bewahrt. Im Rahmen der praoperativen Diagnostik kdnnen mit Hilfe eines endoanalen
oder rektalen Ultraschalls Informationen Gber die TumorgréfRe, Tiefe der Invasion und
Uber die pararektalen LN gewonnen werden. Die endoskopische Sonografie zeigt eine
Sensitivitat von bis zu 90 % [Arnold 2005, Faiss et al. 1997].

. Endoskopie

Im klinischen Alltag werden rektale NEN in der Regel endoskopisch diagnostiziert. Im
Anschluss wird die Gewebeprobe zur Diagnosesicherung histologisch aufgearbeitet.
Bei rektalen NEN liegen viele Lasionen als Polypen vor, sodass eine histologische
Untersuchung unumganglich ist. In jedem Fall sollte der Untersucher ein besonderes
Augenmerk auf ein moglicherweise parallel vorhandenes Karzinom legen [Faiss et al.
1997].

Auch im Rahmen der Diagnose von NEN des Magens ist die Endoskopie ein
etabliertes und sensitives Instrument. Aufgrund der geringen Sensitivitat spielt die
Endoskopie bei GEP-NEN des midgut aber eine untergeordnete Rolle. Eine Push and
Pull Intestinoskopie oder eine Kapselendoskopie wird nur in Ausnahmesituationen
durchgefuhrt.



. CT und MRT

Im Vergleich zum Ultraschall stellen CT und MRT sensitivere Methoden bei der
Primardiagnostik und Metastasensuche dar. Mithilfe einer CT-Untersuchung mit
Kontrastmittelunterstutzung und in Mehrschichttechnik kann bei GEP-NEN die Grolle
des Primartumors und ein Staging im Bereich des Abdomens, des Beckenbodens und

der mesenterialen LN durchgefuhrt werden.

Die MRT-Diagnostik wird zur Bestimmung der Tumorausdehnung in pelvinen
Strukturen genutzt. In der Pankreas-Diagnostik hat sich die Kombination aus MR-
Cholangiopankreatikografie (MRCP) und MRT bewahrt. Die Sensitivitat der CT- und
MRT-Untersuchungen betragt ca. 80 % [Arnold 2005, Faiss et al. 1997].

. Somatostatin-Rezeptor-Szintigrafie

Ein wichtiger Baustein der GEP-NEN-Diagnostik ist zudem die Somatostatin-
Rezeptor-Szintigrafie. Von den funf Somatostatin-Rezeptor-Typen (SSTR1-5) spielen
die Subtypen 2 und 5 in ca. 70 % der GEP-NEN eine zentrale Rolle. Somatostatin-
Rezeptor-2- und -5-positive NEN werden mit radioaktiv markierten Somatostatin-

Analoga lokalisiert.

Bei Somatosatin-Rezeptor-positiven NEN ist auch die Radionuklidtherapie eine
Option. Bei einer unzureichenden anatomischen Informationslage konnen die
hochspezifischen Liganden in Kombination mit dem CT verwendet werden. Neben der
Maoglichkeit der Ganzkérperdiagnostik ist die Detektion kleiner Tumoren ein Grund fir

die Uberlegenheit dieser Technik.

Die mediane Sensitivitat dieser Untersuchungsmethode liegt bei 84 %. Die
Somatostatin-Rezeptor-Szintigrafie spielt als primares Verfahren fur die bildgebende
NEN-Diagnostik von hindgut Tumoren nur eine untergeordnete Rolle, da diese
Entitaten haufig Rezeptor-negativ sind [Arnold 2005, Faiss et al. 1997].

. DOTATOC-Positronenemissionstomografie (PET)/CT

Eine weitere Mdglichkeit zur Steigerung der Sensitivitat ist der Nachweis von
markierten Somatostatin-Analoga (z. B. 68 Ga-DOTATOC) in der PET. Diese Technik
wird zur Initialdiagnostik, zum Staging und zur Verlaufskontrolle eingesetzt. Im

Vergleich zur konventionellen Somatostatin-Rezeptor-Szintigrafie und zum



diagnostischen CT ist die Detektionsrate deutlich hoher. Ein diagnostischer Vorteil
besteht vor allem bei kleineren Lasionen oder Knochenmetastasen im Zusammenspiel

mit dem CT [Wiedenmann et al. 1998]. Tabelle 6 fasst die Mdglichkeiten der Diagnostik

Zusammen.

Tab. 6: Diagnostik gastro-entero-pankreatischer neuroendokriner Tumoren (GEP-NEN)

Mitteldarms

Marker Stimulationstest Bildgebung
Karzinoid des CgA, 5-HIES - Endoskopischer US, SRS,
Vorderdarms Ro-Thorax, CT, Gastroskopie
Karzinoid des CgA, 5-HIES Pentagastrin SRS, CT, MRT, US

Karzinoid des
Hinterdarms

CgA, HCGa/b, PP

SRS, CT, MRT, US,
Kolonoskopie

Zollinger-Elison- CgA, Gastrin Gastrin, SRS, CT, MRT, US,
Syndrom BAO/MAO endoskopischer US
Insulinom Glukosespiegel, 48-72 h Fasten-Test | endoskopischer US, US, CT,
Insulin, Proinsulin, MRT, (SRS)
CgA
Verner-Morrison- Elektrolyte, VIP - CT, MRT, US,
Syndrom endoskopischer
US, SRS

Glukagonom Glukagon, CgA - CT, MRT, US,

endoskopischer US, SRS

Endoskopischer US, CT,
MRT, US, SRS

5-HIES: 5-Hydroxy-Indolessigsaure, BAO/MAQO: basale/maximale Saure-Sekretionsrate, CgA:
Chromogranin A, CT: Computertomografie, HCG a/b: human chorionic gonadotropin, MRT:
Magnetresonanztomografie, PP: pankreatisches Polypeptid, SRS: Somatostatin-Rezeptor-Szintigrafie,
US: Ultraschall, VIP: vasoactive intestinal peptide.

Modifiziert nach [Kl6ppel & Anlauf 2005]

Non-funktionell CgA, PP, HCGa/b

* Metastasierung

Die haufigsten Lokalisationen von GEP-NEN-Metastasen sind die LN, die Leber, die
Lunge und das Peritoneum [Wiedenmann et al. 1998]. Aufgrund des Fehlens friher
klinischer Symptome werden NEN des Kolons haufig erst in einem ausgedehnt
metastasierten Stadium erkannt. Die Metastasen finden sich dann vor allem in der
Leber, in den LN, im Mesenterium und/oder dem Peritoneum [Faiss et al. 1997]. Kleine
rektale NEN metastasieren selten, groRere Tumoren metastasieren in Knochen, LN
und Leber. Eine Fernmetastasierung bei rektalen NEN ftritt lediglich in 2,3 % der Falle
auf [Chong & Speicher 2001, Faiss et al. 1997].



*+ Karzinoid-Syndrom

Das Karzinoid-Syndrom wird durch die drei klinischen Pfeiler Flush, Diarrhoe und
Bauchschmerzen gekennzeichnet. In vielen Fallen liegt ein metastasierter Tumor mit
einem Primarius im distalen Jejunum, lleum, lleozdkalbereich oder Bronchialsystem
vor. Das Syndrom entsteht durch die Freisetzung biogener Amine (z. B. Serotonin)
oder Neuropeptide (z. B. Tachykinin, Bradykinin) [Kloppel et al. 2004].

Fur die biochemische Diagnostik ist der Serotonin-Metabolit 5-HIES von Bedeutung,
da er Ruckschliusse auf die Serotonin-Produktion zulasst. Serotonin ist fur die
Entwicklung der Karzinoid-Herzerkrankung verantwortlich, die durch eine
Endokardfibrose des rechten Herzens und nachfolgende Rechtsherzinsuffizienz

gekennzeichnet ist.

Die Dauer der Serotonin-Belastung, die genetische Disposition und sekretierte
Metabolite wirken bei der Entwicklung einer Karzinoid-Herzerkrankung additiv. Die
Therapie des Karzinoid-Syndroms und der Karzinoid-Herzerkrankung zielt primar auf
die Reduktion der Tumorlast (Tumor-Debulking) durch Resektion des Primartumors
ab. Bei fortgeschrittener Karzinoid-Herzerkrankung ist ein frihzeitiger Ersatz der
Trikuspidalklappe anzustreben. Die konservative Therapie wird entscheidend durch
Somatostatin-Analoga und Interferon-alpha (IFN-o) gepr™gtl[Litvinov et al. 19943,
Pauli et al. 2003].

* Therapie der GEP-NEN

Die klinische Heterogenitat der NEN erfordet haufig ein interdisziplinares
Therapiekonzept. Die Behandlung der GEP-NEN-Patienten kann verschiedene Ziele
verfolgen. Dazu zahlen die komplette Entfernung des Tumors, die Kontrolle der
exzessiven Hormonsekretion oder die Begrenzung des lokalen Tumorwachstums. Im
metastasierten, palliativen Krankheitsstadium werden zusatzlich lokale Verfahren zur
Reduktion der Tumorlast oder eine Embolisationen eingesetzt. Mogliche systemische
Therapieformen (s. Tab. 7) sind in Abhangigkeit der Primartumor-Lokalisation sowie
der Prognose und Belastung des Patienten Chemotherapie, Biotherapie, Radionuklid-

Therapie oder molekulare Therapien [Litvinov et al. 1997].



Tab.7: Therapiemoglichkeiten bei Patienten mit neuroendokrinen Tumoren

Chirurgie * Entfernung des Primartumors
Tumordebulking
Lebertransplantation

Ablative Verfahren Chemoembolisation

Radiofrequenzablation

Alkoholablation

Radiochirurgie

Selektive interne Radiotherapie (SIRT)

Rezeptor gerichtete
Radiopeptidtherapie

111 Indium
90 Yttrium
177 Lutetium

Chemotherapie

Streptozotocin (STX)
Doxorubicin

Cisplatin

Octreotid

Interferon alpha (IFN-a)
Etoposid

Dacarbazin

andere

Biotherapie

Somatostatin-Analoga (z. B. Octreotid)
Interferon alpha (IFN-o)

Medikamententherapie

¢ Protonenpumpen-Inhibitoren bei Zollinger-Ellison

Quelle: modifiziert nach [Kuhn et al. 2007]

NEN zeichnen sich durch eine hohe interindividuelle Variabilitdt aus. Die Therapie

richtet sich nach der Wachstumsgeschwindigkeit und den Symptomen. Sie fuldt auf
vier Saulen [Le Naour et al. 2006, Maetzel et al. 2009]:

operative Verfahren: Resektion solitarer Tumoren und Metastasen als kurative

Behandlungsmaoglichkeit bzw. Tumor-Debulking in palliativer Absicht zur

Tumormassenreduktion

medikamentose Therapie:

a) symptomatische Therapie bei nicht resektablen Tumoren oder zur Kontrolle
tumorassoziierter Symptome (Somatostatin-Analoga, IFN-a)

b) antiproliferative = Therapie zur Kontrolle des  Tumorwachstums
(Chemotherapie)

Strahlentherapie und Radioligandentherapie

lokoregionale Intervention

Operative Therapie

Der erste Schritt in der Behandlungskette der GEP-NEN ist die radikale chirurgische

Entfernung des Primartumors, der Metastasen und aller metastatisch befallener LN.



Diese Therapie ist der einzige kurative Ansatz. Bei Diagnosestellung liegen in den
meisten Fallen jedoch bereits Metastasen in Leber, Gehirn oder Knochen vor, sodass
eine vollstandige Entfernung des Tumormaterials unmaoglich ist [Cirulli et al. 1998,
Munz et al. 2004, 2009].

Die Indikation zur Resektion wird u.a. durch die Tumorgrofde, -art und -lokalisation,
dem Grading, der mdglichen Metastasierung und der Klinik (funktionelle Aktivitat)
bestimmt. Die NEN-Chirurgie folgt onkologischen Resektionsprinzipien, wobei ein lokal
radikales Vorgehen bei gleichzeitigem Funktionserhalt angestrebt und die chirurgische
Strategie individuell nach o. a. Kriterien an die jeweilige Situation angepasst werden
muss [Anlauf et al. 2006, 2009, Begum et al. 2014, Raffel et al. 2007, Tonelli et al.
2006]. In Einzelfallen kann jedoch eine  Debulking-Operation  zur
Tumormassenreduktion (> 90 %) indiziert sein [Fendrich et al. 2006, Hellmann et al.
2002, Partensky et al. 1990]. NEN-Patienten zeigten nach einer RO-Operation ein
signifikant besseres Uberleben als nach einer R1- oder R2-Resektion. Operationen mit
palliativer Intention oder ein Verzicht auf eine chirurgische Intervention flhrte zu

eindeutig noch schlechteren Ergebnissen [Pape et al. 2008]

Die Chirurgie der neuroendokrinen Lebermetastasen erfordert eine hohe Expertise
und reicht von atypischen laparoskopischen oder offenen Uber erweiterte Resektionen
bis hin zur Lebertransplantation. Zudem besteht die Moglichkeit eines mehrzeitigen
Vorgehens mittels portalvendser Embolisation (PVE), einer »In-
situ Liver Transection (IsLT)“ oder einer multiplen nicht-anatomischen Leberresektion
im Sinne der Gewebe-sparenden Vorgehensweise des ,Cherry picking® [Knoefel et al.
2013, Krausch et al. 2014].

Weiter konnen Operationen palliativ zur Verbesserung der Lebensqualitat bei
Patienten mit metastasierten Tumoren, intestinalen Obstruktionen sowie bei

ausgedehnten Mittel- und Hinterdarmtumoren eingesetzt werden [Faiss et al. 1997].

. Medikamentose Therapie

Somatostatin-Analoga
Zur Therapie der funktionellen GEP-NEN werden Somatostatin-Analoga (z. B.

Octreotid, Lanreotid) zur Linderung hormonell bedingter Symptome eingesetzt.



Somatostatin-Analoga gleichen in ihrem chemischen Aufbau dem korpereigenen
Somatostatin. Ihr Wirkmechanismus beruht auf der Bindung an den Somatostatin-
Rezeptor Subtyp 2, wodurch die durch Somatostatin ausgeloste Synthese von
Hormonen und Neurotransmittern inhibiert [Aparicio et al. 2001, Arnold et al. 1996,
Kolby et al. 2003, Kvols et al. 1987, Oberg 1996] und die spezifischen Symptome
funktioneller Tumoren reduziert werden. Bei Insulinomen und Gastrinomen hat sich die

Therapie mit Somatostatin-Analoga jedoch als nahezu wirkungslos erwiesen.

Die Dosierung betragt taglich 2 x 0,05 mg bis 3 x 0,5 subkutan. Dabei tritt in 50-96 %
der Falle eine Abnahme der Flush- und Diarrhoehaufigkeit auf. Einige Studien
beschreiben auch einen Effekt auf das Tumorwachstum [Arnold et al. 2000]. In
Einzelféllen kommt es unter einer Somatostatin-Analoga-Hochdosis-Therapie

(Lanreotid 3 x 5 mg/d) zur Regression des Tumorwachstums [Faiss et al. 1999].

Die asymptomatische Cholezystolithiasis ist mit ca. 10 % die haufige Nebenwirkung
der Somatostatin-Analoga-Therapie. Pankreas-Insuffizienzen und abdominale
Schmerzen treten nur passager auf. In seltenen Fallen muss eine exokrine Pankreas-

Insuffizienz mit Pankreas-Enzymen behandelt werden.

Interferon-alpha (IFN-a)

IFN-a. spielt bei der k \rpereigenen Abwehr von Tumorzellen eine wichtige Rolle. Damit
unterst]tzt eine IFN-a-Therapie das Immunsystem und senkt die unkontrollierte
Hormonproduktion der Tumorzellen. Die IFN-oa-Wirkung beruht auf der direkten
Inhibition der Zellproliferation und der Stimulation von Nat]rlichen Killerzellen sowie
Makrophagen. Dar|ber hinaus hemmt IFN-o die Angiogenese. Die daraus folgende
Abnahme der Tumorsekretionsprodukte ist der Grund flr die Besserung der
symptomatischen Beschwerden [Sch]|rmann et al. 1992]. Die IFN-a-Therapie zeigt bei

metastasierten GEP-NEN einen anti-proliferativen Effekt.

Ein biochemisches Ansprechen besteht in 40-50 % der Falle. Bei 40-70 % der
Patienten kommt es zu einer Besserung der Symptome und bei 10-15 % zu einer

signifikanten Tumorverkleinerung.

Laut Studien liegt die mittlere Uberlebensrate bei Therapiebeginn bei mehr als drei
Jahren. NEN des Dunn- und Dickdarms reagieren sensibler als pankreatische

Tumoren auf die Behandlung. IFN-a (3—5 MU/m?) ist drei bis fiinfmal pro Woche tber



mehrere Wochen zu verabreichen. IFN-o kann in Kombination mit Somatostatin-
Analoga oder als Monosubstanz gegeben werden. Laut Standardprotokoll werden zur
Therapie hormonell bedingter Symptome zuerst Somatostatin-Analoga und bei
Unvertr™glichkeit oder nachlassender Wirksamkeit IFN-o verabreicht [Frank et al.
1999]. Die Kombination mit Somatostatin-Analoga steigert das Ansprechen der

Tumorzellen.

Laut klinischer Studien weisen Patienten mit einer Resistenz gegen Somatostatin-
Analoga in Kombination mit IFN-o eine biochemische Ansprechrate von 77 % auf. Bei
18 % der Patienten normalisierten sich die Laborwerte. Die fehlende
Tumorverkleinerung beruht m\glicherweise auf der Induktion einer Tumorfibrose durch
IFN-o.. Somatostatin-Analoga steigern die Vertr™glichkeit von IFN-a [Faiss et al. 2003,
\berg et al. 1994]. Beobachtete Nebenwirkungen sind Fieber und grippe™hnliche

Symptome.

Ein weiterer Ansatz ist die Therapie mit dem mammalian target of rapamycin (mTOR)
Inhibitor Everolimus oder dem Multikinase-Inhibitor Sunitinib. Unter Everolimus kam
es zu einer Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens um 6,4 Monate und unter
Sunitinib um 5,9 Monate [Raymond et al. 2011, Yao et al. 2011]

In der RADIANT-2 Studie fuhrte die Kombination von Everolimus mit einem
Somatostatin-Analogon zu einer Verbesserung des progressionsfreien Uberlebens bei
Patienten mit fortgeschrittenem NEN und gleichzeitig bestehendem Karzinoid-
Syndrom, unabhangig von einer vorangegangenen Somatostatin-Analoga-Therapie
[Robiolio et al. 1995]. In der Folgestudie RADIANT-3 verlangerte sich das
progressionsfreies Uberleben signifikant von 4,6 auf 11 Monate bei Patienten mit
fortgeschrittenen pankreatischen NET. Das Progressionsrisiko reduzierte sich um
65 % im Vergleich zum Placebo-Arm [Lombard-Bohas et al. 2015]

Chemoembolisation

Lebermetastasen weisen keinen Anschluss an die Pfortaderaste auf. Durch eine
selektive Mikroembolisation — mit oder ohne Zugabe von Chemotherapeutika — der



Aste der Arteria hepatica wird daher die Blutversorgung intrahepatischer Metastasen

unterbrochen.

Chemotherapie

Die Effizienz der Chemotherapie wird durch die Lokalisation und Differenzierung des
NEN entscheidend beeinflusst. Karzinoide des Mitteldarms und Pankreas-NEN zeigen

unterschiedliche biologische Reaktionen:
Gut differenzierte NEC des Mitteldarms

Die Behandlung der NEN des Mitteldarms umfasst chirurgische MalRnahmen,
Chemoembolisationen, IFN-a, Somatostatin-Analoga und Chemotherapie. Bei gut
differenzierten, metastasierten NEN des Mitteldarms sollte zun™chst eine weniger
aggressive Therapie mit z. B. Somatostatin-Analoga oder IFN-a zum Einsatz kommen.
Bei einem fortgeschritten Tumorleiden oder aber auch bei einem hohen

Proliferationsindex (G3) steigt der Stellenwert der Chemotherapie [Vberg et al. 1994].

Monochemotherapien mit Streptozotocin (STX), Doxorubicin, 5-Fluorouracil (5-FU),
Dacarbacin, Aktinomycin und Cisplatin zeigen Ansprechraten von 0-26 % [Moertel
1987]. Kombinationschemotherapien sind kaum effektiver. Bei Therapien mit STX + 5-
FU oder STX + Doxorubicin liegen die Ansprechraten bei 0-30 % [Gregorc et al. 2007].
Das Ansprechen der NEN des Mitteldarms korreliert jedoch positiv mit dem
Proliferationsindex [Wiedenmann et al. 1998], sodass Patienten mit schnell

wachsenden Tumoren eher profitieren.

Gut differenzierte NEC des Vorderdarms

Diese zumeist im Pankreas und Duodenum liegenden Tumoren reagieren in der Regel
empfindlicher auf eine Chemotherapie als Karzinome des Mittel- oder Hinterdarms.
Klinische Studien zur STX-Monotherapie belegen fur gut differenzierte, metastasierte
Pankreas-NET Ansprechraten von 30—40%. Auf Kombinationstherapien mit STX + 5-
FU bzw. + Doxorubicin reagieren 63 bzw. 69 % der Tumoren. Dieser Effekt dauert bei
einigen Patienten zwei Jahre an. Die mittlere Uberlebenszeit betragt 2,2 Jahre [Oberg
1996, Oberg et al. 1994].



Die Kombination von STX + 5-FU / Doxorubicin fuhrt bei 40—60% der Patienten zu
einer partiellen Remission [Oberg et al. 1994]. Daher sollten Patienten mit
progressiven, nicht-operablen NEC des Vorderdarms mit Chemotherapeutika und

Somatostatin-Analoga behandelt werden [Wiedenmann et al. 1998].

Anaplastische Tumoren

Nur ca. 7 % der Falle mit gut differenzierten NEN reagieren auf eine Kombination von
Etoposid + Cisplatin. Dagegen betragen die Ansprechraten bei anaplastische NEN

67 % mit einer Dauer von durchschnittlich 18 Monaten [Schirmann et al. 1992].

Insgesamt sind Chemotherapien bei fortgeschrittenen Tumorleiden oder bei einem
hohen Proliferationsindex (G3) u. a. bei malignen Pankreas-und Vorderdarm-NEN
sinnvoll. Die Wahl der Kombinationstherapie (STX, 5-FU + Doxorubicin oder Cisplatin

+ Etoposid) hangt von den Eigenschaften des Tumors ab [Oberg 1996].

+ Zielsetzung der Studie

Das Zell-Adhasionsmolekil EpCAM (CD326) wird in unterschiedlichen Tumoren
Uberexprimiert. Laut verschiedener Studien korreliert das Ausmalf der Uberexpression
mit der Prognose, wobei hohe EpCAM-Werte potenziell mit einem malignen Verlauf
assoziiert sind. Damit eignet sich EpCAM mdglicherweise auch als potenzieller
Prognosemarker bei NEN. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Analyse der Eignung
von EpCAM als Prognosemarker im Vergleich zu dem Standard-Proliferationsmarker

Ki-67 bei Gastrinomen, Pankreas-Karzinomen und anderen GEP-NEN.



 Material und Methoden

. Gerate, Materialien, Software

Die folgende Aufstellung listet alle in der Dissertation verwendeten Materialien und

Gerate sowie die Software auf:

* 10 x Target Retrieval Solution (S1699, DAKO, Hamburg)

+ ABC-Kit (Vectastain, Peroxidase:

*  Mouse-Immunglobulin (Ig) G:PK-4002, Rabbit-IgG:PK-4001)
+ AB-Serum (Biotest, 805135,Bio-Rad)

*  Kryoschneider (SLEEMainz, MHR-Controller, 22778)

« Diaminobenzidin (DAB) + Chromogen (DAKO, K3468)

+  DAKO Fettstift (DAKO, Hamburg)

+ Deckglaschen (Menzel-Glaser)

» E-Cadherin-Antikérper (DAKO, M3612, NCH-38)

+ Entellan (MERCK, 38, Darmstadt)

*  EpCAM-Antikérper (DAKO, M0804, Ber-EP4)

« Ethanol 70 %ig, 90 %ig, 100 %ig (Roth, Karlsruhe)

»  Gefrierschrank (Thermo electron corporation, Forma 905)

*  H202 (Merck, 8597.1000 304K19013597)

* Hamatoxylin-Eosin-(HE)-Losung (Sigma, Deisenhofen)

*  Mikroskop (Leica, DMIL, 49775)

*  Mikrotom (Leica, SM2000R, 50749)

*  Mouse-IgG1 (MOPC-21) (Sigma, M5284)

+ Objekttrager (Engelbrecht)

* Phosphat-buffered-saline (PBS) (Gibco, 14190-169, pH 7,4)
* Peroxidase Mouse IgG (Vector laboratories, PK4001 10-20/21)
* Pipettenspitzen (Eppendorf VWR)

» Plastikpipetten (International 631-0801)

* Rabbit IgG-Fraction (DAKO, X0903)

+ SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA)

*  Ki-67-Antikorper

» Stanzgerat (Beecher Instruments)

*  Warmeschrank (Memmert, 38146)



Wasserbad (Farbung) (Memmert, 52636)
Wasserbad (Leica, HI 1210, 50750)
Xylol (Merck, 1.08685.2500)

Patienten

Im Rahmen der Arbeit wurden 85 NEN-Patienten (38 Frauen und 47 Manner), die in
der Chirurgischen Klinik A (Allgemein-, Viszeral-, Thorax- und Kinderchirurgie) im
Zeitraum von 1992 bis Juli 2008 behandelt wurden und von denen ausreichend
Gewebe (Paraffinblocke) verflUgbar war, untersucht. 14 Patienten hatten ein
Gastrinom, 35 Patienten ein Pankreas-NEN und 36 Patienten eine andere GEP-NEN
(s. Tab. 16 im Anhang). Die Daten der Tumorpatienten wurden retrospektiv erhoben.
Die Proben fir die immunhistochemischen Analysen wurden im Rahmen der
Operation der Patienten gewonnen. Die Tumorproben wurden nach der Resektion in
Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Die histopathologische Sicherung einer
NEN erfolgte durch den Nachweis von CgA und Synaptophysin in jeder Probe.
Anschlielend wurden die Tumorpraparate mit Hilfe der Tissue-Microarray-(TMA)-
Technik immunhistochemisch analysiert. Ein positives Votum der Ethikkomission der

Universitat Dusseldorf lag vor (Studiennummer des Ethikvotums: 3821).

Die anonymisierten Patientendaten, die als Grundlage fur die statistische Auswertung

erfasst wurden, befinden sich in der Tabelle 16 im Anhang.

+  Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM)

EpCAM ist ein Zell-Adhasionsmolekil, das auf der Zelloberflache von Epithelzellen
unter anderem Zell-Zell-Kontakte vermittelt. Durch differentielle Glykosylierung variiert
seine molekulare Masse von 37 bis 42 KDa [Tomoda et al. 1989, Westberg et al.
2001]. Die durch EpCAM vermittelten Zell-Zell-Adhasionen sind im Vergleich zu durch
andere Adhasionsmolekule ausgeloste Kontakte weniger stark ausgepragt [Litvinov et
al. 1994a, 1997]. Zu den Hauptaufgaben bzw. -effekten von EpCAM gehdren neben
der Zelladhasion, die Wechselwirkung mit anderen Membranproteinen, die Induktion
der Zellproliferation und die Expression Karzinom-assoziierter Proteine [Kuhn et al.
2007, Le Naour et al. 2006, Maetzel el et al. 2009, Munz et al. 2004, 2009]. EpCAM
wird in allen adulten Epithelgeweben gebildet [Cirulli et al. 1995, 1998]. 1979 wurde



EpCAM als Kolorektalkarzinom-spezifisches Antigen identifiziert [Herlyn et a. 1979].
Laut Studien produzieren die meisten Karzinome EpCAM [Went et al. 2004]. Durch die
EpCAM-Expression an der Zelloberflache von Tumorzellen erschlieen sich neue
Therapiewege. EpCAM kann z. B. als Zielmolekul fur Antikorper oder rekombinante
Derivate von Antikorpern verwendet werden [Armstrong & Eck 2003, Baeuerle & Gires
2007, Braun et al. 1999]. Die Interaktion von EpCAM-Molekllen auf verschiedenen
Zellen [Litvinov et al. 1994a, 1994b] fuhrt zu Wechselwirkungen ihrer
zytoplasmatischen Domanen mit Aktinin und dem Aktin-Zytoskelett. Eine Strategie bei
der Behandlung von EpCAM-positiven Tumoren ist die Zerstérung der EpCAM-
unterstutzten Adhasionen durch das Aktin-Depolymerisationsagens Zytochalasin D
[Arold et al. 2000]. Eine EpCAM-Uberexpression verstarkt die Adhasion. Hierbei
gehen die Zellen Uber Cadherine intrazellulare Wechselwirkungen ein, die als Ergebnis
die Reduktion der Cadherin-vermittelten Adhasionen zur Folge haben [Litvinov et al.
1997]. Bei einer unveranderten Anzahl der Cadherin-Molekile wird die Assoziation der
Cadherin-Catenin-Komplexe mit dem Zytoskelett unterbunden. Zwar reduziert sich die
a-Catenin Proteinmenge, die B-Catenin Proteinmenge bleibt jedoch konstant. Bei einer
EpCAM-<Dberexpression wechselt p-Catenin in Zelllysaten jedoch von der unl\slichen
in die INsliche Form. Dieser Effekt auf die Cadherin-gest|tzte Adh™sion wird bei
zytoplasmatischen Deletionsmutanten von EpCAM nicht beobachtet. Das Bindeglied
zwischen EpCAM und der Cadherin-gest| tzten Adh™sion ist Alpha-Aktinin, das an den
zytoplasmatischen Teil von EpCAM bindet [Litvinov et al. 1997]. Der Signalweg zur
Steuerung von Cadherin beinhaltet die Phosphoinositol-3-Phosphat Kinase (PI13K) und
Inhibitoren von PIK3. Die EpCAM-Expression induziert das Zellwachstum durch die
Induktion Proliferations- und Metabolismus-assoziierter Gene. Bei einer ektopischen
Expression von EpCAM kommt es zu einer verst™rkten Expression von c-Myc und
Cyclin A/E [Munz et al. 2004].

Die Signaltransduktion von EpCAM wird Uber eine Intramembranproteolyse (RIP)
reguliert [Mumm & Kopan 2000]. Nach der Abspaltung der extrazellularen Domane
(EpEX) durch das Enzym Tumornekrosefaktor-alpha-konvertierendes Enzym (TACE)
erfolgt die intramembranare Proteolyse von EpCAM durch den Presenilin-Typ-y-
Sekretase-(PS)-Komplex, wodurch auch die intrazellul™re, signaltransduzierende
Dom™ne (EplCD) von der Membran freigesetzt wird. Bei EpEX handelt es sich um

einen I\slichen Liganden von membranst™ndigen EpCAM-Molek]len. Die Spaltung



von EpCAM wird durch spezifische Inhibitoren des Presenilin-Typ-y-Sekretase-(PS)-
Komplex und des Tumornekrosefaktor-alpha-konvertierenden Enzyms verhindert.
Eine Inhibition der Spaltung verlangsamt das Zellwachstum [Maetzel et al. 2009]. Als
direkter intrazellul™rer Interaktionspartner von EpCAM wurde das Protein four and a
half LIM domain (FHL2) ermittelt. Die Bindung an EpICD erfolgt Gber die vierte LIM-
Domane von FHL2, die zweite und dritte LIM-Doméane binden an 3-Catenin und an den
Lymphoid enhancer-binding factor 1 (Lef-1) [Labalette et al. 2004, Martin et al. 2002].
Die Transkription des c-myc Gens wird durch Translokation des EplCD/FHL2/3-
Catenin/Lef1-Kernkomplex in den Zellkern gesteuert [Takes et al. 2001, Winter et al.
2003a].

Laut Studien steht die benigne oder maligne Proliferation in epithelialen Geweben mit
einer vermehrten Expression von EpCAM in Zusammenhang [Went et al. 2005, Zorzos
et al. 1995]. Das Ausmal} der EpCAM-Expression nimmt mit dem Grad der Neoplasie
zu [Went et al. 2005]. Eine erhdhte EpCAM-Expression tritt auch bei Dunndarm-,
Kolon-, Lungen-, Prostata- und Brustkrebs auf [Clarke et al. 1997, Endl & Gerdes 2000,
Fong et al. 2006, Gerdes et al. 1984a, 1984b, Michalides et al. 2002, Ohike &
Morohoshi 2005, Pelosi et al. 1996, Perret et al. 1998, Scholzen & Gerdes 2000,
Schwarting 1993, Starborg et al. 1996, Stoecklein et al. 2006, Takes et al. 2001, Varga
et al. 2004, Went et al. 2004, 2005, 2006, Winter et al. 2003a, 2003b, Yamashita et al.
2007, Zimmermann & Bosman 2003]. Neuronale Tumoren, Melanome, Sarkome und
Lymphome zeigen dagegen keine EpCAM-Expression. In EpCAM-exprimierenden
Tumoren kann das Protein als prognostischer und therapeutischer Marker eingesetzt
werden [Armstrong & Eck 2003, Baeuerle & Gires 2007, Went et al. 2004, 2006]. Eine
EpCAM-Uberexpression steht bei Karzinomen des Osophagus, Pankreas, Kolons und
der Brust mit einer schlechten Uberlebensprognose in Zusammenhang [Fong et al.
2006, Stoecklein et al. 2006, Varga et al. 2004, Went et al. 2004, 2006]. Metastasen
zeigen jedoch eine verminderte EpCAM-Expression [Takes et al. 2001, Varga et al.
2004].

+  Ki-67

In der Histochemie wird das Ki-67-Antigen als Proliferationsmarker verwendet, da es
ausschlieBlich von sich teilenden Zellen exprimiert wird. In Studien wurden zwei
Isoformen von 345 und 395 kDa identifiziert [Gerdes et al. 1984b]. Ki-67 wird nur in



den aktiven Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2 und M-Phase), nicht jedoch nicht in der
G0-Phase (ruhende Zelle) exprimiert [Gerdes et al. 1984b]. Beim Ubergang der Zelle
in einen nicht-proliferativen Zustand wird Ki-67 abgebaut [Scholzen & Gerdes 2000].
Damit lasst sich aus der Ki-67-Anfarbbarkeit eines Tumors auf seine
Wachstumsgeschwindigkeit schliel3en. Hohe Farbintensitaten sprechen fur eine hohe
biologische Aktivitat des Tumors [Clarke et al. 1997, Ohike & Morohoshi 2005, Perret
et al. 1998, Pelosi et al. 1996, Zimmermann & Bosman 2003].

Zellen, die nach der Mitose weiter proliferieren, beschreiten einen im Vergleich zu
Zellen der G1-Phase anderen metabolischen Weg. Die G1-Phase wird in eine G1A-
und G1B-Phase eingeteilt. Die Phasen G1T, G1a und G1b werden als Startsequenzen
gewertet. Die Phasen G1A und G1B werden zum Ruhezustand des Zellzyklus gezahlt
[Gerdes et al. 1984b]. Die Phasen GO, G1T, G1a und G1b sind Ki-67-negativ. Eine
Expression von Ki-67 findet in den Phasen G1A und G1B statt [Gerdes et al. 1984Db].

Weiterhin verandert sich die Lokalisation von Ki-67 innerhalb der Zelle wahrend des
Zellzyklus. In der Interphase befindet sich Ki-67 in den Nukleoli [Litvinov et al. 1994b].
In der Prophase wandert Ki-67 zur Oberflache der kondensierten Chromosomen
[Gerdes et al. 1984b, Starborg et al. 1996]. Wenn in der Telophase neue Nukleoli
entstehen, wandert Ki-67 wieder zurlck. Es wird vermutet, dass die Regulation des Ki-
67 Uber posttranslationale mitosespezifische Modifikationen gesteuert wird [Endl &
Gerdes 2000].

Trotz der Bedeutung des Ki-67-Nachweis fur die Diagnostik (prognostischer Marker)
und Forschung (Zellproliferationsmarker) [Gerdes et al. 1984a, Schwarting 1993] bietet
Ki-67 keine Moglichkeit fur therapeutische Interventionen [Michalides et al. 2002].

* Tissue-Microarrays (TMA)

Die TMA-Technik wird in klinischen Studien zur Tumoranalyse eingesetzt. Das
Besondere an dieser Methode ist, dass auf einem Objekttrager eine grol3e Anzahl von
Tumorproben gleichzeitig in einem Durchgang und unter standardisierten
Bedingungen untersucht werden koénnen. Etablierte in-situ-Methoden (z. B.
Immunhistochemie,  Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung  (FISH)) sind  haufig
langwieriger, arbeitsaufwandiger und teurer. Mit der TMA-Methode kdnnen
Ribonukleinsaure/Desoxyribonukleinsaure-(RNA/DNA)- oder Proteinprofile in zahl-
reichen Gewebeproben gleichzeitig bearbeitet werden [Marshall & Bodnarchuk 1993].



Diese Methode erlaubt die Untersuchung eines grof3en Patientenkollektivs in kurzer
Zeit, was die Ubertragung der molekularen Befunde auf klinische Sachverhalte
erleichtert [Bubendorf et al. 2001, Moch et al. 2001]. Die Hauptvorteile der Technik
sind die Verkurzung der Analysezeiten und die vereinfachte Interpretation der Daten.
Aufgrund der besseren Vergleichbarkeit der Daten, tragt die Methode zudem zur
Qualitatssicherung bei [Kallioniemi et al. 2001, Milanes-Yearsley et al. 2002, Nocito et
al. 2001a, 2001b].

Die Herstellung eines TMA-Blocks beginnt mit der Fixierung des Gewebes in einem
Paraffinblock. Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms werden 5 pm dicke Schnitte
angefertigt, auf einen Objekttrager aufgezogen und mit HE gefarbt. In dem erstellten
HE-Schnitt wird der Tumor im Paraffinblock per Folienstift markiert. FUr die weitere
Herstellung der TMA-Blocks wird ein Stanzgerat verwendet (s. Abb. 1). Zunachst wird
ein Loch in einen Empfangerblock (leerer Paraffinblock) und anschlieRend aus dem
Tumorblock/Donorblock ein 6 mm breiter und 3 mm tiefer Gewebezylinder gestanzt
und anschliel3end in das vorgesehene Loch im Empfangerblock eingelassen [Hsu et
al. 2002, Mirlacher & Storz 2000].

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Herstellung der TMA-Blocks jeweils eine Probe
des Tumors, eine Probe aus Jejunum-Normalgewebe sowie eine Probe aus Leber-
und LN-Metastasen verwendet. Dieser Arbeitsschritt wurde in geordneter Reihenfolge
fur alle Patientenproben wiederholt. Der TMA-Block war folgendermal3en aufgebaut:
Proben von zwei Patienten nebeneinander sowie von 10 Patienten untereinander in
der linken Halfte und von 12 Patienten in der rechten Halfte. Der Abstand zwischen
den Proben der Patienten einer Reihe betrug 1,5 mm, der Probenabstand zwischen

den Stanzen verschiedener Reihen 3 mm.
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Figure 1

Abb. 1: Herstellung des Tissue-Microarrays
Quelle: www.alphametrix.de
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Abb. 2: Tissue-Microarray-Block (links) und Mikrotom rechts
Quelle: www.ddbrite.appsport.com

. Schnittherstellung

Vor den immunhistochemischen Farbungen wurden mithilfe eines Mikrotoms Schnitte
aus dem TMA-Block hergestellt (s. Abb. 2). Dadurch wurde eine konstante
Schnittdicke sichergestellt.

Beim Schneidevorgang bewegt sich die Klinge des Schlittenmikrotoms tGber dem mit
Schrauben fixierten Paraffinblock. Um Briche im Paraffinblock zu vermeiden, sollten
die zur Fixation eingesetzten Schrauben nicht zu stramm anzogen werden und der
Paraffinblock vor Beginn dem Schneidevorgang eine halbe Stunde bei -20 °C gelagert

werden.

Am Schlittenmikrotom wurde die Klinge auf eine Schnittdicke von 5 um eingestellt. Um
eine identische Schnittdicke zu erzielen, wurde nach jedem Schnitt der Block mit Hilfe

eines Vorschubmechanismus um die eingestellte Schnittdicke angehoben.

Nach dem Schneiden wurden die Gewebeproben mit einem glatten Papier in ein
Warmwasserbad mit destilliertem Wasser (Aqua dest) der Temperatur 20 °C gelegt.
Die daraus resultierende Entfaltung der Schnitte erleichtert die Platzierung auf einem
Objekttrager. Dazu wurde der Objekttrager im Wasserbad unter den Schnitt gefuhrt
und ohne Luftblasen herausgehoben. Die Haftung des Schnittes auf dem Objekttrager
erfolgte durch Adhasion.

Nach jedem Patienten wurden die Klingen des Schlittenmikrotoms mit einem Pinsel

zur Entfernung der Paraffinreste gereinigt. Hierbei wurde der Pinsel in Richtung der
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Schnittflache gefuhrt, um eine Abstumpfung der Klinge zu vermeiden und eine

gleichbleibende Schnittqualitat zu gewahrleisten

Im nachsten Schritt wurden die Gewebeschnitte im Ofen 20 min bei 70 °C und
anschlieBend Uber Nacht bei 56 °C erhitzt. Dadurch sollte eine Ablosung vom

Objekttrager beim Farbeprozess verhindert werden.

. Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung von EpCAM und Ki-67 erfolgte anhand von Farbe-
Protokollen (siehe unten). Der Nachweis von EpCAM erfolgte Uber die Avidin-Biotin-
Complex-Methode (ABC-Methode). Ki-67 wurde mit dem Vectastatin Elite mouse-lgG-
Kit sowie den primaren monoklonale Antikorper Ki-67 des Klons MIB-1 der Firma
DAKO nachgewiesen. Fur beide Protokolle wurde das Formalin-fixierte, in Paraffin
eingebettete Tumorgewebe in 5 ym Schnittdicke auf Superfrost-Objekttrager (Menzel

Glaser, Braunschweig, Deutschland) aufgebracht und mit Xylol entparaffinisiert.

. Immunhistochemie EpCAM

Zur Entparaffinisierung und Rehydratation durchliefen die Schnitte eine absteigende
Alkoholreihe. Dabei wurden die Praparate dreimal fur 10 min in Xylol (Merck
1.08685.2500), zweimal fur 5 min in 99,5 %iges Ethanol, zweimal fir 5 min in 96 %iges
Ethanol, zweimal fir 5 min in 80 % iges Ethanol sowie einmal fir 5 min in 70 %iges
Ethanol gestellt. Anschlielliend wurden die Praparate fir mindestens 5 min in Aqua
dest gegeben. Im weiteren Verlauf wurden die Schnitte in einem Gemisch aus 10 x
Target Retrieval Solution (DAKO S1699) in der Konzentration 1:10 verdinnt mit Aqua
dest in einer Glasklvette mit Deckel fir 30 min bei 95 °C im Wasserbad erhitzt. Nach
dem Abkuhlen der Praparate fir 20 min in der Flissigkeit wurden sie erst 5 min in PBS
und dann in Aqua dest gewaschen. Zur Inhibition der endogenen Peroxidase wurden
die Praparate fir 30 min in 0,3 %ige H202-PBS-Lésung bei Raumtemperatur (RT),
inkubiert. Im Anschluss wurden die Schnitte 5 min in 1 x PBS gespult und mit dem
Liquid Blocker Super Pap Pen Mini (MBT Brand, 297840010) umrandet.

Anschlief3end wurden die unspezifischen Proteinbindungsstellen fur 20 min bei RT mit

drei Tropfen Normalserum auf 10 ml 1 x PBS blockiert.



Danach wurde der Primarantikorper in 10 % AB-Serum angesetzt. Hierfur wurde AB-
Serum im Verhaltnis 1:10 mit Dulbeccos’s phosphate buffered saline (DPBS) verdlnnt.
Die Inkubation der Praparate mit dem Primarantikorper bei RT dauerte 30 min. Danach

erfolgte eine zweimalige Waschung fur je 3 min in 1 x PBS.

Ein Tropfen des Sekundarantikorpers (biotinylierter Antikorper) wurde mit 10 ml 1 x
PBS in einer Klvette gemischt. Die Lésung wurde fir 30 min auf die Praparate
gegeben. Anschlielend wurden die Praparate zweimal fir je 3 min in 1 x PBS

gewaschen.

Das Vectastin ABC-Reagenz wurde 30 min vor der Benutzung aus 2 Tropfen Reagenz
A plus 2 Tropfen B und 10 ml 1 x PBS hergestellt. Die Inkubation der Praparate mit
der Lésung dauerte ebenfalls 30 min bei RT. Danach wurden die Praparate erneut 5

min in 1 x PBS gewaschen.

Schlie8lich werden die Praparate fur 10 min mit einer lichtgeschitzt aufbewahrten
Diaminobenzidin-(DAB)-Substrat-Chromogen-Lésung hergestellt aus 1 ml Buffered
Substrate for Liquid DAB (DAKO Corporation) und 1 Tropfen Liquid DAB-Chromogen
(DAKO Corporation) bedeckt. Nachfolgend wurden die Schnitte zweimal 5 min in

Leitungswasser abgespult.

Die Kernfarbung erfolgte durch ein Eintauchen (15 s) in Hamalaun (Merck,
1.09249.2500). AnschlieRend wurde das Uberschissige Hamalaun unter flieRendem
Leitungswasser 15 min lang abgespult. Die Schnitte wurden bis zur weiteren

Verwendung in Aqua dest aufbewahrt.

Die Proben wurden einer aufsteigenden Alkoholreihe (jeweils 1 min 70 %iges /
80 %iges und 99 %iges Ethanol) unterzogen. Danach wurden die Praparate
mindestens 2 min in Xylol gestellt. AbschlieRend wurden die Praparate mit Hilfe des

Klebers Entellan und einem Deckglas eingeschlossen.

. Prinzip der Avidin-Biotin-Complex-Methode

Das Prinzip der ABC-Methode beruht auf der hohen Affinitat des Glykoproteins Avidin
zu dem wasserloslichen Vitamin Biotin. Die Komplexe bestehen aus einem Avidin und

maximal vier Biotinmolekilen.

Der Nachweis von Proteinen erfolgt tGber die Markierung mit einem Primarantikérper
(spezifischer Antikorper). Anschlielend wird ein biotinylierter Sekundarantikdrper



hinzugefugt, der an den Primarantikorper bindet. An das Biotin des
Sekundarantikdrpers bindet wiederum ein Komplex aus biotinylierter Peroxidase und
Avidin. Drei Peroxidasemolekule werden Uber Biotin an Avidin gebunden. Die vierte
Biotinbindungsstelle des Avidin ist vom Biotin des Sekundarantikorpers besetzt.
Dadurch erfolgt eine Amplifikation des Signals. Nach Zugabe des Peroxidase-
Substrates DAB und H20:2 bildet sich ein brauner schwerléslicher Niederschlag auf
dem Schnitt.

Durch die hohe Affinitdt von Avidin zu Biotin und die fehlenden endogenen Avidin-
Bindungsstellen tritt eine unspezifische Farbereaktion kaum auf. Die Menge des

Antigens korreliert mit der Farbintensitat des Schnitts.

. Farbeprotokoll

+  Xylol dreimal 10 min

+ absteigende Alkoholreihe:

99,5% Ethanol zweimal 5 min
96% Ethanol zweimal 5 min
80% Ethanol zweimal 5 min
70% Ethanol einmal 5 min

* Aqua dest 5 min

* Retrieval Solution (1:10 in Aqua dest) 30 min bei 95 °C

* Retrieval Solution 20 min bei RT

*  Waschen in PBS 5 min

* Blockierung der endogenen Peroxidase mit H202

« Waschen in PBS dreimal 3 min

* Unterbindung von unspezifischen Anfarbungen durch hydrophobe Bindungen von
Immunglobulinen an Membranen oder Fettgewebe

* (3 Tropfen Normalserum aus den Vectastain
Elite mouse-IgG-Kit auf 10 ml steriles PBS ) 20 min

*  Primarantikorper (in 10 % AB-Serum) 45 min
*  Waschen in PBS dreimal 3 min
» Sekundarantikérper (1 Tropfen/10 ml PBS) 30 min
* Waschen in PBS dreimal 3 min

* Inkubation mit ABC-Reagenz 1 Tropfen



*+ Reagenz A + 1 Tropfen. Reagenz B/5S ml PBS 30 min
* Waschen in PBS dreimal 3 min
» Farbentwicklung mit DAB-Substrat:

10 Tropfen Chromogen/10 ml Substratpuffer 10 min

Waschen mit Leitungswasser zweimal 5 min
Kerngegenfarbung mit Hamalaun-Ldsung

nach Mayer 15s
Waschen in flieRendem Wasser 20 min

+ Aufsteigende Ethanolreihe:

70%iges / 80%iges und 99%iges Ethanol jeweils 1 min

Xylol 2 min

 Eindeckeln mit Entellan

. Immunhistochemie Ki-67

Das Farbeprotokoll fur Ki-67 unterscheidet sich in einigen Punkten vom ABC-Protokoall,

daher werden nachfolgend die Unterschiede aufgefuhrt:

Bei der Entparaffinisierung und Dehydrierung erfolgte die Waschung in Xylol fir jeweils
15 min in Xylol und bei der aufsteigenden Alkoholreihe gab es zwei Waschschritte mit
100 %igem Ethanol.

Die Blockierung der endogenen Peroxidase erfolgte durch ein 20-minutiges Einlegen
der Schnitte in 3 %iges H202 in Methanol (= 3 ml 30 %iges H202 + 97 ml Methanol).
Anschlief3end wurden die Schnitte jeweils zweimal in 96 %igem und 70 %igem Alkohol

und in Aqua dest eingelegt.

Die folgende Demaskierung der Schnitte erfolgte durch Erhitzen in Natrium-Citrat-
Puffer bei pH 6. Der Citrat-Puffer setzte sich aus 18 ml der Lésung A (21,01 g 0,1-
molare Zitronensaure (Merck#244) in 1 | Aqua dest), 82 ml der Lésung B (29,41 g 0,1-
molares Natrium-Citrat (Merck #6448) in 1 | Aqua dest) und 900 ml Aqua dest
zusammen. Nach dem Kochvorgang der Schnitte (5 min) im Schnellkochtopf wurde
der Deckel gedffnet und vorsichtig Leitungswasser zum Puffer gegossen.
Anschlieflend wurden die Schnitte mit Aqua dest und zweimal mit PBS gewaschen.



Die Schnitte wurden fur 20 min in ein Blockierungsserum (3 Tropfen Normalserum aus
den Vectastain Elite mouse-IgG-Kit auf 10 ml steriles PBS) gelegt, um eine
unspezifische Anfarbung durch hydrophobe Bindungen von Immunglobulinen an

Membranen oder Fettgewebe zu unterbinden.

Bei der immunhistochemischen Farbung von Ki-67 kam das Detektionssystem
Vectastatin Elite mouse-lgG-Kit sowie der primare monoklonale Antikérper Ki-67 des
Klons MIB-1 der Firma DAKO UK zum Einsatz. Das IgG1 bindet spezifisch an das
nukleare Antigen Ki-67. Der Primarantikorper wurde in einer Verdunnung von 1:100 in
DAKO-Verdinnungsmedium verabreicht. Nach der zweimaligen Waschung mit PBS
erfolgte die Zugabe des biotinylierten Anti-mouse Sekundarantikérpers (= 3 Tropfen
Normalserum, 1 Tropfen Anti-mouse IgG und 10 ml DAKO-Verdinnungsmedium) fur
30 min. Die Proben wurden fur 30 min mit dem ABC-Komplex (4 Tropfen Losung A, 4
Tropfen Losung B und 10 ml steriles PBS) inkubiert und anschlieend erneut mit PBS
gewaschen. Fur die Farbung mit DAB wurden 2 Tropfen Pufferkonzentrat mit 2 Tropfen
DAB-Chromogen und 2 ml Aqua dest vermengt. Diese Losung wurde fir 8—10 min auf
die Objekttrager/Schnitte gegeben. Danach wurden die Proben mit Aqua dest
gewaschen, 2 min mit saurem Hamalaun nach Mayer gegengefarbt und 5 min in
Leitungswasser geblaut. Zuletzt wurden die Schnitte in eine bis Xylol aufsteigende

Alkoholreihe getaucht und mit Entellan eingedeckelt.

*  Auswertung der EpCAM- und Ki-67-Expression

Die Expression von EpCAM und Ki-67 wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des
Remmele-Score (auch Immunreaktiver Score, IRS) quantifiziert. Bei dieser
Auswertungsmethode wird eine Skala von 0 bis 12 verwendet. Der IRS wird aus dem
Produkt des Proportions-Score und Intensitats-Score der angefarbten Tumorzellen
gebildet (s. Tab. 8). Hierbei beschreibt der Proportions-Score den Anteil der positiv-
gefarbten Tumorzellen (0 = keine Farbung, 1 < 10 % angefarbt, 2 = 11-50 % angefarbt,
3 = 51-80 % angefarbt, 4 = 81-100 % angefarbt). Der Intensitats-Score beschreibt die
Intensitaten der auftretenden Farbungen (0 = keine Anfarbung, 1 = schwache Farbung,

2 = malige Farbung, 3 = starke Farbung).

Die IRS-Werte von 0 bis 12 errechnen sich aus dem Produkt der beiden Scores, wobei

sich eine Uberexpression ab einem Wert > 4 ergibt.



Im Rahmen der vorliegenden Arbeit erfolgte die Auswertung unabhangig von zwei
Personen, wobei in 97 % der Falle Ubereinstimmungen auftraten. In 3 % der Falle
traten Abweichungen bei der Auswertung auf. In diesen Fallen wurden die Proben

gemeinsam gesichtet, um einen Konsens zu erlangen.

Tab. 8: Immunreaktiver Score (Remmele-Score)

Proportions-Score Intensitats-Score \

Positive Tumorzellen in Prozent Intensitat der gefarbten Tumorzellen
0 Keine Anfarbung 0 keine Anfarbung

1 <10% 1 schwache Anfarbung

2 11-50 % 2 maRige Anfarbung

3 51-80 % 3 | starke Anfarbung

41 81-100 %

«  Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse wurde das Statistikprogramm SPSS 16.0 eingesetzt. Das

Signifikanzniveau wurde mit p < 0,05 festgelegt.

. Cox-Regression

Die Cox-Regression wurde verwendet, um den gleichzeitigen Einfluss von mehreren
Variablen auf die Uberlebenszeit zu untersuchen. In diesem Fall wurden die

nachfolgenden Variablen untersucht:

* Geschlecht

» Alter bei Erstdiagnose

 Lage des Tumors

*  TumorgroRe

+  TNM-Klassifikation

+  WHO-Klassifikation

« Stadium der Erkrankung

* Ki-67 und EpCAM-Expression.

AuRerdem kann der Einfluss von stetigen Variablen auf die Uberlebenszeit bewertet
werden. Hierbei bietet die Cox-Regression die Moglichkeit, die GroRe des Einflusses

(Hazard Ratio, HR) abzuschatzen.



. Univariate Cox-Regressionsanalyse

Die univariate Cox-Regressionsanalyse gilt als Vorstufe zur multivariaten Cox-
Regressionsanalyse. Diese Methode wurde gewahlt, um die Einflussfaktoren auf das
Uberleben einzeln priifen zu kénnen. Beim Auftreten einer Signifikanz wurde diese
Variable in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse weiter untersucht. Die
Schatzung liefert als  semiparametrisches Verfahren kein  komplettes
Vorhersagemodell fiir die Uberlebenszeit, sondern lasst die Verteilungsfunktion der
beobachteten Episodenenden unbewertet und schatzt den Einfluss metrischer oder
kategorialer Variablen auf einen als Uber alle Falle angenommenen als Baseline-

Hazard.

. Multivariate Cox-Regressionsanalyse mit Interaktionsvariable

Hier wurde das Nicht-Vorhandensein von Metastasen mit dem Vorhandensein von
regionalen sowie peripheren LN-Metastasen, sowie das Nicht-Vorhandensein von
Fernmetastasen mit dem Auftreten von Lungen- sowie Peritonealmetastasen
verglichen. Weiterhin wurde die Fragestellung nach dem Vorhandensein bzw. Nicht-
Vorhandensein von LN-Metastasen und dem Vorhandensein bzw. Nicht-
Vorhandensein von Fernmetastasen untersucht. Diese Variablen wurden aufgrund
von signifikanten Resultaten aus der univariaten Cox-Regressionsanalyse als

Variablen in die multivariate Cox-Regressionsanalyse eingebracht.

* Ergebnisse

. Charakteristika der NET-Patienten

In der vorliegenden Doktorarbeit wurden die Proben von insgesamt 85 Patienten mit
NET untersucht. Das Durchschnittsalter der Probanden lag bei 48,2 Jahren. Das
Kollektiv bestand aus 38 Frauen und 47 Mannern. Das Durchschnittsalter der Frauen
betrug 55,27 Jahre und das der Manner 46,11 Jahre. Tabelle 9 bietet eine Ubersicht
Uber die Lokalisation des Primartumors und die Haufigkeit von LN- und

Fernmetastasen.



Tab. 9: Primartumoren, Lymphknoten-(LN)- und Fernmetastasen

Patienten
NET-Dickdarm 3
Gastrinom 14
Pankreas-NEN 35
Lymphknotenmetastasen
Keine Angaben 4
Keine Metastasen 34
Regionale LK 4
Periphere LK 38
Fernmetastasen
Keine Angaben 30
Keine Metastasen 21
Metastasen im Mesenterium 1
Lebermetastasen 22
Milzmetastasen 1
Lungenmetastasen 1
Cerebrale Metastasen 1
Ossare Metastasen 1
Peritonealmetastasen 1
Pleurametastasen 1
Zwerchfellmetastasen 1
Perikardmetastasen 1

Die Grolde des Primartumors betrug im Mittel 4,11 cm. Tabelle 10 stellt die TNM-
Stadien (s. Tab. 2) der Patienten dar. Am haufigsten waren im vorliegenden Kollektiv
T2-Tumoren vertreten (N=32). Jeweils etwa die Halfte der Patienten zeigten einen

regionalen LN-Befall (N=42) bzw. keinen Befall (N=38). Auch Fernmetastasen traten

bei etwa der Halfte der Patienten (N=40) auf.

Tab. 10: TNM-Stadium der Patienten

T-Status
T1 21
T2 32
T3 14
T4 17

N-Status
NO 38
N1 42
N2 3

M-Status
MO 44
M1 40

Bei den meisten Tumoren (s. Tab. 11) handelte es sich um gut differenzierte Tumoren
(Grading G1, N=71, s. Tab. 4). Beim Staging (s. Tab. 3) waren alle Stadien vertreten.




Viele Patienten zeigten aber ein Stadium IV (N=31). Bei der WHO-Klassifikation (s.

Tab. 5) dominierten Patienten im Stadium WHO2 (N=44).

Tab. 11: Grading, WHO-KIassifikation und Tumorstadium

Grading
G1 71
G2 12
WHO-Klassifikation
WHO-1 22
WHO-2 44
WHO-3 15
Tumorstadium

| 12
lla 8

lIb 8

llla 1

b 17
\Y 31

Weniger als die Halfte der Tumoren (N=36) zeigten keine Ki67-Expression. Ki67-
exprimierende Tumoren hatten meist einen IRS-Wert von 2 oder 3, was insgesamt fur
eine relativ niedrige Expression spricht (s. Kap. 2.7). Den hochsten IRS-Wert von 6

zeigte lediglich ein Tumor (s. Tab. 12).

Tab. 12: Ki67-Expression

Ki67-Expression Anzahl
(IRS-Werte)

0 36

1 3

2 15

3 20

4 2

5 0

6 1

37 Patienten waren am Ende des Beobachtungszeitraumes noch am Leben,

wohingegen 39 verstorben waren. Das mittlere Uberleben lag bei 103 Monaten.

« EpCAM-Expression

Die EpCAM-Expression der in Paraffin eingebetteten Gewebeproben wurde
immunhistochemisch mit dem monoklonalen anti-EpCAM-Antikorper (Ber-Ep4)
bestimmt. Von 85 Patienten wurden die NEN-Primartumoren verschiedenen
Ursprungs analysiert. Zusatzlich wurden auch 14 LN- und 9 Fernmetastasen beurteilt.
Die EpCAM-Expression wurde mithilfe des IRS-Scores (s. Kap. 2.7) quantifiziert



(s. Tab. 13). 20 der analysierten Proben exprimierten kein EpCAM (IRS=0). Dagegen

zeigten 25 Proben mit einem IRS=12 eine sehr starke Expression.

Tab. 13: EpCAM-Expression

EpCAM-Expression Anzahl
(IRS-Werte)

0 20
1 3
2 0
3 2
4 4
6 10
8 9
9 0
12 25

. EpCAM-Expression in Abhangigkeit von der Metastasierung

Abbildung 3 vergleicht die EpCAM-Expression in Abhangigkeit vom Vorhandensein
von LN-Metastasen. Die hochste EpCAM-Expression wies die Gruppe mit LN-
Metastasen (7,983 + 0,6095; N=60) auf. Der IRS-Score der EpCAM-Expression der
Patienten ohne LN-Metastasen betrug dagegen nur 6,667 = 1,599 (N=9). Der
Unterschied in der EpCAM-Expression zwischen den Gruppen von 1,317 £ 1,691 war
statistisch nicht signifikant (ungepaarter t-Test: t=0,7787, df=67, p=0,4389).
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Abb. 3: EpCAM-Expression in Abhangigkeit vom Auftreten von Lymphknoten-(LN)-
Metastasen
No = keine LN-Metastasen, Yes = LN-Metastasen

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)



Abbildung 4 vergleicht die EpCAM-Expression bei Patienten ohne LN-Metastasen
(N=9) bzw. mit regionalen LN-Metastasen (N=44) und peripheren LN-Metastasen
(N=5). Patienten mit regionalen LN-Metastasen besallen die hochste EpCAM-
Expression. Die statistische Auswertung ergab jedoch, dass die Patienten in den
Gruppen keine signifikant unterschiedliche EpCAM-Expression (ANOVA:
F(2/55)=0,6570, p=0,5231) aufwiesen.
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Abb. 4: EpCAM-Expression in Abhangigkeit vom Auftreten regionaler und peripheren
Lymphknoten-(LN)-Metastasen
No = keine LN-Metastasen, Regional = regionale LN-Metastasen, peripheral = periphere LN-
Metastasen

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

Abbildung 5 vergleicht die EpCAM-Expression bei Patienten mit ausschlief3lich
regionalen LN-Metastasen (Gruppe 0; N=44) und Patienten mit LN-Metastasen
unabhangig von der Lokalisation (Gruppe 1, N=60). Patienten, die ausschlief3lich
regionalen LN-Metastasen aufwiesen, zeigten eine geringere EpCAM-Expression
(5,659 = 0,7248 versus 7,517 + 0,6164). Die Differenz von -1,858 + 0,9504 war
statistisch knapp nicht signifikant (ungepaarter t-Test: t=1,954 df=102, p=0,0534).



Epcam-Expression und Risikofaktoren

Table Analyzed M
N Column A 0
Vs v
10 Column B 1
S s
2 Unpaired t test
« P vaue 0.0534
= 6 I P value summary ns
§ Are means signif. different? (P < 0.05) Mo
s 4 One- or wo-tailed P value? Two-tailed
3 t df =1.954 di=102
= 2
How big is the difference?
0 r Mean + SEM of column A 5,659 + 0.7248 N=44
(1] 4 Mean + SEM of column B 7.517 + 0.6164 N=60
N Differenc e between means -1,858 x 0,9504
95% confidence interval -3, 745 to 0.02097

Abb.5: EpCAM-Expression in Abhangigkeit von der Lokalisation der Lymphknoten-(LN)-
metastasen
Gruppe 0 = ausschlieBlich regionale LN-Metastasen, Gruppe 2 = LN-Metastasen unabhangig
von der Lokalisation

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

Abbildung 6 zeigt die EpCAM-Expression bei Patienten mit und ohne Fernmetastasen.

In der Gruppe mit Fernmetastasen betrug die EpCAM-Expression im Mittel 8,103 +
0,5756 (N=58). In der Gruppe ohne Fernmetastasen 5,048 + 1,092 (N=21). Der
Unterschied in der EpCAM-Expression (3,056 + 1,160) zwischen Patienten mit und
ohne Fernmetastasen war signifikant (ungepaarter t-Test: t=2,635, df=77, p=0,0102).
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Abb. 6: EpCAM-Expression in Abhangigkeit vom Auftreten von Fernmetastasen
No = keine Fernmetastasen, Yes = Fernmetastasen

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)



Abbildung 7 vergleicht die EpCAM-Expression von Patienten ohne Fernmetastasen
(N=20) bzw. mit Lungenmetastasierung (N=2) und Peritonealkarzinose (N=32).
Patienten mit Lungenmetastasierung oder Peritonealkarzinose zeigten eine
vergleichbare EpCAM-Expression. Diese lag hoher als bei Patienten ohne
Fernmetastasen. Die Unterschiede in der EpCAM-Expression zwischen den drei
Gruppen waren statistisch nicht signifikant (ANOVA: F(2/52)=1,464, p=0,2408).
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Abb. 7: EpCAM-Expression beim Auftreten von Fernmetastasen in der Lunge und im
Peritoneum
No = keine Metastasen, Lung = Lungenmetastasen, Peritoneum = Metastasen im Peritoneum

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

Abbildung 8 vergleicht die EpCAM-Expression bei Patienten mit ausschlief3lich
regionalen Fernmetastasen (Gruppe 0; N=45) und Patienten mit Fernmetastasen
unabhangig von der Lokalisation (Gruppe 1, N=65). Patienten, die ausschlie3lich
regionale Fernmetastasen aufwiesen zeigten eine geringere EpCAM-Expression
(5,933 = 0,7610 versus 7,600 + 0,5746). Die Differenz von -1,667 + 0,9368 war
statistisch nicht signifikant (ungepaarter t-Test: =1,779 df=108, p=0,078).



Epcam-Expression und Risikofaktoren

Table Analyzed M

M Column A 0

vs Vs

10 Column B 1

Unpaired t test

c
=
] —— P value 0078
g 6 P value summary ns
= Are means signif. different? (P < 0.05) Mo
s 4 One- or wo-tailed P value? Two-tailed
3 it dr =1.779 dr=108
0O 2
How big is the difference?
o r Mean + SEM of column A 5,933 + 0, 7610 N=45
] Mean = SEM of column B 7,800 + 0.5746 MN=E65
M Differenc e between means -1.667 + 0,9368
95% confidence interval —3,525 to 0.1920

Abb. 8: EpCAM-Expression in Abhangigkeit von der Lokalisation der Fernmetastasen
Gruppe 0 = ausschlieBlich regionale Fernmetastasen, Gruppe 2 = Fernmetastasen
unabhangig von der Lokalisation

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

. EpCAM-Expression in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Abbildung 9 vergleicht die EpCAM-Expression in den klassifizierten Stadien der
Tumoren. Die Stadien I-lla wurden in Gruppe 1 zusammengefasst. Gruppe 2 umfasst
die Stadien llb—Illb und Gruppe 3 entspricht Stadium IV (s. Tab. 3). Deutlich wird, dass
mit zunehmendem Stadium die EpCAM-Expression zunahm. Die hochste Expression
wies die Gruppe 3 auf. Die EpCAM-Expression in den Gruppen war signifikant
verschieden (ANOVA: F=3,804, p=0,0254).



Epcam-Expression und Risikofaktoren

Table Analyzed STAGE1
STAGE1
10+ COne-way analysis of variance
P value 0.0254
= P vaue summary *
-% 84 Are means signif. different? (P < 0.05) Yes
w Mumber of groups 3
E 6 | F 3.804
= R square 0.06697
E 4
g Bartiett's test for equal variances
L‘I:JL 2] Bartlett's stafistic (comected) 0.5605
= - P value 07522
o r b . = P vaue summary ns
1 2 3 Do the varances differ signif (P < 0.05) No
STAGE1 ANCWVA Table SS
Treatment {between columns) 1727
Residual (within columns) 2406
Total 2579
Dunnett's Muttiple Comparison Test Mean DIff,
1vs2 -0.6156
1vs3 -2 877

Abb. 9: EpCAM-Expression in Abhangigkeit vom Tumorstadium
Gruppe 1: Stadien |-lla, Gruppe 2: Stadien lIb—Illb, Gruppe 3 IV (s. Tab. 3)

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

. EpCAM-Expression in Abhangigkeit von der WHO-Klassifikation

Abbildung 10 vergleicht die EpCAM-Expression in den Gruppen der WHO-
Klassifikation (Gruppe 1: neuroendokrine Neoplasie Grad 1, Gruppe 2: neuroendokrine
Neoplasie Grad 2, Gruppe 3: neuroendokrines Karzinom Grad 3 (s. Tab. 5)). Deutlich
wird, dass neuroendokrine Neoplasien Grad 2 die hochste EpCAM-Expression
zeigten. Die hochste Expression wies die Gruppe 3 auf. Die EpCAM-Expression in den
Gruppen war aber nicht signifikant verschieden (ANOVA: F=1,641, p=0,1987). Mit dem
Bartletts-Test wurde die Varianzhomogenitat der Gruppen gepriuft. Bei einem
p=0,9962 ist davon auszugehen, dass sich die Varianzen in den Gruppen nicht
signifikant unterschieden.



Epcam-Expression und Risikofaktoren

Table Analyzed WHO
WHO
10 One-way analysis of variance
P value 0.1987
= P value summary ns
g 8 Are means signif. different? (P < 0.05) Mo
w Number of groups 3
S © I F 1.641
5 R square 0.02976
4
§ Bartleit's test for equal variances
Iﬁ- 2 Bartiett's statistic (corrected) 0.007641
P value 0.9962
0 . y P value summary ns
1 2 3 Do the variances differ signif. (P < 0.05) Mo
WHO AMOWA Table sS of MS
Treatment (between c olumns) 7r.2 2 38.6
Residual (within columns) 2817 107 23.52
Toial 2594 109

Abb. 10: EpCAM-Expression in Abhangigkeit von der WHO-Klassifikation
1: neuroendokrine Neoplasie Grad 1, 2: neuroendokrine Neoplasie Grad 2, 3:
neuroendokrines Karzinom Grad 3 (s. Tab. 5)

EpCAM-Expression: MW + SEM des IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

. Einflussfaktoren auf die Uberlebenszeit

. Cox-Regressionsanalyse (univariate Analyse)

Mit Hilfe der Cox-Regressionsanalyse wurden die potentiellen Einflussfaktoren auf das
Uberleben der Patienten des vorliegenden Kollektivs mit GEP-NEN analysiert. Als
Parameter wurden das Geschlecht, das Alter bei Erstdiagnose, die Lage des Tumors,
das Vorhandensein von LN- und distalen Metastasen, die Tumorgrof3e, die TNM-
Klassifikation, die WHO-Klassifizierung, das Stadium der Erkrankung sowie die Ki-67-
und EpCAM-Expression untersucht (s. Tab. 14). Eine Tumorgréf3e > 1,5 cm erhdhte
das Mortalitatsrisiko um mehr als den Faktor 2 (HR=2,132). Einen deutlichen negativen
Effekt auf das Uberleben hatte auch eine erhéhte Ki-67-Expression >3 (HR=1,984).
Alle in das Modell einbezogenen Faktoren, bis auf eine EpCAM-Expression >4
erhohten das Risiko zu versterben (H=0,561). Signifikante Ergebnisse ergaben der
LN-Status (p=0,043), die Ki-67-Expression (p=0,0297)) und die WHO-Klassifikation
(p=0,033). Die EpCAM-Expression verfehlte mit einem p=0,0810 knapp die statistische
Signifikanz.



Tab. 14: Potentielle Einflussfaktoren auf das Uberleben (univariate Cox-Regressionsanalyse)

Variable HR P N BP

Geschlecht 1,376 0,3076 85 -
Alter bei Erstdiagnose 1,551 0,1750 85| 50 Jahre
Lokalisation: for-, mid-, hindgut 0,618 0,1930 85 -
Lokalisation: Pankreas, Darm, andere 1,031 0,8990 84 -
Lokalisation: Darm, Pankreas, andere 1,740 0,0560 84 -
Lymphknoten-Metastasen 1,833 0,1110 50 -
Fernmetastasen 1,025 0,8090 56 -
TumorgréRe 2,132 0,1510 84 1,5¢cm
T-Status 1,337 0,0570 85 -
N-Status 1,764 0,0430 85 -
M-Status 1,842 0,0630 84 -
Ki-67-Expression 1,984 0,0297 85 3,0**
WHO-Klassifikation 1,666 0,0330 85 -
Tumor-Stadium* 1,414 0,0930 85 -
EPCAM-Expression 0,561 0,0810 78 4,0

Legende: HR: Hazard Ratio; P: P-Wert; N: Anzahl der Patienten; BP: Breakpoint

* Gruppe 1: Stadien I-lla, Gruppe 2: Stadien lIb—llIb, Gruppe 3 IV (s. Tab. 3)

** |RS-Score (siehe Kap. 2.7)

Die P-Werte signifikanter Einflussfaktoren sind farblich markiert.

. Multivariate Cox-Regressionsanalyse mit Interaktionsvariable

Im Anschluss wurde eine multivariate Cox-Regressionsanalyse zur ldentifikation von
Einflussfaktoren auf das Uberleben nach Erstdiagnose durchgefiihrt (s. Tab. 15).
Dabei konnten lediglich der LN-Status (p=0,0226) und die Lokalisation des Primarius
(Darm vs. Pankreas vs. andere, p=0,0138) als signifikante Faktoren identifiziert
werden. Wiederum erwies sich die EpCAM-Expression nicht als signifikanter
Prognosefaktor (p=0,123). Alle in das Modell einbezogenen Faktoren, bis auf eine
EpCAM-Expression >4 erhohten das Risiko zu versterben. Den starksten Effekt zeigt
mit einer HR=2,759 eine TumorgrofRe >1,5 cm. Wie schon in der univariaten Analyse

erwies sich die EpCAM-Expression als protektiv (HR=0,586).

Tab. 15: Multivariate Analysen zum Uberleben nach Erstdiagnose

Variablen HR P N BP

im Angebot
Geschlecht - - 76 -
Alter bei Erstdiagnose (Jahre) 1,866 0,0893 76 50 Jahre
Lokalisation: Darm, Pankreas, andere 2,163 0,0138 76 -
Tumorgrofie 2,759 0,0735 76 1,5cm
T-Status - - 76 -
N-Status 2,080 0,0226 76 -




M-Status - - 76 -
Ki-67-Expression - - 76 3,0**
WHO-KIlassifikation - - 76 -
Tumorstadium* - - 76 -
EPCAM-Expression 0,586 0,1234 76 4,0**

Legende: HR: Hazard Ratio; P: P-Wert; N: Anzahl der Patienten; BP: Breakpoint

* Gruppe 1: Stadien I-lla, Gruppe 2: Stadien lIb—llIb, Gruppe 3 IV (s. Tab. 3)
** |IRS-Score (siehe Kap. 2.7)
Die P-Werte signifikanter Einflussfaktoren sind farblich markiert.

Bemerkung: Variablen, die mit einem ,-“ bei HR und P wurden im BACKWARDS-Verfahren wegen
Uberschreitung des 15 %-Niveaus eliminiert.

. Einfluss der Metastasierung auf das Uberleben

Abbildung 11 zeigt das Uberleben in Abh&ngigkeit vom Vorhandensein von LN- oder

Leber-Metastasen.
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Abb. 11: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit vom Vorhandensein von Leber-
oder Lymphknoten-(LN)-metastasen (Kaplan-Meier-Kurve)



3 (grin gestrichelte Kurve): Patienten mit LN-Metastasen, 2 (rote Kurve): Patienten mit
Lebermetastasen ,1 (blaue Kurve): Gesamtkollektiv

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Im Beobachtungszeitraum verstarben insgesamt 41 von 85 Patienten (blaue Linie).
Von den zehn Patienten mit Lebermetastasen verstarben vier und von den 15
Patienten mit LN-Metastasen acht Patienten. Die Kaplan-Meier-Kurve lasst vermuten,
dass Patienten mit Metastasen ein tendenziell groReres Risiko besalen, im
Beobachtungszeitraum zu versterben. Das Risiko zwischen Patienten mit LN- und
Lebermetastasen war jedoch im Vergleich zum Gesamtkollektiv nicht signifikant hdher
(p=0,728).

. Einfluss des Geschlechts auf das Uberleben

Die Kaplan-Meier Kurve in Abbildung 12 verdeutlicht, dass die weiblichen Patienten
(21 von 38) im Vergleich zu den mannlichen Patienten (20 von 47) ein tendenziell
grolReres Risiko (HR=1,376) besalden, im Beobachtungszeitraum zu versterben.

Dieses Risiko war jedoch mit einem p=0,308 nicht signifikant verschieden.
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Abb. 12: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit vom Geschlecht (Kaplan-Meier-
Kurve)
1 (blaue Kurve): mannliche Patienten, 2 (rote Kurve): weibliche Patienten

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

. Einfluss des Alters auf das Uberleben

Die Kaplan-Meier Kurve in Abbildung 13 verdeutlicht, dass Patienten > 50 Jahre (25
von 49) im Vergleich zu den Patienten < 50 Jahre (16 von 36) ein tendenziell grolReres
Risiko besalden, im Beobachtungszeitraum zu versterben. Dieses Risiko war jedoch

mit einem p=0,175 nicht signifikant verschieden.
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Abb. 13: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit vom Alter (Kaplan-Meier-Kurve) —
Vergleich von Patienten < 50 Jahre vs. > 50 Jahre
1 (blaue Kurve): Patienten < 50 Jahre, 2 (rote Kurve): Patienten > 50 Jahre

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
BP = Breakpoint (Jahre), HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Auch bei einer Festlegung des Breakpoints auf 57,5 Jahre zeigten altere Patienten ein
gréReres Risiko friher zu versterben (HR=1,575). Dieses Risiko war jedoch mit einem
p=0,1511 wiederum nicht signifikant verschieden (s. Abb. 13).
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Abb. 14: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit vom Alter (Kaplan-Meier-Kurve) —
Vergleich von Patienten < 57,5 Jahre vs. > 57,5 Jahre
1 (blaue Kurve): Patienten < 57,5 Jahre, 2 (rote Kurve): Patienten > 57,5 Jahre

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
BP = Breakpoint (Jahre), HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

. Einfluss der Lokalisation der Tumoren

Abbildung 15 stellt das Uberleben der Patienten im Beobachtungszeitraum in

Abhangigkeit von der Lokalisation (foregut, midgut, hindgut) der Tumoren dar.
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Abb. 15: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit von der Tumorlokalisation
(Kaplan-Meier-Kurve) — Vergleich von Patienten mit fore-, mid und hindgut Tumoren
1 (blaue Kurve): foregut, 2 (rote Kurve): midgut, 3 (griine Kurve): hindgut

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Die Kaplan-Meier Kurve verdeutlicht, dass Patienten mit foregut-Tumoren (35 von 65)
ein tendenziell gréReres Mortalitatsrisiko besallen. Bei der Interpretation der Daten
sollte aber bertcksichtigt werden, dass die Subgruppe mit hindgut-Tumoren sehr klein
war. Laut statistischer Analyse war das Mortalitatsrisiko in den Gruppen nicht

signifikant verschieden (p=0,193).
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Abb. 16: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit von der Tumorlokalisation
(Kaplan-Meier-Kurve) — Vergleich von Patienten mit Darm-, Pankreas- und Tumoren
anderer Lokalisation
1 (blaue Kurve): Darm-Tumoren, 2 (rote Kurve): Pankreas-Tumoren, 3 (griine Kurve): andere
Lokalisation

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Die Kaplan-Meier Kurve verdeutlicht, dass Patienten mit Darm-Tumoren (6 von 7) im
Vergleich zu den Patienten mit Pankreas-Tumoren (5 von 19) und Patienten mit
Tumoren anderer Lokalisationen (29 von 58) ein tendenziell niedrigeres Risiko

besalden, im Beobachtungszeitraum zu versterben (p=0,056).

. Einfluss von LN-Metastasen auf das Uberleben

Abbildung 17 vergleicht das Uberleben der Patienten mit und ohne LN-Metastasen.
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Abb. 17: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit vom Auftreten von Lymphknoten-
(LN)-Metastasen (Kaplan-Meier-Kurve)
1 (blaue Kurve): Patienten ohne LN-Metastasen, 2 (rote Kurve): Patienten mit regionalen LN-
Metastasen, 3 (griine Kurve): Patienten mit peripheren LN-Metastasen

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Die Kaplan-Meier Kurve verdeutlicht, dass Patienten mit peripheren LN-Metastasen (3
von 5) im Vergleich zu den Patienten mit regionalen LN-Metastasen (20 von 38) ein
tendenziell grolieres Risiko besalen, im Beobachtungszeitraum zu versterben. Keiner
der Patienten ohne LN-Metastasen (N=7) verstarb in dem Beobachtungszeitraum. Das
Mortalitatsrisiko war jedoch mit einem p=0,111 zwischen den Gruppen nicht signifikant

verschieden.

. Einfluss von Fernmetastasen auf das Uberleben

Abbildung 18 vergleicht das Uberleben der Patienten mit und ohne Fernmetastasen.
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Abb. 18: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit vom Auftreten von
Fernmetastasen (Kaplan-Meier-Kurve)
1 (blaue Kurve): Patienten ohne Fernmetastasen, 2 (rote Kurve): Patienten mit regionalen
Fernmetastasen, 3 (grine Kurve): Patienten mit peripheren Fernmetastasen

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Laut Kaplan-Meier Kurve schienen die Patienten mit regionalen Fernmetastasen (19
von 30) im Vergleich zu den anderen Gruppen das grote Mortalitatsrisiko zu besitzen.
Das Risiko war jedoch mit einem HR=1,035 vergleichbar und nicht signifikant
verschieden (p=0,809).

. Einfluss der TumorgréRe auf das Uberleben

Abbildung 19 vergleicht das Uberleben von Patienten mit Tumoren < 1,5 cm und

>1,5cm.
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Abb. 19: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit von der TumorgréRe (Kaplan-
Meier-Kurve)
1 (blaue Kurve): TumorgrofRe < 1,5 cm, 2 (rote Kurve): TumorgréRe > 1,5 cm

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
BP = Breakpoint (cm), HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Die Kaplan-Meier Kurve verdeutlicht, dass Patienten mit Tumoren > 1,5 cm (37 von
70) im Vergleich zu Patienten mit Tumoren < 1,5 cm (4 von 14) ein etwa doppelt so
grolRes Risiko besalen, im Beobachtungszeitraum zu versterben (HR=2,132). Der

Unterschied zwischen den Gruppen war jedoch mit einem p=0,151 nicht signifikant.

. Einfluss der Parameter der TNM-Klassifikation auf das Uberleben

Abbildung 20-22 vergleichen das Uberleben von Patienten nach den Kriterien der
TNM-Klassifikation (s. Tab. 2).
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Abb. 20: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit von der TNM-Stadieneinteilung fiir
kolorektale NET (Kaplan-Meier-Kurve) — T-Parameter
1 (blaue Kurve): T1, 2 (rote Kurve): T2, 3 (griine Kurve) T3, 4 (braune Kurve) T4 (s. Tab. 2)

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Laut Kaplan-Meier-Kurve schienen Patienten mit einem T1 oder T2 Stadium ein
deutlich geringeres Risiko zu besitzen, im Beobachtungszeitraum zu versterben, als
Patienten mit einem T3 oder T4 Stadium. Die Unterschiede in den Gruppen waren
jedoch nicht signifikant (s. Abb. 20).
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Abb. 21: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhiangigkeit von der TNM-Stadieneinteilung fiir
kolorektale NET (Kaplan-Meier-Kurve) — N-Parameter
1 (blaue Kurve): NX, 2 (rote Kurve): NO, 3 (grine Kurve) N1, (s. Tab. 2)

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Mit steigendem N-Stadium nahm das Risiko, im Beobachtungszeitraum zu versterben

zu. Dieser Effekt war mit einem p=0,043 auch statistisch signifikant (s. Abb. 21).
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Abb. 22: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhiangigkeit von der TNM-Stadieneinteilung fiir

kolorektale NET (Kaplan-Meier-Kurve) — M-Parameter
1 (blaue Kurve): MO, 2 (rote Kurve): M1 (s. Tab. 2)

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Mit steigendem M-Stadium nahm das Risiko, im Beobachtungszeitraum zu versterben

zu. Dieser Effekt war mit einem p=0,063 knapp nicht statistisch signifikant (s. Abb. 22).

. Einfluss der Ki-67-Expression auf das Uberleben

Abbildungen 23 und 24 vergleichen das Uberleben von Patienten in Abhéngigkeit von

der Ki-67-Expression der Tumorzellen.
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Abb. 23: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit von der Ki-67-Expression (Kaplan-
Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten < 3 versus > 3
1 (blaue Kurve): Ki-67-Expression < 3, 2 (rote Kurve): Ki-67-Expression > 3

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl
BP = Breakpoint IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

Patienten mit einer Ki-67-Expression <3 zeigten ein besseres Uberleben im Vergleich
zu Patienten mit einer Ki-67-Expression >3. In der Gruppe mit der héheren Ki-67-
Expression lag das Risiko fast doppelt so hoch (HR=1,984). Dieser Unterschied war
mit einem p=0,0297 signifikant (s. Abb. 23).

Bei einer Aufteilung der Patienten in Gruppen mit einer Ki-67-Expression < 2 und > 2
naherten sich die Kurven an (s. Abb. 24). Der Unterschied bezuglich des
Mortalitatsrisikos war nicht mehr signifikant (p=0,5779).
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Abb. 24: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhingigkeit von der Ki-67-Expression (Kaplan-
Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten < 2 versus > 2

1 (blaue Kurve): Ki-67-Expression < 2, 2 (rote Kurve): Ki-67-Expression > 2

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.

HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

BP = Breakpoint IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

. Einfluss des WHO-Stadiums auf das Uberleben

Abbildung 25 vergleicht das Uberleben von Patienten in Abhangigkeit vom WHO-
Stadium.
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Abb. 25: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit vom WHO-Stadium (Kaplan-Meier-
Kurve)
1 (blaue Kurve): G1, 2 (rote Kurve): G2, 3 (griine Kurve): G3.

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Mit steigendem WHO-Stadium nahm das Mortalitatsrisiko der Patienten zu. Die

Unterschiede waren mit einem p=0,033 signifikant.

. Einfluss des Stagings auf das Uberleben

Die Abbildungen 26 und 27 vergleichen das Uberleben von Patienten in Abhangigkeit
vom Staging des Tumors.



Produkt-Grenze Uberlebensschitzung
Mit 95% Kanfidenzgrenzen
1.0 +
08
E
%
T 05
§ —_——t T ++— — — — — — —_-——————_——— ———— —+
5
%
§ 044 LE
@ |
o ' —t
3 !
-] —— e —— ——— - —
0.2
N =85 p=0.093 HR=1.414
1:N=17/7 2:N=29/11
3: N =38/23 4:1/0
DD i I | I I |
0 100 200 300 400
SURVIVAL
[STAGEl ———1 ———=-2 —-—-3 — — 4|

Abb. 26: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit vom Tumor-Staging (Kaplan-Meier-

Kurve)

1 (blaue Kurve): |, 2 (rote Kurve): lla, 3 (griine Kurve): llb, Illb und IV , 4 (braune Kurve) llla

(s. Tab. 3)

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.

HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Es bestanden keine statistisch signifikanten Unterschiede (p=0,093) zwischen den

Gruppen beziiglich des Uberlebens. Aufgrund der teilweise sehr geringen Besetzung

der Subgruppen wurden Staging-Gruppen zusammengefasst (s. Abb. 27).
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Abb. 27: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit vom Tumor-Staging (Kaplan-Meier-
Kurve)
1 (blaue Kurve): | bis lla, 2 (rote Kurve): 1Ib bis Illb, 3 (grine Kurve): IV, 4 (s. Tab. 3)

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl

Die Kaplan-Meier Kurve verdeutlicht, dass Patienten mit Tumor der Staging-Klasse IV
ein tendenziell groReres Risiko besallen, im Beobachtungszeitraum zu versterben als
Patienten mit niedrigeren Staging-Klassen. Dieser Unterschied war mit einem
p=0,0418 signifikant.

. Einfluss der EpCAM-Expression auf das Uberleben

Die Abbildungen 28 bis 32 vergleichen das Uberleben von Patienten in Abhangigkeit
von der EpCAM-Expression des Tumors. Beim Vergleich von Patienten mit IRS-Score
Werten < 4 versus > 4 verfehlten die Unterschiede beziiglich des Uberlebens nur
knapp die statistische Signifikanz (p=0,081, s. Abb. 28). Eine Verschiebung des
Breakpoint-Wertes auf 6 bzw. 8 (IRS-Score) verschlechterte die prognostische

Relevanz der EpCAM-Expression bezlglich des Uberlebens (s. Abb. 29 und 31). Auch



die Einteilung der Patienten in drei Gruppen (IRS-Score 0-4, 6-8, 12) ergab keinen
signifikanten Unterschied bezlglich der Uberlebenswahrscheinlichkeit (s. Abb. 32).

Produkt-Grenze Uberlebensschitzung
Mit 95% Konfidenzgrenzen

1.0

0.8
3
=
S Ly
= - L
o 06 |
-
L
S Attty
% |
S |
g 04+ I B | i e e e e e 3
@
@
Q0
-]

0.2 4

N=78 p=0.081 HR=0.561
p(Wilcoxon)=0.0192
0.0 1 1- N.=29/17 2- N = 409/20 BP=4
T T =N L AL =y LA T T
0 100 200 300 R
SURVIVAL
[EPCAM K ——— 1 ———— 2]

Abb. 28: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit von der EpCAM-Expression
(Kaplan-Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten < 4 versus > 4
1 (blaue Kurve): IRS-Score-Werte < 4, 2 (rote Kurve): IRS-Score-Werte > 4

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl
BP = Breakpoint IRS-Score (siehe Kap. 2.7)



Produkt-Grenze Uberlebensschitzung
Mit 95% Kanfidenzgrenzen
1.0 1
08
>
=
= L.
S 06 '
2 I
2 T
S 04 i
B |
E b —— —— = - ————————— — —— +
0
-
0.2
N=78 p=0.2858
1: N =38/20 2: N =40/17 BP=6.5
0.0
I | I I |
0 100 200 300 400
SURVIVAL
[EPFCAM K ——— 1 ———= 2]

Abb. 29: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéngigkeit von der EpCAM-Expression
(Kaplan-Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten < 6,5 versus > 6,5
1 (blaue Kurve): IRS-Score-Werte < 6,5, 2 (rote Kurve): IRS-Score-Werte > 6,5

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl
BP = Breakpoint IRS-Score (siehe Kap. 2.7)
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Abb. 30: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhiangigkeit von der EpCAM-Expression
(Kaplan-Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten < 4 versus > 4
1 (blaue Kurve): IRS-Score-Werte < 4, 2 (rote Kurve): IRS-Score-Werte > 4

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl
BP = Breakpoint IRS-Score (siehe Kap. 2.7)
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Abb. 31: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhéangigkeit von der EpCAM-Expression
(Kaplan-Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten < 8 versus > 8
1 (blaue Kurve): IRS-Score-Werte < 8, 2 (rote Kurve): IRS-Score-Werte > 8

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl
BP = Breakpoint IRS-Score (siehe Kap. 2.7)
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Abb. 32: Analyse der Uberlebenszeit (Tage) in Abhiangigkeit von der EpCAM-Expression
(Kaplan-Meier-Kurve) — Patienten mit IRS-Score Werten 0—4 versus 6-8 versus 12
1 (blaue Kurve): IRS-Score-Werte 0—4, 2 (rote Kurve): IRS-Score-Werte 6-8, 3 (grine Kurve)
IRS-Score-Werte 12

Die farbigen Flachen markieren die 95 % Konfidenzgrenzen.
HR = Hazard Ratio, N = Anzahl
IRS-Score (siehe Kap. 2.7)

 Diskussion

Zahlreiche Karzinome sind durch eine EpCAM-Uberexpression charakterisiert. Laut
Studien sind ca. 85 % der Adeno-Karzinome und 72 % der Plattenepithel-Karzinome
(Kolon, Magen, Lungen, Niere, Mamma) davon betroffen [Went et al. 2004, 2005,
2006]. Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der EpCAM-Expression in Gastrinomen,
Pankreas- und anderen GEP-NEN, um die Eignung von EpCAM als potentiellen

Prognosemarker fur einen malignen Verlauf zu validieren.



«  Methodisches Vorgehen

Die Analyse erfolgte mit Hilfe von TMAs, wodurch eine grof3e Anzahl von
Gewebeproben unter gleichen Bedingungen untersucht werden konnte, was die
Vergleichbarkeit der Daten erhoht hat. Zudem konnten die immunhistochemischen
Farbungen schnell, effizient und standardisiert durchgefuhrt werden [Yamashita et al.
2007]. Die mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms gefertigten Schnitte (Dicke 5 ym) wurden
auf einen Objekttrager aufgezogen. Die anschlieRende HE-Farbung diente der
Identifikation und Markierung des Tumors (Folienstift) im Paraffinblock. Das

ausgestanzte Tumorgewebe wurde dann auf den TMA positioniert.

Die immunhistochemische Untersuchung umfasste die EpCAM- und Ki-67-
Expression. Ki-67 wird ausschlie3lich in proliferierenden Zellen exprimiert. In der
Histochemie wird das Ki-67-Antigen als Proliferationsmarker verwendet, da es
ausschlieBlich von sich teilenden Zellen exprimiert wird. Daher wird die Ki-67-
Expression in der Tumordiagnostik als prognostischer Marker und in der Forschung
zur Beurteilung der Zellproliferation verwendet [Gerdes et al. 1984a, Schwarting 1993].
Ki-67 bietet keine Mdglichkeit fir therapeutische Interventionen [Michalides et al.
2002].

Die Expression von EpCAM und Ki-67 wurde in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des

Remmele-Score (auch Immunreaktiver Score, IRS) quantifiziert.

« EpCAM-Expression in nicht-malignen und malignen Geweben

Studien belegen einen Zusammenhang zwischen schnell proliferierenden Tumoren
epithelialer Herkunft und einer deutlich erhéhten EpCAM-Expression. Aber auch nicht-

maligne Epithelien produzieren in geringem MalRe EpCAM [Balzar et al. 1999].

Die EpCAM-Expression beginnt im embryonalen Pankreas-Gewebe ab der 18.
Entwicklungswoche [Cirulli et al. 1998]. Die héchste Expressionsrate wurde in den sich
entwickelnden Inselzell-Clustern, die aus dem embryonalen duktalen Epithel
hervorgehen, gemessen [Cirulli et al. 1998]. Es wird vermutet, dass der endokrine
Anteil des Pankreas aus diesen Insel-Zellen hervorgeht. Im adulten Pankreas liegt
jedoch ein spiegelverkehrtes Expressionsmuster vor: Die hchste EpCAM-Expression
findet sich im Hauptgang, interlobular und in den exokrinen kleinen Gangen des

Pankreas. Die adulten Inselzellen weisen nur eine geringe EpCAM-Expression auf



[Cirulli et al. 1998]. Die Menge proliferierender fetaler Inselzellen korreliert mit der
EpCAM-Expression im adulten exokrinen Pankreas. Nicht alle Zellen mit ausgepragter
EpCAM-Expression besitzen eine hohe Zellzyklusrate. Aus diesen Befunden leitet sich
die Theorie ab, dass Zellen mit einer hohen EpCAM-Expression verstarkt auf
proliferationsfordernde und mitogene Signale reagieren [Cirulli et al. 1998]. Unter der
Pramisse, dass die EpCAM-Expression im exokrinen Anteil des adulten Pankreas am
starksten ist, lasst sich schlussfolgern, dass die exokrinen Gange im adulten Pankreas
im Vergleich zum endokrinen Anteile starker auf Wachstumssignale reagieren. Diese
Hypothese wird durch die Tatsache gestutzt, dass sich ca. 90 % der Pankreas-

Karzinome aus exokrinen Gangepithelien entwickeln [Saif 2011].

Bei der Proteolyse des membrangebundenen EpCAM-Proteins gelangt die
intrazellulare Domane (EpIC) in den Zellkern und aktiviert als Bestandteil des
Transkriptionskomplexes Transkriptionsfaktoren. Dadurch wird die Transkription des
Protoonkogens c-myc und weiterer Gene induziert, die die Proliferation der

Karzinomzellen steigern [Maetzel et al. 2009].

« Zusammenhang zwischen der EpCAM-Expression und
verschiedener Tumorparameter

In der vorliegenden Studie wurde die EpCAM-Expression in Abhangigkeit
verschiedener Tumorparameter (WHO-Klassifikation, Tumorstadium, Metastasierung)

analysiert.
WHO-Klassifikation

Bei der Analyse der EpCAM-Expression in Abhangigkeit von der WHO-Klassifikation
(s. Tab. 5) zeigten neuroendokrine Neoplasien Grad 2 die hochste EpCAM-Expression
auf (s. Abb. 10). Die EpCAM-Expression in den Gruppen war aber nicht signifikant
verschieden (ANOVA: F=1,641, p=0,1987). Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass mit
Anstieg des Gradings eine Zunahme der EpCAM-Expression verbunden ist. Diese
Aussage wird durch die Arbeiten von Khan et al. [2011], Fong et al. [2008] und Akita
et al. [2011] unterstiitzt. Die Studien belegen eine haufige EpCAM-Uberexpression in
Pankreas-Karzinomen. In einer Studie zur EpCAM-Expression bei Pankreas-
Karzinom-Patienten (N=153) zeigten 56 % der Patienten eine EpCAM-Uberexpression
(23 % ausgepragt / 33 % maRig) [Fong et al. 2008]. In einer weiteren Studie wiesen
49,5 % der Pankreas-Karzinom-Proben (N=95) eine ausgepragte EpCAM-Expression



auf [Akita et al. 2011]. Die Analyse der EpCAM-Expression in malignen und gesunden
Proben ergab eine deutlich hdhere EpCAM-Expression in Karzinom-Proben [Balzar et
al. 1999]. Bei der Interpretation der Literaturdaten ist zu bedenken, dass Tumoren
charakteristischerweise ein inhomogenes Verteilungsbild verschiedener Antigene
prasentieren. Die Aussagekraft von EpCAM-Daten basierend auf geringen
Probenzahlen ist daher mdglicherweise begrenzt. Zudem hangt der Anteil EpCAM-
exprimierender Zellen von der Entnahmestelle aus dem Tumor und der Grdélke der
Gewebeprobe ab [Akita et al. 2011, Balzar et al. 1999, Fong et al. 2008].

Tumorstadium

In der vorliegenden Studie nahm die EpCAM-Expression mit zunehmendem
Tumorstadium signifikant zu (s. Abb. 9, ANOVA: F=3,804, p=0,0254). Tumoren der
Stadien IV (s. Tab. 3) wiesen die hochste Expression auf. Dieser Befund stimmt mit
den Literaturdaten zum Pankreas-Karzinom uberein [Akita et al. 2011, Fong et al.
2008]. Laut Kahn et al. [2013] korreliert die Hohe der EpCAM-Expression in
verschiedenen Entitaten mit diversen pathologischen Parametern. Beispielsweise ist
die EpCAM-Expression beim Gallenblasen-, Mamma- und Plattenepithel-Karzinom
des Osophagus mit einer malignen Progression assoziiert [Gastl et al. 2000, Spizzo et
al. 2004, Stoecklein et al. 2006, Varga et al. 2004]. Beim Nierenzellkarzinom, beim
Magenkarzinom und beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom geht ein erhdhte
EpCAM-Expression dagegen mit einem verminderten malignen Potential einher
[Schmidt et al. 2008, Seligson et al. 2004, Songun et al. 2005]. In der Studie von
Kimura et al. 2007 korrelierte die EpCAM-Expression in Osophagus-Karzinomen mit
dem Tumorstadium (p=0,0037).

In anderen Studien zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten
mit hoher und niedriger Tumor-EpCAM-Expression in Bezug auf den
histopathologischen Typ (schlecht / moderat / gut), die GréRe des Tumors (pT1/ T2/
T3) und Lymphknotenmetastasen [Akita et al. 2011, Kahn et al. 2013]. Damit scheint
ein allgemeingultiger Zusammenhang zwischen der EpCAM-Expression und der

Prognose der Erkrankung bzw. dem Tumorstadium zu fehlen.

Fernmetastasierung



In der vorliegenden Studie zeigten Patienten mit Fernmetastasen im Vergleich zu
Patienten ohne Fernmetastasen eine signifikant héhere EpCAM-Expression (s. Abb. 6:
8,103 £ 0,5756 vs. 5,048 £ 1,092, p=0,0102). Laut Maetzel et al. [2009] ist eine hohe
EpCAM-Expression mit der Bildung von Metastasen bzw. Fernmetastasen assoziiert.
In der vorliegenden Studie zeigten Patienten mit ausschlieBlich regionalen
Fernmetastasen im Vergleich zu Patienten mit Fernmetastasen unabhangig von der
Lokalisation eine tendenziell, aber nicht signifikant geringere EpCAM-Expression
(5,933 £ 0,7610 vs. 7,600 £ 0,5746, p=0,078). Die Lokalisation der Fernmetastasen
scheint fur die Hohe der EpCAM-Expression nicht relevant. Beim Vergleich der
EpCAM-Expression  von Patienten  ohne Fernmetastasen bzw. mit
Lungenmetastasierung (N=2) oder Peritonealkarzinose zeigten Patienten mit
Lungenmetastasierung oder Peritonealkarzinose eine &ahnliche, etwas erhohte
EpCAM-Expression im Vergleich zu Patienten ohne Fernmetastasen. Die
Unterschiede in der EpCAM-Expression zwischen den drei Gruppen waren statistisch
nicht signifikant (p=0,2408). In den Studien von Akita et al. [2011] und Kahn et al.
[2013] wird deutlich, dass das Vorhandensein von Fernmetastasen bei
neuroendokrinen Tumoren und Pankreaskarzinomen mit einer erhohten EpCAM-
Expression einhergeht. In Kolon- und Mammakarzinomen von Mausen wiesen grofde
Metastasen eine vergleichbare EpCAM-Expression wie der Primarius auf, wohingegen

kleine Metastasen EpCAM-negativ waren [Van der Gun et al. 2010].

LN-Metastasierung

In der vorliegenden Studie zeigten Patienten mit LN-Metastasen im Vergleich zu
Patienten ohne LN-Metastasen eine erhdhte EpCAM-Expression (s. Abb. 5, 7,983 +
0,6095 vs. 6,667 + 1,599). Der Unterschied von 1,317 + 1,691 war statistisch nicht
signifikant (p=0,4389). Bei dem Vergleich von Patienten ohne LN-Metastasen bzw. mit
regionalen LN-Metastasen und peripheren LN-Metastasen wiesen Patienten mit
regionalen LN-Metastasen die hdochste EpCAM-Expression auf. Auch hier waren die
Unterschiede aber statistisch nicht signifikant (p=0,5231). Auch in der Literatur wird
eine erhohte EpCAM-Expression bei LN-positiven Karzinomen beschrieben [Akita et
al. 2011, Kahn et al. 2013]. Die fehlende Signifikanz in der vorliegenden Studie beruht
mdglicherweise auf den teilweise sehr kleinen Untersuchungsgruppen (Patienten ohne

LN-Metastasen: N=9, Patienten mit peripheren LN-Metastasen N=5).



«  Prognostische Bedeutung verschiedener Parameter fiir das
Uberleben

In der vorliegenden Studie wurde weiter der Einfluss verschiedener Parameter auf das
Uberleben analysiert. In der univariaten Cox-Regressionsanalyse wurde der N-Status,
die Ki-67-Expression und die WHO-Klassifikation als signifikante Einflussfaktoren fur
das Uberleben identifiziert. Im Rahmen der multivariaten Analyse bestétigte sich das
Ergebnis fir den N-Status. Zusatzlich liel3 sich die Tumorlokalisation (Darm vs.
Pankreas vs. andere) als signifikanter Parameter flr die Mortalitat identifizieren. Im
Folgenden werden die in den Kaplan-Meyer-Kurven analysierten potenziellen

Prognosefaktoren fiir das Uberleben diskutiert.

Geschlecht

Weibliche Patienten zeigten im Vergleich zu mannlichen Patienten (20 von 47) ein
tendenziell groReres Risiko (HR=1,376) im Beobachtungszeitraum zu versterben (s.
Abb. 12). Das Risiko war jedoch mit einem p=0,308 nicht signifikant. Dieses Ergebnis
spiegelt die Befunde in der Studie von Akita et al. [2011] wider.

Alter

Weiter besalien Patienten > 50 Jahre (im Vergleich zu den Patienten < 50 Jahre ein
tendenziell, jedoch nicht signifikant grofleres Risiko im Beobachtungszeitraum zu
versterben (p=0,175). Auch bei einer Festlegung des Breakpoints auf 57,5 Jahre
waren die Unterschiede zwischen den Gruppen nicht signifikant (s. Abb. 13, p=0,151).
In der Studie von Akita et al. (2011) wurde ebenfalls kein signifikanter Unterschied
zwischen Patienten mit hoher und niedriger Tumor-Ep-CAM-Expression in Bezug auf

das Alter festgestellt.

Staging

Auch das Staging des Tumors zeigte keinen signifikanten Effekt auf das Uberleben (s.
Abb. 27, p=0,093). Aufgrund der teilweise sehr geringen Besetzung der Subgruppen
wurden Staging-Gruppen zusammengefasst (s. Abb. 28). In dieser Analyse hatten

Patienten mit Tumoren der Staging-Klasse IV ein signifikant groeres Risiko, im



Beobachtungszeitraum zu versterben, als Patienten mit niedrigeren Staging-Klassen.
(p=0,0418). Bei Patienten mit fortgeschrittenem Pankreas-Karzinom korrelierte eine
EpCAM-Uberexpression mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben [Fong et al. 2008]. Bei
der Interpretation der Ergebnisse sollte berucksichtigt werden, dass von insgesamt
153 Patienten 62 Patienten palliativ operiert und 29 Patienten als inoperabel eingestuft
wurden. Weiter wurden entscheidende Prognosefaktoren flr Pankreas-Karzinome
(z. B. LN-Metastasen) nicht berucksichtigt und Resektionsrander der Praparate nicht
erfasst [Fong et al. 2008]. Durch diese methodischen Mangel ist die Aussagekraft der
Befunde, um einen direkten Zusammenhang zwischen einer ungunstigen Prognose

und einer hohen EpCAM-Expression zu ermitteln, eingeschrankt [Schmidt et al. 2008].

Tumorgrofe

Patienten mit Tumoren > 1,5 cm besal3en in der vorliegenden Studie im Vergleich zu
Patienten mit Tumoren < 1,5 cm ein etwa doppelt so groles Risiko im
Beobachtungszeitraum zu versterben (HR=2,132). Dieser Unterschied zwischen den
Gruppen war jedoch mit einem p = 0,151 nicht signifikant. Dieser Befund wird durch

die Ergebnisse der Studie von Saif et al. [2011] gestitzt.

TNM-Klassifikation

Der Einfluss der Parameter der TNM-Klassifikation (s. Tab. 2) auf das Uberleben wird
in den Abbildung 21-23 dargestellt. Patienten mit einem T1- oder T2-Stadium
schienen ein deutlich geringeres Risiko zu besitzen, im Beobachtungszeitraum zu
versterben, als Patienten mit einem T3- oder T4-Stadium. Die Unterschiede zwischen
den Gruppen waren jedoch knapp nicht signifikant (0,057, s. Abb. 21). Auch hier ist die
geringe Belegung der Gruppen (N=16-34) eine mdgliche Ursache flr die fehlende
Signifikanz. Weiter nahm mit steigendem N-Stadium (p=0,043; s. Abb. 22) und M-
Stadium (p=0,063; s. Abb. 23) das Risiko zu, im Beobachtungszeitraum zu versterben.

Dieser Effekt erreichte aber nur fur das N-Stadium statistische Signifikanz.

LN-Metastasierung

Patienten mit peripheren und regionalen LN-Metastasen wiesen ein tendenziell

grolieres Risiko auf, im Beobachtungszeitraum zu versterben, als Patienten ohne



Lymphknotenmetastasen, von den keiner im Beobachtungszeitraum verstarb (s. Abb.
18). Das Mortalitatsrisiko war jedoch mit einem p = 0,111 zwischen den Gruppen nicht
signifikant. Diese Ergebnisse stimmen mit den Befunden von Akita et al. [2011] bei

Pankreas-Karzinomen und von Kahn et al. [2013] bei Pankreas-NEN Uberein.

Fernmetastasierung

Laut Kaplan-Meier Kurve schienen die Patienten mit regionalen Fernmetastasen im
Vergleich zu Patienten ohne Fernmetastasen und Patienten mit regionalen
Fernmetastasen das grof3te Mortalitatsrisiko zu besitzen (s. Abb. 19). Das Risiko war
jedoch mit einem HR=1,035 vergleichbar und nicht signifikant verschieden (p=0,809).
Laut einer Theorie besitzen Tumor-Stammzellen die gleichen Eigenschaften wie
originare  Stammzellen. Dazu zahlen Tumorgenitat, Pluripotenz, hohe
Widerstandsfahigkeit gegenuber Noxen und ein erhohtes Regenerationspotential.
Somit kdnnten Tumor-Stammzellen die Keimzellen fir Tumoren darstellen [Lapidot et
al. 1994]. 2007 wurde die Existenz von Tumor-Stammzellen in Pankreas-
Adenokarzinomen nachgewiesen. In dieser Entitat triggern Tumor-Stammzellen die
Metastasierung und Invasivitat [Rosen & Jordan 2009]. Weitere Studien identifizieren
EpCAM als Oberflachenmarker fir Tumor-Stammzellen und zeigten eine erhdhte
EpCAM-Expression in diesen Zellen [Cioffi & Heeschen 2012, Hermann et al. 2007].
Tumor-Stammzellen EpCAM-exprimierender Pankreas-Karzinome wiesen im
Vergleich zu EpCAM-negativen Zellen ein um den Faktor 100 verstarktes
karzinogenes Potential auf [Hermann et al. 2007]. Bei Severe Combined
Immunodeficiency-(SCID)-Mausen leiteten EpCAM-positive Tumorstamm-Zellen im
Gegensatz zu EpCAM-negativen Tumorstammzellen die hepatozellulare
Karzinombildung ein bzw. begunstigten diese [Munz et al. 2009]. Unter den Tumor-
Stammzellen lie3en sich EpCAM-negative Zellen mit einem mesenchymalen Phanotyp
nachweisen. Theoretisch ist es mdglich, dass epitheliale Tumorzellen im Verlauf der
Karzinogenese phanotypische Veranderungen durchlaufen, um zu metastasieren [Li
et al. 2007, Mani et al. 2008, Yamashita et al. 2009]. Mit der Veranderung des
Phanotyps geht der Verlust der Zell-Polaritdt und eine verringerte interzellulare
Adhasion einher [Mani et al. 2008]. Dadurch nehmen die epithelialen Zellen eine
Fibroblasten-ahnliche Struktur an. Durch die Migration und Invasion geht die Struktur

im Gewebe verloren [Yamashita et al. 2009]. Des Weiteren exprimieren die Zellen



mesenchymale Proteine (z. B. N-Cadherin, Vimentin) und verlieren gleichzeitig
epitheliale Marker [Mani et al. 2008, Thiery et al. 2009]. Die Umwandlung von
Epithelzellen zu Zellen mesenchymalen Phanotyps wird als Epitheliale-
Mesenchymale-Transition (EMT) bezeichnet. Dieser Vorgang ist mit der Verringerung
bzw. dem kompletten Rickgang der EpCAM-Expression, sowie seiner erneuten
Expression in Metastasen verbunden [Gorges et al. 2012, Palagani et al. 2012, Trzpis
et al. 2007]. Entscheidend bei der EMT ist der Verlust der E-Cadherin-Expression
[Yamashita et al. 2009]. Die Expression von EpCAM und E-Cadherin ist beim
Pankreas-Karzinom eng miteinander verknupft. EpCAM-transfizierte Zelllinien zeigten

eine erhdhte Expression von E-Cadherin und Vimentin [Akita et al. 2011].

WHO-Stadium

In der vorliegenden Kaplan-Maier-Analyse nahm mit steigendem WHO-Stadium das
Mortalitatsrisiko der Patienten signifikant zu (p=0,033, s. Abb. 26). Die Unterschiede
waren mit einem p=0,033 signifikant. Dieses Ergebnis stimmt mit den Daten der
Studien von Akita et al. [2011] und Kahn et al. [2013] Uberein.

Ki-67-Expression

Bei der Analyse des Einflusses der Ki-67-Expression auf das Uberleben wurden
verschiedene Gruppen in Abhangigkeit von der Hohe der Expression gebildet
(Breakpoint IRS-Score 3 bzw. 2, s. Abb. 24 und 25). Patienten mit einer Ki-67-
Expression <3 zeigten ein signifikant besseres Uberleben als Patienten mit einer Ki-
67-Expression >3 (p=0,0297). In der Gruppe mit der héheren Ki-67-Expression lag das
Risiko fast doppelt so hoch (HR=1,984). Bei einer Aufteilung der Patienten in Gruppen
mit einer Ki-67-Expression < 2 und > 2 naherten sich die Kurven an (s. Abb. 25). Der
Unterschied bezuglich des Mortalitatsrisikos war nicht mehr signifikant (p=0,5779).
Diese Aussage wird durch die Studien von Lebe et al. [2004] und Stanton et al. [2003]

untermauert.

Tumorlokalisation

Den Einfluss der Tumorlokalisation auf das Uberleben ist aus Abbildung 15 zu
entnehmen. Hier wird das Uberleben der Patienten im Beobachtungszeitraum in

Abhangigkeit von der Lokalisation (foregut, midgut, hindgut) der Tumoren dargestellit.



In der vorliegenden Studie besallen Patienten mit foregut-Tumoren ein tendenziell
grolReres Mortalitatsrisiko als Patienten mit midgut- oder hindgut-Tumoren (p=0,193,
s. Abb. 15). Beim Vergleich des Uberlebens der Patienten mit Pankreas-, Darm- und
Tumoren scheinen Patienten mit Tumoren in anderen Lokalisationen ein tendenziell

grolReres Mortalitatsrisiko zu besitzen [Akita et al. 2011, Gorges et al. 2012].

EpCAM-Expression

Bei der Analyse zum Einfluss der EpCAM-Expression auf das Uberleben wurden
verschiedene Gruppen verglichen (s. Abb. 29-33). Bei dem Vergleich von Patienten
mit IRS-Score-Werten < 4 versus > 4 verfehlten die Unterschiede bezlglich des
Uberlebens nur knapp die statistische Signifikanz (p=0,081). Bei der Verwendung des
Wilcoxon-Tests wurde der Unterschied dagegen mit eine p=0,0192 als signifikant
eingestuft (s. Abb. 28). Patienten mit Werten > 4 zeigten ein fast doppelt so geringes
es Risiko zu versterben (HR=0,561). Eine Verschiebung des Breakpoint-Wertes auf 6
bzw. 8 (IRS-Score) verschlechterte die prognostische Relevanz der EpCAM-
Expression bezliglich des Uberlebens (s. Abb. 29 und 31). Auch bei der Einteilung der
Patienten in drei Gruppen (IRS-Score 0-4, 6-8, 12) wurden keine signifikanten
Unterschiede bezlglich der Uberlebenswahrscheinlichkeit festgestellt (s. Abb. 32).

In der Studie von Akita et al. [2011] zeigten Pankreas-Karzinom-Patienten mit hoher
EpCAM-Expression im Vergleich zu Patienten mit niedriger oder fehlender EpCAM-
Expression eine signifikant bessere Prognose (3-Jahres Uberlebensrate 56,2 % vs.
19,2 %, p=0,0018). In einer in vitro Untersuchung wurde das maligne Potential von
EpCAM-transfizierten Zelllinien des Pankreas-Karzinoms und von nativen Elternzellen
mit Hilfe von Migrations-Proliferations- und Invasion-Assays erfasst. Eine der drei
EpCAM-transfizierten Zelllinien zeigte eine signifikant geringere Proliferation im
Vergleich zu den Elternzellen [Stoecklein et al. 2006]. Zudem war das maligne
Potential der EpCAM-transfizierten Zelllinien im Vergleich zu den Elternzellen
signifikant geringer [Akita et al. 2011]. In der in folgenden genannten Studie korrelierte
die EpCAM-Expression in Osophagus-Karzinomen mit dem Tumorstadium
(p=0,0037), der Gefalinfiltration (p=0,0397) und der Tumortiefe (p=0,0005). Patienten
mit hoher EpCAM-Expression im Gewebe zeigten eine signifikant hohere
Uberlebensrate (p=0,0291) [Kimura et al. 2007]. Eine weitere Studie fand bei

Osophagus-Karzinomen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen der EpCAM-



Expression und klinisch-pathologischen Prognosefaktoren. Jedoch korrelierte eine
EpCAM-Uberexpression mit einer reduzierten medianen Gesamtiberlebenszeit
(p=0,0003) und einer reduzierten medianen krankheitsfreien Periode (p=0,0001)
[Stoecklein et al. 2006].

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung / Doktorarbeit konnten lediglich der LN-
Status (p=0,0226) und die Lokalisation des Primarius (Darm vs. Pankreas vs. andere,
p=0,0138) als signifikante Risikofaktoren flr das Versterben identifiziert werden.
Wiederum erwies sich die EpCAM-Expression nicht als signifikanter Prognosefaktor
(p=0,123). Alle in das Modell einbezogenen Faktoren, bis auf eine EpCAM-Expression
>4 erhohten das Risiko zu versterben. Den starksten Effekt zeigt mit einer HR=2,759
eine TumorgroRe >1,5 cm. Wie schon in der univariaten Analyse erwies sich die
EpCAM-Expression als protektiv (HR=0,586)

« Bedeutung von EpCAM in der malignen Zelle

EpCAM hebt die Bindung zwischen p-Catenin und F-Aktinin auf und st somit die E-
Cadherin vermittelte Zell-Zell-Adh™sion [Seligson et al. 2004] auf. Aullerdem f\rdert
EpCAM vermutlich |ber eine Bindung an Claudin, die Proliferation, Zellmotilit™t,
Karzinogenese und die Bildung von Metastasen [Maetzel et al. 2009]. Des Weiteren
beglnstigt EpCAM |ber eine verminderte Abh™ngigkeit der Zellen von
Wachstumsfaktoren die Dedifferenzierung und Proliferation. Daran beteiligt ist die
intrazellu™re Dom™ne EpIC, die als Bestandteil eines Transkriptionskomplexes die
Expression von c-myc und Cyclin-A/E induziert [Maetzel et al. 2009]. Dieser
Mechanismus erkl™rt auch die schlechte Prognose einiger Karzinome bei erh\hter
EpCAM-Expression und die onkogenen Eigenschaften von EpCAM [Gastl et al. 2000,
Spizzo et al. 2004, Stoecklein et al. 2006, Varga et al. 2004].

Andere Studien belegen, dass EpCAM als Zelladhasions-Moleklil die Zellstreuung im
Gewebe und invasive Prozesse durch homophile Zell-Zell-Adhasionen inhibiert [Geer
& Brennan 1993]. So ist die EpCAM-Expression in Metastasen des
Nierenzellkarzinoms geringer als im Primartumor [Litvinov et al. 1996]. Laut einer
Studie aus dem Jahr 2007 erhdht sich bei kolorektalen Karzinomen durch den Verlust

der EpCAM-Expression das Migrationspotential [Winter et al. 2003a].



Andere Untersuchungen fanden, dass eine hohe EpCAM-Expression bei einigen
Tumoren mit einer besseren Prognose einhergeht [Schmidt et al. 2008, Seligson et al.

2004, Songun et al. 2005]. Somit hatte EpCAM eine tumorsuppressive Wirkung.

Eine erhohte EpCAM-Expression korreliert in einigen Studien mit einer erhdhten
Proliferationsrate und mit einer reduzierten Zell-Differenzierung [Gosens et al. 2007,
Litvinov et al. 1994b, 1996]. Plattenepithelien exprimieren im gesunden Zustand kein
EpCAM. Beim Plattenepithel der Zervix uteri kommt es dagegen schon ein einem
frihen Stadium zu einer EpCAM-Expression im Gewebe mit dedifferenzierten oder
atypischen Zellen [Litvinov et al. 1994b]. Im Stadium CIN | und Il exprimieren lediglich
die basalen und suprabasalen Zellen EpCAM und im Stadium Il fast alle Zellen
[Litvinov et al. 1994b]. Weiter korreliert die Zellproliferation und der Rickgang der

Differenzierungsmerkmale mit der Hohe der EpCAM-Expression [Litvinov et al. 1994Db].

Verschiedene Studien belegen, dass sich die EpCAM-Expression in den Drisen des
Gastrointestinaltrakts von den Krypten zu den Villi verringert und dass ein
Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der Proliferation der intestinalen Zellen und
der EpCAM-Expression besteht [High et al. 1996, Litvinov et al. 1996]. Beim
Krankheitsbild der akuten myeloischen Leukamie wurde im Jahr 1994 erstmals die
Existenz von Tumor-Stammzellen diskutiert [Schiechl et al. 1986]. Im Mausmodell
I6sen reimplantierte Tumor-Stammzellen das Wachstum eines Primartumors aus
[Schiechl et al. 1986]. Die dabei auftretende ausgepragte EpCAM-Expression korreliert
mit der Ausbildung von metaplastischem und dysplastischem Gewebe [Litvinov et al.
1996]. Daraus lasst sich schlielen, dass die EpCAM-Expression im Rahmen der
Karzinogenese mit der Dedifferenzierung und der malignen Proliferation in

Zusammenhang steht.

Theoretisch ware es mdglich, dass beim Pankreas-Karzinom die EpCAM-Expression
zu Beginn der malignen Erkrankung ansteigt und im Verlauf der EMT wieder ricklaufig

wird.

Die biologische Rolle von EpCAM in Karzinomen und damit die Grundfrage, ob es sich
um ein tumor-spezifisches Antigen oder ein epitheliales Differenzierungs-Antigen

handelt, kann nur durch weitere Analysen beantwortet werden.



»  Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegenden Ergebnisse unterstreichen die bisherigen Befunde in der Literatur,
dass die klinische Bedeutung der EpCAM-Expression individuell fur die Tumor- bzw.
Karzinomgruppe zu beurteilen ist. In einigen Entitaten erweist sich die EpCAM-
Expression als guter Prognosefaktor (Nierenzellkarzinome [Seligson et al. 2004],

Magenkrebs [Songun et al. 2005] und Speiserohrenkrebs [Kimura et al. 2007]). Bei

anderen Entitdten besitzt die EpCAM-Expression dagegen kein bzw. ein
eingeschranktes prognostisches Potential (Brustkrebs [Gastl et al. 2000; Schmidt et

al. 2008], Gallenblasenkrebs [Varga et al. 2004] und Speiserdhrenkrebs [Stoecklein et

al. 2006]. Im Rahmen der vorliegenden Doktorarbeit wurden lediglich der LN-Status
(p=0,0226) und die Lokalisation des Primarius (Darm vs. Pankreas vs. andere,
p=0,0138) als signifikante Vorhersagefaktoren fir die Mortalitat identifiziert. Das
Ausmall der EpCAM-Expression war jedoch nicht mit der Mortalitdt assoziiert
(p=0,123). Alle in das multivariate Cox-Regressionsmodell einbezogenen Faktoren,
bis auf eine EpCAM-Expression >4 erhéhten das Risiko zu versterben. Den starksten
Effekt zeigte mit einer HR=2,759 eine TumorgréRe >1,5 cm. Wie schon in der
univariaten Analyse erwies sich die EpCAM-Expression als protektiv (HR=0,586).
Deutlich wird ein signifikanter Unterschied zwischen der EpCAM-Expression und
Patienten mit positiven Lymphknoten und Fernmetastasen. Diese Ergebnisse zeigen,
dass eine starke EpCAM-Expression Patienten mit einem niedrigen Risiko flr einen
malignen Verlauf mdglicherweise identifizieren und somit ggf. als Prognosemarker

dienen kann.
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*1 1= NET Osophagus, 2= NET Magen, 3= NET Pankreas, 3a= Insulinom, 3b= malignes Insulinom, 3c=
Glukagonom, 3d= Vipom, 3e=PPom, 4= NET Diinndarm, 5= Gastrinom, 6= NET Dickdarm, 7=Thymus-
Carcinoid, 7a=Thymom, 8=NET Lunge, 9=Inselzellkarzinom ohne endokrine Funktion, 10=Adenokarzinom,
10a=NNR-Adenom Somatostatinom

*2 1 = foregut, 2 = midgut, 3 = hindgut

*3 1= (")sophagus/Magen, 2 = Pankreas, 3 = Dinndarm, 4 = Dickdarm, 5 = andere

*4 1 = Pankreas, 2 = Darm, 3 = andere

*5 0= keine Angabe, 1= keine Metastase, 2 = regionale LK, 3 = periphere LK,

*6 0= keine Angabe, 1= keine Metastase, 3= Mesenterium, 4= Leber, 4a=Milz, 5= Lunge, 6= Schilddrise, 7=
cerebrale Metastase, 8= ossare Metastase, 9=Niere, 10=Peritoneum 11a=Pleura-Metastasen, 11b=
Zwerchfellmetastasen, 11c=Perikard-Metastasen

*7 0= keine Angabe, 1= keine Metastase, 2= Leber, 3= Lunge, 4= Peritoneum/Zwerchfell, 5= andere

*8 1=, 2=lla, 3=lIb, 4=llla, 5=llIb, 6=IV

*91 =I-lla, 2 = llb-lllb, 3 = IV
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