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EINLEITUNG

1 Einleitung
1.1 Das Plattenepithelkarzinom des Osophagus

1.1 Epidemiologie

In Deutschland erkranken jahrlich etwa 3.370 Méanner und 880 Frauen an Speiserohrenkrebs (AG
Bevoélkerungsbezogener Krebsregister 2004). Gemessen an der Gesamtheit bosartiger Neubildungen
entspricht das einem Anteil von knapp zwei Prozent bei den Ménnern und etwa einem halben Prozent bei
den Frauen. Der Anteil an den Krebstodesfillen liegt dabei mit drei Prozent bei den Méanner bzw. einem
Prozent bei den Frauen hoher, in der ,Rangliste” der Krebssterhefélle lag das Osophaguskarzinom im Jahr
2000 bei den Mannern an 10. und bei den Frauen an 15. Stelle.

Im europdischen Vergleich nimmt das Osophaguskarzinom mit Inzidenzen von 7,3:100.000 bei der
mannlichen und 1,4:100.000 bei der weiblichen Bevodlkerung eine Mittelstellung zwischen Frankreich
(Inzidenz im Raum Calvados 26,5:100.000 Einwohner) und Griechenland (Inzidenz etwa 2:100.000 Einwohner)
ein. Die weltweit hochste Inzidenz findet sich in China mit einer jahrlichen Rate von 1352 Neuerkrankungen
auf 100.000 Einwohner (Ribeiro et al. 1996).

Ebenso wie die Inzidenzen schwanken auch die Anteile der einzelnen Tumorentitdten: wahrend die Zahl der
Adenokarzinome besonders in den Vereinigten Staaten in den letzten Jahren exponentiell zugenommen
hat und mittlerweile 60% aller Speiserdhrentumoren betragt (Enzinger et al. 2003), beziffern Bareils und

Mitarbeiter (2002) den Anteil der Plattenepithelkarzinome fiir Deutschland auf iiber 80%.

112  Atiologie

Nikotin- und AlkoholmiBbrauch sind die Hauptrisikofaktoren zur Entstehung 06sophagealer
Plattenepithelkarzinome in der westlichen Welt; laut Vaughan und Mitarbeitern (1995) sind 87% der
Tumoren auf den Abusus dieser Substanzen zuriickzufithren. In zahlreichen Studien konnte hierbei ein
dosisabhédngig erhohtes Erkrankungsrisiko nachgewiesen werden, das fir Ménner mit einem
Alkoholkonsum von 120 g und mehr als 20 Zigaretten taglich auf das 100fache ansteigt.

Atiologisch bedeutsam ist auch der Verzehr nitrosaminhaltiger Nahrungsmittel; diskutiert, aber durch
Studien bisher unzureichend belegt, werden aul’erdem Mangelerndhrung bzw. Vitaminmangel, eine
erhohte Aufnahme von tierischen Fetten, der Genuf$ sehr heifser Getranke und stark gewdirzter Speisen,
berufliche Belastung durch Asbest und Gifte in der Gummiindustrie sowie verschiedene Virus- und
Pilzinfektionen (Bareif et al. 2002, Bollschweiler et al. 2001, Messmann et al. 2001).

Neben diesen sogenannten exogenen Faktoren fillt die Assoziation mit verschiedenen endogenen
Erkrankungen auf. So erkranken 10% der am Plummer-Vinson Syndrom leidenden Patienten und 2-20%
der an Achalasie Erkrankten an einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus. Auch fiir Zoliakie,
Sklerodermie und in seltenen Féllen bei Zenker'schen Divertikeln ist ein erhdhtes Risiko beschrieben.
Nachgewiesen ist eine genetisch bedingte Tumorentstehung dariiberhinaus fiir die Tylosis, eine seltene,
autosomal dominant vererbte Hyperkeratose der Hande und Fiif3e. Trager des auf dem Chromosom 17q25

lokalisierten Gens (Risk et al. 1994) erkranken bhis zum 65. Lebensjahr mit einer Wahrscheinlichkeit von
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95% an Speiserohrenkrebs. Ein erhéhtes Risiko besteht auf’erdem nach Strahlentherapie des Halses oder

des Thorax.

113 Pathologie, Typisierung und Stadieneinteilung
1.13.1 Pathologie

Das Osophaguskarzinom 1t sich histologisch in erster Linie in Plattenepithel- und Adenokarzinome
unterteilen, wobei die prozentualen Anteile einer starken geographischen Variation unterliegen. Im
europdischen Mittel sind etwa 50-60% Plattenepithelkarzinome und 40-50% Adenokarzinome. Weniger als
5% sind anaplastische bzw. kleinzellige Karzinome, Zylindrome, Karzinoide oder Leiomyosarkome. Die
Differenzierung 6sophagealer Plattenepithelkarzinome reicht von hoch differenzierten Tumoren mit
Verhornung und niedrigem Proliferationsindex (G1) bis hin zu gering differenzierten Tumoren mit
ausgepragter Kernpolymorphie und hoher Mitoseaktivitat (G3) (Stahl und Witte 2003, Zimmermann et al.
2006). Neben den typischen Osophagus-Plattenepithelkarzinomen gibt es noch drei seltene Varianten:

Spindelzellkarzinome, verukkdse und basaloide Plattenepithelkarzinome.

1132 Typisierung

Nach der Lokalisation gegliedert entfallen 5-10% auf den zervikalen Osophagus, 30-35% auf den
(supra)bifurkalen  Abschnitt und 50-60% auf den infrabifurkalen Teil des Osophagus.
Plattenepithelkarzinome treten dabei meist in den oberen zwei Dritteln, Adenokarzinome am
osophagogastralen Ubergang auf.

Lokal fortgeschrittene Tumoren lassen sich in Abhédngigkeit von ihrem Wachstum in die folgenden drei
Grundtypen unterteilen: polypdses, ulzerdses und infiltratives Karzinom. Entsprechend der Vorgaben der
Japanese Society for Esophageal Diseases werden bei auf Mukosa oder Submukosa beschrankten Tumoren
in Anlehnung an das Magenfrithkarzinom flache, exophytisch oder exkaviert wachsende Karzinome
unterschieden. Diese Bedeutung ist hinsichtlich der Therapieplanung relevant, da die beiden letztgenannten
Typen fiir eine endoskopische Mukosaresektion aufgrund ihres Wachstums zumeist nicht in Betracht

kommen.

1.133 Stadieneinteilung

Die direkte Ausbreitung des Karzinoms erfolgt nach den Wandschichten des Osophagus in die umliegenden
Organe und Gewebe. Metastasen finden sich am hédufigsten in den regiondren Lymphknoten, das Risiko
steigt dabei von 5% fiir auf die Mukosa beschrdankte Tumoren auf bis zu 80% bei die Umgebung
infiltrierenden Karzinomen. Fernmetastasen finden sich zumeist in Lunge und Leber. Die intradsophageale
Metastasierung entlang submukéser Lymphgefd3e stellt auflerdem eine besondere Form der

Tumorausbreitung dar.
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Anhand der TNM-Klassifikation 14Rt sich das Osophaguskarzinom wie alle bosartigen Neubildungen in vier
UICC-Stadien einteilen:

T Primdrtumor (infiltriert)

T1 Lamina propria (mucosae) und/oder Submukosa
T2 Muscularis propria

T3 Adventitia

T4 Nachbarstrukturen

N Lymphknoten

N1 Regiondre Lymphknotenmetastasen

M Fernmetastasen

Fiir Tumoren des oberen Osophagusdrittels :
Mia zervikale Lymphknoten
Mib andere Fernmetastasen

Fiir Tumoren des mittleren Osophagusdrittels :
Mia nicht anwendbar
Mib andere Fernmetastasen

Fiir Tumoren des unteren Osophagusdrittels :
Mia zOliakale Lymphknoten
Mib andere Fernmetastasen

UICC-Stadium

I T1 No Mo
IIA T2, T3 No Mo
1IB T1, T2 N1 Mo
I1I T3 N1 Mo

T4 jedes N Mo

v jedes T jedes N M
IVA  jedesT jedes N Mia
IVB jedes T jedes N Mib

Da der Speiserchrenkrebs in der Regel keine Frithsymptome verursacht (Schluckbeschwerden treten zum
Beispiel erst bei einer iiber 50%-igen Lumeneinengung auf) und sich der Tumor aufgrund anatomischer
Gegebenheiten (Fehlen einer Serosa) rasch ausbreitet, erfolgt die Diagnosestellung meist erst in einem
bereits fortgeschrittenen Stadium. Die prozentualen Anteile betragen dabei je nach Stadium (Bareifs et al.

2002):

I 9%

II 16 %
II 34 %
v 4%
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114 Prognose

Die Prognose ist eng mit dem Tumorstadium korreliert. In allen internationalen Tumorregistern spiegelt das
prozentuale 5-Jahres-Uberleben grolRenordnungsmafig den Prozentsatz an Frithkarzinomen (UICC I) im
jeweiligen Register wider (Bareifs et al. 2002). Die 5-Jahres-Uberlebensraten nach Resektion betragen
dabei den Stadien entsprechend (Enzinger et al. 2003):

0 (Tis) >95 %

I 50-80 %
ITA 30-40 %
IIB 10-30 %
I 10-15 %
IVA <5%
IVB <1%

Fiir Patienten im Stadium IV liegt das mediane Uberleben bei 6 Monaten. Die Uberlebensraten von
Patienten mit Osophaguskarzinom gehéren somit zu den ungiinstigsten aller Krebserkrankungen.
Adenokarzinome weisen dabei gegentiber Plattenepithelkarzinomen eine bessere Langzeitprognose auf
(Siewert et al. 2001).

Abgesehen vom Tumorstadium konnten der histologische Nachweis von Blutgefdf3invasion und eine
bestehende Lymphangiosis carcinomatosa als relevante prognostische Faktoren charakterisiert werden.
Auch molekulare Marker wie Wachstumsfaktoren und -rezeptoren, Regulatoren von Zellzyklus und
Apoptose sowie Zelladhdsionsmolekiile sind Gegenstand der aktuellen Forschung, haben aber hislang keine
Relevanz fiir die klinische Praxis.

Bollschweiler und Mitarbeiter (2001) weisen in diesem Zusammenhang auf die in die Prognoseforschung
bisher nur unzuldnglich miteinbezogene hohe Zahl schwerer Begleiterkrankungen bei Patienten mit
Speiserchrenkrebs hin (in erster Linie kardiovaskuldre und chronische Lungenerkrankungen). Auch
metachrone oder synchrone Primédrtumoren der Atemwege oder des Verdauungstrakts, die bei etwa 10%

der Patienten auftreten, sind wéahrend des Stagings und der Nachsorgeuntersuchungen zu beriicksichtigen.

115 Therapiekonzepte

Das Osophaguskarzinom gehort zu den aggressivsten Tumorentititen. Beinahe 90% aller Patienten sterben
innerhalb der ersten fiinf Jahre nach Diagnosestellung. Demgegeniiber stehen 5-Jahresiiberlebensraten von
90% im Stadium I durch chirurgische Therapie. Nutzen und Risiko der zahlreichen differenzierten
Behandlungskonzepte wurden in Meta-Analysen von den Arbeitsgruppen um Koshy (2004) und
Malthaner (2004) kritisch untersucht, eine wirksame adjuvante Systemtherapie existiert bislang nicht. Die
im Folgenden erlduterten Therapiemalsnahmen finden sich in den Ubersichtsarbeiten von Enzinger (2003)

und Zimmermann (2006).
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1.151 Chirurgische TherapiemaBnahmen

Mittels radikaler En-bloc-Resektion des Osophagus und systematischer (ggf. auch 2-Feld-)
Lymphknotendissektion kénnen im Stadium I und Ila 5-Jahresiiberlebensraten von bis zu 90% erzielt
werden, zum Zeitpunkt der Erstdiagnose weisen allerdings mehr als 80% der Patienten fortgeschrittenere
Tumorstadien auf, so daf die Uberlebensraten nach alleiniger Resektion auf 20-40% (Stadium IIb und III)
bzw. weniger als 10% (Stadium IV) sinken. Zur Resektion stehen dabei verschiedene Standardverfahren zur
Verfiigung. Beilokalisiertem Tumor kann eine segmentale Resektion unter Erhalt der restlichen Speiserchre
durchgefiihrt werden, der Defekt wird dabei durch eine Transplantation eines isolierten Jejunalsegmentes
iiberbriickt.

Meta-Analysen kontrollierter Studien (unter Ausschluld zervikaler Osophaguskarzinome) haben gezeigt,
daB neoadjuvante und adjuvante Therapien der alleinigen Resektion in Bezug auf die Uberlebensraten
nicht iiberlegen sind, fiir resektable Tumoren bleibt die isolierte Osophagektomie daher die Therapie der
Wahl (Malthaner et al. 2004). Zu erwédhnen bleibt, daf} neben dem exakten Staging insbesondere die
Risikostratifizierung der Patienten unter Berticksichtigung der pulmonalen, hepatischen und kardialen

Funktion notwendige Voraussetzung einer erfolgreichen Chirurgie ist.

1.152 Strahlentherapie

Prinzipiell sind 6sophageale Plattenepithelkarzinome strahlensensibel. Bei aufgrund schwerer
Begleiterkrankungen nicht operablen Patienten lassen sich mit entsprechenden Strahlendosen (kumulativ
50-60 Gy) nach Angaben von Zimmermann und Mitarbeitern (2006) Remissionsraten von etwa 80%
erzielen; eine dauerhafte Tumorkontrolle ist bei 2-Jahres-Uberlebensraten von 4-27% und 5-Jahres-

Uberleben von maximal 20% derzeit allerdings noch nicht méglich.

1153 Chemotherapie

Die Wirksamkeit der Chemotherapie beim metastasierten Osophaguskarzinom wurde in zahlreichen
Studien untersucht. Bei Monotherapie betrugen die medianen Uberlebenszeiten 7 Monate; durch
Polychemotherapie mit Cisplatin/Bleomycin- oder Cisplatin/5-FU-haltigen Regimen konnten bei auf die
Therapie ansprechenden Patienten deutlich langere Uberlebenszeiten (his zu 15 Monate) erzielt werden. Im
Vergleich dazu betragen die Uberlebenszeiten von Patienten im fortgeschrittenen Stadium bei alleiniger
Supportivtherapie etwa 6 Monate. Genannte Daten beziehen sich wohlgemerkt auf fortgeschrittene
Tumorstadien; praoperative sowie adjuvante Chemotherapien werden zum gegenwdrtigen Zeitpunkt nur
im Rahmen kontrollierter Studien empfohlen, da ein moglicher Benefit weiter kontrovers diskutiert wird und
bisher nicht sicher nachgewiesen werden konnte (Greer et al. 2005, Malthaner et al. 2004 sowie Urschel et

al. 2002 und 2003).

1154 Kombinationsschemata

Fiir hoch sitzende Tumoren (zervikal oder hoch intrathorakal) ist die Kombination aus Chemotherapie und

Radiatio der Chirurgie prognostisch gleichwertig; sie sollte in diesen Féllen aufgrund der besseren
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Lebensqualitdt (Erhalt des Larynx) der Operation vorgezogen werden (Stahl und Witte 2003). Die
Arbeitsgruppen von Koshy (2004) und Patel (2004) beschrieben auch fiir fortgeschrittene Karzinome 5-
Jahres-Uberlebensraten von 20%, sofern eine simultane Radiochemotherapie in optimaler Dosis unter
gleichzeitiger Supportivtherapie eingesetzt wurde.

Nutzen und Risiko neoadjuvanter Chemostrahlentherapie sind Gegenstand derzeitiger Studien. Auch die im
Individualfall hdufig erorterte Frage einer zusétzlichen Radiochemotherapie bei Ri-resezierten Tumoren ist

derzeit in Ermangelung fehlender klinischer Daten nicht zu beantworten (Malthaner et al. 2004).

1155 Wachstumsfaktoren/Zytokine

Es gibt derzeit keine Hinweise auf eine zytotoxische Aktivitdt von Zytokinen (Interferon, Interleukine,
Tumornekrosefaktor) beim Speiserohrenkrebs. Auch die Anwendung von Interferon-o in Kombination mit
13-cis-Retinoiden scheint im Gegensatz zu positiven Berichten bei anderen Plattenepithelkarzinomen beim

Osophaguskarzinom nicht wirksam zu sein (Kok et al. 1997).

Zusammenfassend 143t sich konstatieren, daf3 — abgesehen von weit proximal gelegenen Tumoren — eine
kurative Therapie des Osophaguskarzinoms derzeit nur mit chirurgischen MaBnahmen zu erreichen ist. Die
5-Jahres-Uberlebensraten Ro-resezierter Plattenepithelkarzinome fiir Patienten mit einem Frithkarzinom
(Stadium I) liegen mittlerweile bei bis zu 90% (Lerut et al. 2001); die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt
fiir Manner jedoch bei 11% und fiir Frauen bei 8% (AG Bevélkerungsbezogener Krebsregister 2004).

Anzumerken ist auflerdem, daf3 bei Behandlung in palliativer Intention Chemotherapie oder palliative
Lokalmalinahmen (endoskopische Tubus- bzw. Stentimplantation, Lasertherapie, intraluminale Bestrahlung
mit oder ohne Bougierung) der nur kurzzeitig symptomatisch helfenden Chirurgie vorzuziehen sind (Stahl et

al. 2004).

12 Das epitheliale Zell-Adhasionsmolekiil (Ep-CAM)
1.21 Nomenklatur und Biologie

Das epitheliale Zell-Adhéasionsmolekiil (Epithelial-cellular adhesion molecule) Ep-CAM (CD326, 17-1A,
GA733-2, EGP 40) ist ein transmembranes 40 kD Glykoprotein (G6ttlinger et al. 1986, Simon et al. 1990),
welches sich an der basolateralen Membran der meisten gesunden glanduldren Epithelien und
Ubergangsepithelien befindet. Im normalen Plattenepithel (ebenso wie in mesenchymalem, muskulirem
und neuroendokrinen Gewebe) 143t sich das Protein hingegen nicht nachweisen (Balzar et al. 1999, Latza
et al. 1990).

De Boer (1999) beschrieb eine Ep-CAM-Expression bei embryonalem und in Regeneration befindlichem
Lebergewebe, wohingegen gesundes Lebergewebe bis auf die Gallengangsepithelien Ep-CAM-negativ ist.
Anderson und Mitarbeiter (1999) beobachteten eine Ep-CAM-Expression bei Zellinien der Keimbahn und
in embryonalen Stammzellen von Madusen.

Ep-CAM wirkt Ca*-unabhéngig als homophiles Zell-Zell-Adhésionsmolekiil (daher die Namensgebung
durch Litvinov und Mitarbeiter (1994)), gehort jedoch nicht zu einer der vier Hauptgruppen der
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Zelladhdsionsmolekiile: den Cadherinen, Integrinen, Selectinen sowie der Immunglobulin-Superfamilie
(Hynes et al. 1992).

Die extrazellulire Doméne besteht aus zwei EGF-dhnlichen Doménen, es folgen eine Cystein-reiche Region,
die Transmembrandomédne und ein kurzer zytoplasmatischer Teil, der zwei a-actinin-Bindungsstellen
besitzt (Balzar et al. 1998 und 1999).

In der (&lteren) Literatur findet sich vielfach die Angabe, Ep-CAM wiirde kodiert durch das auf dem langen
Arm des Chromosoms 4 gelegene GA733-2-Gen, welches zusammen mit dem sich auf Chromosom 1
befindenden (und vermutlich durch Retroposition aus GA733-2 entstandenen) GA733-1-Gen die GA733-
Genfamilie bildet. GA-733-dhnliche Sequenzen finden sich im Genom aller Sduger und Végel, was die
funktionale Bedeutung dieses Proteins deutlich macht (Linnenbach et al. 1993). Calabrese und Mitarbeiter
lokalisierten das fiir Ep-CAM-kodierende Gen im Jahr 2001 allerdings auf dem Chromosom 2p21 und das in
49 der cDNA-ibereinstimmende, ehemals als GA733-1 bezeichnete Gen auf Chromosom 1p32. Es erfolgte
aullerdem eine Umbenennung der Gene in TACSTD (tumor-associated calcium-signal-transducer) 1und 2.
Fiir verschiedene Tumorentititen konnte eine Ep-CAM-Uberexpression (im Vergleich zur o.g.
physiologischen Expression im Normalgewebe) bzw. de novo-Expression gezeigt werden, so bspw. fir das
Mammakarzinom (Gastl et al. 2000), fir das kleinzellige Bronchialkarzinom (Brezicka 2005) und das
Plattenepithelkarzinom der Lunge (Piyathilake et al. 2000) sowie nicht zuletzt fiir kolorektale Karzinome
(Xie et al. 2005). AuBerdem Kkorreliert die Ep-CAM-Expression mit dem Grad der cervikalen
intraepithelialen Neoplasie (CIN) und verschiedenen Proliferationsmarkern (CK5, CK14 und Ki-67) (Litvinov
et al. 1996).

Die genannten FErkenntnisse fithrten zur Interpretation von Ep-CAM im Sinne einer flexiblen
Zwischenverbindung bei Wachstum und Gewebeorganisation (Balzar et al. 1998 und 1999 sowie Winter et

al. 2003).

122 Prognosefaktor

Die Arbeitsgruppen um Spizzo und Gastl (2002, 2000) sowie Tandon (1990) zeigten, daf3 eine Ep-CAM-
Uberexpression beim Mammakarzinom mit einem kiirzeren rezidivfreien und Gesamtiiberleben
einhergeht. Auch fiir das Gallenblasenkarzinom (Varga et al. 2004) und das Ovarialkarzinom (Spizzo et al.

2006) konnte die Ep-CAM-Expression als unabhéngiger prognostischer Marker identifiziert werden.

123 Antikorpertherapie

Der gegen Ep-CAM als Antigen gerichtete monoklonale Antikérper Edrecolomab (Panorex®) ist ein
Gammaglobulin der Maus und gehért zur Subklasse 1gG,.. Es werden verschiedene Wirkmechanismen
diskutiert, darunter vor allem die Aktivierung des Komplementsystems und Induktion der Komplement-
vermittelten Zytotoxizitit sowie die Zytolyse und Phagozytose iiber die Antikorper-vermittelte
Zellzytotoxizitdt (Adkins et al. 1998 und Pantel 2001).

Nachdem Riethmiiller und Mitarbeiter in einer Multicenterstudie einen signifikanten Anti-Tumor-Effekt bei

kolorektalen Karzinomen beschrieben hatten, wurde Edrecolomab in Deutschland im August 1994 unter der
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Auflage, weitere klinische Studien durchzufithren, die Zulassung zur adjuvanten Therapie des
Kolonkarzinoms im Stadium III erteilt. In Zwischenanalysen zeigte sich jedoch die Unterlegenheit
gegeniiber der empfohlenen Standardtherapie mit 5-FU/Folinsdure, die Ende 2000 zur Marktriicknahme
fithrte. Der potentielle Gewinn einer Kombinationstherapie mit Edrecolomab und Chemotherapie wird
kontrovers diskutiert (Fields et al. 2002, Punt et al. 2002 und 2003, Riethmiiller et al. 1998) und ist
Gegenstand derzeitiger Studien.

In der Folge wurden verschiedene humanisierte Antikorper entwickelt, die im Tierversuch Edrecolomah
gleichwertig waren (Ammons et al. 2003, Huls et al. 1999, Naundorf et al. 2002) und aufgrund einer
verlangerten Halbwertszeit beim Menschen einen noch grofseren Effekt erwarten lassen. Zuletzt
beschrieben Schlereth und Mitarbeiter (2005) im Mausmodell den sehr hohen T-Zell-vermittelten Effekt
des konstruierten bispezifischen Ep-CAM/CD3-Antik6rpers MTi10.

13 Der epidermaleWachstumsfaktorrezeptor p185: »
131 Nomenklatur

Das neu-Gen wurde erstmals als aktiviertes, transfomierendes Gen in chemisch induzierten
neuroektodermalen Tumoren bei Ratten entdeckt (Shih et al. 1981).

In der Folge beschrieben die Arbeitsgruppen von Schechter (1984 und 1985) sowie Coussens (1985) die
Ahnlichkeit des menschlichen Proto-Onkogens mit dem fiir den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor
(EGFR) kodierenden erbB-Gen und identifizierten es von diesem unabhénig als erbB-verwandtes Gen,
genannt erbB-2 oder HER-2.

Dieses Gen (im folgenden als HER-2 bezeichnet) kodiert ein 185kDa Transmembran-Glykoprotein (p185uzz-
»)- P185mEr-, konnte der Familie des EGFR zugeordnet werden. Diese enthélt neben dem EGFR (erbB) und
P185uEr-, (erbB-2) noch die weiteren Mitglieder HER-3 (erbB-3) und HER-4 (erbB-4) (Kraus et al. 1989,
Plowman et al. 1993). Alle vier Proteine gehoren zur Superfamilie der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (TKR)
und enthalten neben der Transmembrandoméne zwei Cystein-reiche extrazellulire Doméanen (Coussens et
al. 1985). Die vier TKR sind normalerweise in verschiedenen Variationen koexprimiert und finden sich
physiologisch in zahlreichen Geweben mit Ausnahme des hdmatopoetischen Systems (Cohen et al. 1989,
Coussens et al. 1985, Natali et al. 1990).

Lokalisiert wurde das menschliche HER-2-Gen auf dem Chromosom 17q12-21.32 (Popescu et al. 1989). HER-
2 ist hochkonserviert und findet sich auch in Organismen wie Caenorhabiditis elegans und Drosophila

melanogaster (Rubin und Yarden 2001).

132 Funktion

Unter physiologischen Bedingungen wird die Aktivierung der epidermalen Wachstumsfaktorrezeptoren
durch ihre Liganden reguliert (Rubin und Yarden 2001). Derzeit sind zehn Liganden bekannt, die in
Untergruppen gegliedert werden konnen. Fiir p185ugr-, konnte bis heute kein direkter Ligand nachgewiesen
werden (Holbro 2003). Die Arbeitsgruppen um Tzahar (1996) und Graus-Porta (1997) zeigten allerdings,
dal3 p185uer- als bevorzugter Bindungspartner der anderen Tyrosin-Kinase-Rezeptoren (EGFR, HER-3 und
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HER-4) nach durch Liganden-Bindung induzierter Bildung von Heterodimeren ldnger dauernde
Phosphorylierung der zytoplasmatischen Tyrosinkinasedomdne und somit auch stdrkere Aktivierung
verschiedener intrazelluldrer Signalkaskaden (einschliel3lich der Mitogen-aktivierten Protein-Kinase- und
der Phosphatidylinositol-3'Kinase-Kaskade) (Yarden und Sliwkowski 2001) hervorruft.

Venter und Mitarbeiter (1987) zeigten, dal} p185uer- auf Mammakarzinomzellen im Vergleich zu nicht
dysplastischen Zellen 100fach stérker exprimiert sein kann; es wird spekuliert, daf es in diesen Fallen zu

spontanen Dimerisationen kommt, die in einer Aktivierung der Signalkaskaden resultieren (Holbro 2003).

133  Zusammenhang von Proteiniiberexpression und Genamplifikation in verschiedenen Geweben

Seit der Entdeckung des HER-2-Gens bzw. seines Genprodukts p185gr-, haben zahlreiche Arbeitsgruppen
eine HER-2-Genamplifikationen und/oder p185uer--Uberexpressionen fiir verschiedene Tumorentititen
nachgewiesen. Am besten untersucht ist zweifelsfrei das Mammakarzinom: die Rate der Amplifikation in
Kombination mit einer Uberexpression liegt hier bei ca. 25-30%. Neben der Genamplifikation als héufigster
Ursache der Proteiniiberexpression wurde fiir das Mammakarzinom in 3-10% der Félle auch eine isolierte
Rezeptorzunahme ohne Amplifikation beschrieben (Pauletti et al. 1996, Slamon et at. 1989, Venter et al.
1987).

Andere Tumorgewebe (Lunge, Harnblase, Speiserdhre) weisen im Vergleich zur Genamplifikation eine
deutlich héhere Proteiniiberexpression auf, was eine Kontrolle der Expression auf Transkriptions- und/oder
Translationsebene nahelegt (sofern nicht technisch bedingte Defizite in der Nachweisbarkeit ursachlich

ausschlaggebend sind) (Hynes et al. 1994).

134  Prognosefaktor

Slamon und Mitarbeiter beschrieben die HER-2-Genamplifikation bereits 1987 als unabhdngigen
prognostischen Marker, der mit einem geringeren Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben korreliert.
Dieser Zusammenhang ist durch verschiedenste Arbeitsgruppen bestétigt worden (Ciocca et al. 1992, Press
et al. 1997, Sjogren et al. 1998).

Der préadiktive Wert des HER-2-/p185mer--Status in Bezug auf adjuvante Hormon- und Chemotherapien
wird kontrovers diskutiert, ein Uberblick findet sich bei Dowsett und Mitarbeitern (2000).

135 Antikorpertherapie

Trastuzumab ist ein humanisierter monoklonaler Antikérper (thuMAb HER2), bei dem nur noch die
Antigenbindungsstellen aus murinen Sequenzen bestehen. Trastuzumab bindet etwa dreifach stéarker als
der murine Antikérper Mab 4Ds5 an die extrazelluldire Domdne von pi85uer-, Seine Hemmwirkung
gegeniiber Zellinien und Xenografts, die p185uer-, verstarkt exprimieren, ist dabei vergleichbar (Carter et al.
1992).

Die Wirksamkeit von Trastuzumab als Monotherapie oder in Kombination mit Zytostatika wurde in
mehreren Phase II- und Phase I1I-Studien (Baselga et al. 1996, Pegram et al. 1998, Slamon et al. 2001), an

denen Frauen mit metastasierten, pi85uer--iiberexprimierenden Mammakarzinomen teilnahmen,
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iberpriift: Trastuzumab erwies sich bei in der Regel guter Vertrdglichkeit als wirksames Mittel zur
Hemmung des Tumorwachstums. So konnten bspw. Slamon und Mitarbeiter (2001) fiir die
Kombinationsbehandlung aus Trastuzumab und verschiedenen chemotherapeutischen Regimen ein
hoheres und verldngertes Ansprechen (50 vs. 32%, 9,1 vs. 6,1 Monate) sowie ein verldingertes
progressionsfreies (7,4 vs. 4,6 Monate) und Gesamtiiberleben (252 vs. 20,3 Monate) gegeniiber der
alleinigen Chemotherapie nachweisen.

Die Wirksamkeit des Antikorpers in der adjuvanten Situation wurde in der HER(ceptin®)-A(djuvant)-Studie
untersucht: fir die Gruppe der pi85um-.-liberexprimierenden Patientinnen, die nach adjuvanter
Chemotherapie eine einjdhrige Trastuzumab-Behandlung erhielt, konnte ein signifikant verlangertes
krankheitsfreies Uberleben gezeigt werden (Piccart-Gebhart et al. 2005).

Trastuzumab ist in Deutschland seit August 2000 als First-line-Therapie in Kombination mit Paclitaxel fiir
Patientinnen, die fiir eine Anthrazyklinbehandlung ungeeignet sind, und als Second- oder Third-line-
Monotherapie zur Behandlung von Patientinnen mit metastasiertem Mammakarzinom, deren Tumoren
P185uEr-, Uberexprimieren, zugelassen (Deutsches Arzteblatt 2002). Aufgrund der Ergebnisse der HERA-
Studie wurde der Antikorper im Mai 2006 in Kombination mit Chemotherapie auch fiir die adjuvante

Behandlung zugelassen (Deutsches Arzteblatt 2006).

14 Aufgabenstellung und Zielsetzung
Trotz Operation in kurativer Absicht liegen die mittleren 5-J ahres-Uberlebensraten bei Patienten mit einem
operablen Plattenepithelkarzinom des Osophagus bei nur 30-40%. Prédoperative sowie adjuvante
Chemotherapien werden aufgrund des umstrittenen Nutzens zum gegenwdrtigen Zeitpunkt nur im Rahmen
kontrollierter Studien empfohlen. Die Suche nach neuen therapeutischen Zielstrukturen zur Behandlung zum
einen und die prazisere und individuelle Risikostratifizierung mittels molekularer Prognosefaktoren zur
Identifizierung der von einer zukiinftigen adjuvanten Therapie profitierenden Patienten zum anderen ist
daher dringend erforderlich.
Zwei mogliche therapeutische Zielstrukturen stellen die beiden oben genannten Oberflachenproteine Ep-
CAM und p185yr-, dar. Fir beide Proteine wurden Antikoérper (Edrecolomab und Trastuzumab) entwickelt,
die in klinischen Studien bei anderen Tumorentitdten einen signifikanten antitumoralen Effekt zeigten.
In der vorliegenden Arbeit wurden bei 70 Plattenepithelkarzinompatienten die Expressionsmuster dieser
beiden Proteine mittels immunhistochemischer Methoden untersucht. Dabei galt es in erster Linie folgende
Fragen zu beantworten:
1. Wie hdufig und in welcher Starke sind Ep-CAM und p185per-» bei Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus exprimiert?
2. Wie korreliert die Expression von Ep-CAM und p185pgr-, mit TNM-Stadium sowie Grading und hat
die Expression einen Einfluf3 auf die Prognose des Patienten?
3. Gibt es Koexpressionen von Ep-CAM und pi185uer-, im untersuchten Kollektiv und haben diese

eine mogliche klinische Relevanz?

12
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Da der Mechanismus der pi85ue.-Uberexpression fiir das 6sophageale Plattenepithelkarzinom (im
Gegensatz zu anderen Entitdten wie beispielsweise dem Mammakarzinom) noch nicht untersucht ist, wurde
fir den Fall einer nachgewiesenen Protein-Uberexpression im untersuchten Kollektiv eine In-Situ-
Hybridisierung vorgesehen. Diese sollte die Mdglichkeit einer Gen-Amplifikation als induzierenden Faktor

untersuchen.

13
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2 Material und Methoden
2.1 Material
211 Tumorproben

Das Untersuchungskolletiv umfafSte prospektiv gesammelte cryokonservierte Proben von 70 Patienten, die
in den Jahren 1994-2001 in der Allgemeinchirurgischen Abteilung des Universitatsklinikums Eppendorf in
kurativer Intention an einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus operiert wurden. Fiir die Entnahme
von Tumormaterial fiir Forschungszwecke lag eine Genehmigung der Ethikkommission der Arztekammer
Hamburg vor. Alle an der Studie beteiligten Patienten gaben eine schriftliche Einwilligungserkldrung ab. Die
Proben wurden direkt nach der Entnahme in TissueTec® eingebettet in fliissigem Stickstoff schockgefroren
und anschliefsend bei -80°C konserviert.

Histologisch ergab sich in allen 70 Féllen ein Plattenepithelkarzinom des Osophagus. Die Patienten waren
bei Diagnosestellung im Alter zwischen 43 und 74 Jahren, der Altersmedian lag bei 61 Jahren. Die pTNM-
Klassifikation erfolgte anhand der UICC-Kriterien (Wittekind et al. 2002). Die Daten der Patienten werden
tabellarisch im Anhang (Tab. 8) zusammengefal3t.

In fiinf Fallen bestand eine Ri-Situation, fiinf Patienten wiesen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits
Fernmetastasen auf und weitere fiinf verstarben innerhalb von 30 Tagen perioperativ nicht-tumorbedingt.
Fiir zwei weitere Patienten konnten keine relevanten Nachbeobachtungsdaten erhoben werden. Nach
Ausschluf? dieser Patienten standen fiir die Uberlebenszeitanalysen 53 Patienten zur Verfiigung. Hierfir
wurden postoperativ Daten zum weiteren Verlauf der Erkrankung erhoben und in halbjéhrlichen Abstdanden
die weiterbehandelnden Arzte der Patienten kontaktiert. Anhand eines Fragebogens wurden
Informationen iiber Zeitpunkt und Lokalisation von aufgetretenen Lokalrezidiven und Fernmetastasen bzw.
im Sterbefall Informationen iiber Todeszeitpunkt und Todesursache ermittelt. Fiir die 53 beobachteten
Patienten waren Daten zum klinischen Verlauf von mindestens zwei Monaten vorhanden und die mediane
Nachbeobachtungszeit betrug 15 Monate (2 — 95 Monate).

Zur Messung der HER-2-Amplifikation wurden zusétzlich Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete

Tumore von 11 Patienten mittels In-Situ-Hybridisierung untersucht.

212 Positivkontrollen

Der fiir die Untersuchung der pi185uer--Expression standardisiert durchzufiihrende HercepTest™ der Fa.
DAKO verwendet als Positivkontrollen in Paraffin eingebettete Brustkrebszellinien mit bekannter pi85er-,-
Expressionsstarke. Da die fiir diese Arbeit verwendeten Patientenproben cryokonserviert vorlagen, muf3te

™

vor Beginn des eigentlichen Versuchs der Nachweis erfolgen, daf der HercepTest™ auch fiir
cryokonserviertes Material verwendet werden kann. Zu diesem Zweck wurde ein Zellkultur-Vorversuch
durchgefiihrt.

Dafiir wurden zwei Brustkrebszellreihen verwendet, die beim standardisierten HercepTest™ in Paraffin
eingebettet (dem Kit beigefiigt) als Kontrollen dienen. Es handelt sich dabei um SK-BR-3, eine p185yugr-»-

Uiberexprimierende (Score: 3+) Zellinie, und MDA-MB-231, welche p185ugr-, nicht exprimiert (Score: 0).

14
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Bei den Zellinien handelt es sich um adhdrent wachsende Zellen. Fiir die Kultivierung wurden die in der
Produktinformation empfohlenen Medien verwendet. Fiir SK-BR-3 handelte es sich dabei um McCoy’s 5A
mit 1,5 mM L-Glutamin und 2,2 g/1 NaHCO, sowie 10% Fetalem Kalberserum (FKS). Fiir MDA-MB-231
wurde Leibovitz's L-15 Medium, ebenfalls mit 10% FKS, verwendet (da dieses Medium kein NaHCO,
enthalt, sollte kein CO,-Inkubator benutzt werden).

Fiir die Kontrolle der Ep-CAM-Expression wurde zum einen die Mammakarzinom-Zellinie MCF-7
verwendet, welche das Ep-CAM-Protein stark exprimiert. MCF-7 wurde in RPMI-1640 versetzt mit 10%
FKS kultiviert. Zum anderen wurden Gewebeschnitte von (mehrfach als EpCAM-positiv getesteter)

Kolonmukosa eingesetzt.

22 Methoden
221 Zellkultur

Die Zellinien wurden wie folgt kultiviert, die dafiir notwendigen Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen

an einer Reinraumwerkbank durchgefiihrt.

2211 Auftauenund Einsden der Zellen

e Cryorohrchen unter flielendem Wasser vorsichtig antauen

* Rascher Transfer unter die Sterilbank: Desinfektion des Réhrchens von auf3en und Resuspension der
Zellen in 500l Schritten in ca. 10 ml Medium (Pravention eines ,,osmotischen Schocks*)

* 8 min mit 1250 U/min zentrifugieren

»  Uberstand abgieRen, mit 5 ml Medium resuspendieren und in eine T 25-Zellkulturflasche geben

e Inkubation im Brutschrank bei 37°C (SK-BR-3 und MCF-7 mit 5 CO,, MDA-MB-231 ohne CO,)

Um den initialen Anheftungsprozel3 der Zellen am Boden der Kulturflasche nicht zu storen, sollten die Zellen
die ndchsten 24 Stunden ruhen. Nach zwei bis drei Tagen konnen die Zellen dann unter dem
Phasenkontrastmikoskop untersucht werden, um Zelldichte und Wachstum zu begutachten. Ein gutes
Wachstum der Kultur zeigt sich aullerdem am Farbumschlag des Mediums von rot zu gelb: der

Phenolrotindikator zeigt die pH-Wert-Erniedrigung als Folge der Metabolisierung von Glucose zu Lactat.

2212 PassagierenderZellen

Ist in vitro der Boden der Kulturflasche als Substrat der Zellen vollstindig eingenommen, sinkt bei strikt
adhédrenten Zellen die Proliferationsrate stark ab. Dies kann bis zum Absterben der Kultur fiihren. Es ist
deshalb noétig, die Zellen nach Erreichen der Maximaldichte zu verdiinnen, zu passagieren. Die Zellen
werden dabei unter Verdiinnung vom alten in ein neues Kulturgefaf3 tiberfiihrt (Lindl 2002).

Beim Mediumwechsel wurde die Grof3e der Zellpopulation unter dem Phasenkontrastmikroskop untersucht.
Bei Indikation erfolgte nicht nur der Wechsel des Mediums, sondern die Passagierung unter sterilen

Bedingungen wie folgt:
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Altes, verbrauchtes Medium ahsaugen

Die Zellen mit auf 37°C vorgewarmter PBS-Lésung waschen, dann eine kleine Menge (T 25-Kolben:
2ml, T 75-Kolben: sml) Trypsin/EDTA-Lésung (0,05 Trypsin/0,02 EDTA) zugeben

Inkubation bei 37°C fiir 5-10’

Mikroskopische Kontrolle (ob die Zellen komplett abgeldst sind), ggf. vorsichtig abklopfen (Shake Off-
Verfahren)

Trypsinierung mit frischem Medium abstoppen: T 25-Kolben 5 ml, T 75-Kolben 10 ml, anschlie3end 8
min mit 1250 U/min zentrifugieren

Uberstand abpipettieren, mit PBS-Puffer waschen, erneute Zentrifugation (8 min, 1250 U/min)
Uberstand verwerfen und Pellet in neuem Medium resuspendieren

Bestimmung der Zellzahl (s.u.), ggf. Splitting (von ATCC empfohlene Konzentration: 1,5-2 x 10° Zellen
pro ml Medium) und Uberfithrung in ausreichend groRen neuen Kolben, der bereits vorgewarmtes
Medium enthélt.

Inkubation bei 37°C (SK-BR-3 und MCF-7 mit 5 CO,, MDA-MB-231 ohne CO,)

2213 Zellzahlbestimmung

Fiir die Wachstumsgeschwindigkeit ist die initial zugesetzte Zellzahl bei den meisten adhédrent wachsenden

Zellreihen von grofser Bedeutung: zu diinn ausgeséte Zellen wachsen nurlangsam, zu dicht ausgesate Zellen

miissen zu oft passagiert werden, wobei jede Subkultivierung mit einem Verlust von Zellen einhergeht. Die

regelméllige Zellzdhlung vor einer erneuten Aussaat kann den Erfolg der Kultivierung folglich erheblich

verbessern. Zur Bestimmung der Vitalitdt der Zellen wurde auferdem eine Farbung mit 0,18% Trypanblau

durchgefiihrt (Lindl 2002).

Verdiinnte Zellsuspension (0,1 ml Zellsuspension und 0,9 ml PBS mit 0,2 Trypanblau) in die
vorbereitete Fuchs-Rosenthal-Zdhlkammer fiillen (die Kammer dabei moglichst exakt fiillen, um das
vorgegebene (und der Formel zugrunde liegende) Volumen nicht zu unter- oder tiberschreiten)

Unter dem Phasenkontrastmikroskop 5 GroRquadrate (a2 1mm®) auszdhlen; blau gefirbte Zellen
werden als nicht vital eingestuft und deshalb nicht gezahlt.

Die Gesamtzahl der Zellen berechnet sich aus der Zahl der gezdhlten vitalen Zellen multipliziert mit
1000 (,Kammerindex” aus Zahlfliche und Kammertiefe von 0,2 mm), 10 (Verdiinnung mit PBS) und

dem Volumen der Gesamtsuspension in Milliliter.

2214 Konservierung

Die kultivierten Zellen wurden im gleichen Material (TissueTec®) wie die Patientenproben cryokonserviert.

Die aus diesen Blockchen angefertigten, 5 pm dicken Schnitte wurden dann dem Protokoll des

HercepTest™ folgend einer immunhistochemischen Farbung unterzogen (s. Kap. 2.2.3.3).
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222  Anfertigung der Schnittpraparate

Fir die Durchfiihrung der immunhistochemischen Versuche wurden 5 um dicke Serienschnitte der
cryokonservierten Tumorblocke angefertigt und auf Superfrost Plus® Objekttrager aufgezogen. Die
Gewebeschnitte wurden bis zur Durchfiihrung der Immunhistochemie bei 20°C gelagert.

Fir die In-Situ-Hybridisierung wurden ebenfalls 5 wm-Schnitte der Paraffinblocke prapariert, auf
Objekttrager aufgezogen und anschlie3end fiir 60 Minuten bei 56°C getrocknet; die Aufbewahrung der
Schnitte erfolgte bei 4 - 8°C.

AulBerdem wurde fiir beide Versuchsreihen je ein weiterer konsekutiver Schnitt angefertigt und HE-geférbt.
Er diente sowohl zur Bestdtigung, dal} noch Tumorareale vorhanden waren, als auch zur Identifikation
derselben im Vergleich mit den Praparaten der In-Situ-Hybridisierungs-Analysen.

(Ausfuhrliche Listen der bei den Versuchsreihen benutzten Materialen und Gerdte sowie der verwendeten

selbstangesetzten Losungen und Puffer finden sich im Kapitel 6.1.)

223 Immunhistochemie

2231 Grundlagen

Immunhistochemische Nachweise (IHC) beruhen auf der Aushildung von Immunkomplexen, bestehend
aus Antigenen (Ag) und Antikérpern (Ak). Die dafiir notwendige Ag-Ak-Reaktion erfolgt, wenn ein fiir ein
bestimmtes Antigen spezifischer Antikorper auf betreffendes Antigen trifft. Mittels verschiedener
Detektionsverfahren konnen diese Ag-Ak-Komplexe nachgewiesen werden: als direkte Methode (mit
bereits direkt markierten Antikérpern wie beim HercepTest™) oder als indirekte Methode (mit weiterer
Verstarkung der Immunreaktion im Anschluf3 an die eigentliche Ag-Ak-Komplexbildung wie bei der
Alkalische Phosphatase Anti-alkalische Phosphatase-Technik, kurz APAAP) (Boenisch 2003).

2232 Alkalische Phosphatase Anti-alkalische Phosphatase-Technik (APAAP)

Die 1984 durch Cordell et al. beschriechene APAAP-Methode ist eine Antikorperbriicken-Technik fir
monoklonale Antikorper. Die Bindung des spezifischen Primarantikorpers an das Antigen wird dabei
indirekt iiber die Farbreaktion des durch Enzyme des APAAP-Komplexes umgesetzten Substrats
nachgewiesen.

Fiir die Versuchsreihe wurden der gegen EpCAM gerichtete monoklonale Antikorper BerEP4 sowie Paare
cryokonservierter Gewebeproben verwendet. Als Positivkontrolle dienten Gewebeschnitte von (mehrfach
als EpCAM-positiv getesteter) Kolonmukosa sowie Praparate von MCF-7-Zellen; fiir die Negativkontrolle
wurde ein Objekttrager (OT) jedes Gewebe-Paars mit dem Kontroll-Antikérper MOPC-21, einem
monoklonalen Antikorper der Klasse IgGi, der nicht mit menschlichen Antigenen reagiert, inkubiert. Die
Inkubationen mit den verschiedenen Antikorpern erfolgten in einer feuchten Kammer bei
Zimmertemperatur, die Inkubation in der Substratlosung lichtgeschiitzt, die Waschungen mit Tris-Puffer auf

dem Schittler.
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22321 Durchfiihrung

Gewebevorbereitung:

Gewebeschnitte 30 min lufttrocknen

5 min Fixierung in Aceton

Einstellen in Tris-Puffer und 3 x 5 min spiilen
30 min AB-Serum (1:10 mit Tris-Puffer)

OT abklopfen (nicht spiilen)

Fdrbung:

45 min Inkubation mit dem Primdrantikorper BerEP4 bzw. MOPC-21 (Konzentration je 2 ug/ml)
3 x 5 min spiilen mit Aqua dest.

30 min Inkubation mit dem Briickenantikérper Kaninchen-anti-Maus Z0259

(Konzentration der Stammloésung 2,7 g/1, Verdiinnung 1:50 mit Tris-Puffer)

3 x 5 min spiilen mit Aqua dest.

30 min Inkubation mit der APAAP-L6sung

(Konzentration der Stammlésung 0,1 g/1, Verdiinnung 1:100 mit Tris- Puffer)

3 x 5 spiilen mit Aqua dest.

30 min Substrat

Waschen und Gegenfdrbung:

2 x kurz splilen mit Aqua dest.

3 min Gill's Himatoxilin

1x kurz spiilen mit Aqua dest.

10 min Blduen (unter laufenden Leitungswasser)
2 x kurz splilen mit Aqua dest.

Findecken mit Aquatex

(Aufbewahrung der OT lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur)

22322 Auswertung

Zum Zeitpunkt der Auswertung existierte kein standardisiertes anerkanntes Verfahren zur Klassifizierung
der mittels Immunhistochemie nachgewiesenen Ep-CAM-Expression. Spizzo und Mitarbeiter (2003)
praferieren eine semiquantitative Einteilung der Gewebe in ,niedrig-, mittel- und stark-exprimierend”, die
von dieser Arbeitsgruppe zur Klassifizierung der Proteinexpression angewendet wird und auch in den
Untersuchungen von Martin und Mitarbeitern (1999) Anwendung fand. Van Diest (1997) schlagt fiir alle
immunhistochemischen Verfahren als Weiterentwicklung der semiquantitativen Einteilung einen sog.
Histo-Score vor, bei dem die Klassifizierung anhand des Produkts aus Farbeintensitdt (0-3+) und Anteil der
in der jeweiligen Intensitdt gefarbten Zellwdnde erfolgen soll (wie verwendet zur Quantifizierung des
Hormonrezeptor-Status beim Mammakarzinom). Er raumt jedoch ein, daf3 die prozentualen Anteile in der

Praxis tberwiegend geschdtzt und nicht gezahlt werden. Aus Griinden der Praktikabilitit und der
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Vergleichbarkeit erfolgte die Auswertung der Versuchsreihe anhand des Hercep-Score (s. Kap. 2.2.3.3), da
mit dieser standardisierten Klassifizierung ebenfalls die Expression eines Membranproteins erfaf5t wird. Ein
heterogenes Expressionsmuster wurde dabei definiert als unterschiedliche Farbeintensititdt in mehr als 25%

der Ep-CAM-positiven Tumorzellen.

2233 DerHercepTest™

Der DAKO HercepTest™ ist ein semi-quantitativer Test zur Untersuchung der p185uer--Expression in
standardisiert verarbeiteten, Paraffin-eingebetteten Gewebeproben; urspriinglich zugelassen, um
potentielle Kandidatinnen fiir eine Trastuzumab-Therapie beim Mammakarzinom zu finden.

Der Test enthdlt neben allen notwendigen Reagenzien eine Positivkontrolle in Form von drei auf
Objekttragern aufgebrachten Brustkrebs-Zellinien unterschiedlich starker Proteinexpression (MDA-231: 0,
MDA-175: 1+, SK-BR-3: 3+) sowie ein Reagenz fiir Negativkontrollen (Ig-Fraktion aus Kaninchenserum mit
gleicher Proteinkonzentration wie im Primédrantikorperreagenz). Die Antikorper-Inkubation erfolgte
entsprechend dem DAKO-Protokoll in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur.

Fiir die Versuchsreihe wurden nach Durchfiihrung des Vorversuchs Paare cryokonservierter Gewebeproben
entsprechend dem DAKO-Protokoll getestet. Die im Protokoll vorgesehene Gewebevorbehandlung fiir
Paraffin-eingebettete Schnitte wurde dabei durch die im Labor etablierte IHC-Vorbehandlung fiir
cryokonservierte Gewebeproben ersetzt. Neben den dem Test-Kit beiliegenden Kontroll-Objekttragern
wurden auf3erdem die im Rahmen des Vorversuchs gewonnenen Schnitte der cryokonservierten Zellreihen

als Positivkontrollen eingesetzt.

22331 Durchfiihrung

DAKO Kontroll-OT:

*  Entparaffinierung: 2 x 5 min Xylol

*  Abklopfen, anschliesend 2 x 3 min 95 -iger Alkohol (EtOH)

e Abklopfen, anschliesend 2 x 3 min 70 -iger Alkohol (EtOH)

e Abklopfen, kurz Aqua dest.

*  Epitop Retrieval: Inkubation in der Epitop Retrieval-Losung fiir 40 min bei 95 -99°C, anschlief3end
Abkiihlen im Waschpuffer fiir 20 min bei Raumtemperatur

e - Fdrbung

Cryo-Gewebeschnitte bzw. Zytospins:

*  Gewebeschnitte 30 min lufttrocknen, anschlielend 2 min Fixierung in Aceton und Einstellen in
Waschpuffer

* > Farbung
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Farbung:

Waschpuffer abklopfen und Gewebeproben mit DAKO-Fettstift markieren,
damit die Reagenzien immer das Schnittareal bedecken

5 min Peroxidase-Blockierungsreagenz

vorsichtige Spiilung mit Waschpuffer, anschliel3end 5 min waschen

30 min Inkubation mit dem Primdrantikorper bzw. dem negativen Kontrollreagenz
vorsichtige Spiilung mit Waschpuffer, anschliefSend 5 min waschen

30 min Inkubation mit dem Visualisierungs-Reagenz

vorsichtige Spiilung mit Waschpuffer

10 min Inkubation mit DAB-Substrat-Chromogen-Lésung

vorsichtige Spiillung mit Aqua dest.

3 min Hamatoxilin

10 min Blauen (unter laufendem Leitungswasser)

2 x kurz sptilen mit Aqua dest.

Eindecken mit Entellan

(Aufbewahrung der OT lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur)

22332 Auswertung (Hercep-Score)

Fir die Auswertung des HercepTests™ darf nur die Farbung der Zellmembran gewertet werden.

Zytoplasmatische Féarbung sollte als unspezifisch angesehen und fiir die Interpretation nicht berticksichtigt

werden (Press et al. 1994). Die Richtlinien fiir die Einteilung finden sich in Tabelle 1. Als Vergleich dienen die

DAKO-Kontroll-Objekttrager sowie der DAKO Atlas for Interpretation of HercepTest ™ Staining mit

reprasentativen Aufnahmen verschiedener Farbeintensitaten.

TABELLE 1: KRITERIEN DES HERCEPTEST™

Farbemuster Score HER-2-Protein-Uberexpression
Keine Farbung oder Membranfarbung in weniger als .
0 Negativ.
10% der Tumorzellen
Kaum sichtbare Membranfarbung in mehr als 10%
der Tumorzellen./ 1+ Negativ.
Membranfarbung nicht vollstandig ausgeprégt.
Schwache bis moderate, komplette »
. ) 2+ Schwach positiv.
Membranfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen.
Starke, komplette Membranfarbung in mehr als 10% .
3+ Stark positiv.
der Tumorzellen.
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224  In-Situ-Hybridisierung
2241 Grundlagen

Die Methode der in-situ-Hybridisierung (ISH) wurde erstmals 1969 von der Arbeitsgruppe um Gall und
Pardue sowie unabhédngig davon durch John und Mitarbeiter beschrieben. Sie ermoglicht das Auffinden
spezifischer DNA-Sequenzen in Interphase-Kernen oder auf Metaphase-Chromosomen (Joos et al. 1994).

Grundlage des Verfahrens ist die Renaturierung komplementarer DNA-Strdange: der in situ vorliegenden
Ziel-DNA und der hinzugegebenen Sonden-DNA. Entscheidend ist dabei, daf3 es sich bei der Bildung einer
Doppelhelix aus zwei einzelnen DNA-Strdngen um einen reversiblen Prozef3 handelt. Kenngrof3e des
thermodynamischen Gleichgewichts der Hybridisierung ist der durch verschiedene Parameter beeinfluldte
Schmelzpunkt

Tm=81,5°C +16,61log [mol Na'/1] + 0,41 [%G+C] — [% Formamid];

d.h. Ty, wird erhoht (Férderung der Ausbildung des DNA-Hyhbrids) durch monovalente Kationen sowie den
Guanosin-Cytosin-Gehalt der DNA und erniedrigt durch Helix-destabilisierende Chemikalien (wie
Formamid) sowie Basenfehlpaarungen (Joos et al. 1994, Swiger et al. 1996).

Das Hybridisierungsprotokoll lduft dabei prinzipiell wie folgt ab:

Ziel- und Sonden-DNA werden durch Temperaturerhohung denaturiert (= Zerstorung der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den komplementédren Basen beider Ketten). Die anschlie3end
vorliegenden Einzelstrange befinden sich in einem hochst instabilen Zustand und lagern sich im Zuge der
Renaturierung (bei Temperaturerniedrigung) mit komplementdren Sequenzen zusammen. Neben
homogenen Ziel- und Sonden-DNA-Paaren entstehen dabei auch heterogene Doppelstrange aus Sonden-
und Ziel-DNA. Durch die stringenten Waschschritte werden die Sondenanteile, die nicht oder unspezifisch
gebunden haben, entfernt. Die verschiedenen, nachfolgend genannten Detektionsmethoden dienen dem
Nachweis der Ziel-DNA-Sequenz in situ.

Gall und Pardue sowie John und Mitarbeiter (1969) markierten die DNA radioaktiv und wiesen die
spezifisch gebundene DNA mittels Autoradiographie nach. Um die mit diesem Verfahren verbundenen
Schwierigkeiten (lange Expositionszeiten, aufwendige Sicherheitshestimmungen und Entsorgungsprobleme,
extrem instabile und teilweise unspezifische Signale) zu minimieren, wurden nicht-radioaktive
Detektionsmethoden entwickelt.

Zu diesen neueren Verfahren gehoren die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) (Joos et al. 1994,
Pauletti et al. 1996) und die chromogene in-situ-Hybridisierung (CISH). Beide Methoden koénnen als
gleichwertige Nachweisverfahren angesehen werden (Arnould et al. 2003, Madrid und Lo 2004, Tanner et
al. 2000, Zhao et al. 2002). Die CISH bietet dabei neben der Méoglichkeit, die Signale mit einem
gewothnlichen Mikroskop nachzuweisen, den groflen Vorteil einer hoheren Signalstabilitdt. Die Proben
koénnen deshalb (bei einfacher Lagerung) iiber einen langeren Zeitraum fiir die Analyse genutzt werden. Die
Methode ist dariiberhinaus weniger kostenintensiv und einfacher durchzufiihren. Vorteile der FISH sind
eine schnellere Durchfiihrbarkeit (mit direkt-markierten Sonden) sowie die Méglichkeit, mit unterschiedlich

markierten Sonden wahrend eines Experiments verschiedene DNA-Sequenzen nachzuweisen.
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2242 Chromogene in-situ-Hybridisierung (CISH) an Paraffinschnitten
22421 Vorbehandlung

Der Erfolg der Hybridisierung ist neben der Unterdriickung einer unspezifischen Sondenbindung von der
Zugénglichkeit der Sonden-DNA zur Ziel-DNA abhéngig. Durch die Vorbehandlung des Gewebes mit dem
Enzym Pepsin vor der eigentlichen Hybridisierung werden zytoplasmatische und nukledre Proteine, die den
Zugang zur Ziel-DNA erschweren, entfernt. Es besteht dartiberhinaus die Moglichkeit, die Dauer der Pepsin-
Behandlung durch eine vorausgehende Inkubation mit Natriumthiocyanat (NaSCN) zu reduzieren
(Scherthan et al. 1994). Wichtig ist dabei eine optimal auf das Gewebe ahgestimmte Vorbehandlungs-Zeit:
wihrend ein zu schwacher Verdau die Sondenbindung erschwert, kann ein zu starker Verdau zur Zerstrung
der Kernmorphologie und schlief3lich auch zum DNA-Verlust fithren (ebd.).
Da fiir diesen Versuch Paraffin-Schnitte verwendet wurden, mufsten diese vor der o.g. Vorbehandlung noch
entparaffiniert werden. Der Pepsin-Verdau und die Fixierung mit Paraformaldehyd (PFA) erfolgten in einer
feuchten Kammer.

Durchfiihrung:

e 2x 8 min Xylol

* 2x8min Methanol

*  Gewebeschnitte lufttrocknen

e Schnitte 1 min in Citratpuffer kochen

e Schnelle Uberfiihrung in 1M NaSCN, dann 10 min inkubieren

e 2x1min Aqua dest.

e 5min PBS

*  Pepsinverdau bei 37°C (Zeit je nach Gewebe zwischen 1und 3 min)

e 5min PBS

* 5min MgCl+PBS

e Schnitte mit 100-200 pl PFA tiberdecken und 5 min bei 37°C inkubieren

e 5min PBS

*  Dehydrierung: aufsteigende Alkohol-Reihe (je 1 min 80, 96, 100)

e Gewebeschnitte lufttrocknen

22422 Hybridisierung

Neben den erwdhnten Einfluf3groflen (Kationengehalt, Guanin-Cytosin-Gehalt, Temperatur) ist das
Gelingen der Hybridisierung auch von der Konzentration der Sonden-DNA, dem pH der verwendeten
Losungen sowie Denaturierungs- und Hybridisierungsdauer abhéngig (Swiger et al. 1996); auerdem von
den stringenten Waschschritten.

Nach der genannten Vorbehandlung wurden zur Hybridisierung Sonden zum Nachweis des HER-2-Gens
und des Chromosom 17-Zentromers verwendet. Dabei handelt sich um bereits Digoxigenin-markierte

Sonden, die direkt angewendet werden konnen.

22



MATERIAL UND METHODEN

Durchfiihrung fiir HER-2-CISH:

* 20 min Vordenaturierung bei 80°C auf einer Heizplatte

e Auftragen der Sonde (ca. 12 pl/OT) auf die Deckgléser, vorsichtig auf die OT auflegen (Luftblasen
vermeiden bzw. ggf. entfernen)

* 12 min simultane Denaturierung von Gewebe und Sonde bei 96°C auf der Heizplatte

*  OT von der Heizplatte nehmen und Deckgldser mit Fixogum versiegeln

e {iber2 Ndchte Hybridisierung bei 37°C in einer feuchten Kammer

Durchfiihrung fiir Chromosom 17-CISH:

* 20 min Vordenaturierung bei 80°C auf der Heizplatte

e Auftragen der Sonde (0,5 ul Sonde auf 10 pl Hybridisierungspuffer (Hybrisol®), ca. 12 pl/0T) auf die
Deckglaser, vorsichtig auf die OT auflegen (Luftblasen vermeiden bzw. ggf. entfernen)

* 12 min simultane Denaturierung von Gewebe und Sonde bei 80°C auf der Heizplatte

*  OTvonder Heizplatte nehmen und Deckgldser mit Fixogum versiegeln

e {iber2 Nachte Hybridisierung bei 37°C in einer feuchten Kammer

22423 Waschung

Im Anschluf3 an die Hybridisierung miissen der {iberschiissige ungegebundene und unspezifisch gebundene
Sondenanteil entfernt werden. Hierbei sind pH und Temperatur der verwendeten Waschlésungen genau
einzuhalten, um ausschlieflich den iiberschiissigen Sondenanteil und nicht die spezifisch gebundene Sonde
zu entfernen. Die Destabilisierung der Wasserstoffhriickenbindungen wird dabei durch die niedrige SSC-
Konzentration erreicht (Lottspeich et al. 1998).

Durchfiihrung:

*  Vorsichtige Entfernung des Fixogums

* 10 min 2 x SSC bei Raumtemperatur im Schiittler (Entfernen der Deckgldser)

* 5 min 05 x SSC bei 66°C stringente Waschung (nur 6 OT/Kiivette, da sonst zu grofse

Temperaturschwankungen)

e 3x3min PBS + 0,025 Tween

Es folgt die Detektion der spezifisch gebundenen Sonde.

22424 Detektion, Gegenfarbung und Konservierung

Der Nachweis spezifisch gebundener DNA-Sonden erfolgt immunhistochemisch tber einen anti-

Digoxigenin-Antikorper. Alle Inkubationen erfolgten in einer feuchten Kammer bei 37°C.
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Durchfiihrung:

* 10min1 H,0,(10oml auf 250ml PBS)

e 2x1min Aqua dest.

e 2x3minPBS

* 8 min Inkubation mit Ziegen-Normal-Serum (1:10 mit PBS), anschlief’end abklopfen der OT
* 45 min Inkubation mit Priméar- Antikdrper Maus-anti-Digoxigenin (1:250 mit PBS +1BSA)
e 2x5min PBS

* 30 min Inkubation mit Ziege-anti-Maus Biotin (1:500 mit PBS)

e 2x5min PBS

* 30 min Inkubation mit Streptavidin-Peroxidase (1:500 mit PBS)

e 3x3minPBS

* 10 min Diaminobenzidin (DAB) (1:10 mit zugehorigem DAB-Puffer)

e 2x1min Aqua dest.

* 2 min 30 Gegenfarbung mit Mayers Hdmatoxilin

* 3 min Blduen (unter laufendem Leitungswasser)

*  Dehydrierung in aufsteigender Alkohol-Reihe (je2min2x 80,2x96,2x100)

* 2 x5min Fixierung mit Roti-Histol

*  FEindecken mit Entellan

*  Aufbewahrung lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur

22425 Auswertung

Fiir die Auswertung von In-Situ-Hybridisierungs-Préparaten sind folgende Kriterien entscheidend (Pauletti
et al. 1996):

*  Zellen mit mikroskopisch sichtbar hohem DNA-Verlust werden von der Zdhlung ausgenommen.

*  Eswerden nur Kerne gezéhlt, deren Abgrenzung durchgehend verfolgt werden kann.

*  Die Hybridisierung muf$ gleichmafig erfolgt sein.

* Signale auBerhalb der Kerngrenzen sowie Signale in iiberlappenden Kernen werden nicht gewertet.

* Nicht mehr voneinander abgrenzbare, sondern dicht gehauft auftretende Einzelsignale werden als

Cluster bezeichnet.

Die Auswertung wurde in 4o00-facher Vergrofierung vorgenommen. Pro Prdparat wurden dabei
entsprechend der genannten Kriterien 200 Zellen ausgezahlt. Der Signalanzahl entsprechend erfolgte die
Bewertung als ,nicht amplifiziert” (1 - 5 Signale /Nukleus), ,gering amplifiziert“ (6 - 10 Signale/Nukleus in
mehr als 50% der gezdhlten Zellen oder eine geringe Zahl an Clustern) und ,hoch amplifiziert” (Cluster in
mehr als 50% der Zellen oder mehr als 10 Signale/Nukleus) (Tanner et al. 2000, Zhao et al. 2002).

Um ,gering amplifizierte” Tumoren von solchen mit Chromosom 17-Aneuploidie (und dadurch falsch positiv
erhohter Anzahl an Signalen) unterscheiden zu kénnen, wurden auf konsekutiven Gewebeschnitten die

Chromosom 17-Zentromer-Signale in den betreffenden Féllen ebenfalls an 200 Zellen ausgezahlt.
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225 Statistik
2251 y-Test und Fisher Exact Test

Mit dem y’-Test wurde berechnet, ob sich zwei Kollektive in Bezug auf eine Figenschaft signifikant
unterscheiden. Darunter fiel:

1. Der Vergleich zwischen Ep-CAM Expression und histopathologischen Parametern.

2. Der Vergleich zwischen p185uzr.-Expression und histologischen Partametern.
Der Fisher Exact Test wurde angewendet, wenn die zu vergleichenden Gruppen zu klein fiir die Verwendung
des y*-Test waren, d.h. eine Vergleichsgruppe weniger als fiinf Mitglieder hatte. Dies war inbesondere bei

dem Vergleich der einzelnen Expressionstarke-Gruppen der Fall.

2252 Uberlebensanalysen

Fiir die Uberlebensanalysen wurden zunéchst alle Variablen dichotomisiert. Bei der Tumorgroe wurden die
Gruppen pTi-2 und die Gruppen pT3-4 zusammengefasst, d.h. die kleineren Tumoren wurden mit den
grofderen verglichen. Beim Grading wurden G1 und G2 zusammengefasst und dann mit der Gruppe G3
verglichen. Fiir die Risikoabschdtzung des Lebensalters wurde eine Gruppe mit Patienten gebildet, die zum
Operationszeitpunkt unter 65 Jahre alt waren und eine mit Patienten, welche zum Operationszeitpunkt 65
Jahre und éalter waren. Die Dichotomisierung der Ep-CAM- Expression und der p185gr-,-Expression werden
im Ergebnisteil beschrieben.

Mit der Kaplan-Meier-Methode wurde die Wahrscheinlichkeit berechnet, ob ein Rezidiv bzw. der
tumorbedingte Tod bis zu einem bestimmten Zeitpunkt eingetreten ist. Der Log-Rang-Test ermdglicht
Gruppenvergleiche in der Uberlebenszeitanalyse. Er wurde angewendet, um statistisch zu iiberpriifen, ob
sich fiir entsprechend der Expressionsmuster gebildete Gruppen bzw. beziiglich der histopathologischen
Parameter unterschiedliche Mortalitdtsrisiken ergeben.

Die primédren Endpunkte der Uberlebensanalyse waren das tumorspezifische Uberleben sowie das
rezidivireie Uberleben. Gemessen wurde vom Datum der Operation bis zum Datum der letzten
Nachbeobachtung, des tumorbedingten Todes oder des Auftretens eines Rezidivs. Daten von Patienten, die
beim letzten Nachbeobachtungszeitpunkt rezidivfrei waren oder lebten, wurden am Ende dieser Studie
zensiert. Um zu iiberpriifen, ob der Einfluss von Faktoren unabhdngig von anderen Prognoseparametern ist,
wurde eine multivariate Cox’s Regressionsanalyse durchgefiihrt.

Fiir die Ausfiihrung der vorgenannten statistischen Analysen wurde die Software SPSS 11.0 vewendet. Fine
weitergehende statistische Untersuchung mit einem verfeinerten Modell fiir die multivariate Analyse
wurde von Herrn Pablo Verde vom Koordinierungszentrum fiir Klinische Studien der Universitat Diisseldorf
durchgefiihrt. Mit dieser Analyse wurden die hier dargestellten multivariaten Analysen bestétigt. Die
Vorgehensweise und die Ergebnisse der weitergehenden multivariaten Analyse wurden 2006 von der

Arbeitsgruppe publiziert (Stoecklein et al. 2006).
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der Zellkultur (Vorversuch)

Zur Etablierung einer cryokonservierten Positivkontrolle fiir den zur klinischen Analyse der p185ugr-,-
Expressionsstarke bisher standardisiert nur mit in Paraffin eingebetteten Positivkontrollen durchfithrbaren
HercepTest™ wurden die Zellrethen SK-BR-3 und MDA-MB-231 in TissueTec® eingebettet und
anschliefSend bei -80°C aufbewahrt. Die analog der Patientenproben hergestellten Schnittpréparate wurden
nach standardisierter immunhistochemischer Farbung den Kriterien des HercepTest™ entsprechend
ausgewertet.

Die Zellen der Reihe MDA-MB-231 wiesen keine Farbung oder Membranfarbung in weniger als 10% der
Tumorzellen und damit einen Score von 0 auf, womit die Expressionsstirke mit den in Paraffin
eingebettenen Positivkontrollen derselben Zellininie des Dako-Kits iibereinstimmte (Abb.1 und 2). Die
Zellinie SK-BR-3 zeigte eine starke, komplette Membranfarbung in mehr als 10% der Tumorzellen (Score
3+). Auch fiir diese Zellen zeigte sich damit eine Ubereinstimmung mit der Expressionsstdarke der im
HercepTest™ als Positivkontrollen verwendeten Zellinie (Abb. 3und 4).

Es ist folglich moglich, den HercepTest™ fiir cryokonservierte Patientenproben zur Untersuchung des
P185uEr--Expressionsstatus anzuwenden. Die durch den Vorversuch gewonnenen Schnittpriparate der
cryokonservierten Zellen werden als Positivkontrolle fiir die immunhistochemische Féarbung der

Patientenproben eingesetzt.

ABBILDUNG 1 UND 2: MDA-MB-231 — EIGENE ZELLKULTUR (CRYO) — DAKO-KIT (PARAFFIN)

-t =
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ABBILDUNG 3 UND 4: SKBR-3 — EIGENE ZELLKULTUR (CRYO) — DAKO-KIT (PARAFFIN)
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32 Ergebnisse der Immunhistochemie

Fir diese Arbeit wurden Gewebeproben von 70 operierten Osophaguskarzinompatienten mit
immunhistochemischen Methoden untersucht. Die aufgearbeiteten Prdparate wurden jeweils ohne
Kenntnis des Krankheitsverlaufs mikroskopisch ausgewertet. Als Kriterien dienten der prozentuale Anteil
der gefarbten Zellmembranen sowie die Farbeintenstitdt. Die Auswertung der Ep-CAM- bzw. p185uer-»-
Expression erfolgte entsprechend den vorbeschriebenen Kriterien des HercepTest™. Die Expressionsstarke

und fiir Ep-CAM auch das Expressionsmuster (homogene vs. heterogene Farbung) sind in der folgenden

Tabelle aufgefiihrt.

TABELLE 2: EP-CAM- UND P185ygr-,-EXPRESSION IM UNTERSUCHTEN KOLLEKTIV

Pat.- | Alteru. TNM-Stadium | G | Ep-CAM- Ep-CAM- p185,gr o

Nr. Geschlecht Expression Muster Expression
1 53 M 3 0 0 2 3+ Homogen 0
2 63 M 3 1 0 3 3+ Homogen 0
3 43 F 1 0 0 2 1+ Homogen 0
4 61 F 3 1 1 3 0 Homogen 0
5 64 F 1 0 0 2 1+ Heterogen 1+
6 71 F 3 0 0 2 3+ Homogen 0
7 55 M 2 1 0 2 2+ Heterogen 0
8 61 M 3 0 0 2 1+ Homogen 1+
9 55 M 3 1 0 3 1+ Homogen 0
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Pat.- | Alteru. TNM-Stadium | G | Ep-CAM- Ep-CAM- p185,r.-

Nr. Geschlecht Expression Muster Expression
10 47 F 3 0 0 2 2+ Heterogen 0
11 61 F 1 0 0 2 2+ Heterogen 0
12 63 F 3 1 1 2 3+ Heterogen 0
13 52 M 2 0 0 2 1+ Heterogen 0
14 59 M 3 1 0 2 1+ Homogen 0
15 66 M 3 1 0 2 1+ Homogen 0
16 47 M 3 1 0 2 3+ Homogen 0
17 68 M 3 1 1 3 3+ Heterogen 2+
18 51 M 3 1 0 2 3+ Homogen 0
19 75 M 1 1 0 2 3+ Homogen 0
20 60 M 3 0 0 2 0 Homogen 0
21 71 F 2 0 0 3 1+ Homogen 1+
22 67 M 3 0 0 2 2+ Homogen 0
23 62 M 3 1 0 2 3+ Heterogen 0
24 56 M 3 1 0 3 3+ Heterogen 0
25 67 M 3 0 0 2 0 Homogen 2+
26 59 F 1 0 0 2 3+ Heterogen 0
27 66 M 3 1 0 2 1+ Homogen 2+
28 67 F 2 0 0 2 0 Homogen 0
29 61 M 2 1 0 3 0 Homogen 3+
30 61 M 3 1 0 3 3+ Homogen 0
31 63 M 2 0 0 2 3+ Heterogen 2+
32 46 M 2 1 0 2 3+ Homogen 0
33 69 F 3 1 0 2 3+ Homogen 2+
34 73 F 1 1 0 3 0 Homogen 0
35 56 M 1 0 0 2 1+ Heterogen 0
36 66 M 1 0 0 2 0 Homogen 2+
37 55 M 3 1 0 2 3+ Heterogen 0
38 74 F 2 0 0 2 3+ Heterogen 0
39 59 M 3 1 0 3 3+ Heterogen 0
40 46 M 3 0 0 2 2+ Heterogen 0
41 65 F 3 1 0 3 1+ Homogen 0
42 43 M 1 0102 3+ Heterogen 2+
43 59 M 3 1 0 3 3+ Heterogen 3+
44 68 M 3 1 0 2 0 Homogen 0
45 65 M 3 1 0 3 3+ Homogen 0
46 36 M 3 1 0 3 3+ Heterogen 2+
47 72 F 3 0 0 2 1+ Homogen 0
48 58 M 4 1 1 2 1+ Heterogen 0
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Pat.- | Alteru. TNM-Stadium | G | Ep-CAM- Ep-CAM- p185,r.-
Nr. Geschlecht Expression Muster Expression
49 58 M 2 0 0 2 3+ Homogen 0
50 59 F 3 0 0 2 1+ Heterogen 0
51 71 F 3 1 0 2 0 Homogen 0
52 68 M 1 0 0 2 0 Homogen 0
53 70 M 3 1 0 3 3+ Homogen 0
54 71 M 1 1 0 3 2+ Heterogen 0
55 52 M 3 0 0 3 3+ Homogen 0
56 56 M 3 1 0 1 0 Heterogen 0
57 60 M 3 1 0 2 1+ Homogen 0
58 73 M 4 1 1 3 1+ Heterogen 0
59 59 M 1 0 0 2 3+ Heterogen 0
60 65 M 3 0 0 3 1+ Homogen 3+
61 62 F 3 1 0 2 3+ Heterogen 0
62 67 M 3 1 0 2 0 Homogen 0
63 70 M 3 1 0 3 0 Homogen 0
64 59 M 2 0 0 2 2+ Homogen 0
65 69 F 2 0 0 3 0 Homogen 0
66 63 M 3 0 0 2 3+ Homogen 0
67 71 M 1 0 0 2 3+ Heterogen 0
68 61 M 1 0 0 2 0 Homogen 0
69 51 F 1 Nb | O 3 2+ Heterogen 0
70 73 M 3 1 0 3 1+ Homogen 0

": Tumor sehr heterogen gefarbt — Nb: nicht bekannt
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Alle untersuchten normalen Plattenepithelien zeigten keine Expression von Ep-CAM. Ein solches Fehlen der
Ep-CAM-Expression konnte auch bei 15 der 70 untersuchten Plattenepithelkarzinome beobachtet werden.
Eine Neo-Expression von Ep-CAM zeigte sich bei 55 Tumoren (79%), wobei drei Expressionsstdrken
unterschieden werden konnten. Es fanden sich 18 Tumore mit 1+-Expression (26%), 8 Tumore mit 2+-
Expression (11%) und 29 Tumore wiesen eine sehr starke Membranfarbung auf (3+, 41%). Auffallend war
dabei die Heterogenitdt der Ep-CAM-Expression, die von der Expressionsstdrke unabhangig war (p = 0,134).

Auch fanden sich keine Unterschiede im Verteilungsmuster der Ep-CAM-Expression in der Invasionsfront

Ep-CAM-Expression in 6sophagealen Plattenepithelkarzinomen

im Vergleich zum Tumorzentrum.
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ABBILDUNG 5: PAT. NR. 59 — EP-CAM-EXPRESSION: 3+ (20-F. VERGROBERUNG)
’ e/
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In der folgenden Tabelle findet sich eine Zusammenfassung der Expression in Bezug auf die

histopathologischen Parameter. Ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Ep-CAM-Expression

und pT- oder pN-Stadium sowie Grading liel3 sich dabei nicht nachweisen.

TABELLE 3: EP-CAM-EXPRESSION UND HISTOPATHOLOGISCHE PARAMETER

Ep-CAM-Expression (in %) p-Wert

(n) 0 1+ 2+ 3+
pT-Kategorie
pT1 15 4 (6) 34 34 5@) 0,581
pT2 11 34 203) 23 4(6)
pT3 42 8(1M) 11 (16) 34 20 (29)
pT4 2 0 233 0 0
pN-Kategorie
pNO 33 7010 9(13) 609 11 (16) 0,467
pN1 37 8(1M 9(13) 212 18 (26)
Differenzierungsgrad
G1%/G2 47 10 (14) 12(17) 6(9) 19 27) 0,653
G3 23 50) 609 2(3) 10 (14)

2 G1: nur ein Tumor

322 p185,:,-Expression in dsophagealen Plattenepithelkarzinomen

In der Mehrzahl der Fille (59 Patienten, 84,3%) liel3 sich keine p185urr-.-Expression nachweisen. Es wiesen
56 Patienten (80%) keine (Score 0) und 3 Patienten (4,3%) nur eine schwache, inkomplette
Membranfarbung (Score 1+) auf. Eine starke, komplette Membranfdarbung bei mehr als 10% der
Tumorzellen (Score 3+) wurde bei 3 Patienten (4,3%) beobachtet, in 8 Fallen (11,4%) war die

Membranférbung schwécher ausgeprdgt (2+). Bis auf einen Tumor zeigten alle Proben homogene
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Farbemuster, die eine eindeutige Klassifizierung erméglichten. Bei einer Probe (Nr. 42) fand sich eine stark
heterogene Membranfarbung (Abb. 7), welche der Kategorie 2+ zugeordnet wurde, da die teils sehr
intensive Membranfarbung nicht mehr als 10% der Zellen betraf. Eine bestimmte Polaritdt der Farbung fand
sich bei den untersuchten Proben nicht. Es fanden sich keine Unterschiede der Expression im Bereich der

Tumorinvasionsfront im Vergleich mit Abschnitten aus dem Tumorzentrum.

ABBILDUNG 6: PAT. NR. 60 — P185HER_2—EXPRESSIO 3+ (20-F. VERGROBERUNG)

= X :

i

ABBILDUNG 7: PAT. NR. 42 — P185ygg »-EXPRESSION 2+ (40-F. VERGRORERUNG)

ﬁ ’ " _ " . > p ;‘ ‘.:..;’ 3
Die p185ukr--Expression korrelierte nicht statistisch signifikant mit dem pTNM-Stadium oder dem Grading.

Eine Ubersicht der Expression beziiglich der histopathologischen Parameter findet sich in der folgenden
Tabelle.
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TABELLE 4: P185yrr-,~EXPRESSION UND HISTOPATHOLOGISCHE PARAMETER

p185,,e:.,-Expression (in %) p-Wert

(n) 0 1+ 2+ 3+
pT-Kategorie
pT1 15 12(7) 1M 23) 0 0,949
pT2 11 8(11) 1M 1M 1M
pT3 42 34 (53) 1M 5@) 2033
pT4 2 203 0 0 0
pN-Kategorie
pNO 33 25 (36) 34 4(6) 1M 0,779
pN1 37 31 (44) 0 4 (6) 23)
Differenzierungsgrad
G1°/G2 47 39 (56) 2(3) 6(9) 0 0,144
G3 23 17 24) 1M 23) 34

a G1: nur ein Tumor

33 Prognostischer Einflul

Fur die Uberlebenszeitanalyse waren von 53 der 70 Patienten klinische Nachbeobachtungs-Daten mit einer

medianen Nachbeobachtungszeit von 15 Monaten (2 bis 95 Monate) verfiigbar.

331 Prognostischer Einflul der Ep-CAM- und p185,,; ,-Expression

Die Uberlebenszeitanalyse zeigte, dals eine generelle Ep-CAM-Expression (Score 1+ bis 3+) nicht mit der
Prognose der Patienten korrelierte. Das mediane rezidivfreie Uberleben betrug 16 Monate fiir als 1+ bis 3+-
klassifizierte Tumoren und 43 Monate fiir die Tumoren, die keine Ep-CAM-Expression gezeigt hatten (Log-
Rang-Test p = 0,5993); auch beziiglich des Gesamtiiberlebens fand sich kein statistisch signifikanter
Unterschied (17 Monate vs. 24 Monate, Log-Rang-Test p = 0,3491). Fiir die 29 Falle, in denen sich eine starke
Ep-CAM-Expression (Score 3+) nachweisen lief3, konnte allerdings sowohl ein signifikant kiirzeres
rezidivfreies (Ep-CAM-3+: 9 Monate vs. Ep-CAM-0 — 2+: 43 Monate, Log-Rang-Test p = 0,0001) als auch ein
verkiirztes tumorassoziiertes Gesamtiiberleben (Ep-CAM-3+: 11 Monate vs. Ep-CAM-0 — 2+: > 24 Monate,
Log-Rang-Test p = 0,0003, Abb. 5) beobachtet werden. In der multivariaten Analyse unter Einschluf3 von
Ep-CAM-Expression (Ep-CAM-3+ vs. Ep-CAM-0 - 24), Geschlecht, Alter, pT- und pN-Stadium sowie
Grading wurde der unabhédngige Einflul} einer starken Ep-CAM-Expression fiir das rezidivfreie und

tumorbezogene Uberleben nachgewiesen.
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ABBILDUNG 8: UBERLEBEN IN ABHANGIGKEIT DER EP-CAM-EXPRESSION

A B
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Die p185r-.-Uberexpression war im Gegensatz dazu nicht prognostisch signifikant. Das mittlere Uberleben
betrug 9 Monate fiir Patienten mit pi85ugr..-Uberexpression und 20 Monate fiir nicht {iberexprimierende

Tumoren (Log-Rang-Test p = 0,43). Eine Zusammenfassung der Uberlebenszeitanalysen findet sich im

Anhang (Tab. 9).

332 Prognostischer EinfluBl der Koexpression von Ep-CAM und p185,,: ,

Um zu ermitteln, ob eine p185uer--Koexpression bei Ep-CAM-iiberexprimierenden Patienten einen
zusétzlichen prognostischen Effekt haben konnte, wurde das Kollektiv der Expression entsprechend in drei
Gruppen unterteilt: a) Tumoren mit Koexpression von Ep-CAM (3+) und p185uer-, (2+/3+), b) Tumoren mit
Ep-CAM (3+)- oder p185ysr.» (2+/3+)-Uberexpression und ¢) Tumoren mit Ep-CAM (0-2+)- oder p185ygz-» (0-
1+)-Expression. Die Analyse der Uberlebensdaten zeigte ein signifikant kiirzeres mittleres Gesamtiiberleben
(7 Monate) in der Gruppe der Ep-CAM-pi85uer-,-koexprimierenden Tumoren (n = 4). Das mittlere
Gesamtiiberleben der anderen beiden Gruppen betrug 15 Monate (Ep-CAM- oder p185ugr-.-Expression)

bzw. 28 Monaten (weder Ep-CAM- noch p185uer-,-Expression) (p < 0,0001).
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ABBILDUNG 9: UBERLEBEN IN ABHANGIGKEIT VERSCHIEDENER EXPRESSIONSMUSTER
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333 Prognostischer EinfluB histopathologischer Parameter

In dem untersuchten Kollektiv war die pN-Kategorie prognostisch signifikant. Nodal-positive Patienten
zeigten ein medianes Gesamtiiberleben von 13 Monaten im Vergleich zu 75 Monaten fiir Patienten ohne
regionale Lympknotenmetasten (Log-Rang-Test p = 0,0170). Bezliglich der pT-Kategorie bestand ein
Trend zu kiirzerem Gesamtiiberleben fiir fortgeschrittenere Stadien (pTi-2: 28 Monate vs. pT3-4: 16
Monate), statistisch signifikant war dieser Unterschied allerdings nicht (Log-Rang-Test p = 0,1178). Das

Grading der untersuchten Tumoren war prognostisch nicht signifikant.

34 Ergebnisse der Chromogenen-In-Situ-Hybridisierung (CISH)

Um zu iiberprifen, ob die immunhistochemisch festgestellte pi85uzr.-Uberexpression auf eine
Amplifikation des HER-2-Gens zuriickzufiihren ist, wurde fiir das entsprechende Patientenkollektiv als
Zusatzuntersuchung eine Chromogene-in-Situ-Hybridisierung durchgefiihrt. In einem der elf Félle gelang
trotz mehrfacher Wiederholung keine zufriedenstellende HER-2-Hybridisierung. Die Ergebnisse der tibrigen
zehn Patienten sowie von fiinf ebenfalls untersuchten, p185uer.-negativen Kontrollpatienten sind in Tabelle
5 dargestellt.

Nach den Kriterien von Zhao et al. (2002) sind zwei der drei als 3+ klassifizierten Tumoren aufgrund des
hohen Anteils sog. Cluster als hoch-amplifiziert zu werten (Abb. 10 und 11). Von den der Kategorie 2+
zugeordneten Tumoren zeigte nur einer (Nr. 42) eine clusterférmige Genamplifikation in einem sehr
begrenzten, aus etwa 150 Zellen bestehenden Areal (Abb. 12); der iibrige Tumor zeigte keine Amplifikation.
In den tibrigen Tumoren liel3 sich keine Amplifikation nachweisen, dies gilt auch fiir die Kontrollproben der

P185hero-Negativen (Score 0 und 1+) Patienten.
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TABELLE 5: ERGEBNISSE DER CHROMOGENEN IN-SITU-HYBRIDISIERUNG

Pat. Nr. HercepTest™ HER-2 (CISH) Chrom. 17 (CISH)
5 1 2,9 2,1
14 0 1,8 2,1
17 2 4 2,5
25 2 3,7 2,1
27 2 2,2 2,6
29 3 65,5% Cluster 2,9
31 2 2,5 2,0
33 2 - 2,8
36 2 3,5 2,6
42 2 2,8° 3,2
43 3 2,7 3,2
46 2 3,2 2,4
54 0 2,9 2,3
58 0 1,7 2,0
60 3 85,5% Cluster 2,9
67 0 3,0 2,4

¢ auBerdem ein Areal (ca. 150 Zellen) mit ausschlieRlich Clustern

ABBILDUNG 10 UND 11: PAT. NR. 29 — P185yr»-IHC UND HER-2-CISH (40-F. VERGRORERUNG)

2 .ts
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4 Diskussion

Osophaguskarzinome haben generell eine schlechte Prognose. Fiir operable Plattenepithelkarzinome des
Osophagus existiert bislang keine wirksame adjuvante Therapie, wobei zur Minderung des Rezidivrisikos
insbesondere die Unterdriickung des metastastischen Auswachsens disseminierter Tumorzellen
entscheidend ist. Neben konventioneller zytostatischer Therapie ist eine Kombination derselben mit
Antikérpern plausibel, um auch mitotisch nicht aktive Zellen angreifen zu konnen. Zwei zu Beginn dieser
Arbeit sehr gut untersuchte immuntherapeutische Zielstrukturen einer Antikorper-gestiitzten Therapie
stellen p185urr-, und Ep-CAM dar. Umfangreichere Expressionsanalysen an Platteneptihelkarzinomen des
Osophagus lagen bislang nicht vor.

Aufgabe der Arbeit war daher die Untersuchung dieser moglichen Zielstrukturen. Mit
immunhistochemischen Methoden wurde dazu die Expression von pi185um-, und Ep-CAM an 70
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus untersucht. Fiir 53 Patienten waren klinische Daten vorhanden,
mit denen die Studienergebnisse statistisch korreliert werden konnten, um zu tiberpriifen, ob die Expression

der Proteine fiir das Kollektiv einen prognostischen Wert hat.

41 Ep-CAM als immunologische Zielstruktur
411 Auswertung analog der Kriterien des HercepTest™

Zum Beginn der Arbeit gab es nur eine Studie (Latza et al 1990), die bei vier untersuchten
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus eine FEp-CAM-Expression nachwies. Standardisierte
Auswertungskriterien existierten nicht, so daf3 die Kriterien des HercepTest™ verwendet wurden, um die
Stdrke der Ep-CAM-Expression klassifizieren zu konnen. Er wurde bei der vorliegenden Studie angewandt,
da es sich sowohl bei Ep-CAM als auch bei pi85uer, um membranstdndige Proteine handelt, der Test
standardisiert durchfiihrbar ist und eine Zulassung zur Identifizierung von Patienten fir eine

Antikérperbehandlung (im Falle einer P1854er - Uberexpression) vorliegt (s. auch Kap. 2.2.3.2.2).

412 Eigene Ergebnisse im Literaturkontext

Im gesunden Plattenepithel des Osophagus wird Ep-CAM nicht exprimiert (Martin et al. 1999, Quak et al.
1990). Vor Untersuchung der vorhandenen Plattenepithelkarzinome wurden hier 10 Praparate gesunder
Osophagusmukosa getestet: eine Ep-CAM-Expression liel3 sich erwartungsgemaf nicht nachweisen.

Die in dieser Arbeit untersuchten Osophaguskarzinome zeigten in 11 % eine schwache (Score 2+) und in 41%
eine starke (Score 3+) de novo-Ep-CAM-Expression. Letztgenannte zeigten statistisch ein signifikant
verkiirztes rezidivfreies und Gesamtiiberleben. Die multivariate Analyse bestdtigte Ep-CAM als
unabhéngigen prognostischen Faktor. Eine Korrelation mit dem TNM-Stadium oder dem Grading liel sich
fiir das untersuchte Kollektiv nicht nachweisen.

Nachgewiesen wurde die Ep-CAM-Expression bisher fiir einige gesunde, iiberwiegend glanduldre Gewebe

(bspw. Kolonmukosa) und fiir die Mehrzahl der epithelialen Tumoren (inshesondere colorektale und
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gastrale Adeno-, Bronchial-, Mamma-, Cervix-, Ovarial- und Harnblasenkarzinome) (Balzar et al. 1999,
Piyathilake et al. 2000, Quack et al. 1990, Xie et al. 2005).

Die Ergebnisse hinsichtlich des pradiktiven Wertes der Ep-CAM-Expression sind mit den Arbeiten von Gastl
und Mitarbeitern (2000, 2002) vereinbar, welche in einer Studie mit 205 Mammakarzinompatientinnen fiir
Ep-CAM-iiberexprimierende Tumoren eine schlechtere Prognose nachwiesen. Spizzo (2004) zeigte
dartiberhinaus eine signifikante Korrelation zwischen Ep-CAM-Uberexpression und vermindertem
Ansprechen auf adjuvante zytostatische und/oder hormonelle Therapie. Die Arbeitsgruppe um Tandon
(1990) wies ebenfalls eine Erhéhung des Rezidivrisikos und der Mortalitét fiir Ep-CAM-iiberexprimierende
Mammakarzinome nach. Auch fiir das Gallenblasenkarzinom konnte die in diesem Fall de novo-Ep-CAM-
Expression als unabhdngiger prognostischer Marker fiir das Gesamtiiberleben identifiziert werden (Varga
et al. 2004). Piyathilake und Mitarbeiter (2000) zeigten fiir das Plattenepithelkarzinom der Lunge eine
Korrelation der Ep-CAM-Expression mit dem TNM-Stadium und der Differenzierung, in der
Uberlebenszeitanalyse konnten in dieser Studie allerdings keine Unterschiede festgestellt werden. Fiir
nicht-kleinzellige Bronchialkarzinome und Osophaguskarzinome konnte dariiberhinaus fiir den Nachweis
als Mikrometastasen zu wertender Ep-CAM-positiver Einzelzellen in histologisch als nodal negativ
klassifizierten Lymphknoten eine schlechtere Prognose gezeigt werden (Hosch et al. 2001, Passlick et al.

1994).

413 Ep-CAM-Expression und Tumorverhalten
4131 Tumorbiologie

Zell-Zell-Verhindungen sind entscheidend an der Gewebeorganisation zum einen, zum anderen aber auch
am Wachstum der einzelnen Zellen, bspw. durch Kontakt-vermittelte Inhibition der Proliferation, beteiligt.
Diese Adhésionsverbindungen werden klassischerweise durch zur Gruppe der Cadherine gehorende
Membranproteine (in Epithelgeweben iiber E-Cadherin) vermittelt, die tiber $-Catenin oder Plakoglobin (y-
Catenin) an a-Catenin binden, welches wiederum direkt oder tiber a.-Actinin an Actin (und damit fest an das
Zytoskelett) bindet (ausfiihrliche Ubersicht bei Nagafuchi 2001).

Zellkulturexperimente zeigten, daf3 epitheliale Zellen, deren E-Cadherin-Funktion gestort ist oder in vitro
inhibiert wurde, einen dedifferenzierten Phéanotyp und eine erhéhte Migrationsfahigkeit erwarben. Die
héaufig beobachtete ,Down-Regulation” des E-Cadherins in verschiedenen Tumorentitaten (Birchmeier und
Behrens 1994) einerseits, die Funktionslosigkeit des in anderen Karzinomen scheinbar korrekt exprimierten
Proteins andererseits (Weidner et al. 1990), der Nachweis E-Cadherin-negativer Lympknotenmetastasen
bei positivem Primarius und nicht zuletzt der Nachweis, daf3 die in vitro bestehende Invasionsféhigkeit E-
Cadherin-negativer Zellen durch Transfektion von E-Cadherin cDNA aufgehoben werden konnte, fiihrten
zur Interpretation des Membranproteins im Sinne eines ,Invasions-Unterdriicker-Molekiils* (Behrens
1994).

Die Bedeutung des epithelialen Zell-Adhésionsmolekiils, welches wie nachfolgend noch ausgefiihrt werden
wird, die genannten Adhdsionsverbindungen modifiziert, wurde in den letzten Jahren intensiv beforscht:

nach derzeitigem Kenntnisstand stellt Ep-CAM den Gegenspieler des epithelialen Cadherins dar.
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Litvinov und Mitarbeiter wiesen in verschiedenen Zellkulturversuchen Unterschiede in Ep-CAM- und E-
Cadherin-vermittelten Adhédsionen nach. So hildeten Ep-CAM-positive Zellen kleinere Aggregate und
benotigten fiir diese Bindung ldngere Zeitrdume (in Suspension: 120 Minuten Ep-CAM vs. 30 Minuten E-
Cadherin, dabei Aggregration von 40% der Ep-CAM-positiven Zellen vs. 50-80% der E-Cadherin-positiven
Zellen). Entscheidend wurde der Ep-CAM-Einflul} sichtbar, als E-Cadherin-positive Zellen mit Ep-CAM
transfiziert wurden: eine erhéhte Ep-CAM-Expression schwéchte die E-Cadherin-vermittelte Bindung. Auch
beziiglich des durch Zellkontakt gehemmten Zellwachstums fanden sich Unterschiede: E-Cadherin-positive
Zellen zeigten eine deutliche Kontaktinhibition, wohingegen dies bei Ep-CAM-positiven Zellen nicht
beobachtet werden konnte. Litvinov und Mitarbeiter vermuteten anhand ihrer Daten, dal’ der Einfluf? der
Ep-CAM-Expression nicht durch eine Herunterregulation der E-Cadherin-Expression, sondern vielmehr
durch eine Schwachung der Fahigkeit stabile Zellverbindungen auszubilden, erklart werden kénnte (Litvinov
et al. 1994 und 1997). Balzar und Mitarbeiter (1998, 1999) konnten schlief3lich zeigen, daf3 Ep-CAM und E-
Cadherin um die gleichen Bindungsstellen am Zytoskelett konkurrieren.

De Boer (1999) beschrieb die Ep-CAM-Expression bei embryonalem (Ep-CAM-positiv), gesundem adultem
(Ep-CAM-negativ) sowie neoplastischem Lebergewebe (Cholangiozelluldres Karzinom Ep-CAM-positiv,
Hepatozelluldres Karzinom Ep-CAM-negativ) und zeigte fiir in Regeneration befindliches Gewebe, dal} die
Ep-CAM-positiven Vorlduferzellen das Adhésionsmolekiil nicht mehr exprimieren, sobald sie vollstandig
ausgereift sind. Anderson und Mitarbeiter (1999) untersuchten die Ep-CAM-Expression in Zellinien der
Keimbahn und in embryonalen Stammzellen von Mausen, wobei zu erwdhnen ist, daf3 das
Membranprotein von Mensch und Maus in 86% der Aminosduren iibereinstimmt. Sie zeigten eine Ep-
CAM-Expression wahrend der Embryo- und Fetogenese sowie bei embryonalen Stammzellen und wiesen
aullerdem nach, dal} Spermatogonien in adulten Testes Ep-CAM exprimieren, wohingegen die reifen
Spermatiden Ep-CAM-negativ sind.

Dariiberhinaus korreliert die Ep-CAM-Expression positiv mit Markern der Proliferation (CK5, CK14 und Ki-
67) sowie negativ mit Markern der (terminalen) Differenzierung (CK13 und Involucrin). In einer
Untersuchung physiologisch Ep-CAM-negativer Cervix-Epithelien konnte aul3erdem eine Korrelation der
Ep-CAM-Expression mit dem Grad der intraepithelialen Neoplasie (CIN I-11I) gezeigt werden. (Litvinov et
al. 1996, Martin 1999).

Die genannten FErkenntnisse fithrten zur Interpretation von Ep-CAM im Sinne einer flexiblen
Zwischenverbindung bei Wachstum und Gewebeorganisation (Balzar et al. 1998, 1999, Winter et al. 2003).
Der direkte Einfluf3 der Ep-CAM-Expression auf Zellzyklus und Proliferation konnte erstmals von Miinz und
Mitarbeitern (2004) nachgewiesen werden. Sie zeigten in Zellkulturen, daf} eine de novo-Ep-CAM-
Expression in einer vermehrten Synthese des Proto-Onkogens c-myc resultiert. C-myc ist in verschiedenen
Neoplasien (bspw. beim Burkitt-Lymphom und verschiedenen Karzinomen) iiberexprimiert und reguliert
iiber zahlreiche Ziel-Gene und deren Produkte Zellzyklus, -wachstum und -tod sowie Diffenzierung und
Invasionspotential (Ubersicht bei Dang 1999). Die Arbeitsgruppe zeigte in in vitro-Versuchen auf3erdem,
daf3 durch Hemmung der Ep-CAM-Expression die zuvor beobachteten Ep-CAM-induzierten Effekte wie

Zunahme der metabolischen Aktivitdt und erhohte Proliferationsrate reduziert werden konnten. Miinz und
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Mitarbeiter (2005) identifizierten dariiberhinaus das epidermale Fettsdauren-bindende Protein (E-FABP),
eines der wichtigsten c-myc-Ziel-Gene, als Ep-CAM reguliertes Protein. E-FABP spielt eine wichtige Rolle
beim Transport und Metabolismus von Fettsauren. Eine Uberexpression findet sich in zahlreichen Tumoren
und aul3erdem bei der durch eine erhéhte Proliferationsrate der Keratinozyten charakterisierten Psoriasis.
Der biologische Nutzen einer E-FABP-Uberexpression in rasch wachsenden Geweben diirfte zum einen
durch den erhohten Bedarf an Fettsduren fiir die Bildung von Zellmembranen und zum andereren durch die

Funktion von Fettsduren und ihrer Metabolite im Rahmen von Signaltransduktionskaskaden erklért sein.

4132 Ep-CAM als prognostischer Marker und therapeutische Zielstruktur

Nach den in Kapitel 4.1.2 geschilderten Beobachtungen bietet die Expressionsanalyse des epithelialen
Zelladhdsionsmolekiils eine Moglichkeit, Patientenpopulationen mit einer schlechteren Prognose
(vermindertes krankheitsfreies und Gesamtiiberleben, schlechteres Ansprechen auf adjuvante Therapie) zu
identifizieren. Die vorgenannten hiologischen Zusammenhdnge machen das Protein dariiberhinaus zu einer
moglichen Zielstruktur einer Antikérper-basierten Behandlung, sollte der durch Miinz und Mitarbeiter in
vitro gezeigte Effekt der Reduktion Ep-CAM-vermittelter Effekte (wie Erh6hung von Proliferationsrate und
metabolischer Aktivitdt) durch Hemmung der Ep-CAM-Expression auch in vivo reproduzierbar sein.

Auch wenn fiir das in dieser Arbeit untersuchte Kollektiv keine signifikante Korrelation zwischen Ep-CAM-
Expression und TNM-Stadium oder Grading nachgewiesen werden konnte, ist ein Zusammenhang des hier
erstmals beschriebenen verkiirzten Uberlebens bei stark Ep-CAM-positiven Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus mit den erliuterten molekularbiologischen Mechanismen anzunehmen. Tamura und Mitarbeiter
(1996) hatten in einer Studie mit 62 Osophaguskarzinom-Patienten zuvor einen signifikanten
Zusammenhang zwischen verminderter E-Cadherin-Expression und verkiirztem Uberleben beschrieben.
Die Ep-CAM-Expression war in dieser Studie nicht untersucht worden. Aufgrund der in Kapitel 4.1.3.1
beschriebenen Bedeutung des epithelialen Adhdsionsmolekiils bei Wachstum und Gewebeorganisation
(insbesondere auch als E-Cadherin-Antagonist) ist eine Ep-CAM-assoziierte Verschlechterung der

Prognose vorstellbar.

4133 Immuntherapie mit anti-Ep-CAM-Antikorpemn

Die hdufige Expression von Ep-CAM auf epithelialen Tumoren macht das Molekiil zu einer attraktiven
Zielstruktur einer Antikorper-basierten Therapie und fiihrte zur Entwicklung des ersten therapeutischen
Antikorpers Edrecolomab (einem murinen monoklonalen Antikérper der Subklasse IgG,.). Aufgrund des
positiven Effekts (reduzierte Rezidivrate und Gesamtmortalitdt) einer postoperativen Edrecolomab-
Behandlung im Vergleich zur alleinigen Operation erfolgte 1994 die Zulassung zur adjuvanten Therapie des
operierten Kolonkarzinoms UICC III (Riethmiiller et al. 1994 und 1998). Da sich in einer randomisierten
Phase III-Studie keine Uberlegenheit gegeniiber alleiniger postoperativer Chemotherapie zeigte (Punt et
al. 2002), erfolgte 2000 die Marktriicknahme. In einer weiteren klinischen Studie mit an einem nodal
negativen Kolonkarzinom (UICC II) operierten Patienten konnte keine Uberlegenheit der adjuvanten

Edrecolomab-Therapie gegentiber der alleinigen Operation gezeigt werden (Hartung et al. 2005).
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Der potentielle Gewinn einer adjuvanten Therapie mit Edrecolomab gegeniiber der konventionellen
Chemotherapie wird weiterhin kontrovers diskutiert, so schlagen Spizzo und Mitarbeiter (2003) in
Anbetracht des bisher nicht sicher zu beurteilenden Nutzens einer Edrecolomab-Behandlung eine
retrospektive Expressionsanalyse der in den bisherigen Studien verwendeten Tumorproben vor. Bei
bekannter Heterogenitdt solider Tumore waren die zu den Kontroversen fiihrenden Beobachtungen
woméglich in unterschiedlich ausgepréagter Ep-CAM-Uberexpression der Primédrtumoren und den (mit der
Therapie behandelten) Mikrometastasen begriindet, weshalb eine Klassifizierung der Tumoren in niedrig,
mafig und stark exprimierend sowie eine zusétzliche Untersuchung entnommener Lymphknoten sinnvoll
wdre, um a) geeignetere Kandidaten fiir die adjuvante Therapie auszuwéhlen und b) den Therapieerfolg
besser beurteilen zu kénnen.

Da Antikorper im Gegensatz zu Chemotherapeutika auch gegen mitotisch nicht aktive disseminierte
Tumorzellen wirken und somit die einzige Moglichkeit darstellen, diese zu eliminieren (Alliot 2003), wird der
Einsatz von Anti-Ep-CAM-Antikorpern (auch als ,Chemoimmmun-Kombination” (Pantel 2001)) weiter
intensiv beforscht. Eine Minimierung des Rezidivrisikos durch die Beseitigung disseminierter Tumorzellen
scheint bei allen Ep-CAM-exprimierenden Tumoren sinnvoll. Fir das hier untersuchte Kollektiv gilt das
insofern noch verstarkt, als daf3 fur ein sehr dhnliches Kollektiv von Hosch und Mitarbeitern (2000) in 59 von
71 als pNo Kklassifizierten Fallen Ep-CAM-positive Mikrometastasen in den untersuchten Lymphknoten
nachgewiesen werden konnten.

Um die beschriebene unerwiinschte Arzneimittelnebenwirkung anaphylaktoider Reaktionen (Adkins et al.
1998) zu minimieren und unter der (nach derzeitigem Kenntnisstand (Gruber et al. 2000, Punt et al. 2002)
widerlegten) Vorstellung, die Wirkung des murinen Antikérpers kénnte durch die Bildung von gegen das
Mausimmunglobulin gerichteten Antikérpern abgeschwécht werden, wurden verschiedene humanisierte
Antikorper entwickelt, die im Tierversuch Edrecolomab gleichwertig waren (Ammons et al. 2003, Huls et al.
1999, Naundorf et al. 2002) und aufgrund einer verldngerten Halbwertszeit beim Menschen einen noch
grofl3eren Effekt erwarten lassen. Zuletzt beschrieben Schlereth und Mitarbeiter (2005) im Mausmodell den

sehr hohen T-Zell-vermittelten Effekt des konstruierten bispezifischen Ep-CAM/CD3-Antikorpers.

42 p185,x, als immunologische Zielstruktur
421 Der HercepTest™ auf cryokonserviertem Material

Da die fiir diese Arbeit verwendeten Patientenproben in erster Linie cryokonserviert vorlagen, mufite vor
Beginn des eigentlichen Versuchs der Nachweis erfolgen, daf3 der fiir in Paraffin eingebettete Proben

zugelassene HercepTest

werden, dal} die Zellinien SK-BR-3 und MDA-MB-231 nach Einbettung in TissueTec® und anschlieSender

auch fiir kryokonserviertes Material verwendet werden kann. Es konnte gezeigt

Cryokonservierung im standardisiert durchgefiihrten HercepTest™ das gleiche immunhistochemische
Farbeverhalten zeigten wie die dem Test zur Positivkontrolle beigefiigten Kontroll-Objekttrager mit den
gleichen, allerdings in Paraffin eingebetteten Zellinien. Demnach ist es mdglich, den HercepTest™ auch fiir
cryokonservierte Patientenproben zur Untersuchung des pi85uer-Expressionsmusters anzuwenden und fiir

die Auswertung denselben Score anzuwenden.
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422.  Eigene Ergebnisse im Literaturkontext

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich in 16% der untersuchten Tumoren eine P185uEr ,-Uberexpression, bei
4% konnte eine Genamplifikation nachgewiesen werden. Die Expression korrelierte nicht mit
histopathologischen Parametern. Die pi85ugr..-Expression beim plattenepithelialen Osophaguskarzinom
wurde in den letzten Jahren von mehreren Arbeitsgruppen untersucht. Der Anteil der pi85uer-»-
iberexprimierenden Tumoren wird in der Literatur zwischen 0% und 56% angegeben, so daf3 das Ergebnis
der vorliegenden Arbeit im Bereich anderer neuerer Studienergebnisse liegt.

Fiir das hier untersuchte Kollektiv konnte wie bei den Arbeitsgruppen von Akamatsu (2003), Hardwick
(1997), Lam (1998) sowie Wang (1999) keine Korrelation mit einem schlechteren Uberleben gezeigt
werden; einzig Mimura und Mitarbeiter (2005) beschrieben die p185ur-.-Expression als prognostischen

Faktor. Eine Ubersicht iber den derzeitigen Stand gibt die Tabelle 6.

TABELLE 6: IMMUNHISTOCHEMISCHER NACHWEIS DER P185gr-o-EXPRESSION BEIM PLATTENEPITHEL-KARZINOM
DES OSOPHAGUS

Autor Fallzahl | p185,;,-Expression | Prognostischer Wert

Akamatsu M et al. 2003 34 c6% Schlechteres Ansprechen auf Radi.gchemotherapie;
’ kein prognostischer Wert fiir das Uberleben

de Castro J et al., 1997 30 10% Schlechteres Ansprechen auf Chemotherapie

Chang K et al., 1992 12 25% Nicht untersucht

Hardwick RH et al., 1997 78 26% Kein prognostischer Wert

Lam KY et al., 1998 104 10% Nicht untersucht

Mimura K et al., 2005 66 14% Signifikant schlechteres Uberleben

Suo Z et al., 1995 51 0%

Suwanagool P et al., 1993 14 0%

Wang LS et al., 1999 117 28% Kein prognostischer Wert

Der Mechanismus der pi85usr..-Uberexpression beim 6sophagealen Plattenepithelkarzinom war zum
Beginn der Arbeit noch nicht erforscht. Um eine Genamplifikation als mogliche Ursache der pi85uer--
Uberexpression zu untersuchen, wurde die In-Situ-Hybridisierung mit einer HER-2-spezifischen Probe
durchgefiihrt. Wie beim Mammakarzinom (Pauletti et al. 1996, Slamon et al. 1989) scheint die
Uberexpression auch beim Osophaguskarzinom Folge einer HER-2-Genamplifikation zu sein: im
untersuchten Kollektiv zeigten zwei der drei stark (3+) {iberexprimierenden Tumoren eine clusterférmige
Amplifikation. In der Gruppe der schwach (2+) exprimierenden Karzinome wies nur ein Tumor eine
(ebenfalls clusterformige) Amplifikation auf, die auf einen etwa 150 Zellen umfassenden Bereich begrenzt
war, immunhistochemisch imponierte das betreffende Praparat sehr heterogen.

Diese Ergebnisse dhneln der Studie von Mimura und Mitarbeitern (2005), die bei allen 3+-exprimierenden,
homogen gefarbten Tumoren (3/66 Féllen) eine clusterformige Amplifikation fanden. Von den sechs der
der Kategorie 2+ zugewiesenen Karzinomen zeigten nur drei eine Amplifikation und wiederum zwei von
diesen eine heterogene p185ur-.-Expression. Auch die Arbeitsgruppen um Ikeda (1996) und Shiga (1993)
untersuchten  die = HER-2-Genamplifikation in  Plattenepithelkarzinomen des  Osophagus,
Expressionsanalysen finden sich in diesen Arbeiten allerdings nicht. Eine Ubersicht iiber die genannten

Studien gibt Tabelle 7.
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TABELLE 7: UNTERSUCHUNG DER HER-2-GENAMPLIFIKATION BEIM PLATTENEPITHELKARZINOM DES OSOPHAGUS

Autor Fallzahl Methode HER-2- e Prognostischer Wert
Genamplifikation

lkeda Y et al., 1996 54 Slot-Blot 9% (Korrelation mit pN-Stadium)

Mimura K et al., 2005 | 66 FISH 11% Signifikant schlechteres Uberleben

Shiga K et al., 1993 58 Southern Blot | 3% Nicht untersucht

Fiir die schwach exprimierenden Tumore muf3 ein anderer zur Uberexpression fiihrender Mechanismus als
die Genamplifikation diskutiert werden. Zhao und Mitarbeiter (1996) vermuteten eine zu starke Sensitivitat
des im HercepTest™ verwendeten Antikorpers, die zu falsch positiven Ergebnissen fithren konnte. Fiir die in
der vorliegenden Arbeit etablierte Negativkontrolle der als bekannt pi85ur-,-negativen (Score 0) Zellinie
MDA-MB-231 konnte ein (falsch-) positives Féarbeverhalten nicht nachgewiesen werden. Zu erwédhnen ist
allerdings, dal} die drei im HercepTest™-Kit enthaltenen Kontrollen bekannte Scores von o, 1+ und 3+
aufweisen, eine etablierte 2+-Kontrolle existiert bisher nicht. Abgesehen von moglichen methodischen
Fehlerquellen konnte auch fiir das nicht-kleinzellige Bronchialkarzinom (Nakamura et al. 2003) und fir das
Zervixkarzinom (Ngan et al. 2001) kein klarer Zusammenhang zwischen Expression und Amplifikation
nachgewiesen werden. Denkbar sind transkriptionelle oder posttranskriptionelle Regulationsmechanismen
(Hynes et al. 1994, Slamon et al. 1989). Auch eine haufiger bei schwach als bei stark exprimierenden
Tumoren beobachtete Chromosom 17-Polysomie konnte einen Erkldrungsansatz bieten (Mimura et al.

2005, Zhao et al. 1996).

43 Koexpression von Ep-CAM und p185,; »

In der vorliegenden Arbeit konnte eine aus vier Patienten bestehende Subgruppe mit Ep-CAM- und
P185urr-- koexprimierenden Tumoren identifiziert werden, die sich durch ein deutlich kiirzeres
Gesamtiiberleben (Median 7 Monate) auszeichnete, verglichen mit der Gruppe, die nur eines der beiden
Molekiile (15 Monate) oder keines (28 Monate) exprimierte. Spizzo und Mitarbeiter (2002) beobachteten
fiir ein Kollektiv von 205 Mammakarzinompatientinnen einen dhnlichen Zusammenhang. In dieser Studie
hatten jedoch sowohl Ep-CAM- als auch pi8sur-,-Expression allein einen negativen Einfluf} auf das
Gesamtiiberleben, fiir die Gruppe der koexprimierenden Tumoren konnte dartiberhinaus ein additiver Effekt
im Sinne eines noch schlechteren Uberlebens nachgewiesen werden. Der Verdacht, die Koexpression
kennzeichne besonders aggressive Tumoren, liegt daher nahe.

Krebszellen besitzen charakteristische Eigenschaften wie die Fahigkeit, Signale, die normalerweise das
Wachstum inhibieren, zu umgehen und autonom zu proliferieren, das Vermégen, in umgebendes Gewebe
einzudringen sowie Metastasen in dem Primértumor fernen Geweben zu setzen und schlieflich durch
Neovaskularisation die Versorgung des Tumors mit Néhrstoffen sicherzustellen (Hanahan und Weinberg
2000). Der mafigebliche Einflu3 des humanen epithelialen Wachstumsfaktorrezeptors pi8suer- auf alle

eben genannten Prozesse wurde von zahlreichen Arbeitsgruppen untersucht.
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Holbro und Mitarbeiter (2003) zeigten, daf5 p185uer-./ HER-3-Heterodimere pi185uer-- liberexprimierender
Mammakarzinomzellen als onkogene Finheit wirken und tiber eine Aktivierung der Phosphatidylinositol-3'-
Kinase (PI-3K)-Kaskade die Zellen zur ungehinderten Proliferation beféhigen. Ein weiterer Effekt des durch
die Wachstumsfaktorrezeptoren aktivierten PI-3K-Signalweges ist das Uberleben der Zelle, da die PI-3K
direkt verschiedene apoptotische Prozesse kontrolliert. Zhou und Mitarbeiter (2000) konnten zeigen, daf3
P185uEr--liberexprimierende Zellreihen resistent gegeniiber TNF-a-induzierter Apoptose sind.

Fine wesentliche Rolle beziiglich des Erwerhs von Migrations- und Invasionsfahigkeit von Krebszellen spielt
die Mitogen aktivierte Protein-Kinase (MAPK)-Kaskade. Spencer und Mitarbeiter (2000) belegten die
entscheidende Rolle von p185uer-, bei der MAPK-Kinase-vermittelten Invasionsinduktion.

Maity und Mitarbeiter (2000) wiesen in einer Glioblastomzellreihe nach, dal} die Aktivierung der beiden
genannten Signalwege (PI-3K- und MAPK-Kaskade) dariiberhinaus die Produktion proangiogenetischer
Faktoren, insbesondere des wvaskuldren endothelialen Wachstumsfaktors (VEGF), bewirkt. Dieser
Mechanismus war in der genannten Studie unabhédngig von der Hypoxie-induzierten Kaskade. Versuche
mit dem p185ur--Antikorper Trastuzumab zeigten im Vergleich zu einem Kontrollantikérper eine
signifikante Reduktion proangiogenetischer Faktoren (bpsw. VEGF, TNF-a, Angiopoetin-1 und
Plasminogenaktivator-Inhibitor-1), eine Erhthung des anti-angiogenetisch wirkenden Thrombospondin-1
sowie eine Verkleinerung der Blutgefadfse und der Tumorgréf3e (Izumi et al. 2002).

Die hier beschriebenen, maligne Zellen kennzeichnenden Merkmale sind entsprechend der vorgenannten
Arbeiten in der Gesamtschau der an der Karzinogenese beteiligten Mechanismen zumindest anteilig als
P185uEr--induzierte Verdnderungen zu interpretieren.

Wie bereits erwdhnt konnte in der vorliegenden Arbeit keine signifikante Korrelation der pi85ugr-»-
Expression mit Markern der Invasions- oder Metastasierungsfahigkeit (TNM-Stadium, Grading) gezeigt
werden; der in der Uberlebenszeitanalyse beobachtete negative Effekt einer Koexpression von Ep-CAM
und p185xer-» ist dennoch mit den geschilderten molekularbiologischen Zusammenhéngen vereinbar.
Abgesehen vom Einfluf3 des p185ugr-, auf die genannten Signaltransduktionswege gibt es Hinweise auf eine
direkte Interaktion des Rezeptors mit E-Cadherin (Ochiai et al. 1994). De Castro und Mitarbeiter (1997)
fanden im untersuchten Kollektiv von 30 Osophaguskarzinomen in 86% der Félle eine Reduktion der E-
Cadherin-Expression auf weniger als die Hélfte, 10% der untersuchten Tumoren zeigten eine p185ugr-,-
Uberexpression (eine statistische Korrelation der beiden Parameter war in der Studie nicht vorgenommen
worden). Der auch in der prasentierten Arbeit in Bezug auf die Aggressivitdat der Ep-CAM- und p185uzr-»-
koexprimierenden Tumoren nachgewiesene additive Effekt kénnte daher auch auf dem Einfluf3 auf einen -

noch zu beforschenden — gemeinsamen Signalweg von Ep-CAM und p185uer-» beruhen (Spizzo et al. 2002).
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44 Ausblick

Die Uberlebensraten des Osophaguskarzinoms gehéren zu den schlechtesten aller Krebserkrankungen.
Fine intensive Modifizierung der Therapieregime hat in den letzten Jahrzehnten zwar zu einer deutlichen
Verbesserung der mittleren 5-Jahres-Uberlebensraten von weniger als 5% auf etwa 30% gefiihrt und
stadienabhdngig (UICC I) werden sogar Raten von bhis zu 90% berichtet. Nichtsdestotrotz scheinen
chirurgische Therapiemallnahmen das Limit erreicht zu haben (Lerut et al. 2001), daher werden
multimodale Regime intensiv beforscht.

In der Zukunft kénnten prazisere Diagnosen und Staginguntersuchungen bei der Definition der potentiell
kurativ zu behandelnden Patienten einerseits und der Abwédgung therapeutischer Strategien anderseits
helfen. Dazu sind weitere (iiber das UICC-Stadium hinausgehende) prognostische Faktoren und ein noch
besseres Verstdndnis der Tumorbiologie von entscheidender Bedeutung (ebd.).

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen die Ep-CAM-Expression als unabhédngigen prognostischen Faktor und
mogliche therapeutische Zielstruktur. Theoretisch ist damit eine Risikostratifizierung auch unter
Mitbeurteilung der mit einem signifikant kiirzeren Uberleben einhergehenden Ep-CAM-pi85uzg -
Koexpression moglich. Dies miildte allerdings an grofseren Kollektiven bestdtigt werden. Dartiberhinaus
sollte der — theoretisch dul3erst vielversprechende — Effekt einer Immuntherapie bspw. mit dem bereits
existierenden anti-Ep-CAM-Antikorper Edrecolomab oder humanisierten Nachfolgern in klinischen Studien
untersucht werden. Im Rahmen individueller Therapiekonzepte ist auch eine Kombinationstherapie mit
dem anti-p185urr.-Antikorper Trastuzumab vorstellbar, wenn der Primartumor beide Zielstrukturen

exprimiert.
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ANHANG

Anhang
Materialien, Puffer, Losungen, Gerate und Softwar

Materialien

AB-Serum (Biotest, Dreieich)

Ethanol 70 -ig, 95 -ig, 100 ig (Roth, Karlsruhe)

Aquatex® (Merck, Darmstadt)

BerEP4 (Dako, Hamburg)

BSA (Roche, Mannheim)

Dimethylformamid (Merck, Darmstadt)

Entellan® (Merck, Darmstadt)

Eosin (Sigma, Deisenhofen)

DAKO Kit No. K5204 (mit Peroxidase-Blockierungsreagenz, Rabbit Anti-Human-Ak, Negativ-
Kontroll-Ak, Visualisierungs-Reagenz, DAB-gepuffertem Substrat, DAB-Chromogen, Epitop
Retrieveal-Losung, Waschpuffer) (Dako, Hamburg)

DAB (Set aus Chromogen und Puffer) (Sigma, USA)

DAKO Fettstift (Dako, Hamburg)

DAKO X0907 Ziegen-Normal-Serum (Dako, Hamburg)

DAKO Z0259 Kaninchen-anti-Maus-IgG (Dako, Hamburg)

Fixogum (Marabu, Tamm)

FKS (Invitrogen, Karlsruhe)

Gentamycin (Biochrom KG, Berlin)

Gill's Himatoxilin (Sigma, Deisenhofen)

L-Glutamin (Sigma, Deisenhofen)

Héamatoxylin-Eosin-Losung (Sigma, Deisenhofen)

H,0, (Sigma, Deisenhofen)

Hybrisol® (Oncor, Gaithersburg, USA)

Insulin (Sigma, Deisenhofen)

Leibovitz's L-15-Medium (Invitrogen, Karlsruhe)

Levamisole (Sigma, Deisenhofen)

Mayer’'s Himatoxilin (Sigma, Deisenhofen)

MDA-MB-231 (ATCC® American Type Culture Collection, Manassas, USA)

Maus-anti-Digoxigenin (Roche, Mannheim)

McCoy’s Medium (Invitrogen, Karlsruhe)

Methanol (Merck, Darmstadt)

MOPC 21 (Sigma, Deisenhofen)

Naphtol-bi-Phosphat (Merck, Darmstadt)

Natriumchlorid (Merck, Darmstadt)

Natriumcitrat (Merck, Darmstadt)

Natriumnitrit (Merck, Darmstadt)

Natriumthiocyanat (Sigma, Deisenhofen)

Neufuchsin (Merck, Darmstadt)

PBS (Sigma, Deisenhofen)

Penicillin (Biochrom KG, Berlin)

Pepsin (Sigma, Deisenhofen)

Paraformaldehyd (Merck, Darmstadt)
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Roti-Histol (Roth, Karlsruhe)

RPMI 1640 (ohne L-Glutamin) Invitrogen, Karlsruhe

SK-BR-3 (ATCC® American Type Culture Collection, Manassas, USA)
Spot-Light® Chromosome 17 Centromeric Probe (Zymed, San Francisco, USA)
Streptavidin-Peroxidase (Jackson Immunosearch Laboratories Inc., Baltimore, USA)
Streptomycin (Biochrom, Berlin)

Superfrost Plus® OT (Menzel Glaser, Braunschweig)

TissueTec® (Vogel, Giel3en)

Transferrin (Sigma, Deisenhofen)

Tris (Sigma, Deisenhofen)

Trypsin/EDTA (Sigma, Deisenhofen)

Tween (Sigma, Deisenhofen)

Xylol (Roth, Karlsruhe)

Ziege-anti-Maus-Biotin (Sigma, Deisenhofen)

Puffer und Lésungen

APAAP-Substrat:

Fiir eine Kiivette: 300ul Neufuchsin-Gebrauchslsung (,Losung 4“ (aus 5 g Neufuchsin + 100 ml 2N
HCD) in ,Losung 3 (300 mg Natriumnitrit + 7,5 ml A.dest) geben, 1 min reagieren lassen.
Anschlielend zusammen mit ,Losung 2“ (25 mg Naphtol-hi-Phosphat + 0,75 ml
Dimethylformamid) in die ,Lésung 1“ (60 mg Levamisole + 150 ml Tris-Puffer) geben, schiitteln,
filtrieren und lichtgeschiitzt aufbewahren.

Citrat-Puffer:
1l Gebrauchslésung: 2,94 g Tri-Na-Citrat-Dihydrat; pH-Einstellung auf 6

Tris-Puffer:
1l Gebrauchslésung: 6 g Tris, 8,5 g NaCl, ca. 40 ml 2N HCl; pH-Einstellung auf 8,2

20xSSC:
3M Nadl, 0,3M Na,Citrat; pH-Einstellung auf 7,0

Gerdte und Software

Brutschrank (Heraeus 6000)
Cryotom (Leica Jung Frigocut 2800E)
Mikrotom (Leica RM 2025)
Phasenkontrastmikroskop (Leica)
SPSS (SPSS Inc., Chicago, USA)
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Tabellen

TABELLE 8: PATIENTENKOLLEKTIV

Pat.-Nr. Alter Geschlecht | pT pN M | G | Tod durch | Tod durch andere | Follow-
Tumor Ursache’ up”
1 53 3 0 0 Ja Nein 75
2 63 3 1 0 Ja Nein 20
3 43 F 1 0 0 Nein Nein 95
4 61 F 3 1 1 Ja Nein 8
5 64 F 1 0 0 Nein Nein 90
6 71 F 3 0 0 Nein Ja 2
7 55 M 2 1 0 Nein Nein 67
8 61 M 3 0 0 Nein Nein 88
9 55 M 3 1 0 Ja Nein 9
10 47 F 3 0 0 Ja Nein 23
1 61 F 1 0 0 Nein Nein 86
12 63 F 3 1 1 Nb Nb 9
13 52 M 2 0 0 Ja Nein 24
14 59 M 3 1 0 Nein Nein 17
15 66 M 3 1 0 Ja Nein 3
16 47 M 3 1 0 Ja Nein 13
17 68 M 3 1 1 Ja Nein 5
18 51 M 3 1 0 Ja Nein 15
19 75 M 1 1 0 Ja Nein 15
20 60 M 3 0 0 Nein Nein 1
21 71 F 2 0 0 Ja Nein 1
22 67 M 3 0 0 Nein Nein 70
23 62 M 3 1 0 Ja Nein 1
24 56 M 3 1 0 Ja Nein 6
25 67 M 3 0 0 Nein Ja 1
26 59 F 0 0 0 Nein Nein 48
27 66 M 3 1 0 Nb Nb 4
28 67 F 2 0 0 Nein Ja 1
29 61 M 2 1 0 Ja Nein 24
30 61 M 3 1 0 Ja Nein 13
31 63 M 2 0 0 Ja Nein 8
32 46 M 2 1 0 Ja Nein 8
33 69 F 3 1 0 Nb Nb Nb
34 73 F 1 1 0 Nein Nein 34
Pat.-Nr. Alter Geschlecht | pT pN M | G | Toddurch | Tod durch andere | Follow-
Tumor Ursache” up”
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35 56 M 1 0 0 2 Nein Nein 28
36 66 M 1 0 0 2 Nein Nein 48
37 55 M 3 1 0 2 Nein Ja 1
38 74 F 2 0 0 2 Nein Ja 8
39 59 M 3 1 013 Nein Ja 1
40 46 M 3 0 0 2 Ja Nein 6
4] 65 F 3 1 0 3 Nein Nein 5
42 43 M 1 0 0|2 Ja Nein 9
43 59 M 3 1 0|3 Ja Nein 7
44 68 M 3 1 0] 2 Nein Ja 0
45 65 M 3 1 0] 3 Ja Nein 6
46 36 M 3 1 0 3 Ja Nein 4
47 72 F 3 0 0] 2 Nein Nein 1
48 58 M 4 1 1 2 Nein Ja 5
49 58 M 2 0 0] 2 Nein Ja 1
50 59 F 3 0 0|2 Nein Ja 13
51 71 F 3 1 0] 2 Ja Nein 2
52 68 M 1 0 0|2 Ja Nein 16
53 70 M 3 1 0|3 Ja Nein 16
54 71 M 1 1 0|3 Nein Nein 16
55 52 M 3 0 0|3 Ja Nein 13
56 56 M 3 1 0 1 Nein Nein 34
57 60 M 3 1 0|2 N.b. N.b. 4
58 73 M 4 1 1 3 Nein Ja 1
59 59 M 1 0 0 2 Nein Nein 31
60 65 M 3 0 0 3 Nein Nein 29
61 62 F 3 1 0|2 Ja Nein 0
62 67 M 3 1 0 2 Nein Nein 23
63 70 M 3 1 0 3 Nein Nein 18
64 59 M 2 0 0 2 Nein Nein 22
65 69 F 2 0 0|3 Nein Ja 0
66 63 M 3 0 0|2 Ja Nein 17
67 71 M 1 0 0|2 Ja Nein 8
68 61 M 1 0 0] 2 Ja Nein 13
69 51 F 1 Nb 0] 3 Nein Nein 10
70 73 M 3 1 0] 3 Nein Nein 15

*: auch perioperativ — **: in Monaten — Nb: nicht bekannt
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TABELLE 9: MULTIVARIATE UBERLEBENSZEITANALYSEN

Variable Relatives Todesrisiko (Cl 95%) p-Wert

Rezidivfreies Uberleben

Alter 0,614
<65 J.vs.>65J.

TumorgroBe 0,217
pT1-2 vs. pT3-4

Lymphknotenmetastasen 2,481 (1,100 - 5,594) 0,031
pN1 vs. pNO

Tumordifferenzierung 0,364
G1/2 vs. G3

Ep-CAM-Expression 4,465 (1,997 - 9,983) < 0,001
0-2+ vs. 3+

Tumorabhingiges Uberleben

Alter 0,707
<65 J.vs.>65J.

TumorgroBe 0,124
pT1-2vs. pT3-4

Lymphknotenmetastasen 2,468 (1,902 - 5,657) 0,019
pN1 vs. pNO

Tumordifferenzierung 0,350
G1/2vs. G3

Ep-CAM-Expression 3,790 (1,714 - 8,381) < 0,001
0-2+vs. 3+

53 Abkiirzungsverzeichnis

A. dest. Bidestilliertes Wasser

Ag Antigen
Ak Antikorper

APAAP Alkalische Phosphatase Anti-alkalische Phosphatase-Technik
BSA  Bovines Serumalbumin
CI Konfindenzintervall

CIN cervikale intraepitheliale Neoplasie

CISH Chromogene In-situ-Hybridisierung

CK Cytokeratin

c-myc zelluldres menschliches Myelocytomatose Epitop

EGF epidermal growth factor

EGFR  epidermal growth factor receptor

E-FABP epidermales Fettsdauren-bindendes Protein
Ep-CAMepitheliales Zelladhasionsmolekiil
FISH  Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung

FKS Fetales Kalberserum
HE Héamatoxylin-Eosin
IHC Immunhistochemie
ISH In-situ-Hybridisierung

Ki-67 Kiel-67 (Proliferationsmarker)
MAPK Mitogen aktivierte Protein-Kinase
PBS ,Phosphate buffered saline” (Phosphatgepufferte Natriumchloridlgsung)
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PFA  Paraformaldehyd
PI-3K  Phosphatidylinositol-3'-Kinase
TKR Tyrosin-Kinase-Rezeptor

oT

Objekttrager

SSC ,,Saline Sodium Citrate” (Natriumchlorid-Citrat-Puffer)
TNF Tumornekrosefaktor

VEGF  vaskuldrer endothelialer Wachstumsfaktor

UICC  Union International Contre Cancer
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ZUSAMMENFASSUNG

9 Zusammenfassung
der Dissertation zur Untersuchung moglicher immunologischer Zielstrukturen fiir eine adjuvante

Therapie des operablen Plattenepithelkarzinoms des Osophagus

Einleitung: Osophaguskarzinome haben generell eine schlechte Prognose und der Nutzen der derzeitig
verfiigbaren adjuvanten Therapien wird nach wie vor kontrovers diskutiert. Aufgabe dieser Arbeit war die
Expressionsanalyse zweier méglicher immunologischer Zielstrukturen fiir eine adjuvante Therapie des
operablen Plattenepithelkarzinoms des Osophagus.

Material und Methoden: Mit immunhistochemischen Methoden wurde die Expression von Ep-CAM und
pI8sue» an 70 Plattenepithelkarzinomen des Osophagus untersucht. Fiir 53 Patienten waren klinische
FollowUp-Daten vorhanden, mit denen die Studienergebnisse statistisch korreliert werden sollten.

Ergebnisse: Ep-CAM wird von der Mehrzahl der Karzinome exprimiert, wobei eine generelle Neo-Expression
nicht mit den klinisch-pathologischen Parametern korrelierte. Die in 41 der Fille nachgewiesene starke
Expression erwies sich jedoch als unabhéangiger prognostischer Faktor sowohl fiir das rezidivfreie als auch fiir
das Gesamtiiberleben. Ep-CAM-exprimierende Tumoren scheinen sich also durch ein aggressiveres
biologisches Verhalten auszuzeichnen. p185ugr-, wurde von 16 der untersuchten Tumoren exprimiert, davon
nurin 4 der Falle stark. Eine Korrelation mit klinischen Parametern und Prognose war nicht zu beobachten.
Mittels Chromogener In-Situ-Hybridisierung konnte gezeigt werden, daf3 die starke Uberexpression in erster
Linie auf eine HER-2-Genamplifikation zurlickzufithren ist. Dieser Mechanismus war fiir das
Osophaguskarzinom zuvor noch nicht beschrieben worden. Im untersuchten Kollektiv fand sich eine
Subgruppe Ep-CAM-p185um-.- koexprimierender Tumoren, die durch ein signifikant kiirzeres
Gesamtiiberleben gekennnzeichnet war.

SchluBfolgerung: Mit der Expressionsanalyse ist eine Risikostratifizierung der Karzinome denkbar. Zusétzlich
wurde die Identifizierung potentieller Kandidaten fiir eine adjuvante Immuntherapie (als Monotherapie mit
einem anti-Ep-CAM-Antikérper oder in Kombination mit dem anti-p185uzr-.-Antikorper Trastuzumab)

ermoglicht.
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Annika Siegmund
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