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1. Fragestellungen 

In zwei Therapiestudien an Xenograftmodellen humaner Tumoren in der scid-Maus, 

malignes Melanom (MV3-Zellen)/Mistellektin-I (ML-I) und Ösophagus-

Adenokarzinom (PT1590-Zellen)/Trastuzumab, wurden das Wachstum des 

Primärtumors und die pulmonale Metastasierung inhibiert. Für beide Modelle soll 

mittels immunhistochemischer Analyse der zellzyklusassoziierten Antigene pKi-67 

(exprimiert in den Zellzyklusphasen G1+S+G2+M) und repp86 (S+G2+M) untersucht 

werden, ob die beobachtete Inhibition des Primärtumorwachstums mit einer Reduktion 

der relativen Größe des durch den jeweiligen Marker erfassten proliferativen Zellpools 

im Zusammenhang steht. Damit soll zunächst die Wirkungsweise der Therapien näher 

charakterisiert werden. Weiterhin geht es dabei auch um die instrumentelle Frage, ob 

der Marker repp86, welcher in der variablen G1-Phase des Zellzyklus nicht exprimiert 

wird, die beobachteten Therapieerfolge besser reflektieren kann als pKi-67. 

Folgende Hypothesen liegen der Arbeit zugrunde: 

• ML-I reduziert aufgrund seiner bekannten, stark zytoziden Wirkung (Apoptose) auf 

MV3-Zellen die Expression von pKi-67 und repp86 in den MV3-Tumoren. 

• Trastuzumab reduziert aufgrund seiner bekannten zytostatischen Wirkung (G1-Arrest) 

insbesondere die repp86-Expression in den PT1590-Tumoren. 

Für das MV3-Xenograftmodell soll weiter untersucht werden, ob  

• sich Primärtumoren und Lungenmetastasen unter Kontrollbedingungen hinsichtlich 

der pKi-67-Expression unterscheiden, 

• die therapeutische Inhibition der pulmonalen Metastasierung mit einer Reduktion der 

pKi-67-Expression in den Lungenmetastasen im Zusammenhang steht, und 

• ob sich die Therapie gleich oder different auf die pKi-67-Expression in den 

Primärtumoren und Lungenmetastasen auswirkt. 

 

Als methodische Fragestellung soll zusätzlich untersucht werden, ob die Antikörper 

MIB-1, Ki-S11 und KA7 in dem zur Verfügung stehenden Tumormaterial gleichwertige 

Bestimmungen des G1+S+G2+M-Zellpools liefern. 

Während der Durchführung der Arbeit ergab sich als weiterer technischer Aspekt die 

Frage, ob durch eine Optimierung der Vorbehandlungsmethode die 

immunhistochemische Darstellung von pKi-67 in archivierten, formalinfixierten 

Paraffinschnitten verbessert werden könnte. 



 

 4

2. Einleitung 
 

2.1. Das maligne Melanom 

Das maligne Melanom ist ein maligner melanozytärer Tumor von meistens kutaner 

Primärlokalisation. Der wichtigste ätiologische Faktor für die Enstehung eines malignen 

Melanoms ist das UV-Licht. Unter hellhäutigen Personen steigt weltweit die Inzidenz 

mit einer Verdoppelung alle 10 bis 15 Jahre rapide an und variiert geographisch mit der 

regionalen UV-Belastung. In mittleren Breiten beträgt sie derzeit etwa 12/100.000/Jahr, 

in Australien ist sie mit über 40/100.000/Jahr am höchsten. Die Neigung zur 

frühzeitigen Metastasierung hat eine erhebliche prognostische Bedeutung [Tab. 1]. Eine 

hohe Apoptoseschwelle der Zellen sowie ihre Fähigkeit, durch vielfältige Mechanismen 

der bei dieser Tumorentität ausgeprägten Aktivierung des Immunsystems letztlich doch 

zu entgehen sind weitere wichtige biologische Eigenschaften mit hoher klinischer 

Relevanz. Heilungsaussichten bestehen bei Erkennung in einem möglichst frühen 

Stadium und konsequenter chirugischer Therapie (Fritsch et al. 2004). 

 
 Stadium 5-JÜR % 10-JÜR % 

IA 95 88 
IB 90 80 
IIA 78 64 
IIB 64 52 

Lokalisiertes Melanom 

IIC 45 32 
IIIA 67 61 
IIIB 53 41 

Regionäre Metastasierung 
 

IIIC 27 19 
Fernmetastasierung IV 10 7 

 
Tab. 1: 5- und 10-Jahre Überlebensraten des malignen Melanoms nach AJCC 2002-Stadium 
(gerundet, nach Balch et al. 2001).  Kriterien innerhalb der Stadien I und II sind die Tumordicke in mm 
und das Vorhandensein einer Tumorulzeration. Das Stadium III wird durch Lymphknoten-, Satelliten- 
oder In-Transit-Metastasen definiert. Wichtige Kriterien sind hier Anzahl und Größe (mikroskopisch vs. 
makroskopsich) der Lymphknotenmetastasen, aber auch die Ulzeration des Primärtumors. 
 

Während Patienten in frühen lokalen Stadien gute Heilungschancen haben, tragen 

Patienten mit dickem Primärmelanom oder mit bereits eingetretener regionärer 

Metastasierung postoperativ ein hohes Rezidivrisiko. Für diese Gruppe wurden 

verschiedene Ansätze für eine postoperative, adjuvante Therapie erprobt, insbesondere 

Chemotherapie, Immunmodulation und Vakkzinierung mit Melanom-Antigenen. Von 

diesen Ansätzen führte allein die Behandlung mit hochdosiertem Interferon-α2b in 

prospektiven, randomisierten Studien zu reproduzierbaren positiven Ergebnissen 

(Übersichten bei: Tsao et al. 2004; Thompson et al. 2005; Queirolo et al. 2005). So 

konnte in mehreren prospektiven, randomisierten Studien übereinstimmend eine 
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signifikante Verlängerung des rezidivfreien Intervalls gezeigt werden (Metaanalyse bei: 

Kirkwood et al. 2004; Originalzitate siehe dort). Leider war nur in zwei dieser Studien 

auch eine geringe signifikante Verlängerung des Überlebens feststellbar (Kirkwood et 

al. 1996 u. 2001). Im Stadium der Fernmetastasierung beträgt die mediane 

Überlebenszeit nur 6 bis 10 Monate. Keiner der in randomisierten, kontrollierten 

Studien in diesem Stadium geprüften medikamentösen Therapieansätze führte zu einer 

Verlängerung des Überlebens. Unter den Chemotherapeutika mit einer nachweisbaren 

Ansprechrate in diesem Stadium gilt Dacarbazin als Referenzsubstanz. Mit 

Polychemotherapien oder kombinierten Immun-Polychemotherapien konnte, wenn 

überhaupt, nur eine geringe Verbesserung der Ansprechrate oder der Dauer der 

Remission erreicht werden, dieses aber auf Kosten einer erheblichen Toxizität 

(Übersichten bei: Tsao et al. 2004; Thompson et al. 2005; Queirolo et al. 2005). 

Die Suche nach weiteren Therapieansätzen für die genannten Indikationen bleibt 

deshalb eine dringliche Aufgabe. 

 

2.2. Mistelextrakte und Mistellektine 

Extrakte der europäischen Mistel (Viscum album L.) werden seit Jahrzehnten, 

insbesondere in Europa, zur Therapie (Komplementär-Medizin, anthroposophische 

Medizin) einer Vielzahl unterschiedlicher maligner Tumore einschließlich des malignen 

Melanoms eingesetzt. Ihr klinischer Nutzen ist jedoch Gegenstand kontroverser 

Diskussionen. Bisher fehlt ein Wirksamkeitsnachweis durch prospektive, randomisierte 

Studien. Das Angebot verschiedener Mistelextrakt-Präparate mit unterschiedlichen und 

nur teilweise standardisierten Konzentrationen der Inhaltsstoffe erschwert die 

Vergleichbarkeit (Übersichten bei: Mansky 2002; Ernst et al. 2003). Es stehen dem 

jedoch immer mehr ermutigende Grundlagenerkenntnisse zur Misteltherapie gegenüber, 

die zu einer Weiterverfolgung dieses Ansatzes stark motivieren. 

Viscum album-Extrakte enthalten eine Reihe von biologisch wirksamen Substanzen, 

unter denen die drei Mistellektine ML-I bis -III (Syn. VAA-I bis -III) als die wichtigsten 

identifiziert wurden. ML-I ist das Mistellektin mit der höchsten Konzentration in den 

Pflanzenextrakten und wurde am intensivsten untersucht. Die Mistellektine sind 

Heterodimere, bestehend aus einer A-Kette mit RNA-N-Glykosidaseaktivität und einer 

B-Kette mit jeweils spezifischer Glykanbindungsfähigkeit, der Lektinkomponente, die 

über eine Disulfidbrücke verbunden sind. Die A-Kette inaktiviert eukaryontische 

Ribosomen und inhibiert damit die Proteinbiosynthese. Als Dimere gehören die 
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Mistellektine zur Familie der ribosomal inactivating proteins (RIP) vom Typ II. Die B-

Kette vermittelt die Bindung an spezifische Zuckerreste der Zellmembran als 

Voraussetzung der anschließenden Internalisierung des Dimers. ML-I ist D-Galaktose-

spezifisch (Übersichten bei: Franz 1986; Barbieri et al. 1993; Hajtó et al. 2005). 

Inzwischen konnte eine prepro-ML-cDNA aus Viscum album kloniert und ein 

rekombinantes ML-Heterodimer (rML) hergestellt werden. Die Autoren nahmen an, 

dass Viscum album ein einziges intronfreies Gen für alle drei MLs besäße, und dass sich 

ML-I, -II und -III allein in ihrer posttranslationalen Modifikation unterschieden (Eck 

et al. 1999 a, b). Einer anderen Arbeitsgruppe gelang jedoch die Klonierung von drei 

verschiedenen ML-Genen, die für die drei Mistellektine kodieren (Kourmanova et al. 

2004). Aus der koreanischen Mistel (Viscum album L. coloratum) wurde das eng 

verwandte Mistellektin VCA isoliert (Park et al. 1998). 

Mistellektine wirken dosisabhängig antiproliferativ auf eine Vielzahl unterschiedlicher 

humaner Tumorzelllinien. Die Wirkung kommt dabei durch eine Induktion der 

Apoptose zustande. Die Sensibilität der Zelllinien variiert in einem weiten Bereich. Die 

Anzahl verfügbarer Lektinbindungsstellen stellt dabei einen wichtigen Einflussfaktor 

dar (Janssen et al. 1993; Schumacher et al. 1995; Lyu et al. 2001; Miyoshi et al. 2001; 

Valentiner et al. 2002; Thies et al. 2005a). Die mutagenetische Ausschaltung der RNA-

N-Glykosidase-Aktivität in der A-Kette führte zum Verlust der apoptoseinduzierenden 

Wirkung von rML (Langer et al. 1999). 

Für ML-I konnten zusätzlich in vitro und in vivo dosisabhängig, sowohl aktivierende 

und als auch hemmende, immunmodulatorische Effekte nachgewiesen werden: 

• Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF-α, IL-1, IL-6, IL-12 aus 

mononukleären Zellen des peripheren Blutes (Hajtó et al. 1990 u. 1998; Hostanska et 

al. 1995) 

• Stimulation der NK-Zell-vermittelten Zytotoxizität (Hajtó et al. 1989 u. 1998) und 

Anstieg der NK-Zellen im peripheren Blut (Hajtó et al. 1998; Beuth et a. 1992) 

• Stimulation der Phagozytose (Hajtó et al. 1989) und Produktion freier Radikale durch 

neutrophile Granulozyten (Timoshenko u. Gabius 1993) 

• T-Lymphozyten-Aktivierung und -Anstieg im peripheren Blut (Beuth et al. 1992) 

• Apoptoseinduktion in peripheren Lymphozyten, Monocyten (Büssing et al. 1996) und 

neutrophilen Granulozyten (Savoie et al. 2000) 

• Differentielle, subtypen- und dosisabhänige Stimulation der Proliferation und 

Induktion der Apoptose in Thymocyten (Hajtó et al. 2003) 
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Es gibt auch Hinweise darauf, dass Mistellektine eine antiangiogenetische Wirkung 

besitzen und damit indirekt das Tumorwachstum hemmen können (Yoon et al. 1995; 

Park et al. 2001; Pryme et al. 2002; van Huyen et al. 2002; Harmsma et al. 2004). 

Im Tiermodell konnten Xenografttumoren humaner Tumorzelllinien effektiv mit rML 

oder ML-I therapiert werden (Schumacher et al. 2000; Thies et al 2005b). 

Alle drei genannten Mechanismen, Apoptoseinduktion, Immunmodulation und 

Antiangiogenese stellen wichtige Ansätze für die Therapie maligner Tumoren dar. 

Gerade aufgrund seiner proapoptotischen und immunmodulatorischen Wirkung(en) ist 

ML-I eine speziell für die Therapie des malignen Melanoms interessante Substanz. 

 

2.3. Therapie des malignen Melanoms mit Mistelextrakten und Mistellektinen 

Malignes Melanom und ML-I-Bindungsstellen (D-Galaktosid-Glykotop) 

In einer retrospektiven Untersuchung von 100 Patienten mit malignem Melanom 

korrelierte eine stark positiv ML-I-Bindung (Lektinhistochemie) signifikant mit dem 

Auftreten von Metastasen während einer 10 jährigen Nachbeobachtungszeit. Insgesamt 

waren 86% der Melanome positiv für ML-I. Die Ergebnisse wurden als Hinweis auf 

eine mögliche funktionelle Rolle des D-Galaktosid-Glykotops im Rahmen des 

Metastasierungsvorgangs sowie auf eine potentielle antimetastatischen Wirkung einer 

Therapie mit ML-I diskutiert (Thies et al. 2001). 

 

Präklinische Studien 

Die Proliferation von humanen Melanom-Zelllinien wurde in vitro dosisabhängig von 

einem Extrakt mit standardisiertem Mistellektingehalt gehemmt (Burger et al. 2003). 

In Tiermodellen des murinen Melanoms konnten Mistelextrakte (Antony et al. 1997; 

Weber et al. 1998), ML-I (Thies et al. 2005b) und Viscum album L. coloratum-

Agglutinin (VCA) (Yoon et al. 1995; Park et al. 2001) Primärtumorwachstum und 

pulmonale Metastasierung inhibieren. 

ML-I, -II und -III inhibierten in vitro dosisabhängig die Proliferation von sechs 

verschiedenen humanen Melanom-Zelllinien. Dabei verhielt sich die Zelllinie MV3 

ultrasensibel gegenüber ML-I. Für MV3 wurde eine dosisabhängige Apoptoseinduktion 

durch ML-I gezeigt (Thies et al. 2005a). In einer weiterführenden Studie wurde die 

Wirkung von ML-I auf MV3-Xenografttumoren in der scid-Maus in drei 

unterschiedlichen Dosierungen untersucht. 30 ng/kg/d ML-I inhibierte signifikant das 

Primärtumorwachstum (Tumorgewicht) um 35% und die pulmonale Metastasierung 
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(Metastasenanzahl) um 55%. Wider Erwarten waren jedoch zwei höhere Dosierungen, 

150 und 500 ng/kg/d, wirkungslos (Thies et al. 2005b). 

Das hier beschriebene MV3-Xenograftmodell des maligenen Melanoms ist ein 

Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit (Kontroll- und 30 ng/kg/d-Gruppe). 

 

Ergebnisse aktueller klinischer Studien 

In einer prospektiven, randomisierten Studie zur postoperativen, adjuvanten Therapie 

bei Hochrisiko-Primärmelanom oder regionärer Lymphknotenmetastasierung zeigte der 

Mistelextrakt Iscador® keinen signifikanten Vorteil bezüglich Überleben oder 

rezidivfreier Zeit gegenüber alleiniger Beobachtung (Kleeberg et al. 2004). Eine 

multizentrische, retrospektive, epidemiologische Kohorten-Studie verglich 

Melanompatienten (AJCC-Stadien II und III), die eine postoperative, adjuvante 

Iscador®-Therapie erhalten hatten, mit einer ähnlichen Parallelgruppe ohne Mistel-

Therapie. Im Gegensatz zu der Studie von Kleeberg et al. (2004) hatten die mit 

Iscador® behandelten Patienten hier einen signifikanten Vorteil bezüglich rezidivfreier 

Zeit und Überleben und die Behandlung wurde als sicher eingestuft (Augustin et al. 

2005). Klinische Studien zur Therapie des malignen Melanoms mit isoliertem oder 

rekombinantem Mistellektin fehlen bisher. 

Während sich in der präklinischen Forschung Belege für eine therapeutische 

Wirksamkeit von Mistelextrakten sowie insbesondere deren Hauptwirkkomponente 

ML-I beim malignen Melanom mehren, ist die Datenlage aus klinischen Studien bisher 

widersprüchlich und knapp. Es bleibt daher zu hoffen, dass sich in Zukunft das 

wachsende Grundlagenwissen in reproduzierbare klinische Erfolge umsetzen läßt. 

 

2.4. Das Ösophaguskarzinom 

Ösophaguskarzinome sind maligne epitheliale Tumore der Speiseröhre und werden 

histopathologisch in Plattenepithel- und Adenokarzinome eingeteilt. Die Inzidenz des 

Plattenepithelkarzinoms, der weltweit häufigsten Form, ist in Deutschland mit 

4-5/100.000/Jahr vergleichsweise niedrig und in Gebieten z. B. Chinas, der ehemaligen 

Sowjetunion oder des Irans mit 100-500/100.000/Jahr besonders hoch. Die Inzidenz des 

früher seltenen Adenokarzinoms ist in westlichen Ländern in den letzten Jahrzehnten 

dramatisch angestiegen und hat dort die des Plattenepithelkarzinoms eingeholt. Die 

meisten Adenokarzinome entstehen am gastroösophagealen Übergang im Sinne einer 

Metaplasie-Dysplasie-Karzinom-Sequenz aus einem Barrett-Ösophagus (�intestinale� 
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Metaplasie des Plattenepithels), einer Komplikation der schweren Refluxösophagitis. 

Das relative Entartungsrisiko des Barrett-Ösophagus wird auf einen Faktor von 30 bis 

125 geschätzt. Ösophaguskarzinome metastasieren bereits sehr frühzeitig lymphogen, 

später jedoch auch hämatogen. Da das Leitsymptom Dysphagie ein Spätsymptom ist, 

befinden sich die meisten Patient zum Zeitpunkt der Diagnose bereits in einem 

fortgeschrittenen Tumorstadium mit äußerst schlechter Prognose [Tab. 2]. Bei ca. 70% 

liegt dann ein wandüberschreitendes Tumorwachstum mit Lymphknoten- und/oder 

Fernmetastasen vor (Sievert u. Stein 2001). 

 
 Stadium TNM 5-JÜR % 
in situ 0 Tis    >95 

I T1    50-80 invasiver Tumor IIA T2-3   30-40 
IIB T1-2  N1  10-30 LK-Metastasierung (mediastinal) 

wandüberschreitender Tumor III T3  
T4 

N1 
N0-1 

 10-15 

LK-Metastasierung (zervikal/abdominell) IVA   M1a <5 
Fernmetatasierung IVB   M1b <1 

 
Tab. 2: 5-Jahre Überlebensraten des Ösophaguskarzinoms nach AJCC 2002-Stadium 
(aus Enzinger et al. 2003). Einteilung der T-Stadien nach Invasionstiefe entsprechend der 
Wandschichten. Die Kategorie M1a der zervikalen bzw. abdominellen Lymphknotenmetastasierung ist 
für Tumoren im oberen bzw. unteren Ösophagusdrittel definiert. 
 

Beim resezierbaren Ösophaguskarzinom ist die radikale chirurgische Therapie das 

Standardverfahren. Präoperative, neoadjuvante Radio-, Chemo- oder 

Chemoradiotherapien sind intensiv untersucht worden. Die Chemotherapiekomponente 

beinhaltete meistens Cisplatin und/oder 5-FU. Nach präoperativer Chemoradiotherapie 

gelangen signifikant häufiger vollständige (R0-)Resektionen (Urschel u. Vasan 2003). 

In einer Reihe von randomisierten, kontrollierten Studien konnte aber, mit Ausnahme 

einer Arbeit (Walsh et al. 1996), leider keine signifikante Verlängerung des Überlebens 

durch eine präoperative Chemoradiotherapie nachgewiesen werden. Metaanalysen 

konnte aus diesen Studien jedoch einen signifikanten, wenngleich geringen Trend in 

Richtung einer verbesserten 3-Jahres-Überlebensrate extrahieren (Urschel u. Vasan 

2003; Fiorica et al. 2004; Malthaner et al. 2004; Originalzitate siehe jeweils dort). Ein 

histologisch nachweisbares komplettes Ansprechen (pT0, mikroskopisch kein Tumor im 

Resektat nachweisbar) auf eine präoperative Chemoradiotherapie ist mit einem 

signifikant und relevant verlängerten Überleben assoziiert (Geh et al. 2001; Berger et 

al. 2005). 
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Patienten mit nicht resezierbarem Tumor oder nachgewiesenen Fernmetastasen haben 

eine mediane Überlebenszeit von nur 8 bis 10 Monaten. Chemotherapien können für 

einige Monate zur Verbesserung von Dysphagie und Lebensqualität führen. Sie haben 

derzeit den Stellenwert einer palliativen Therapieoption neben vor allem lokalen 

Verfahren (Übersichten bei: Enzinger et al. 2003, Tew et al. 2005). 

Die Arbeit an neuen Therapiekonzepten ist angesichts der nach wie vor schlechten 

Prognose des Ösophaguskarzinoms eine wichtige klinische Herausforderung. Aktuell 

werden unter anderem Hoffnungen in die Erweiterung des multimodalen Ansatzes um 

Wirkstoffe mit spezifischem molekularem Angriffspunkt (targeted therapy) gesetzt.  

 

2.5. Trastuzumab (Herceptin®) 

Das Transmembran-Glykoprotein HER2 (Syn. ErbB2) ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase 

und gehört zur Gruppe der partiell homologen, humanen Epidermal Growth Factor-

Rezeptoren (HER1=EGF-Rezeptor, HER2, HER3, HER4). Die HER-Familie und die 

Familie ihrer Liganden (EGF-related peptide growth factors) sind Teil eines komplexen 

Netzwerkes von Signalwegen, das an der Kontrolle über Wachstum, Entwicklung und 

Zelldifferenzierung beteiligt ist. Die Bindung von Liganden führt zur Ausbildung von 

Rezeptordimeren (Homo- und Heterodimere) und deren Aktivierung. Ein spezifischer 

HER2-Ligand ist bisher nicht bekannt, HER2 ist aber der wichtigste 

Dimerisierungspartner. HER2 enthaltende Heterodimere erzeugen starke intrazelluläre 

Signale. Überexpression von HER2 führt zur spontanen Rezeptordimerisierung und 

autonomen Signalproduktion (Übersichten in: Olayoiye et al. 2000; Rubin u. Yarden 

2001). Für verschiede maligne Tumorentitäten lassen sich bei einem Teil der Patienten 

im Tumor HER2-Genamplifikationen mit konsekutiver Überexpression des HER2-

Proteins feststellen. Beim invasiven Mammakarzinom beispielsweise trifft dieses in 

etwa 25% der Fälle zu und ist mit einer schlechteren Prognose verbunden (Slamon et al. 

1987 u. 1989; Übersicht in: Ross et al. 2003). Die experimentelle Überexpression von 

HER2 führte in vitro zur Zelltransformation und in Tiermodellen zur Tumorgenese und 

Metastasierung. Aufgrund dieser Befunde wurde HER2 als Angriffspunkt einer 

gezielten molekularen Therapiestrategie (targeted therpay) für das Mammakarzinom 

auserkoren. Präklinische Studien untersuchten die Wirkung von monoklonalen anti-

HER2-Antikörpern auf humane Tumorzelllinien, insbesondere auch des 

Mammakarzinoms. Diese Antikörper inhibierten in vitro die Zellproliferation und im 

Mausmodell das Wachstum von Xenografttumoren. Ihre Wirksamkeit war abhängig 
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vom Grad der HER2-Überexpression der jeweiligen Zelllinie (Übersichten in: Baselga 

2001a; Neve et al. 2001;  Nahta u. Esteva 2003). 

Trastuzumab (Herceptin®) ist ein rekombinanter, humanisierter anti-HER2-Antikörper 

der aus einem murinen monoklonalen anti-HER2-Antikörper (4D5) und dem Fc-Anteil 

des humanen IgG1 zusammengesetzt wurde (Carter et al. 1992). Bekannte 

Wirkungmechanismen sind (Übersichten in: Baselga et al. 2001b; Kumar u. Yarmand-

Bagheri 2001; Nahta u. Esteva 2003): 

• HER2-Herunterregulation durch beschleunigte Endozytose 

• dosisabhängige antiproliferative Wirkung durch Zellzyklusarrest (G1-Phase) 

• Induktion einer Antikörper-abhängigen Zell-vermittelten Zytotoxizität 

• Inhibition der proteolytischen Abspaltung der HER2-Ektodomäne 

• Sensibilisierung gegenüber einer TNFα-induzierten Apoptose (Hudziak et al. 1989) 

• Inhibition der Angiogenese  

• Sensibilisierung der Zellen gegenüber verschiedenen Chemotherapeutika 

• Sensibilisierung der Zellen gegenüber Strahlentherapie (Liang et al. 2003) 

Klinischen Studien wiesen die Wirksamkeit von Trastuzumab im Sinne einer objektiven 

Ansprechrate zuerst beim metastasierten, HER2-überexprimierenden Mammakarzinom 

nach (Baselga et al. 1996; Pegram et al. 1998; Cobleigh et al 1999, Vogel et al. 2002). 

In der wegweisenden randomisierten Studie von Slamon et al. (2001) führte die 

Kombination von Trastuzumab mit einer Standardchemotherapie (Paclitaxel oder 

Doxorubicin/Cyclophosphamid) im Vergleich zur alleinigen Chemotherapie zu einer 

höheren Ansprechrate, einer längeren Remissionsdauer und einem verlängerten 

Überleben. Mehrere andere Kombinationen zeigten sich ebenfalls effektiv (Übersicht 

bei: Nahta u. Esteva 2003). In neoadjuvanten Therapien werden mit Trastuzumab-

Chemotherapie-Kombinationen hohe Raten von pathologisch komplettem Ansprechen 

(pT0) erreicht. Daten zum Langzeitüberleben stehen aber noch aus  (Übersicht bei: 

Montemurro u. Aglietta 2005). Inzwischen liegen auch übereinstimmend positive 

Ergebnisse aus mehren großen randomisierten Studien zur Anwendung von 

Trastuzumab in der adjuvanten Therapie vor (Übersicht in  Baselga et al. 2006). 
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2.6. Therapie des Ösophaguskarzinoms mit Trastuzumab 

Das Ösophaguskarzinom und HER2 

Die Angaben zur Prävalenz der HER2-Überexpression beim Ösophaguskarzinom in 

verschiedenen Studien variieren beim Plattenepithelkarzinom zwischen 0 und 52% 

(Mittel: 23%) und beim Adenokarzinom zwischen 0 und 43% (Mittel: 22%). Die großen 

Schwankungen werden unter anderem mit einer unzureichenden Verbreitung 

standardisierter immunhistologischer Methoden erklärt (Ross et al. 2001).  

Die prognostische Bedeutung der HER2-Expression beim Ösophaguskarzinom wird 

kontrovers diskutiert. In einigen Studien war ein positiver immunhistochemischer 

HER2-Status beim Plattenepithelkarzinom ein ungünstiger prognostischer Faktor 

(Wang et al. 2000; Mimura et al. 2005a; Sunpaweravong et al. 2005), in anderen jedoch 

nicht (Wang et al. 1999 u. 2004; Hardwick et al. 1997). Auch für das Adenokarzinom 

konnte nur in einem Teil der Studien die HER2-Überexpression (Flejou et al. 1994; 

Nakamura et al. 1994) oder die HER2-Genamplifikation (Brien et al. 2000) als 

ungünstiger prognostischer Faktor identifiziert werden, während andere Arbeiten eine 

prognostische Bedeutung von HER2 nicht bestätigten (Polkowski et al. 1999; Hardwick 

et al. 1997; Miller et al. 2003). Anders als beim Mammakarzinom wird eine 

Trastuzumab-Therapie beim Ösophaguskarzinom also nicht durch eine konsistent 

belegte prognostische Bedeutung der HER2-Überexpression - im Sinne einer �target-

Heuristik� � in besonderem Maße motiviert. 

 

Präklinische Studien 

Trastuzumab inhibierte in vitro die Proliferation von zwei HER2-überexprimierenden 

humanen Ösophagus-Adenokarzinom-Zelllinien (OE19, OE33) (Dahlenberg et al. 

2004). Auf die bisher untersuchten Ösophagus-Plattenepithelkarzinom-Zelllinien mit 

unterschiedlichem HER2-Expressionsgrad hatte Trastuzumab in vitro keine direkte 

antiproliferative Wirkung, induzierte aber eine antikörperabhängige zelluläre 

Zytotoxizität (Yamazaki et al. 2003; Mimura et al. 2005b). 

Für die von einem Adenokarzinom des Ösophagus abstammende humane Zelllinie 

PT1590 (Hosch et al. 2000) konnte eine Amplifikation des HER2-Gens sowie eine 

Überexpression des HER2-Proteins nachgewiesen werden. Ihre in vitro-Proliferation 

wurde durch Trastuzumab dosisabhängig gehemmt. Die Behandlung von PT1590-

Xenografttumoren in der scid-Maus mit  Trastuzumab (2 oder 10 mg/kg/Woche) 

inhibierte signifikant das Wachstum der Primärtumoren (Tumorgewicht) um jeweils 
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ca. 35% gegenüber der Kontrollgruppe, d. h. ohne Unterschied zwischen den beiden 

Dosierungen. Während in der Kontrollgruppe 78% der Tiere spontan Lungenmetastasen 

entwickelten, wurde in beiden Therapiegruppen die Metastasierungsrate auf 17% 

gesenkt (Lüth et al., bisher unveröffentlicht). 

Das hier beschriebenen PT1590-Xenograftmodell des Ösophagus-Adenokarzinoms 

stellt einen Ausgangspunkt der vorliegenden Arbeit dar (Primärtumoren). 

 

Klinische Studien 

Bisher wurde erst eine einzige klinische Studie zur Therapie mit Trastuzumab beim 

Ösophaguskarzinom abgeschlossen. In dieser Phase I-Studie führte bei Patienten mit 

Adenokarzinom die Kombination einer Chemoradiotherapie (Cisplatin, Paclitaxel) mit 

Trastuzumab in voller Dosis zu keiner Verstärkung toxischer Nebenwirkungen 

gegenüber der Chemoradiotherapie allein (Safran et al. 2004). Da es sich um eine 

Phase-I-Studie handelt, kann naturgemäß noch nichts über eine therapeutische Wirkung 

ausgesagt werden. 

 

2.7. Proliferationsmarker 

Methoden zur Messung von Zellproliferation in Geweben sind in der onkologischen 

Forschung von besonderem Interesse. 

Gerdes et al. (1983) immunisierten Mäuse mit isolierten Zellkernen einer humanen 

Hodgkin-Lymphom-Zelllinie mit dem Ziel, spezifisch gegen nukleäre Antigene von 

Hodgkin- und Sternberg-Reed-Zellen gerichtete monoklonale Antikörer herzustellen. 

Dabei fanden sie einen Ki-67 getauften Antikörper mit der besonderen Eigenschaft, 

offenbar spezifisch Zellkerne in proliferationsreichen Kompartimenten humaner 

Gewebe wie z. B. Keimzentren von Lymphfollikeln immunhistochemisch darzustellen. 

Detaillierte Zellzyklusanalysen ergaben, dass das über den neuen Antikörper definierte 

nukleäre  Ki-67-Antigen in allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2 und Mitose) 

exprimiert wird, nicht aber in  ruhenden Zellen (G0) (Gerdes et al. 1984). Damit war ein 

einfacher operationaler Marker zur immunhistochemischen Bestimmung der so 

genannten Wachstumsfraktion, dem Anteil der aktiv proliferierenden Zellen einer 

Zellpopulation, verfügbar. Das Ki-67-Antigen wurde als Protein identifiziert und die für 

pKi-67 codierende cDNA kloniert (Gerdes et al. 1991; Schlüter et al. 1993). 

Datenbanksuchen ergaben keine Sequenzhomologien zu bis dato bekannte Proteinen. 

Als Immunogen zur Produktion weiterer muriner monoklonaler Antikörper, darunter 
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MIB-1, diente ein rekombinant hergestelltes Peptid, welches das vermutete Ki-67-

Epitop enthielt (Gerdes et al. 1992; Key et al. 1993). Die Antikörper Ki-67 und MIB-1 

binden tatsächlich ein nahezu identisches Epitop (Key et al. 1993; Kubbutat et al. 1994). 

Ein wesentlicher Nachteil des Ki-67-Antikörpers war, dass er nur für Gefrierschnitte, 

nicht aber für formalinfixierte Paraffinschnitte, dem Standardmaterial der Pathologie, 

geeignet war. Nach Anpassung der von Shi et al. (1991) vorgestellten Mikrowellen-

Vorbehandlung (Antigen-Retrieval) für die Immunhistochemie mit MIB-1 gelang 

erstmals eine gegenüber Gefrierschnitten gleichwertige Darstellung des Ki-67-Proteins 

in formalinfixierten Paraffinschnitten (Cattoretti et al. 1992). Damit konnte nun 

archiviertes Paraffinmaterial für eine Vielzahl von retrospektiven klinischen Studien 

genutzt werden. Kurz darauf wurde über einen weiteren murinen monoklonalen anti-

pKi-67-Antikörper für formalinfixierte Paraffinschnitte, Ki-S5, berichtet (Kreipe et al. 

1993b). Der murine monoklonale anti-pKi-67-Antikörper Ki-S11 unterscheidet sich von 

seinen Verwandten durch seine Eignung für bouinfixiertes Paraffinmaterial (Rudolph 

et al. 1997). Neben pKi-67 gibt es weitere Marker der Wachstumsfraktion. Das Enzym 

Topoisomerase-IIα wird exklusiv in den Zellzyklusphasen G1 bis M exprimiert und 

durch mehrere murine monoklonale Antikörper spezifisch erkannt (Kreipe et al. 1993a; 

Kellner et al. 1997). Der murine monoklonale Antikörper KA7 markiert ein Antigen, 

das exklusiv in den aktiven Zellzyklusphasen exprimiert wird (mündliche Information: 

Prof. Dr. Rudolph, ehemals Institut für Hämatopathologie, Universität Kiel). Das 

proliferating nuclear cell antigen (PCNA) gilt nicht mehr als spezifischer Marker der 

zellulären Proliferation, weil es teilweise auch in ruhenden Zellen exprimiert wird und 

funktionell an der DNA-Synthese beteiligt ist (McCormick u. Hall 1992). 

pKi-67 ist als Standardmarker der Wachstumsfraktion etabliert und MIB-1 der weitaus 

am häufigsten eingesetzte Antikörper. Der pKi-67-Index (=Anteil pKi-67-positiver 

Zellen an einer Zellpopulation) hat sich als unabhängiger und signifikanter 

prognostischer Faktor für eine Reihe von Tumorerkrankungen, darunter 

Mammakarzinom, Prostatakarzinom, Blasenkarzinom, Cervixkarzinom, 

Bronchialkarzinom, NHL, Weichteilsarkom, Astrozytom und Meningeom erwiesen 

(Übersichten in: Scholzen u. Gerdes 2000; Endl et al. 2001; Brown u. Gatter 2002). 

Das humane nukleäre Protein repp86 (restrictedly expressed proliferation-associated 

protein), spezifisch erkannt von dem murinen monoklonalen Antikörper Ki-S2, 

unterscheidet sich wesentlich von den bisher vorgestellten Proliferationsmarkern. 

Zellzyklusanalysen zeigten, dass es exklusiv in den Phasen S, G2 und M exprimiert 
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wird (�resticted�). Der Antikörper Ki-S2 ist bei adäquatem Antigen-Retrieval zur 

immunhistochemischen Färbung von formalinfixierten Paraffinschnitten geeignet 

(Heidebrecht et al. 1997; Rudolph et al. 1998; Heidebrecht et al. 2003). Die im 

Expressionsprofil von repp86 nicht eingeschlossene G1-Phase beherbergt wichtige 

Verzweigungspunkte im Schicksal der einzelnen Zelle und ist die Zyklusphase mit dem 

größten Betrag zu der erheblichen Variabilität der Zellzyklusdauer. Der Aus- und 

Eintrittspunkt zwischen dem Zellzyklus und der Ruhephase G0 liegt in der mittleren 

G1-Phase und am so genannten G1/S-Restriktionspunkt kann die einzelne Zelle 

verweilen, die Apoptose einleiten oder mit Übertritt in die S-Phase den Zellzyklus 

fortsetzten. Das komplexe Netzwerk der Zellzyklussteuerung ist in malignen Zellen 

typischerweise gestört, was gerade in Bezug auf die G1-Phase gilt. Nach Ansicht der 

Entwickler des Ki-S2-Antikörpers sollte der repp86-Index (=Anteil der repp86-

positiven Zellen an einer Zellpopulation) besser als der pKi-67-Index diejenige 

Zellfraktion erfassen können, die tatsächlich proliferieren wird (Rudolph u. Parwaresch 

1996; Heidebrecht et al. 1997; Rudolph et al. 1998). 

 

2.8. Anwendung von Proliferationsmarkern in der präklinischen Forschung 

In der experimentellen Forschung stellen Xenograftmodelle humaner Tumoren in der 

scid-Maus eine wichtig Möglichkeit dar, komplexe biologische Vorgänge wie 

Tumorwachstum und Metastasierung, sowie deren pharmakologische Beeinflussbarkeit 

zu untersuchen. Zur Feststellung eines Medikamenteneffektes werden typischerweise 

Größen wie Tumorgewicht und Metastasenzahl herangezogen. Als zusätzlicher 

Parameter wird häufig die Wachstumsfraktion der Primärtumoren immunhistochemisch 

mit anti-pKi-67-Antikörpern bestimmt (z. B. Sharma et al.1997; Katoh et al. 2004b). 

Das Wachstum eines (malignen) Gewebes ist das �Nettoergebnis� der zelluläre 

Proliferation einerseits und des Zellverlusts durch Zelltod (Apoptose, Nekrose) und 

Zellabschilferung anderseits. Neben den oben genannten �Nettogröße� Tumorgewicht 

liefert die Wachstumsfraktion also zusätzliche Information. Selten wurde im 

Xenograftmodell auch in Metastasen die Wachstumsfraktion zur Untersuchung einer 

Therapiewirkung bestimmt (Nakanishi et al. 1999). 

In der vorliegenden Arbeit soll nun neben dem pKi-67-Index erstmals auch der repp86-

Index als zweites, differentes Maß zur Untersuchung der Wirkung eines zytoziden 

(ML-I: Apoptose) und eines zytostatische (Trastuzumab: G1-Arrest) Medikaments auf 

humane Tumorzellen (MV3 bzw. PT1590) im Xenograftmodell bestimmt werden. 
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3. Material und Methoden 

 

3.1. Tierversuche 

 

3.1.1. Therapiestudie mit ML-I an MV3-Xenografttumoren in der scid-Maus 

(Thies et al. 2005b) 

In dieser Studie wurden 80 pathogenfreie BALB/c scid/scid Mäuse (kurz: scid-Mäuse) 

männlichen Geschlechts im Alter von 9 bis 15 Wochen verwendet. Tierhaltung, 

Ernährung (Futter und Wasser ad libitum) und Manipulationen erfolgten unter sterilen 

Bedingungen. Jedes Tier erhielt am Versuchstag 1 eine subkutane Injektion von 1x106 

Zellen der humanen Tumorzelllinie MV3 interskapulär. Die Einteilung in eine Kontroll- 

und drei Therapiegruppen mit jeweils 20 Tieren erfolgte per Zufall. An den 

Versuchstage 2 bis 20 (19 Tage) wurde den Tieren einmal täglich 30, 150 bzw. 500 

ng/kg ML-I (aufgereinigt; Prof. Dr. Pfüller, Institut für Phytochemie, Universität 

Witten/Herdecke) in PBS intraperitoneal injiziert. Den Tieren der Kontrollgruppe wurde 

entsprechend nur das Lösungsmittel verabreicht. Während der Versuchszeit verstarben 

in der Kontrollgruppe zwei und in den Therapiegruppen (30, 150, bzw. 500 ng/kg/d) 

zwei, ein bzw. drei Tiere. Nach Tötung der verbleibenden Tiere am Tag 20 durch 

zervikale Dislokation wurden die Primärtumoren und die Lungen herauspräpariert und 

die Gewichte der Primärtumoren bestimmt. Zur weiteren histologischen Untersuchung 

wurden Primärtumoren und Lungen in neutral gepuffertem Formalin fixiert. Die 

Primärtumoren wurden in Paraffin eingebettet. Für jedes Tier wurde nach einem 

etablierten Verfahren (Jojovic u. Schumacher 2000) die Anzahl von Metastasen in den 

Lungen bestimmt. Beide Lungen eines Tieres werden dazu in 1 mm dicken Scheiben 

zerteilt, diese in zufälliger Verteilung in Agar eingegossen und dann in Paraffin 

eingebettet. Der Paraffinblock wird komplett in Serie geschnitten (5 µm), wobei jeder 

zehnte Schnitt auf einen Objektträger aufgezogen und gesammelt wird. Aus dem 

mittleren Teil dieser Sammlung wird in zehn aufeinander folgende H.E.-gefärbten 

Schnitte die Metastasenzahl unter dem Mikroskop ausgezählt. Ein repräsentativer Wert 

für die Gesamtmetastasenzahl des Tieres wird mit einer Korrekturformel berechnet 

(Jojovic u. Schumacher 2000). Neben den Schnitten im Zehnerabstand werden im 

mittleren Teil des Blockes abschnittsweise auch Folgen direkt benachbarter Schnitte 

gesammelt und für spätere immunhistochemische Untersuchungen gelagert. 
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3.1.2. Therapiestudie mit Trastuzumab (Herceptin®) an PT1590-

Xenografttumoren in der scid-Maus (Lüth et al., bisher unveröffentlicht) 

Insgesamt 30 pathogenfreien weiblichen scid-Mäusen im Alter von 6 bis 8 Wochen 

wurde eine Suspension von jeweils 1x106Tumorzellen der Linie PT1590 (Hosch et al. 

2000) in Matrigel® (BD, Heidelberg, Deutschland) subkutan in die Flankenregion 

injiziert. Vorversuche hatten ergeben, dass der genannte Zusatz, eine Mischung von 

Bestandteilen der murinen extrazellulären Matrix, die Anwachsrate der implantierten 

Zellen erhöht und die Dauer bis zu einem makroskopisch feststellbaren 

Tumorwachstums verkürzt. Die Tiere wurden per Zufall in eine Kontroll- und zwei 

Therapiegruppen eingeteilt. Tierhaltung, Ernährung (Futter und Wasser ad libitum) und 

Manipulationen erfolgten und sterilen Bedingungen. Nach 23 Tage zeigten alle 30 Tiere 

palpierbare subkutane Tumorknoten. Innerhalb der folgenden 21 Tagen erhielten die 

Tiere der Therapiegruppen dann Trastuzumab (Herceptin®, zur Verfügung gestellt von 

Hoffmann LaRoche) in den Dosierungen 2 bzw. 10 mg/kg/Woche, verteilt auf jeweils 

zwei intraperitoneale Injektionen pro Woche. Den Kontrolltieren wurde entsprechend 

nur das verwendete Lösungsmittel PBS verabreicht. Ein Tier aus der Kontrollgruppe 

musste wegen einer ulzerierenden Läsion über dem Tumorknoten vorzeitig getötet 

werden. Nach insgesamt 44 Tagen, zwei Tage nach der letzten Applikation, wurden die 

verbliebenen Tiere geopfert. Primärtumoren und Lungen der Tiere wurden entnommen 

und die Gewichte der Primärtumoren dokumentiert. Die anschließende Aufbereitung der 

Präparate zur weiteren histologischen Untersuchung entspricht der Beschreibung im 

vorangegangen Abschnitt 3.1.1. 

Durch einen zwischenzeitlichen Verlust von zwei Paraffinblöcken reduzierte sich das 

Material auf acht Primärtumoren in der Kontroll- und neun in der 10 mg-Gruppe. 

 

3.1.3. HT29-Xenografttumoren in der scid-Maus 

Zu Vergleichszwecken standen insgesamt 17 HT29-Xenografttumoren zur Verfügung. 

Diese stammten aus den Kontrollgruppen des Versuchs von Sharma et al. (1997) sowie 

einer Wiederhohlung dieses Versuchs unter gleiche Bedingungen im selben Institut 

(9+8=17). Pathogenfreien scid-Mäusen wurde am ersten Versuchstag jeweils eine 

Suspension von 5x107 HT29-Zellen (humane Kolonkarzinom-Zelllinie) subkutan 

injiziert. An den Tagen 20 bis 23 erhielten die Kontrolltiere dreimal täglich 

physiologische Kochsalzlösung intraperitoneal verabreicht. Am folgenden Tag wurden 

die Tiere getötet, die Primärtumoren präpariert und wie in 3.1.1. weiter verarbeitet. 
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3.2. Herstellung von Paraffinschnitten 

5 µm dicke Paraffinschnitte wurden mit einem Mikrotom hergestellt, auf 

silanbeschichtete Objektträger (HistoBond®, Marienfeld, Deutschland) aufgezogen und 

über Nacht bei 37°C im Wärmeschrank getrocknet. Für alle Versuche wurden falls nicht 

speziell angegeben, frisch hergestellte Paraffinschnitte verwendet.  

Direkt vor den Färbungen wurden die Schnitte in Xylol entparaffiniert und über eine 

absteigende Alkoholreihe rehydriert. 

 

3.3. Immunhistochemie  

Bei denen hier zur immunhistochemischen Färbung von humanen Xenografttumoren 

verwendeten Primärantikörpern [Tab. 3] handelt es sich um monoklonale Maus-anti-

human-Antikörper. Die als Trägerorganismus der Tumoren eingesetzten scid-Mäuse 

produzieren keine eigenen Immunglobuline. Die Detektion der gebundenen 

Primärantikörper durch anti-Maus-Antikörper als Sekundärantikörper ist also ohne 

Interferenz möglich. 

Aus dem MV3-Xenograftmodell wurden die Primärtumoren und Lungenmetastasen der 

Kontroll- und der 30 ng/kg/d-Gruppe untersucht, aus dem PT1590-Xenograftmodell die 

Primärtumoren der Kontroll- sowie beider Therapiegruppen. Grundsätzlich wurden 

dabei jeweils für jeden der Antikörper MIB-1, Ki-S2 und KA7 die Schnitte der 

Kontroll- und Therapiegruppe(n) in einem simultanen Durchgang behandelt. 

Unterschiede zwischen verschieden Färbedurchgängen wirken sich so nicht auf den 

Vergleich der Gruppen aus. Die Färbung von MV3-Kontrolltumoren mit den Antikörper 

MIB-1 und Ki-S11 erfolgte in einem gemeinsamen Durchgang, genauso auch die der 

PT1590-Kontrolltumoren. 

Zum Vergleich der Antikörper MIB-1, Ki-S11 und KA7 in HT29-Tumoren wurden drei 

unabhängige Färbungen herangezogen. 

 

 
Antikörper MIB-1  Ki-S11 KA7 Ki-S2 
Antigen pKi-67 unveröffentlicht repp86 
Zellzyklusphasen G1, S, G2, M S, G2, M 
Bezug DAKO A/S Institut für Hämatopathologie, Universität Kiel 

 

Tab. 3: Primärantiköper, die in dieser Arbeit verwendet werden. 
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3.3.1. MIB-1, Ki-S11, Ki-S2 und KA7 

Die Antikörper Ki-S11, Ki-S2 und KA7 wurden freundlicherweise von Prof. Dr. 

Parwaresch (Institut für Hämatopathologie, Universität Kiel) zur Verfügung gestellt. 

Entparaffinierte und rehydrierte Schnitte wurden in Citratpuffer (10 mM 

Citronensäuremonohydrat, mit 10 N NaOH add pH 6.0) in der Mikrowelle zunächst bei 

1000 W bis zum Siedebeginn, dann bei 500 W fünfmal über 2 min (MIB-1, Ki-S11) 

bzw. viermal über 5 min (Ki-S2, KA7) vorbehandelt. Anschließend verblieben die 

Schnitte zum langsamen Abkühlen für 30 min im Citratpuffer, wobei nach 20 min die 

Hälfte durch frischen Puffer ersetzt wurde. Die vorbehandelten Schnitte wurde dreimal 

über 5 min in TBS (Tris-buffered saline: 50 mM Tris base, 150 mM NaCl, mit 2 N HCl 

add pH 7.6) gespült. 

Die nachfolgenden Inkubationen wurden in einer feuchten Kammer bei 

Raumtemperatur durchgeführt (mit Ausnahme der primären Antikörper, siehe dort). 

Alle Verdünnungen wurden in DAKO® Antibody Diluent With Background Reducing 

Components (DAKO Corp., Carpinteria, CA, USA) angesetzt. Zur Blockade 

unspezifischer Bindungen wurden die Schnitte mit 1:10 verdünntem Kaninchen-

Normalserum (DAKO A/S, Glostrup, Dänemark) für 30 min inkubiert. Danach erfolgte 

die Inkubation mit dem primären Antikörper bei 4°C über Nacht; MIB-1 (DAKO A/S) 

1:50 verdünnt, Ki-S2 1:10 verdünnt, Ki-S11 und KA7 als unverdünnter 

Zellkulturüberstand. Am nächsten Tag wurden die Präparate dreimal über 5 min in TBS 

gespült um ungebundene Primärantikörper zu entfernen, dann mit 1:100 verdünntem 

Kaninchen-anti-Maus-Antikörper (DAKO A/S) als Sekundärantikörper für 30 min 

inkubiert und anschließend wie oben gespült. Es folgte ein Inkubation mit 1:100 

verdünntem APAAP Mouse Monoclonal (DAKO A/S) für 30 min und erneutes Spülen. 

Um eine ausreichende Signalverstärkung zu erreichen, wurden die Inkubationen mit 

dem Sekundärantikörper und mit dem APAAP-Komplex sowie die jeweils 

nachfolgenden Spülschritten einmal (MIB-1, Ki-S11, Ki-S2) bzw. zweimal (KA7) 

wiederholt. 

Zur Herstellung des Reaktionsansatzes (Mengen je Küvette angegeben) für die 

enzymatischen Farbstoffentwicklung durch die alkalische Phosphatase wurden 400 mg 

Natrium-Nitrit in 10 ml Aqua dest. gelöst und mit 400 µl Neufuchsin (5 g/100 ml 2 N 

HCl) und 400 ml TBS (50 mM Tris base, 150 mM NaCl, mit 2 N HCl add pH 8.24) 

ergänzt. Danach wurden in rascher Folge 40 mg Naphthol AS in 1000 µl 

Dimethylformamid (DMF) gelöst und hinzugeben, 260 µl Tween 20 hinzugeben, der 
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gesamte Ansatz gemischt und die Schnitte darin für 30 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde durch Spülen für 5 min unter fließendem 

Leitungswasser gestoppt und die Schnitte danach in Aqua dest. überführt. Anschließend 

wurden die Präparate mit frisch gefiltertem Mayers Hämalaun (1:1 in Aqua dest.) 10 sek 

gegengefärbt, für 5 min in fließendem Leitungswasser gebläut, erneut in Aqua dest. 

überführt und mit Hilfe des wasserhaltigen Mediums Clarion/Crystal Mount (Biomeda 

corp., Foster City, California, USA) eingedeckt. 

 

Die Färbungen mit den Antikörpern Ki-S2 und KA7 zeigten in Vorversuchen an 

Schnitten aus allen drei Tierversuchsreihen einen zytoplasmatischen Hintergrund, der 

durch Verdünnung des primären und sekundären Antikörpers oder Zugabe von 

Tween 20 zum TBS-Puffer nicht reduziert werden konnte. Geringer konzentrierte 

Antiköper führten jedoch zu einem Abfall der spezifischen Färbeintensität, der die 

Differenzierbarkeit zwischen gefärbten und ungefärbten Kernen beeinträchtigte.  

Die KA7-Färbung der PT1590-Xenografttumoren nach dem oben beschriebenen 

Protokoll konnte wegen einer starken zytoplasmatischen Hintergrundfärbung nicht 

ausgewertet werden. Die Unterscheidung zwischen ungefärbten und spezifisch 

gefärbten Kernen gelang hier nur unzuverlässig. 
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3.3.2. Suche nach einem MIB-1-Protokoll für gelagerte Paraffinschnitte 

Bei der Durchführung der vorliegenden Arbeit hatten die Lungenserienschnitte des 

MV3-Xenograftmodells, die im Rahmen der Metastasenzählung für nachfolgende 

Untersuchungen aufgehoben worden waren, eine Lagerungsdauer von einem Jahr bei 

Raumtemperatur. Auch bereits vorhandene Schnitte aller MV3-Primärtumoren hatten 

unter denselben Bedingungen gleich lange gelagert. Testschnitte aus dieser Sammlung 

wurden mit dem oben beschriebenen Protokoll für MIB-1 nur sehr schwach angefärbt. 

Über einen Abfall der pKi-67-Immunreaktivität in gelagerten Paraffinschnitten wurde 

mehrfach berichtet. Dieser soll aber durch eine Optimierung des Antigen-Retrievals 

(AR) kompensierbar sein (Wester et al. 2000a, b; zur Diskussion siehe 5.1.1.). 

An gelagerten Paraffinschnitten von fünf Primärtumoren des MV3-Modells sowie an 

frisch angefertigten Schnitten von den Paraffinblöcken derselben Tumoren wurde 

zwecks einer solchen Optimierung ein Suchtest durchgeführt. Dazu wurden 

verschiedene Parameter des Antigen-Retrievals kombinatorisch modifiziert, alle übrigen 

Schritte des MIB-1-Protokolls blieben unverändert. Hitze wurde in der Mikrowelle 

zunächst bei 1000 W bis zum Siedebeginn, dann bei 500 W fünfmal über 2 min [MW] 

oder im Wasserbad bei 85°C über 16h [WB] zugeführt. Als AR-Puffer diente Standard-

Citratpuffer (10 mM Citronensäuremonohydrat, mit 10 N NaOH add pH 6.0) [C] oder 

Borsäure (0.2 M Borsäure, mit 2N NaOH add pH 7.2) [B]. Es wurden also insgesamt 

vier Varianten an frischen [F] und gelagerten [L] Paraffinschnitten getestet: MW-C, 

WB-C, MW-B und WB-B [Tab. 4]. Die beiden Varianten WB-C und WB-B wurden aus 

der Arbeit von Wester et al. (2000b) übernommen. MW-C entspricht mit der 

Verwendung von Standardcitratpuffer und einer Gesamtdauer der 

Mikrowellenbehandlung von 10 min ab Siedbeginn den Empfehlungen für das MIB-1-

Epitop aus der Literatur (Cattoretti et al. 1992; Taylor et al. 1994). 

Das MIB-1[WB-C]-Protokoll lieferte an frischen und gelagerten Paraffinschnitten des 

MV3-Modells vergleichbare Färbergebnisse und wurde daher ausgewählt. Eine analoge 

Protokollvariante wurde auch für den Antiköper Ki-S11 an zwei Primärtumoren erprobt. 

 
 Citratpuffer [C] Borsäure [B] 
Mikrowelle [MW] frische Schnitte, n=5     [F]  

gelagerte Schnitte, n=5 [L]  
frische Schnitte, n=5     [F]  
gelagerte Schnitte, n=5 [L] 

Wasserbad [WB] frische Schnitte, n=5     [F]  
gelagerte Schnitte, n=5 [L] 

frische Schnitte, n=5     [F]  
gelagerte Schnitte, n=5 [L] 

 
Tab. 4: Testschema zum Antigen-Retrieval für gelagerte Paraffinschnitte. 
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3.3.3. MIB-1-Färbungen im Melanom (MV3)-Xenograftmodell 

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse für Primärtumoren und 

Lungenmetastasen zu ermöglichen wurde auch für die Primärtumoren auf die gelagerten 

Paraffinschnitte zurückgegriffen. Diese wurden mit dem MIB-1[WB-C]-Protokoll 

gefärbt. 

Bei einer orientierenden Durchsicht der H.E.-gefärbten Schnitte der Mäuselungen aus 

der Vorgängerarbeit fiel auf, dass die meisten Metastasen sehr klein waren. Selbst in 

Schnitten mit mehr als einer Metastase waren die Gesamtzahlen an Tumorzellkernen 

häufig klein. In vielen Schnitten waren keine Metastasen vorhanden. Für eine 

hinreichend genaue Berechnung des Labelingindices ist jedoch die Zählung einer 

möglichst großen Zahl von Zellkernen zu fordern. In der Vorgängerarbeit konnte in 16 

Tieren der Kontroll- und in 18 Tieren der 30 ng/kg/d-Therapiegruppe eine pulmonale 

Metastasierung nachgewiesen werden. Für jedes dieser Tiere wurde daher mit Hilfe des 

vorhandenen Datensatzes der Metastasenzählung ein Schnitt mit möglichst vielen 

Metastasen ausgewählt. Für die MIB-1[WB-C]-Färbung wurde dann ein direkter, 

ungefärbt gelagerter Nachbarschnitt verwendet. 

Ob unter Verwendung des MIB-1[WB-C]-Protokolls die gelagerten Paraffinschnitte 

gegenüber frischen als gleichwertig zu betrachten sind, wurde erneut mit einer jetzt 

höheren Probenzahl überprüft. Aus praktischen Gründen wurde der angestrebte 

Vergleich der Antikörper MIB-1 und Ki-S11 parallel dazu durchgeführt: Für 11 

Primärtumoren der Kontrollgruppe wurde jeweils zwei benachbarte, frisch angefertigte 

Schnitte mit dem MIB[WB-C]- und dem Ki-S11[WB-C]-Protokoll gefärbt. Die 

Auswertung (siehe unten, codiert in durchmischter Reihenfolge) erfolgte unter 

Einschluss der von denselben Tumoren stammenden Schnitte aus der MIB-1[WB-C]-

Färbung am gelagerten Material. (Die MIB-1[WB-C]-Färbung am frischen Material 

dient hier als Referenz für zwei Vergleiche.) 

 

3.3.4. Negativkontrollen 

In allen Färbegängen wurde je Küvette ein Schnitt aus einem Tumorpräparat desselben 

Tiermodells als Negativkontrolle mitgeführt. Statt mit dem jeweiligen Primärantikörper 

wurde dieser mit DAKO® Antibody Diluent inkubiert, alle übrigen Arbeitsschritte 

unterschieden sich nicht. 

Die Gewebe in den Negativkontrollen waren stets frei von immunhistochemischer 

Anfärbung. 



 

 23

3.4. Mikroskopische Auswertung 

Die gefärbten Schnitte wurden am Mikroskop Axiolplan 2 (Zeiss, Göttingen, 

Deutschland) ausgewertet. Repräsentative Areale wurde mit der Digitalkamera 

Axiovision MRc5 (Zeiss) unter Berücksichtigung des Köhler´schen 

Beleuchtungsprinzips dokumentiert. 

Grundlage der Auswertung ist die Unterscheidung von positiven (spezifisch 

immunreaktiv gefärbten) und negativen (nur Gegenfärbung) humanen Tumorzellkernen. 

Hilfreich dabei ist die Kenntnis des aus der Literatur bekannten 

Färbemusters/Verteilungsmusters des jeweiligen Antikörpers/Antigens. Die Verteilung 

von pKi-67 und repp86 ist abhängig von den Zellzyklusphasen. In Interphasenkernen 

färbt die anti-pKi-67-Immunhistochemie die Nucleoli stark an, aber auch das 

Nukleoplasma diffus sowie in zahlreichen Foci; in der Mitose werden die kondensierten 

Chromosomen intensiv dargestellt (Scholzen u. Gerdes 2000). Das mittels anti-Ki-S2-

Färbung darstellbare repp86 findet sich während der Zyklusphasen S und G2 in einer 

diffusen nukleoplasmatischen Verteilung und ist in der Mitose strikt mit den 

Spindelpolen und �fasern assoziiert (Heidebrecht et al. 1997 u. 2003). Nach eigenen 

Beobachtungen sind KA7-positive Interphasenkerne durch eine diffuse Färbung 

gekennzeichnet. Mitotische Zellen sind durch eine diffuse zytoplasmatische Färbung 

stets als KA7-positiv zu erkennen, die Chromosomen oder der Spindelapparat werden 

jedoch nicht spezifisch dargestellt. 

Die humanen Tumorzellkerne konnten von den murinen Wirtszellen (Fibroblasten, 

Endothelzellen, leukozytäres Infiltrat, Alveolarepithel) morphologisch einfach 

unterschieden werden. Im Gegensatz zu den murinen Zellkernen sind die MV3-, 

PT1590- und HT29-Zellkerne deutlich größer und besitzen prominente Nucleoli. 

Um verfälschende Tendenzen von vorne herein auszuschließen wurden die Schnitte 

jedes Färbedurchgangs codiert in zufällig durchmischter Reihenfolge, d. h. verblindet 

ohne Kenntnis von Gruppenzugehörigkeit oder Färbemethode, ausgewertet. 

 

3.4.1. Primärtumoren: Labelingindices für MIB-1, Ki-S11, Ki-S2 und KA7 

Es wurde das von Sharma et al. (1997) an den HT29-Xenografttumoren benutzte 

Auswertungsverfahren in leicht modifizierter Form übernommen. Dort wurden je 

Schnitt mindestens 500 Zellen unter 400x Vergrößerung mit Hilfe eines Zählgitters 

ausgezählt, das zur Normierung der Zählposition zunächst unter geringer Vergrößerung 

mit der Ecke auf die Tumorrand/Wirt-Grenze eingestellt worden war. 
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In der hier vorliegenden Arbeit wurden in fünf möglichst weit getrennten vitalen 

Tumorregionen jeweils mindestens 100 Zellkerne gezählt (insgesamt also mindestens 

500), um den Einfluss einer regionalen Heterogenität des Gewebes zu mindern. Die 

Wahl der prospektiven Zählpositionen erfolgte stets in der Lupenvergrößerung. 

Die PT1590- und die HT29-Primärtumoren besitzen einen geordneten Aufbau mit einer 

proliferationsreichen Tumorrandzone und zentral gelegenen Nekrosen. Für diese 

Tumorarten wurden die Zählpositionen in die Randzone gelegt. Nach Wechsel zur 100x 

(für HT29) bzw. 200x (für PT1590) Vergrößerung wurde zwecks Abstandsnormierung 

die Kante eines quadratischen Zählgitters (10 mal 10 Feldern, Zeiss) parallel zur 

Tumorrand-Wirt-Grenze eingestellt. Ohne Änderung der Position wurden dann unter 

400x Vergrößerung mindestens 100 Tumorzellkernen (100 Kernen und das zuletzt 

begonnene Feld noch vollständig) ausgezählt. Die Anzahl der positiven und negativen 

Tumorzellkerne wurde für jede der fünf Positionen getrennt notiert. Der Labelingindex 

(kurz: LI) wurde als Quotient aus der Summe der positiven Tumorzellkerne und der 

Gesamtsumme aller gezählten Tumorzellkerne berechnet. 

Die MV3-Primärtumoren zeigten keinen im Sinne von Rand und Zentrum klar 

geordneten Aufbau. Nekrosezonen können hier dicht unterhalb einer schmalen vitalen 

Randzone, ausgedehnte vitale Areal können hingegen auch zentral liegen. Die 

Zählpositionen wurden daher ohne Randregel über das gesamte vitale Tumorgewebe 

verstreut. Auszählung unter 400x Vergrößerung mittels Gitter und Berechnung des LIs 

erfolgten wie oben beschrieben. 

 

3.4.2 Lungenmetastasen im MV3-Modell: Labelingindex für MIB-1 

Es wurden jeweils alle angeschnittenen Lungenmetastasen aufgesucht und für jede die 

Tumorzellkerne vollständig mit dem Zählgitter ausgezählt. Die Zahl negativer und 

positiver Tumorzellkerne und deren Summe wurden für jede Metastase getrennt notiert. 

Der Labelingindex wurde erstens für die im Schnitt vorhandenen Metastasen einzeln 

sowie zweitens für den Schnitt zusammenfassend jeweils als Quotient aus der Summe 

der positiven Tumorzellkerne und der Gesamtsumme der Tumorzellkerne berechnet. 

Metastasen mit einer Tumorzellkernzahl kleiner als 10 wurden aus der Auswertung 

ausgeschlossen. 
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Die �komplette� Auszählung aller im Lungenschnitt vorhandenen Tumorzellkerne birgt 

jedoch das Problem, dass aufgrund unterschiedlicher Gesamtzahlen von 

Tumorzellkernen der zusammenfassende LI für jedes Tier mit einer anderen 

Genauigkeit bestimmt wird [Abb. 1]. 

 

Gesamtzahl N der ausgezählten Tumorzellkerne
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 Gesamtanzahl N an Tumorzellkernen je Schnitt 
Methode Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 

Kontrolle 15 36 155 395 1167 3375 1012 694 870,8 komplett 
ML-I  13 27 84 243 505 629 421 301 212,6 
Kontrolle 13 65 165 234 341 400 176 238 111,3 korrigiert 
ML-I  11 59 89 234 342 399 253 229 123,6 

 
Abb. 1: Gesamtzahl N der ausgezählten/berücksichtigten Tumorzellkerne. 
Aufgrund unterschiedlicher Größe und Anzahl der angeschnittenen Metastasen variieren die 
Gesamtzahlen der je Schnitt komplett ausgezählten Kerne in einem weiten Bereich und haben in den 
beiden Gruppen eine andere Verteilung, wie anhand der Mediane und Interquartilsabstände (IQR) 
erkennbar ist. Damit unterscheidet sich innerhalb und zwischen den Gruppen auch die Genauigkeit, mit 
der der MIB-1-Labelingindex (LI) ermittelt wurde (�komplette� Auswertung). Durch eine nachträgliche 
Reduktion des Datensatzes per Losverfahren wurden die Gesamtkernzahlen aneinander angepasst. Die 
LIs werden vergleichbarer (�korrigierte� Auswertung). 
 

In der Kontrollgruppe betrug die Gesamtzahl der in den Lungenschnitten ausgezählten 

Tumorzellkerne im Median 395, in der Therapiegruppe 243. Der Unterschied der 

Mediane war jedoch statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-Test: p=0,333). 

Innerhalb der Gruppen variierten die Gesamtzahlen erheblich zwischen den Fällen (IQR 

1012 bzw. 421; Interquartilsabstand). 

Die erhobenen Daten wurden daher zusätzlich mit einem abgewandelten Verfahren 

ausgewertet, das durch einen zufälligen rückwirkenden Ausschluss einzelner 

Metastasen darauf abzielt, die Unterschiede in der Gesamtzahl an Tumorzellkernen in 

gewissen Grenzen zu �korrigieren�. Statt einer vordefinierten Zielmarke an 
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auszuzählenden Kernen wie bei den Primärtumoren, wurde hier nachträglich ein 

Zielbereich für die Anzahl einzuschließender Kerne festgelegt. Es wurde abgeschätzt, 

dass mit einem Zielbereich zwischen 40 und 400 Zellkernen die Gesamtzahlen in 

Kontroll- und Therapiegruppe bei gleichzeitig kleinerer Streuung aneinander angenähert 

werden könnten. Der gewählt Zielbereich stellt einen Kompromiss dar. Engere Grenzen 

führen zum vermehrten Ausschluss von Fällen. Zunächst wurden alle einzelnen 

Metastasen mit einer Gesamtzahl an Tumorzellkernen jenseits der gewählten 

Obergrenze von 400 aus der Auswertung gestrichen. In der Kontroll- bzw. der 

Therapiegruppe lag jetzt in fünf bzw. drei Fällen die Gesamtzahl der Tumorzellkerne 

aller verbleibenden Metastasen noch oberhalb der oberen Grenze. In diesen Fällen 

wurden durch ein Losverfahren solange einzelne Metastasen aus der Auswertung 

entfernt, bis die resultierende Gesamtzahl der noch berücksichtigten Tumorzellkerne 

kleiner oder gleich 400 war. Lungenschnitte, in denen die Gesamtzahl die gewählte 

Untergrenze von 40 Tumorzellkernen nicht erreichte, wurden ausgeschlossen. Nach 

Durchführung der beschriebenen Korrekturmethode lag in der Kontroll- und 

Therapiegruppe die Anzahl der eingeschlossenen Tumorzellkerne im Median gleichauf 

bei 234. Der Vergleich durch den Mann-Whitney-Test zeigte dementsprechend keinen 

signifikanten Unterschied (p=0,885). Die Streubreite der Werte innerhalb der Gruppen 

konnte verringert (IQR 176 bzw. 253) und die Form ihrer Verteilung in beiden Gruppen 

angeglichen werden [Abb. 1]. In beiden Gruppen mussten jeweils zwei Fälle wegen 

Verletzung der aufgestellten Grenzbedingungen ausgeschlossen werden. Zur 

Berechnung des LIs wurden jetzt nur noch die verbliebenen Metastasen herangezogen. 

 

Der Vergleich der Labelingindices zwischen Primärtumoren und Lungenmetastasen 

wird von einem analogen Problem berührt. Die Gesamtzahl der ausgezählten Kerne in 

den Primärtumoren betrug im Median in der Kontrollgruppe 520 (IQR 13) und in der 

Therapiegruppe 522 (IQR 15), in den Lungenmetastasen jedoch 395 (IQR 1012) bzw. 

243 (IQR 421). Daher wurden auch hier eine alternative, �korrigierte� Auswertungen 

vorgenommen. Für jeden Primärtumor wurde per Zufall zwei der fünf Zählareale aus 

dem Datensatz ausgewählt. Jetzt lag die Gesamtzahl der noch berücksichtigten Kerne in 

der Kontroll- und Therapiegruppe im Median bei 208 (IQR 8) bzw. 209 (IQR 6), konnte 

also gut an den Wert von 234 für die Lungenschnitte angepasst werden. 

Zur erneuten Berechnung der LIs wurden jeweils nur noch die beiden ausgelosten 

Zählpositionen verwendet. 
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3.4.3. Intensitätsvergleiche der MIB-1-Färbungsvarianten 

Jeweils zwei analoge Schnitte desselben Tumors, die sich nur in einer der drei 

modifizierten Bedingungen [MW/WB, C/B, F/L] unterschieden, wurden miteinander 

verglichen. Insgesamt ergeben sich so für jeden der fünf Tumore 12 (=3*2*2) paarweise 

Vergleichmöglichkeiten. Die Auswertung wurde codiert und in durchmischter 

Reihenfolge zweimal durchgeführt. Die Intensität der spezifischen Kernfärbung des 

MIB-1-Antikörpers in den gepaarten Schnitten wurde mit Hilfe der drei Kategorien kein 

(=), leichter (< bzw. >) und starker Unterschied (<< bzw. >>) verglichen (nach 

Bertheau et al. 1998). In Fälle von abweichenden Wertungen in beiden 

Auswertungsdurchgängen wurden durch eine dritte Betrachtung zwischen beiden 

vorherigen Antworten entschieden: Alle abweichenden Wertungen (15 von 60 Fällen) 

betrafen die Stärke des Intensitätsunterschiedes (</<< bzw. >/>>), während die 

Richtung stets konsistent angegeben wurde. 

 

3.5. Statistische Berechungen 

Für die Berechungen und die graphische Darstellung wurde das Programm GraphPad 

Prism 4 (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) verwendet. 

 

Zur Beschreibung der Verteilung des LIs eines Antikörpers innerhalb einer Gruppe 

wurden jeweils Minimum, 25%ile, Median, 75%ile und Maximum berechnet und als 

Box-Plot dargestellt. Der Median stellt ein für die gesamte Gruppe repräsentatives Maß 

dar, das gegenüber Extremwerten robust und auch bei schiefen Verteilungen 

aussagekräftig ist. Der Interquartilsabstand (IQR=75%ile-25%ile) ist ein Streuungsmaß. 

Alternativ werden zusätzlich Mittelwerte bzw. Standardabweichungen angegeben. 

Zu Vergleichen der Gruppen im Hinblick auf statisch signifikante Unterschiede wurden 

der Mann-Whitney-Test (Vergleich zweier Gruppen) und der Kruskal-Wallis-Test 

(Vergleich von mehr als zwei Gruppen) angewendet. Zum Vergleich verschiedener 

Parameter innerhalb derselben Gruppe wurde der Wilcoxon-Test für gepaarte Werte 

eingesetzt. 

Alle p-Werte wurden zweiseitig berechnet, Werte kleiner als 0,05 bzw. 0,01 galten als 

statistisch signifikant bzw. hoch signifikant. 
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4. Ergebnisse 
 

4.1. Ergebnisse im Melanom (MV3)-Xenograftmodell 
 

4.1.1. Primärtumoren: Einfluss von ML-I auf die pKi-67- und repp86-Expression 

Der Median des MIB-1-LIs der MV3-Primärtumoren lag in der Kontrollgruppe bei 42% 

(IQR 4) und in der Therapiegruppe (30 ng/kg/d ML-I) bei 41% (IQR 6). Im Mann-

Whitney-Test zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied beider Gruppen 

(p=0,223). Kontroll- und Therapiegruppe unterscheiden sich also nicht bezüglich der als 

Anteil pKi-67-positiver Zellen bestimmten Wachstumsfraktion [Abb. 2, 3]. 

Die Untersuchung des Ki-S2-LIs ergab für die MV3-Primärtumoren der Kontroll- und 

Therapiegruppe einen Median von 19% (IQR 5) bzw. 21% (IQR 4). Auch dieser 

Unterschied war statistisch nicht signifikant (Mann-Whitney-Test: p=0,335). Kontroll- 

und Therapiegruppe unterscheiden sich demnach nicht im Hinblick auf die relative 

Größe des mittels der repp86-Expression identifizierten Proliferationspools [Abb. 2, 3]. 

Für jeden Tumor wurde auch der Quotient aus MIB-1-LI und Ki-S2-LI berechnet, um 

damit indirekt den Anteil der nicht-G1-Zellen am Zellzyklus zu bestimmen [Abb. 2]. 

Der Median dieses Quotienten betrug für die Kontrolltumoren 46% (IQR 10) und für 

die Therapietumoren 50% (IQR 15). Dieser geringe Anstieg war statistisch signifikant 

(Mann-Whitney-Test: p=0,046). 
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MV3-Primärtumoren: Therapie mit ML-I (30 ng/kg/d)

K ML-I K ML-I K ML-I
0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

     MIB-1                 Ki-S2              Ki-S2/MIB-1

LI
 (%

) b
zw

. L
I-Q

uo
tie

nt
 (%

)

 
 

 LI (%)  bzw.  LI-Quotient (%) 
Antikörper Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 

Kontrolle 18 36 40 42 44 48 4 42 2,9 MIB-1 
 ML-I  18 31 37 41 44 47 6 40 4,3 

Kontrolle 18 14 17 19 22 25 5 20 2,7 Ki-S2 
ML-I  18 16 18 21 22 27 4 21 3,0 
Kontrolle 18 37 40 46 50 62 10 46 7,1 Ki-S2/MIB-1 

 ML-I  18 34 46 50 61 67 15 52 9.4 
 
Abb. 2: Untersuchung des Effekts einer Therapie mit 30 ng/kg/d ML-I auf die Expression der 
proliferationsassoziierten Antigene pKi-67 (MIB-1) und repp86 (Ki-S2) in MV3-Primärtumoren. 
Durch den Labelingindex (LI) wird jeweils die relative Größe eines bestimmten Proliferationspools 
ermittelt (G1+S+G2+M [pKi-67] bzw. S+G2+M [repp86]). Im Fall von pKi-67 heißt diese 
Wachstumsfraktion. Der Quotient beider LIs ist ein indirektes Maß für den Anteil der nicht-G1-Zellen am 
Zellzyklus. Der geringe Unterschied beider Gruppen hinsichtlich dieses Quotienten ist statistisch 
signifikant (Mediandifferenz 4%, p= Mann-Whitney-Test: p=0,046). 
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Abb. 3: Immunhistochemische Darstellung der proliferationsassoziierten Antigene pKi-67 
(MIB-1) und repp86 (Ki-S2) in jeweils einem MV3-Primärtumor aus der Kontroll- und der 
Therapie (30 ng/kg/d ML-I)-Gruppe. Die Primärtumoren der Kontroll- und der Therapiegruppe 
unterscheiden sich im Median weder hinschichtlich des Anteils pKi-67-positiver noch des Anteils 
repp86-positiver Tumorzellkerne. Allgemein ist der Anteil repp86-positiver Tumorzellkerne kleiner als 
der pKi-67-positiver. [Rote Zellkerne = spezifische immunreaktive Färbung; Blaue Zellkerne = 
Hämalaun-Gegenfärbung] 
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Abb. 4: Immunhistochemische Darstellung der proliferationsassoziierten Antigene pKi-67 
(MIB-1) und repp86 (Ki-S2) in jeweils einer MV3-Lungenmetastase aus der Kontroll- und der 
Therapie (30 ng/kg/d ML-I)-Gruppe. Die Metastasen der Kontroll- und der Therapiegruppe 
unterscheiden sich im Median nicht bezüglich des Anteils pKi-67-positiver Tumorzellkerne. [Rote 
Zellkerne = spezifische immunreaktive Färbung; Blaue Zellkerne = Hämalaun-Gegenfärbung] 
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4.1.2. Die pKi-67-Expression in einzelnen Lungemetastasen  
Für jede gefundene Metastase wurde der MIB-1-LI getrennt berechnet und in einem 

Diagramm gegen die jeweilige Gesamtzahl der in dieser Metastase komplett 

ausgezählten Tumorzellkerne aufgetragen [Abb. 4, 5]. Im Bereich kleiner Gesamtzahlen 

streuen die Werte des LIs erheblich (9 bis 97% in der Kontroll- und 11 bis 78% in der 

Therapiegruppe). Mit zunehmender Gesamtzahl der angeschnittenen und ausgewerteten 

Tumorzellkerne nimmt die Streuung der MIB-1-Werte systematisch ab. Dabei scheinen 

die Punkte für die Kontroll- und die Therapiegruppe jeweils in Form eines 

symmetrischen Trichters verteilt zu liegen. Die Punktwolken beider Gruppen 

überlappend sich vollständig. 

Nicht zu erkennen ist eine positive oder negative Korrelation zwischen der Gesamtzahl 

der Tumorzellkerne im Metastasenanschnitt und dem MIB-1-LI, die als systematischer 

positiver oder negativer Zusammenhang zwischen Metastasengröße und 

Wachstumsfraktion interpretierbar wäre. 
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Abb. 5: Individuelle pKi-67-Expression (MIB-1) der MV3-Lungenmetastasen. Einzelne Metastasen 
werden hier als individuelle Punkte und unabhängig ihrer Zugehörigkeit zum jeweiligen Fall 
(Versuchstier) für die Gruppen vereinigt dargestellt. Der jeweilige MIB-1-Labelingindex (LI) als Maß für 
die Wachstumsfraktion wird gegen die Gesamtanzahl der Tumorzellkerne im Metastasenanschnitt als 
Ersatzmaß der Metastasengröße aufgetragen.  



 

 32

4.1.3. Lungenmetastasen: Einfluss von ML-I auf die pKi-67-Expression 

In der �kompletten� Auswertung der MV-3-Lungenmetastasen wurde für die Kontroll- 

und Therapiegruppe ein Median des MIB-1-LIs von 46% (IQR 18) bzw. 42% (IQR 12) 

ermittelt. Der Mann-Whitney-Test zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied 

beider Gruppen (p=0,612). 

In der �korrigierten� Auswertung lag der Median des MIB-1-LIs in der Kontroll- und 

Therapiegruppe gleich bei 41% (IQR 22 bzw. 12) und ohne statistisch signifikanten 

Unterschied der Gruppen im Mann-Whitney-Test (p=0,524). 

Beide Methoden führten mit vergleichbaren p-Werten zu derselben Aussage: Es konnte 

kein Unterschied der Wachstumsfraktion zwischen den MV3-Lungenmetastasen der 

Kontroll- und Therapiegruppe gefunden werden [Abb. 4, 6]. 

 

MV3-Lungenmetastasen: Therapie mit ML-I (30 ng/kg/d)
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 MIB-1-LI (%) 
Methode Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 

Kontrolle 15 32 36 46 54 73 18 46 11,5 komplett 
ML-I  13 33 36 42 48 74 12 44 10,9 
Kontrolle 13 32 37 41 59 73 22 46 12,9 korrigiert 
ML-I  11 33 35 41 47 53 12 41 6,8 

 
Abb. 6: Untersuchung des Effekts einer Therapie mit 30 ng/kg/d ML-I auf die Expression des 
proliferationsassoziierten Antigens pKi-67 (MIB-1) in MV3-Lungenmetastasen. Der MIB-1-
Labelingindex (LI) misst die Wachstumsfraktion. Ergebnisse der �kompletten� und der bezüglich der 
problematischen Tumorzellkerngesamtzahlen �korrigierten� Auswertung. 
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4.1.4. Primärtumoren und Lungenmetastasen: Vergleich der pKi-67-Expression 

Die MIB-1-LIs der Primärtumoren und der Lungenmetastasen wurde miteinander 

verglichen [Abb. 7]. Auch hier wurden dazu beide Auswertungsverfahren einander 

gegenübergestellt. 

In der jeweiligen �kompletten� Auswertung betrug der Median des LIs in der 

Kontrollgruppe 42% (IQR 4) für die Primärtumoren und 46% (IQR 18) für die 

Lungenmetastasen, in der Therapiegruppe 41 % (IQR 6) bzw. 42% (IQR 12). Im 

Wilcoxon-Test zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den 

Primärtumoren und den Lungenmetastasen in der Kontrollgruppe (p= 0,525) und der 

Therapiegruppe (p= 0,414). 

Auf der Grundlage der �korrigierten� Auswertungen betrug der Median des LIs in der 

Kontrollgruppe 42% (IQR 7) für die Primärtumoren und 41% (IQR 22) für die 

Lungenmetastasen, in der Therapiegruppe 40% (IQR 7) bzw. 41% (IQR 12). Im 

Wilcoxon-Test zeigte sich innerhalb der Kontroll- (p=0,497) und Therapiegruppe 

(p=0,320) kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Primärtumoren und 

den Lungenmetastasen. 

Damit unterscheiden sich die MV3-Primärtumoren und -Lungenmetastasen weder 

innerhalb der Kontrollgruppe, noch innerhalb der ML-I-Therapiegruppe bezüglich ihrer 

Wachstumsfraktion. Das Ergebnis war unabhängig von der Auswertungsmethode. 
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MV3-Primärtumoren und -Lungenmetastasen
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 MIB-1-LI (%) �korrigierte� Daten 
Gruppe Lokalisation n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 

PT 18 32 37 42 44 51 7 41 4,7 Kontrolle 
LM 13 32 37 41 59 73 22 46 12,9 
PT 18 29 37 40 44 47 7 40 4,9 ML-I 
LM  11 33 35 41 47 53 12 41 6,8 

 
Abb. 7: Vergleich der Expression des proliferationsassoziierten Antigens pKi-67 (MIB-1) zwischen 
Primärtumoren und Lungenmetastasen im MV3-Xenograftmodell. Der MIB-1-Labelingindex (LI) 
misst die Wachstumsfraktion (hier nur für die �korrigierte� Auswertung dargestellt). 
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4.2. Ergebnisse im Ösophaguskarzinom (PT1590)-Xenograftmodell 

 

4.2.1. Primärtumoren: Einfluss von Trastuzumab (Herceptin®) auf die pKi-67- 

und repp86-Expression 

Die pKi-67-Expression in den PT1590-Primärtumoren der Kontrollgruppe und der 

beiden Therapiegruppen (2 und 10 mg/kg/Woche Trastuzumab) wurde durch den 

MIB-1-LI bestimmt, der im Median 30% (IQR 1), 33% (IQR 9) bzw. 35% (IQR 6) 

betrug. Der Vergleich durch den Kruskal-Wallis-Test zeigte eine statistisch signifikante 

Unterschied der drei Gruppen (p=0,034). Beim paarweisen Vergleich der Gruppen 

durch den Mann-Whitney-Test war der Unterschied zwischen der Kontroll- und der 

10 mg/kg/Woche Trastuzumab-Gruppe statistisch hoch signifikant (p=0,008). Die 

Kontroll- und die 2 mg/kg/Woche-Gruppe (p=0,101), sowie die beiden 

Therapiegruppen untereinander (p=0,400) zeigten keinen statistisch signifikanten 

Unterschied. Relativ war die Wachstumsfraktion also unter 10 mg/kg/Woche 

Trastuzumab um etwa 16% größer als unter Kontrollbedingungen [Abb. 8, 9]. 

Der Median des Ki-S2-LIs lag in allen drei Gruppen (Kontrolle, 2 und 10 mg/kg/Woche 

Trastuzumab) gleich bei 18% (IQR 4, 6, bzw. 4). Entsprechend lieferte der Vergleich 

der drei Gruppen mit dem Kruskal-Wallis-Test einen p-Wert oberhalb der 

Signifkanzgrenze (p=0,882). Kontroll- und Therapiegruppen unterscheiden sich folglich 

nicht im Hinblick auf die relative Größe des mittels der repp86-Expression 

identifizierten Proliferationspools [Abb. 8, 9]. 

Für jeden Tumor wurde auch der Quotient aus MIB-1-LI und Ki-S2-LI berechnet, um 

damit indirekt den Anteil der nicht-G1-Zellen am Zellzyklus zu bestimmen [Abb. 8]. 

Der Median dieses Quotienten betrug für die Tumoren der Kontrollgruppe 62% 

(IQR 13) und für die Tumoren der Therapiegruppen (2 und 10 mg/kg/Woche 

Trastuzumab) 55% (IQR 11) und 53 (IQR 53). Der Abfall war statistisch nicht 

signifikant (Kruskal-Wallis-Test: p=0,882).  
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PT1590-Primärtumoren: Therapie mit Trastuzumab (Herceptin®)
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 LI (%)  bzw.  LI-Quotient (%) 
Antikörper Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 

Kontrolle 8 28 30 30 31 32 1 30 1,3 
2mg/kg 10 23 29 33 37 38 9 32 4,8 

MIB-1 

10mg/kg 9 29 32 35 38 41 6 35 3,6 
Kontrolle 8 13 17 18 20 26 4 19 3,7 
2mg/kg  10 13 15 18 21 24 6 18 3,2 

Ki-S2 

10mg/kg 9 15 17 18 21 24 4 19 2,8 
Kontrolle 8 45 54 62 67 85 13 62 12,3 
2mg/kg  10 49 50 55 61 65 11 58 5,5 

MIB-1/Ki-S2 
 

10mg/kg 9 49 51 53 56 65 6 54 4,9 
 
Abb. 8: Untersuchung des Effekts einer Therapie mit 2 bzw. 10 mg/kg/Woche Trastuzumab 
(Herceptin®) auf die Expression der proliferationsassoziierten Antigene pKi-67 (MIB-1) und 
repp86 (Ki-S2) in PT1590-Primärtumoren. Durch den Labelingindex (LI) wird jeweils die relative 
Größe eines bestimmten Proliferationspools ermittelt (G1+S+G2+M [pKi-67] bzw. S+G2+M [repp86]). 
Im Fall von pKi-67 heißt diese Wachstumsfraktion. Der geringe Unterschied der Gruppen hinschichtlich 
des Anteils pKi-67-positiver Zellen ist statistisch signifikant (Kruskal-Wallis-Test: p=0,034). Der 
Quotient beider LIs, ein indirektes Maß für den Anteil der nicht-G1-Zellen am Zellzyklus, unterscheidet 
sich nicht signifikant zwischen den Gruppen. 
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Abb. 9: Immunhistochemische Darstellung der proliferationsassoziierten Antigene pKi-67 
(MIB-1) und repp86 (Ki-S2) in jeweils einem PT1590-Primärtumor aus der Kontroll- bzw. einer 
Therapie (10 mg/kg/Woche Trastuzumab)-Gruppe. Die Primärtumoren der 10 mg/kg/Woche-
Gruppe haben gegenüber der Kontrollgruppe einen geringfügig höheren Anteil pKi-67-positiver 
Tumorzellkerne (Mediandifferenz 5%, Mann-Whitney-Test: p=0,008). Hinschichtlich des Anteils 
repp86-positiver Tumorzellkerne besteht kein Unterschied zwischen den Gruppen. Allgemein ist der 
Anteil repp86-positiver Tumorzellkerne kleiner als der pKi-67-positiver. In der Ki-S2-Färbung der 
PT1590-Tumoren fällt eine deutliche zytoplasmatische Hintergrundfärbung auf. [Rote Zellkerne = 
spezifische immunreaktive Färbung; Blaue Zellkerne = Hämalaun-Gegenfärbung] 

 



 

 38

4.3. Einfluss des Antigen-Retrievals auf die pKi-67-Immunreaktivität mit dem 

Antikörper MIB-1 in gelagerten Paraffinschnitten 

In einer Testfärbung an fünf MV3-Primärtumoren wurde erstens der Einfluss der 

Lagerung von Paraffinschnitten über ein Jahr bei Raumtemperatur im Vergleich zur 

Verwendung von frisch angefertigten Schnitten sowie zweitens der Einfluss der 

Variation mehrerer Parameter der Vorbehandlungsprozedur (Antigen-Retrieval, AR) auf 

die pKi-67-Immunreaktivität (MIB-1-Antikörper) untersucht [Abb. 11]. Als Kriterien 

dienten die Intensität der Färbung und die eigentliche Zielgröße, der MIB-1-

Labelingindex. 

Durch paarweisen Vergleich der spezifischen Färbungsintensität zwischen jeweils zwei 

Schnitten desselben Tumors, die sich nur in einer der modifizierten Bedingungen 

Material (frisch [F] vs. gelagert [L]), Hitzezufuhr (Mikrowelle [MW] 500 W über 5x 2 

min ab Siedebeginn vs. Wasserbad [WB] bei 85°C über 16h) und AR-Puffer 

(Citratpuffer [C] vs. Borsäure [B]) unterschieden, wurde versucht, deren Wirkung zu 

isolieren [Tab. 5]. 

Die Verwendung gelagerter Schnitte im Vergleich zu frischen führte in Verbindung mit 

den Varianten MW-C, WB-C und MW-B konsistent zu einer verminderten 

Färbungsintensität. Dabei war der lagerungsbedingte Intensitätsabfall nach der 

Vorbehandlung in Citratpuffer bei 100°C in der Mikrowelle besonders stark ausgeprägt 

und das Intensitätsniveau bei den gelagerten Schnitten hier schwach. Mit der Variante 

WB-B war die Färbungsintensität von frische und gelagerte Schnitte vergleichbar. 

Die Wasserbadmethode führte im Vergleich zur Mikrowellenmethode mit beiden 

Puffern konsistent zu stärkeren Färbeergebnissen. Bei der Behandlung von frischen 

Schnitten in Citratpuffer war der Einfluss der Erhitzungsmethode tendenziell am 

geringsten ausgeprägt. 

Die Färbungsintensitäten waren nach einer Vorbehandlung mit Borsäure statt 

Citratpuffer konsistent kräftiger. Die Variante WB-B erzeugte eine starke Überfärbung 

der Schnitte. Die mit Borsäure behandelten Schnitte neigten zu einer stärkeren 

zytoplasmatischen Hintergrundfärbung.  

In keiner der Vorbehandlungsvarianten kam es zu einer Ablösung von Paraffinschnitten 

vom Objektträger. 

Mit der Variante WB-C konnte in den gelagerten Schnitten eine qualitativ sehr gute, 

kräftige und detailreiche MIB-1-Färbung erzielt werden, die mit den frischen Schnitten 

identisch war. 
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Tab. 5: Antigen-Retrieval-Test für pKi-67 (MIB-1) an frischen und gelagerten Paraffinschnitten 
von MV3-Primärtumoren (n=5). Paarweiser Intensitätsvergleich der spezifischen Färbung zwischen 
Schnitten jeweils desselben Tumors. Kategorien: kein (=), geringer (> bzw. <) oder starker Unterschied 
(>> bzw. <<). Bsp.: Nach einer Vorbehandlung mit Citratpuffer im Wasserbad (WB-C) war die Intensität 
der spezifischen Färbung für 3 von 5 Fällen in frischen Paraffinschnitten gering stärker als in gelagerten 
(F>L). [MW= Mikrowelle 1000 W bis Siedebeginn, dann 500 W über 5x2 min; WB= Wasserbad bei 
85°C über 16 h; C= 10 mM Citratpuffer (pH 6.0); B= 0,2 M Borsäure (pH 7.2); F= frische 
Paraffinschnitte; L= Paraffinschnitte mit einer Lagerungsdauer von 1 Jahr bei Raumtemperatur] 
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Abb. 10: Antigen-Retrieval-Test für pKi-67 (MIB-1) an frischen und gelagerten Paraffinschnitten 
von MV3-Primärtumoren (n=5). Auswirkungen von Lagerung und Vorbehandlunsmethoden auf den 
MIB-1-Labelingindex. [MW= Mikrowelle 1000 W bis Siedebeginn, dann 500 W über 5x 2 min; WB= 
Wasserbad bei 85°C über 16 h; C= 10 mM Citratpuffer (pH 6.0); B= 0,2 M Borsäure (pH 7.2); F= frische 
Paraffinschnitte; L= Paraffinschnitte mit einer Lagerungsdauer von 1 Jahr bei Raumtemperatur] 

Bedingungen Paarweise Intensitätsvergleiche der MIB-1 Färbung (n=5) 
fix verglichen >> > = < << 

MW-C 5/5     
WB-C 2/5 3/5    
MW-B 3/5 2/5    
WB-B 

F vs. L 
Material 

  5/5   
C-F    4/5 1/5 
C-L    2/5 3/5 
B-F     5/5 
B-L 

MW vs. WB 
Hitzezufuhr 

    5/5 
MW-F    2/5 3/5 
WB-F     5/5 
MW-A    2/5 3/5 
WB-A 

C vs. B 
AR-Puffer 

    5/5 
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 Abb. 11: Antigen-Retrieval-Test für pKi-67 (MIB-1) in einem MV3-Primärtumor. 
Die Lagerung von Paraffinschnitten vor MIB-1-Immunhistochemie mit einer Standardvorbehandlung 
(MW-C) führt zu einem starken Verlust an Immunreaktivität, welcher jedoch durch eine optimierte 
Vorbehandlung (WB-C) kompensierbar ist. [MW= Mikrowelle; WB= Wasserbad; C= Standard-
citratpuffer; B= Borsäure; F= frische Paraffinschnitte; L= 1 Jahr gelagerte Paraffinschnitte] 
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Aufgrund der geringen Fallzahl werden die für die Testschnitte bestimmten MIB-1-

Labelingindices rein deskriptiv behandelt [Abb. 10]. Auf die Berechnung von p-Werten 

wurde verzichtet. Zwei Schnitte, beide WB-B-L, konnten wegen einer unzureichenden 

Gegenfärbung nicht ausgezählt werden. 

In Verbindung mit der Mikrowellenbehandlung in Citratpuffer war der Labelingindex 

für MIB-1 in den gelagerten Paraffinschnitten deutlich niedriger als in den frischen 

(absolut um ca. 13%). Es ergibt sich hier eine abgeschätzte relative Reduktion des LIs 

nach einjähriger Lagerung der Schnitte bei Raumtemperatur auf etwa das 0,6 fache des 

Wertes für frische Schnitte. Nach einer Vorbehandlung in Citratpuffer mit dem 

Wasserbad, oder in Borsäure mit beiden Erhitzungsalternativen zeigte sich kein 

lagerungsbedingter Abfall des LIs.  

Die Wasserbadmethode führte gegenüber der Mikrowellenmethode zu höheren LIs. 

Dabei waren bei Verwendung von Citratpuffer die Werte in den frischen Schnitte nur 

wenig (ca. 6%), in den gelagerten Schnitte jedoch deutlich (ca. 19%) größer. Letzteres 

entspricht hier in etwa einer Verdoppelung des LIs von der Mikrowellen- zur 

Wasserbadmethode. In den mit Borsäure behandelten Schnitten wurde ein relativer 

Anstieg des LIs um etwa die Hälfte beobachtet. 

Mit der Mikrowellenbehandlung frischer Schnitte in Citratpuffer und Borsäure wurden 

vergleichbaren LIs erzielt. Mit der Wasserbadmethode lagen die Werte bei Verwendung 

von Borsäure an Stelle von Citratpuffer höher. 

Zur Überprüfung Variante WB-C mit einer größeren Fallzahl wurden für 11 

Primärtumoren der Kontrollgruppe des MV3-Xenograftversuchs MIB-1-Färbungen von 

frischen und ein Jahr gelagerten Paraffinschnitten in einer simultanen Auszählung 

verglichen. Der Median des LIs betrug für die frischen Schnitte 41% (IQR 8%), für die 

gelagerten Schnitte 38% (IQR 9%) [Abb. 12]. Der Unterschied war statistisch nicht 

signifikant (Wilcoxon Test: p=0,240). Demnach kommt es mit der 

Vorbehandlungsmethode WB-C im Hinblick auf die relevante Zielgröße zu keiner 

Reduktion der pKi-67-Immunreaktivität im gelagerten Material. 

In einem kleinen Zusatztest wurden Mikrowellen- und Wasserbadvorbehandlung mit 

Citratpuffer auch für den anti-pKi-67-Antikörper Ki-S11 verglichen (n=2): Während bei 

Mikrowellenvorbehandlung ein starker Intensitätsverlust der Ki-S11-Färbung in 

gelagerten Schnitten beobachtet wurde, konnte die Intensität mit 

Wasserbadvorbehandlung deutliche angehoben werden. Ki-S11 zeigte damit ein 

ähnliches Verhalten wie MIB-1. 
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low temperature antigen retrieval mit Citratpuffer für pKi-67:
frische und gelagerte Paraffinschnitte
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 MIB-1-LI (%) 
Material Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 
frisch Kontrolle 11 30 36 41 44 48 8 40 5,2 
gelagert Kontrolle 11 29 33 38 42 46 9 38 5,6 

 
Abb. 12: pKi-67-Immunreaktivität als MIB-1-Labelingindex (LI) nach Antigen-Retrieval bei 85°C 
über 16 h im Wasserbad mit 10mM Citratpuffer (pH 6,0) in MV3-Primärtumoren (n=11). 
[WB= Wasserbad; C= Standardcitratpuffer; F= frische Paraffinschnitte; L= Paraffinschnitte mit einer 
Lagerungsdauer von 1 Jahr bei Raumtemperatur] 
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4.4. Vergleich der anti-pKi-67-Antikörper MIB-1 und Ki-S11 

 

4.4.1. HT29 

Der LI für die beiden anti-pKi-67-Antikörper MIB-1 und Ki-S11 wurde an HT29-

Xenograftumoren verglichen [Abb. 16, 18]. Die Werte für Ki-S11 lagen mit einem 

Median des LI von 17% (IQR 5) deutlich unter denen für MIB-1 mit 40% (IQR 11). 

Dieser Unterschied war statistisch hoch signifikant (Wilcoxon-Test: p<0,001). Die 

Differenz der Mediane betrug 23%. 

 

4.4.2. MV3 

Für 11 MV3-Primärtumoren wurde der LI von zwei verschiedenen anti-pKi-67-

Antikörper, MIB-1 und Ki-S11, verglichen [Abb. 13, 19]. Der Median des LIs für 

MIB-1 war mit 41% (IQR 8) etwas größer als der für Ki-S11 mit 34% (IQR 6). Der 

Unterschied der Mediane von 7% war statistisch hoch signifikant (Wilcoxon-Test: 

p=0,002). 

 

MV3 Primärtumoren: Antikörper gegen pKi67
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 LI (%) 
Antikörper Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 
MIB-1 Kontrolle 11 30 36 41 44 48 8 40 5,2 
Ki-S11 Kontrolle 11 28 29 34 35 44 6 33 4,8 

 
Abb. 13: Untersuchung der pKi-67-Expression in MV3-Primärtumoren mit zwei verschiedenen 
Antikörpern, MIB-1 und Ki-S11. Der Antikörper Ki-S11 liefert hier eine niedrigere Bestimmung des 
Anteils pKi-67-positiver Tumorzellkerne (Labelingindex) als der Antikörper MIB-1, der Unterschied ist 
statisch hochsignifikant (Mediandifferenz 7%, Wilcoxon-Test: p=0,002). 
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4.4.3. PT1590 

Für die PT1590-Primärtumoren der Kontrollgruppe wurde der LI für MIB-1 und Ki-S11 

miteinander verglichen [Abb. 14, 15]. Für Ki-S11 war der Median des LI mit 22% 

(IQR 3) kleiner als für MIB-1 mit 30% (IQR 1). Der Unterschied mit einer Differenz 

von 8% war statistisch hoch signifikant (Wilcoxon Test: p=0,008). 

 

PT1590-Primärtumoren: Antikörper gegen pKi67
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 LI (%) 
Antikörper Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 
MIB-1 Kontrolle 8 28 30 30 31 32 1 30 1,3 
Ki-S11 Kontrolle 8 18 21 22 23 27 3 22 2,6 

 
Abb. 14: Untersuchung der pKi-67-Expression in PT1590-Primärtumoren mit zwei verschiedenen 
Antikörpern, MIB-1 und Ki-S11. Der Antikörper Ki-S11 liefert hier eine niedrigere Bestimmung des 
Anteils pKi-67-positiver Tumorzellkerne (Labelingindex) als der Antikörper MIB-1, der Unterschied ist 
statisch hochsignifikant (Mediandifferenz 8%, Wilcoxon-Test: p=0,008). 
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Abb. 15: Immunhistochemische Darstellung von pKi-67 in einem PT1590-Primärtumor der 
Kontrollgruppe mit zwei verschiedenen Antikörpern, MIB-1 und Ki-S11. Der Antikörper Ki-S11 
färbt weniger Zellkerne an als der Antikörper MIB-1. [Rote Zellkerne = spezifische immunreaktive 
Färbung; Blaue Zellkerne = Hämalaun-Gegenfärbung] 
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4.5. Vergleich der Antikörper MIB-1 und KA7 

 

4.5.1. HT29 

Mit einem Median von 40% (IQR 11) bzw. 39% (IQR 11) unterschieden sich die LIs 

für KA7 und MIB-1 nicht signifikant in den untersuchten HT29-Xenografttumoren 

(Wilcoxon-Test: p=0,526) [Abb. 16, 18]. 

 

Die HT29-Kontrolltumoren der beiden unter gleichen Bedingungen durchgeführten 

Xenograft-Tierversuche glichen sich untereinander hinsichtlich der LIs für die hier 

getesteten Antikörper MIB-1, Ki-S11 und KA7 (Mann-Whitney-Test). Die mittleren 

Tumorgewichte der Kontrollgruppen beider Versuchsreihen waren identisch. Hier und 

im Abschnitt 4.4.1. werden die Ergebnisse für eine vereinigte Gruppe gezeigt. 

 

HT29-Primärtumoren: MIB-1, Ki-S11 und KA7
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 LI (%) 
Antikörper Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 
MIB-1 Kontrolle 17 24 34 40 45 49 11 39 6,6 
Ki-S11 Kontrolle 16 8 15 17 20 25 5 17 4,3 
KA7 Kontrolle 17 30 35 39 43 48 8 39 4,8 

 
Abb. 16: Untersuchung der p-Ki-67-Expression von HT29-Primärtumoren mit zwei verschiedenen 
Antikörpern, MIB-1 und Ki-S11, und Vergleich mit der Expression des �KA7-Antigens�. Der 
Antikörper Ki-S11 lieftert hier eine niedrigere Bestimmung des Anteils pKi-67-positiver Tumorzellkerne 
(Labelingindex) als MIB-1, der Unterschied ist statisch hochsignifikant (Mediandifferenz 23%, 
Wilcoxon-Test: p<0,001). Die Antikörper KA7 und MIB-1 markieren einen gleichgroßen Anteil an 
Tumorzellkernen (Labelingindex). 
 



 

 46

4.5.2. MV3 

Die MV3-Primärtumoren hatten im Median einen KA7-LI von 44% (IQR 6) in der 

Kontroll- und von 46% (IQR 8) in der Therapiegruppe (30 ng/kg/d ML-I) [Abb. 17]. Im 

Vergleich durch den Mann-Whitney-Test ergab sich kein statistisch signifikanter 

Unterschied beider Gruppen (p=0,137). Damit führt der Vergleich der 

Wachstumsfraktion zwischen der Kontroll- und Therapiegruppe mit Hilfe Antikörper 

KA7 und MIB-1 (siehe 4.1.1.) zu demselben Ergebnis. 

Die LIs für MIB-1 und KA7 unterschieden sich innerhalb der Kontrollgruppe mit 

Medianen von 42% bzw. 44% nicht signifikant (Wilcoxon-Test: p=0,293) 

[Abb. 17, 19]. Im Gegensatz dazu war innerhalb der Therapiegruppe der Unterschied 

mit Medianen von 41% bzw. 46% statistisch hoch signifikant (Wilcoxon-Test: 

p<0,001), die Differenz betrug jedoch nur 5% [Abb. 17]. 

MV3-Primärtumoren: MIB-1 und KA7

K ML-I K ML-I
0

20

40

60

80

100

MIB-1                      KA7

LI
 (%

)

 
 LI (%) 
Antikörper Gruppe n= Min 25%ile Median 75%ile Max IQR Mittel SD 

Kontrolle 18 36 40 42 44 48 4 42 2,9 MIB-1 
 ML-I  18 31 37 41 44 47 6 40 4,3 

Kontrolle 18 38 40 44 46 50 6 44 3,4 KA7 
ML-I  18 38 41 46 49 55 8 46 4,6 

 
Abb. 17: Vergleich der Expression von pKi-67 (MIB-1) und �KA7-Antigen� (KA7) in MV3-
Primärtumoren der Kontroll- und der Therapie (30 ng/kg/d ML-I)-Gruppe. Die Antikörper KA7 
und MIB-1 markieren in der Kontrollgruppe einen gleichgroßen Anteil an Tumorzellkernen 
(Labelingindex). In der Therapiegruppe unterscheiden sich ihre Labelingindices zwar statisch 
hochsignifikant, jedoch nur geringfügig (Mediandifferenz 5%, Wilcoxon-Test: p<0,001). 
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Abb. 18: Immunhistochemische Färbung 
eines HT29-Primärtumors der Kontroll-
gruppe mit den Antikörpern MIB-1, Ki-S11 
(beide anti-pKi-67) sowie KA7. Der 
Antikörper Ki-S11 färbt weniger Zellkerne an 
als der Antikörper MIB-1. Die Antikörper KA7 
und MIB-1 markieren einen gleichgroßen Anteil 
an Tumorzellkernen. [Rote Zellkerne = 
spezifische immunreaktive Färbung; Blaue 
Zellkerne = Hämalaungegenfärbung] 
 

 
 

 
 
 
 
 

 
MIB-1 
 

 
Ki-S11 

 
KA7 
 

Abb. 19: Immunhistochemische Färbung 
eines MV3-Primärtumors der Kontroll-
gruppe mit den Antikörpern MIB-1, Ki-S11 
(beide anti-pKi-67) sowie KA7. Der 
Antikörper Ki-S11 färbt weniger Zellkerne an 
als der Antikörper MIB-1. Die Antikörper KA7 
und MIB-1 markieren einen gleichgroßen Anteil 
an Tumorzellkernen. [Rote Zellkerne = 
spezifische immunreaktive Färbung; Blaue 
Zellkerne = Hämalaungegenfärbung] 
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5. Diskussion 

Die bereits bekannte therapeutische Wirksamkeit von ML-I in einem Xenograftmodell 

des humanen malignen Melanoms in der scid-Maus, sowie von Trastuzumab in einem 

entsprechenden Modell des humanen Ösophagus-Adenokarzinoms sollte durch die 

immunhistochemische Analyse der proliferationsassoziierten Marker pKi-67 und 

repp86 näher charakterisiert werden. Daneben wurde auch die Frage gestellt, welcher 

der beiden Marker besser als Instrument geeignet ist, die beobachteten 

wachstumshemmenden Effekte der Medikamente zu reflektieren. Der Diskussion der 

Ergebnisse werden zunächst eine Besprechung von technischen Aspekten der 

Immunhistochemie mit Proliferationsmarkern sowie ausführliche theoretische 

Überlegungen zu deren Anwendung im Rahmen der Untersuchung von 

Therapieeffekten auf Tumoren vorangestellt. 

 

 

5.1. Proliferationsmarker: Technische Diskussion 

 

5.1.1. Gelagerte Paraffinschnitte und Antigen-Retrieval für die MIB-1-

Immunhistochemie 

Die verfügbaren Lungenschnitte des MV3-Xenograftmodells hatten eine 

Lagerungsdauer von einem Jahr. Testfärbungen mit einem an anderen 

Xenografttumoren (HT29) bereits erfolgreich eingesetzten MIB-1-Protokoll zeigten hier 

nur ein unzureichendes Signal. Es stellte sich die Frage, ob durch eine Optimierung des 

MIB-1-Protokolls die vorhandenen Lungenschnitte nutzbar gemacht werden könnten. 

Die Möglichkeit eines Abfalls der Immunreaktivität in gelagerten, ungefärbten 

Paraffinschnitten wurde in den letzten 10 Jahren in einer Reihe von methodischen 

Arbeiten für eine Vielzahl von Antigenen untersucht. Die Aussagekraft und 

Vergleichbarkeit von klinischen und experimentellen Studien könnten beeinträchtigt 

sein, wenn auf gelagerte Schnitte mit unter Umständen sogar unterschiedlicher 

Lagerungsdauer zurückgegriffen werden muss. Dabei könnte es zu falsch negativen 

Aussagen, zu artifiziellen Unterschieden zwischen Vergleichsgruppen, zur Verdeckung 

echter Gruppenunterschiede oder zur Nichtübertragbarkeit von Cut-Off-Werten 

kommen. 
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Mehrere Teilfragen waren von Bedeutung:  

• Welche Antigene, oder genauer Epitop/Antikörper-Kombinationen, sind betroffen? In 

welchem Ausmaß und mit welchem Zeitverlauf findet dort die Reduktion der 

Immunreaktivität statt? Antworten hierauf bestimmen die Relevanz des möglichen 

Problems. Dabei ist die für das jeweilige Antigen bedeutsame Zielgröße zu 

berücksichtigen, z. B. Intensität, Verteilungsmuster oder Labelingindex. 

• Welchen Einfluss haben die Fixierung, die Lagerungstemperatur oder die Exposition 

der Schnitte gegenüber dem Sauerstoff der Luft? 

• Kann ein optimiertes Antigen-Retrieval (AR) einen lagerungsbedingten Signalabfall 

kompensieren? 

Es zeigte sich, dass das Phänomen für viele, aber nicht alle der geprüften Antigene 

tatsächlich in einem relevanten Ausmaß und innerhalb einer Zeitspanne von praktischer 

Bedeutung zu beobachten ist. So fanden Wester et al. (2000b) nach einer Lagerungszeit 

der Paraffinschnitte von 12 Wochen einen relevanten Signalabfall für sieben von elf 

getesteten Antigenen. Zu denen in diesem Zusammenhang besonders häufig 

untersuchten Antigen, für die übereinstimmend von diesem Effekt berichtet wurde, 

gehören p53, ER (Östrogen-Rezeptor) und pKi-67 (Bromley et al. 1994; Prioleau u. 

Schnitt 1995; Kato et al. 1995; Jacobs et al. 1996; Shin et al. 1997; Bertheau et al. 1998; 

Grabau et al. 1998; Wester et al. 2000b; DiVito et al. 2004; Fergenbaum et al. 2004). 

Prioleau und Schnitt (1995) beobachteten mit zwei verschiedenen Antikörpern einen 

Abfall der p53-Immunreaktivität in Paraffinschnitten von zehn p53-positiven 

Mammakarzinomen, die über zwei Monate bei Raumtemperatur gelagert hatten, 

gegenüber frischen Schnitten derselben Blöcke in einer simultanten Färbung. 

Übereinstimmend für beide Antikörper war die Intensität der Färbung in den gelagerten 

Schnitten stets geringer als in den frischen. Alle zehn Fälle zeigten sich im frischen 

Material p53-positiv, drei Fälle im gelagerten Material jedoch falsch-negativ.  

Jacobs et al. (1996) verglichen die p53-Immunreaktivität in über 2, 4, 8 oder 12 Wochen 

bei Raumtemperatur gelagerten Paraffinschnitten von p53-positiven 

Mammakarzinomen gegenüber frischen Schnitte mit einer computergestützen (Anteil 

positiver Pixel) und visuellen Auswertung (negativ/positiv). Bereits nach zwei Wochen 

hatte der Anteil positiver Pixel signifikant auf 31% des Wertes für frische abgenommen 

und reduzierte sich bei längerer Lagerung nach 12 Wochen weiter auf nur 8% des 

Wertes für frische Schnitte. Es waren jetzt ein Viertel der Fälle falsch-negativ. Auch die 
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Lagerung bei 4°C führte zu einem Abfall der Immunreaktivität, der hier jedoch 

signifikant geringer ausgeprägt war als bei Raumtemperatur. 

Wester et al. (2000b) verfolgten die Immunreaktivität von p53 und vom MIB-1-Epitop 

auf pKi-67 in gelagerten Paraffinschnitten (4°C oder 20°C) von Blasenkarzinomen mit 

den Zeitintervallen 2, 4 und 8 Wochen im Vergleich zu frischen Schnitten ebenfalls mit 

einer computergestüzten Auswertung (Anteil positver Pixel, mittlere Objektintensität). 

Es kam zu einem signifikanten Abfall beider Maße für beide Antigene innerhalb der 

ersten zwei Wochen, der sich bei längerer Lagerung nur gering fortsetzte. Es wurden 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den beiden Lagerungstemperaturen 

gefunden. In einem Test an Schnitten von in Formalin fixierten und in Agarose 

eingebetteten Tumorzellen zeigte sich für beide Antigene eine signifikante 

Abschwächung des Lagerungseffekts bei -20°C.  

Die MIB-1-Labelingindices in Blasenkarzinombiopsien waren nach einer 10 wöchigen 

Lagerung bei Raumtemperatur signifikant niedriger als bei 4°C (Wester et al. 2000a). 

Grabau et al. (1998) fanden eine temperaturabhängige Reduktion der Immunreaktivität 

(hier als Anteil positiver Pixel) für sieben von acht geprüften Antigenen nach einer 

Lagerungsdauer von drei Jahren, darunter pKi-67 (MIB-1-Epitop) und p53. Nach einer 

Lagerung bei 4°C oder 20°C war weniger als 50% der pKi-67-Immunreaktivität 

gegenüber ungelagerten Schnitten erhalten, bei einer Temperatur von -80°C zeigte sich 

kein Lagerungseffekt. 

Wester et al. (2000b) fanden keinen Einfluß der Fixierungszeit von 6 h bis 7 Tage in 

Formalin auf den lagerungsbedingten Abfall der Immunreaktivität von p53 und pKi-67. 

In der Arbeit von Atkins et al. (2004) jedoch hatten acht verschieden 

Fixierungsmethoden einen zum Teil unterschiedlichen Effekt auf einen 

lagerungsbedingten Abfall der Immunreaktivität des EGF-Rezeptors. 

Oxidation unter Einfluss des Luftsauerstoffs wurde häufig als Mechanismus 

vorgeschlagen, der zum Abfall der Immunreaktivität von Antigenen in gelagerten 

Paraffinschnitten führen soll. Eine Paraffinbeschichtung der Schnitte hatte nur eine 

minimalen (Jacobs et al. 1996), zwei alternative Beschichtungen überhaupt keinen 

protektiven Effekt (Wester et al. 2000a). Die Kombination einer Paraffinbeschichtung 

mit der Lagerung der Schnitten in einer Stickstoffatmosphäre führte zu einer Retention 

der Immunreaktivität von 72% bis 99% für Cytokeratin, ER und pKi-67 gegenüber 

frischen Schnitten, beide Methoden allein waren weniger effektiv. Bei Lagerung 
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unbeschichteter Schnitte an der Luft hingegen zeigte sich für alle drei Antigen ein 

deutlicher Abfall (DiVito et al. 2004). 

In der bereits genannten Arbeit konnten Grabau et al. (1998) für sechs von sieben 

Antigenen die nach Lagerung reduzierte Immunreaktivität durch ein alternatives 

Antigen-Retrieval-Protokoll wiederhergestellt werden. Für einige Antigene, darunter 

pKi-67 (MIB-1-Epitop) und p53, bestand die Verbesserung in der Verwendung von 

Tris-EGTA-Puffer (pH 9.0) statt Citratpuffer (pH 6.0) im Rahmen einer Mikrowellen-

vorbehandlung über 25 min, für andere Antigene in der Verlängerung der Dauer der 

Vorbehandlung mit Tris-EGTA-Puffer von 25 auf 35 min. 

In der Untersuchung von Wester et al. (2000b) war der lagerungsbedingte Abfall der 

Immunreaktivität von pKi-67 (MIB-1-Epitop) durch ein modifiziertes Antigen-Retrieval 

kompensierbar. Das Standardverfahren in dieser Arbeit war eine Vorbehandlung mit 

Citratpuffer (10 mM, pH 6.0) bei 85° C im Wasserbad über 16 h. Die alternative 

Vorbehandlung mit Borsäure (0.2 M, pH 7.2) unter sonst gleichen Bedingungen führte 

in 12 Wochen gelagerten Schnitten zu signifikant höheren Flächen- und 

Intensitätswerten gegenüber frischen Schnitten, die mit dem Citratpuffer-Protokoll 

behandelt worden waren. Ein simultaner Vergleich einerseits mit frischen Schnitten plus 

Borsäure-Protokoll, andererseits mit 12 Wochen gelagerten Schnitten plus Citratpuffer-

Protokoll wurde leider nicht durchgeführt. Die alternative Vorbehandlung mit Borsäure 

führte gegenüber der Standardmethode des Labors nicht nur zu stärkeren 

Färbungsintensitäten, sondern auch zu höheren MIB-1-Labelingindices in 10 Wochen 

gelagerten Schnitten (West et al. 2000a). 

Motiviert durch die genannten Untersuchungen wurde in der hier vorliegenden Arbeit 

ein Test zur Optimierung des Antigen-Retrieval-Protokolls für die MIB-1-Färbung der 

gelagerten Paraffinschnitte durchgeführt. Dazu wurden die beiden von Wester et al. 

(2000a, b) verwendeten Protokolle WB-C und WB-B übernommen und mit unserem 

Standardprotokoll MW-C sowie einer Borsäure-basierten Variante MW-B verglichen. 

Nach einer Vorbehandlung mit der Variante MW-C zeigte sich in den gelagerten 

Schnitten eine starke Reduktion der Färbungsintensität und eine Abfall des 

Labelingindices auf etwa 60% des Wertes in frischen Schnitten. Die hier interessante 

Zielgröße, der Labelingindex, wird also in einem relevanten Ausmaß von der Lagerung 

beeinflusst. Übereinstimmend mit den Ergebnissen von Wester et al. (2000b) war in 

Verbindung mit der Variante WB-C die Färbungsintensität in den gelagerten Schnitten 

vermindert, die Labelingindices waren jedoch nicht reduziert. Offenbar konnten anders 
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als mit der Variante MW-C schwächer gefärbte Kerne hier noch deutlich als positiv 

erkannt werden. Die Variante WB-C führte in frischen Schnitten zu leicht höheren 

Labelingindices als die Variante MW-C. Dies erscheint tolerierbar, da die Werte in 

derselben Größenordnung liegen und letztlich nicht die absolute Werte, sondern 

Unterschiede zwischen Geweben oder Gruppen interessant sind. In einer Überprüfung 

des WB-C-Protokolls mit einer vergrößerten Fallzahl fand sich kein statistisch 

signifkanter Unterschied der MIB-1-Labelingindices zwischen frischen und einjährig 

gelagerten Schnitten. Das Protokoll WB-C kann damit für MIB-1-Färbung von 

gelagerten Paraffinschnitten empfohlen werden. 

Die Vorbehandlung mit Borsäure statt mit Citratpuffer führte zu kräftigeren 

Färbungsintensitäten, im Falle der Wasserbadmethode sogar zu einer starken 

Überfärbung. Mit Borsäure unterschieden sich die MIB-1-Labelingindices nicht 

zwischen frischen und gelagerten Schnitten, unabhängig von der gewählten Hitzezufuhr 

des Antigen-Retrievals, aber das Niveau der Werte war bei der Wasserbadmethode 

deutlich höher. Bei der Mikrowellenmethode lagen die Werte für beide AR-Puffer auf 

dem gleichen Niveau. Aufgrund der guten Ergebnisse mit dem Standardcitratpuffer 

unter der alternativen Hitzezufuhrmethode wurde die Anwendung von Borsäure nicht 

weiter verfolgt. 

Die drei wichtigsten Einflussfaktoren des Antigen-Retrievals sind die Temperatur, die 

Dauer der Vorbehandlung und der pH-Wert der verwendeten Lösung (Shi et al. 1997). 

Die Varianten WB-C und MW-C unterscheiden sich in zwei dieser Parametern, der 

Temperatur und der Dauer. Auf eine weitere unabhängige Manipulation wurde 

verzichtet. Temperatur und die nötige Dauer stehen nach Shi et al. (1997) in einem 

umgekehrten Verhältnis zueinander, ihr Produkt verhalte sich konstant. Das 

Temperatur-Zeit-Produkt ist für das WB-C-Protokoll um etwa den Faktor 80 größer als 

für das MW-C-Protokoll. Möglicherweise besteht also der Vorteil einer Temperatur 

unterhalb des Siedpunktes darin, dass eine massive Erhöhung des Temperatur-Zeit-

Produkts über einer Verlängerung der Vorbehandlungsdauer leicht, ohne fortwährend 

verdampften Puffer ersetzen zu müssen, erreicht werden kann. Die Temperatur jedoch 

könnte nicht in einem vergleichbaren Maß vergrößert werden. Für einige Antigene 

scheint aber eine reduzierte Temperatur per se erforderlich zu sein (Shi et al. 1997, 

2002). pKi-67 profitiert von einem Antigen-Retrieval mit Lösungen deren pH-Wert 

über dem des Standardcitratpuffers von 6.0 liegt (Shi et al. 1995; Kim et al. 2004). Dies 
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könnte die verstärkende Wirkung der Vorbehandlung mit Tris-EGTA-Puffer oder 

Borsäure auf die MIB-1-Färbung von gelagerten Paraffinschnitten erklären. 

Offen bleibt, nach welchem Mechanismus ein intensiviertes Antigen-Retrieval einen 

lagerungsbedingten Verlust an Immunreaktivität kompensieren kann. Denkbar sind eine 

überhaupt effektivere Rekrutierung formalinmodifizierter Epitope oder eine Umkehr 

von anderen chemischen Modifikationen, die im Verlauf der Lagerungszeit entstehen. 

Als Ergebnis der Vorarbeiten lässt sich festhalten, dass mit dem 

Vorbehandlungsprotokoll WB-C in Paraffinschnitten eine qualitativ sehr gute MIB-1-

Färbung ohne lagerungsbedingten Abfall des Labelingindices erzielt werden kann. Die 

Verstärkung der Intensität durch die alternative Verwendung von Borsäure statt 

Citratpuffer ist nicht notwendig.  

 

5.1.2. Vergleich der Antikörper MIB-1, Ki-S11 und KA7 

Die Antikörper MIB-1 (Gerdes et al. 1992) und Ki-S11 (Rudolph et al. 1997) reagieren 

beide mit dem pKi-67-Antigen, welches exklusiv in den Phasen G1 bis M des 

Zellzyklus exprimiert wird (Gerdes et al. 1984). Der Antikörper KA7 (Institut für 

Hämatopathologie, Universität Kiel) reagiert mit einem von pKi-67 verschiedenen 

Antigen, welches ebenfalls exklusiv in denselben Zellzyklusphasen exprimiert wird 

(mündliche Information: Prof. Dr. Rudolph, ehemals Institut für Hämatopathologie, 

Universität Kiel). Im Sinne einer Qualitätssicherung wurde gefragt, ob in unseren 

Paraffinschnitten mit allen drei Antikörpern gleiche Labelingindices und damit gleiche 

Bestimmungen der Wachstumsfraktion erreicht werden. 

In den HT29-Xenografttumoren lieferten die Antikörper MIB-1 und KA7 identische 

LIs. In den MV3-Xenografttumoren lagen die LIs für KA7 tendenziell etwas höher als 

für MIB-1. In der Therapiegruppe, nicht aber in der Kontrollgruppe, fand sich ein 

statistisch zwar hoch signifikanter, mit einer absoluten Differenz von nur 5% in 

getrennten Färbungen jedoch nicht relevanter Unterschied. Im letztlich interessanten 

Vergleich der Wachstumsfraktion zwischen der Kontroll- und Therapiegruppe des 

MV3-Xenograftversuches führten beide Marker zu derselben Aussage (kein 

Unterschied der Gruppen). Die Tatsache, dass die Bestimmung der Wachstumsfraktion 

mittels zweier unterschiedlicher Antigene zu gleichwertigen Ergebnissen führt, kann als 

positives Qualitätskriterium gelten. Im Vergleich zu MIB-1 war allerdings bei der 

Anwendung von KA7 eine stärkere Hintergrundfärbung auffällig. 
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Die LIs für Ki-S11 waren in den HT29-, MV3- und PT1590-Kontrolltumoren jeweils 

statistisch hoch signifikant kleiner als die LIs für MIB-1. Dabei betrugen die absoluten 

Differenzen 23%, 7% bzw. 8%. Bei der Bestimmung des Anteils pKi-67-positiver 

Zellen durch zwei unterschiedliche Antikörper ist eine Differenz in der Größenordnung 

von 20% sicherlich zu groß. Absolute Unterschiede <10% halten wir jedoch für 

vertretbar, wenn nach einem relativen Vergleich zwischen Gruppen gefragt wird. Die 

besonders große Differenz in den HT29-Tumoren ist am ehesten durch eine einmalig 

unzureichende Ki-S11-Färbung erklärbar. Auf eine Wiederholung wurde verzichtet. 

Für die Untersuchung des MV3- und PT1590-Xenograftmodells hinsichtlich der 

inhaltlichen und nicht rein methodischen Fragestellungen wurde der kommerzielle 

Antikörper MIB-1 eingesetzt. 

 

5.2. Proliferationsmarker: Theoretische Überlegungen  

Wichtig für die Interpretation der mit Hilfe von Proliferationsmarkern wie pKi-67 

erhobenen Daten ist eine kritische Betrachtung des Konzeptes der Wachstumsfraktion. 

Aufgrund seiner besonderen zellzyklusabhängigen Expression kann pKi-67 dafür 

genutzt werden, den verhältnismäßigen Anteil derjenigen Zellen an einer 

Gesamtzellpopulation zu bestimmen, die sich in den proliferationsaktiven Phasen des 

Zellzyklus G1, S, G2 und M, nicht aber in der Ruhephase G0 befinden. Der übliche 

Begriff Wachstumsfraktion ist nicht frei von Unstimmigkeit. Er wird einerseits als der 

Anteil der Zellen in den Zyklusphasen G1, S, G2 und M, andererseits aber auch als 

Anteil �proliferierender� Zellen definiert. Aus prinzipiellen Gründen ist eine klare 

Unterscheidung zwischen �proliferierenden� und �nicht-proliferierenden� Zellen aber 

gar nicht möglich ist. Für jede Zelle innerhalb des Zellzyklus ist ihre tatsächliche 

Teilung stets ein potentielles Ereignis in der Zukunft. Eine einzelne Zelle kann ihren 

Weg durch den Zyklus bis zur Teilung fortsetzen oder ihn zuvor entweder durch 

Übertritt in die Ruhephase oder durch Zelltod verlassen. Außerdem kann die Dauer 

komplett vollzogener Zellzyklusdurchläufe innerhalb einer Zellpopulation erheblich 

variieren. Die Wachstumsfraktion, operationalisiert als Anteil der pKi-67-positiven 

Zellen, ist eine Zustandsbeschreibung des Gewebes zu einem gegeben Zeitpunkt. Sie 

gibt die relative Größe des Pools potentiell teilungsfähiger Zellen an und darf nicht mit 

der Proliferationsrate verwechselt werden. Die Untersuchung zusätzlicher Parameter 

könnte Analyse von Zellproliferation und Tumorwachstum verbessern (die Diskussion 

folgt hier Scholzen u. Gerdes 2000). 
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Das nukleäre Protein repp86, spezifisch markiert durch den Antikörper Ki-S2, wird 

exklusiv in den Zellzyklusphasen S, G2 und M exprimiert, nicht aber in der G1-Phase 

(Rudolph u. Parwaresch 1996; Heidebrecht et al. 1997; Rudolph et al. 1998). Die G1-

Phase ist die Zyklusphase mit der längsten Dauer und der größten zeitlichen 

Variabilität. Sie beherbergt mit dem Aus- und Eintrittspunkt zwischen dem Zellzyklus 

und der Ruhephase sowie mit dem G1/S-Restriktionspunkt, an welchem die Zelle 

verweilen, in die S-Phase fortschreiten oder die Apoptose einleiten kann, wichtige 

Verzweigungspunkte im Zellschicksal. Die Kieler Arbeitsgruppe, die den Ki-S2-

Antikörper entwickelte, vermutete daher, dass der repp86-Index besser den tatsächlich 

proliferierenden Zellpool erfasse und eine höhere prognostische Relevanz für maligne 

Tumoren besitzen könnte als der pKi-67-Index (die Diskussion folgt hier Rudolph u. 

Parwaresch 1996, Heidebrecht et al. 1997 u. Rudolph et al. 1998). Der Quotient aus 

dem repp86-Index und dem pKi-67-Index, ein indirektes Ersatzmaß für den Anteil der 

nicht-G1-Zellen im Zellzyklus, war in allen untersuchten normalen Geweben nur selten 

größer als 40%. Verschiedene Gewebetypen wiesen unterschiedliche, charakteristische 

Quotienten auf, welche im Allgemeinen in den Geweben mit bekanntermaßen hohem 

Umsatz besonders hoch lagen. In verschiedenen malignen Tumoren variierte der 

Quotient in einem weiten Bereich von 10 bis 90%. Sein Mittelwert lag (mit großen 

Streuungen) für  gut differenzierte Karzinome bei 25%, für schlecht differenzierte 

Karzinome bei 57% und für hochmaligne Lymphome bei 72%. Die Werte des 

repp86/pKi-67-Quotient ließen sich also in einen biologisch sinnvollen Zusammenhang 

bringen (Rudolph et al. 1998). In einer Studie zu prognostischen Faktoren des 

Lymphknoten-negativen Mammakarzinoms war der repp86-Index dem pKi-67-Index 

gegenüber überlegen und sogar insgesamt der stärkste, der signifikanten und 

unabhängigen prognostischen Faktoren (Rudolph et al. 1999). Auch beim Neuroblastom 

stellte sich der repp86-Index in einer Multivarianzanalyse als wichtigster prognostischer 

Faktor heraus. Der pKi-67-Index wurde hier nicht mit bestimmt, ist aber nach 

Kenntnissen aus der Literatur kein prognostischer Faktor beim Neuroblastom (Krams et 

al. 2003). Beim endometrioiden Adenokarzinom des Uterus war ein höherer 

repp86/pKi-67-Quotient ein unabhängiger prognostischer Faktor einer schnelleren 

Krankheitsprogression, nicht aber ein höherer pKi-67-Index (Bonatz et al. 2001). Zum 

repp86/pKi-67-Quotienten könnte kritisch angemerkt werden, dass der Anteil der nicht-

G1-Zellen im Zellzyklus indirekt über die repp86- und pKi-67-Indices aus getrennten 

Färbungen von zwei Paraffinschnitten berechnet wird. Eine Evaluierung dieser 
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indirekten Bestimmung, z.B. durch Vergleich mit einer durchflusszytometrischen 

2-Paramter-Analyse von pKi-67-Expression und DNA-Gehalt, wurde offenbar noch 

nicht unternommen. 

Unter der idealisierenden Annahme einer einheitlichen Zellzyklusdauer und einer zu 

vernachlässigenden Zelltodrate sind die Wachstumsfraktion (pKi-67-Index) und die 

Proliferationsrate (Entstehungsrate neuer Zellen) proportionale Größen. Die Frage, ob 

der pKi-67-Index die Proliferation misst, lässt demnach auch wie folgt formulieren: Ist 

unter realen Bedingungen trotz Variabilität der Zellzykluszeiten (zwischen den Zellen 

derselben Gewebeprobe und zwischen den Gewebeproben) und der Variabilität der 

Zelltodrate (zwischen den Gewebeproben) eine gemeinsame Variation von 

Wachstumsfraktion und Proliferationsrate feststellbar? Diese Vermutung ist sicherlich 

nicht in jedem Fall zutreffend. 

Die direkte Messung der Proliferationsrate oder verwandter Maße wie der potential 

doubling time (Tpot) ist methodisch aufwendig und schwierig. Am weitesten verbreitet 

ist die Pulsverfolgungsmethode. Die Zellen in der Kultur bzw. im Gewebe werden dazu 

zeitlich begrenzt einem markierten Nukleotidanalgon (z. B. BrdU) ausgesetzt, im 

Tierversuch oder am Patienten als Bolusinjektion. Nach einem Intervall werden die 

Inkorporation des Analogons sowie der DNA-Gehalt der Zellen durchflußzytometrisch 

gemessen. Zellkinetische Parameter werden unter bestimmten idealisierenden 

Annahmen mit mathematischen Formeln aus den Daten abgeleitet (Wilson u. 

McNally 1992). 

Die immunhistochemische Bestimmung des pKi-67-Indices ist retrospektiv (!) und ohne 

Substanzapplikation (Klinik!) durchführbar. Vorteile immunhistochemischer gegenüber 

durchflußzytometrischer Methoden sind der Erhalt räumlicher Information und die 

Möglichkeit, allein die Tumorzellpopulation des Gewebes untersuchen zu können. Der 

pKi-67-Index misst mit dem Anteil der Zellen in den Zyklusphasen G1, S, G2 und M 

eine biologisch sinnvoll interpretierbare, proliferationsbezogene Größe. Diese ist für 

verschiedene klinische Fragestellung ein aussagekräftiger Parameter, z. B. als 

diagnostische Hilfe (benigne vs. maligne) oder als prognostischer Faktor für bestimmte 

maligne Tumoren (Übersichten in: Scholzen und Gerdes 2000; Endl et al. 2001; Brown 

und Gatter 2002). Der Nutzten des Markers muss jeweils für Gewebstyp und 

Fragestellung einzeln bestätigt oder ausgeschlossen werden und ist praktisch 

entscheidender als die Frage nach einer optimalen Validität als Ersatzmaß für die 
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Proliferationsrate. In den bisher untersuchten Anwendungen zeigte repp86 oder seine 

kombinierte Betrachtung mit pKi-67 gegenüber letzterem alleine Vorteile. 

 

Die Frage, ob in der experimentellen oder klinischen Situation Änderungen der 

Proliferationsrate eines Tumors unter Therapie  von parallelen Änderungen des pKi-67-

Indices reflektiert werden, ist von anderen Anwendungen dieses Markers getrennt zu 

betrachten. 

Um den Unterschied zwischen der Wachstumsfraktion, operationalisiert als pKi-67-

Index, und der Proliferationsrate zu verdeutlichen, verweisen Scholzen und Gerdes 

(2000) auf eine Arbeit, in der der pKi-67-Index bei pharmakologischen Manipulationen 

der Zellkinetik untersucht wurde. Wie Van Oijen et al. (1998) in dieser Arbeit 

feststellten, blieben Zellen in vitro nach Inhibition der G1/S-Progression, der DNA-

Synthese oder Induktion eines mitotischen Arrests positiv für pKi-67, ohne weiter zu 

proliferieren. Daneben wäre auch noch die Überlegung zu berücksichtigen, dass im 

Falle einer therapeutisch erhöhten Zelltodrate von Zykluszellen nicht alle Zykluszellen 

in ihrer Zukunft den Zyklus komplett bis zur vollzogenen Teilung durchlaufen, sondern 

teilweise zuvor sterben werden. Diese Befunde bzw. Hypothesen habe offensichtlich 

eine große Bedeutung für die hier besprochene Frage. Unterschiede in der 

Proliferationsrate zwischen Proben, die durch experimentell oder therapeutisch 

induzierte Unterschiede in Zellzyklusdauer oder Zelltodrate zustande kommen, müssen 

nicht von Unterschieden in der Wachtumsfraktion reflektiert werden.  

Die Regulation von Zellteilung und Apoptose im Gewebe erfolgt auf mehreren 

ineinander verschränkten Ebenen. Auf der zellulären Ebene werden Zellzyklus und 

Apoptose durch ein komplexes Netzwerk von Signalwegen gesteuert. Auf der Ebene 

des Gewebes interagieren Zellen lokal in einem dreidimensionalen Verband z. B. über 

lösliche Faktoren, Zellkontakte und Substratverbrauch. Physiologisch werden 

Proliferations- und Zellverlustrate je nach Gewebstyp und Funktionszustand genau 

aufeinander abgestimmt, um das jeweilige Bilanzziel (bei ganz unterschiedlichen 

Umsätzen) zu erreichen.  

Für maligne Zellen sind molekulare Defekte im intrazellulären Signalnetzwerk 

pathogenetisch essentiell bedeutsam (Fenton u. Longo 2005). Diese führen zu einer 

unterschiedlich ausgeprägten zellulären Autonomie. Die integrative Rückkoppelung 

unter den Zellen auf der Ebene des Gewebes muss dabei aber nicht vollständig 

zusammenbrechen. Die Verschränkung beider Ebenen lässt sich z. B. sehr elegant an 
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multizellulären Sphäroid-Kulturen von Tumorzellen untersuchen, die sich in ihrem 

Verhalten deutlich von monolayer-Kulturen unterscheiden  (LaRue et al. 2004). Das 

Phänomen der Repopulation von Tumorzellen im Intervall zwischen den Applikationen 

von Radio- oder Chemotherapien ist ein häufiger Grund des Therapieversagens (Kim u. 

Tannock 2005). In einem Xenografttumormodell des humanen Plattenepithelkarzinoms 

der Zervix setzte eine Repopulation bereits frühzeitig während einer multifraktionierten 

Bestrahlungsserie ein, und nicht erst nach deren Abschluss. Sie wurde durch einen 

Anstieg der Wachstumsfraktion getragen. Die Zellzyklusdauer blieb dagegen relativ 

konstant. Als Auslöser wurde der unter Bestrahlung gesteigerter Zellverlust 

angenommen (Sham u. Durand 1999). Es muss also an die Möglichkeit gedacht werden, 

dass therapeutisch induzierte Störungen über die Integration der Zellen zum Gewebe zu 

sekundären Verhaltensänderungen von primär nicht betroffen Zellen führen können. 

 

Die relativen Größen der Zellpools von G0-, G1-, S-, G2- und M-Zellen sind das 

Ergebnis eines (eventuell gestörten) Fliessgleichgewichts der Ein- und Austritte der 

einzelnen Zellen in die bzw. aus den Phasen. G1-Zellen durchlaufen nacheinander die 

Phasen S, G2 und M und treten aus dieser dupliziert wieder in die G1-Phase ein. 

Bestimmende Parameter sind die individuellen Aufenthaltszeiten der Zellen in den 

Phasen G1, S, G2 und M, die Zyklusaustrittsrate von G1-Zellen in die Ruhephase G0, 

die Zykluseintrittsrate von G0-Zellen in die G1-Phase und die jeweiligen 

Zellverlustraten aus den einzelnen Phasen heraus. Die durch Quotientenbildung 

bestimmten Größenverhältnisse unterschiedlich zusammengesetzter Zellpools bilden 

das zugrunde liegende dynamische Geschehen jeweils als Momentaufnahme aus einer 

bestimmten Perspektive ab. 
 

 [G1+S+G2+M] / [G0+G1+S+G2+M] gemessen als  pKi-67-Index 

       [S+G2+M] / [G0+G1+S+G2+M] gemessen als repp86-Index 

       [S+G2+M] /        [G1+S+G2+M] gemessen als pKi-67/ repp86-Quotient 
 

Prinzipiell sind vier Wege denkbar, auf denen eine Therapie einen negativen Einfluss 

auf die Gewebsbilanz (Proliferationsrate minus Zellverlustrate) haben kann: 

(1) Zellzyklusverlangsamung (Extremfall: Arrest): In welcher/n Phase(n)? 

(2) Erhöhung der Zyklusaustrittsrate in die Ruhephase. 

(3) Verminderung der Zykluseintrittsrate aus der Ruhephase. 

(4) Zelltod: Zellen aus der Ruhephase? Zellen (phasenspezifisch?) aus dem Zellzyklus? 
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Die Erhöhung der Zelltodrate stellt in sofern einen Sonderfall dar, als sie nicht nur 

per se auf der Negativseite der Gewebsbilanz wirkt, sondern auch die Proliferationsrate 

durch Verlust von Zellen aus dem Zellzyklus vermindern kann. 

Das Verhalten des pKi-67-Indices, des repp86-Indices oder des pKi-67/repp86-

Quotienten unter der Therapie wird also bestimmt von der Wirkung der Mechanismen 

(1), (2), (3) und/oder (4) und auf das weiter oben beschriebene dynamische Geschehen, 

sowie möglicherweise auch von sekundären Änderungen anderer Parameter des 

beschrieben Zellzyklusmodells. 

Nach diesen prinzipiellen Überlegungen soll nun auf die untersuchten Modelle 

spezifisch eingegangen werden. 

 

5.3. Melanom (MV3)-Xenograftmodell 

Primätumoren 

ML-I inhibierte in einer Dosierung von 30 ng/kg/d signifikant und in relevantem 

Ausmaß das Primärtumorwachstum von MV3-Xenografttumoren in der scid-Maus 

(Thies 2005b). In vitro konnte ein dosisabhängiger antiproliferativer Effekt von ML-I 

auf MV3-Zellen auf eine ebenfalls dosisabhängige Induktion der Apoptose 

zurückgeführt werden (Thies et al. 2005a). Inzwischen wurde auch in den 

Primärtumoren des MV3-Xenograftmodells eine relevante und hoch signifikante 

Zunahme der Apoptose nachgewiesen (Dautel 2006). Die Apoptoseinduktion ist also 

ein wesentlicher Wirkmechanismus von ML-I in diesem Tiermodell des humanen 

malignen Melanoms. Es wurde vermutet, dass ML-I über die Apoptoseinduktion die 

Wachstumsfraktion der Tumoren senken könnte. 

In der vorliegenden Arbeit konnte für die MV3-Primärtumoren zwischen der Kontroll- 

und der 30 ng/kg/d-Therapiegruppe kein Unterschied bezüglich der 

immunhistochemisch als pKi-67-Index bestimmten Wachstumsfraktion gefunden 

werden. Die Inhibition des MV3-Tumorwachstums durch ML-I, d. h. die negative 

Beeinflussung der Gewebsbilanz der Tumore, steht also nicht im Zusammenhang mit 

einer Verkleinerung des Anteils derjenigen Tumorzellen, die sich im Zellzyklus 

befinden. 

Da sich die Wachstumsfraktion unter ML-I und Kontrollbedingungen nicht 

unterscheiden, ist es unwahrscheinlich, dass ML-I hier die Nettozyklusausstrittsrate in 

die Ruhephase wesentlich erhöht. Dieser Mechanismus hätte seine direkt 

antiproliferative Wirkung ja gerade über eine Reduktion der Wachstumsfraktion 
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erreicht. Die Argumentationssituation ist allerdings asymmetrisch: Eine Reduktion der 

Wachtumsfraktion unter ML-I wäre mehrdeutig gewesen und hätte demgemäß durch 

verschiedene Mechanismen erklärt werden können. 

Entgegen der ursprünglichen Vermutung reduziert der durch ML-I hervorgerufene 

apoptotische Zellverlust nicht die Wachstumsfraktion. Mehrere Erklärungen sollen als 

Hypothesen diskutiert werden. ML-I könnte ruhende Zellen und Zykluszellen 

gleichermaßen in die Apoptose schicken. Der Anteil der Zykluszellen an der 

Gesamtpopulation bliebe dann unverändert. ML-I könnte aber auch bevorzugt oder 

ausschließlich auf Zykluszellen wirken, und müsste eigentlich die Wachstumsfraktion 

senken. Dann stellt sich aber die Frage, wie sich die Steigerung des Zellverlustes, eine 

Reduktion der Wachstumsfraktion und das Ergebnis der kumulativen Gesamtbilanz 

über die Zeit von ihrem Ausmaß her zueinander verhalten. Bereits eine gering höhere 

Zellverlustrate aus dem Zykluskompartiment in der Therapiegruppe könnte sich über 

die Versuchsdauer zu einer deutlichen Reduktion des Tumorgewichts im Vergleich zur 

Kontrollgruppe potenzieren ohne, dass die Wachstumsfraktion messbar vermindert 

wäre. Alternativ könnte ein Zellverlust aus dem Zykluskompartiment auch durch eine 

sekundäre Verminderung der Zellzyklusaustrittsrate in die Ruhephase kompensiert 

werden. In allen diesen Fällen aber müsste in der Therapiegruppe nicht nur die 

Zellverlustrate höher, sondern müsste auch die Proliferationsrate niedriger sein als in 

der Kontrollgruppe, da nicht alle Zellen, die sich zu einem Zeitpunkt im Zellzyklus 

befinden diesen komplett durchlaufen werden. Thies et al. (2005a) zeigten die 

apoptoseinduzierende Wirkung von ML-I auf MV3 an Zellkulturen im expandierenden 

Zustand. Kulturen in der Plateau-Phase mit einem höheren Anteil an ruhenden Zellen 

wurden dort nicht untersucht. Dass ML-I (RNA-Glykosidase-Aktivität) stärker auf 

ruhende Zellen wirken könnte ist aber eher unwahrscheinlich, da Zykluszellen eine 

höhere Proteinbiosynthesetätigkeit haben. Eine hinsichtlich des Tumorwachstum 

wirksame Erhöhung der Apoptoserate ohne Reduktion der Wachstumsfraktion wurde 

auch in anderen in vivo-Tumortherapiemodellen beschrieben (Hawkin et al. 2000; 

Katoh et al. 2004b). 

Unter ML-I kommt es auch zu einer signifikant gesteigerten Einwanderung 

dendritischer Zellen in die MV3-Primärtumoren, passend zur bekannten 

immunmodulatorischen Aktivität des Medikaments. Die dendritischen Zellen könnten 

durch Phagozytoseaktivität zur Inhibition des Tumorwachstums beitragen (Dautel 

2006). Die möglichen Auswirkungen eines als nichtselektiv unterstellten 
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Tumorzellverlustes durch gesteigerte Phagozytose auf die Wachstumsfraktion und die 

Proliferationsrate wurden weiter oben bereits implizit mitdiskutiert. 

Zusätzlich zur Wachstumsfraktion wurde auch der repp86-Index immunhistochemisch 

bestimmt, mit welchem der Anteil derjenigen Tumorzellen an der Population erfasst 

werden kann, die sich in den Zellzyklusphasen S+G2+M befinden. Auch bezüglich 

dieses Parameters konnte kein Unterschied zwischen den Primärtumoren der Kontroll- 

und der 30 ng/kg/d-Therapiegruppe gefunden werden. Der Marker repp86 reflektiert 

also genauso wenig wie pKi-67 die Inhibition des MV3-Tumorwachstums durch ML-I.  

In der getrennten Betrachtung beider Marker gab es keinen Hinweis auf ein 

differentielles Verhalten unter der Therapie mit ML-I. Für jeden Tumor wurde aber 

auch der repp86/pKi-67-Quotient berechnet, der ein indirektes Maß des Anteils der 

nicht-G1-Zellen im Zellzyklus darstellt. Die Quotienten lagen in der 30 ng/kg/d-Gruppe 

nur geringfügig (Mediandifferenz: 4%) höher als in der Kontrollgruppe, der Unterschied 

erreichte jedoch gerade ein niedriges statistisches Signifikanzniveau (p=0,046). Unter 

Berücksichtung des im Abschnitt 5.2. geäußerten methodischen Vorbehalts bezüglich 

des Quotienten darf dieser minimale Unterschied nur äußerst vorsichtig interpretieren 

werden: Es konnte kein sehr aussagekräftiger Hinweis auf eine deutliche Störung der 

Zellzyklusphasenverteilung zwischen G1 und S+G2+M in den MV3-Primärtumoren 

unter 30ng/kg/d ML-I gefunden werden. Berichte in der Literatur über eine Wirkung 

von Mistellektinen/�extrakten auf die Zellzyklusverteilung oder -dynamik  humaner 

Zellen sind zudem selten und betreffen nur einen Teil der untersuchten Zelltypen. 

Hahn (2000) untersuchte die Wirkung von ML-I und ML-III auf die 

Zellzyklusverteilung in der humanen Leukämie-Zelllinie MOLT-4 und in humanen 

Lymphozyten. Beide Mistellektine führten in beiden Zelllinien zu einer deutlichen 

dosisabhängigen S-Phasen-Akkumulation, hauptsächlich auf Kosten einer Abnahme des 

Anteils der G0/G1-Zellen. Harmsma et al. (2004) untersuchten den Einfluss des 

Mistelextraktes IscadorQu® auf die Zellzyklusdynamik verschiedener humaner 

Zelllinien durchflusszytometrisch mit der BrdU-Pulsverfolgungsmethode. In den 

Zelllinien HaCaT (immortalisierte Epidermiszellen), NCI-H125 (Adenokarzinom der 

Lunge) und MCF7 (Mammakarzinom) wurde eine Verzögerung der Progression durch 

die S-Phase und eine geringe Akkumulation von BrdU-positiven Zellen in der 

S+G2+M-Phase beobachtet. Der zytostatische Effekt war dosisabhängig. In drei 

weiteren Zelllinien konnte kein Effekt auf die Zellzyklusprogression festgestellt werden. 

ML-I induzierte in der humanen Zelllinie A549 (Lungenkarzinom) eine G1-Phasen-
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Akkumulation, aber keine Apoptose (Siegle et al. 2001). Keinen Einfluss auf die 

Zellzyklusverteilung hatten koreanisches bzw. europäisches Mistellektin in den 

humanen Leukämie-Zelllinien HL-60 und U937 (Lyu et al. 2001; Miyoshi et al. 2001) 

sowie rekombinantes Mistellektin in der humanen Ovarialkarzinom-Zelllinie SKOV-3 

(Abuharbeid et al. 2004). 

Eine geringfügige Erhöhung des repp86/pKi-67-Quotient in den MV3-Primärtumoren 

unter ML-I-Therapie wäre von der Richtung her verträglich mit den Ergebnisse von 

Hahn (2000) und Harmsma et al. (2004). 

 

Lungenmetastasen 

Auch in den MV3-Lungenmetastasen wurde die Wachstumsfraktion 

immunhistochemisch als pKi-67-Index bestimmt. Für jedes Versuchstier wurden 

sowohl individuelle Wachstumsfraktionen für die einzelnen Metastasen berechnet, als 

auch eine Gesamtwachstumsfraktion für alle untersuchten MV3-Metastasenzellen 

zusammen. 

Unter Kontrollbedingungen gab es bezüglich der Gesamtwachstumsfraktion keinen 

signifikanten Unterschied zwischen Lungenmetastasen und Primärtumoren, die Werte 

für die Lungenmetastasen streuten aber stärker. 

Auch in einem analogen Kolonkarzinom (HT29)-Xenograftmodell unterschieden sich 

die Primärtumoren und Lungenmetastasen nicht wesentlich in der Wachstumsfraktion, 

die Werte lagen zudem in derselben Größenordnung wie in der vorliegenden Arbeit 

(Mitchell u. Schumacher 1997). 

Als Nebenfrage war interessant, ob die individuelle Wachstumsfraktion der einzelnen 

Metastasen abhängig von ihrer Größe ist. Für die einzelnen Metastasen wurde die 

Wachstumsfraktion graphisch gegen die Anzahl der angeschnittenen Tumorzellkerne als 

Ersatzmaß für die Metastasengröße aufgetragen und die so gewonnene Darstellung 

interpretierend beschrieben. Ein methodischer Einwand ist jedoch, dass die Anzahl der 

Tumorzellkerne in einem zufälligen Anschnitt durch eine eigentlich dreidimensionale 

Metastase zwar ein praktikables, aber kein optimales Größenmaß ist. Ein von der 

Metastasengröße abhängiger ansteigender oder abfallender Trend der 

Wachstumsfraktion war nicht zu erkennen. Unter kleinen Metastasen streut die 

Wachstumsfraktion in einem sehr weiten Bereich von etwa 10% bis 95%. Mit 

zunehmender Metastasengröße wird die Streuung kleiner. Dieses entspricht zunächst 

einmal der statistisch zu begründenden Erwartung, dass sich die Streuung der 
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Wachstumsfraktion mit zunehmender Anzahl in die Berechnung einbezogener Zellkerne 

verringert. Darüberhinaus könnte die weite Streuung der Wachstumsfraktion unter den 

kleinen Metastasen möglicherweise aber auch Ausdruck einer biologischen 

Heterogenität von zellteilungsinaktiven, ruhenden bis hin zu stark zellteilungsaktiven 

kleinen Metastasen sein. 

In einem Tiermodell des murinen Melanoms (B16F10) exprimierten fast alle kleinen, 

und alle mittleren und großen Lungenmetastasen pKi-67. In allen aktiven Metastasen 

lag die Wachtumsfraktion größenunabhängig bei ungefähr 40% und war damit 

vergleichbar mit dem in der hier vorliegenden Arbeit ermittelten Medianwert (Cameron 

et al. 2000). Einige kleine Metastasen zeigten dort also keine Proliferationstätigkeit, 

eine größere Streubreite der Wachstumsfraktionen in teilungsaktiven Metastasen kam 

jedoch offenbar nicht vor. In einer klinischen Studie hatten Lymphknoten-

Mikrometastasen des malignen Melanoms eine kleinere Wachstumsfraktion (2,4% vs. 

18%) und eine geringere Gefäßdichte (microvessel density) als vielfach größere 

Makrometastasen. Die Autoren diskutierten die Ergebnisse im Rahmen des Konzeptes 

�schlafender� (dormant) Metastasen, welche sich vor Eintritt in eine Wachstumsphase 

für eine (unbestimmte) Zeit in einer Art Wartezustand befinden (Barnhill et al. 1998). 

Im MV3-Xenograftmodell hemmte die Therapie mit 30 ng/kg/d ML-I nicht nur das 

Wachstum der Primärtumoren, sondern auch die pulmonale Metastasierung. Verglichen 

mit der Kontrollgruppe waren die Tumorgewichte um 35% und die Metastasenzahlen 

sogar um 55% reduziert (Thies et al. 2005b). Analog zur Situation der Primärtumore 

wurde auch für die Lungenmetastasen zunächst eine Reduktion der Wachstumsfraktion 

durch ML-I erwartet. Zudem wurde die Frage nach einer möglicherweise differenten 

Reaktion der Wachstumsfraktion am primären und sekundären Ort gestellt. 

Es konnte jedoch zwischen der Kontroll- und der 30 ng/kg/d-Gruppe kein statistisch 

signifikanter Unterschied in den Gesamtwachstumsfraktionen der zusammengefassten 

Lungenmetastasen festgestellt werden. Die antimetastatische Wirkung von ML-I steht 

also nicht mit einer Verkleinerung des Anteils der Zykluszellen im Zusammenhang. 

Eine differente Reaktion der Wachstumsfraktion am primären und sekundären Ort liegt 

nicht vor. 

Unter der Therapie mit 30ng/kg/d ML-I wurde in den Lungenmetastasen eine deutliche 

Tendenz zu einem höheren Anteil von apoptotischen Tumorzellen und zu einer 

stärkeren Infiltration mit dendritischen Zellen festgestellt, jedoch jeweils ohne eine 

statistische Signifikanz zu erreichen. Die beiden genannten Effekte konnten für die 
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Primärtumoren hingegen mit hohem statistischem Signifikanzniveau nachgewiesen 

werden (Dautel 2006). Es wäre durchaus möglich, dass die Induktion der Apoptose und 

die Rekrutierung dendritischer Zellen nicht nur in den Primärtumoren, sondern auch in 

den Lungenmetastasen eine funktionelle Bedeutung in der Wirkungsweise von ML-I 

besitzen, die Ergebnisse aber bei deutlich kleineren Stichprobengrößen an auswertbaren 

Zellen in den Metastasen die statistische Signifikanz verfehlten. 

Denkbar wäre auch, dass ML-I (zugleich) auf früheren Etappen der 

Metastasierungskaskade wirksam ist. So könnten zirkulierende Tumorzellen im Blut 

durch ML-I direkt, oder durch stimulierte Zellen der angeborenen Abwehr getötet 

werden. Im HT29-Xenograftmodell korrelierten die Primärtumorgewichte mit der 

Anzahl der Lungenmetastasen (Jojovic u. Schumacher 2000). In einer Nachfolgearbeit 

zu  demselben Tiermodell korrelierten die Primärtumorgewichte sehr gut mit der 

Anzahl zirkulierender  Tumorzellen im Blut (PCR-Detektion) und letztere wiederum 

sehr gut mit der Anzahl der spontanen Lungenmetastasen (Katoh et al. 2004a). Jedoch 

konnte für sechs verschiedener humane Melanom-Zelllinien, darunter auch MV3, im 

Xenograftmodell keine Korrelation zwischen Primärtumorgewichten und 

Lungenmetastasenzahlen gefunden werden (Thies et al., eingereicht 2006). Die 

Hypothese einer antimetastatischen Wirkung von ML-I durch primäre Massenreduktion 

der MV3-Primärtumoren mit sekundär geringerer Auswanderungssrate von 

Tumorzellen in die Blutgefäße muss demnach verworfen werden. 

Bei der mikroskopischen Untersuchung von Lungenmetastasen im Xenograftmodell 

werden geringe Metastasenzahlen und kleine Metastasengrößen per se, insbesondere 

aber auch deren Reduktion im Falle einer antimetastatischen Wirkung im Therapiearm, 

zum Problem für die Bestimmung von Labelingindices. In der vorliegenden Arbeit 

wurden für den pKi-67-Index alle im jeweiligen Lungenschnitt vorhandenen 

Tumorzellkerne ausgezählt ohne zuvor eine Gesamtanzahl zu zählender Kerne 

festzulegen. Dieses erlaubte einen kombinierten Überblick über Wachstumsfraktionen 

und Metastasengrößen. Übersehen wurde dabei aber, dass damit Anforderungen für den 

Vergleich der Gruppen mittels statistischer Testverfahren nicht streng erfüllt wurden, 

weil sowohl innerhalb als auch zwischen den Gruppen die Werte mit einer 

unterschiedlichen Genauigkeit bestimmt wurden (wir danken Herrn Prof. Dr. Berger für 

seinen kritischen und wertvollen Beitrag). Wie in Abschnitt 3.4.2. dargestellt, wurden 

daher die Daten zusätzlich mit einem abgewandelten Verfahren ausgewertet. Durch 

einen zufälligen Ausschluss einzelner Metastasen aus der Auswertung konnten die 
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Genauigkeiten der Berechnung des Labelingindices besser, aber nicht vollständig, 

aneinander angeglichen werden. Die Auswertungen mit den kompletten bzw. den per 

Zufallsprinzip reduzierten Daten ergaben nahezu identische Ergebnisse. Mit der hier 

gemachten Erfahrung ist eine Komplettauszählung von Metastasenzellen nicht weiter zu 

empfehlen. Die Zuhilfenahme von Daten einer vorherigen Metastasenzählung in H.E.-

Serienschnitten ist zur Auswahl von ungefärbten Nachbarschnitten mit möglichst vielen 

erwarteten Metastasen sehr hilfreich. Für Fälle mit insgesamt wenigen Metastasen kann 

in den H.E.-Schnitten die Metastasengröße und Zellzahl geschätzt werden, was bei der 

Festlegung einer zu zählende Gesamtzellzahl von Nutzen sein sollte. Auch könnte so 

abgeschätzt werden, ob für einige oder vielleicht alle Versuchstiere mehrere Schnitte zu 

färben sind. Die Zielmarker stellt somit einen Kompromiss zwischen Genauigkeit und 

Machbarkeit dar. 

 

5.4. Ösophaguskarzinom (PT1590)-Xenograftmodell 

In vitro zeigte Trastuzumab (Herceptin®) eine dosisabhängige antiproliferative 

Wirkung auf die HER2-überexprimierende Zelllinie PT1590. In vivo inhibierte 

Trastuzumab in einer Dosierung von 2 oder 10 mg/kg/Woche signifikant und in 

relevantem Ausmaß das Primärtumorwachstum von PT1590-Xenografttumoren in der 

scid-Maus. Beide Dosierungen unterschieden sich nicht hinsichtlich ihres 

wachstumshemmenden Effekts (Lüth et al., bisher unveröffentlicht). Die zytostatische 

Wirkung des 4D5-Antiköpers und seiner rekombinanten, humanisierten Variante 

Trastuzumab auf HER2-überexprimierende Mammakarzinom-Zelllinien (SKBR-3, 

BT474) in vitro konnte auf die dosisabhängige Induktion eines G1-Phasen-Arrests 

zurückgeführt werden, welcher über den Cdk2-Inhibitor p27Kip1 vermittelt wird 

(Sliwkowski et al. 1999; Lane et al. 2000; Yakes et al. 2002; Le et al. 2003). In der hier 

vorliegenden Arbeit wurde die Hypothese verfolgt, dass der genannte zytostatische 

Mechanismus auch an der im PT1590-Xenograftmodell beobachteten 

wachstumshemmenden Wirkung von Trastuzumab beteiligt sein könnte. Es wurde 

daher vermutet, dass die in den Primärtumoren immunhistochemisch als repp86-Index 

bestimmbare relative Größe des S+G2+M-Pools von PT1590-Zellen unter Therapie mit 

Trastuzumab reduziert sei. Unklar war, ob es im Falle einer tatsächlichen 

Zellzyklusblockade/-verzögerung in der G1-Phase infolgedessen auch zu einer 

Verkleinerung die Wachstumsfraktion, d. h. des immunhistochemischen pKi-67-Indices 

käme. 
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Für die PT1590-Tumoren wurde ein statistisch signifikanter Unterschied zwischen der 

Kontrollgruppe und den beiden Therapiegruppen mit 2 und 10 mg/kg/Woche 

Trastuzumab bezüglich der Wachstumsfraktion gefunden, jedoch entgegen den 

vorausgegangenen Überlegungen im Sinne einer Zunahme. Die Wachstumsfraktion war 

in der 10 mg/kg/Woche-Gruppe statistisch hoch signifikant größer als in der 

Kontrollgruppe. Der Unterschied betrug absolut aber nur 5%. Bezogen auf den 

Kontrollwert war die Wachstumsfraktion unter 10 mg/kg/Woche Trastuzumab relativ 

um 16% größer. Im Vergleich zwischen der Kontrolle mit der niedrigen Dosierung 

sowie zwischen den beiden Dosierungen untereinander fand sich kein signifikanter 

Unterschied. Offensichtlich besteht eine Diskrepanz zwischen der Inhibition des 

Tumorwachstums einerseits und der Erhöhung der Wachstumsfraktion unter 

Trastuzumab andererseits. Der wachstumshemmende Effekt von Trastuzumab im 

PT1590-Xenografmodell kann damit nicht durch eine Reduktion der 

Wachstumsfraktion erklärt werden. Eine insgesamt negative Beeinflussung der 

Gewebsbilanz, wie anhand der Tumorgewichte beobachtet, ist nur möglich, wenn die 

Zunahme der Wachstumsfraktion durch eine Erhöhung der Zellverlustrate und/oder eine 

Verlängerung der Zellzyklusdauer überkompensiert wird. 

Das Verhalten der Wachstumsfraktion unter einer Therapie mit Trastuzumab wurde 

bisher kaum untersucht. In einem Xenograft-Mausmodell des humanen HER2-

überexprimierenden duktalen Mammakarzinoms in situ (DCIS) führte die Therapie mit 

Trastuzumab zu keiner Reduktion der Wachtumsfraktion (Chan et al. 2001). In einer 

klinischen Pilotstudie zur neoadjuvanten Monotherapie mit Trastuzumab an 11 

Patientinnen mit primärem HER2-überexprimierendem Mammakarzinom wurde 

zwischen prätherapeutischen Biopsien und OP-Präparaten kein Unterschied hinsichtlich 

des pKi-67-Indices gefunden (Gennari et al. 2004). In einer weiteren klinischen Studie 

zu neoadjuvanten Therapie des primären HER2-überexprimierenden Mammakarzinoms 

mit Trastuzumab an 35 Patientinnen konnte in sequentiellen Biopsien ebenfalls keine 

Änderung des pKi-67-Indices gefunden werden (Mohsin et al. 2005). In den 

angeführten Studien wurde aus dem Fehlen einer therapeutischen Reduktion der 

Wachstumsfraktion darauf geschlossen, dass Trastuzumab nicht antiproliferativ wirke 

(Diese Schlussfolgerung wurde in Abschnitt 5.2. ausführlich kritisiert.). 

Entgegen der ursprünglichen Hypothese reduzierte die Therapie mit Trastuzumab im 

PT1590-Xenograftmodell den Anteil der Tumorzellen in den Zellzyklusphasen 

S+G2+M, immunhistochemisch bestimmt über den repp86-Index, nicht. 
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Die in den oben zitierten Untersuchungen an HER2-überexprimierenden 

Mammakarzinom-Zellen (SKBR-3, BT474) in vitro festgestellte Zunahme des G0+G1-

Pools bzw. Reduktion S+G2+M-Pools (Durchflusszytometrie: DNA-Gehalt) unter 4D5 

oder Trastuzumab konnte hier an den PT1590-Zellen unter Trastuzumab in vivo im 

Tiermodell nicht reproduziert werden (Immunhistochemie: repp86-Index). 

Auch in zwei Xenograftmodellen HER2-überexprimierender Mammakarzinom-

Zelllinien (LCC6HER-2, MCF-7HER-2) inhibierte Trastuzumab das Tumorwachstum 

(Tumorvolumen), ohne dass eine Störung der Zellzyklusverteilung 

(Durchflusszytometrie: DNA-Gehalt) nachgewiesen werden konnte (Warburton et 

al. 2004). 

Im PT1590-Xenograftmodell war der repp86/pKi-67-Quotient als indirektes Maß des 

Verhältnisses vom S+G2+M-Pool zum G1-Pool unter der Therapie mit Trastuzumab 

vermindert, jedoch ohne ein statistisches Signifikanzniveau zu erreichen. Umgekehrt 

erscheint also der G1-Pool bezogen auf den S+G2+M-Pool tendenziell vergrößert zu 

sein, was durchaus in Einklang mit der Beteiligung eines G1-Arrests stünde. In der 

kombinierten Betrachtung gibt das differentielle Verhalten der Indices für pKi-67 und 

repp86 unter Trastuzumab Anhalt für eine Zunahme des G1-Pools auf Kosten des G0-

Pools (pKi-67-Index größer), nicht aber auf Kosten des S+G2+M-Pools (repp86-Index 

gleich). Eine Steigerung der Proliferationsrate, wie aus einer isolierten Betrachtung von 

pKi-67 fälschlich geschlossen werden könnte, wird durch die kombinierte Sicht beider 

Marker nicht unterstützt. Der beobachtete negative Effekt von Trastuzumab auf das 

PT1590-Tumorwachstum kann aber bei fehlender Reduktion des S+G2+M-Pools in der 

vorliegenden Arbeit leider nicht erklärt werden. 

In der Literatur werden Apoptose und Antikörper-abhängige Zell-vermittelte 

Zytotoxizität als Ursachen für eine direkte bzw. indirekte Zytoxizität von Trastuzumab 

diskutiert. 

HER2-überexprimierende Mamma- und Ovarialkarzinom-Zelllinien sind resistent für 

die proapoptotischen Wirkung von TNFα (Hudziak et al. 1989; Lichtenstein et al. 1990; 

Zhou et al. 2000). Durch die Behandlung mit einem anti-HER2-Antikörper (4D5, der 

Vorläufer von Trastuzumab) konnten HER2-überexprimierende Mammakarzinomzellen 

gegenüber TNFα sensibilisiert werden (Hudziak et al. 1989). Ein anti-HER2-Antikörper 

(Trastuzumab) verstärkte auch die TRAIL (=TNF-related apotosis-inducing ligand)-

induzierte Apotose in HER2-überexprimierenden Zelllinien des Mamma- und 

Ovarialkarzinoms (Cuello et al. 2001). 
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Die Herunterregulierung der HER2-Expression durch antisense-DNA induzierte in 

verschiedenen HER2-überexprimierenden Tumorzelllinien spontan die Apoptose (Roh 

et al. 2000). In dem Tumormodell einer immortalisierten murinen Fibroblasten-

Zelllinie, welche HER2 unter einem Tetrazyklin-kontrollierten Promotor 

überexprimiert, führte das Abschalten der HER2-Expression zur Apoptose, Reduktion 

der Wachstumsfraktion und Tumorremission. Die Induktion der Apoptose, nicht aber 

die Reduktion der Wachstumsfraktion, erklärte die dort beobachteten Voll- und 

Teilremissionen (Schiffer et al. 2003). 

Für die HER2-überexprimierende Mammakarzinom-Zelllinie SKBR-3 konnte in vitro 

eine Induktion der Apoptose als direkte Wirkung von Trastuzumab festgestellt werden 

(Moulder et al. 2001, Yakes et al. 2002). Auf die HER2-überexprimierende 

Mammakarzinom-Zelllinie BT474 aber wirkt Trastzumab weder in vitro (Moulder et al. 

2001, Argiris et al. 2004) noch in vivo (Moulder et al. 2001) proapoptotisch. In zehn 

unterschiedlichen Tumorzelllinien des Plattenepithelkarzinoms des Ösophagus besaß 

Trastuzumab in vitro eine nur marginale zytostatische und proapoptotische Wirkung 

(Mimura et al. 2005b). Zusammenfassend stellt der präklinische Nachweis einer 

direkten Induktion der Apoptose durch Trastuzumab eher die Ausnahme dar. 

Bisher wurde zudem erst in einer einzigen klinischen Studie zu Trastuzumab die 

Apoptose als Mechanismus systematisch geprüft. In ihre Untersuchung von 

sequentiellen Biopsien im Rahmen einer neoadjuvanten Trasuzumab-Monotherapie des 

primären HER2-überexprimierenden Mammakarzinoms fanden Mohsin et al. (2005) 

eine Steigerung der Apoptose als Erklärung der beobachteten Remissionen. 

In Gegenwart von mononukleären Zellen des peripheren Blutes oder isolierten NK-

Zellen stimulierte Trastuzumab in vitro eine Antikörper-abhängige Zell-vermittelte 

Zytotoxizität (ADCC = antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity) auf verschiedene 

HER2-positive Tumorzelllinien, wie zum Beispiel des Mammakarzinoms (Lewis et 

al. 1993; Cooley et al. 1999; Clynes et al. 2000; Carson et al. 2001; Kubo et al. 2003), 

des Ovarialkarzinoms (Lewis et al. 1993), des Magenkarzinoms (Lewis et al. 1993), des 

Kolorektalkarzinoms (Lewis et al. 1993) und des Plattenepithelkarzinoms des 

Ösophagus (Yamazaki et al. 2003; Mimura et al. 2005b). 

In einem Xenograftmodell der HER2-überexprimierenden Mammakarzinom-Zelllinie 

BT474M1 konnte eine starke Abhängigkeit der wachstumshemmende Trastuzumab-

Wirkung von der Interaktion des Fc-Fragments des Antikörpers (IgG1) mit 

aktivierenden und inhibierenden Fcγ-Rezeptoren auf mononukleären Zellen, und damit 
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eine tatsächlich Bedeutung der ADCC für die Trastuzumab-Wirkung in vivo aufgezeigt 

werden. Bei fehlender Expression von aktivierenden Fcγ-Rezeptoren wurde das 

Tumorwachstums durch Trastuzumab um nur 29% reduziert, bei normaler Expression 

der Rezeptoren jedoch um 90% (Clynes et al. 2000). Dieses ist besonders interessant 

vor dem Hintergrund, dass Trastuzumab auf BT474-Zellen in vitro eine zytostatische 

Wirkung besitzt (Sliwkowski et al. 1999; Lane et al. 2000; Le et al. 2003). Ein 

zytostatischer Effekt scheint aber in dem Versuch von Clynes et al. in vivo eine 

gegenüber der ADCC untergeordnete Rolle gespielt zu haben. 

Auf vier HER2-überexprimierenden Zelllinien von Plattenepithelkarzinomen des 

Ösophagus hatte Trastuzumab in vitro keinen antiproliferativen Effekt, führte jedoch bei 

zwei der Zelllinien in Gegenwart mononukleärer Zellen zu einer dosisabhängigen 

ADCC. Im Mausmodell konnte Trastuzumab das Wachstum von Xenografttumoren 

dieser Zellen signifikant inhibieren (Yamazaki et al. 2003). In der Arbeit von Mimura et 

al. (2005b) induzierte Trastuzumab bei einer Reihe von humanen Zelllinien des 

Plattenepithelkarzinoms des Ösophagus in vitro eine ADCC, deren Stärke vom Grad der 

HER2-Epression der Zellen abhängig war. Bei nur marginaler zytostatischer und pro-

apoptotischer Wirkung wurde hier die ADCC als der wesentliche Wirkmechanismus 

von Trastuzumab angesehen. 

In der bereits weiter oben zitierten klinischen Pilotstudie zur neoadjuvanten 

Trastuzumab-Monotherapie des primärem HER2-überexprimierenden Mamma-

karzinoms zeigte sich für Patientinnen mit einer kompletten oder partiellen Remission 

in situ eine stärkere Leukozyteninfiltration und in vitro eine stärkere ADCC-Aktivität 

(von autologen mononukleären Zellen mit autologem Serum auf eine HER2-

überexprimierende humane Mammakarzinomzelllinie) als für Patientinnen ohne 

Ansprechen auf die Therapie (Gennari et al. 2004). Der in Biopsien von primären 

Mammakarzinomen unter einer Therapie mit Trastuzumab durch Mohsin et al. (2005) 

beobachtete Anstieg der Apoptose könnte entsprechend der Argumentation von Menard 

et al. (2005) auch Effekt einer klinisch bedeutsamen ADCC anstelle einer direkten 

Apotoseinduktion sein. 

Da in der vorliegenden Arbeit durch die Analyse der zellzyklusassoziierten Antigene 

pKi-67 und repp86 entgegen der ursprünglichen Hypothese kein Hinweis für eine 

zytostatische Wirkung von Trastuzumab im PT1590-Xenograftmodell gefunden werden 

konnte, sollten künftige Untersuchungen in diesem in vivo-Tumormodell gezielt nach 

Apoptoseinduktion und ADCC als möglichen zytotoxischen Wirkmechanismen suchen. 



 

 70

6. Zusammenfassung 

In der vorliegenden Arbeit wurde mittels immunhistochemischer Analyse der 

zellzyklusassoziierten Antigene pKi-67 (spezifisch für die Zellzyklusphasen 

G1+S+G2+M) und repp86 (S+G2+M) in Xenograftmodellen humaner Tumoren in der 

scid-Maus zur Therapie des malignen Melamons (MV3) mit ML-I und Therapie des 

Ösophagus-Adenokarzinoms (PT1590) mit Trastuzumab untersucht, ob die dort jeweils 

festgestellte therapeutische Wirksamkeit mit einer Reduktion der durch die genannten 

Marker erfassten proliferativen Zellpools im Zusammenhang steht. Die Therapie mit 

ML-I (30 ng/kg/d) im MV3-Xenograftmodell hatte weder in den Primärtumoren noch in 

den Lungenmetastasen einen Einfluss auf die Wachstumsfraktion, d. h. den Anteil der 

Tumorzellen in den Zellzyklusphasen G1+S+G2+M. Darüber hinaus verringerte ML-I 

auch nicht den Anteil der Primärtumorzellen in den Zellzyklusphasen S+G2+M. Eine 

Verkleinerung dieser proliferativen Zellpools als (Teil-) Ursache der beobachteten 

therapeutischen Inhibition von Primärtumorwachstums und Metastasierung kann damit 

ausgeschlossen werden. Primärtumoren und Lungenmetastasen unterschieden sich im 

Median nicht in der Größe der Wachstumsfraktion. Die Therapie von PT1590-

Xenografttumoren mit Trastuzumab (2 und 10 mg/kg/Woche) führte zu keiner 

Änderung des Anteils an Tumorzellen in den Zellzyklusphasen S+G2+M und sogar zu 

einer statistisch hochsignifikanten, wenngleich geringen Vergrößerung (10 mg/kg/d) der 

Wachstumsfraktion. Die beobachtete therapeutische Inhibition des Tumorwachstums 

kann folglich nicht durch eine Verkleinerung dieses proliferativen Zellpools erklärt 

werden. Die kombinierte Betrachtung der beiden Marker gab Anhalt für eine geringe 

absolute Zunahme des G1-Pools auf Kosten des G0-Pools unter Trastuzumab, mit der 

Analyse der repp86/pKi-67-Quotienten konnte aber kein statistisch signifikanter 

Hinweis auf eine Störung der Zellzyklusphasenverteilung zwischen den Pools G1 und 

S+G2+M gefunden werden. 

Die Lagerung von formalinfixierten Paraffinschnitten über ein Jahr bei Raumtemperatur 

vor Immunhistochemie mit kurzer Vorbehandlung in siedendem Citratpuffer führte zu 

einem relevanten Abfall des Labelingindices des Antikörpers MIB-1 (pKi-67) im 

Vergleich zu frisch angefertigen Paraffinschnitten. Dieser Abfall war durch eine 

Verlängerung der Vorbehandlungszeit bei reduzierter Temperatur kompensierbar. 

Die Antikörper MIB-1, Ki-S11 und KA7 lieferten im Wesentlichen vergleichbare 

Bestimmungen der Wachstumsfraktion in verschiedenen Tumoren, wenngleich die 

mittels Ki-S11 gemessenen Werte tendenziell kleiner waren. 
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