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1  Einleitung

Das Neuroblastom ist der haufigste extrakranialliele Tumor im Kindesalter und ist fiir 8 —

10 % aller malignen Erkrankungen in der Kindheitawgwortlich. Damit ist es der

dritthaufigste Tumor bei Kindern unter 15 Jahred bai einem durchschnittlichen Alter von
zwei Jahren bei Diagnosestellung ein typischer Trules S&uglings- und frithen Kindesalters

( Brodeur et al. 2001 ). Lediglich 5 % aller Diagea betreffen Patienten jenseits des elften
Lebensjahres ( Conte et al. 2005 ). Mit seiner @it zur Differenzierung in benigne
Ganglioneurome sowie der fast ausschlief3lich begBigen beobachteten spontanen
Regression zeigt das Neuroblastom ein in der gesa@®hkologie aul3erst seltenes biologisches
Verhalten maligner Tumoren ( Evans et al.1976, jaret al. 1971, Haas et al. 1988 ). Dieses
Phanomen der Involution wird nahezu ausnahmslobleeroblastomen mit intaktem kurzen
Arm des Chromosoms 1 und fehlender MYCN-Amplifikatbeobachtet ( Ambros 1995 ). Als
zugrunde liegende Mechanismen dieses sogenaNeteoblastoma in situ werden neben einer
in der Entwicklung verzdgert einsetzenden Apop{dBetchard et al. 1994 ) ein H-Ras-
vermittelter und Caspase-unabhangiger nichtapeptwr Zelltod diskutiert ( Kitanaka 2002 ).
Als embryonaler Tumor des primitiven sympathiscNemvensystems entsteht das
Neuroblastom aus dessen transformierten Progeeitenz deren Ursprung in der Neuralleiste
liegt. Bezlglich der Pathogenese liegt hier einddrawicklung auf zellularer Ebene vor

( Brodeur et al. 2001, Carachi 2002, Castleber8981&ushner et al. 2005 ). Aus der
Neuralleiste wandern in der finften EmbryonalwoalseeSympathikoblasten bezeichnete Zellen
in verschiedene Regionen der embryonalen Fruchtuauginen Teil der spateren Pars
sympathica des vegetativen Nervensystems zu biignpathikoblasten sind hierbei die
embryonale Vorstufe der paravertebralen sympathis@renzstrangganglien, der praaortalen
Gangliones coeliacum und mesentericum superiorffetior, der intramuralen Ganglien und
sympathischen Nervenplexus von Herz und Lunge sdaiehromaffinen Zellen des
Nebennierenmarks ( Sadler 1998 ). All dies sindliabig Entstehungsorte des Neuroblastoms,
wobei zwei Drittel der Patienten aller Alterstufmit intraabdominellen Primarien vorstellig
werden ( Carachi 2002 ). 45-70 % finden sich abdaiiretroperitoneal, davon 27-36 %

adrenal und 18-41 % extra-adrenal, 15 % sind imr&hbMediastinum lokalisiert, 7 % im



Hals- und Kopfbereich, 10 % an anderen Lokalis&tionn etwa 7 % der Félle ist keine
Primarlokalisation definierbar ( Roald 2001 ).

Das histopathologische Grading von Neuroblastonieige nach der International
Neuroblastoma Pathology Classification ( INPC hi{p$ada et al. 1999 ). Aufgrund seiner
signifikanten Korrelation mit dem klinischen Varfader Patienten sowie einer starkeren
prognostische Aussagekraft hat es sich gegentiber Eielzahl anderer Klassifikationssysteme
international durchgesetzt ( Beckwith et al. 1988ghes et al. 1974, Ota et al. 1980, Oppedal
et al. 1988 ). Diese Modifikation des Shimada Syst¢ Shimada et al. 1984 ) beinhaltet die
Kriterien Gehalt an Schwann-Zellen, Differenziersigighd der Neuroblasten und Mitose-
Karyorrhexis-Index ( MKI ) unter BerlcksichtigunggiPatientenalters. Diesbezlglich werden
die Gewebe in Favourable Histology ( FH ) mit prosfisch niedrigem Risiko sowie
Unfavourable Histology ( UH ) mit prognostisch hohRisiko kategorisiert.

Nach Hughes et al. erfolgt die histologische Steatrung in drei Malignitatsstufen beztiglich
des Differenzierungsgrades der Neuroblasten ( Hughal. 1974 ).

Das fur das Neuroblastom charakteristisch breitesdhe Spektrum korreliert eng mit einer
Vielzahl wichtiger klinischer und biologischer Faken wie Tumorstadium, Patientenalter,
Tumorhistologie sowie genetischer Variationen (d&nr et al.1993, Evans et al. 1987,
Shimada et al. 1999 ). Das Behandlungskonzeptetst gsikobasiert. Grundlage fir jede
Therapie ist das von der Children’s Oncology Grenfwickelte Neuroblastoma Risk
Stratification System ( NRSS ), dessen Ursprungmtasnational Risk Grouping System ist
(Weinstein et al. 2003, Castleberry et al. 199985 weltweit anerkannte Staging System ist
das von Brodeur et al. 1988 propagierte und mitede revidierte International Neuroblastoma
Staging System ( INSS ) ( Brodeur et al. 1993 kxi®&&nd auf der Analyse von Patientenalter
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung, INSS-Stadiumstdpathologie sowie
molekularbiologischen Parametern werden die Patiebéziglich des NRSS in die Low Risk
Group ( LRG ), Medium Risk Group ( MRG ) oder HiBisk Group ( HRG ) stratifiziert. Die
Patienten der drei Risikogruppen bedirfen unteesltich intensiver Therapien ( Weinstein et
al. 2003 ). Patienten der LRG werden mit minimdleerapie versorgt. Wahrend im Stadium 4S
aufgrund der hohen spontanen Regressionsrate vén (82oald 2001 ) zunachst eine
engmaschige Kontrolle angezeigt ist ( Weinsteial €2003, Haas et al. 1988 ), hat sich fur die
Ubrigen LRG-Patienten die operative Tumorexstigratils kurative Methode bewiesen ( Losty

et al. 1993). Sie spielt nicht nur eine zentraddld=ftir die molekularbiologische Diagnostik



(Hase et al. 2002 ), sondern fiihrt im Stadiumwis@A und 2B zu exzellenten
Uberlebensraten ( Perez et al. 2000 ). Lediglislzbm zweiten Lebensmonat profitieren
Patienten mit rasch progredienten abdominalen Temwon friher und intensiver Therapie

(' Nickerson et al. 2000 ). In der MRG folgt derreingischen Exzision eine minimale
postoperative Therapie bestehend aus ChemotheBxgsigahlung und 13-cis-Retinsaure je
nach klinischem Verlauf und Molekularbiologie ( Weiein et al. 2003, NB 2004 Trial
Protocol ). Fir HRG-Patienten beinhaltet die postafive Therapie zusatzlich zur
aggressiveren Chemotherapie MIBG-Radiotherapiezkiaperbestrahlung sowie autologe
Stammzelltransplantation ( McCluskey et al. 2005ty et al. 1999, Weinstein et al.2003 ).
Aktuell wird zusatzlich die Wirksamkeit von STI-53ls Beispiel fur Tyrosinkinaseinhibitoren
(Vitali et al. 2003 ), Cyclo-oxygenase ( COX )thibitoren ( Johnsen et al. 2005 ),
immunoliposomales Medikamententargeting sowie Aggieseinhibitoren diskutiert

( De Bernardi 2005).

Doch obwohl die Prognose des Neuroblastoms dutetbéche Erfolge im Bereich Diagnostik
und Therapie von LRG- und MRG-Patienten grundsétaiinstig ist, bleibt sie fir die
Neuroblastome der HRG trotz intensiver Therapie @nnoch schlecht ( Matthay et al. 1999,
Escobar et al. 2006 ). Fur die INSS-Stadien 3 ubdtdagen die Heilungsraten lediglich 13 bis
38 % (Chan et al. 1997 ).

Als Basis fiir Behandlungskonzept und Prognosealgglfrage, ob das Neuroblastom nach
Diagnosestellung weitere Tumorprogression, Differemung in ein benignes Ganglioneurom
oder spontane Regression zeigt ( Grosfeld 2000didsem Zusammenhang sind
Prognosemarker essentielle Mittel, um Patienterunigrschiedlichen Risiken zu identifizieren
und in die unterschiedlichen Therapiearme zu fitriglien. Zu diesen Prognosemarkern
gehdren DNA- und Chromosomenabnormalitaten , Kateochinabbauprodukte im Urin sowie
biologische Marker ( Riley et al. 2004 ). Neben dérankheitsstadium, welches Ublicherweise
nach dem INSS-System stratifiziert ( Castleberr§71pwird, gilt beim Neuroblastom das
Patientenalter bei Diagnosestellung als wichtigerbhangiger Prognosefaktor ( Sano et al.
2006 ). Das Alter korreliert hierbei invers mit d&nognose. Wahrend die Grenze fiir einen
gunstigen Verlauf lange Zeit bei 365 Lebenstaggnvard aktuell ein Anheben dieser
Altersgrenze auf 15-18 Monate gefordert ( Londoal 2005, London et al. 2005 ). Als
wichtigster unabhangiger Indikator fir eine schtedPrognose gilt die Amplifikation des
MYCN-Onkogens mit einer Inzidenz von ~ 35 % allexuxbblastome ( Schwab et al. 1983,



Vasudevan et al. 2005 ). Dieser per FISH nachweispAmbros et al. 2003) auf Chromosom
2p23-24 lokalisierte molekulare Marker ( Schwaklefi984 ) geht gewdhnlich mit erhdhter
MYCN-Expression einher und kodiert ein Nuklearpiotelas als Transkriptionsfaktor fungiert.
Dieser Marker korreliert mit fortgeschrittenem Kkaeitsstadium, raschem Tumorwachstum
sowie unginstiger Prognose ( Cohn et al. 2004, Sbt2004 ).

Auch der chromosomale Verlust der Heterozygotiectheomosomalen Bande 1p36

(LOH 1p) korreliert stark mit einem ungunstigdimischen Verlauf. Die Abwesenheit eines
hier lokalisierten Tumorsuppressorgens ist mitgesthrittenem Alter, Metastasierung und
MYCN-Amplifikation assoziiert ( Fong et al. 1989afon et al. 1996, Maris et al. 1995). Als
weiterer Prognosemarker gilt mittlerweile die uatdiiedliche Expression der Neurotrophin-
Rezeptoren Trk A-C ( Brodeur et al. 1997, Nakagavedral. 1993 ). TrkA wird auf klinisch
gunstigen Tumoren hoch exprimiert, die sich entwelifeerenzieren oder spontan zuriickbilden
( Shimada et al. 2004, Schramm et al. 2005 ), wet arkC scheint eine entscheidende Rolle
in der Biologie gunstiger klinischer Neuroblastonsespielen ( Yamashiro et al. 1997 ). Im
Gegensatz dazu ist eine erhdhte TrkB-Expressiommgtinstigem, aggressivem
Tumorwachstum assoziiert ( Schramm et al. 20056s®Gruppe routinemanig analysierter
Prognosemarker wird komplettiert durch die histbphigische Untersuchung ( Shimada et al.
(11999). Erganzende Erhebungen konnen die Tunipi@elie ( Weinstein et al. 2003 ),
Deletionen der Chromosome 3, 11 und 14 ( Attiyel.€2005, Spitz et al. 2003 ), Insertion des
Chromosoms 17 ( Bown et al. 1999 ), die Katecholatabolite Vanillin- und
Homovanillinmandels&ure im Urin sowie die allgensgirmumormarker LDH und Ferritin
untersuchen ( Riley et al. 2004, Selig et al. 1993

Das Zelladhasionsmolekil L1-CAM ist ein transmemidras Glykoprotein der
Immunglobulin-Familie ( Moos et al. 1988 ). Mit einGré3e von 200 kDa besteht es aus sechs
extrazellularen Immunglobulin-Domanen gefolgt véerbis finf Fibronektin Typ 1l1-

Doménen und einem hydrophoben transmembranarene®égnit einem kurzen
zytoplasmatischen Anteil bestehend aus 85-147 Asdinen. Abb. 1 veranschaulicht die
Struktur von L1-CAM.
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Abb. 1: Struktur von L1-CAM

L1-CAM wird hauptséachlich — wenn auch nicht aussflich — auf Zellen des sich
entwickelnden peripheren und sympathischen Nergt@asys exprimiert. In Neuronen triggert
die homophile L1-L1-Interaktion die Aktivierung desuronalen FGF-Rezeptors. Die
resultierende Stimulierung der second-messengekagiasfuhrt zu einer Aktivierung von
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Calcium-Kanalen ( Williams et al. 1994 ). Anderédraxzellulare Liganden, die mit L1-CAM
interagieren, sind das Matrixmolekul Laminin sodie Chondroitinsulfatproteoglykane
Neurocan und Phosphacan ( Hortsch 1996 ). Ubee died andere Interaktionen spielt L1-
CAM eine essentielle Rolle fir die Entwicklung desbryonalen Nervensystems, indem es
Zellmigration und —adhasion, Neuritenfaszikulatiodd Myelinisierung reguliert ( Ohnishi et

al. 1998, Schachner 1997 ). Mutationen im L1-CAMAGighren zu Hydrozephalus, MASA-
Syndrom, spastischer Paraplegie Typ | und menRaéardierung ( Rosenthal et al. 1992, Jouet
et al. 1994, Wong et al. 1995 ). L1-CAM findet satbenfalls auf hAmatopoetischen und einigen
epithelialen Zellen ( Brimmendorf 1998 ).

Aber auch auf einigen neoplastischen Zellen wirddAM regelmafig exprimiert und ist hier
mit einer unglnstigen Prognose assoziiert. Flrddtarnd Ovarial-Karzinome ( Fogel et al.
2003 ), das kleinzellige Bronchial-Karzinom ( Miyah et al. 2001 ), Lymphome ( Kowitz et al.
1993 ), Maligne Melanome der Haut ( Fogel et al20thies et al. 2002 ) sowie
neuroendokrine Pankreastumoren ( Kaifi et al. 2086die L1-CAM-Expression als
signifikanter Indikator fur kurzes Overall Surviyahsches Tumorwachstum und hohes

Metastasierungspotential beschrieben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Expressiom\d-CAM beim Neuroblastom als
typischem Vertreter kindlicher Tumoren zu untergch

Zu diesem Zweck wurden Gewebeproben auf TissueyAar immunhistochemischer
Farbemethoden untersucht und die zugehdrigen Ratidgten statistisch analysiert. Um den
L1-CAM-Status auf den klinischen Verlauf zu bezieheurden anschlie3end Event Free
Survival ( EFS) sowie Overall Survival ( OS ) hilite von Kaplan Meier-Analysen bestimmt.

Vor diesem Hintergrund galt es, die folgenden &raigen zu klaren:

1. Wird L1-CAM auf Neuroblastom-Gewebe exprimiert?
2. Gibt es Tumoren, die L1-CAM weniger oder mehr exyperen? Wenn ja: korreliert
dies mit dem klinischen Verlauf?

3. Eignet sich L1-CAM als mdglicher neuer Prognosemaflir Neuroblastom-Patienten?

12



2 Material und Methoden

2.1 Patienten, klinische Daten, Evaluation

In Zusammenarbeit mit der Abteilung fur padiatris¢kimatologie und Onkologie des
Universitatsklinikums Hamburg Eppendorf unter deiting von Prof. R. Erttmann wurden fur
diese Arbeit 98 Neuroblastom-Patienten retrospeldsgewahlt, die dort im Zeitraum von
1992 bis 2005 behandelt wurden. Aus ihren Pati@kten wurden diejenigen klinischen Daten
erhoben, die fur die Risikogruppenklassifikatioowge die Korrelation mit L1-CAM im
spateren Verlauf einzusetzen waren. Hierzu geh@umgaben zu Primartumorlokalisation,
Metastasierung, Tumorstadium nach INSS, histolbgistlassifikation nach Hughes et al.,
Patientenalter bei Diagnosestellung, MYCN-Amplifika, Verlust der Heterozygotie des
Chromosomes 1 ( LOH 1p ), Therapie ( Chemotherapié, Stammzell-Tx ), Event Free
Survival ( letzter Ambulanzbesuch ohne Krankheitdmm), Rezidiv, Rezidivzeitpunkt, Tod
sowie Todeszeitpunkt. Anschliel3end erfolgte digkRgruppenstratifizierung in drei Gruppen
bezuglich des Deutschen Neuroblastom 2004 Studieskwlls ( NB 2004 Trial Protocol,
Berthold, 2004 ). Die Einteilung in Observation Gpdq OG ), Medium Risk Group ( MRG )
oder High Risk Group ( HRG ) richtet sich hierbath dem INSS-Stadium, Alter bei
Diagnosestellung, MYCN-Amplifikation sowie LOH 1pur OG gehéren demnach Patienten
im Stadium 1, 0-21 Jahre, keine MYCN-Amplifikatiarder im Stadium 2, 0-21 Jahre, kein
LOH 1p, keine MYCN-Amplifikation; oder im Stadium 8-2 Jahre, kein LOH 1p, keine
MYCN-Amplifikation; oder im Stadium 4S, 0-1 Jaheike MYCN-Amplifikation. Zur MRG
zahlen Patienten im Stadium>2 Jahre, keine MYCN-Amplifikation; oder im StaditBn0-21
Jahre, LOH 1p, keine MYCN-Amplifikation; oder imgsiium 2, 0-21 Jahre, LOH 1p, keine
MYCN-Amplifikation; oder im Stadium 4, <1 Jahr, kel MYCN-Amplifikation. Die HRG
beinhaltet Patienten im Stadium4, Jahr sowie Patienten jeglichen Alters aller &tadhit

MY CN-Amplifikation.

Abb. 2 zeigt ein Flussdiagramm zur Veranschaulighder Risikogruppenstratifizierung.
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Abb 2: Flussdiagramm zur Risikogruppenstratifizigyin Low Risk Group,
Medium Risk Group und High Risk Group; auB 2004 Trial Protocol for Risk
Adapted Treatment of Children with Neuroblastoma, Gesellschatft fiir Padiatrische

Onkologie und Hamatologie, Version 1.00, 01. Smpier 2004

Zusatzlich zu einer teilweise unzureichenden Gegedlgat, die die immunhistochemisch

gewonnenen Ergebnisse aus technischen Grinderreprbduzierbar machte, war fur einige

Patienten ein ungenigender Beobachtungszeitrauomuakiert, so dass das urspriingliche

Kollektiv auf 62 Patienten reduziert wurde.

Demnach liel3en sich 43 der in dieser Arbeit untrtan Patienten (69,4 % ) in die OG
gruppieren, 5 Patienten ( 8,1 % ) z&éhlten zur MRGRatienten ( 16,1 % ) wurden in die HRG
stratifiziert. Aufgrund mangelnder Datenlage belgl OH 1p konnten 4 ( 6,5 % ) Patienten

nicht klassifiziert werden. Tabelle 1 fasst diesgdd zusammen.
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Alle Daten wurden nach schriftlicher Einverstandritirung der Eltern erhoben.

Risikogruppe| Patienten, n (%)

0G 43 (69,4)
MRG 5(8,1)
HRG 10 (16,1)

keine Angabg 4 (6,5)

Tab. 1: Risikogruppenstratifizierung der Patienten

2.2 Tissue Microarrays

Um die L1-CAM-Expression der Tumorproben zu bestanmowie die histologische
Einteilung zu verifizieren, wurden die Gewebe unerwendung von Tissue Microarrays
untersucht. Die Microarrays wurden im Institut Rathologie ( Universitatsklinik Hamburg
Eppendorf ) von Dr.A. Quaas unter der Leitung voof RG. Sauter angefertigt und mit
freundlicher Genehmigung zur Verfligung gestelledai Methode ermdglicht die rasche
Untersuchung einer hohen Anzahl von Gewebeprolreidhitlich einer Vielzahl von
Strukturen. Bis zu 1000 zylindrische Gewebebiopkimen mit Hilfe eines Microarrays
analysiert werden ( Kononen et al. 1998, Theil#38). Parallele Serienschnitte des Array-
Blockes ermdglichen dann die gleichzeitige Untelnsing von DNA-, RNA- und
Proteinstrukturen sowie unterschiedlicher Genexgiween individueller Proben per
Immunhistochemie, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisigruder RNA/RNA-in-situ-Hybridisierung.
Bei den insgesamt 160 Proben dieser Arbeit handslgich um 120 Tumorproben inklusive
Metastasengewebe. 40 gesunde Gewebe bildeten dieokgruppe.

Noch vor Ausstanzen der zu untersuchenden Gewdlmprourden morphologisch
reprasentative Gebiete aus den in Paraffin einggbatTumorbldcken ausgewéhlt. Dies
geschah mittels Hamatoxilin-Eosin-gefarbter Scenitie der Oberflache des Tumorblocks
entstammten. Zur Orientierung wurden diese reptageen Areale jeweils markiert. Im

zweiten Schritt wurden nun aus diesen Sektoren Gegreben entnommen. Die verwendeten
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Stanzen hatten dabei einen Durchmesser von 60@igraufgrund ihrer Konstruktion
ausschlieBlich parallel zu ihrer eigenen Achsezemkonnten. Basierend auf der Markierung
des korrespondierenden HE-Schnittes wurde der Thloxk stets so unter der Stanze
positioniert, dass die Entnahme morphologisch meprtativen Gewebes gewahrleistet war. Erst
kurz vor dem Stanzvorgang wurde der parallele Scjenveils entfernt.

Die entnommene zylindrische Gewebeprobe wurde éaBemd in definierte Array-
Koordinaten des Empféangerblockes, einem weitereaffReblock, tbertragen. Diesen Vorgang
wiederholte man fir jeden Donorblock. Um die spgéitaterpretation der Array-Analyse zu
erleichtern, erfolgte die Anordnung im Empfangedkldurch Gruppierung gleicher
Gewebearten ( Primartumoren, Metastasen, Kontretipe ). Der Abstand zwischen den
einzelnen Elementen im Empféangerblock betrug jesnE00 pm.

Nachdem die insgesamt 160 Stanzproben, jede ngibrePurchmesser von 600 um, in den
Empfangerblock transferiert worden waren, wurdem di@sem durch Gebrauch eines
Mikrotomes mehrere parallele Schnitte angefertigt,in einem spéateren Schritt den
unterschiedlichen Farbungen unterzogen werderesollie Dicke eines jeden Schnittes betrug
hierbei 5um. Auf der Blockoberflache befestigteldstreifen erleichterten dabei sowohl die
Ablésung des Schnittes vom Mikrotom als auch dieritagung auf die Objekttrager.
Schliefilich wurden die Klebestreifen entfernt, assidie Arrays fur die histologische
Beurteilung und Immunhistochemie prépariert waren.

Abb. 3 zeigt ein Schema der Tissue Microarray-Meééwach Kononen et al., 1998.
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Abb. 3: Methode der Tissue Microarrays, modifizieath Kononen et al. ( 1998Nature
Medicine 4(7): 844-847
A: horizontaler Schnitt aus Oberflache des Tunmrkés, welcher lichtmikroskopisch
begutachtet wird
B: Ausstanzen der Gewebeproben aupmetwgisch reprasentativen Arealen
C: Ubertragung der Gewebeproben in definierte Aaprdinaten des
Empfangerblockes, Anfertigen paralleler Sesodmitte
D: Ubertragung der Gewebeproben auf Klebestreifen
E: Ubertragung der Serienschnitte auf Objekttragiéels Klebestreifen

2.3 Immunhistochemie
Um zu gewabhrleisten, dass es sich bei den Serrerestaum reprasentatives Neuroblastom-

Gewebe handelt, wurden zunéchst die gangigen M&HR€0 sowie NSE nachgewiesen. Hierzu

wurden die 5 um dicken Schnitte der Formalin-fitearund in Paraffin eingebetteten Gewebe
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unter Verwendung von 3-Triethoxysilylpropylamin €kk, Darmstadt, Deutschland )
immunhistochemisch gefarbt.

AnschlieRend erfolgte die immunhistochemische Réglmum Nachweis von L1-CAM. Als
Primarantikérper wurde der monoklonale IgG1 antrbue Antikérper UJ 127.11 verwendet,
der an die Ektodomane von L1-CAM bindet ( NeoMask&remont, California, USA, Cat.-
No.: MS-770-P1, Verdinnung 1:50 in Dako’s Antibddiyuent ( Dako, Cat.-No.: S0809 )). Die
Immunfarbung erfolgte mit Hilfe des Biotin-Strepi@in-Amplifikations-Nachweissystems.
Zunachst wurden die Paraffinschnitte deparaffinisiad rehydriert. Dazu wurde auf die
Schnitte 4x 5 Minuten Rotihistol ( Carl Roth Gmblé-Laufgetragen. Im Anschluss wurde eine
absteigende Alkoholreihe angewendet, die mit 3xr8itiger Verwendung von 100%igem
EtOH begann, gefolgt von jeweils 2x 3 Minuten 9566ig80%iges und 70%iges EtOH und
abgeschlossen wurde durch ein Abspulen mit Aqua flgs2 Minuten. Zur S&uberung der
Zelloberflache wurden die Schnitte danach fir 5um mit TBS-Puffer, ( 0,05 mol, pH 7,6
mit 0,1%igem Tween 20 ) gewaschen.

Mit dem Ziel der Demaskierung wurden die Gewebesighnun vorbehandelt. Dafir wurden
sie fur 30 Minuten in 1%igem NH4/TBS (0,05 mdH @,6, ohne Tween 20 ) und
anschlieBend 5 Minuten in TBS gewaschen. Diesegaug wurde durch Waschen in 0,05
molarem Glycin/TBS ( 0,05 mol, pH 7,6, ohne Twe®n) &ir 15 Minuten und 5 Minuten in
TBS wiederholt. Dann wurden die Schnitte fir 10 Maen im Citratpuffer in der Mikrowelle
inkubiert ( pH 6,0; Dako, ChemMate Target Retrigsalution, Cat.No.: S2031, zehnfach
konzentriert, 40 ml verdunnt auf 400 ml ) und alis@®end 20 Minuten bei Raumtemperatur
abgekuhlt.

Nun erfolgte die Blockierung der endogenen Pereadativitat unter Verwendung des HRP-
AEC Mouse Kit ( R&D Systems, Cat.No.: CTS003 ).Amschluss an ein 5minttiges Waschen
mit Peroxidase Blocking Reagent ( Part 865005igt{tianger als 5 Minuten ) wurden die
Schnitte fir 5 Minuten mit TBS und dann fur 15 Miexu mit Serum Blocking Reagent D ( Part
865015 ) gewaschen. Die Schnitte liel3 man jetzebtnopfen. Danach erfolgte ein Waschen
mit Avidin Blocking Reagent ( Part 865009 ) fur Minuten, gefolgt von TBS fiir 1 Minute,
Biotin Blocking Reagent ( Part 865008 ) fur 15 Mienu und abschlieRend erneut mit TBS fir 1

Minute.
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Jetzt wurde der Prim&rantikdrper mit Hilfe einestérgrundreduzierenden Antikorper-
Verdinnungsmediums im Verhaltnis 1:50 verdiinnt amiddie Gewebeschnitte aufgetragen.
Diese wurden dann 45 Minuten in einer feuchten Kemgelagert.

Die Negativ-Kontrollen erfolgten mit Hilfe von MOR@elches im Verhéltnis 1:200 im
Antikérper-Verdinnungsgemisch ( Dako, Cat.No.: S0B80erwendet wurde.

AnschlieRend wurden die Schnitte erneut dreimalMirfuten mit TBS gewaschen.

Als Sekundar-Antikoérper wurde ein biotinylierter MtLink-Antikdrper ( Part 865001 ) auf
die Schnitte aufgetragen. Es folgte eine 45 mislbkubation. Nach dreimaligem Waschen
mit TBS der Dauer 3-5 Minuten wurde der ,Tertidiitper”, die hoch sensitive
Meerrettichperoxidase ( HSS-HRP, High Sensitive@avidin-HRP Conjugate ) ( Part
865006 ) aufgetragen und dies fur 30 Minuten idadbDie Schnitte wurden erneut dreimal
fur 2 Minuten mit TBS gewaschen.

Als Farbesubstrat wurde in 14 ml 0,1 M AcetatpuffpH 5,2 ) und 0,15 ml 3% H202 geldste
AEC Chromogen Solution ( Part 860004 ) verwendetches durch die enzymatische Wirkung
der Peroxidase in einen bréunlichen Farbstoff unagelslt wird. Die Inkubation erfolgte fir 20
Minuten. Um eine ausreichende Intensitat der Gefaéelbeng zu gewahrleisten, wurde dies
lichtmikroskopisch intermittierend kontrolliert. Da wurden die Schnitte kurz mit Aqua dest.
gespuilt.

Nun erfolgte die Kernfarbung mit Hamalaun nach Mgy8igma, Cat.No.: MHS-16 ). Die
Schnitte wurden vertikal auf Filterpapier getrodkrs® dass Uberschiissiges Farbemedium

ablaufen konnte. Schlief3lich waren sie zur lichtwskopischen Analyse bereit.

2.4 Lichtmikroskopische Analyse

Im Rahmen der jetzt folgenden lichtmikroskopischAemlyse wurde zunachst die Verifikation
der aus den Patientenakten gewonnenen histologiggihéeilung vorgenommen. Dies geschah
im Institut fir Pathologie ( Universitatsklinikumarhburg Eppendorf ) durch Dr. A. Quaas.
AnschlieRend wurden die Gewebe in L1-CAM-positid wi-CAM-negativ unterteilt. Dabei
galt es, die zwei beobachteten Farbereaktionefsderebeproben zu bericksichtigen: Zum

Einen wurde eine zellulare Farbereaktion der Turltem beobachtet, zum Anderen zeigte sich
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eine Farbereaktion der Neurofibrillen. Beide Reaktimuster waren spezifisch, so dass die
Gewebe demnach als L1-CAM-positiv klassifiziert dem. Diese Einteilung wurde durch drei

unabhangige Untersucher vorgenommen ( Dr. HC Fi&gel. Kaifi, Dr. A. Quaas ).

2.5 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte uderwendung von SPSS fur Windows
( Version 11.5, SPSS Inc., Chicago, lllinois, USA)

Das vorliegende Ergebnis der retrospektiven Stuniie62 Neuroblastom-Patienten hatte
zensierte Uberlebenszeiten zu beriicksichtigennd&tichtag der Auswertung fur nicht alle
eingeschlossenen Patienten die tatsachlichen Weedeeiten zur Verfligung standen. Gerade
diese zensierten Uberlebenszeiten bilden ein Rrobk der Berechnung von Uberlebensraten.
Ein Verfahren, das es gestattet, sie in die Benautpsinnvoll einzubeziehen, ist das
Schatzverfahren von E. Kaplan und P. Meier. Einsggachende graphische Darstellung dient
der Veranschaulichung der Uberlebensraten in Agéei von der Zeit. Mit Hilfe der
Kaplan-Meier-Methode entwarfen wir Uberlebenskurfi@mOverall Survival und Event Free
Survival der Patienten und analysierten unter Vadueg des log-rank Tests. Des Weiteren
wurden unter Verwendung des X2-Tests ( fir zweidtden ) und des Exakten Tests nach
Fisher ( fur mehr als zwei Variablen ) Kreuztabedlatistiken entworfen. Signifikante
Aussagen dieser Arbeit beziehen sich auf p- bengtweise F-Werte bei zweiseitigen Tests,

die < 0,05 waren.
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3  Ergebnisse

Die im Folgenden dargestellten Ergebnisse basenéder Auswertung der Patientenakten der
in diese Studie eingeschlossenen 62 Neuroblastadi®ARan. Nach dem immunhistochemischen
Nachweis von L1-CAM im Tumorgewebe galt es, einer&lation zwischen klinischem

Verlauf und L1-CAM-Status zu untersuchen.

3.1 Auswertung der klinischen Daten

Die Erhebung der klinischen Daten aus den Patiakten ergab die folgenden Ergebnisse, die
in Tab. 2 wiedergegeben sind.

22 (35 %) der 62 retrospektiv analysierten Patiemtaren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
junger als 1 Jahr alt, 40 (65%) Patienten wartar.dbas durchschnittliche Alter bei
Diagnosestellung betrug 30,0 Monate.

Die Analyse der Primartumorlokalisationen ergalPaienten (55%) mit adrenalen Primarien,
13 (21%) lagen im thorakalen Bereich, 11 (18%) waedominal lokalisiert, 2 Tumoren (3%)
waren cervikalen Ursprungs, fur 2 Patienten (3%lé&n sich keine Angaben.

Die Auswertung des Metastasierungsstatus ergalmznsafassend 24 Patienten (39%) mit
metastasierten Neuroblastomen zum Zeitpunkt degridisestellung, bei 37 Patienten (60%) lag
eine auf den Primartumor begrenzte Erkrankungmidr.einen Patienten (1%)
existiertendiesbeziiglich keine Daten.

26 Patienten (42%) wurden in das INSS-Stadium pmaut, 16 (26%) in das Stadium 2, 10
(16%) erfullten die Kriterien des Stadium 3, 5 (88igjenigen des Stadium 4, 5 Patienten (8%)
stratifizierte man in das Stadium 4S.

Die Daten bezlglich des histologischen Grading$ tigyhes et al. lieferten zusammenfassend
23 Patienten (37%) mit einem Neuroblastom Gra® 24%) Patienten mit Grad Il, 21 (34%)
mit Grad Ill, von drei (5%) Patienten konnte dasrnbugewebe nicht klassifiziert werden, so
dass diesbezuglich keine Information vorlag.

Die Ermittlung des LOH1p- und MYCN-Status fiel wigdgt aus: 11 Tumorgewebe (18%)
zeigten eine Verlust der Heterozygotie des Chrommssb, eine MY CN-Amplifikation war fur

9 Patienten (15%) dokumentiert.
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Ein Rezidiv erlitten 7 der 62 Patienten (11%).
Im Verlauf des Beobachtungszeitraums verstarbegr &2 Patienten (10%). 54 (86%) hingegen
uberlebten rezidivfrei.

Das durchschnittliche Overall Survival aller 62emstichten Patienten betrug 67,4 Monate.
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Tab. 2: Auswertung der klinischen Daten

Patienten , n (%

<1 Jahr bei Diagnose 22 (35)
> 1 Jahr bei Diagnose 40 (65)
Primartumorlokalisation.: adrenal 34 (55)
thorakal3 (21)
abdominal 11§()
cervikal (3)
kA2 (3)
Metastasen bei Diagnose 24 (39)
davon LN 19(79)
BM 7(29)
B 4(17)
L 2(8)
INSS-Stadium 1 26 (24)
Stadium 2 16 (26)
Stadium 3 10 (16)
Stadium 4 5(8)
Stadium 4S 5(8)
histolog. Grad | ( Hughes et al. 23 (37)
Grad Il 15(27)
Grad Il 21(34)
k.A. 3(5)
MY CN-Amplifikation 9(15)
LOH 1p 11 (18)
Rezidiv 7(11)
Tod 6(10)
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3.2 L1-CAM-Exprimierung in Neuroblastom-Gewebe

Die im Anschluss folgende immunhistochemische Raghier Tissue Microarrays ermoglichte
den Nachweis von L1-CAM im untersuchten Neuroblas®ewebe.

Hierbei zeigten sich zwei verschiedene Farbereaéti in den Gewebeproben: zum Einen
konnte eine zellulare Farbereaktion der Tumorzdiwbachtet werden, des Weiteren
prasentierten sich Farbereaktionen der NeuroférilBeide Reaktionen erwiesen sich als
spezifisch fur L1-CAM, so dass die Tumoren im Felilges positiven Farbeergebnisses als
L1-CAM-positiv klassifiziert wurden.

Von den in dieser Arbeit gefarbten 62 Neuroblastnoben wiesen 53 Gewebe (86%) eine
L1-CAM-Exprimierung auf und wurden somit als L1-CApbsitiv eingestuft. 9 (14%)
Tumoren zeigten keine L1-CAM-Exprimierung. Sie bileh demnach die L1-CAM-negative
Gruppe.

Abb. 4, 5 und 6 zeigen exemplarisch Ausschnittesemit Peroxidase gegen L1-CAM
gefarbten Tissue Microarrays und die einfache Wotexgidung zwischen L1-CAM-positivem

und L1-CAM-negativem Gewebe.

Abb. 4: lichtmikroskopische Darstellung eines L11@4ositiven stromaamen Neuroblastoms
mit spezifischem Farbemuster von Neurofibrillen wndifferenzierte Tumorzellen mit
niedrigem MKI, Grad Il
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Abb. 5: lichtmikroskopische Darstellung von L1-CAdbsitivem stromareichem Tumor mit
Tellnestern mit hohem MKI, Grad Il

Abb. 6: lichtmikroskpische Darstellung eines L1-CAMdgativen stromaarmen Tumors mit

diffus verteilten gering differenzierten Tumorassl] Grad I
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3.3 L1-CAM-Exprimierung und Survival

Mit Hilfe statistischer Analysen galt es nun, eimedglichen Zusammenhang zwischen dem
L1-CAM-Status der Patienten und ihrem klinischemlsg zu ermitteln. Um diese eventuelle
Korrelation zu untersuchen wurden im folgenden ®dkaplan Meier-Uberlebenskurven
entworfen. Die statistische Signifikanz der Ergebaiwurde durch Anwendung des log rank-

Tests sowie ANOVA untersucht.

Beziglich des Overall Survivals zeigten die Kapléaier-Kurven statistisch signifikant bessere
Ergebnisse fir Patienten, deren Neuroblastome LIAEXprimierung aufwiesen im Vergleich
mit dem L1-CAM-negativen Patientenkollektiv ( p 6001 im log rank-Test ). Patienten, deren
Tumoren L1-CAM exprimierten, lebten deutlich langés die L1-CAM-negative Gruppe.
Erstere Uberlebten durchschnittlich 73,1 + 31,1 Menindessen betrug der durchschnittliche
Uberlebenszeitraum Letzterer lediglich 43,4 + Mdhate ( p = 0,016 mit ANOVA ).

Abb. 7 stellt dieses Ergebnis in der zugehdrigearlgbenskurve dar.

1.0

o >0 a0 60 80 100 120 140

Abb. 7: Kaplan Meier-Kurve flr das Overall SurviwalMonaten ; p<0,0001

rote Kurve: L1-CAM-postive Patienten (n =53)
blaue Kurve: L1-CAM-negative Patienten (n=9)
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Betrachtet man das Event Free Survival, zeigt agekorige Kaplan Meier-Kurve auch in
diesem Fall ein statistisch signifikant besseresuRat fur Patienten mit L1-CAM-positiven
Neuroblastomen verglichen mit L1-CAM-negativen% §,0022 im log rank-Test ). Erstere
erlitten signifikant seltener ein Rezidiv oder tarben, dies betraf lediglich 9 der 62 Patienten
(15%).

Das durchschnittliche Event Free Survival der Bie mit L1-CAM-Exprimierung betrug

68,5 + 32,8 Monate. Das der L1-CAM-negativen Grugps + 45,2 Monate ( p = 0,040 mit
ANOVA).

Abb. 8 demonstriert dieses Ergebnis. Tab. 3 fasst/terlebenszeitraume zusammen.

1,0

o 20 40 60 80 100 120 140

Abb. 8: Kaplan Meier-Kurve fir das Event Free Sualin Monaten ; p=0,0022

rote Kurve: L1-CAM-positive Patienten (n =53)
blaue Kurve: L1-CAM-negative Patienten (n=9)

Tab. 3: Event Free Survival sowie Overall Surviwadl L1-Status

L1-CAM-negativ ( n=9 ) L1-CAM-positiv ( n=53)

Event Free Survival 42,3 + 45,2 Monate 68,5 + 32,9 Monate

Overall Survival 43,4 + 44 5 Monate 73,2 £ 31,1 M=

27



Zusammenfassend ergaben sich also statistiscifilsagn bessere Uberlebensraten fiir das
L1-CAM-positive Patientenkollektiv gegentber demCAM-negativen. Dies betrifft sowohl

das Overall Survival als auch das Event Free Sakviv

3.4 L1-Exprimierung und Rezidiv & Tod

Von den 62 untersuchten Patienten erlitten 7 ( 1 ¥¥&hrend des Beobachtungszeitraumes ein
Rezidiv. 4 davon verstarben. 2 weitere Patientestaden bereits an ihrem Primartumor.

2 der insgesamt 6 verstorbenen Patienten ( 33%enhial-CAM-positive Neuroblastome, 4
(67 % ) waren L1-CAM-negativ.

Unter den 7 Rezidiv-Patienten befanden sich 4 ( 374 die L1-CAM-Positivitat zu

verzeichnen war, bei 3 ( 43% ) fand sich keine IAMZExprimierung., dargestellt in Tab. 4.

Tab. 4: L1-CAM-Status der Patienten mit Event

Ereignis| Patienten davon L1-CAM-positiv| davon L1-CAM-negatiV
(n (%)) | (n (%)) (n (%))

Rezidiv | 7 (11) | 4(57) 3(43)

Tod 6(10) | 2(33) 4(67)

Insgesamt 53 Patienten ( 86% ) erlitten weder TamhrRezidiv, sie blieben somit wahrend des
Beobachtungszeitraumes event free. In diesem &hirgsinstigen Kollektiv hatte die
signifikante Mehrheit von 48 Patienten ( 91% ) LANT-positive Tumoren, 5 ( 9% ) erwiesen
sich als L1-CAM-negativ.

Tab. 5: L1-CAM-Status der Patienten mit Event Fseevival

Patienten davon L1-CAM-positiv| davon L1-CAM-negatiV
(n (%)) | (n (%)) (n (%))
Event Free Survivail 53(86)| 48(91) 5(9)
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Auch an dieser Stelle ergab die Analyse eine statissignifikante Korrelation zwischen Event
( Rezidiv und / oder Tod ) und L1-CAM-Status deuNsblastom-Patienten ( p = 0,0020 im
Fisher Exact-Test).

L1-CAM-positive Tumoren fanden sich somit signifitdnaufiger bei rezidivfrei Gberlebten

Patienten im Vergleich mit dem Event-Patientenkaile Dies ist in Tab. 5 dargestellt.

3.5 L1-CAM-Exprimierung und histologisches Grading

Es wurde in allen drei nach Hughes et al. unteestgrien histologischen Graden
immunhistochemisch L1-CAM-Exprimierungen nachgewredierbei liel3 sich keine
statistisch signifikante Korrelation zwischen L1-KAStatus der Patienten und histologischem
Grad ihres Neuroblastoms feststellen.

Tab. 6 zeigt die folgenden Ergebnisse: 21 ( 91%r 2@ Grad |- Tumoren exprimierten L1-
CAM. Unter den 15 Grad II- Neuroblastomen zeigteh 43 ( 25% ) als L1-CAM-positiv. In
der Gruppe der Grad lll-Tumoren fanden sich 18%§6.1-CAM-positive.

Tab. 6: L1-CAM-Status in unterschiedlichen histadopjen Graden nach Hughes et al.

histologischer Grad Patienten L1-CAM-positive Tumoren
nach Hughes et al| (n (%)) | (n (%))

Grad | 23(37)] 21(91)
Grad Ii 15 (24)| 13(87)
Grad Il 21(34)| 18(86)
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3.6 L1-CAM-Exprimierung und Kklinische Charakteristi ka

Zusatzlich galt es, den Zusammenhang zwischerskliein Charakteristika und L1-CAM-
Exprimierung zu ermitteln. Hierbei waren insbesardsie etablierten Risikofaktoren MYCN-
Amplifikation und LOH1p, die Risikogruppen beziglides Deutschen Neuroblastom
Studienprotokolls 2004 aber auch das PatientermltarZeitpunkt der Diagnosestellung von
Interesse. Die Resultate sind in Tab. 7 dargestellt

20 (91% ) der 22 Patienten < 1 Jahr bei DiagneBesg wiesen in ihnrem Tumorgewebe eine
Exprimierung von L1-CAM auf. Unter den 40 &lterestienten waren 33 ( 83% ) L1-CAM-
positiv.

Die Analyse der Risikogruppen ( OG, MRG, HRG ) &84 ( 91% ) der 43 OG-Patienten mit
L1-CAM-positiven Neuroblastomen, 4 ( 80% ) der 5 GHRatienten, unter den 10 Patienten
der HRG fanden sich 6 ( 60 % ) mit L1-CAM-positivEéamoren.

Fur 9 Patienten des Gesamtkollektivs war eine Afikption des Risikofaktors MYCN
dokumentiert. 5 ( 56% ) davon wiesen eine L1-CAMafixierung auf.

Fur insgesamt 11 Patienten war ein Verlust derideygotie des Chromosoms 1 verzeichnet.
Unter ihnen fanden sich 8 ( 73% ) L1-CAM-positiveriorgewebe.
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Tab. 7: L1-CAM-Status bei ausgewahlten klinischérai@kteristika

Patienten L1-CAM-positive Tumoren
(n (%)) | (n(%))
Gesamtkollektiv 62 53 (86)
bei Diagnose < 1 Jahr 22 (36]) 20(91)
bei Diagnose > 1 Jahr 40 (65 ) 33(83)
Risikogruppe bzgl. des Deutschen
Neuroblastom 2004 Studienprotokolls
Observation Group ( OG) 43 (74]) 39(91)
Middle Risk Group ( MRG ) 5(9) 4(80)
High Risk Group ( HRG ) 10(17) 6(60)
Risikofaktoren:
MY CN-Amplifikation 9(15) 5(56)
LOH-1p 11(20)] 8(73)

Es wurde an dieser Stelle keine statistisch signifie Korrelation zwischen L1-CAM-
Exprimierung und Alter bei Diagnosestellung, Rigjkuppenzugehdrigkeit und den
Risikofaktoren MYCN-Amplifikation und Verlust derdderozygotie des Chromosoms 1
beobachtet.

Es fand sich jedoch eine geringerer Prozentsatz $¥e@AM-positiven Patienten in der klinisch
ungunstigen HRG ( 60% ) sowie unter den Patientépasitiven Risikofaktoren MYCN-
Amplifikation ( 56% ) und LOH1p ( 73% ) als bei 8tenbeginn erwartet. Weiterhin zeigten
MY CN-positive Patienten mit L1-CAM-Expression decil Iangere Uberlebenszeiten
verglichen mit der L1-CAM-negativen Gruppe. Alleegé Patienten Uberlebten bis zum Ende

des Beobachtungszeitraums.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wird die Expression Y\drCAM auf Neuroblastom-Gewebe
untersucht. Insbesondere die Analyse seines Esgftuauf den klinischen Verlauf von 62
Patienten erbringt Uberraschende Ergebnisse. ImBalder Risikogruppenstratifizierung von
Neuroblastom-Patienten kénnte L1-CAM als Prognoskenaukiinftig eine bedeutende Rolle

spielen.

4.1 L1-CAM in Neuroblastom-Gewebe

Durch immunhistochemische Farbungen von Tissuedditays erfolgt in der vorliegenden
Arbeit der Nachweis von L1-CAM auf Neuroblastom-@bes. Aktuell finden sich in der
Literatur diesbezuiglich lediglich Berichte von Tumo, die nahezu ausnahmslos im
Erwachsenenalter auftreten ( Fogel et al 2003,sTéial. 2002, Miyahara et al. 2001, Allory et
al. 2005, Kowitz et al. 1993, Kaifi et al. 20063utwein et al. beschrieben 2000 die L1-CAM-
Expression auf der Zelloberflache von humanen Naasbom-Zelllinien ( Gutwein et al.

2000 ). Wir kénnen nun L1-CAM auf dem von uns usiiehten Originaltumorgewebe
nachweisen. Damit ist das Neuroblastom bis dat@iterige solide Tumor des Kindesalters, fur
den dies bekannt ist. Da der Ursprung dieser matiggmbryonalen Neubildung entartete
Zellen der Neuralleiste sind, kann dieses Ergejedigch nachvollzogen werden. Denn

L1-CAM ist ein Marker des sich entwickelnden Nersgstems.

Unser Verstandnis Uber das transmembrandare nearlgazkelladhasionsmolekil L1-CAM
konnte in den vergangenen Jahren stark erweitedeme Zu Beginn der 1980er Jahre wurde es
erstmals im Nervensystem entdeckt ( Lindner et@83, Rathjen et al. 1984 ). In den folgenden
Jahren wurde zunéchst seine zentrale Rolle in deviEklung des Nervensystems in
zahlreichen Untersuchungen intensiv erforscht waledt. Es konnte gezeigt werden, dass
sowohl die Migration unreifer Neurone und deren @slbn als auch der statische
Zusammenhalt benachbarter Axone und ihre Myelinisig durch die Interaktion von L1-

CAM mit zahlreichen Liganden reguliert werden (duirer et al. 1983, Rathjen et al. 1984,
Hortsch 1996, Schachner 1997, Walsh et al. 1991mBrendorf et al. 1998, Ohnishi et al.
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1998 ). Abb. 9 zeigt exemplarisch das histologidsite eines adulten Nerven und das

reichliche Vorkommen von L1-CAM in seinen Myelingitien.

: ."‘ h , i »-‘ e ‘ 4 ) :"‘A", 4y : 3 » /
T ORI ™ A e ST o SR T (gt
Abb. 9: Histologische Darstellung eines adultenvdar; das hier verwendete Chromogen DAB
stellt L1-CAM in den Myelinscheiden braurr da

Dass Mutationen im L1-CAM-Gen zu Defiziten wie deher Paraplegie Typ | und mentaler
Retardierung fuhren, belegt seine essentielle Rokilesen Prozessen ( Rosenthal et al. 1992,
Jouet et al. 1994, Wong et al. 1995 ). Die genddiechanismen konnten erst spater
entschlisselt werden: Zusatzlich zu homophilen LiBindungen interagiert L1-CAM hierbei
mit diversen zytosolischen Bindungspartnern, uifiteen Ankyrin, Komponenten des Clathrin
AP-2 Komplexes sowie den Proteinen Ezrin, Radixid Moesin ( ERM ) ( Dickson et al.
2002, Schaefer et al. 2002, Zhang et al. 1998 ). d&m extrazellularen Liganden sei das
Matrixmolekil Laminin genannt ( Hortsch 1996 ). Alsghen von seiner Expression auf der
Zelloberflache kann die extrazellular lokalisiete CAM-Ektodoméne durch die
Metalloproteinase ADAM10 sowie durch Plasmin gesailverden ( Gutwein et al. 2000, Beer
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et al. 1999, Nayeem et al. 1999 ). Das l6slicheCIAM ist dann in der Lage, Zellmigration und
—uberleben durch autokrine / parakrine Bindungnedrine zu stimulieren ( Mechtersheimer et
al. 2001, Voura et al. 2001 ).

In Bezug auf den von uns erbrachten Nachweis io&AM auf Neuroblastom-Gewebe
konnte diese Kenntnis von L1-CAM und seiner Bedegtiiir die Entwicklung des
Nervensystems eine Erklarung darstellen. Da depridngy des Tumors in der Neuralleiste liegt,
mag der Nachweis des Zelladhasionsmolekiils niatwwederlich erscheinen.

Wir beobachten jedoch nicht bei allen Geweben positive Farbereaktion. Denn nur 53

(68 % ) der 62 untersuchten Tumorproben weisem leElI"CAM-Expression auf.

9 Neuroblastome ( 14 % ) hingegen zeigen eine ivegatirbereaktion. Demnach bildeten wir
zwei Patientenkollektive, eine L1-CAM-positive ueithe L1-CAM-negative Gruppe. Im
Hinblick auf obigen Erklarungsansatz ist das Augprigsmuster zunachst tberraschend, doch
ist dieses unterschiedliche Vorkommen bereits betkans Arbeiten Gber mehrere oben
genannte Tumoren des Erwachsenenalters. Auchtblegrs Tumoren mit unterschiedlichem
L1-CAM-Expressionsgrad einander gegenuber, dieldunterschiedliche klinische Verlaufe
gekennzeichnet sind ( Fogel et al. 2003, Thies @082, Miyahara et al. 2001, Allory et al.
2005, Kowitz et al. 1993, Kaifi et el. 2006 ).

4.2 Overall Survival und Event Free Survival L1-CAM -

positiver Neuroblastome

Im Hinblick auf seine prognostische Aussagekraffteiegangs erwdhnten Tumoren im
Erwachsenenalter gilt es nun herauszufinden, imnieder L1-CAM-Status unserer
Neuroblastom- Patienten mit ihnrem klinischen Vefrlarreliert. In der Onkologie sind in
diesem Zusammenhang die Uberlebensraten der Ratieoh besonderem Interesse. Overall
sowie Event Free Survival spielen hierbei eine bdsme Rolle.

Sowohl das Overall als auch Event Free Survivakffend liefern die statistischen Analysen
und Kaplan-Meier-Kurven in der vorliegenden Artsgnifikant bessere Ergebnisse fir das L1-

CAM-positive Patientenkollektiv als fur die entsginend negative Patientengruppe
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(0S: 73,1 £ 31,1 Monate vs. 43,4 + 44,5 MonateSEF8,5 + 32,8 Monate vs. 42,3 +45,2
Monate ). Berechnungen des medianen Overall undtBree Survivals liefern ebenfalls
signifikant langere Uberlebenszeiten fiir Patiemién_1-CAM-positiven Tumoren. Diese
Ergebnisse sind insofern Uberraschend, als wiregirh der Arbeit einen entgegen gesetzten
Zusammenhang erwartet hatten. Ahnlich erstauniRdmultate zeigt die Analyse der Beziehung
zwischen L1-CAM-Status und Event ( Patienten, didasgnd des Beobachtungszeitraums ein
Rezidiv erlitten hatten oder verstorben waren )thbier korreliert die Expression von L1-
CAM mit einem gunstigen klinischen Verlauf: L1-CApbsitive Tumoren finden sich
signifikant haufiger in dem rezidivfrei Gberlebteatientenkollektiv ( EFS: 91 % vs. Rezidiv:
57 % und Tod: 33 %).

Zwar findet sich keine signifikante Korrelation aehen dem L1-CAM-Status der Patienten
und klinischen Charakteristika wie LOH1p, Alter zditpunkt der Diagnosestellung oder
Risikogruppenzugehdrigkeit. Doch stellen unsereeDain Indiz fur ein vermehrtes
Vorkommen L1-CAM-positiver Tumoren in guinstigen iRegruppen dar. So finden wir nur
wenige L1-CAM-negative Neuroblastomgewebe der OB, Gruppe mit ausgezeichneter
Prognose. In der HRG hingegen beobachten wir ¢inkche Anzahl L1-CAM-positiver und
-negativer Tumoren. Im Hinblick auf die Risikogrgmstratifizierung finden wir also einen
Trend von vermehrtem Vorkommen L1-CAM-positiver Kehlastome in ginstigen
Risikogruppen.

Eine weitere interessante Feststellung machenewiiidglich der Bedeutung von L1-CAM im
Hinblick auf die Amplifikation von MYCN. Dieser Pameter gilt als wichtigster unabh&ngiger
Indikator flir eine schlechte Prognose ( Schwalb. 41983, Vasudevan et al. 2005 ).
Untersuchen wir den Einfluss der L1-CAM-Expressiori die Uberlebensrate von allein den
Patienten, denen der Risikofaktor MYCN-Amplifikatiéehlt, resultieren folgende Ergebnisse:
hier liefert die Auswertung keine signifikanten Ergchiede zwischen dem L1-CAM-positiven
und —negativen Patientenkollektiv. Andererseitefajedoch deutlich langere Uberlebensraten
fur Patienten mit nachgewiesener MYCN-Amplifikatianf, deren Tumorgewebe Expression
von L1-CAM aufweist. Zusétzlich verstarb keiner 8etroffenen 5 Patienten bis zum Ende des
Beobachtungszeitraums. Leider kdnnen wir hier rur @iner geringen Patientenzahl berichten,
deren Tumoren gleichzeitig MYCN-Amplifikation alseh L1-CAM-Expression aufweisen.
Doch gerade diese Konstellation ist von besondénéenesse, als die Untersuchung beider

Marker allein jeweils unterschiedliche prognostesdendenzen zeigen wirde. Aufgrund der

35



exzellenten Uberlebenszeiten scheint die Stratifizig dieser Patienten in die HRG nicht
gerechtfertigt.

Lediglich beziglich des histologischen Grades @ePétienten finden wir keinerlei Korrelation
zur Expression von L1-CAM. Sowohl die Patientendatis auch die zuséatzliche Verifikation
des histologischen Gradings durch Dr. A Quaas #titlit fir Pathologie richten sich nach den
Kriterien von Hughes et al.. Danach werden Neusiblae bezlglich ihres Reifegrades in drei
Malignitatsstufen eingeteilt. Je unreifer hierbasg dhistologische Bild ist, desto unginstiger ist
die Prognose ( Hughes et al. 1974 ). Wir findenagindhernd gleiches Vorkommen von L1-
CAM in allen drei histologischen Graden.

Zusammenfassend kénnen wir somit mit unseren DOidgeronstrieren, dass L1-CAM-positive
Neuroblastom-Patienten unserer Studie zu eineebas&linischen Risikogruppe gehéren. Des
Weiteren zeigen sie signifikant langere Uberlebetiesr verglichen mit Patienten ohne L1-
CAM-Expression. Die vorliegenden Ergebnisse lassemuten, dass L1-CAM im Rahmen der
Neuroblastom-Diagnostik eine bislang unbekanntgrostische Aussagekraft besitzen konnte.
Konsekutiv kénnte L1-CAM eine Erganzung zu den altilblichen Risikofaktoren darstellen.
Interessanter Weise sind diese Ergebnisse kontraaktuellen Literatur tber L1-CAM bei

einer Vielzahl anderer Tumoren.

4.3 L1-CAM beim Neuroblastom im Vergleich mit L1-
CAM bei neuroendokrinen Tumoren des

Erwachsenenalters

Zusatzlich zu seiner Funktion als Regulatorprotéirdie Entwicklung des Nervensystems
findet sich L1-CAM auf zahlreichen weiteren Zelléherzu zahlen epitheliale und
hamatopoetische Zellen wie z.B. Vorlauferzellen @ranulozyten und Lymphozyten im
Knochenmark und die Mehrzahl reifer Thymozyten soliénaler Lymphozyten ( Brodt 1991 ).
Aber auch auf einer Reihe von Tumorzellen wird LAMCexprimiert. Inzwischen konnte dies
fur das Uterus- und Ovarial-Karzinom, Maligne Melam kleinzellige Bronchial-Karzinom,

Nierenzellkarzinom, Lymphom und neuroendokrinenekiFgastumoren nachgewiesen werden.
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Unsere Beobachtungen von 62 Neuroblastom-Patiamerinsofern Uberraschend, als eine L1-
CAM-Expression bei fast allen bisher untersuchtem@ren mit einer ungunstigen Prognose
korreliert ( Fogel et al. 2003, Thies et al. 200yahara et al. 2001, Allory et al. 2005, Kowitz
et al. 1993, Kaifi et al. 2006 ).

Studien Uber das Maligne Melanom der Haut, weldmesmetastasierten Stadium eine fatale
Prognose aufweist und dessen Inzidenz rapide zunimeisen eine erhéhte L1-CAM-
Expression auf Malignen Melanomen und seinen Masast im Gegensatz zu harmlosen
melanozytaren Naevi nach. Bei dieser bosartigerbMking korreliert die L1-CAM-
Expression signifikant mit Metastasierung. L1-CANtdvhier wahrend der Progression
benigner Naevi zum Malignen Melanom kontinuierlakfreguliert. Das Molekul erweist sich
dabei als exzellenter unabhangiger Prognosemaikelat Metastasierungstrisiko. Es fuhrt in
Erganzung zu alteren Markern wie Tumordicke uncelkdition zu einer genaueren
Risikoeinschéatzung der betroffenen Patienten. DdNdehweis von L1-CAM auf gesunden
Melanozyten bislang nicht gelingen konnte, scheam Expressionsgrad in diesem Fall an die
Zellproliferation gebunden zu sein. Man vermutessiL1-CAM hier zur Tumorprogression
beitragt, indem es die fir die Disseminierung vaimiorzellen entscheidenden Schritte der
Zelladhasion und —migration fordert ( Thies e&l02, Fogel et al. 2003 ).

Auch im Zusammenhang mit Uterus- und Ovarial-Kasmen wurde L1-CAM untersucht. In
einer retrospektiv klinischen Studie konnte daseal in einem Grof3teil der untersuchten
Tumoren nachgewiesen werden. Dabei erweist sicBAW als exzellenter Marker fiir eine
ungunstige Prognose. Seine Expression korrelietiddden Neoplasien, die die haufigste
Ursache fir onkologische Sterbefélle in der Gynédpa darstellen, signifikant mit kurzem
Uberleben und einer damit ungiinstigen Prognoseh Aueinem Teil der
Endometriumkarzinome, die generell durch eine ggeftrognose gekennzeichnet sind, kann
L1-CAM nachgewiesen werden und kennzeichnet daringydifferenzierte Tumoren mit
rascher Wachstumstendenz und hohem Metastasietegsipl. Als molekularbiologische
Erklarung fir diese Beobachtung wird die Uber ADAMErmittelte Spaltung von L1-CAM
diskutiert, die Tumorwachstum und Disseminierungriellmigration induziert ( Fogel et al.
2003).

Des Weiteren wurde die prognostische Relevanz ue@AM fur das Nierenzellkarzinom
untersucht. Die Subtypen dieses Tumors haben @magils unterschiedlichen

entwicklungsgeschichtlichen Ursprung, der ihrenalden L1-CAM-Status erklaren kénnte. So
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fehlt Tumoren, deren Ursprungszellen L1-CAM im pbisgischen Zustand exprimieren,
dieses Molekil, wahrend L1-CAM wird in einem siganten Anteil papillarer und
klarzelliger Nierenzellkarzinome exprimiert wirdid3e Tumoren entstehen aus Zellen, die im
gesunden Zustand kein L1-CAM aufweisen, weder withfaiher Stadien der fetalen
Entwicklung noch im adulten Gewebe. Fir Letzteligtzgich eine wichtige prognostische
Aussagekraft von L1-CAM, indem seine Expressiom hi# einem hoheren
Metastasierungsrisiko assoziiert ist. Auch wenn $&rkommen nicht mit den etablierten
alteren Prognosemarkern korreliert, kbnnte L1-CAddtdin Ergédnzung Patienten mit
klarzelligem Nierenzellkarzinom, die unter erhohteletastasierungsrisiko stehen, akkurater
identifizieren und ihre Therapie somit optimiergnséatzlich wird es als neues potentielles Ziel
fur Immuntherapie dieser bosartigen Neubildungriwdgung gezogen. ( Allory et al. 2005 ).
Zuletzt konnte die hervorragende prognostische dgedgaft von L1-CAM bei
neuroendokrinen Pankreas-Tumoren nachgewiesen weEdezeigt sich eine signifikante
Assoziation zwischen seiner Expression und derdffiation dieser Neubildungen, indem L1-
CAM spezifisch auf gering differenzierten Tumoreaxthgewiesen werden kann. Diese sind
durch hohe Malignitat, kurzes Uberleben und eimaitischlechte Prognose charakterisiert.
Trotz der geringen Anzahl L1-CAM-positiver Patiantder betreffenden Studie scheint L1-
CAM also auch bei neuroendokrinen Pankreastumarespezifischer Marker fur den
malignen Phanotyp zu sein. Da es sich auf gesubbalegerhans-Zellen, die als Ursprung fur
diesen Tumor angesehen werden, nicht nachweisen késnte die Aufregulierung von L1-
CAM auch hier eine wichtige Rolle in der Tumorgenepielen ( Kaifi et al. 2006 ).

Unklar bleibt die Bedeutung von L1-CAM beim kleifiigeen Bronchial-Karzinom. Zwar
konnten Miyahara et al. 2001 seine Expression ki &aumorgeweben von 17 betroffenen
Patienten durch immunhistochemische Farbungen reisbm Das granulare und homogene
Vorkommen von L1-CAM legte hierbei auch nahe, diessMolekil von den Tumorzellen
selbst synthetisiert wird. Da die beobachtete Fadidion jedoch in allen Fallen nahezu gleich
ausfiel, scheint die Synthese hier aber unabharggigProliferationsgrad der einzelnen
Tumorzellen zu sein. Ein Einfluss auf die Kliniknvdiesem rasch invasiv wachsenden Tumor
mit hohem Metastasierungspotential wird weiterhémwutet, ein endguiltiger Beweis steht
jedoch aus. Vielmehr zeichnet sich hier die groBa@eutung eines weiteren neuronalen
Zelladhasionsmolekiils N-CAM und seiner PSA-Seitéiekeab. Es findet sich der Trend einer
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hoheren Uberlebenswahrscheinlichkeit fur N-CAM-gesi Tumoren, die keine PSA-
Seitenketten besitzen ( Miyahara et al. 2001 ).

Allein beziiglich Lymphomen zeigt sich eine andex@gpostische Aussagekraft von L1-CAM.
Zwar ist es auch hier mit Wachstum und Metastasgeassoziiert, doch geht seine Expression
auf der Oberflache von Lymphomzellen mit einemmggien Metastasierungsrisiko einher

( Kowitz et al. 1993 ).

Mit Ausnahme der Kenntnisse zum Lymphom ( KowitaletL993 ) und kleinzelligen
Bronchial-Karzinom ( Miyahara et al. 2001 ) lasshsalso zusammenfassen, dass L1-CAM bei
einer Vielzahl anderer Tumoren einen unginstiganiddhen Verlauf indiziert, indem es
signifikant mit erhohter Metastasierungstendergghiar Tumorprogression und damit hoher
Malignitat und kurzem Uberleben korreliert ( Thegsal. 2002, Fogel et al. 2003, Allory et al.
2005, Fogel et al. 2003, Kaifi et al. 2006). Da mhieisten untersuchten Tumorzellen im
gesunden Zustand einen Mangel an L1-CAM aufweised L1-CAM erst wahrend der
Tumorgenese aufreguliert wird, scheint der Expoessgjrad in den meisten Fallen an die
Tumorzellproliferation gebunden zu sein ( ThiealeR002, Fogel et al. 2003, Allory et al.
2005, Kaifi et al. 2006). In diesen bdsartigen Nigluimgen des Erwachsenenalters, ist L1-CAM
also Zeichen eines geringeren Reifegrades dertete@armTumorzellen. Dies erklart seine
Assoziation mit einer aggressiven Tumorbiologiee BDAM10-vermittelte Spaltung von
L1-CAM, wie sie aus der Entwicklung des Nervensystdekannt ist, wird als Promotor der
Zelldisseminierung diskutiert, indem die so ermdigieé Adh&sion der Tumorzellen an das
Endothel von Blut- und Lymphgefal3en die Metastasigifordert ( Fogel et al. 2003 ).

Die signifikante Korrelation zwischen L1-CAM-Expgégn und einem giinstigen klinischen
Verlauf bei Neuroblastom-Patienten kdnnte sich &hlsrmit dem Reifegrad der Neuroblasten
und damit der Tumorbiologie erklaren lassen.

Wie urspringlich von Brodeur et al. propagiert, kaith das Neuroblastom in drei Formen
manifestieren, die ein jeweils unterschiedlicheifé&gad verschiedener Malignitét
kennzeichnet ( Brodeur et al. 1997, Brodeur €1@98 ). Das aktuelle hypothetische Modell zur
Tumorgenese des Neuroblastoms - dargestellt in 8blgeht von unreifen Neuroblasten als
Ursprung aus, die unter dem Einfluss genetischesindkerungen einem jeweils
unterschiedlichen Entwicklungsprozess unterworfed. Die Expression von

Wachstumsfaktoren, Aktivierung von ruhenden Onkegesowie Inaktivierung von
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Tumorsuppressorgenen fuhren tber mitotische undrgsche Instabilitaten zu Proliferation,
Apoptose oder Differenzierung der UrsprungszelRie.betroffenen genomischen und
molekularen Verédnderungen wie beispielsweise LOH1KA und MYCN eignen sich dann
auch als Prognosemarker und sind mittlerweile etdblWerkzeuge im Rahmen der
Neuroblastom-Diagnostik ( Brodeur 1995, Maris etl8P9 Khanna et al. 2006 ). Diese
Einflisse fuhren zu Neuroblastomen verschiedendedtade, die durch ein unterschiedlich
aggressives Wachstum gekennzeichnet sind. Im Gagens den erwahnten Tumoren des
Erwachsenenalters, deren aller Ursprung ausgegiften unterschiedlichen Primargewebes
ist, handelt es sich beim Neuroblastom um einenrgonialen Tumor. Die Ursprungszellen
entstammen der Embryonalzeit und sind unreif. Eetadiese embryonalen Zellen und
proliferieren, entsteht Tumorgewebe hoher Maligniifen sie allerdings zu
Ganglioneuroblastomen oder gar Ganglioneuromenhaunglelt es sich um benignes Gewebe
mit gunstiger Prognose. Diese Tatsache kdnntererkl@ass die Expression von L1-CAM mit
einem gunstigen klinischen Verlauf korreliert. LAX2 als Marker des sich entwickelnden und
somit noch unreifen Nervensystems bleibt also atdrgggem Tumorgewebe exprimiert, das
durch differenzierte, reife Zellen gebildet wirdh Gegensatz dazu fehlt es entarteten Zellen,
deren Biologie aufgrund genomischer Instabilitdnvehysiologischen Entwicklungsprozess

abweicht.
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Abb. 8: Hypothetisches Modell Gber den genetisdesprung von Neuroblastomen;
Undifferenzierte Neuroblasten sind wahrend des Ektungsprozesses
unterschiedlichen Mutationen unterworfen, Resigtadie Tumorentstehung. Der
Differenzierungsgrad zum Zeitpunkt der malignennBfarmation bestimmt das
Expressionsmuster der Neurotrophine. Typ 1-Tumimek durch TrkA-Expression
mitotisch instabil, daher haufig triploid und kémrje nach An-/ oder Abwesenheit von
NGF differenzieren oder einem programmierten Zdllioterliegen. TrkB
exprimierende Tumore ( Typ 2 und 3) sind gekerotwedt durch genomische
Instabilitdt, mit unterschiedlichen strukturelldmr@mosomalen Aberrationen — Verlust
der Heterozygotie verschiedener Chromosomen sowi€NtAmplifikation.
modifiziert nach Maris et al. ( 19991)Clin Oncol, 17(7):2264-2297
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An dieser Stelle seien die Methoden dieser Arb@iskher hinterfragt, um mégliche
Fehlerquellen zu eruieren. Als erstes sei die Absd@s zu stanzenden Gewebeausschnitts
genannt. So konnte die Gewebeentnahme eines sjotitsentativen Ausschnittes zu falschen
Ergebnissen fiihren. Dies ist aus folgenden zwen@eii unwahrscheinlich: Zum Einen
gewabhrleistet die vorangehende histologische Beptiuag des Gewebes durch Dr. A. Quaas
im Institut fir Pathologie die Gewebeentnahme @&usne fir die anschlielBenden Farbungen
reprasentativen Areals. Als zusétzliche Sichenn@iimieren Serienfarbungen der Tissue
Microarrays auf S100 sowie N-CAM die Wahrscheiritiett, mangelhaftes Gewebe fir die
immunistochemischen Farbungen heranzuziehen. Biglesierbei um gangige Marker von
Neuroblastom-Gewebe handelt, betrachten wir ihrachMeis als Beweis flr das
Vorhandensein reprasentativen Gewebes.

Eine wichtige Rolle im Rahmen des Farbeprozesdek dpr verwendete Antikorper fur L1-
CAM. Dabher stellt dieser Arbeitschritt eine weitenégliche Fehlerquelle dar. Wir verwenden
den kommerziell erhaltlichen monoklonalen Maus-lg&tikorper UJ 127.11. Dieser Primar-
Antikorper erkennt die Ektodoméne von L1-CAM, sasldiese spezifische Bindung
zusammen mit jeweils durchgefiihrten Kontrollprobehgesundem Gewebe die Giltigkeit
unserer Ergebnisse rechtfertigen mag. In den @heBtudien zu Ovar- und Uterus- sowie
neuroendokrinen Pankeastumoren und dem Maligneardel wurde UJ 127.11 ebenfalls
verwendet ( Fogel et al. 2003, Fogel et al. 20C8fiket al. 1996 ).

Als zentrales Medium der vorliegenden Studie kaemTdssue Microarray betrachtet werden.
In keiner der zum Vergleich herangezogenen Studigden die Tumorproben mit Hilfe dieser
Methode untersucht. Dies wirft die Frage auf, obana Ergebnisse tiberhaupt mit bereits
publizierten Daten verglichen werden kdnnen. Daehl®98 erstmalig veroffentlichte Idee der
Tissue Microarrays hat sich in den vergangeneredalmter der Leitung von Prof. Dr. G Sauter
in unserem Institut fir Pathologie als duRerstigffite und verlassliche Methode zur
Aufbereitung einer groRen Gewebeanzahl etabliaraliele Schnitte der Tissue Arrays
erlauben die simultane Analyse der Gewebeprobesidhitich DNA- und RNA-Gehalt sowie
Proteinexpression ( Theillet et al. 1998, Kononeal €1998 ). Letzteres kommt in der
vorliegenden Arbeit zur Anwendung.

Als eventuelle Schwachstelle mag lediglich unseminge Fallzahl von 62 Patienten
erscheinen. Dies ist sicherlich keine ausreich&wmdlage fur eine endgulltige Aussage

beziglich der Rolle von L1-CAM fur Neuroblastom-Baten. Nach den vorliegenden
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Ergebnissen interessiert insbesondere in demdtrérs Patientenkollektiv der MRG und HRG
der L1-CAM-Status. Die generell glinstige PrognasentiNeuroblastom stellt jedoch insofern
ein Hindernis dar, als Rezidive und Todesfalle &rfismaliig selten auftreten und somit
wenige Patientendaten fur Analysen zur Verfuguegest. Da die durchgefiihrten SPSS-
Analysen aber auch fir unser zahlenmaRig kleingsrRankollektiv signifikante Ergebnisse
liefern, kénnen wir dennoch von validen, reproduzeen Resultaten ausgehen.
Schlussfolgernd bleibt der klare Trend der bessBregnose fur L1-CAM-exprimierende

Neuroblastom-Patienten.

4.4 L1-CAM als Prognosemarker beim Neuroblastom

Entgegen unserer urspringlichen Erwartung korteadierExpression von L1-CAM auf
Neuroblastomen signifikant mit einem langeren Eare und Overall Survival. L1-CAM ist
damit kein Marker fir einen ungunstigen klinisch&rlauf wie anfanglich vermutet, sondern
besitzt offensichtlich eine glnstige prognostisBlesagekraft. Hinsichtlich dieser Ergebnisse
konnte sich L1-CAM als neuer Prognosemarker beimrdl@dastom eignen, der mit hoher
statistischer Signifikanz einen ginstigen klinistMerlauf indiziert.

Doch besteht tberhaupt Bedarf nach einem weitaegmdstischen Parameter? Die Basis fur
das therapeutische Design maligner Tumorerkrankusgne Prognosemarker, mittels derer
sowohl Morbiditat als auch Mortalitat auf das ggahmogliche Ausmal® reduziert werden
sollen. Wie eingangs erwahnt zéhlen Chromosomemataitaten,
Katecholaminabbauprodukte sowie die Tyrosinkinasel und C zu den Standardparametern
beim Neuroblastom. Basierend auf ihrem Nachweislereunter weiterer Beriicksichtigung der
Tumorhistologie und dem INSS-Stadium die Patiemamterschiedliche Therapiearme
stratifiziert. Je ungunstiger die Prognose istiaegensiver werden die Patienten behandelt.
Obwohl sowohl Heilungschancen als auch Rezidivquatggrund der angewandten
Therapiemodalitaten chirurgische Exstirpation, Badting, Chemotherapie und autologe
Stammzelltransplantation mittlerweile deutlich diger ausfallen, bleibt die Suche nach
erganzenden Prognosemarkern aktuell. Trotz deeatiébislang identifizierter Marker bleibt

die Risikoeinstufung von Neuroblastom-Patientere giro3e Herausforderung. Die Spannbreite
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der vorhandenen Therapieoptionen wachst mit zunetdemewissenschaftlichen Erkenntnissen,
damit nimmt jedoch auch die Anzahl méglicher akuteerwinschter Arzneimittelwirkungen
als auch Langzeitkomplikationen stetig zu. Besomfi@r Patienten im Kindesalter, deren
Korper in vielerlei Hinsicht vulnerabler als Erwaeime reagieren, ist dieser Aspekt nicht zu
verachten. Aus diesem Grund ist es von aul3eroideetiBedeutung, flr dieses
Patientenklientel eine moglichst eindeutige Deifimitflir ein niedriges Risiko zu erzielen
(Evans et al., 2005).

Das Ziel aktueller Studien tGber Prognosefaktoreibbkomit, die Genauigkeit der Prognose zu
erhdhen und eine damit noch besser angepasstepithErajeden individuellen Fall
anzuwenden. FUr die besprochenen Tumoren des Esemehalters, bei denen L1-CAM einen
ungunstigen klinischen Verlauf prognostiziert, Ist&tin Nachweis eine andere Bedeutung dar,
als beim Neuroblastom. Da diese Tumoren oft erdoimgeschrittenen Stadium erkannt
werden, kann ein friihzeitiger Nachweis des Molekillgeringeren Mortalitéaten fihren. Den
moglichen Nutzen beim Neuroblastom konnte ein ard8rund darstellen. Wie 5 unserer Falle
zeigen, kann der Nachweis von L1-CAM als gunstiggognosemarker erganzend zu den
bislang Ublichen Patienten in ginstigere Risikogarpeinstufen. Demzufolge fielen sie auch in
einen anderen Therapiearm, der eine abgeschwabbtagie bedeuten wirde. Ein Teil unserer
Ergebnisse zeigt, dass einige Patienten durch dehweis von L1-CAM auf ihrem
Tumorgewebe in glinstigere Risikogruppen eingesteftlen konnten, als es mit den bisherigen
Prognosemarkern der Fall ist. Dessen Konsequenrz mgatiglich des Therapiestufenschemas
eine weniger aggressive Therapie, z.B. eine milddex keine Chemotherapie, wenn z.B. eine
Tumroexstirpation allein als kurativ anzusehenDstmit einher ginge somit das geringere
Risiko akuter oder chronischer unerwinschter Arnitetlwirkungen, wie z.B. Zytostatika-

induziertes Erbrechen, Immunsuppression oder Cherayie-induzierter Zweitneoplasien.

Die Ergebnisse unserer Studie stellen sicher kadlgiétiges Resultat beziglich der Bedeutung
von L1-CAM fur Neuroblastome dar. Vielmehr mégea sinen ersten und mdoglicherweise
wichtigen Schritt fir die Erforschung dieses Zdllasionsmolekiiles als prognostischen
Serumparameter flr Neuroblastom-Patienten danstellgkiinftige Studien kénnten an unsere
Ergebnisse anschlieen und im Hinblick auf folgehldemenbereiche konzipiert werden:

Ein wichtiges Ziel sollte zunachst eine gréRerdzBhl sein. Mit Hilfe dieses Kriteriums sollte

ein besonderes Augenmerk auf HRG-Patienten getialeielen, um weiterfihrende Kenntnisse
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fur das Zusammenspiel zwischen MYCN-AmplifikatiomduL1-CAM-Expression zu gewinnen.
Denn dieses Ergebnis unserer Arbeit kbénnte dentiggten Aspekt fur die Etablierung von L1-
CAM als Prognosemarker darstellen.

Des Weiteren sollten kiinftige Arbeiten auf das Etben der Rolle von L1-CAM fir die
Tumorbiologie ausgerichtet sein. Aktuell in unsekbteilung laufende Studien untersuchen die
L1-CAM-Expression auf Neuroblastom-Gewebe auf malatbiologischer Ebene. So mégen
beispielsweise auf Polymerasekettenreaktion bagierResultate fundierte Aussagen auf
diesem Gebiet liefern.

Wir vermuten, dass die durch unsere Arbeit gezédgieelation zwischen L1-CAM-Expression
und einem gunstigen klinischen Verlauf von Neurstadm-Patienten mit dem Reifegrad der
Tumorzellen zu erklaren ist. Diese These gilt as riuverfolgen. Gegenstand folgender
Arbeiten kénnte somit der Wilms-Tumor sein, der d@s Neuroblastom ein embryonaler
Tumor des Kindesalters ist. Liel3e sich L1-CAM imlith konzipierten Studien auf Wilms-
Tumor-Gewebe nachweisen, ist ein dhnliches Redhaichtlich der prognostischen
Aussagekraft zu erwarten, im Falle der Richtigkeserer Hypothese.

Die Ergebnisse solcher Studien mag man mit gro®éendsse erwarten und forcieren, um das
Spektrum diagnostischer Mittel im Rahmen der Nelastbm-Behandlung zu erweitern. Somit
kdnnte den betroffenen Patienten eine noch besgepasste Therapie zugute kommen, welche

damit die Langzeitergebnisse optimieren wiirde.

4.5 Immuntherapie als mogliche neue Therapiemodalit &t
bei Neuroblastom-Patienten; potentielle Rolle von
L1-CAM

Wahrend Chemotherapie, chirurgische Exzision, Radrapie sowie autologe
Stammzelltransplantation in vielen Fallen erfolghei Therapiemodalitaten fir Neuroblastom-
Patienten darstellen, erfordert die unglnstige IRysg von Patienten mit disseminierter
Tumorerkrankung, welche haufiger zu Rezidiven neiljernative Therapieverfahren. In
diesem Zusammenhang wird insbesondere die Immuapieeals potentielle weitere

Therapiesaule diskutiert. Zwar scheint diese filieRgen mit grof3en Tumormassen ungeeignet,
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hingegen konnten Patienten im minimal residualatiseStadium bis hin zur kompletten
lebenslangen Tumorfreiheit profitieren ( Raffagbet al. 2003 ).

Als Bindungspartner und Zielantigene der hierbewendeten Antikdrper sind spezieller
Gegenstand der Forschung Neuroblastom-assoziiaetigehe ebenso wie
Angiogenesefaktoren. Die eingesetzten nativen Anpiér wirken antineoplastisch tber
Aktivierung von Antikorper-abhangiger zellulareres&omplement-abhangiger Zytotoxizitat
sowie durch Modulation von Rezeptorfunktionen.

VEGF (vascular endothelial growth factor ) spaite fundamentale Rolle in der
Tumorangiogenese und ist konsekutiv ein wichtigemagiogenetisches Therapieziel.
Bavicizumab ist ein humaner monoklonaler anti-VE&Hikorper, der Gber dessen Blockade
zu einer voribergehenden glnstigen Veranderungptiatumoralen Vaskularisierung fuhrt.
Die folglich zu beobachtende Reduktion des Tumohstagns sowie eine verbesserte
Wirksamkeit applizierter Chemotherapie ohne zugditel Toxizitat setzen Hoffnung in
Bavicizumab als mogliche erganzende TherapiefoBagerstrom et al. 2006, Dickson et al.
2007).

Eine weitere Option, Neuroblastomwachstum und —st&$gerung zu inhibieren, stellt der
monoklonale anti GD2-Antikdrper 14G2a dar. GD2eist membranéres Disialogangliosid,
welches spezifisch auf der Oberflache neuroektodiemTumoren exprimiert wird. Eine
Aktivierung der Komplementkaskade und GranulozytermittelteTumorzelllyse scheint bei
diesem Vorgang eine essentielle Rolle zu spiefeaffaghello et al. 2003 ). Die Annahme, dass
simultan applizierte Zytokine einen noch bessenenaipeutischen Effekt von anti-GD2-
Antikérpern bewirken, fiihrte zur Entwicklung von bhidproteinen, welche aus einer Fusion
der Gene fur Zytokine oder Chemokine an die DNAAlstikdrper entstehen. Diese auch als
SIPs ( small immuno-proteins ) bezeichneten Molelsiéheinen in der Lage zu sein, lokale
Abwehrmechansimen zu aktivieren, was zum UntergangNeuroblastom-Zellen fuhrt.
Naturliche Killerzellen sowie T-Zellen sind an dées Prozess der unspezifischen
Immunmechanismen wesentlich beteiligt. Es wird wliigkt, ob Infusionen Naturlicher
Killerzellen Tumorzellen, welche resistent gegenitbechdosischemo- und autologer
Stammzelltherapie sind, erfolgreich bekampfen kanbes Weiteren kdnnten sie tber die
Entstehung von zytotoxischen Gedéachtnis-T-Lympherzytu lebenslanger Immunitét
gegenlber eventuellen Tumorrezidiven fuhren ( Zsrag. 2007, Castriconi et al. 2007 ).

Eine zentrale Rolle spielen des Weiteren IL-2, B sbwie IL-18 ( Bestagno et al. 2003 ).

46



Die Bedeutung dieser Interleukine wird unterstricherch die Beobachtung, dass genetisch
manipulierte Fibroblasten, die jene Zytokine semzem, nach subkutaner Injektion bei M&usen
zu einem signifikant reduzierten Tumorwachstum ebenfalls zu einem Immungedé&chtnis
fuhren (Barker et al. 2007 ).

N-CAM - wie L1-CAM ein Zelladhasionsmolekil der Inumglobulin-Familie — wird in nahezu
100% auf Neuroblastomgewebe exprimiert und komteibenfalls mit verminderter
Tumoraggressivitat und Metastasierungstendenzeblezhe Expressionsgrad macht N-CAM
ebenso wie GD2 zu einem attraktiven AntigenzieRahmen der Tumorimmuntherapie mittels
Antikérper. Aktuell ist huN901-DM1 hierbei ein vieersprechendes Immuntoxin, dessen
therapeutische Effektivitat nun in klinischen Sarderprobt wird. Als Wirkmechanismus wird
eine Internalisierung des N-CAM / Immuntoxin-Kontds in die Zielzellen diskutiert, worauf

die intrazellulare Toxinfreisetzung mit anschlie@em Zelltod folgt ( Jensen et al. 2007 ).

Aufgrund der strukturellen und funktionellen Verwlschaft zwischen N-CAM und L1-CAM
kdnnte das von uns untersuchte L1-CAM in fernerufiikebenfalls als Ziel einer Antikorper-
basierten Immuntherapie fungieren. In diesem Zusanfang ist jedoch zunachst eine
genauere Analyse der L1-CAM-Expression auf Neusiblagewebe sowie der Bedeutung von

Immuntherapie unerlasslich.
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5 Zusammenfassung

Das Neuroblastom ist ein maligner Tumor des Kinllesss dessen Ursprung entartete
Vorlauferzellen des sympathischen Nervensystents Eig stellt 8-10 % aller kindlichen
Krebserkrankungen dar und ist fur 15 % der onkaldygn Sterbefélle in dieser Altersgruppe
verantwortlich. Die aktuelle Herausforderung andebung auf diesem Gebiet ist, die
Risikoeinschéatzung der betroffenen Patienten zimigrten, um ihnen darauf basierend eine
optimale Therapie zufihren zu kénnen. Denn bessritierPrognose von Hochrisikopatienten
bleibt trotz fortschrittlicher Therapieverfahrenitgehin unerfreulich. In diesem
Zusammenhang sind Prognosemarker essentielle Mitt&lisikogruppenstratifizierung,
Therapiedesign und damit den klinischen VerlaufRegrenten.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit untersuchterdi@rExpression von L1-CAM auf
Neuroblastomgewebe von 62 Patienten mittels imnatathemischer Farbemethoden. Die
zugehdorigen klinischen Daten wurden statistischyaret. Unter Verwendung von Kaplan
Meier Analysen untersuchten wir anschlieRend digddation zwischen L1-CAM-Expression
und klinischem Verlauf der Neuroblastom-PatienterCAM ist ein Marker des embryonalen
Nervensystems und wird zusatzlich auf einer Vidinaddigner Tumoren neuroektodermalen
Ursprungs exprimiert.

Unsere Resultate demonstrieren, dass L1-CAM-pesRatienten zu einer besseren
Risikogruppe gehdren sowie signifikant langere limnszeiten aufweisen verglichen mit
L1-CAM-negativen Patienten. Wir meinen, diese Ergede mit der Embryologie des
untersuchten Tumors erklaren zu kénnen. L1-CAMMisker des sich entwickelnden
Nervensystems kénnte somit reifere neuroblastiZetien identifizieren und ist deshalb mit
einer geringeren Tumoraggressivitat assoziiert.

L1-CAM konnte daher zuklnftig ein glnstiger Markat einem hohen spezifischen

prognostischen Wert fir Neuroblastom-Patiententelées.
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