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1. Einleitung

1.1. Das Osophaguskarzinom

Das Osophaguskarzinom als eine sehr aggressive Neoplasie hat trotz der Fortschritte in
der chirurgischen Therapie und Einsatz multimodaler Therapiekonzepte, eine schlechte
Prognose (Geh et al. 2002). Als Therapie der Wahl wird bei einem lokal begrenzten
Tumor die Operation mit eventuell anschlieBender Radio- oder Radiochemotherapie
angesehen (Stahl et Oliveira 2008). Obwohl sich die Uberlebensraten in den letzten
Jahrzehnten gebessert haben, liegt die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate immer noch nur bei
14%. Die Ursachen dafiir sind vielfaltig. Einerseits befinden sich 50% der Patienten
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung in einem fortgeschrittenen Stadium (z.B.
inoperabler Tumor, Lymphknoten- oder Fernmetastasen); andererseits geht eine
ausgedehnte Osophagektomie bzw. Radiochemotherapie, bei noch operablen Patienten,
mit einem hohen Risiko einher und schlieBlich ist auch das Uberleben bei nicht

operablen Patienten trotz palliativer Chemotherapie nur sehr kurz (Tew et al. 2005).

1.2. Epidemiologie

Die Inzidenz des Osophaguskarzinoms lag 2001 weltweit bei 462.102 (Minner:
315.376; Frauen: 146.726), 385.877 Menschen starben daran (Ménner: 261.149; Frauen:
124.728; Tabelle 1). Dies machte das Osophaguskarzinom zum achthiufigsten Tumor
und zum sechsthaufigsten zum Tode fiihrenden Tumor. Die Inzidenz steigt mit h6herem
Alter. Dies ist jedoch bei beiden Geschlechtern zu beobachten. Menschen aus weniger
entwickelten Lindern sind hiufiger betroffen. In Asien ist das Osophaguskarzinom viel

haufiger als in jedem anderem Kontinent (Kamangar et al. 2006).



Tabelle 1. Epidemiologie des Osophaguskarzinoms weltweit (Kamangar et al.

2006)

Mainner Frauen

Inzidenz Mortalitét Inzidenz Mortalitét

Anzahl | Rate | Anzahl | Rate | MR:IR | Anzahl | Rate | Anzahl | Rate | MR:IR

Weltweit 315.376 | 11.5 | 261.149 | 9.6 | 0.83 146.726 | 4.7 124.728 | 3.9 | 0.83

Industrielander 57.889 | 6.8 50.295 | 5.8 0.85 15986 | 1.3 14.827 1.2 0.92

Entwicklungsldnder | 256.217 | 13.7 | 209.851 | 11.4 | 0.83 130.215 | 6.5 109.478 | 5.4 0.83

Kontinent

Nord-Amerika 12.111 5.8 10.778 5.1 0.88 3.625 1.3 3.330 1.2 0.92
Australien 905 5.5 801 4.8 0.87 465 2.3 370 1.8 0.78
Europe 33.070 6.5 29.659 5.7 0.88 9.970 1.3 9.474 1.2 0.92
Zentral- Stid 10.479 5.9 9.631 54 0.92 3.748 1.8 3.516 1.7 0.94
Amerika

Asien 241.301 | 15.3 | 193.465 | 12.4 | 0.81 120.443 | 7.1 99.908 5.9 0.83
Afrika 16.289 7.8 15.659 7.5 0.96 8.058 34 7.743 32 0.94

Tabelle 1. Die Raten sind entsprechend dem Durchschnittsalter der Weltbevolkerung standardisiert
(100.000 Personenjahre).
MR:IR=Mortalitétsrate:Inzidenzrate (kann zum Teil >1 liegen aufgrund unterschiedlicher

Quellenangaben).

Das Osophaguskarzinom ist ein signifikantes und immer wichtiger werdendes
Gesundheitsproblem. Im Jahre 2005 gab es weltweit 497.700 Neuerkrankungen
(Lambert et Hainaut 2007). Histologisch werden im Wesentlichen zwei Tumortypen
unterschieden: das Plattenepithel- und das Adenokarzinom. Ersteres war viele Jahre
lang der hdufigste Tumortyp. In den Vereinigten Staaten und in anderen westlichen
Landern hat sich dies in den letzten Jahren gedndert. Wihrend die relative Rate anderer
haufiger vorkommender Malignome, wie z.B. des Mamma-, Kolon- oder
Bronchialkarzinoms von 1975 bis 2000 gesunken oder gleich geblieben ist, werden
Prostatakarzinome, Melanome und Adenokarzinome des Osophagus immer hiufiger.
Das Adenokarzinom, als eine Erkrankung, die bis in die 50er Jahre nicht zu existieren
schien, ist in den Vereinigten Staaten und manchen anderen westlichen Lindern zu dem
Malignom mit den stirksten Zuwachsraten geworden. Im Jahre 2008 wurden in den
Vereinigten Staaten 16.470 Neuerkrankungen an einem Osophaguskarzinom vermutet,

von denen mehr als 50% Adenokarzinome sein sollten (Demeester et al. 2009).



Das Osophaguskarzinom zeigt epidemiologisch auch Unterschiede zwischen den
Volkern. Wie schon oben erwihnt sind Adenokarzinome des Osophagus in den
Vereinigten Staaten und in anderen westlichen Lidndern viel haufiger geworden.
Kaukasier sind interessanterweise hédufiger von einem Adenokarzinom betroffen,
wiéhrend Schwarze hdufiger von einem Plattenepithelkarzinom betroffen sind. Asiaten,
die wiederum in Asien leben sind hiufiger von einem Osophaguskarzinom betroffen als
Asiaten, die in den Vereinigten Staaten leben. Um die Unterschiede in der
Epidemiologie des Osophaguskarzinoms zwischen den Geschlechtern, Vdlkern und
Landern richtig erkldren zu konnen, reicht es demnach nicht aus allein die Exposition
gegeniiber Risikofaktoren (z.B. Rauchen oder Alkohol) zu beurteilen. Auch die
Expositionsdosis (z.B. passives Rauchen, Alkoholkonsum u.4d.) und die Variationen

hinsichtlich Metabolismus kdnnten dabei eine Rolle spielen (Cook et al. 2009).

1.3. Atiologie/ Risikofaktoren

Wie schon vorher erwdhnt werden histologisch im Wesentlichen zwei Tumortypen
unterschieden, Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome, mit zum Teil auch
unterschiedlichen Risikofaktoren. Rauchen und Alkohol scheinen das Risiko fiir beide
Tumortypen zu erhdhen, sind aber offenbar wichtiger bei Plattenepithelkarzinomen, da
sich dadurch sonst nicht der enorme Zuwachs an Adenokarzinomen in den letzten
Jahren begriinden lasssen wiirde (Ahsan et al. 1997, Blot et al. 1994, Ghadirian et al.
1988, Macfarlane et al. 1996, Ziegler et al. 1986). Ob der Genuss von heilen Getranken
und Nahrung einen Risikofaktor darstellt, wird kontrovers diskutiert (Castellsague et al.
2000, Onuk et al. 2002, Terry et al. 2001).

Uber die  Wichtigkeit von  HPV-Infektionen als  Risikofaktor  bei
Plattenepithelkarzinomen des Osophagus wird diskutiert. In Wirklichkeit ist es aber sehr
schwer genaue Aussagen {iber die Assoziation von HPV-Infektionen und
Osophaguskarzinomen zu treffen, da der Nachweis von HPV bei Patienten mit einem
Osophaguskarzinom in unterschiedlichen geographischen Arealen stark divergiert
(Syrjanen et al. 2002).

Die beschriebenen Unterschiede zwischen verschieden Vélkern und Léndern kdnnten
an einen genetischen Faktor denken lassen, der in der Entwicklung des

Osophaguskarzinoms eine Rolle spielen kénnte. Jedoch ist, bis auf das gehdufte



Auftreten von Osophaguskarzinomen bei Patienten mit familidrer Tylosis, noch kein
genetischer Faktor gefunden worden, der dies belegen konnte (Ghadirian et al. 1988).
Der gastrodsophageale Reflux, eine Erkrankung, die in den westlichen Landern immer
haufiger auftritt flihrt iiber eine Barrett-Metaplasie und -Dysplasie zu einem
Adenokarzinom. Demzufolge sind auch Medikamente, die den unteren
Osophagussphinkter ~ relaxieren, wie z.B. Nitroglycerin, Anticholinergika,
Benzodiazepine und andere, aber auch z.B. Hiatushernien, die Achalasie oder
Sklerodermie, die einen gastroosophagealen Reflux beglinstigen, wichtige
Risikofaktoren fiir ein Adenokarzinom (Chen et Yang 2001, Kruse et al. 1993,
Lagergren et al. 2000).

1.4. Klinik

1.4.1. Symptome

Osophaguskarzinome werden bei vielen Patienten erst in einem fortgeschrittenen
Stadium entdeckt. Dies liegt offenbar daran, dass Symptome, wie z.B. die Dysphagie,
meist erst dann auftreten, wenn 2/3 des Lumens des Osophagus verlegt sind. Sobald die
Dysphagie als Symptom présent ist, gibt es keine Beziehung zwischen Dauer der
Symptome und Uberleben. Das Auftreten von Symptomen scheint den lokal
fortgeschrittenen Befund zu reflektieren. Dysphagie und Gewichtsverlust sind haufiger
bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus zu finden (93% und
68%) als bei Patienten mit einem Adenokarzinom (79% und 53%). Patienten, die nicht
iiber Gewichtsverlust klagen, zeigen weniger Metastasen.

Patienten mit einem Adenokarzinom klagen oft {iber gastroosophagealen Reflux.
Patienten mit einem gastroosophagealen Reflux wiederum ohne Zeichen -einer
Dysphagie haben eine bessere Prognose als Patienten, die beide Symptome angeben.
Weitere Symptome, die in der Literatur bei Patienten mit einem Osophaguskarzinom
schon beschrieben worden sind, sind abdominelle Schmerzen, Thoraxschmerzen,
gastrointestinale Blutungen, Ubelkeit und Erbrechen, Sittigungsgefiihl, Himoptysen,
Riickenschmerzen u.a. (Gibbs et al. 2007).



1.5. Diagnose/Staging

Die Diagnose eines Osophaguskarzinoms muss histologisch gesichert werden. Dabei
sind Plattenepithelkarzinome hiufiger im mittleren Drittel des Osophagus zu finden im
Gegensatz zu Adenokarzinomen, die gehduft im distalen Drittel auftreten. Das weitere
Staging sollte eine klinische Untersuchung, Leber- und Nierenwertekontrolle, eine
Endoskopie und ein CT des Thorax und Abdomens beinhalten. Bei Patienten, die fiir
eine Operation in Frage kommen sollte zusdtzlich eine Endosonographie und wenn
moglich ein PET-CT erfolgen um Lymphknoten- oder Fernmetastasen beurteilen zu
konnen (Stahl et Oliveira et al. 2008).

Die Tatsache der intramuralen Tumorsausbreitung mit dem Setzen kleiner
Mikrometastasen in meist weiter proximal gelegenen Abschnitten des Osophagus macht
es jedoch schwierig genaue Aussagen lber die tatsichliche Tumorausbreitung zu

treffen.

1.5.1. Stadieneinteilung

Die Einteilung der Osophaguskarzinome erfolgt einerseits nach den anatomischen
Gegebenheiten: cervikale, intrathorakale und Karzinome des gastrodsophagealen
Ubergangs und andererseits nach der TNM-Klassifikation der UICC (International
Union Against Cancer). Bei der TNM-Klassifikation gibt es eine klinische (¢cTNM) und
eine pathologische (pTNM) Stadieneinteilung (Tabelle 2; nach 7. Auflage TNM, 2009).
Die klinische Einteilung ist wichtig um die richtige Therapie zu wédhlen und zu
evaluieren.

Primartumor (T-Stadium)

TX Primértumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Nachweis eines Primédrtumors

Tis Carcinoma in situ

Tl Tumor infiltiert die Lamina propria, Lamina muscularis mucosae (T1a) oder
Submucosa (T1b)

T2 Tumor infiltiert die Muscularis propria

T3 Tumor infiltiert die Adventitia

T4 Tumor infiltiert benachbarte Strukturen
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Regiondre Lymphknoten (N-Stadium)

NX Regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen *

N1 Metastasen in 1-2 regiondren Lymphknoten

N2 Metastasen in 3-6 regiondren Lymphknoten

N3 Metastasen in 7 regiondren Lymphknoten

* Beurteilung von mindestens 6 Lymphknoten
Fernmetastasen (M-Stadium)

M1 Fernmetastasen

Tabelle 2. Stadieneinteilung des Osophaguskarzinoms

Karzinome des Osophagus und gastrodsophagealen Ubergangs

Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium 1B T2 NO MO
Stadium ITA T3 N1 MO
Stadium I1B T1,T2 NO MO
Stadium IITA T4a N1 MO
T3 N1 MO
T1,T2 N2 MO
Stadium I1IB T3 N2 MO
Stadium IIIC T4a NI,N2 MO
T4b jedes N MO
Jedes T N3 MO
Stadium IV Jedes N jedes N M1

1.6. Prognosefaktoren

Ein weiterer wichtiger Faktor neben der Diagnosestellung in einem fortgeschrittenen
Stadium, der das Osophaguskarzinom, zu so einem aggressiven Tumor macht ist die
Tatsache der frithen lymphogenen Metastasierung. Dies macht sich auch in der Literatur
bemerkbar. Der Lymphknotenstatus (pN-Status) wird als ein wichtiger Prognosefaktor

sowohl bei Plattenepithelkarzinomen als auch bei Adenokarzinomen des Osophagus
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beschrieben (Bottger et al. 1999, Hirayama et Mori et al. 1990, Schneider et al. 2005,
Siewert et al. 2001, Stein et al. 2005). Tumoren, die in die Submukosa reichen (pT1b),
scheinen hdufiger Lymphknotenmetastasen zu bilden als Tumoren, die in die Lamina
muscularis mucoase oder Lamina propria reichen (pT1a; Hirayama et Mori et al. 1990).
Komori et al haben die 5-Jahresiiberlebensrate von 322 Patienten mit einem
Osophaguskarzinom untersucht. Dabei lag die 5-Jahresiiberlebensrate von Patienten
ohne Lymphknotenmetastasen bei 77,7% und bei 35,4% bei Patienten mit
Lymphknotenmetastasen (p<0,0001; Komori et al. 2003). Patienten mit befallenen
regiondren Lymphknoten haben eine bessere Prognose als Patienten mit positiven
Lymphknoten-Fernmetastasen (Korst et al. 1998). Zusitzlich wichtig scheint auch die
Anzahl der betroffenen Lymphknoten zu sein. So haben Patienten mit einer geringeren
Anzahl befallener Lymphknoten in der peritumoralen Region eine bessere Prognose
(Holscher et al. 1995a, Kunisaki et al. 2004, Nigro et al. 1999). Patienten mit einem
positiven Lymphknoten haben eine bessere Prognose als Patienten mit zwei oder drei
positiven Lymphknoten und diese haben wiederum eine bessere Prognose als Patienten
mit vier oder mehr (Kawahara et al. 1998, Mariette et al. 2008). Bei Mammakarzinomen
scheinen kleinere Lymphknotenmetastasen (Mikrometastasen) mit einer besseren
Prognose einherzugehen als groflere Lymphknotenmetastasen (Rosen et al. 1981). Dies
wird am Osophaguskarzinom kontrovers diskutiert (Komori et al. 2003, Matsumoto et
al. 2000, Sato et al. 2001). Neben dem pN-Status ist auch die Lymphangioinvasion
wichtig; Patienten mit einer Lymphangioinvasion haben eine schlechtere Prognose
(Bottger et al. 1999, Sarbia et Gabbert 2000).

Weiterhin wird in der Literatur der Resektionsstatus (RO-Status, d.h. mikroskopisch
beurteilt vollstindige operative Entfernen des gesamten Tumorgewebes) als ein
wichtiger Prognosefaktor beschrieben (Bottger et al. 1999, Holscher et al. 1995a, Ide et
al. 1994, Lerut et al. 1994, Nigro et al. 1999). Auch der pT-, pM- und UICC-Status
zeigen sich als prognostisch relevant (Bottger et al. 1999, Siewert et al. 2001).

Der histologische Tumortyp wird in der Literatur als prognostischer Faktor kontrovers
diskutiert. In manchen Studien (Siewert et al. 2001, Stein et al. 2005) konnte eine
bessere Prognose bei Adenokarzinomen gezeigt werden, eine andere Studie (Korst et al.
1998) konnte eine derartige Assoziation bei lokal fortgeschrittenen Karzinomen nicht
finden. Auch scheinen Adenofrilhkarzinome eine bessere Prognose als

Plattenepithelfriihkarzinome zu haben. Patienten mit Plattenepithelfriihkarzinomen
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neigen zur Ausbildung von Zweitneoplasien und haufiger als bei Adenokarzinomen zu
Rezidiven (Holscher et al. 1995b).

AulBlerdem scheint der Grad der Entziindungsreaktion prognostisch relevant zu sein,
wéhrend der Tumorgrad (klassifiziert nach der WHO) und die Tumorproliferationsrate
offenbar keine Relevanz fiir die Prognose zu haben scheinen (Sarbia et Gabbert 2000).
Weiterhin spielt bei Plattenepithelkarzinomen die Tumorlokalisation eine Rolle.
Tumoren, die Bezug zum Tracheobronchialsystem haben, zeigen eine schlechtere

Prognose (Stein et al. 2001).

1.7. Therapie

Die primire interdisziplindre Planung der Therapie ist obligatorisch. Die Operation ist
nur bei Patienten mit einem lokalisierten Tumor die Methode der Wahl. Das Risiko
einer operativen Therapie ist stark abhéngig von der Erfahrung des Operateurs. Durch
Optimierung der Operationstechniken ist die Mortalititsrate in den meisten Zentren
unter 10% gesunken. Dennoch sollten derartige Operationen in Zentren mit spezieller
Erfahrung durchgefiihrt werden, da eine RO-Resektion einen wichtigen

Prognoseparameter darstellt (Holscher et al. 1995a).

1.7.1. Behandlung eines limitierten Stadiums (Tis-T2 NO-1 M0)

In Stadium Tis-Tla NO kommen entweder eine Mukosektomie oder eine
Osophagektomie in Frage. Im Stadium T1-2 NO-1 ist die Osophagektomie die Therapie
der Wahl wobei das Langzeitiiberleben nicht iiber 25% liegt wenn Lymphknoten
befallen sind. Fiir Patienten, die eine Operation nicht wiinschen oder dazu nicht in der
Lage sind, kommt eine kombinierte Radiochemotherapie in Frage, wobei diese der
alleinigen Radiatio {iiberlegen ist. Weiterhin kann bei Adenokarzinomen eine

prdoperative Chemotherapie in Erwédgung gezogen werden (Stahl et Oliveira 2008).
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1.7.2. Behandlung eines fortgeschrittenen Stadiums (T3-T4 NO-
1 M0 oder T1-4 NO-1 M1)

Die alleinige Operation ist bei fortgeschrittenen Stadien nicht die Therapie der Wahl, da
trotz eines evtl. MO-Stadiums, eine RO Resektion bei Patienten mit einem pT3 oder pT4
Stadium in ca. 30% bzw. 50% nicht erreicht werden kann. Selbst bei einer kompletten
Tumorresektion liegt das Langzeitiiberleben bei diesen Patienten selten iiber 20%.
Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Osophagus konnten von einer
prdoperativen Chemo- bzw. Radiochemotherapie profitieren. Dies wiirde zu einer
hoheren Rate an RO-Resektionen, besseren Kontrolle des lokalen Tumorfortschrittes
und demzufolge auch zu einem lingeren Uberleben fithren. Allerdings konnte die
prdoperative Radiochemohterapie zu einer hoheren postoperativen Mortalitdt fiihren.
Bei Adenokarzinomen ist man sich noch nicht einig ob die Radiatio einen Vorteil
gegeniiber der alleinigen prédoperativen Chemotherapie zeigt. Trotzdem ist eine
Behandlungsoption bei Adenokarzinomen die Gabe von Cisplatin und 5-Fluorouracil
kombiniert mit einer Bestrahlungsdosis von ~ 40 Gy mit nachfolgender Operation

(Stahl et Oliveira 2008) .

1.7.3. Neoadjuvante Therapie

Ob die neoadjuvante Chemotherapie das Uberleben bessert, wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. In einem Review-Artikel, in dem 11 randomisierte Studien mit
insgesamt 2051 Patienten untersucht worden sind, konnte gezeigt werden, dass eine
prioperative Chemotherapie das Uberleben bessern konnte, jedoch muss dies noch
weiter erforscht werden. Die beste Chemotherapiekombination schien Cisplatin und 5-
Fluorouracil zu sein, jedoch haben Malthaner et al in ihrer Analyse sich nicht ausgiebig
damit beschiftigt Studien zu vergleichen, die verschiedene Chemotherapeutika oder
Dosierungen untersucht haben (Malthaner et al. 2006).

Auch eine weitere Studie konnte zeigen, dass Patienten, die eine neoadjuvante Therapie
erhalten haben, ein besseres Uberleben zeigten. Eine Gruppe von Patienten (n=250)
hatte eine neoadjuvante Therapie erhalten (Epirubicin, Cisplatin, Fluorouracin) mit
anschlieender Operation, wihrend eine andere Gruppe von Patienten (n=253) eine
alleinige Operation erhalten hat. Dabei zeigte die erste Gruppe ein 5-Jahresiiberleben

von 36%, die zweite Gruppe ein 5-Jahresiiberleben von 23% (Cunningham et al. 2006).
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Eine alleinige préoperative Bestrahlung (mit oder ohne postooperativer Bestrahlung)
bringt keinen zusitzlichen Vorteil zum Uberleben im Vergleich zu einer alleinigen

Operation. Diese Therapie wird nicht empfohlen (Stahl et Oliveira 2008).

1.7.4. Palliative Therapie

Uber 50% der Patienten haben zum Zeitpunkt der Diagnose entweder einen
fortgeschrittenen lokoregiondren Befund, Lymphknotenmetastasen oder konnen
aufgrund von Zweiterkrankungen nicht operiert werden. Hier werden eine Chemo- bzw.
Radiochemotherapie immer wichtiger, um die Lebensqualitit zu verbessern und das
Uberleben zu verlingern. Uber den tatsichlichen Erfolg dieser Therapie ist in der
Literatur wenig zu finden (Siersema et al. 2007).

Durch die hohe Toxizitdit und offenbar auch nicht immer hinreichenden Erfolg
konventioneller Chemotherapeutika, wie Cisplatin und Fluorouracil, ist es wichtig neue
Therapieziele zu finden. Einen hohen Stellenwert erreichen dadurch Therapien, die

spezifisch die molekularen Verdnderungen des Tumors als Ziel haben (Ilson et al.

2004).
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1.8. Molekulare Grundlagen des Osophaguskarzinoms

Hanahan und Weinberg (Hanahan et Weinberg 2000) haben in ihrem Artikel: ,,The
Hallmarks of Cancer* die sechs Prinzipien geschildert, die fiir die Kanzerogenese

wichtig sind.

Abbildung 1. Prinzipien der Karzinogenese nach Hanahan und Weinberg

Evading
apoptosis

Tissue invasion
angiogenesis & metastasis

Abbildung 1. Die sechs Prinzipien der Karzinogenese nach Hanahan und Weinberg: ,,Selbstversorgung*
der Tumorzellen mit Wachstumssignalen, ,,Nicht-Ansprechen® auf Wachstumssignale, Féahigkeit der
Apoptose zu entgehen, uneingeschrinkte Teilungsfahigkeit, Féhigkeit zur Angiogenese, Invasion und

Metastasierung.

Fir die Tumorentstehung ist die ,Selbstversorgung“ der Tumorzellen mit
Wachstumssignalen wichtig. Diese Signale werden in normalen Zellen durch
Transmembranrezeptoren weitergeleitet, die verschiedene Liganden binden. Bei vielen
Tumoren sind Wachstumsfaktorrezeptoren (oft mit Tyrosinkinase- Aktivitét)

iiberexprimiert; z.B. der epidermale Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) oder der
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Her2/neu-Rezeptor, beide amplifiziert bzw. iiberexprimiert bei z.B. Magen- und
Mammakarzinomen (Cho et al. 2008a, Marx et al. 2009, Owens et al. 2004, Slamon et
al. 1987, Yoshida et al. 1989). EGFR und HER2/neu Amplifikationen bzw.
Uberexpressionen wurden auch am Osophaguskarzinom vielfach untersucht. Der
HER2/neu-Rezeptor spielt vor allem bei Adenokarzinomen des Osophagus eine
wichtige Rolle. Dabei sind in der Literatur Amplifikationen in 15 bis 35% der Fille
beschrieben worden; in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus hingegen nur in 5%
(Reichelt et al. 2007, E. R. Sauter et al. 1993, Walch et al. 2001). Der EGFR-Rezeptor-
Status ist in Verbindung mit dem Osophaguskarzinom in der Literatur auch schon
mehrfach beschrieben worden. Dabei konnte in einer Studie eine Uberexpression in 33
von 103 (32%) untersuchten Adenokarzinomen des Osophagus gezeigt werden (Wang
et al. 2007), in einer anderen in 2 von 15 (13,3%) der gut-/mitteldifferenzierten
Adenokarzinomen und in 13 von 23 (56,5%) der schlechtdifferenzierten
Adenokarzinomen (Wilkinson et al. 2004). Mittels FISH-Untersuchung konnte eine
Amplifikation in 23 von 55 (42%) untersuchten Plattenepithelkarzinomen gezeigt
werden (Sunpaweravong et al. 2005). Patienten mit einer EGFR Amplifikation/ bzw.
Uberexpression zeigten ein schlechteres Langzeitiiberleben (Inada et al. 1999, Wang et
al. 2007, Wilkinson et al. 2004). Weiterhin wird in der Literatur eine Assoziation
zwischen positivem EGFR-Rezeptorstatus (Immunhistochemie) und
Radiochemotherapie-Ansprechen beschrieben; Patienten mit positivem EGFR
Rezeptorstatus hatten ein besseres Ansprechen auf die Therapie gezeigt als Patienten
mit negativem EGFR-Rezeptorstatus (p= 0,037; Gotoh et al. 2007). Medikamente, die
den EGFR-Rezeptor blockieren (z.B. Gefitinib oder Erlotinib (Tarceva)) scheinen einen
antiproliferativen Effekt zu haben (Sutter et al. 2006, Taira et al. 2006). Bei
gleichzeitiger Gabe von Gefitinib konnte in 8 verschiedenen Zelllinien (menschliche
Osophaguskarzinom-Zellen) ein besseres Ansprechen des Tumors auf die Radiotherapie
gezeigt werden, was aber an einer groBeren Gruppe von Zelllinien weiter evaluiert
werden sollte (Taira et al. 2006).

Fiir einen Tumor ist weiterhin das Nicht-Ansprechen auf hemmende Faktoren wichtig.
Im normalen Gewebe gibt es mehrere antiproliferative Signale, die zu einer Homdostase
fiihren. Die Hemmung der Proliferation kann auf zwei verschiedene Weisen stattfinden.
Einerseits konnen Zellen vom aktiven Zellzyklus in die GO-Phase iibergebracht werden,
von welcher sie jeder Zeit wieder aktiviert werden konnen oder sie geben ihr

Proliferationspotential auf, in dem sie in postmitotische Stadien iibergebracht werden

17



(meist assoziiert mit der Differenzierung). Tumorzellen miissen diesen Mechanismen
entgehen (Hanahan et Weinberg 2000). Im Hinblick auf das Osophaguskarzinom
wurden auch hier mehrere Faktoren untersucht. Dabei konnte in einer Studie nur in 6
von 36 (17%) untersuchten Osophaguskarzinomen keine Expression des
Retinoblastomproteins nachgewiesen werden (Jiang et al. 1993). Ahnliche Ergebnisse
wurden in einer weiteren Studie erzielt. Dabei wurde eine Expression in 93,6% (161
von 172), wihrend der Rest keine Expression zeigte (ca. 16%; zur Hausen et al. 1999).
Das Retinoblastomgen konnte eine wichtige Rolle in der Karzinogenese des
Osophaguskarzinoms spielen (Contu et al. 2007). Ein weiterer wichtiger Faktor in der
Entstehung von Tumoren generell scheint der TGF-8 Faktor zu sein (transforming
growth factor). Von Rahden et al konnten mittels PCR in allen 123 von ihnen
untersuchten Adenokarzinomen des Osophagus eine Expression nachweisen, jedoch
war die relative Uberexpression mit einem fortgeschrittenen UICC-Stadium und
schlechter Prognose assoziiert (von Rahden et al. 2006). Wie weiter oben schon
beschrieben, gehen Zellen mit dem Erreichen der Differenzierung in ein postmitotisches
Stadium iiber, in dem sie nicht mehr teilungstdhig sind. Dabei spielt das Onkogen C-
myc, welches fiir einen Transkriptionsfaktor kodiert, eine wichtige Rolle. Bei
Uberexpression bzw. Amplifikation von C-myc, wird der Schritt zur Differenzierung
gehemmt, wéihrend das Wachstum gefordert wird (Hanahan et Weinberg 2000). Im
Osophaguskarzinom wird in der Literatur eine Amplifikation (PCR) in 8 von 77
(10,4%) untersuchten Plattenepithelkarzinomen (UICC I oder II) und in 13 von 43
(30,2%) untersuchten Plattenepithelkarzinomen, die multimodal (Radiochemotherapie)
behandelt worden sind wegen fortgeschrittenem Stadium (cT3-4, cNO-1, cMO),
beschrieben. C-myc Amplifikationen waren héufiger somit in fortgeschrittenen Stadien
zu finden (Bitzer et al. 2003). Eine Assoziation mit dem Uberleben konnte nicht
hergestellt werden. In einer weiteren Studie lag die Amplifikationsrate (PCR) nur ein
wenig hoher. Von 41 untersuchten Plattenepithelkarzinomen waren 16 amplifiziert
(39%). Hier konnte auch ein Zusammenhang zwischen C-myc Amplifikationen und
positiven Lymphknotenmetastasen, TNM- Stadium und Prognose gezeigt werden (He et
al. 1995).

Fiir einen Tumor ist es nicht nur wichtig die Eigenschaft zu haben zu expandieren
(Erh6hung der Zellproliferation), sondern auch die Eigenschaft der Zellen, der Apoptose
zu entgehen (Hanahan et Weinberg 2000). Ein wichtiges Gen in diesem Zusammenhang

ist p53. Mutationen des p53 Gens sind an Osophaguskarzinomen unterschiedlich schon
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beschrieben worden. Dabei sind in der Literatur Mutationen in 36,7%-87% der
Plattenepithelkarzinome (Egashira et al. 2007, Kim et al. 2006, Sengpiel et al. 2009)
und in 75% (Chung et al. 2007) bzw. 34,5% (Sengpiel et al. 2009) der Adenokarzinome
zu finden. Weiterhin scheint die Mutationsrate in schlecht und méBig differenzierten
Karzinomen (56,3%) hoher als in gut differenzierten Karzinomen (36,7%) zu sein (He
et al. 1998). Auch Bcl 2 scheint eine Rolle bei Osophaguskarzinomen zu spielen. Es
konnte eine Expression von Bcl 2 in 18% (n=40 Plattenepithelkarzinome) gezeigt
werden, die mit einer schlechteren Prognose assoziiert war (p= 0.03; Hsia et al. 2001).
Ein weiterer Faktor, der in der Literatur schon beschrieben worden ist, ist der IGF 1R
Rezeptor (Insulin- like growth factor- 1 Rezeptor). Dabei findet sich in der Literatur
eine Uberexpression (Immunhistochemie) in 60% (n=100 Plattenepithelkarzinome,
(Imsumran et al. 2007) bzw. in 73% der Adenokarzinome (n=131) und 25% der
Plattenepithelkarzinome (n=101; Kalinina et al.). In letzterer Studie konnte gezeigt
werden, dass die Uberexpression in Adenokarzinomen mit einem schlechteren
Uberleben einherging, in Plattenepithelkarzinomen dagegen nicht.

Zusétzlich zu den oben genannten Eigenschaften eines Tumors gehdrt auch die
Fahigkeit sich uneingeschrinkt zu replizieren. Dabei braucht die Tumorzelle eine
Telomeraseaktivitit (Hanahan et Weinberg 2000). In der Literatur wird eine
Telomeraseaktivitdt in 79% (n=52 Plattenepithelkarzinome; Ikeguchi et al. 1999) und in
87% (n= 31 Osophaguskarzinome; Takubo et al. 1997) beschrieben. Eine erhéhte
Telomeraseaktivitdt in 79% der normalen Epithelien in Umgebung des Tumors in der
zuerst beschriebenen Studie sei ein Hinweis auf die Wichtigkeit bei der Karzinogenese.
Auch hinsichtlich Angiogenese sind Untersuchungen am Osophaguskarzinom
durchgefiihrt worden. In einer aktuellen Studie mit 108 Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus konnte eine Expression von VEGF (Vascular endothelial growth factor) in
55% gezeigt werden (Boone et al. 2009). Die Ergebnisse von einer zuvor publizierten
Studie lagen nur ein wenig hoher. Eine Expression von VEGF wird hier in 26 von 40
(65%) untersuchten Plattenepithelkarzinomen beschrieben (Han et al. 2007).

Weiterhin ist flir einen Tumor die Fihigkeit zur Invasion wichtig (Hanahan et Weinberg
2000). Dies konnen Tumorzellen zum Bespiel durch Verlust des E-Cadherins erreichen.
Im Jahre 2001 wurden in einer Studie 416 Plattenepithelkarzinome untersucht. Dabei
konnte eine Expression von E-Cadherin in 42,3% (176 von 416) noch nachgewiesen
werden. Der E-Cadherin-Verlust zeigte sich als ein wichtiger Prognosefaktor (P=0,042;

Research Committee on Malignancy of Esophageal cancer, 2001).
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1.9. Die Funktion von Cyclin D1

Das CCND1 Gen liegt auf dem Chromosom 11q13 und kodiert fiir das Cyclin D1
Protein, welches, wie auch Cyclin D2 und Cyclin D3 zu der Familie der D-Typ Cycline
gehort.  Diese konnen einerseits als Teil eines Holoenzyms, Cdk-abhidngig, das
Retinoblastom-Tumor-Supressor-Protein (pRb) inaktivieren und das Zellwachstum von
der G1-Phase zur S-Phase beschleunigen (Abbildung 2). Andererseits kann Cyclin D1,
Cdk-unabhéngig, durch seine Kontrollfunktion in der Gl Phase sémtliche
Transkriptionsfaktoren beeinflussen (Ewen et Lamb 2004). Dies konnte zuerst am
Ostrogenrezeptor demonstriert werden — Uberexpression von Cyclin D1 bei gleichzeitig
positivem Ostrogenreptorstatus (Zwijsen et al. 1997). Mittlerweile konnte dies auch an
weiteren Transkriptionsfaktoren bewiesen werden, z.B. am Androgen-Rezeptor
(Knudsen et al. 1999), STAT 3 (Signaltransduktion und Aktivierung der Trankskription;
(Bienvenu et al. 2001) und Schilddriisenrezeptoren (Lin et al. 2002).

Abbildung 2. Cdk-abhangige Funktion von Cyclin D1 (Coller et al. 2007)
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1.10. Genetische Alterationen des CCND1 Gens

Genetische Alterationen des 11ql3 Chromosoms sind sehr hdufig. CCNDI-
Amplifikationen und Cyclin DI1-Uberexpressionen wurden schon an mehreren
Karzinomen untersucht. Beim Mammakarzinom fanden sich Amplifikationen in 9,6%-
30% (Al-Kuraya et al. 2004, Cho et al. 2008b, Elsheikh et al. 2008, Jirstrom et al. 2005,
Naidu et al. 2002, Reis-Filho et al. 2006, Roy et al. 2009) und eine Uberexpression in
32,8%-96% (Bieche et al. 2002, Cho et al. 2008b, Elsheikh et al. 2008, Guo et al. 2007,
Lin et al. 2005, Naidu et al. 2002, Reis-Filho et al. 2006, Roy et al. 2009). In einer
groflen Studie mit Mammakarzinomen (n=2197) konnten Amplifikationen mittels FISH
in 20,1% nachgewiesen werden, die einen Zusammenhang mit positivem Ostrogen-
Rezeptor-Status zeigten (p<0,001; Al-Kuraya et al. 2004). In einer anderen Studie
wurden 440 Mammakarzinome untersucht. Dabei fanden sich Amplifikationen in 27%
(263/440). Diese zeigten einen Zusammenhang mit positivem Lymphknotenstatus
(p<0,05), aber nicht mit dem histologischen Typ (p>0,05), Ostrogen- Rezeptor- Status
(p>0,05) und Proliferationsindex (p>0,05). Eine Uberexpression zeigte sich in 60%
(263/440), die wiederum einen Zusammenhang mit positivem Ostrogen-Rezeptor-
Status zeigte (p<0,05; Naidu et al. 2002). Roy et al haben 93 Mammakarzinome
untersucht. Dabei fanden sich Amplifikationen in 30% und eine Uberexpression in 63%.
Ein Zusammenhang mit TumorgroBBe, Lymphknotenstatus oder Her2/neu-
Amplifikationen lies sich nicht nachweisen, allerdings zeigte sich ein Zusammenhang
mit hoherem Tumorgrad (p=0,005) und schlechter Prognose (p=0,001; Roy et al. 2009).
Den Zusammenhang mit schlechter Prognose beschreiben zwei weitere Studien (Cuny
et al. 2000, Naidu et al. 2002). Auch gab es eine Studie, die dies nicht zeigen konnte
(Seshadri et al. 1996). Weiterhin ist der Zusammenhang zwischen Amplifikation und
Expression (p<0,001) in der Literatur bekannt (Elsheikh et al. 2008).

Bei Harnblasenkarzinomen zeigte sich eine Uberexpression in 31,3%-77% (Moonen et
al. 2001, Suwa et al. 1998, Takagi et al. 2000, Wagner et al. 1999), Amplifikationen in
11-21% (Bringuier et al. 1996, Proctor et al. 1991, G. Sauter et al. 1993, Schraml et al.
1999). In einer Studie mit 392 Harnblasenkarzinomen konnte in 44% der Fille eine
Uberexpression nachgewiesen werden, die einen Zusammenhang mit niedrigen
Tumorstadium (p<0,05) und histologischen Grad (p<0,05) zeigte, jedoch nicht mit der

Tumorprogression (Wagner et al. 1999). In einer zuvor publizierten Studie fand sich
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weder ein Zusammenhang zum Tumorstadium noch zum Ki67 Labeling Index (Suwa et
al. 1998).

In der Literatur werden Amplifikationen in 22-57% der Kopf-Hals-Tumoren
beschrieben (Akervall et al. 1997, Davidson et al. 1996, el-Naggar et al. 1995, Jares et
al. 1994, Kyomoto et al. 1997, Muller et al. 1994, Nogueira et al. 1998, Xu et al. 1994).
Dabei fanden sich in einigen Studien Zusammenhinge zwischen Amplifikationen und
lokaler Invasion (p=0,0015), Lymphknotenmetastasen (p=0,0078) und Tumorstadium
IV (p=0,0021; Jares et al. 1994) und Zusammenhinge zwischen Amplifikationen bzw.
Expression und 5- Jahrestiberlebensraten (p<0,0001 bzw. p<0,05; Kyomoto et al. 1997).
Eine andere Studie konnte keinen Zusammenhang mit klinisch-pathologischen
Parametern zeigen (Davidson et al. 1996).

Auch Translokationen spielen eine wichtige Rolle. Bei Mantelzelllymphomen konnten
diese auch mittels FISH-Untersuchung nachgewiesen werden (Elnenaei et al. 2001,
Kodet et al. 2003). Bei der zuletzt genannten Studie konnte bei allen 32 untersuchten
Mantelzelllymphomen eine Translokation gezeigt werden (Kodet et al. 2003). Der
immunhistologische Nachweis einer Expression von Cyclin D1 bei Lymphomen spielt

auch eine wichtige Rolle bei der Diagnostik.

1.11. CCND1 am Osophaguskarzinom

In der aktuellen Literatur scheint das CCND1 Gen/ Cyclin D1 Protein eine sehr
wichtige Rolle bei Osophaguskarzinomen zu spielen. Eine Uberexpression des Cyclin
D1 Proteins bei Plattenepithelkarzinomen des Osophagus ist in 11%-75% der Fille
beschrieben worden (Arber et al. 1999, Chang et al. 2005, Guner et al. 2003, Ikeda et al.
1999, Ikeguchi et al. 2001, Inomata et al. 1998, Ishikawa et al. 1998, Itami et al. 1999,
Lin et al. 2004, Mathew et al. 2002, Matsumoto et al. 1999, Morgan et al. 1999,
Nagasawa et al. 2001, Naitoh et al. 1995, Sarbia et al. 1999, Sheyn et al. 1997,
Sunpaweravong et al. 2005, Takeuchi et al. 1997, Toyoda et al. 2000); Amplifikationen
des CCND1 Gens sind bei Plattenepithelkarzinomen des Osophagus in 23%-65%
(Adelaide et al. 1995, Bizari et al. 2006, Inomata et al. 1998, Morgan et al. 1999, Naitoh
et al. 1995, Sheyn et al. 1997, Shimada et al. 1997, Shinozaki et al. 1996,
Sunpaweravong et al. 2005). Die meisten Studien konnten einen Zusammenhang

zwischen Amplifikation und Uberexpression zeigen (Bizari et al. 2006, Morgan et al.
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1999, Naitoh et al. 1995, Sheyn et al. 1997, Sunpaweravong et al. 2005). Viele Studien
konnten auch einen signifikanten Zusammenhang zwischen Amplifikation bzw.
Uberexpression und Uberleben zeigen (Guner et al. 2003, Ikeguchi et al. 2001, Inomata
et al. 1998, Ishikawa et al. 1998, Itami et al. 1999, Mathew et al. 2002, Matsumoto et al.
1999, Nagasawa et al. 2001, Sarbia et al. 1999, Shimada et al. 1997, Shinozaki et al.
1996, Takeuchi et al. 1997, Toyoda et al. 2000), andere wiederum nicht (Adelaide et al.
1995, Chang et al. 2005, lkeda et al. 1999, Sunpaweravong et al. 2005). Der
Zusammenhang zu klinisch-pathologischen Parametern (T-Stadium, N-Stadium,
Differenzierungsgrad etc.) ist in der Literatur unterschiedlich beschrieben. Dabei konnte
in den meisten Studien (Adelaide et al. 1995, Ikeda et al. 1999, Ishikawa et al. 1998, Lin
et al. 2004, Morgan et al. 1999, Naitoh et al. 1995, Sunpaweravong et al. 2005) kein
Zusammenhang zwischen CCND1-Amplifikationen bzw. Cyclin D1-Uberexpression
und klinisch-pathologischen Parametern gezeigt werden. Andererseits gab es auch
Studien, die unterschiedliche Zusammenhidnge beweisen konnten. Es wird ein
Zusammenhang zwischen Amplifikation und Fernmetastasen (M-Stadium), jedoch nicht
mit Lymphknotenmetastasen (N-Stadium) beschrieben (Shinozaki et al. 1996); eine
héhere Anzahl von Uberexpressionen bei Patienten mit hoherem Alter (Arber et al.
1999); ein Zusammenhang zwischen Uberexpression und Lymphknotenmetastasen (N-
Stadium) sowie hoher proliferativer Aktivitit, jedoch nicht zum T-Stadium (Sarbia et
al. 1999); ein Zusammenhang zwischen Uberexpression und Lymphangioinvasion bzw.
Lymphknotenmetastasen (Nagasawa et al. 2001).

Eine Uberexpression von Cyclin D1 in Adenokarzinomen des Osophagus konnte man in
32%-77% finden (Arber et al. 1999, Langer et al. 2006, Morgan et al. 1999), eine
Amplifikation in 7%-8% (Miller et al. 2003, Morgan et al. 1999). Auch scheint es in
einer Studie einen Zusammenhang zwischen Amplifikation und Uberleben, jedoch nicht
zum Tumorstadium zu geben (Miller et al. 2003). Den Zusammenhang zwischen
Expression und Uberleben konnte eine andere Studie nicht bestitigen (Langer et al.
2006).

CCND1-Amplifikationen werden in der Literatur auch bei high grade Dysplasien im
Barrett-Osophagus beschrieben (in 2 von 22 Fillen; Miller et al. 2003).
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Tabelle 3. CCNDI1 Alterationen in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus
(Literatur)

Tumor Typ  Fille Methoden  Amplifikation Uber- Beziehung Literatur
(%) expression zum
(%) Uberleben (P)
Platten-
epithel-
Karzinome
20 FISH (Sheyn et al. 1997)
20 HC 65 75
40 FISH (Bizari et al. 2006)
40 HC 45 38
55 FISH n.s. (Sunpaweravong et al.
55 HC 42 58 2005)
12 Southern (Naitoh et al. 1995)
17 Blot 42 71
HC
45 Southern p<0,05 (Inomata et al. 1998)
14 Blot 31 29
HC
19 Southern (Morgan et al. 1999)
19 Blot 26 11
HC
44 Southern n.s. (Adelaide et al. 1995)
Blot 54
38 Southern p=0,040 (Shimada et al. 1997)
Blot 26
122 Slot Blot p<0,001 (Shinozaki et al. 1996)
23
17 IHC 71 (Arber et al. 1999)
53 IHC 66 n.s. (Ikeda et al. 1999)
70 HC 59 p=0,067 (Mathew et al. 2002)
62 HC 57 p>0,05 (Lin et al. 2004)
148 IHC 41 (Ikeguchi et al. 2001)
210 IHC 75 p=0,002 (Sarbia et al. 1999)
89 HC 35 p=0,0017 (Toyoda et al. 2000)
156  THC 33 p=0,016 (Ttami et al. 1999)
118  IHC 33 n.s. (Chang et al. 2005)
86 IHC 27 p=0,013 (Nagasawa et al. 2001)
90 IHC 31 p<0,05 (Matsumoto et al. 1999)
80 IHC 31 p<0,01 (Ishikawa et al. 1998)
111 IHC 25 p=0,01 (Takeuchi et al. 1997)
53 IHC 17 p=0,034 (Guner et al. 2003)
Adeno-
carcinome
26 Southern 8 (Morgan et al. 1999)
26 blot 32
HC
87 Southern 7 p=0,044 (Miller et al. 2003)
blot
11 Southern 0 (Adelaide et al. 1995)
blot
137 IHC 77 n.s. (Langer et al. 2006)
22 HC 64 (Arber et al. 1999)

* n.s. = nicht signifikant
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1.12. CCND1 als mogliches Therapielziel Cyclin-

abhingiger Kinasen

Die  Entwicklung  neuer  Therapiemoglichkeiten  zur  Behandlung  des
Osophaguskarzinoms scheint immer wichtiger zu werden. Einen moglichen Erfolg
konnten dabei Therapien bringen mit Medikamenten, die den Zellzyklus beeinflussen,
wie z.B. Flavopiridol (Alvocidib). Um zu verstehen wie Flavopiridol wirkt, ist es
zundchst wichtig die einzelnen Schritte des Zellzyklus zu verdeutlichen. Bei einer
Schadigung der DNA (z.B. durch Chemo- oder Radiotherapie) wird p53 aktiviert und
fiihrt dann zur Induktion von p21 (CDK1). Dieses wiederum bindet und inhibiert den
CyclinE/CDK2-, CyclinA/CDK2- und CyclinB1/cdc2-Komplex (Abbildung 3). Aus
onkologischer Sicht ist dies eine Moglichkeit fiir gesunde Zellen dem zytotoxischen
Effekt zu entgehen, jedoch steht dieser Mechanismus auch den Tumorzellen zur
Verfiigung und mindert somit den Erfolg konventioneller Chemotherapeutika. Dies
konnte man an Kolonkarzinomen zeigen. Zellen mit normalem p21-Status zeigten nach
Bestrahlung einen Zyklusarrest mit folgendem klonalen Uberleben, wihrend andere
Zellen, die kein p21 exprimierten, zur Apoptose iibergefiihrt worden sind (Schwartz et

al. 2005) .
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Abbildung 3. Zellzyklus und Antwort auf einen DNA-Schaden (Schwartz et al.
2005)
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Abbildung 3. Zellzyklus und Antwort auf einen DNA-Schaden. Nach einem DNA-Schaden (induziert
z.B. durch Chemotherapie oder Radiotherapie) wird p53 aktiviert, welches wiederum als
Transkriptionsfaktor zur Induktion von p21 fiihrt. Dieses bindet anschlieBend an einen Cyclin-
abhingigen Kinaseinhibitor (CDK1) und inhibiert dadurch die Aktivitit von Cyclin E/CDK2, Cyclin
A/CDK2 und Cyclin Bl/cdc2. Dies fiihrt zu einem Arrest sowohl in der G1 als auch G2 Phase (Schwartz
et al. 2005).

Flavopiridol ist ein semisynthetisches Flavon und wirkt inhibierend auf multiple CDKs,
inklusive CKD1, CKD2, CDK4/6 und CKD7 (Sedlacek et al. 2001). Es ist der erste
Cyclin-abhéngige Kinaseinhibitor, der in klinischen Studien mit Menschen getestet
worden ist (Senderowicz et al. 1998). Flavopiridol scheint zu einem Zellzyklusarrest in
der G1-S- aber auch in der G2-M-Phase zu fiihren (Carlson et al. 1996), kann aber auch
z.B. in Zellen der Hamatopoese zu einer Induktion der Apoptose fithren (Motwani et al.
1999). Weiterhin scheint Flavopiridol - an Osophagus- und Lungenkarzinomen

untersucht - p21 zu inhibieren und dadurch eine Apoptose zu induzieren (Nguyen et al.
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2003), kann aber auch an bcl-2 (Konig et al. 1997), mcl-1 (Gao et al. 2004, Kitada et al.
2000), XIAP (Motwani et al. 2001) und Cyclin D1 (Carlson et al. 1999) direkt wirken.
In der Literatur wird Flavopiridol als mogliches neues Medikament in der Therapie von
gastrointestinalen Tumoren vorgeschlagen, da konventionelle Chemotherapeutika
offensichtlich nicht in der Lage sind eine Apoptose der Tumorzellen zu erreichen und
auch nur der Tod der Tumorzellen eine Heilung bedeutet. Dabei sollen die Ergebnisse
besser sein bei Patienten mit einem p53-Wildtyp (Schwartz et al. 2005). Weiterhin wird
in der Literatur berichtet, dass bei Osophagus- und Lungenkarzinomen durch eine
Kombination von Flavopiridol und einem Dipepsid (Hochregulierung von p21 und
Zellzyklusarrest in der G1 und G2 Phase) bessere Ergebnisse erzielt werden konnten.
Die Toxizitdt war hoch und selektiv; normale Zellen waren dadurch nicht betroffen
(Nguyen et al. 2003). In einer anderen Studie wurde an 39 Patienten mit nicht kurativen
Tumoren unter bestimmten Kriterien (keine andere lebensverldngerte Therapie mehr
moglich, keine vorangehende Carboplatin oder Cisplatin Therapie, bestimmte
Laborwerte etc.) die Wirkung von Flavopiridol mit oder ohne Carboplatin- oder
Cisplatinzugabe untersucht. Flavopiridol und Cisplatin sei eine sichere
Kombinationstherapie mit wenigen Nebenwirkungen; Flavopiridol und Carboplatin
zeigten dagegen eine unerwartet hohe Toxizitdt (Bible et al. 2005). Tumorzellen (an
einem Mausmodell untersuchte Zelllinien von Osophaguskarzinomen) zeigten nach
einer Flavopiridol-Therapie eine geringere immunhistologische Anfarbbarkeit fiir
Cyclin D1, VEGF und Rb (Sato et al. 2006).

Zusammenfassend kann man sagen, dass es Studien gibt, die auf einen mdglichen
Erfolg des Cyclin-abhingigen Kinase Inhibitors, Flavopiridol, hindeuten (Bible et al.
2005, Sato et al. 2006, Schwartz et al. 2005) und einen Zusammenhang mit Cyclin D1
gefunden haben (Sato et al. 2006). Auf derartige Studien basierend konnte die
Untersuchung der Homogenitdt von CCND1-Alterationen in positiven Tumoren wichtig
werden. Eine Inhomogenitit von CCNDI-Alterationen zwischen Primdrtumor und
Metastase konnte die Ursache einer nichtansprechenden Therapie sein.

Zahlreiche Studien haben gezeigt, dass CCND1-Alterationen beim Osophaguskarzinom
hdufig sind und tendenziell mit einer ungiinstigen Prognose assoziiert sind. Weniger
bekannt ist das Ausmall und die Bedeutung der Heterogenitéit dieser Verdnderungen,
insbesondere auch im Vergleich Primirtumor versus Metastasen. Das Ausmal} der

genetischen Tumorheterogenitét ist vor allem im Hinblick auf mogliche Therapieziele
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wichtig. Schlielich werden ja meistens resezierte Primdrtumoren auf Therapieziele

untersucht und die im Patienten verbliebene Metastasen behandelt.

1.13. Ziel der Arbeit

Um die potentielle Signifikanz des CCND1 Gens bzw. Cyclin D1 Proteins als

therapeutisches Ziel bei Osophaguskarzinomen in Zukunft nidher untersuchen zu
kénnen, haben wir in unserer Studie die Cyclin D1-Uberexpression und CCNDI-
Amplifikationen an 285 Primértumoren und 144 korrespondierenden Metastasen

untersucht.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektiv

Es wurden 292 Patienten, die an einem Osophaguskarzinom im Zeitraum von 1992-
2004 im Universitdtsklinikum Hamburg Eppendorf operiert worden sind, analysiert.
Von den 292 hatten 129 Patienten ein Adenokarzinom und 163 ein
Plattenepithelkarzinom. Von den 292 Patienten waren wiederum 228 méannlich und 64
weiblich im Alter zwischen 34 und 92 Jahren (Median: 62 Jahre). Bei allen Patienten
wurde eine kurative en bloc Resektion mit radikaler Lymphadenektomie durchgefiihrt.
Fir 287 Patienten (125 mit einem Adenokarzinom und 162 mit einem
Plattenepithelkarzinom) von 292 sind kontinuierliche Follow up Daten erhoben worden.
Patienten, die in der Zeit gestorben sind, wurden anhand der Todesursache in
karzinombezogene und nicht karzinombezogene Todesursache unterteilt. Patienten, die
innerhalb eines Monats nach der OP verstorben sind, wurden unter der Annahme, dass
sie an den Folgen der Operation gestorben sind, nicht in die Studie miteinbezogen. Der
Median der Follow up Zeit von allen Patienten betrug 23 Monate (95% CI: 18.434-
27.566). Alle Tumoren wurden fiir diese Studie anhand der WHO Klassifikation von
2000 reklassifiziert (Hamilton SR et al. 2000).

2.2. Kontrollgewebe

Das Kontrollgewebe (n=68) beinhaltet sowohl normales Gewebe als auch Gewebe von
anderen Tumoren; Normalgewebe: Osophagus (n=10), Endometrium (n=2), Haut (n=2),
Skelettmuskulatur (n=2), Herzmuskulatur (n=2), Kolonschleimhaut (n=2), Lunge (n=2),
Lymphknoten (n=2), Prostata (n=2); Tumorgewebe: Kolon (n=10), Mamma (n=10),
Prostata (n=10) und Lunge (n=10).
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2.3. TMA- Herstellung

Das Tumorarray-Verfahren macht es moglich bis zu 600 Gewebezylinder (Durchmesser
0,6mm) von histologisch definierten Regionen verschiedener Tumoren in einem
einzigen Paraffinblock zu untersuchen (Abbildung 4). Die Gewebeproben fiir die
TMA-Herstellung wurden in 4% gepufferten Formalin fixiert und in Paraffin
eingebettet. Es wurden neue Schnitte von ausgewdhlten Tumorblécken hergestellt
(donor blocks=Spenderblocke) und mit Himatoxylin-Eosin gefdrbt, um repriasentative
Tumorregionen zu definieren. AnschlieBend wurde mit Hilfe des Array-Stanzgerits der

TMA hergestellt.

Abbildung 4. Ubersichtsaufnahme vom Osophagus TMA (HE-Firbung)
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Abbildung 4. Ubersichtsaufnahme des Osophagus TMA (HE-Firbung). Jeder Kreis entspricht einem
Gewebeblock eines anderen Patienten oder einer anderen Lokalisation (z.B. Lymphknoten- oder
Fernmetastasen) desselben Patienten. Durch die Anordnung in Blocken (in absteigender Grofe: A+B,

C+D, E+F) und Reihen kann die Zugehorigkeit wiedergegeben werden.
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Abbildung 6. Beispiel eines Adeno-
karzinoms (HE-Firbung)

Abbildung S. Beispiel eines Platten-
epithelkarzinoms (HE-Féirbung)

wwo'o

Abbildung 5 und 6. Beispiele fiir ein Plattenepithelkarzinom und ein Adenokarzinom des Osophagus

vom Osophagus-TMA.
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2.3.1. Array-Stanzgerdt

Das Array-Stanzgerit besteht aus zwei Nadeln. Eine diinnere Nadel macht es moglich
Locher in die Empfangerblocke zu stanzen; die dickere Nadel dient der Entnahme von
Tumorgewebestliicken aus den Spenderblocken und deren Einbringen in den

Empféingerblock.

Abbildung 7. Array-Herstellung (Bubendorf et al. 2001)

Abbildung 7. Das Instrument besteht aus einem diinnen, an der Spitze geschirften Hohlzylinder (innerer
Durchmesser ca. 600um), welcher in einem X-Y-Achsen Prizisionsgerit gehalten wird. Ein genau in den
Hohlzylinder passender Stahldraht ermdoglicht das AusstoBen von gestanzten Gewebestiicken in mit
einem analogen Instrument (duflerer Durchmesser ca. 600um) vorgefertigte Locher im Empfangerblock

(Tumor-Array).
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2.4. Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH)

2.4.1. FISH-Protokoll Pathologie Hamburg

Die Zubereitung der Schnitte zur FISH-Analyse erfolgte nach dem FISH-Protokoll der

Pathologie des Universitdtsklinikum Hamburg:

1.1.1.1. Vorbereitung/Gerite

Preatreatment Reagent VP 2000 Abbott USA gebrauchsfertig.

Protease Puffer 0,01 N HCL VP 2000 Abbott USA; Protease I Abbott USA 250 mg mit
Protease Puffer 16sen und in Protease geben. Das erste Wasserbad von GFL 1086, auf
80° C vorheizen, dabei in das Wasserbad schon eine Kiivette mit ca. 80 ml Pretreatment
Reagent einstellen. Das zweite Wasserbad von GFL, auf 37° C vorheizen und schon in
das kalte Wasserbad eine Kiivette mit ca. 80 ml Protease- Losung einstellen; der Stand
im Wasserbad sollte mit dem Stand in den Kiivetten iibereinstimmen.

Heizplatte von Stork- Tronic/Prazitherm auf 48° C vorheizen.

Abbott Molecular, StatSpin, ThermoBrite auf 37° C vorheizen; Programmeingabe: 5
Min. 72° C, iiber Nacht 37° C.

1.1.1.2. FISH Tag 1

Die Paraffinschnitte werden auf einem Objekttrager, Superfrost plus, bei 56° C {iber
Nacht im Brutschrank gebacken, anschlieBend 3 X 10 Minuten in Xylol von J. T.
Baker und 2 X 5 Minuten in 96% Ethanol entparaffiniert und 3 Minuten auf der
Heizplatte (48° C) luftgetrocknet.

Enzymatische Vorbehandlung: Slides bleiben 15 Minuten in Pretreatment Reagent bei
80° C im Wasserbad, kurz in A. dest. Gewaschen; Andau in Proteaselosung bei 37° C
fiir 45/ 150 Minuten und wieder kurz in A. dest. gewaschen.

Dehydrierung: 2 Minuten in 70% Ethanol, 2 Minuten in 80% Ethanol, 2 Minuten in
96% Ethanol, 3 Minuten Lufttrocknung auf der Heizplatte bei 48° C, 10 ul Sonde
(Cyclin D1 Abbott (11q13) Spectrum orange/ CEP 11 Spectrum green, 5J4101) auf das
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Gewebe pipettieren, mit Deckgldschen (18x18mm) bedecken und mit Foxogum
(Marabu, Tamm/Germany) versiegeln.

AnschlieBend im Thermobrite (Abbott, Wiesbaden- Delkenheim) fiir 5 Minuten bei 72°
C denaturieren und iiber Nacht bei 37° C hybridisieren.

1.1.1.3.  FISH Tag II

Fixogum wird entfernt und Objekttrager in 2 X SSC (Sodium Chloride Sodium Citrate)/
0,3% NP40 (Nonyl Phenoxylpolythoxylethanol) pH 7,2-7,4, 2 Minuten bei 72° C
gewaschen, kurz mit A. dest. gespiilt und im Dunkeln luftgetrocknet.

Objekttrager werden mit 10 ul DAPI (4',6-Diamidin-Phenylindol-Dihydrochlorid;
1000ng/ml, Abbott) gegengefdrbt und mit Deckgldaschen abgedeckt.

2.4.2. FISH-Auswertung

Fiir jede Gewebeprobe auf dem Array wird die Zahl der CCNDI1- und Centromer 11-
Signale pro Tumorzellkern untersucht. Die Auswertung erfolgt mit einem Zeiss
Fluoreszenzmikroskop (40x-100x- Objektiv), welches einen Doppeltfilter besitzt zur
gleichzeitigen Visualisierung der Spectrum Orange und Spectrum Green Signale
(Vysis). Die Anzahl der Gensignale in Relation zu den Zentromersignalen wurden wenn
moglich ausgezéhlt, bei Vorhandensein von Cluster geschitzt. Eine Ratio >1 und < 2
galt als Zugewinn. Als Kriterium fiir eine Amplifikation galt eine CCND1/Centromer
11 Ratio > 2 oder das Vorhandensein von Cluster (Moch et al. 1999, Schraml et al.
1999).

2.5. Immunbhistologie (IHC)

Die Schnitte werden nach dem Schneiden in Luft getrocknet. Zundchst werden die
Schnitte in Xylol entparaffiniert und dann in absteigender Alkoholreihe, Ethanol (2 x 2
Minuten 100%, 2 x 2 Minuten 96%, 2 x 2 Minuten 80%) bis A. dest. dehydriert. Im
Dampfgarer werden dann die Schnitte 20 Minuten in einem vorgewidrmten
Demaskierungspuffer (Ph 9,0; Dako S2367, 1:10 mit A. dest. verdiinnt) inkubiert.
Danach miissen die Schnitte 20 Minuten abkiihlen und mit Leitungswasser und TBS-

Puffer (Fa. Dako S3006, 1:10 mit Aqua dest. verdiinnt) gespiilt werden. Anschlie3end
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werden die Antikdrperrohrchen, Funktionsrohrchen und Schnitte in das Autostainer
Geridt (Dako) eingeladen. Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wird Blocking-
Peroxidase Solution (Dako S2023) benutzt. Dann erfolgt die Inkubierung mit dem zuvor
verdiinnten (1:25) Antikorper (Cyclin D1, Dako M7155). Als Detektionssystem wird
Envision (Dako Kit K5007, Flischchen A) benutzt, zur anschlieBenden Firbung DAB
(Dako Kit K5007, Flischchen A und B) und Gegenfarbung der Kerne Hadmalaun
benutzt (Dako S2020, 1:5 verdiinnt). Zuletzt werden die Schnitte entwéssert in
absteigender Alkoholreihe, Ethanol, entwéssert (2 x 30 Sekunden 80%, 2 x 30
Sekunden 96%, 3 x 30 Sekunden 100%, 3 x 1 Minute Xylol).

2.5.1. [HC- Auswertung

Die immunhistologische Auswertung erfolgte durch Fr. Dr. Uta Reichelt (Pathologin in
Ausbildung), wobei nur nukledre Anfarbungen gewertet worden sind; normale Zellen
zeigten keine Anfarbung. Die nukledre Anfarbbarkeit wurde anhand einer vier-Stufen
Skala geschitzt (0, 1, 2, 3). Zusitzlich wurde die Anzahl der Zellen, die eine
Anfarbbarkeit zeigten, geschitzt. Der IHC-Score wurde aus zwei Parametern gebildet
(Intensitdt und prozentualer Anteil positiver Tumorzellen) nach Tabelle 4. Diese

Vorgehensweise stellt eine am UKE standardméBig verwendete Prozedur dar.

Tabelle 4. Immunhistologie-Auswertung

Score Definition
Negativ Int 0
Schwach Int 1 in <70% der Tumorzellen oder

Int 2 in <30% der Tumorzellen

MiBig Int 1 in >70% der Tumorzellen oder
Int 2 in >30% aber <70% der
Tumorzellen oder
Int 3 in <30% der Tumorzellen

Stark Int 2 in >70% der Tumorzellen

Int 3 in >30% der Tumorzellen

Tabelle 4. Vier-Stufen Skala der immunhistologischen Auswertung. Int = Farbungsintensitét

35



2.6. Statistik

Fiir unsere Untersuchungen haben wir das Statistik-Programm JMP 8.0 (SAS Institute
INC, NC, USA) verwendet. Die Bezichungen zwischen den verschiedenen
pathologisch-anatomischen Parametern und CCNDI-Alterationen wurden mittels
Kreuztabelle iiber Chi-quadrat-Tests (Likelihood) ausgewertet. Die Uberlebenskurven
wurden durch Kaplan-Meier-Kurven dargestellt. Fiir die statistische Beurteilung der
Beziehung  zwischen  molekularen oder  histologischen  Parametern  und

tumorspezifischem Uberleben wurde ein ,,log rank test* durchgefiihrt.
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3. Ergebnisse

3.1. Klinische Daten

In der FISH-Analyse waren 285 (158 Plattenepithelkarzinome, 121 Adenokarzinome, 6
Adenosquamose Karzinome) von 292 Gewebespots (=292 Patienten) auf dem
Osophagusarray auswertbar. Von den 285 Patienten gab es 280 Patienten, bei denen
Follow-up Daten vorhanden waren (fiir vier Adenokarzinome und ein
Plattenepithelkarzinom waren keine Follow-up Daten erhéltlich). Von den 280 Patienten
sind wiederum 151 (55,1%) Patienten an einer Tumor-assoziierten Todesursache, 27
(9,9%) an einer perioperativen Todesursache und 22 (8%) an einer nicht Tumor-
assoziierten Todesursache gestorben. Patienten, die an einer perioperativen Ursache
gestorben sind, wurden von der Uberlebensanalyse ausgeschlossen. Patienten, die an
einer nicht Tumor-assoziiertern Ursache verstorben sind, wurden zum Zeitpunkt ihres
Todes zensiert. Die iibrigen 80 Patienten waren zum Zeitpunkt ihrer letzten klinischen
Untersuchung am Leben, darunter auch 60 tumorfreie Patienten. Das durchschnittliche
krankheitsspezifische Uberleben war fiir Adenokarzinome 25,1 Monate (95% CI: 19.9-
30,3) und fiir Plattenepithelkarzinome 22,3 Monate (95% CI: 7,6-6,9). Das Uberleben
korrelierte signifikant mit dem pT-Status (p=0.0086 bei Plattenepithelkarzinomen,
Grafik 1; p<0,0001 bei Adenokarzinomen, Grafik 2), pN-Status (p<0,0001), pM-Status
(p<0,0001), UICC-Stadium (p<0,0001) und mit dem histologischen Grad (Grad 2
versus 3: p= 0.0474) aber nicht mit der Tumorart.
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Grafik 1. Kaplan Meier Analyse fiir das T-Stadium

des Osophagus (p=0,0086)

in

Plattenepithelkarzinomen

100 %

80 %

60 %

40 % -

20 %

Tumor-spez. Uberleben

0% T 1

pT1 (n=23)
— pT2 (n=38)
— pT3 (n=89)
— pT4 (n=11)
| ! | | ! |
60 80 100 120
Monate

Grafik 1. Das Uberleben korrelierte signifikant mit dem pT-Status in Plattenepithelkarzinomen des

Osophagus (p=0,0086).

Grafik 2. Kaplan Meier Analyse fiir das T-Stadium in Adenokarzinomen des

Osophagus (p<0,0001)
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Grafik 2. Das Uberleben korrelierte signifikant mit dem pT-Status in Adenokarzinomen des Osophagus

(p<0,0001).
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3.1.1. Technische Aspekte der CCNDI1 FISH- und
immunhistochemischen Untersuchung

Insgesamt waren 285 Primdrtumoren, 106 Lymphknotenmetastasen und 38
Fernmetastasen in der FISH-Analyse auswertbar (87,2%; 429/492). Uber die iibrigen 63
Spots konnte aufgrund von fehlendem Gewebe/Tumorzellen oder schlechter
Hybridisierung keine Aussage gemacht werden.

Nur ein TMA-Schnitt wurde zwecks FISH-Analyse hybridisiert. Es wurden keine
weiteren Versuche vorgenommen, um die Anzahl der auswertbaren Fille durch
zusdtzliche Experimente zu erhdhen, da die Anzahl der auswertbaren Fille zum Zweck

dieser Studie als grof3 genug betrachtet worden ist.

Abbildung 8. Beispiel eines nicht Abbildung 9. Beispiel eines

amplifizierten Tumors (FISH) amplifizierten Tumors (FISH)

Abbildung 8 und 9. In Abbildung 8 sicht man ein Beispiel fiir einen nicht amplifizierten Tumor: zwei
Centromer 11 Signale (griin) bei gleichzeitigem Vorhandensein von zwei CCND1 Gen Signalen (rot). In
Abbildung 9 sieht man ein Beispiel fiir einen amplifizierten Tumor: zwei Centromer 11 Signale (griin) bei

gleichzeitigem Vorhandensein von einem Cluster an CCND1 Gen Signalen (rot).

In der immunhistochemischen Untersuchung waren 279 Primértumoren, 109
Lymphknotenmetastasen und 41 Fernmetastasen auswertbar (87,2%; 429/492), wihrend
63 der Gewebespots aufgrund von nicht eindeutigem Vorhandensein von Tumorzellen
nicht auswertbar waren.

116 primédre Adenokarzinome und 151 primédre Plattenepithelkarzinome waren sowohl

in der FISH-Analyse als auch in der immunhistochemischen Untersuchung auswertbar.

39



Im Kontrollgewebe waren weder in der FISH-Analyse noch in der
immunhistochemischen Untersuchung CCNDI1-Amplifikationen bzw. Cyclin DI1-

Uberexpressionen nachweisbar.

Abbildung 10. Beispiel eines Abbildung 11. Beispiel eines
Plattenepithelkarzinoms (IHC) Adenokarzinoms (IHC)
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Abbildung 10 und 11. In Abbildung 10 sieht man ein Beispiel fiir eine positive Immunhistochemie in
einem Plattenepithelkarzinom und in Abbildung 11 ein Beispiel fiir eine positive Immunhistochemie in

einem Adenokarzinom.

3.2. CCNDI1 in Primartumoren

Die Héufigkeit und die Art der CCNDI-Alterationen unterscheiden sich in
Adenokarzinomen und Plattenepithelkarzinomen wesentlich. In
Plattenepithelkarzinomen (Tabelle 5 wund 7) waren Amplifikationen und
Uberexpressionen viel hiufiger als in Adenokarzinomen (Tabelle 6 und 8). Zwischen
Amplifikationen des CCND1 Gens und Cyclin D1-Uberexpression gab es in beiden
Tumortypen eine starke Assoziation (Plattenepithelkarzinome: p<0,0001, Grafik 3;
Adenokarzinome: p=0,0078, Grafik 4). Alle amplifizierten Karzinome zeigten
zumindest eine geringe nukledre Positivitit in der entsprechenden Immunhistochemie.
Allerdings zeigten auch 72,5% der nicht amplifizierten Plattenepithelkarzinome und
68,9% der nicht amplifizierten Adenokarzinome eine mit unserem Protokoll
nachweisbare Expression von Cyclin D1 in der Immunhistochemie. Haufigkeit und

Intensitdt waren jedoch geringer als in den amplifizierten Tumoren.
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Tabelle 5. CCND1-Amplifikationsstatus in Priméirtumoren, Lymphknoten- und

Fernmetastasen in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus

CCNDI1-FISH
Gewebe f normal Zugewinn | amplifiziert p-Wert
(%) (%) (%)
Primértumor 158 41,1 5,1 53,8
LK-Metastasen 48 33,3 4,2 62,5 0,6872
Fernmetastasen 10 50,0 10,0 40,0

Tabelle 5. CCND1-Amplifikationsstatus in Primartumoren (n=158), Lymphknoten- und Fernmetastasen

(n=48 bzw. n=10) in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

Tabelle 6. CCND1-Amplifikationsstatus in Priméirtumoren, Lymphknoten- und

Fernmetastasen in Adenokarzinomen des Osophagus

CCNDI1-FISH
Gewebe t normal Zugewinn | amplifiziert p-Wert
(%) (%) (o)
Primértumor 121 87,6 1,7 10,7
LK-Metastasen 53 77,4 3.8 18,9 0,3986
Fernmetastasen 27 85,2 0,0 14,8

Tabelle 6. CCND1-Amplifikationsstatus in Primartumoren (n=121), Lymphknoten- und Fernmetastasen

(n=53 bzw. n=27) in Adenokarzinomen des Osophagus.
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Tabelle 7. Cyclin D1-Expression

Fernmetastasen in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus

in Primiirtumoren,

Lymphknoten- und

CCND1-Expression
Gewebe n p-Wert
negativ schwach maBig Stark
Primértumor 154 12.34 27.27 16.88 43.51
LK-Metastasen 51 13.73 25.49 13.73 47.06 0,4232
Fernmetastasen 14 35.71 14.29 21.43 28.57

Tabelle 7. Cyclin D1-Expression in Primirtumoren (n=154), Lymphknoten- und Fernmetastasen (n=51

bzw. n=14) in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

Tabelle 8.

CCNDI1-Expression

Primértumoren,

Fernmetastasen in Adenokarzinomen des Osophagus

Lymphknoten- und

CCND1-Expression
Gewebe n p-Wert
negativ schwach maBig stark
Primértumor 120 28.33 37.5 15.83 18.33
LK-Metastasen 52 26.92 28.85 13.46 30.77 0,0564
Fernmetastasen 27 25.93 11.11 22.22 40.74

Tabelle 8. Cyclin D1-Expression in Primirtumoren (n=120), Lymphknoten- und Fernmetastasen (n=52

bzw. 27) in Adenokarzinomen des Osophagus.
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Grafik 3. Vergleich des CCND1-Amplifikationsstatus mit dem
immunhistochemischen Nachweis einer Cyclin D1-Expression in Primirtumoren

des Osophagus (Plattenepithelkarzinome; p<0,0001)
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Grafik 3. Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen CCNDI1-Amplifikationsstatus und Cyclin D1-
Expression in  Plattenepithelkarzinomen des Osophagus (p<0,0001). Alle amplifizierten

Plattenepithelkarzinome zeigten wenn auch nur eine geringe Positivitét in der THC.

Grafik 4. Vergleich des CCND1-Amplifikationsstatus mit dem
immunhistochemischen Nachweis einer Cyclin D1-Expression in Priméirtumoren

des Osophagus (Adenokarzinomen; p=0,0078)
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Grafik 4. Es zeigt sich ein Zusammenhang zwischen CCNDI-Amplifikationsstatus und Cyclin D1-
Expression in Adenokarzinomen des Osophagus (p=0,0078). Alle amplifizierten Adenokarzinome zeigten

wenn auch nur eine geringe Positivitit in der IHC.
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Die Beziehung von CCNDI1-Alterationen zum Differenzierungsgrand und Stadium ist
fiir Plattenepithelkarzinome und Adenokarzinome in Tabelle 9+10 bzw. Tabelle 11+12
dargestellt. Es fand sich nur eine geringe Assoziation zwischen CCND1-Alterationen
und Tumorphénotyp in den Immunbhistologie- und FISH-Befunden. Dabei fand sich in
der FISH-Untersuchung in Plattenepithelkarzinomen ein Zusammenhang mit dem pM-
und UICC-Status (p= 0.0407 bzw. p= 0.0336).

Der Zusammenhang zwischen Prognose und Amplifikationsstatus in der FISH-
Untersuchung (p=0,0293) und zwischen Prognose und Uberexpression in der
immunhistochemischen Untersuchung (p=0,0406) war bei Adenokarzinomen statistisch
signifikant, bei Plattenepithelkarzinomen konnte ein derartiger Zusammenhang weder in
der FISH-Untersuchung (p=0,4522), noch in der immunhistochemischen Untersuchung

(p=0,3179) gezeigt werden.
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Tabelle 9. CCND1-Alterationen (Immunhistochemie) in Plattenepithelkarzinomen

des Osophagus in Zusammenhang zum Tumorphiinotyp

N n negativ | Schwach | méaBig stark | p- Wert
auswertbar (%) (%) (%) (%)
pT
1 24 22 22,7 22,7 18,2 36,4
2 39 36 11,1 33,3 13,9 41,7 0.739
3 89 84 11,9 25 17,9 452
4 11 11 0 27,3 18,2 54,6
pN
pNO 67 62 16,1 32,3 19,4 32,3 0.132
pN+ 94 92 9,8 23,9 15,2 51,1
pM
pMO 142 133 12,8 26,3 16,5 44,4 0.789
pM1 20 20 10 35 20 35
Tumorgrad
1 4 4 25 0 25 50
2 113 106 10,4 30,2 19,8 39,6 0.295
3 45 43 14 23,3 9,3 53,5
UICC
Status
1 19 17 23,5 23,5 17,7 35,3
2 63 58 12,1 34,5 19 34,5 0.055
3 53 51 15,7 15,7 17,7 51
4 27 27 0 37 11,1 51,9

Tabelle 9. Es zeigt sich kein Zusammenhang zwischen Cyclin D1-Expression und Tumorphinotyp (pT-,
pN-, pM-, UICC-Status und Tumorgrad) in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.
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Tabelle 10. CCNDI1-Alterationen (FISH)

Osophagus in Zusammenhang zum Tumorphiinotyp

in Plattenepithelkarzinomen des

N n normal | Zugewinn | amplifiziert | p- Wert
auswertbar
pT
1 24 23 52,2 13 34,8
2 39 37 35,1 2,7 62,2 0.1646
3 89 87 37,9 3.5 58,6
4 11 10 60 10 30
pN
pNO 67 65 46,2 9,2 44,6 0.2031
pN+ 94 92 37 2,2 60,9
pM
pMO 142 139 38,9 5.8 55,4 0.0407
pM1 20 18 55,6 0 44,4
Tumorgrad
1 4 4 25 0 75
2 113 110 39,1 4,6 56,4 0.1906
3 45 43 46,5 7 46,5
UICC
Status
1 19 18 55,6 16,7 27,8
2 63 61 41 4,9 54,1
3 53 53 35,9 0 64,2 0.0336
4 27 25 40 8 52
Tabelle 10. Es findet sich ein Zusammenhang zwischen CCNDI1-Amplifikation und pM-Status

(p=0,0407) bzw. UICC-Status (p=0,0336) in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.
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Tabelle 11. CCND1-Alterationen (Immunhistochemie) in Adenokarzinomen des

Osophagus in Zusammenhang zum Tumorphiinotyp

N n negativ | schwach | méiBig stark p-
auswertbar (%) (%) (%) (%) Wert
pT
1 24 22 36,4 27,3 18,2 18,2
2 46 42 26,2 35,7 21,4 16,7 0.861
3 55 52 26,9 423 11,5 19,2
4 4 4 25 50 0 25
pN
pNO 34 30 36,7 33,3 20 10 0.364
pN+ 94 89 25,8 38,2 14,6 214
pM
pMO 96 89 30,3 34,8 15,7 19,1 0.739
pM1 33 31 22,6 45,2 16,1 16,1
Tumorgrad
1 1 1 0 0 0 100 0.569
2 50 44 34,1 36,4 15,9 13,6
3 77 74 25,7 37,8 16,2 20,3
UICC
Status
1 24 22 36,4 31,8 22,7 9,1
2 39 35 31,4 343 17,1 17,1 0.713
3 34 32 25 37,5 9,4 28,1
4 32 31 22,6 45,2 16,1 16,1

Tabelle 11. Es zeigt sich kein Zusammenhang zwischen Cyclin D1-Expression und Tumorphéinotyp

(pT-, pN-, pM-, UICC-Status und Tumorgrad) in Adenokarzinomen des Osophagus.
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Tabelle 12. CCND1-Alterationen (FISH) in Adenokarzinomen des Osophagus in

Zusammenhang zum Tumorphinotyp

N n normal | Zugewinn | amplifiziert | p- Wert
auswertbar
pT
1 24 23 91,3 0 8,7
2 46 42 90,5 0 9,5 0.5422
3 55 52 82,7 3.9 13,5
4 4 4 100 0 0
pN
pNO 34 32 90,6 0 9,4 0.5023
pN+ 94 88 86,4 23 11,4
pM
pMO 96 89 85,4 23 12,4 0.3121
pM1 33 32 93,8 0 6,3
Tumorgrad
1 1 1 100 0 0
2 50 46 89,1 0 10,9 0.6901
3 77 73 86,3 2,7 11
UICC
Status
1 24 23 91,3 0 8,7
2 39 35 85,7 0 14,3 0.338
3 34 32 81,3 6,3 12,5
4 32 31 93,6 0 6,5

Tabelle 12. Es zeigt sich kein Zusammenhang zwischen CCNDI1-Amplifikation und Tumorphénotyp

(pT-, pN-, pM-, UICC-Status und Tumorgrad) in Adenokarzinomen des Osophagus.
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Grafik 5. Der Zusammenhang zwischen CCND1-Amplifikationsstatus und tumorspezifischem Uberleben

ist nicht signifikant (p=0,4522 bzw. p=0,4708- amplifiziert vs. normal) in Plattenepithelkarzinomen des

Osophagus.
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Grafik 6. Der Zusammenhang zwischen CCND1-Amplifikationsstatus und tumorspezifischem Uberleben

ist statistisch signifikant (p=0,0293 bzw. p=0,0241- amplifiziert vs. normal) in Adenokarzinomen des

Osophagus.
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Grafik 7. Analyse
Plattenepithelkarzinomen (p=0,3179)
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Grafik 7. Der Zusammenhang zwischen Cyclin D1-Expression und tumorspezifischem Uberleben ist

nicht signifikant (p=0,3179) in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus.

Grafik 8. Kaplan Meier Analyse fiir die Cyclin DI1-Expression
Adenokarzinomen (p=0,0406)
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Grafik 8. Der Zusammenhang zwischen Cyclin D1-Expression und tumorspezifischem Uberleben ist

statistisch signifikant (p=0,0406) in Adenokarzinomen des Osophagus.
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3.3. CCNDI in Metastasen

Der CCNDI1 Status in Lymphknoten- und Fernmetastasen war stark assoziiert mit den
Ergebnissen in den Primdrtumoren. In der FISH-Untersuchung stimmten 91 der 99
analysierten Primartumoren und Lymphknotenmetastasen-Paare (p<<0,0001; Tabelle 13)
und 27 der 30 analysierten Primadrtumoren und Fernmetastasen Paare (p<0,0001;
Tabelle 14) iiberein. Alle diskrepanten Félle wurden mittels FISH an einem
GroBflachenschnitt verifiziert.

Bei 25 Patienten (Adenokarzinome: n=18; Plattenepithelkarzinome: n=7) konnten
sowohl der Primértumor als auch die entsprechende Lymphknoten- und Fernmetastase
beurteilt werden. In Adenokarzinomen gab es eine komplette Ubereinstimmung bei 17
Patienten (83%) und in Plattenepithelkarzinomen bei 4 Patienten (71%). Sowohl in
Adenokarzinomen als auch in Plattenepithelkarzinomen gab es je einen Patienten mit
Amplifikation der Lymphknoten- und Fernmetastase jedoch nicht des Primértumors.
Ein Patient mit einem Plattenepithelkarzinom zeigte eine Amplifikation im Primértumor
jedoch keine Amplifikation weder in der Lymphknoten- noch in der Fernmetastase und
ein anderer Patient zeigte im Lymphknoten einen Zugewinn, jedoch nicht im
Primédrtumor und der Fernmetastase. Diese drei Félle wurden ebenfalls durch eine

FISH-Analyse an einem Grof3flichenschnitt verifiziert.
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Tabelle 13. Vergleich der CCNDI1-FISH Analyse von Primidrtumoren und

Lymphknotenmetastasen des Osophaguskarzinoms

Lymphknotenmetastasen

p Wert
normal Zugewinn amplifiziert
Normal 54 3 2
g
£
= Zugewinn 2 1 0 <0,0001
g
>
amplifiziert 0 1 36

Tabelle 13. Es findet sich ein signifikanter (p<0,0001) Zusammenhang zwischen CCNDI1-FISH-

Ergebnissen in Primirtumoren und Lymphknotenmetastasen des Osophaguskarzinoms. Es ist eine

Ubereinstimmung in 91 von 99 analysierten Paaren zu finden.

Tabelle 14. Vergleich der CCND1-FISH von Primirtumoren und Fernmetastasen

des Osophaguskarzinoms

Metastasen
p Wert
Normal Zugewinn | Amplifiziert
Normal 23 0 2
g
z
= Zugewinn 0 0 0 <0,0001
£
>
amplifiziert 0 1 4

Tabelle 14. Es findet sich ein signifikanter (p<0,0001) Zusammenhang zwischen CCNDI1-FISH-

Ergebnissen

in Primdrtumoren und Fernmetastasen des

Ubereinstimmung in 27 von 30 analysierten Paaren zu finden.

Osophaguskarzinoms.

Es st

eine
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Die Ubereinstimmung einer Cyclin D1-Expression (mittels Immunhistochemie)

zwischen Primértumoren und Lymphknotenmetastasen war statistisch signifikant

(p=0,0002), zwischen Primirtumoren und Fernmetastasen war dieser Zusammenhang

nicht signifikant (p=0,4140).

Tabelle 15. Vergleich der Cyclin D1-Immunhistochemie von Priméirtumoren und

Lymphknotenmetastasen des Osophaguskarzinoms (alle Tumoren)

Lymphknotenmetastasen
p Wert
negativ schwach malig Stark
negativ 8 5 2 0
=
g schwach 4 12 4 10
:c% 0,0002
£ méBig 4 3 0 9
~
stark 4 9 8 22

Tabelle 15. Es zeigt sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen Cyclin D1-Expression in

Priméartumoren (alle Tumoren) und Lymphknotenmetastasen (p=0,0002).
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Tabelle 16. Vergleich der Cyclin D1-Immunhistochemie von Priméirtumoren und

Fernmetastasen des Osophaguskarzinoms

Metastasen
p Wert
negativ schwach maBig stark
negativ 2 1 1 3
=
g schwach 5 3 3 6
£ 0,4140
£ méBig 2 0 1 1
~
stark 0 0 1 5

Tabelle 16. Der Zusammenhang zwischen Cyclin D1-Expression in Primartumoren (alle Tumoren) und

Fernmetastasen war nicht signifikant (p=0,4140).
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4. Diskussion

In der Studie wurde die TMA-Methode zur Untersuchung von CCNDI-
Amplifikationen und Cyclin DI1-Expression bei Osophaguskarzinomen und ihren
Metastasen verwendet. Das TMA-Verfahren erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von
hunderten von Gewebeproben auf einem einzigen Objekttrager (Bubendorf et al. 2001).
Das Verfahren hat aber den Nachteil, dass pro Tumor nur sehr geringe Gewebemengen
untersucht werden (jeweils ein Gewebefragment mit einem Durchmesser von 0,6 mm).
Es wurde deswegen lange diskutiert, ob die TMA-Methode fiir den Nachweis
statistischer =~ Zusammenhédnge  zwischen molekularen = Verdnderungen und
Tumorphénotyp oder Prognose geeignet ist. Zahlreiche Studien haben in den letzten
Jahren allerdings gezeigt, dass das TMA-Verfahren fiir solche Anwendungen
hochgradig geeignet ist. Studien mit geniligend grofen Tumorkollektiven haben alle
etablierten Zusammenhinge zwischen molekularen Parametern und klinischen bzw.
pathologischen Parametern bestétigt. So wurde beim Mammakarzinom die Beziehung
zwischen Amplifikationen von HER2/neu , Cyclin D1, Myc mit Tumorphénotyp oder
Prognose (Al-Kuraya et al. 2004) ebenso bestdtigt wie gleichartige Beziehungen mit
immunhistochemisch nachgewiesenen Parametern, wie Ostrogen- und Progesteron-
Rezeptor-Expression  oder Ki67-Labeling-Index (Ruiz et al. 2006). Bei
Nierenkarzinomen konnten Beziehungen zwischen Vimentin-Expression und Prognose
an Tissue-Micro-Arrays bestétigt werden (Moch et al. 1999), bei Harnblasenkarzinomen
Beziehungen von Tumorzellproliferationen (Ki67-Labeling-Index), p53-Status und
Differenzierungsgrad mit Prognose am TMA bestitigt werden (Moch et al. 1993,
Nocito et al. 2001). An einem am Institut fiir Pathologie des Universtititsklinikums
Hamburg Eppendorf hergestelltem Prostatakarzinom-TMA  konnten kiirzlich
signifikante Beziehungen zwischen der Expression von HER2/neu bzw. EGFR und der
Prognose bei Prostatakarzinomen an TMAs gezeigt werden (Minner et al. 2010,
Schlomm et al. 2007).

Unsere Untersuchung an Primirtumoren des Osophagus ergab zunichst eine deutlich
groBere  Héufigkeit von CCNDI-Amplifikationen und immunhistochemischer
Nachweisbarkeit von Cyclin D1 in Plattenepithelkarzinomen als bei Adenokarzinomen.
Dieser Zusammenhang ist in der Literatur gut bekannt. Mehrere frithere Studien hatten

ebenfalls deutliche Unterschiede zwischen Adeno- und Plattenepithelkarzinomen
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beziiglich Cyclin D1-Veridnderungen gefunden. Zum Beispiel konnte in einer Studie
mit 44 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom und 11 Patienten mit einem
Adenokarzinom in 54% der Plattenepithelkarzinome und bei keinem der
Adenokarzinome eine CCND1-Amplifikation gezeigt werden (Adelaide et al. 1995). In
einer anderen Studie mit 19 Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom und 26
Patienten mit einem Adenokarzinom konnte eine CCNDI1-Amplifikation in 26% der
Plattenepithelkarzinome aber nur in 8% der Adenokarzinome gezeigt werden, was
jedoch nicht statistisch signifikant war (Morgan et al. 1999). Auch die Mehrzahl der
immunhistochemischen Studien welche Adeno- und Plattenepithelkarzinome untersucht
haben, konnten einen Unterschied zwischen Adeno- und Plattenepithelkarzinomen
finden. Dabei fand eine Gruppe (Arber et al. 1999) eine nachweisbare Cyclin D1-
Expression bei 71% ihrer 17 Plattenepithelkarzinome aber nur bei 64% ihrer 22
Adenokarzinome; eine andere Gruppe (Morgan et al. 1999) fand im Gegensatz dazu
eine Cyclin D1-Expression in 32% ihrer 26 untersuchten Adenokarzinome und nur in
11% ihrer untersuchten Plattenepithelkarzinome. Auffallend sind hier auch die sehr
grofBen Haufigkeitsunterschiede zwischen den Studien. Derartig diskrepante Resultate
sind durch methodische Unterschiede aber ohne weiteres zu erklidren. Die Ergebnisse
immunhistochemischer Untersuchungen hidngen sehr stark von der Auswahl der
Antikorper, der Farbebedingungen und auch von den Auswertungsverfahren ab. In einer
kiirzlichen Studie an Prostatakarzinomen hatten wir an unserem TMA mit mehr als
3200 Prostatakarzinomen eine p53-Positivitit in 2,5% der Félle gesehen und einen
starken prognostischen Effekt dieser so gemessenen p53-Positivitdt gefunden. Durch
Anpassungen des p53-Immunhistochemieprotokolles war es am gleichen Kollektiv auch
moglich mehr als 98% positive Fille zu finden (Schlomm et al. 2008) wobei bei einem
derartig sensitiven Protokoll natiirlich keine signifikanten Prognoseunterschiede mehr
auffindbar waren (G. Sauter, personliche Mitteilung).

Die Moglichkeit aus methodischen Griinden zu unterschiedlichen Resultaten zu
kommen ist fiir die FISH-Untersuchung naturgemifl viel kleiner als bei der
Immunhistochemie. Es wunderte deswegen nicht, dass die von uns gefundenen
Haufigkeiten von Amplifikationen sich nur wenig von den Resultaten fritherer Studien
unterschieden. In unserer Studie haben wir in 53,8% (85/158) der
Plattenepithelkarzinome und in 11% (13/121) der Adenokarzinome eine Amplifikation
gefunden. Die entsprechenden Daten der Literatur reichen bei Plattenepithelkarzinomen

von 23%-65% (Adelaide et al. 1995, Bizari et al. 2006, Inomata et al. 1998, Morgan et
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al. 1999, Naitoh et al. 1995, Sheyn et al. 1997, Shimada et al. 1997, Shinozaki et al.
1996, Sunpaweravong et al. 2005) und in Adenokarzinomen von 7%-8% (Miller et al.
2003, Morgan et al. 1999). Die Spanne von Cyclin DI1-Positivititen welche
immunhistochemisch gefunden wurde ist naturgemdl3 viel grofler. Sie reicht von 11-
75% bei Plattenepithelkarzinomen (Arber et al. 1999, Bizari et al. 2006, Chang et al.
2005, Guner et al. 2003, Ikeda et al. 1999, Ikeguchi et al. 2001, Inomata et al. 1998,
Ishikawa et al. 1998, Itami et al. 1999, Lin et al. 2004, Mathew et al. 2002, Matsumoto
et al. 1999, Morgan et al. 1999, Nagasawa et al. 2001, Naitoh et al. 1995, Sarbia et al.
1999, Sheyn et al. 1997, Shinozaki et al. 1996, Sunpaweravong et al. 2005, Takeuchi et
al. 1997, Toyoda et al. 2000) und von 32-64 % bei Adenokarzinomen (Arber et al. 1999,
Langer et al. 2006, Morgan et al. 1999). Unsere Werte von 68,8% bei Adenokarzinomen
und 85,3% bei Plattenepithelkarzinomen liegen im hdheren Bereich dieser
Untersuchungen. Dieser Befund macht deutlich, dass die Verwendung von Tissue-
Micro-Arrays nicht zu einem Verpassen einer relevanten Anzahl positiver Félle in
unserer Studie gefiihrt haben diirfte. Insgesamt 285 Primidrtumoren (280 mit
Verlaufsdaten) wurden in unserer Analyse untersucht. Im Vergleich zu der Literatur ist
das die grofite Anzahl. Lediglich sechs weitere Studien, welche die Beziehung zwischen
CCND1-Verianderungen und der Patientenprognose untersucht hatten, hatten mehr als
100 Falle (n=122, n=156, n=118, n=111, n=137, n=210; Chang et al. 2005, Itami et al.
1999, Langer et al. 2006, Sarbia et al. 1999, Shinozaki et al. 1996, Takeuchi et al.
1997). Einige Studien konnten dabei einen signifikanten Zusammenhang von CCND1-
Amplifikationen oder vermehrter Cyclin D1-Expression mit dem klinischen Verlauf
finden (Itami et al. 1999, Sarbia et al. 1999, Shinozaki et al. 1996); andere Studien
konnten dies nicht zeigen (Adelaide et al. 1995, Chang et al. 2005, Ikeda et al. 1999,
Langer et al. 2006, Sunpaweravong et al. 2005). Wir konnten einen derartigen
Zusammenhang sowohl in der FISH- als auch immunhistochemischen Untersuchung
nur in Adenokarzinomen (p=0,0293 und p=0,0406 entsprechend), jedoch nicht in
Plattenepithelkarzinomen (p=0,4522 und p=0,3179 entsprechend) finden. Die
Beziehung zu einem malignen Phinotyp scheint insgesamt eher eine schwache zu sein.
Wir konnten in unserer Studie nur bei Plattenepithelkarzinomen (FISH-Untersuchung)
einen Zusammenhang zum pM-Status (p=0,0407) und UICC-Status (p=0,0336) finden.
Alle anderen Untersuchungen sowohl an Platten- als auch an Adenokarzinomen
lieferten keine weiteren Zusammenhdnge. Mehrere andere Autoren fanden

diesbeziiglich dhnliche Resultate; in einer Studie (n=210 Tumoren) fand sich keine
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signifikante Assoziation mit dem pT-Stadium (Sarbia et al. 1999); in einer weiteren
Studie (n=22 Tumoren) konnte trotz signifikanter Assoziation mit der Prognose keine
Korrelation zum Vorliegen von Lymphknotenmetastasen gezeigt werden (Shinozaki et
al. 1996).

Der hoch signifikante Zusammenhang zwischen Cyclin DI1-Expression und
Amplifikation in unserer Untersuchung, welcher sowohl bei Adeno- wie auch bei
Plattenepithelkarzinomen nachweisbar war, ist immerhin auch eine indirekte
Validierung beider Methoden. Bei grob falsch gewdhltem Immumbhistochemieprotokoll
mit irrelevanten immunhistochemischen Daten wére ein solcher Zusammenhang nicht
Zu erwarten.

Insgesamt liefern die Ergebnisse unserer Untersuchung somit beziiglich Beziehungen
zum Tumorphidnotyp und Prognose keine wegweisenden neuen Informationen.
Hauptzweck der durchgefiihrten Studie war auch nicht die weitere Erforschung der
prognostischen Bedeutung von Cyclin D1-Verdnderungen sondern die Untersuchung
der Heterogenitit solcher Verdnderungen, insbesondere zwischen Primadrtumoren und
Metastasen. Dieser Aspekt erschien uns bedeutend, da mittlerweile Medikamente
erprobt werden, welche direkt Cyclin D1 angreifen und somit bei Cyclin D1 positiven
Tumoren einen besonders ausgeprigten zytostatischen Effekt haben sollten. Bei der
Anwendung von modernen Krebsmedikamenten, welche eine spezifische
Genverdnderung attackieren ist es wichtig zu wissen, ob die Zielgenverdnderung auch in
der gesamten Tumormasse vorliegt. Da der Primértumor in der Regel chirurgisch
entfernt und danach auf der molekularen Ebene untersucht wird, stiitzt sich die
Indikationsstellung fiir eine genspezifische Krebstherapie ausschlielich auf die
Befunde in Primdrtumoren, wéhrend dessen durch die Therapie im Patienten
verbleibende Metastasen attackiert werden sollen. Um zu kldren in wie weit die
Befunde in Primartumoren und Metastasen identisch sind, wurden 99 Paare von
Primartumoren und Lymphknotenmetastasen und 30 Paare von Primartumoren und
Fernmetastasen untersucht, davon auch 25 Patienten von denen Priméirtumoren,
Lymphknotenmetastasen und Fernmetastasen vorlagen. Die FISH-Analyse von
Priméartumoren und zugehdrigen Metastasen ergab eine sehr hohe Ubereinstimmung der
Befunde in Primirtumoren und Metastasen. Nur bei ca. 10% der Fille lag eine
Diskrepanz vor, welche in allen Fillen durch die zusétzliche Untersuchung von
GroBschnitten bestitigt wurde. Die Ubereinstimmung mit den GroBschnitten macht

dariiber hinaus die hohe Zuverldssigkeit der FISH-Untersuchung fiir molekulare
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Analysen deutlich. Deutlich weniger ausgeprigt war die Ubereinstimmung bei der
immunhistochemischen Untersuchung. Wir interpretieren dieses eher enttduschende
Resultat wiederum als Folge von ,Immunhistochemieproblemen®. Dabei ist auch zu
beachten, dass Metastasen und Primédrtumoren typischerweise in verschiedenen Gefaflen
ans pathologische Institut geschickt werden und dementsprechend uneinheitlich fixiert
werden. Ein hdufiges Problem ist hierbei eine zu geringe Formalingmenge, welche
groBen chirurgischen Priparaten (z.B. Osophagektomiepriparaten) beigefiigt wird. Um
eine zu grofle Verdiinnung des Formalins durch ,,Gewebesifte” zu verhindern, sollte
jedem eingesandten Gewebe mindestens die zehnfache Volumenmenge an Formalin
beigefiigt werden. Insgesamt ist es schwer vorstellbar, dass sich der CCNDI-
Amplifikationsstatus zwischen Priméartumoren und Metastasen kaum unterscheidet, dass
aber fast regelhaft signifikante Expressionsunterschiede vorliegen. Gegen eine derartige
Annahme spricht auch die Tatsache, dass in Metastasen die Cyclin DI1-Anfarbung
statistisch gesehen genauso hidufig stark ausgeprdgt ist wie in Primdrtumoren. Dies
spricht gegen eine systematisch in Metastasen gesteigerte oder verminderte Expression.

In der Literatur konnten wir nur eine weitere Studie finden, die Primartumoren und
Metastasen von Osophagus-Karzinomen beziiglich ihres Cyclin D1-Status untersucht
haben. Dabei hatten Gramlich et al 45 primére Plattenepithelkarzinome und 12
Lymphknotenmetastasen mittels PCR untersucht. Von den 45 Primirtumoren zeigten 10
eine Amplifikation (22%) und von den 12 Lymphknotenmetastasen zeigten 3 (25%)
eine Amplifikation. Von den 10 Patienten mit amplifizierten Tumoren zeigten 7
Lymphknotenmetastasen, von denen wiederum 5 der Untersuchung zur Verfligung
standen; 3 davon zeigten letzten Endens eine Amplifikation. Die Ursache der deutlich
grofleren Diskrepanz in dieser Studie zwischen Amplifikation im Primértumor und der
entsprechenden Lymphknotenmetastase kann auch an der PCR-Methode liegen, wobei
nicht zwischen Ergebnissen in metastatischen Karzinomzellen und residualen
Lymphozyten im Lymphknoten unterschieden werden kann (Gramlich et al. 1994).

Ein wesentlicher Befund unserer Untersuchung ist auch die eklatante Héufigkeit von
CCNDI1-Amplifikationen in Osophagealen Plattenepithelkarzinomen: 53,8% unserer
(85/158) untersuchten Karzinome waren amplifiziert. Diese Zahl ist deutlich grofer als
bei den meisten anderen Tumorarten. CCND1-Amplifikationen wurden z.B. in 9,6%-
30% der Mammakarzinome (Al-Kuraya et al. 2004, Cho et al. 2008a, Elsheikh et al.
2008, Jirstrom et al. 2005, Naidu et al. 2002, Reis-Filho et al. 2006, Roy et al. 2009)
und 11%-21% der Harnblasenkarzinome (Bringuier et al. 1996, Proctor et al. 1991, G.
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Sauter et al. 1993, Schraml et al. 1999) beobachtet. In Tumoren des Kopf-Hals-
Bereichs wurden zum Teil auch &hnlich hohe Amplifikationsraten beobachtet (22%-
57%, (Akervall et al. 1997, Davidson et al. 1996, el-Naggar et al. 1995, Jares et al.
1994, Kyomoto et al. 1997, Muller et al. 1994, Nogueira et al. 1998, Xu et al. 1994).
Insgesamt sprechen die Befunde unserer Studie dafiir, dass Plattenepithelkarzinome des
Osophagus die absolut ideale Indikation fiir die Erprobung von Cyclin DI-
Antagonisten darstellen diirfte. Fiir die Annahme spricht die exorbitante Haufigkeit von
CCNDI1-Amplifikationen ebenso wie die offenbar hohe Homogenitdt dieser
molekularen Verdnderung in diesem Tumortyp.

Die hohe Haufigkeit von CCNDI1-Amplifikationen bei Plattenepithelkarzinomen des
Osophagus spricht dafiir, dass dieses Gen fiir diesen Tumortyp eine besonders hohe
Bedeutung haben muss. Es konnte spekuliert werden, dass eine CCND1-Amplifikation
mit einer speziellen Atiologie des Plattenepithelkarzinoms in Zusammenhang stehen
konnte. Dramatisch ist auch der Unterschied der Haufigkeit von CCNDI-
Amplifikationen zwischen Osophagealen und anderen Plattenepithelkarzinomen. Bei
eigenen FISH-Untersuchungen, bei denen exakt die gleichen Kriterien fiir die
Bewertung der Cyclin DI1-Positivitit angewandt worden waren, waren CCNDI-
Amplifikationen bei 10,77% der Plattenepithelkarzinome der Harnblase (Zaharieva et
al.  2003), 22,7% der Plattenepithelkarzinome des Larynx, 63,4% der
Plattenepithelkarzinome des Oro- und Hypopharynx und 18,4%  der
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle gefunden worden. Fiir eine besondere
atiologische Bedeutung der CCNDI1-Amplifikationen spricht auch der markante
Unterschied in der Haiufigkeit dieser Amplifikation zwischen unterschiedlichen
Tumoren aus dem HNO-Bereich. Zudem liegen Plattenepithelkarzinome des Osophagus
und der Mundhohle ja in enger Nachbarschaft und sind beide z.B. mit Nikotinabusus
assoziiert. So wurden in einer Studie CCND1-Amplifikationen in 61 von 201 (30,3%)
der Karzinome der Mundhohle, 73 von 147 (49,7%) der Karzinome des Pharynx und 22
von 85 (25,9%) der Karzinome des Larynx gefunden (Freier et al. 2003).
Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass CCNDI1-Amplifikationen
im Osophaguskarzinom hiufiger vorkommen, vor allem bei Plattenepithelkarzinomen.
Die hohe Homogenitét der Verdnderungen spricht fiir ein frithes Auftreten der CCND1-
Amplifikationen in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus und ein hohes Potential als

Therapieziel.

60



5. Zusammenfassung

Das CCND1 Gen ist ein potentielles therapeutisches Ziel. Unterschiede von CCND1-
Alterationen zwischen Primirtumoren und deren Metastasen sind daher von groflem
Interesse. Um Unterschiede im CCND1-Status zu finden, wurden 285 Priméartumoren
und 144 korrespondierende Metastasen mittels Immunhistochemie und Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung auf CCND1-Alterationen untersucht. Amplifikationen wurden in
53,8% (85/158) der Plattenepithelkarzinome und in 11% (13/121) der Adenokarzinome
beobachtet. Bei Plattenepithelkarzinomen konnte ein Zusammenhang zwischen
Amplifikationsstatus und pM-Status (p=0,0407) bzw. Amplifikationsstatus und UICC-
Status (p=0,0306) gezeigt werden. Es fand sich ein statistisch signifikanter
Zusammenhang mit dem Uberleben in der FISH-Untersuchung in der Gruppe der
Adenokarzinome (p=0,0293). Es konnte kein weiterer signifikanter Zusammenhang
zwischen CCNDI1-Alterationen und klinisch-pathologischen Parametern beobachtet.
Wir konnten in unserer Studie einen Zusammenhang zwischen CCNDI-
Amplifikationen und Cyclin DI1-Expression sowohl in Plattenepithelkarzinomen
(p<0,0001) als auch in Adenokarzinomen (p=0,0078) beobachten. Weiterhin konnten
wir einen statistisch signifikanten Zusammenhang zwischen CCNDI1-Amplifikationen
in Primdrtumoren und Amplifikationen in den entsprechenden Lymphknoten- bzw.
Fernmetastasen finden (p<0,0001). Von insgesamt 129 analysierten Paaren fand sich
eine Ubereinstimmung in 118 Paaren.

Das gehiufte Auftreten von CCND1-Amplifikationen am Osophagus (insbesondere bei
Plattenepithelkarzinomen) und die Homogenitdt dieser zwischen Primértumoren und

Metastasen sprechen fiir ein hohes Potential von CCNDI als Therapieziel.
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6. Abkiirzungsverzeichnis

A. dest.:
amp:
CEP:
CL:
CT:
Cdk:
DAPI:
EGFR:
et al:
FISH:
gain:
HE:
HER2:
HCI:
[HC:
IGF:
IR:
LK:
MR:
NP 40:
PCR:
PET:
pRb:
SSC:
STATS3:
TGF:
Tis:
TMA:
TNM:
Vs.:

UICC:

Aqua destillata

amplifiziert

chromosome enumeration probe
Konfidenzintervall

Computertomographie

Cyclin abhédngige Kinase

4’,6- Diamidin-2’- phenylindol- dihydrochlorid
epidemal growth factor receptor

et alii

Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Zugewinn

Hématoxylin- Eosin

human epidermal growth factor receptor 2
Chlorwasserstoff

Immunhistochemie

insulin like growth factor

Inzidenzrate

Lymphknoten

Mortalitétsrate

Nonyl Phenoxylpolythoxylethanol
Polymerase- Ketten-Reaktion

Positronen- Emissions- Tomographie
Retinoblastom Suppressorprotein

Sodium Chloride Sodium Citrate

signal transducer and activator of transcription 3
transforming growth factor

Tumor in situ

tissue micro array

Tumor, Lymphknoten (=Nodes), Metastasen
versus

Internation Union against cancer
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